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!摘要"!目的#观察不同时间点血浆凝血酶敏感蛋白I6 $MZUI6 %在蛋白超负荷肾病大鼠中的表达!

分析其与肾小管间质纤维化的关系" 方法#&5 只雄性 ZT大鼠右肾切除后!随机分成牛血清蛋白 $\ZE%

组和对照组!\ZE组大鼠予以腹腔注射牛血清白蛋白!对照组注射生理盐水" 分别在第 6 !5 !$ 周末!检

测血常规及生化指标!各时相尿蛋白定量#肾组织行光镜&免疫荧光及电镜检查" 采用免疫印迹法检测

血浆 MZUI6 蛋白表达" 分析血浆 MZUI6 表达与肾小管间质病理损害积分之间的相关性" 结果#\ZE组大

鼠 "& ( 尿蛋白定量和肾功能均较对照组有明显差异#肾小管间质病理积分和肾小球硬化指数明显增

高#8AX荧光强度明显高于对照组#与对照组比较!\ZE组大鼠血浆 MZUI6 蛋白均明显增高" \ZE组血浆

MZUI6 的蛋白表达水平与肾小管间质病理积分呈正相关$9j#/'%_ !:d#/#6 % " 结论#血浆 MZUI6 与肾

间质纤维化呈正相关!血浆 MZUI6 可能是临床判断肾间质纤维化程度的重要指标"

!关键词"! 凝血酶敏感蛋白I6 #!蛋白尿#!肾间质纤维化
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!!蛋白尿是多种肾脏疾病的重要临床特征 -

在正常生理情况下#肾小球滤过膜具有分子屏障

及电荷屏障作用 #当这些屏障受损时#肾小球滤

过膜对血浆蛋白的通透性增加 #致使原尿中蛋白

含量增多 #当远超过近曲小管回吸收量时 #形成

大量蛋白尿 - 而持续大量蛋白尿本身又是引起

肾实质细胞不可逆损伤的重要因素之一 #使其被

纤维组织侵袭替代#最终导致肾小球硬化和肾间

质纤维化'6(

- 目前判断肾间质纤维化主要依靠病

理形态学指标#尚缺乏特异性强 .敏感性高的血

清学指标 - 近年来 #有关微血管病变在肾纤维化

中的作用成为了研究热点 - 在残肾大鼠模型中#

肾组织凝血酶敏感蛋白I6 ! MZUI6 "高表达促进了

肾纤维化的进展'"(

- 但关于血浆 MZUI6 与肾间质

纤维化的关系尚无报道 - 本研究以蛋白超负荷

肾病大鼠为实验模型 #观察不同时间点血浆 MZUI

6 的水平以及它与肾间质纤维化的关系#为临床

判断肾脏损伤提供参考指标 -

HI材料与方法

6/6!动物 &主要试剂和仪器

健康成年雄性 ZT大鼠 &5 只 #体质量 "## f

""# A! 中南大学湘雅二医院实验动物中心提

供 " &牛血清白蛋白 ! \ZE"为美国 U;<@>:2)公司产

品 &大鼠 nHXVH78ZE试剂盒购自中国武汉博士德

公司 &MZUI6 E-I" 小鼠单克隆抗体为美国 7:- n>I

0><2 公司产品 &全自动生化分析仪购自日本 D>):I

=(>公司 &切片机为德国 73>=:公司产品 &光学显微

镜为日本 F@.1*90公司产品 &日立 DI]5## 型透视

显微镜购自日本 D>):=(>公司 -

6/"!动物模型的建立及分组

参照 HBB.等'%( 的方法构建蛋白超负荷肾病

大鼠模型 - 步骤如下 $ ZT大鼠适应性喂养 6 周 #

然后以 6#b水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠#背侧切

口行右肾切除术 - 术后 6 周随机分为 \ZE组 %#

只 #对照组 65 只 - \ZE组第 6 周注射方法 $予以

腹腔注射 \ZE ! 用生理盐水将 \ZE粉末 配成

#/%% A+17溶液 " - 首次剂量为 6 17+B#逐步加大

剂量#至第 5 天加至 %/% 17+B - 将第 6 周末所测

"& ( 尿蛋白定量大于 ' 1A的大鼠设为阳性#\ZE

组第 " 周开始#腹腔注射 \ZE5 A+! OA4 B " #每周

连续 5 天#共 $ 周 - 对照组 65 只#右肾切除术后

腹腔注射等量生理盐水 #每周连续 5 天#共 $ 周 -

6/%!"& ( 尿蛋白定量及肾功能指标

分别于第 6 #5 #$ 周末随机取模型组大鼠 6#

只和对照组 5 只 #取血 .检测 "& ( 尿及肾功能相

关指标 - 全自动生化分析仪检测 "& ( 尿蛋白定

量 .血尿素氮和肌酐 - 肌酐清除率 ! [

[;

