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大鼠单侧输尿管梗阻致肾间质纤维化与 T G F p
l
m R N A 表达的关系

郭 虹
`

朱妙珍 吕军风
` ’

周伦和 (第三军 医大学附属大坪 医院野战外科研究所 肾 内科 ) 重庆
,

4 0 0 0 4 2

提 要 目的
:

探讨转化生长 因子 日
, ( T G F 俘

, )在单 侧输尿 管梗阻 ( U U O )所致肾间质 纤维化 中的作 用
。

方法
:

应用原位杂交
,

生化分析及病理形 态学 观察等技术
,

研究 U U O 术后 1
、
3

、
7

、

14
、

lZ d 不 同时相肾皮质 中

T G F 日
1 m R N A 表达与小管间质病变

、

经脯氨酸代谢 的关系
。

结果
:

U U O 肾组织 中经脯氨酸 含量逐渐增加 及

间质面积增宽
,

伴 T G F 日
, m R N A 表达增高

。

结论
:
T G F 俘

1 m R N A 表达增加是 U U O 致 肾间质纤 维化的重要

原因之一
。

关键词 转化生长因子 p
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A

大量的研究表明
,

肾小管间质病变的有无和 严重

程度是不同类型 肾炎预后的决定因素
。

小管间质慢性

损伤的最终结局为肾间质纤维化
。

间质纤维化的发生

究竟与哪些因素有关 ? 细胞因子在纤维化中起什 么作

用 ? 这些问题均未完全阐明
。

本研究 旨在复制肾小管

间质损伤模型
,

通过 观察转化 生长因子 俘
,
( T ar sn f or

-

m i n g g r o u t h f a e t o r 俘
, ,

T G F p
、
) m R N A 表达的变化及

间质中纤维增生 的定性 定量分析
,

为阐明 T G F 日
,

在

单 侧 输 尿 管 梗 阻 ( U n i l a t e r a l u r e t e r a l o b s t r u C t i o n ,

U U O )所致 肾间质纤维化发生与发展过程 中的作用提

供部分实验依据
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 动物 及分 组 雄 性 W is at r
大 鼠 36 只

,

体重 15 0一

20 0 9
,

由本校实验动物 中心提供
。

1
.

1
.

2 探针 T G F 俘
, 。 D N A 探针 (长度 1

.

7 k b )及标记试剂

由本校 复合伤研究 所余争平博士惠赠
。

探 针标记采用随机引物

法
,

标记方 法按 德国宝灵 曼公 司的寡核昔 酸地高辛标记 药盒说

明进行
。

碱性磷 酸酶标记的抗地高辛单克隆抗体及其显色系统

均为宝灵曼公司产 品
。

1
.

1
,

3 经 脯氨 酸含量测定 的试 剂 由本校复合 伤研究所生化 室

提供
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 单侧 输尿 管梗阻 模 型的 建立 大 鼠在戊 巴 比妥 钠

( 40 m g k/ g
,

ip )麻醉下
,

切开右侧背部 皮肤至腹膜 后
,

游离 肾脏

及输 尿 管
,

在靠近 肾下 极处 结扎并 离断输尿 管 后逐 层缝 合 皮

肤
。

假手术组除不 结扎离断输尿管外
,

其余操作同上
。

1
.

2
.

2 实验设计及动物分组 3 0 只大鼠行单侧输尿管梗阻

术
,

术后 1
、
3

、
7

、

14
、

lZ d 分别处死 6 只
,

立即取出手术侧肾分成

4 份
,

分别 固定 于 10 % 甲醛
、
4 % 多聚 甲醛

、
3% 戊二 醛 中 o4 C 冰

箱保存备用
,

最后 l 份立 即作经脯氨酸含量测定
。
4 %多聚 甲醛

固定 的标本 4℃冰箱放置 24 h 后弃去 固定液
,

一 7 o0 C冰箱保存

备用
。

另取 6 只假手术 大 鼠肾脏作 正常对照
。

1
.

