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槲皮素预防先天性肾积水的实验研究

刘明学１　刘　靖２　刘　星３　魏光辉３

【摘要】　目的　研究槲皮素对先天性肾积水的预防作用。 方法　在第１２个妊娠日（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ
ｄａｙ，ＧＤ），将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ孕鼠随机分为四组：对照组以玉米油灌胃，ＴＣＤＤ组以２，３，７，８—四氯二苯并二
英（２，３，７，８—ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｄｉｂｅｎｚｏｄｉｏｘｉｎ，ＴＣＤＤ，２５μｇ／ｋｇ）灌胃，槲皮素组以槲皮素（１００ｍｇ／ｋｇ）灌胃，ＴＣ
ＤＤ＋槲皮素组以槲皮素（１００ｍｇ／ｋｇ）及ＴＣＤＤ（２５μｇ／ｋｇ）灌胃。于ＧＤ１８，检查胎鼠畸形发生情况，并留
取胎鼠泌尿系统做组织学观察及免疫组化检测。 结果　对照组及槲皮素组胎鼠无畸形发生。ＴＣＤＤ
组胎鼠双侧肾盂及输尿管上段积水的发生率为１００％（肾积水３级占８４．１％，４级占１５．９％），ＴＣＤＤ＋
槲皮素组肾积水的发生率为１３．４％（均为３级），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学检测结
果显示，对照组与槲皮素组胎鼠输尿管黏膜上皮Ｐｒｘ１蛋白均呈阴性表达；ＴＣＤＤ组及ＴＣＤＤ＋槲皮素组
存在肾积水的胎鼠输尿管黏膜上皮呈阳性表达。ＴＣＤＤ组胎鼠输尿管黏膜上皮 Ｐｒｘ１蛋白阳性表达率
（１００％）高于ＴＣＤＤ＋槲皮素组（１３．４％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　槲皮素能有效降低
ＴＣＤＤ所致胎鼠肾积水的发生率，其对 ＴＣＤＤ所致胎鼠肾积水的预防作用与抑制胎鼠输尿管黏膜上皮
Ｐｒｘ１蛋白的表达有关。
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　　先天性肾积水是小儿泌尿外科常见病，其中绝
大部分是由肾盂输尿管连接处梗阻（ｕｒｅｔｅｒｏｐｅｌｖｉｃ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＰＪＯ）所致。ＵＰＪＯ的病因尚不
清楚，近年来其发病率不断上升，可能与工业化过程

中持久性环境污染物二英排放增加有关。２，３，７，
８－四氯二苯并二英（２，３，７，８－ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｄ
ｉｂｅｎｚｏｄｉｏｘｉｎ，ＴＣＤＤ）是毒性最强、目前研究最多的
二英，已有研究表明，在多种动物的胚胎期和哺乳

期，低剂量ＴＣＤＤ即可诱发肾积水［１］。作者前期的

研究也证实，ＴＣＤＤ能诱导小鼠发生肾积水，其病理
学表现与人类 ＵＰＪＯ相似［２］。ＴＣＤＤ的各种生物学
效应主要是通过激活芳香烃受体（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）实现［３］。植物中含量最高的黄酮类

化合物———槲皮素，是ＡｈＲ的天然配体，能与ＴＣＤＤ
竞争ＡｈＲ，且几乎没有毒副作用，可作为对抗 ＴＣＤＤ
的较好选择［４］。作者利用槲皮素对ＴＣＤＤ导致的先
天性肾积水进行干预，以期为 ＵＰＪＯ寻求一种安全
有效的预防方法。

材料与方法

一、实验动物与主要试剂

采用 １０～１２周龄、体重 ２０～２５ｇ的清洁级
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（购自重庆医科大学实验动物中
心）。Ｐｒｘ１羊抗鼠多克隆抗体（购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）；ＴＣＤＤ，玉米油，槲皮素（购自美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；ＤＡＢ显色试剂盒（购自北京中山生
物技术公司）