" j尿肌

酐+血肌酐 o尿量 -

6/&!肾组织光镜检查和损伤评分

各组取肾组织#常规切片#过碘酸六胺银I

Y:00<2 !UEZYIY:00<2 "染色#光镜下观察#免疫复

合物呈红色 - 肾小管间质病理损害积分 ! M87积

分 "根据肾小管 !萎缩 .管形和肥大 "及间质病变

!纤维化和炎症 "的严重程度分为 $# 分 #无病变 &

6 分#病变区域达 "5b &" 分#病变区域为 "5b f

5#b &% 分#病变区域为 5#b f]5b && 分#病变

区域 i]5b - 参照 C(:2A等'&( 的方法评估肾小球

硬化指数#以此表示肾小球病变的严重程度 -

6/5!免疫荧光检查

各组取肾组织 #常规冰冻切片 #冷丙酮固定#

滴加 V8M[荧光标记抗大鼠 8AX多抗 ! 6 l5# " #室

温孵育 &5 1>2 后镜检并拍照 - 荧光强度表示 $

! 4"无荧光 &! h"高倍镜下似乎可见 &! "̂低倍

镜下似乎可见 #高倍镜下明显可见 & ! ^^"低倍

镜下明显可见#高倍镜下清晰可见 & ! ^^^"低

倍镜下清晰可见#高倍镜下耀眼 & ! ^^^ "̂低

倍镜下耀眼#高倍镜下刺眼 -

6/_!电镜检查

每组随机选取 % 例肾组织标本#经 "/5b戊

二醛和 6b锇酸固定#脱水 #常规包埋 .修块 .切

]$]



中南大学学报!医学版"#"##$#%&!'"!!())*$++,-.,/,.01/23)

片#醋酸铀及硝酸铅双重染色#透射电镜下观察

肾组织超微结构并拍照 -

6/]!`30)3;2 印迹法测定血浆 MZUI6 蛋白表达

参照 n<@*3;)等'5(的方法测定血浆 MZUI6 的表

达 - 腹主动脉采血#取全血浆层#加入 M;>)<2 & g

静置 6# 1>2#离心后取上清 - 全自动生化分析仪

测定蛋白浓度 &取总蛋白 &#

"

A#在 'b十二烷基

磺酸钠I聚丙烯酰胺 ! ZTZIUEXH"中电泳后转膜 -

封闭 .洗膜后加入抗 MZUI6 的一抗进行杂交 !浓

度为 6l6## " #& g过夜 - 加二抗进行杂交#室温

孵育 6 ( - 加 H[7显色并压片#利用图像分析系

统扫描确定 e光片上的杂交条带的光密度 -

6/'!统计学处理

各组数据用均数 h标准差 ! Bh4" 表示 #采

用 ZUZZ66/5 软件进行统计学处理 - 组间比较采

用单因素方差分析!EPFnE" #方差不齐时改用近

似 %检验 - 采用 U3:;0<2 检验进行各种变量之间

的相关分析#以 :d#/#5 为差异有统计学意义 -

OI结I果

"/6!"& ( 尿蛋白定量和肾功能

第 6 周 末# \ZE 组 大 鼠 尿 蛋 白 和 尿 素 氮

!\aP"较对照组明显增高 !:d#/#6 " #肌酐清除

率![

[;

"下降不明显 &第 5 周末 #\ZE组大鼠尿蛋

白和 \aP均较对照组增高 ! :d#/#6 " # 且 [

[;

较

对照组降低 ! :d#/#6 " &第 $ 周末#\ZE大鼠组

尿蛋白 .\aP仍明显高于对照组#[

[;

亦低于对照

组 !:d#/#5 # 表 6 " -

表 HI各组大鼠 OU.尿蛋白',JL和 0

0'

比较 $! Y"%

8"BNHI0%5)"'*1%+%&OU.)'%#$*+3'*"& ,JL"+20

0'

*+2*&&$'$+#-'%3)1$! Y"%

组别 $

"& (尿蛋白!1A+"& ("

第 6周末 第 5周末 第 $周末

\aP!11<@+7"

第 6周末 第 5周末 第 $周末

[

[;

!17+1>2"

第 6周末 第 5周末 第 $周末

\ZE组 6#

"#/_" h$/""

""

