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及钙%磷离子在氟中毒致大鼠肾损伤中的作用
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要#目的
!

观察斯钙素蛋白
7

"

12'7

#及钙'磷离子在氟中毒大鼠肾组织中的变化!探讨
12'7

在氟中毒肾损伤中的作用%

方法
!

将
.,

只雄性
1

#
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M

L$&*OUT$

"

大鼠分为
,

组(对照组"腹腔注射生理盐水#'低氟组"腹腔注射氟化钠
;N

M

$

Z

M

#'中氟组"腹

腔注射氟化钠
7-N

M

$

Z

M

#及高氟组"腹腔注射氟化钠
.-N

M

$

Z

M

#!每
,8P

注射
7

次!建模
7B

周后处死大鼠%采用免疫组织化学法

及逆转录聚合酶链反应"

Y2&/'Y

#分别检测肾组织
12'7

蛋白及
NY5)

的表达水平!并检测肾组织内钙'磷离子的含量%结果
!

12'7

蛋白主要定位于大鼠皮髓交界的近曲小管!染氟组大鼠肾组织
12'7

蛋白及
NY5)

表达水平均显著高于对照组"

.
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#!随着染氟浓度的增加!

12'7

的表达水平增加&染氟组大鼠肾组织中钙含量均比对照组增多"

.

$
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#&低氟组及高氟组大

鼠肾组织磷含量明显低于对照组"

.

$
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#!而中氟组大鼠肾组织磷含量较低氟组及高氟组高"

.

$
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#!且与对照组比较!差异

无统计学意义"

.

%
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#%结论
!

12'7

可能参与了氟中毒大鼠的肾损伤!而该损伤机制可能与钙'磷离子代谢失衡有关%
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肾脏是机体排氟最主要的脏器#也一直是氟中毒非骨相系

统研究的热点#但其损伤机制仍未阐明'钙)磷离子的正常代

谢对肾脏功能的正常运行非常重要#钙)磷离子相关的调控蛋

白失稳态与钙)磷离子相关的信号调节蛋白功能失调是氟中毒

损伤机制中重要的组成部分(

7&.

*

'因此#本课题选择调控钙)磷

代谢的斯钙素蛋白
7

$

HQOIIFEKOTKFI7

#

12'7

%作为研究靶点#以

1

#

%O

M

L$&*OUT$

"

$

1*

%雄性大鼠作为研究对象#观察氟中毒大鼠

肾损伤时肾组织
12'7

及钙)磷离子的变化#并探讨其机制'

A

!

材料与方法

A=A

!

主要试剂与仪器
!

氟化钠分析纯为北京化工厂产品#人

抗鼠
12'7

抗体购自武汉博士德生物工程有限公司#胰蛋白

酶)逆转录聚合酶链反应$

%$R$%H$Q%OIHK%F

#

QOH$&

#

ET

"

N$%OH$

KPOFI%$OKQFEI

#

Y2&/'Y

%试剂盒为
\F<KE

公司产品#总
Y5)

抽提试剂
2%F[ET

购自上海申能博彩生物科技有限公司#

12'7

与甘油醛
&3&

磷酸脱氢酶$

M

T

"

K$%OTC$P

"

C$&3&

#

PEH

#

POQ$C$P

"

C%E&

M

$IOH$

#

\)/*!

%引物由北京赛百盛公司合成&主要仪器包括!

低温离心机$

1F

M

NO3&78Z

%)

/'Y

仪$

)HQ$K/'8-8

%)凝胶成像

分析系统$

1

"

I

M

$I$

%及酶标仪$

0FE&Y)*NEC$T,;-

%等'

A=B

!

实验动物与分组
!

.,

只
1*

雄性大鼠购自贵阳医学院实

验动物中心#合格证号!

1'Xa

$黔%

.--.&---7

#体质量约
8-

!

7--

M

#将其分为
,

组#每组
B

只#采用腹腔注射氟化钠溶液$按

体质量比例%的方式为大鼠染氟'$

7

%对照组#注射生理盐水&

$

.

