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摘要： 旨在研究低聚原花青素 （ＯＰＣ） 对镉 （Ｃｄ） 致小鼠肝肾损伤的保护作用。 Ｃｄ 与不同剂量 ＯＰＣ （５０ 和 １００ ｍｇ ／ ｋｇ） 单独或联合处理 ６ 月龄

ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠 ３ 个月， 称取小鼠体重， 计算肝脏和肾脏脏器系数， 自动生化分析仪检测肝肾相关血液生化指标， ＨＥ 染色观察肝脏和肾脏组织

病理学变化， 试剂盒测定超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ） 的活性和丙二醛 （ＭＤＡ） 含量， 透射电镜观察线粒体和细

胞核形态， 免疫组化分析半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３ （Ｃａｓｐａｓｅ－３） 表达情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｃａｓｐａｓｅ－３、 Ｂ 淋巴细胞瘤 ２ （Ｂｃｌ－２）、 Ｂｃｌ－２
相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 表达水平。 结果： 与对照组相比， Ｃｄ 组小鼠体重与肝肾脏器系数降低， 血清乳酸脱氢酶活性 （ＬＤＨ） 和磷 （Ｐ） 含量升高，
肝组织出现水样变性、 少量细胞脂肪变性、 单核炎性细胞浸润、 肝细胞索排列紊乱， 肾囊腔扩张、 散在单核炎性细胞浸润， 肾小管上皮细胞坏死

和脱落， 肝脏和肾脏组织 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性下降， 而 ＭＤＡ 水平升高， 线粒体和细胞核损伤， 促凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 升高， Ｂｃｌ－２ ／ Ｂａｘ 比值降低。
与 Ｃｄ 组相比， ＯＰＣ ＋ Ｃｄ 联合处理组上述指标均明显改善。 提示： ＯＰＣ 能缓解 Ｃｄ 致小鼠肝肾损伤， 是 Ｃｄ 中毒的潜在治疗剂。
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　 　 镉 （ｃａｄｍｉｕｍ， Ｃｄ） 是一种重金属污染物， 也是

一种高致癌物。 Ｃｄ 的半衰期较长， 进入人和动物体

内在机体器官长期蓄积， 对人和动物的健康造成巨大

的威胁［１］。 现有证据表明， Ｃｄ 可诱导氧化应激， 对

肾［２］、 肝［３］、 脾［４］、 睾丸［５］ 以及骨骼［６］ 等产生毒性

作用。 肝脏和肾脏是机体毒物代谢的主要器官， 也是

Ｃｄ 毒性作用的主要靶器官［７］。 有研究已经发现缓解

Ｃｄ 致肝脏和肾脏损伤的物质［８－９］， 但效果甚微， 因

此进一步寻找缓解 Ｃｄ 毒性的物质仍为当前动物 Ｃｄ
毒性损伤防治研究的重点。

低聚原花青素 （ＯＰＣ） 是一种存在于许多蔬菜、
花卉、 水果和坚果中的天然多酚生物类黄酮， 是原花

青素的核心抗氧化成分。 在功能上 ＯＰＣ 具有抗氧化、
抗炎、 抗过敏、 防龋齿、 抗肿瘤等多种生物学活

性［１０］。 已有研究表明， ＯＰＣ 具有高度的生物可利用

性， 是更好的自由基清除剂和组织氧化损伤的抑制

剂， 可有效缓解对苯甲二酸诱导的 ＤＮＡ 碎裂［１１－１２］，
缓解黄曲霉素、 阿霉素和重金属所致的肝、 肾等组织

器官的损伤［１３－１４］， 缓解铅引起的肝脏和心脏代谢功

能障碍［１５－１６］， 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的肾脏细胞线粒体损

伤［１７－１９］。 然而， ＯＰＣ 在 Ｃｄ 致小鼠肝脏和肾脏损伤中

的作用研究较少。
本试验采用 Ｃｄ 与 ＯＰＣ 单独或联合处理小鼠 ３ 个

月， 计算肝脏和肾脏脏器系数， 观察肝肾病理变化，
血液生化相关指标水平， 线粒体和细胞核损伤情况，
氧化应激水平以及凋亡相关蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶－３ （Ｃａｓｐａｓｅ－３）、 Ｂ 淋巴细胞瘤 ２ （Ｂｃｌ－２） 和

Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 的表达情况， 从临床和分

子水平评估 ＯＰＣ 对 Ｃｄ 致肝脏和肾脏损伤的保护作

用， 为进一步揭示其保护作用机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

ＯＰＣ 购自上海 源 叶 科 技 有 限 公 司； 氯 化 镉

（ＣｄＣｌ２） 购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ －ＬＲＢ 公司； 谷胱甘肽

过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ）、 超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ）

以及丙二醛 （ＭＤＡ） 检测试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所； Ｃａｓｐａｓｅ－３、 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 一抗购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； β－ａｃｔｉｎ 一抗购自武汉三鹰生物技术

有限公司； 所有二级抗体均购自 Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ 公司； 其他试剂均为分析级别。
１􀆰 ２　 动物试验

２０ 只 ６ 月龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠购自扬州大学实验

动物中心。 试验之前， 小鼠在环境温度 （２３ ～ ２５ ℃）
和相对湿度 ４８％～５２％环境下自由摄食和饮水， 适应

性饲养 １ 周。 １ 周后随机分为 ４ 组 （每组 ５ 只）： 对

照组， 自由饮水， 按照体重灌服去离子水； Ｃｄ 组，
５０ ｍｇ ／ Ｌ ＣｄＣｌ２水自由饮水； Ｃｄ＋ＯＰＣ 联合处理组Ⅰ
（ＯＰＣⅠ）， ５０ ｍｇ ／ Ｌ ＣｄＣｌ２水自由饮水， ＯＰＣ 按照 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃； Ｃｄ＋ＯＰＣ 联合处理组Ⅱ （ＯＰＣⅡ）， ５０
ｍｇ ／ Ｌ ＣｄＣｌ２水自由饮水， ＯＰＣ 按照 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃。
ＯＰＣ 灌胃 ２ ｄ 一次， 饲喂 ３ 个月， 所有小鼠在最后一

次灌服 ＯＰＣ 后 ２４ ｈ 屠宰采样。 研究方案均经扬州大

学动物护理与使用委员会批准 （批准文号： ＳＹＸＫ
［Ｓｕ］ ２０２１－００２７）。
１􀆰 ３　 血液生化指标测定

采用全自动血液生化分析仪对以下血清指标进行

分析： 碱性磷酸酶 （ ＡＬＰ ）、 丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）、 天冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ）、 乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ ） 活 性， 直 接 胆 红 素 （ ＤＢＩＬ ）、 白 蛋 白

（ＡＬＢ）、 球蛋白 （ＧＬＯ）、 白球比 （Ａ ／ Ｇ）、 总蛋白

（ＴＰ）、 尿素 （ＵＲＥＡ）、 肌酐 （ ＣＲＥＡ）、 总胆固醇

（ＴＣ）、 甘油三酯 （ ＴＧ）、 高密度脂蛋白胆固醇

（ＨＤＬ－Ｃ）、 钙 （Ｃａ） 和无机磷酸盐 （Ｐ） 含量。
１􀆰 ４　 脏器系数测定

小鼠在最后一次灌服 ＯＰＣ 后 ２４ ｈ 称量体重， ２％
戊巴比妥钠麻醉， 脱颈椎处死， 取出肝脏和肾脏， 分

别称重。 计算肝脏与肾脏的脏器系数： 脏器系数 ＝器

官重量 ／体重×１００％。
１􀆰 ５　 组织切片

收集小鼠肝脏和肾脏组织， 切成 ３ ｍｍ３厚组织块

并浸入 ４％多聚甲醛， 于 ４ ℃固定 ２４ ｈ。 样品在乙醇
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梯度溶液 （ ７０％、 ８５％、 ９５％、 １００％） 中脱水， 每

