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大鼠可复性单侧输尿管部分梗阻中

CTGF表达的研究*
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  [摘要] 目的:从分子水平研究可复性单侧输尿管部分梗阻(partialunilateralureteralobstruction,PUUO)
后肾小球和肾小管的病理改变,观察梗阻后和解除梗阻后不同时段内结缔组织生长因子(connectivetissue
growthfactor,CTGF)的表达情况,及其与梗阻解除前后肾病理变化情况的关系。方法:选择成年健康雄性

Wistar大鼠72只,随机分组并作以下处理:①对照组24只,仅行左侧肾盂输尿管处游离+左侧腰大肌钝性分离

术;②梗阻组24只,将左侧输尿管上段埋入腰大肌下建立PUUO动物模型;以上两组分别在术后1、2、4、8周各

随机选取6只处死。③梗阻解除组24只,采用相同方法建立PUUO动物模型,术后8周行梗阻解除术,后1、2、

4、8周各随机选取6只处死。所有处死大鼠均行肾脏病理学检查,用免疫组织化学及 Westernblot法检测CTGF
蛋白在组织中的分布及表达水平。结果:梗阻组肾脏中不同时期CTGF蛋白的表达明显高于对照组,差异有统

计学意义(P<0.01),CTGF蛋白表达随着梗阻时间延长而显著上调;相较梗阻组,解除梗阻组中CTGF蛋白含

量在解除梗阻后1周(实验开始9周)内的变化差异无统计学意义,2周(实验开始10周)、4周(实验开始12周)、

8周(实验开始16周)分别与梗阻组4、2、1周比较,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:CTGF蛋白在大鼠肾积

水病理形成过程中可能发挥重要调控作用,为先天性肾积水等临床疾病的机制研究提供了一定的参考依据。
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  Abstract Objective:Toinvestigatethepathologicalchangesoftheglomeruliandthekidneytubulesafterthe
reversiblepartialunilateralureteralobstruction(PUUO)atmolecularlevel,andtoobservetheexpressionofthe
connectivetissuegrowthfactor(CTGF)afterobstructionaswellasduringvariousperiodsafterobstructionrelief,

withanaimtoobservetherelationsbetweentheexpressionofCTGFandtherenalpathologicalchangesbeforeand
afterobstructionrelief.Method:Seventy-twohealthyadultmaleWistarratswererandomlydividedintothree
groupsandweretreatedasfollows:firstly,thecontrolgroup(n=24),whichwasperformedtheleftureteropelvic
dissociationcombinedwithbluntdissectionoftheleftpsoasmajormuscle.Secondly,theobstructiongroup(n=
24),theuppersegmentofleftureterofwhichwereembeddedintothepsoasmajormuscletoconstructthePUUO
animalmodels;andsixratswererandomlyselectedfromtheabovetwogroupstosacrifice1w,2w,4wand8w
postoperatively.Thirdly,theobstructionreliefgroup(n=24),inwhichthesamemethodwasadoptedtocon-
structthePUUOanimalmodels,andtheobstructionreliefwasperformed8wpostoperatively;andsixratswere
randomlysacrificed1w,2w,4wand8wafterthesurgery,respectively.Allthesacrificedratswereperformed
renalpathologicalexamination,anddistributionandproteinlevelofCTGFweredeterminedbyimmunohistochem-
istryandthewesternblotinthesemodels.Result:TheexpressionlevelofCTGFproteininthekidneyintheob-
structiongroupduringvariousperiodswasremarkablyhigherthanthatinthecontrolgroup,withthedifference
beingstatisticallysignificant(P<0.01),andtheexpressionofCTGFproteinwasremarkablyup-regulatedaccom-
paniedbytheextensionofobstruction;whencomparedtothecontrolgroup,thecontentofCTGFproteininthe
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obstructionreliefgroupshowednostatisticallysignificantdifferencewithin1wafterobstructionrelief(9wafter
theinitiationofexperiment),andthatwithin2w(10waftertheinitiationofexperiment),4w(12wafterthein-
itiationofexperiment),and8w(16waftertheinitiationofexperiment)showedsignificantdifference(P<0.05)

whencomparedwiththatwithin4w,2wand1wintheobstructiongroup,respectively.Conclusion:CTGFpro-
teinmayplayanimportantregulatoryroleinthepathologicalprocessofrathydronephrosis,whichprovidescertain
referencefoundationforthemechanismresearchofdiseaseslikecongenitaluronephrosisinclinic.

