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#摘要$

!

目的
!

探讨芦丁对梗阻性肾病大鼠肾脏氧化应激损伤及
MAT(

#

P[*!

通路的影响%方法
!

雄性

]-90,A

大鼠分为
<

组(假手术组&芦丁治疗假手术组&模型组&芦丁治疗模型组%术后
(<2

!芦丁治疗假手术组

和芦丁治疗模型组给予芦丁*

!''+

B

.

S

B

%!

.

7

%!溶于
!R

羧甲基纤维素钠"

GYG*M,

$溶液+灌胃!其他两组给

予等体积的
!R GYG*M,

溶液灌胃%术后
(

周处死全部大鼠!取梗阻侧肾组织测定脂质过氧化产物丙二醛

"

YJ>

$水平&超氧化物歧化酶"

F[J

$及谷胱甘肽过氧化物酶"

NFP*LO

$的活性!用苏木素
*

伊红"

P)

$染色观察

各组大鼠肾脏病理改变!免疫组织化学方法检测肾组织内血红素加氧酶
*!

"

P[*!

$蛋白的表达水平%

]@90@A1

I.60

方法检测肾组织中核因子
)(

相关因子
(

"

MAT(

$和
P[*!

蛋白表达水平%结果
!

与假手术组比较!模型组

肾脏病理损害明显加重!肾组织内
YJ>

水平明显增加"

!

$

'4'$

$!

F[J

及
NFP*LO

活性明显降低"

!

$

'4'$

$!

MAT(

与
P[*!

蛋白表达水平明显升高"

!

$

'4'$

$%与模型组比较!芦丁治疗模型组肾脏病理损害明显减轻!肾

组织内
YJ>

水平明显减少"

!

$

'4'$

$!

F[J

及
NFP*LO

活性明显升高"

!

$

'4'$

$!

MAT(

与
P[*!

蛋白表达水

平进一步升高"

!

$

'4'$

$%结论
!

芦丁可减轻梗阻性肾病大鼠肾脏氧化应激损伤!此效应可能是通过介导

MAT(

#

P[*!

信号通路实现%

#关键词$
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梗阻性肾病可造成肾小管间质纤维化和肾脏结

构改变#严重者可导致肾脏功能丧失#是儿童及成人

终末期肾衰竭的常见原因$单侧输尿管梗阻!

31-.,0*

@A,.3A@02A,.6I90A350-61

#

ZZ[

"是目前最常用的肾

脏损伤动物模型之一$它可以模拟慢性梗阻性肾病

的病理发展过程#如氧化应激%炎性反应%胶原成分的

异常沉积和肾间质纤维化等$近年来#大量研究证实

氧化应激与多种肾脏病的发生%发展密切相关#针对

氧化应激及抗氧化机制进行肾脏病防治已成为国内

外诸多学者共同关注的焦点(

!*(

)

$核因子
)(

相关因

子
(

!

135.@,AT,506A*)(*A@.,0@7T,506A(

#

MAT(

"是内源

性抗氧化机制中的关键因子#通过激活
MAT(

#可进一

步诱导血红素加氧酶
*!

!

2@+@6O

CB

@1,9@*!

#

P[*!

"等

下游信号分子的表达#从而发挥抗氧化应激作用(

&

)

$

芦丁是生物黄酮素家族成员之一#它具有抗氧

化%抗炎症%抗过敏%抗病毒%抗癌等广泛的药理作

用(

<*$

)

$在前期的实验研究中#本课题组已证实芦丁

能有效改善
ZZ[

大鼠肾脏炎症及纤维化$此外#国

内外研究表明#芦丁对缺血再灌注肾损伤(

#

)

%糖尿病

肾病(

:

)

%药物性肾损害(

;

)等具有显著的保护作用#均

与抗氧化应激有关$然而#芦丁对于梗阻性肾病的氧

化应激损伤的作用情况及机制尚不清楚$本研究拟

通过观察芦丁对
ZZ[

大鼠肾脏氧化应激损伤的影

响#进一步探讨芦丁对肾脏保护作用的机制#现报道

如下$

!

!

材料与方法

!4!

!

实验动物
!

清洁级雄性
]-,90,A

大鼠
(<

只#体

质量
(''

"

($'

B

#购于南方医科大学动物实验中心

(

FG_X

!粤"

('!!*''!$

)$

!4"

!

