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　　[摘要]　目的:检测长非编码 RNA母系表达基因3(longnoncodingRNA-maternallyexpressedgene3,Ln-
cRNA MEG3)在由肾盂输尿管连接部(ureteropelvicjunction,UPJ)狭窄所致先天性肾盂输尿管连接部梗阻(uret-
eropelvicjunctionobstruction,UPJO)经 Anderson-Hynes术治疗后在患儿的不同解剖部位组织中的表达,并探讨

与术后肾功能改善率的相关性,及其在该病发生中的作用及机制。方法:收集2020年5月—2022年5月20例患

儿在新疆医科大学第一附属医院接受诊疗行 Anderson-Hynes术,将术中切除的 UPJ组织作为研究对象,标本离

体后立即按解剖部位分为正常对照组织肾盂段(renalpelvis,RP)组20例、UPJ组20例、远端输尿管狭窄组(dis-
talureterostenosis,DU)组20例,通过 Masson三色染色、免疫组织化学(immunohistochemistry,IHC)、实时荧光

定量PCR(q-PCR)的手段观察3组标本胶原容积分数(collagenvolumefraction,CVF)、Cajal间质细胞(interstitial
cellsofcajal,ICCs)数目、LncRNA-MEG3表达,并分析 LncRNA-MEG3表达、ICCs数目与患儿术后半年分肾功

能(splitrenalfunction,SRF)改善率的相关性。结果:CVF在 UPJ组最高,明显高于 RP组和 DU组,差异有统计

学意义(P<0.05)。LncRNA-MEG3在 UPJ组高表达,RP组、UPJ组、DU组中 MEG3的表达量分别为0.860±
0.205、2.160±0.321、0.838±0.325,差异有统计学意义(P<0.001)。术后半年分肾功能改善率与 UPJ中 Ln-
cRNA-MEG3的表达量、ICCs数目均不相关。结论:UPJO 患儿 UPJ部ICCs的数目比肾盂段、远端输尿管狭窄

段少。UPJ组胶原纤维增生程度比肾盂段、远端输尿管狭窄段重;LncRNA-MEG3在 UPJ组高表达,可为探索先

天性 UPJ狭窄的病因机制及寻找靶基因提供参考;UPJ中LncRNA-MEG3的表达量、ICCs数目与术后半年分肾

功能改善率均不相关。
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Abstract　Objective:Longnon-codingRNA-maternallyexpressedgene3(LncRNA-MEG3)indifferentana-
tomicaltissuesofchildrenwithcongenitalureteropelvicjunctionobstruction(UPJO)afterAnderson-Hynessur-
geryweredetected.Thecorrelationbetweentherateofrenalfunctionrecoveryanditsroleandmechanisminthe
occurrenceofthediseasewereexplored.Methods:TissuesofureteropelvicjunctionresectedduringAnderson-
HynessurgeryfromtwentycasesinFirstAffiliatedHospitalofXinjiangMedicalUniversitywerecollectedasthe
researchobjects.Thespecimensweredividedintonormalcontroltissues(renalpelvis,RPgroup,n=20),uret-
eropelvicjunctiontissues(UPJgroup,n=20)anddistaluretertissues(distalureterostenosis,DUgroup,n=20)
accordingtotheanatomicallocation.Massontrichromestaining,immunohistochemistry (IHC),andreal-time
fluorescencequantitativePCR (q-PCR)wereusedtoobservethecollagenvolumefraction (CVF)inthethree
groups.ThenumberofinterstitialcellsofCajal(ICCs),theexpressionofLncRNA-MEG3,andthecorrelation
betweentheexpressionofLncRNA-MEG3andthenumberofICCsandtherecoveryrateofsplitrenalfunctionat
halfayearafteroperationwereanalyzed.Results:TheCVFwasthehighestinUPJgroup,whichwassignificantly
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higherthanthatinRPgroupandDUgroup(P<0.05).LncRNA-MEG3washighlyexpressedinUPJgroup.Theex-
pressionofMEG3inRPgroup,UPJgroupandDUgroupwere(0.860±0.205),(2.160±0.321),(0.838±0.325),
respectively,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.001).Therecoveryrateofsplitrenalfunctionathalf
ayearaftersurgerywasnotcorrelatedwiththeexpressionofLncRNA-MEG3orthenumberofICCsintheureteropelvic
junction.Conclusion:ThenumberofICCsinUPJislessthanthatinrenalpelvisanddistalureterostenosisinchildrenwith
UPJO.ThedegreeofcollagenfiberhyperplasiainUPJgroupwasmoreseverethanthatinrenalpelvisanddistaluretero-
stenosissegment.LncRNA-MEG3ishighlyexpressedinUPJgroup,whichmayprovidereferenceforexploringtheetiol-
ogyandtargetgenesofcongenitalUPJstenosis.TheexpressionofLncRNA-MEG3andthenumberofICCsintheuret-
eropelvicjunctionwerenotcorrelatedwiththerecoveryrateofsplitrenalfunctionathalfayearaftersurgery.

