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先天性肾积水是小儿泌尿外科常见的先天性

畸形!胎儿超声检查的发现率为 !"!#$%& !’($$" 先
天性肾积水的病因有多种!其中肾盂输尿管连接部
梗阻)*+,-,+.%/,0123%4*53-2.5%.67-+*3-2.589:;<#是
最常见的原因!占 =(>?@ A$B以上 C!D" 研究表明!
肾积水的发生与肾盂输尿管的细胞形态及结构异

常有关!但发生的具体原因尚不清楚" 有专家认为
可能与血管紧张素系统$转化生长因子$表皮生长
因子$内皮素$神经钙蛋白$神经分布等有关 CED" 因
此!建立与人类先天性肾积水病理改变相似的动物
模型将有助于揭示 9:;< 的病因及其病理改变!
进而预防本病的发生"研究显示!维甲酸类药物有较
强的致畸性!对人及所有实验动物都可产生强的致畸
作用CFD!可用作诱导建立动物学模型"本研究采用全

反式维甲酸诱导建立先天性肾积水动物模型!探讨
肾盂输尿管连接部的形态和神经分布及与肾盂积

水的关系"

材料与方法

一$模型的建立
选用体重 E$$?G E($?H 的健康雌性青春期大

鼠!与雄鼠按 FI! 合笼!合笼后每天清晨固定时间
做阴道涂片!于显微镜下查涂片上有无精子!以确定
是否受孕!查到精子的当天确定为怀孕第 ! 日" 将
孕鼠)5?J?(%随机分为 K 组!模型组)5?J?F%和对照
组)5?J?E%" 自孕期第 !#?天起!模型组大鼠吸入乙醚
麻醉!经胃管注入 !E(?LH?M?NH 全反式维甲酸&对照
组给予相应剂量的橄榄油’ 于孕 E!?O 剖宫取出胎
鼠!处死!用 PQ福尔马林液浸泡固定 !#?O" 实验材
料取自对照组和模型组胎鼠的肾盂输尿管连接部"
二$方法
肉眼及显微镜下观察模型组和对照组胎鼠的

维甲酸导致胎鼠肾积水的实验研究

张丽瑜 ! 夏慧敏 ! 余家康 ! 宿宝贵 " 刘国昌 !

!摘要" 目的 诱导建立肾积水动物模型!探讨其病理学改变" 方法 用维甲酸建立胎鼠肾积水

模型! 观察肾盂输尿管连接部的形态和神经纤维的分布" 结果 模型组胎鼠肾积水的发生率为

%=;%=>!模型胎鼠肾盂输尿管连接部平滑肌排列紊乱!胶原纤维明显增多#5?@"" 在正常的胎鼠肾盂输
尿管连接部组织中呈阳性反应!在肾积水模型组中表达明显减少或呈阴性反应" 结论 维甲酸制作

的先天性肾积水动物模型的病理改变与人类先天性肾积水的病理改变相似!可以作为研究先天性肾积

水的动物模型使用"

(关键词) 维甲酸A动物模型A肾积水
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性别!体重!肾!输尿管!膀胱" 各器官畸形的诊断
标准参照 !"#$ 等人的标准 %&!’(" 用 )* 染色显示
肾盂与输尿管连接部的组织学结构 + 用免疫组织
化学方法显示 ,-.//0兔抗 ,-.// 抗体 +北京中杉
金桥生物公司产品# 免疫阳性神经纤维的分布和
计数数量$采用图像分析技术对图像进行分析"采
用双盲法$以阳性对照和阴性对照片为标准$对比
棕黄色神经纤维的分布和数量$ 棕黄色神经纤维
数量一样多或接近者为 012#$阳性神经纤维数量
介于阳性对照与阴性对照之间者为02#$与阴性对
照一样者为0-#" 阳性对照采用正常大鼠的肾盂与
输尿管接合部的标本$ 每个标本选取 3 个横切面
0连接部及其上下各 . 个!输尿管末端及其上方各
. 个#进行观察计量"
三!统计学处理
采用秩和检验 4567$89-:899;7<="7> 两两比较

统计方法$ 并利用 ,?,,<..@/ 统计软件进行统计
学分析$?<A</@/B 为差异有统计学意义"

结 果

对照组孕鼠 C 只$ 获胎鼠 C/ 只$ 其中 B 只
DCBE#有肾积水0. 例右肾增大!右肾盂扩张$& 例
肾盂扩张积水!肾盂输尿管连接部细小#"模型组孕
鼠 3 只$获胎鼠 CC 只$其中 .F 只GHC@H3I#发现各
类泌尿系畸形$ 包括 .J 例肾积水$. 例马蹄肾$.
例肾发育不良"
一! )*<染色观察结果
对照组胎鼠肾盂输尿管连结部各层组织清晰$

平滑肌层排列整齐! 有序$ 管腔完整$ 移行上皮
被覆% 对照组胎鼠有肾积水者肾盂输尿管连接部
肌层明显变薄$ 平滑肌排列紊乱$ 胶原纤维增多$
管腔变窄% 模型组胎鼠肾盂输尿管连接部肌层明
显变薄$ 平滑肌排列紊乱$ 胶原纤维增多$ 管腔
变窄"
二!免疫组织化学染色观察结果
对照组正常胎鼠肾盂输尿管连结部 ./ 个标本