二、实验动物分组及处理

将小鼠饲养于清洁级笼具，环境温度为 ２３℃
～２５℃，湿度（５５±５）％，室内光照为１２ｈ／１２ｈ明
暗交替，自由摄食、饮水。适应新环境１周，雌雄鼠
各一只于黄昏时合笼交配，第２日晨观察雌鼠外阴，
见阴栓当日记为第 ０个妊娠日（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄａｙ，
ＧＤ）。每只孕鼠单独饲养，自由摄食、饮水。将孕鼠
随机分成对照组、ＴＣＤＤ组、槲皮素组、ＴＣＤＤ＋槲皮
素组，每组各１０只。在第１２个妊娠日（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ
ｄａｙ，ＧＤ），对照组孕鼠以玉米油（１２．５ｍＬ／ｋｇ）灌
胃；ＴＣＤＤ组孕鼠以ＴＣＤＤ（２５μｇ／ｋｇ，用玉米油配制
成２μｇ／ｍＬ）灌胃；槲皮素组以槲皮素（１００ｍｇ／ｋｇ，

用蒸馏水配制成８ｍｇ／ｍＬ）灌胃；ＴＣＤＤ＋槲皮素组
以槲皮素（１００ｍｇ／ｋｇ）灌胃，１ｈ后以ＴＣＤＤ（２５μｇ／
ｋｇ）灌胃。每日观察孕鼠外观、摄食、饮水及活动情
况，有无流产及早产，并称量体重。于ＧＤ１８称重后
脱颈处死孕鼠，统计胎鼠数及存活情况，有无死胎及

吸收胎，对每只胎鼠称重后断头处死，于显微镜下解

剖胎鼠，观察头颅、肢体及主要脏器有无畸形，并留

取胎鼠泌尿系统做组织学观察及免疫组化检测。

由于ＴＣＤＤ是剧毒化学品和一级致癌物，所有
参加实验的人员均学习安全操作规程，并严格按安

全操作规程进行实验，在进行危险操作时穿戴防护

衣、手套和面具；污染材料单独收集，按有害废物处

置，接受ＴＣＤＤ灌胃的孕鼠单独饲养，实验组孕鼠及
胎鼠的尸体按污染生物材料处置。

三、组织形态学观察

将留取的孕鼠及胎鼠各脏器标本用４％多聚甲
醛固定６ｈ，常规石蜡包埋、组织切片，苏木精—伊红

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色。具体步骤如下：
切片经二甲苯、梯度酒精脱蜡至水，苏木精染液染色

５～１５ｍｉｎ，０．５％盐酸酒精分色３０ｓ，流水冲洗１５～
３０ｍｉｎ，０．１％伊红染液染色 ２ｍｉｎ，依次经 ７０％、
８５％、９５％、１００％酒精脱水，各级为２～３ｍｉｎ，二甲
苯透明２次，共约１０ｍｉｎ，中性树胶封片，光学显微
镜观察。

根据肾积水程度将胎鼠肾积水分为五级：０级，
肾盂完全被肾乳头填充；１级，肾盂轻度扩张；２级，
肾乳头缩小，肾盂显著扩张；３级，肾乳头非常小，肾
组织被压缩；４级，肾乳头消失，肾组织菲薄［５］。

四、免疫组织化学检测

将石蜡切片放入６０℃烤箱加热２０ｍｉｎ，纯二甲
苯脱蜡２次，梯度酒精水化至水，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ×２
次。滴加３％甲醇—Ｈ２Ｏ２封闭，室温１０ｍｉｎ，消除内
源性过氧化物酶，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ×３次。０．０１Ｍ枸
橼酸盐缓冲液（ｐＨ６）浸泡，微波炉加热，室温冷却，
ＰＢＳ洗２～３次，各５ｍｉｎ，５％正常山羊血清室温封
闭２０ｍｉｎ，甩去多余液体。加入１μｇ／ｍＬ稀释的羊
抗鼠ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ１（Ｐｒｘ１）多克隆抗体，用 ＰＢＳ代
替一抗作为阴性对照，湿盒内４℃冰箱过夜。３７℃
复温４５ｍｉｎ，ＰＢＳ浸泡，５ｍｉｎ×３次，滴加二抗，室温
静置 １ｈ。ＰＢＳ浸泡，ＤＡＢ显色。自来水冲洗

