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乌司他丁治疗大鼠中毒性急性肾损伤
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（湖北医药学院附属人民医院：１．肾内科；２．介入放射科，湖北十堰４４２０００）

　　摘　要：目的　探讨乌司他丁对大鼠中毒性急性肾损伤（ＡＫＩ）的治疗作用及其机制。方法　２４只ＳＤ雄性大鼠分为对照组、

模型组和治疗组，每组大鼠８只。模型组和治疗组连续３ｄ皮下注射庆大霉素（３００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）建立大鼠中毒性ＡＫＩ模型，

第４天治疗组开始腹腔连续注射乌司他丁（３００００Ｕ·ｋｇ
－１·ｄ－１）７ｄ。３组大鼠在第１１天检测血清肌酐（Ｃｒ）和胱抑素Ｃ（Ｃｙｓ

Ｃ）水平，尿液肾损伤分子１（Ｋｉｍ１）和中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）水平，观察肾脏病理学变化并行肾小管损伤

半定量评分，检测肾组织匀浆丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活性以及肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）和ＩＬ１β浓度。结果　与对照组相比，模型组肾小管上皮细胞变性，肾小管囊腔扩张，管型形成，肾间质炎症细

胞浸润，肾小管损伤半定量评分、血清Ｃｒ和ＣｙｓＣ，尿Ｋｉｍ１和ＮＧＡＬ，肾组织 ＭＤＡ、ＴＮＦα和ＩＬ１β水平升高，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ

活性下降。与模型组相比，治疗组肾脏病理改变减轻，肾小管损伤半定量评分、血清Ｃｒ和ＣｙｓＣ，尿液 Ｋｉｍ１和 ＮＧＡＬ，肾组织

ＭＤＡ、ＴＮＦα和ＩＬ１β水平降低，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性升高。结论　乌司他丁通过抑制肾组织氧化应激，下调促炎症因子水平，

治疗大鼠中毒性ＡＫＩ。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｋｉｄｎｅｙｆａｉｌｕｒｅ，ａｃｕｔｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｉｎｆｌａｍａｔｉｏｎ；ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ；ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ

　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是临床常见的急危

重症，病死率高［１２］。引起 ＡＫＩ的病因很多，其中肾毒性物质

所导致的中毒性 ＡＫＩ占２０％
［３］。在中毒性 ＡＫＩ的发病机制

中，氧化应激和炎性反应具有重要作用。研究发现，乌司他丁

可以下调烧伤大鼠体内促炎性因子的水平［４］。本研究应用庆

大霉素制备大鼠中毒性 ＡＫＩ模型，并在造模成功后予以乌司

他丁治疗，以探讨其对大鼠中毒性ＡＫＩ的治疗作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　主要药品和试剂　乌司他丁（国药准字 Ｈ１９９９０１３４，１００

０００Ｕ／支）由广东天普生化医药股份有限公司生产，加入

９２９３重庆医学２０１４年１０月第４３卷第２９期

 基金项目：湖北省教育厅科学技术研究项目（Ｑ２００９２４０６）。　作者简介：沈建明（１９７５－），副主任医师，硕士，主要从事肾脏疾病研究。



０．９％氯化钠注射液配置为１００００Ｕ／ｍＬ。大鼠肾损伤分子１

（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｋｉｍ１）、中性粒细胞明胶酶相关脂

质 运 载 蛋 白 （ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ，

ＮＧＡＬ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）

及ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海蓝基生物科技有限公司；丙二

醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ

ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＧＳＨＰｘ）试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