试剂
!

芦丁水合物!浓度大于或等于
"<R

"%羧

甲基纤维素钠!

GYG*M,

"购自美国
F-

B

+,

公司#兔抗

大鼠
P[*!

单克隆抗体%兔抗大鼠
MAT(

单克隆抗体

购自美国
>I5,+

公司#丙二醛!

YJ>

"%总超氧化物

歧化酶!

E*F[J

"测定试剂盒%谷胱甘肽过氧化物酶

!

NFP*L_

"测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所#免疫组织化学试剂盒!批号&

LD*"'''

"%二甲基邻

苯二胺!

J>K

"显色试剂!批号&

bWQ*"'!;

"购自北京中

杉金桥生物技术有限公司$

!4#

!

方法

!4#4!

!

动物分组及
ZZ[

模型制备
!

将
(<

只

]-,90,A

大鼠分为
<

组&假手术组%芦丁治疗假手术

组%模型组%芦丁治疗模型组#每组
#

只$模型组和芦

丁治疗模型组大鼠经
$R

戊巴比妥钠溶液 !

$'

+

B

'

S

B

"腹腔注射麻醉后#经腹部正中切口逐层打开

腹腔#暴露并钝性分离左侧输尿管#分别在左侧髂动

脉处及近肾盂处用
<*'

线结扎左侧输尿管#并于两线

结之间剪断输尿管#最后逐层缝合并关闭腹腔$假手

术组和芦丁治疗假手术组大鼠仅分离左侧输尿管但

不行结扎#其余手术步骤与模型组大鼠相同$术后

(<2

#芦丁治疗假手术组和芦丁治疗模型组大鼠给予

芦丁!

!''+

B

.

S

B

%!

.

7

%!溶于
!RGYG*M,

溶液"灌

胃#其余两组大鼠给予等体积
!R GYG*M,

溶液

灌胃$

!4#4"

!

标本采集及处理
!

各组大鼠均于术后第
!<

天处死$留取左侧肾脏#部分肾组织用
<R

多聚甲醛

进行固定#用于苏木素
*

伊红!

P)

"染色和免疫组织化

学检测#其余肾组织置于
%;'h

冰箱中保存备用$

!4#4#

!

肾组织病理学检查
!

取
<R

多聚甲醛固定后

的左肾组织#常规行脱水%透明%包埋#切成
<

)

+

厚的

切片#行
P)

染色#每张切片在光学显微镜!

f(''

"下

采集
!'

个不重复视野$根据文献(

"

)的方法#采用肾

小管扩张%小管萎缩%小管细胞空泡形成%蛋白管型%

红细胞管型%间质炎性细胞浸润%间质纤维化和间质

水肿共
;

项病变指标#每项指标评分为
'

"

&

分&正常

'

分#轻度
!

分#中度
(

分#重度
&

分$对每张
P)

染

色切片进行肾间质损伤评分#最后统计并取平均值作

半定量分析$

!4#4$

!

肾组织
YJ>

水平及
F[J

%

NFP*L_

活性的

测定
!

运用考马斯亮蓝法测定匀浆液蛋白质水平后#

参照南京建成生物公司试剂盒提供的检测方法进行

操作#分别测定肾组织匀浆液的
YJ>

水平及
F[J

%

NFP*L_

活性$

!4#4%

!

免疫组织化学染色法检测
P[*!

!

石蜡切片

常规脱蜡至水#用
'4'!+6.

'

W

的柠檬酸盐缓冲液

!

H

P#4'

"进行抗原微波修复$冷却至室温后#用
&R

P

(

[

(

孵育
!'+-1

#以消除内源性过氧化物酶活性$

滴加抗
P[*!

抗体!

!g(''

"孵育#

<h

过夜后#

&:h

孵育
!2

#滴加二抗#

&:h

孵育
('+-1

#

J>K

显色#镜

下观察,

P)

复染#自来水冲洗后
!R

盐酸乙醇分化#

常规脱水透明#中性树胶封片$每张切片在光学显微

镜下!

f(''

"采集肾间质区域
!'

个不重复视野#并用

Q+,

B

@*LA6L.39#4'

软件分别计算每个视野下的阳性

区域面积#并取平均值作半定量分析$

!4#4&

!

]@90@A1I.60

检测
MAT(

和
P[*!

蛋白的表

达
!

