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缬草油对高胆固醇血症大鼠肾小球足细胞损伤的影响

司晓芸1，吴小燕1，贾汝汉2
(1．武汉大学中南医院肾内科，430071；2．武汉大学人民医院肾内科，430060)

[摘要] 目的探讨缬草油对高胆固醇血症大鼠肾小球足细胞损伤的保护作用。方法大鼠32只，随机分为正

常组、高脂组(用含4％胆固醇和l％胆酸钠的高脂饲料饲喂)、缬草组(缬草油25 mg·kg～·d’1灌胃)和他汀组(辛伐他

汀5 mg·kg一·d。1灌胃)，各8只。第8周和第16周时检测各组血脂、尿蛋白、肾功能，观察肾脏病理学改变，免疫组化和

逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)法检测肾小球结蛋白(Desmin蛋白)和mRNA表达。结果缬草油和辛伐他汀均能显

著降低大鼠血脂；8周时缬草组24 h尿蛋白明显降低，而他汀组16周时尿蛋白排泄有所下降。在尿蛋白下降同时，缬草

油能明显改善足细胞超微结构损伤．减少损伤足细胞数量(P<0．01)。下调肾小球内Desmin蛋白和mRNA表达(P<

0．01)，其改善作用较辛伐他汀更明显。结论缬草油可能通过降脂、减轻足细胞损伤、抑制足细胞从基底膜脱落、降低

尿蛋白而发挥肾保护作用。
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Effect of Valerian Oil on Podocyte Injury in Hypercholesterolemic Rats
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ABSTRACT Objective To evaluate the protective effect of valerian oil on podocyte injury in hypercholesterolemic rats．

Methods Dietary-induced hyperlipid emia were established by giving 4％cholesterol and l％cholic acid diet．32 SD rats

were randomly divided into four groups：hyperlipidemia group，valerian oil(25 mg·kg一·d一，i．g．)group，simvastatin group

(5 rag·kg～·d～，i．g．)and normal control group．Serum lipids，urinary albumin，renal function and renal patho-biology index

were assessed at 8 week and 16 week，respectively．The protein expression of desmin in domemli was performed by

immunohistochemical staining，and the mRNA expression of desmin Was detected by RT—PCR at the same time． Results The

8erunl levds of total cholesterol，low density lipopmtein were all decreased in valerian group and simvastatin group than those in

hyperlipidemia group．Urinary albumin excretion was reduced significantly in valerian group at 8 week，but reduced significantly

only at 16 week in simvastatin group．Compared with those in hyperlipidemia group，the podocyte uhrastructure injury，number of

damaged podocytes(P<0．01)and expression of desmin protein and mRNA were markedly decreased in valerian group(P<

0．01)，which was better than those in simvastatin group． Conclusion It is concluded that valerian oil has the protective

effects on lipid—induced nephropathy by decreasing seELim lipid，impmvillg pedocyte injury，inhibiting 00docyte defluxion from

basement membrane and decreasing proteinuria．
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足细胞结构和功能的完整性是维持肾小球滤过膜

功能的关键，足细胞损伤与多种肾小球疾病有关。研

究证实，足细胞损伤也参与高胆固醇血症。肾损害的发

生发展⋯。缬草为败酱科缬草属的多年生野生植物，

具有广泛突出的药理作用，近年来研究发现缬草提取

物不仅能调节血脂及抗脂质过氧化，而且对脂质肾损

害的进程有延缓作用旧J，但其机制并未完全阐明。笔

者采用缬草油预防性治疗实验性高胆固醇血症大鼠，

并观察肾小球内足细胞的变化及其标志蛋白——结蛋

白的表达，以进一步探讨缬草油的可能肾保护机制。
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l材料与方法

