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下调 ｍｉＲ￣１９２ 对单侧输尿管梗阻大鼠肾间质纤维化
的干预作用及机制
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨下调 ｍｉＲ￣１９２ 对单侧输尿管梗阻(ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎬＵＵＯ)大鼠肾损伤后肾间

质纤维化的干预作用及机制ꎮ 方法　 将 ４５ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组、模型组、ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组ꎮ 除假手

术组外ꎬ其他两组大鼠均通过左侧输尿管结扎建立肾间质纤维化大鼠模型ꎮ 术后第 １、７、１４ 天 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大

鼠给予 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 尾静脉注射ꎬ而假手术组和模型组大鼠给予等量生理盐水尾静脉注射ꎮ 第 ２１ 天后处死大鼠ꎬ
实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测梗阻侧肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 的表达变化ꎬ心脏取血测定大鼠血清中尿素氮(ＢＵＮ)和
肌酐(Ｃｒ)含量ꎬＨＥ 染色观察梗阻侧肾组织形态学病理改变ꎬＭａｓｓｏｎ 染色计算梗阻侧肾间质胶原纤维沉积率ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测梗阻侧肾组织上皮间质转化(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)相关标志物钙黏蛋白(Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ)、α 平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、波形蛋白(ｖｉｍｅｎｔｉｎ)及 Ｉ 型胶原蛋白(ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ)的表达变化ꎮ 结果　 与假

手术组比较ꎬ模型组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 表达水平、血清中 ＢＵＮ、Ｃｒ 含量、肾间质损伤评分、肾间质胶原纤维沉积率

均显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ肾组织 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬα￣ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表达均

明显升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与模型组比较ꎬａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 的表达水平、血清中 ＢＵＮ、Ｃｒ 含量、肾间

质损伤评分、肾间质胶原纤维沉积率均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ肾组织 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达明显增高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬα￣
ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化大鼠肾组织中表达升

高ꎬ下调 ｍｉＲ￣１９２ 能够抑制 ＵＵＯ 大鼠肾间质纤维化从而起到保护作用ꎮ
【关键词】 　 大鼠ꎻ输尿管梗阻ꎻ肾间质纤维化ꎻｍｉＲ￣１９２
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣１９２ ｏｎ ｐｏｓｔ￣ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｎａｌ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ (ＵＵＯ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｅｄ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ￣ｆｉｖｅ
ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｒａｔｓ ( ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｅｆｔ ｕｒｅｔｅｒ ｌｉｇａｔｉｏｎ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ



ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｏｎ ｄａｙｓ １ꎬ ７ꎬ ａｎｄ １４ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ. Ａｌｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ
ｏｎ ｄａｙ ２１ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉＲ￣１９２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣ｓｉｄｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ＢＵＮ) ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ( Ｃｒ) ｉｎ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣ｓｉｄｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣ｓｉｄｅ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ( ＥＭＴ)￣ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ( ａ￣ＳＭＡ)ꎬ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉꎬ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ￣ｓｉｄｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｉＲ￣１９２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ
ｓｅｒｕｍ ＢＵＮ ａｎｄ Ｃｒ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅꎬ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｎｏｔａｂｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ (Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎻ ｗｈｉｌｅ α￣ＳＭＡꎬ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｉＲ￣１９２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｓｅｒｕｍ ＢＵＮ ａｎｄ Ｃｒ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｓｃｏｒｅꎬ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ ｗｈｉｌｅ α￣ＳＭＡꎬ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ ａｎｄ
ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ｍｉＲ￣１９２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ
ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣１９２ ｃａｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ＵＵＯ ｒａｔｓꎬ ｔｈｕｓ ｅｘｅｒｔｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔꎻ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎻ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ ｍｉＲ￣１９２

　 　 肾间质纤维化是各种慢性肾脏疾病( ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＫＤ)进展为终末期肾病的共同途

径ꎬ主要表现为细胞外基质成分在间质内过度沉积

和肾间质成纤维细胞增生ꎬ从而引起肾结构破坏、
功能丧失[１－２]ꎮ 肾间质纤维化是决定 ＣＫＤ 发生发

展及预后的重要因素ꎬ早期治疗甚至逆转肾间质纤

维化对阻止 ＣＫＤ 进展具有重要意义ꎮ 微小 ＲＮＡ
(ｍｉｃｒｏＲＮＡｓꎬｍｉＲＮＡｓ)是一类内源性非编码小分子

ＲＮＡꎬ具有高度的保守性ꎬ在细胞增殖、分化、凋亡、
功能调节方面起着重要的作用ꎮ 研究表明 ｍｉＲＮＡｓ
在肾脏细胞组织发育、肾功能及内环境稳定方面起

着极其重要的作用[３]ꎮ 在伴有肾纤维化的 ＣＫＤ 动

物模型或者患者肾组织中存在大量异常表达的

ｍｉＲＮＡｓꎬ可能参与了肾纤维化的发生进展[４]ꎮ ｍｉＲ￣
１９２ 是肾特异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ 之一ꎬ在多种急慢性