个浓度梯度浸泡 １ ｈ， 随后浸泡于二甲苯中透明， 浸

蜡， 包埋后切成厚度为 ５ μｍ 的切片。 将石蜡切片脱

蜡后， 通过梯度乙醇脱水 （乙醇浓度分别为 ７０％、
９５％、 １００％）， 再进行苏木精染色、 分色、 伊红染

色、 脱水、 封片。
１􀆰 ６　 细胞超微结构观察

将小鼠肝脏和肾脏组织置于冰上， 分别切成

２ ｍｍ３的小块， 浸入新配制的 ２􀆰 ５％戊二醛中室温固

定 ２ ｈ 后 ４ ℃过夜。 将切片在 ＰＢＳ 中冲洗 ３ 次， 然后

用四氧化锇固定组织， 脱水， 包埋。 使用切片机切

片， 然后用醋酸铀酰和柠檬酸铅染色。 随后使用透射

电镜观察并拍照。
１􀆰 ７　 氧化应激指标检测

根据试剂盒说明书， 检测肝脏和肾脏组织匀浆中

ＧＳＨ－Ｐｘ、 ＳＯＤ 活性以及 ＭＤＡ 含量。
１􀆰 ８　 免疫组化法检测 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达

肝脏和肾脏组织切片抗原修复后用 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 抗

体孵育。 棕色颗粒为 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 阳性反应物。 使用载

玻片扫描仪对载玻片进行扫描和成像， 并对 Ｃａｓｐａｓｅ－
３ 阳性面积进行统计分析。
１􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白表达情况

用含有蛋白酶抑制剂混合物的裂解缓冲液 （１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，
１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＦ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ）
冰上裂解肝脏和肾脏组织， 超声裂解获得组织匀浆，
提取蛋白质。 煮沸， 调整蛋白浓度后将等量的蛋白质

裂解物进行 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 然后转移至 ＰＶＤＦ

膜上。 将 ＰＶＤＦ 膜泡在 ０􀆰 ０５％吐温－２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲液

（ＴＢＳＴ） 制备的封闭液 （５％脱脂奶粉） 中封闭 ２ ｈ。
Ｃａｓｐａｓｅ－３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ－２ 和 β－ａｃｔｉｎ 一抗 （１ ∶ １ ０００
稀释） ４ ℃ 温育过夜。 ＰＶＤＦ 膜用 ＴＢＳＴ 洗涤 ６ 次，
每次 ５ ｍｉｎ， 然后用 ＨＲＰ 标记的二抗 （１ ∶ １０ ０００ 稀

释） 室温温育 １􀆰 ５ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗膜 ６ 次， 每次 ５ ｍｉｎ，
使用增强化学发光 （ ＥＣＬ） 方法进行检测， 使用

ＩｍａｇｅＪ 分析条带灰度值。
１􀆰 １０　 统计与分析

使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件， 采用单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ） 计算显著性， 结果以 “平均数±标准差”
表示。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极

显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠肝脏和肾脏脏器系数的

影响

　 　 小鼠适应性饲养 １ 周开始试验， Ｃｄ 与 ＯＰＣ 单独

或联合处理 ３ 个月后称量每只小鼠的体重， 安乐死，
取肝脏和肾脏称重， 计算脏器系数。 由图 １ 可见， 与

对照组相比， Ｃｄ 组小鼠体重， 肝脏和肾脏脏器系数

均极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｃｄ 组比较， 联合处理

组小鼠体重升高， 其中 ＯＰＣⅡ组体重极显著 （Ｐ＜
０􀆰 ０１） 升高； 肝脏和肾脏脏器系数有所恢复， ＯＰＣⅠ
和 ＯＰＣⅡ组肝脏脏器系数极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 或显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５） 升高； ＯＰＣⅠ和 ＯＰＣⅡ组肾脏脏器系数均

显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠体重、 肝脏和肾脏脏器系数的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ２　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠血液生化指标的影响