Keywords partialureteralobstruction;connectivetissuegrowthfactor;rat;uronephrosis

  先天性肾积水(congenitalhydronephrosis)是
小儿泌尿系统常见的先天性畸形疾病,主要由肾盂

输尿管连接处梗阻或狭窄所引起,大多数为单侧部

分梗阻,其病理生理过程与完全性梗阻差异显著。
转化 生 长 因 子 (transforminggrowthfactor-β1,
TGF-β1)的表达是介导间质纤维化过程的关键机

制,结缔组织生长因子(connectivetissuegrowth
factor,CTGF)是TGF-β1 致纤维化作用的下游靶

基因,在促进成纤维细胞转分化、胶原蛋白等细胞

外基质合成与分泌过程中发挥重要作用〔1,2〕。CT-
GF是一种重要的促纤维化因子〔3〕,有证据表明,
TGF-β1 介导的CTGF活化参与了肾间质纤维化

(renalinterstitialfibrosis,RIF)的发生发展过程。
本研究建立大鼠可复性单侧输尿管部分梗阻模型,
从分子水平研究可复性单侧输尿管梗阻后肾小球

和肾小管的病理改变,观察梗阻后及解除梗阻后不

同时段内CTGF的表达情况,观察CTGF与梗阻

解除前后肾病理变化情况的关系,从而为临床小儿

先天性肾积水等疾病中干预结缔组织形成、抗纤维

化治疗提供一定的理论依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物

选择10~12周龄健康雄性 Wistar大鼠共72
只(由山东医科大学动物实验中心提供),体重(240
±35)g,统一饲养于潍坊医学院动物实验室。饲养

条件:室温18~25℃,相对湿度50%~65%,昼/
夜循环照明,分笼饲养,全价营养,定时清洗笼舍。
大鼠摄食及饮水不限。
1.2 主要仪器和试剂

采用BX-50生物光学显微镜、-150℃超低温

冰箱(日本SANYO 公司)、切片机(英国姗顿公

司)、真彩医学图像分析系统(德国Leica公司)、兔
抗大鼠CTGF多克隆抗体(武汉博士德生物工程

有限公司)、S-P免疫组织化学试剂盒(北京中杉金

桥生物技术公司)、BCA蛋白质定量测定试剂盒、
蛋白裂解液(南京凯基生物科技发展有限公司)、预
染蛋白 Marke(北京博奥森公司)、GAPDH 抗体

(北京博奥森公司)、HE染色试剂(潍坊市人民医

院病理实验室)。
1.3 各组模型建立及分组

①大鼠适应性饲养1周,期间无死亡。②随机

选取24只大鼠为对照组,以氯胺酮50mg/kg腹腔

注射麻醉,仰卧固定于大鼠固定板,备皮消毒,取腹

部正中切口开腹。入腹腔后找到并显露左侧肾盂

输尿管连接处向下游离(长约2.5cm),钝性分离

左侧腰大肌一条深0.5cm沟状裂隙,逐层缝合关

腹。③建立单侧输尿管部分梗阻(partialunilater-
alureteralobstruction,PUUO)动物模型,随机选

取梗阻组和梗阻解除组各24只,前期手术方法同

上。左腰大肌形成沟隙后,将输尿管游离段置于沟

隙底部,用5-0丝线间断缝合3~4针关闭沟隙,使
腰大肌沟隙包绕输尿管游离段。各手术术中及术

后3天每天肌肉注射青霉素30000U,未见过敏反

应。④梗阻解除组于建立PUUO动物模型术后4
周行解除梗阻术,准备工作同前,麻醉后取左侧旁

正中切口,进入腹腔,辨别并剪除缝线,仔细游离包

埋于腰大肌后的输尿管,恢复其正常解剖关系。
1.4 实验方法

对照组、梗阻组于术后1、2、4、8周各随机选取

6只处死。梗阻解除组形成PUUO模型后常规饲

养8周,然后于1、2、4、8周各随机选取6只处死。
所有处死大鼠均行肾脏病理学检查,用免疫组织化

学染色法及 Westernblot法检测CTGF蛋白在组

织中的分布及表达水平。
1.5 指标检测

