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血管内皮功能紊乱在高尿酸血症肾损害中的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨血管内皮功能紊乱在高尿酸血症肾损害发病机制中的作用。 方法摇 将 36 只雄性 Wister 大

鼠随机分为对照组、高尿酸血症模型组(模型组)和苯溴马隆治疗组(治疗组),每组 12 只。 应用氧嗪酸钾(尿酸酶

抑制剂)联合高酵母饲料建立高尿酸血症肾损害大鼠模型,治疗组在建立高尿酸血症模型基础上加用苯溴马隆(立

加利仙)降尿酸治疗,对照组给予普通饲料及等量蒸馏水灌胃,于 2、4、6 周末自大鼠颈静脉窦取血,检测血尿酸、肌
酐水平。 6 周末处死全部大鼠,取肾组织进行 HE、Masson 染色,观察肾脏病理改变并测量肾间质纤维化面积,检测

肾间质小管内皮型一氧化氮合酶、内皮素 1、低氧诱导因子 1琢 表达。 结果摇 2 周末,模型组血尿酸水平较对照组及

治疗组明显升高;6 周末,模型组血肌酐水平较对照组及治疗组明显升高,而后两组之间无明显差异。 模型组肾间

质纤维化面积较对照组及治疗组均显著增加,模型组大鼠肾组织内皮型一氧化氮合酶表达明显低于对照组及治疗

组,而内皮素 1 及低氧诱导因子 1琢 表达均明显高于对照组及治疗组。 结论摇 血尿酸水平升高可减少肾间质小血

管内皮型一氧化氮合酶合成并促进内皮素 1 表达,从而影响肾间质血管内皮功能,通过缺血缺氧机制导致肾间质

纤维化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To discuss the role of endothelial dysfunction in the kidney damage induced by hyperuricemia.
Methods摇 36 male Wister rats were randomly divided into three groups, namely control group, hyperuricemia model
group, benzbromarone treatment group(n = 12). 摇 Application of Oteracil potassium(uricase inhibitor ) and high yeast
feeding were used to establish the hyperuricemia model. 摇 In addition to the same treatment,the treatment group were added
benzbromarone to control hypeuricemia. 摇 Control group were fed normal diet and tap water, at the weekend of 2,4,6,
blood uric acid and creatinine level were tested. 摇 All rats were sacrificed at the end of 6 weeks, HE and Masson staining
of renal organizations were applied to observe the pathological changes, and measure the interstitial fibrosis area. 摇 Endo鄄
thelial nitric oxide synthase (eNOS), endothelin鄄1(ET鄄1) and hypoxia inducible factor鄄1琢(HIF鄄1琢) expressions in renal
interstitial tubular were detected by immunohistochemistry. 摇 摇 Results摇 After 2 weeks the blood uric acid level in model
group was higher than that of the control group and treatment group. 摇 At the end of 6 weeks, the serum creatinine level in
the model group was much higher than that of the control group and the treatment group, there was no obvious difference be鄄
tween the two latter groups. 摇 The renal interstitial fibrosis was more serious than that of the normal control group and the
treatment group. 摇 The nitric oxide synthase expression in the model group was significantly lower than that in the control
group and treatment group, while both the endothelin鄄1 and hypoxia inducible factor鄄1琢 expression in the model group was
significantly higher than that in the control group and treatment group. 摇 摇 Conclusion摇 Hyperuricemia can reduce the sy鄄
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nthesis of nitric oxide synthase but increase the production of endothelin鄄1 in the renal interstitial vascular endothelial cells,
thus affecting the endothelial function of renal interstitial vascular and leading to renal interstitial fibrosis through an mecha鄄
nism of ischemia and hypoxia.

摇 摇 随着人们生活水平的提高和饮食结构的改变,高
尿酸血症(hyperuricemia,HUA)和痛风的发病率逐年

升高。 高尿酸血症定义为男性 > 7郾 0 mg / dL(416郾 4
滋mol / L),女性 > 6郾 0 mg / dL(356郾 9 滋mol / L)。 目前

大量研究证实高尿酸血症是肾脏疾病独立的危险因

素[1鄄3]。 研究表明高尿酸血症可导致内皮源性舒血管

因子和缩血管因子比例失衡,从而导致内皮功能紊

乱[4,5]。 本文将进一步探讨高尿酸血症肾损害大鼠肾

间质血管内皮功能改变,以了解血管内皮功能紊乱在

高尿酸血症肾损害发病机制中的作用及早期干预治

疗的意义。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 雄性 Wistar 大鼠 36 只,体重 160 依 20 g,SPF 级

