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大豆异黄酮对 UUO大鼠 TGF-β1 的抑制作用
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　　提　要:目的　探讨大豆异黄酮对单侧输尿管梗阻(unilateral ureteral obstruction , UUO)大鼠梗阻肾脏肾间质纤维化的

防治作用及机制。方法　观察大鼠结扎侧肾脏的病理改变 , 应用HE和 PAS 染色观测肾间质容量 , 应用 RT-PCR法检测肾

组织内 TGF-β1 mRNA的表达。结果　异黄酮组梗阻肾肾间质容量明显低于对照组;异黄酮组 TGF-β1 mRNA表达明显低于

对照组 ,统计学分析差异显著(P <0.05), 异黄酮组肾间质纤维化程度轻于对照组。结论　大豆异黄酮对 UUO 大鼠梗阻

肾肾间质纤维化有一定的抑制作用 ,其机制与大豆异黄酮可抑制 TGF-β1mRNA的表达有关。
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Inhibitory effect of soybean isoflavone genistein on renal TGF-β1 in rats with unilateral

ureteral obstruction
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　　Abstract:Objective　To investigate the preventive effect of soybean isoflacone genistein on rats with unilateral

ureteral obstruction(UUO)and the related mechanisms.Methods　Rats were randomly divided into the following

groups:sham-operation(group S , n=18), UUO group(group C , n=30), and geinstein treatment group (group

G , n=42 , at the dose of 200 mg·kg-1·d-1).At 5 , 10 , 15 , 20 , 25 , and 30 d after operation , the pathological

changes of the ligated kidneys were observed and the expression of mRNA of TGF-β1 in renal tissues was examined by

RT-PCR.Results　Genistein treatment significantly reduced the section percentage of interstitial fibrosis in ligated

kidneys at different time after operation(P <0.05).The expression of TGF-β1mRNA in group G decreased at 5-30

d after UUO.The quantity of TGF-β1 in rats in group G was lower than that in group C at 5-25 d (P <0.05).

Conclusion　Soybean isoflacone genistein could inhibit the development of renal interstitial fibrosis in the UUO mod-

el.The mechanism might be associated with the inhibitory effect of genistein on the expression of TGF-β1 mRNA.

　　Key words:renal interstitial fibrosis;genistein;unilateral ureteral obstruction;transforming growth factor-β1

　　在各种肾脏疾病发展为肾间质纤维化 、肾功能衰

竭的过程中 ,伴随有单核/巨噬细胞在肾间质的浸润 ,

我们在前期研究中也证明了这一点 ,并发现大豆异黄

酮可减轻大鼠梗阻肾巨噬细胞的浸润[ 1] ;单核/巨噬细

胞是转化生长因子-β1(TGF-β1)的主要来源 ,而 TGF-β1

是最重要的促纤维化因子之一[ 2] 。本实验以大鼠单侧

输尿管梗阻(unilateral ureteral obstruction , UUO)模型为
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研究对象 ,研究大豆异黄酮在大鼠肾间质纤维化进程

中对 TGF-β1mRNA表达的影响 ,以探讨大豆异黄酮对

肾间质纤维化的抑制作用及其机制 。

1　对象与方法

1.1　动物模型建立与实验分组
　　雄性Wistar大鼠购自第三军医大学实验动物中心 , 90 只 6

周龄 ,体质量 180 ～ 200 g , 清洁级。 完全随机分为 3 组:假手术

组(sham-operation , S)18只 , 对照组(control , UUO without genistein ,

C)30只 ,异黄酮组(UUO with genistein , G)42 只。 3 组大鼠均采

用乙醚吸入麻醉 , 无菌手术条件下行左侧输尿管下段双线结

扎[ 3] ,假手术组分离输尿管后不结扎。大豆异黄酮于手术前 1

天开始饲喂。S 组和 C 组饲喂普通饲料 , G 组饲喂含大豆异黄

酮的饲料 ,剂量为 200 mg·kg-1·d-1[ 4](大豆异黄酮 , 由四川广
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汉生化制药公司馈赠)。

