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去卵巢合并单侧输尿管结扎诱导小鼠

肾脏病变的研究

李晓莉，　李晓敏，　刘金鑫，　杨久琳，　张　岩
（上海理工大学 系统生物医学研究中心，上海　２０００９３）

摘要：为研究去卵巢合并单侧输尿管结扎引起小鼠肾脏的病理变化及可能机制，选取犆５７犅犔／６犑雌

性小鼠为研究对象，分别设立对照组和模型组．手术３周后，取肾脏样本．使用犎牔犈，犕犪狊狊狅狀’狊

犜狉犻犮犺狉狅犿犲两种方法进行肾石蜡切片染色，通过犚犜－犘犆犚技术检测肾纤维化相关因子犜犌犉－β，

犆犜犌犉，犞犈犌犉，犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀，炎症因子犕犆犘－１，犚犃犖犜犈犛，肾素－血管紧张素系统（犚犃犛）组分肾素

（狉犲狀犻狀）、肾素受体（狉犲狀犻狀狉犲犮犲狆狋狅狉）、血管紧张素原（犃犌犜）的犿犚犖犃表达．结果显示，模型组小鼠肾

小球萎缩，肾小管腔隙体积增加、膨大，肾小管间质纤维化．模型组小鼠肾脏犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀，犕犆犘－１，

犚犃犖犜犈犛的犿犚犖犃表达都显著上调，犚犃犛组分狉犲狀犻狀狉犲犮犲狆狋狅狉的基因表达显著上调．研究表明，去

卵巢合并单侧输尿管结扎通过上调肾脏肾素受体表达，诱发肾脏纤维化与炎症反应．
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　第１期 李晓莉，等：去卵巢合并单侧输尿管结扎诱导小鼠肾脏病变的研究 　

