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  [ 摘要]  目的: 通过双环醇干预单侧输尿管梗阻 ( uniliteral ureteral obstruction, UUO) 模型大鼠, 动态观察核转录因子-κB

( nuclear factor-κB, NF-κB) 、纤溶酶原激活物抑制剂-1( plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) 和 PAI-1 mRNA在梗阻侧肾组织

间质中的表达,探讨双环醇延缓肾间质纤维化的可能机制。方法:采用 UUO致肾间质纤维化大鼠模型, 将 81只大鼠随机分假

手术组、模型组、治疗组。治疗组于术后第 1天开始给予双环醇 200 mg·kg - 1灌胃;假手术组和模型组给予等量生理盐水灌胃。

在术后 7,14,21 d每组各取 9只大鼠处死, 取梗阻侧肾组织行 HE及Masson染色,观察肾脏病理学变化。用免疫组化方法检测

肾组织 NF-κB, PAI-1蛋白的表达。RT-PCR法检测各组肾组织 PAI-1 mRNA的表达水平。结果: 模型组 7, 14, 21 d肾间质纤维

化的相对面积分别为 ( 13. 03 ±0. 66) % , ( 25. 76 ±1. 47) % , ( 53. 16 ±2. 45) % , 治疗组分别为 ( 9. 63 ±0. 58) % , ( 16. 84 ±

0. 83) % , ( 33. 59 ±1. 61) % ,治疗组较模型组肾间质纤维化的相对面积明显降低( P < 0. 05) 。7, 14, 21 d模型组肾组织 NF-κB

的表达分别为( 11. 73±0. 42) % , ( 22. 56±0. 69) % , ( 36. 27 ±1. 14) % , 而治疗组分别为 ( 5. 67 ±0. 42) % , ( 10. 79 ±0. 37) % ,

( 26. 62±0. 23) % ;模型组肾组织 PAI-1蛋白的表达分别为( 7. 29±0. 23) % , ( 12. 32±0. 20) % , ( 18. 36±0. 19) % , 治疗组分别

为( 4. 26±0. 14) % , ( 7. 69±0. 13) % , ( 13. 35 ±0. 21) % ;肾组织 PAI-1 mRNA 在模型组的表达分别为( 1. 17 ±0. 10) , ( 2. 29 ±

0. 07) , ( 3. 33±0. 10) ,而治疗组的表达分别为( 0. 32±0. 03) , ( 1. 18±0. 05) , ( 2. 06 ±0. 40) ,治疗组肾组织 NF-κB, PAI-1 蛋白

和 mRNA的表达均较模型组减少( P均 < 0. 05) 。结论: 双环醇能够减轻 UUO所致的肾间质损伤及纤维化的程度。其作用机

制可能是通过下调 NF-κB, PAI-1的表达,从而抑制肾间质纤维化。
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[ Abstract]  Objective: To observe the expression of nuclear factor-κB ( NF-κB) and plasminogen activator

inhibitor-1( PAI-1) of the renal interstitial in rat unilateral ureteral obstruction ( UUO) model and the renoprotective

effect of bicyclol, and then to explore the mechanisms. Method: Renal interstitial fibrosis rat model was produced

by unilateral ureteral obstruction, eighty-one rats were randomly assigned to shame operation group, UUO model

group and bicyclol-treated group. After operations rats in bicyclol-treated group were intregastric administration( ia)

at bicyclol 200 mg·kg - 1 once a day until rats were killed. Rats in sham-operated group and UUO model group were

intragastric administrated at identical voluminal normal saline. In each group, nine rats were chosen randomly to be

killed at the 7, 14 and 21 d after operation for histological examination of kidney tissue. Renal tissues were examined
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by HE and Masson stain. The expression of NF-κB and PAI-1 were detected by immunohistochemical staining, and

the expression of PAI-1-mRNA in renal tissue was determined by reverse transcription-polymerase chain reaction

( RT-PCR) . Result: The relative area of renal interstitial fibrosis of UUO model group at 7, 14 and 21 d was

( 13. 03 ±0. 66) % , ( 25. 76 ±1. 47) % , and ( 53. 16 ±2. 45) % respectively. And that of bicyclol-treated group was

( 9. 63 ±0. 58) % , ( 16. 84 ±0. 83) % and( 33. 59 ±1. 61) % respectively. Compared with UUO model group,

fibrotic area of bicyclol-treated group was decreased markedly( P < 0. 05, respectively) . The protein expression of

