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观察线粒体靶向治疗对轻度肾积水灌注损伤的保护作用%方法
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分别建立轻度积水肾模型!再随机分为
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个亚组"
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超检查造模成
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随着腔镜泌尿外科的发展#输尿管镜及经皮肾镜

碎石术是目前公认的处理上尿路结石的理想方法'

!>"

(

#

但经皮肾镜碎石术由于其通道的局限性#并且碎石过程

中可能出现肾脏黏膜损伤出血)碎石后视野浑浊等#需
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要持续的肾盂高压灌注才能保证视野的清晰#当灌注

压大于肾盂压时可引起肾脏不同程度的损伤+因此#

研究肾积水灌注损伤的具体分子机制#寻找有效抑制

细胞凋亡的途径#为术中保护肾功能提供一个有效的

治疗手段具有重要的意义+本研究通过应用线粒体

靶向药物环孢素
+

$

,-+

&作用于肾组织#旨在观察其

是否对肾灌注损伤具有保护作用+现将结果报道

如下+

$
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资料与方法

$#$

!

一般资料
!
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级成年新西兰大白兔
"$

只#体

质量$

"#"B%#"
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R
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#购自武汉生物制品研究所#正常

标准饮食+将其造模为左肾轻度积水#造模成功后#

再分为
$

个亚组#每组
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只#分别为
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)
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)
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和
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组分别行
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灌胃+
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仪器与试剂
!

,-+

购自
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公司#免疫组织

化学试剂盒购自上海长岛生物技术有限公司#甘油醛
>

&>

磷酸脱氢酶$

X+?Y/

&)凋亡诱导因子$

+;<

&和细胞

色素
,

$

,

:

4,

&多克隆抗体购自上海优宁维生物科技

公司+

$#'

!

方法

$#'#$

!

手术方法
!

大白兔麻醉后仰卧位固定#造肾

积水模型'

&

(

+经
*

超检查造模成功后#

(!)

组和
(")

组分别行
,-+

灌胃
!

周#

!

次"日+
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周后#
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和
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组行
'%.. /

0

压力灌注%
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和
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组行
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压力灌注'

$

(

+术后
$CM

取肾组织检测#各部

分待测标本分装后编号#放入
ZC%[

冰箱冻存+

$#'#/

!

标本采集及指标检测
!

$
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&肾组织病理学检

查!取兔肾组织用甲醛溶液固定#石蜡包埋#切片#
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染色#光镜下观察肾组织病理学改变+肾小管间质损

害分级按
?@8834

氏评分'

&

(

!每高倍视野随机选择
C

个

肾小管计分#肾小管明显扩张)细胞扁平或肿胀计
!

分#刷状缘损伤或脱落计
!

分或
"

分#管型计
"

分#小

管腔内有脱落的坏死细胞$未形成管形或碎片&计
!

分#共取
!%

个视野+$

"

&蛋白免疫印迹实验$

23-4356

7894

&检测
,

:
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和
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表达!取冰冻肾组织
A%.

0

#提

取蛋白#取相同质量的蛋白质#凝胶电泳#转膜#脱脂#

清洗后分别加入稀释的一抗#稀释浓度分别为

!\!%%%

和
!\A%%

%

$[

下过夜+

!]G*WG

洗涤后加

入羊抗兔二抗$

!\!%%%%

&#孵育#

G*WG

洗涤后#凝胶

成像分析系统扫描分析+以
X+?Y/

作为内参#结果

以目的蛋白与内参灰度比值表示+$

&

&免疫组织化学

法测
,

:

4,

和
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表达!肾组织经石蜡包埋后切片#固

定#脱蜡#阻断内源性过氧化物酶活性#微波修复+蛋

白阻断后#加入一抗#

$[

过夜#漂洗后加二抗#湿盒孵

育#

Y+*

显色+水冲洗后苏木素复染#梯度乙醇脱水#

二甲苯透明#甘油封片+每张切片随机取
!%

个
"%%]

高倍镜视野#用图像分析软件计算评分#观察每个视

野下阳性染色区域的强度和密度+$

$

&线粒体膜电位

的检测!取适量
=,>!

