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·基础实验研究论著·

柚皮素对单侧输尿管梗阻致肾间质纤维化大鼠ＫＩＭ１表达水平的影响

陈琳琳１，见小莉２，徐西红１△
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　　摘　要：目的　观察柚皮素对单侧输尿管梗阻致大鼠肾间质纤维化肾损伤因子１（ＫＩＭ１）表达水平的影响。方法　将２４只

ＳＤ大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、模型组（ＵＵＯ组）、柚皮素组（Ｎａｒ组），每组８只。ＵＵＯ组及Ｎａｒ组行左侧输尿管结扎术，

Ｓｈａｍ组只游离但不结扎和剪断输尿管。造模后分别给予生理盐水、柚皮素２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。１４ｄ后处死大鼠，处死前收集２４ｈ

尿液，ＥＬＩＳＡ法检测大鼠尿液ＫＩＭ１水平，取梗阻侧肾制作标本，行ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下观察肾间质纤维化程度并半定量

对肾小管间质损伤指数进行积分；免疫组化法检测肾间质ＫＩＭ１的表达。结果　与Ｓｈａｍ组比较，ＵＵＯ组肾小管间质损伤指数

（ＴＤＩ）升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），尿液、肾组织中 ＫＩＭ１水平均升高，差异也有统计学意义（犘＜０．０５）。与 ＵＵＯ组比

较，Ｎａｒ组ＴＤＩ降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１），尿液、肾组织中ＫＩＭ１水平降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。相关性分

析示２４ｈ尿液及肾组织ＫＩＭ１水平与ＴＤＩ呈正相关（狉分别为０．８６２、０．８６６，犘均小于０．０１）。结论　柚皮素可减轻肾间质纤维

化，降低ＫＩＭ１的表达。
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　　肾间质纤维化是各种原因所致的肾脏疾病慢性进展，最终

导致肾衰竭的共同机制［１］，研究表明，肾间质纤维化与肾功能

的相关性比肾小球硬化与肾功能的相关性更为密切。肾损伤

因子１（ＫＩＭ１）是肾脏近曲小管上皮细胞上的一种跨膜蛋白，

是反映肾功能变化的重要细胞因子，既往研究表明其对急性肾

损伤有着极其重要的临床意义［２３］。近研究表明，ＫＩＭ１对于

反映肾间质纤维化导致的慢性肾损伤具有重要临床意义［４］。

本研究应用单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）大鼠建立肾间质纤维化模

型，观察柚皮素对单侧输尿管梗阻致大鼠肾间质纤维化 ＫＩＭ

１表达水平的变化，为肾间质纤维化的早期诊断及治疗提供新

的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物　清洁级ＳＤ雄性大鼠２４只（兰州大学基础医

学院动物中心提供），体质量（２００±２０）ｇ。

１．２　仪器与试剂　兔抗鼠 ＫＩＭ１一抗，ＳＰ免疫组织化学试

剂盒，大鼠 ＫＩＭ１ 定量 ＥＬＩＳＡ 试剂盒均由武汉博士德

（Ｂｏｓｔｅｒ）生物有限公司提供；柚皮素由上海瑞齐生物科技有限

公司提供。

１．３　造模与分组　将２４只ＳＤ大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ

组），模型组（ＵＵＯ组）及柚皮素组（Ｎａｒ组），ＵＵＯ组及Ｎａｒ组

行单侧输尿管结扎术致肾间质纤维化大鼠模型：１０％水合氯醛

（３μｇ／ｇ腹腔注射麻醉大鼠，左肾下极处游离并结扎左输尿管

建立ＵＵＯ模型，假手术组开腹后仅游离左输尿管。造模后分

别给予生理盐水，柚皮素２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃。

１．４　观察指标及方法

１．４．１　肾组织病理光镜检查　术后１４ｄ处死大鼠后，取左侧

肾组织用１０％中性甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，以３μｍ的

石蜡切片行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色。半定量评估肾小管间质损伤
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指数（ＴＤＩ）：０分为正常；１分为轻度受损，肾小管上皮细胞呈

