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染料木素对尿毒症大鼠细胞外基质沉积的影响
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　　［摘要］　目的　探讨染料木素对尿毒症大鼠细胞外基质（ＥＣＭ）沉积的影响及其机制。方法　５／６肾切除术建立尿毒症模型

鼠，将模型鼠分为染料木素组（Ｇ组）和对照组（Ｃ组），假手术组（Ｓ组）作为正常对照。检测各组术前及术后第４、８周尿蛋白和生

化等指标，第８周观察肾组织病理变化情况，半定量法评估肾小球硬化指数（ＧＳＩ）。免疫组化法检测Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）、纤维连接

蛋白（ＦＮ）的沉积情况。应用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测肾组织中转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）

ｍＲＮＡ转录、蛋白质表达情况。结果　术后第４周与Ｃ组比较，Ｇ组尿蛋白排泄量减少［（１１．６３±２．０７）狏狊．（１９．９３±３．１９）ｍｇ／

ｄ，犘＜０．０１］，血清尿素氮、肌酐水平降低［（９．３９±０．５９）狏狊．（１２．０９±０．７８）ｍｍｏｌ／Ｌ，（６５．１１±３．７９）狏狊．（７７．６３±３．２０）μｍｏｌ／Ｌ，

犘＜０．０１］。至术后第８周，尿蛋白排泄量减少，血清尿素氮、肌酐水平降低更为显著。肾小球内ＣｏｌⅣ和ＦＮ沉积减少［（１７．３０±

１．９６）％狏狊．（２４．６８±３．９７）％，（１８．２６±２．３１）％狏狊．（２９．３５±４．１５）％，犘＜０．０１］，肾小球硬化明显减轻。ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ、蛋白质

表达减弱（犘＜０．０５）。结论　染料木素可以减少尿毒症大鼠细胞ＥＣＭ的蓄积，对肾脏具有保护作用。
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　　大豆为豆科植物大豆的成熟种子，我国最早的本草著作

《神农本草经》首次记载了大豆及其药用价值，并将其列为中

品。大豆异黄酮（ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ）是存在于大豆中的生物

活性物质，主要包括染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）、大豆甙元（ｄａｉｄｚｅｉｎ）、

大豆苷元（ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ）等。有研究证实，大豆蛋白饮食可以减轻

肾小球纤维化、降低蛋白尿、减轻肾小管萎缩［１３］。国内亦有研

究发现，大豆蛋白饮食可以减轻尿毒症大鼠的早期血管病变，

对肾脏具有一定的保护作用［４］。目前有关大豆蛋白几种活性

成分的研究主要集中在细胞与分子水平上，动物实验研究相对

较少。本研究以５／６肾切除建立尿毒症大鼠模型，观察染料木

素对肾硬化鼠细胞外基质（ＥＣＭ）的作用情况。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）实验动物：雌性６周龄清洁级ＳＤ大鼠［动物

许可证号ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３］２５只，体质量２００～２３０ｇ，饲

养于第二军医大学药学院院清洁级动物房（合格证号：医动字

第０２６４号）。温度２０～２３℃，相对湿度４０％～５０％，光照

１２ｈ明暗交替，标准饲料饲养，自由饮水。（２）主要试剂：染料

木素（批号：Ｇ６６４９７０）、兔抗大鼠Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）、兔抗大鼠

纤维连接蛋白（ＦＮ）抗体购于Ｓｉｇｍａ公司，小鼠抗大鼠转化生

长因子β１（ＴＧＦβ１）抗体、羊抗小鼠二抗购于ＤＡＫＯ公司，ＥＣＬ

试剂盒购于Ｐｉｅｒｃｅ公司，逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂

购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司。（３）主要仪器：ＳＹＮＣＨＲＯＮＣＸ５全自动
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生化分析仪购于Ｂｅｃｋｍａｎ公司，ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ４８０ＰＣＲ仪购

于ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，ＨＰＩＡＳ１０００型医学图像分析系统购于

千屏影像工程公司，ＧＤＳ７５００凝胶成像分析系统购于美国

ＵＶＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　使用数字表法，随机将２５只大鼠分为３

组：假手术组（Ｓ组）８只，对照组（Ｃ组）８只，染料木素组（Ｇ

组）９只。

１．２．２　尿毒症模型鼠的建立及饲养方案　Ｃ、Ｇ组大鼠采用

间隔１周的两步法建立５／６肾切除尿毒症模型鼠
［５］，１期手术

在麻醉下扇形切除左肾上下极各１／３，吸收性明胶海绵止血；

术后第８天行２期手术摘除右肾。Ｓ组麻醉下仅打开左、右肾

包膜，不切除肾脏。术后各组正常饮食喂养８周，Ｇ组于２期

手术后次日给予染料木素１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃；Ｃ组予等量的

生理盐水灌胃。

１．２．３　尿蛋白及血生化检测　术前及术后第４、８周各组大鼠

禁饮１ｄ，于代谢笼中收集２４ｈ尿液，使用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）法测定尿蛋白量。于同样的时间点，各组大鼠禁食

