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还原型谷胱甘肽对单侧输尿管梗阻大鼠 

羟脯氨酸及氧化应激反应的影响 

那宇 张晓暄 张晓东 袁洪萍 胡秀丽 郑伟 李根 

【摘要】 目的 采用单侧输尿管梗阻(UUO)致肾间质纤维化大鼠模型，探讨还原型谷胱甘肽(GSH)抗 

肾间质纤维化的部分作用机制。方法 健康 Wistar大鼠36只，随机分为假手术(Sham)组、模型组(UUO组) 

和 GSH组，每组 12只。UUO组和 GSH组大鼠麻醉后开腹分离左侧输尿管，并于靠近。肾盂段行左输尿管结 

扎；Sham组开腹但不行输尿管结扎。GSH组于术前 1 d腹腔注射 GSH 100 mg·kg ·d ，连续给药 10 d； 

Sham组和UU0组给予等量生理盐水。术后 10 d处死各组大鼠，取左侧肾脏 ，行苏木素一伊红(HE)和 Masson 

染色，观察大鼠。肾脏组织病理学的改变；用化学比色法测定梗阻侧肾组织羟脯氨酸(Hyp)含量和总抗氧化能 

力 (T—AOc)，用黄嘌呤氧化酶法测定总超氧化物歧化酶(T—sOD)活性；用硫代巴比妥酸法测定丙二醛 

(MDA)含量。结果 大鼠行 UUO 10 d后，梗阻侧肾脏肿大、。肾实质变薄，肾间质水肿 ，弥漫性炎细胞浸润，。肾 

小管扩张或萎缩，部分。肾小管腔内有蛋白或细胞管型，间质趋 向纤维化。与 Sham组 比较(Hyp(0．524± 

0．132)~g／mg，T—AOC(1．48±0．21)U／mg，T—SOD(12．77±0．76)U／mg，MDA(2．65±0．32)nmol／mg]， 

UuO组与GSH组梗阻侧肾脏病理改变明显，且。肾组织中Hyp、MDA含量增加，T—AOc降低 ，T—s0D活性 

下降(P均<O．01)。与UUO组比较，GSH组梗阻侧肾脏组织病理学改变减轻，且肾组织中Hyp含量减少 

[(1．598士0．252)~g／mg比(1．027土0．196)~g／mg，P<0．053，T—AOC升高[(0．67士0．19)U／mg比(0．94± 

0．17)U／mg，P<0．05]，MDA 含量降低 [(4．58±0．59)nmol／rag比 (3．26士0．34)nmol／rag，P<0．05]， 

T—SOD活性无明显变化 [(9．394-_0．87)U／mg比(9．41士0．93)U／mg，P>0．05]。结 论 GSH 可缓解 UUO 

大鼠肾间质纤维化病理改变，降低梗阻侧。肾脏 Hyp含量与其抗氧化应激作用，减轻 UUO诱导的氧化损伤。 
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[Abstract】 Objective To explore therapeutic effect of glutathione (GSH)on unilatera1 uretera1 

obstruction (UUO)induced renalinterstitia1 fibrosis and its mechanism in rat．M ethods Thirty—six adult 

healthy Wistar rats were randomly divided into 3 groups(each n一 1 2)：sham operation group，UUO group 

and GSH group．Rats in UU0 group and GSH group underwent left unilateral ureteral ligation as described 

previously．Rats in sham group had their ureters manipulated but not ligated． In GSH group，GSH was 

injected intraperitonea11y(1OO mg·kg一 ·d )in different doses based on the animal s body weight，one day 

before UU0 and then for consecutive 10 days after UU0．Meantime．same volume of physiological saline 

was given in sham operation and UUO groups as GSH group． Animals were sacrificed at 10 days after 

surgery．The pathological changes in obstructed kidney tissue were observed with hematoxylin and eosin 

(HE)and Masson stains．The contents of hydroxyproline(Hyp)and total antioxygen capability(T —AOC) 

were measured by chemica1 colorimetry method，the activity of tota1 superoxide dismutase(T —S0D)was 

assayed by a modified xanthine／xanthine oxidase method，and the content of ma1ondia1dehvde(MDA)was 

determined by thiobarbituric acid method．Results Ten days after UU0，swelling and atrophv in rena1 

parenchyma of obstructed kidneys were clearly observed．Fibrous materia1 and monocyte infiltration were 

increased in the interstitia1 space．Furthermore，thickening of interstitia1 space of the tubular basement 

memberance and widening of the interstitia1 space of the rena1 cortex were noted
． Hypertrophy or atrophy of 

juxtaglomerular tubules were also observed．There were cellular or albumin casts in a part of tubules． 