动物饲养房,9 ~ 15 h 日夜交替,大鼠自由饮食饮

水。
1郾 2摇 实验仪器和试剂

全自动生物化学分析仪(罗氏 MODULAR 血生

物化学分析仪);兔抗大鼠内皮型一氧化氮合酶

(eNOS)、内皮素 1(ET鄄1)、低氧诱导因子 1琢(HIF鄄
1琢)多克隆一抗抗体及免疫组织化学试剂盒(武汉

博士德公司)。 氧嗪酸钾(济南德信佳生物科技公

司);苯溴马隆片(立加利仙,昆山龙灯瑞迪制药有

限公司分装,国药准字 J20100001)。
1郾 3摇 各种灌胃液及高酵母饲料的制备

1郾 3郾 1摇 氧嗪酸钾溶液制备摇 摇 使用电子天平准确

称取氧嗪酸钾 100 g,将氧嗪酸钾以蒸馏水配制成

100 g / L 的悬浊液 1 L,置 4益冰箱备用。
1郾 3郾 2摇 氧嗪酸钾 + 苯溴马隆溶液的制备摇 摇 使用

电子天平准确称取氧嗪酸钾 100 g,苯溴马隆 3郾 75
g,混合后加蒸馏水配制成含氧嗪酸钾 100 g / L、苯溴

马隆 3郾 75 g / L 的悬浊液 1L,置 4益冰箱备用。
1郾 3郾 3摇 高酵母饲料的制备摇 摇 将酵母干粉均匀拌

入粉碎的大鼠颗粒饲料中重新压粒成形,控制其在

饲料中的质量分数为 10% 。
1郾 4摇 实验分组及处理方法

大鼠适应性饲养 1 周后,随机分为对照组(n =
12)、高尿酸血症模型组(简称模型组,n = 12)、苯溴

马隆治疗组(简称治疗组,n = 12)。 模型组饲以质

量分数 10%的高酵母饲料,并以 800 mg / (kg·d)氧
嗪酸钾溶液灌胃,每天 2 次,以制备高尿酸血症模

型;治疗组饲以质量分数 10% 的高酵母饲料,并以

800 mg / (kg·d)氧嗪酸钾 + 25 mg / (kg·d) 苯溴马

隆溶液灌胃,每天 2 次;对照组饲以普通大鼠颗粒饲

料,并给予同体积蒸馏水每天 2 次灌胃。 实验进行

6 周。
1郾 5摇 大鼠一般情况监测

每日观察三组大鼠进食情况、精神状态;每周监

测大鼠外观、体重变化。
1郾 6摇 生物化学指标检测

分别于 2、4、6 周末,大鼠禁食 10 h 后,颈静脉

窦取血,分离出血清,在全自动生物化学分析仪上测

定血清尿酸 ( serum uric acid, SUA)、肌酐 ( creati鄄
nine,Cr)水平。
1郾 7摇 病理检查

于第 6 周末处死全部大鼠,取肾组织,先肉眼观

察其病变,后用 10%中性甲醛溶液固定,经脱水、石
蜡包埋,3 滋m 厚度切片,常规 HE 和 Masson 染色,
普通光镜下观察。
1郾 8摇 免疫组织化学检测肾组织内皮型一氧化氮合