65'/"$ h%_/"&

""

6#&/'] h']/"]

""

66/__ h6/"'

""

6]/%] h%/]#

""

6%/5] h"/5"

""

#/5$ h#/_5

#/"% h#/6'

"

#/%& h#/6_

"

对照组 5 %/&% h6/66 '/&5 h&/## 6&/#' h%/'_ _/#% h6/65 $/$$ h%/"& $/]' h%/#_ #/_] h#/#$ #/_$ h#/6' #/]" h#/6"

!!与对照组比较#

"

:d#/#5#

""

:d#/#6-

"/"!光镜检查

第 6 周末#\ZE组大鼠光镜下可见肾小球系

膜细胞 .系膜基质轻I中度增生#系膜区有嗜复红

物沉积 - 第 5 周末#肾小管上皮细胞空泡变性及

颗粒变性 #部分脱落入管腔 &肾间质未见明显病

变 &肾小球系膜细胞 .系膜基质轻I中度增生 #系

膜区有嗜复红物沉积 &肾小管小灶状萎缩和纤维

化 #间质中可见淋巴 .单核细胞浸润及少量纤维

化 - 第 $ 周末 #\ZE组可见少数肾小球球性及节

段性硬化#球囊黏连#细胞纤维性新月体和微血

栓形成 #部分系膜细胞 .系膜基质中I重度增生#

系膜区嗜复红物沉积明显 &肾小管扩张#可见大

量蛋白管型 #肾小管上皮细胞空泡变性及颗粒变

性#部分刷状缘脱落#小管灶状萎缩和纤维化 &间

质淋巴 .单核细胞浸润明显#伴有灶状纤维化 -

对照组基本正常 - 病理半定量分析显示#\ZE组

肾小球硬化指数和 M87积分均高于对照组#差异

有统计学意义!:d#/#6 " !图 6 " -

"/%!免疫荧光检查

第 6 和第 5 周末#\ZE组 8AX沉积部位相似#

呈颗粒样散在分布#强度为 ! ^f^^" &第 $ 周

末 #\ZE组 8AX沉积于肾小球系膜区和少数毛细

血管袢#部分呈团块状#荧光强度多为! ^^^f

^^^ "̂ #对照组为阴性!图 " " -

"/&!电镜检查

第 6 周末#\ZE组系膜区轻度扩大#内有少量

散在电子致密物#足突水肿#节段性融合 &肾小管

上皮细胞结构基本正常#肾间质未见明显纤维增

生 - 第 5 周末#\ZE组系膜区散在电子致密物#

部分足突融合 &肾小管上皮细胞结构大致正常#

偶见近曲小管刷状缘绒毛减少 .脱失#肾间质成

分轻度增多#纤维组织轻度增生#炎性细胞浸润 -

第 $ 周末#\ZE组系膜区扩大#系膜区及肾小球

基膜均可见明显电子致密物#足突细胞肿胀#粗

面内质网扩张#线粒体空泡化#足突融合 &肾小管

上皮细胞萎缩#肾间质明显增宽#纤维显著增生#

间质细胞增生#大量炎性细胞浸润 &对照组结构

基本正常!图 % " -

'$]
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图 HI各组大鼠肾脏组织病理学改变$]6<F@F"11%+染色& cHRR%( E$对照组&\$\ZE组第 6 周末&[$\ZE组第 5 周末&T$

\ZE组第 $ 周末&H$相对肾小球硬化指数#与对照组比较#

""

:d#/#6&V$相对肾小管间质病理损害积分#与对照组比

较#

""

:d#/#6-

4*-NHI]"#.%?%-*("?(."+-$%&\*2+$/ %&'"#1*+2*&&$'$+#-'%3)1$]6<F@F"11%+1#"*+*+-& cHRR%NE$[<2);<@A;<9*& \$\ZE

A;<9* :))(360)N33O32B& [$\ZEA;<9* :))(35)( N33O32B& T$\ZEA;<9* :))(3$)( N33O32B& H$R3@:)>W3A@<13;9@<0=@3;<0>0
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图 OI各组大鼠肾脏组织9->荧光染色 $ cURR%( E$对照组&\$\ZE组第 6 周末&[$\ZE组第 5 周末&T$\ZE组第 $ 周末-

4*-NOI4?3%'$1($+#1#"*+*+- %&9->*+\*2+$/ %&'"#1*+2*&&$'$+#-'%3)1$ cURR%NE$[<2);<@A;<9*& \$\ZEA;<9* :))(360)

