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摘 要 : 【目的】探讨基质金属蛋白酶 (M M -P 。
)和基质金属蛋白酶抑制物 (叹M P ,

) 在 db / db 小鼠糖尿病肾病发

病机制中的作用
。

【方法】6 例 db / db 小鼠肾组织标本
,

用蛋白质印迹法检测 M M -P 2
、

M M -P 9
、

IT M -P 1
、

IT M P
一

2 蛋白

的表达
,

用白明胶酶谱法检测 M M P
一

2 和 M M -P 9 活性
。

【结果】与曲 / m 小鼠相比
,

曲 / db 小鼠肾脏 M M -2P
、

M M P
一

9 蛋

白质的表达分别下降了 55
.

4 % 和 30
.

1% ( 尸
< 0

.

05 )
; 而 n M -P l 和 IT M P

一

2 蛋白质表达分别上升了 27 2
.

5 % 和

4 8
.

8% ( P < 0
.

0 1 )
。

db / db 小鼠肾脏 M M R g 的活性较 d b / m 小鼠明显下降 ( 85
.

9%
,

p < 0
.

0 0 1 ) : M M R Z 的活性

在 db /曲 小鼠和 db / m 小鼠肾脏中均检测不到
。

I结论】db / db 小鼠肾脏中 M M -P
s 一

蛋白表达和活性下降
,

而 TI M sP

蛋白表达上升
,

使细胞外基质降解减少
,

积聚增多
,

是 db / db 小鼠糖尿病肾病主要发病机制之一
。

关健词 :糖尿病肾病 ; 细胞外基质 ; 金属蛋白酶类 ;金属蛋白酶类组织抑制剂
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肾小球肥大
、

基底膜增厚
、

系膜增生以及细胞

外基质聚积是糖尿病肾病的主要病理特征
。

正常细

胞外基质水平取决于其合成及降解代谢间 的平

衡
。

糖尿病肾病肾小球细胞外基质合成增加 川
,

降

解减少
`2 , 。

基质金属蛋白酶 ( m a tir x m e t a l l o p or te i n a s -

e s M M P s
)及金属蛋白酶组织抑制物 ( ti s s u e i n h i b i to r

o f m e t al l o p or t e i n a s e s T I M p s
)在细胞外基质降解系统

中起关键作用
。

体外实验证实高浓度葡萄糖可导致

M M sP 和 IT M sP 表达和活性变化
〔, ’ ,

但体内研究报

道不多
。

大部分观察是在 1 型糖尿病模型上进行
,

在 2 型糖尿病模型的研究很少
。

为此
,

我们研究

M M P s
及 T IM P s

在 2 型糖尿病动物模型 d b / d b 小

鼠肾脏中的变化
,

并探讨其在糖尿病肾病发病机制

中的作用
。

1 材料和方法

述如下
:
30 林g 的肾组织蛋白质标本

,

加人等容积标

本缓冲液 ( 6 0
.

5 9 / L T r i s 一 H C I p H 6
.

8
,

1 0 0 9 / L

s D s
,

1 9 / L 嗅酚蓝
,

0
.

I L / L 甘油 )
。

在含 1 9 / L 白

明胶的 10 0 9 / L s D s
一

p A G E 凝胶上电泳 ; 用含 2 5

m L / L irT ot n X
一

100 的洗涤溶液 室 温 下浸洗 30

m i n 。

换显影缓冲液 ( 6
.

0 6 9 / L T` s ,

1 1
.

6 9 / L N a C I
,

0
.

5 6 9 / L C a C 12 ,

10 0 m L / L T r i to n X
一

10 0 ) 浸洗 3 0

m in
,

换新鲜显影缓冲液 37 ℃下浸洗过夜
。

应用 5

g / L 考马斯蓝染色凝胶 1 一 Z h
,

见到清晰信号后

应用去染色溶液 (含 O
,

S L / L 甲醇和 0
.

75 L / L 乙

酸 )浸洗数小时或过夜
。

凝胶扫描或照片成像
,

计算

机信号密度分析
。

1
.

