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及意义'方法
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清洁级雄性
O%.D$J

幼年大鼠
<4

只!采用随机数字表法分为假手术组&模型组和试验组!每组
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只'模型组和试验组幼鼠建立单侧输尿管结扎模型!试验组从建模后第
3

天起灌胃给予苯那普利和氯沙坦

各
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H

%!

5

次,天'于造模后第
7

&

9

&

5:

&

36

天!分别处死
;

只大鼠!取肾组织!采用
G$..1(

染色检测肾

组织常规病理变化!采用
CZ"XVC

法检测
DZR

和
ZR̀"

%

5#CL?

表达水平'结果
!

造模后第
7

&

9

&

5:

&

36

天!

模型组和试验组肾间质纤维组织相对面积明显高于假手术组!差异有统计学意义"

B

$

4/4;

%!且试验组明显低

于模型组!差异有统计学意义"

B

$

4/4;

%'造模后第
7

&

9

&

5:

&

36

天!模型组和试验组
DZR

和
ZR̀"

%

5#CL?

均

明显高于假手术组!差异有统计学意义"

B

$

4/4;

%!且试验组明显低于模型组!差异有统计学意义"

B

$

4/4;
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DZR

与
ZR̀"

%

5

和肾间质纤维组织相对面积呈正相关关系!

ZR̀"

%

5

与肾间质纤维组织相对面积呈正相关关

系'结论
!

DZR

和
ZR̀"

%

5

互相作用参与肾间质纤维化过程!苯那普利可能通过调节
DZR

和
ZR̀"

%

5

表达水

平实现其肾保护作用'

DZR

和
ZR̀"

%

5

具有成为肾间质纤维化治疗的潜在有效靶点'

关键词!肾间质纤维化$
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组织型转谷氨酰胺酶$
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转化生长因子
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肾间质纤维化是一种进行性病理改变!是几乎所

有慢性肾脏病的共同病理基础"研究显示!组织型转

谷氨酰胺酶&

DZR

'可以使细胞外基质蛋白之间形成难

降解氨基酸肽键促进基质蛋白的沉积!因此
DZR

被认

为是导致肾脏纤维化的重要诱导因子$

5

%

"转化生长

因子
%

5

&

ZR̀"

%

5

'与结缔组织生长因子和血管紧张素

等共同作用于肾脏组织和细胞!使得肾小管上皮细胞

和肾间质细胞凋亡增加!细胞外基质合成增加!最终

导致细胞外基质的大量沉积而出现肾间质纤维

化$

3"7

%

"本研究建立单侧输尿管梗阻致肾间质纤维化

的模型!分析肾间质纤维化不同时间点
DZR

与
ZR̀"

%

5

的表达水平及相关关系!并进一步探讨血管紧张素

转化酶抑制剂&

?V!@

'及血管紧张素
&

受体拮抗剂

&

?CQ

'对幼鼠肾间质纤维化过程中
ZR̀"

%

5

和
DZR

的影响"现报道如下"

$

!

材料与方法

$/$

!

材料

$/$/$

!

实验动物及分组
!

雄性
'%.D$J

幼鼠
<4

只&山

西医科大学实验动物中心提供'!

7

$

:

周龄!体质量

64

$

544

)

!正常饮食!适应性喂养
7H

!按照随机数字

表法分为假手术组*模型组和试验组!各
34

只"

$/$/%

!

主要试剂
!

G$..1(

染色试剂盒&北京索莱宝

科技有限公司'-

CZ"XVC

试剂盒&大连宝生物公司'-

全蛋白提取试剂盒&碧云天生物技术研究所'-苯那普

利&北京诺华制药有限公司'-其他试剂均为分析纯国

产试剂"

$/$/&

!

主要仪器
!

超净工作台&

?@CZ!VY

!苏州净

化设备有限公司'!精密电子天平&美国
?HS-(DUJ-J

公司'!紫外分光光度计&上海第三分析仪器厂'!酶标

仪&上海安亭科学仪器厂'!

CZ"XVC

仪&美国
Q@B"

C?P

公司'!双垂直蛋白电泳仪 &北京市六一仪

器厂'"

$/%

!

方法

$/%/$

!

动物模型的构建
!

采用输尿管下端结扎术式

制作大鼠单侧输尿管结扎模型$

:

%

"手术前
53+

禁食

不禁饮!麻醉&

54a

水合氯醛'!大鼠取仰卧位!常规碘

酒酒精消毒!于腹部正中央行竖切口
5

$

30#

!分离皮

下组织及肌层!暴露膀肤!游离输尿管!将左侧输尿管

两侧结扎!剪断两个结扎点之间的输尿管"术后缝合

皮肤"假手术组仅分离输尿管!不进行输尿管结扎!

其余过程同模型组和试验组"

$/%/%

!

给药方案
!

造模后第
3

天!试验组大鼠给予

苯那普利&

<#

)

(

,

)

'于生理盐水中灌胃!每天
5

次!假

手术组和模型组每天给予等量生理盐水灌胃"

$/%/&

!

