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论著·实验研究

双环醇对单侧输尿管梗阻大鼠肾间质
ＰＡＩ１表达的影响

刘艳红　韩子明

（新乡医学院第一附属医院儿内二科，河南 卫辉　４５３１００）

　　［摘　要］　目的　探讨双环醇延缓肾间质纤维化的可能机制。方法　将 ８１只 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠随
机分为假手术组，模型组和治疗组 ３组。采用单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）致肾间质纤维化大鼠模型，治疗组在制模后
给予双环醇灌胃治疗。７、１４、２１ｄ取梗阻侧肾组织行苏木精伊红及 Ｍａｓｓｏｎ染色，观察肾脏病理学变化。免疫
组化法检测肾组织纤溶酶原激活物抑制１（ＰＡＩ１）的表达。ＲＴＰＣＲ法检测肾组织 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达水平。
结果　治疗组７ｄ、１４ｄ、２１ｄ肾间质纤维化的相对面积分别为 （９．６±０．６）％、（１６．８±０．８）％、（３３．６±１．６）％，较
模型组［分别为（１３．０±０．７）％、（２５．８±１．５）％、（５３．２±２．５）％］明显降低（均 Ｐ＜０．０５）；同时治疗组肾组织
ＰＡＩ１蛋白表达及ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达均较模型组减少（均Ｐ＜０．０５）。结论　 双环醇能够减轻 ＵＵＯ所致的肾间
质损伤及纤维化程度，其作用机制可能是通过下调 ＰＡＩ１的表达从而延缓肾间质纤维化的进程，发挥对肾脏的保
护作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（６）：５０９－５１３］
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ｔｈｒｏｕｇｈａｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌＰＡＩ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（６）：５０９－５１３］
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　　肾间质纤维化是反映肾功能下降严重程度和判
断预后最重要的指标［１］，它几乎是所有肾脏疾病发

展到终末期肾衰竭的共同通路。因而阻止或延缓肾

间质纤维化对慢性肾脏疾病的治疗具有重要意义。

双环醇是一种抗肝炎新药。研究发现，双环醇不仅

能抑制病毒的复制，降低多种肝损伤后转氨酶升高

的水平，而且对不同类型的肝纤维化具有明显的抑

制作用［２３］，肾脏纤维化的机制同肝纤维化的机制基

本相同，双环醇在肝纤维化中起保护作用，但对单侧

输尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大
鼠肾脏是否具有保护作用以及其机制如何国内外鲜

有报道。为此，本研究通过双环醇干预肾间质纤维化

·９０５·
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模型大鼠，观察 ＵＵＯ术后肾组织纤溶酶原激活物抑
制剂１（ＰＡＩ１）蛋白及 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达水平，探
讨双环醇对 ＵＵＯ大鼠肾间质纤维化的影响及其可
能作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
双环醇购自北京协和药厂，兔抗大鼠 ＰＡＩ１多

克隆抗体以及 ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒购自武汉
博士德生物工程有限公司；ＭＭＬＶ逆转录酶、
ｄＮＴＰ、Ｒｎａｓｉｎ、随机引物购自上海生物工程公司；Ｔａｂ
ＤＮＡ聚合酶由美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供；大鼠 ＰＡＩ１
ｍＲＮＡ引物由上海生物工程公司合成。ＰＡＩ１引物
序列：正义 ５′ＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＴＧＧＧＴＧＧＡＧＡＧ３′，反
义 ５′ＡＣＴＴＡＧＧＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＧＧＣ３′，产物长度
４２８ｂｐ；βａｃｔｉｎ引物序列：正义５′ＣＴＴＴＴＧＴＧＣＣＴＴ
ＧＡＴＡＧＴＴＣ３′，反义５′ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＡＣ３′，
产物长度 ２６５ｂｐ。
１．２　实验动物

健康１３周龄雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠８１
只，由新乡医学院实验动物中心提供，体重２００～２５０ｇ，
生长活动良好，进食正常。