１２ｈ后经内眦静脉取血，检测血肌酐（Ｓｃｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ）、

血清清蛋白（Ａｌｂ）和血清总蛋白（ＴＰ）。

１．２．４　肾组织病理检查　２期手术后第８周采血检测Ｓｃｒ和

ＢＵＮ，确认尿毒症模型成功建立后即处死大鼠。手术摘取残

肾，固定、包埋、切片，行 ＨＥ染色。在光镜下观察各组肾小球

病理情况。Ｒａｉｊ半定量法
［６］评估肾小球硬化指数（ＧＳＩ）。肾小

球出现玻璃样变和（或）毛细血管塌陷则定义为硬化。根据硬

化灶所占肾小球比例分为０～＋＋＋＋：肾小球无硬化为０；受

损０～ ＜２５％ 为 ＋；受 损 ２５％ ～ ＜５０％ 为 ＋ ＋；受 损

５０％～＜７５％为＋＋＋，受损７５％～１００％为＋＋＋＋。每张

切片观察３０个以上的肾小球，计算ＧＳＩ。

１．２．５　免疫组织化学检测　应用ＳＡＢＣ法测定残肾组织中的

ＣｏｌⅣ和ＦＮ。肾组织切片、脱蜡，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２ 抑

制内源性过氧化物酶３０ｍｉｎ，微波加热后行抗原修复，ＰＢＳ冲

洗５ｍｉｎ，分别加入一抗、二抗，ＤＡＢ显色，光镜下棕黄色的颗

粒为阳性显示。各鼠随机选取１０个肾小球，应用 ＨＰＩＡＳ

１０００型医学图像分析系统计算图像中阳性区域与全区域的面

积比。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ法检测ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达　取肾皮质３０～

５０ｍｇ，Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。ＴＧＦβ１ 引

物序列上游：５′ＣＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＧ

Ａ３′，下游：５′ＣＣＴＣＧＴＣＡＡＣＡＧＧＴＴＧＴＡＣＴＡＧＣＡＣ

３′，扩增产物大小为２９８ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 引物序列上游：５′ＴＴＣ

ＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧ３′，下游：５′ＧＴＧＧＣＡＧＴＧ

ＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣ３′，扩增产物大小为４４３ｂｐ。ＰＣＲ扩增

条件：９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃ 退火１ｍｉｎ３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ

３０ｓ，共４０个循环，７２℃再延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在２％琼脂

糖凝胶中电泳，溴化乙锭染色，ＧＤＳ７５００分析系统进行定量

分析。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹分析　取３０～５０ｍｇ肾皮质碾碎，

加入０．５ｍＬ含ＰＭＳＦ的细胞裂解液，置冰上超声细胞粉碎。

５０００ｒ／ｍｉｎ，０℃离心后取上清液。用十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行分离，分离后电转移至硝酸纤

维素膜，置于５％脱脂奶粉中封闭１ｈ。将ＮＣ膜放入小鼠抗大

鼠ＴＧＦβ１稀释液中孵育１６ｈ，漂洗。加入羊抗小鼠ＩｇＧ中孵

育２ｈ。利用ＥＣＬ试剂盒对产物进行检测。ＧＤＳ７５００分析系

统检测各条带的光密度。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用最小显著差法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠尿蛋白水平及血生化指标比较　手术后第４

周，Ｃ组大鼠尿蛋白及Ｓｃｒ、Ｂｕｎ水平均升高，第８周时明显升

高。与Ｃ组比较，Ｓ、Ｇ组尿蛋白排泄量明显减少（犘＜０．０１），

Ｓｃｒ、Ｂｕｎ水平均显著下降（犘＜０．０１）。实验期间各组大鼠血清

Ａｌｂ及ＴＰ水平比较均差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．２　各组大鼠肾脏病理检查比较　在光镜下，Ｓ组（图１Ａ）肾

