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金雀异黄素对肾间质纤维化大鼠氧化应激水平的影响
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　　摘　要：目的　探讨金雀异黄素抗肾间质纤维化的可能机制。方法　用单侧输尿管结扎（ＵＵＯ）制作ＳＤ大鼠肾间质纤维化

模型，将３２只大鼠随机分为假手术组、模型组、金雀异黄素小剂量组、金雀异黄素大剂量组，每组８只。１４天后，观察各组肾脏病

理改变和肾间质纤维化程度并进行肾小管间质纤维化积分，测定血清胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）、丙二醛（ＭＤＡ）的含量、总抗氧化能力（Ｔ

ＡＯＣ）、总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）的活性。结果　金雀异黄素对干预组大鼠的肾间质纤维化有所改善，肾小管间质损伤程度减

轻，ＣｙｓＣ、ＭＤＡ的含量有所降低，抗氧化能力增强，且随剂量增加其效果愈明显（犘 均小于０．０５）。结论　金雀异黄素可缓解

ＵＵＯ大鼠肾间质纤维化程度，提示可能机制与其抗氧化作用有关。
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　　肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）是各种慢性

进展性肾脏病的最终归宿。在ＲＩＦ过程中细胞外基质（ｅｘｔｒａ

ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）在肾间质过度堆积，最终可造成肾脏功

能不可逆的受损。大量研究表明氧化应激在ＲＩＦ过程中起着

重要的作用，金雀异黄素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，Ｇｅｎ）是一种天然的异黄酮

类化合物，具有抑制酪氨酸激酶活性、抗氧化等广泛药理作用，

本实验通过建立大鼠单侧输尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂ

ｓｔｒｕｃｔ，ＵＵＯ）致ＲＩＦ模型，观察不同剂量Ｇｅｎ对 ＵＵＯ大鼠氧

化应激指标的影响及对ＲＩＦ的防治作用，为临床ＲＩＦ的防治

提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验动物　清洁级 ＳＤ 大鼠３２只，雄性，体质量

（２００±３０）ｇ，由兰州大学实验动物中心提供。

１．１．２　药物与试剂　金雀异黄素（陕西慧科植物开发有限公

司），大鼠胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海江莱生物科技

有限公司）、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒（南京建成生物工程研究

所）。

１．２　实验方法

１．２．１　动物分组及给药　３２只大鼠随机分为４组：假手术

（Ｓｈａｍ）组、模型（ＵＵＯ）组、Ｇｅｎ小剂量（Ｇｅｎ１）组、Ｇｅｎ大剂量

（Ｇｅｎ２）组，每组８只。大鼠适应性喂养１周，术前１ｄ开始每

天灌胃给药。Ｓｈａｍ组与 ＵＵＯ组每只大鼠每日给予蒸馏水１

ｍＬ灌胃，Ｇｅｎ１组每只大鼠给予 Ｇｅｎ１０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌

胃，Ｇｅｎ２组每只大鼠给予Ｇｅｎ３０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃。

１．２．２　动物模型制备　除Ｓｈａｍ组外，其余各组制备ＵＵＯ肾
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间质纤维化大鼠模型：３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻

醉，取右侧卧位，选左侧背部肋下０．５ｃｍ为切口，打开腹腔，钝

性分离并暴露左侧输尿管，用止血钳夹住中上段输尿管，在两

端用丝线结扎后剪断，然后逐层缝合。Ｓｈａｍ组仅开腹并游离

左侧输尿管，但不结扎和剪断，然后缝合腹腔。

１．２．３　标本采集　ＵＵＯ术后１４ｄ断尾取血收集血清后处死

各组大鼠，剖取左侧肾脏，剥离包膜，用４％多聚甲醛固定，石

蜡包埋，以３μｍ切片，行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色。

１．３　指标观察与检测方法

１．３．１　肾脏病理学观察　肾组织切片行 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染

色，光镜下观察肾皮质、间质细胞增生及纤维化改变。应用图

像采集和分析系统软件（Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０），４００倍光镜下，

每张切片随机选择１０个高倍镜视野观察其病理损害。肾小

管间质病变由以下参数判定，即肾小管扩张、肾小管上皮细胞

水肿、变性、坏死，间质炎性细胞浸润及间质纤维化程度。计算

所有病变染色面积占视野的百分比进行半定量分级，按０～３

分评定，计算其均值作为该标本的肾小管间质损伤指数（ｔｕｂｕ

ｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｄａｍａｇｅｉｎｄｅｘ，Ｔｄｉ）：０分为正常；１分为轻度受损，

