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Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾损伤及氧化应激作用

韩　滨，张丽丽，由振强，辛艳飞，陈云祥，陈国灿，徐潘生，陈　颖，宣尧仙
（浙江省医学科学院安全性评价研究中心，浙江 杭州 ３１００１３）

　　摘要：目的　研究Ｄ硝基精氨酸（ＤＮＮＡ）对小鼠的肾损伤及其氧化应激机制。方法　ＩＣＲ小鼠 ｉｇ给
予ＤＮＮＡ１５０，５０和１５ｍｇ·ｋｇ－１，连续３０ｄ。测定并计算肾系数；血液生化分析仪检测血清中肌酐（Ｃｒｅａ）和
尿素氮（ＢＵＮ）；分光光度法测定肾组织一氧化氮（ＮＯ），硫代巴比妥酸法测丙二醛（ＭＤＡ）含量，比色法测定
谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性；观察肾病理组织学变化。结果　与５％葡萄糖
对照组相比，ＤＮＮＡ１５０，５０和 １５ｍｇ·ｋｇ－１组血清中 ＢＵＮ分别明显升高了 ８３．６％，３６．２％和 ２７．４％
（Ｐ＜０．０５），ＤＮＮＡ１５０和５０ｍｇ·ｋｇ－１组血清中Ｃｒｅａ分别明显升高了２８１．６％和１０．６％（Ｐ＜０．０５）；ＤＮＮＡ
１５０ｍｇ·ｋｇ－１组肾系数和ＮＯ水平分别明显降低了５．６％和２５．５％（Ｐ＜０．０５）；ＤＮＮＡ１５０和５０ｍｇ·ｋｇ－１组
肾组织中ＭＤＡ水平分别明显升高了６９．０％和３６．９％（Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ活性和 ＧＳＨＰｘ活性分别明显下降
了１７．４％和１７．７％，７．３％和１３．７％（Ｐ＜０．０５）；ＤＮＮＡ１５０ｍｇ·ｋｇ－１组病理检查可见肾小管损伤，嗜碱性
变，萎缩或囊性扩张和间质炎性浸润，ＤＮＮＡ５０和１５ｍｇ·ｋｇ－１组出现炎症细胞浸润。结论　ＤＮＮＡ对小鼠
肾有一定的损伤作用，其作用机制可能与ＤＮＮＡ的手性转化产物ＬＮＮＡ导致ＮＯ合成减少，产生ＲＯＳ有关。
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　　Ｄ硝基精氨酸（ＮＧｎｉｔｒｏＤａｒｇｉｎｉｎｅ，ＤＮＮＡ）在
体内可发生手性转化，生成Ｌ型对映异构体，而肾是
ＤＮＮＡ发生手性转化的主要器官，约有 ８０％的
ＤＮＮＡ在肾发生手性转化。研究证实，ＤＮＮＡ手性
转化存在两步反应机制：① ＤＮＮＡ在肾 Ｄ型氨基
酸氧化酶（Ｄａｍｉｎｏａｃｉｄｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＡＯ）作用下氧
化脱氨生成 α酮酸；② α酮酸在转氨酶参与下，通
过立体选择性获取氨基生成 Ｌ硝基精氨酸
（ＮＧｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅ，ＬＮＮＡ），实现手性转化［１－４］。

ＤＮＮＡ的手性转化产物 ＬＮＮＡ是一氧化氮合酶
（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）的抑制剂，ＮＯＳ活性被抑
制后，可减少体内 ＮＯ生成，而 ＮＯ是体内一种重要
的生物信号分子，具有调节血管阻力、血压、血小板

聚集与黏附等多种生物学作用，ＮＯ生成减少会引
起动物血压长时间升高、肾动脉管腔缩小、动脉管壁

的局限性坏死和微细血管堵塞，引起多种病理损伤。

前期研究还发现在ＤＮＮＡ手型转化过程中，会产生
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大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），生理状态的
自由基有刺激细胞生长作用，但是当自由基的产生和

