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原料乳中农药的残留是农药污染不可避免的结

果!如何控制好原料乳中农药残留量!最有效的手段

就是加强对农药残留量检测的力度!建立一个完善的

农药监测系统# 原料乳中农药残留量的检测是防止

农药慢性中毒的控制手段!是监控人类在农药污染环

境暴露程度的有效手段!也是食品安全系统反恐机制

建立的一个重要组成部分# 由此!本课题以原料乳基

质为研究对象!对气相色谱法检测原料乳中有机磷农

药残留量的测量结果不确定度进行了系统分析!结果

发现有机磷农药残留量的测量结果不确定度是由许

多分量组成!所有这些分量应理解为都贡献给了分散

性# 测量不确定度则是表征合理赋予被测量之值的

分散性!与测量结果相联系的参数# 就是说不确定度

是用统计方法定量地给出结果的分散性范围及均值

的可信区间!但对测量中的系统误差既不能校正也不

易发现!要保证测量结果的准确性!必须通过核对标

准物质和校正系统误差来实现-+.

#

在给定的方法条件下!要保证有限次测量的分散

程度更符合总体的分散水平!所用的仪器"器具"试剂

等均应符合要求!人员的技术水平和操作过程也要规

范和一致# 只有当使用了具有溯源性的标准物质对

测量仪器进行了误差校正后才有意义!否则即使测量

的不确定度很小!也可能有较大的测量误差存在-+.

#
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糖尿病大鼠肾组织 23)(

#

! 和 >23)的表达及

来氟米特的干预作用

李!敬!于为民!李荣山!程文华!周志花

摘!要!目的!研究糖尿病肾损伤大鼠模型NS_0

"

&"9NS_的表达及来氟米特的干预作用!进一步探讨来氟米特对糖尿病

大鼠的保护作用及可能机制# 方法!#) 只健康雄性H@?AI6大鼠随机分为 # 组(

$

对照组+

%

模型组+

&

来氟米特干预组# 摘除右

肾后!模型组与来氟米特组分别以链脲佐菌素)WNF*(1'<Q"ZQ腹腔注射!对照组腹腔注射等量柠檬酸缓冲液# 来氟米特组在成

模后以 T<Q"ZQ每日灌胃# 于 + 周"&( 周末测 (1C尿量及 (1C尿蛋白定量"血肌酐)WB6*"尿素氮)5c3*+-."M4W 染色光镜观察

肾组织病理改变!免疫组化法检测肾组织NS_0

"

&"9NS_蛋白的表达# 结果!免疫组化结果显示(模型组大鼠肾组织NS_0

"

&"

9NS_的表达明显增加!而经来氟米特治疗后表达显著减少!与同期模型组相比差异有统计学意义)&e'J'T*# 结论!来氟米特

对糖尿病大鼠具有一定肾脏保护作用及抗肾小球纤维化的作用!其作用机制可能是通过下调NS_0

"

&"9NS_的表达而实现的#

关键词!糖尿病肾病!来氟米特!转录生长因子0

"

&!结缔组织生长因子

6̂7GE++,IJIQ23)(

#
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& I8> 9NS_@8B67I?7> ?@Q8@:@BI8ALR@8 23Q6;EO!I?B;<OI67> X@AC

B;8A6;LQ6;EO!XC@L7NS_0
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!!糖尿病肾病)>@I=7A@B87OC6;OIACR!23*是糖尿病

主要而严重的慢性并发症之一!由23引起的终末期

肾病发病率呈逐年上升的趋势-&.

# 肾小球硬化和肾

小管间质纤维化是包括糖尿病肾病在内各种慢性肾

脏疾病进展至终末期肾病的共同病理特征# 目前认

为转化生长因子
"

&)NS_0

"

&*"结缔组织生长因子

)9NS_*是23肾小球硬化形成过程中的重要生长因

子-(.

