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摘 要:目的 基于小鼠急性肾损伤模型探讨CLARITY技术在病理诊断中应用的价值。方法 将24只昆明小鼠随机

均分为实验组和对照组,每组(各12只)分别建立左侧输尿管完全梗阻模型,0d、2d、4d、6d后每次取3只实验组小鼠

进行透明化处理,对照组行常规 HE染色。联合应用肉眼观察法、激光共聚焦显微镜观察法和常规显微镜观察法检测肾

脏组织的形态学改变。采用TissueFAXSTMCytometry组织细胞定量分析系统对共聚焦显微镜二维图片中的肾小管上

皮细胞数量和肾小管管腔面积进行定量分析。结果 肉眼观梗阻侧肾脏,随着时间延长,肾体积增大、充血、水肿,肾盂

和输尿管扩张,肾实质结构逐渐萎缩,肾盏融合,肾皮质开始变薄;实验组和对照组均观察到肾脏梗阻后肾小管上皮细胞

扁平化、扩张,随着梗阻时间延长,逐渐出现肾小管萎缩消失、组织结构破坏,典型形态消失,纤维结缔组织增生,肾脏出

现纤维化;实验组采用激光共聚焦显微镜扫描发现同一个组织的不同层面肾小管上皮细胞数量和肾小管管腔面积分布

明显不同。结论 透明化技术可观察急性肾损伤后肾脏不同组织层面的病理改变,比 HE染色的二维层面提供更多的

信息,在病理学和形态学研究领域有较高的应用价值。
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  Abstract: Objective ToexplorethevalueofCLARITYinpathologicaldiagnosisbasedonacuterenalin-
juryinmicemodels. Methods Twenty-fourmicefromKunmingwererandomlydividedintotheexperimen-
talgroup(n=12)andthecontrolgroup(n=12).Afterthecompleteobstructionofthelefturetermodels
wereestablishedforeachgroup,3micewereselectedfromtheexperimentalgroupeachtimeonthe0,2nd,

4th,and6thdayandtreatedbyCLARITYtechnique,andthemiceincontrolgroupweretreatedbyHEstai-
ning.Themorphologicalchangesofthekidneytissuewereobservedbynakedeyes,confocallaserscanningmi-
croscopyandconventionalmicroscope.Thequantityoftubularepithelialcellsandlumenareaofthetubulesin
thetwo-dimensionalimageoftheconfocallaserscanningmicroscopywerequantifiedbyusingtheTissueFAX-
STMCytometrytissuequantitativeanalysissystem. Results Astimewenton,thenakedeyeobservation
showedthatthekidneyintheobstructedsidewasenlarged,hyperemiaandedema,therenalpelvisandureter
weredilated,therenalparenchymawasatrophiedgradually,therenalcalyceswerefused,andtherenalcortex
becamethinner.Intheexperimentalgroupandthecontrolgroup,itwasfoundthattherenaltubularepithelial
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cellswereflattenedanddilatedafterrenalobstruction.Astheobstructiontimeprolonged,renaltubularwas
atrophiedandtissuesdisappeared,thetissuestructurewasdestroyed,thetypicalmorphologydisappeared,the
fibroticconnectivetissuesproliferatedandthekidneyappearedfibrosis.Laserconfocalmicroscopyrevealedsig-
nificantdifferencesinthenumberofrenaltubularepithelialcellsandthedistributionofrenaltubularlumenin
differentlayersofthesametissue. Conclusion CLARITYtechniquecanobservethepathologicalchangesof
differenttissuedepthofkidneyafteracutekidneyinjury,anditcanpresentmoredatathanthetwo-dimentional
layerofHEstaining,andhashighapplicationvalueinthefieldofpathologyandmorphology.
  Keywords: CLARITY;ureteralobstruction;three-dimensionalimaging;acuterenalinjury