　　单侧输尿管结扎作为诱导梗阻性肾病的研究方

法在雄性小鼠中已得到广泛应用［１－３］．最近的实验

数据显示，雌激素具有重要的保护肾功能的作用［４］，

雌激素代谢系统紊乱易引起女性患慢性肾脏病［５］．

雌激素受体基因敲除小鼠生长到９月龄时即发生肾

小球纤维化，而雌激素类似物１７β－雌二醇通过作

用于细胞外信号，调节激酶（犈犚犓）信号通路抑制由

犜犌犉－β或犜犖犉－α刺激的肾小球足细胞损伤与凋

亡［６］，选择性雌激素受体调节剂犚犪犾狅狓犻犳犲狀犲显示较

好的肾保护作用［７］．以上研究都表明雌激素具有重

要的调控肾组织形态、生理功能的作用．

中老年妇女由于绝经后体内雌激素水平显著下

降，导致患有慢性肾脏病的风险提高．本文通过建立

雌激素缺乏状态下行单侧输尿管结扎术，引起小鼠

肾脏的病理变化，并对其可能机制进行初步探索．对

该问题的研究与阐述，有助于认识绝经后妇女发生

慢性肾脏病的组织病变特征，同时，对于相关药物研

发提供了潜在的实验动物模型．

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

１．１．１　试剂

犎牔犈试剂从上海太阳生物技术有限公司购得．

犕犪狊狊狅狀三色染色试剂盒从南京森贝伽生物科技有

限公司购得．引物均由上海赛百盛基因技术有限公

司合成．去除植物雌激素的动物饲料犃犐犖－９３犕由

美国犚犲狊犲犪狉犮犺犇犻犲狋狊公司制备与提供．犚犖犃抽提试

剂犜狉犻狕狅犾、犕－犕犔犞反转录酶由美国犐狀狏犻狋狉狅犵犲狀公

司购得，其他 犚犜－犘犆犚试剂从犉犲狉犿犲狀狋犪狊公司

购得．

１．１．２　仪器

匀浆器（犕犻犮犮狉犪，德国）；常规犘犆犚仪（犃狆狆犾犻犲犱

犅犻狅狊狔狊狋犲犿，美国）；凝胶成像系统（犛狔狀犌犲狀犲，英国）；

正置荧光显微镜（犔犲犻犮犪，德国）；超微量紫外、可见分

光光度计（犜犺犲狉犿狅，美国）．

１．２　动物处理

３月龄犆５７犅犔／６犑雌性小鼠，体重１９～２１犵．适

应环境１周后，根据体重随机分为以下２组：假手术

组（狀＝６）；去卵巢合并单侧输尿管结扎组（狀＝

７）．实验期间，所有动物喂饲不含植物雌激素的饲料

犃犐犖－９３犕．术后３周处死，迅速取出双侧肾脏，一份

放入４％甲醛固定液待组织形态检测，另一份放入

１．５犿犔离心管并于－８０℃保存．

１．３　提取犚犖犃

将肾脏置于１犿犔犜狉犻狕狅犾中，通过匀浆器碾碎，

根据说明书操作步骤提取总犚犖犃．经超微量紫外分

光光度计测定犚犖犃浓度，并测定２６０，２８０狀犿处吸

光度（犃）值，犃２６０／犃２８０的比值在１．８～２．０之间，表

明该犚犖犃质量较好．

１．４　犚犜－犘犆犚

取４μ犵总 犚犖犃于２０μ犔反应体系内，经

犕－犕犔犞反转录酶制备犮犇犖犃，扩增肾纤维化相关

因子犜犌犉－β，犆犜犌犉，犞犈犌犉，犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀，炎症因子

犕犆犘－１，犚犃犖犜犈犛，以及肾素－血管紧张素系统组

分肾素（狉犲狀犻狀）、肾素受体（狉犲狀犻狀狉犲犮犲狆狋狅狉，犚犚）血管

紧张素原（犃犌犜），以犌犃犘犇犎作为内参基因．加１μ犔

犮犇犖犃模板于２０μ犔犘犆犚反应体系内，反应程序最

初于９４℃变性３犿犻狀开始，最后于７２℃延伸２犿犻狀

结束．中间犘犆犚循环包括：变性９４℃、１５狊；退火

５６℃、２０狊；延伸７２℃、２０狊．犘犆犚产物于２％琼脂糖

凝胶电泳后，使用凝胶成像系统检测基因表达、拍照

并定量．

１．５　肾脏组织形态学检测

１．５．１　切片制备

肾脏由甲醛溶液取出，经脱水、透明、浸蜡处理

后进行石蜡包埋，蜡块完全凝固后放入－２０℃备

用．切３μ犿的样本切片，展平，烘干备用．

１．５．２　苏木精＆伊红（Ｈ＆Ｅ）染色

将切片依次放入二甲苯、浓度梯度的乙醇

（１００％，９０％，７０％），随后，放入苏木精水溶液中染

色１犿犻狀．染完苏木精后，用蒸馏水洗去切片上多余

的染色剂，进行伊红染色．完成染色后的片子快速经

由低浓度到高浓度的酒精进行脱水，最后经二甲苯

使切片透明．切片干燥后用中性树脂和盖玻片进行

封片．待树脂干燥后，即在正置显微镜下观察并

拍照．

１．５．３　Ｍａｓｓｏｎ’ｓＴｒｉｃｈｒｏｍｅ染色

同上经脱蜡处理后，根据说明书操作步骤将脱

完蜡的切片依次放入犕犪狊狊狅狀’狊犜狉犻犮犺狉狅犿犲染色试

剂盒各组分中进行染色．完成染色的片子经脱水、透

明、封片处理，待树脂干燥后在正置显微镜下观察及

拍照．

１．６　统计学方法

所有数据以犡
—

±犛表示，采用犛犘犛犛统计分析

软件进行狋检验分析，显著性水平犘＜０．０５表明组

间差异具有统计学意义．

９９
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２　实验结果

２．１　肾组织切片犎牔犈染色

肾组织石蜡切片经犎牔犈染色并在镜下观察（见

图１），发现模型组小鼠肾小球明显萎缩（犪），使得肾

小球腔隙增加（犫），同时，手术处理后的小鼠由于输

尿管结扎，引起肾小管腔隙体积增加、膨大（犮）．

图１　肾组织石蜡切片苏木精牔伊红染色

犉犻犵．１　犎牔犈狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狉犲狀犪犾狆犪狉犪犳犳犻狀狊犾犻犮犲狊

２．２　肾组织切片犕犪狊狊狅狀’狊犜狉犻犮犺狉狅犿犲染色

肾组织石蜡切片经 犕犪狊狊狅狀’狊犜狉犻犮犺狉狅犿犲染色

并在镜下观察（见图２）．相对于对照组，发现模型组

小鼠肾小管间质较多处出现蓝色阳性信号，表明模

型组小鼠肾间质纤维化严重．

图２　肾组织石蜡切片犕犪狊狊狅狀’狊犜狉犻犮犺狉狅犿犲染色

犉犻犵．２　犕犪狊狊狅狀’狊犜狉犻犮犺狉狅犿犲狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狉犲狀犪犾

