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慢性肾衰竭大鼠主动脉 !"#!$的表达变化

冯) 兵，杨) 旭，叶自林，袁发焕，杨惠标，张耀全) ) （ 第三军医大学新桥医院肾内科，全军肾脏病中心，重庆市肾病研究
所，重庆 %"""(*）

) ) 摘) 要：目的) 探讨尿毒症时主动脉局部炎症信号 +,#!-表达变化。方法) 采用单肾切除、对侧肾动脉部分结扎法
建立慢性肾衰竭模型，./#01.检测 +,#!- 23$ 亚基、4#!- 5.+6表达水平，免疫组织化学检测 23$ 亚基蛋白表达，凝胶迁
移率法测定 +,#!-活性，并用图像分析定量。结果) 与正常大鼠比较，慢性肾衰竭大鼠主动脉 +,#!- 23$ 亚基 5.+6表
达水平显著升高（! 7 "8 "!），而 4#!- 5.+6表达水平显著降低（! 7 "8 "!），+,#!- 23$ 亚基蛋白表达和活性也显著增加
（! 7 "8 "!），并随病程延长而进一步上升。蛋白酶体抑制剂 9:#!(& 可明显抑制慢性肾衰竭大鼠主动脉 +,#!- 组分表达
和活性升高。结论) 慢性肾衰竭大鼠主动脉 +,#!-炎症信号通路存在显著活化。
) ) 关键词：慢性肾功能衰竭；主动脉；+,#!-
) ) 中图法分类号：.(&&; !&!；.(<&; !(；.3<&; $) ) ) 文献标识码：6
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) ) 尿毒症患者动脉粥样硬化发病率显著高于同年龄
正常人，推测可能与尿毒症时微炎症反应有关［!，&］。

但是，对于尿毒症时主动脉局部炎症反应情况和动态

变化，以及是否与循环微炎症反应相关等尚不清楚。

许多研究表明，泛素蛋白酶体是调节体内废用蛋白降

解的主要途径，它的功能异常（功能低下或过度活化）

与炎症活化等多种生理机能失调有关［( [ $］。+,#!- 转
录调节多种细胞因子和炎症介质，被认为是炎症级联

反应的中心靶点，它的激活直接由泛素蛋白酶体信号
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通路（ CJ>LC>P>? 2OKPNGSK5N 2GPHWGR，F00）所调节［3］。
因此，本实验以蛋白酶体抑制剂 9:#!(& 作为干预试
剂，拟探讨尿毒症大鼠主动脉 +,#!- 组分的表达变
化。

<= 材料与方法

!; !) 慢性肾衰竭动物模型的建立
) ) 选择 Y0,级健康雄性 & 月龄 ]>SPGO大鼠（第三军医大学实

验动物中心提供）$" 只，体质量（&&" ^ &$"）@，分笼饲养，自由

食水，适应生活环境 ! 周。术前禁食 !& H。慢性肾功能衰竭大

鼠模型参照文献［*］进行，主要步骤：腹腔注射 &_戊巴比妥钠

%$ 5@ ‘ Z@麻醉后，将大鼠仰卧固定在手术台上，碘酒乙醇消毒

腹部，于剑突下 ! U5取腹正中切口，切开约 & U5，找出左肾，结

扎左肾动脉上下 & 个分支，找出右肾，结扎肾蒂，切除右肾，逐
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层缝合腹部切口，对照组取腹正中切口后，找到左右肾脏，牵拉

被膜，逐层缝合切口。实验分组：按随机数字法将动物分为单

纯肾衰模型组（)*&，+, 只）、肾衰模型 - ./’!0+ 干预组（)*&
- .，+, 只）和假手术组（)12，!, 只）。各组大鼠自由食水，治
疗组术后开始给予腹腔注射 ./’!0+ !, "3·43 5!·6 5!，持续 7
8 9 个月。各组大鼠取血后，分离主动脉组织，去除外膜后一部
分液氮保存供 :*%; 表达水平和 %&’!( 活性测定，一部分于
!,<甲醛溶液固定，用于免疫组织化学染色。