Interstitial fibrosis was observed in obstructed kidneys 1 0 days after UUO
． The data indicated that uretera1 

obstruction significantly increased the contents of Hyp and M DA。but decreased the content of T—AOC and 

T —SOD activity，as compared with sham operation group [Hyp：(0．524± 0．132)~g／mg，T —AOC： 

(1-48±O-21)U／mg，T —SOD：(12．77±O．76)U／mg，MDA：(2．65土 O．32)nmol／mg，all P< O．O1]． 

Compared with UU0 group， pathological changes were milder and the contents of Hyp [(1．598± 

0·252)~g／mg vs．(1．027±0．196)~g／mg，P< 0．05]and MDA [(4．58士O．59)nmol／mg VS．(3．26± 

0．34)nmol／mg，P<0．053 were significantly decreased in kidney of GSH group．meanwhile the content of 

T—AOC was increased[(0．67± 0．19)U／mg vs．(O．94±O．17)U／mg，P< 0．05]，but the content of 
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T～SOD did not show any change[(9．39-}-0．87)U／mg VS．(9．41±0．93)U／mg，P>O．O5]．Conclusion 

Reduced glutathione treatment attenuates UUO —induced renal interstitial fibrosis via decreasing content of 

Hyp in UUO kidney and preventing oxidation stress injury． 

[Key words] reduced glutathione； unilateral ureteral obstruction； 

hydroxyproline； oxidation stress 

氧化应激参与多种肾脏损伤发病机制n吒 ，但目 

前对输尿管梗阻后肾间质纤维化形成中氧化应激的 

研究较少。本研究采用大鼠单侧输尿管梗阻(UUO) 

诱导肾间质纤维化，观察还原型谷胱甘肽(GSH)治 

疗后肾脏病理、羟脯氨酸(Hyp)含量以及各氧化指 

标的变化，从启由基理论的角度，探讨氧化／抗氧化 

失衡及 GSH对肾间质纤维化的作用和机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要药品及试剂：注射用 GSH(商品名阿拓莫 

兰，国药准字 H19991067，重庆药友制药有限责任公 

司，每支 600 mg)；Hyp比色法测试盒(南京建成生 

物工程研究所)；总抗氧化能力(T—AOC)、总超氧 

化物歧化酶(T—SOD)、丙二醛(MDA)测试盒(南 

京建成生物工程研究所)。 

1．2 动物分组及 UUO模型制备：健康 Wister大 

鼠36只，雌雄不拘，体重 200~250 g，吉林大学实验 

动物中心提供，按照随机数字表法分为 3组，每组 

12只。~)uuo模型组：参照文献0 方法制备 UUO 

肾间质纤维化大鼠模型，应用硫喷妥钠 50 mg／kg 

腹腔注射麻醉大鼠后，于腹部正中偏左纵行 2 cm切 

口开腹，暴露左肾，钝性分离左输尿管，在靠近肾盂 

段处行左输尿管结扎，然后缝合腹腔；②GSH组： 

手术步骤与 UUO组相同，于术前 1 d开始腹腔注 

射GSH 100 mg·kg, ·d_ ，连续给药 10 d；③假手 

术(Sham)组：开腹后分离左输尿管，不结扎输尿管 

即关闭腹腔。UUO组和Sham组均于术前 1 d开始 

每日腹腔注射生理盐水 2 ml，连续 10 d。 

1．3 观察指标与方法：3组均于术后 10 d腹腔注射 

硫喷妥钠 60 mg／kg麻醉处死大鼠，经腹主动脉采 

血备用。同时取结扎侧肾组织，一半置于体积分数为 

lO 的甲醛液中固定，至组织沉底后用梯浓度乙醇 

(qs积分数为 75 、95 、100％)脱水，三氯甲烷透 

明，62℃浸蜡，石蜡包埋备用；另一半肾组织放人液 

氮罐速冻后置于深低温(一8O℃)冰箱中保存备用。 

基金项目：吉林省长春市科技计划资助项目(04—07SF036) 

作者单位：130011 长春，吉林大学第四医院肾内科 

通讯作者：张晓暄(Email：xiaoxuan20022001@sina．corn) 