%低氟组#注射氟化钠溶液
;N

M

"

Z

M

&$

3

%中氟组#注射氟化钠

溶液
7-N

M

"

Z

M

&$

,

%高氟组#注射氟化钠溶液
.-N

M

"

Z

M

'注射

频次为每
,8P

注射
7

次#自由进食鼠饵#饮用蒸馏水#建模周

期为
7B

周'采用股动脉放血法处死大鼠#左肾固定包埋#右肾

.3J
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年
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卷第
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迅速置于
V8-_

低温保存#待用'

A=C

!

检测指标与方法

A=C=A

!

肾组织
12'7

蛋白的检测
!

大鼠左肾经
,D

中性甲醛

固定#石蜡包埋#切片$厚
,

#

N

%#脱蜡#用新鲜配置的
3D

过氧

化氢灭活内源性过氧化氢酶
7;NFI

#微波炉加热
7;NFI

进行

修复抗原#自然冷却'采用第一抗体$人抗鼠
12'7

抗体%)第

二抗体$羊抗人
:

M

\

%)链霉素抗生物素蛋白
&

过氧化物酶

$

HQ%$

#

QORFCFI&

#

$%EHFCOH$

#

1/

%溶液进行免疫组织化学检测)用

二氨基联苯胺$

3

#

3c&CFONFIE<$I[FCFI$

#

*)0

%显色
3

!

;NFI

#苏

木素复染)脱水)透明#中性树胶封片#显微镜下观察#对氟中毒

大鼠肾组织
12'7

蛋白表达进行分析和定位'免疫组织化学

检查结果根据染色阳性细胞数和染色强度分别评分#以随机

.--

倍视野
;

个阳性细胞数所占百分比计分!

&

;D

为
-

分#

%

;D

!

.;D

为
7

分#

%

.;D

!

;-D

为
.

分#

%

;-D

!

J;D

为

3

分#

%

J;D

为
,

分'染色强度!无染色为
-

分#淡黄色为
7

分#黄色为
.

分#棕黄色为
3

分'染色阳性细胞数和染色强度

分值的乘积大于
7

分者为阳性#

&

7

分者为阴性'每个标本镜

下随机选取
;

个视野#读取阳性细胞数#将其与该镜下细胞总

数相比#计算阳性表达细胞所占百分比作为阳性率'

A=C=B

!

肾组织
>?07NY5)

的检测
!

将低温保存的
.,

例右

侧肾脏缓慢复温#在肾脏中部横断面剖开#取组织约
;-N

M

#按

2%F[ET

试剂说明书提取总
Y5)

'

K*5)

第一链的合成$反转

录%!所有标本各取
;

#

M

Y5)

#

B;_

预变性
;NFI

后#根据
Y2&

/'Y

试剂盒说明书进行
K*5)

第一链的合成'

>?07

引物!上

游
;c&)2\'2''))))'2')\')\2\)2&3c

#下游
;c&

\\\)\)\2'''''2')''2'\\)\\2&3c

&

$

&OKQFI

引

物!上游
;c&)2\\)2\)'\)2)2'\'2\'\'2&3c

#下

游
;c&'2')))')2\)2'2\\\2')2'2222')&3c

'

/'Y

扩增参数!

?;_

预变性
;NFI

后#

?;_

变性
3-H

#

B-_

退

火
,-H

#

J._

延伸
3-H

#共
3;

个循环&最后
J._

延伸
;NFI

'

/'Y

产物用
.D

琼脂糖凝胶鉴定#

8-(

电泳
,-NFI

#用凝胶成

像系统扫描并记录结果#以肉眼明确判定有
..B<

#

条带为阳

性标准'

A=C=C

!

肾组织钙)磷含量的检测
!

将
.,

例右侧肾脏缓慢复

温#每例取
-=;

M

#加入混合酸$

!54

3

e!'T4

,

f,e7

%

B

!

7-N@

#冷消解
.,P

后#放于电流板上加热消化#于组织溶解液

中加入混合酸并加热#以产生较多白烟为终点'钙含量使用原

子吸收分光光度计分析#磷含量使用钼兰比色法分析'

A=D

!