  CLARITY是近年来迅速发展的一种将完整生物

组织转化为水凝胶-组织杂交体的方法,利用以丙烯酰

胺为主要成分的水凝胶固定组织结构里的核酸、神经

递质以及蛋白质等,然后用十二烷基磺酸钠(sodium
dodecylsulfate,SDS)为主要成分的清洗剂去除稳定

亲水性的脂质环境,以实现完整组织的透明且更便于

光的穿透及大分子渗透。通过抗原抗体特异性结合,
荧光标记并检测目的靶分子,激光扫描共聚焦显微镜

下观察、构建组织细胞的三维空间结构[1]。
急性肾损伤(acutekidneyinjury,AKI)是由多种

病因引起的以肾功能急剧下降为其主要特征的一组综

合征,临床上单侧输尿管梗阻最常见。近期研究显示,

AKI可导致肾脏的不完全修复、慢性炎症的持续及进

展性纤维化,最终可导致慢性的器官功能丧失[2-3]。

2013年,CLARITY由Chung等[4]在《Nature》上首次

介绍 ,此后得到快速发展,但主要应用于神经系统方

面的研究[5-6]。本研究拟以急性输尿管梗阻模型肾组

织形态结构变化病理观察为例,探讨CLARITY透明

化法相较传统病理组织处理方案在病理诊断中的优势

及潜在应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料 24只8周龄昆明小鼠,体重(40±2)g,
购自广西医科大学实验动物中心,于室温20℃~
25℃、湿度50%~60%的饲养室喂养,自由摄食和饮

水。实验所用手术器械由广西医科大学附属肿瘤医院

供应室提供。

40%丙烯酰胺、2%甲叉双丙烯酰胺购自Bio-Rad
公司;95%分析纯多聚甲醛、96%分析纯氢氧化钠购买

于天津致远化学试剂有限公司;98%热引发剂 VA-
044购自 Wako公司;SDS(98.5%)、硼酸(99.5%)、

Tritonx100、DAPI购自Sigma公司;CollagenⅣ抗体

购自abcam公司、山羊抗兔IgG(H+L)抗体购自Cell
SignalingTechnolgy公司;激光共聚焦显微镜为奥林

巴斯公司FV3000型,TissueFAXSTMCytometry组织

细胞定量分析系统归北京华威中仪科技有限公司所

有。

水凝胶制备:该过程在冰盒上操作,1L水凝胶

(HG)配比如下:40%丙烯酰胺100ml,VA-0442.5
g,2%甲叉双丙烯酰胺25ml,10×PBS100ml,补双

蒸水至1L,分装后置于-20℃冰箱储存备用。清除

液的制备:在室温下操作,1L清除液配比如下:SDS
40g、硼酸12.4g,补双蒸水至1L,用10MNaOH调

节pH到8.5。

1.2 分组及处理方法 选取24只昆明小鼠,采用随

机数字表法将其均分为实验组和对照组,每组各12
只,分别建立左侧输尿管完全梗阻模型,实验组使用透

明化技术处理,对照组使用HE染色法处理,造模后每

组小鼠采用随机数字表法再分为4组,即0d组、2d
组、4d组、6d组,取每组的3只动物进行后续实验。

1.3 模型制备 小鼠腹腔注射10%水合氯醛(0.004
ml/g)溶液,麻醉满意后取仰卧位固定于操作台,常规

消毒铺洞巾。充分游离左侧上段输尿管后并用4-0丝

线结扎,逐层关闭切口。

1.4 实验组小鼠灌注 将水凝胶和1×PBS溶液放

置在冰盒内,将小鼠充分麻醉后取仰卧位固定四肢,充
分暴露心脏后用针头插入左心室,并以血管钳固定,然
后在心耳处戳一小孔放血。先以10ml/min的速度推

入50mlPBS溶液,通过体内循环排空小鼠血管内血

液,再灌注25ml水凝胶溶液。将梗阻侧肾脏迅速浸

于10ml水凝胶中,迅速移至4℃冰箱中3d,从而使

水凝胶进一步渗透到组织中[7]。

1.5 实验组透明化处理 ①将1.4中肾脏标本置于

37℃温箱,24h后剥离肾脏周围凝固胶;②切取1mm
薄片标本,放清除液里2周;③PBST液清洗24h;④
Ⅳ型胶原蛋白抗体(1∶200稀释)37℃摇床孵育24h;

