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罗格列酮对单侧输尿管梗阻大鼠肾脏的抗氧化保护作用
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［摘要］　目的：观察新型胰岛素增敏剂罗格列酮对单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）的肾间质损伤的抗氧化保护作用。方法：将雄性

ＳＤ大鼠随机分成三大组：假手术对照组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝６）、ＵＵＯ模型组（结扎左侧输尿管制作 ＵＵＯ模型，ｎ＝１８）、ＵＵＯ罗格

列酮干预组（ＵＵＯ＋ＲＳＧ组，ｎ＝１８）。除Ｓｈａｍ组外，其余２组根据不同的观察时间细分为３、７、１４ｄ亚组（，ｎ＝６）。分别测定

大鼠左肾皮质匀浆中脂质过氧化物标志物 ＭＤＡ以及抗氧化酶ＣＡＴ、ＳＯＤ含量。结果：与Ｓｈａｍ组相比，ＵＵＯ模型组大鼠梗

阻侧肾皮质在３、７、１４ｄ时 ＭＤＡ含量分别升高了８．９（Ｐ＝０．０００）、３．５（Ｐ＝０．０００）和０．７倍，而ＣＡＴ含量分别下降了６６．０％、

７２．６％和８３．８％（Ｐ＝０．０００），ＳＯＤ分别下降了４２．０％、５０．２％和６７．７％（Ｐ＜０．００５）。与ＵＵＯ模型组相比，ＵＵＯ＋ＲＳＧ组大

鼠梗阻侧皮质 ＭＤＡ含量在３、７ｄ时分别减少了８０．０％和６５．３％（Ｐ＝０．０００），１４ｄ时差异不显著；在３、７、１４ｄ时ＣＡＴ分别

增加了９６．２％、９２．１％和１０２．９％（Ｐ＜０．００５），ＳＯＤ分别增加了３３．３％、３５．１％和５５．４％（Ｐ＜０．００５）。结论：ＲＳＧ能减少单

侧输尿管梗阻侧肾皮质脂质过氧化物的产生，同时增加抗氧化酶的含量，从而改善单侧输尿管梗阻大鼠氧化应激。
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　　氧化应激在多种肾脏损害的发病机制中均起重
要作用。以往的许多实验证实，单侧输尿管梗阻
（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）模型存在氧
化应激。作为细胞信号因子，氧自由基介导和放大
了ＵＵＯ所致的炎症损伤、刺激了成纤维细胞的增
生，导致了肾间质纤维化［１］。罗格列酮（ｒｏｓｉｇｌｉｔａ
ｚｏｎｅ，ＲＳＧ）是噻唑烷二酮类（ｔｈｉａｚｏｌｉｄｉｎｅｄｉｏｎｅｓ，

ＴＺＤｓ）的口服胰岛素增敏剂［２］，它除了能增加细胞
对胰岛素敏感性，改善胰岛素抵抗外，还有抗炎症和
抗脏器纤维化等非代谢性调节作用［３］。近来有零星

的研究报道ＴＺＤｓ类药物具有抗氧化应激作用，有
研究显示，罗格列酮能保护心血管、肠道和肾脏缺
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血再灌注损伤［４～６］，但对于其在 ＵＵＯ中对氧化应
激的影响目前国内外均无报道，本文对此方面进行
了实验观察。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　健康雄性ＳＤ清洁级大鼠４２
只，８周龄，体质量１８０～２００ｇ，由复旦大学医学院
实验动物中心提供。饲养环境为每笼４只，温度
（２２±２）℃，相对湿度（５５±２）％。丙二醛（ＭＤＡ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）检测试
剂盒及蛋白定量试剂盒（双缩脲法）购自南京建成生
物公司。

１．２　实验模型制作　大鼠以１０％水合氯醛（０．０３
ｍｌ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，右侧卧位固定于手术台
上，剪毛后用碘乙醇溶液、７５％乙醇消毒手术区，行
左侧腹旁正中切口，逐层切开皮肤、肌肉及腹壁各
层，暴露并分离左侧输尿管，用５０丝线结扎两道，
上一道结扎点位于左肾下极水平，然后在两道结扎
点间剪断输尿管，逐层缝合，制作ＵＵＯ模型。