1.2　标本收集
　　分别于手术后第 5、10 、15、20、25、30 天处死 3 组大鼠 ,每次

15 只:S 组 3只 , C 组 5 只 , G 组 7 只。观察双侧肾脏组织的外

观变化 ,取梗阻侧肾脏部分经 10%中性甲醛固定 ,行 HE 和 PAS

染色检查 ,其余液氮冷冻 , 用于 RT-PCR检测TGF-β1 mRNA。

1.3　肾脏病理检查
　　采用双盲法评估 ,通过点计数法测量肾间质容量

[ 5]
, 取 HE

与PAS 染色的切片 , 200 倍光镜下拍摄连续不重叠的肾皮质视

野 ,将印有 247 个小格(13×19 个样格)的透明胶片叠加在每张

照片上 ,计算肾皮质间质相对容量(Vv), 每个肾脏计算的总点

数为2 470个。

1.4　利用 RT-PCR法测定肾组织中TGF-β1 mRNA的表达
　　利用 Tripure分离试剂提取肾组织总 RNA , 在逆转录酶 M-

MLV催化下合成 cDNA , 以适量 cDNA 为模板 , 在 TaqDNA 聚合

酶催化下进行 PCR扩增。所用引物序列参考文献[ 6] , 由上海

生工公司合成。 TGF-β1 引物正链:5′GGA CTA CTA CGC CAA

AGA AG 3′;负链:5′TCA AAA GAC AGC CAC TCA GG 3′,特异扩

增片段为 294 bp。内参照 β-actin 特异扩增片段为 237 bp。扩增

条件:97 ℃预变性 5 min;95 ℃变性 50 s , 55℃退火 60 s , 72 ℃延

伸 40 s , 循环数为 30;72 ℃后延伸 3 min。在紫外灯下检查凝胶

并进行照相 ,将电泳凝胶置于 Doc Gel 2000 凝胶图像分析系统

中定量 , TGF-β1/β-actin表示 TGF-β1的表达量。

1.5　统计学分析
　　数据以 x±s 表示 ,用 SPSS 统计软件进行双因素方差分析

及均数间多重比较。

2　结果

2.1　肾脏病理改变
2.1.1　大体观察　　对照组和异黄酮组梗阻侧肾脏的体积随

梗阻时间的延长而增大 , 30 d 时大小约为 3.5 mm×2.0 mm ×

2.0 mm ,肾内积水 , 肾实度变薄 ,肾盂扩张 , 肾盏乳头受压 ,穹窿

部乳头变平 , 部分成凹形 , 乳头缺血萎缩 , 积液清亮透明 , 偶可

见包膜下有点状瘀血。

2.1.2　光镜观察　　HE 及 PAS 染色在对照组梗阻肾脏中可

见肾间质水肿 、纤维化 , 远端肾小管与近曲小管均扩张 , 部分萎

缩坏死。术后 5 d , 肾小管间质中炎细胞浸润明显增多 , 并出现

肾小管扩张 ,间质增宽 , 约占梗阻肾皮质(16.07±8.74)%;术后

10 d , 集合管扩张 ,并有萎缩坏死 , 单核细胞与淋巴细胞弥漫性

浸润 ,肾间质约占梗阻肾皮质(30.01±6.84)%。术后 15 d 近曲

小管萎缩 ,出现肾间质纤维化 , ECM 增生明显 ,肾间质约占梗阻

肾皮质(48.08±13.76)%;术后 30 d 髓质厚度减少一半 ,肾间质

纤维化明显加重 ,肾间质约占梗阻肾皮质(75.90±9.26)%, 但

肾小球无明显改变。异黄酮组术后 5 d 以肾小管上皮细胞肿胀

为主 ,肾间质约占梗阻肾皮质(4.80±2.13)%;术后 10 d 有轻度

肾小管上皮萎缩 ,肾小管扩张 , 间质中有单核细胞浸润 , 肾间质

约占梗阻肾皮质(11.00±2.19)%;术后 30 d肾小管间质轻到中

度纤维化 , 肾间质约占梗阻肾皮质(29.97±16.16)%, 异黄酮组

各时间点肾间质容量均明显低于对照组(P <0.05), 肾间质纤

