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小剂量阿斯匹林对受体大鼠慢性移植肾肾病的治疗作用
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　　［摘要］　目的　观察小剂量阿斯匹林对同种异基因移植受体大鼠慢性移植肾肾病的作用并探讨可能的作用机制。方
法　建立大鼠肾移植慢性排斥反应模型，移植受体大鼠随机分为２组（ｎ＝１０），均自术前１ｄ开始每日以环孢素Ａ５ｍｇ／ｋｇ灌
胃，治疗组每日给予阿斯匹林５ｍｇ／ｋｇ灌胃，对照组每日给予生理盐水２ｍｌ灌胃，术后８周采静脉血测定血清肌酐、尿素氮水

平；处死动物取移植肾组织进行 ＨＥ染色及免疫组化染色（测定ＴＧＦβ１表达）。结果　阿斯匹林治疗组大鼠血肌酐、尿素氮
升高程度，组织病理损害及ＴＧＦβ１表达程度均较生理盐水对照组轻（Ｐ＜０．０５）。结论　肾移植术后在常规抗排斥治疗基础
上使用小剂量阿斯匹林对慢性移植肾肾病有治疗作用，其机制可能与致纤维化因子ＴＧＦβ１的表达减少有关。
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　　慢性移植肾肾病（ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａ
ｔｈｙ，ＣＡＮ）一般指在肾移植术６个月后才发生的没
有明确原因的移植肾功能进行性减退，最终导致移
植肾功能衰竭，发生率超过５０％，是导致移植肾晚期
功能丧失最主要原因之一［１］。免疫因素和非免疫因
素可能共同导致了ＣＡＮ，包括排斥反应、免疫抑制
剂的使用、缺血再灌注损伤、代谢异常等［１］。目前对
肾移植术后急性排斥反应有效的药物大多对ＣＡＮ
无效，有效诊治ＣＡＮ患者是临床研究的热点。阿斯
匹林是一种化学合成的非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤ），具

有解热、镇痛、抗血小板聚集等作用，临床应用较广
泛。体外研究发现小剂量阿司匹林具有免疫调节作
用，可能具有改善移植肾功能的作用［２］，但确切疗效
仍不清楚。故本研究在制备大鼠慢性移植肾肾病模
型的基础上，采用常规抗排斥措施联合阿司匹林进
行治疗，观察治疗效果并探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　环孢素Ａ（ＣｓＡ）、阿司匹林
购自华北制药厂，氯吡格雷购自杭州赛诺菲安万特
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公司，ＨＣＡ 肾保存液（第二军医大学长征医院研
制）。血清肌酐（Ｃｒ）测试盒、尿素氮（ＢＵＮ）测试盒购
自南京建成生物工程研究所，免疫组化染色试剂盒
由美国Ｚｙｍｅｄ公司提供。

