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黄芩苷对马兜铃酸诱导小鼠急性肾损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的：探讨黄芩苷在马兜铃酸诱导小鼠急性肾损伤中的作用及可能的作用机制。方法：雄性Ｃ５７小鼠随机分为４

组：对照组、模型组、低剂量黄芩苷组和高剂量黄芩苷组。模型组建立马兜铃酸诱导小鼠急性肾损伤模型，低剂量黄芩苷和高

剂量黄芩苷组分别通过腹腔注射１０ｍｇ／ｋｇ和１００ｍｇ／ｋｇ黄芩苷。３ｄ后收集小鼠血清检测肾功能，肾脏组织行ＨＥ染色、

ＴＵＮＥＬ染色和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检查。结果：肾功能检测发现，与对照组相比，模型组小鼠血肌酐、尿素氮明显上升，而高剂量黄

芩苷治疗后两者显著下降（犘＜０．０５）。ＨＥ染色结果表明，模型组小鼠肾小管和肾小管间质显著扩张、淋巴细胞明显浸润，高

剂量黄芩苷组小鼠肾小管和肾小管间质扩张减轻、淋巴细胞浸润减少。ＴＵＮＥＬ染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，与对照组相

比，模型组小鼠肾脏细胞凋亡明显增加，而高剂量黄芩苷治疗后细胞凋亡显著减少（犘＜０．０５）。结论：黄芩苷可通过减少小鼠

肾脏细胞凋亡来减轻马兜铃酸诱导的急性肾损伤。
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　　马兜铃酸肾病是由于摄入含有马兜铃酸的植

物或食物而引起的进行性肾小管间质中毒，最终导

致终末期肾病［１］。虽然含有马兜铃酸的产品已在许

多国家被限制使用，但马兜铃酸肾病仍在世界各地

大量报道，且由于目前对该疾病的认识尚不充分，

其发病率可能被严重低估［２］。在我国，中草药使用

广泛但成分复杂，部分含马兜铃酸的药物仍在使

用。２０１７年１０月３０日国家食品药品监督管理局

官方网站公布了《含马兜铃属药材的已上市中成药

品种名单》共４７种、《可能含有马兜铃酸的马兜铃科

药材名单》共２４种。马兜铃酸肾病可进展至终末期

肾病，许多肾移植受者在接受肾移植前有明确的马

兜铃酸肾病或含马兜铃酸药物服用史［３］。马兜铃酸

对肾脏损害巨大，先前研究发现，大剂量的马兜铃

酸可在短时间内直接引起肾脏近端小管上皮细胞

损伤，导致肾小管上皮细胞变性凋亡坏死［４５］，临床

病理表现为近端小管进行性萎缩、间质明显纤维化

及快速进展为终末期肾病［３］。

黄芩苷一种是从黄芩根中分离出来的化合物，

目前广泛用于治疗感染性和炎症性疾病［６７］。既往

研究［８１０］发现，黄芩苷对急性器官损伤具有明显的

保护作用。黄芩苷可通过抑制炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ

６的产生并上调ＺＯ１的表达来保护脂多糖诱导的

急性小肠上皮细胞损伤［８］；黄芩苷可通过抑制

ＴＮＦα、ＩＬ１β等促炎性细胞因子的产生来减轻大鼠

肾脏缺血再灌注损伤［９］；黄芩苷缓解空气栓塞大鼠

的肺毛细血管通透性、肺血管压力及支气管肺泡灌

洗液中蛋白质浓度，且该作用与炎性因子及中性粒

细胞趋化因子的减少相关［１０］。基于黄芩苷对急性

器官损伤的明确保护作用，本研究旨在通过建立小

鼠马兜铃酸诱导急性肾损伤模型来探讨黄芩苷对

马兜铃酸引起的急性肾损伤的作用及其初步机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂　Ｃ５７小鼠购自上海斯莱克