维化程度轻于对照组(图 1 、2)。

图 1　对照组单侧输尿管梗阻术后 30 d肾病理改变:可见肾小管间

质范围增宽 、纤维化 , 淋巴细胞浸润 ,大量间质细胞增生　

(HE×200)

Fig 1　Tubulointerstitial changes by histological examination at 30 d

after UUO surgery in the control group(C):Fibrosis and ex-

panding of the interstitial volume in the renal interstitium , in-

filtration of mononuclear inflammatory cells in tubular inter-

stitium , and massive amount of interstitial cell hyperplasia　

(HE×200)

图 2　异黄酮组单侧输尿管梗阻术后 30 d肾病理改变:主要表现

为肾小管扩张 ,部分肾小管萎缩、坏死 ,有间质细胞增生 , 有

轻度间质纤维化表现　(HE×200)

Fig 2　Pathological changes in UUO rats at 30 d after surgery:lots of

expanded renal tubules, atrophy and necrosis of a few tubular

tubules, interstitial cell hyperplasia , and mild interstitial fi-

brosis　(HE×200)

2.2　RT-PCR法测定肾组织中TGF-β1 mRNA的表达
　　异黄酮组和对照组术后 5 d 与 25 d 梗阻肾 TGF-β1 PCR 产

物的亮度均明显高于假手术组 ,在同一时间点异黄酮组梗阻肾

TGF-β1 PCR产物的亮度明显低于对照组(图 3)。 PCR产物量以

TGF-β1与内参照 β-actin 产物量的比值表示最终结果(表 1),

UUO术后 10 ～ 30 d , 异黄酮组和对照组 TGF-β1 mRNA 表达逐渐

升高 ,在同一时间点都明显比假手术组高 , 统计学分析表明 , 与
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假手术组比较差异非常显著(P <0.01)。 UUO术后 15 ～ 30 d ,

在同一时间点 , 异黄酮组 TGF-β1 mRNA 表达明显低于对照组 ,

统计学分析差异非常显著(P<0.01), 表明异黄酮可以明显抑

制梗阻肾中 TGF-β1 mRNA的表达。

1 , 2:Control group;3 , 4:Genistein treatment group;5:Sham-operation

group;6:Marker

图 3　单侧输尿管梗阻术后 25 d TGF-β1 RT-PCR 电泳结果

Fig 3　Electrophoretic result of TGF-β1 RT-PCR product at 25 d af-

ter UUO surgery(2% agarose gel)

表 1　单侧输尿管梗阻大鼠梗阻肾中 TGF-β 1的表达情况

(TGF-β1/β-actin ,  x±s)

Tab 1　Expressions of TGF-β1 in ligated kidney of the UUO rats

(TGF-β1/β-actin ,  x±s)

