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［摘要］　目的：探讨骨活素（ｏｓｔｅｏａｃｔｉｖｉｎ，ＯＡ）在急性环孢素（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）中毒ＳＤ大鼠肾组织中

的表达及其作用机制。方法：在正常饮食１周后随机将ＳＤ大鼠分为３组：试验组（ＣｓＡ＋橄榄油灌胃）、载体

对照组（橄榄油灌胃）和空白对照组（生理盐水灌胃）。各组分别于灌药后２ｄ、１周、２周分批处死，测定血肌

酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）及体质量变化；ＨＥ染色评判肾组织病理学改变；免疫组织化学检测肾组织 ＯＡ的着

染情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＯＡ蛋白的表达；ＲＴＰＣＲ检测 ＯＡ、基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，

ＭＭＰ１３）、Ⅲ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ，ＣｏｌⅢ）ｍＲＮＡ的表达。结果：试验组ＳＤ大鼠的体质量和ＳＣｒ在灌胃２ｄ

和１周末与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），２周时体质量较对照组显著减轻（Ｐ＜０．００１），ＳＣｒ显著

升高（Ｐ＜０．００１）。试验组ＳＤ大鼠病理组织学改变主要为炎性细胞浸润、肾小管上皮细胞、间质细胞空泡变

性及肾小管上皮细胞坏死脱落等。免疫组织化学显示试验组ＳＤ大鼠肾组织内ＯＡ的表达随ＣｓＡ灌胃时间的

延长而增加，其表达部位主要位于肾小管上皮细胞及间质细胞，对照组基本不表达。ＲＴＰＣＲ显示试验组ＯＡ，

ＭＭＰ１３及ＣｏｌⅢｍＲＮＡ的相对表达量随着ＣｓＡ灌胃时间的延长而增加。Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹检测显示，ＯＡ蛋

白在空白对照组及载体对照组基本不表达，随着试验组ＣｓＡ灌胃时间的延长，ＯＡ蛋白的表达增强。结论：ＯＡ

在ＳＤ大鼠急性ＣｓＡ肾中毒模型早、中期有表达且较 ＳＣｒ敏感，表达部位主要位于肾小管上皮细胞及间质细

胞；在肾小管上皮细胞内早期反应性表达上调的ＯＡ可能通过激活ＭＭＰｓ的表达和胶原蛋白的重构从而在诱

发肾间质纤维化中发挥关键作用。
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　　环孢素（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）的问世是器官移植

领域的一块里程碑，多年来，作为一种高效的免疫抑

制药物能显著提高移植物的近期存活率。然而，

ＣｓＡ的长期应用所导致的许多毒副作用不容忽视，

其中肾毒性倍受医学界关注。尽管如此，ＣｓＡ目前

仍是一线的免疫抑制药物，因此，如何发现和减轻其

肾毒性，阻止或延缓慢性环孢素肾病（ｃｈｒｏｎｉｃｃｙｃｌｏｓ

ｐｏｒｉｎｅｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＣＣＮ）已成为移植学界的研究热

点。目前临床上的常用指标血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉ

ｎｉｎｅ，ＳＣｒ）和肌酐清除率（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｌｅａｒａｎｃｅ，ＣＣｒ），

往往不能及时、准确地反映早期移植肾损伤，程序性

移植肾活检是价值较大的一种监测手段，但这种定

期的有创性检查患者往往难以接受，同时也存在监

测真空期，且肾活检的病理结果受取材数量与部位

的影响，难以标准化，故研究人员一直试图寻找相关

特异性的生物学标志，以便于及时、准确预测移植肾

损伤。

骨活素（ｏｓｔｅｏａｃｔｉｖｉｎ，ＯＡ）是最先在骨硬化动物

模型中发现的近年来关注度较高的一种新型糖蛋

白。研究［１］表明：ＯＡ在骨、肝和肾等组织中均有不

同程度的表达，人类 ＯＡ位于染色体 ７ｐ１５．１上，由

１１个外显子组成；鼠类 ＯＡ基因位于第６号染色体

上，编码一种含５７２个氨基酸的糖蛋白。ＯＡ存在２

种亚型：一种是６５ｋＤ（１Ｄ＝１ｕ）非糖基化的Ⅰ型跨

膜蛋白；另一种是高度糖化的 １１５ｋＤ的分泌糖蛋

白［２］。ＯＡ同时具有多种生物学功能，如在调节成纤

维细胞分化、诱导成骨细胞生长及破骨细胞分化方

面起着重要的作用［３４］。此外，在黑素瘤、神经胶质

瘤、乳腺癌、肝癌、胰腺癌等与人类有关的侵袭性肿

瘤中，ＯＡ也有高表达，其介导的基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）如 ＭＭＰ３和 ＭＭＰ