⑤PBST液清洗1d,山羊抗兔二抗(1∶500稀释)37℃
摇床孵育12h;⑥PBST液清洗1d,避光容器中,加入

DAPI工作液(10μg/ml)孵育过夜;⑦80%甘油封闭

24h;⑧激光共聚焦显微镜调整激发波长360nm ,将
样品置于载物台上采用其进行观测。实时观测结束

后,以5μm的层厚扫描Z轴,对样品作光学切片式逐

层扫描并三维图像重建。
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1.6 对照组HE染色 将梗阻侧肾脏组织脱水包埋

制片。HE染色具体操作方法:①切片在烤箱60℃烘

烤1h后入二甲苯脱蜡3次,时间10min/次;②梯度

乙醇依次脱去二甲苯,乙醇浓度从无水乙醇-95%乙

醇-85%乙醇-75%乙醇-65%乙醇,时间5min/
次;③移入蒸馏水中10min;④苏木素浸泡10min,流
水冲洗3min;⑤经1%盐酸酒精分化,流水洗3s;⑥
移入伊红液中浸染15s,流水冲洗3min;⑦晾干后中

性树胶封片,光学显微镜下观察。

1.7 定量分析 利用 TissueFAXSTM Cytometry组

织细胞定量分析系统对实验组激光共聚焦显微镜二维

图片中的肾小管上皮细胞数量和肾小管管腔面积进行

定量分析。

2 结果

2.1 大体结构改变 左侧输尿管完全梗阻后肉眼观

察0d(术后0h)两侧肾体积无异常,表面无充血水

肿;2d梗阻侧肾体积增大,颜色淡红,肾盂和输尿管

无明显扩张;4d时肾盂和输尿管扩张明显,肾体积继

续增大,表面充血、水肿;6d时肾实质结构逐渐萎缩,
肾盏融合,肾皮质开始变薄;对侧肾脏肉眼观无明显改

变,见图1。

图1 左侧输尿管完全梗阻后双侧肾脏变化

注:Obstuctedkidneys指梗阻侧肾脏,Contralateralkidneys指

对侧肾脏

2.2 实验组经过透明化技术处理后三维病理学改变

分析 共聚焦结果显示0d两侧肾脏结构清晰,肾小

球结构完整,小管管径正常,无扩张;2d时梗阻侧肾

脏肾小球结构基本正常,肾小管上皮细胞肿胀,扁平

化、扩张,小管结构出现小部分紊乱,肾脏三维结构大

体存在;4d可见肾小管上皮细胞肿胀变性严重,肾小

管和集合管扩张明显,部分肾小管萎缩消失,纤维结缔

组织增生,结构辨认不清;6d绝大多数肾小管萎缩消

失,可见明显的条索状纤维样结构,正常肾脏结构破坏

不可辨,见图2、图3。

图2 激光共聚焦显微镜下梗阻侧肾脏二维结构(200×)

注:A、B、C、D分别代表0d、2d、4d、6d实验组梗阻侧肾脏变

化

图3 激光共聚焦显微镜下梗阻侧肾脏三维空间结构(200×)

注:A、B、C、D分别代表0d、2d、4d、6d实验组梗阻侧肾脏变

化

2.3 对照组 HE染色法示病理学改变 HE染色显

示0d肾脏结构清晰,肾小球结构完整,小管管径正

常,无扩张;2d时梗阻侧肾脏肾小球结构基本正常,
部分肾小管扩张;4d可见肾小管上皮细胞肿胀变性,
肾小管和集合管扩张明显,部分肾小管萎缩消失,结构

辨认不清;6d绝大多数肾小管萎缩消失,可见明显的
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条索状纤维样结构,见图4。

图4 HE染色病理图片(100×)

注:A、B、C、D分别代表0d、2d、4d、6d对照组梗阻侧肾小球

变化,E、F、G、H分别代表0d、2d、4d、6d对照组梗阻侧肾小

管变化

2.4 定量分析结果 TissueFAXSTMCytometry组织

细胞定量分析系统对实验组利用激光共聚焦显微镜扫

描得到二维图片中的肾小管上皮细胞数量和肾小管管

腔面积进行定量分析,发现同一个组织的不同层面肾

小管上皮细胞数量和肾小管管腔面积分布明显不同,

见图5、图6。

图5 定量分析结果(200×)

