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"摘要#
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目的
!

建立钙化性纳米微粒"

Td[+

$致大鼠肾结石模型&方法
!

利用临床手术所得肾结石标本分离和培养出

Td[+

&

O3

雄性大鼠
0%

只分为
Td[+

诱石组"

7

组!鼠尾静脉注射
Td[+

$'

Td[+X

肾石通组"

Q

组!鼠尾静脉注射
Td[+X

肾石通

溶液灌胃
X

生理盐水腹腔注射$'

Td[+X

硝酸镓组"

T

组!鼠尾静脉注射
Td[+X

硝酸镓腹腔注射
X

生理盐水灌胃$'空白对照组

"

3

组!鼠尾静脉注射生理盐水
X

生理盐水灌胃和腹腔注射$!每组
$%

只&

/

周后处死大鼠!镜下观察肾脏组织的病理改变及晶体

分布并计数&结果
!

7

'

Q

'

T

组大鼠肾脏肾小管内产生钙盐结晶!

b",P"++;

染色阳性!主要分布在远曲小管和近曲小管!

3

组大

鼠肾组织内未见钙盐结晶!

0

组间成石率差异有统计学意义"

G

$

%&%4

$&镜下观察
7

'

Q

'

T

组肾组织明显可见肾小管上皮细胞变

性!肾间质可见炎性细胞浸润灶"主要为淋巴细胞$!

3

组肾组织未见病理性改变&各组大鼠尿
T;

1X

'尿肌酐水平实验结束前
$!

"

8

1

$高于注射
Td[+

后
0

周"

8

$

$"

G

$

%&%$

$%与
3

组
8

1

尿
T;

1X和血肌酐水平相比!

7

'

Q

'

T

组均增高"

G

$

%&%4

$!与
7

组
8

1

尿

T;

1X相比!

Q

'

T

组有降低趋势"

G

$

%&%4

$%各组之间
8

1

血
T;

1X水平'

8

1

尿肌酐水平差异无统计学意义"

G

%

%&%4

$&结论
!

Td[+

能损伤肾小管上皮细胞!促使肾小管内钙盐晶体的形成&
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肾结石%钙质沉着症%晶体%钙化性纳米微粒%模型%肾石通%硝酸镓
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钙化性纳米微粒因为其独特的生物矿化特性#近年来已成

为肾结石形成机制的研究热点之一)本研究应用无菌收集的

结石标本分离和培养出钙化性纳米微粒$

<;?<#@

J

#,

A

,;,"

B

;9>#.

<?:+
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Td[+

%#通过鼠尾静脉注射初步建立大鼠肾结石模型#并

观察肾石通*硝酸镓对
Td[+

成石的影响)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

'

月龄雄性
O3

大鼠
0%

只$泸州医学院实验动物

中心提供%#体质量
$4%

!

1%%

A

#分为
0

组#各组大鼠均先适应

性饲养
$

周)分为
Td[+

诱石组$

7

组%*

Td[+X

肾石通组$

Q

组%*

Td[+X

硝酸镓组$

T

组%*空白对照组$

3

组%#每组
$%

只#

普通颗粒饲料饲养#饮用自来水)

7

组!鼠尾静脉注射
Td[+$

次$吸光度
1&%%

#

%&0F\

%(

Q

组在
7

组的基础上每天
1

次肾石

通溶液灌胃$每次
$%%F

A

"

P

A

%#同时生理盐水$

dO

%腹腔注射

$

'

次"周%#直至处死(

T

组在
7

组的基础上硝酸镓腹腔注射

$每次
$F

A

"

P

A

#

'

次"周%#同时
dO

灌胃#直至处死(

3

组鼠尾

静脉注射
dO

$

%&0F\

%#同时
dO

灌胃和腹腔注射作为空白对

照#直至处死)

?&@

!

方法

?&@&?

!

Td[+

的分离和培养
!

术中无菌收集经皮肾镜取石术

患者的结石标本#在
$F"?

"

\2T?

中浸泡
'%F#,

#以去除矿物

质#然后用磷酸盐缓冲液$

[QO

%中和*洗涤#用无菌研钵碾碎结

石#加入
dO$%F\

混匀#经
%&11

)

F

的滤纸加压过滤#

0g

离

%$'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期

"
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心
0%F#,

$

1%%%%]

A

%#取管底滤过液备用)取
0F\

含
$%5

$体积分数%热灭活
-

.eQO

的
$)0%

培养基加入细胞培养瓶中#

然后将处理后的结石滤过液取
$F\

加入培养瓶内#置于
'-

g

*

45TM

1

和
(45M

1

条件下培养
)

!