１．２　动物来源及处理　健康封闭群雄性Ｆ３４４大鼠

和Ｌｅｗｉｓ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，由兰州军区总医

院实验动物中心提供，合格证号：ＳＹＸＫ（军 ２００２

０２６）。动物模型的建立：选用 Ｆ３４４大鼠为供体，

Ｌｅｗｉｓ大鼠为受体。取供体左肾，采用 ＨＣＡ肾保

存液原位灌注，将供肾动脉带腹主动脉与受体腹主

动脉做端侧吻合、肾静脉与受体肾静脉行端端吻合，

供体输尿管带膀胱瓣与受体膀胱行端侧吻合，建立

大鼠肾移植排斥反应模型［３］。受体大鼠从术前１ｄ
开始至移植术后８周均给予 ＣｓＡ（５ｍｇ·ｋｇ－１·

ｄ－１）治疗，并随机分为２组（每组１０只）：阿斯匹林

治疗组（术后阿斯匹林５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃）及生

理盐水对照组（生理盐水２ｍｌ／ｄ灌胃）。

１．３　观察指标

１．３．１　肾功能检测　大鼠处死前采血２ｍｌ，分离血
清，－８０℃保存待用；用苦味酸法测定Ｃｒ含量，用二
乙酰肟法测定ＢＵＮ含量，均按试剂盒说明操作。

１．３．２　移植肾组织形态学观察　所有动物于术后８
周处死，于肾蒂平面横断移植肾，取肾组织标本，以

１０％甲醛溶液固定，石蜡包埋、切片，片厚４μｍ，行

ＨＥ染色，光镜下观察。间质纤维化、小管萎缩、小
球病变及血管内膜增厚均以半定量方式表示，并按
照“Ｂａｎｆｆ９７”评分标准计算总分以表示慢性移植肾
肾病的损害程度，每张切片根据炎细胞浸润情况（包
括间质炎、小管炎、早期移植物肾小球炎和动脉内膜
炎等观察），各部位计０～３分，总分１２分［４］。０分：
肾小管上皮细胞无萎缩变性，间质无或散在单核细
胞浸润；１分：肾小管上皮细胞萎缩变性轻，炎细胞浸
润，病变范围＜２５％；２分：肾小管上皮细胞萎缩变性
较明显，２６％～５０％炎细胞浸润；３分：肾小管上皮细
胞萎缩变性明显，炎细胞浸润＞５０％。

１．３．３　肾组织中ＴＧＦβ１表达水平的检测　按照试
剂盒说明进行操作，移植肾组织石蜡切片，常规脱蜡
至水，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ。３％Ｈ２Ｏ２去离
子水以消除内源性过氧化物酶活性。滴加正常山羊
血清工作液室温孵育５～１０ｍｉｎ。滴加适当比例稀
释（１１００）的一抗，４℃过夜。ＰＢＳ冲洗后滴加生物
素化二抗工作液（ＩｇＧ／Ｂｉｏ），３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗。滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素注射液
（ＨＲＰ），３７℃孵育１５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗后滴加 ＤＡＢ
显色剂显色。自来水充分冲洗。复染，脱水，透明。

中性树胶封片剂封片。置光学显微镜下观察ＴＧＦ

β１的表达情况。以ＴＧＦβ１出现沉积为阳性，按着色
程度不同分为０～３级，０级：无明显着色，１级：少量
着色，２级：中等着色，３级：大量着色。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，数据以珔ｘ±ｓ
表示，组间比较采用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般情况　手术时间１２０～１８０ｍｉｎ；两组各有

１例受体大鼠死于围术期，未纳入结果分析。其余受
体均存活至８周。并发症有吻合口出血、静脉血栓
形成、急性排斥反应等。

２．２　移植肾脏的形态学改变　大体形态学变化：两
组移植肾脏颜色均发白，伴不同程度纤维化，体积较
原移植肾脏增大，表面凹凸不平。冠状面切开移植
肾，见皮质增厚，与髓质界限清晰，未见肾盂积水征。

ＨＥ染色结果（图１Ａ、１Ｂ）：光镜下见两组肾组织均
出现明显的慢性移植肾肾病病理改变，表现为小动
脉内膜纤维化增厚，管腔狭窄，肾间质纤维组织灶状
增生，肾小管变形、水肿伴不同程度萎缩，小动脉内
膜、肾小管、间质单核细胞浸润明显；肾小球出现不
同程度变形，局灶出现节段性硬化。阿斯匹林治疗
组肾小管、间质单核细胞浸润范围２６％～５０％；生理
盐水对照组肾小管、间质单核细胞浸润大部分大于

５０％，阿斯匹林治疗组Ｂａｎｆｆ９７评分（８．４±０．５０）明
显优于生理盐水对照组（１０．５±０．４０），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　两组大鼠移植肾组织病理改变（Ａ，Ｂ）及ＴＧＦβ１（Ｃ，Ｄ）表达

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｍａｇｅ（Ａ，Ｂ）ａｎｄ
ＴＧＦβ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｃ，Ｄ）ｏｆｒａｔｋｉｄｎｅｙ
ａｆｔｅｒｒｅｎａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

Ａ，Ｃ： Ａｓｐｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：Ｓａｌｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　各组肾功能及肾组织 ＴＧＦβ１表达水平的比
较　生理盐水对照组受体大鼠血清Ｃｒ、ＢＵＮ水平较
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阿斯匹林治疗组高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表

１）。免疫组化染色结果（图１）表明：阿斯匹林治疗组
移植肾肾小管、肾间质出现 ＴＧＦβ１表达，肾小球表
达不明显；生理盐水对照组移植肾肾小管、肾间质、
肾小球均见 ＴＧＦβ１表达，且着色程度（２．７±０．１５）
重于阿斯匹林治疗组（２．１±０．１８），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