中$K个为G11#$C个为G1#$神经纤维数量基本正常%对
照组肾积水胎鼠的肾盂输尿管连接部 ’个标本中$.
个为G1#$J个为G-#$神经纤维的数量明显减少%模型组
中+肾积水胎鼠的肾盂输尿管连接部 ./ 个标本中$3
个为G1#$H个为G-#$神经纤维数量明显减少"

L-.// 免疫反应阳性的神经纤维中$对照组胎
鼠 ./ 例$模型组胎鼠 3 例"两组相比较$?<A</@/.$

差异有显著统计学意义"

讨 论

目前有两种常用的动物可用来诱导建立肾积

水动物模型$即兔模和鼠模" 兔模是采用结扎输尿
管造成梗阻$形成肾积水"这一方法成本较高$且与
先天性输尿管梗阻有异$与人类先天性肾积水更不
同" 鼠模是采用大鼠建立动物模型的一种方法$一
般是给孕鼠胃内注入除草酚$ 使胎鼠发生肾积水$
其肾积水的畸形率为 HF@FIMBN" 但是除草酚制造的
胎鼠肾积水模型$其产生肾积水的机制是除草酚的
利尿作用所致$与人类肾积水的发病原因是不相同
的"而用维甲酸建立肾积水模型$方法简单$容易操
作$具有较高的致畸率$本组为 F3@F3I" 虽然成模
率略低于除草酚组$但维甲酸诱导建立的模型似乎
更符合人类先天性肾积水的改变"
神经嵴是一个松散的结构$由少量的细胞组

成 $只在胚胎早期短暂存在 $神经嵴结构沿躯体
纵轴从头到尾呈阶梯状分布$在特定的时刻释放
游离的类间质细胞 $ 沿着特定的途径到达靶器
官$然后分化成各种不同的组织器官 %FN" 如果在
某一时刻其释放和迁移受到干扰$则会出现相应
的各种畸形" 在肾及输尿管形成的过程中$维甲
酸干扰了这一过程 $ 因而就产生了肾积水 " 因
此$利用维甲酸的胎毒性制作先天性肾积水的大
鼠模型是可行的"
目前$人类先天性肾盂输尿管连接部狭窄的病

因尚不清楚"有人认为是肾盂输尿管平滑肌细胞发
育不良$ 肌细胞之间有大量的胶原纤维和基质$将
平滑肌肌细胞分离$失去正常的排列$阻断了肌细
胞间的电活动传递$影响了蠕动$造成梗阻$导致肾
积水"也有研究者认为是由于输尿管平滑肌层神经
纤维缺失$导致肌细胞萎缩和功能失调$并通过其
他机制使胶原纤维组成和结构发生改变$产生肾盂
输尿管连接部的蠕动异常$形成机械性及功能性肾
积水" 而 4O"55 等 %H!KN等研究发现$先天性肾积水
患者中$狭窄部的神经元及上皮细胞内的一氧化氮
合酶0PQ,#表达明显降低$免疫组化结果也显示$
一氧化氮能及神经肽 R 能的神经分布显著减少"
本研究显示$两组胎鼠肾积水的标本中均可见肾盂
输尿管连接部胶原纤维增多 !肌层紊乱 $提示两
组肾积水的形成可能与肾盂输尿管连接部平滑

肌细胞异常!胶原纤维增多有关" 0下转第 CJ页 #
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!上接第 "页! 该病理改变与人类肾盂输尿管连接
部梗阻的肾积水病理改变是一致的" 另外#两组胎
鼠肾积水的标本中##$%&& 神经纤维减少或消失#
两者间无显著差异#说明两组胎鼠肾积水可能与肾
盂输尿管连接部神经纤维减少有关"提示肾盂输尿
管连接部的神经纤维的减少#在肾积水的发病中可
能起作用"
因此#维甲酸诱导建立胎鼠肾积水动物模型

的发病机制和病理改变与人类先天性肾积水的

发病机制与病理改变有着很大的的相似性#采用
此模型用于人类先天性肾积水的研究是可行的"
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质性病变引起" 我们在做充盈性膀胱内压测定时#
当患儿出现尿意而要求排尿或出现 ’( 时嘱患儿收
缩盆底肌 # 尽量延长储尿时间 # 发现第 % 次测
)*)+,-.%"/0/&1220345+6!比功能性膀胱容量.%%70&%5
83909&5+6! 有明显增加 #:5 ;5 &0&9’ 第 / 次测
)*)+,- 百分数 .&0"&%<&0%&25+6! 比第 % 次测
)*)+,- 百分数.&023&5=&0%"9!亦有明显增加#:
;5&0&9#膀胱顺应性明显增高#说明膀胱病理改变是
功能性紊乱#而非膀胱壁组织结构器质性改变引起"
在充盈性膀胱内压测定过程中#当出现 ’((逼尿肌
压力升高时#嘱患儿收缩盆底肌#发现逼尿肌压力下
降#说明收缩盆底肌或尿道外括约肌可以反射性抑
制逼尿肌收缩" 二次充盈性膀胱内压测定相比较#
第二次 )*)+,- 百分数较第一次明显升高 #:5;5
&0&9# 第二次不稳定指数较第一次明显降低#: ;5
&0&9# 说明收缩盆底肌的膀胱储尿功能训练可有效
抑制逼尿肌不稳定收缩(增加 )*)+,-#为行为疗法
提供了有力的理论依据#>&例患儿中尿流曲线 %7 例
呈柱丘型(%> 例呈高斜坡型#9 例呈钟型#均为非梗
阻型#仅 4 例呈间断排尿#对应的排尿期盆底肌电
活动间断增强#可能是紧张等原因引起#说明排尿期
膀胱尿道功能无明显异常"
对确诊为儿童白天尿频症患儿#我们建议的治