实验动物有限公司。２０～２５ｇ雄性小鼠饲养于复

旦大学附属中山医院ＳＰＦ级动物房，自由饮水进

食，动物分笼饲养，实验前适应环境１周。该项实验

通过了复旦大学附属中山医院动物伦理委员会的

批准。实验中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司，ＴＵＮＥＬ 凋 亡 试 剂 盒 购 自

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，马兜铃酸和黄芩苷购自 Ｓｉｇｍａ

公司。

１．２　马兜铃酸诱导的急性肾损伤模型　ＳＰＦ级雄

性Ｃ５７小鼠（体质量２０～２５ｇ），随机分为４组，对

照组：腹腔注射等量生理盐水。模型组（即马兜铃

酸诱导的急性肾损伤组）：腹腔注射马兜铃酸

（１０ｍｇ／ｋｇ）。黄芩苷低剂量治疗组：腹腔注射马兜

铃酸建立急性肾损伤模型后，随即腹腔注射黄芩苷

（１０ｍｇ／ｋｇ），此后２ｄ同一时间再每日给药１次，共

连续给药３ｄ。黄芩苷高剂量治疗组：腹腔注射马兜

铃酸建立急性肾损伤模型后，随即腹腔注射黄芩苷

（１００ｍｇ／ｋｇ），此后２ｄ同一时间再每日给药１次，

共连续给药３ｄ。每组各６只小鼠，各组小鼠于模型

建立后第３天通过戊巴比妥麻醉后收集心脏血及肾

脏标本用于后续检测。

１．３　肾功能检测　各组小鼠心脏血在４０００ｒ／ｍｉｎ，

４℃条件下离心１０ｍｉｎ，并收集上层血清。后通过全

自动生化分析仪检测血清肌酐、尿素氮水平，比较

各组肾功能差异。

１．４　组织病理　小鼠肾脏组织用１０％甲醛溶液固

定后石蜡包埋，切片机切取厚约３～５μｍ白片，白

片脱蜡后行ＨＥ染色。请与该实验无关的两位经

验丰富的病理科医生采用双盲方法观察各组 ＨＥ

染色切片，并使用正置显微镜在每张切片上随机取

１０处视野拍片（放大２００倍）分析评分。根据肾脏

损伤（肾小管扩张、间质扩张水肿和炎症浸润水平）

面积进行评分（０～３分）。０分：正常肾脏（无损

伤）；１分：轻度损伤 （＜２５％ 损伤）；２分：中度损伤

（２５％～５０％ 损伤）；３分：重度损伤 （＞５０％损

伤）。

１．５　细胞凋亡检测　小鼠肾脏组织包埋后，切片

机切取厚约３～５μｍ白片，白片脱蜡后按照试剂盒

说 明 书 行 ＴＵＥＮＬ（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｂｉｏｔｉｎ ｎｉｃｋ ｅｎｄ

ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）染色。凋亡细胞在２００倍视野

下连续观察１０个视野进行评分。

１．６　免疫印迹　采用上海碧云天生物技术有限公

司的蛋白抽提试剂盒按试剂盒说明提取小鼠肾组

织蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹的实验步骤如之前参考文

献［１１］所描述。通过ＩｍａｇｅＪ软件分析Ｂｃｌ２和Ｂａｘ

蛋白的表达情况。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０（ＩＢＭＳＰＳＳ，

Ａｒｍｏｎｋ，ＮＹ，ＵＳＡ）进行统计分析，通过单因素方

差分析对数据进行统计分析，然后进行Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ

校正。计量数据表示为珔狓±狊，检验水准（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　黄芩苷改善马兜铃酸引起的肾功能损伤　结

果发现，与对照组相比，模型组中血肌酐和尿素

氮水平明显升高；低剂量黄芩苷治疗后未见明显

改善，但高剂量黄芩苷治疗后血肌酐和尿素氮水

平明显下降，且差异有统计学意义（犘＜０．０５，

图１）。

图１　各组小鼠血肌酐和尿素氮水平的对比

１：对照组；２：模型组；３：低剂量黄芩苷组；４：高剂量黄芩苷组．犘＜０．０５

２．２　黄芩苷改善马兜铃酸引起的肾脏损伤　结果

（图２）发现：与对照组相比，模型组和黄芩苷低剂量

组中可见明显肾小管扩张（近端小管表现更为显

著）、间质扩张水肿和炎症细胞浸润；与模型组相

比，黄芩苷高剂量组肾小管扩张、间质扩张水肿明

显减轻，炎性细胞浸润明显减少。与模型组和黄芩

苷低剂量组相比，肾损伤评分明显减少，且差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　各组小鼠肾脏组织犎犈染色及半定量评分

１：对照组；２：模型组；３：低剂量黄芩苷组；４：高剂量黄芩苷组．犘＜０．０５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　黄芩苷可减轻马兜铃酸引起的肾脏组织细胞