Keywords　hydronephrosis;ureteropelvicjunctionstenosis;interstitialcellsofCajal;longnon-codingRNA-
maternallyexpressedgene3

　　先天性肾盂输尿管连接部梗阻(ureteropelvic
junctionobstruction,UPJO)所致肾积水是导致新

生儿肾积水最常见的发病原因,多见于男性、左侧。
先天性肾盂输尿管连接部(ureteropelvicjunction,
UPJ)狭窄是导致 UPJO 最常见原因,尿液无法顺

利自肾盂流入近端与之相连的输尿管,进而逐渐引

起集合系统代偿性扩张,若不及时干预解除梗阻极

大可能会引起肾功受损,也成为小儿慢性肾病发生

最主要原因[1]。
在过去几十年从解剖学、形态学、病理学以及

胚胎学等方面对 UPJO进行了广泛深入探索,但其

发病机制尚未完全阐明[2],明确 UPJ狭窄的病因

及发病机制对防治 UPJO、延缓疾病进展具有重要

意义。
前期发现LncRNA-MEG3在先天性肾脏尿路

畸形(congenitalabnormalofkidneysandurinary
tract,CAKUT)中高表达,可以通过多种途径和机

制诱导细胞凋亡和抑制增殖从而引起疾病的发生

和发展[3-10],但在 UPJO 中的作用尚未有报道。据

此,本研究拟通过先天性 UPJ狭窄接受 Anderson-
Hynes术治疗患儿手术切除组织,对3组不同解剖

部位检测分析 LncRNA-MEG3 的表达、ICCs数

目,并探索与术后半年肾功改善率是否具有相关

性,期望能对进一步探索先天性 UPJ狭窄的病因

机制提供新的靶标。
1　资料与方法

1.1　临床资料

本研究随机选择2020年5月—2022年5月在

新疆医科大学第一附属医院初诊为 UPJO 且入院

接受手术治疗的患儿20例,其中男13例,女7例;
左侧15例,右侧5例;平均年龄(10.500±5.916)
个月。纳入标准:①符合 UPJO 诊断标准(考虑

UPJ狭窄导致);②年龄1岁3个月~3岁;③单侧

UPJO,需手术干预,术中确认 UPJ狭窄;④规律随

访患儿;⑤手术均由同一主刀与手术组完成。排除

标准:①不符合诊断及纳入标准;②合并其他泌尿

系统畸形、伴有输尿管多段狭窄的 UPJO;③术中

发现伴 UPJ息肉、高位输尿管开口、异位血管压

迫、输尿管扭曲、医源性狭窄、重复肾或重复输尿管

等非 UPJ狭窄引起 UPJO 的患儿;④失访或临床

资料缺失患儿。
术中收取并保存 UPJ及周围组织标本,建立

标本库。研究 UPJ组特性,以同时修剪切除的肾

盂组织作自身对照。建立 UPJO患者资料库,记录

患儿的临床病历资料,包括病理结果、影像学结果、
化验检查结果等。经由新疆医科大学第一附属医

院伦理委员会批准(No:2022-014),参与研究的患

儿监护人均签署标本用途知情同意书。
1.2　分组及标本取材处理

Anderson-Hynes术中可见正常输尿管组织在

肉眼下可明显区别于病变段(UPJ段),病变段不仅

细小质韧且可见内部泛白呈瘢痕感、干瘪狭瘦条索

状。切开肾盂并标记,找到肾下盏定位肾下极,充
分暴露 UPJ及远端输尿管,切除狭窄及发育不良

的 UPJ及其周围组织,并于半小时内送病理检查。
光滑裁剪多余肾盂留取新鲜 UPJ及周围组织,按
解剖部位分离为肾盂段作为正常对照组(RP组)20
例、肾盂输尿管连接部(UPJ组)20例、输尿管狭窄