疗方法为&?详细询问病史#对有确切诱因者予以心
理疏导(转移注意力#去除诱因#注重引导#切忌训
斥" @以行为疗法为主#主要是膀胱储尿功能训练#
即当患儿产生尿意#要求排尿时嘱患儿收缩盆底肌#
尽量延长储尿时间# 当强烈要求排尿时再同意其排
尿" 有条件者可到医院行生物反馈治疗" 指导其养
成定时排尿的习惯#并逐渐延长排尿的时间间隔#治
疗期间可适当减少饮水量" A对以上措施仅能使症
状缓解或疗效不明显者辅助应用对膀胱有较高选择

性的抗胆碱能药物#如奥昔布宁#可阻断 B 胆碱能
受体#抑制 ’(#改善膀胱的顺应性#增加 )*)+,-"
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1.学位论文 魏天佑 维甲酸致大鼠骨质疏松动物模型研究及药物对其预防作用 2007
    目的：

    研究维甲酸所诱导的大鼠骨质疏松动物模型，观察该模型的骨组织形态计量学、骨生物力学、骨密度，骨生化指标等各种改变，并以此分析该模型的特点和导致骨质疏松的原理

。研究本实验室开发的药物丹参骨宝以及其他几种防治骨质疏松的药物——雌激素、司坦唑醇等对该骨质疏松动物模型的预防作用。

    方法：

    3月龄未交配的SPF级雌性SD大鼠68只，随机分成8组，第一组和第二组每组10只，第三组至第八组每组8只。正常对照组每日给予羧甲基纤维素钠溶液，模型组每日分别给予维甲

酸混悬液和羧甲基纤维素钠溶液，低剂量丹参骨宝组每日分别给予维甲酸混悬液和低剂量丹参骨宝，中剂量丹参骨宝组每日分别给予维甲酸和中剂量丹参骨宝，高剂量丹参骨宝组每

日分别给予维甲酸和高剂量丹参骨宝，复方丹参片组每日分别给予维甲酸和复方丹参片悬浊液，雌激素组每日分别给予维甲酸和雌激素溶液，司坦唑醇组每日分别给予维甲酸和司坦

唑醇混悬液。以上药物均灌胃给药，每日分为上下午两次给予不同的药物，共计给药28天。所有大鼠在处死前的第13、14天和第3、4天分别皮下注射盐酸四环素和钙黄绿素进行荧光

标记。动物于实验第29天处死取材，心脏取血分离血清测其生化指标；取左侧胫骨，包埋后制作不脱钙切片和磨片，并通过半自动图像分析系统测量其骨组织形态计量学参数；取右

侧股骨进行骨密度、骨生物力学、骨物理指标的测量，测量完生物力学的股骨用盐酸消化后，检测其羟脯氨酸等生化指标和钙镁等微量元素的含量。

    结果：

    1．维甲酸对大鼠的影响：

    (1)维甲酸可以降低大鼠股骨的干湿重和中点附近横断面的内外径：与正常组相比，维甲酸组的大鼠股骨的物理指标明显降低，其中大鼠股骨中点横断面的外径下降了约16％，股

骨湿重降低了约24％，干重降低了约22％，且都具有十分显著的统计学意义(p<0.01)，但是由于维甲酸组大鼠的体重比正常组略低，所以维甲酸组大鼠的股骨湿重体重比和干重体重

比虽然也分别降低了20％和18％，但并不具有统计学意义。

    (2)维甲酸可以降低大鼠股骨的骨密度：与正常组大鼠相比，维甲酸组大鼠的股骨中点的骨密度下降了约8.2％，股骨远心端的骨密度下降了约10.2％，且都具有统计学意义

(p<0.01)。

    (3)维甲酸对于骨生化指标的影响不明显：以羟脯氨酸为代表的骨有机质和钙磷为代表的无机质，在维甲酸组大鼠和正常组大鼠的比较中，改变不明显，总体来说是维甲酸组大鼠

骨骼有机质比正常组略有上升，无机质略有下降，但是上升和下降幅度都很小，不具有统计学上的意义。

    (4)维甲酸可以降低大鼠股骨骨生物力学部分指标：与正常组相比，维甲酸组的大鼠最大载荷下降了56％，弹性载荷下降了40％，断裂载荷下降了32％，断裂应变下降了41％，弯

曲能量下降了38％，具有统计学意义(p<0.01)，但是弹性模量和断裂能量吸收的改变不明显。

    (5)维甲酸可以降低大鼠胫骨上段松质骨骨总面积和骨小梁总面积，但对单位面积的骨小梁数量和骨小梁厚度影响不明显：维甲酸导致大鼠骨骼的几何形状缩小，导致骨总面积的

减少(约32％，p<0.01)和绝对骨小梁面积的减少(约41％，p<0.01)，但是，维甲酸对大鼠胫骨上段松质骨的单位面积骨小梁数量、骨小梁厚度、骨小梁分离度的影响不明显。所以