９，或许可以代表一种加速肿瘤细胞浸润与转移的

机制［５７］。

研究［８１０］发现 ＯＡ在预测急性肾损伤方面有很

大的价值。ＯＡ在七氟烷中毒、糖尿病肾病及老年人

肾内表达量增加；ＯＡ及其 ｍＲＮＡ在大鼠单侧输尿

２８８



骨活素在急性环孢素中毒ＳＤ大鼠肾组织中的表达及其作用机制　叶明佶，等

管梗阻后肾小管上皮细胞及肾间质内的表达量增

加［１１］。本课题选取 ＳＤ大鼠为试验对象，通过建立

ＳＤ大鼠急性环孢素肾中毒模型，检测 ＯＡ在肾组织

中的表达，以期为肾移植临床提供可能的移植肾损

伤预警标志。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物

５４只８周龄ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量１５０～

１６０ｇ，由长沙市开福区东创试验动物科技服务部提

供，合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２００９００１２。饲养于中南

大学湘雅二医院动物部，光照／暗时间为１２ｈ／１２ｈ

循环，室温２２～２５℃，湿度５５％～６０％。

１．１．２　主要药品与试剂

ＣｓＡ口服溶液（５０ｍＬ∶５ｇ）系华北制药股份有

限公司生产；食用橄榄油系西班牙奥立福公司产品；

ＲＮＡ提取试剂系美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术有限公司

产品；逆转录试剂盒和实时荧光定量 ＰＣＲ试剂系富

酶泰斯生物技术（深圳）有限公司产品；引物（表１）

为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术（上海）有限公司产品；ＢＣＡ蛋

白定量试剂盒系美国Ｐｉｅｒｃｅ公司产品；兔抗大鼠ＯＡ

多克隆一抗系美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ产品；羊抗兔ＩｇＧ二

抗为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术有限公司产品。

表１　ＲＴＰＣＲ引物列表

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆＲＴＰＣＲ

　　Ｇｅｎｅｓ ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′→３′） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

Ｏｓｔｅｏａｃｔｉｖｉｎ ＮＭ＿１３３２９８ ＴＴＣＡＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＧ ＧＧＧＡＡＴＧＣＴＣＣＣＴＴＧＧＣＡＧＧＴＣＡ

ＭＭＰ１３ ＸＭ＿３４３３４５ ＡＧＡＣＣＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＡＧＡＧＣＧＣＴ ＡＣＣＣＡＣＡＴＣＡＧＧＡＡＣＣＣＣＧＣＡＴ

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ ＸＭ＿３４３５６３ ＣＴＧＣＡＧＧＣＣＣＣＡＧＡＧＧＡＣＣＴ ＡＴＧＧＣＡＧＣＧＧＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣ

βａｃｔｉｎ ＮＭ＿０３１１４４ ＧＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧ ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧ

１．１．３　主要仪器与设备

普通 ＰＣＲ仪、紫外分光光度计、微量离心机

（５４１５Ｃ型）为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；实时荧光定

量ＰＣＲ仪和 ｍｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮ３ｃｅｌｌＳＤＳ聚丙烯酰胺

凝胶电泳仪为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品；ＥｔｔａｎＤＡＬＴ

垂直电泳槽为瑞典 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；

低温超高速离心机为美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品；ＤＹＹ

Ⅲ型电泳仪、水平和垂直以及电转移电泳槽为北京

六一仪器厂产品；高速冷冻离心机（１６Ｒ型）为德国

Ｈｅｔｔｉｃｈ公司产品；光学显微镜和倒置显微镜系日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

１．２　试验方法

１．２．１　动物饲养及分组

普通饮食饲养７ｄ后，将５４只 ＳＤ大鼠随机等

分为３组。试验组（ｎ＝１８）：将 ＣｓＡ用橄榄油稀释，

按剂量为２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，每天１次；按灌胃时

间长短再分为 ＣｓＡ灌胃２ｄ组、灌胃１周组、灌胃２

周组（每组ｎ＝６）。载体对照组（ｎ＝１８）：予橄榄油

２．５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，每天１次。空白对照组（ｎ＝

１８）：予生理盐水２．５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，每天１次。

每组动物均自由摄食，饮用自来水，每隔２ｄ称体质

量１次，根据体质量及时调整 ＣｓＡ或橄榄油用量。

实验中注意观察各组大鼠的精神、活动、饮食、饮水

及毛发色泽和有无脱落、皮肤有无破溃等情况。

１．２．２　标本的采集与处理

分别于第２天末、第１周末、第２周末实验终点

采用腹腔注射１．５％戊巴比妥钠溶液麻醉大鼠，下

腔静脉采血，分离血浆和血清保存于 －８０℃冰箱，

采用全自动生化分析仪测定 ＳＣｒ。左肾沿矢状面剖

开，一半置于１０％中性甲醛溶液中固定后作石蜡包

埋，常规石蜡切片，ＨＥ染色及免疫组织化学分别用

于检测肾病理学变化及 ＯＡ表达情况；另一半置于

液氮，通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测

ＯＡ，ＭＭＰ１３，Ⅲ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ，ＣｏｌⅢ）
ｍＲＮＡ的表达变化。右肾用于Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＯＡ

蛋白的表达。

１．２．３　肾小管损伤评分

ＨＥ染色切片在高倍镜（×２００）下，每例随机选

３８８
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择２０个不同视野观察肾小管的变化，参考 Ｓｈｉｈａｂ

等［１２］的方法对标本进行半定量评分，肾小管损伤标

准：１）肾小管上皮细胞肿胀、小管扩张；２）小管萎缩

或塌陷（与间质纤维化和小管膜增厚无关）；３）细胞

和细胞间空泡形成。

评分的标准：无小管损伤记为０分；＜５％的肾

小管损伤记为０．５分；５％ ～２０％的肾小管损伤记

为１．０分；２１％ ～３５％的肾小管损伤记为１．５分；

３６％～５０％的肾小管损伤记为２．０分；５１％ ～６５％

的肾小管损伤记为２．５分；＞６５％的肾小管损伤记

为３．０分。

１．３　统计学处理

实验结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，应用

ＳＰＳＳ１５．０版统计学软件对数据进行分析，各组之间

的比较用方差分析，两两比较用 ＳＮＫｑ检验。病理

检查评分采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，两两比较用

Ｎｅｍｅｎｙｉ法检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠一般情况比较

ＣｓＡ灌胃２ｄ组、１周组与载体对照组及空白对

照组大鼠在精神状况、饮食、皮毛、活动度等方面无

明显改变。而ＣｓＡ灌胃２周组大鼠精神萎靡，活动

差，食量及饮水量下降，毛发开始变黄、松乱并脱落，

体质量明显低于同时间点空白或载体对照组（Ｐ＜

０．００１，表２）。

表２　３组大鼠各时间点体质量比较（ｇ，ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒａｔｓ’ｂｏｄｙｍａｓｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓａｍｏｎｇ３ｇｒｏｕｐｓ（ｇ，ｘ±ｓ）

　组别 第２天末 第１周末 第２周末

空白对照组 １５２．７±２．８ １７７．０±５．６ ２０７．３±４．３

载体对照组 １５２．７±２．７ １７６．２±７．０ ２０５．０±５．３

试验组 １５２．５±２．４ １７０．５±４．２ １６４．８±５．８

Ｆ ０．００８ ２．２９６ １１５．７８０

Ｐ ０．９９２ ０．１３５ ＜０．００１

２．２　各组大鼠血生化指标的比较
大鼠肾小球滤过功能用 ＳＣｒ表示，试验组大鼠

的ＳＣｒ水平随ＣｓＡ应用时间延长而显著升高，在第
２周末显著高于载体或空白对照组（Ｐ＜０．００１，
表３）。

表３　３组大鼠各时间点ＳＣｒ比较（μｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒａｔｓ’ＳＣｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