Ｃｄ 暴露及 ＯＰＣ 联合处理后小鼠肝脏与肾脏相关

血液生化指标变化见表 １。 Ｃｄ 组 ＡＬＴ 活性较对照组

升高， 差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但联合处理组 ＡＬＴ

活性均显著低于 Ｃｄ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＣⅡ组 ＡＳＴ ／
ＡＬＴ 比值显著高于 Ｃｄ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃｄ 组 ＬＤＨ 活

性较对照组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 联合处理组 ＬＤＨ
活性均低于 Ｃｄ 组， 但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 Ｃｄ 组
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血清 Ｐ 含量较对照组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 联合处理

组 Ｐ 含量均显著低于 Ｃｄ 组， 其中 ＯＰＣⅡ组差异显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 １　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠血清生化指标的影响 （ｎ＝３）

指标 对照组 Ｃｄ 组 ＯＰＣⅠ组 ＯＰＣⅡ组 参考值

肝功能

ＴＰ ／ （ｇ·Ｌ－１） ４６􀆰 １０±５􀆰 １３ ５１􀆰 ４０±１􀆰 １８ ４９􀆰 ５０±４􀆰 ６５ ５０􀆰 ５０±７􀆰 ００ ４７􀆰 ２０～４９􀆰 ５４

ＡＬＢ ／ （ｇ·Ｌ－１） １７􀆰 ５０±２􀆰 ２８ ２０􀆰 ３０±０􀆰 ９０ １９􀆰 １０±２􀆰 ９１ １８􀆰 ３０±１􀆰 ３３ ３１􀆰 ６０～３４􀆰 ８０

ＧＬＯ ／ （ｇ·Ｌ－１） ２８􀆰 ７０±３􀆰 ２０ ３２􀆰 ９０±２􀆰 ９１ ３０􀆰 ４０±１􀆰 ８０ ３２􀆰 １０±５􀆰 ８２ １４􀆰 ２０～１７􀆰 ６０

Ａ ／ Ｇ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７ —

ＤＢＩＬ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 １０±０􀆰 ０６ １􀆰 １０±０􀆰 ２６ ０􀆰 ９０±０􀆰 １０ ０􀆰 ４３～０􀆰 ７１

ＡＬＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ４８􀆰 ７０±４􀆰 ７３ ５６􀆰 ３０±３􀆰 ７９ ３９􀆰 ００±６􀆰 ０８＃ ３６􀆰 ７０±１１􀆰 ５＃ ２６􀆰 ６５～３５􀆰 ６７

ＡＳＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） １４０􀆰 ７０±２７􀆰 ２６ １４４􀆰 ４０±２９􀆰 ８０ １４５􀆰 ３０±３０􀆰 ０８ １４７􀆰 ４０±３１􀆰 ００ １１２􀆰 ９２～１４５􀆰 ２０

ＡＳＴ ／ ＡＬＴ ２􀆰 ９０±０􀆰 ４２ ２􀆰 ６０±０􀆰 ６５ ３􀆰 ８０±０􀆰 ７６ ４􀆰 ２０±０􀆰 ９７＃ —

ＡＬＰ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ９９􀆰 ３０±６􀆰 ８０ ９５􀆰 ００±５􀆰 ２０ ８９􀆰 １０±７􀆰 ９８ ９２􀆰 ３０±８􀆰 ６９ １７８􀆰 ２６～２０３􀆰 ２２

ＬＤＨ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ７２８􀆰 ３０±１２４􀆰 ９０ １ １８３􀆰 １０±３０４􀆰 ４８∗ ９４１􀆰 ７０±１６２􀆰 ５５ ８８９􀆰 ００±３０􀆰 ０８ ７５９􀆰 １４～１ １６１􀆰 １６

肾功能

ＵＲＥＡ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ６􀆰 ５０±０􀆰 ８５ ５􀆰 ９０±０􀆰 ８６ ６􀆰 ８０±０􀆰 ３９ ６􀆰 １０±０􀆰 ０８ ３􀆰 １４～４􀆰 １６