/

周#

'%!

换液
$

次#整

个操作中严格遵循无菌技术)以等量经
%&11

)

F

的滤纸过滤

的
dO

*含
$%5

$体积分数%热灭活
-

.eQO

的
$)0%

培养基在相

同条件下培养作为阴性对照)待有白色沉淀出现时筛选出无

污染的标本#用巴氏管吹打均匀后吸入离心管)离心机离心#

转速
$1%%%9

"

F#,

#离心
1%F#,

#弃上清液#再加入注射无菌用

水
1F\

吹打混匀)重复上诉步骤共计清洗
Td[+'

次)倒置

相差显微镜下形态学鉴定和
b",P"++;

染色鉴定)紫外分光

光度仪测定
Td[+

最大吸收波长#以此测定
Td[+

的相对生长

浓度)

?&@&@

!

标本采集
!

分别于注射
Td[O

后
0

周$

8

$

%及实验结束

前
$!

$

8

1

%用代谢笼收集大鼠
10=

尿液)实验结束前麻醉大

鼠#抽取下腔静脉血后处死切取肾脏纵向剖开#

$%5

$体积分

数%中性甲醛溶液固定)

?&@&A

!

观察指标
!

固定后的肾脏组织做石蜡切片#

b",P"++;

染色后在普通光学显微镜下观察钙盐结晶在肾组织中的分布

情况(苏木素
.

伊红$

2R

%染色后在普通光学显微镜下观察肾脏

组织的病理改变#偏光显微镜下观察钙盐结晶在肾组织中的分

布情况并按文献&

$

'结晶分级判定标准作统计)全自动生化仪

测定血清肌酐*

T;

1X及尿肌酐*尿
T;

1X水平)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO$'&%

统计软件分析#计量资料

数据用
Oh:

表示#不同时间段的计量资料的组间分析运用重

复测量的方差分析#相同时间段的组间比较用
M,:.E;

J

7dM.

b7

方差分析#两组之间的比较采用
Oda.

*

检验#结晶形成情

况组间比较用秩和检验
a9C+P;?.K;??#+

检验#检验水准
#

^

%&%4

#以
G

$

%&%4

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

Td[+

的培养及鉴定结果
!

培养
)

周时#

7

*

Q

*

T

组培养

液开始出现浑浊#

/

周肉眼可见白色絮状沉淀#倒置相差显微

镜下观察
Td[+

聚集成团#部分贴壁生长#漂浮生长的
Td[

团

块做不规则布朗运动)

b",P"++;

染色可见
Td[+

团块呈棕褐

色或黑褐色#见图
$

)

@&@

!

8

$

与
8

1

各组大鼠尿
T;

1X

*尿肌酐水平比较
!

8

1

各组

大鼠尿
T;

1X

*尿肌酐水平明显高于
8

$

#差异有统计学意义

$

G

$

%&%$

%#各组在
8

$

和
8

1

时间点上的尿
T;

1X

*尿肌酐水平

变化无统计学意义$

G

%

%&%4

%#见表
$

)

@&A

!

实验结束前各组大鼠血肌酐*血
T;

1X

*尿
T;

1X

*尿肌酐

水平比较
!

与
3

组血肌酐水平相比#

7

*

Q

*

T

组均增高$

G

$

%&%4

%#

7

*

Q

*

T'

组间血肌酐水平差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%(与
3

组尿
T;

1X水平相比#

7

*

Q

*

T

组均增高$

G

$

%&%4

%#

与
7

组尿
T;

1X相比#

Q

*

T

组明显降低$

G

$

%&%4

%#

Q

组与
T

组

间尿
T;

1X 水平差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%(各组之间血

T;

1X水平*尿肌酐水平差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%#见表
1

)

@&B

!