4 资料统计分析

计算机信号密度分析采用单位面积计算机图

象扫描值减去背景值的均数
士
标准差 ( O D / m m ,

)

表示
,

均数的比较采用 t 检验
。

1
.

1 标 本

6 只 3 个月龄大雄性 db / db 糖尿病小鼠
,

6 只

同龄雄性 曲 / m 非糖尿病小鼠作为正常对照
,

取出

肾脏后分离皮质
,

加人适量细胞裂解液 (含 1 g/ L

抑肤酶和 1 9 / L 亮肤素 )
,

用超声粉碎仪离散组织

块
,

4 ℃高速离心
,

取上清液
,

按 iB o 一

Rad 蛋白测定

方法 ( B i o 一

R a d 玩 b o r a t o r i e s ,

tJ S A )测定蛋白质浓度
,

分装
, 一

70 ℃保存
。

1
.

2 蛋白质印迹法 ( W e s t e r n b l o t )

肾组 织蛋 白质标本 中 M M P
一

2
、

M M P
一

9 和

IT M P
一

1
、

IT M P
一

2 的含量采用蛋白质印迹法进行检

测
。

方法简述如下
「4 , :

50 林 g 的肾组织蛋白质标本
,

在 20 0 一 15 0 9 / L 的聚丙烯酞胺 ( s D S
一

p A G E ) 凝胶

上电泳
,

然后转移至尼龙膜
,

50 9 / L 脱脂奶粉溶液

封闭 l h
,

分别加人一抗 (抗 M M P
一

2 单克隆抗体
,

购

自 Ne
o m a kr e

;sr 抗 M M P
一

9 多 克 隆抗 体
,

购 自

e h e m i e o n I n t e
rn

a t i o n a一 In c ; 抗 T IM P
一

l 单克隆抗体

和抗 T IM P
一

2 单克隆抗体
,

购自 o n e o g e n e R e s e a r e h

p or d u e t s
)

,

浓度为 1 : 1 0 0 0
,

4 ℃孵育过夜
。

加人相应

辣根过氧化物酶标记的第二抗体 ( San t a C ur z
)

,

室

温 孵 育 Z h
,

E C L 试 剂 ( A m e r s h a m P h a

mr
a e i a

B iot ec h
,

u )K 显色并曝光成像
。

扫描图像并作计算

机信号密度分析
。

1
.

3 白明胶酶谱法 (
z y m

o g ar p h y )

肾组织蛋白质标本中 M M P
一

2 和 M M P
一

9 的活

性采用白明胶酶谱法进行检测
。

方法见文献仁5 ]
,

简

2 结 果

2
.

1 M M sP 和 T I M P s 蛋 白质在 d b / d b 小 鼠肾

的表达

M M P
一

2
、

M M P
一

9 和 T IM P
一

l 和 T IM P
一

2 蛋白质在

d b / d b 小鼠肾的表达如表 1 所示
。

由表 1可见
,

db /

db 小鼠肾脏 M M -P 2 和 M M P
一

9 蛋白质表达较 db / m

小鼠肾脏分别减少 55
.

4 % 和 30
.

1% ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

而 IT M P
一

1 和 IT M P
一

2 蛋白质的表达分别较 db / m

小 鼠肾脏上升了 2 72
.

5 % (尸 < 0
.

0 5) 和 48
.

8 %

( P < 0
.

0 1 )
。

2
.

2 d b / d b 小鼠肾脏中 M M sP 的活性

表 1 M M P s 、

IT M sP 在 db / db 大鼠肾脏中的表达

aT b l e 1 M M sP
、

T I M sP
e x p er s s i o n i n

k id n e y of d b / db m ie e

万士 :
( o D / m m Z

)

d b / m (
n 二

6 ) d b / d b (
n =

6 ) P

M M P
一

2 2 0 7 9 土 2 7 7 9 2 7 土 3 0 3 0
.

0 19

M M -P 9 1 69 7 士 1 3 1 1 1 8 6 士 9 3 0
.

0 3 2

IT M P
一

1 5 8 4 士 1 12 2 1 7 5 士 4 1 6 0
.

0 2 8

n M P
一

2 1 2 9 6 士 6 6 1 9 2 9 土 9 0 0
.

