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结肠参与慢性肾功能衰竭大鼠氧化应激的激活
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[摘要] 目的 探讨慢性肾功能衰竭（CRF）胃肠道症状的发生机制，明确结肠是否参与 CRF 氧化应激的激

活。方法　将 30 只雄性 SD 大鼠随机分为对照组（10 只）和 CRF 组（20 只），CRF 组大鼠予以 5/6 肾切除建立 
CRF 模型，对照组仅打开肾包膜后缝合。成模后 10 周处死大鼠，收集 2 组大鼠的血清及回盲瓣附近结肠组织。检

测大鼠肾功能指标血尿素氮（BUN）和血清肌酐（SCr）以评估造模是否成功，检测大鼠血清及结肠组织中丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、总抗氧化能力（TAC）和 8-羟脱氧鸟苷（8-OHdG）以评估氧化应激水平，

检测泛素细胞色素 C 诱导核心蛋白酶Ⅰ（UQCRC1）mRNA 和蛋白水平以评估线粒体功能。结果　与对照组相比，

CRF 组血清 BUN 及 SCr 水平升高，提示造模成功；CRF 组血清及结肠组织中 MDA 水平升高（P＜0.05），但 2 组
间 8-OHdG 和抗氧化指标 SOD、TAC 差异无统计学意义（P＞0.05）；CRF 组结肠组织中 UQCRC1 蛋白水平较对照

组低（P＜0.05），但 UQCRC1 mRNA 水平与对照组相比差异无统计学意义（P＞0.05）。结论　CRF 大鼠的结肠组

织中存在氧化与抗氧化反应失衡现象，其机制可能涉及线粒体的功能障碍。
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Colon participates in activation of oxidative stress in rats with chronic renal failure
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[Abstract]　Objective　To explore the mechanism of gastrointestinal dysfunction caused by chronic renal failure 
(CRF), and to determine whether colon is involved in the activation of oxidative stress (OS) in CRF. Methods　Thirty male 
SD rats were randomly divided into control group (n＝10) and CRF group (n＝20). The rats in the CRF group were treated 
with 5/6 nephrectomy to establish CRF model, and the rats in the control group were only sutured after opening renal capsule. 
The rats were sacrificed at 10 weeks after model administration, and the serums and colon tissues near ileocecal valve were 
collected. Blood urea nitrogen (BUN) and serum creatinine (SCr) were measured to evaluate the success of the model. 
Malonodialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), total antioxidant capacity (TAC) and 8-hydroxy deoxyguanosine  
(8-OHdG) in the serum and colon tissues were detected to evaluate the level of OS. The ubiquinol cytochrome C reductase 
core proteinⅠ(UQCRC1) was tested for the evaluation of mitochondrial function. Results　Compared with the control group, 
the levels of BUN and SCr in serum of the rats in the CRF group were increased, suggesting that the model was successfully 
established. Compared with the control group, serum and colonic MDA levels were significantly increased in the CRF group 
(P＜0.05); however, there were no significant differences in 8-OHdG or anti-oxidative markers (SOD, TAC) in serum or 
colon tissues between the two groups (P＞0.05). The protein level of UQCRC1 in colon tissues was significantly reduced in 
the CRF group compared with the control group (P＜0.05). However, there was no significant difference in the mRNA level 
of UQCRC1 in colon tissues between the control and CRF groups (P＞0.05). Conclusion　There is an imbalance between 
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oxidation and antioxidation in the colonic tissues of CRF rats, which may be related to mitochondrial dysfunction.
[Key words]　chronic kidney failure; gastrointestinal dysfunction; oxidative stress; mitochondria
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胃肠道症状是慢性肾功能衰竭（chronic renal 
failure，CRF）早期发生率较高的并发症之一，长

期合并胃肠道症状会进一步导致各种营养不良[1-2]，

进而增加患者住院率及病死率 [3]，但其发生和发

展的病理生理机制目前尚不完全清楚。已有研究

证实，炎症和氧化应激参与 CRF 的进展[4-6]。机

体氧化-抗氧化失衡可通过多种指标衡量。丙二醛

（malondialdehyde，MDA）是脂质过氧化作用的

产物，是描述脂质过氧化最好的标志物之一[7-8]。 
氧化应激也可引起  DNA 损伤，8-羟脱氧鸟苷

（8-hydroxy deoxyguanosine，8-OHdG）被认为是

目前氧化应激 DNA 损伤的标志物之一[8]。超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）是内源性