取
%;'h

保存的肾组织#按分子克隆实验指南

的方法对肾组织进行匀浆%裂解#分别抽提核蛋白和

总蛋白#

KG>

法测定蛋白浓度$吸取等量蛋白样品

!

$'

)

B

"#经
!'R

十二烷基硫酸钠
*

聚丙烯酰胺凝胶

&!(
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卷第
(

期



!

FJF*L>N)

"电泳分离后#转至聚偏氟乙烯!

LDJU

"

膜上#再依次经
$R

脱脂牛奶封闭%加入一抗!

MAT(

%

P[*!

#均按
!g!'''

稀释"

<h

孵育过夜%加入二抗

室温孵育
!2

后#用
)GW

化学发光法显影#最后采用

Q+,

B

@̂

软件对各条带进行半定量分析$

!4$

!

统计学处理
!

采用
FLFF!"4'

软件进行数据分

析#计量资料以
6iE

表示#组间比较采用单因素方差

分析!

[1@*],

C

>M[D>

"#以
!

$

'4'$

为差异有统

计学意义$

"

!

结
!!

果

"4!

!

各组大鼠肾脏组织病理学表现
!

P)

染色显

示#假手术组及芦丁治疗假手术组肾小管及肾小球大

小%形态均未见异常#间质无增宽及水肿#无炎性细胞

浸润$模型组可见肾小管扩张#小管上皮细胞变性%

肿胀%坏死及脱落#小管萎缩#肾间质明显增宽#肾间

质大量炎性细胞浸润$芦丁治疗模型组肾小管损伤%

炎性细胞浸润较模型组减轻$肾间质损伤评分显示&

与假手术组比较#模型组肾间质损伤明显加重!

!

$

'4'$

",与模型组比较#芦丁治疗模型组肾间质损伤明

显减轻!

!
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'4'$

"#见图
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YJ>

水平及
F[J
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NFP*L_

活

性变化
!

与假手术组比较#模型组肾组织中
YJ>

水

平明显升高#

F[J

和
NFP*L_

活性明显降低!

!

$

'4'$

"$与模型组比较#芦丁治疗模型组肾组织中

YJ>

水平明显降低#

F[J

和
NFP*L_

活性明显升高

!

!

$

'4'$

"#见图
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各组大鼠肾脏
MAT(

%

P[*!

的表达
!

免疫组织

化学染色图片及半定量分析结果显示#

P[*!

蛋白主

要见于肾小管上皮细胞#在假手术组肾脏组织中有少

量表达$与假手术组比较#模型组肾脏
P[*!

蛋白表

达明显增加!

!

$

'4'$

"$与模型组比较#芦丁治疗模

型组肾脏
P[*!

蛋白表达进一步增加!

!

$
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免疫印记条带及半定量分析结果显示#

假手术组肾脏组织
MAT(

%

P[*!

蛋白均有少量表达$

与假手术组比较#模型组
MAT(

%

P[*!

蛋白表达均明

显增加!

!

$
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",与模型组比较#芦丁治疗模型组

MAT(
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P[*!

蛋白表达进一步增加!
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梗阻性肾病的发病机制十分复杂#而由其所致的

肾脏血流动力学改变%缺血缺氧和代谢紊乱#可进一

步引起氧化应激损伤%炎性细胞浸润%肾小管损伤%细

胞增殖及转分化%胶原成分沉积等一系列病理变化#

严重者可出现肾脏纤维化甚至肾衰竭$近年有研究

发现#氧化应激反应在梗阻性肾病%糖尿病肾病%肾缺

血再灌注损伤%药物性肾损害等急%慢性肾脏病的病

理过程中扮演重要角色(

!'*!!

)

$

ZZ[

是目前建立梗阻性肾病最常用的动物实验

模型$本研究采用该模型建立大鼠梗阻性肾病#与既

往研究一致(

"

)

#本课题组通过
P)

染色观察到模型组

大鼠梗阻肾脏出现显著的病理损伤#主要表现为肾小

管扩张或萎缩%小管细胞空泡变性%炎性细胞浸润%间

质水肿增宽和纤维化等$与模型组比较#芦丁治疗模

型组大鼠肾脏的病理损伤明显减轻#这表明芦丁对梗

阻性肾病具有保护作用$

氧化应激是指在各种刺激因素的作用下#机体内

活性氧!
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#

=[F

"过度产生与抗

氧化防御机制失衡的一种反应状态#通常表现为大量

=[F

的产生#以及
F[J

%

NFP*LO

等抗氧化酶的减少$

ZZ[

可造成肾组织缺血%缺氧#进而导致大量
=[F

产生(
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)