ａｍｏｎｇ３ｇｒｏｕｐｓ（μｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ）

　组别 第２天末 第１周末 第２周末

空白对照组 ４６．８０±１．３４ ４７．２０±１．３２ ４７．６０±２．３５

载体对照组 ４６．３８±１．５９ ４７．１３±２．００ ４５．２３±１．７２

试验组 ４６．３７±１．１２ ４８．９５±２．８１ ７２．６０±３．０４

Ｆ ０．１９５ １．４０１ ２１５．０３５

Ｐ ０．８２５ ０．２７７ ＜０．００１

２．３　肾病理学检查

空白对照组、载体对照组肾小球、肾小管和间质

未见明显病理学改变；ＣｓＡ灌胃２ｄ组部分肾小管

上皮细胞浊肿、轻度空泡变性，少量肾小管刷状缘脱

落及炎性细胞少量浸润；ＣｓＡ灌胃１周组可见肾小

管上皮细胞中度空泡变性和部分坏死，特别是肾髓

质受累更为严重，在变性的小管周围出现间质细胞

增多、肿胀，肾间质炎症细胞散在浸润；ＣｓＡ灌胃 ２

周组表现为明显的肾小管上皮细胞空泡变性、颗粒

样变，肾小管刷状缘脱落，部分小管细胞脱落严重，

基底膜裸露，炎性细胞呈灶性浸润。空白对照组与

载体对照组在肾小管损害评分上差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），试验组肾小管损害评分明显高于对照

组（Ｐ＜０．０５，图１，表４）。

表４　各组大鼠肾小管损伤评分（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．４　Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｃｏｒｅｏｆｔｕｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｅｉｎ３

ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（ｘ±ｓ）

　组别 第２天末 第１周末 第２周末

空白对照组 ０．１３±０．２０ ０．１５±０．１０ ０．２１±０．１５

载体对照组 ０．３４±０．１３ ０．３８±０．１３ ０．４４±０．１８

试验组 １．３６±０．２２ ２．１５±０．２６ ２．８６±０．３２

　　同一时间点，两两比较用 Ｎｅｍｅｎｙｉ检验，与空白或载体对照

组同时点比较， Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

２．４　各组大鼠肾组织ＯＡ免疫组织化学检测

空白对照组和载体对照组大鼠肾组织未见 ＯＡ

表达；试验组大鼠肾组织 ＯＡ表达随 ＣｓＡ应用时间

延长而明显增强，主要表达于肾间质和肾小管上皮

细胞（图２）。

２．５　各组大鼠肾组织 ＲＴＰＣＲ检测ＯＡ，ＭＭＰ１３及

ＣｏｌⅢｍＲＮＡ的表达变化

在试验组，ＣｓＡ灌胃 ２ｄ后，大鼠肾组织中 ＯＡ

４８８



骨活素在急性环孢素中毒ＳＤ大鼠肾组织中的表达及其作用机制　叶明佶，等

和ＭＭＰ１３较空白对照组的相对表达量分别有３．５

倍和２．７倍升高，但ＣｏｌⅢｍＲＮＡ表达量没有增加，

随着ＣｓＡ作用时间的延长，ＯＡ，ＭＭＰ１３及ＣｏｌⅢ
ｍＲＮＡ的相对表达量均逐渐增加（图３）。

图１　各组大鼠肾组织病理学检查（ＨＥ，×２００）。Ａ：空白对照组肾小球、肾小管和间质未见明显病理学改变；Ｂ：载体对

照组肾小球、肾小管和间质基本正常，个别肾小管上皮细胞有轻微空泡样变性；Ｃ：ＣｓＡ灌胃２ｄ组部分肾小管上皮

细胞浊肿、轻度空泡样变性，少量肾小管刷状缘脱落及炎性细胞浸润；Ｄ：ＣｓＡ灌胃１周组肾小管上皮细胞中度空

泡变性和部分坏死，特别是肾髓质受累更为严重，在变性的小管周围出现间质细胞增多、肿胀，肾间质炎症细胞散

在浸润；Ｅ：ＣｓＡ灌胃２周组肾小管上皮细胞明显空泡变性、颗粒样变，肾小管刷状缘脱落，部分小管细胞脱落严

重，基底膜裸露，炎性细胞呈灶性浸润。

Ｆｉｇ．１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｂｙＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎＥｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）．Ａ：Ｔｈｅｒｅａｒｅｎｏｏｂｖｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ，ｔｕｂｕｌａｒ，ａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ，ｔｕｂｕｌａｒ，ａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓａｒｅｂａｓｉｃａｌｌｙ

ｎｏｒｍａｌｉｎｔｈｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒｅｉｓａｍｉｎｏｒｖａｃｕｏｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎａｆｅｗｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｏｎｔｈｅｅｎｄ

ｏｆ２ｎｄｄａｙａｆｔｅｒｇａｖａｇｅ，ｓｏｍｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｈａｄａｍｉｌｄｖａｃｕｏｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．Ａｆｅｗ

ｒｅｎａｌｂｒｕｓｈｂｏｒｄｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｍｉｌｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｒｅｓｅｅｎｉｎｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍ；Ｄ：Ｏｎｔｈｅｅｎｄｏｆ１ｓｔｗｅｅｋ

ａｆｔｅｒｇａｖａｇｅ，ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｖａｃｕｏｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｒａｔｅｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎｒｅｎａｌｉｎｎｅｒｍｅｄｕｌ

ｌａ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｓｗｅｌｌｉｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓａｒｏｕｎｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｓｏｆｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｃａｔｔｅｒｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａ

ｔｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍａｒｅｓｅｅｎ；Ｅ：Ｏｎｔｈｅｅｎｄｏｆ２ｎｄｗｅｅｋａｆｔｅｒｇａｖａｇｅ，ｔｈｅｒｅｗａｓａｖａｃｕｌｏａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｇｒａｎｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｆａｌｌｉｎｇｏｆｔｕｂｕｌａｒｂｒｕｓｈｂｏｒｄｅｒ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｐａｒｔｉａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｈａｄｓｅｒｉｏｕｓｆａｌｌｉｎｇｔｏｃａｕｓｅｔｈｅｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｖｅａｌｅｄ．Ｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｗａｓｆｏｃａｌｉｎｒｅｎａｌｉｎ

ｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍ．

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示，ＯＡ蛋白在空白对照组

及载体对照组基本不表达；随着 ＣｓＡ灌胃时间的延

长，ＯＡ蛋白的表达增强（图４）。
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图２　各组大鼠肾组织ＯＡ免疫组织化学结果（×２００）。肾小管上皮细胞和间质内棕褐色区域为ＯＡ阳性表达部位。Ａ：

空白对照组肾小管和间质未见ＯＡ表达；Ｂ：载体对照组肾小管和间质未见ＯＡ表达；Ｃ：ＣｓＡ灌胃２天组肾小管上

皮细胞和间质可见少量ＯＡ表达；Ｄ：ＣｓＡ灌胃１周组肾小管上皮细胞和间质可见中量ＯＡ表达；Ｅ：ＣｓＡ灌胃２周

组肾小管上皮细胞和间质可见大量ＯＡ表达。

Ｆｉｇ．２　Ｏｓｔｅｏａｃｔｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（×２００）．ＰｏｓｉｔｉｖｅＯＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅｉｎｂｒｏｗｎ．Ａ：ＮｏＯＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮｏＯＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ

ｔｈｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｆｅｗＯＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２ｄａｙｓｇａｖａｇｅ；Ｄ：Ａｍｉｄｄｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ＯＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒａｗｅｅｋｇａｖａｇｅ；Ｅ：ＡｌｏｔｏｆＯＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒａｎｄｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２ｗｅｅｋｓｇａｖａｇｅ．
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图３　各组大鼠肾ＯＡ，ＭＭＰ１３及ＣｏｌⅢｍＲＮＡ表达柱状图。Ａ：ＯＡｍＲＮＡ；Ｂ：ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ；Ｃ：ＣｏｌⅢｍＲＮＡ．每个指

