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整合素连接激酶在梗阻性肾病合并肾小管酸中毒中的表达

陈萌，俞小敏△，张惠丽

（广州医科大学附属第一医院肾内科　５１０１２０）

　　摘　要：目的　观察整合素连接激酶（ＩＬＫ）在梗阻性肾病合并肾小管酸中毒中的表达，探讨肾小管酸中毒在致肾间质纤维化

中的作用。方法　实验大鼠７５只，其中假手术组大鼠２５只，单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）大鼠５０只。ＵＵＯ大鼠于术后第７天分为

肾小管酸中毒大鼠（ＵＵＯ１组，狀＝３１）和非肾小管酸中毒大鼠（ＵＵＯ２组，狀＝１９），同时做肾功能与组织学检测，于手术后７、１４、

２１、２８ｄ时分批处死大鼠，免疫组织化学与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定肾组织中ＩＬＫ的表达。结果　与ＵＵＯ２组比较，ＵＵＯ１组光镜下

炎症细胞浸润和间质纤维化程度更严重；假手术组仅有少量的ＩＬＫ蛋白表达，几乎无纤粘连（ＦＮ）蛋白的沉积，ＵＵＯ２组ＩＬＫ蛋

白表达及ＦＮ蛋白的沉积增多，而ＵＵＯ１组较ＵＵＯ２组增多。结论　在梗阻性肾病中，肾小管酸中毒可上调ＩＬＫ蛋白的表达与

ＦＮ的沉积，加速肾小管间质纤维化。
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　　 梗阻性肾病可导致肾小管间质纤维化，慢性肾衰竭的进

展与肾小管间质损害和纤维化关系密切。梗阻性肾病常合并

肾小管酸中毒，肾小管酸中毒不但加剧肾结石的形成、导致内

环境紊乱，而且进一步加重肾小管间质损害和纤维化，加速肾

功能衰竭。本研究通过观察单侧输尿管梗阻（ＵＯＯ）合并肾小

管酸中毒的小鼠模型整合素连接激酶（ＩＬＫ）的表达，了解肾小

管间质纤维化的启动机制及加重因素，探讨肾小管酸中毒在梗

阻性肾病中诱导肾小管间质纤维化的作用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化学法的 ＭＭＰ９抗体

和ＩＬＫ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，免疫组织化学二抗（小

鼠抗兔）购自美国Ｄａｋｏ公司，免疫发光二抗（山羊抗兔）购自

美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物模型的建立与分组　实验大鼠由广州医科大学动

物中心提供，７５只清洁级成年雄性大鼠，８～１０周龄，体质量

１５０～２２０ｇ，分为假手术组（对照，狀＝２５）和 ＵＵＯ组大鼠（狀＝

５０）。建 立 ＵＵＯ 组 模 型
［１］（３％ 水 合 氯 醛 腹 腔 麻 醉 ３０

ｍＬ／ｋｇ）。假手术组除不结扎输尿管外，其余步骤与 ＵＵＯ组

相同。检测小鼠血、尿钾和ｐＨ值、尿液中可滴定酸和铵离子、

尿二氧化碳分压（ＰＣＯ２）／血ＰＣＯ２ 值，于术后第７天筛选出肾

小管酸中毒组（ＵＵＯ１组，狀＝３１）和非肾小管酸中毒组（ＵＵＯ２

组，狀＝１９），分４个时期（７、１４、２１、２８ｄ）处死各组大鼠，取左侧

部分肾组织置于１０％甲醛中，并予石蜡包埋；其余肾组织液氮

冰冻，置于－８０℃保存。

１．２．２　血、尿生化检测　采用生化法检测血、尿钾和ｐＨ 值、

尿液中可滴定酸和铵离子、尿ＰＣＯ２／血ＰＣＯ２ 值。

１．２．３　肾组织病理学检查　石蜡组织切片作 ＨＥ、ＰＡＳ和

Ｍａｓｓｏｎ染色。采用百分比评分法评估肾小管损伤程度，计算

３０个高倍视野（×４００）肾皮质中出现损害（肾小管扩张、管型、

坏死或小管炎、萎缩）的肾小管数目及总肾小管数，以损害的肾

小管数占总肾小管数的百分比表示。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肾组织ＩＬＫ、纤粘连（ＦＮ）蛋白的