，本次实验维甲酸所造成的骨的损害与传统定义上的骨质疏松症有一定的区别。

    (6)维甲酸降低大鼠胫骨上段松质骨的骨形成率：代表骨形成的几个动态参数均有比较明显的下降，其中荧光周长标记百分数下降了57％，三组骨形成率指标的下降幅度也都超过

了50％，且这几个指标的下降都具有统计学意义(p<0.01)，只有骨矿化沉积率的下降没有统计学的意义，但是，该指标也下降了约22％。

    (7)维甲酸的胫骨中段皮质骨面积和百分比没有明显的变化，但是外膜的骨建造受到了抑制而骨内膜的骨重建得到了增强：大鼠胫骨中段皮质骨的静态参数方面，与正常组相比

，维甲酸组的皮质骨面积有小幅度的下降而皮质骨面积百分比有小幅度的上升，但均不具有统计上的意义。在大鼠胫骨中段皮质骨动态参数方面，正常组大鼠骨外膜具有非常明显的

荧光，而维甲酸组大鼠骨外膜看不到明显的荧光，正常组大鼠骨内膜看不到荧光，而维甲酸组大鼠骨内膜可以看到非常明显的荧光。这说明，维甲酸可以使生长期的大鼠的骨建造变

缓甚至停止，而内膜的骨重建活动变得剧烈。

    (8)维甲酸可以升高大鼠血清的碱性磷酸酶含量：与正常组相比，维甲酸组的血清碱性磷酸酶和抗酒石酸酸性磷酸酶都有不同程度的上升，其中碱性磷酸酶上升幅度为271％，具

有统计学上的意义(p<0.01)，抗酒石酸酸性磷酸酶上升幅度为108％，不具有统计学意义。

    2．药物对大鼠的影响：

    (1)丹参骨宝对维甲酸致大鼠骨质疏松的影响：中剂量丹参骨宝十分有效的升高维甲酸所导致的大鼠股骨湿重体重比的降低，其数值超过了正常组；中剂量丹参骨宝和高剂量丹参

骨宝可以明显的升高维甲酸所导致的大鼠骨密度的降低，具有十分显著的统计学意义(p<0.01)，其数值也达到或超过了正常组。丹参骨宝对大鼠骨组织形态计量学、骨生物力学、等

其他各项指标的影响并没有显著性差别。

    (2)复方丹参片、己烯雌酚、司坦唑醇对大鼠骨骼的影响：三种药物并不能改善由维甲酸所带来的股骨物理指标、股骨密度、胫骨骨组织形态计量学、股骨生物力学等改变。

    结论：

    按照本次实验的方法，每天给予大鼠维甲酸70mg/kg，连续给药28天，对大鼠骨质影响的特点是：维甲酸所致大鼠骨骼的改变是以骨的几何形状缩小、骨密度降低、骨的生物力学

性能降低，但骨小梁面积百分比不减少为特点的骨损害。生长期的大鼠骨骼，在维甲酸的药物作用下，减弱或停止了骨骼的向外生长，皮质骨骨外膜的骨建造变得十分缓慢，同时骨

内膜的重建作用增强，导致的结果是骨骼变细、变窄、变轻，进而导致骨密度的下降和骨生物力学性能的减弱，在外力的作用下使用维甲酸的骨骼的抵抗力变弱，容易导致骨折的发

生。

    在本次实验中，丹参骨宝中剂量组和高剂量组对于维甲酸所致股骨远心端的骨密度起到了很好的预防作用，但复方丹参片、雌激素和司坦唑醇没有产生统计学上的预防效果。
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2.期刊论文 丁涛.叶豆丹.温富春.徐惠波 维甲酸给药时间对大鼠骨质疏松动物模型的影响 -吉林中医药2009,29(6)
    目的:探讨维甲酸的给药时间对大鼠骨质疏松动物模型的影响.方法:通过给动物分别灌服2周和4周的维甲酸,制备骨质疏松动物模型.结果:随着给维甲酸时间的延长,动物体重明显

下降,前列腺萎缩,肾上腺肥大;尿液中羟脯氨酸的排出量增加;血液中碱性磷酸酶活性升高,但对抗酒石酸酸性磷酸酶的活性、血液中Ca、P含量仍无明显的影响.结论:维甲酸导致动物

骨质疏松生化指标和性激素的变化与维甲酸的给药时间呈正相关性,故维甲酸的给药时间可视受试药物的作用效果而定.

3.学位论文 廖慧娟 去卵巢和维甲酸致骨质疏松动物模型的长程比较研究及2型神经纤维瘤病NF2基因的突变分析 2004
    第一部分去卵巢和维甲酸致骨质疏松两种动物模型的长程观察附:复方尼尔雌醇和小剂量17β-雌二醇预防去卵巢大鼠骨质疏松疗效比较 目的:通过对去卵巢和维甲酸致骨质疏松

两种动物模型的长程观察,为骨质疏松模型的建立和选择提供依据,并且比较复方尼尔雌醇和小剂量17β-雌二醇对去卵巢致骨质疏松大鼠模型的预防疗效.结论:体重校正后的骨密度是

评价抗骨质疏松药物在体重差异较大实验组间疗效的敏感指标.以DXA检测骨丢失,大鼠去卵巢后第3周及灌服维甲酸后第3周均可成功复制骨质疏松动物模型.去卵巢致骨质疏松大鼠模

型可靠稳定,持续时间长,可广泛用于研究骨质疏松的病理、发病机制和药物防治的临床前研究.维甲酸致骨质疏松大鼠模型造模简单,近期效果好,可作为去卵巢致骨质疏松大鼠模型的

