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【摘* 要】目的：观察选择性环氧化酶#$ 抑制剂依托昔布对单

侧输尿管梗阻大鼠肾脏病变的影响, 方法：将大鼠随机分为

单侧输尿管梗阻组，依托昔布治疗组和对照组进行实验，测定

血肌酐、尿素氮和肾皮质 QO 含量，并用免疫组化法半定量测

定肾组织 -RS#!! 和 GOP#$ 的表达水平, 结果：单侧输尿管结

扎术后 ) 6T，单侧输尿管梗阻组和用药组大鼠肾脏均可见明

显病理改变与纤维化，血肌酐［（)(, !" U ), &)，$%, (" U $, +%）

1V W 13?］、尿素氮［（&, !( U ", ")，(, !X U ", ")）11:/ W V］和肾

皮质 QO 含量［（’, "! U ", !%，X, X% U ", !$）11:/ W V］均比对照

组［（ $$, )" U $, $(） 1V W 13?，（ ’, +) U ", "$） 11:/ W V，

（!, ’+ U ", !!）11:/ W V］显著性升高，肾组织 -RS#!!（$, X! U
", !&，!, )( U ", !)）和 GOP#$（$, %X U ", "%，!, +$ U ", "+）的表

达水平显著性上调, 用药组与单侧输尿管梗阻组比较，病理

改变与纤维化程度，血肌酐、尿素氮和肾皮质 QO 含量、肾组

织 -RS#!! 和 GOP#$ 的 表 达 水 平 差 异 有 统 计 学 意 义（4 Z
", "+）, 结论：特异性 GOP#$ 抑制剂依托昔布能减轻单侧输尿

管梗阻大鼠肾脏病理损伤和纤维化改变,
【关键词】输尿管梗阻；纤维化；环氧化酶#$；依托昔布
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FG 引言

环氧化酶（949/::74B.?2L.，GOP）包括 GOP#! 和

GOP#$ 两种同工酶，目前认为是前列腺素代谢环节中

的关键性限速酶，GOP#! 参与正常生理过程，而 GOP#
$ 可介导病理改变［!］, 研究结果显示，GOP#$ 大量生

成在输尿管梗阻所引发的肾小管间质纤维化过程中

起重要作用［$］，并发现 GOP#$ 在肾皮质的过度表达

可能是肾内炎性细胞浸润和聚集的起始或促进因素

之一, 而临床上用非甾体类抗炎药（?:?L>.=:3F 2?>3#
3?@/2112>:=4 F=DBL，QC[\;L）治疗肾脏炎性疾病引起

不良反应可能与 QC[\;L 在阻断 GOP#$ 催化的病理

性前列腺素合成的同时，也阻断了 GOP#! 催化的生

理性前列腺素的合成有关, 为了探讨通过选择性地

阻断 GOP#$ 的合成，避免 QC[\;L 的不良反应的有效

途径［)］，我们用单侧输尿管梗阻大鼠模型［X］，观察肾

组织中 GOP#$ 和 -RS#!! 的改变及其在输尿管梗阻

所致肾 损 伤 的 发 生 发 展 中 的 作 用，并 观 察 选 择 性

GOP#$ 抑制剂依托昔布（0>:=39:73N）对梗阻性肾病发

生发展的影响及对肾脏的保护作用，为治疗相关肾脏

损伤提供基础,

HG 材料和方法

H, HG 材料G 健康雄性 C; 大鼠 )" 只，体质量 !(" ]
$$" B，中国医学科学院实验动物中心提供，饲养环境

保持通风，湿度 ++^，温度 $$_，昼夜灯光照明，定期

消毒笼具, 依托昔布由北京欣经科生物技术有限公
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司提供! 山羊抗大鼠 "#$%& 多克隆抗体、兔抗大鼠