!$ +# 肾功能测定
# # 采用酶法测定血清肌酐（上海篮一生物有限公司）、尿素氮
（宗申德控生物有限公司）含量。

!$ 0# 主动脉 %&’!(亚基 =9"和 >’!( :*%;表达的测定
# # 采用绵阳天泽基因工程有限公司的 *%; ?@A试剂盒，用一
步法提取细胞总 *%;。提取的总 *%; 经电泳鉴定未被降解，
用 BCD,, 核酸 E蛋白检测仪测 *%; 在 +9, 2: 和 +D, 2: 波长
的紫外光下的吸光度值，所有样品的 !（+9,）E !（+D,）值均介
于 !$ F 8 +$ !。并根据 !（+9,）的值对样品的总 *%;进行初步
定量。采用 GHIH*H逆转录试剂盒把各组 *%;合成 JB%;。然
后分别进行 JB%;的 K)*扩增，引物见表 !。K)* 反应体系先
在 F7 L预变性 7 :M2，然后进行 K)* 反应，反应条件：F7 L变
性 ", N，相应温度退火 ", N，O+ L延伸 ! :M2，7, 个循环。所用
引物见表 !。取 K)* 扩增产物 " "P，在加了溴化乙锭的 +<琼
脂糖凝胶电泳板上电泳，凝胶成像分析系统对结果成像、条带

密度扫描，以 /;KBQ 为内参照，测定每个样品的 =9" 和 >’!(
:*%;表达水平的相对量变化。

表 !" 所有基因引物表

基因 引物序列

%&’!(（OD! R=） 上游引物 "S’;)/;));;/));///;//G/;;/’0S

下游引物 "S’//)));;/G/;)))/);G;/G/G’0S

>’!(（0+9 R=） 上游引物 "S’G//;/))/;))G);;G;;;))’0S

下游引物 "S’G/)/;)G/G/;;));)/;G/’0S

/;KBQ（+DF R=） 上游引物 "S’G/)G/;/G;G/G)/G//;/G’0S

下游引物 "S’;/G)GG)G/;/G//);/G/;G’0S

/;KBQ（70F R=） 上游引物 "S’;)););/G));G/));G);)’0S

下游引物 "S’G));));)))G/GG/)G/G;’0S

!$ 7# =9" 亚基蛋白表达水平及分布
# # 采用 ;() 免疫组织化学染色试剂盒（购自北京中杉公
司），根据试剂盒提供的操作说明进行。分别将各组大鼠动脉

组织的石蜡切片常规脱蜡至水，置 ,$ ! :1P E T 的枸橼酸钠溶液
中进行微波抗原修复，滴加 0<去离子 Q+?+去除内源性过氧化

物酶活性，滴加山羊血清封闭，分别滴加抗大鼠 %&’!( =9"（!U
!,,）（购自武汉博士德公司）7 L过夜。次日，K(V漂洗后加入
生物素标记的二抗，0O L孵育 !" :M2，K(V 漂洗后经辣根过氧
化物酶标记的链霉卵白素工作液 0O L孵育!" :M2，K(V漂洗后
加 B;(显色，再以苏木精复染，常规脱水透明，中性树脂封片，
在普通光学显微镜下观察结果。图像经 TWMJH XYM2 软件对于
阳性区域的百分比进行分析计算。

!$ "# %&’!(活性的测定
# # 参照文献［O］进行，整个过程分 0 步：#细胞核蛋白的提
取。$%&’!(探针标记。%Z.V; 电泳。抗 K9" 多克隆抗体
（兔抗鼠）购自美国 VH2AH )[@\公司，G7多核苷酸激酶和 %&’!(
探针购自美国 K[1:W3H 公司，探针序列为："S’;/GG/;///’
/;)GGG)));//)’0S；"S’/))G///;;;/G))))G);;)G’0S。反
应样本经 7<非解离聚丙烯酰胺凝胶电泳约 + ]（!", ^），晾干
凝胶，置 5 O, L放射自显影。结果以图像分析系统进行测量
积分灰度值。

!$ 9# 统计学处理
# # 数据 !" _ #表示，采用 VKVV !!$ , 统计软件，多组比较采用
单因素方差分析，两两比较采用 V’%’I独立样本 $检验。

#" 结果

+$ !# 慢性肾衰竭大鼠血清肌酐、尿素氮的变化
# # 结果显示，与假手术（)12）组比较，肾衰模型（)*&）组大鼠
肌酐显著升高，随着时间延长，9 个月较 7 个月时进一步明显升
高（% ‘ ,a ,!）。)*& 组大鼠的尿素氮升高相对较慢较晚，仅 9
个月时大鼠血尿素氮浓度显著高于 )12组（表 +）。)*&大鼠肾
脏病理显示，肾小球明显硬化特征（系膜增厚、小球细胞减少、小