一种补充.复方尼尔雌醇和小剂量17β-雌二醇预防去卵巢大鼠骨质疏松疗效相当,复方尼尔雌醇预防大鼠骨丢失的起效时间早于17β-雌二醇.因复方尼尔雌醇有类似SERM的作用,为国

人自行研制,经济实惠、服用方便、治疗效价比高.第二部分MT1-MMP、MMP-2和TIMP-2基因在去卵巢大鼠成骨细胞中的表达目的:观察去卵巢致骨质疏松模型大鼠成骨细胞MT1-MMP基因

的表达,探讨绝经后骨质疏松的发病机制.结论:雌激素不足可使成骨细胞MT1-MMP基因表达减少,可能为绝经后骨质疏松的发病机制之一.第三部分 2型神经纤维瘤病家系NF2基因的突变

分析 目的:探讨中国人常染色体显性遗传2型神经纤维瘤病的基因突变和分子病因诊断.结论:该突变为国内外新发现的NF2基因内含子13剪接供体位点突变,突变导致的剪接异常影响了

NF2基因所表达Merlin蛋白的生物学功能,使其失去对正常神经细胞生长的调控,导致2型神经纤维瘤病的发生.

4.学位论文 黄海涛 维甲酸下调Bcl-2的表达水平与腭裂形成的关系 2005
    腭裂是人类常见的先天性发育畸形，给患者及其家庭带来了极大的痛苦。人们长期以来一直在探询着腭裂的发病机制，但因其影响因素十分复杂，涉及多个方面，因此腭裂的确

切病因至今仍未明确。在研究腭裂病因学的过程中，如何建立一种稳定、有效的腭裂动物模型，已成为研究进一步深入的关键。由于腭突发育的复杂性，导致其对多种致畸物质的毒

性作用具有极强的敏感性。

    在已知的能诱发腭裂的致畸物质中，维甲酸(RA)是致畸作用比较显著的一种。本文通过建立由维甲酸诱导的C57BL/6J小鼠腭裂动物模型，并在此基础上用免疫组化的方法检测了

凋亡抑制因子Bcl-2在中嵴上皮细胞中的表达情况，以探讨维甲酸对于Bcl-2表达水平的影响，并分析其可能的致畸机制。

5.期刊论文 郭俊斌.王练英.张志波.白玉作 维甲酸诱导大鼠产生肛门直肠畸形及其伴发畸形 -中国优生与遗传杂志2005,13(1)
    目的利用维甲酸诱导大鼠肛门直肠畸形并探讨维生素A类物与肛门直肠畸形发生之间的关系.方法利用成熟未孕的Wistar大鼠,在妊娠10d时经胃管注入维甲酸,诱导产生肛门直肠畸

形动物模型,分别在妊娠16、18、20d时剖宫取出胎鼠,进行实体观察、畸形率统计,同时行病理形态学研究.对照组仅给予橄榄油,剖宫时间及观察项目同致畸组.结果维甲酸致畸组共获

得胎鼠96只,其中肛门直肠畸形发生率81.3%(78/96),显性脊柱裂46.9%(45/96),无尾畸形70.8%(68/96),足畸形37.5%(36/96).对照组剖出74只胎鼠,均未见上述畸形.致畸组与对照组在

妊娠16d、18d、20d时身长及体重相应各组数据经t检验统计差异显著(P<0.01),致畸组均较对照组为差.结论维甲酸是一种良好的诱导肛门直肠畸形动物模型的致畸剂,其发生机制可能

是过量维甲酸通过干扰维生素A酸信号系统影响正常胚胎发生所致.

6.学位论文 王烨明 比较三种骨质疏松动物模型的特点和机理分析 2003
    目的:了解用不同的方法建立的骨质疏松动物模型的效果,骨代谢与骨结构变化特点,分析其机理.方法:(1).3月龄清洁级健康雌性SD大鼠20只,随机均分为2组,假手术组,去卵巢组

,试验时间4月;(2)6.5月龄清洁级健康雌性SD大鼠20只,随机均分为2组.试验组大鼠连续性维甲酸75mg/kg·d灌胃,对照组为生理盐水,试验时间15天;(3)3周龄清洁级健康雌性SD大鼠

20只,随机均分为2组.实验组大鼠摄食为灭菌的高蛋白低钙饲料(Ca0.025％,protein27％),对照组为灭菌的标准饲料.试验时间6月.各实验组结束时,在处死前24小时代谢笼分别收集

24小时尿液,次日麻醉后,摘眼球采血法留取血液标本,离心取血清.处死大鼠后留取L3,L4,检测血清中骨源性碱性磷酸酶(BALP)、骨钙素(BGP)和尿样中尿吡啶酚/肌酐(PYD/Cr)和尿脱

氧吡啶酚/肌酐(DPD/Cr),并用骨计量学进行定量分析,普通光学显微镜和扫描电镜观察骨静态结构变化.结论:(1)去卵巢、维甲酸灌胃和低钙高蛋白饮食摄入的方法都可以成功复制出

大鼠骨质疏松模型.(2)大鼠切除卵巢去势是研究绝经后骨质疏松的较好的模型,但应注意区分该模型模拟绝经后骨量丢失的不同时期.在大鼠去卵巢功能后约4月左右后进入骨量丢失相

对平缓时相.(3)维甲酸诱导骨质疏松,适于模拟绝经后骨量的快速丢失期,属于高转化型骨质疏松动物模型.但远期建立骨质疏松模型的效果有待证实.(4)低钙高蛋白饮食摄入的方法造

模适于营养学角度对骨质疏松的预防和治疗的研究.属于高转化型骨质疏松动物模型.(5)膳食中过多的蛋白质并且钙质不足会构成骨质疏松症的危险因素.

