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［摘要］　目的：观察大鼠急性肾脏创伤中 ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２和ＮＦκＢ的表达，探讨乌司他丁对三者表达的影响和对创伤肾脏

的保护机制。方法：用自由落体生物撞击仪撞击大鼠脊肋区，复制创伤动物模型：将６６只清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为３组：

对照组（Ｃ）６只、单纯创伤组（ＴＲＡ）３０只、创伤后注射乌司他丁组（ＵＴＩ）３０只。根据创伤后时间的不同将后两组分别分为５个

时相点（１、６、１２、１８、２４ｈ），每个时相点６只大鼠。联合应用组织芯片和免疫组织化学法检测各组肾脏中 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２和

ＮＦκＢ的表达。结果：ＴＲＡ组：ＭＭＰ２、ＮＦκＢ在创伤后１ｈ开始表达且显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），两者分别在

１２、６ｈ表达最强，以后逐渐下降；ＵＴＩ组：ＭＭＰ２、ＮＦκＢ分别在１８、１２ｈ表达最强且高于对照组（Ｐ＜０．０１），但已明显低于

ＴＲＡ组同期的表达（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；ＴＩＭＰ２在该组的表达显著增强，于创伤后６、１２、１８ｈ明显高于对照组和ＴＲＡ组

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结论：肾创伤后ＮＦκＢ、ＭＭＰ２在肾组织中的表达增强，但ＴＩＭＰ２表达升高不明显；乌司他丁能够通

过抑制ＮＦκＢ、ＭＭＰ２在肾组织中表达和调节 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的平衡发挥肾保护作用。
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　　近年研究表明，细胞因子与组织损伤关系密切，
组织创伤后，微循环及氧代谢障碍，细胞内溶酶体膜
破坏、溶解、释放出各种水解酶致使组织损伤，机体
随之产生大量的细胞因子。其中活化后的ＮＦκＢ移
向细胞核内，引起多因子的转录，包括 ＴＮＦα、ＩＬ６
等使组织损伤加重。Ｚｈａｎｇ等［１］研究发现ＮＦκＢ在
多器官损伤中发挥重要作用。同时胶原酶 ＭＭＰ２
主要功能是降解Ⅳ型胶原，创伤肾脏 ＭＭＰ２的激活
和过度表达及 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的相对含量都决定
着肾小球基膜的降解与聚集。乌司他丁是一种广谱
的蛋白酶抑制剂，相对分子质量为６７０００，在组织损
伤中起保护作用。刘瑞林等［２］对急性坏死性胰腺炎

的研究表明，乌司他丁通过抑制 ＮＦκＢ表达而减轻
胰腺及肺的损伤。同时乌司他丁能够减轻内毒素所
致的大鼠肾脏损伤［３４］，但其机制不十分清楚。乌司
他丁是否影响创伤肾组织中 ＮＦκＢ、ＭＭＰ２ 和

ＴＩＭＰ２的表达，及乌司他丁对肾创伤的治疗作用如
何，目前尚未见相关报道。本研究采用自由落体撞
击仪撞击大鼠脊肋角，复制了肾创伤的动物模型，从
而进一步探讨乌司他丁对急性肾创伤的治疗作用及

其机制，以期为急性肾创伤的临床治疗提供线索。

１　材料和方法

１．１　主要材料　自由落体打击仪由兰州大学法医
学教研室自行设计研制；日本ＯＬＹＭＰＵＳ光学显微
镜及显微照相系统；乌司他丁（广东天普生化医药股
份有限公司）。一抗为兔抗大鼠，ＮＦκＢ抗体购自美
国Ｓｉｇｍａ公司。ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２兔抗大鼠单克隆
抗体，二抗（羊抗兔），二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂
盒、即用型ＳＡＢＣ试剂盒均购自武汉博士德生物工
程有限公司。

１．２　实验动物及其分组与模型的建立　８０日龄健
康清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠６６只，均为雌性，体质量
（２００±２０）ｇ，由兰州大学医学实验动物中心提供
（动物合格证号ＳＣＸＫ（甘）２００５０００７），随机分为正
常对照组（Ｃ，ｎ＝６），单纯创伤组（ＴＲＡ，ｎ＝３０），创
伤后注射乌司他丁组（ＵＴＩ，ｎ＝３０），根据创伤后时
间的不同将后两组分别分为５个时相点（１、６、１２、１８
和２４ｈ）进行处死，每个时相点处死６只大鼠。各组
动物均于环境恒定的房间内正常饲养，饲养２周后，
采用自由落体打击仪，以１６０ｇ铁制重物从４５ｃｍ高