肾脏疾病的发生发展过程中异常表达[５－６]ꎮ 研究显

示 ｍｉＲ￣１９２ 与多种慢性疾病造成的器官纤维化密切

相关ꎬ在肝[７]、皮肤瘢痕[８]、心脏[９]、腹膜[１０] 等器官

纤维化组织中表达明显异常ꎬ可能参与了器官纤维

化的进程ꎮ 目前有关 ｍｉＲ￣１９２ 与肾间质纤维化关系

的研究较少ꎬ并且具体作用机制尚不明确ꎮ 本研究

中我们通过建立经典的肾间质纤维化动物模型￣单
侧输尿管梗阻( ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｍｃｔｉｏｎꎬＵＵＯ)
大鼠模型ꎬ探讨 ｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化大鼠肾组

织中的表达变化及其下调 ｍｉＲ￣１９２ 对大鼠肾间质纤

维化的影响和可能的机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ４５ 只ꎬ鼠龄 ６ 周ꎬ体重 １９０
~ ２４０ ｇꎬ购自山东大学动物实验中心[ＳＣＸＫ (鲁)
２０１７－０００９]ꎮ 常规饲养ꎬ适应环境 [ ＳＹＸＫ (鲁)
２０１４－０００８]１ 周ꎮ 本研究整个实验过程中严格按照

实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义 关 怀

[ＩＡＣＵＣ ＮＯ.２０１６－２３]ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

尿素氮(ＢＵＮ)和肌酐(Ｃｒ)测定试剂盒购自瑞

士罗氏公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ
逆转录试剂盒和实时荧光定量 ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 试

剂盒购自大连宝生物工程公司ꎻｍｉＲ￣１９２ 抑制剂

ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 及全部 ＰＣＲ 引物均购自广州锐博生

物公司ꎻ Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒购自福州迈新生物公

司ꎻ一抗兔抗鼠钙黏蛋白(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)、α 平滑肌肌

动蛋白(α￣ＳＭＡ)、波形蛋白(ｖｉｍｅｎｔｉｎ)及 Ｉ 型胶原蛋

白(ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ)、 ＧＡＰＤＨ 抗体均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司ꎻＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗购自武汉博士德生物

公司ꎮ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪购自瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻ电泳仪、凝胶成像系统购自美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司ꎻ７１００ 型日立全自动生化分析仪购自日本

日立公司ꎮ

９４中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及模型建立

ＳＤ 大鼠常规饲养ꎬ适应环境 １ 周后ꎬ所有 ＳＤ 大

鼠按随机分为手术组、模型组、ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组ꎬ每
组 １５ 只ꎮ 模型组和 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组参考文献的方

法[１１－１２]建立肾间质纤维化动物模型￣ＵＵＯ 大鼠模

型ꎬ方法简述如下:大鼠麻醉成功后于左侧肋缘下

脊柱旁开 １􀆰 ５ ｃｍ 处切开腹腔分离暴露左肾ꎬ游离左

侧近肾盂端输尿管ꎬ于靠近肾门处和输尿管上 １ / ３
水平分别以 ４－０ 号丝线结扎输尿管后离断输尿管ꎬ
缝合腹腔ꎮ 假手术组麻醉成功后仅切开腹腔暴露

左肾ꎬ游离左侧近肾盂端输尿管ꎬ但不结扎和离断

输尿管ꎮ 术后第 １、７、１４ 天 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠给

予 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２(３０ ｍｇ / ｋｇ)尾静脉注射ꎬ而假手术

组和模型组大鼠给予等量生理盐水尾静脉注射ꎬ术
后第 ２１ 天麻醉处死所有 ＳＤ 大鼠ꎬ取大鼠左侧肾组

织ꎬ留取一部分肾组织置于 ４％多甲醛溶液中固定ꎬ
用于病理切片染色ꎻ剩余左肾组织经液氮中速冻后

转移至－８０℃冰箱保存ꎬ用于提取 ｍＲＮＡ 及蛋白ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测各组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 的