灶性轻度萎缩、变性，少量散在炎性细胞浸润，纤维组织增生少

量分布，病变范围小于２５％；２分为中度受损，肾小管上皮细胞

中度萎缩、变性，中量炎性细胞浸润，纤维组织中度增生病变，

范围２５％～５０％；３分为重度受损，肾小管上皮细胞萎缩、变性

和坏死重，呈片状分布，大量弥漫的炎性细胞浸润，纤维组织增

生呈束状、多灶或网状成片，病变范围大于５０％。光镜下观察

肾脏组织皮质区肾小管及间质的结构及变化。

１．４．２　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠２４ｈ尿液ＫＩＭ１的水平　处死大

鼠前１天将大鼠分别置于代谢笼中，禁食、自由饮水，收集２４ｈ

尿液，采用双抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ法检测 ＫＩＭ１的水平，具

体操作按试剂盒操作。

１．４．３　免疫组织化学法检测肾组织ＫＩＭ１的表达　采用ＳＰ

法检测肾组织 ＫＩＭ１的表达，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ

冲洗，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧化物酶，ＰＢＳ冲洗，１５％胎牛

血清去除一抗中的非特异结合位点，滴加一抗，冰箱孵育过夜，

滴加生物素标记的二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，滴加辣根过氧化物

酶标记的链霉素亲和素，室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，ＤＡＢ染

色，苏木素复染，自来水冲洗５ｍｉｎ后封片。光学显微镜观察

ＫＩＭ１的表达情况，染成棕黄色者为阳性，每张切片随机选取

５个高倍视野（２００×），运用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析系统

进行半定量检测，用平均光密度（ＭＯＤ）值表示 ＫＩＭ１的相对

水平。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，数

据以狓±狊表示，多组计量资料比较采用单因素方差分析，两两

比较采用ＬＳＤ狋检验，两变量相关性采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　柚皮素对大鼠肾组织 ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色结果的影响　

ＨＥ染色Ｓｈａｍ组肾小球及肾小管间质正常；ＵＵＯ组肾小管上

皮细胞肿胀，多数肾小管扩张，间质多灶状单核细胞浸润和纤

维化；Ｎａｒ组间质内炎性细胞呈小灶性浸润，少许上皮细胞肿

胀，部分肾小管轻度扩张，肾间质纤维化较 ＵＵＯ组减轻，见图

１。Ｍａｓｓｏｎ染色Ｓｈａｍ组胶原染色主要位于肾小球基膜、Ｂｏｗ

ｍａｎ囊、系膜区和肾小管的毛细血管周围，肾小管周围间质部

分则较少；ＵＵＯ组可见肾间质大量胶原纤维增生，间质胶原纤

维呈蓝色染色，间质纤维化呈灶状分布；Ｎａｒ组间质纤维化程

度减轻。与Ｓｈａｍ 组比较，ＵＵＯ组 ＴＤＩ升高，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），Ｎａｒ组与 ＵＵＯ组相比，ＴＤＩ降低，差异也有

统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　柚皮素对大鼠２４ｈ尿液 ＫＩＭ１水平的影响　与Ｓｈａｍ

组比较，ＵＵＯ组大鼠２４ｈ尿液ＫＩＭ１水平明显升高，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），柚皮素干预后，ＫＩＭ１水平较ＵＵＯ组

有所减低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但仍高于Ｓｈａｍ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

图１　　各组大鼠肾组织 ＨＥ染色结果（２００×）

２．３　柚皮素对大鼠肾组织ＫＩＭ１的表达的影响　Ｓｈａｍ组大

鼠肾小管上皮细胞胞质、肾小球脏层上皮细胞和内皮细胞、间

质血管壁表达量少，着色稀疏；与Ｓｈａｍ组比较，ＵＵＯ组肾小

管上皮细胞胞质中表达明显增多，呈不均匀颗粒状，且与局部

炎细胞浸润、间质增宽及肾小管损伤程度一致（犘＜０．０５）；Ｎａｒ

组表达较ＵＵＯ组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１），但

仍高于Ｓｈａｍ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１及图２。

图２　　各组大鼠肾组织ＫＩＭ１免疫组化结果（２００×）

表１　　各组大鼠ＴＤＩ和尿液、肾组织ＫＩＭ１水平比较

组别 ＴＤＩ
２４ｈ尿液

ＫＩＭ１水平（ｍｇ／Ｌ）

肾组织ＫＩＭ１

相对表达量（ＭＯＤ）

Ｓｈａｍ组 ０．３８±０．５ １４．９３±４．２０ ０．２１±０．１４

ＵＵＯ组 ２．３８±０．７４☆ ５３．７０±９．８８★ ０．６６±０．１１☆

Ｎａｒ组 １．５±０．９３☆▲ ２９．４９±７．１６☆△ ０．３５±０．１２☆▲

　　☆：犘＜０．０５；★：犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ 组比较；△：犘＜０．０５；▲：犘＜