病变范围小于２５％；２分为中度受损，病变范围２５％～５０％；３

分为重度受损，病变范围大于５０％。

１．３．２　方法　用ＥＬＩＳＡ法检测血清ＣｙｓＣ含量；硫代巴比妥

酸（ＴＢＡ）法测定 ＭＤＡ含量；化学比色法测定ＴＡＯＣ活性；黄

嘌呤氧化酶法测定ＴＳＯＤ活性。具体操作步骤参照试剂盒说

明书进行。

１．４　统计学处理　所有数据均以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１６．０

统计软件分析。多组间采用单因素方差分析，组间两两比较采

用狇检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　病理学观察　肉眼观察：Ｓｈａｍ组肾脏大小及形态正常，

颜色暗红；ＵＵＯ组及 Ｇｅｎ干预组左侧肾脏体积增大，颜色变

浅，有囊性感，内含褐色浑浊尿液，肾实质变薄，肾盂扩张，呈

“花生壳”样改变。光镜下观察：Ｓｈａｍ组肾小球正常，肾小管上

皮细胞偶见空泡变性及灶状单核细胞浸润，小管间质无增宽；

Ｍａｓｓｏｎ染色胶原主要位于肾小球基底膜、Ｂｏｗｍａｎ囊、系膜区

和肾小管的毛细血管周围，肾小管周围间质部分分布较少。

ＵＵＯ组 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色显示肾小管上皮细胞弥漫空泡变

性，小管管腔扩张，部分小管萎缩、坏死，肾间质明显水肿、增

宽，多灶状单核细胞弥漫浸润，胶原纤维增生明显，偶见肾小球

局灶性阶段性硬化。Ｇｅｎ干预组肾小管上皮细胞以变性为主，

坏死少见，萎缩的肾小管数量明显减少，少量炎性细胞浸润，间

质纤维化的程度较模型组有所减轻。结果见图１～２。

图１　　各组大鼠 ＨＥ染色结果（×４００）

　　各组大鼠肾小管间质损伤指数（Ｔｄｉ）比较，ＵＵＯ组大鼠较

Ｓｈａｍ组肾小管间质损伤程度明显加重（犘＜０．０５），Ｇｅｎ１、

Ｇｅｎ２干预组较ＵＵＯ组相比肾小管间质损伤程度均明显减轻

（犘＜０．０５），且随Ｇｅｎ剂量Ｔｄｉ下降更明显（犘＜０．０５），结果见

表１。

２．２　各组大鼠血清胱抑素 Ｃ含量测定　与Ｓｈａｍ 组比较，

ＵＵＯ组肾组织ＣｙｓＣ含量明显增高（犘＜０．０５），Ｇｅｎ１、Ｇｅｎ２

组较ＵＵＯ组 Ｈｙｐ含量均有所下降（犘＜０．０５），且随Ｇｅｎ剂量

增加ＣｙｓＣ含量下降更明显（犘＜０．０５），结果见表１。

图２　　各组大鼠 Ｍａｓｓｏｎ染色结果（×４００）

表１　　各组大鼠Ｔｄｉ、ＣｙｓＣ比较

组别 Ｔｄｉ ＣｙｓＣ

Ｓｈａｍ ０．２５±０．０７ ５３０．１８±３４．０７

ＵＵＯ ２．２５±０．１４ ７６０．５０±９８．３４

Ｇｅｎ１ １．９０±０．１１＃ ７１４．３２±８０．１３＃

Ｇｅｎ２ １．７５±０．０９＃△ ６５０．３４±８５．１６＃△

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与 ＵＵＯ组比较；△：犘

＜０．０５，与Ｇｅｎ１组比较。

２．３　肾组织 ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量测定　与

Ｓｈａｍ组比较，ＵＵＯ组 ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ活性均降低，ＭＤＡ含

量增加（犘＜０．０５），与 ＵＵＯ组比较，Ｇｅｎ１、Ｇｅｎ２组ＴＡＯＣ、

ＴＳＯＤ活性均明显升高，ＭＤＡ含量明显下降（犘＜０．０５），且随

Ｇｅｎ剂量增加上述改变更明显（犘＜０．０５），结果见表２。

表２　　各组大鼠肾组织ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ、ＭＤＡ比较

组别 ＴＡＯＣ ＴＳＯＤ ＭＤＡ

Ｓｈａｍ １．４６±０．２０ １２．８３±０．８２ ２．５４±０．３５

ＵＵＯ ０．６１±０．１５ ８．４４±０．７４ ４．７２±０．５３

Ｇｅｎ１ １．１３±０．１７＃ １０．７１±０．７７＃ ３．６１±０．４１＃

Ｇｅｎ２ ０．８４±０．１８＃△ ９．２２±０．６８＃△ ２．８３±０．３７＃△

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与 ＵＵＯ组比较；△：犘

＜０．０５，与Ｇｅｎ１组比较。

３　讨　　论

ＲＩＦ可导致肾脏结构变化，与肾功能密切相关，可作为肾

功能恶化的一个重要预测指标。大量研究表明，ＲＩＦ的轻重程

度是决定慢性肾脏病预后的重要因素［１２］。因此，针对ＲＩＦ发

病过程中的关键环节进行早期干预，对慢性肾脏病的防治具有

重要的意义。

慢性肾脏病患者体内普遍存在较高的氧化应激水平，与氧

自由基清除系统的严重损失使得体内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）升高和抗氧化能力的失衡有关系
［３］。大量研究