表达

取冻存肾组织ꎬ ＴＲＩｚｏｌ 法提取肾组织中总

ＲＮＡꎬ紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ 浓度ꎮ 取总

ＲＮＡꎬ按照逆转录试剂盒说明书操作逆转录合成

ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ｍｉＲ￣１９２ 引物参照 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 试剂盒说明书配置 ＰＣＲ 体系后进行 ＰＣＲ 反

应ꎬ 引 物 序 列: ｍｉＲ￣１９２ 上 游 引 物: ５′￣
ＧＧＧＧＣＴＧＡＣＣＴＡＴＧＡＡＴＴＧＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ￣３′ꎮ 内参 Ｕ６ 上游引物:
５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反 应 条 件:
９５℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ９５℃ꎬ１５ ｓꎬ６０℃ꎬ６０ ｓꎬ４５ 个循环后结

束ꎮ 以 Ｕ６ 作为 ｍｉＲ￣１９２ 的内参基因ꎬｍｉＲ￣１９２ 的相

对表达量采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 各组大鼠血清 ＢＵＮ 和 Ｃｒ 水平的检测

麻醉处死大鼠后心脏取血 ２ ｍＬꎬ以 ３０００ ｒ /
ｍｉｎꎬ离心半径 １５ ｃｍ 离心 １５ ｍｉｎ 取上清液ꎬ应用全

自动生化分析仪检测各组大鼠血清 ＢＵＮ 和 Ｃｒ 的

水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 各组大鼠肾组织 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色

取多聚甲醛固定的肾组织ꎬ酒精脱水、二甲苯

透明ꎬ石蜡浸润包埋后ꎬ切片机制作 ４ μｍ 厚石蜡切

片ꎬ４５℃恒温箱烘干ꎬ再将切片经过二甲苯脱蜡、浸

泡等常规处理后进行 ＨＥ 或 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ光镜下观

察肾组织的病理学改变ꎮ ＨＥ 染色:苏木精染色 ５
ｍｉｎꎬ１％盐酸酒精和 １％氨水酒精分色ꎬ蒸馏水冲洗

后ꎬ１％伊红染色 ３ ｍｉｎꎬ酒精脱水、二甲苯透明ꎬ中性

树胶封片ꎮ 参考文献进行肾小管间质损伤评分[１２]ꎬ
评分标准如下:０ 分ꎬ肾小球无病变ꎻ１ 分ꎬ肾小球病

变范围<２５％ꎻ２ 分ꎬ肾小球病变范围 ２５％ ~ ５０％ꎻ３
分ꎬ肾小球病变范围 ５１％~７５％ꎻ４ 分ꎬ肾小球病变范

围>７５％ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色:Ｍａｓｓｏｎ 染液染色 ５ ｍｉｎꎬ以
醋酸洗液冲洗 ３ 遍ꎬ再以磷钨酸染色 ７ ｍｉｎꎬ醋酸洗

液冲洗 ３ 遍ꎬ甲苯胺蓝染色 ２ ｍｉｎꎬ以醋酸洗液冲洗

３ 遍后ꎬ酒精脱水、二甲苯透明ꎬ中性树胶封片ꎮ 参

考文献的方法[１３]计算肾间质胶原纤维沉积率:每张

切片随机选取 １０ 个肾小管间质不相重叠的视野ꎬ蓝
色为 Ｍａｓｓｏｎ 阳性染色区(纤维化区)ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ ｐｌｕｓ 图像分析软件进行图像面积分析ꎬ肾间质

胶原纤维沉积率 ＝阳性染色区面积 /肾间质总面积

× １００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测各组大鼠肾组织 Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ、 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表

达　
ＲＩＰＡ 裂解液提取各组大鼠肾组织总蛋白ꎬ二喹

啉甲酸 ( ＢＣＡ) 法测定蛋白浓度ꎮ 蛋白上样进行

ＳＤＳ￣Ｐａｇｅ 电泳ꎬ将蛋白电转移至 ＰＶＤＦ 膜后ꎬ用 ５％
脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈꎮ 加入一抗(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣
ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 及 ＧＡＰＤＨ 抗体)ꎬ摇床 ４℃
孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ再加入 ＨＲＰ 标记的二