抗氧化酶，也是机体重要的自由基清除剂[9-10]。内

源性和食物源衍生抗氧化剂的总和即为细胞外液的

总抗氧化能力（total antioxidant capacity，TAC）。

结肠（尤其回盲瓣附近的结肠组织）是机体

微生物群落聚集的场所。研究证实，尿毒症毒素累

积破坏肠道固有菌群的生态平衡，进而损伤肠道黏

膜屏障[11]。肠道微生物失调可导致机体微炎症、氧

化-抗氧化失衡，甚至氧化应激的激活[12]，严重者

损伤细胞膜，影响线粒体呼吸链相关复合体Ⅲ的

编码基因——泛素细胞色素 C 诱导核心蛋白酶Ⅰ

（ubiquinol cytochrome C reductase core protein Ⅰ，

UQCRC1）的表达[13-14]，从而影响能量的产生。因

此各种菌群聚集的肠道可能是全身氧化应激激活的

起始部位。结肠组织中是否存在氧化应激反应、是

否参与胃肠道功能障碍的发生，目前尚不清楚。本

研究通过构建 CRF 大鼠模型，探讨 CRF 条件下结

肠组织中是否存在氧化应激反应，并进一步探索其

机制。

1　材料和方法

1.1　动物模型构建与分组　所有动物实验的操作

均按照严格的操作步骤进行，并通过海军军医大学

（第二军医大学）动物伦理委员会审核。4～6 周 
龄的 Sprague-Dawley（SD）大鼠 30 只，体质量 
150～160 g，购自海军军医大学（第二军医大学）

实验动物中心 [动物使用许可证号：SYXK（沪）

2012-0003]。动物饲养在海军军医大学（第二军

医大学）实验动物中心无特定病原体（specific 
pathogen free，SPF）级实验室，温度 20～25 ℃，

相对湿度 65%～75%，光照周期为 12 h/12 h。将大

鼠随机分为对照组（10 只）和 CRF 组（20 只）。

通过 5/6 肾脏切除建立 CRF 模型[15]。对照组大鼠

予以腹腔注射 10% 水合氯醛（2.5 mL/kg）麻醉

后，仅剥离肾外包膜后缝合；CRF 组大鼠麻醉后

切除左侧肾脏上、下极各 1/3 肾组织，1 周后再切

除右侧肾脏，完成 CRF 模型的建立[13]。所有大鼠

手术后均未使用抗生素。成模后第 10 周，所有大

鼠予以腹腔注射 10% 水合氯醛（4 mL/kg）麻醉，

收集血液和近回盲瓣结肠组织标本。近回盲瓣结

肠组织收集后立即放在－80 ̊C 保存。血液标本经 
4 ℃ 250×g 离心 10 min 取上清液，之后于－80 ℃ 
保存。

实验过程中，CRF 组有  8 只大鼠死亡、对

照组有 2 只大鼠死亡，因此，在第 10 周实验结

束时，CRF 组有 12 只大鼠标本、对照组有 8 只
大鼠标本用于研究。检测肾功能指标血尿素氮

（blood urea nitrogen，BUN）和血清肌酐（serum 
creatinine，SCr）以评估造模是否成功。

1.2　生物化学指标检测　取  0.2 g 回盲瓣结肠

组织，切成小块，放入玻璃管中，加入冷生理

盐水，研磨成浆，经 4 ℃ 440×g 离心 10 min 
后，取上清液待测。血清标本从冰箱取出后，

经  37 ℃ 水浴箱复温待测。使用硫代巴比妥酸

（thiobarbituric acid，TBA）方法检测结肠组织

中 MDA 的含量[16]，使用 Bio-Assay 试剂盒（美

国 Hayward 公司）检测血清中 MDA 含量；使

用 Randox-Ransod 酶试剂盒（德国 Darmstadt 公
司）测定血清和结肠组织中  SOD 活性；使用 
TAC 检测试剂盒（DTAC-100，美国 BioAssay 
Systems 公司）检测血清和结肠组织中的 TAC；

用 ELISA 法检测血清和结肠组织中 8-OHdG，

E L I S A  试 剂 盒 购 自 艾 美 捷 科 技 有 限 公 司 
（批号：589320-96）。
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1.3　实时荧光定量 PCR 检测 UQCRC1 mRNA 的