１．２　实验动物及分组　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠２４只，体质量

（２３０±２０）ｇ，由湖北医药学院实验动物中心提供。在湖北医药

学院附属人民医院实验动物中心适应性饲养１周后随机分为

对照组、模型组和治疗组，每组８只。

１．３　方法　大鼠皮下注射庆大霉素（３００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，连

续３ｄ）制备中毒性ＡＫＩ模型，对照组予以０．９％氯化钠注射液

注射（７．５ｍＬ·ｋｇ
－１·ｄ－１，连续３ｄ）。第４天治疗组开始腹

腔注射乌司他丁３００００Ｕ·ｋｇ
－１·ｄ－１、连续７ｄ，对照组和模

型组腹腔连续注射０．９％氯化钠注射液注射（３ｍＬ·ｋｇ
－１·

ｄ－１）７ｄ。３组均于第１１天留取大鼠尿液标本后，腹腔注射

１０％水合氯醛（５ｍＬ／ｋｇ）麻醉，开腹由下腔静脉取血５ｍＬ离

心（离心半径７ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ）后留取血清备用。

经腹主动脉注入４℃等渗磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）１００ｍＬ灌洗

至肾脏转为苍白留取左侧肾脏，置于４％多聚甲醛溶液固定备

用；留取右肾组织，用锡箔纸迅速包好后置入液氮罐中，并于－

８０℃冷冻保存备用。

１．４　观察指标　全自动生化分析仪检测血清肌酐（Ｃｒ）和胱抑

素Ｃ（ＣｙｓＣ）水平。ＥＬＩＳＡ法检测各组尿 Ｋｉｍ１和 ＮＧＡＬ水

平。取肾皮质部分，常规制片后 ＨＥ染色，光学显微镜观察肾

组织病理学改变，并参照Ｚｈｏｕ等
［５］的方法由两位病理医师光

镜下进行肾小管损伤半定量评分后取平均值。０分：正常肾小

管；１分：仅有肾小管上皮细胞变性而无坏死；２分：近端肾小管

上皮细胞变性、坏死、增生，官腔扩张、蛋白管型、间质淋巴细胞

浸润等改变小于或等于２５％；３分：上述改变小于或等于

５０％；４分：上述改变小于或等于７５％；５分：上述改变大于

７５％。取冷冻肾组织制备肾皮质组织匀浆后收集上清液，硫代

巴比妥酸法检测 ＭＤＡ含量、黄嘌呤氧化酶法检测ＳＯＤ活性、

二硫代二硝基苯甲酸直接法检测 ＧＳＨＰｘ活性，ＥＬＩＳＡ法检

测ＴＮＦα和ＩＬ１β浓度。

１．５　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ１０．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用Ｓｃｈｅｆｆｅ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠血清Ｃｒ和ＣｙｓＣ、尿Ｋｉｍ１和ＮＧＡＬ比较　与

对照组相比，模型组血清Ｃｒ和ＣｙｓＣ、尿Ｋｉｍ１和ＮＧＡＬ水平

均升高，治疗组上述指标均较模型组低，上述差异均有统计学

意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　各组大鼠肾脏病理学改变比较　对照组大鼠的肾小球及

肾小管结构基本正常；模型组可见肾小管上皮细胞变性，肾小

管囊腔扩张，管型形成，肾间质炎症细胞浸润，半定量评分

（３．２５±０．６０）分较对照组（０．１９±０．２６）分升高（犘＜０．０１）；治

疗组大鼠的肾小管损伤较模型组轻，半定量评分（２．０６±０．５０）

分较模型组下降（犘 ＜０．０１），见图１。

表１　　各组大鼠血清Ｃｒ、ＣｙｓＣ和尿

　　Ｋｉｍ１、ＮＧＡＬ比较（狓±狊）

组别
血清Ｃｒ

（μｍｏｌ／Ｌ）

血清ＣｙｓＣ

（ｍｇ／Ｌ）

尿Ｋｉｍ１

（ｎｇ／ｍＬ）

尿ＮＧＡＬ

（ｎｇ／ｍＬ）

对照组 ４３．９２±６．８９ ０．９３±０．１４ １．５１±０．５０ ２．２３±０．４５

模型组 ２８３．９９±１６．４３ａ ３．４９±０．６０ａ １４．７８±３．５６ａ １４．２３±２．２３ａ

治疗组 １４５．６８±１０．０５ａｂ ２．２１±０．３８ａｂ １０．０４±２．３７ａｂ ７．９０±１．３４ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：治疗组。