7.学位论文 陈嘉波 三氧化二砷及维甲酸对神经母细胞瘤SK-N-SH细胞及裸鼠移植瘤模型作用的实验研究 2002
    目的：①从细胞实验和动物实验两个角度初步探讨三氧化二砷（arsenic trioxide,As<,2>O<,3>）与维甲酸（retinoic acid,ATRA）对神经母细胞瘤（Neuroblastoma,NB）的诱

导分化作用;②建立NB裸鼠移植瘤动物模型,并了解其生物学特性.结论：①As<,2>O<,3>与ATRA在细胞实验及动物实验中均能有效抑制NB细胞生长,抑制作用是通过诱导肿瘤细胞凋亡实

现的.这一结果显示出As<,2>O<,3>与ATRA诱导分化治疗NB的良好前景;②细胞移植和瘤块移植均能成功建立裸鼠移植瘤模型,但后者成瘤率更高,潜伏期更短,移植瘤的生物学特性在传

代过程中也比较稳定,在NB的动物实验研究中是值得推荐的方法.

8.学位论文 张艳萍 Wnt信号通路与过量维甲酸致昆明小鼠神经管畸形的相关性研究 2007
    无脑畸形、脊髓裂是最为常见的神经管畸形，两者统称为开放性神经管缺陷。脊柱裂指脊椎骨发育不全，使本应有脊椎骨保护的脊髓突出或暴露于体表。脊髓裂常伴有脊柱裂。

无脑畸形是一种最为严重的NTD，常伴有头盖骨和头部皮肤发育不全。这种胎儿一般出生前就死于子宫，形成“死胎”或“死产”，即使活产，也会在短时间内死亡，几乎无一例存活

。由于无脑畸形胎儿一般出生前就死于子宫内，故关于无脑畸形发生机制的研究大多在相应动物模型上实施。

    RA是维生素A在体内的自然活性代谢物，也是胚胎发育过程中不可缺少的形态发生素。它不仅决定胚胎头尾轴的建立，而且参与中枢神经系统发育过程中对前、中、后脑和脊髓的

调节分化。一般认为，RAY邑过与维甲酸受体(retinoic acidreceptor，RARs)结合，调节下游靶基因表达，来实现其生物学效应。哺乳动物RARs一般包括α、β和γ三种亚型。RA先

与PARs结合，然后RARs以二聚体的形式结合到靶基因启动子上一段称为维甲酸反应元件(retinoid acid responseelements，RARE)的特定DNA序列上，以调控靶基因转录。研究证实

，过量维生素A及RA等维生素A衍生物可在小鼠、金黄地鼠、鸡等动物胚胎中诱导一系列发育缺陷，而中枢神经系统是RA致畸形发生的最常见部位。

    细胞凋亡在神经管的正常形成过程中发挥重要作用，凋亡过度或减少均可致NTDs发生。研究表明，细胞凋亡参与RA致发育缺陷的发生。Caspase-3是细胞凋亡下游的关键执行者

，细胞凋亡的某些特征性标志，如染色体凝聚和DNA片段化等，均与Caspase-3直接相关。

    Wnt蛋白是一类由Wnt基因编码的分泌型糖蛋白，通过与细胞膜上Frizzled受体家族和低密度脂蛋白受体相关蛋白家族(low-density lipoprotein receptorassociating

protein，LRP)相互作用而启动Wnt信号传导，与胚胎发育及细胞增殖、分化和凋亡等密切相关。

    β-catenin是经典Wnt信号途径中不可缺少的关键性效应分子，一般通过激活T细胞因子/淋巴样增强因子(T cell factor/lymphoid enhancer factor，LEF/TCF)家族中转录因子

而发挥其发育调控效应。在中枢神经系统发育过程中，β-catenin参与细胞的增殖、分化、凋亡及神经管形态发生等一系列生物学过程，其表达失调可致神经管畸形、颅面部发育缺

陷以及视杯和面部模式形成障碍。

    Dishevelled是胞质内多条wnt信号转导途径的衔接子，在哺乳动物中至少包括3个亚型，即Dishevelledl/2/3。Wnt一旦与受体Frizzled结合，Dishevelled即与Frizzled受体胞内

区结合，继而被激活。激活的Dishevelled蛋白使B-catenin在胞质内积累，并进入细胞核调控下游靶基因转录。Dishevelled还可激活平面细胞极性(planar cell polarity，PCP)信

号通路，以调控细胞极性排列。

    PCP是一条非经典Wnt信号通路，它与经典Wnt信号通路一样需要细胞膜上Frizzled受体及胞浆内Dishevelled蛋白的参与，但其信号传递不依赖β-catenin分子。近年来相关研究

表明，PCP信号通路在胚胎形成过程中，通过参与原肠胚/神经胚期会聚延伸(convergent extension，CE)运动参与调控神经管闭合过程。Vangl是PCP信号途径主要分子成员之一，在

哺乳动物中主要包括两个亚型，即Vangl1/2，其突变可致NTD发生。

    本实验拟用RA建立小鼠露脑畸形动物模型，并利用免疫组化、原位杂交、Western-blot及RT-PCR技术初步探讨Dishevelledl/2/3亚型基因及经典Wnt信号通路分子β-catenin和