# 近年研究表明新型免疫抑制剂来氟米特)L7P

:LE8;<@>7! .̂_*对肝脏"肺脏"皮肤等组织具有抗纤

维化形成的作用# 但 .̂_对糖尿病大鼠肾脏致纤维

化因子NS_0

"

&!9NS_影响如何尚未见报道# 因此

本实验建立糖尿病大鼠肾脏损伤模型!研究来氟米特

对NS_0

"

&"9NS_蛋白表达的影响!探讨其防治 23

的作用机制#

材料与方法

&J药物与试剂(来氟米特为美国欣凯公司赠送+链脲佐菌

素)WNF*购自美国 W@Q<I公司!用前溶解于 'J&<;L"̂的柠檬

酸缓冲液中!O-值为 1JT+尿清蛋白"肌酐和尿素氮试剂盒购

于南京建成试剂公司+兔抗大鼠NS_0

"

&"9NS_多克隆抗体"

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔VQS试剂盒)W459*"245试剂

均购自武汉博士德公司#

(J实验动物分组及模型制备(清洁级雄性 H@?AI6大鼠 #)

只!体重 ('' *(#'Q!购于山西医科大学实验动物中心!给予标

准饮食!自由饮水# 将 #) 只血糖"尿蛋白等无异常的大鼠随

机分为对照组"模型组"来氟米特干预组 # 组!适应环境饲养 &

周后行右肾摘除术!术前禁食 &(C!&',的水合氯醛 #''<Q"ZQ

腹腔注射麻醉!开腹分离摘除右肾# 每组分别按不同观察时

间)+ 周"&( 周*再随机分为两小组!每组 ) 只# 术后 ( 周!模

型组与来氟米特干预组按 1'<Q"ZQ给予 WNF腹腔注射!对照

组腹腔注入等量柠檬酸缓冲液# %(C 后测空腹血糖及尿糖!

若达到下列标准者!即认为模型成立(

$

空腹血糖
"

&)J)T<<;L"̂+

%

尿糖强阳性+

&

尿量大于摘肾对照组的

T',# 所有大鼠均不使用胰岛素治疗# 成模后每日灌胃 &

次!对照组和模型组均给予等量生理盐水+来氟米特干预组给

予来氟米特溶液!将来氟米特溶于自来水中!终浓度 &<Q"<L!

剂量为 T<Q")ZQ,>*# 连续用药 + *&( 周# 于 + 周"&( 周末

收集尿液"采血!解剖肾脏去除包膜"称重"取一半肾脏组织做

光镜"免疫组化标本!余肾组织置于冻存管中放液氮保存#

#J(1C尿量及 (1C尿蛋白定量的测定(分别在第 +"&( 周

末处死大鼠前 & 天!将大鼠放入洗净的金属代谢笼内!收集

(1C的尿液!留尿期间禁食不禁水!记录尿量后取 1<L尿液

('''6"<@8 离心 &'<@8!去除沉渣并于0('r冰箱保存待测!用

双缩脲法测定 (1C尿蛋白#

1J肌酐)WB6*"尿素氮)5c3*测定(第 + 周"&( 周末!腹主

动脉采血!常温下放置 &C! (T''6"<@8! &T<@8!分离血清!

0('r冻存待测# WB6"5c3采用全自动多功能生化分析仪进

行测定#

TJ肾脏病理组织学观察(取肾组织置 1,中性甲醛固定!

石蜡块包埋!切片行-."M4W染色!光镜下观察肾组织病理改

变#

)J肾组织NS_0

"

& 与9NS_免疫组化()&*采用 W459方

法(石蜡切片常规脱蜡至水!#',的 -

(

b

(

封闭内源性过氧化

酶!NS_0

"

& 微波炉暴露抗原!9NS_予胰蛋白酶消化暴露抗

原# 封闭内源性生物素及非特异性抗原后加兔抗大鼠NS_0

"

&多单克隆抗体)&m&''*或 9NS_多克隆抗体)&mT'*!阴性

对照用M5W 代替一抗!1r冰箱过夜!M5W 缓冲) O-值 %J1!

'J'(<;L"̂*浸洗后加辣根过氧化物酶标记的二抗和 W459试

剂各在室温下作用 #'<@8!245显色!镜下控制着色时间!苏

木素复染 #<@8# 常规脱水"透明"封片# )(*免疫组化图像分

析(阳性物质呈棕黄色颗粒状表达于细胞质!应用 -MV4W 0

('''型高清晰度彩色病理图像分析系统进行分析!将图像像

素分成 ' *(T) 种灰阶!' 最浅!(T) 为最深!以平均光密度值

为图像输出结果# 每张切片于 1'' 光镜下选 &' 个视野观察!

取平均值进行统计学处理#

%J统计学方法(所有统计分析均采用 WMWW&#J' 统计软件

及.]B7L完成# 所有数据均以 Eq>表示!多组间比较采用单

因素方差分析# &e'J'T 为有统计学意义#

,+1,
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结!!果

&J各组大鼠 (1C 尿量"(1C 尿蛋白定量(模型组

大鼠 (1C尿量"(1C 尿蛋白定量在成模后显著升高!