图１　　各组大鼠肾组织形态学比较（ＨＥ×４００）

表２　　各组大鼠肾 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＴＮＦα和ＩＬ１β比较（狓±狊）

组别 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＧＳＨＰｘ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ）

对照组 １．３４±０．３０ １７３．８０±２９．０５ １１．９７±１．４６ ６７．２３±９．９８ １４３．５０±１４．８８

模型组 ５．０５±１．４８ａ ９３．０５±１７．８２ａ ７．１２±１．０２ａ １３５．６９±１５．７２ａ ２６５．９５±４１．３６ａ

治疗组 ３．１６±０．８２ａｂ １３７．５３±２２．５７ａｂ ９．４９±１．２８ａｂ ９２．８９±１２．１６ａｂ １９３．２４±２０．０８ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

２．３　各组大鼠肾组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ比较　与对照组 比较，模型组肾组织 ＭＤＡ含量升高、ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性降
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低；与模型组比较，治疗组肾组织 ＭＤＡ 水平降低，ＳＯＤ 和

ＧＳＨＰｘ活性升高；上述差异均有统计学意义（犘＜０．０１），见

表２。

２．４　各组大鼠肾组织ＴＮＦα和ＩＬ１β比较　模型组大鼠肾组

织ＴＮＦα和ＩＬ１β水平较对照组高，治疗组肾组织ＴＮＦα和

ＩＬ１β水平较模型组降低；上述差异均有统计学意义（犘＜

０．０１），见表２。

３　讨　　论

制备动物中毒性 ＡＫＩ模型的方法很多，皮下或腹腔内注

射庆大霉素是一种常用的方法［６］。参考Ｚｈａｎｇ等
［７］报道的方

法，本实验中大鼠连续３ｄ皮下注射庆大霉素３００ｍｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１，与国外Ｏｔｕｎｃｔｅｍｕｒ等
［８］对大鼠连续１４ｄ腹腔注射庆大