抗ꎬ室温下孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬＥＣＬ 显像曝

光ꎮ 采集图像用 Ｑｕａｌｉｔｙ Ｏｎｅ 进行条带灰度值测定ꎬ
以目的条带灰度值与内参条带灰度值的比值表示

蛋白的表达水平ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ计量资料

以平均数±标准差( 􀭰ｘ ±ｓ)表示ꎬ比较采用 ｔ 检验或单

因素方差分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠肾组织中 ｍｉＲ￣１９２ 的表达

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果如图 １ 所示:假手术组、模型组、
ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾组织中 ｍｉＲ￣１９２ 的相对表达

水平分别为(１􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０４)、(７􀆰 ４１ ± ０􀆰 ３９)、(１􀆰 ４５ ±
０􀆰 １７)ꎮ 与假手术组比较ꎬ模型组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣
１９２ 的表达水平明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比

０５ 中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



较ꎬａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 的表达明

显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 各组大鼠肾功能检测

各组大鼠血清 ＢＵＮ 和 Ｃｒ 检测结果如表 １ 所

示:与假手术组比较ꎬ模型组大鼠血清 ＢＵＮ、Ｃｒ 水平

图 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测各组大鼠肾组织 ｍｉＲ￣１９２ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ￣１９２ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２
组大鼠血清 ＢＵＮ 和 Ｃｒ 明显下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 各组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维

沉积率

ＨＥ 染色结果如图 ２ 所示ꎬ假手术组大鼠肾间

质未见明显损伤表现ꎻ模型组大鼠肾可见肾小管管

腔明显闭塞或扩张ꎬ间质增宽ꎬ肾间质大量炎性反

应细胞浸润ꎻａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠病理性改变较模

型组明显减轻ꎮ 各组大鼠肾间质损伤评分如表 ２ 所

示:模型组大鼠肾间质损伤评分明显高于假手术组

(Ｐ <０􀆰 ０５)ꎬ而 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾间质损伤评

分明显低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果如图 ３ 所示ꎬ肾间质胶原纤维

沉积率结果如表 ２ 显示:模型组大鼠肾间质胶原纤

维沉 积 率 明 显 高 于 假 手 术 组 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎬ 而

ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾间质胶原纤维沉积率明显低

于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

表 １　 各组大鼠肾功能比较( 􀭰ｘ ±ｓꎬｎ＝ １５)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

组 别　 　 Ｇｒｏｕｐｓ Ｃｒ(μｍｏｌ / Ｌ) ＢＵＮ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ４４􀆰 ６±１１􀆰 ４ ５􀆰 ４±０􀆰 ９

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６７􀆰 ９±１３􀆰 １＃ ７􀆰 ４±１􀆰 ３＃

Ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组 Ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｇｒｏｕｐ ５３􀆰 ９±１０􀆰 ９＃∗ ６􀆰 ３±０􀆰 ７＃∗

注:与假手术组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ∗Ｐ <０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＣｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ <０􀆰 ０５.

图 ２　 大鼠肾组织的病理学改变(ＨＥ 染色ꎬ× ２００)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ.ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ３　 大鼠肾组织的病理学改变(Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ × ２００)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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表 ２　 各组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维沉积率比较( 􀭰ｘ ±ｓꎬｎ＝ １５)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｒｉｌ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ
组 别
Ｇｒｏｕｐｓ

肾间质损伤评分(分)
Ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅｓ(ｓｃｏｒｅ)

肾间质胶原纤维沉积率(％)
Ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １１±０􀆰 ０９ ６􀆰 ２±０􀆰 ７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 １２±０􀆰 ２６＃ ４５􀆰 ９±５􀆰 ２＃

Ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组
Ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ３６±０􀆰 １９＃∗ ３２􀆰 １±３􀆰 ７＃∗

注:与假手术组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ∗Ｐ <０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ <０􀆰 ０５.

２􀆰 ４ 　 各组大鼠肾组织中 Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 α￣ＳＭＡ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示:模型组大鼠肾组织

中 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎｄ 蛋白表达较假手术组明显降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬα￣ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表达较

假手术组明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ而 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组

大鼠肾组织中 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎｄ 蛋白表达较模型组明显

升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬα￣ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白

的表达较模型组明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ (见图 ４)ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬα￣ＳＭＡꎬ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 讨论

肾间质纤维化是 ＣＫＤ 进展至终末期肾病的最

终结局ꎬ是多种细胞因子和信号通路参与的复杂的

过程ꎬ迄今为止ꎬ其具体发生进展机制尚未完全清

楚ꎬ并且临床上仍缺乏能够有效阻滞或者延缓肾间

质纤维化的有效治疗方法[１４]ꎮ 近年来研究显示

ｍｉＲＮＡｓ 在细胞增殖、分化、凋亡、疾病的发生进展

中发挥着重要的作用ꎬ并且在肾间质纤维化的发生

进展中发挥着一定的作用[１５－１７]ꎮ
ｍｉＲ￣１９２ 是肾特异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ 之一ꎬ近期