狆犪狉犪犳犳犻狀狊犾犻犮犲狊

２．３　肾组织纤维化因子、炎症因子的基因表达

纤维粘连蛋白犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀是组织纤维化的指

标，而单核细胞趋化因子－１（犕犆犘－１）、趋化因子

犚犃犖犜犈犛参与肾脏炎症反应、介导白细胞的游走和

浸润．基因表达检测结果显示，模型组小鼠肾脏

犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀（犘＝０．０３１），犕犆犘－１（犘＝０．０１５），

犚犃犖犜犈犛（犘＝０．０２９）的 犿犚犖犃表达都显著上调

（见图３），而前纤维化因子犜犌犉－β，犆犜犌犉，犞犈犌犉

的基因表达在两组间的差异不显著（数据未提供）．

２．４　肾组织肾素－血管紧张素系统（犚犃犛）组分基

因表达

肾组织犚犃犛组分犚犚，犃犌犜，狉犲狀犻狀的基因表达

检测结果显示，模型组小鼠肾脏犚犚的基因表达显

著上调（见图４，犘＝０．０３５），但犃犌犜，狉犲狀犻狀在两实

验组间的表达没有显著差异．

图３　肾脏纤维化因子、炎症因子的基因表达

犉犻犵．３　犌犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犳犻犫狉狅狋犻犮犳犪犮狋狅狉狊犪狀犱

犻狀犳犾犪犿犿犪狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉狊犻狀犽犻犱狀犲狔

图４　肾脏犚犃犛组分的基因表达

犉犻犵．４　犌犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犚犃犛犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊犻狀犽犻犱狀犲狔

３　讨　论

绝经后妇女由于体内雌激素水平显著下降，性

激素系统代谢紊乱，是多种慢性病如骨质疏松、心血

管疾病、糖尿病等发生、发展的主要诱因［８－９］．近来，

研究显示雌激素缺乏提高了女性患慢性肾脏病的风

险［５］．本文通过双侧去卵巢术作为模拟绝经后妇女
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　第１期 李晓莉，等：去卵巢合并单侧输尿管结扎诱导小鼠肾脏病变的研究 　

体内雌激素缺乏的实验模型，并结合单侧输尿管结

扎（犝犝犗）诱导梗阻性肾病研究去卵巢小鼠肾脏病

变特征以及可能的病理机制．

本研究显示，去卵巢合并犝犝犗术后３周，由于

输尿管结扎，尿液不能顺利排出，在管腔中滞留，造

成小鼠肾小管膨胀、扩张．同时，发现肾小球严重萎

缩，肾小管间质纤维化严重，说明去卵巢合并犝犝犗

后，肾小球、肾间质都发生显著病理改变，这些同去

卵巢合并糖尿病肾病大鼠［１０］、去卵巢犇犛犛（高敏感

型盐摄入犇犪犺犾）大鼠
［１１］、去卵巢合并肾性高血压大

鼠［１２］的肾脏病理特征类似．本文研究发现去卵巢合

并单侧输尿管结扎小鼠模型同样能够较好地模拟临

床肾脏病变．

本研究从（前）纤维化因子、炎症因子、肾素－血

管紧张素系统等角度探讨了去卵巢合并犝犝犗致肾

脏病理改变的可能机制．研究发现，去卵巢合并

犝犝犗上调肾纤维粘连蛋白犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀表达，但并没

有引起前纤维化因子犜犌犉－β，犆犜犌犉，犞犈犌犉的异

常表达，这与之前报道的犝犝犗雄性小鼠其肾脏前纤

维化因子表达显著上调的结果不一致［１］．因此，今后

的研究有必要关注犝犝犗致肾脏病变的分子通路是

否存在性别差异性．

研究组前期研究显示，犚犃犛活性升高能够诱发

肾脏的纤维化、炎症反应［１，１３－１４］．此外，最近的许多

研究都证明，肾素受体在肾脏疾病中具有重要意

义［１５］．在糖尿病引起的终末期肾脏病患者的肾脏

中，犚犚表达上调
［１６］．犚犚表达上调还能够刺激促纤

维化因子的表达，加重肾脏纤维化［１７］．结合本实验

结果，去卵巢合并犝犝犗诱导犚犚表达升高，而犚犚介

导了肾素／肾素原的致组织病变的生物学作用［１８］．

因此，去卵巢合并犝犝犗通过上调犚犚表达，进而诱

发由犳犻犫狉狅狀犲犮狋犻狀介导的肾脏纤维化的发生，同时，

导致炎症趋化因子犕犆犘－１，犚犃犖犜犈犛表达增强，提

示去卵巢合并犝犝犗潜在的致肾脏炎症的作用．

因此，本实验建立的去卵巢合并犝犝犗的小鼠模

型表现出临床肾脏病变的主要特征，去卵巢合并

犝犝犗主要通过上调肾素受体表达，诱发肾脏纤维化

与炎症反应，这为今后的药物研发提供了潜在的作

用靶点．
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狋犺犲狉犪狆犲狌狋犻犮犲犳犳犲犮狋狅犳狏犻狋犪犿犻狀犇犪狀犪犾狅犵犇狅狓犲狉犮犪犾犮犻犳犲狉狅犾