作者简介：那宇(1954一)，女(满族)，辽宁省人，硕士生导师，主 

任医师(现在北京解放军三。六医院肾内科工作)。 

1．3．1 肾脏病理检查：3 m石蜡切片，脱腊、水化， 

行苏木素一伊红(HE)和 Masson染色，在光学显微 

镜下观察肾间质病变程度。 

1．3．2 肾组织匀浆中 Hyp含量测定：应用化学比 

色法，取左肾组织80 mg，加水解液1 ml混匀，置人 

玻璃磨口试管中加盖，沸水中水浴水解 20 min,pH 

值调至 6．5，加蒸馏水 1O ml混匀。取3 ml，加 25 mg 

活性炭并混匀，3 500 r／rain(离心半径 8 cm)离心 

10 min，取上清 l ml检测。按测定操作表在空白管、 

标准管、测定管中分别加入相应试剂或对 比液， 

6O℃水浴 15 min，冷却后，3 500 r／min(离心半径 

8 cm)离心 10 rain，取上清，用 752紫外光栅分光光 

度计(波长550 nm，1 cm光径，蒸馏水调零)测各管 

吸光度 )值。根据公式计算Hyp含量。 

Hyp含量 (／~g／mg)一(测定管 A值一标准管 A值)÷ 

(标准管 A值一空白管 A值)×标准管含量(5 ug／m1)×水 

解液总体积(1O m1)÷组织湿重(mg) 

1．3．3 肾组织 T—AOC、T—SOD活性和 MDA含 

量测定：化学比色法测定T—AOC；黄嘌呤氧化酶法 

测定 T—SOD活性；硫代巴比妥酸(TBA)法测定 

MDA含量。具体操作步骤参照试剂盒说明书进行。 

1．4 统计学处理：计量资料用均数土标准差( 土s) 

表示，采用 SPSS10．0软件进行分析，组间比较采用 

单因素方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 病理学改变 

2．1．1 肉眼观察：Sham组肾脏大小形态正常，颜 

色暗红；UUO组和 GSH组梗阻侧肾脏肿大，颜色 

变浅，有囊性感，内含褐色混浊尿液，肾实质变薄。 

2．1．2 光镜下观察(彩色插页图 1，图 2)：HE和 

Masson染色观察显示，Sham组肾间质偶见肾小管 

上皮细胞空泡变性，灶状单核细胞浸润；UUO组出 

现弥漫性肾间质炎细胞浸润，间质水肿，且伴有不同 

程度的肾小管上皮细胞肿胀、空泡变性及部分肾小 

管呈灶状萎缩，小管管腔闭塞和(或)扩张，部分肾小 

管腔内有蛋白或细胞管型，间质趋向纤维化，但肾小 

球无明显病变；GSH组病理变化较UUO组减轻。 

2．2 肾组织大鼠Hyp含量比较(表 1)：与Sham组 

比较，UUO组和GSH组肾组织匀浆中Hyp含量明 
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表 1 3组大鼠肾组织Hyp、T—AOC、T—SOD、MDA的比较( ± ) 

Table 1 Comparison of contents of Hyp，T—AOC，T—SOD and MDA in obstructed kidney in three groups(x：tzs) 