小球结构清晰，无系膜增生、细胞增殖；Ｃ组（图１Ｂ、Ｃ）肾小球

肥大、结构紊乱，呈局灶纤维化或弥漫性球性硬化，血管襻内皮

细胞增殖，肾间质可见炎细胞浸润，动脉管腔轻度狭窄；Ｇ组

（图１Ｄ）肾小球肥大不明显，细胞增殖、系膜区增宽亦不及Ｃ组

显著。Ｓ、Ｃ、Ｇ组大鼠ＧＳＩ分别为３．３４±２．６２、４２．３８±１４．３１、

２７．６５±７．２３。与 Ｃ组比较，Ｇ 组大鼠 ＧＳＩ明显降低（犘＜

０．０１）。

２．３　各组大鼠肾脏组织ＦＮ和ＣｏｌⅣ表达水平比较　结果表

明，Ｓ组肾小球系膜区有少量的ＣｏｌⅣ和ＦＮ沉积。Ｃ组ＣｏｌⅣ

和ＦＮ沉积明显增加（犘＜０．０１）。与Ｃ组相比，Ｇ组ＣｏｌⅣ和

ＦＮ沉积明显减少（犘＜０．０１），见图２、表２。

表１　　不同时间点各组大鼠尿蛋白量及生化指标比较（狓±狊）

组别 尿蛋白（ｍｇ／ｄ） Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） Ｂｕｎ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ａｌｂ（ｇ／Ｌ） ＴＰ（ｇ／Ｌ）

Ｓ组（狀＝８）

　０周 ５．２９±０．５０ ５６．２５±３．２８ ７．１４±０．５２ ３２．３８±１．６９ ７０．２５±２．６０

　４周 ５．５８±０．５１ ５７．５０±２．８８ ６．７８±０．３４ ３２．７５±１．８３ ７１．７５±３．０１

　８周 ５．９０±０．５４ ５８．６２±３．５０ ７．３０±０．４０ ３１．２５±１．０４ ７２．７５±１．６７

Ｃ组（狀＝８）

　０周 ５．１８±０．５８ ５６．１３±３．４０ ６．９８±０．４６ ３０．３８±１．４１ ６９．８８±２．２３

　４周 １９．９３±３．１９ａ ７７．６３±３．２０ａ １２．０９±０．７８ａ ３１．７５±１．９１ ７０．６３±２．７７

　８周 ３１．２８±３．７８ａ ９０．２５±２．７１ａ １４．２６±０．７１ａ ３３．３８±１．６９ ６９．８８±１．５５

Ｇ组（狀＝９）

　０周 ５．１１±０．５３ ５７．２０±３．９９ ７．３４±０．５９ ３２．００±１．８３ ７１．１０±２．８１

　４周 ４．８９±０．５１ａｂ ５６．１１±３．６２ｂ ７．３４±０．５９ａｂ ３１．１１±１．９０ ７０．７８±２．４４

　８周 １１．６３±２．０７ａｂ ６５．１１±３．７９ａｂ ９．３９±０．５９ａｂ ３０．６７±１．８０ ６９．１１±２．４７

　　ａ：犘＜０．０１，与Ｓ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与Ｃ组同期比较。
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　　Ａ：Ｓ组；Ｂ、Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｇ组。

图１　　各组大鼠肾组织 ＨＥ染色（ＨＥ×２００）

　　Ａ：Ｓ组ＦＮ表达；Ｂ：Ｇ组ＦＮ表达；Ｃ：Ｃ组ＦＮ表达；Ｄ：Ｓ组ＣｏｌⅣ表达；Ｅ：Ｇ组ＣｏｌⅣ表达；Ｆ：Ｃ组ＣｏｌⅣ表达。

图２　　各组大鼠肾组织ＦＮ和ＣｏｌⅣ表达（ＨＥ×２００）

表２　　各组大鼠ＦＮ和ＣｏｌⅣ沉积情况比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＦＮ ＣｏｌⅣ

Ｓ组 ８ ２．５３±０．７２ ２．１８±０．６４

Ｃ组 ８ ２９．３５±４．１５ａ ２４．６８±３．９７ａ

Ｇ组 ９ １８．２６±２．３１ａｂ １７．３０±１．９６ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与Ｓ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与Ｃ组比较。

２．４　各组大鼠肾脏组织ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ及蛋白表达比较　Ｃ

组肾组织ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ及蛋白表达较Ｓ组升高（犘＜０．０５），

Ｇ组肾组织 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达较 Ｃ 组降低（犘＜

０．０５），见图３、４及表３。

图３　　各组大鼠肾脏组织 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达

图４　　各组大鼠肾脏组织ＴＧＦβ１ 蛋白表达

表３　　各组大鼠肾脏组织ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ和蛋白

　　　表达比较（狓±狊）

组别 狀 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ ＴＧＦβ１蛋白

Ｓ组 ８ ０．１３２±０．０３２ ０．１２７±０．０３７

Ｃ组 ８ ０．６４４±０．０７９ａ １．４０５±０．１３１ａ

Ｇ组 ９ ０．３２９±０．０５５ｂ ０．４３２±０．０７６ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｓ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较。