清除的平衡状态被打破后，自由基大量堆积，会导致氧

化应激，引发脂质过氧化，形成脂质过氧化物，对蛋白

质、脂肪和核酸均具有损害作用，造成氧化损伤［５］。

ＲＯＳ和 ＮＯ减少在肾功能损伤中起重要作
用［６－７］。ＤＮＮＡ在肾手性转化过程中产生的大量
ＲＯＳ和对ＮＯＳ活性的抑制可能会对肾有损伤作用。
为此，本研究通过长期给药，观察ＤＮＮＡ对 ＩＣＲ小
鼠肾损伤作用，并探讨其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
ＤＮＮＡ购自ＢａｃｈｅｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，用５％葡

萄糖超声溶解；ＮＯ试剂盒，超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒ
ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ），丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ），谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）试剂盒，购自南京建成生物工程研究
所。全自动血液生化分析仪（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）。
１．２　动物及分组处理

４０只健康 ＩＣＲ小鼠，雄性，体质量１８～２２ｇ，清
洁级，由浙江省实验动物中心提供。动物合格证号：

００１００４０。饲养于屏障系统动物实验房内，自由饮水
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摄食，饲料为全价营养颗粒饲料，饮水为城市饮用水

经ＬＡＷＳ２０００实验动物反渗透纯水机处理。小鼠随
机分为４组，每组１０只：５％葡萄糖对照组，ＤＮＮＡ
１５０，５０和１５ｍｇ·ｋｇ－１组，连续ｉｐ给药３０ｄ。给药结
束次日进行小鼠称重和所有指标的检测检查。

１．３　肾功能检测
给药结束次日，小鼠眼眶采血，３０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ得到血清，用全自动生化分析仪测定血清肌酐
（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒｅａ）以及血清尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）水平。
１．４　肾系数的测定

小鼠手术分离取肾，除去周围结缔脂肪组织，用

冷生理盐水冲洗，除去血液，滤纸拭干，电子天平精

确称重，按下述公式计算肾系数：

肾系数（ｍｇ·ｇ－１）＝肾质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）。
１．５　肾ＮＯ水平的检测

取１ｇ肾组织加入９ｍｌ生理盐水于玻璃匀浆管
中制成 １０％ 组织匀浆，于 ４℃ １２０００×ｇ离心 ２０
ｍｉｎ，取上清，按照试剂盒说明采用分光光度法进行
ＮＯ指标检测。
１．６　肾ＭＤＡ水平、比色法检测肾ＧＳＨＰｘ和ＳＯＤ
活性的测定

取制备好的肾组织匀浆上清液，按照说明书硫

代巴比妥酸法检测肾组织匀浆的 ＭＤＡ含量、以比
色法检测ＧＳＨＰｘ和ＳＯＤ活性。
１．７　组织病理学观察

肾用体积分数为１０％甲醛固定４８ｈ，经常规取
材，脱水后石蜡包埋，制片，ＨＥ染色，在光镜下检查。
１．８　统计学分析

实验结果数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分
析，组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　Ｄ硝基精氨酸对小鼠血清肌酐和尿素氮水平
的影响

表１结果显示，与５％葡萄糖对照组比较，血清
中ＢＵＮ随 ＤＮＮＡ剂量的增加而增加（Ｐ＜０．０５）；
ＤＮＮＡ１５０和 ５０ｍｇ·ｋｇ－１组 Ｃｒｅａ明显升高（Ｐ＜
０．０５），ＤＮＮＡ１５ｍｇ·ｋｇ－１组无显著变化。
２．２　Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾系数的影响

与５％葡萄糖对照组肾系数（１７．７４±０．６９）
ｍｇ·ｇ－１相 比，ＤＮＮＡ １５０ｍｇ·ｋｇ－１组 肾 系 数
（１６．７４±０．５５）ｍｇ·ｇ－１明显降低（Ｐ＜０．０５），ＤＮＮＡ
５０和 １５ｍｇ·ｋｇ－１组肾系数无明显差异，分别为
１７．６４±１．１９和（１７．４９±１．１７）ｍｇ·ｇ－１。