1．1 药品与试剂 胆固醇(武汉亚法生物技术公司)，

胆酸钠(北京化学试剂公司)，缬草油(浓度5 mg·mL一，

华中科技大学同济医学院老年医药学研究所薛存宽教

授惠赠)。鼠抗结蛋白单克隆抗体(Desmin，福州迈新公

司)、链霉菌抗生物素蛋白．过氧化酶免疫组化染色超敏

试剂盒(SP Kit，福州迈新公司)、RNA提取试剂盒

(Trizol，Gibco公司，美国)，逆转录一聚合酶链反应(RT-

PCR)试剂盒(Promega公司，英国)。

1．2模型制备与动物分组12周龄雌性SD大鼠32

只，体质量170～220 g，由武汉大学实验动物中心提

供。随机分为4组：正常组、高脂组、缬草组和他汀组，

每组8只。在大鼠的普通饲料中分别按4％和1％的

比例加入胆固醇和胆酸钠配制成高脂饲料(饲料的可
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溶性蛋白含量25．o％，脂肪含量19．3％)，供高脂组、 免疫组织化学(sP)试剂盒所示方法检测，以细胞质内

缬草组、他汀组大鼠自由进食，正常组大鼠进食普通饲 出现棕黄色颗粒为阳性结果，磷酸盐缓冲溶液(PBS)

料。缬草组和他汀组大鼠在进食高脂饲料同时，每日 代替一抗作为阴性对照。HPlAS．1000型医学彩色病

早上固定时间分别给予缬草油(25 mg·kg～·d。)和 理图像分析系统行半定量分析，用积分吸光度表示阳

辛伐他汀(5 mg·kg～·d4)灌胃，高脂组和正常组给 性物质的相对含量。

予等量0．9％氯化钠溶液灌胃。分别于第8周和第16 1．3．5 肾皮质Desmin mRNA表达RT—PCR法检测。

周时处死动物开始有关研究。Trizol试剂提取肾皮质总RNA，反转录制备cDNA。总

1．3观察指标 反应体积50 ILL，RNA 5灿，上下游引物各1斗L。以
1．3．1 血脂、尿蛋白及肾功能测定 血脂：总胆固醇 GAPDH为内参照进行PCR扩增。Desmin引物：上游

(TC)、三酰甘油(TG)、低密度脂蛋白(LDL)和高密度 5’一GCTrCGCCAACTACT TCGAG-3’；下游5’一GTGA-

脂蛋白(HDL)：Beckman自动生化分析仪检测；24 h GGTCTGGc眦AcAT．3’；扩增产物片段为441 bp；

尿蛋白(UPE)：代谢笼收集大鼠24 h尿液，磺基水杨 GAPDH引物：上游5’．TCccTC从GAwCAGc从-3’；
酸法检测尿蛋白；肌酐清除率(Ccr)：[尿肌酐测定值／ 下游5’一AGATCCACA ACGGATACATY一3’；扩增产物片

标准值×24 h尿量(mL)×6．138 9]／血肌酐测定值。 段为308 bp。PCR扩增条件：94℃1 min，58℃1 min，

1．3．2 肾脏病理学观察 1％戊巴比妥钠溶液 72℃2 min，32次循环后，再行72℃延伸10 min。取

(30 mg·kg“)腹腔内注射麻醉大鼠，取肾并称质量。光PCR产物10汕于1．5％琼脂糖凝胶中电泳，
镜：部分肾组织置10％中性甲醛溶液中固定，石蜡包埋， 5峭·ITlL‘1溴化乙啶染色，SX一100凝胶图像处理系统