组(DU组)20例。无菌状态下以生理盐水反复清

洗后,立即液氮转运并存于-80℃冰箱备用。
1.3　病理学检测方法

3组标本均接受 Masson三色染色、免疫组织

化学染色;使用的人组织 CD117(c-KitPolyclonal
Antibody)、相应二抗及免疫组化化学试剂盒、显色

试剂盒、Masson三色染色试剂盒均购自武汉依莱

瑞特生物技术服务有限公司。
1.3.1　Masson三色染色　标本制作蜡块及白片,
使用 Masson三色染色试剂盒进行染色。
1.3.2　免疫组织化学法(IHC)　脱蜡和干燥,制
备适量抗原修复液 EDTA,对抗原进行修复。将

10mg冻干辣根过氧化物酶(horseradishperoxi-
dase,HRP)粉末溶解于 PBS中,并添加到切片中

封闭。用完稀释后的一抗再孵育到冰箱过夜。次

日加入适量二抗。将制备好的苏木精用PBS冲洗

后复染,在蒸馏水中复染成蓝色,用中性胶密封,显
微镜下观察。
1.3.3　q-PCR检测3组标本中LncRNA-MEG3表

达　提取组织 RNA,混合液孵育,超微量分光光度
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计测定RNA浓度及纯度。逆转录合成cDNA,定容

进行 荧 光 定 量 检 测 (polymerasechainreaction,
PCR),引物序列见表1。

表1　q-PCR中使用基因序列

基因 序列

hu-LcnRNA-MEG3-F GGGAAGGGACCTCGAATGTG
hu-LcnRNA-MEG3-R GTGGGAATAGGTGCAGGGTG
hu-ACTB-F CATGTACGTTGCTATCCAGGC
hu-ACTB-R CTCCTTAATGTCACGCACGAT

1.4　结果观察

1.4.1　Masson三色染色　主要观察组织标本中

肌肉与胶原纤维分布特点及占比,采用电脑计算成

片中存在色差的面积并经过计算获得胶原容积分

数(collagenvolumefraction,CVF)。肌肉与胶原

的比率分析由独立观察者通过彩色图像分析的手

段,裁剪染色后标本目标区域,使用颜色提取工具

ImageJFiji2进行彩色图像分析。红色区域对应肌

肉,蓝色的区域对应胶原纤维。
1.4.2　免疫组织化学染色　主要观察黏膜下和肌

间Cajal间质细胞(interstitialcellsofcajal,ICCs)
的表达数量,查数9个视野中数目,取平均值,阳性

细胞为棕褐色。2位检测者在对切片信息未知,双

盲条件下,使用相同的显微镜查数9个视野中的目

标细胞。因CD117在肥大细胞和ICCs中均表达,
故最终ICCs细胞数量是所有阳性细胞减去肥大细

胞数获得。
1.4.3　q-PCR法　检测 RP组、UPJ组、DU 组中

LncRNA-MEG3的表达。
1.4.4　分析与术后半年SRF相关性　分析3组

不同组织部位中 LncRNA-MEG3表达、ICCs数目

与术后半年分肾功改善率是否具有相关性。
1.5　统计学方法

采用SPSS25.0软件进行统计学分析。正态

分布的连续性计量资料以■X±S 表示,3组间观察

指标的比较采用配对t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2　结果

2.1　病理学检测

2.1.1　Masson三色染色　经 Masson三色染色

后,RP组肌肉与纤维组织的分布,红色代表肌纤

维,蓝色代表纤维组织,排列走形规整(图1a~c)。
UPJ组肌肉分布明显减少,并排列紊乱其间伴不同

程度结缔组织增生,正常的肌肉组织已然消失(图
1d~f)。DU 组肌肉组织分布较 RP组少,但与病

变段比较尚可见肌肉组织,周围亦可见有结缔组织

增生(图1g~i)。

a~c:RP组;d~f:UPJ组;g~i:DU组。
图1　3组不同部位组织学改变(Masson三色染色,×100)
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2.1.2　IHC染色　经IHC染色后,RP组可见较