度自由下落打击大鼠脊肋角，打击面为圆形，直径１
ｃｍ，下压距离０．７ｃｍ。制作肾脏创伤模型［５］，可造
成Ⅰ级损伤（按美国创伤外科学会器官损伤标准委
员会制定的肾脏损伤标准）［６］；ＵＴＩ组于创伤后１０
ｍｉｎ腹腔注射乌司他丁１．６万 Ｕ／ｋｇ。Ｃ组于腹腔
麻醉后１ｈ处死。各组动物均调整于晨８：００采用颈
椎脱臼法快速处死。常规解剖大鼠并摘取肾脏，经
常规 ＨＥ染色观察创伤组符合肾脏Ⅰ级损伤标准
或接近Ⅰ级损伤。

１．３　组织芯片（ｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ，ＴＭＡ）的制作　
（１）制作空白蜡块２个，设计７×５点组织阵列，每个
蜡块上放入３３个供体组织，其余两个空位用于定
位。在空白蜡块上均匀地打出直径２．０ｍｍ、间距为

１．０ｍｍ的小孔，深约２～３ｍｍ。（２）用取样针在供
体蜡块上钻取组织并送入受体蜡块的预留孔内。（３）
将构建好的ＴＭＡ蜡块放入温度适当的恒温箱内，使
受体石蜡与新插入的小圆柱状组织溶为一体，即制成
组织芯片蜡块。（４）ＴＭＡ蜡块适当预冷后连续切片，
厚４μｍ，于６０℃温箱中烤片过夜。常规 ＨＥ染色法
观察肾组织形态学的变化；免疫组织化学法（ＳＡＢＣ
法）检测 ＭＭＰ２、ＮＦκＢ和ＴＩＭＰ２的表达。

１．４　结果判断和统计学处理　ＮＦκＢ、ＭＭＰ２和

ＴＩＭＰ２活性检测：免疫组化染色结果以组织内出现
棕色颗粒为阳性表达，图像采用真彩色医学图像分析
系统（ＭｉｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ５．０２）进
行分析。芯片上每个组织选３个不重复视野（×４００），
计算每个视野的积分光密度，再取其平均值作为该组
织积分光密度。所测数值以珔ｘ±ｓ表示，由兰州大学统
计学教研室采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠肾创伤后一般状况　实验组动物创伤后出
现短暂兴奋，随后活动减少、喜睡眠、拥挤蹲伏，各组
动物均未死亡。至实验结束前，ＴＲＡ组动物一般状况
未见明显好转；而 ＵＴＩ组动物上述表现逐渐好转，２４
ｈ后活动明显增加，且部分动物开始进食及饮水。

２．２　肾组织形态学观察　ＴＲＡ组和 ＵＴＩ组创伤
后１ｈ肾被膜下局限性出血，部分肾小管内可见红细
胞管型（图１Ａ、１Ｂ）；间质血管充血明显，符合肾Ⅰ级
损伤形态学变化。ＵＴＩ组病理变化较ＴＲＡ组相同
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时相点明显减轻。其中创伤后２４ｈＵＴＩ组和ＴＲＡ
组的形态学差别最为明显，而 ＵＴＩ组与Ｃ组相近
（图１Ｃ～１Ｅ）。ＴＲＡ组２４ｈ仍可见肾小管上皮细胞
胞质疏松、空泡变性及刷状缘脱落，并可见红细胞管

型和蛋白管型，间质血管充血明显。与 ＴＲＡ 组比
较，ＵＴＩ组上述病理变化明显减轻，除部分区域可见
蛋白管型及上皮细胞的轻度水肿外，形态学表现接
近Ｃ组。

图１　肾损伤后组织形态学变化

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｋｉｄｎｅｙａｆｔｅｒｔｒａｕｍａ
Ａ：Ｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ１ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｉｎｔｒａｕｍａ（ＴＲＡ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＲＣＣ１ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｉｎｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ＋ｔｒａｕｍａ（ＵＴＩ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｇｏｒｇｅｍｅｎｔ２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｉｎＴＲＡｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＴｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｉｎＵＴＩｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　免疫组化结果　ＴＲＡ组１ｈ脱失动物１只，
脱失原因为制作组织芯片供体蜡块时取材厚度不适

当，组织脱水不充分。ＴＲＡ组和 ＵＴＩ组２４ｈ各脱
失动物１只，原因为用于免疫组化的组织芯片脱片。
（１）Ｃ 组：ＭＭＰ２和 ＮＦκＢ的表达较弱（图２Ａ、

２Ｂ）。（２）ＴＲＡ组：创伤后６、１２、１８、２４ｈ肾组织中
的 ＭＭＰ２、ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２及 ＮＦκＢ的表达明显
高于Ｃ组（Ｐ＜０．０１）；ＭＭＰ２和ＮＦκＢ分别于创伤
后１２ｈ（图２Ｃ）、６ｈ（图２Ｄ）出现表达高峰，与其他时
相比较均具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＴＩＭＰ２表现出