ＣＲＥＡ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） １１􀆰 ８０±１􀆰 ８９ ８􀆰 ６０±０􀆰 ８６ １０􀆰 ４０±２􀆰 ４２ ９􀆰 ９０±１􀆰 ３２ ９􀆰 ３４～１２􀆰 ６２

Ｃａ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２􀆰 ２０±０􀆰 １７０ ２􀆰 ３０±０􀆰 ０４ ２􀆰 ３０±０􀆰 １９ ２􀆰 ３０±０􀆰 １１ ２􀆰 ０３～２􀆰 １１

Ｐ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １􀆰 ９０±０􀆰 ０２ ２􀆰 ４０±０􀆰 ２１∗ １􀆰 ９０±０􀆰 ２８ １􀆰 ８０±０􀆰 ４９＃ ２􀆰 ５６～３􀆰 ０６

　 　 注： 同行数据肩标∗表示 Ｃｄ 组与对照组相比差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肩标＃表示联合处理组与 Ｃｄ 组相比差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对肝脏和肾脏的组织损伤

肝脏与肾脏组织切片采用 ＨＥ 染色， 光学显微镜

观察分析结果见图 ２。 肝组织切片显示， 与对照组相

比， Ｃｄ 组肝脏出现明显的形态学变化， 肝脏组织可

见较多肝细胞水样变性， 胞质疏松淡染； 少量肝细胞

脂肪变性， 胞质内出现大小不一的圆形空泡； 单核炎

性细胞浸润， 肝细胞索排列紊乱。 而联合处理组肝脏

结构较 Ｃｄ 组明显改善。
肾组织切片显示， 与对照组相比， Ｃｄ 组肾囊腔

扩张， 散在的单核炎性细胞浸润， 肾小管上皮细胞坏

死和脱落。 而联合处理组肾皮质肾小球质地正常， 仍

可见散在的单核炎性细胞浸润， 但与 Ｃｄ 组相比均有

所改善。

Ｃｄ 组肝细胞胞质疏松淡染 （红色箭头）， 胞质内出现大小不一的圆形空泡 （黄色箭头）， 单核炎性细胞浸润 （紫色箭头）； Ｃｄ 组肾囊腔扩张

（黑色箭头）， 散在的单核炎性细胞浸润 （蓝色箭头）， 肾小管上皮细胞坏死脱落 （红色箭头）， 联合处理组仍可见散在的单核炎性细胞浸润 （绿
色箭头）。 比例尺： ５０ μｍ。

图 ２　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对肝脏和肾脏的组织损伤 （ｎ＝３）
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２􀆰 ４　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠肝脏和肾脏细胞损伤

肝脏和肾脏组织超微结构见图 ３。 对照组肝脏和

肾脏细胞核呈圆形， 线粒体结构完整， 线粒体脊清晰

可见。 Ｃｄ 组肝脏和肾脏细胞核出现明显凹陷和变形；

线粒体明显空泡化， 线粒体膜破裂， 嵴断裂。 与 Ｃｄ
组相比， 联合处理组细胞核和线粒体的损伤减轻， 形

态结构趋于完整。

Ｃｄ 组肝脏和肾脏细胞核出现明显凹陷和变形 （红色箭头）， 线粒体明显空泡化 （绿色箭头）， 线粒体嵴断裂 （黄色箭头）。 比例尺： 线粒体

１ μｍ， 细胞核 ２ μｍ。

图 ３　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 对小鼠肝脏 （ａ） 和肾脏 （ｂ） 细胞损伤

２􀆰 ５　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 诱导的肝脏和肾脏氧化应激

通过测定小鼠肝脏和肾脏中 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 的活

性和 ＭＤＡ 含量评估肝脏与肾脏氧化应激状态。 肝脏

（图 ４ａ） 和肾脏 （图 ４ｂ） 的结果一致。 与对照组相

比， Ｃｄ 组肝脏和肾脏中的 ＭＤＡ 含量显著增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 而联合处理组 ＭＤＡ 含量显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 或