表达　取 25～30 mg 结肠组织放于离心管中，在

平底玻璃管中加入 1 mL TRIzol 液（15596-026，

Invitrogen 公司），使用匀浆机匀浆后放于冰上，

之后加入 200 μL 氯仿 [货号：10006818，基尔顿

生物科技（上海）有限公司]，用震荡器剧烈摇

荡，之后 4 ℃ 21 000×g 离心 15 min 取上清液；

加入 600 μL 异丙醇 [基尔顿生物科技（上海）有

限公司，货号：40064360]，混合均匀，4 ℃ 静

置 1 h，之后 4 ℃ 21 000×g 离心 15 min 去上清

液，加入 1 mL 75% 的无水乙醇 [750 μL 无水乙

醇＋250 μL 焦碳酸二乙酯（货号：750024，美

国 Invitrogen 公司）] 漂洗，4 ℃ 21 000×g 离心  

5 min，用无水乙醇洗 2 次；弃上清，室温干燥  

1 0  m i n  至 沉 淀 透 明 ， 加 入 焦 碳 酸 二 乙 酯 溶

解  R N A 。 溶 解 后 测  R N A 浓 度 ，－8 0  ℃  冰

箱 保 存 。 将 获 得 的  R N A 按 照 反 转 录 试 剂 盒

（货号：K1622，美国  Fermentas 公司）的步

骤，获得  cDNA。以鼠的甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）为内参，检测 UQCRC1 mRNA 的表达。

GAPDH 上游引物： 5′-TGG AGT CTA CTG GCG 

TCT TG-3′，下游引物：5′-TGT CAT ATT TCT 

CGT GGT TCA TC-3′；UQCRC1 上游引物：5′-

AGC AGT GTC TCC CAG GTG TAC-3′，下游引

物：5′-AGC CAC GTT GTC  TGG GTT AGC-3′。

实验过程中，将上游引物和下游引物各取 10 μL 

加到 80 μL 无酶水组成引物混合物。取 5 μL 荧

光染料 SYBR Green Mix（货号：CS7561，美国 

Invitrogen 公司）、1 μL 引物混合物、3 μL 无酶

水、2 μL 稀释后的 cDNA 构成实时荧光定量 PCR 

扩增体系。将扩增体系分别加入 96 孔板，使用荧

光定量 PCR 仪（CFX96TM Real-Time Systerm，美

国 Bio-Rad 公司），设定反应程序。

1.4　蛋白质印迹法检测线粒体相关蛋白表达　使用 

添加有蛋白酶和磷酸酶抑制剂（美国  Thermo 

Fisher 公司）的  RIPA 裂解液和提取液（美国 

G-Biosc iences  公司）提取回盲瓣结肠组织蛋

白，使用 BCA 蛋白测定试剂盒（美国 Thermo 

Scientific 公司）测定蛋白质浓度，进行蛋白质印

迹实验[14]。UQCRC1 抗体购自英国 Abcam 公司

（货号为 ab197055，稀释比例为 1∶1 000），荧

光二抗购自美国 LI-COR Biosciences 公司（稀释

比例为 1∶10 000）。

1.5　统计学处理　应用 SPSS 18.0 软件进行数据

分析。计量资料均以 x±s 表示，正态分布的连续

变量组间比较采用两独立样本 t 检验。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2 . 1　肾功能检测结果　实 验 第  1 0  周 结 束 后

采集大鼠血清检测肾功能，结果显示  CRF 组 

BUN 为（15.30±5.64）mmol/L，高于对照组

[（5.74±0.77）mmol/L]，差异有统计学意义 

（P＝0.003）；CRF 组 SCr 为（77.68±23.51）

μmol/L，高于对照组 [（37.28±10.10）μmol/L]，

差异有统计学意义（P＝0.023）。检测结果表明造

模成功。

2.2　血清和结肠组织氧化应激相关指标检测

结果　与对照组相比，CRF 组血清及结肠组织

中  MDA 含量升高，差异有统计学意义（ P＜ 

0 . 0 1 ） 。 2  组 血 清 及 结 肠 组 织 中  8 - O H d G 、

SOD、TAC 的差异无统计学意义（P＞0.05）。

见表 1。

表 1　CRF 大鼠血清和结肠组织氧化应激相关指标的变化

Tab 1　Oxidative stress markers in serum and colon tissues of CRF rats in two groups
x±s　

Sample Group n MDA
cB/(μmol • L－1)

8-OHdG
ρB/(ng • mL－1)

SOD inhibition rate
(%) SOD activitya TAC

cB/(mmol • L－1)
Serum CRF 12 9.67±1.98 1.90±0.95 55.00±11.28 1.36±0.64 1.16±0.05

Control 8 17.60±2.21** 1.96±0.74 54.50±11.31 1.32±0.60 1.15±0.13
Colon tissue CRF 12 9.68±1.69 3.16±1.06 66.00±3.37 1.95±0.27 1.17±0.11