表达水平　（１）蛋白质抽提、聚丙烯胺凝胶电泳及转膜。（２）硝

酸纤维素（ＮＣ）膜置于５０ｇ／Ｌ牛奶ＴＢＳ溶液中室温封闭１ｈ，

加入１∶２０００抗大鼠一抗，室温孵育１ｈ，１ｇ／ＬＴＢＳＴｗｅｅｎ

溶液洗涤３次，再加入１∶２０００ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ二抗，室温孵

育１ｈ，１ｇ／ＬＴＢＳＴｗｅｅｎ溶液洗涤３次，ＴＢＳ溶液洗涤５ｍｉｎ，

ＬｕｍｉＧＬＯ室温孵育１ｍｉｎ，暗房中冲洗胶片。（３）半定量方法

分析肾组织中ＩＬＫ、ＦＮ蛋白表达水平。
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１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间均数比较采用狋检验或方差分析，相关

性分析采用Ｓｐｅａｒｍｅｎ等级相关分析法。以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　光镜下肾脏病理改变　与假手术组相比，ＵＵＯ２组术后

７ｄ肾间质炎症加重，集合管、肾小管水肿、扩张；１４、２１ｄ肾小

管基底膜开始增厚、上皮细胞肿胀、变性，后期肾间质出现纤维

化改变；２８ｄ时质内有大量肌成纤维增生和纤维结缔组织形

成，肾小管全程扩张，上皮细胞萎缩。ＵＵＯ１组在各期病较

ＵＵＯ２组炎症细胞浸润和间质纤维化加重，２８ｄ时基本无正

常结构的肾小球。

２．２　大鼠肾组织ＩＬＫ与ＦＮ蛋白的表达　ＵＵＯ２组大鼠肾组

织中可检测到ＦＮ蛋白的沉积和ＩＬＫ的表达，ＵＵＯ１大鼠肾组

织ＦＮ蛋白的沉积和ＩＬＫ的表达高于 ＵＵＯ２组。假手术组仅

有少量的ＩＬＫ蛋白表达，几乎无ＦＮ蛋白的沉积，ＵＵＯ２组

ＩＬＫ蛋白表达及ＦＮ蛋白的沉积增多，而 ＵＵＯ１组较 ＵＵＯ２

组增多。ＵＵＯ１、ＵＵＯ２两组差异有统计学意义（犘＜０．０１），见

图１。相关性分析结果表明，肾组织中ＩＬＫ的表达水平与ＦＮ

蛋白沉积的程度呈正相关。

　　１：２８ｄ对照组；２～５：７、１４、２１、２８ｄＵＵＯ１组；６～９：７、１４、２１、２８

ｄＵＵＯ２组。

图１　　大鼠肾组织ＩＬＫ和ＦＮ蛋白的表达情况

３　讨　　论

梗阻性肾病可致肾小管尤其是其远端的管腔负电位无法

维持（电压依赖型），使泌氢入管腔的速率减慢，导致非分泌缺

陷性酸化功能障碍，即远端肾小管酸中毒。临床表现为尿中可

滴定酸和铵离子减少、尿ｐＨ上升（＞６．０）、血ｐＨ下降（正常

阴离子间隙的高氯性代谢性酸中毒）、低钾血症及钙磷代谢障

碍等。肾小管酸中毒不仅造成内环境的紊乱、泌尿系结石形

成，更可能造成肾小管受损，最终导致肾间质小管纤维化。肾

小管间质纤维化是梗阻性肾病进展为终末期肾衰竭的最终路

径之一。

在慢性肾衰竭肾间质纤维化过程中，会产生多种细胞因

子、生长因子及血管活性物质。上皮细胞向肌成纤维细胞的转

分化是参与肾小管间质纤维化的重要机制之一［２］。转分化受

多种细胞因子、生长因子和激素的调节，值得强调的是，ＴＧＦ