标的表达水平以同βａｃｔｉｎ之比作为相对表达量来体现；为了在样本中进行比较，空白对照组中每个指标的的表

达水平设为１．０。

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＡ，ＭＭＰ１３，ａｎｄＣｏｌⅢｍＲＮＡｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ａ：ＯＡｍＲＮＡ；Ｂ：ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ；Ｃ：ＣｏｌⅢ
ｍＲＮＡ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅａｃｈｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓａｒａｔｉｏｔｏｔｈａｔｏｆβａｃｔｉｎ．Ｆｏｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇｓａｍ

ｐｌｅｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅａｃｈｇｅｎｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｅｔａｓ１．０．Ｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ．
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图４　ＣｓＡ对ＯＡ蛋白表达的影响。

Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣｓＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＡ．

３　讨　　论

自上世纪八十年代，ＣｓＡ作为一种有效的免疫

抑制药物用于移植临床以来，器官移植中、早期急性

排斥反应的发生率明显降低，移植受者与移植物的

存活率明显提高，但其毒副作用一直是移植界关注

的焦点。越来越多的研究［１３］表明，ＣｓＡ的肾毒性作

用是引起慢性移植肾肾病（ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏ

ｐａｔｈｙ，ＣＡＮ）的一个重要原因，也是影响移植肾长期

存活的重要因素之一。近年来，国内外许多学者致

力于减轻ＣｓＡ的毒副作用，但到目前为止尚未有理

想的解决方案，故早期发现 ＣｓＡ引起的肾组织损伤

有利于临床进行免疫抑制药物调整、转换或采取其

他干预措施。

本研究发现：在ＣｓＡ灌胃２周组大鼠出现体质

量下降，精神萎靡，活动度差，饮食、饮水量下降，毛

发变黄、松乱，肾功能恶化；组织病理学检查发现肾

小管上皮细胞空泡样变性、小管细胞及肾小管刷状

缘脱落、炎性细胞灶性浸润，提示急性 ＣｓＡ肾中毒

模型已被成功复制。

在试 验 组 ＳＤ大 鼠 的 肾 组 织 中，各 时 段

ＯＡｍＲＮＡ的含量均高于对照组 ＳＤ大鼠的肾组织。

ＣｏｌⅢ是评价肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，

ＲＩＦ）的重要指标，其含量在 ＣｓＡ２ｄ及１周组大鼠

肾组织中与同时段对照组大鼠肾组织相比差异无统

计学意义，ＣｓＡ２周组较同时段对照组显著升高，说

明在急性ＣｓＡ肾中毒模型中，ＯＡ的表达先于ＣｏｌⅢ
在细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的沉积。

ＳＣｒ是临床上评价肾功能的指标，其在ＣｓＡ２ｄ、１周

组大鼠中浓度与同时段对照组相比没有明显差别；

而ＣｓＡ组２周组大鼠 ＳＣｒ显著高于同时段对照组，

这说明与ＳＣｒ相比，ＯＡ能更灵敏地反映ＣｓＡ引起的

肾组织损害。

近年来，关于ＥＣＭ解降系统，尤其是ＭＭＰｓ及其

组织抑制因子（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＴＩＭＰｓ）在肾纤维化中的作用日渐受到关注。在大