０．０１，与ＵＵＯ组比较。

２．４　ＫＩＭ１与ＴＤＩ的相关性分析　ＵＵＯ组ＴＤＩ较Ｓｈａｍ组

升高，尿液、肾组织 ＫＩＭ１相对表达量也增加。柚皮素干预

后，ＴＤＩ与ＫＩＭ１呈同方向性降低。相关性分析发现，ＴＤＩ与

尿液ＫＩＭ１的水平呈正相关（狉＝０．８６２，犘＜０．０１）；ＴＤＩ与肾

组织ＫＩＭ１相对表达量呈正相关（狉＝０．８６６，犘＜０．０１）。

３　讨　　论

随着人们生活水平提高和生存压力增大而导致的不良生

活方式以及人口老龄化、糖尿病、高血压、代谢综合征等的增

多，慢性肾脏疾病发病率逐年上升，慢性肾脏病已经成为当今

威胁人类健康的重要疾病。而与危害人类健康的其他重大疾

病，例如心脑血管病相比，慢性肾脏病的临床表现较隐匿，患者

知晓率低［５］。因此，需要简单、方便的实验室指标用于肾脏病

的诊断。肾间质纤维化是各种原因所致的肾脏疾病慢性进展，

最终导致肾衰竭的共同机制，其主要病理基础是细胞外基质

（ＥＣＭ）代谢失衡，ＥＣＭ 堆积，最终导致纤维化形成
［６］。研究

表明，肾间质纤维化的程度比起肾小球硬化与肾功能的相关性

更为密切［７］。因此早期评估肾间质纤维化程度对于肾脏疾病

的诊断与治疗具有重要意义。

本实验ＵＵＯ组大鼠梗阻侧肾组织 ＨＥ染色肾小管上皮

细胞弥漫空泡变性，多数肾小管扩张、萎缩，间质多灶状单核细

胞浸润和纤维化，Ｍａｓｓｏｎ染色可见肾间质大量胶原纤维增生，

半定量评估肾小管间质损伤指数升高，由此可见，ＵＵＯ动物模

型是研究肾间质纤维化的理想模型。

ＫＩＭ１是一种表达于肾小管上皮细胞的免疫调节蛋白，

Ｈｏｆｆｍａｎｎ等
［８］研究证实，在急性肾损伤患者中，ＫＩＭ１的升

高早于肌酐、尿素氮水平，可早期判断肾功能受损情况。既往

研究发现，在马兜铃酸诱导肾小管上皮细胞损伤中，ＫＩＭ１于

２４ｈ分泌达高峰，并且持续４８ｈ，对于肾小管损伤的检测具有

重要意义［９］。闫静［１０］研究发现，在糖尿病肾病患者中，ＫＩＭ１

检测的阳性率高于微量蛋白尿，提示 ＫＩＭ１是早期预测糖尿
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病肾病的新指标。本研究证实 ＵＵＯ组，２４ｈ尿液 ＫＩＭ１的

水平、肾组织ＫＩＭ１的相对表达量与肾小管间质损伤指数呈

同方向性变化，相关性分析示２４ｈ尿液及肾组织ＫＩＭ１的水

平与ＴＤＩ呈正相关，ＫＩＭ１除了早期预测急性肾损伤，有望成

为早期预测肾间质纤维化损伤的新指标。本研究发现，２４ｈ

尿液 ＫＩＭ１的水平与肾组织 ＫＩＭ１的相对表达量呈同向性

变化，并且均与ＴＤＩ呈正相关，尿液标本具有留取方便，无创

性等优点，成为各项实验室检查的常用标本之一，因此可以选

用２４ｈ尿液ＫＩＭ１水平来间接反映肾组织ＫＩＭ１的表达量，

从而判断肾间质纤维化的病情进展，为早期、方便评估肾脏疾

病进展提供新的诊断思路。

柚皮素是一类天然黄酮类化合物，具有调节血压、降低血

糖、调节血脂、抗菌、抗病毒、抑制肿瘤细胞生长等广泛药理作

用［１１］，既往研究证实，柚皮素对于乙醇诱导的肝脏纤维化有一

定的抑制作用［１２］。本实验发现柚皮素可抑制 ＫＩＭ１在 ＵＵＯ

大鼠尿液及肾组织的表达，延缓肾小管损伤及间质纤维化的

进展。

综上所述，肾间质纤维化时尿液和肾组织中 ＫＩＭ１的表

达同向性增多，尿液ＫＩＭ１有望成为早期、方便检测肾间质纤

维化的新的生物学标志物，柚皮素对于肾间质纤维化有一定的

抑制作用，但其确切分子机制尚有待于进一步研究。
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