Control 8 13.88±1.45** 3.04±1.10 67.00±1.41 2.02±0.11 1.17±0.04
a: The unit of SOD activity in serum is U/mL, and in colon tissue is U/g. CRF: Chronic renal failure; MDA: Malondialdehyde; 

8-OHdG: 8-Hydroxy-deoxyguanosine; SOD: Superoxide dismutase; TAC: Total antioxidant capacity. **P＜0.01 vs CRF group
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3　讨　论

胃肠道功能障碍是 CRF 患者发生率较高的并

发症，目前已知的相关机制主要包括：（1）胃肠

道排空延迟[17]；（2）腹膜透析患者腹腔内压力增

加而食管下段压力降低[18]；（3）结肠转运时间延

长[19-20]；（4）肠道菌群改变。然而，越来越高的

发病率[2]尚不能完全用以上传统的发病机制解释。

研究表明，氧化应激在 CRF 的发生和进展中发挥

重要作用[21-22]。研究证实，急性微炎症感染、细

胞因子释放减少、CRF 相关的并发症（慢性心力

衰竭等）以及血液透析相关因素均可导致 CRF 相
关的氧化应激[12]。炎症和氧化应激作为非传统因

素，已经有报道证实其参与 CRF 的病变进展[4-6]。

BUN 和其他毒素的聚集可能是氧化应激的主要来 
源[13,23-24]。而肠道是细菌繁殖的场所，可能与诱导

炎症、参与氧化应激的进展有关，但具体机制尚不

清楚。

本研究从菌群集中的肠道出发，探究 CRF 时
是否存在肠源性氧化应激的激活，从非传统因素上

探寻 CRF 相关胃肠道功能障碍的机制。MDA 是生

物体内自由基作用于脂质发生过氧化反应而产生的

氧化终产物，可引起蛋白质、核酸等生命大分子的

交联聚合[7,25]，同时影响线粒体呼吸链复合物及线

粒体内关键酶活性[12-13]，加剧细胞膜的损伤[13]，是

机体氧化应激的标志产物之一[7-8]。本研究证实，

CRF 组大鼠与对照组相比结肠组织和血清中 MDA 
水平升高，表明在 CRF 状态下结肠组织中启动了

氧化应激反应，同时也存在系统性氧化应激的激

活，但结肠组织中氧化应激的激活是否为全身氧

化应激激活的源头尚未可知。然而，作为 DNA 氧
化损伤标志物的 8-OHdG 在 CRF 大鼠中变化不明

显，CRF 大鼠的抗氧化指标（SOD 和 TAC）改变

也不明显。究其原因，可能与以下几个方面有关。

首先，MDA 是机体脂质过氧化的标志物，是多不

饱和脂肪酸级联氧化降解的产物[8]；而 8-OHdG 是
DNA 氧化性损伤的标志物，可以代表遗传物质的

永久性修饰，参与突变、致癌和衰老等机制[25]。进

一步解读本研究结果，CRF 组大鼠发生了脂质过

氧化，但无明显的 DNA 氧化性损伤，尚无遗传物

质永久性修饰改变，这可能与尿毒症的病程和严

重程度有关。Kuchta 等[8]研究发现，CRF 患者氧化

应激促进肾功能衰竭的发生和发展。实际上，终

末期肾病患者 SCr 水平通常为正常值上限的 10 倍
以上。而动物实验研究发现，在 5/6 肾脏切除术后 
8 周就可导致动物出现肾功能损伤，但由于存在个

体差异，其残存肾功能也各不相同。本研究中，通

过 5/6 肾切除建立的 CRF 模型组大鼠较对照组大

鼠 SCr 水平升高 2～3 倍，和临床上的尿毒症期尚

有一定差距，且肾功能损伤的时间较短，未必能够

达到长期、高浓度尿毒症毒素刺激造成的损伤结

果，其氧化损伤程度较低，还未引发 DNA 的氧化

损伤，这可能是 2 组 8-OHdG 差异不大的原因。

其次，机体正常情况下存在氧化-抗氧化的平

衡，该平衡是维持机体健康生存所必需的，一旦平

衡被打破将出现一系列的病理生理改变。但机体发

生氧化损伤时，抗氧化的防御也会随之开始。本研

究发现，CRF 大鼠结肠组织发生氧化损伤，但相

应的抗氧化防御并未随之发生。这种氧化-抗氧化

的失衡现象在 CRF 中并不常见。前期大量研究证

实慢性肾脏病发生时伴有氧化产物的大量增加及

抗氧化物质的减少[13,26-28]，相关的具体机制尚未完

全清楚。虽然有许多标志物可用于描述氧化与抗氧

化失衡，但是 CRF 状态下最有价值的标志物尚不

明确。CRF 患者 TAC 的异常结果与其氧化反应参

图 1　蛋白质印迹法检测 2 组 CRF 大鼠结肠组织中 

UQCRC1 蛋白的表达

Fig 1　UQCRC1 protein expression in colon tissues of 

CRF rats in two groups detected by Western blotting
CRF: Chronic renal failure; UQCRC1: Ubiquinolcytochrome C 

reductase core protein Ⅰ. 1, 2, 5, 6: Control group; 3, 4, 7, 8: 