’()%!* 多克隆抗体为 +,-., "/0.1 公司产品!
!! "# 方法

*! &! * 2 单侧输尿管梗阻模型 2 动物平均分为对照

组、单侧输尿管梗阻组和依托昔布治疗组! 对照组除

不结扎和剪断输尿管外，其余步骤同其它两组! 治疗

组于术前 &3 4 开始给予依托昔布，每日 *5 67 8 97 溶

于 * 6: 生理盐水中灌胃，梗阻组仅以等量生理盐水

灌胃! 5! * 7 8 : 水合氯醛 ;<5 67 8 97 腹腔注射麻醉梗

阻组和依托昔布治疗组大鼠! 于背部左侧纵形切开

皮肤，钝性分离肌肉，暴露左侧肾脏，分离输尿管，分

别在紧贴肾门处及远端结扎输尿管，于两结扎处之间

剪断，逐层缝合肌肉、皮肤，以碘伏消毒! 术后肌肉注

射罗氏芬预防感染，每日 *! < 67 8 97，连续 ; =! 肾脏

取材与保存：术后第 ; 周，在采集血液标本后，手术取

出大鼠左肾，剥离肾包膜，将肾脏沿纵轴剖开，取适量

皮质组织作 ># 含量测定用，其余组织迅速保存在中

性甲醛中以备组织学染色和免疫组织化学染色用!
*! &! &2 血液生化指标测定2 将术后第 ; 周采集血液

标本离心，取血清，在全自动生化分析仪上测定血肌

酐与尿素氮!
*! &! ;2 肾皮质 ># 含量测定2 取约 5! < 7 左肾组织，

加入 3 6: 3?生理盐水中，用玻璃匀浆器在冰水浴中

研磨制成匀浆，3?，*555 / 8 6@-，离心 < 6@-，取上清

液 A &5?保存待测! 用硝酸还原酶法测定 ># 含量，

按试剂盒检测步骤，分别在空白管，标准管，测定管中

滴加试剂，混匀，;B? 水浴 C5 6@-，再次滴加试剂，充

分旋涡混匀 ;5 D，室温静置 *5 6@-，3555 / 8 6@- 离心

*5 6@-，取上清，分别加入显色剂，混匀，室温静置 *5
6@-，蒸馏水调零，<<5 -6，5! < E6 光径比色测定各管

吸光度值，># 含量（"6FG 8 :）H［（ 样品管吸光度 A
空白管吸光度）或（ 标准管吸光度 A 空白管吸光度）

I 标准值］J 样品的蛋白浓度（7 8 :）!
*! &! 3 2 K,DDF- 和免疫组织化学染色 2 肾组织固定

后石蜡包埋! ; "6 连续切片! K,DDF- 染色：切片脱

蜡水化，蒸馏水浸洗 ; 次，每次 ; 6@-! 用 K,DDF- 复合

染液浸染 *5 6@-，冰醋酸冲洗! 磷钨酸分化 *5 6@-，

冰醋酸冲洗! 苯胺蓝染色 3 6@-，冰醋酸冲洗! 最后

用蒸馏水浸洗 & 次，每次 < 6@-! 干燥后用中性树胶

封片! 免疫组织化学染色：切片脱蜡水化后，用 LM+
（NO B! 3，*5 66FG 8 :）浸洗! 内源性过氧化物酶阻断

剂室温孵育，LM+ 洗后浸入柠檬酸盐缓冲液（NO C! 5，

*5 66FG 8 :），微波修复（&3<5 6O1，P55 Q），加蒸馏

水 <5 6: 后冷却! LM+ 液浸洗；用正常山羊血清封

闭，室温孵育! 倾去血清，加入一抗（ 兔抗大鼠 ’()%

!* 抗体，*R355 稀释；山羊抗大鼠 "#$%& 抗体，*R*55
稀释），3? 冰箱过夜，复温，LM+ 浸洗! 滴加生物素

化抗兔或抗山羊二抗，室温孵育! LM+ 液浸洗，再滴

加链霉菌抗生物素蛋白%过氧化物酶，室温孵育! LM+
液浸洗，显色剂 STM 显色，自来水充分冲洗，苏木素

复染，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察! 以正

常兔或山羊血清代替一抗作阴性对照，免疫组化结果

均为阴性!
*! &! <2 结果判定2 肾小管间质病变（肾小管扩张或

萎缩、间质细胞浸润及间质纤维化）程度的判定按

L/@/,@-@ 法评分（5 分：小管间质无病变；* 分：轻度病

变，范围 U &5V；& 分：中度病变，范围 &5V W 35V；;
分：重度，病变范围 X 35V）! 每例切片记录连续不重

叠的 &5 个低倍视野的数值，取平均值! 对 ’()%!* 和

"#$%& 的表达，根据着色范围进行半定量分析（5 分：

无着色；5! < 分：微量着色，面积占整个视野的 *5V 以

下；* 分：轻度着色，着色面积占整个视野的 *5V W
;5V；& 分：中度着色，着色面积占整个视野的 ;5V W
<5V；; 分：广泛着色，着色面积占整个视野的 <5V 以

上）! 每例切片记录 &5 个连续不重叠的肾皮质间质

高倍视野（尽量避开肾小球和大血管），取平均值!
统计学 处 理：实 验 数 据 用 ! " # 表 示，用 +L++

*5! 5做统计分析，所用统计方法为方差分析，$ U
5! 5<为检验水准!