染色液#按照每
A%

!

T

$

"%%]

&加

入
C.T

超纯水的比例稀释+充分溶解并混匀#然后

再加入染色缓冲液$

A]

&#混匀+将配置好的
=,>!

染

色工作液稀释后#加入总蛋白质量为
!%

"

!%%

!

0

待测

线粒体中+将待测液体混匀后置于流式细胞仪分析

下观察分析#用红绿光的相对比例来计算线粒体膜

电位+

$#1

!

统计学处理
!

采用
W?WW!&#A

软件进行数据处

理+计量资料以
LBE

表示#组间比较采用方差分析#

以
!

#

%#%A

为差异有统计学意义+

/
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结
!!

果
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对肾小管组织损伤的保护作用
!

光镜下可

见肾小管不同程度的扩张及炎性细胞浸润+

?@8835

氏

评分显示#在
'%../
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灌注的大白兔中#
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组'$
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$
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%#%A

&+说明
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对肾小管组织结构的损伤具

有保护作用+

/#/
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23-43567894

检测
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和
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表达量
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行

,-+

干预后#
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和
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条带显影较淡#见图
!

+经

灰度值定量分析发现#与
(!

)

("

组比较#

(!)

组和

(")

组的
,

:

4,

和
+;<

表达显著减少#差异均有统计

学意义$

!

#

%#%A

&#见表
!

+

图
!

!!

23-43567894

检测结果

/#'

!

免疫组织化学检测
,-+

对肾脏
,

:

4,

和
+;<

表

达量的影响
!

+;<

和
,

:

4,

在肾小管上皮细胞的细胞

质中呈棕黄色染色#为阳性表达#见图
"

)

&

+与
(!

)

("

组比较#

(!)

组与
(")

组
+;<

和
,

:

4,

表达显著

减少#差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&#见表
"

+

表
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23-43567894

检测各组间
+;<

和
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:

4,

!!!

灰度比值#

LBE

$

组别
( +;< ,
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4,

(!

组
' %#"CB%#%& %#$FB%#%"

(!)

组
' %#!&B%#%"

"

%#&!B%#%&

"

("

组
' %#&AB%#%" %#'CB%#%"

(")

组
' %#!DB%#%"

#

%#&CB%#%"

#
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注!与
(!

组比较#

"

!

#

%#%A

%与
("

组比较#

#

!

#

%#%A

/#1

!

线粒体靶向治疗对肾小管线粒体膜电位的影

响
!

红色与绿色荧光的比值反映出整个线粒体膜电

位高低+与
(!

组$

!#"!B%#%'

&)

("

组$

%#D!B

%#%"

&比较#治疗后
(!)

组$

!#CCB%#%$

&和
(")

组

$

!#C!B%#%&

&肾小管细胞线粒体膜电位明显增加#组

间比较差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&+说明
,-+

可

提高肾小管组织细胞线粒体膜电位+
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注!

(!

)

("

组细胞质呈棕黄色

图
"
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+;<

免疫组织化学表达结果#

]"%%

$%细胞质呈棕黄色为阳性表达
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注!

(!

)

("

组细胞质呈棕黄色

图
&

!!

,

:

4,

免疫组织化学表达结果#

]"%%

$%细胞质呈棕黄色为阳性表达

表
"
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免疫组织化学检测
+;<

和
,

:

4,

表达水平比较#

LBE

$

组别
( +;< ,

:

4,

(!

组
' A#A!B%#"' $#A!B%#!"

(!)

组
' $#%&B%#"!

"

"#'DB%#!&

"

("

组
' '#$!B%#"A A#F"B%#!'

(")

组
' $#&"B%#"F

#

&#!DB%#!F

#

!!