Group 5 d　 10 d　 15 d　 20 d　 25 d　 30 d　

S 0.37±0.05　0.45±0.15　0.42±0.15　0.33±0.13　0.36±0.13　 0.37±0.25　

C 1.58±0.80 1.50±0.13★ 1.83±0.18★ 2.44±0.41★ 2.70±0.10★ 4.25±0.50★

G 0.73±0.06 1.00±1.17＊ 1.00±0.18＊★1.18±0.07＊ 1.48±0.13＊★ 2.39±0.18＊★

S:Sham-operation;C:UUO;G:UUO with genistein;★:P<0.05 , vs

S;＊:P<0.05 , vs C

3　讨论

　　大豆异黄酮是近年来国内外研究较多的一种具有

抗细胞增殖 、抗癌与抗衰老作用的非营养成分
[ 7]
。大

豆异黄酮包括金雀异黄素 、大豆甙元及其相应的葡萄

糖甙。金雀异黄素是很强的酪氨酸激酶特异性抑制

剂[ 8] ,由此酶催化磷酸化的一些蛋白质参与了细胞功

能和增殖 ,例如在细胞周期中 ,某些蛋白质的酪氨酸残

基必须被磷酸化后 ,细胞才能进入分裂相 。研究表明

金雀异黄素抑制了 P34cdc2/cyclin复合物的磷酸化(这

是细胞进入 M期的关键物质之一)和拓扑异构酶的活

性[ 9] 。

　　多种细胞因子均可作用于肾间质成纤维细胞 ,导

致细胞增殖和细胞外基质(ECM)的过度分泌 ,造成肾

间质纤维化 ,目前认为TGF-β1是众多刺激肾间质纤维

化改变的细胞因子中最主要的成员 ,是梗阻性肾脏炎

症与肾脏渐进性纤维化之间的枢纽[ 10 , 11] 。本实验利

用 RT-PCR法测定 TGF-β1 mRNA的表达量 ,在对照组

梗阻肾中发现 UUO术后 5 ～ 30 d ,TGF-β1 mRNA的表达

量维持在较高的水平 ,同时伴随着梗阻肾肾间质纤维

化程度逐渐加重 , 两者相关性显著 。在本实验中给

UUO模型大鼠喂食大豆异黄酮 , 发现大豆异黄酮对

TGF-β1mRNA的表达具有一定的抑制作用 。Niclas Ols-

son等[ 12]在研究 TGF-β1 作用的信号传导通路中 ,以大

豆异黄酮作用于人类乳房细胞 HMC-1 ,发现可阻断

TGF-β1的表达及促迁移活化作用 ,表明酪氨酸激酶是

调节 TGF-β1 作用的信号传导通路中的重要信号分子 ,

这从细胞信号传导通路方面证实了本实验的结果 。同

时在本实验中还发现 ,大豆异黄酮可在转录水平抑制

TGF-β1的表达 ,进而延缓了肾间质纤维化的发展。推

测大豆异黄酮抑制 TGF-β1 mRNA表达可能有如下原

因:大豆异黄酮可在转录水平抑制 TGF-β1 mRNA的表

达;由于单核/巨噬细胞是 TGF-β1 的主要来源 ,大豆异

黄酮可抑制巨噬细胞浸润[ 1] ,减少 TGF-β1 的来源细

胞 ,从而进一步减少了TGF-β1 mRNA的表达 。同时 ,我

们也发现相应时间点的异黄酮组病理改变也明显轻于

对照组 ,间质纤维化程度轻于对照组 ,统计学分析差异

十分显著 ,此结果可能与大豆异黄酮抑制了 TGF-β1

mRNA的表达 ,进一步降低其促成纤维细胞活化 、增殖

和分泌的作用有关 ,以上还有待进一步研究证实。

　　本实验表明 ,大豆异黄酮不仅在 UUO模型炎性早

期对 TGF-β1 mRNA 的表达有抑制作用 ,同时在其肾间

质纤维化进展期也有抑制作用 ,而且是在 TGF-β1的转

录水平抑制其表达 ,因而我们推测 ,大豆异黄酮可能对

于肾间质纤维化的早期防治具有重要意义 ,相关的系

列研究正在进行中。
　　(致谢:衷心感谢北京协和医科大学植化室林茂教授 、四川

广汉市生化制品有限公司总经理吕义长先生和第三军医大学

新桥医院肾内科袁发焕教授对本研究的热诚帮助。)
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文章编号:1000-5404(2004)19-1741-01　　 个案与短篇