PCP信号通路分子Vangl2在RA致小鼠胚胎畸形发生中的表达分布变化，以及PARα、PARβ及Caspase-3蛋白表达量的变化，以期阐明过量RA致NTD的发生机制，为NTD的预防与治疗提供

实验依据。

    实验结果

    1.露脑畸形动物模型：(1)RA诱导昆明小鼠露脑畸形发生率随药物剂量.加大而升高，随胚龄增加而降低。E7.75灌服30mg/kgRA可诱导94％(E10.5)/76.9％(E16.5)露脑畸形胚胎发

生率，是本实验确定的最佳致畸动物模型。

    2.RARα、RARβ及Caspase-3蛋白检测：Western-blot检测结果显示：(1)在正常对照组，RAR α及RAR β蛋白在花生油灌服后18h表达升高，42h表达最强，之后表达又逐渐降低

。在实验组，RAR α及RARβ蛋白表达水平在RA灌服后18、42h，均明显低于正常对照组(P<0.05)：66h、90h时，RAR α蛋白表达水平与对照组相比无明显差异，RARβ蛋白表达水平则

显著高于正常对照组(P<0.05)。(2)Caspase-3在正常胚胎神经管组织中的表达存在时间依赖性。在对照组，Caspase-3蛋白在花生油灌服后18h表达升高，42h和66h时表达最强，之后

表达逐渐降低。在实验组，Caspase-3蛋白在RA处理后42h表达水平显著低于正常对照组(P<0.05)，66h和90h时，其表达水平显著高于正常对照组(P<0.05)。

    3.Dishevelledl/2/3、β-catenin及Vangl2表达状况检测：(1)Dishevelledl/2/3在正常胚胎神经管组织中的表达存在时间依赖性。在对照组，Dishevelledl/2/3mRNA在花生油灌

服后18h表达最强，之后表达逐渐降低到原来表达水平。在实验组，Dishevelledl/2/3 mRNA在RA处理后4h和18h的表达水平显著低于正常对照组(P<0.05)，42h时其表达水平升高并显

著高于正常对照组(P<0.05)，66h时Dishevelledl/2在对照组与实验组中的表达无显著差异，Dishevelled3表达水平显著高于对照组水平(P<0.05)。在对照组，Dishevelled2蛋白表达

水平在花生油灌服后随着胚胎发育逐渐降低：在实验组，Dishevelled2蛋白在RA处理后18h表达水平显著低于对照组(P<0.05)，42h时其表达水平升高，且显著高于正常对照组

(P<0.05)，66h和90h时实验组与对照组相比无显著差异。免疫组化检测显示：Dishevelled2蛋白在各对照组及实验组鼠胚头部神经管上皮组织中均呈不同程度阳性着色。在正常胚胎

神经管组织中，其表达水平随胚胎发育逐渐降低；在实验组，Dishevelled2蛋白在神经管组织的表达呈现先下降，之后上升的趋势。(2)在对照组，β-catenin mRNA及蛋白表达随胚

胎发育逐渐降低；实验组在RA灌服后4h和18h，β-catenin mRNA表达水平明显低于正常对照组(P<0.05)；42h时实验组与对照组相比无明显差异；66h时其表达水平明显高于对照组

(P<0.05)；β-catenin蛋白在RA处理后18h和42h，表达水平显著低于正常对照组(P<0.05)，66h时实验组与对照组相比无显著差异，90h时其表达水平升高，且显著高于正常对照组

(P<0.05)。原位杂交及免疫组化检测显示：B-catenin在各对照组及实验组鼠胚头部神经管上皮组织中，均呈不同程度阳性着色。在正常胚胎神经管组织中，β-catenin mRNA及蛋白

表达水平随胚胎发育逐渐降低；在实验组，β-catenin mRNA及蛋白表达水平均呈现先下降，而后又逐渐上升的趋势。(3)在对照组，Vangl2mRNA表达在花生油灌服后18h明显升高并于
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42h时达最高峰，之后逐渐降低到原来水平；Vangl2蛋白表达在花生油灌注后18h表达升高，42h时最强，66h和90h时明显降低。实验组在灌服RA后4h和18h，Vangl2mRNA表达水平明显

低于正常对照组(P<0.05)；42h时两组相比无明显变化，66h时其表达水平显著高于对照组(P<0.05)；Vangl2蛋白在RA处理后18、42h表达水平显著低于正常对照组(P<0.05)，66、

90h时其表达水平升高，且显著高于正常对照组(P<0.05)。原位杂交及免疫组化检测显示：Vangl2在各对照组及实验组鼠胚头部神经管上皮组织中，均呈不同程度阳性着色。在正常组

，Vangl2mRNA及蛋白表达水平随胚胎发育呈现先上升后下降的趋势：在实验组，其mRNA及蛋白表达则呈现先上升，而后逐渐下降的趋势。

    结论

    1.成功建立过量RA致昆明小鼠NTD动物模型：E7.75灌服小鼠30mg/kgRA，露脑畸形发生率为94％(E10.5)/76.9％(E16.5)。

    2.RA参与小鼠胚胎神经系统正常发育。

    3.过量RA可能通过调节PAR α和RARβ的表达，影响下游相关发育基因的正常调控，从而干扰神经管闭合过程，导致NTD发生。

    4.细胞凋亡参与胚胎神经系统正常发育，过量RA可能通过Caspase-3干扰正常细胞凋亡，导致NTD的发生。

    5.Wnt信号通路参与小鼠胚胎神经系统正常发育，过量RA可干扰Wnt信号通路分子DisheVelledl/2/3、β-catenin及Vangl2基因在神经管组织中的正常表达，导致NTD的发生。