注!与
(!

组相比#

"

!

#

%#%A

%与
("

组比较#

#

!

#

%#%A

'

!

讨
!!

论
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肾脏腔内碎石已成治疗结石的共识#如何减少灌

注压带来的肾脏损伤成为目前研究的热点#在生理状

态下健康人的肾盂内压约为
D#&A.. /

0

#但无论是

经皮肾镜碎石术或输尿管镜碎石术#都会由于通道的

局限性#引起肾盂内压增高#且术中压力远远高于尿

路梗阻时的肾盂内压'

A>D

(

+有研究发现#在经皮肾镜

碎石手术过程中#当肾盂灌注压
$

&%.. /

0

#且持续

时间
%

A%-

#大量的毒素可通过开放的静脉窦进入肾

皮质#导致脓毒症'

C

(

%而微创经皮肾穿刺取石术中患

者肾盂内灌注压常
%

&%.. /

0

#当泵速在
&%%#F%

.T

"

.H6

#平均肾内压可达到
!F!../

0

#远远大于生

理状态下肾盂压#导致肾脏缺血性损伤#并且大大增

加了发生尿源性脓毒症的概率'

F

(

+因此#明确肾积水

灌注损伤的具体分子机制#寻找更加有效的药物干

预#减轻肾功能损伤成为亟待解决的问题+

线粒体是由双层膜围成的囊状结构#它是调控细

胞凋亡的重要细胞器+线粒体膜电位的形成依靠线

粒体内膜上的质子泵将基质中的质子泵入膜间隙#线

粒体膜电位的改变主要受线粒体膜通透性转换孔

$

.?G?

&的调控+线粒体介导的细胞凋亡在肾缺血性

损伤中占着主导的作用#在这一过程中#

.?G?

的开

放与关闭起着主开关的作用#

,-+

作为
.?G?

抑制

剂#已在多项研究中证实可减轻缺血再灌注导致的急

性肾损伤和心肌缺血性损伤'

!%>!!

(

+

当组织缺血缺氧时#各种应激因素可通过激活一

系列的信号传导通路导致
.?G?

的开放#释放
,

:

4,

)

+;<

等凋亡因子#降低线粒体膜电位#改变线粒体的

通透性#进而引起钙离子通道开放#引起跨细胞膜电

位的改变#增大细胞膜通透性#从而导致线粒体水肿

及空泡样改变+本研究显示#线粒体的药物靶向治疗

后#对肾脏损伤进行
?@8835

氏评分发现#

(!

组和
("

组评分低于
(!)

组和
(")

组#差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&%通过检测线粒体膜电位#在肾盂灌注时均出现

低膜电位改变#而在
(!)

组和
(")

组中#线粒体膜电

位明显增加#且与
(!

组和
("

组比较#差异有统计学

意义$

!

#

%#%A

&#可能原因为
,-+

能阻碍
.?G?

的开

放#减少溶质和离子通过该通道进入#从而维护线粒

体膜电位的稳定#维护线粒体形态稳定性和功能完整

性#减少细胞凋亡的发生+

,

:

4,

和
+;<

是线粒体内的促凋亡蛋白#一旦释

放#可启动凋亡蛋白酶级联反应#促进细胞凋亡进

程'

!"

(

+本研究结果显示#

(!)

组和
(")

组
,

:

4,

)

+;<

的表达低于
(!

组和
("

组#差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&+说明
,-+

可减少线粒体内
,

:

4,

和
+;<

的释

放#避免凋亡级联反应的发生#从而阻断凋亡通路#对

维护线粒体的完整性和保护作用具有重要作用+

综上所述#线粒体靶向治疗可有效减少肾小管组

织结构的损伤#减少线粒体内凋亡因子的释放#提高

线粒体膜电位#对维持线粒体的结构具有重要作用#

为肾脏灌注损伤保护提供了新的治疗方案+
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