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羟苯磺酸钙对肾衰大鼠肾脏纤维化进程的抑制作用

曲小菡　党艳梅△　李新建　张少青　魏明明　乔白露
（济宁医学院附属医院，济宁 ２７２０２９）

　　摘　要　目的　探讨羟苯磺酸钙在慢性肾衰模型大鼠肾脏纤维化进程中的抑制作用。方法　将２２只 ＳＤ
大鼠随机分为假手术组（ｎ＝７）、模型组（ｎ＝８）和治疗组（ｎ＝７）。采用５／６肾切除术建立慢性肾衰竭模型，４周
后假手术组和模型组给予饮用水，治疗组给予羟苯磺酸钙灌胃，监测各组大鼠血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）、尿
素氮（ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、尿酸（ＵＡ）、Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）、胱抑素Ｃ（ｃｙｓｔａｔｉｎＣ，ＣｙｓＣ）、透明质酸
（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）、层粘连蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）、Ⅲ型前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎⅢ，ＰＣⅢ）、Ⅳ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅣ，ＣⅣ）等
指标，并观察肾组织中趋化因子受体ＣＸＣＲ４的表达情况。结果　与模型组比较，羟苯磺酸钙治疗组大鼠 Ｓｃｒ、
ＢＵＮ、ＨＡ、ＬＮ、ＰＣⅢ、ＣⅣ等指标均明显减少，差异有统计学意义；模型组大鼠肾组织中ＣＸＣＲ４免疫组化ＩＯＤ值
（１２５．４３±５．３５），较假手术组增多，差异有统计学意义；治疗组肾组织中 ＣＸＣＲ４免疫组化 ＩＯＤ值为（８２±３．
２６），较模型组减少，差异有统计学意义。结论　羟苯磺酸钙可延缓肾脏纤维化进程，ＣＸＣＲ４可能参与肾纤维化
的过程。
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　　慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的 发病率呈逐年上升的趋势，最终发展为尿毒症，对

患者的家庭及整个社会造成沉重负担。ＣＫＤ发生
和发展的实质是肾脏纤维化，包括炎症细胞浸润、

细胞外基质增多、肾实质丢失等多个因素共同参与
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了肾脏纤维化的过程。如何早期发现并及时抑制

肾脏纤维化的进展成为目前临床研究的难点和热

点。羟苯磺酸钙作为一种微循环改善剂，广泛应用

于糖尿病肾病、慢性肾衰竭、慢性静脉功能不全、冠

心病等多个方面。近年来在治疗慢性肾衰竭方面

起到较好疗效，多项临床研究发现［１３］，羟苯磺酸

钙在降低血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）、尿素氮（ｕ
ｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＰ）、胱抑素Ｃ（ｃｙｓｔａｔｉｎＣ，ＣｙｓＣ）等方面有较好的
疗效，可延缓肾功能进展，但其抗肾纤维化的作用

机制尚不清楚。近年来有研究发现，纤维细胞参与

肾脏纤维化过程，已知 ＣＸＣＲ４是纤维细胞主要的
趋化因子受体，且是趋化因子基质细胞衍生因子１
（ＣＸＣＬ１２）的唯一受体，已有研究证实ＣＸＣＲ４／ＣＸ
ＣＬ１２生物轴在肺、肝纤维化过程中有重要作用。
我们通过建立肾衰竭大鼠模型，给予羟苯磺酸钙药

物灌胃治疗，比较大鼠肾功能、细胞外基质指标及

ＣＸＣＲ４的变化，证实羟苯磺酸钙对肾纤维化的抑
制作用，ＣＸＣＲ４可能参与肾脏纤维化，以进一步探
索羟苯磺酸钙在抑制肾纤维化过程中可能的作用

机制。

１　材料与方法

１．１　动物
清洁级雄性 ＳＤ大鼠，体重１８０～２００ｇ，山东

省鲁抗医药股份有限公司实验动物中心提供。

１．２　试药
羟苯磺酸钙胶囊（商品名：多贝斯，西安利君

制药股份有限公司）；透明质酸（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）、层
粘连蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）、Ⅳ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅣ，Ｃ
Ⅳ）试剂盒由天津九鼎生物公司提供；Ⅲ型前胶原
（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎⅢ，ＰＣⅢ）试剂盒由上海海研生物公
司提供。