·９２４·
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１０ｍｉｎ，苏木精复染 １５～３０ｓ，１％盐酸酒精分化。
常规梯度酒精脱水、二甲苯透明、封片保存。显微镜

下观察。结果判断：以细胞浆呈棕色颗粒状者为阳

性细胞，以阳性细胞数占同类细胞总数的５％以上
为阳性。

五、统计学处理

以ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计数资料采
用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验，计量资料以均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示，多组间均数比较采用方差分析。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　果

一、各处理因素对孕鼠的影响

与对照组比较，各处理组孕鼠外观无异常，皮毛

色泽光亮，无脱毛，摄食、饮水及活动正常，无流产及

早产；各组产仔数比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５），对
照组胎鼠 ７１只，ＴＣＤＤ组 ６９只，槲皮素组 ６９只，
ＴＣＤＤ＋槲皮素组６７只；每日体重增长与对照组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　灌胃后孕鼠每日体重（ｇ，ｘ±ｓ）

分组 ＧＤ１２ ＧＤ１３ ＧＤ１４ ＧＤ１５ ＧＤ１６ ＧＤ１７ ＧＤ１８

对照组 ２５．５５±０．５８ ２６．６４±０．５８ ２７．７８±０．７９ ２８．９９±０．８５ ３０．２４±０．９３ ３１．４１±０．８８ ３２．２２±０．９２

ＴＣＤＤ组 ２５．２９±０．４８ ２６．４８±０．５５ ２７．６４±０．６４ ２８．８６±０．７０ ３０．０５±０．７６ ３１．２１±０．７７ ３２．１２±０．８１

槲皮素组 ２５．４５±０．５０ ２６．４４±０．５８ ２７．６９±０．６１ ２８．９６±０．６１ 　３０．１±０．６２ ３１．２８±０．７０ ３２．１２±０．８３

ＴＣＤＤ＋槲皮素组 ２５．４５±０．５２ ２６．５９±０．５４ ２７．６６±０．７６ ２８．８７±０．８０ 　３０．１±０．８２ ３１．１９±０．８４ ３２．１２±０．９６

　　注：各组间每日体重比较，Ｐ＞０．０５。

　　二、各处理因素对胎鼠的影响
各组胎鼠体重差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表

２），均为活胎，无死胎及吸收胎。对照组胎鼠双侧
肾脏、输尿管及膀胱均正常，其余各脏器也均正常。

ＴＣＤＤ组全部胎鼠双侧肾盂及上段输尿管积水扩张
明显（１００％），输尿管中段扭曲、折叠，下段输尿管
及膀胱外观正常，其余各脏器均正常。槲皮素组胎

鼠双侧肾脏、输尿管及膀胱均正常，其余各脏器也均

正常。ＴＣＤＤ＋槲皮素组，５８只胎鼠双侧肾脏、输尿
管及膀胱均正常，９只胎鼠双侧肾盂及上段输尿管
积水扩张明显（１３．４％），输尿管中段扭曲、折叠，下
段输尿管及膀胱外观正常，其余各脏器均无明显畸