鼠体内，ＭＭＰ１３是一种重要的间质胶原酶，主要降

解Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ型间质胶原及蛋白多糖的核心蛋白；而在

人体内，与ＭＭＰ１３同源的 ＭＭＰ２，９参与肿瘤、关

节炎及酒精性肝硬化的发病［１４１６］。研究［１７］证实巨

细胞病毒启动子控制的ＯＡ在体外的过度表达诱导

ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞中ＭＭＰｓ的产生，提示ＯＡ诱导

产生的ＭＭＰｓ可能在纤维重塑中发挥重要作用。在

本研究中，试验组各时段大鼠肾组织中 ＭＭＰ１３的

表达均较对照组高，这说明同 ＯＡ一样，ＭＭＰ１３在

大鼠急性ＣｓＡ肾中毒的起始、进展及组织重塑等阶

段均有表达。ＯＡ表达增加所诱导产生的 ＭＭＰ１３

可能在包括肾在内的多器官纤维化的病理机制中发

挥重要作用。

肾小管上皮细胞被认为在肾间质纤维化的发

生、发展中起重要作用［１８］。Ｎａｋａｍｕｒａ等［１１］用原位

杂交技术发现单侧输尿管梗阻６ｈ后在 ＳＤ大鼠肾

小管上皮细胞即有新生的 ＯＡ表达。由于 ＯＡ蛋白

在其Ｎ末端含有一段“ＭＥＳＬＣＧＶＬＶＦＬＬＬＡＡＧＬ”组

成的信号序列 （ＮＩＨａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＰ＿５７９８３２），他们用

抗Ｖ５抗体标记的人胚胎肾细胞（ＨＥＫ２９３）成功表

达了含Ｖ５标记的大鼠ＯＡ蛋白，且证实在培养上清

液及转化细胞匀浆中均发现了 ６５ｋＤ的蛋白。因

此，他们认为，在单侧输尿管梗阻６ｈ后，由肾小管

上皮细胞产生和分泌的 ＯＡ即开始诱导 ＭＭＰ的活

化。笔者通过免疫组织化学也发现 ＣｓＡ中毒模型

中ＯＡ在肾小管上皮细胞和肾间质部位表达明显，

进一步说明ＯＡ可能加重肾纤维化。

Ｎａｋａｍｕｒａ等［１１］用明胶酶谱电泳并没有使 ＯＡ

显示出清晰条带，说明 ＯＡ可能本身并不具备胶原

酶的活性，且在预实验中，使用各自特异性抗体，ＯＡ

不能诱导 ＭＭＰ１，２，３，９，ＭＴＭＭＰ１，２及 ＴＩＭＰ１

和２在ＨＥＫ２９３中的产生。因此笔者推测，不同细

胞对ＯＡ的反应可能不尽相同，在ＣｓＡ引起ＳＤ大鼠

急性肾损伤的早期，位于肾小管上皮细胞内表达增

加的ＯＡ可能是激活 ＭＭＰ１３从而启动并加剧肾纤

维化的重要因素。通过 ＯＡ表达上调介导的 ＭＭＰ

基因的活化与表达，可能涉及信号转导系统，Ｆｕｒｏｃｈｉ

等［３］认为胞外域脱落产生的 ＯＡ片段通过细胞外信

号调节激酶通路，诱导小鼠 ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞中

ＭＭＰ３表达。Ｎａｋａｍｕｒａ等［１１］认为可能存在 ＯＡ受

体，但目前尚未得到证实。

另一种观点认为肾小管上皮细胞与间质纤维细
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胞的相互作用与肾小管肾间质纤维化的发生密切相

关。在正常肾组织中，肾小管上皮细胞、间质纤维

细胞和ＥＣＭ按生理结构排列分布，相互间存在着

密切的信息交流与功能协同，以维持肾组织的正常

结构和功能，一旦这种正常的生理结构被打破，如

肾小管损伤，基底膜异常基质蛋白插入等即可导致

肾组织纤维化的发生［１８］。在本实验中，急性 ＣｓＡ中

毒导致肾小管及其上皮细胞损害，引起 ＯＡ反应性

表达上调，从而诱发 ＭＭＰ１３的产生及 ＣｏｌⅢ在

ＥＣＭ的堆积，细胞与细胞、细胞与基质之间的结构

和信号转导紊乱，可能为肾组织纤维化发生机制之

一，而ＯＡ／ＭＭＰｓ／ＣｏｌⅢ参与了这一作用。

总之，本研究表明：ＯＡ是急性环孢素肾毒性致

肾小管上皮细胞损伤的一个敏感的生物学标志物，

在肾小管上皮细胞内早期反应性表达上调的 ＯＡ可

能通过肾小管上皮细胞与间质纤维细胞之间的调节

信号诱导ＭＭＰ１３的产生和 ＣｏｌⅢ蛋白的重构，从

而在诱发肾间质纤维化中发挥关键作用。其具体的

生物学作用及引起肾纤维化的机制还有待进一步

研究。
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