１．３　方法
１．３．１　造模方法与分组　选择６～８周龄，体重
（２００±２０）ｇ清洁级雄性 ＳＤ大鼠，随机分为３组：
假手术组 （ｎ＝７，只做肾包膜剥离，不做肾脏切除）
、模型组（ｎ＝８，行左肾２／３切除及右肾全切术，
共切除全肾５／６）和治疗组（ｎ＝７，同模型组行全
肾５／６切除术）。
１．３．２　手术操作　用１０％水合氯醛腹腔麻醉，行
左腹旁正中纵切口，暴露左侧肾脏，分离肾包膜，夹

闭左肾蒂，剪掉左肾上下各１／３肾实质，明胶海绵

止血后残肾还纳入腹腔，逐层缝合，消毒１周后切
去右肾，即制备成５／６肾切除肾衰竭模型。假手术
组只剥离肾包膜，不切除肾实质。

１．３．３　分组灌胃　治疗组于术后４周给予羟苯磺
酸钙１２０ｍｇ／ｋｇ·ｄ，加入饮用水中灌胃；假手术组
及模型组以饮用水灌胃（用量与羟苯磺酸钙组同

体重大鼠相同）。治疗 １２周后收集并制备大鼠
血、组织标本。

１．３．４　实验大鼠肾组织匀浆制备　切除残余肾
后，以生理盐水漂洗，剪碎、置于玻璃匀浆器，加入

２ｍｌ生理盐水，研磨制成匀浆，匀浆置于低温冰箱
中冷冻保存。并取出肾脏组织，切取部分固定于

１０％福尔马林液中，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色。
１．４　观察指标
１．４．１　血生化及细胞外基质的监测　取大鼠眼球
血，采用全自动生化分析仪测定 Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、
ＣＲＰ、ＣｙｓＣ，放射免疫法测定ＨＡ、ＬＮ、ＰＣⅢ、ＣＩＶ。
１．４．２　光镜下肾脏病理变化　常规固定、包埋、切
片、ＨＥ染色，光镜下观察。
１．４．３　免疫组化方法检测 ＣＸＣＲ４的表达　常规
脱蜡至水的切片，３％过氧化氢封闭内源性过氧化
物酶的活性。玻片经上述处理后，放入０．０１Ｍ柠
檬酸盐缓冲液中，抗原加热修复２０ｍｉｎ，室温冷却，
ＰＢＳ液漂洗。滴加封闭用正常山羊血清工作液，室
温孵育２０ｍｉｎ，甩去多余液体，滴加兔抗大鼠一抗
（１∶１００稀释），４℃过夜。３７℃复温 ｌｈ后 ＰＢＳ液
冲洗。滴加生物素标记的山羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵育
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗。滴加辣根酶标记链酶卵白素
工作液，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗。ＤＡＢ显色，
苏木精复染，封固观察。在显微镜下每张切片随机

采集５个视野（１０×４０倍），采用全自动图像分析
系统（Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０）测量其平均积分光密度。
平均积分光密度即阳性表达面积与平均光密度乘

积的均值，其大小既反映免疫组化阳性部分的面

积，又反映了阳性部分的强度，比较真实地反映了

抗原的数量。

１．５　统计学方法
所有数据用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素

方差检验，由 ＳＰＳＳ１６．０统计软件完成。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠治疗１２周后肾组织病理学改变
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治疗１２周后肾衰模型组大鼠肾小球系膜细胞
增生，系膜基质增多，肾小球包曼氏囊壁增厚或分

层，可见壁层上皮细胞增生及球囊粘连，肾小球内

微血栓形成，肾小球节段性甚至全球硬化；肾小管

萎缩或代偿性扩张，肾间质增宽，可见大量灶性炎

症细胞浸润及灶性纤维化。羟苯磺酸钙治疗组大

鼠在第１２周，可见肾小球系膜细胞及基质明显减
少，相对于模型组，少见球囊粘连和节段硬化，肾小

管上皮细胞空泡变性和管腔内蛋白管型明显减少，

肾纤维化明显减轻。见图１。
２．２　各组大鼠血生化指标变化

术后１２周，模型组大鼠的Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＣＲＰ、
ＣｙｓＣ水平均高于假手术组，差异有统计学意义（见