β１诱导转分化的过程是在病理状态下导致肾间质纤维化的主

要途径。而目前研究认为，梗阻性肾病时局部和系统产生的细

胞因子和血管活性物质激活细胞，使浸润的单核巨噬细胞及转

分化的细胞分泌细胞外基质显著增多。其中构成细胞外基质

的重要组成ＦＮ蛋白在间质中大量聚积是导致肾小管间质纤

维化的病理基础［３］。ＴＧＦβ１具有多种生物学功能，其中以在

组织器官免疫以及非免疫损伤后瘢痕和纤维化形成过程中的

作用最令人关注，是迄今为止发现的在纤维和结缔组织基质发

生过程中最为主要的细胞因子。ＴＧＦβ１的高表达在肾脏纤维

化的形成中的作用已明确，ＴＧＦβ１族细胞因子通过不同信号

传导途径产生多种生物效应，其中Ｓｍａｄｓ家族蛋白是其细胞

内信号传导通路中的重要因子［４］。参与 ＴＧＦ２／Ｓｍａｄ这一信

号传导途径的Ｓｍａｄｓ家族蛋白主要有Ｓｍａｄ２、３、４、７。Ｓｎａｉｌ抑

制Ｅ钙黏蛋白破坏上皮细胞极性，将上皮细胞转换成间充质

细胞；Ｓｎａｉｌ上调基质金属蛋白酶的表达破坏小管基底膜；国外

学者认为Ｓｎａｉｌ和ＬＥＦ１转录抑制的相互作用是ＴＧＦ２β１诱

导的上皮细胞间质转化的必须因素。而ＩＬＫ是其信号传导途

径的效应分子，介导了ＴＧＦ２β１诱导肾小管转分化的各个关

键步骤。

Ｌｉ等
［５］提出 ＴＧＦβ１ＳｍａｄＩＬＫＥＭＴ轴的存在，ＩＬＫ 在

ＴＧＦβ诱导的ＥＭＴ可能起关键作用。ＩＬＫ能够调节ＦＮ蛋白

的组装与沉积，即促使细胞产生的分泌型ＦＮ转分化组装成不

溶的ＦＮ而直接沉积于细胞间隙，以此参与细胞外基质的聚

积［６］。ＩＬＫ是１９９６年 Ｈａｎｎｉｇａｎ以β１整合素胞质域为诱饵，

应用酵母双杂交系统发现的一种具有多种功能的丝氨酸苏氨

酸蛋白激酶，ＩＬＫ能通过与整合素β１亚单位胞内域相互作用，

介导细胞与细胞外基质（如ＦＮ蛋白）的连接
［７８］。Ｌｉ等

［９］发现

细胞与基质积聚的相互作用是由ＩＬＫ介导完成，与肾脏病变

程度相关。ＩＬＫ能够直接参与细胞形态学的改变以及细胞的

生长、分化和基因表达。在肾间质纤维化过程中，ＩＬＫ是诱导

转分化的关键调节因子，可能参与肾小管上皮细胞肌成纤维

细胞转分化的关键步骤。有研究表明，在正常肾间质中无或仅

有极少量ＩＬＫ表达，随肾间质病变程度的加重，ＩＬＫ表达量明

显增加，肾小管上皮细胞病变越重表达越强，萎缩变性的肾小

管表达最为强烈［１０］。

本研究通过动物实验发现，合并肾小管酸中毒的 ＵＵＯ大

鼠较未合并肾小管酸中毒的 ＵＵＯ大鼠肾组织ＩＬＫ蛋白的表

达与ＦＮ蛋白的沉积上升。因此认为梗阻性肾病合并肾小管

酸中毒，加速了肾小管间质纤维化，与ＩＬＫ的高表达及ＦＮ蛋

白的沉积相关。本研究探讨的肾小管酸中毒通过上调ＩＬＫ介

导梗阻性肾病ＦＮ蛋白沉积的成因，不仅有利于认识梗阻性肾

病合并肾小管酸中毒导致肾小管间质纤维化的启动机制及加

重因素，而且有助于在此基础上发展防治梗阻性肾病的新

措施。
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则表明细胞水分越多，而细胞成分越多则胞质越多，因此，超声