表ｌ　两组大鼠肾功能指标、

Ｂａｎｆｆ９７评分及免疫组化分级的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ，Ｂａｎｆｆ９７ｓｃｏｒｅ，

ａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｇｒａｄｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
［ｎ＝９，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ ＢＵＮ Ｃｒ

Ａｓｐｒｉｎ ８．３２±０．４７ ９４．１７±３．５１

Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ １０．６４±０．４６ １１２．３９±３．４６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＣＡＮ的发病是免疫性和非免疫性多种因素共同作
用的结果，其中非免疫因素可能是导致ＣＡＮ的重要原
因。长期反复免疫反应和不良刺激持续对血管内皮细
胞造成损害，排斥反应和慢性损伤逐渐引起血管内膜损
伤，内膜下胶原和基质暴露，血细胞与血小板、内皮细胞
及多种细胞因子等参与修复损伤，激活和诱导血小板的
聚集、黏附和释放的级联反应，可能引起血液凝血系统
的变化，激活内源性凝血系统，形成不同程度的微血栓，
参与了ＣＡＮ进程［５］。导致移植物血管收缩，管壁增厚，
管腔变窄和微血栓形成，进而局部缺血、坏死、纤维化，
最终使移植肾功能丧失［６］。

　　小剂量阿司匹林通过不可逆地抑制血小板生成
血栓素Ａ２（ＴＸＡ２），抑制血小板聚集，减少心血管事

件的发生［５］。近年来，阿斯匹林被用于移植领域，不
但可以抑制血小板聚集，减少微动脉血栓的形成，还
参与了免疫调节［７］。Ｂｕｃｋｌａｎｄ等［７８］发现，树突状细
胞（ＤＣ）可以诱导和调节ＣＤ４＋ Ｔ细胞免疫功能，诱
导免疫耐受，阿斯匹林则能够影响ＤＣ加工处理抗
原的能力，从而调节反应性Ｔ细胞的杀伤功能。阿
斯匹林处理过的 ＤＣ能抵抗刺激成熟的效应，其

ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６的表达处于低水平，而能
使抑制Ｔ细胞活性增强的因子ＩＬ３的表达水平增
高，而ＩＬ２的水平降低，使Ｔ细胞增殖减少，使ＤＣ
在一些非特异性细胞因子的作用下比未成熟ＤＣ产
生较少的ＩＬ１０和ＩＬ１２，抑制Ｔ细胞活性。

　　ＴＧＦβ１是一种多功能生长因子，与ＣＡＮ发病
有关，其表达情况对移植肾远期肾功能有预测作

用［９］。本研究中 ＴＧＦβ１的表达与病理改变程度相
关，提示阿司匹林的作用还可能与ＴＧＦβ１的表达有
关。Ｇｒｏｔｚ等［１０］认为小剂量阿司匹林可明显改善患

者的移植肾功能，平均生存时间延长；一方面通过抗
血小板凝集作用减少移植物血栓的形成，延缓血管
病变的进程，进而延缓移植肾失功的进程；另一方
面，改善了受者的心血管功能，降低心血管原因的死
亡率，延长了受者的生存时间。

　　本研究中的大鼠移植肾组织病理学检查符合

Ｂａｎｆｆ９７标准慢性排斥反应改变［５］。大鼠存活时间
达到了预期的实验要求，证明大鼠慢性排斥反应模
型的建立是成功的。本实验在成功建立了大鼠肾移
植慢性排斥反应模型的基础上，用小剂量阿司匹林
作为辅助治疗措施，结果显示移植术后８周，实验组
移植肾组织淋巴细胞和单核细胞浸润、肾小管萎缩
和病理损害程度较对照组明显减轻，血肌酐、尿素氮
水平较低，明显减少移植肾组织纤维化因子ＴＧＦβ１
的表达，减轻移植肾纤维化的进程。结果提示阿司
匹林可能通过抗血小板凝集而减少微血栓形成和参

与免疫调节，减少促纤维生长因子 ＴＧＦβ１的表达，
进而减轻大鼠慢性移植肾肾病病理损害的程度。
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