１．３　分组及给药方法　将大鼠随机分成三大组：
（１）假手术对照组（Ｓｈａｍ）６只，仅开腹并游离左侧输
尿管，但不从中结扎和剪断，术后１４ｄ处死；（２）

ＵＵＯ模型组１８只；（３）ＵＵＯ 罗格列酮干预组
（ＵＵＯ＋ＲＳＧ）１８只。ＵＵＯ模型组和 ＵＵＯ＋ＲＳＧ
组根据不同的观察时间细分为３、７、１４ｄ亚组，每亚
组６只。ＲＳＧ以０．７５％灭菌的甲基纤维素配制，于

ＵＵＯ术前４８ｈ开始以灌胃方式给药（３０ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１）；ＵＵＯ模型组给予等体积０．７５％甲基
纤维素灌胃，灌胃量不大于２ｍｌ。在不同的观察时
间点处死动物，留取左侧肾脏，分离肾皮质后置于－
７０℃冻存。

１．４　肾组织病理　肾组织经４％的多聚甲醛缓冲
液固定，制成石蜡切片。常规３μｍ切片，进行ＰＡＳ
和 ＭＡＳＳＯＮ染色。光镜下观察ＰＡＳ染色切片皮
质肾间质炎细胞浸润程度和纤维化等病理学改变，
双盲给予ＰＡＳ染色下肾间质病变计分，标准为：０
分（间质病变占间质总量＜５％）；１分（间质病变占
间质总量５％～１５％）；２分（间质病变占间质总量

１５％～３０％）；３分（间质病变占间质总量３０％～
６０％）；４分（间质病变占间质总量＞６０％或有局灶
性坏死）。每张切片在放大２００倍情况下取１０个不
重叠的视野，分别对每个视野进行打分，平均分为该
标本的间质病变计分。采用 Ｍｏｒｉｙａｍａ等的方法［７］

对 ＭＡＳＳＯＮ染色肾组织切片进行半定量分析，具
体步骤如下：采用北航医学图像分析管理系统，在同

一条件下对每张标本选取１５个不重复视野（４０×），
将呈现为绿色的纤维区域（去除肾小球和大血管）视
作阳性目标，以阳性面积与统计场总面积的比值作
为肾小管间质的纤维化指数。采用北航医学图像采
集和分析系统软件对 ＭＡＳＳＯＮ染色进行计算机辅
助分析。

１．５　大鼠左肾皮质匀浆 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ测定　
应用考马斯亮蓝法测定匀浆液蛋白质浓度，依照南
京建成生物公司试剂盒提供的方法操作，测定大鼠
左肾皮质匀浆液 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ含量。

１．６　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，利用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，采用单因素方差
分析及ＳＮＫ检验比较各组间差异。

２　结　果

２．１　实验大鼠基础指标观察　每组大鼠一般情况
好，体质量无显著差别。各组大鼠左侧肾盂及输尿
管扩张，内为梗阻后的残余尿。ＵＵＯ 模型组与

ＵＵＯ＋ＲＳＧ组残余尿量无显著差异，各组动物血清
生化指标正常，组间无显著差异。

２．２　大鼠左肾组织的病理学改变

２．２．１　ＰＡＳ染色　与Ｓｈａｍ组大鼠相比，ＵＵＯ模
型组１４ｄ肾组织间质增宽，有较多的炎症细胞浸
润，肾小管扩张，偶见肾小管腔内有中性粒细胞聚
集，并可见肾小管上皮细胞萎缩、坏死、脱落。

ＵＵＯ＋ＲＳＧ组上述改变明显减轻。Ｓｈａｍ、ＵＵＯ模
型、ＵＵＯ＋ＲＳＧ 三组肾间质病变计分分别为０、

２．２４５０±０．５４０７、１．４９１９±０．４５４５，组间均有差
异（Ｐ＜０．０５）。

２．２．２　ＭＡＳＳＯＮ染色　Ｓｈａｍ组切片可见肾小球
基底膜和包膜处及肾小管基底膜有少量绿色着染，
小管间几无空隙。ＵＵＯ模型组１４ｄ肾组织间质增
宽且广泛着绿色，显示基质成分增加，纤维化程度明
显。ＵＵＯ＋ＲＳＧ 组 纤 维 化 程 度 减 轻。Ｓｈａｍ、