注:A、B、C为激光共聚焦显微镜扫描同一组织的3个不同层面

图片,D、E、F分别为肾小管上皮细胞胞核标识图,G、H、I分别

为肾小管管腔内经标识图

图6 共聚焦扫描不同层面得到不同信息

3 讨论

CLARITY技术从2013年首次被报道之后,其应

用领域主要为脑和神经结构、功能及相关疾病机制方

面[5-6,8-9],其主要原因可能为脑组织里的脂质成分较容

易被SDS为主要成分的清洗剂去除,从而使组织器官

变得透明。目前有文献报道[10]表明1000μm的深度

已经足够展示组织局部的三维层面结构,于是我们选

择小鼠肾脏1mm切片进行研究。组织切片经透明化

处理,特异性抗体荧光标记肾脏基底膜Ⅳ型胶原蛋白,

于共聚焦显微镜下对样品作光学切片式逐层扫描并三

维图像重建。

本实验通过连续动态的形态学水平观察发现,急
性肾损伤早期表现为肾小管上皮细胞扁平化、扩张,随
着梗阻时间延长,逐渐出现肾小管萎缩消失、结构辨认

不清,纤维结缔组织增生,肾脏出现纤维化。国内外大

量研究亦表明[11-13],输尿管梗阻所致的急性肾损伤,前

期形态学改变主要表现为肾小管管腔扩大、肾间质炎

性细胞浸润、肾小球仅有轻微肿胀;后期才出现纤维组

织广泛增生以及肾小球的进行性减少,肾功能完全丧

失。本实验从透明化后在激光共聚焦显微镜下观察以

及HE染色常规镜下观察均亦证明此结论。

目前,病理诊断是现代医学界中疾病病理学检查

的“金标准”,而传统 HE染色法是石蜡切片技术中最

为常用的染色方法之一。通过 HE染色图像来观察、

分析和推断组织在三维空间的真实分布情况是困难

的,且单凭平面图像做判断将会丢失组织的真实结构

信息。而在多数病理组织中,不同组织层面的病理改

变并不一致。本实验中激光共聚焦扫描同一组织不同

深度层面的结果证实了这种差异,即在急性肾损伤的

肾组织中肾小管的形态结构改变在不同部位是非均一

化的。共聚焦扫描三维重构分析能提供不同位置的信

息,较单纯石蜡切片做二维 HE染色分析能提供更丰
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富的信息,是传统病理检测的有力补充。而在较厚的

组织上做激光共聚焦扫描离不开透明化技术的支持。

本研究中组织经过透明化技术处理后共聚焦三维

重建结构轮廓虽然存在,但清晰度稍差。LiuAK等[6]

研究表明CLARITY技术似乎受到几个因素的限制:

首先,不同的试剂匹配对光学透明度和荧光信号的保

存有不同的影响,目前所用的试剂配比可能仍非最佳;

其次,显微镜物镜的光学特性,特别是不同工作距离对

观测深度有影响,目前最先进的长距物镜可达组织内

12mm的深度;第三,抗体的渗透深度或许是目前最

大的限制。因此,需要进一步确定针对不同抗原的抗

体穿透的实际极限和最佳参数(包括稀释倍数和孵育

时间),以便彻底研究不同组织结构的成像深度。本课

题组前期发现使用自制装置可缩短肝脏切片的清除时

间[14],为不同组织器官疾病机理研究增加了进一步研

究的可能。CLARITY是一种应用前景深远的技术,

本研究初步表明未来其不仅可用于神经科学领域的研

究,也将适用于其他组织[15],特别是在这些组织的病

理检测技术革新上。

综上所述,对于单侧输尿管梗阻所引起的急性肾

损伤研究而言,HE染色观察的是二维平面结构,而

CLARITY技术不仅可以观察到与HE染色相同的结

果,且通过CLARITY技术处理后,利用共聚焦显微

镜可观察不同层面的结构表现,在损伤早期就可观察

到组织病理结构改变。CLARITY技术可以将二维提

升到三维,这一发现为CLARITY 技术在病理研究领

域进一步应用提供了有力证据。
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