N33O32B& [$\ZEA;<9* :))(35)( N33O32B& T$\ZEA;<9* :))(3$)( N33O32B/
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图 PI各组大鼠肾脏组织电镜改变$ cV RRR%( E6 和E"$对照组&\6 和\"$\ZE组第 6 周末&[6 和["$\ZE组第 5 周末&T6 和

T"$\ZE组第 $ 周末-

4*-NPIJ?#'"1#'3(#3'$%&\*2+$/ %&'"#1*+2*&&$'$+#-'%3)1B/ #'"+15*11*%+$?$(#'%+5*('%1(%)/ $ cV RRR%NE6 :2B E"$ [<2I

);<@A;<9*& \6 :2B \"$\ZEA;<9* :))(360)N33O32B& [6 :2B ["$\ZEA;<9* :))(35)( N33O32B& T6:2B T"$\ZEA;<9* :)

)(3$)( N33O32B/

"/5!血浆 MZUI6 蛋白表达水平

\ZE组血浆 MZUI6 蛋白表达在第 6 周末仅见

轻度上升 #与对照组比较无明显差别 &随实验

时间延长 #MZUI6 表达逐渐增多 #第 5 周末和第

$ 周末均明显高于对照组 #差异有统计学意义

!:d#/#6 # 图 & " -

"/_!相关分析

在 \ZE组中#血浆 MZUI6 蛋白表达与肾小管

间质病理积分均呈正相关!9j#/'%_ #:d#/#6 #

图 5 " -

##'
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图 UI各组大鼠血浆 8<]@H 的蛋白表达 ( E$`30)3;2

印迹分析血浆 MZUI6 的表达 &\$各时间点 \ZE

组血浆 MZUI6 与对照组的比较 - 与对照组比

较 #

""

:d#/#6 -
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图 VI血浆 8<]@H 的蛋白表达和 89:积分相关分析

散点图 (

4*-NVI<("##$'-'"5 %&'$?"#*%+1.*)B$#A$$+)?"15" 8<]@

H $X)'$11*%+"+289:1(%'$N

PI讨I论

目前认为#肾小球疾病时#尿蛋白量和持续

时间与肾间质病变程度与肾功能恶化程度相

关'_(

- 蛋白尿不仅是肾小球损伤严重程度的指

标 #而且可能通过介导多种致肾损伤因子表达 #

导致慢性肾脏病变持续进展'](

- 本实验发现# ZT

大鼠蛋白超负荷动物模型出现严重的肾小球硬

化和间质纤维化 #肾功能明显降低#8AX部分呈团

块状沉积于肾小球系膜区和少数毛细血管袢#电

镜下可见明显电子致密物沉积于系膜区及肾小

球基膜#足突细胞肿胀#粗面内质网扩张#线粒体

空泡化#足突融合&肾小管上皮细胞萎缩 #肾间质

明显增宽#纤维显著增生#间质细胞增生 #大量炎

性细胞浸润- 该结果与文献报道一致'%#'(

#证明

蛋白超负荷可导致进行性肾小球硬化和间质纤

维化-

MZUI6 是一个分子质量为 &5# OT的同源三

聚体基质糖蛋白#最初出现于血小板小颗粒内#

随后被证明可由成纤维细胞 .内皮细胞 .血管平

滑肌细胞和单核细胞等各种细胞分泌'$(

#具有促

进内皮细胞凋亡 .抑制血管生成等作用- 肾脏发

生间质纤维化时# 肾小管周围毛细血管显著减

少# 使得向肾小管和间质细胞运输氧和营养物

受阻# 造成慢性缺氧# 从而促进肾间质纤维化发

生 .发展- 无论是在老龄鼠'"(还是在残肾大鼠模

型'6#(中均发现#MZUI6 在肾间质的表达水平增加

与微血管丢失及肾间质纤维化程度基本一致 -

另外#已知 MXVI

&

6 是在体外最有效的引起肾小

管上皮细胞向间充质细胞转分化的细胞因子#

同时 MXVI

&

6 促进细胞外基质的沉积#目前认为

在促进肾间质纤维化形成过程中#此途径为一重

要原因 - 研究表明'66(

#MZUI6 是 MXVI

&

6 的内源

性激活物 #MZUI6 可通过一种非蛋白水解机制激

活 MXVI

&

6 #在肾间质纤维化中具有明显致病作

用- 本研究发现# ZT蛋白超负荷肾病大鼠血浆

MZUI6 持续高水平表达#其表达变化与肾间质病

理损伤程度及趋势一致- 因此 #血浆 MZUI6 有可

能成为临床判断肾间质纤维化的重要指标之一-
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