容易直接穿透过去而能量不易沉积。此外，水的比热较高，吸

收相同的热量，温度上升比较缓慢，且血供丰富的肌瘤由于丰

富的血流流动，很容易带走积聚的热能，使得能量难以长时间

聚集，达到目的温度需要更长的时间，其疗效相对也会较差。

本研究发现 ＭＲＩＴ２ＷＩ等信号和低信号的子宫肌瘤，尤其是

ＭＲＩＴ２ＷＩ等信号的子宫肌瘤，ＨＩＦＵ 治疗前先行无水乙醇的

硬化治疗较单纯的 ＨＩＦＵ 治疗能够显著缩短治疗时间和降低

治疗能量；而且，对于 ＭＲＩＴ２ＷＩ高信号的子宫肌瘤，采用 ＨＩ

ＦＵ＋ＰＥＩ治疗对肿瘤的消融率明显优于单纯 ＨＩＦＵ治疗。总

之，ＨＩＦＵ＋ＰＥＩ治疗可以缩短麻醉时间，降低手术风险和并发

症发生，减轻患者的痛苦，提高 ＨＩＦＵ 治疗的效率。其优点

为：（１）可以减轻患者的痛苦，缓解患者的焦虑，利于患者情绪

与心情的安宁；（２）可缩短麻醉时间，降低手术风险，并减少并

发症发生的可能；（３）可提高 ＨＩＦＵ 治疗的效率。本研究中发

现对于Ｔ２ＷＩ高信号的子宫肌瘤，采用 ＨＩＦＵ＋ＰＥＩ治疗与单

纯 ＨＩＦＵ治疗比较，在治疗时间与治疗能量上虽然差异无统

计学意义（犘＞０．０５），但是却在肿瘤的消融率方面差异有统计

学意义（犘＜０．０５），而这带给患者的益处不言而喻。

本研究中，先行ＰＥＩ治疗能够帮助提高 ＨＩＦＵ 治疗的效

果，与无水乙醇本身的作用是相关的。无水乙醇是目前超声介

入治疗中最常用的一种硬化剂，其机制是无水乙醇进入瘤体后

对组织蛋白的脱水凝固作用导致肌瘤细胞蛋白质变性使肌瘤

缩小，同时使肌瘤内的小血管凝固变性，内皮细胞破坏，血管栓

塞，从而破坏肌瘤组织内丰富的血管分布［１４１５］。对于 ＨＩＦＵ

治疗大多数富血供及Ｔ２ＷＩ高信号的子宫肌瘤中所面对的障

碍与困难，ＰＥＩ治疗可以先行帮助阻断肌瘤血供，部分硬化瘤

细胞，帮助提高 ＨＩＦＵ 治疗效果。因此，应用 ＨＩＦＵ＋ＰＥＩ治

疗子宫肌瘤较单纯的 ＨＩＦＵ治疗具有很大的优势。同时，在

实际应用过程中也发现存在一些不足：（１）ＰＥＩ治疗虽然是微

创技术，但相比 ＨＩＦＵ 治疗来说已是有创性；（２）某些患者治

疗过程中存在醉酒反应或者对乙醇过敏；（３）ＨＩＦＵ＋ＰＥＩ治

疗，其消融的范围会略大于肌瘤的实际大小。而这些就需要在

今后的工作中进一步研究与解决。
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ｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，２４（１８）：８１３４８１４４．

（收稿日期：２０１４０６１８　修回日期：２０１４０９１９）

３８５４重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３４期