"# 结果

"! !# 肾脏大体形态与病理学所见# 梗阻组动物左侧

肾脏输尿管结扎术后 ; Y9，肾脏明显肿大，颜色变

浅，剖面呈缺血状，以肾皮质为重! 肾盂、肾盏扩张明

显，充满尿液，肾实质变薄，皮髓质界限模糊不清! 经

K,DDF- 染色后对照组比较，肾间质明显增宽，其中有

大量炎症细胞浸润，间质纤维化明显! 与治疗组比

较，依托昔布能够明显地改善单侧输尿管梗阻时的病

理改变，镜下可见间质内炎症细胞减少，纤维化明显

减轻!
"! "# 生化指标# 输尿管结扎术后 ; Y9，梗阻组和治

疗组尿素氮与血肌酐定量均比对照组升高，差异有统

计学意义（$ U 5! 5*），表明梗阻性肾的损伤! 而治疗

组与梗阻组之间尿素氮与血肌酐定量差异有统计学

意义（$ U 5! 5<），表明依托昔布对肾损伤有保护作用

（表 *）!
"$ %# 肾组织匀浆 &’ 含量变化# 术后 ; Y9，三组比

较，肾皮质匀浆 >#&
A 8 >#;

A 含量变化非常显著，治

疗组与梗阻组比较，差异有统计学意义（$ U 5! 5<，

表 *）! 表明 ># 参与了梗阻性肾损伤的发生发展过
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程，而依托昔布可以降低 !" 的合成#

表 $% 尿素氮、血肌酐、!" 含量及 &’()!$ *"+), 半定量计分

比较 （! - .，" # $）

组别
尿素氮

（//01 2 3）

血肌酐

（/3 2 /45）

!",
6 2 !"7

6

（//01 2 3）
&’()!$ *"+),

对照 8# 97 : ;# ;, ,,# 7; : ,# ,< $# 89 : ;# $$ ;# ,8 : ;# $, ;# ,$ : ;# ;=

梗阻> ?# $< : ;# ;7 7<# $; : 7# ?7 8# ;$ : ;# $. ,# =$ : ;# $? ,# .= : ;# ;.

治疗>@ <# $= : ;# ;7 ,.# <; : ,# 9. =# =. : ;# $, $# 7< : ;# $7 $# 9, : ;# ;9

>% A ;# ;9 &$ 对照；@% A ;# ;9 &$ 梗阻#

!" #$ 肾小管间质 %&’(!) 的表达$ 术后 7 BC，三组

比较，肾小管间质 &’()!$ 表达的免疫组织化学染色

半定量计分差异有统计学意义（% A ;# ;9）# 梗阻组

与治疗组比较差异有统计学意义（% A ;# ;9，表 $）#
表明 &’()!$ 参与了梗阻性肾损伤的发生发展过程，

而依托昔布可以降低 &’()!$ 的生成#
!" *$ 肾小管间质 +,-(! 的表达$ 治疗组和梗阻组

与对照组比较 *"+), 表达明显增加，而治疗组和梗

阻组之间差异亦有统计学意义（% A ;# ;$，表 $）# 表

明 *"+), 参与了梗阻性肾损伤的发生发展过程，而

依托昔布可以减少 *"+), 的生成#

.$ 讨论

本研究中，单侧输尿管梗阻大鼠在其梗阻 7 BC
后，可见肾间质增宽，炎症细胞浸润，部分肾小管萎

缩，肾小管间质明显纤维化，血肌酐与尿素氮水平上

升，表明肾功能受损# 肾皮质匀浆 !" 含量升高，肾

小管间质 &’()!$ 的表达和 *"+), 的表达上调，提示

二者参与了肾损伤的发生发展# 单侧输尿管梗阻后

使用依托昔布的大鼠，肾功能损伤和肾小管间质纤维

化程度明显减轻# 据此我们推论，依托昔布对于大鼠

单侧输尿管梗阻病变具有保护作用#
目前已经开发出多种选择性 *"+), 抑制剂（ 可

分为第一代和第二代），临床上主要用于治疗风湿性

关节炎和骨关节炎［9 6 8］，然而有关选择性抑制 *"+),
对各种肾脏疾病影响的研究较少# 有关学者［. 6 <］用

大鼠肾大部切除 , BC 的模型研究发现，肾脏致密斑

及皮质升支粗段的 *"+), 表达显著增加，而 *"+)$

无明显变化；使用 *"+), 抑制剂可以有效减少前列

腺素 的 生 成，延 缓 肾 小 球 硬 化 的 病 程 进 展# 而 用

*"+)$ 抑制剂却无效# 有关学者［?］提出，*"+), 在单

侧输尿管梗阻小鼠肾皮质的过度表达很可能是肾内

炎性细胞浸润和积聚的起始或促进因素之一，但迄今

尚未见 *"+), 与肾小管间质纤维化的相关性研究报

道# 本研究表明，*"+), 参与了单侧输尿管梗阻后肾

损伤发生和发展的病理过程，并在大鼠梗阻性肾损伤

的肾间质纤维化的过程中有重要作用# 同时发现，第

二代高特异性 *"+), 抑制剂依托昔布能够减轻肾功

能损伤和肾组织纤维化进展，抑制 !" 活性，下调

&’()!$ 和 *"+), 的表达，从多方面发挥对梗阻性肾

损伤的保护作用#
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