肾脏病理检测:留取左肾下1/2组织,用10%
多聚甲醛固定,常规脱水浸蜡(ThermoFisher),石
蜡包埋,作4μm切片,脱蜡透明后由潍坊市人民

医院病理科行HE染色,光镜下观察组织病理改变

并摄片评分。计算20个高倍视野(400×)中发生

病理侵害(肾小管出现扩张、萎缩、坏死等,纤维束

走行紊乱,增生肥厚,肌束层次改变,黏膜上皮皱折

等)的肾小管数目和总肾小管数,取损害的肾小管

数占总肾小管数的百分比值。取平均数,得该标本

肾间质纤维化分值。
分级评分标准〔4〕:<10%为0;10%~25%为

1;25%~50%为2;50%~75%为3;75%~100%
为4。

免疫组织化学法检测各组大鼠肾标本CTGF
蛋白的表达:采用SABC法,标本石蜡包埋、切片,
放恒温箱烘烤,后二甲苯脱蜡,梯度乙醇水化;用
3%过氧化氢甲醇封闭内源性过氧化酶,PBS缓冲
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液漂洗;0.02mol/L柠檬酸盐缓冲液微波辐射修

复抗原;非免疫性动物血清封闭;兔抗大鼠CTGF
多克隆抗体稀释度为1∶100,置于4℃冰箱中过

夜孵育;添加生物素标记的二抗(按SP试剂盒说

明)孵育30min;滴加SABC适量,孵育30min;
DAB显色,以PBS代替一抗作为阴性对照。苏木

精复染,脱水,透明,封片处理,置于通风柜中晾干。
同时取先天性肾积水的标本做阳性对照。显微镜

下观察,计算细胞阳性率(选取皮质及外髓质不重

叠处10个高倍视野,细胞阳性率=阳性细胞数/视

野所有细胞数×100%),取平均值作为每个标本的

检测值,通过统计学方法行半定量分析。
Westernblot法检测各组大鼠肾标本CTGF

蛋白的表达:取保存肾标本组织100mg,在冰上剪

碎,在玻璃匀浆器中研磨成浆,EP管中超声破碎,
提取组织总蛋白。采用BCA法测蛋白浓度。依据

Westernblot步骤行凝胶电泳、转膜(湿转),分别

加CTGF多克隆抗体(1∶100)、β-actin多克隆抗

体(1∶300)行免疫检测。用IPP图像分析软件检

测蛋白条带OD值,β-actin蛋白作内参照,计算目

的蛋白的表达量(即目的蛋白OD值/β-actin蛋白

OD值 )。
1.6 统计学方法

数据以均数±标准差(􀭺x±s)表示,采用SPSS
21.0统计软件对数据进行单因素方差分析(one-
wayANOVA),两组间比较采用LSD-t检验,以P
<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 各组大鼠肾脏病理变化

对照组大鼠肾脏各部位无明显病理变化,肾小

球及肾小管间质基本正常。而梗阻组肾脏病理改

变呈进行性发展:梗阻1周时,肾小球肾小管结构

尚未显著改变,开始出现肾小管扩张,少量间质纤

维化,见少量成纤维细胞;2周时,皮质开始变薄,
肾小管出现萎缩,部分肾小管扩张,成纤维细胞浸

润增多;4周时,肾皮质明显变薄,肾小管萎缩,间
质纤维化严重,炎性细胞浸润,肾小囊扩张,部分肾

小球失去正常形态,结构破坏;至8周时,肾小管扩

张更加明显,正常肾小球数目相比之前明显减少,
间质内增生大量成纤维细胞,但炎性细胞浸润程度

减轻。随着梗阻的解除,肾小管、肾小球、间质结构

逐渐趋于好转,正常肾小球数量逐渐增多,间质纤

维化不同程度缓解。半定量评分结果显示,在相同

时间点与对照组比较,梗阻组大鼠纤维化分值明显

增高,差异有统计学意义(P<0.01);梗阻解除组

与梗阻组对应时间点比较,1周(实验开始9周)内
变化差异无统计学意义,2(实验开始10周)、4(实
验开始12周)、8周(实验开始16周)与梗阻组4、2、1
周比较,差异有统计学意义(P<0.05,图1、2)。

①梗阻组与对照组肾小管间质半定量评分比较,P<0.01;