升高趋势，但各时相点与Ｃ组比较均无明显差异。
（３）ＵＴＩ组：ＭＭＰ２、ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２和 ＮＦκＢ（图

２Ｅ、２Ｆ）在６、１２、１８、２４ｈ与ＴＲＡ组同时相点比较表
达降低，且有显著性差异（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；此
外，ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２于创伤后１、６ｈ降低明显，与Ｃ
组比较无显著性差异；ＭＭＰ２、ＮＦκＢ分别于１８和１２
ｈ出现高峰，但明显低于 ＴＲＡ组峰值及同时相点
（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），且表达高峰时间延迟；ＴＩＭＰ
２于创伤后６、１２、１８明显高于Ｃ组和ＴＲＡ组同时相
点（Ｐ＜０．０５）。见表１。

图２　肾创伤肾组织中 ＭＭＰ２和ＮＦκＢ表达的免疫组化结果

Ｆｉｇ２　ＭＭＰ２ａｎｄＮＦκＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒｔｒａｕｍａ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎＴＲＡｇｒｏｕｐ１２ｈａｆ
ｔｅｒｔｒａｕｍａ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｉｎＴＲＡｇｒｏｕｐ６ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａ；Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎＵＴＩｇｒｏｕｐ１２ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａ；Ｆ：Ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｉｎＵＴＩｇｒｏｕｐ６ｈａｆｔｅｒｔｒａｕｍａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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表１　大鼠肾组织中 ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２、ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２、ＮＦκＢ的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２，ＴＩＭＰ２，ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２ａｎｄＮＦκＢｉｎｋｉｄｎｅｙｓｏｆｒａｔｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎ ＭＭＰ２（×１０４） ＴＩＭＰ２（×１０３） ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２ ＮＦκＢ（×１０４）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０．６４±０．０２ ６．４８±０．１２ ０．９９±０．０５ ０．２９±０．０２

Ｔｒａｕｍａ

　　１ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ５ １．４０±０．１５ ６．５０±０．２５ ２．０９±０．４６ １．１５±０．０８

　　６ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ ２．１４±０．３３ ６．５７±０．１２ ３．２６±０．４８ １．９４±０．１４

　　１２ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ ４．１３±０．１３ ６．５８±０．１５ ６．２７±０．２３ １．５６±０．１２

　　１８ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ ３．３０±０．２８ ６．６１±０．１５ ５．００±０．４７ １．４６±０．１２

　　２４ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ５ ２．９６±０．１８ ６．７１±０．２８ ４．３３±０．４２ １．４２±０．０６

Ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ＋ｔｒａｕｍａ

　　１ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ ０．６８±０．０５△ ６．８７±０．１９ １．０１±０．０８△ ０．３０±０．０１△△

　　６ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ １．２７±０．２２△ ６．９１±０．１２△ １．８４±０．３１△ １．１２±０．０５△△

　　１２ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ １．３９±０．２０△△ ７．０６±０．１１△△ １．９７±０．３１△△ １．１８±０．０４△▲▲

　　１８ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ６ ２．０１±０．５１△△▲▲ ７．１１±０．０６△ ２．８３±０．３８△△▲▲ １．１６±０．０７△△

　　２４ｈｐｏｓｔｔｒａｕｍａ ５ １．５７±０．１０△△ ７．２９±０．１３ ２．１５±０．１９△△ １．０６±０．１９△△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＴＲＡｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈｅｓｔｌｅｖｅｌｉｎ

ＴＲＡｇｒｏｕｐ

３　讨　论

３．１　ＭＭＰ２和ＴＩＭＰ２表达的意义　ＭＭＰ２又

称Ⅳ型胶原酶（明胶酶Ａ），为 ＭＭＰｓ家族中的重要
成员，其主要功能是降解 Ⅳ 型胶原。可以诱导

ＭＭＰ２表达的因素有白介素１（ＩＬ１）、ＩＬ６、肿瘤
坏死因子α（ＴＮＦα）等。活化的 ＭＭＰ２则被其特
异性蛋白水解酶抑制剂ＴＩＭＰ２所抑制，ＴＩＭＰ２与

ＭＭＰ２以１∶１分子比例非共价结合并储存于细胞
质中，这种结合是不可逆且稳定的，ＴＩＭＰ２ 是

ＭＭＰ２较特异的内源性抑制剂。正常情况下，组织
中的 ＭＭＰｓ和 ＴＩＭＰｓ保持着相对平衡状态，这种
平衡决定着细胞外基质和基底膜降解还是聚集。实
验研究证实［７］，ＭＭＰ２通过降解Ⅳ型胶原而破坏肾