狅狀犱犻犪犫犲狋犻犮狀犲狆犺狉狅狆犪狋犺狔：狊狋狉狅狀犵狊狔狀犲狉犵犻狊犿狑犻狋犺犃犜１

狉犲犮犲狆狋狅狉 犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋 ［犑］．犃犿犲狉犻犮犪狀 犑狅狌狉狀犪犾 狅犳

犘犺狔狊犻狅犾狅犵狔 犚犲狀犪犾 犘犺狔狊犻狅犾狅犵狔，２００９，２９７ （３）：

犉７９１－犉８０１．

［１４］　犣犺犪狀犵犣犢，犣犺犪狀犵犢，犖犻狀犵犌，犲狋犪犾．犆狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狋犺犲狉犪狆狔

狑犻狋犺犃犜１狉犲犮犲狆狋狅狉犫犾狅犮犽犲狉犪狀犱狏犻狋犪犿犻狀犇犪狀犪犾狅犵犿犪狉犽犲犱犾狔

犪犿犲犾犻狅狉犪狋犲狊 犱犻犪犫犲狋犻犮 狀犲狆犺狉狅狆犪狋犺狔： 犫犾狅犮犽犪犱犲 狅犳

犮狅犿狆犲狀狊犪狋狅狉狔狉犲狀犻狀犻狀犮狉犲犪狊犲［犑］．犘狉狅犮犲犲犱犻狀犵狊狅犳狋犺犲

犖犪狋犻狅狀犪犾犃犮犪犱犲犿狔犛犮犻犲狀犮犲狊狅犳犝狀犻狋犲犱犛狋犪狋犲狊狅犳犃犿犲狉犻犮犪，

２００８，１０５（４１）：１５８９６－１５９０１．

［１５］　杜然，丁国华．肾素（原）受体及其与肾脏疾病相关的

研究进展［犑］．医学研究杂志，２０１３，４２（７）：１７４－１７６．

［１６］　犜犪犽犪犺犪狊犺犻犓，犢犪犿犪犿狅狋狅犎，犎犻狉狅狊犲犜，犲狋犪犾．犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狅犳（狆狉狅）狉犲狀犻狀狉犲犮犲狆狋狅狉犻狀犺狌犿犪狀犽犻犱狀犲狔狊狑犻狋犺犲狀犱

狊狋犪犵犲犽犻犱狀犲狔犱犻狊犲犪狊犲犱狌犲狋狅犱犻犪犫犲狋犻犮狀犲狆犺狉狅狆犪狋犺狔［犑］．

犘犲狆狋犻犱犲狊，２０１０，３１（７）：１４０５－１４０８．

［１７］　犉犲犾犱狋犛，犅犪狋犲狀犫狌狉犵犠犠，犕犪狕犪犽犐，犲狋犪犾．犘狉狅狉犲狀犻狀犪狀犱

狉犲狀犻狀犻狀犱狌犮犲犱犲狓狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉狊犻犵狀犪犾狉犲犵狌犾犪狋犲犱犽犻狀犪狊犲１／２

犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犻狀犿狅狀狅犮狔狋犲狊犻狊狀狅狋犫犾狅犮犽犲犱犫狔犪犾犻狊犽犻狉犲狀狅狉

狋犺犲犺犪狀犱犾犲狉犲犵犻狅狀狆犲狆狋犻犱犲［犑］．犎狔狆犲狉狋犲狀狊犻狅狀，２００８，５１

（３）：６８２－６８８．

［１８］　犣犺犪狀犵犢，犠犪狀犵犢犔，犆犺犲狀犢犣，犲狋犪犾．犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳狉犲狀犻狀

犪犮狋犻狏犻狋狔犫狔犪犾犻狊犽犻狉犲狀犪犿犲犾犻狅狉犪狋犲狊犱犻犪犫犲狋犻犮狀犲狆犺狉狅狆犪狋犺狔

犻狀狋狔狆犲１犱犻犪犫犲狋犲狊犿狅狌狊犲犿狅犱犲犾［犑］．犑狅狌狉狀犪犾犇犻犪犫犲狋犲狊

犕犲犾犾犻狋狌狊，２０１２，２（３）：３５３－３６０．

（编辑：丁红艺
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［７］　犘犲狉犲狊犖犕犚．犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狀犻犮狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳犵狉犪狆犺犲狀犲