球体积缩小）、间质纤维化、炎性细胞浸润及肾小管细胞萎缩。

表 #" 慢性肾衰大鼠肾功能的变化及$%&!’# 治疗的影响（!" _ #）

肌酐（":1P E T） 尿素氮（::1P E T）
组别

术后 7 个月 术后 9 个月 术后 7 个月 术后 9 个月
假手术组 00$ +, _ +$ 7F 0+$ D, _ +$ +D 9$ 7, _ ,$ F+ 9$ O7 _ ,$ 90
肾衰模型组 ""$ D, _ "$ 7F !!+$ 7, _ !!$ 0,H !,$ +" _ !$ ,0 !"$ O+ _ +$ "7H

H：% ‘ ,a ,!，与假手术组比较

+$ +# 主动脉 %&’!(亚基 =9" 和 >’!( :*%;表达的变
化及 ./’!0+ 治疗的影响

# # 本实验结果表明，与 )12 组比较［术后 7 个月（+a +F7 _
,a +7F），术后 9 个月（+a ++D _ ,a +,F）］，)*& 组大鼠主动脉
%&’!( :*%;表达水平均显著升高（% ‘ ,a ,"），随着时间延长，
9 个月时 %&’!( :*%; 的表达（0a +0D _ ,a 7!"）较 7 个月时
（0a !99 _ ,a !O,）进一步升高，但未见显著性差异（% b ,a ,"）；与
)*&组比较，)*& - .组主动脉 %&’!(的 :*%;表达水平显著
降低（ % ‘ ,a ,!），9 个月时 %&’!( :*%; 的表达（!a "97 _
,a 0,F）比 7 个月时表达量（!a O,7 _ ,a +"7）更低，但无显著性差
异（% b ,a ,"）。而 %&’!( 的抑制因子 >’!( 则表现出与 %&’!(
相反的趋势：即与 )12组比较［术后 7 个月（!a !0D _ ,a !!7），术
后 9 个月（!a ,F7 _ ,a ,O,）］，)*&组大鼠主动脉 >’!( :*%; 表
达水平均显著降低（% ‘ ,a ,"），随着时间延长，9 个月时 >’!(
:*%;的表达（,a D!D _ ,a !0!）较 7 个月时（,a D09 _ ,a ,OF）进
一步降低，但无显著性差异（% b ,a ,"）；与 )*& 组比较，)*& -
.组主动脉 >’!( :*%;表达水平显著升高（% ‘ ,a ,!），9 个月
时 >’!( :*%;的表达（!a 7D7 _,a !7D）比 7个月时表达（!a 79, _
,a +!+）进一步升高，但无显著性差异（% b ,a ,"）。./’!0+ 治疗
可显著抑制手术后大鼠主动脉 %&’!( :*%; 表达，即 )*& -
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!组大鼠主动脉 "#$!% &’"( 表达水平显著低于 )’# 组，而
*$!% &’"(表达水平显著高于 )’#组，与 )+,组比较无显著性
差异（! - ./ .0）（图 1、2）。

! " # $ % &

!’()!*
（+,! -.）

!/0123
（",4 -.）

1：)’#组（3 个月）；2：)’# 4 !组（3 个月）；5：)+, 组（3 个月）；

3：)’#组（6 个月）；0：)’# 4 !组（6 个月）；6：)+,组（6 个月）

图 !" 各组大鼠动脉 #$%!& ’(#)的表达变化

!!"#$%
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1：)’# 4 !组（3 个月）；2：)’#组（3 个月）；5：)+, 组（3 个月）；

3：)’# 4 !组（6 个月）；0：)’#组（6 个月）；6：)+,组（6 个月）

图 *" 各组大鼠动脉 +%!& ’(#)的表达变化

27 58 主动脉 "#$!%亚基 960 蛋白表达的定位检测
8 8 结果表明，与 )+,组比较［术后 3 个月（57 22 : .7 1;）<，术
后 6 个月（57 53 : .7 22）<］，)’# 组大鼠主动脉 "#$!% 亚基
960 蛋白表达的阳性面积水平均显著升高，随着时间延长，6 个
月时［（137 ;5 : 17 00）<］较 3 个月时［（127 .; : 17 01）<］
"#$!%进一步升高（! = ./ .1）。与 )’# 组相比，)’# 4 ! 组主
动脉 "#$!%的阳性面积水平显著降低［术后 3 个月（57 02 :
./ 20）<、术后 6 个月（57 30 : .7 26）<，! = ./ .1］，见图 5。

!!