统计学处理
!

应用
1/1173=-

软件进行统计学分析#计

量数据用
IA<

表示#组间比较采用
5

检验及方差分析#率的比

较采用
(

. 检验#以
.

$

-=-;

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B=A

!

染毒大鼠肾组织
12'7

蛋白的表达
!

对照组大鼠肾组织

中偶可见
12'7

蛋白的表达#但表达强度和数量很少'

3

个实

验组均可见到不同程度的
12'7

蛋白表达#且随着染氟浓度的

增加#

12'7

蛋白的阳性表达强度和数量增加#

12'7

蛋白的表

达主要定位于肾脏皮髓交界的近曲小管#见图
7

)表
7

'在高氟

组大鼠中有
.

例发现远曲小管有少量表达#但为了回避假阳性

和统计分析的定位统一性#未予列举和分析'

B=B

!

染氟大鼠肾组织中
>?07NY5)

的表达
!

Y2&/'Y

检

测结果显示#

3

个染氟组大鼠肾组织中
>?07NY5)

的表达水

平均明显高于对照组$

.

$

-=-;

%#染氟组大鼠肾组织中
>?07

NY5)

的表达随着染氟剂量的增加而增强$

.

$

-=-;

%'见图

.

)表
.

'

图
7

!!

各组大鼠肾脏
12'7

蛋白的表达&免疫组织化学'

表
7

!!

各组大鼠肾组织
12'7

蛋白的表达

组别 阳性表达例数$

#

% 阳性率$

D

%

对照组
. 3=7

低氟组
B 7?=,

中氟组
B ,J=.

高氟组
B J;=,

B=C

!

染氟大鼠肾组织的钙)磷含量
!

各染氟组大鼠肾组织中

钙含量均比对照组增加$

.

$

-=-;

%#且随着染氟剂量的递增#

钙含量也显著升高'磷含量在各染氟组大鼠肾组织中表现不

同#低氟组及高氟组大鼠肾组织磷含量明显低于对照组$

.

$

-=-;

%#而中氟组大鼠肾组织磷含量较低氟组及高氟组高$

.

$

-=-;

%#且与对照组比较#没有显著降低$

.

%

-=-;

%'见表
3

'

!!

7

!

+O%Z$%

#

.

!对照组#

3

!低氟组#

,

!中氟组#

;

!高氟组'

图
.

!!

>?07

及
$

&OKQFINY5)

的
Y2&/'Y

电泳图
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表
.

!!

各组大鼠肾组织
>?07NY5)

的表达&

IA<

'

组别
#

灰度值

对照组
B -=;7A-=3B

低氟组
B 7=8?A7=J;

中氟组
B 3=.3A7=7?

高氟组
B ,=B.A.=77

表
3

!!

各组大鼠肾组织的钙%磷含量&

IA<

$

#

M

"

M

'

组别
#

钙含量 磷含量

对照组
B ;;=.A3=37 .=3.A-=7.

低氟组
B

B?=JA;=.J

'

7=8JA-=77

'#

中氟组
B

?3=,A.=;.

'

.=.?A-=7?

)

高氟组
B

77,=8A?=B3

'

7=J?A-=.B

'#

!!

'

!

.

$

-=-;

#

)

!

.

%

-=-;

#与对照组比较&

#

!

.

$

-=-;

#与中氟组

比较'

C

!

讨
!!

论

12'7

是一种作用于线粒体的糖蛋白激素#最初仅在硬骨

鱼和软骨鱼中发现#

7??;

年
Ô

M

I$%

等(

3

*用鲑鱼的
12'

抗血

清证明人类同样存在
12'

'在哺乳动物中#

12'7

多定位于肾

脏)前列腺)卵巢及甲状腺组织'在大鼠肾脏中#

12'7

主要表

达于近曲小管(

,

*

#其主要功能是调节肾脏的钙)磷离子代谢(

;