NF-κB of UUO model group at 7, 14 and 21 d was ( 11. 73 ±0. 42) % , ( 22. 56 ±0. 69) % and( 36. 27 ±1. 14) %

respectively, but that of bicyclol-treated group was ( 5. 67 ±0. 42) % , ( 10. 79 ±0. 37) % and( 26. 62 ±0. 23) %

respectively. The protein expression of PAI-1 of UUO model group at 7, 14 and 21 d was ( 7. 29 ±0. 23) % ,

( 12. 32 ±0. 20) % and ( 18. 36 ±0. 19) % respectively, but that of bicyclol-treated group was ( 4. 26 ±0. 14) % ,

( 7. 69 ±0. 13) % and ( 13. 35 ±0. 21) % respectively. The expression of PAI-1 mRNA of UUO model group at 7,

14 and 21 d was ( 1. 17 ±0. 10) , ( 2. 29 ±0. 07) and ( 3. 33 ±0. 10) respectively, but that of bicyclol-treated group

was ( 0. 32 ±0. 03) , ( 1. 18 ±0. 05) and ( 2. 06 ±0. 40) respectively. Compared with UUO model group, the

expression of NF-κB, PAI-1 protein and PAI-1 mRNA of bicyclol-treated group was decreased markedly( P < 0. 05,

respectively) . Conclusion: Bicyclol can alleviate the degree of renal interstitial fibrosis and protect renal function,

down-regulates the expression of PAI-1 and NF-κB, thus blocking the renal fibrosis.

[ Key words]  renal interstitial fibrosis; bicyclol; NF-κB; PAI-1

  肾间质纤维化是反映肾功能下降严重程度和判

断预后最重要的指标
[ 1-2 ]
。研究发现,双环醇对肝纤

维化具有明显的抑制作用
[ 3 -5 ]
。肾脏纤维化的机制

同肝纤维化的机制基本相同,本研究应用双环醇动

态观察 UUO 术后肾组织 NF-κB, PAI-1 及 PAI-1

mRNA的表达水平,探讨双环醇对 UUO大鼠小管间

质纤维化的影响及其可能作用机制。

1 材料

双环醇购自北京协和药厂, 批号 H20040467。

兔抗大鼠 NF-κB多克隆抗体、兔抗大鼠 PAI-1 多克

隆抗体以及 SABC免疫组化染色试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司。M-MLV 逆转录酶, dNTP,

Rnasin,随机引物购自上海生物工程公司; TabDNA

聚合酶由美国 Promega公司提供;大鼠 PAI-1 mRNA

引物由上海生物工程公司合成。PAI-1 引物序列:上

游: 5′-CAT CAA CGA CTG GGT GGA GAG-3′,下游:

5′-ACT TAG GCA GGA TGA GGA GGC-3′,产物长度

428 bp; β-actin 引物序列: 上游: 5′-CTT TTG TGC

CTT GAT AGT TC-3′, 下游: 5′-GAG TCC TTC TGA

CCC ATA C-3′,产物长度 265 bp。81 只健康 13 周

龄雄性 SD大鼠,体重 200 ～250 g,由新乡医学院实

验动物中心提供,合格证号( SCXK2009-D005) 。

2 方法

2.1 动物的分组及 UUO模型的建立 将实验大鼠

随机均分为假手术组、模型组和治疗组,每组 27 只。

模型组及治疗组行左侧输尿管结扎并剪断,假手术组

只游离输尿管而不结扎。治疗组于术后即开始给予

200 mg·kg - 1
·d - 1
双环醇灌胃,假手术组和模型组给予

等量生理盐水灌胃。分别于术后 7, 14, 21 d每组随机

处死 9 只大鼠,留取肾脏标本,一半置于 10%福尔马

林溶液中固定制作石蜡切片 3 μm 厚, 用于 HE,

Masson和免疫组化染色;一半装入 DEPC水处理过的

冻存管中,保存于 - 80 ℃冰箱,用于提取总 RNA。

2.2 肾脏组织病理  HE, Masson 染色后在 IDA-

2000 高清晰度数码图像分析系统下计算肾小管间

质纤维化相对面积。具体为每张切片随机选取 10

个不重叠视野,测定小管间质纤维化面积与同视野

小管间质总面积的百分比,取其平均值作为每张切

片的肾间质纤维化相对面积。

2.3 免疫组化染色 用免疫组化 SABC法检测肾

组织中的 NF-κB和 PAI-1,操作步骤按 SABC试剂盒

说明书进行。光镜下组织切片呈棕黄色颗粒性沉积

区域为阳性染色部位。高倍镜 ( ×400) 下在每张不

包含肾小球和血管的肾小管间质区域随机选取 10

个不重叠的视野,应用 IDA-2000 高清晰度数码图像

分析系统进行图像采集, 经灰度变换将阳性染色区

域面积与该视野总面积百分比,计算平均值作为该

样本的百分比值
[ 6 ]
。
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2.4 RT-PCR 检测  PAI-1 mRNA 的表达按 Trizol

试剂盒说明书抽提大鼠肾组织总 RNA,逆转录扩增

cDNA。根据 Genebank提供的上下游引物,以 cDNA

为模板, PCR扩增 PAI-1 mRNA, PCR 的反应条件如

下: 94 ℃, 2 min; ( 94 ℃, 30 s; 56. 6 ℃, 30 s; 72 ℃,

50 s) ×30 cycles; 72 ℃, 10 min。反应产物行琼脂糖

凝胶电泳,并在紫外光下采集图像进行分析。分析

时第 1 条条带标准设为 1, PAI-1 与 β-actin扩增条

带的吸光面积积分比值作为各指标 mRNA 相对表

达水平。

2.5 统计学分析  采用 SPSS 16. 0 软件,数据资料

用 珋x±s表示, 组间差异采用单因素方差分析, 组间

两两比较用 LSD检验法。P <0. 05 有统计学意义。

3 结果

3.1 肾脏病理改变

3.1.1 肾脏大体标本观察  假手术组大鼠左肾各

观察时间点无明显变化。UUO术后模型组和治疗

组梗阻侧左肾肿大, 颜色变浅,有囊性感,结扎处以

上的输尿管粗大。剖面: 左肾呈缺血状, 以皮质为

重。肾盂、肾盏明显扩张,其中充满混浊的黄褐色尿

液。肾乳头变平乃至消失,肾实质变薄,皮髓质界限

模糊,梗阻时间越长,上述变化越明显。

3.1.2 肾脏组织学改变  HE 及 Masson染色显示

模型组术后 7 d肾间质可见炎性细胞浸润, 肾小管

上皮细胞胞浆疏松、肿胀和空泡变性,部分肾小管扩

张,间质水肿、增宽,细胞及细胞外基质成分增多,皮

质区和皮髓交界区出现纤维化;术后 14 d可见肾间

质炎性细胞浸润明显,肾小管明显扩张,部分小管上

皮细胞脱落、萎缩,间质增宽明显,皮质区和皮髓交

界区纤维化明显;术后 21 d 可见炎症细胞弥漫浸

润,肾小管结构遭到严重破坏,肾小管扩张变形及广

泛萎缩,小管间质明显增宽,可见大量增生的纤维组

织。假手术组大鼠肾组织未见上述改变。治疗组各

时间点与模型组相比,肾间质炎性细胞浸润减轻,肾

小管扩张、萎缩明显改善, 肾间质纤维化面积减少,

( P < 0. 05) ,但仍高于假手术组( P < 0. 001) 。肾间

质纤维化相对面积见表 1。
表 1 3组大鼠肾间质纤维化相对面积 ( 珋x±s, n = 9 ) %

组别
剂量

/mg·kg - 1

纤维化相对面积

7 d 14 d 21 d

假手术 - 1. 81±0.12 1. 80±0.16 1. 99±0. 22

模型 - 13. 03±0.661) 25. 76±1.471, 3) 53. 16±2. 451, 3)

双环醇 200 9. 63±0.581, 2) 16. 84±0.831, 2, 3) 33. 59±1. 611, 2, 3)