注：与 Sham组 比较 ： Pd0．01；与 UUO组 比较 ： Pd0·05 

显增加 (P均<0．01)；与 UUO 组 比较 ，GSH 组 肾 

组织匀浆中的Hyp含量有所降低(PG0．05)。 

2．3 肾组织 T—AOC、T—SOD活性和 MDA含量 

比较 (表 1)：与 Sham 组 比较 ，UUO 组和 GSH 组 

T—AOC和 T—SOD活性均降低，MDA含量增加 

(P均G0．01)；与 UUO组比较 ，GSH组T—AOC含 

量升高，MDA含量降低(P均G0．05)，T—SOD活 

性无明显变化(P>0．05)。 

3 讨 论 

肾小管间质纤维化是多种慢性肾脏疾病发展的 

共同结局，UUO模型是 目前常用的肾小管间质损 

伤模型之一“ 。肾间质纤维化使肾脏结构改变，与肾 

功能减退有更密切的关系 。 

Hyp是机体胶原蛋 白的主要成分之一 ，在 正常 

胶原蛋 白中含量约 占 13．4 9／6，在弹性蛋 白中含量极 

少，而在其他蛋白中则不存在，不同组织中 Hyp含 

量可作为衡量其胶原组织代谢的重要指标。肾间质 

纤维化时，肾组织内胶原纤维量增加，由于Hyp为 

胶原纤维所特有，故常作为判断纤维化程度的指标。 

本研究结果表明，大 鼠 UUO后 10 d梗阻 肾呈现 肾 

间质纤维化，Hyp含量显著高于 Sham组。 

Moriyama等 发现，在 UUO模型肾脏中羧甲 

基赖氨酸(CML)、血红素氧化酶一1(HO一1)、8一同一 

前列腺素 F (8一Iso／PGF。 )等氧化产物的指标明 

显增高。Lin等。 证实，UUO后 10 d梗阻肾MDA 

含量增加、热休克蛋白 70(HSP70)高表达、锰 SOD 

(MnSOD)活性下降。Ricardo等 发现，UUO肾脏 

过氧化氢酶的 mRNA 和蛋 白水平均下 降，铜锌 

SOD(Cu—Zn SOD)活性下降。Sunami等∞ 证实，过 

氧化氢酶缺乏可导致肾小管间质损伤的恶化。本研 

究结果亦表明，UUO术后肾组织匀浆中T—AOC 

降低，MDA含量增加，T—SOD活性下降，肾小管 

间质病变中氧化应激反应增加，表明氧化应激及其 

伴随的各种生物活性氧化产物增加可能在 UUO模 

型肾小管间质病变中有重要的作用。因此，抑制 自由 

基的产生，清除已产生的自由基及加强抗 自由基措 

施尤为重要。 

在正常生理条件下，SOD能清除超氧化物阴离 

子 ，可拮抗脂质过氧化 。脂质过氧化是指在 自由基攻 

击下不饱和脂肪酸发生过氧化反应：生成一系列活 

性氧(ROS)的复杂过程。脂质过氧化使膜完整性破 

坏，引发细胞周围炎症；其产物 MDA等对细胞具有 

毒性 ，并能刺激间质细胞胶原基因表达。自由基引发 

的组织损伤可被内源性抗氧化物质所抑制，然而，当 

这些抗氧化物不足 以对抗大量氧化物 即氧化／抗氧 

化系统失衡时，组织就会发生不可逆性损伤。们。 

肾脏 中含有非常丰富的 GSH，它在肾脏中的转 

换极快，提示其有重要的生理功能。GSH能提供含 

巯基的半胱氨酸，能结合亲电子基与 自由基等有害 

物质 ，在谷胱甘肽过氧化物酶的催化下 ，清除过氧化 

氢或其他过氧化物。作为细胞内最丰富的抗氧化剂， 

GSH在细胞清除ROS过程中发挥关键作用。此外， 

GSH的组织、细胞保护作用与其降解产物甘氨酸有 

关 ，甘氨酸具有强大 的稳定细胞膜 的功能。̈ 。肾脏 

发生损伤后，组织中GSH含量明显降低，补充外源 

性GSH为机体提供抗氧化物质的同时，还可以保护 

肾脏组织细胞膜 的稳定性，明显减轻肾脏的损 

伤。∞。邓勇等m 用不同浓度 H O 作用于体外培养 

的肾小管上皮细胞 ，不 同时间可观察到 H O 对 肾 

小管细胞具有损伤作用，外源性补充GSH对细胞形 

态、代谢等均有保护作用，说明 GSH可减轻 H O 

所致的氧化性损伤 。本研究结果显示 ，补充外 源性 

GSH后 ，肾组织 中 MDA、Hyp含量减少 ，T—AOC 

升高，但 T—SOD活性未见明显变化，大鼠肾间质 

纤维化病理改变明显减轻。 

综 上所 述 ，UUO诱导 的大 鼠肾间质纤 维化 伴 

有氧化损伤 ；GSH可以缓解 UUO 大鼠肾间质纤维 

化病理改变，降低梗阻侧肾脏的 Hpy含量，减轻氧 

化应激；GSH抗肾间质纤维化的机制与其抗氧化应 

激的作用有关。 
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急性有机磷农药中毒时血清胆碱酯酶的测定时机及其意义 