多的c-Kit阳性细胞(图2a);UPJ组中c-Kit阳性

的细胞数量减少甚至缺如,结缔组织大量增生,组

织细胞排列走形紊乱(图2b);DU组可见散在少量

c-Kit阳性细胞(图2c)。

a:RP组;b:UPJ组c:DU组。
图2　c-Kit在3组不同部位的表达(IHC染色,×100)

2.1.3　3组标本中ICCs数目及 CVF　3组标本

中ICCs数目在 RP组内最多、UPJ组分布最少甚

至缺失,差异有统计学意义。通过ImageJFiji2分

析获取 Masson三色染色标本的 CVF值,结果显

示 UPJ组CVF最高,胶原纤维增生显著,3组间

CVF差异均有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2　不同组间ICCs数目和CVF比较

组间对比 　数值 　P 值

ICCs
　RPvsUPJ　　23.000±4.729　　 　4.000±2.496　 0.01
　RPvsDU　　23.000±4.729　 　　6.000±0.431 0.01
　UPJvsDU　　 4.000±2.496　 　　6.000±0.431 0.07
CVF
　RPvsUPJ 　0.410±0.131　　0.775±0.110 0.01
　RPvsDU 　0.410±0.131　　0.270±0.079 0.01
　UPJvsDU 　0.775±0.110　　0.270±0.079 0.03

2.2　q-PCR 检 测 UPJ 不 同 部 位 中 LncRNA-
MEG3的表达

散点图提示 UPJ组中 LncRNA-MEG3的表

达量较肾盂组中的表达高,结果差异有统计学意

义。RP组、UPJ组、DU 组 LncRNA-MEG3的相

对表达量分别是 0.860±0.205、2.160±0.321、
0.838±0.325,UPJ组与 RP组、DU 组比较,UPJ

的表达均显著增高(P<0.01)。见图3。
2.3　UPJ中LncRNA-MEG3的表达与ICCs数目

对术后半年肾功能改善率的影响

2.3.1　LncRNA-MEG3的表达与术后半年分肾

功能改善率的相关性　Spearman相关性检验 RP
组、UPJ组、DU 组标本中 LncRNA-MEG3的表达

对术后半年分肾功能改善率没有影响。见图4。
2.3.2　UPJ不同部位组织中ICCs数目与术后半

年分肾功能改善率的相关性　Spearman相关性检

验显示RP组、UPJ组、DU 组标本中ICCs数目对

术后半年分肾功能改善率没有影响。见图5。

图3　q-PCR检测3组标本中LncRNA-MEG3表达检测

图4　3组标本LncRNAMEG3表达量与术后分肾功能改善率
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图5　3组标本ICCs数目与术后分肾功能改善率