酶、内皮素 1 和低氧诱导因子 1琢 表达

3 滋m 石蜡切片常规脱蜡,染色程序按试剂盒说

明进行。 一抗工作浓度均为 1颐 100。 每张切片随机

选取 10 个避开肾小球的高倍视野( 伊 400),测量免

疫组织化学阳性区域面积和光密度值(OD 值),计
算免疫组织化学指数( IHCP) = 阳性区域面积 伊
OD。
1郾 9摇 统计学方法

计量资料用x 依 s 表示,两组间差异比较采用 t
检验;三组间差异比较采用方差分析。 P < 0郾 05 表

示差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 一般情况

摇 摇 灌胃 2 周后,对照组及治疗组大鼠饮食、进水较

前无明显变化,皮毛光泽,体重平稳增长;模型组大

鼠饮水量及尿量(通过更换垫料频率估测)较对照

组及治疗组增加,皮毛粗糙无光泽,体重增长较对照

组明显缓慢,后期体重下降。

633 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 20,No 4,2012



2郾 2摇 血尿酸和肌酐水平

灌胃 2 周后,模型组血尿酸水平较对照组及治

疗组明显升高,三组血肌酐水平差异尚无显著性。 4
周后,模型组血尿酸、肌酐水平较对照组及治疗组均

明显升高;而治疗组与对照组差异无显著性。 6 周

后,模型组大鼠血尿酸、肌酐水平较对照组及治疗组

明显升高;治疗组血肌酐较对照组明显升高,而两组

间血尿酸水平差异无显著性(表 1)。
2郾 3摇 肾脏病理变化

肉眼见对照组及治疗组大鼠双肾色深红,表面光

滑,形态正常;模型组大鼠双肾色苍白,体积增大。
HE 及 Masson 染色光镜下发现对照组及治疗组未见

病理改变;模型组表现为明显肾间质小管病变,大量

炎症细胞在肾间质聚集,肾间质水肿;肾小管周围伴

有间质纤维化;肾小管上皮细胞肿胀,散在肾小管坏

死、灶状萎缩;肾小球病变相对较轻(表 2 和图 1)。

表 1. 实验过程中各组动物血生物化学指标的改变

(滋mol / L,n = 12)
Table 1. The change of blood biochemical indicators of each
group in the experimental process

分摇 组 时间 尿酸 肌酐

对照组 2 周 92郾 5 依 24郾 8 21郾 1 依 1郾 8

4 周 113郾 1 依 34郾 3 22郾 7 依 3郾 4

6 周 125郾 8 依 26郾 6 23郾 2 依 1郾 8

模型组 2 周 174郾 9 依 13郾 8a 20郾 8 依 7郾 5

4 周 211郾 1 依 30郾 9a 23郾 6 依 2郾 3a

6 周 176郾 2 依 22郾 5a 40郾 9 依 5郾 7a

治疗组 2 周 97郾 7 依 25郾 2b 25郾 9 依 2郾 5

4 周 137郾 5 依 36郾 3b 24郾 2 依 4郾 7b

6 周 117郾 8 依 20郾 15b 25郾 0 依 2郾 2ab

a 为 P < 0郾 05,与对照组同时间相比;b 为 P < 0郾 05,与模型组同时间

相比。

图 1. HE 染色(上图)及 Masson 染色(下图)观察肾组织病理变化( 伊 20) 摇 摇 从左到右依次为对照组、模型组和治疗组。

Figure 1. Pathological changes of renal organizations by HE dyeing and Masson dyeing

2郾 4摇 内皮型一氧化氮合酶、内皮素 1 和低氧诱导因

子 1琢 的表达

实验结束时对照组及治疗组大鼠肾组织 eNOS
在肾小管上皮细胞中呈弱阳性表达,高尿酸血症肾

损害模型组肾组织 eNOS 表达量较对照组及治疗组

明显减少(P < 0郾 05)。 ET鄄1 及 HIF鄄1琢 在对照组及

治疗组大鼠肾组织中弥漫分布,染色浅;而模型组

ET鄄1 及 HIF鄄1琢 在肾小管上皮细胞及肾间质血管内

皮细胞表达明显增强(P < 0郾 05;表 2 和图 2)。

3摇 讨摇 论

高尿酸血症作为肾脏疾病发生及进展的独立危

险因素越来越被人们关注。 本实验通过氧嗪酸钾灌

胃联合高酵母饲料喂养大鼠建立高尿酸血症肾损害

模型。 与人类不同,大鼠及很多哺乳动物体肝脏中

含有尿素酶,可以将尿酸继续分解为易于溶解的尿

囊素,因此人类血尿酸水平明显高于这些哺乳动

物[6]。 Fridovich 在 1965 年发现氧嗪酸钾盐(potas鄄
sium oxonate)无论在体内还是体外均可有效抑制尿
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表 2. 肾间质纤维化面积及 eNOS、ET鄄1 和 HIF鄄1琢 的表达(x 依 s,n = 12)
Table 2. The renal fibrosis area and the expression of eNOS, ET鄄1 and HIF鄄1琢