小球基膜的完整性，是肾小球肾炎初期患者出现血
尿、蛋白尿的重要机制之一。此外，ＫｒｉｚａｎａｃＢｅｎｇｅｚ
等［８］研究发现，血脑屏障的完整性也与 ＭＭＰ２／

ＴＩＭＰ２相对平衡密切相关。

　　本结果显示，ＴＲＡ组 ＭＭＰ２在肾小管的上皮
细胞的表达明显强于Ｃ组，但ＴＩＭＰ２表达与Ｃ组
比较无显著差异，说明ＴＩＭＰ２并没有随ＭＭＰ２的
上调、活化而表达明显增强，因此造成 ＭＭＰ２／

ＴＩＭＰ２失衡，这可能在肾小管上皮细胞损伤的机
制中发挥了重要作用。同时 ＴＲＡ 组各时相点

ＭＭＰ２于肾小管的表达强于同时相点肾小球的表
达，这一结果存在于两种可能性：一方面可能是

ＭＭＰ２在肾小管的原位表达；另一方面也可能是

ＭＭＰ２通过了被其破坏的肾小球基膜，到达肾小管
时被重吸收，从而造成 ＭＭＰ２在肾小管和肾小球
表达的明显差异。

３．２　ＮＦκＢ表达的意义　ＮＦκＢ是Ｒｅｌ家族中的
重要成员之一［９］，正常情况下ＮＦκＢ以无活性状态
存在于细胞质中，是ｐ５０和 ＲｅｌＡ构成的异源二聚
体，与其抑制蛋白ＩκＢ结合形成非活性的三聚体，处
于非活化状态。细胞外许多刺激物如ＩＬ６、ＴＮＦα、

ＬＰＳ等均可激活 ＮＦκＢ。活化后的 ＮＦκＢ移向细
胞核内，结合到靶基因的启动子或增强子的κＢ结构
域，引起多因子的转录，包括ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ２、ＩＬ
１β，细胞黏附分子ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１，多种生长因子
和免疫受体等。Ａｒａｖｉｎｄａｎ等［１０］研究发现通过非诺

多巴抑制ＮＦκＢ的表达可以减轻大鼠缺血再灌注
肾脏的炎症反应。同时，组织损伤后氧自由基大量
形成，并在组织损伤中发挥重要作用［１１１２］；细胞氧自
由基的大量生成并造成细胞损伤与 ＮＦκＢ的激活
密切相关，它的激活将造成细胞因子的“瀑布样级联
反应”。

　　本研究结果表明，ＮＦκＢ在Ｃ组很少表达，而

ＴＲＡ组从１ｈ即开始表达，以后逐渐升高，６ｈ达高
峰，显著高于Ｃ组。相应地，此时肾组织形态学表现
为肾小管上皮细胞水肿加重，部分区域刷状缘脱落，
部分区域出现红细胞管型；间质血管充血明显。提
示ＮＦκＢ与肾创伤密切相关。本研究还发现，ＵＴＩ
组与ＴＲＡ组比较：ＴＩＭＰ２分别在６、１２、１８ｈ高于

ＴＲＡ组同时相点；与之相反 ＮＦκＢ的表达则明显
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降低，即二者呈反向变化趋势，这与相关文献的研究
即转染ＴＩＭＰ２基因对损伤血管平滑肌中的ＮＦκＢ
有抑制作用相一致［１３］。

３．３　乌司他丁的调控作用　乌司他丁是从人尿中
分离纯化的一种糖蛋白，现已研究证实具有以下生
物学作用：（１）能够同时抑制胰蛋白酶、磷脂酶 Ａ２、
透明质酸酶、弹性蛋白酶等多种水解酶的活性，其分
解形成的低相对分子质量成分也具有很强的抑制水

解酶的作用［１４］。（２）抑制炎性介质和细胞因子释
放，减轻全身炎症反应和预防由此造成的多器官系
统功能损害［１５１７］。（３）减轻肺损伤及器官移植中的
保护作用也有报道，但其具体机制尚未完全阐明。
本研究结果显示，ＵＴＩ组与ＴＲＡ组比较，肾组织中

ＮＦκＢ、ＭＭＰ２表达减弱且差别显著；ＴＩＭＰ２的表
达则于６、１２、１８ｈ显著增强；ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的比
值各时相点均较ＴＲＡ组下降并更接近Ｃ组。我们
注意到创伤后１ｈＵＴＩ组与 ＴＲＡ 组比较，ＮＦκＢ
表达明显减弱，但 ＴＩＭＰ２的表达却未明显增强。
表明乌司他丁可能具有直接减弱 ＮＦκＢ表达的作
用。说明乌司他丁对肾创伤的保护作用可能是通过
下调 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的比值和ＮＦκＢ的表达实现
的。这为急 性 肾创伤的临床治疗提供了新的
思路。　　　　　
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