!"
(：)+,组；%：)’#组

图 ," 慢性肾衰竭大鼠主动脉 #$%!&蛋白表达"（(%) >3..）

27 38 主动脉 "#$!%活性的变化及 !?$152治疗的影响
8 8 结果表明，与 )+,组［术后 3 个月（.7 6@ : .7 2A），术后 6 个
月（.7 06 : .7 1;）］比较，)’#组大鼠主动脉 "#$!%活性显著升
高，随着时间延长，6 个月时［（57 1@ : .7 05）］较 3 个月时
［（1/ 22 : .7 1@）］"#$!%进一步升高（! = ./ .1）。与 )’# 组相
比，)’# 4 !组主动脉 "#$!%活性水平显著降低［术后 3 个月
（.7 65 :.7 1@），术后 6个月（.7 ;5 :.7 50），! =./ .0）］。见图 3。

!!"#!$

!游离探针

% & ’ ( ) * + ,

1：)’#组（3 个月）；2：)’# 4 !组（3 个月）；5：)+,组（3 个月）；
3：空白对照；0：竞争抑制；6：)’# 组（6 个月）；@：)’# 4 ! 组
（6 个月）；;：)+,组（6 个月）

图 -" 慢性肾衰竭大鼠主动脉 #$%!&活化情况

," 讨论

8 8 大量研究结果表明［;］，"#$!% 活化是炎症反应激
活的共同信号通路，是启动和控制炎症反应的中枢环

节。诱导 "#$!% 活化的主要信号通路主要是泛素蛋
白酶体降解 "#$!%的抑制蛋白 *$!%，游离的 "#$!%具
有向细胞核内移位的能力，进入细胞核内的 "#$!% 与
各种炎症介质和细胞因子靶基因启动子区域的特定序

列结合而迅速诱导相应基因的表达，从而启动细胞炎

症反应。如果主动脉内皮细胞和平滑肌细胞炎症信号

"#$!%活化，将导致主动脉粥样硬化病变［A，1.］。
8 8 本研究参照 (BCDE 等［11］报道的方法建立慢性肾
衰竭大鼠模型，从肾功能和肾脏病理检查结果均证实

肾衰竭模型是成功的。本研究结果表明，在慢性肾衰

竭大鼠主动脉 "#$!% F *GG 系统组分 "#$!% &’"( 的
表达显著增加，而 "#$!%的抑制分子 *$!% &’"(的表
达却显著降低，且二者的变化随慢性肾衰病程延长更

明显。在蛋白表达水平上，本研究经免疫组织化学方

法对各组大鼠的主动脉进行定位和定量测定结果显

示，慢性肾衰大鼠主动脉 "#$!% 的阳性表达均显著高
于对照组，主要是内膜细胞和肌层细胞的阳性表达，这

些部位正是动脉粥样硬化发生的启动环节。H!I( 方
法检测发现，与对照组大鼠比较，慢性肾衰大鼠主动脉

"#$!%的 J"(结合活性也显著增加。这些结果充分
提示慢性肾衰大鼠主动脉壁细胞内炎症信号通路明显

活化，这被认为是引起内皮细胞功能异常、平滑肌细胞

泡沫化的前提［1.，11］。

8 8 本研究结果表明，应用蛋白酶体抑制剂治疗后，慢
性肾功能衰竭大鼠主动脉组织 "#$!% &’"( 和蛋白
表达均显著减少，使 "#$!% 活性显著降低，这些结果
进一步支持慢性肾衰竭大鼠主动脉组织 "#$!% 存在
显著活化，同时提示，若以 KLL 作为药物靶点可有效
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抑制慢性肾衰竭大鼠主动脉组织的炎症活化。
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文章编号：!%%%@D&%&（$%%X）!D@!&’’@%! 个案与短篇