钱德才 黄明康 田云 张进 黄其建 王强 

【关键词】 有机磷农药； 中毒； 胆碱酯酶 

急性有机磷农药 中毒 (A0PP)后， 

人体内胆碱醋酶活性(ChE)受到抑制。 

我们采用二硫代硝基苯甲酸(BTNB)法 

测定血清 ChE活性的变化，报告如下。 

1 临床资料 

1．1 诊断标准：有明确的服毒史，有典 

型的毒菌碱样、烟碱样症状和(或)昏迷， 

呼吸衰竭。 

1．1．1 入选标准 ：AOPP患者 口服 中 

毒后 2 h内到本院洗胃治疗，入院后即 

刻ChE活性<1 000 U／L。 

1．1．2 排除标准：入院后 即刻 ChE活 

性> 1 000 U／L。 

1．2 一般资料：AOPP患者共 28例，其 

中男 8例，女 2O例；年龄 17～78岁，平 

均 35．8岁 ；毒物种类：乐果 4例，氧化乐 

果 2例，敌百虫 2例，水胺磷 2O例。痊愈 

23例 ，死亡 5例；平均住院 6 d(144 h)。 

1．3 采血及测量方法 ：分别于入院后即 

基金项 目：四川省卫生厅重点科技项 目 

(O2SGO22—027) 

作者单位；618400 四川省什邡市入 民 

医院 

作者简介：钱德才(1963一)，男(汉族)， 

四川省人，副教授，副主任医师。 

刻、24 h、48 h、出院时(中位数 144 h)抽 

取静脉血，采用 DTNB法测定血清 ChE 

活性，试剂由美国RAND0x公司提供。 

1．4 统计学方法：检验结果采用均数士 

标准差 士5)表示，t检验，P<0．05为 

差异有统计学意义。 

1．5 结果：表 1结果显示 ，入院后各时 

间点 ChE活性均 明显低于正常参考值 

(P均 <O．01)；随 中毒 时间的延 长 ，ChE 

活性逐渐增高，48 h时与入院即刻比较 

差异有统计学意义(P均<0．01)。 

表 1 28例 AOPP患者 ChE活性的 

变化 士s) 

中毒时间 ChE活性(U／L) 

入院即刻 

入院 24 h 

入院48 h 

出院时(144 h) 

正常参考值 

358．70土 295．50 

355．3O土 303．20 

708．20土 911．20 △ 

2 727．30土1 675．00 △ 

10 224．96土2 338．82 

注：与正常参考值比较： P<0．01；与入院 

即刻比较：△P<O．01 

2 讨 论 

本研究所选病例为口服有机磷农药 

中毒者 ，目的在于观察 ChE活性 的变 

化。从结果可以看出，A0PP患者经彻底 

消除毒物、应用胆碱酯酶复能剂、阿托品 

及对症治疗后 ，24 h内血清 ChE活性与 

入院时比较无明显改变，但从 48 h开始 

逐渐升高，但仍未恢复至正常。马海燕 

等“ 观察到血清 ChE活性在中毒后 2 d 

及 3 d还呈下降趋势，144～192 h恢复 

到接近正常，与本研究结果有一定差距。 

原因之一可能是采用的检测方法及时间 

不一致f其二可能与洗胃的及时性和彻 

底性有关。本组有 5例患者经治疗无效 

死亡 ，主要是由于入选患者为重度中毒 

患者 ，不仅 ChE活性下降，还与机体的 

组织器官特别是对心肌、呼吸肌、骨骼肌 

有不同程度的损害有关0 根据上述结 

果我们认为，依据 ChE活性 降低诊断 

AOPP在中毒 144 h内均有价值，但中 

毒后 24 h内为最佳。 
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还原型谷胱甘肽对单侧输尿管梗阻大鼠羟脯氨酸及氧化应激反应的影响 

(正文见735页 ) 

注：A：Sham组；B：UUO组 ；C：GSH组 

图1 各组大鼠肾脏病理学改变(HE X 200) 

Figu re 1 Pathological changes of kidney of rats in each group(HE，X 200) 

注：A：Sham组{B：UUO组；C：GSH组 

图2 各组大鼠肾脏病理学改变(Masson，X 200) 
Figure 2 Pathological changes of kidney of rats in each group(Masson X 200) 

阿托伐他汀对单侧输尿管梗阻大鼠肾小管间质 

过氧化物酶体增殖物激活受体 y表达的影响 

(正文见739页 ) 

注 ：A：术后5 dI B；术后10 d；C；术后15 d 

图1 模型组大鼠肾小管间质PPARy表达变化(SABC，X400) 
Figu re 1 Expression of PPAR y in renal interstitium by immunohistochemistry statin in model g roup(SABC

，×400) 

注：A：术后5 dI B：术后10 d；C；术后15 d 

图2 阿乐组大鼠肾小管间质PPARy表达变化(SABC，X400) 
Figure 2 Expression of PPAR y in renal interstitium by immunohistochemistry statin in at orvastatin group(SABC

，×400) 
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