②梗阻解除组与对照组肾小管间质半定量评分比较,P<
0.05

图1 各组肾小管间质半定量评分比较

2.2 大鼠肾组织CTGF蛋白的表达

对照组大鼠肾小管偶见少量 CTGF蛋白表

达;梗阻组大鼠从1周开始可见CTGF蛋白表达

量相比对照组增多,并随时间延长呈进行性增多,
至8周时最多。与对照组同时间点相比较,差异有

图2 各组大鼠肾组织HE染色情况(400×)
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统计学意义(P<0.01)。结缔组织生长因子CT-
GF与肾脏病理严重程度呈正相关关系。梗阻解除

后,肾小管CTGF表达量下调,1周内变化差异无

统计学意义,2、4、8周与梗阻组4、2、1周比较,差
异有统计学意义(P<0.05),支持半定量评分结果

(图3~5)。

①梗阻组与对照组肾组织 CTGF蛋白表达的比较,P<
0.01;②梗阻解除组与对照组肾组织CTGF蛋白表达的比

较,P<0.05
图3 各组肾组织CTGF蛋白表达的比较

3 讨论

近几年,国外一些学者从分子水平研究了梗阻

性肾病的发生发展过程,建立了输尿管完全及部分

梗阻的动物模型,如输尿管不全结扎法、输尿管内

支架法、输尿管套管法、输尿管隔段结扎并剪断法,
但这些方法缺点较多。根据研究需要,Ulm等于

1962年首先报道了输尿管腰大肌隧道包埋法,后
经过 Wen等〔5〕、杨观天等〔6〕学者的研究,表明用梗

阻程度可以量化肾积水的渐进性发展。本实验充

分验证了上述观点,发现该模型的可复性梗阻解除

操作简单,成功率高,与先天性肾积水临床特点基

本匹配,是一个比较完美的模拟临床先天性肾积水

发展及转归的动物模型。
  结缔组织生长因子CTGF是一种富含半胱氨

酸的多肽,属即刻早期基因CCN(CTGF、Cyr61、
nov)家族成员之一〔7〕,是TGF-β1 致纤维化作用的

下游关键性效应因子,具有促进成纤维细胞分化,
并促进它合成和分泌胶原蛋白等细胞外基质的多

种作用〔8,9〕。在生理情况下,CTGF蛋白表达水平

低下,促进细胞有丝分裂、增殖、分化和存活,促进

细胞趋化、豁附和迁移,亦发挥刺激凋亡、血管形成

及胶原、纤维连接素的合成等多种生物学功能。有

证据表明其作用范围仅限于结缔组织〔10〕。本实验

用病理切片检测、免疫组织化学及 Westernblot
法,检测不同时段大鼠可复性单侧输尿管部分梗阻

模型的病理变化、CTGF蛋白表达水平,发现梗阻

肾脏病理改变呈进行性发展,随着时间延长,肾小

管扩张日益明显,肾间质内成纤维细胞大量增生,

图4 各组大鼠肾小管CTGF蛋白的表达情况(免疫组织化学,400×)

1=对照组1周;2=梗阻组1周;3=梗阻解除组8周;4=对照组2周;5=梗阻组2周;6=梗阻解除组4周;7=对照组4周;8
=梗阻组4周;9=梗阻解除组2周;10=对照组8周;11=梗阻组8周;12=梗阻解除组1周

图5 各组大鼠肾组织CTGF蛋白的表达情况(westernblot)
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同时正常肾小球数目显著减少。伴随梗阻的解除,
肾小管、肾小球结构的破坏逐渐趋于好转,正常肾

小球数渐多,肾间质纤维化不同程度得到缓解。
CTGF蛋白表达量随着病理情况的加重出现相应

的进行性上调,病理情况好转,其表达量相应下调。
结缔组织生长因子CTGF与肾脏病理损害严重程

度呈正相关关系。
CTGF作为重要的促纤维化因子,与先天性肾

积水关系密切,可以作为临床小儿先天性肾积水等

疾病中干预结缔组织形成、抗纤维化治疗的一种重

要因素。本实验基于CTGF表达及其促纤维化效

应的研究,为先天性肾积水的发生、发展及转归方

面的分子研究提供了重要的方法和依据,也为先天

性肾积水等肾纤维化疾病的治疗提供了一个新的

靶点〔10〕。抑制其活性或阻断其表达可能是一种更

有效、更特异的治疗纤维化疾病的方法。调控纤维

化肾CTGF的表达,对延缓肾纤维化进展可能有一

定的意义。
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