!! 例颈部大血管损伤的救治体会

胡[ 耑，白祥军[ [ （华中科技大学同济医学院附属同济医院创伤外科，武汉 &’%%’%）

[ [ 颈部大血管损伤的危害性不仅在于短时间内的大出血，而
且在于对大脑血供的影响及血肿对气道的压迫［!］，若不及时采

取正确的抢救措施，随时会有死亡的危险。现就我院 !EE* )
$%%*年急诊收治的 $$例颈部大血管损伤的救治情况报告如下。

"# 资料与方法

!" ![ 一般资料
[ [ 本组 $$ 例，其中男性 $% 例，女性 $ 例，年龄 ( _ D& 岁，平均
$X" * 岁。致伤原因：车祸伤 ’ 例，刀伤 !$ 例，爆炸伤 ! 例、摔跌
伤 $ 例，重物砸伤 ’ 例，医源性伤害 ! 例。
[ [ 损伤血管 $& 支：颈总动脉 D 支、颈内动脉 ( 支、颈外动脉 &
支、颈内静脉 & 支、锁骨下动脉 $ 支、锁骨下静脉 $ 支。损伤类
型：断裂 D 例、全层裂伤 !% 例、伴血栓形成 E 例。
[ [ 就诊时间为 $% 560至 &E >。首诊病例 !$ 例，平均就诊时
间为 $" ! 4，!! 例表现为颈部伤口出血，! 例表现为颈肩部淤血
肿胀。转诊病例 !% 例，其中 ( 例有颈部清创手术史，转诊原
因：’ 例术后伤口反复出血，! 例颈部肿痛，* 例出现昏迷、偏瘫、
失语等神经系统症状。伤后出现神经系统异常症状时间为伤

后 $ _ $& 4，平均 !’ 4。
[ [ 合并损伤：原发颅脑损伤 * 例，颈椎骨折 $ 例，锁骨骨折 !
例，血气胸 $ 例，颅神经损伤 ’ 例，臂丛损伤 ’ 例，四肢骨折 ’
例，腹部闭合性损伤 $ 例。休克 !% 例。

[ [ 作者简介：胡[ 耑，女，湖北省武汉市人，硕士，主治医师，主要从事创伤方面

的研究。电话：!’E(!%EE(!E

[ [ 收稿日期：$%%X@%!@%’；修回日期：$%%X@%&@$!

!" $[ 治疗方法
[ [ !% 例颈部伤口大出血休克的伤者，均先暂行局部按压止
血，快速建立静脉通道，气管插管，紧急手术探查。发现颈总动

脉、颈内动脉、颈内静脉、锁骨下动脉破裂各 ! 例，分别予修补；
颈总动脉、锁骨下动脉断裂各 ! 例，分别予吻合，其中 ! 例伴颈
外动脉破裂予结扎；! 例颈内动脉缺损较大，予颈内动脉远端和
颈外动脉近端端端吻合。另颈外动脉、颈内静脉、锁骨下静脉

破裂各 ! 例均予结扎。颈&区颈内动脉小破裂 ! 例予修补 ‘
颞浅动脉@脑膜中动脉吻合；颈外动脉断裂 $ 例予结扎；颈总动
脉栓塞 ! 例行手术取栓；总动脉 ‘颈内动脉栓塞 $ 例行保守治
疗；颈内动脉栓塞 $ 例，! 例行颞浅动脉@脑膜中动脉吻合，! 例
予保守治疗。颈内静脉及锁骨下静脉栓塞者予保守治疗。

!# 结果

[ [ $$ 例颈部大血管损伤患者中，!% 例行紧急血管探查，( 例
经修复重建及 ’ 例行血管（颈外动脉、颈内静脉及锁骨下静脉）
结扎的患者均恢复良好。!! 例患者在检查确诊后，! 例颈内动
脉小破裂予修补 ‘颞浅动脉@脑膜中动脉吻合，恢复良好。$ 例
颈外动脉断裂予结扎恢复良好。D 例颈动脉栓塞病例中，! 例
手术取栓后神志恢复、偏瘫情况明显改善；! 例行颞浅动脉@脑
膜中动脉吻合者昏迷程度明显改善；’ 例栓塞行静脉溶栓等保
守治疗者昏迷程度稍改善，病情稳定后出院。$ 例颈内静脉及
!例锁骨下静脉栓塞者予保守治疗恢复良好。另 ! 例因车祸致
颈部肿痛、吞咽困难 ’ >来院者，I3示颈前、纵隔及右颈部创口
内大量积气，肺部感染、胸腔及心包积液，急诊行清创引流术，

术后 !$ 4因颈部突发大出血死亡，考虑颈动脉破裂。
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