  注:与同期假手术组比较1) P < 0. 001; 与同期模型组比较2) P <0.05;与同

组前一时间点比较3) P<0. 001(表 2～3同)。

3.2 肾间质 NF-κB和 PAI-1 的蛋白表达  假手术

组大鼠各时间点 NF-κB微量表达于肾间质和肾小

管上皮细胞; PAI-1 极微量表达于肾小管上皮细胞胞

浆内。模型组 NF-κB 表达主要位于肾小管上皮细

胞胞浆及肾间质; PAI-1 在大鼠肾小管上皮细胞及

间质细胞胞浆大量表达, 二者表达量均随梗阻时间

延长而呈明显升高趋势。治疗组与模型组相比,二

者表达部位基本一致,但区域缩小、强度减弱。平行

比较,模型组和治疗组各时间点 NF-κB, PAI-1 表达

量均较假手术组明显增加 ( P < 0. 01) , 但治疗组与

模型组相比,二者表达显著下降,差异有统计学意义

( P < 0. 05) 。见表 2。

表 2 3组大鼠不同时间点 NF-κB 及 PAI-1相对表达面积 ( 珋x±s, n = 9) %

组别
剂量

/mg·kg - 1

NF-κB PAI-1

7 d 14 d 21 d 7 d 14 d 21 d

假手术 - 0. 81 ±0. 13 1. 23 ±0. 12 1. 01 ±0. 13 0. 43 ±0. 05 0. 47 ±0. 04 0. 53 ±0. 03

模型 - 11. 73 ±0. 42 1) 22. 56 ±0. 691, 3) 36. 27 ±1. 141, 3) 7. 29 ±0. 231) 12. 32 ±0. 201, 3) 18. 36 ±0. 191, 3)

双环醇 200 5. 67 ±0. 42 1, 2) 10. 79 ±0. 371, 2, 3) 26. 62 ±0. 231, 2, 3 ) 4. 26 ±0. 141, 2) 7. 69 ±0. 131, 2, 3) 13. 35 ±0. 211, 2, 3)

3.3 RT-PCR 结果  假手术组大鼠肾脏有少量

PA -1 mRNA 表达。模型组及治疗组大鼠 PAI-1

mRNA的表达均较假手术组明显增高;且随着梗阻

时间的延长, PAI-1 mRNA 的表达持续增强,而治疗

组各时间点 PAI-1 mRNA 的表达低于模型组, 差异

有统计学意义 P < 0. 01,见表 3。

表 3 3组大鼠不同时间点 PAI-1 mRNA 的表达 ( 珋x±s, n = 9 )

组别
PAI-1 mRNA

7 d 14 d 21 d

假手术 0. 08 ±0. 01 0. 11 ±0. 01 0. 16 ±0. 02

模型  1. 17 ±0. 101) 2. 29 ±0. 071, 3 ) 3. 33 ±0. 101, 3)

双环醇 0. 32 ±0. 031, 2) 1. 18 ±0. 051, 2 , 3) 2. 06 ±0. 401, 2, 3)
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4 讨论

