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硫化氢缓解羰基应激拮抗铀诱导的大鼠肾毒性
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摘要　 目的 探讨硫化氢(Ｈ２Ｓ)缓解羰基应激拮抗铀诱导的肾毒性ꎮ 方法 将 ＳＤ 雄性大鼠分成 ４

组:正常对照组、ＧＹＹ４１３７(Ｈ２Ｓ供体)组、铀染毒组和 ＧＹＹ４１３７ 治疗组ꎮ 采用微板法和比色法测定

尿液中肌酐与尿素氮含量ꎬＨＥ染色检查肾组织损伤ꎬＴｕｎｅｌ 法检测肾细胞凋亡ꎬ酶联免疫吸附法测

定硫代巴比妥酸反应物(ＴＢＡＲＳ) 和 ４￣羟基壬烯醛(４￣ＨＮＥ) 含量ꎬ硫代巴比妥酸法测定丙二醛

(ＭＤＡ)含量ꎮ 分光光度法测定蛋白质羰基化(ＰＣＯ)和 ８￣羟基脱氧鸟苷(８￣ＯｈｄＧ)含量ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｓ

检测乙醇脱氢酶(ＡＤＨ１)、乙醛脱氢酶(ＡＬＤＨ２)、醛酮还原酶(ＡＫＲ７Ａ１)等醛代谢酶的蛋白表达ꎮ

结果 铀染毒后ꎬ大鼠肌酐和尿素氮含量降低ꎬ活性醛、ＰＣＯ、８￣ＯｈｄＧ 的含量增加ꎬ出现肾组织结构损

伤和肾细胞凋亡ꎬ醛代谢酶表达量降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＧＹＹ４１３７可缓解铀对肾组织

的损伤ꎬ降低肾损伤相关指标(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 Ｈ２Ｓ 通过诱导醛代谢酶表达、促进活性醛代谢和缓

解羰基应激发挥拮抗铀产生的大鼠肾毒性ꎮ
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ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＧＹＹ４１３７ (Ｈ２Ｓ ｄｏｎｏｒ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｕｒａｎｉｕｍ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ＧＹＹ４１３７

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ

ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ. Ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｕｎｅｌ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ Ａｃｉｄ Ｒｅａｃｔｉｖｅ Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ( ＴＢＡＲＳ) ａｎｄ ４￣Ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ

(４￣ＨＮＥ) ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｉｏ Ｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｒｂｏｎｙｌａｔｉｏｎ (ＰＣＯ) ａｎｄ ８￣ｈｙｄｒｏｘｙ

Ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ (８￣ＯｈｄＧ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １ ( ＡＤＨ１ )ꎬ ａｌｄｅｈｙｄｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ ２ ( ＡＬＤＨ２)ꎬ ａｌｄｏ￣ｋｅｔｏ￣ｒｅｄｕｃｔａｓｅ￣７Ａ１ ( ＡＫＲ７Ａ１ ). Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｕｒａｎｉｕｍ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ｌｅｄ ｔｏ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅꎬ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ａｌｄｅｈｙｄｅｓꎬ ＰＣＯꎬ ８￣ＯｈｄＧꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( Ｐ < ０. ０５).

Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＧＹＹ４１３７ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｕｒａｎｉｕｍ ｅｆｆｅｃｔ ( Ｐ <

０.０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｈ２ Ｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｎｚｙｍｅｓꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｃｔｉｖｅ

ａｌｄｅｈｙｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｕｒａｎｉｕｍ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｒａｔｓ

ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅꎻ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｕｒａｎｉｕｍꎻ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