表１），其中ＣＲＰ、ＣｙｓＣ较假手术组明显升高（Ｐ＜
０．０１）。治疗组与模型组比较可见，治疗组大鼠
Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＣＲＰ、ＣｙｓＣ水平较模型组有显著降低，且
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（见表１），而 ＵＡ
在羟苯磺酸钙治疗组与模型组比较中的差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　细胞外基质相关指标测定结果

经治疗１２周后，模型组大鼠 ＨＡ、ＬＮ、ＰＣⅢ、
ＣⅣ含量明显高于假手术组，差异有统计学意义
（见表２），提示在肾衰竭进展过程中 ＨＡ、ＬＮ、ＰＣ
Ⅲ、ＣⅣ等指标参与其中。羟苯磺酸钙治疗组大鼠
细胞外基质相关指标较模型组低，两组 ＨＡ、ＬＮ、
ＰＣⅢ、ＣⅣ比较，差异均有统计学意义。见表２。

Ａ为假手术组（１２周）　Ｂ为模型组（１２周）　Ｃ为治疗组（１２周）

图１　３组大鼠治疗１２周后肾脏组织病理

表１　各组大鼠治疗１２周后血生化指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｓｃｒ／ｕｍｏｌ·Ｌ１ ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ１ ＵＡ／ｕｍｏｌ·Ｌ１ ＣＲＰ／ｍｇ·Ｌ１ ＣｙｓＣ／ｍｇ·Ｌ１

假手术组 ７ ４５．８１±１３．７６ １０．２０±１．８１ ２１２．５４±１０７．０１ ０．３１±０．１３ ０．１６±０．０５

模型组　 ８ ６４．１１±１３．０３ １９．３９±５．３４ ４４５．３６±１２９．４５ ０．７７±００．１３ ０．４２±０．１１

治疗组　 ７ ４７．７１±７．３６▲ １３．９６±２．８２▲ ３２６．２４±６８．８２ ０．５６±０．１５▲ ０．２７±０．０９▲

　　注：与假手术组比较， Ｐ＜０．０５；与模型组比较，▲ Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠细胞治疗１２周后外基质相关指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＨＡ／ｎｇ·ｍｌ１ ＬＮ／ｎｇ·ｍｌ１ ＰＣⅢ／ｎｇ·ｍｌ１ ＣⅣ／ｎｇ·ｍｌ１

假手术组 ７ ３０２．１９±８２．２８ ３．０７±１．０４ １．８５±１．４２ ５．９１±３．０５

模型组　 ８ ６６２．０９±１０１．７５ ８．７８±１．０８ ５．１４±１．９９ １９．１２±２．６９

治疗组　 ７ ５２２．２７±１７６．３３▲ ４．７５±２．０３▲▲ ２．５１±１．８１▲ ９．４３±４．９７▲▲

　　注：与假手术组比较， Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１；与模型组比较，▲ Ｐ＜０．０５，▲▲ Ｐ＜０．０１

２．４　ＣＸＣＲ４免疫组化结果分析
利用免疫组化技术对大鼠肾组织切片进行染

色，观察 ＣＸＣＲ４的表达情况。结果发现，ＣＸＣＲ４
在正常组织中表达较少，模型组中表达较假手术组

中增多，尤其在肾小管间质，明显高于同时点假手

术组（Ｐ＜０．０１）。见表３。

表３　两组大鼠肾组织ＣＸＣＲ４免疫组化ＩＯＤ值（珋ｘ±ｓ）

组别 １２周

假手术组 １７．９９±１．０３

模型组　 １２５．４３±５．３５

治疗组　 ８２±３．２６

注：与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，Ｐ＜００５
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３　讨论

肾脏纤维化是多种慢性肾脏疾病最终导致肾

衰竭的主要病理改变和共同通路，其病理特点包括

细胞外基质增多、肾小管扩张或萎缩、细胞凋亡等。

肾纤维化虽然与炎症、氧化应激、细胞凋亡等多种

因素相关，但主要因细胞外基质过度产生或沉积所

致［４５］。其中，ＰＣⅢ、ＣⅣ、ＬＮ、ＨＡ是细胞外基质
的重要组成部分。ＬＮ对细胞外基质的影响，主要
表现在与Ⅳ型胶原、硫酸乙酰肝素蛋白多糖等结
合，介导细胞外基质的黏附及运动等行为［６］。Ｃ
Ⅳ、ＬＮ均弥漫分布于系膜基质和基底膜，由于肾小
管细胞萎缩、肾小管基底膜增厚、肾小管细胞向成