2
,

3 肾脏病理检 查 大 鼠肾组织 经 10 % 甲醛 固定
,

石 蜡

包埋
,

切 片后作 H E
、
P A S 染 色

,

在光镜下 观察肾间质炎细胞 浸

润 及其它病理变化
。

并利用计算机真彩色 图像分 析系统观察大

鼠肾间质相对 面积 的改变
。

具体方法在 每一切片选取 5 处病变

最 明显的 区 域
,

计算 间质 的相对 面积
,

取 平均 数作为 此标本 的

相对间质 面积
。

电镜制片按常 规透射 电镜制片方法
,

在 电镜 下

观察肾小管上皮细胞及其基膜形态
、

厚度 的变化
。

1
.

2
.

4 原位杂交 按文献〔 l〕方法进行
。

标本从 一 70
O

C冰箱

取 出
,

再经 30 %蔗糖 液浸泡 48 h
,

作 10
拌m 厚冰冻切 片

,

分别经

0
.

3% T ir t o n X
一
1 0 0 及蛋 白酶 K 消化

,

阻 断后
,

4肠多 聚 甲醛 再

固定
,

在含有探针浓 度为 l m g / L 的杂交液 中 43
O

c 杂交 20 h
,

经洗 片
,

加人碱性磷酸 醉标记 的抗地高辛单 克隆抗体 37
“

C孵

育 l h
,

显色后 脱水
,

透明
,

封片
。

杂交后 组织切片在 显微镜下 观

察
,

用计 算机 图像分析 系统
,

在 20 倍 下对组织切 片上杂交信号

进行随机密度 扫描
,

由计算 机算 出每平方厘米小管或 间质内阳

性杂交信号像素单位及平均积分光密度
.

1
.

2
.

5 经脯氨酸含量测定 取新鲜 肾皮质 100 ~ 12 0 m g
,

置

2 0 m l 安瓶 中
,

经 6 m o l / L 盐 酸消化
,

1 3 5
O

C高温水解 3
.

s h
,

冷

却后用 6 m ol l/
,

N a 0 H 滴定 至微黄
,

经双蒸 水稀释 至 SO m l 过

滤备用
。

再取该备用液各 l m l
,

分别加人柠檬酸缓 冲液 o
.

s m l
,

氯胺 T
,

高抓酸 及 D
一
D N A B 1 m l

,

在 10 0
“

C煮沸 3 m in
,

冷却后

用 B E C K M A N D -u 60 紫外 可见 光分光光度计
,

在波长 为 55 8

n m 光波下 比色
,

测定前制备 羚脯氨酸标准液及空 白对照
,

相 同

条件下 比色
,

计算标本 的经脯氨酸 含量
。

1
.

2
.

6 统 计学分 析 数据 用 牙士 ,
表 示

,

用 S tu de nt
, s t 检验

作显 著性检验
。

2 结果

郭 虹
,

女
,

3 7 岁
,

主治医师

成都军 区 昆明总医 院 肾内科 昆明
,

6 5 0 0 3 2

2
.

1 大 鼠单侧输尿管梗阻后 肾小 管间质病理改 变

假 手术对 照大 鼠肾组织 光镜显示 肾小球
、

近端
、

远端 小管
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表 U U 1O 大限肾小管间 质 T GF p
, m R N A 表达的图象分析结果仕士

: , 。 = 6)

T a b 1 R e s u l t s o f i m a g e a n a l y s is o f T G F p
: m R N A e x p r e s s i o n i n r e n a l i n t e r s t i t ia l o f U U O r a t (了士 s , n = 6 )

T im e a f t e r U U O ( d )

C o n t r o !

一
-
一

1 3 7 1 4 2 1

一一

一一
一

-
一

一一
,

- -

-

一一
一

~ ~

-

一一一一一—
A

r e a d e n s i t y

A L O D

0
.

8 0士 0
.

0 3 0
.

8 1士 0
.

0 8 2 2 7士 0 2 3
’ 4

.

4 6士 0
.

4 1
苍 4

.

1 3士 0
.

2 6
.

3
.

6 2土 0
.

4 9
.

6 6 1士 4 4
.

1 7 0 8士 5 8
.