　 　 铀有２３８Ｕ、２３５Ｕ和２３４Ｕ ３种同位素ꎬ是一种严重的

环境污染物ꎮ 铀矿开采、核试验和核工业等活动使

环境中的铀含量逐渐增加ꎬ因而铀暴露风险也随之

增加ꎬ一些铀矿区的水环境中ꎬ铀浓度已高出世界卫

生组织(ＷＨＯ)规定的饮用水铀浓度上限值[１]ꎮ 本

课题组曾在铀尾矿浸出液中检测到较高浓度的

铀[２]ꎮ ２０２３年ꎬ我国学者针对境内铀矿物的分布以

及铀矿床的成因进行了全面综述ꎬ评价了土壤、沉积

物、表面水和地下水中的铀污染情况[３]ꎮ 可见ꎬ铀对

人类健康与生态环境形成的潜在危害已引起人们高

度重视ꎮ

水环境中的可溶性铀(ＶＩ)可通过皮肤创伤口、

呼吸道和消化道等多条途径进入人体或动物体ꎬ经

血液循环到达机体的组织与器官ꎬ并在靶组织与器

官中蓄积ꎬ最后导致神经、免疫和泌尿等系统的组织

与器官损害[４－５]ꎮ 肾脏是泌尿系统的重要器官ꎬ也是

铀损害的主要靶器官ꎬ肾功能衰竭是铀暴露的最突

出特征之一ꎮ 铀肾损害的分子机制十分复杂ꎬ普遍

认为ꎬ铀诱导的活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)

是一种含氧的化学活性物质ꎬ可引发肾的近端小管

上皮细胞的氧化应激和抗氧化系统异常ꎬ最终导致

肾毒性[６]ꎮ

实验和临床数据表明ꎬ导致细胞氧化损伤的因

素不仅是过量的活性氧ꎬ还包括氧化应激过程中产

生的活性醛[７]ꎮ ＲＯＳ不仅能直接与生物大分子蛋白

质和 ＤＮＡ发生反应ꎬ造成细胞损伤ꎬ还可攻击生物

膜中的多不饱和脂肪酸ꎬ引发脂质过氧化ꎬ产生不稳

定的脂质过氧化物ꎬ随后分解产生一系列含有羰基

的活性醛[８]ꎮ 与 ＲＯＳ相比ꎬ活性醛大概有 ２０多种类

型ꎬ这些活性醛具有结构稳定、扩散性好和半衰期长

等特点ꎮ 哺乳动物有多种醛代谢酶参与活性醛的代

谢ꎬ如果不能将这些活性醛代谢排出ꎬ活性醛会与细

胞中的生物大分子ꎬ如蛋白质、ＤＮＡ或磷脂发生随机

的非特异性亲核加成反应ꎬ不可逆地生成醛￣蛋白质

或醛￣ＤＮＡ加合物ꎮ 这些加合物通过不同的机制干

扰正常细胞功能ꎬ导致羰基应激ꎬ产生细胞损伤和遗

传毒性ꎬ因此ꎬ活性醛被称为 “第二细胞毒性信

使” [９]ꎮ

在已鉴定出的活性醛中ꎬ丙二醛(ＭＤＡ)是硫代巴

比妥酸反应物(ＴＢＡＲＳ)中含量最多的产物ꎬＴＢＡＲＳ代

表活性醛的总含量ꎮ ４￣羟基壬烯醛(４￣ＨＮＥ)是毒性

最强的脂质过氧化产物[８－９]ꎮ 铀促进动物的肾细胞

􀅰１３􀅰
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产生脂质过氧化ꎬ导致 ＭＤＡ 和 ＴＢＡＲＳ 的增加[４－６]ꎮ