切片厚3岬，行过碘酸希夫反应(PAS)染色后镜检。 分析产物的量。

采用HPIAS·1000高清晰度医学彩色病理图像分析系 1．4 统计学方法 计量资料采用均数±标准差

统，每张标本高倍镜下顺序观察皮质部分10个肾小球， (孑±s)表示，SPSSl3．0软件进行方差分析和t检验，以

测定肾小球面积(G，x 103 wn2)、系膜基质面积(M)，两P<0．05为差异有显著性。

者之比为系膜基质指数(I肜G)。透射电镜：部分肾组织 2结果

预固定4 h后，再固定于1％锇酸，Epon812包埋，切片厚 2．1 血脂、尿蛋白和肾功能缬草组和他汀组血TC

50 nnl，铀铅双重染色，日立H-500型透射电镜观察。 和LDL较高脂组明显降低，但仍然高于正常组，TG和

1．3．3足细胞计数将切片行苏木精-伊红(HE)和HDL各组间治疗前后无明显变化。8周时缬草组UPE

PAS染色，每张切片随机选取10个肾小球，测量高倍 较高脂组显著下降(P<0．01)，而他汀组UPE与高脂

镜下肾小球面积，同时计数高倍视野每个测量肾小球 组比较差异无显著性。16周时缬草组和他汀组UPE

的足细胞数。计算出每个肾小球每1 000 Ixm2面积内 均较高脂组明显下降，以缬草组下降更显著，与他汀组

肾小球足细胞数，取平均值代表肾小球足细胞数目。 比较差异有显著性(P<0．05)。16周时缬草组Ccr较

1．3．4 肾小球Desmin蛋白表达切片厚3 Ixm，根据 高脂组轻度升高，但各组间差异无显著性。见表1。

表1 4组大鼠血脂、尿蛋白、肾功能测定结果比较 孑±s

女臼／ T(y I．DL／ IIPE／ Ccr／

组别与时间 ’葛。 (m。01．L一1) (mm。1．L-I) mg(mL．min-1)

缬草组 8

第8周 2．27±0．26‘1‘2 1．05±0．13‘1 9．25±2．41’1。2 1．30±0．28

第16周 2．99±O．36’1 1．15±0．14‘1 11．09±2．15‘‘‘2 1．05±0．27

他汀组 8

第8周 1．96±0．19’1 0．86±0．19’1 16．21±5．74 1．21±0．37

第16周 2．62 10．24’‘0．95±O．11’1 14．15±2．76‘1 0．98±0．24

高脂组 8

第8周4．43±0．38 1．65±0．31 18．26±6．46 1．19±0．31

第16周 6．56±1．11 2．68±0．77 25．74±5．05 1．OO±0．29

正常组 8

第8周 1．11±O．17 0．41 10．12 6．07±1．61 1．44±0．35

第16周 1．43±0．16 0．39±0．08 7．35±i．18 1．23±0．30

与高脂组同争l"J"-I比较，’1P<O．0l；与他汀组同时间比较，“P<0．05
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2．2病理学观察光镜下正常大鼠肾小球结构清楚， 脂外，尚可能通过其他环节发挥肾保护作用。