分摇 组 肾间质纤维化面积 eNOS ET鄄1 HIF鄄1琢

对照组 6郾 43% 依 0郾 26% 7郾 09% 依 1郾 15% 2郾 00% 依 0郾 35% 3郾 98% 依 1郾 02%

模型组 15郾 92% 依 1郾 89% a 2郾 81% 依 0郾 91% a 11郾 81% 依 0郾 91% a 8郾 73% 依 1郾 99% a

治疗组 6郾 28% 依 0郾 37% b 8郾 11% 依 1郾 29% b 1郾 95% 依 0郾 29% b 4郾 36% 依 1郾 52% b

a 为 P < 0郾 05,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,与模型组相比。

图 2. 免疫组织化学检测 eNOS(上图)、ET鄄1(中图)和 HIF鄄1琢(下图)表达( 伊 20) 摇 摇 从左到右依次为对照组、模型组和治疗组。

Figure 2. Expressions of eNOS, ET鄄1 and HIF鄄1琢 by immunohistochemistry

酸酶活性,降低血液和尿液中尿囊素并提高尿酸水

平。 酵母含有丰富的蛋白质、核苷酸、B 族维生素

等,在体内充分水解能产生含氮的有机碱(包括嘌

呤碱类、嘧啶碱类)和磷酸,当大剂量的酵母进入体

内后,能干扰机体正常的嘌呤代谢,致嘌呤代谢紊

乱,其主要表现为黄嘌呤氧化酶活性增加,加速了尿

酸的生成,从而产生大量尿酸[7]。 本文通过应用氧

嗪酸钾溶液灌胃[8,9],辅以高酵母饲料,于实验 2 周

后成功建立 HUA 大鼠模型,6 周末 HUA 模型组大

鼠出现明显肾脏损害。

高尿酸血症模型组肾间质 eNOS 表达量较对照

组及治疗组明显减少(P < 0郾 05),证实血尿酸水平

升高可抑制肾间质血管内皮细胞的合成。 一氧化氮

合酶(nitric oxide synthase,NOS)为一氧化氮合成的

限速酶,包括 eNOS 和诱生型 NOS(iNOS)。 eNOS 受

刺激活化后释放一氧化氮,生理情况下一氧化氮的

释放具有改善肾脏血液动力学,参与维持正常肾血

流量和肾小球滤过率,扩张肾血管,抑制血小板聚集

而改善微循环;抑制炎症细胞浸润;抑制系膜细胞增

生、减少系膜基质产生,延缓肾间质纤维化等肾脏保
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护作用。 eNOS 合成的减少是肾脏损害的机制之一。
同时,模型组大鼠肾间质 ET鄄1 表达量较对照组

及治疗组大鼠明显增加(P < 0郾 05),表明高尿酸血

症可促进肾间质血管内皮细胞分泌 ET鄄1。 ET鄄1 是

目前己知作用最强、最持久的内源性缩血管活性多

肽,它与内皮素 A 型受体 ( endothelin A receptor,
ETAR)结合产生极强的收缩血管和支气管作用[10]。
生理状态下,ET鄄1 可通过收缩血管、调节肾小球超

滤过系数(Kf),影响肾小管分泌、排泄等方面与其

他肾脏调节因素一起维持正常肾脏功能。 然而,这
种调节机制一旦紊乱,ET鄄1 便作为一种致病因子引

发或参与肾脏病理生理过程。 ET鄄1 异常表达及释

放均可导致肾脏疾病发生发展[11鄄14]。 病理状态的

肾间质 ET鄄1 分泌增多可导致肾间质血管强烈而持

久地收缩,肾循环血流量减少,肾脏灌注不良,进一

步导致肾小球系膜细胞收缩,肾小球滤过率下降,最
终导致肾脏损害。

HIF鄄1琢 是一种能特异性地结合于促红细胞生

成素基因低氧反应元件上的蛋白,是由对氧敏感的

琢 亚基和稳定表达的 茁 亚基组成的异源二聚体。
HIF鄄1琢 转移到细胞核内与 HIF鄄1茁 结合而激活它的

靶基因,HIF鄄1 的生物效应是由 HIF鄄1琢 亚基实现

的[15]。 在正常氧分压条件下,HIF鄄1琢 在胞浆中含

量很低,不表现生物活性[16]。 细胞处于低氧状态

时,HIF鄄1琢 不能被羟化,从而不能被希佩尔鄄林道病

肿瘤抑制蛋白(protein von HippelLindau,pVHL)识

别,因此 HIF鄄1琢 不能被泛素化和被蛋白酶体降解,
致使其表达量在细胞内呈指数式地大量增加[17]。
因此 HIF鄄1琢 表达增加表明高尿酸血症模型组肾间

质处于缺血缺氧状态。
综上所述,通过本实验我们了解到血尿酸水平

升高可通过减少肾间质血管内皮细胞 eNOS 合成,
并促进 ET鄄1 分泌,影响肾间质血管内皮功能,通过

缺血缺氧机制导致肾间质纤维化。 及早地给予降尿

酸治疗可减轻肾损害的发生。
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