因此ꎬ开发有效的羰基捕获剂ꎬ以缓解或预防羰基应

激介导的生物毒性和人类疾病[１０]ꎮ

继一氧化氮(ＮＯ)和一氧化碳(ＣＯ)之后ꎬ硫化

氢(Ｈ２Ｓ)被确定为第 ３ 种气体信号分子ꎬ可自由通

过细胞膜ꎬ当机体出现氧化应激时ꎬＨ２Ｓ 可调控抗氧

化酶和 ＩＩ 相解毒酶等细胞保护基因的表达ꎬ从而保

护细胞免受氧化损伤[１１]ꎮ 现已证实 Ｈ２ Ｓ 在大鼠肾

脏生理和病理活动中起重要作用[１１]ꎮ 研究结果表

明ꎬＨ２Ｓ能缓解铀诱导的大鼠肾毒性ꎬ其机制涉及到

Ｈ２ Ｓ 的抗氧化、抗炎症、抗凋亡以及抗焦亡作

用[１２－１４]ꎮ 本研究探讨羰基应激介导铀诱导的大鼠肾

毒性ꎬＨ２Ｓ在缓解羰基应激、拮抗铀所致的肾功能损

伤中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验药品与试剂

乙酸双氧铀 [ＵＯ２(Ａｃ) ２􀅰２Ｈ２Ｏ] 购于上海易

恩化学技术有限公司ꎬ同位素组成为 ９９.７４ ２３８Ｕ、

０.２６ ２３５Ｕ和 ０. ００１ ２３４ Ｕꎮ Ｈ２ Ｓ 缓慢释放供体

(ＧＹＹ４１３７)购于上海西格玛奥德里奇贸易有限公

司ꎮ 乙醇脱氢酶(ＡＤＨ１)、乙醛脱氢酶(ＡＬＤＨ２)、醛

酮还原酶(ＡＫＲ７Ａ１)、β 微管蛋白(β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ)等抗

体购于武汉三鹰生物技术有限公司ꎮ 肌酐、尿素氮、

ＭＤＡ、蛋白质羰基化(ＰＣＯ)的含量以及 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定等试剂盒均购于南京建成生物有限公司ꎮ

４￣ＨＮＥ、ＴＢＡＲＳ、ＭＤＡ含量测定试剂盒购于中国凡科

唯公司ꎮ Ｔｕｎｅｌ细胞凋亡检测试剂盒购于苏州优逸

兰迪生物科技有限公司ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ＆ＰＩ 双染

凋亡检测试剂盒购于中国爱必信公司ꎮ

１.２　 大鼠饲养与分组

成年雄性 ＳＤ 大鼠(２２０ ~ ２５０ ｇ)购于湖南斯莱

克景达实验动物有限公司ꎬ在桂林医学院实验动物

中心饲养ꎬ环境温度约为 ３２ ℃ꎬ相对湿度约为 ５５ ꎬ

提供充足饮水和饲料ꎮ ２４ 只大鼠分成 ４ 组ꎬ每组 ６

只ꎮ 正常对照组:第 １ 天腹腔注射溶剂(０.９ 氯化

钠注射液)ꎬ１次 /日ꎬ连续 ２ ｄꎮ ＧＹＹ４１３７ 组:第 １ 天

按剂量 １００ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射 ＧＹＹ４１３７ꎬ以 ０.９ 氯化

钠为溶剂溶解 ＧＹＹ４１３７ꎬ１ 次 /日ꎬ连续 ２ ｄꎮ 铀染毒

组:第 ２天开始腹腔注射乙酸双氧铀ꎬ剂量 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ

１次 /日ꎬ连续染毒 ２ ｄꎮ ＧＹＹ４１３７ 治疗组:第 １ 天开

始注射 ＧＹＹ４１３７ꎬ按 １００ ｍｇ / ｋｇ 剂量注射ꎬ１ 次 /日ꎬ

连续 ２ ｄꎻ第 ２天注射 ＧＹＹ４１３７后ꎬ过 ３０ ｍｉｎ再腹腔

注射乙酸双氧铀ꎬ剂量 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ１次 /日ꎬ连续 ２ ｄꎮ

１.３　 肾功能生化指标测定

收集大鼠 ２４ ｈ 尿液ꎬ以 ４ ５００ ｒ / ｍｉｎ 速度离心

５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ按照试剂盒操作说明书测定肌酐、尿

素氮含量ꎮ

１.４　 肾组织 ＨＥ染色检查

大鼠麻醉后ꎬ处死大鼠ꎬ取肾脏组织ꎬ按照文献[１２]