3　讨论

本研究结果显示,UPJ狭窄所致 UPJO 患儿

中,3组标本中 UPJ组内ICCs数量最少,CVF最

高,平滑肌肥厚伴排列紊乱,肌间显示大量胶原纤

维增生的形态,LncRNA-MEG3高表达。UPJ狭

窄的病因至今尚未完全阐明,目前多数学者认为尿

液不能顺利排向输尿管是由于 UPJ的结构变化出

现无动力狭窄段,大量研究表明ICCs数量及功能

变化跟先天性 UPJ狭窄发生密切相关,是导致

UPJO的重要原因[11]。近年来针对 UPJ狭窄发病

机制的研究热点主要聚焦在ICCs和长链非编码

RNA(LongnoncodingRNA,LncRNA)。
ICCs的主要作用包括作为平滑肌运动的起搏

点、易化电活动的传播、介导神经递质传递、产生

NO抑制神经传递[12],参与多种泌尿系统疾病的发

病过程,各种原因导致的 UPJO等多种泌尿功能受

损疾病中均有ICCs分布异常[13-14],本研究3组标

本病理学检测也得到类似结果[15],UPJ组内ICCs
数量最少。提示 UPJ组织肌层中ICCs减少及功

能失调是导致泌尿功能障碍相关疾病的发生发展

重要原因。而为何 UPJ的ICCs数目会减少,尚待

探究。
LncRNA是一类转录本长度超过200nt的

RNA分子,它们并不编码蛋白,而是以 RNA 的形

式在表观遗传调控、转录调控以及转录后调控等多

种层面上调控基因的表达水平[16-17]。近年的研究

表明,LncRNA参与调节多个重要的细胞过程,如
细胞的增殖、分化、应激反应,以及对免疫制剂的反

应等,同时也与许多疾病的发生紧密相关[18]。人

母系 表 达 基 因 3(maternallyexpressedgene3,
MEG3)在动脉粥样硬化、子宫螺旋动脉重塑、酒精

性肝损伤、缺血缺氧性脑病等多种疾病中参与调控

细胞增殖和凋亡,影响疾病的发生发展。子宫螺旋

动脉重塑是指血管平滑肌细胞层通过凋亡为滋养

细胞浸润提供条件,从而保障妊娠活动正常顺利,
子宫 NK 细 胞 可 诱 导 上 调 LncRNA-MEG3 和

MMP2基因表达,导致 VSMC凋亡[19]。
c-Kit是ICCs表达的特异蛋白,c-Kit表达可

调控ICCs存活及数量。LncRNA MEG3在 Ln-
cRNA MEG3在 UPJ狭窄疾病中 UPJ组织中表达

上调。通过生物信息学数据库(starbase、Circinter-
actome)建立微小RNA(miRNA)-信使RNA(mR-
NA)轴。提示LncRNA-MEG3可能会通过与微小

RNA的相互作用参与ICCs存活的调控。但有关

LncRNA-MEG3在 UPJ狭窄中不同部位的表达情

况及差异、与ICCs数量的关系以及对术后半年分

肾功能改善率的影响尚未有报道[20]。此项研究从

临床标本、分子生物学角度出发,观察术中切除不

同部位组织 CVF、ICCs数目、LncRNA-MEG3的

表达,来探寻可能的病因方向[21]。
在通过免疫组化法检测ICCs数目在3组标本

间数量时需要与肥大细胞相鉴别,是由于ICCs与

肥大细胞均表达c-Kit蛋白(CD117阳性),但通过

他们的形态特征及分布部位进行区分是可行的,
ICCs的数量应通过查数规定视野中所有阳性细胞

数再减去肥大细胞数来获得。
同时,3组标本中 UPJ组中 LncRNA-MEG3

高表达、ICCs数 目 最 少 的 特 点,提 示 LncRNA-
MEG3高表达可能是导致 UPJ段ICCs减少的原

因,进而影响慢波电活动,伴随纤维结缔组织增生

影响神经传导,UPJ段动力性梗阻,逐渐狭窄,肾盂

积水扩张,严重时会引起不可逆的肾功能损伤。本

研究结果提示 UPJ狭窄段中 LncRNA-MEG3的

高表达可能在 UPJO发病机制中发挥重要作用,但
是对术后半年分肾功能的改善率没有影响。

本文章的局限性在于仅研究 LncRNA-MEG3
表达与ICCs数量关系,未排除是否存在细胞自噬

启动、凋亡、铁死亡等其他细胞活动,同样能引起数

量减少结局的原因进一步深入探索。UPJO 病因

包含多种因素,有研究报道ICCs在输尿管全程中

均有分布,为何 LncRNA-MEG3 仅在 UPJ高表

达,是否存有其他信号分子与 LncRNA-MEG3相

互作用,导致 UPJO 发生发展,对它们的研究有待

于进一步深入探索。
综上所述,UPJ狭窄而接受手术治疗患儿 UPJ

组中LncRNA-MEG3高表达、ICCs数目较肾盂段

和输尿管狭窄段中的数量少,可能导致 UPJO 发

生,但 LncRNA-MEG3的表达、ICCs的数目与术

后半年分肾功能改善率均不相关,为深入探索先天

性 UPJ狭窄的病因机制提供了参考。
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