肾间质纤维化( renal interstitial fibrosis, RIF) 是

各种不同病因的慢性肾脏疾病发展到终末期肾功能

衰竭的共同途径和最终结果
[ 7] ,以肾间质成纤维细

胞增生及细胞外基质 ( extracellularmatrix, ECM) 的

过度积聚为病理特征
[ 8]
。NF-κB是一种具有多向性

调节作用的核转录因子,促进多种细胞因子的基因

转录,这些细胞因子包括白介素-2、细胞间黏附分

子、单核细胞趋化蛋白-1、肿瘤坏死因子-α等。研究

已证实在肾间质纤维化发生中 NF-κB的活化与这

些因子的 mRNA 表达呈显著正相关 [ 9]
。另有研究

发现, NF-κB可影响成纤维细胞的生物学特性,使

成纤维细胞分化为肌纤维母细胞并表达 α-SMA,产

生大量Ⅰ型和Ⅲ型胶原, 引起肾间质 ECM 的沉

积
[ 10]
。PAI是 PA的生理性特异抑制物,现已发现 4

种不同类型的 PAI( PAI-1, PAI-2, PAI-3, PAI-4) ,均

有抑制 PA的作用,其中 PAI-1 是 PAI 的主要形式,

也是 PA最重要的抑制剂, PAI-1 能抑制纤维蛋白水

解和 ECM降解, 导致或促进组织器官纤维化和硬

化。研究认为 PAI-1 基因敲除的 UUO小鼠与野生

型小鼠相比,胶原Ⅰ,Ⅲ及 TGF-β1 的 mRNA表达在

梗阻后显著下降,实验提示 PAI-1 具有化学趋化作

用,可以趋化巨噬细胞和肌成纤维细胞达到致纤维

化作用
[ 11]
。

双环醇是一种抗肝炎新药。研究发现, 双环醇

不仅能抑制病毒的复制,降低多种肝损伤后转氨酶

升高的水平,而且对不同类型的肝纤维化动物模型

及临床患者的肝纤维化具有明显的抑制作用
[ 3-5] ,有

研究表明双环醇能使慢性乙型肝炎患者血清炎症介

质 TNF-a显著降低, 提示双环醇可能具有抑制肝纤

维化的作用
[ 1 2]
。另有研究表明,双环醇用于治疗慢

性乙型肝炎所致的早期肝硬化,不仅能有效改善症

状,而且具有较好的抗肝纤维化作用,随着治疗时间

的延长,疗效更加显著 [ 13 ]
。有研究指出, 双环醇抗

肝纤维化的作用机制主要通过:①抗脂质过氧化导

致的线粒体谷胱甘肽含量降低和线粒体膜功能的改

变;②通过抑制炎症的发生和炎症因子的作用,遏制

肝纤维化的发展;③通过抑制核转录因子κB结合活

性上调
[ 14]
。

实验中我们观察到, UUO模型大鼠梗阻侧肾与

健侧肾相比逐渐肿大,颜色变浅, 有囊性感,结扎处

以上的输尿管逐渐变粗。剖面梗阻肾呈缺血状,以

皮质为重,肾盂、肾盏明显扩张,其中充满黄褐色尿

液,并且随着梗阻时间的延长,上述变化越明显。晚

期肾乳头变平甚至消失,肾实质变薄,皮髓质界限模

糊。HE及 Masson染色结果同样也证实了该大鼠模

型早期主要表现为肾间质炎细胞浸润, 肾间质增宽

及间质细胞及细胞外基质成分增多, 晚期则表现为

广泛的肾间质纤维化。这些变化均符合 UUO模型

的特点,表明动物模型的构建是成功的。

本实验利用 UUO大鼠模型,研究双环醇对大鼠

RIF的可能作用。结果显示,在术后 7, 14, 21 d治疗

组各时间点与模型组相比,肾间质炎性细胞浸润减

轻,肾小管扩张、萎缩明显改善,肾间质纤维化面积

减少,免疫组化显示治疗组大鼠肾脏 NF-κB, PAI-1

表达量均较同一时间点模型组显著降低。RT-RNA

结果也显示治疗组肾脏 PAI-1 mRNA的表达量较同

一时间点模型组明显减少,有统计学意义。说明双

环醇可能通过抑制 NF-κB, PAI-1 在肾组织的表达,

使 ECM降解增多, ECM积聚减少, 而发挥其减轻

RIF的作用。

综上所述, NF-κΒ和 PAI-1 过度表达可能是导

致肾间质纤维化的机制之一,而双环醇可以通过抑

制 UUO大鼠肾组织中 NF-κB, PAI-1 的表达,延缓间

质纤维化的进程,对肾脏发挥保护作用。
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盐酸巴马汀在 Caco-2 细胞中的吸收机制
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  [ 摘要]  目的:研究盐酸巴马汀在 Caco-2细胞模型中的吸收机制。方法: 用 Caco-2细胞单层模型研究盐酸巴马汀的双向

转运, 并考察时间、药物浓度、抑制剂、pH及温度对盐酸巴马汀吸收的影响。用高效液相色谱法检测药物浓度, 计算其表观渗

透系数。结果:盐酸巴马汀在 Caco-2细胞模型中,从单层细胞层顶端到基底端的转运大于基底端到顶端的转运, 随时间和浓度

的增加, 药物吸收呈饱和趋势,且 P-糖蛋白( P-glycoprotein, P-gp) 抑制剂维拉帕米、pH和温度对它的转运有影响。结论: 盐酸

巴马汀在 Caco-2细胞模型中的吸收主要是由载体介导的主动转运,且该主动转运的载体位于 Caco-2细胞单层的顶端。

[ 关键词]  盐酸巴马汀; Caco-2 细胞模型; 主动转运

[ 中图分类号]  R285. 5  [文献标识码]  A  [ 文章编号]  1005-9903( 2011) 03-0209-05

Absorption Mechanism of Palmatine Chloride Across
Caco-2 Cell Monolayer Mode
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[ Abstract]  Objective: To investigate the absorption mechanism of palmatine chloride by using Caco-2

monolayer model. Method: A Caco-2 cell monolayer model was used to investigate the bi-directional transport of

palmatine chloride. The effect of time, drug concentration, temperature, pH and inhibitors on the absorption of
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