报告的组织病理学检测方法进行组织固定、包埋、切

片制备和 ＨＥ染色ꎬ然后在显微镜下观察和分析ꎮ

１.５　 Ｔｕｎｅｌ法检测细胞凋亡

采用 Ｔｕｎｅｌ法检测肾组织中的凋亡细胞ꎮ 肾组

织石蜡切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水、蛋白酶 Ｋ

通透及 Ｔｕｎｅｌ检测液染色等步骤ꎬ在荧光显微镜下检

测凋亡细胞ꎮ 细胞凋亡率 ＝ Ｔｕｎｅｌ 阳性细胞数 /总细

胞数×１００ ꎮ

１.６　 流式细胞术检测细胞凋亡

用 ＰＢＳ缓冲液清洗肾组织ꎬ将肾组织剪成小块ꎬ

加入胰蛋白酶消化后ꎬ以 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃

上清液ꎬ将细胞团制成细胞悬浮液ꎮ 根据试剂盒说

明书操作ꎬ依次加入异硫氰酸荧光素 ( Ａｎｎｅｘｉｎ

Ｖ￣ＦＩＴＣ)和碘化丙啶(ＰＩ)染液ꎬ染色后在流式细胞

仪上进行检测ꎮ 细胞凋亡率 ＝ (异硫氰酸荧光素和

碘化丙啶双阳性细胞数) / (碘化丙啶阳性细胞数) ×

１００ ꎮ

１.７　 活性醛含量测定

用冷的 ０.９ 氯化钠注射液冲洗肾脏组织ꎬ根据

试剂盒说明书按比例在组织中加入提取液ꎬ在冰浴

中匀浆后ꎬ４ ℃下 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ获得上清

液ꎬ测定蛋白含量ꎮ 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＢＡＲＳ 和

４￣ＨＮＥ含量ꎬ酶标仪检测波长为 ４５０ ｎｍꎮ ＭＤＡ 含量

使用紫外分光光度计检测ꎬ波长为 ５３２ ｎｍꎮ

１.８　 ＰＣＯ和 ８￣ＯＨｄＧ含量测定

采用蛋白质羰基含量检测试剂盒和 ＥＬＩＳＡ检测
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试剂盒分别测定 ＰＣＯ 和 ８￣ＯＨｄＧ 含量ꎬ检测仪器为

紫外分光光度计ꎬ波长设置 ３７０ ｎｍꎮ

１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｓ分析

肾组织加入裂解液后ꎬ置冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎻ４ ℃ꎬ

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ并测定蛋白

含量ꎻ制备样品进行蛋白电泳ꎬ蛋白印迹转膜后ꎬ用

ＴＢＳＴ清洗印迹膜 ３ 次ꎬ再置于封闭液中封闭ꎻ印迹

膜放入孵育盒中加入一抗ꎬ置 ４ ℃冰箱过夜ꎬ抗体稀

释度为 ＡＤＨ１ ( １ ∶ ３ ０００)、 ＡＬＤＨ２ ( １ ∶ ２ ０００)、

ＡＫＲ７Ａ１(１ ∶ １ ０００)和 β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ(１ ∶ １ ０００)ꎻＴＢＳＴ

清洗印迹膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ向孵育盒中加入二抗

(ＨＲＰ 山羊抗兔 ＩｇＧ)ꎬ１ ｈ 后ꎬ取出印迹膜ꎬ用 ＴＢＳＴ

清洗ꎮ 暗室里发光、曝光和显影后ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件分析蛋白条带的灰度值ꎮ

１.１０　 统计学方法

使用 ＳＰＳＳ ２３统计软件进行数据分析ꎮ 计量实验

数据以(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬＰ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 肾功能指标