CRF group

2.3　结肠组织中  UQCRC1 的表达　对照组大

鼠结肠组织中  UQCRC1  mRNA 相对表达量为 
0.433±0.056，CRF 组 UQCRC1 mRNA 相对表

达量为  0.409±0.120，2 组间差异无统计学意

义（P＝0.57）。对照组和  CRF 组大鼠结肠组

织中 UQCRC1 蛋白的表达结果见图 1，CRF 组 
UQCRC1 蛋白的相对表达量（0.49±0.23）较

对照组（1.37±0.19）下降，差异有统计学意义 
（P＜0.05）。
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数无关[8,29]。有学者提出，通过 TAC 评估慢性肾脏

病患者抗氧化能力可靠性不高[8]。本研究也发现， 
2 组间血清及结肠组织中 TAC 水平差异无统计学

意义。值得一提的是，许多研究者已经提出尿酸、

抗坏血酸或血浆蛋白可能干扰 TAC 的测定，或者

它们可能代表 TAC 的主要成分，如尿酸水平的升

高主要（约 49%）影响 TAC 值[30]。因此，关于 
CRF 抗氧化反应的指标还有待进一步研究，以确

立其代表性和可靠度。

本研究还评估了线粒体呼吸链相关蛋白的水

平，结果显示与对照组相比，CRF 组结肠组织中

编码线粒体呼吸链复合体Ⅲ的 UQCRC1 蛋白的表

达明显下降，但 2 组 UQCRC1 在 mRNA 水平上

差异无统计学意义。对于结肠 UQCRC1 在蛋白和 
mRNA 水平的非线性关系，我们认为可能与以下

原因有关：（1）细胞内调节的问题，这可能涉及

更为复杂的细胞内代谢调节，需要进一步在转录组

水平进行验证；（2）蛋白质和 mRNA 的降解速度

不一样，影响了实验结果。之前有研究证实，慢性

肾脏病患者线粒体功能下降与氧化应激的激活有 
关[31]，这与本研究结果一致。CRF 组大鼠结肠组

织存在线粒体呼吸链蛋白表达下降，影响线粒体功

能。而众所周知，线粒体是机体最为重要的能量来

源，其功能受损将导致机体能量供应减少，这可能

是 CRF 患者出现胃肠道功能障碍，特别是低动力

性功能障碍如厌食、便秘、嗳气等的机制之一。除

此之外，CRF 状态下，线粒体功能障碍与氧化应

激伴发，主要因为细胞内活性氧的产生与线粒体

呼吸链上超氧阴离子的产生以及复合体Ⅰ和Ⅲ的产

生有关[25]。Gamboa 等[32]研究证实发生慢性肾脏病

时线粒体结构和功能明显损伤，慢性肾脏病 5 期

患者骨骼肌中线粒体数量减少、密度降低，线粒

体 DNA 拷贝数减少；同时，慢性肾脏病患者氧化

应激相关的生物标志物升高。这一结果证实，CRF 
时氧化应激的激活和线粒体功能障碍有一定的 
相关性。

综上所述，本研究证实 CRF 大鼠血清及结肠

组织中存在脂质过氧化反应，但不伴有抗氧化相关

酶水平的异常及 DNA 氧化损伤；CRF 大鼠结肠组

织的氧化激活作为全身氧化应激反应的一部分参与

到了氧化应激的启动中，在激活氧化应激方面发挥

重要作用。在 CRF 大鼠中，无论是结肠组织局部

还是全身反应中，都存在氧化-抗氧化的失衡。值

得一提的是，在 CRF 条件下，结肠组织中线粒体

呼吸链的功能异常与氧化应激的激活同时存在，二

者之间可能有一定的因果联系，这可能是 CRF 患
者出现胃肠道症状的非传统机制之一。由于本研究

仅对 CRF 状态下的肠道氧化应激反应及线粒体功

能进行了初步的探索性研究，肠源性氧化应激是否

为全身系统氧化应激的起源、氧化应激与线粒体功

能之间究竟存在怎样的关联，还需要进一步的深入

研究。
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