犪狀犱犻狋狊 犫犻犾犪狔犲狉［犑］．犞犪犮狌狌犿，２００９，８３ （１０）：

１２４８－１２５２．

［８］　犛狅犳狅犑犗，犆犺犪狌犱犺犪狉犻犃犛，犅犪狉犫犲狉犌犇．犌狉犪狆犺犪狀犲：犪狋狑狅

犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀［犑］．犘犺狔狊犻犮犪犾犚犲狏犻犲狑 犅，

２００７，７５：１５３４０１．

［９］　乌晓江，张忠孝，周托，等．气化条件下混煤灰熔融特

性及矿物质演变规律［犑］．燃烧科学与技术，２０１０，３１

（９）：１５９０－１５９４．

［１０］　李明强，杜梅芳，乌晓江，等．锅炉结渣初始沉积层微

观沉积机理研究［犑］．燃料化学学报，２０１３，４１（２）：

１５７－１６２．

［１１］　杨换凌，张忠孝，乌晓江．高碱煤中犖犪犆犾与水冷壁吸

附作用的量子化学研究［犑］．上海理工大学学报，

２０１３，３５（５）：４０９－４１４．

［１２］　犎狅狀犵犎犔，犕犻狀犡犕，犣犺狅狌犢．犗狉犫犻狋犪犾犮犪犾犮狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳

犽犪狅犾犻狀犻狋犲狊狌狉犳犪犮犲：狅狀狊狌犫狊狋犻狋狌狋犻狅狀狅犳犃犾３＋犳狅狉犛犻４＋犻狀狋犺犲

狋犲狋狉犪犺犲犱狉犪犾狊犻狋犲狊［犑］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犠狌犺犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳

犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犕犪狋犲狉，２００７，２２（４）：６６１－６６６．

［１３］　李洁，杜梅芳，闫博，等．添加硼砂助熔剂煤灰熔融性

的量子化学与实验研究［犑］．燃料化学学报，２００８，３６

（５）：５１９－５２３．

［１４］　王泉清，曾蒲君．高岭石对神木煤灰熔融性的影响

［犑］．煤化工，１９９７（３）：４０－４５．

［１５］　杨建国，刘志，赵虹，等．配煤煤灰内矿物质转变过程

与熔融特性规律［犑］．中国电机工程学报，２００８，２８

（１４）：６１－６６．

［１６］　李洁．用量子理论方法对煤灰微观结构特性的研究

［犇］．上海：上海理工大学，２００８．

［１７］　犞犪狀犱犲狉犫犻犾狋犇．犛狅犳狋狊犲犾犳犮狅狀狊犻狊狋犲狀狋狆狊犲狌犱狅狆狅狋犲狀狋犻犪犾狊犻狀犪

犵犲狀犲狉犪犾犻狕犲犱犲犻犵犲狀狏犪犾狌犲犳狅狉犿犪犾犻狊犿［犑］．犘犺狔狊犻犮犪犾犚犲狏犻犲狑

犅，１９９０，４１（１１）：７８９２－７８９５．

［１８］　朱维良，蒋华良，陈凯先，等．分子间相互作用的量子

化学研究方法［犑］．化学进展，１９９９，１１（３）：２４７－２５３．

［１９］　犘犲狉犱犲狑犑犘，犠犪狀犵犢．犃犮犮狌狉犪狋犲犪狀犱狊犻犿狆犾犲犪狀犪犾狔狋犻犮

狉犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲犾犲犮狋狉狅狀犵犪狊犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犲狀犲狉犵狔

［犑］．犘犺狔狊犻犮犪犾犚犲狏犻犲狑犅，１９９２，４５（２３）：１３２４４－１３２４９．

［２０］　犠犪狀犵犢，犘犲狉犱犲狑犑犘．犛狆犻狀狊犮犪犾犻狀犵狅犳狋犺犲犲犾犲犮狋狉狅狀犵犪狊

犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犲狀犲狉犵狔犻狀狋犺犲犺犻犵犺犱犲狀狊犻狋狔犾犻犿犻狋［犑］．

犘犺狔狊犻犮犪犾犚犲狏犻犲狑犅：犆狅狀犱犲狀狊犲犱犕犪狋狋犲狉，１９９１，４３（１１）：

８９１１－８９１６．

（编辑：石　瑛）
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