霉素（１００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄａｙ

－１）相似，模型组大鼠出现血清Ｃｒ升

高，肾脏病理显示肾小管损伤和坏死，说明在本实验中成功制

备了大鼠中毒性 ＡＫＩ模型。ＣｙｓＣ、尿 Ｋｉｍ１和 ＮＧＡＬ是近

年出现的新的反映肾损伤的指标，其中ＣｙｓＣ与内生肌酐清除

率负相关，比血清Ｃｒ和内生肌酐清除率更加敏感地反映肾小

球滤过率［９］，尿Ｋｉｍ１和 ＮＧＡＬ则是诊断早期急性肾损伤的

敏感指标［１０］。本研究中，模型组大鼠血清ＣｙｓＣ和尿 Ｋｉｍ１、

ＮＧＡＬ水平也较对照组升高，这进一步证实大鼠 ＡＫＩ模型制

备成功。对中毒性ＡＫＩ大鼠给予乌司他丁治疗７ｄ后，血清

Ｃｒ和ＣｙｓＣ以及尿Ｋｉｍ１和ＮＧＡＬ水平降低，肾组织病理学

异常改变减轻，说明乌司他丁对庆大霉素诱导的中毒性 ＡＫＩ

具有治疗作用，可以促进肾功能的恢复。

氧化应激在庆大霉素诱导的中毒性ＡＫＩ的发生中具有重

要作用［１１］。ＭＤＡ、ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ是常用的反映组织氧化应

激损伤的指标［１２］。ＭＤＡ是脂质过氧化物的降解产物，其含量

升高反映脂质过氧化增强。ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ是重要的抗氧化

剂，能够阻断脂质过氧化的链式反应，清除有害氧自由基的毒

性，其水平下降反映自由基清除能力减弱。与国外 Ｏｚｂｅｋ

等［１３］连续１４ｄ对大鼠腹腔注射庆大霉素后观察的结果相似，

本实验也观察到模型组大鼠肾组织 ＭＤＡ升高、ＳＯＤ和ＧＳＨ

Ｐｘ降低，进一步证实庆大霉素诱导的中毒性ＡＫＩ大鼠存在肾

组织氧化应激损伤。在严重烧伤大鼠模型中，乌司他丁通过抑

制氧化应激反应，进而减轻肾损伤、保护肾功能［１４］。本研究中

予以乌司他丁治疗后，大鼠肾组织 ＭＤＡ 水平下降、ＳＯＤ和

ＧＳＨＰｘ活性增强，说明乌司他丁可以减轻中毒性 ＡＫＩ大鼠

肾组织氧化应激损伤。而研究已证实，通过减轻氧化应激，可

以减轻庆大霉素诱导的 ＡＫＩ
［１５］。因此作者认为，乌司他丁对

大鼠中毒性ＡＫＩ的治疗作用可能与其减轻大鼠肾组织氧化应

激有关。

炎性反应也与中毒性 ＡＫＩ的发生密切相关，炎性反应可

以引起肾小管损伤，上皮细胞凋亡和（或）坏死［１６］。ＴＮＦα和

ＩＬ１β是炎症级联反应中关键的促炎性因子。国外研究发现，

庆大霉素诱导的ＡＫＩ大鼠肾组织内ＴＮＦα和ＩＬ１β的ｍＲＮＡ

表达增强，ＴＮＦα水平增加，通过抑制ＴＮＦα和ＩＬ１β的 ｍＲ

ＮＡ的表达，下调促炎性因子水平，减轻炎性反应，可以减轻肾

损伤、保护肾功能［１７］。本实验观察到，模型组大鼠肾组织

ＴＮＦα和ＩＬ１β水平升高，提示庆大霉素诱导的中毒性 ＡＫＩ

大鼠肾组织存在炎性反应。在脓毒症及内毒血症大鼠模型中，

乌司他丁可以下调已经升高的促炎性因子水平、上调抗炎性因

子的水平，从而拮抗炎性反应［１８１９］。本实验中对中毒性 ＡＫＩ

大鼠应用乌司他丁治疗后，大鼠肾组织ＴＮＦα和ＩＬ１β水平降

低，说明乌司他丁可以下调中毒性 ＡＫＩ大鼠肾组织促炎性因

子水平，这可能是该药治疗中毒性ＡＫＩ的机制之一。

综上所述，乌司他丁可以治疗庆大霉素诱导的大鼠中毒性

ＡＫＩ，其机制可能与抑制肾组织氧化应激反应和下调肾组织促

炎性因子水平有关。
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挥神经保护作用。Ｔｉｍｍｏｎｓ等
［１１］研究发现咖啡因使６羟基多

巴胺（６ＯＨＤＡ）诱导的人类多巴胺神经母细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细

胞模型Ａｋｔ显著磷酸化，具有减轻神经毒素的作用，且这种作

用可以被Ｐ１３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２所抑制。丙炔苯丙胺可能

通过激活Ａｋｔ磷酸化，引起 Ｎｒｆ２核转位，最终发挥对 ＭＰＰ＋

诱导的ＰＣ１２细胞的保护作用
［１２］。雷沙吉兰在啮齿类 ＭＰＴＰ

模型中通过激活 Ａｋｔ，对６ＯＨＤＡ诱导的细胞死亡有保护作

用［１３］。红景天甙在ＰＤ小鼠模型中能使Ｐ１３Ｋ／Ａｋｔ信号转导

途径中Ａｋｔ在ｓｅｒ４７３位点以及ＧＳＫ３β在ｓｅｒ９位点的磷酸化

程度增高，发挥神经保护作用［１４１５］。在本研究中，ＳｃｈＡ 明显

提高 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的ｐＡｋｔ表达水平，提示

ＳｃｈＡ可能通过影响 ＰＩ３／Ａｋｔ通路来发挥神经细胞的保护

作用。

综上所述，ＳｃｈＡ缓解 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤

与ＮＯ生产量及ｐＡＫＴ蛋白表达改变有关。但ＮＯ的进一步

影响机制及Ａｋｔ信号转导途径下游参与调控凋亡和增殖的分

子还需进一步明确。
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