表明氧化应激在ＲＩＦ过程中起重要作用。Ｐａｔ等
［４］研究显示，

氧化应激标记物血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）和

８羟基２脱氧鸟苷（８ｈｙｄｒｏｘｙ２ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）在

ＵＵＯ模型中显著增高，应用抗氧化剂可改善肾脏纤维化。Ｌｉｎ

等［５］证实，ＵＵＯ大鼠肾组织 ＭＤＡ含量增加、热休克蛋白７０
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（ＨＳＰ７０）表达增多、锰ＳＯＤ（ＭｎＳＯＤ）活性下降。此外还有研

究表明，氧化应激在ＲＩＦ过程中对转化生长因子β（ＴＧＦβ）的

表达和细胞外基质（ＥＣＭ）的产生发挥重要作用
［６７］。

金雀异黄素（Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，Ｇｅｎ）即５，７，４′三羟基异黄酮，是

一种天然的酪氨酸激酶抑制剂，Ｇｅｎ分子中具有５，７，４′位３个

酚羟基，有一定的抗氧化活性，体内外实验显示它可以消除多

种活性氧，还能提高体内抗氧化酶活性，有ＳＯＤ样作用
［８］。近

年来研究显示Ｇｅｎ对纤维化的防治也具有一定的积极作用。

王浩等［９］研究显示，Ｇｅｎ可通过抑制 ＴＧＦβ１的表达及减少

ＥＣＭ的蓄积对５／６肾切除鼠肾纤维化有防治作用。

血清胱抑素Ｃ是从血清中分离的一种新型的半胱氨酸蛋

白酶抑制剂，近年来许多学者的研究表明ＣｙｓＣ可以作为判定

ＲＩＦ的良好指标
［１０１１］。ＭＤＡ是体内超氧阴离子攻击生物膜中

的多不饱和脂肪酸引发过氧化物作用的毒性终产物，是经典

的、最具有代表意义的脂质氧化标志物［３］；ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ是

常见的抗氧化能力的指标。本实验通过建立 ＵＵＯ大鼠模型

来观察Ｇｅｎ对ＵＵＯ大鼠肾组织病理学改变，血清胱抑素Ｃ含

量及氧化应激指标的影响。与Ｓｈａｍ组比较，ＵＵＯ组血清Ｃｙｓ

Ｃ含量与Ｔｄｉ升高，肾组织抗氧化能力下降；与Ｓｈａｍ组比较，

金雀异黄素干预后血清ＣｙｓＣ含量与Ｔｄｉ降低，肾组织抗氧化

能力提高，由此表明Ｇｅｎ可减轻ＵＵＯ大鼠肾脏氧化应激的损

伤，对ＲＩＦ具有一定的防治作用，且随着剂量的增加其效果越

明显。

随着对金雀异黄素研究的不断深入，其抗纤维化作用的机

制正在逐渐被揭示。金雀异黄素是已知的抗氧化剂，能通过清

除氧自由基和减少氧化应激反应相关基因的表达使细胞免受

活性氧的损害。康爱英等［１２］研究证实，Ｇｅｎ能降低糖尿病大

鼠 ＭＤＡ、ＡＧＥｓ含量，增加ＳＯＤ、总抗氧化能力，对肾脏具有保

护作用。Ｇｅｎ可能是通过下调ＴＧＦβ１、ＮＦκＢ等因子表达，延

缓肾小管间质病变，进而起到肾保护作用［１３１４］。金雀异黄素

可显著增加超氧化物酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽转移酶等抗氧

化酶的水平，进而保护细胞免受氧化攻击。慢性肾脏病时，肾

组织中晚期氧化蛋白产物（ＡＯＰＰｓ）、晚期糖基化终产物

（ＡＧＥｓ）、羧基化合物等大量蓄积，ＡＯＰＰｓ可以刺激系膜细胞

活化，分泌细胞外基质，ＡＯＰＰｓ作用于肾小管上皮细胞，诱导

其产生ＡｎｇⅡ，导致肾小管损伤和肾脏纤维化，血管紧张素转

换酶抑制剂可通过抑制血管紧张素Ⅱ的生成，延缓氧化应激

损伤导致的肾间质纤维化［１５］。因此，笔者认为金雀异黄素通

过抑制ＮＦκＢ信号转导通路减少活性氧的产生和诱导抗氧化

酶活性升高可能是其抗间质纤维化的重要机制，并且可能具有

类似血管紧张素转换酶抑制剂的作用。

综述所述，氧化应激在ＲＩＦ中发挥了重要作用，金雀异黄

素可以通过减轻ＵＵＯ大鼠氧化应激水平延缓ＲＩＦ的进展，但

具体的作用机制还需要进一步深入研究。
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