表１　Ｄ硝基精氨酸（ＤＮＮＡ）对小鼠血清尿素氮（Ｃｒｅａ）和
尿肌酐（ＢＵＮ）水平的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＧｎｉｔｒｏＤａｒｇｉｎｉｎｅ（ＤＮＮＡ）ｏｎｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｃｒｅａ）ａｎｄｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＢＵＮ）ｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｍｉｃｅ

组别 ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｒｅａ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

５％葡萄糖对照 ５．２５±０．４７ ４５．２±３．９
ＤＮＮＡ １５ ６．６９±１．０１ ４６．４±１．８
　　　　５０ ７．１５±０．８９ ５０．６±８．５

　　　 １５０ ９．６１±３．２０ １７２．４±６２．８

小鼠分别ｉｐ给予５％葡萄糖或ＤＮＮＡ１５～１５０ｍｇ·ｋｇ－１，每天１次，
连续３０ｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与５％葡萄糖对照
组比较．

２．３　Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾组织中ＮＯ水平的影响
与５％葡萄糖对照组小鼠肾组织中 ＮＯ水平

（１２．８±１．２）μｍｏｌ·Ｌ－１相比，只有 ＤＮＮＡ１５０
ｍｇ·ｋｇ－１小鼠肾组织中 ＮＯ水平为（１０．２±２．６）
μｍｏｌ·Ｌ－１，明显降低（Ｐ＜０．０５），ＤＮＮＡ５０和 １５
ｍｇ·ｋｇ－１组肾组织中 ＮＯ水平无明显差异，分别为
（１１．４±２．２）μｍｏｌ·Ｌ－１和（１２．２±１．６）μｍｏｌ·Ｌ－１。
２．４　Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾ＭＤＡ水平和ＧＳＨＰｘ
及ＳＯＤ活性的影响

如表２所示，与５％葡萄糖对照组相比，ＤＮＮＡ
５０和１５０ｍｇ·ｋｇ－１组 ＭＤＡ水平和 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ
活性明显升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＤＮＮＡ１５
ｍｇ·ｋｇ－１组无显著差异。

表２　ＤＮＮＡ对小鼠肾丙二醛（ＭＤＡ）含量，谷胱甘肽过氧
化酶（ＧＳＨＰｘ）及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＮＡｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｒｅｎａｌｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨＰｘ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｋｉｄｎｅｙｓｏｆｍｉｃｅ

组别
ＳＯＤ／
ｋＵ·ｇ－１

ＧＳＨＰｘ／
ｋＵ·ｇ－１

ＭＤＡ／
ｍｍｏｌ·ｇ－１

５％葡萄糖对照 ８２±１２ ２２６±１４ ０．８±０．１
ＤＮＮＡ １５ ８５±１９ ２１９±２９ ０．９±０．３
　　　　５０ ７７±１２ １９６±３３ １．２±０．３

　　　 １５０ ６８±２８ １８６±２７ １．４±０．５

动物分组及给药见表１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与
５％葡萄糖对照组比较．

２．５　Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾组织的作用
光镜检查发现，５％葡萄糖对照组小鼠肾小球、肾

小管结构清晰、形态正常，无异常病理表现（图１Ａ）。
ＤＮＮＡ给药组小鼠肾产生一定的病理形态变化，
ＤＮＮＡ１５和５０ｍｇ·ｋｇ－１主要表现为炎症细胞浸润
（图１Ｂ，Ｃ）。ＤＮＮＡ１５０ｍｇ·ｋｇ－１组主要表现为肾
小管损伤，嗜碱性变、萎缩或囊性扩张，间质炎性浸