0 0 3

d b / d b 小鼠肾组织 M M P
一

2
、

M M P
一

9 的活性检

测结果如图 1所示
。

肿瘤细胞株 M H 3 T 3 细胞培养

液作为 M M P
一

2 和 M M P
一

9 活性的阳性对照
。

db / db

糖尿病小 鼠肾脏 M M P
一

9 活性密度为 ( n 6 70 士 7 0)

O D / m mZ
,

与 d b / m 小鼠 ( 1 6 4 土 13 ) O D / m m Z

相比

下降 T 8 5
.

9 % ( P < 0
.

0 0 1 ) ; 而 M M P
一

2 活性在 d b /
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MM P
一

9
-

MM P
一

2
-

一
9 2 k u

N I H3 T 3 db /皿 d b / d b p s M

图 1 白明胶酶谱法方法检测 M M P Z
、

M M P g 活性

F ig
.

1 M M P g
·

2 a n d M M P
·

9 a e it 讨d e s a n a ly z e d b y g e la it n

z y m o gr a Ph y

aL
n e l : M M P s a e t i v i t y i n N I H 3 T 3 e e ll e u l t u er m e di a ; aL

n e Z -

4 : M M P s a e 一i v i r y i n d b / m m i e e k id n e y ; U
n e s 一 7 : M M P s a e t i v i t y i n

d b / db m i e e k id n e y ; 压 n e s : m ar k e r

m 小鼠肾脏和 d b / d b 小鼠肾脏均检测不到
。

3 讨 论

M M sP 是 一个依赖金属离子 的蛋 白酶大家

族
。

每一种 M M P 具有其特异的分解底物
,

根据它们

主要酶解的底物不同
,

M M P s 又可粗略地划分为间

质胶原酶
, s tor m e l y s i n ,

膜型 M M p s ,

白明胶酶

( M M P
一

2
、

M M P
一

9 )等
。

将所有的 M M P 加在一起
,

可

分解几乎所有组成细胞外基质的成分
`6 ’ 。

M M P
一

2 和 M M P
一

9 同属 白明胶酶
,

可降解如胶

原 4
、

5
、

7
、

10 白明胶
、

纤维连接蛋 白和层豁蛋白等

多种细胞外基质成分
。

许多研究发现
,

白明胶酶在

糖尿病肾病的发病机制中扮演了重要的角色
。

在高

糖条件下培养的肾小球系膜细胞合成细胞外基质

增多
,

伴有 M M P
一

2 和 M M P
一

9 活性下降
`, ’