形。ＴＣＤＤ组胎鼠肾积水的发生率高于其余各组（Ｐ
＜０．０５）。ＧＤ１８，各组胎鼠泌尿系统解剖学表现见
图１。

表２　妊娠第１８天胎鼠体重（ｇ，ｘ±ｓ）

组别 体重

对照组 ０．８５±０．０３

ＴＣＤＤ组 ０．８６±０．０４

槲皮素组 ０．８６±０．０４

ＴＣＤＤ＋槲皮素组 ０．８６±０．０３

　　注：各组间两两比较，Ｐ＞０．０５

　　三、胎鼠泌尿系统组织学表现
ＨＥ染色切片结果显示，对照组、槲皮素组的肾

脏、输尿管组织学表现均正常。ＴＣＤＤ组双侧肾积
水发生率为１００％，胎鼠肾间质纤维化；其中５８只

胎鼠１１６侧肾脏为３级肾积水（８４．１％）；１１只胎鼠
２２侧肾脏为４级肾积水（１５．９％）；输尿管平滑肌层
未见明显异常，中下段输尿管黏膜移行上皮增生，管

腔变窄。ＴＣＤＤ＋槲皮素组有肾积水表现的９只胎
鼠中，１８侧肾脏均为３级肾积水（１３．４％），输尿管
平滑肌层未见明显异常，中下段输尿管黏膜移行上

皮增生，管腔变窄；其余５８只胎鼠双侧肾脏、输尿管
均正常。ＴＣＤＤ组胎鼠肾积水的发生率高于其余各
组（Ｐ＜０．０５）。各组胎鼠膀胱的组织学表现均正
常。ＧＤ１８，各组胎鼠的肾脏及输尿管组织学表现见
图２、图３；各组胎鼠肾积水发生率见表３。

表３　胎鼠畸形的发生情况（只，％）

组别
胎鼠数▲
（只）

肾积水胎鼠数

（只）

肾积水发生率

（％）

对照组 ７１ 　０ ０

ＴＣＤＤ组 ６９ ６９ １００

槲皮素组 ６９ 　０ ０

ＴＣＤＤ＋槲皮素组 ６７ 　９ １３．４

　　注：与其余各组比较，Ｐ＜０．０１；▲各组间两两比较，Ｐ＞０．０５

　　四、免疫组织化学检测结果
ＧＤ１８，对照组与槲皮素组胎鼠输尿管黏膜上皮

Ｐｒｘ１蛋白均呈阴性表达；ＴＣＤＤ组均呈阳性表达
（１００％）；ＴＣＤＤ＋槲皮素组有肾积水表现的９只胎
鼠，１８条输尿管的黏膜上皮 Ｐｒｘ１蛋白呈阳性表达
（１３．４％），其余为阴性表达（表４）。ＴＣＤＤ组胎鼠
输尿管黏膜上皮Ｐｒｘ１蛋白阳性表达率高于其余各
组（Ｐ＜０．０５）。各组免疫组化染色见图４。
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表４　Ｐｒｘ１蛋白在胎鼠输尿管上皮的表达情况

组别
胎鼠数

（只）

黏膜上皮Ｐｒｘ１蛋白阳性
表达的输尿管数（条）

阳性率

（％）

对照组 ７１ 　０ 　０

ＴＣＤＤ组 ６９ １３８ １００

槲皮素组 ６９ 　０ 　０

ＴＣＤＤ＋槲皮素组 ６７ 　１８ 　１３．４

　　注：与各组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＴＣＤＤ组及 ＴＣＤＤ＋槲皮素
组比较，Ｐ＜０．０１，与对照组比较，Ｐ＞０．０５。

讨　论

槲皮素是一种天然黄酮类化合物，化学名为３，
３’，４’，５，７—五羟基黄酮，多以糖苷的形式存在于植
物的花、叶、果实中，如芦丁（芸香苷）、槲皮苷、金丝

桃苷等。许多植物，包括中草药如槐米、红枣、罗布

麻、桑叶、银杏叶、三七、金荞麦等均含此成分，槐米

花中含量高达４％。槲皮素具有抗肿瘤、抗炎、抗氧
化和清除自由基等多种生物活性［６］。

多种黄酮类化合物与 ＴＣＤＤ一样，都是依赖
ＡｈＲ而发挥其各自的生物学作用。两者的受体后
机制一样：芳香烃受体复合物与芳香烃受体核转位

子结合形成异型二聚体进入细胞核内，与特异的

ＤＮＡ序列———二英反应元件结合，激活启动Ｐ４５０
基因超家族，再启动下游靶基因的转录，诱导产生多

种生物学效应［７］。为何黄酮类化合物通过 ＡｈＲ产
生有益的生物学作用，而 ＴＣＤＤ产生有害的作用？
其原因目前尚不清楚，估计与启动不同的下游靶基

因有关。槲皮素与ＴＣＤＤ的化学结构都具有多环芳
香烃的特征，决定了它们都能与 ＡｈＲ紧密结合，且
槲皮素可优先与ＡｈＲ结合，但需要高于 ＴＣＤＤ数千
倍的浓度才能与之竞争［７］。此外，槲皮素还能抑制