其与急慢性肾脏疾病及器官纤维化的关系受到人

们的广泛关注[５－１０]ꎮ ＵＵＯ 动物模型是目前研究肾

纤维化发病机制、肾细胞分化以及评价肾纤维化治

疗方法的理想的动物模型[１８]ꎮ 为了研究 ｍｉＲ￣１９２
与肾间质纤维化的关系ꎮ 本研究中我们通过 ＵＵＯ
建立肾纤维化大鼠模型ꎮ 研究结果显示模型组大

鼠血清 ＢＵＮ、Ｃｒ 水平较假手术组明显升高ꎬ肾组织

ＨＥ 染色结果显示模型组大鼠肾可见肾小管管腔明

显闭塞或扩张ꎬ间质增宽ꎬ肾间质大量炎性反应细

胞浸润ꎬ而假手术组大鼠肾间质未见明显损伤表

现ꎬ模型组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维

沉积率明显高于假手术组ꎬ以上提示本研究中 ＵＵＯ
大鼠模型造模成功ꎮ 进一步我们通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检

测大鼠肾组织中 ｍｉＲ￣１９２ 表达发现ꎬ模型组大鼠肾

组织中 ｍｉＲ￣１９２ 表达水平较假手术组明显升高ꎬ提
示 ｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化中可能发挥着重要的作

用ꎮ 为了进一步验证 ｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化中的

作用ꎬ我们通过尾静脉给予 ＵＵＯ 大鼠注射 ｍｉＲ￣１９２
抑制剂 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ꎬ成功下调了 ＵＵＯ 大鼠肾组织

中 ｍｉＲ￣１９２ 的表达水平ꎬ结果显示 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组

大鼠血清 ＢＵＮ 和 Ｃｒ 水平明显降低ꎬ病理性改变较

模型组明显减轻ꎬ并且肾间质损伤评分和肾间质胶

原纤维沉积率也明显降低ꎬ提示下调 ｍｉＲ￣１９２ 能够

抑制 ＵＵＯ 大鼠肾间质纤维化ꎮ
近年来随着对器官纤维化的研究深入发现上

皮￣间充质转分化( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ
ＥＭＴ)在包括肾在内的众多器官纤维化过程中发挥

着重要的作用[１９]ꎮ 在 ＥＭＴ 的过程中ꎬ上皮表型特

征标志物如 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 等表达下调ꎬ上皮细胞极性

消失 及 黏 附 性 降 低ꎬ 间 充 质 表 型 特 征 标 志 物

ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 α￣ＳＭＡ 等上调ꎬ并伴有 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白等
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基质组分表达增加[２０]ꎮ Ｉｗａｎｏ 等[２１] 在对 ＵＵＯ 大鼠

模型的研究中发现ꎬ在肾间质纤维化中ꎬ新形成的

成纤维细胞大部分来源于 ＥＭＴꎮ 本研究中我们也

发现模型组大鼠肾组织中 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎｄ 蛋白表达较

假手术组明显降低ꎬα￣ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋
白的表达较假手术组明显升高ꎬ提示 ＥＭＴ 在 ＵＵＯ
大鼠肾间质纤维化中也起着重要的作用ꎮ 近年来

研究显示 ｍｉＲ￣１９２ 在 ＥＭＴ 的调控中发挥着重要的

作用[２２－２３]ꎮ 但 ｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化中的作用

是否也是通过调控 ＥＭＴ 来实现的尚不清楚ꎮ 本研

究中我们发现 ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣１９２ 组大鼠肾组织中 Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎｄ 蛋白表达较模型组明显升高ꎬ α￣ＳＭＡ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的表达较模型组明显降

低ꎬ提示下调 ｍｉＲ￣１９２ 对 ＵＵＯ 大鼠肾间质纤维化的

保护作用可以通过调控 ＥＭＴ 来实现ꎮ
综上所述ꎬｍｉＲ￣１９２ 在肾间质纤维化大鼠肾组

织中表达升高ꎬ下调 ｍｉＲ￣１９２ 可能能够通过调控

ＥＭＴ 抑制 ＵＵＯ 大鼠肾间质纤维化从而起到保护作

用ꎬ从而为肾纤维化的治疗提供新的研究方向ꎮ
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