观察指标

$/%/&/$

!

G$..1(

染色
!

造模后第
7

*

9

*

5:

*

36

天!分

别取每组
;

只大鼠!麻醉后处死!切取左肾!将肾脏沿

长轴纵向剖为两半!于
54a

多聚甲醛溶液中固定过

夜!石蜡包埋!冰冻切片采用
G$..1(

染色!严格按

G$..1(

染色试剂盒说明书操作"显微镜下绿色为胶

原纤维!红色为细胞胞浆!蓝色为细胞核"随机选取
<

个不重复高倍视野&

c344

'!求和取平均值作为肾间

质纤维化得分!计算公式为#肾间质纤维组织相对面

积
d

&绿色区域面积(视野总面积'

c544a

"

$/%/&/%

!

CZ"XVC

检测肾组织
DZR

和
ZR̀"

%

5#C"

L?

表达水平
!

造模后第
7

*

9

*

5:

*

36

天!分别取每组

;

只大鼠!麻醉后处死!切取左肾!

ZJ%*1&

法分别提取

各组大鼠总
CL?

"总
CL?

采用纯化柱纯化"逆转

录得
0PL?

!引物设计#

%

"$0D%(

&

378F

I

'上游引物为

;e"?RRV?ZVVZR?VVVZR??RZ?"7e

!下游引

物为
;e"R?R RV? Z?V?RR R?V??V?V? R"

7e

-

DZR

&

78<F

I

'上游引物为
;e"RRV ??Z R?V

ZZZ R"7e

!下游引物为
;e"?Z? V?R RR? ?ZV

?R???RZRRRZZV"7e

-

ZR̀"

%

5

&

:47F

I

'上游引

物为
;e"VV?VVZRV??R?VV?ZVR?V"7e

!下游

引物为
;e"ZVVZRVVVR ??ZRZVZR?VR"7e

"

逆转录为
0PL?

!应用
CZ"XVC

检测
DZR

和
ZR̀"

%

5

#CL?

转录水平"以
%

"$0D%(

作为内参照!同一标本

的
%

"$0D%(

产物表达水平校正各自目的基因的表达水

平!相对表达水平等于目的基因表达水平与
%

"$0D%(

表

达水平的比值"

$/&

!

统计学处理
!

采用
AXAA33/4

进行分析处理"

计量资料用
Lf5

表示!符合正态性和方差齐!选用单

因素方差分析及两两比较的
AL̂ ">

检验!不满足正

态性或方差齐则选用秩和检验!相关性分析采用

I

-$J.1(

相关性分析!

B

$

4/4;

为差异有统计学意义"

%

!

结
!!

果

%/$

!

G$..1(

染色结果
!

术后三组幼鼠恢复良好!无

明显感染和死亡情况发生"

G$..1(

染色结果显示假

手术组肾间质无明显绿染!模型组绿染面积明显增

加!试验组小部分绿染!方差分析结果显示肾间质纤

维组织相对面积比较!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!

且随着时间延长!模型组和试验组绿染面积逐渐增

加!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"两两比较显示!模

型组和试验组肾间质纤维组织相对面积明显高于假

手术组!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显

低于模型组!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"见图
5
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!!

注#与假手术组比较!

#

B

$

4/4;

-与模型组比较!

%

B

$

4/4;

图
5

!!

各组大鼠各时间点
G$..1(

染色面积百分比

%/%

!

DZR

和
ZR̀"

%

5#CL?

表达水平
!

三组
DZR

#CL?

吸光度值比较!差异有统计学意义 &

B

$

4/4;

'!且随着时间延长!模型组和试验组吸光度值逐

渐增加!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"两两比较显

示!模型组和试验组
DZR#CL?

均明显高于假手术

组!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于

模型组!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"三组
ZR̀"

%

5

#CL?

吸光度值比较!差异有统计学意义 &

B

$

4/4;

'!且随着时间延长!模型组和试验组吸光度值逐

渐增加!在第
5:

天达到高峰"两两比较显示!模型组

和试验组
ZR̀"

%

5#CL?

均明显高于假手术组!差异

有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于模型组!

差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"见图
3

"

!!

注#与假手术组比较!

#

B

$

4/4;

-与模型组比较!

%

B

$

4/4;

图
3

!!

各组大鼠各时间点
DZR

和
ZR̀"

%

5#CL?

表达水平

%/&

!

相关性分析
!

DZR

与
ZR̀"

%

5

和肾间质纤维组

织相对面积呈正相关关系!

ZR̀"

%

5

与肾间质纤维组

织相对面积呈正相关关系"见表
5

"

表
5

!!

DZR

和
ZR̀"

%

5#CL?

表达相关性分析

指标
DZR ZR̀"

%

5

肾间质纤维

组织相对面积

DZR \ 4/6<6 4/853

ZR̀"

%

5 4/6<6 \ 4/65;

肾间质纤维组织相对面积
4/853 4/65; \

&

!