铀染毒组尿中肌酐和尿素氮含量低于正常对照

组和 ＧＹＹ４１３７ 处理组ꎮ ＧＹＹ４１３７ 治疗组与铀染毒

组比较ꎬ尿中肌酐和尿素氮含量明显升高ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 １所示ꎮ

注:Ａ.尿中的肌酐分析ꎻＢ.尿中的尿素氮分析ꎻ与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组

比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 １　 ＧＹＹ４１３７对铀诱导的肾损伤影响

２.２　 肾损伤

与正常对照组相比ꎬ铀染毒组肾小管扩张明显ꎬ

肾小管上皮细胞可见坏死与脱落ꎬ管腔内出现管型

(图 ２ 中 黑 色 箭 头 所 示 )ꎮ 与 铀 染 毒 组 相 比ꎬ

ＧＹＹ４１３７治疗组ꎬ肾小管扩张较轻ꎬ肾小管上皮细胞

坏死与脱落少ꎬ未见管型ꎬ如图 ２所示ꎮ

图 ２　 病理学检查大鼠肾组织损伤(１０×４０)

􀅰３３􀅰



第 １期 华　 夏　 医　 学 第 ３７卷

２.３　 肾细胞凋亡

铀染毒组肾组织中的 Ｔｕｎｅｌ 阳性细胞多于正常

对照组ꎬＧＹＹ４１３７ 治疗组肾组织中的 Ｔｕｎｅｌ 阳性细

胞明显少于铀染毒组(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ３所示ꎮ

注:Ａ.荧光倒置显微镜观察凋亡细胞(１０×２０)ꎬ红色表示凋亡细胞ꎻＢ.细胞凋亡分析图ꎻ

与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ３　 Ｔｕｎｅｌ法检测大鼠肾组织中的细胞凋亡

　 　 流式细胞术检测发现ꎬ与正常对照组相比ꎬ铀染

毒组肾组织中的凋亡细胞百分比增加ꎮ 与铀染毒组

相比ꎬＧＹＹ４１３７治疗组肾组织中的凋亡细胞百分比

减少(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ４所示ꎮ

注:Ａ.流式细胞术检测细胞凋亡ꎻＢ. 细胞凋亡分析图ꎻ与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组比

较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡

２.４　 活性醛

铀染毒组肾组织中活性醛类物质 ＴＢＡＲＳ、ＭＤＡ

与 ４￣ＨＮＥ的含量高于正常对照组ꎬＧＹＹ４１３７ 组活性

醛类物质 ＴＢＡＲＳ、ＭＤＡ和 ４￣ＨＮＥ的含量低于铀染毒

组(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ５所示ꎮ
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注:Ａ.ＴＢＡＲＳ分析图ꎻＢ. ＭＤＡ分析图ꎻＣ. ４￣ＨＮＥ分析图ꎻ与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ５　 ＧＹＹ４１３７对铀染毒大鼠肾组织活性醛的影响

２.５　 ＰＣＯ和 ８￣ＯｈｄＧ
铀染毒组 ＰＣＯ含量和 ８￣ＯｈｄＧ 含量高于正常对

照组ꎬＧＹＹ４１３７治疗组 ＰＣＯ 含量和 ８￣ＯｈｄＧ 含量低

于铀暴露组(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ６所示ꎮ

注:与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组相

比ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ６　 ＧＹＹ４１３７对铀染毒大鼠肾组织 ＰＣＯ和 ８￣ＯｈｄＧ的影响

２.６　 醛代谢酶表达

铀染毒组 肾 组 织 醛 代 谢 酶 ＡＤＨ１、 ＡＬＤＨ２、

ＡＫＲ７Ａ１表达低于正常对照组ꎻ ＧＹＹ４１３７ 治疗组

ＡＤＨ１、ＡＬＤＨ２、ＡＫＲ７Ａ１表达高于铀染毒组ꎬ如图 ７

所示ꎮ
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注: Ａ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＡＤＨ１、 ＡＬＤＨ２、