各组大鼠肾脏标本钙盐结晶情况的比较
!

b",P"++;

染

色
X

核固红复染后在普通光学显微镜下观察#

7

*

Q

*

T

组大鼠

肾组织内可见散在分布不规则的棕褐色或黑褐色钙盐结晶沉

积#主要分布在远曲小管和近曲小管#晶体多呈零星散在分布#

有的互相连接成片或成堆$图
1

%)

2R

染色后在偏光显微镜下

观察#

7

*

Q

*

T

组大鼠肾脏切片在暗视野下可见高亮结晶#晶体

形态不规则#或散在分布#或集合成堆)

7

*

Q

*

T

组的成石率与

3

组相比均升高#差异有统计学意义$

G

$

%&%4

%(

7

组的成石

率与
Q

*

T

两组相比显著升高#差异有统计学意义$

G

$

%&%4

%(

而
Q

组和
T

组的成石率比较差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%)

见表
'

)

图
$

!

Td[+b",P"++;

染色阳性结果%

]0%%

&

表
$

!!

8

$

与
8

1

各组大鼠尿
T;

1X

'尿肌酐水平比较%

Oh:

&

组别
%

尿
T;

1X

$

FF"?

"

\

%

8

$

8

1

尿肌酐$

)

F"?

"

\

%

8

$

8

1

7 $% %&11h%&$4 %&'/h%&$1

;

$/%'&1/h$-$%&'' 0(%(&0%h$-/0&)'

Q $% %&$0h%&0/ %&1/h%&%)

;

$41%&$/h(4'&/% /'14&)1h)1%)&4)

T $% %&$(h%&%/ %&1(h%&%/

;

$$-4&1)h(%0&1' '/00&-1h11--&44

3 $% %&$(h%&$- %&1$h%&%4

;

141-&1/h$10/&'$ 4$)0&$1h'($'&$'

!!

;

!

G

$

%&%$

#与
8

$

比较)

表
1

!!

8

1

各组大鼠血肌酐'血
T;
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&
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%
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"

\
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1X

$
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\
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表
'

!!

各组大鼠肾脏钙盐结晶沉积情况的比较%

%

&

组别
%

钙盐结晶沉积情况

XXX XX X V

成石率

$

5

%

7 $% % 1 0 0

)%

;

Q $% % $ 1 -

'%

;G

T $% % $ $ /

1%

;G

3 $% % % % $% %

!!

;

!

G

$

%&%4

#与
3

组比较(

G

!

G

$

%&%4

#与
7

组比较)

@&F

!

各组大鼠肾脏标本病理变化的比较
!

肾脏组织
2R

染色

后在普通光学显微镜下观察!

7

组大鼠肾脏中可见大量肾小管

上皮细胞变性#主要为空泡样变性#肾小管上皮细胞高度水肿#

并且肾间质可见炎性细胞浸润#主要为淋巴细胞浸润(

Q

*

T

组

较
7

组相比#发生变性改变的肾小管上皮细胞减少#且主要为

颗粒样变性#偶可见间质淋巴细胞浸润(

Q

组和
T

组肾脏的病

理改变比较差异不明显(

3

组肾小管上皮细胞排列整齐#结构

清晰#偶可见颗粒样变性的肾小管上皮细胞#肾小球形状规则#

无病理学改变)各组肾脏组织均未见肾小管上皮明显坏死*脱

落#见图
'

)

!!

7

!

7

组(

Q

!

Q

组(

T

!

T

组(

3

!

3

组)黑色箭头所示为
b",P"++;

染色阳性的钙盐结晶)

图
1

!!

各组肾脏组织
b",P"++;

染色
X

核固红复染结果%

]1%%

&

!!

7

!

7

组中黑色箭头所指为肾小管上皮细胞空泡样变性#红色箭头所指为肾间质炎性细胞浸润(

Q

!

Q

组中黑色箭头所指为肾小管上皮细胞颗粒

样变性(

T

!

T

组中黑色箭头所指为肾小管上皮细胞颗粒样变性#红色箭头所指为肾间质炎性细胞浸润(

3

!

3

组无病理学改变)

图
'

!!

各组肾脏组织
2R

染色后的病理改变%

]1%%

&

A

!

讨
!!