凋亡　结果（图３）发现：与对照组相比，模型组和黄

芩苷低剂量组小鼠肾组织凋亡细胞数明显增加；高

剂量黄芩苷治疗后肾组织凋亡细胞数明显减少

（犘＜０．０５），提示黄芩苷可减轻马兜铃酸引起的肾

脏组织细胞凋亡。

２．４　黄芩苷改变马兜铃酸引起的肾脏组织中Ｂａｘ

蛋白和Ｂｃｌ２蛋白的表达　结果（图４）发现：与对照

组相比，模型组中Ｂａｘ明显升高，Ｂｃｌ２明显降低。

低剂量黄芩苷治疗后未见明显改善，但高剂量黄芩

苷治疗后Ｂａｘ明显降低，Ｂｃｌ２明显升高，提示黄芩

苷可改变马兜铃酸引起的肾脏组织中凋亡相关蛋

白表达（犘＜０．０５）。

３　讨　论

含马兜铃酸中草药或中成药曾被广泛使用，目

前仍有大量马兜铃酸肾病病例存在［２］。马兜铃酸是

马兜铃酸属的主要次级代谢产物，具有严重的肾毒

性［４］。随着对马兜铃酸肾毒性及致癌的认识逐渐加

深，近年来使用已大幅度减少，但马兜铃酸造成急

慢性肾功能损害仍十分多见［２，１２］，部分严重者可快

速进展为终末期肾病［３］。研究表明，马兜铃酸肾病

主要涉及肾小管和肾小管间质［１３］。单次高剂量的

马兜铃酸可引起肾小管上皮细胞明显凋亡坏死，导

致急性马兜铃酸肾病［１４］。
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图３　各组小鼠肾脏组织犜犝犖犈犔染色及阳性细胞计数

１：对照组；２：模型组；３：低剂量黄芩苷组；４：高剂量黄芩苷组．犘＜０．０５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　各组小鼠肾组织促凋亡蛋白犅犪狓和抗凋亡蛋白犅犮犾２的表达

１：对照组；２：模型组；３：低剂量黄芩苷组；４：高剂量黄芩苷组．犘＜０．０５

　　本研究发现，单次注射马兜铃酸后小鼠肾小管

明显扩张、肾小管间质明显扩张水肿，且肾小管上

皮细胞凋亡明显增加，肾功能明显受损。而连续３ｄ

通过腹腔注射１００ｍｇ／ｋｇ的黄芩苷治疗马兜铃酸

诱导小鼠急性肾损伤后，小鼠肾小管扩张程度、肾

小管间质扩张水肿程度减轻，肾小管细胞凋亡减

少，肾功能损伤明显减轻。结果提示黄芩苷对马兜

铃酸所致急性肾损伤的保护作用。先前研究显示，

黄芩苷具有抗炎性、抗纤维化等多种重要功能。近

年来，越来越多的研究也指出黄芩苷具有抑制细胞

凋亡的功能。Ｗａｎｇ等
［１５］研究发现，黄芩苷可增加

抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达来减少肝细胞凋亡，减轻

肝损伤。Ｌｉｎ等
［１６］研究发现，向培养的人肾小管上

皮细胞中加入Ｈ２Ｏ２可引起肾小管上皮细胞凋亡，

而黄芩苷可通过抑制氧化应激来减轻肾小管上皮

细胞凋亡。此外，Ｌｉｎ等
［９］还发现，向缺血再灌注损

伤的大鼠腹腔中注射黄芩苷后，大鼠肾脏中线粒体

介导的细胞凋亡减少，肾脏缺血再灌注损伤减轻。

本研究发现，黄芩苷治疗马兜铃酸引起的急性肾损

伤后，肾脏中抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达增加、促凋亡蛋

白Ｂａｘ表达减少。同时，ＴＵＥＮＬ染色也发现，与模

型组相比，高剂量黄芩苷治疗组中细胞凋亡数明显

减少。结果证实黄芩苷具有减轻肾脏细胞凋亡的

作用。本研究发现，黄芩苷可通过减少肾脏细胞凋

亡来减轻马兜铃酸诱导的急性肾损伤。但对于黄

芩苷减少马兜铃酸引起的细胞凋亡的具体调控机

制仍有待进一步研究。

在我国，中医药群众基础深厚，许多中草药或

中成药确有疗效，仍在广泛使用［１７］。但因中草药成

分复杂，导致许多含马兜铃酸的药物仍在使用。这

部分患者在获取相关中草药疗效的同时，也在承受

其带来的严重不良反应。本研究证明黄芩苷可通

过减少肾脏细胞凋亡来减轻马兜铃酸诱导的急性

肾损伤。可考虑将黄芩苷与含马兜铃酸的中草药

或中成药配伍使用，减轻马兜铃酸导致的肾损伤。
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