与对照组相比有统计学意义)&e'J''&*# 随时间延

长!(1C尿量"(1C尿蛋白定量呈进行性升高趋势# 来

氟米特治疗后明显减少!与模型组相比有统计学意义

)&e'J'T*)表 &*#

表 !"各组大鼠 #5:尿量##5:尿蛋白定量 )Eq>*

时间)周* 组别 尿量)<L* 尿蛋白)<Q*

对照组 &+J&) q(J#& &(J&+ q(J))

+ 模型组
%&JT q%J+1

%

&'%J$# q&%J1&

%

来氟米特组
T'J# qTJT#

t

$(J'& q&1J+&

t

对照组 &+J)) q(J$1 &#J+& q#J'%

&( 模型组
&'TJ)) q&1J##

%

(1TJ$ q(1J)T

%

来氟米特组
%'J$+ q+J+&

t

(&$JT# q('J$+

t

!!

%

&e'J''&!与对照组相比+

t

&e'J'T!与模型组相比

!!(J各组大鼠 WB6"5c3比较(随着病程延长!模型组

大鼠肾功能下降!与对照组相比有统计学意义)&e'J

'T*# 来氟米特组大鼠 WB6"5c3与同期模型组相比明

显下降!差异有统计学意义)&e'J'T*)表 (*#

表 #"各组大鼠<HG#_*.#比较)Eq>*

时间)周* 组别 WB6)

.

<;L"̂* 5c3)<<;L"̂*

对照组 #&J+( q1J(T +J&) q'J$1

+ 模型组
+)J&T q%J(1

%

&)J(T q#J($

%

来氟米特组
T&J+T q)J&%

t

&(J)) q(JTT

t

对照组 #1J)+ q#J') +J1+ q&J'T

&( 模型组
&(&J)% q&#J()

%

(&J%( q%J)(

%

来氟米特组
+&J%T q%J($

t

&TJ'% q#JT$

t

!!

%

&e'J'T!与对照组相比+

t

&e'J'T!与模型组相比

!!#J各组大鼠肾组织病理变化(+ 周时可见肾小球

肥大!毛细血管袢轻度扩张!系膜基质轻度增加并随

时间延长加重+部分肾小管可见上皮细胞空泡变性+

间质区少量炎细胞浸润# &( 周时!模型组肾小球明

显肥大!毛细血管袢明显扩张!系膜基质明显增加"基

膜增厚且系膜间隙增宽+部分肾小管可见上皮细胞坏

死脱落+间质区炎细胞浸润较明显!而来氟米特干预

组上述病变明显减轻#

1J肾组织中 NS_0

"

&"9NS_表达的变化(对照

组大鼠肾组织中肾小球"肾小管中无或极少表达NS_

0

"

&# 模型组大鼠NS_0

"

& 在肾小球上皮细胞及系

膜区"毛细血管袢"肾小管上皮细胞及间质均有表达#

半定量分析结果显示 + 周"&( 周时!模型组大鼠肾组

织中NS_0

"

& 表达均较对照组升高)&e'J'T*# 来

氟米特干预大鼠较模型组表达明显降低)&e'J'T*

)表 #*#

表 8"各组大鼠23)(

#

! 平均光密度值比较)Eq>*

时间)周* 分组 NS_小管 NS_小球

对照组 'J(+) q'J'(+ 'J&+$ q'J'(%

+ 模型组
'J1(# q'J'(%

%

'J#)& q'J'##

%

来氟米特组
'J#1$ q'J'#&

t

'J#&( q'J'()

t

对照组 'J($+ q'J')T 'J(&& q'J'&(

&( 模型组
'J1++ q'J'T1

%

'J1&' q'J'&#

%

来氟米特组
'J1&1 q'J'#)

t

'J#%' q'J'&$

t

!!

%

&e'J'T!同对照组相比+

t

&e'J'T!同模型组相比

对照组大鼠肾脏组织中有极少量的 9NS_表达

于肾小球的上皮细胞和小管上皮细胞及间质细胞的

胞质中# 图像分析显示模型组大鼠肾组织 9NS_表

达 + 周时较对照组明显升高)&e'J'T*!&( 周时表达

更明显# 而来氟米特治疗后9NS_表达明显降低!同

模型组相比有统计学差异)&e'J'T*)表 1*#

表 5"各组大鼠>23)平均光密度值比较)Eq>*

时间)周* 分组 9NS_小管 9NS_小球

对照组 'J(&( q'J'&1 'J&TT q'J'(+

+ 模型组
'J#1' q'J'##

%

'J()) q'J'((

%

来氟米特组
'J()$ q'J'#(

t

'J(&# q'J'1&

t

对照组 'J(1T q'J'(1 'J&T1 q'J'&#

&( 模型组
'J#+$ q'J'#$

%

'J($$ q'J'#T

%

来氟米特组
'J#(+ q'J'1(

t

'J(#+ q'J'##

t

!!