ＵＵＯ、ＵＵＯ＋ＲＳＧ三组肾间质纤维化指数分别为

０．０２５±０．００５、０．０９２±０．２１７、０．０４５±０．１５２，组间
均有差异（Ｐ＜０．０５）。

２．３　左侧肾脏皮质匀浆 ＭＤＡ含量测定　ＵＵＯ模
型组３ｄ时大鼠梗阻侧肾皮质ＭＤＡ含量显著升高，
比Ｓｈａｍ组升高８．９倍（Ｐ＝０．０００），提示 ＵＵＯ早
期有大量反应氧代谢产物生成。随着 ＵＵＯ持续时
间的延长，梗阻侧皮质 ＭＤＡ含量有所下降。ＵＵＯ
模型组７、１４ｄ时ＭＤＡ量分别较Ｓｈａｍ组升高了３．
５倍（Ｐ＝０．０００）和０．７倍（Ｐ＞０．０５）。ＵＵＯ＋ＲＳＧ
组３、７ｄ时梗阻侧肾皮质 ＭＤＡ含量与 ＵＵＯ模型
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组相比分别减少了８０．０％和６５．３％（两者 Ｐ＝
０．０００）。见表１。

表１　大鼠梗阻侧肾脏皮质匀浆 ＭＤＡ、ＣＡＴ和ＳＯＤ含量

Ｔａｂ１　ＭＤＡ，ＣＡＴａｎｄＳＯＤｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｒｅｎａｌ

ｃｏｒｔｅｘｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｄｌｙｓａｔｅｏｆｒａｔｓ

ｗｉｔｈｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）

ＣＡＴ
（Ｕ／ｇＨｂ）

ＳＯＤ
（ＮＵ／ｍｇｐｒｏｔ）

Ｓｈａｍ ０．２７±０．１９ ２３３．２０±３７．８９ １０４．０６±１６．６４
ＵＵＯｍｏｄｅｌ

　　 ３ｄ ２．６６±１．１４ ７９．２１±１７．２０ ６０．３２±１４．８４

　　 ７ｄ １．２１±０．５７ ６４．００±１９．０８ ５１．８５±１２．１９

　　１４ｄ ０．４７±０．１０ ３７．６７±１８．７６ ３３．５７± ８．０３

ＵＵＯ＋ＲＳＧ

　　 ３ｄ ０．５３±０．１５△ １５５．４３±３０．９３△△ ８０．３８±１３．１０△

　　 ７ｄ ０．４２±０．１５△ １２２．９６±５３．０８△△ ７０．０３±１１．９５△

　　１４ｄ ０．４５±０．１４ ７６．４４±２７．８３△△ ５２．１６± ３．６３△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＵＵＯｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２．４　左侧肾脏皮质匀浆ＣＡＴ含量测定　与Ｓｈａｍ
组相比，ＵＵＯ模型组梗阻侧皮质抗氧化酶ＣＡＴ含
量随ＵＵＯ损伤时间延长而显著减少，ＵＵＯ３、７、１４
ｄ时肾皮质 ＣＡＴ含量分别较假手术对照组下降

６６．０％、７２．６％和８３．８％（Ｐ＝０．０００）。与 ＵＵＯ模
型组相比，ＵＵＯ＋ＲＳＧ３、７、１４ｄ时肾皮质ＣＡＴ含
量分别增加了 ９６．２％、９２．１％ 和 １０２．９％（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００）。见表１。

２．５　左侧肾脏皮质匀浆ＳＯＤ含量测定　与Ｓｈａｍ
组相比，ＵＵＯ模型组梗阻侧皮质抗氧化酶ＳＯＤ的
含量随ＵＵＯ损伤时间延长而显著减少，３、７、１４ｄ
时肾皮质ＳＯＤ的含量分别较Ｓｈａｍ组下降４２．０％、

５０．２％ 和 ６７．７％（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）。ＵＵＯ＋ＲＳＧ组ＳＯＤ的含量显著增加，３、７、

１４ｄ时分别较ＵＵＯ模型组增加３３．３％、３５．１％和

５５．４％（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）。见表１。

３　讨　论

　　ＵＵＯ模型中由于输尿管结扎后张力应激所致
的肾血浆流量的下降（肾组织缺血、缺氧），巨噬细胞
和肾小管上皮细胞受活化激发的炎症反应等，均能
产生大量的反应氧代谢产物（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ），而是否导致组织及细胞氧化应激损伤不
单单取决于ＲＯＳ生成，还取决于机体对ＲＯＳ的中
和和清除体系即抗氧化酶的含量。本实验中发现