论

$((/

年芬兰科学家
a;

*

;,!:9

首次描述了一种未知的细胞

培养污染物#并命名为纳米细菌$

,;,"G;<>:9#;

#

dQ

%#但它与一

般细菌的特征不一样#至今尚未测出其完整的基因序列#故后

来又被命名为
Td[+

&

$

'

)虽然还不能确定
Td[+

到底是一种纳

米级的能自我复制的生命体还是一种矿化蛋白质复合体#但

Td[+

因其独特的生化矿化活性#近年来已成为病理性钙化相

关疾病的研究焦点#在动脉粥样硬化&

1

'

*牙结石&

'

'

*前列腺炎&

0

'

等疾病中都发现有
Td[+

的参与)粟宏伟等&

4

'在绝大多数肾

结石患者的血清中成功培养出
Td[+

#阳性率明显高于正常

组#这说明
Td[+

与肾结石形成可能存在密切的关系)

Z;9<#;

等&

)

'通过将培养出来的
Td[+

直接经皮肾内注射#

初步建立了
Td[+

致大鼠肾结石动物模型#但因经皮肾穿刺小

鼠肾脏技术较困难且成功率低#故该方法未能被业界接受)本

实验将由结石标本分离培养出的
Td[+

通过鼠尾静脉注射进

大鼠体内#

/

周后处死大鼠#肾脏组织
2R

染色后偏光显微镜

下可见不规则高亮晶体#肾脏组织
b",P"++;

染色后光镜下可

见棕褐色或黑褐色不规则晶体#主要分布在近曲小管和远曲小

管#

3

组则无晶体#成功建立了
Td[+

致大鼠肾结石的动物模

型)实验中发现!

8

1

各组大鼠血
T;

1X水平无明显差异#但
8

1

7

组大鼠尿
T;

1X水平明显高于
3

组#提示
Td[+

可能提高尿

T;

1X水平#这可能是
Td[+

导致肾结石形成的原因之一)

目前
Td[+

致肾结石的具体机制还不清楚#有研究提示肾

小管上皮细胞损伤机制可能在肾结石的形成过程中起重要作

用)

cC

等&

-

'已证实
Td[+

能对共同培养的
2a.1

细胞造成损

伤#损伤程度随时间延长而加重)

Td[+

损伤细胞后#细胞的

晶体黏附性也明显增强)本研究结果显示!

7

组肾脏组织镜下

可见大量肾小管上皮细胞变性(肾间质可见炎性细胞浸润灶(

近曲小管和远曲小管内可见钙盐晶体沉积)且
8

1

7

组大鼠血

肌酐水平高于
3

组#这些证实了
Td[+

能损伤肾小管上皮细

胞#促进肾小管内钙盐晶体的黏附*沉积#这可能是肾结石形成

过程中的关键环节)

肾石通具有清热利湿*排石的功效#能减轻局部组织水肿#

其治疗泌尿系结石的疗效确切可靠&

/

'

)本实验研究结果中#肾

石通降低了大鼠尿钙浓度及成石率#且肾小管上皮细胞变性和

肾间质淋巴细胞浸润程度相比于
7

组都有所减轻)提示肾石

通的抗结石活性成分可能对
Td[+

致肾小管上皮细胞损伤过

程有抵抗作用#并且有可能通过降低尿钙水平而削弱
Td[+

的

自我矿化作用#影响晶体对肾小管上皮细胞的黏附作用)

RG

J

&

(

'发现三价镓盐具有强大的抗炎*抗癌和抗高钙血钙症

特点)他在临床中观察到
$

例发生肾绞痛的尿路结石患者#在

应用硝酸镓后于第
1

*

'

日就有溶解的结石陆续排出)由此提

出了硝酸镓可能能治疗肾结石#但具体机制还有待进一步研究

验证)本研究结果中的
T

组肾脏组织中钙盐结晶沉积较
7

组

明显减少#血肌酐和尿
T;

1X水平明显降低#提示硝酸镓可能通

过抗
Td[+

机制#有保护肾功能*抑制钙盐结$下转第
'$)
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综上#本研究认为伊马替尼能通过对
[3Ze6

的活化抑

制#有效地减轻尿毒症心肌病引起的心脏损害)对该类药物的

研究将成为尿毒症心肌病的治疗的新思路)
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晶沉积和肾结石形成的作用)

本研究成功建立了
Td[+

致大鼠肾结石动物模型#与目前

普遍使用的大鼠肾结石模型改良造模方法相比&

$%

'

#

Td[+

致肾

结石动物模型的特点是造模时间偏长)肾小管晶体数量偏少(

尿
T;

1X

*血肌酐水平都相对偏低#这虽然增加了造模的时间和

成本#但这可能更接近人体肾结石形成的病理生理过程)因

此#

Td[+

致大鼠肾结石动物模型的建立#可为进一步研究肾

结石形成机制及肾结石的防治提供新的思路)
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