ＡＫＲ７Ａ１表达ꎻＢ.ＡＤＨ１ 表达分析ꎻＣ.ＡＬＤＨ２

表达分析ꎻＤ.ＡＫＲ７Ａ１ 表达分析ꎻ与正常对

照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与铀染毒组比较ꎬ＃Ｐ<

０.０５ꎮ

图 ７　 大鼠肾组织醛代谢酶的表达及其分析

３　 讨论

在拮抗铀的肾毒性研究领域ꎬ有学者曾使用各

种外源性抗氧化剂ꎬ例如褪黑激素、氯化锌、细菌胞

外多糖、银杏叶提取物、食用鱼油等[１５]ꎬ探讨这些外

源性抗氧化剂对铀肾毒性的拮抗作用ꎬ把抗氧化酶

活性、ＭＤＡ 和 ＴＢＡＲＳ 水平作为缓解氧化应激的指

标ꎬ该策略重点在于清除活性氧ꎮ

活性醛已被证实是环境毒物或药物ꎬ是体内诱

导生物毒性和疾病的主要分子[１６]ꎮ ＭＤＡ 和 ４￣ＨＮＥ

参与介导镉、顺铂、尼古丁和黄曲霉素等引起的实验

动物的组织与细胞损伤[１７－１９]ꎮ 氧化应激理论指出ꎬ

在活性醛的形成过程中会产生新的活性氧ꎬ加重机

体的氧化应激作用ꎬ活性醛和蛋白质之间的加成反

应可促进超氧阴离子产生ꎬ活性醛和活性氧会相互

影响ꎬ这给抗氧化损伤的干预策略带来复杂性[９]ꎮ

有学者认为ꎬ铀进入细胞后ꎬ经 Ｆｅｎｔｏｎ反应被还原成

难溶性的铀ꎬ诱导活性氧产生ꎬ导致化学毒性[２０]ꎮ

本研究采用乙酸双氧铀作为染毒剂ꎬ诱导大鼠肾功

能异常和肾细胞凋亡ꎬ同时伴随着 ＴＢＡＲＳ、ＭＤＡ、４￣

ＨＮＥ、ＰＣＯ和 ８￣ＯｈｄＧ 等物质的含量升高ꎬ而 ＡＤＨ１、

ＡＬＤＨ２、ＡＫＲ７Ａ１ 等醛代谢酶的表达下降ꎬ结果表

明ꎬ这些与羰基应激的相关事件对于铀触发的大鼠

肾毒性至关重要ꎮ

作为一种还原剂ꎬＨ２Ｓ 的分子结构中含有巯基ꎬ

能通过化学反应直接清除外源性 ４￣ＨＮＥꎬ减少蛋白

羰基化和 ＤＮＡ 加合物的产生[２１－２３]ꎬ因此ꎬＨ２Ｓ 是一

种羰基清除剂ꎬ能有效清除细胞中活性醛和醛加合

物ꎬ这可能与谷胱甘肽的解毒机制相似[８]ꎮ 最重要

的是ꎬＨ２Ｓ 作为一种内源性信号气体分子ꎬ可在铀、

顺铂、庆大霉素等处理的大鼠肾组织中诱导谷胱甘

肽巯基转移酶表达[２３]ꎮ 在氧化应激状态下ꎬ４￣ＨＮＥ

主要通过 ＧＳＴ、ＡＬＤＨ２ 和 ＡＤＨ１ 介导相应代谢途径

进行代谢和解毒ꎬ醛酮还原酶催化包括 ＭＤＡ 和

４￣ＨＮＥ在内的多种活性醛类还原为毒性较小或无毒

的醇类ꎬ这是活性醛重要的解毒代谢途径[９ꎬ ２４]ꎮ

ＧＹＹ４１３７可削弱铀诱导活性醛、ＰＣＯ 和 ８￣ＯｈｄＧꎬ缓

解铀诱导的肾毒性ꎬ同时逆转铀抑制的醛代谢酶表

达ꎮ Ｈ２Ｓ能诱导特定醛代谢酶的产生ꎬ从而促进活

性醛的代谢ꎮ Ｈ２Ｓ 能通过抑制活性醛介导的羰基应

激而拮抗铀的肾细胞凋亡和肾毒性ꎬ这是 Ｈ２Ｓ 拮抗

铀引起的大鼠肾功能损伤的一个新途径ꎮ

４　 结论

Ｈ２Ｓ通过诱导醛代谢酶表达ꎬ促进活性醛代谢ꎬ

缓解羰基应激ꎬ从而发挥拮抗铀产生的大鼠肾毒性ꎮ
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