%

&e'J'T!同对照组相比+

t

&e'J'T!同模型组相比

讨!!论

本实验采用单肾切除后腹腔注射 WNF诱导的糖

尿病肾损害大鼠模型!WNF是通过破坏胰岛
"

细胞!

引起胰岛素的绝对不足!类似人类的 & 型糖尿病的发

病机制# 该法是目前研究 23的一种比较理想的模

型# 本实验在注射 WNF后大鼠出现明显的多饮"多

食"多尿"体重增加缓慢"血糖持续升高和不同程度的

蛋白尿!光镜下病理切片显示肾小球体积增大!系膜

细胞增多!细胞外基质).9U*积聚!系膜基质增宽!

提示造模成功# 目前研究认为NS_0

"

& 是肾小球硬

化和肾纤维化共同通路的主要介导因子-#.

!它可通

过多种途径参与 23的发生和进展# .9U代谢失衡

导致了.9U积聚和肾脏纤维化发生!而NS_0

"

& 是

调节 .9U合成和降解的主要分子之一!肾脏近端小

管细胞的体外研究模型中发现高糖可诱导 NS_

"

0&

产生!内源性 NS_0

"

& 增加能通过 9NS_依赖性和

,$1,
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非依赖性途径诱导纤连蛋白和胶原Va等基质蛋白产

生#

此外!体内"外肾病模型均表明NS_0

"

& 在小管

上皮细胞0间充质转分化中是最有力的诱导因子和

关键的调节因子-1.

# 而且!NS_0

"

& 有强大的驱化

作用!能诱导肾脏近端小管细胞产生 V̂0+"U9M0&

等炎性细胞因子表达-T.

# NS_0

"

& 还可通过下调基

质金属蛋白酶)UUM?*的表达"促进金属蛋白酶组织

抑制剂)NVUM?*和组织纤溶酶原激活物抑制剂)M4V*

合成来减少.9U的降解而发挥作用# 9NS_是参与

早期23的另一个重要细胞因子!在糖尿病肾病早期

阶段表达就有增加!且在进展性人类肾脏疾病中小球

和小管部分其表达均有上调# 高糖"4S."-

(

b

(

"机

械牵拉和 NS_0

"

& 可以诱导肾脏细胞表达 9NS_#

大量研究表明9NS_是NS_0

"

& 发挥生物学活性的

下游介质-).

# 9NS_可通过直接结合 NS_0

"

& 促进

其信号转导!促进NS_0

"

& 同受体的相互作用!通过

激发结合受体激酶 4)N6[4*受体的细胞外信号!可

导致 W<I>% 转录受抑制!而 W<I>% 可抑制 NS_0

"

&

的信号转导+通过结合到 5UM0% 上!使其对应于

NS_0

"

& 的信号通路受抑制!从而导致 NS_0

"

& 的

信号通路增强#

糖尿病肾病肾小球硬化是 23最具特征性的病

理改变!系膜细胞的胞外基质蛋白沉积为直接原因#

9NS_对NS_0

"

& 刺激细胞外基质)包括 _3"胶原

-

"

#

"

0

等*的表达有起着关键性作用-%.

# 研究证

实!NS_0

"

& 可以直接或通过高糖诱导系膜细胞肥

大!而9NS_反义寡核苷酸可抑制此反应!表明9NS_

可介导NS_0

"

& 依赖的 S

&

期阻滞和高糖诱导的系

膜细胞肥大-+.

# 也有研究表明!由 NS_0

"

& 介导生

成的9NS_可直接刺激系膜细胞的肥大!该机制可能

并不涉及细胞增生周期受阻# 因此 9NS_可能是一

个潜在的治疗肾脏纤维化靶点# 本研究免疫组化结

果显示!糖尿病模型组大鼠肾组织 NS_0

"

&"9NS_

表达均较对照组明显升高!半定量分析显示差异有统

计学意义)&e'J'T*!由此可证明 NS_0

"

& 和 9NS_

在23的发生及发展过程中起到了重要作用!并提示

NS_0

"

& 作为始动因子启动下游9NS_表达!二者相

互影响!进而强烈诱导.9U成分积聚!导致肾小球硬

化及肾小管间质纤维化发生#

来氟米特)L7:LE8;<@>7! .̂_*是一种新型的异口恶

唑类免疫抑制剂# 临床上多用于治疗类风湿关节炎"

狼疮肾炎"难治性肾病综合征以及同种异体肾移植排

斥反应-$.