被ＴＣＤＤ激活的ＡｈＲ［８］。

·１３４·
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基于黄酮类化合物与ＡｈＲ的密切关系，已有学
者将某些黄酮类化合物用于预防 ＴＣＤＤ所致肾积
水。ＪａｎｇＪＹ等［５］对α—萘黄酮对抗ＴＣＤＤ的致畸效
应进行了研究，在 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠妊娠第１２天，给
予ＴＣＤＤ灌胃后，一次性给予孕鼠５０μｇ／ｋｇ的 α—

萘黄酮灌胃；或于妊娠第８～１３天，每天给予孕鼠
５ｍｇ／ｋｇ灌胃，在妊娠第 １２天，给予 ＴＣＤＤ灌胃。
妊娠第１８天，连续给予 α—萘黄酮组胎鼠肾积水和

输尿管积水程度明显减轻，肾积水发生率为１００％。
利用另一种黄酮类化合物白藜芦醇进行类似实验，

也得到同样的结果［９］。在这两项研究中，胎鼠肾积

水的发生率无降低，估计与给予 α－萘黄酮或白藜
芦醇剂量过低有关。因为黄酮类化合物在体内半衰

期较短［１０］；而二英在体内的半衰期长达数月至数

年，低剂量给药及较短的半衰期，使不能维持足够长

时间的体内有效浓度，使对抗ＴＣＤＤ的作用有限。
作者于 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠妊娠第１２天，ＴＣＤＤ灌

胃前 １ｈ，一次性给予孕鼠较大剂量槲皮素
（１００ｍｇ／ｋｇ，按照摩尔数计算，剂量接近 ＴＣＤＤ的
４０００倍），使 ＴＣＤＤ所致胎鼠肾积水的发生率由
１００％降至１３．４％。槲皮素存在于多种植物中，包
括小鼠在内的杂食性动物每天所摄取食物中即含有

一定量的槲皮素，其毒副作用轻微，食用安全。

ＨＥ染色及免疫组化结果表明，槲皮素减轻了
ＴＣＤＤ导致的胎鼠输尿管黏膜上皮增生，降低了胎
鼠输尿管黏膜上皮Ｐｒｘ１蛋白的表达。Ｐｒｘ１蛋白与
细胞增殖和分化密切相关，被称为增殖相关蛋白，可

通过ｃ—Ａｂｌ基因和ｃ—Ｍｙｃ基因调节细胞周期，而达
到促进细胞增殖的作用［１１］。此外，Ｐｒｘ１蛋白促进
细胞增殖的作用还与减少细胞凋亡有关。在前期研

究中，作者已经证实 ＴＣＤＤ导致小鼠先天性肾积水
是由于胎鼠输尿管黏膜上皮 Ｐｒｘ１蛋白表达增强，
刺激输尿管黏膜上皮增生，引起输尿管管腔狭窄所

致［５］。槲皮素通过抑制 Ｐｒｘ１蛋白表达，减少了其
对胎鼠输尿管黏膜上皮的增生刺激作用，从而有效

降低了胎鼠肾积水的发生率。与 ＪａｎｇＪＹ等［８，１８］的

研究相比，槲皮素能有效降低 ＴＣＤＤ所致胎鼠肾积
水的发生率，除与其用量较大有关外，另一方面是由

于槲皮素更具有针对性，即它抑制了 ＴＣＤＤ导致胎
鼠肾积水的靶蛋白———Ｐｒｘ１蛋白。

本实验利用槲皮素对ＴＣＤＤ导致的先天性肾积
水进行干预，发现槲皮素能预防 ＴＣＤＤ诱导的小鼠
先天性肾积水，且没有明显毒副作用，这对预防人类

ＵＰＪＯ有一定启发意义。槲皮素对肾积水的预防作

用与其降低胎鼠输尿管黏膜上皮 Ｐｒｘ１蛋白的表
达，减轻ＴＣＤＤ所致胎鼠输尿管黏膜上皮增生有关。
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