细胞数和系膜基质无增多；高脂大鼠多数。肾小球系膜 近年研究表明，肾小球足细胞形态学变化涉及蛋

基质中重度增多，基底膜中重度不规则增厚，肾小球局 白尿的发生和肾脏疾病的进展。足细胞是肾小球中体

部空泡形成，偶见。肾小球局灶节段性硬化；缬草组和他 积最大、功能最复杂的一类细胞，高度分化，自出生后

汀组上述病理改变较高脂组减轻，以缬草组改善更明 一般不再进行分裂。足细胞是构成肾小球滤过屏障的

显，肾小球系膜基质指数也明显低于高脂组。电镜下 主要成分，胞体伸出许多足突形成拉链式结构，覆盖于

正常大鼠足细胞结构完整，足突排列整齐清晰；而高脂 肾小球基底膜，足突间的裂孔膜以大小选择性方式来

大鼠。肾小球足细胞浓缩，脂滴出现，胞核不规则，足突 限制血浆蛋白进入尿道，构成了阻止蛋白从尿道丢失

增粗、弯曲、倒伏、融合；缬草组足细胞病变较高脂组明 的最后屏障。而且，足细胞在稳定肾小球毛细血管袢、

显减轻，他汀组病变有所减轻。 调节超滤系数以及保持肾小球基底膜的正常形态中也

2．3足细胞计数高脂组。肾小球足细胞数明显下降， 有重要作用HJ。当足细胞受到损伤时，足突的正常结

缬草组和他汀组足细胞数较高脂组增加，以缬草组增 构破坏、消失，足细胞从基底膜脱离，由于其增殖能力

加更明显(P<0．01)。 有限，不能有效覆盖基底膜，滤过膜完整性破坏，可导

2．4 肾小球Desmin蛋白表达正常大鼠肾小球内偶 致蛋白尿发生。同时，足细胞数量和密度的减少，改变

见散在Desmin蛋白表达，高脂组大鼠肾小球内Desmin 了滤过屏障的正常结构，造成肾小球基底膜裸露，足突

蛋白表达明显增多；缬草组和他汀组肾小球内Desmin 与肾小球包曼氏囊壁发生粘连，启动肾小球硬化。足

蛋白表达量较高脂组有所下降，组间比较差异有显著 细胞缺失与肾小球硬化的发生密切相关，研究表明，当

性(P<0．05)。见表2。 足细胞数减少10％～20％时，即开始出现肾小球硬化

2．5 肾皮质Desmin mRNA表达 高脂组Desmin 过程【5 J。本实验中，高脂大鼠超微结构下足细胞足突

mRNA表达最为丰富，缬草组Desmin mRNA表达较高 增粗、弯曲、倒伏、融合，足细胞数量明显下降；缬草油

脂组明显减弱(P<0．01)，他汀组表达有所减弱(P< 治疗后。肾小球内足细胞病变减轻、数量明显增加，同时

0．05)。见表2。 伴尿蛋白减少、基质增生和硬化延缓。推测缬草油可

3讨论 能通过减轻足细胞损伤、抑制足细胞从基底膜脱落、降

缬草主要含有环烯醚萜、倍半萜、生物碱和黄酮四 低尿蛋白而发挥肾保护作用。

大类型化学成分，生物碱和黄酮多存在于缬草地上部 足细胞是分化成熟的细胞，增生能力有限，当受到

分，环烯醚萜和倍半萜则多存在于缬草根部。缬草的 损伤时，会发生一系列的表型改变而产生大量细胞外

主要有效部位在缬草鲜根萃取的挥发油与非挥发性酯 基质(ECM)成分，加速肾硬化进程。Desmin为O一唾液

类，挥发油中单萜及倍半萜的含氧衍生物约占油全量 酸糖蛋白家族成员，是细胞骨架中间丝蛋白的一种，以

的55％，是挥发油中的主要活性组分”1，其药理作用 往常作为肌源性细胞的标志，在’肾小球滤过功能中的

并未完全阐明。本实验结果显示，缬草油能显著改善 作用尚不清楚，有学者推测其参与Nephrin蛋白复合体

高脂大鼠脂代谢紊乱，其降脂效果与临床常用降脂药 形成。研究证明正常情况下肾小球系膜细胞可偶见

辛伐他汀类似。在血脂下降同时，大鼠的尿蛋白减少、Desmin少量表达，而足细胞无明显表达，当足细胞因

系膜细胞和基质增生减轻、肾小球系膜基质指数明显 各种原因发生损伤时，细胞骨架重新排列，可大量表达

降低，表明降脂治疗是缬草油发挥肾保护作用的机制Desmin而发生表型转化，因此Desmin可作为光镜下足

之一。与辛伐他汀相比，缬草油对尿蛋白排泄、系膜细 细胞损伤的标志∞J。本实验中，高脂大鼠在足细胞超

胞和基质增生的改善作用更为明显，推测缬草油除降 微结构损伤和数量减少的同时，肾小球内Desmin蛋白

表2各组大鼠肾小球病理改变和Desmin表达 i±s

组别 大．叶g／ M／G 足细笋计数／． in蛋白 esTIlin mA2x

Desm D RN

缬草组8 0．34±0．05‘1 10．46±1．30’1“ 1．41±0．26’1“0．76±0．11’⋯

他汀组8 0．39土0．07“8．26-i-1．19“ 2．13±0．38“ 1．24±0．15’3

高脂组8 0．47±O．06 6．83±1．17 3．08±0．33 1．88±0．14

正常组8 0．26±0．06 12．51±1．22 0．89 4-0．05 0．35±0．10

与高脂组比较。’1P<O．01，力P<O．05；与他汀组比较。nP<O．05
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和mRNA表达明显上调，而缬草油能显著降低Desmin

表达；随Desmin表达减少，尿蛋白和病理学改变明显