纤维细胞转化或者成纤维细胞大量增生和过度激

活，合成和分泌胶原、ＬＮ等间质成分，使血清中的
间质成分含量高于正常人［７８］。Ⅲ型前胶原是一
种纤维性胶原，在肾小球出现硬化结节时，基底膜

处的ＣⅣ被Ⅲ型胶原和 Ｖ型胶原取代，引起肾硬
化和纤维化。曾有报道血清 ＰＣⅢ水平随肾功能
的恶化而递增［９］。本文中，模型组大鼠 ＨＡ、ＬＮ、
ＰＣⅢ、ＣⅣ水平较假手术组明显增多，证实 ＨＡ、
ＬＮ、ＰＣⅢ、ＣⅣ参与肾纤维化的过程。

羟苯磺酸钙作为治疗糖尿病视网膜病变的一

种药物，在临床上应用广泛。近年来研究表明，它

可降低活性氧诱导的毛细血管通透性，抑制毛细血

管活性物质，减少血管内膜损伤，阻止毛细血管基

底膜增厚，降低血液黏稠度，降低血小板的高聚性，

激活纤维蛋白酶活性，增加纤维蛋白的溶解能力

等。因此，羟苯磺酸钙也可通过降低血液黏稠度，

改善肾脏血流，以及抑制氧化应激来延缓肾功能进

一步恶化［１０］。国内多项研究［２，１１１２］发现羟苯磺酸

钙可降低 Ｓｃｒ、ＢＵＮ及 ＣＲＰ等指标，有效改善肾功
能，延缓病情进展。本文结果显示，羟苯磺酸钙治

疗组大鼠与模型组比较，Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＣＲＰ、ＣｙｓＣ均下
降，ＨＡ、ＬＮ、ＰＣⅢ、ＣⅣ明显减少，病理可见羟苯
磺酸钙治疗组肾小球硬化、肾小管萎缩较模型组减

轻，间质炎症细胞浸润减少。提示羟苯磺酸钙可能

通过抑制细胞外基质的表达，降低在肾间质的过度

沉积，从而减轻肾纤维化的程度，同时改善局部微

循环，达到肾脏保护作用。

近年研究发现［１３］，趋化因子 ＣＸＣＬ１２参与了
成纤维细胞的活化、增殖、迁移及细胞外基质分泌，

ＣＸＣＲ４为最常见的趋化因子受体，几乎在所有白

细胞和许多组织中都能发现 ＣＸＣＲ４表达或 ＣＸ
ＣＲ４的 ｍＲＮＡ。研究提示 ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４生物
轴在肺、肝、肾等脏器的纤维化过程中具有重要作

用。另有研究［１４］发现，趋化因子受体ＣＸＣＲ４在纤
维化的肺组织表达增多，甚至认为ＣＸＣＲ４＋纤维细
胞浓度可作为反映间质性肺疾病患者疗效的生物

标记物。关于ＣＸＣＲ４在慢性肾纤维化中的作用机
制报道不多，同课题组研究发现［１５］循环纤维细胞

参与肾纤维化的过程。Ｌｏｔａｎ等［１６］通过对２１例慢
性肾脏病的病理组织切片的免疫组化染色发现，不

论病因是什么，较强阳性的ＳＤＦ１染色均出现在远
端小管和集合管。而ＣＸＣＲ４强染色出现在近端和
远端小管。本文通过免疫组化初步观察了肾衰竭

大鼠模型中ＣＸＣＲ４的表达情况，与假手术组比较
模型组的ＣＸＣＲ４也有增多，提示ＣＸＣＲ４可能参与
肾纤维化的过程，且其表达可能与纤维细胞有关，

但ＣＸＣＲ４在肾纤维化中的具体作用途径有待进一
步研究。

综上所述，羟苯磺酸钙可降低肾衰大鼠血清

Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＣＲＰ、ＣｙｓＣ等指标，减轻肾组织中细胞外
基质的沉积，延缓肾功能进展，趋化因子受体 ＣＸ
ＣＲ４可能参与其抗纤维化过程。
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