极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 低于 Ｃｄ 组。 与对照组相比， Ｃｄ
组肝脏和肾脏中 ＧＳＨ － Ｐｘ 和 ＳＯＤ 活性显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 或极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而联合处理组肝

脏和肾脏中 ＧＳＨ－Ｐｘ 和 ＳＯＤ 活性较 Ｃｄ 组显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 ＯＰＣ 对 Ｃｄ 诱导肝脏和肾脏细胞凋亡相关蛋白

的影响

　 　 通过免疫组织化学方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检

测了凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 及 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ－２ 的表达

情况。 图 ５ 免疫组化结果显示， 与对照组相比， Ｃｄ
组肝脏 （图 ５ａ） 和肾脏 （图 ５ｂ） 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的表

达量极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 联合处理组 Ｃａｓｐａｓｅ－３
表达量则较 Ｃｄ 组显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）或极显著下降（Ｐ＜
０􀆰 ０１），并且 ＯＰＣⅡ处理组 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达量极显著低

于 ＯＰＣⅠ组，呈剂量依赖性。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果与免疫组织化学检测结果一致，

与对照组相比， Ｃｄ 处理组肝脏 （图 ５ｃ） 和肾脏 （图
５ｄ） 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｂｃｌ－２ ／ Ｂａｘ 的比值极显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 联合处理

组肝脏和肾脏的 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达水平显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）
或极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）低于 Ｃｄ 组，联合处理组 Ｂｃｌ－２ ／
Ｂａｘ 的比值均显著高于 Ｃｄ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ４　 ＯＰＣ 缓解 Ｃｄ 诱导的小鼠肝脏 （ａ） 和肾脏 （ｂ） 氧化应激 （ｎ＝３）

ａ． 肝脏 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 免疫组化检查； ｂ． 肾脏 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 免疫组化检查； ｃ． 肝脏样品 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测； ｄ． 肾脏样品 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 比例尺：
５０ μｍ。

图 ５　 ＯＰＣ 对 Ｃｄ 诱导小鼠肝脏和肾脏细胞凋亡相关蛋白表达水平的影响 （ｎ＝３）
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３　 讨论