１．３　动物分组及ＵＵＯ模型建立
将实验大鼠随机均分为假手术组、模型组和治

疗组，每组 ２７只。模型制作参照文献进行［４］：无菌

条件下行左侧输尿管结扎并剪断。假手术组只游离

输尿管而不结扎。治疗组于术后即开始给予双环醇

每日２００ｍｇ／ｋｇ灌胃；假手术组和模型组给予等量
生理盐水灌胃。分别于术后第 ７、１４、２１天每组随
机处死 ９只大鼠，留取梗阻侧肾脏标本，一半置于
１０％福尔马林溶液中固定制作３μｍ石蜡切片，用
于苏木精伊红（ＨＥ）、Ｍａｓｓｏｎ和免疫组化染色；一
半装入 ＤＥＰＣ处理过的冻存管中，保存于 －８０℃ 冰
箱，用于提取总 ＲＮＡ。
１．４　肾脏组织病理

行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色后在 ＩＤＡ２０００高清晰度
数码图像分析系统下计算肾小管间质纤维化相对

面积：每张切片随机选取 １０个不重叠视野，测定
小管间质纤维化面积与同视野小管间质总面积的

百分比，取其平均值作为每张切片的肾间质纤维

化相对面积。肾间质损伤进行半定量评分，取其

平均积分为每张切片评分。评分标准参见文

献［５］。０分：无病变；１分：＜２５％；２分：２６％ ～
５０％；３分：＞５０％。

１．５　免疫组化检测ＰＡＩ蛋白表达
用免疫组化 ＳＡＢＣ法检测肾组织中 ＰＡＩ１的表

达，操作步骤按 ＳＡＢＣ试剂盒说明书进行。光镜下
胞浆内棕黄色颗粒性沉积为阳性细胞。高倍镜

（４００×）下在每张不包含肾小球和血管的肾小管间
质区域随机选取 １０个不重叠的视野，应用 ＩＤＡ
２０００高清晰度数码图像分析系统进行图像采集，经
灰度变换将阳性染色区域面积与该视野总面积百分

比，计算平均值作为该样本的百分比值［６］。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达
ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达检测按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书。抽提大鼠肾组织总 ＲＮＡ，
逆转录扩增 ｃＤＮＡ。根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ提供的上下游
引物，以 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＰＡＩ１ｍＲＮＡ，ＰＣＲ
的反应条件如下：９４℃，２ｍｉｎ变性；（９４℃，３０ｓ；
５６．６℃，３０ｓ；７２℃，５０ｓ）×３０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ
延伸。反应产物行琼脂糖凝胶电泳，并在紫外光下采

集图像进行分析。ＰＡＩ１与 βａｃｔｉｎ扩增条带的吸光
面积积分比值作为各指标 ｍＲＮＡ相对表达水平。
１．７　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，数据用
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间差异采用单因素方
差分析。ＰＡＩ１和 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达和肾间质损
伤、肾间质相对面积之间的相关性判断采用 ｐｅａｒｓｏｎ
法相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠肾脏组织学改变
ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色显示模型组术后第 ７天肾

间质可见炎性细胞浸润，肾小管上皮细胞胞浆疏松、

肿胀和空泡变性，部分肾小管扩张，间质水肿、增宽，

细胞及细胞外基质成分增多，皮质区和皮髓交界区

出现纤维化；第 １４天可见肾间质炎性细胞浸润明
显，肾小管明显扩张，部分小管上皮细胞脱落、萎缩，

间质增宽明显，皮质区和皮髓交界区纤维化明显；第

２１天可见炎症细胞弥漫浸润，肾小管结构遭到严重
破坏，肾小管扩张变形及广泛萎缩，小管间质明显

增宽，可见大量增生的纤维组织。假手术组大鼠肾

组织未见上述改变。治疗组各时间点与模型组相

比，肾间质炎性细胞浸润减轻，肾小管扩张、萎缩明

显改善，肾间质纤维化面积减少，肾间质损伤指数均

降低（Ｐ＜０．０５），但仍高于假手术组（Ｐ＜０．０１）。
肾小管间质损伤评分见表 １及图 １，肾间质纤维化
相对面积见表 ２及图 ２。
·０１５·
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表１　各组大鼠肾小管间质损伤评分　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ值 Ｐ值

假手术组 ２７０．５１±０．０７ 　０．５３±０．０９ 　０．５４±０．０７ ０．０８ ＞０．０５
模型组 ２７３．３９±０．２０ａ　５．０２±０．２５ａ，ｃ 　６．１３±０．３６ａ，ｃ ２２．０２＜０．０５
治疗组 ２７２．２４±０．２４ａ，ｂ　３．８５±０．２６ａ，ｂ，ｃ　５．２２±０．３６ａ，ｂ，ｃ２６．２７＜０．０５
Ｆ值 ５０．０６ １１５．３９ １０１．７５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同组前一