# 近年!部分临床研究表明来氟米特具有

减少蛋白尿"改善肾功能等作用!另外其可通过抑制

肾内炎症相关因子的表达对实验性糖尿病肾脏损害

有一定的治疗作用!但 .̂_对糖尿病大鼠肾脏致纤

维化因子NS_0

"

&"9NS_影响如何尚未见报道# 我

们在实验中观察到来氟米特可降低糖尿病大鼠尿蛋

白排泄量!改善肾功能+明显减轻系膜细胞及系膜基

质增生!改善肾小球肥大"减轻小管损伤和间质炎细

胞浸润等组织学病变!这说明来氟米特对糖尿病肾病

有一定的保护作用# 免疫组化结果显示造模成功后

+ 周NS_0

"

&"9NS_在肾小球肾小管表达增加!&(

周时表达更加明显)&e'J'T*# 二者表达同 (1C 尿

量和尿蛋白的升高!以及肾功能的下降趋势一致# 这

表明了 NS_0

"

&"9NS_参与了糖尿病的肾脏损害!

而应用免疫抑制剂来氟米特后二者表达均明显下降

)&e'J'T*!病理损伤明显减轻# 证明来氟米特可通

过降低NS_0

"

&"9NS_的表达有效改善糖尿病肾脏

病变!起到一定的保护作用从而延缓糖尿病肾病的进

展改善预后# 我们推测可能的机制是!多种炎症因子

参与了23中NS_0

"

&"9NS_的表达调控!如肿瘤坏

死因子0

!

)N3_0

!

*"V̂0&

"

"V̂01!血管内皮生长

因子)a.S_*等-&'.

# 来氟米特通过抑制上述炎症介

质的表达!从而减少了高糖"4S."-

(

b

(

"机械牵拉和

NS_0

"

& 等多种因素诱导的 9NS_表达!9NS_又影

响NS_0

"

& 相关的一系列信号通路的活化和作用!

从而达到了肾脏保护作用# 另外!文献表明可能与来

氟米特通过抑制蛋白酪氨酸激酶活性!使细胞信号转

导受到阻止!抑制 NS_0

"

& 表达等多种途径有

关-&&.

#

总之!本研究发现糖尿病大鼠肾脏中 NS_0

"

&"

9NS_表达增加!而来氟米特可以延缓糖尿病大鼠肾

脏病变的进展!为临床防治糖尿病肾病提供了新的思

路# 其机制可能与下调 NS_0

"

&"9NS_表达!减少

细胞外基质的积聚!从而达到肾脏保护作用# 目前来

氟米特应用于糖尿病肾病的临床治疗还缺乏大量循

证医学的证据# 其确切的作用机制尚有待于我们进

一步研究#
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8']? 例住院患者营养风险筛查和营养治疗率的研究

曹!翔!蔡东联!张玉珍!周金花

摘!要!目的!应用营养风险筛查)3/W(''(*评定住院患者营养状况!同时调查住院患者营养治疗率!判断营养治疗的合

理性# 方法!对 #T)% 例符合3/W评定条件的新住院患者进行评定!并调查住院 ( 周内营养治疗使用情况# 除体质指数采用中

国标准外!其余与 3/W(''( 方法一致# 营养治疗包括肠外和肠内营养# 结果!全部对象中 3/W 总评分
"

# 分有 +#1 例

)(#f#$,*!使用营养治疗的有 ))& 例)&+JT#,*# 3/W总评分
"

# 分的患者中使用营养治疗的有 (T) 例)#'J%',*!营养治疗的

患者中3/W总评分
"

# 分占 #+J%#,# 结论!住院患者可采用 3/W(''( 来判断营养状况!营养治疗应根据患者营养状况来决

定!目前临床上营养治疗缺乏规范!许多存在营养不良的患者未得到营养治疗!而很多得到营养治疗的患者并不存在营养不足#

成立营养治疗小组)3WN*是解决这个问题的一个方法#

关键词!营养风险筛查!营养治疗
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