改善。提示缬草油不仅通过改善足细胞结构损伤延缓

肾损害，还可能通过抑制足细胞表型转化、降低ECM

表达抑制肾组织硬化和纤维化。
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1一氨基丁酸对慢性肾衰竭大鼠

肾小管间质纤维化的抑制作用

梁萍萍，位红兰，李娣昕，刘慎微
(华中科技大学同济医学院附属同济医院肾内科，武汉430030)

[摘要] 目的建立大鼠慢性肾衰竭模型，观察1-氨基丁酸(GABA)对慢性肾衰竭大鼠肾小管间质纤维化的抑

制作用并对其机制进行研究。方法5／6肾切除法建立慢性肾衰竭大鼠模型，大鼠随机分为3组：对照组，慢性肾衰竭

组(模型组)，慢性肾衰竭GABA给药组(治疗组)。手术后60 d处死各组大鼠，测定各组大鼠血清尿素氮和肌酐水平，观

察第60天肾脏组织病理改变，免疫组化法检测肾组织转化生长因子-p。(TGF-131)、基质金属蛋白酶抑制物一1(TIMP-1)的

表达，应用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)方法检测肾组织3"IMP-l mRNA的表达水平。结果 与模型组比较，治疗组

大鼠肾功能改善，残肾组织肾小管萎缩及肾小管间质纤维化减轻。而肾小球硬化改变不明显。结论GABA可以通过抑

制肾小管间质纤维化和肾小管萎缩，改善5／6肾切除肾衰竭大鼠的肾功能。

[关键词】．y-氨基丁酸；肾衰竭，慢性；肾小管间质纤维化；肾小管萎缩
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．y-Aminobutyric Acid Inllibits Progression of Tubular Interstitial Fibrosis in Rats with

Chronic Renal Failure

LIANG Ping—ping，WEI Hong—lan，LI Di-xin，UU Shen—wei(Division of Nephrology，Department of Internal

Medicine，乃倒Hospital Affiliated with Tongfi Medical College，Huazhong Univers蚵of Science and

Technology．Wuhan 430030。C^ins)

ABSTRACT Objective To study the effects and mechanism of GABA on tubular interstitial fibrosis in chronic renal

failure rats． Methods The model of chronic renal failure Was induced by 5／6 nephrectomy in rats．The nephrectomized rats

were randomly allocated to the GABA treatment group and model group．The rats with sham operation served as contr01．BUN and

Scr were determined．and renal pathological changes were evaluated at tlle 60th day after operation．1mmunohistochemistry was

used to examine tlIe expression of TGF．B-and TIMP．1 and RT—PCR Was applied to test山e mRNA expression of TIMP．1．

Results Compared with the model group，the renal function in GABA treatment group Was ameliorated，the tubular interstitial

fibrosis and atrophy were Iessened significantly。while the effects on glomeruli were less． Conclusion GABA may have a

beneficial effect on renal function in nephrectomized rats by inhibiting fibrosis and atrophy primarily in tubuli and tablular

interstitium．

KEY WORDS ^y-aminobutyric acid；Renal failure，chronic；Tubular interstitial fibrosis；Tubular atrophy
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