$

=[F

可通过脂质过氧化#促使
JM>

分解#

进而造成肾间质损伤$

YJ>

是组织发生氧化应激反

应后的一种脂质过氧化产物#其水平可反映组织细胞

氧化应激损伤的严重程度(

!&

)

$

F[J

和
NFP*LO

是体

内关键的抗氧化酶#它们在清除
=[F

的过程中发挥

重要作用(

!<

)

$本研究观察到#与假手术组比较#模型

组大鼠
YJ>

水平明显增加#

F[J

和
NFP*LO

活性明

显降低#表明
ZZ[

大鼠梗阻肾脏发生氧化应激损伤#

同时抗氧化能力受损$与模型组比较#芦丁治疗模型

组
YJ>

水平明显减少#

F[J

和
NFP*LO

活性明显升

高#表明芦丁具有抗氧化应激损伤作用$国外研究也

证实#在糖尿病肾病(

:

)

%肾缺血再灌注损伤(

#

)

%胆管梗

阻性肝损害(

!$

)等动物实验中#芦丁能减少
YJ>

水

平#增强
F[J

%

NFP*LO

等抗氧化酶活性#从而减轻氧

化应激损伤$

MAT(

是参与调节机体天然抗氧化应激防御系统

的主要调控因子$在机体正常生理条件下#

MAT(

主要

与
X@.52

样
)GP

相关蛋白
!

!

X@.52*.-S@)GP*,9965-*

,0@7

H

A60@-1!

#

X@,

H

!

"结合#并以无活性状态存在于

细胞质中$当出现氧化应激等刺激时#

MAT(

与
X@,

H

!

解离并迁移至细胞核内与
>=)

结合#调控多种抗氧

化酶及解毒酶如过氧化氢酶%

F[J

%

P[*!

%

NFP*LO

%

M>J

!
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&醌氧化还原酶
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抗氧化应激等作用(

!#*!:

)

$越来越多的研究表明#

MAT(

在许多肾脏疾病中具有肾脏保护作用(

!;*('

)

$其中#以

MAT(

信号通路为靶点进行干预在
ZZ[

所致梗阻性

肾病中取得了的良好的肾脏保护效应(

(!*((

)

$

X[MN

等(

(&

)研究发现#

MAT(

%

'

% 大鼠
ZZ[

后肾脏损伤较

MAT(

V

'

V大鼠明显加重#此外#

ZZ[

本身可诱导正常

大鼠梗阻肾脏
MAT(

信号通路的激活$与该研究一

致#本研究中笔者观察到模型组大鼠梗阻肾脏细胞

MAT(

%

P[*!

的表达较假手术组均明显上调$此外#本

研究发现#与模型组大鼠比较#芦丁治疗模型组大鼠

MAT(

%

P[*!

的表达进一步上调#表明芦丁的肾脏保护

作用可能与增强
MAT(

信号通路转导有关$已有研究

证实#芦丁在胆管梗阻性肝损害(

!$

)

%糖尿病性神经病

变(

(<

)

%四氯化碳毒性肝损害(

($

)等具有保护作用#其作

用机制均与调控
MAT(

'

P[*!

通路有关$

综上所述#芦丁可减轻梗阻性肾病大鼠肾脏氧化

应激损伤#其治疗作用可能是介导
MAT(

'

P[*!

信号

通路实现$同时#本研究揭示了
MAT(

'

P[*!

信号通

路在梗阻性肾病中的保护作用#为发掘梗阻性肾病治

疗靶点提供了新的思路$
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D>FQŴ)D Y D

#

@0

,.4J-TT@A@10-,.2@

H

,06

H

A60@50-?@+@52,1-9+96TA30-1,17

j

3@A5@0-1-1GG.

!

<

"

*-106O-5,0@7K>WK

'

5M+-5@

(

^

)

4>50,

L2,A+,56.F-1

#

('!(

#

&&

!

!'

"&

!(#'*!(:'4

!收稿日期&

('!;*':*(<

!

修回日期&

('!;*!'*(!

"

#!(

重庆医学
('!"

年
!

月第
<;

卷第
(

期