３　讨　　论

　　慢性肾脏病的医学营养治疗由来已久，但是关于是否可以

食用大豆蛋白的争议一直困扰着临床医生和患者。传统观念

认为，大豆蛋白由于非必需氨基酸的存在，加重了肾脏的负担，
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可能不利于甚至加重肾病患者的病情。但近年来，越来越多的

研究表明，大豆蛋白饮食可以减轻多种肾病的肾脏损害。Ｊａ

ｖａｎｂａｋｈｔ等
［７］通过对肾病综合征鼠模型的研究发现，大豆蛋白

可以改善肾组织氧化应激、减轻肾实质损害。Ｉｂｒａｈｉｍ等
［８］发

现，大豆蛋白可以降低多囊模型鼠的蛋白尿、改善酸中毒、减轻

肾硬化。Ｙａｎｇ等
［９］研究证实大豆蛋白可以降低５／６肾次全切

大鼠残余肾组织 ＴＮＦα水平、抑制血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）

活性、减缓肾衰竭。而作为大豆蛋白单独的一种活性成分，染

料木素也已被证实可以减少糖尿病模型鼠的蛋白尿、降低ＳＣｒ

和ＢＵＮ、改善脂质堆积
［１０］，对肾脏具有保护作用。

本实验以５／６肾切除建立尿毒症鼠模型，观察染料木素对

ＥＣＭ的作用情况。研究发现，在实验的第４周，Ｃ组尿ＳＣｒ、

ＢＵＮ升高，尿蛋白排泄量增加；第８周时，ＳＣｒ、ＢＵＮ升高更为

明显。Ｇ组前述指标在第４和第８周时均明显低于Ｃ组，残肾

组织病理改变亦明显减轻。结果表明染料木素可以减轻尿毒

症鼠的肾损伤。全段实验过程中，各组间血清Ａｌｂ及ＴＰ水平

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），分析其原因可能是虽然尿

蛋白排泄量增加，但肝脏尚能代偿，故血清 Ａｌｂ及ＴＰ水平没

有明显降低。

ＥＣＭ主要由ＣｏｌⅣ、ＦＮ、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅤ型和层粘连蛋白等

组成。ＣｏｌⅣ为基底膜胶原蛋白，主要分布于肾小球、肾小管基

底膜以及系膜基质之中。ＦＮ是一种糖蛋白，由肾小球固有细

胞分泌。目前普遍认为，ＥＣＭ 动态平衡的失调介导了肾小球

硬化的发生、发展。特别是ＣｏｌⅣ和ＦＮ，其代谢失衡过程可能

参与了肾小球损伤及修复过程中的组织重塑［１１］。现已认识

到，肾脏正常组织的逐渐纤维化是大多数慢性肾衰竭进行性发

展的共同病理基础。如能有效地阻止或减缓肾组织纤维化的

发展，对延缓或改善慢性肾衰具有非常重要的意义。在本实验

中，Ｇ组与Ｃ组相比，ＣｏｌⅣ和ＦＮ在基底膜和系膜区的沉积明

显减少。表明染料木素可以减少尿毒症鼠ＥＣＭ 的蓄积，减缓

肾小球硬化。

ＴＧＦβ１ 是一类超家族细胞因子，作用广泛，参与了体内诸

如炎症、血管形成、组织发生、增生、凋亡等多种生物学过

程［１２１３］，尤其是在ＥＣＭ 的产生和调控方面意义重大。Ｍｅｎｇ

等［１４］认为，正常或仅有微小病变的肾脏中，ＴＧＦβ１ 表达非常

微弱。当出现肾损害时，ＴＧＦβ１ 表达明显增强。通过抑制

ＴＧＦβ１ 表达，可以减轻肾脏纤维化、维护正常的肾脏功能、保

护残余肾功能［１５］。本实验中，Ｇ组ＴＧＦβ１ 在 ｍＲＮＡ、蛋白质

水平上与Ｃ组比较均明显减弱，提示ＴＧＦβ１ 的过度表达可能

参与了肾组织间质纤维化的过程，并最终导致慢性肾衰竭。而

染料木素有对ＴＧＦβ１ 的表达有抑制作用，该结果与尿蛋白排

泄量、血生化、肾组织病理学改变、ＣｏｌⅣ和ＦＮ的沉积情况等

相一致。

综上所述，染料木素可以降低ＣｏｌⅣ、ＦＮ等ＥＣＭ的蓄积、

减轻肾小球硬化，对尿毒症鼠具有一定的肾脏保护作用，其机

制可能与下调ＴＧＦβ１ 表达有关。
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