。

在体内实

验中
,

链脉霉素 (
s r r e p t o z o t o e i n

) 诱导的糖尿病大鼠

模型 的肾也发现 M M P
一

2 表达下调
【8 〕
及 IT M P

一

2 表

达 的升高
` 9 ’ 。

本实验中
,

db / db 糖尿病小鼠肾表达

M M P
一

2 和 M M P
一

9 蛋白质均较 db / m 对照组减少
,

M M P
一

9 的活性也明显较对照组下降
。

显示 M M P
一

2

和 M M P
一

9 的表达和活性的下降可能在 d b / d b 小鼠

的肾脏 病变中发挥重要作用
。

本研究用白明胶酶谱法方法不能够检测到

d b / d b 鼠或 db / m 鼠肾脏有 M M P
一

2 活性
,

原因有

待进一步研究
。

M M P
一

2 在 M M P 家族中是一个特

例
,

一系列的蛋 白酶 (如纤维蛋白溶酶等 ) 都不

能激活它
,

其激活主要靠膜型 M M P S ,

特别是膜

型 l
一

M M P `’ o , 。 d b / d b 和 d b / m 小 鼠肾表达膜型

M M P S
尚未见报道

,

在本研究中 曲 / db 鼠或 db / m

鼠肾均检测不到 M M P
一

2 活性
,

是否与膜型 M M sP

表达状况有关尚待进一步观察
。

皿M sP 通过与 M M sP 分子中血红素结合蛋 白

区域 ( h e m o p e x i n d o m a i n
) 结合而抑制 M M p s 的活

性
。

IT M P
一

1 和 IT M P
一

2 虽然可抑制几乎所有种类

M M sP
,

但由于 IT M P
一

1和 IT M P
一

2 可分别特异性抑

制 M M P
一

9 可 M M P
一

2前体
,

因而分别对抑制 M M P
一

9

和 M M P
一

2 的活性具有特异性
`川

。

在本实验中
,

db /

d b 糖尿病小鼠肾在 M M P
一

2 和 M M P
一

9 表达和活性

下调的同时
,

IT M P
一

2 和 IT M P
一

1 蛋白质的表达均较

db / m 小鼠对照组明显升高
。

M M sP 和 IT M sP 之间保持稳定的比例水平是

维持正常细胞外基质的关键
,

一旦这种平衡遭到破

坏
,

表现为 M M P S
表达和活性下降和 / 或 IT M P 。

表

达和活性升高
,

将造成细胞外基质聚积和肾小球硬

化
。

综上所述
,

M M P s 和 IT M P s
的表达或活性的异

常可能在 d b / d b 糖尿病小鼠的糖尿病肾病肾小球

硬化的发生和发展中起重要作用
。
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第 2期 吴培根
,

等
.

肾移植术后 巨细胞病毒肺炎伴急性呼吸窘迫综合征的治疗 1 5 3

3 个月常规采外周血检测 P户
5

抗原
,

阳性 3 62 例

(均使用丙氧鸟昔预防治疗 )
,

其中 42 例 ( 12 % ) 发

展成巨细胞病毒肺炎伴急性呼吸窘迫综合征
,

提示

肾移植术后巨细胞病毒肺炎伴急性呼吸窘迫综合

征发病率不低
。

经作者多年观察
,

巨细胞病毒肺炎伴急性呼吸

窘迫综合征治疗不满意
,

关键是术后应用免疫抑制

剂致免疫力低下
。

本文中 74 % 的巨细胞病毒肺炎

患者白细胞分类中淋巴细胞低
,

仅为 5 % 一 10 %
,

提示机体免疫功能低下
。

本组 26 例因巨细胞病毒

肺炎死亡的患者中
,

20 例肾功能正常或接近正常
,

提示在严重巨细胞病毒肺炎肾移植患者中短期停

用免疫抑制剂并不增加急性排斥发生率
。

抗病毒治疗是治疗巨细胞病毒肺炎的重要手

段
,

但抗 巨细胞病毒药物治疗只能抑制巨细胞病毒

在体内复制
,

体内巨细胞病毒消失仍依赖机体免疫

功能恢复
,

尤其细胞免疫功能恢复才能实现
。

本文
4 2 例患者总存活率为 38 % ( 16 / 4 2 )

,

给予胸腺肤治

疗的 12 例患者 10 例存活 ( 83 % )
,

没有接受胸腺肤

治疗的 30 例患者 6 例存活 ( 20 % )
,

提示巨细胞病

毒肺炎伴急性呼吸窘迫综合征患者单纯给予停用

或减少主要免疫抑制剂
、

抗病毒治疗效果欠佳
,

免

疫增强剂胸腺肤可能改善其预后
。

12 例胸腺肤治

疗的患者中
,

1例发生急性排斥反应
,

提示应严密

监测接受胸腺肤治疗患者的肾功能
。

胸腺肤可促进

T 细胞的成熟
,

增强细胞毒 T 淋巴细胞
、

自然杀伤

细胞的活性
,

促使 T 细胞分泌合成各种细胞因子如
a
一

干扰素
、

,
一

干扰素
、

白细胞介素 2 等
,

增加白细

胞介素 2 与其受体的亲和力
,

从而提高机体的免疫

功能
,

增强杀灭病毒的能力
,

抑制和减少病毒的复

制和增殖
。

对于巨细胞病毒肺炎并急性呼吸窘迫综合征

的肾移植患者及早行辅助呼吸改善缺氧状态
,

是保

持生命体征稳定的重要措施 ; 全静脉营养及丙种球

蛋白对病情恢复
,

提高抗病力
,

预防其他细菌感染

也是重要的 ;同时
,

需积极治疗细菌
、

真菌感染等合

并症
。
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