ＵＵＯ肾皮质匀浆液中代表细胞膜受自由基损伤产
生脂质过氧化物的标志物 ＭＤＡ明显升高，以 ＵＵＯ
３ｄ时为最高，随 ＵＵＯ时间延长有所降低，说明在

ＵＵＯ早期有大量的ＲＯＳ产生。这可能与 ＵＵＯ早
期血流动力学改变所致的肾缺血和再灌注损伤［８］以

及炎症细胞活化产生“呼吸爆发”，释放大量ＲＯＳ有
关［１］。同时，两种机体最主要的抗氧化酶ＳＯＤ和

ＣＡＴ的含量在ＵＵＯ３ｄ即明显减少，并随ＵＵＯ时
间延长而持续降低。而ＲＳＧ干预在 ＵＵＯ早期即
能显著减轻 ＵＵＯ时细胞受到的氧自由基攻击，减
少肾组织ＭＤＡ含量，并能使肾组织中因ＵＵＯ损伤
而减少的抗氧化酶ＳＯＤ和ＣＡＴ含量有所回升。

　　ＲＳＧ抗氧化的机制目前国外研究较少，推测其
可能机制之一是其抗炎症作用。在 ＵＵＯ模型中肾
间质炎性细胞浸润以及炎症后继发的间质纤维化是

该模型的始动和核心事件。我们的研究发现，ＲＳＧ
显著抑制了 ＵＵＯ大鼠间质单核巨噬细胞的集聚，
减少了炎性因子 ＭＣＰ１、ＴＮＦα、ＭＣＳＦ 等的表
达［９］，而众所周知，炎症过程可以产生大量有杀伤能
力的ＲＯＳ，消耗机体正常情况下存在的抗氧化物。
因而，当 ＲＳＧ抗 ＵＵＯ肾小管间质炎症反应的同
时，必然减少ＲＯＳ的产生和由此导致的抗氧化酶的
消耗，减少损伤所致的氧化应激，本研究结果证实了
这样的假说。Ｓｉｖａｒａｊａｈ等［６］报道２种ＴＺＤｓ类药物

ＲＳＧ和环格列酮（ｃｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ）通过抑制缺血再灌注
肾脏组织中中性粒细胞浸润而减少肾脏氧化应激损

伤。

　　另外，ＲＳＧ是细胞核内过氧化物酶体增殖物激
活剂受体 γ（ＰＰＡＲγ）的高选择性配体，可通过

ＰＰＡＲγ途径影响一系列基因的表达。有研究结果
显示 ＰＰＡＲ 与 ＤＮＡ 上 ＰＰＡＲ 反应元件 ＰＰＲＥ
（ＰＰＡＲｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ）的结合参与了ＳＯＤ基因
启动子的调控。ＰＰＡＲｓ与ＤＮＡ上的ＰＰＲＥ结合能
诱导大鼠细胞ＳＯＤ基因的表达［１０］，ＴＺＤｓ能增加培
养的人脐静脉内皮细胞Ｃｕ，ＺｎＳＯＤ的表达［１１］。此
外，ＰＰＡＲγ活化可能诱发大鼠过氧化物酶体增殖，
其特异性标志酶即为过氧化氢酶。Ｂａｇｉ等［４］报道，

ＲＳＧ３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１能通过ＰＰＡＲγ途径减少糖
尿病大鼠冠脉氧化应激，减少自由基生成，同时增加

ＣＡＴ活性和ＮＯ的生物利用度，但对ＳＯＤ无影响。
但也有部分的研究结果［１２，１３］证实，ＴＺＤｓ类药物的
抗氧化作用不通过ＰＰＡＲγ途径作用，提示该类药
物抗氧化作用的机制具有多样性。

　　本研究属国内首次探索ＴＺＤｓ类药物对氧化应
激的作用，揭示了ＲＳＧ通过减少脂质过氧化物的产
生和增加抗氧化酶含量，起到恢复 ＵＵＯ状态下自
由基的产生和抗氧化物合成之间的平衡，减少ＵＵＯ
所致的氧化应激。
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