9.学位论文 马勇 骨质疏松模型中铁调素（Hepcidin）变化的相关研究 2007
    目的：观察维甲酸灌胃建立制作的大鼠骨质疏松模型；在模型建立过程中选定不同时间点，观察大鼠肝脏的铁调素(Hepcidm)基因表达变化以及相应时刻血清中铁调素含量的观察

；在骨质疏松研究领域，观察、研究“铁代谢调节因素(铁调素)”在“骨代谢异常(骨质疏松)”过程中的作用，为进一步研究骨质疏松症的机理、治疗、转归提供新的思路、新的策

略。

    方法：选择3月龄清洁级雄性SD大鼠，分成模型组和对照组；模型组用维甲酸(70mg/kg/d)每天灌胃，对照组用等量的灭菌蒸馏水灌胃，连续14天。灌胃第5天、6天、7天、8天、

9天、10天、11天、12天、14天分别处死大鼠取材：血清、肝脏组织、骨组织(胫骨、股骨、腰椎)。获取骨质疏松模型建立指标：灌胃前后大鼠活体骨密度测定、脱钙骨切片分析、血

清钙、磷、碱性磷酸酶(ALP)：获取肝脏相关研究结果：肝组织切片观察、血清肝功能酶(ALT、AST、γ-GT)测定：采用RT-PCR方法分别观察灌胃5天、6天、7天、8天、9天、10天、

11天、12天、14天大鼠肝脏组织铁调素基因表达水平；采用ELISA试剂盒测定相应时间的血清中铁调素的含量。

    结果：实验第14天，模型组与对照组相比，模型组大鼠骨质疏松模型建立成功：骨密度(胫骨、股骨、腰椎)不同程度的降低、骨HE切片中骨小梁稀松、皮质骨变薄、软骨细胞层

减少等病理变化。模型建立过程中，与对照组比较，模型组所运用的维甲酸累积计量、累计时间未在肝脏组织HE切片发现明显病理改变、血清肝功能酶含量没有肝脏功能的损伤表现

。在实验周期内，模型组与对照组比较，肝脏铁调素基因表达在维甲酸灌胃的不同时间，存在明显差异：早期5、6、7天铁调素基因相对表达量逐渐下降，在第8、9、10天达到较低值

，随后有回升，呈现凹陷的抛物线变化趋势；而对照组基本处于水平的轻微波动变化。血清铁调素ELISA检测含量趋势与对照组比较，呈现凹陷的抛物线变化，低值出现在第8、9、

10天，整体变化趋势与肝脏基因水平相符合；对照组变化亦与肝脏hepcidin基因水平相符合。

    结论：根据本次实验结果，对骨质疏松的病因病理的认识及铁代谢与铁调素、骨代谢与铁代谢关系、铁离子与钙离子的关系系列研究的回顾，经分析得出如下结论：

   1、本研究骨质疏松模型采用单一人工干预方法，没有其他影响因素；实验结束时大鼠骨密度、骨组织学检查表明骨质疏松形成，同时肝脏功能酶和HE切片显示肝脏功能未受药源

性产生明显损伤性影响；因此，同期不同时间组大鼠肝脏铁调素基因表达、血清铁调素含量可以代表体内铁代谢不同时间的变化。

   2、在本研究中，模型组与对照组研究结果的差异表明：铁调素基因RT-PCR变化、血清铁调素ELISA测定含量变化与维甲酸制作的大鼠骨质疏松模型形成有实验相关性。

   3、在本研究平台下，形成了一个互相影响的假设图：铁调素(Hepcidin)←→铁代谢←→铁离子←→钙离子←→骨质疏松。

10.期刊论文 刘和娣.李星海.佟晓旭.李恩 地塞米松与维甲酸致大鼠骨质疏松动物模型的比较 -中国病理生理杂志2004,20(4)
    目的:了解地塞米松和维甲酸对骨代谢的影响.方法:选用3月龄健康雌性纯系SD大鼠分别喂食低钙饲料,每周两次肌肉注射地塞米松0.1 mg/100g体重,连续5周和常规喂养,每天用花

生油溶解维甲酸70 mg/kg体重灌胃,连续3周,诱发两种不同类型的大鼠骨质疏松,比较不同组大鼠间血钙、磷、碱性磷酸酶、雌二醇、骨密度、骨灰重、肠钙吸收、骨组织形态多指标

的变化.结果:地塞米松组大鼠的骨组织形态学呈现典型的骨质疏松状态,骨密度、骨灰重、肠钙吸收均显著低于对照组,大鼠体内雌二醇水平亦低于对照组,而血钙、磷、ALP则维持在

正常范围,符合骨质疏松的病变特点.维甲酸组大鼠虽然骨骼病变明显,骨灰重、骨密度均显著低于正常大鼠,但血钙、磷、ALP变化明显,与骨质疏松状态下这些指标基本在正常水平或

稍低的数据不符.结论:地塞米松能诱发大鼠的骨质疏松动物模型,维甲酸造成的大鼠骨骼病变非骨质疏松状态而更似骨软化.
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