2 1 4 2 8士 1 5 2
.

3
借

2 7 0 8士 2 4 7
.

4
.

2 55 3士 2 8 7
.

3
.

2 5 4 2士 2 3 0
.

7
.

P < 0
.

0 1 v s e o n t r o l

弃脯氨酸含量 变化

大 鼠 U U O 术后
,

肾组织径脯氨 酸含量 逐渐 升高
,

于第 14

天达高峰
。

与对照组 比较有显著差异 ( P < 0
.

0 5)
,

见表 2
。

表 2 U U O 大鼠肾间质相对面积及翔脯擞酸含且的变化 。 士
: , n 一 6)

T a b 2 C h a n g e s o
f

r e n a l i n t e r s t i t五a l er l a t iv e a r
ea a n d th e e o n t e n t o f h y d r o x y P r o l i n e 直n U U O

r a t (了士 s , 介一 6 )

T im e a f t e r U U O ( d )

C o n t r o l 一

一
一一一一一一一一一一

1

一
1 4 2 11 3 7 1 4 2 1

一

一
一

一-一一- - -一- - -一~ 一一~ 内- - - - - `户- `一一一一一
一-
一

-

一

一
一 .

一一一
一 - -一 ~ ~ ~ 甲~ ~ ~ ~ ~ - -一~

R e la t i v e a r e a ( % )

H y d r o x y p r o lsn e ( m g / g )

0
.

5 1 0士 0
.

0 0 1 0
.

6 9 7士 0
.

0 5 5 0
,

7 2 0士 0
.

5 5
份

5
.

1 1士 1
.

20
5

.

7 9士 1
.

5 5 7
.

3 3士 2
.

2 3 △

0
.

80 3士 0
.

0 0 5
份

1 3 70 士 0
.

0 0 2
.

1
.

0 5 7士 0
.

0 2 9
.

1 6
.

6 7士 3
.

8 3 △ 4 5
.

4 8士 1 2
.

2 3△ 3 9
,

9 9士 10
.

0 0△

* :

P < 0
.

0 1 v s e o n t r o l ;△
:
P < 0

.

0 5 v s e o n t r o
l

3 讨论

单侧输尿管梗阻模型是 目前常用的肾小管间质损

伤模型之一
。

持续输尿管梗阻首先出现肾小管上皮细

胞及血管内皮细胞损伤
,

继而单核
、

淋巴细胞为主的炎

细胞浸润
,

最终发展为间质纤维化协
3」

。

肾间质纤维化

的发生机制类似来 自其它 系统的 实验资料
,

尤其是 鼠

肝脏纤维化的发生机制有一定的参考价值
。

循环细胞

生长的许多细胞 因子聚集到炎症部位
,

刺激炎症部位

参与纤维化反应 的细胞发生增殖和迁移
,

这些细胞因

子中首推 T G F 俘
,

川
。

炎症时 T G F 俘
,

产生量很大
,

它除

了对成纤维细胞有调节作用外
,

对细胞外基质的沉积

具有促进作用
,

该作用通过下述 3 个方面实现 5j[
:

①促

进细胞外基质成份的合成 (如胶原 I
,

l
,

W
,

V
,

纤维

连接蛋白
,

蛋白多糖等 ) ; ②抑制胶原酶
,

金属蛋白酶等

多种细胞外基质蛋 白分解酶的合成及促进纤维蛋 白溶

酶原抑制剂和金属蛋白酶组织抑制剂的产生
,

从而阻

止已合成的细胞外基质降解 ;③ T G F p
l

还可刺激细胞

表达与细胞外基质组份相结合的受体
,

影响细胞 与基
质的相互作用

,

调节靶细胞
趣

细胞外基质
。

GT F 几

的上述作用可以在基 因和 /或蛋 白水平影响小管 间质

细胞外基质成份的聚积
。

T G F 日
1

的这些作用可否解释

U U O 术后的肾间质纤维化的发生 ? 实验研究表明
:

除

炎细胞外
,

T G F p
,
m R N A 在肾小 管上皮细胞 中也有

大量表达
,

表达量随 U U O 梗阻时间的延长而增加
。

第

7 天达高峰
,

14 d 以后维持在较高水平
。

小管间质病理

改变早期为单核
,

淋 巴细胞浸 润
,

间质水肿
,

小管上皮

细胞变性
,

U U O 14 d 后 出现肾间质纤维增 生
,

间质面

积增宽
,

小管萎缩
、

小管基膜增厚
,

同时伴有组织 中经

脯 氨酸含量增加
。

与国外学者报道的兔 U U O 术后 7 d

间质增 宽
,

·

胶原 纤维增生
,

16 d 增多的胶原呈束状排

列一致
。

有研究表明在争光霉素诱 导的肺纤维化 鼠模

型 中
,

T G F 卜
,

升高的峰值发生在药物诱导 的第 7 天
,

先 于 7 d 后出现 的大量胶原蛋白的合成 6j[
。

本实验结

果也表明反应胶原总量 的轻脯氨酸升高的峰值及间质

大量纤维 增生发生在 U U O 后第 14 夭
,

晚于 T G F 几

m R N A 的峰值
。

间质纤维增生
,

面积增宽及经脯氨酸

的含量升高显然是间质纤 维化的标 志
,

二者的变化与

T G F 尽
;
m R N A 表达伴随 出现

,

提示 T G F p
l
m R N A 表

达增高可能是本模 型中间质纤维化 的重要原因
。

本实验仅能从一些现象中推测 T G F 俘
,
m R N A 在

U U O 所致 间质纤维化 中起作用
,

更进一步 的研究 尚

需结合其它干扰措施
,

如 T G F 尽
,

拮抗剂的使用等
,

综

合评价 T G F 日
,

在该模型中的作用及作用机制
。
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色溃疡
,

表面粗糙干燥呈
“

苔垢
”
样

。

实验室检查
:

涂 片镜检左 眼

结膜囊分泌物可见霉菌菌丝及抱子
。

患者人院后用静脉 注射 的

0
.

2% 氟康哇液点 眼
,

1 次 2/ h
,

效果不 明显
。

患儿疼痛 明显
,

哭

闹不止
,

夜间不 能人睡
,

依赖 0
.

5% 表麻滴瞳止痛及全身使用镇

静 药
。

第 3 天加 5% N at ac y n
眼液点左眼

,
1 次 2/ h

。
3 d 后患儿

觉疼痛明显减轻
,

夜间能安 睡
。

g d 后 溃疡 表面干净
,

面积缩小

为 4 m m x 3 m m
。

3 O d 后 视力 0
.

0 2
,

溃疡面痊愈
。

( 8 2
.

4 4 % )
。

本文 9 例
,

有效 8 例
。

疗效和 国产 金揭霉素相近
,

而

优于二性霉 素 B 和克霉哇
。

关键词 真菌性角膜 溃疡
;
药 物治疗

中 图法分类号 R 77 2
.

21 文献标识码
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2 讨论

由于真菌性角膜溃疡无理想的抗真菌药物
,

故预后 往往很

差川
,

易 出现角膜穿孔
、

丧失视力 3j[
。

N at ac y n
在 国外 被誉 为治 疗真菌性角 膜 溃疡最有效 的药

物川
,

以 前国内一直未引进
,

近来美 国 A L C O N 公 司生 产的 5%

的 N at ac y n 眼液开始进人 国内
,

并在临床少量试用
。
N at ac y n

眼

液每毫升含有纳他霉素 50 m g
。

纳他霉素是 tS
r u y k 等 1 9 5 5 年

从 N A T A L E N SI S 链霉素菌 中提 取的 四烯烃类抗菌素
,

在体外

具有 抗多 种酵母菌 和丝 状真 菌
,

包括 念珠 菌
,

曲霉菌
,

头 抱子

菌
,

镰刀霉 菌
·

和青霉菌的作用 [’1
。

临床上 F or
s
et

:
等川报道 53

例
,

有效 46 例 (8 6
.

79 % ) ;
三井幸 严等报道 188 例

,

有 效 15 5 例
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