讨
!!

论

!!

肾间质纤维化是一种在多种因子刺激下导致的

肾脏间质细胞和细胞间质增多!特别是基质蛋白降解

减少*合成增加!导致肾小管间质和肾小球纤维化的

疾病$

;

%

"肾小球和肾血管硬化是肾间质纤维化的主

要病理表现"输尿管梗阻导致的肾脏病理改变与多

种肾病引起的肾小管间质病理改变相似$

<"9

%

"因此!

本研究建立大鼠单侧输尿管结扎模型!该模型可导致

肾小管间质改变!被认为是研究肾间质纤维化的极好

的动物模型"本研究
G$..1(

染色结果显示假手术组

肾间质无明显绿染!模型组绿染面积明显增加!试验

组小部分绿染!方差分析结果显示肾间质纤维组织相

对面积比较!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且随着时

间延长!模型组和试验组绿染面积逐渐增加!差异有

统计学意义&

B

$

4/4;

'"两两比较显示!模型组和试

验组肾间质纤维组织相对面积明显高于假手术组!差

异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于模型

组!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"表明大鼠单侧输

尿管结扎模型可导致严重的肾间质纤维化!苯那普利

可明显缓解肾间质纤维化过程"

DZR

也被称为
3

型转谷氨酰胺酶!属于转谷氨酰

胺酶家族中的一员!广泛存在于多种组织的细胞核*

细胞质*线粒体和细胞膜中!具有多种生物学功能!除

了酰基转移酶活性外!

DZR

还具有
V$

3g非依赖的三

磷酸鸟苷水解酶*蛋白激酶和二硫化物异构酶活

性$

6"8

%

"作为一种
V$

3g依赖蛋白酶!在正常情况下由

于
RZX

(

RPX

抑制效应和低
V$

3g水平!

DZR

受到严

密的调控!其催化蛋白质交联的功能不能表现"在肾

间质纤维化过程中!由于肾脏细胞受损!储存在细胞

肌质网和内质网中的
V$

3g内稳态被打破!

V$

3g水平

上升!激活
DZR

的催化蛋白质交联功能!导致细胞内

蛋白质分子发生交联!从而影响细胞正常功能甚至导

致细胞凋亡$

54

%

"

ZR̀"

%

包括
ZR̀"

%

5

$

;

!其中
ZR̀"

%

5

主要表达

于肾脏中的肾小管上皮细胞!而在肾小球中表达相对

较少"

ZR̀"

%

5

具有促进细胞外基质合成和纤维细胞

增殖的作用!其表达水平升高与肾纤维化关系密切!

ZR̀"

%

5

被认为是肾纤维化过程中最重要的作用因子

之一$

55"53

%

"正常情况下!

ZR̀"

%

5

可抑制细胞的增殖!

但其表达上升可导致大量合成纤维连接蛋白*胶原蛋

白和层粘连蛋白!刺激成纤维细胞增殖!最终导致肾

小管上皮向间质细胞转化"同时!

ZR̀"

%

5

被证实在

细胞外基质成分的分子改变从而介导细胞外基质的

堆积过程中具有重要作用$

57

%

"

本组数据显示!方差分析结果显示三组
DZR#C"

L?

吸光度值比较!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且

随着时间延长!模型组和试验组吸光度值逐渐增加!

差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"两两比较显示!模型

组和试验组
DZR#CL?

均明显高于假手术组!差异

)
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有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于模型组!

差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'"三组
ZR̀"

%

5#CL?

吸光度值比较!差异有统计学意义&

B

$

4/4;

'!且随着

时间延长!模型组和试验组吸光度值逐渐增加!在第

5:

天达到高峰"两两比较显示!模型组和试验组

ZR̀"

%

5#CL?

均明显高于假手术组!差异有统计学

意义&

B

$

4/4;

'!且试验组明显低于模型组!差异有统

计学意义&

B

$

4/4;

'"表明肾间质纤维化过程中
DZR

和
ZR̀"

%

5

表达上调!苯那普利的肾保护作用可能通

过下调
DZR

和
ZR̀"

%

5

表达水平实现"一方面!

DZR

的合成受到
ZR̀"

%

5

的调节!另一方面
DZR

可催化

ZR̀"

%

5

连接蛋白与细胞外基质交联!从而使
ZR̀"

%

5

释放出活性结构$

5:"5;

%

"相关性分析结果表明
DZR

和

ZR̀"

%

5

在肾间质纤维化过程中互相作用!参与肾间

质纤维化过程"

'

!

结
!!

论

!!

DZR

和
ZR̀"

%

5

互相作用参与肾间质纤维化过

程!苯那普利可通过下调
DZR

和
ZR̀"

%

5

表达水平实

现其肾脏保护作用"

DZR

和
ZR̀"

%

5

具有成为肾间

质纤维化治疗的潜在有效靶点"
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