Ｃｄ 是一种可以在机体内长期蓄积的重金属污染

物， 被国际癌症研究机构 （ ＩＡＲＣ） 归为一类致癌

物［２０］， 可以通过呼吸系统、 消化系统和皮肤系统进

入人和动物体内， 并在各个器官蓄积， 难以代谢。 寻

找有效缓解 Ｃｄ 致肝肾损伤的保护剂一直是防治 Ｃｄ
中毒性疾病的重点。 ＯＰＣ 是一种天然化合物， 被证

明是一种有效的抗氧化剂和自由基清除剂［２１］， 在缓

解肝肾损伤方面发挥着重要作用［２２－２５］。 然而， ＯＰＣ
对 Ｃｄ 暴露下小鼠肝脏和肾脏损伤的保护作用鲜有报

道。 本试验旨在观察 Ｃｄ 对小鼠肝脏、 肾脏造成的损

伤情况， 进一步探究 ＯＰＣ 对 Ｃｄ 致肝肾损伤的保护作

用， 为深入研究 Ｃｄ 毒性的防治策略提供依据。
本研究中 Ｃｄ 和 ＯＰＣ 分别通过自由饮水和灌胃的

方式单独或联合处理 ６ 月龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠 ３ 个

月， 通过小鼠体重、 肝脏和肾脏脏器系数、 相关血液

生化指标、 病理变化、 超微结构改变、 氧化应激指标

及凋亡相关蛋白的检测， 揭示 ＯＰＣ 对 Ｃｄ 致小鼠肝脏

和肾脏损伤的保护作用。
课题组及前人研究发现， Ｃｄ 处理会导致肝脏和

肾脏损伤［２６－２９］。 与本研究结果相似， Ｃｄ 单独处理后

小鼠体重、 肝脏和肾脏脏器系数较对照组明显下降；
肝功能相关血清指标 ＡＬＴ 活性、 ＬＤＨ 活性， 肾功能

相关指标血清 Ｐ 水平均较对照组升高； 肝细胞变性，
肝索排列紊乱， 炎性细胞浸润， 肝细胞线粒体与细胞

核损伤； 肾囊腔扩张， 肾小管上皮细胞坏死脱落， 炎

性细胞浸润， 肾脏细胞线粒体与细胞核受到损伤。
ＯＰＣ 与 Ｃｄ 联合处理组小鼠体重、 肝脏和肾脏脏器系

数有所恢复， 接近正常组； 肝功能相关血清指标 ＡＬＴ
活性、 ＬＤＨ 活性， 肾功能相关指标血清 Ｐ 水平均较

Ｃｄ 单独处理组降低； 肝脏和肾脏结构损伤有所改善。
以上结果说明， Ｃｄ 可致小鼠肝脏和肾脏损伤， ＯＰＣ
可以缓解 Ｃｄ 所致的小鼠肝脏和肾脏损伤。

氧化应激是体内氧化与抗氧化作用失衡的一种状

态。 各种因素引发的氧化应激是致肝脏和肾脏损伤的

病理生理基础。 机体存在两类抗氧化系统， 一类是包

括 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 的酶抗氧化系统； 另一类是包括维

生素 Ｃ、 维生素 Ｅ、 谷胱甘肽的非酶抗氧化系统。
ＭＤＡ 可间接反映细胞损伤程度， 因此也常作为评价

氧化应激水平的指标［３０］。 本研究检测了肝脏和肾脏

抗氧化酶 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性和组织 ＭＤＡ 水平， 结

果显示， Ｃｄ 暴露导致小鼠肝脏和肾脏中 ＭＤＡ 含量的

增加， ＳＯＤ 和 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性明显降低。 ＯＰＣ 作为非

酶抗氧化剂， 与 Ｃｄ 联合处理后 ＭＤＡ 水平较 Ｃｄ 单独

处理组明显降低， ＳＯＤ 和 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性则显著升高，

与 Ｗａｎｇ 等［３１］报道的 ＯＰＣ 对酒精诱导的肝脏脂肪变

性和损伤具有良好的保护作用相似。 研究表明， Ｃｄ
会诱导肝脏与肾脏氧化应激， ＯＰＣ 能够缓解 Ｃｄ 诱导

的肝脏和肾脏氧化应激。
氧化应激可以引起细胞凋亡， 抗氧化应激则可以

阻止细胞发生凋亡。 本研究结果显示， Ｃｄ 组肝脏和

肾脏中凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 表达量较对照组升

高， Ｂｃｌ－２ ／ Ｂａｘ 的比值较对照组降低； ＯＰＣ 与 Ｃｄ 联

合处理组 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达量较 Ｃｄ 单独处理组下降，
Ｂｃｌ－２ ／ Ｂａｘ 的比值较 Ｃｄ 单独处理组上升。 Ｂｃｌ－２ 可

以作为氧化还原促进细胞内源性抗氧化酶， 如 ＳＯＤ、
ＧＳＨ－Ｐｘ 活性的升高， 可阻止细胞进入凋亡过程［３２］。
与本研究中 Ｃｄ 抑制 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性， ＯＰＣ 缓解

Ｃｄ 对 ＳＯＤ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 活性的抑制作用一致。 研究表

明， Ｃｄ 能够诱导小鼠肝脏和肾脏细胞凋亡， 而 ＯＰＣ
可以缓解 Ｃｄ 对小鼠肝脏和肾脏细胞凋亡的诱导

作用。

４　 结论

Ｃｄ 可降低小鼠体重， 诱导小鼠肝脏和肾脏细胞

氧化应激和细胞凋亡致肝脏和肾脏损伤， 改变血液肝

脏和肾脏相关生化指标； ＯＰＣ 作为抗氧化剂可以缓

解 Ｃｄ 诱导的小鼠肝脏和肾脏细胞氧化应激和细胞凋

亡， 缓解 Ｃｄ 导致的肝脏和肾脏损伤， 是 Ｃｄ 中毒的

潜在治疗剂。
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