*

#

并与肿瘤细胞的凋亡有关#哺乳动物肾组织
12'7

蛋白的表达

会受细胞外钙离子浓度及
7

#

.;&

二羟维生素
*3

的影响(

B&J

*

#目

前其生理功能尚未完全阐明'鉴于
12'7

具有调节肾脏钙)磷

代谢的功能#本实验将其引入作为氟中毒肾损伤的研究靶点#

从实验结果来看#随着染氟剂量的增加#

12'7

蛋白和
NY5)

的表达逐渐增加#并且其增加的幅度具有显著性&

12'7

蛋白

主要定位于肾脏皮髓交界的肾小管上皮细胞'

钙)磷离子及相关蛋白的含量和功能失衡一直是氟中毒研

究领域的一项重要内容#早在
7?,8

年国外学者就发现了氟中

毒与钙元素的关系#长时间接触氟会导致人体钙离子代谢平衡

失调#有研究指出钙在氟中毒的细胞损伤机制中发挥重要作

用(

7

*

'钙离子在细胞内)外信号转导机制中发挥触发点和调节

剂的作用#协调)整合不同类型细胞的信号转导功能(

8

*

'而氟

中毒会影响不同类型细胞的钙离子含量#且这种改变与钙离子

受体)钙调蛋白)钙泵及钙离子通道等密切相关(

.

*

'

有人发现慢性氟中毒可造成大鼠肾脏各种细胞膜钙泵相

关蛋白的减少(

?

*

#但也有研究发现#氟中毒可使肾小管上皮细

胞钙离子相关蛋白表达水平增高(

7-

*

#后继研究表明
\

蛋白途

径可能是上述改变的机制之一(

77

*

'相似的矛盾现象在心肌网

状组织中也有发现#即氟既可以抑制心肌网状组织钙泵#又可

刺激钙泵的功能和表达#这种不同的改变可能取决于钙泵处于

何种易感状态(

7.

*

'由于高尔基体和过氧化物酶体与钙离子关

系密切#所以有学者指出#不同类型组织氟中毒损伤后钙离子

相关蛋白的改变应考虑高尔基体和过氧化物酶体的改变状态

和反应途径(

73

*

'

钙)磷在代谢平衡中是相互关联的#特别是在维持肾脏的

正常生理功能方面(

7,

*

'目前#对氟中毒损伤机制中磷元素变

化的研究并不多#

7??;

年曾有学者对氟中毒过程中钠)磷代谢

的改变进行研究#发现氟中毒会导致磷元素含量改变#相关信

号转导蛋白功能失调(

7;

*

'慢性氟中毒会导致
5O

9

&a

9

&)2/

酶的损伤和表达失调#使磷离子的功能失常#影响细胞信号转

导功能(

7B

*

#氟中毒的这种影响在肾小管上皮细胞)肾脏髓袢升

枝粗段细胞中也有发现(

7J&78

*

'

本实验对氟中毒大鼠肾组织中钙)磷离子的含量进行了检

测#钙离子含量随着染氟剂量的增加而升高#符合氟中毒钙矛

盾性疾病的学说'但磷离子的改变却没有规律#中氟组出现了

磷离子含量的回升#这种改变经过重复钙)磷检测均未获得扭

转#这从另一个角度提示磷离子在氟中毒肾损伤中的改变可能

与相关基因)蛋白的易感状态有关#这为下一步的深入研究指

出新的途径'

12'7

的功能主要是调节钙)磷代谢#其本身也

受到钙离子浓度的调控'在本研究中#

12'7

的表达上调是否

由钙离子引起或是氟中毒直接造成#还需从基因层面进行研

究#探讨
12'7

是否作为氟中毒损伤机制中的一个环节#以揭

示氟中毒发生机制#防控氟中毒疾病'
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血清胆红素水平&同时
]XY

在脂代谢和糖代谢中均发挥重要

作用#这有利于正常肝细胞再生(

7B

*

'但由于肝组织取材困难#

婴儿
6!0)

在梗阻解除后以及在疾病晚期#其肝组织
+Y/.

)

]XY

表达情况的跟踪检测难以实现#二者在
6!0)

患儿肝脏

组织中表达的远期意义还有待进一步研究'
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