冠状动脉内支架植入对 P波离散度的影响

Effects of coronary stent implantation on P wave dispersion

郭应先 ,刘怀林 ,袁义强　　(郑州市第七人民医院心血管内科 , 郑州 450006)

　　1998 年 Dilaveris 等首次提出了 P波离散度(Pd)的概念 , 认

为Pd 反映心房非均质性电活动的离散程度 , 认为该指标能预

测房性心律失常及房颤[ 1.2] 。本研究旨在探讨冠状动脉内支架

植入对 Pd 的影响。

1　对象和方法

　　选择我院 1998 年 4 月至 2002 年 6 月 , 作经皮冠状动脉内

支架植入术的患者 96 例 , 男性 62 例 , 女性 34 例 , 年龄 39 ～ 75

(58.2±12.1)岁。冠状动脉病变:单支病变 57 例 , 双支病变 22

例 , 3支病变 17 例。冠状动脉直径小于 2.5 mm 的病变不做处

理 ,共植入支架 136 只 ,前降支 72 只 , 回旋支 35只 , 右冠状动脉

29 只。第1 次造影时即时植入 31例 , 造影后择期植入65例 , 其

中直接支架植入 29只 , 预扩后支架植入 107 只。所有患者停用

抗心律失常药物 5个半衰期以上。患者术前及术后 24 h 描记

同步12 导心电图 ,测量 3 个P波 , 取其平均值 ,每例测量导联不

少于8 个 , Pd 为同一患者不同导联中 P波最大值减于 P波最小

值所得的差值。数据用 x±s表示 , 组间比较用配对 t检验。

2　结果

　　术前患者 96例中 Pd 正常(<40 ms)的 39 例(占 40.7%),

Pd异常的(≥40 ms)57 例(占 59.3%)。冠脉内支架植入后

　　作者简介:郭应先(1957-),男 ,河南省巩义市人 ,副主任医师 ,主要从事心血
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24 h , Pd 正常组患者的 Pd 值由原来的(25 ±6.7)ms 缩短至

(19±5.7)ms ,无明显差异(P>0.05);Pd 异常组患者的Pd 值由

原来的(46±13.2)ms 缩短至(37 ±8.7)ms , 差异显著(P <

0.05)。

3　讨论

　　研究资料证明 , 心电图的 Pd 是一个新的非创伤性 、预测房

性心律失常及房颤的指标 ,简单易行 ,实用性强。当把 Pd≥40

ms作为预测指标 , 预测房颤的敏感性达到 85%, 特异性达到

80%[ 3 , 4] 。冠心病患者由于心肌缺血导致心肌收缩力下降 , 左

室增大 , 二尖瓣关闭不全 , 既而引起左房压力增高 , 容积增大 ,

同时也由于心房肌的缺血导致心房肌纤维化 , 心房电活动异

常 ,从而使 Pd增大 , 引发房性心律失常及房颤。本研究显示在

冠心病患者中 , 40.7%的患者 Pd 在正常范围内 , 59.3%的患者

存在Pd 异常 ,与文献[ 5 , 6] 报道大致相当。冠脉支架植入后 Pd

正常组患者的 Pd 值由术前的(25±6.7)ms 缩短至(19±5.7)

ms ,无明显差异;Pd 异常组患者的 Pd值由术前的(46±13.2)ms

降至(37±8.7)ms , 差异显著。说明冠脉支架植入后心肌供血

改善 ,心电活动同步性增加 , Pd 恢复正常 ,有可能减少房性心律

及房颤的发生。由于本研究时间较短 , 没有冠脉支架植入后是

否可以减少房性心律失常及房颤的直接证据。总之 , 冠状动脉

疾病的患者 ,大部分存在心房电活动异常 , 冠脉支架植入后 , 可

使心房肌缺血得到改善 , 心房电活动的同步程度增加 , P 波离

散度降低 ,有可能对减少房性心律失常及房颤的发生起到有益

的作用。
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