时间点比较，Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠肾间质纤维化相对面积比较　（ｘ±ｓ，％）

组别 鼠数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ值 Ｐ值

假手术组 ２７ １．８±０．１ 　１．８±０．２ ２．０±０．２ ０．３６ ＞０．０５
模型组 ２７１３．０±０．７ａ ２５．８±１．５ａ，ｃ ５３．２±２．５ａ，ｃ １４６．２５ ＜０．０５
治疗组 ２７ ９．６±０．６ａ，ｂ １６．８±０．８ａ，ｂ，ｃ ３３．６±１．６ａ，ｂ，ｃ ７７０．９５ ＜０．０５
Ｆ值 １２５．０２ １５１．６８ ２３０．６７
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同组前一

时间点比较，Ｐ＜０．０５
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　　图１　各组肾小管间质损伤（ＨＥ，×４００）　治疗组各时间点与模型组相比，肾间质炎性细胞浸润减轻，肾
小管扩张、萎缩明显改善。随着梗阻时间延长，模型组及治疗组肾间质炎性细胞浸润增多，肾小管扩张、萎缩逐渐

加重。
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　　图２　各组大鼠肾间质纤维化（Ｍａｓｓｏｎ，×４００）　随着梗阻时间延长，模型组及治疗组肾间质纤维化
逐渐加重。治疗组各时间点与模型组相比，肾间质纤维化面积减少。

·１１５·
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２．２　各组大鼠肾间质 ＰＡＩ１的表达
假手术组大鼠各时间点 ＰＡＩ１极微量表达于肾

小管上皮细胞胞浆内。模型组 ＰＡＩ１在大鼠肾小管
上皮细胞及间质细胞胞浆大量表达，且表达量随梗

阻时间延长而明显升高（Ｐ＜０．０５）。与模型组相
比，治疗组表达部位基本一致，但区域缩小、强度减

弱。模型组和治疗组各时间点 ＰＡＩ１表达量较假手
术组明显增加（均 Ｐ＜０．０１），但治疗组与模型组相
比，表达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表
３及图 ３。

　　表３　各组大鼠不同时间点 ＰＡＩ１相对表达面积比较
　（ｘ±ｓ，％）

组别 鼠数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ值 Ｐ值

假手术组 ２７０．４３±０．１２ ０．４７±０．１５ ０．５３±０．１６ １．５７ ＞０．０５

模型组 ２７７．２９±０．２７ａ１２．３２±０．５９ａ，ｃ １８．３６±０．７１ａ，ｃ ７０７．３１＜０．０５

治疗组 ２７４．２６±０．２７ａ，ｂ７．６９±０．３９ａ，ｂ，ｃ１３．３５±０．３９ａ，ｂ，ｃ３４８．０８＜０．０５

Ｆ值 ４６９．８５ ３２０．６２ ３７６．１０

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同组前一
时间点比较，Ｐ＜０．０５
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　　图３　双环醇对 ＰＡＩ１表达的影响（免疫组化，×４００）　随着梗阻时间延长，模型组及治疗组ＰＡＩ１
表达量逐渐增加。治疗组各时间点与模型组相比，ＰＡＩ１表达量减少。表达 ＰＡＩ１的阳性细胞，细胞胞浆有

大量棕黄色颗粒表达。

２．３　各组大鼠肾组织ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达
假手术组大鼠肾脏有少量 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达。

模型组及治疗组大鼠 ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达均较假手
术组明显增高；且随着梗阻时间的延长，ＰＡＩ１
ｍＲＮＡ的表达逐渐增强，而治疗组各时间点 ＰＡＩ１
ｍＲＮＡ的表达明显低于模型组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。见表 ４及图 ４。
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图４　双环醇对ＰＡＩ１ｍＲＮＡ水平的影响（ＲＴＰＣＲ）

表４　三组大鼠不同时间点ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ值 Ｐ值

假手术组 ２７ ０．０８±０．０２ ０．１１±０．０２ ０．１６±０．０２ ８．０１ ＞０．０５
模型组 ２７ １．１７±０．１１ａ ２．２９±０．１２ａ，ｃ ３．３３±０．２６ａ，ｃ １３８．６６ ＜０．０５
治疗组 ２７ ０．３２±０．０３ａ，ｂ １．１８±０．０５ａ，ｂ，ｃ ２．０６±０．１２ａ，ｂ，ｃ ２１５．４７ ＜０．０５
Ｆ值 ９１．５４ ４５９．５１ ５３９．０５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同组前一时间点比较，Ｐ＜０．０５
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２．４　相关分析结果
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示，ＰＡＩ１阳性染色面积

与肾小管间质损伤、肾间质纤维化相对面积呈显著

正相关，相关系数分别为０．９２９、０．９５７（Ｐ＜０．０１）；
ＰＡＩ１ｍＲＮＡ表达量与肾小管间质损伤、肾间质纤
维化相对面积呈显著正相关，相关系数分别为

０．９０６，０．９４０，均Ｐ＜０．０１。

３　讨论

肾间质纤维化是各种不同病因的慢性肾脏疾病

发展到终末期肾功能衰竭的共同途径和最终结

果［７］，其本质是细胞外基质（ＥＣＭ）的异常沉积［８］。

ＰＡＩ是纤溶酶原激活物（ＰＡ）的生理性特异抑制物，
现已发现 ４种不同类型的 ＰＡＩ（ＰＡＩ１、ＰＡＩ２、ＰＡＩ
３、ＰＡＩ４），均有抑制 ＰＡ的作用，其中 ＰＡＩ１是 ＰＡＩ
的主要形式，也是 ＰＡ最重要的抑制剂，ＰＡＩ１能抑
制纤维蛋白水解和 ＥＣＭ降解，导致或促进组织器
官纤维化和硬化。ＰＡ／ＰＡＩ是参与调节 ＥＣＭ的重
要酶系，它不仅直接参与 ＥＣＭ的降解，而且是其他
ＥＣＭ降解系统的上游系统，能促进基质金属蛋白酶
家族（ＭＭＰｓ）的表达上调［９］。Ｚｈａｎｇ等［１０］发现，

ＰＡＩ１是一个重要的促纤维化因子，其作用可能是
通过促进上皮细胞转分化为肌成纤维细胞途径来实

现的。Ｅｄｄｙ［１１］发现在肾间质纤维化大鼠的肾组织
中 ＰＡＩ１表达上调，认为在细胞和分子水平 ＰＡＩ１
有望成为治疗肾间质纤维化的一个有效靶点。

双环醇是一种抗肝炎新药。研究发现，双环醇

不仅能抑制病毒的复制，降低多种肝损伤后转氨酶

升高的水平，而且对不同类型的肝纤维化有明显的

抑制作用［１２］，有研究表明双环醇能使慢性乙型肝炎

患者血清炎症介质 ＴＮＦα显著降低，提示双环醇可
能具有抑制肝纤维化的作用［１３］。另有研究表明，双

环醇具有较好的抗肝纤维化作用，而且随着治疗时

间的延长，疗效更加显著［１４］。

本研究利用 ＵＵＯ大鼠模型，研究双环醇对大
鼠肾间质纤维化的可能作用。结果显示，术后第 ７
天肾间质可见炎性细胞浸润，肾小管上皮细胞胞浆

疏松、肿胀和空泡变性，部分肾小管扩张，间质水肿、

增宽，细胞及 ＥＣＭ增多，皮质区和皮髓交界区出现
纤维化，并且随时间延长，病变逐渐加重。治疗组肾

间质炎性细胞浸润减轻，肾小管扩张、萎缩明显改

善，肾间质纤维化面积减少，肾间质损伤指数均明显

降低。免疫组化和ＲＴＰＣＲ结果均显示治疗组大鼠
肾脏 ＰＡＩ１表达量较同一时间点模型组显著降低，

说明双环醇可能通过抑制 ＰＡＩ１在肾组织的表达，
使 ＥＣＭ降解增多，ＥＣＭ积聚减少，而发挥其减轻肾
间质纤维化的作用。相关分析结果显示，肾组织

ＰＡＩ１、ＰＡＩ１ｍＲＮＡ的表达量与肾小管间质损伤评
分（ＴＩＳ）、肾间质纤维化相对面积均呈明显正相关。

综上所述，ＰＡＩ１过度表达可能是导致肾间质
纤维化的机制之一，而双环醇可以通过抑制ＵＵＯ大
鼠肾组织中 ＰＡＩ１的表达，延缓间质纤维化的进程，
对肾脏发挥保护作用。
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