润（图１Ｄ）。
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图１　Ｄ硝基精氨酸对小鼠肾组织的作用．动物分组及给药见表１．Ａ：５％葡萄糖对照组，肾组织结构正常；Ｂ：ＤＮＮＡ１５ｍｇ·ｋｇ－１组，间
质炎性浸润（箭头所示）；Ｃ：ＤＮＮＡ５０ｍｇｐ·ｋｇ－１组，间质炎性浸润（箭头所示）；Ｄ：ＤＮＮＡ１５０ｍｇ·ｋｇ－１组，肾小管损伤，间质炎性浸润．
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＮＡｏｎｋｉｄｎｅｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｉｃｅ．

３　讨论

Ｃｒｅａ和ＢＵＮ是肾功能的主要指标，如果肾功能
受损，排除尿素的能力自然下降，血液中 Ｃｒｅａ和
ＢＵＮ水平就会升高。本实验对 ＩＣＲ小鼠给予
ＤＮＮＡ１５０和５０ｍｇ·ｋｇ－１后，小鼠血清中 Ｃｒｅａ和
ＢＵＮ的含量明显升高，表明 ＤＮＮＡ对肾功能具有
损伤作用，肾病理学检查同样证实长期给予 ＤＮＮＡ
会引起肾病理改变。

研究表明，肾是 ＤＮＮＡ在体内发生手性转化
的主要器官，在手性转化过程中产生了大量对肾有

损伤的ＲＯＳ［８－９］，ＲＯＳ可以和细胞大分子反应，导致
脂质过氧化。脂质过氧化可能导致膜损伤，ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ是机体主要的抗氧化酶［１０－１２］，ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ水平反映机体抗氧化能力。ＭＤＡ是脂质过
氧化的产物，通过 ＭＤＡ含量可以反映脂质过氧化
程度［１３］。本实验给予 ＩＣＲ小鼠 ＤＮＮＡ１５０和 ５０
ｍｇ·ｋｇ－１后，小鼠肾组织 ＭＤＡ水平明显升高，ＳＯＤ
活性和ＧＳＨＰｘ活性明显下降，表明 ＤＮＮＡ对肾具
有一定的氧化损伤作用。

ＬＮＮＡ是ＤＮＮＡ发生手性转化的产物，ＬＮＮＡ
是一种 ＮＯＳ抑制剂，在体内 ＮＯ是由 ＮＯＳ催化
ＬＮＮＡ氧化生成，ＮＯ作为体内的重要信号分子，它
能舒张血管，抑制血小板黏附、聚集，抑制白细胞黏

附、浸润，减轻炎症介导的细胞坏死，从而保护组织

细胞。本实验长期给予 ＩＣＲ小鼠 ＤＮＮＡ１５０
ｍｇ·ｋｇ－１后发现，肾 ＮＯ水平明显降低，在生理条件
下释放的ＮＯ使血小板处于较低水平的活化状态，
防止其黏附聚集，ＮＯＳ活性受到抑制使 ＮＯ合成减
少，导致血小板活化，并释放血栓素、５羟色胺、腺
嘌呤核苷酸、血小板源性生长因子等引起血管收缩，

平滑肌细胞增生并向内膜下迁移，白细胞向内膜黏

附，破坏内皮细胞功能［１４］，当内皮细胞功能破坏时，

局部血管收缩，血小板黏附、聚集功能增强，血液黏

滞性增高，加重微循环障碍，增加外周阻力，导致血

压升高［１５］从而对肾造成损伤作用。

ＤＮＮＡ的手性转化产物ＬＮＮＡ能抑制ＮＯＳ活
性导致ＮＯ生成减少，手性转化过程中产大量ＲＯＳ，
而哺乳动物对外源物进行生物转化过程中产生的活

性氧自由基能够破坏机体的抗氧化防御系统［１６］，
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使机体受到超氧游离基的攻击造成组织细胞损

伤［１７－１８］。肾是ＤＮＮＡ发生手性转化的主要器官，
约有８０％ＤＮＮＡ在肾发生手性转化，对肾造成的损
伤较大，所以使小鼠肾质量和肾系数变小。

综上所述，本研究发现，长期给予 ＤＮＮＡ对小
鼠肾具有一定的损伤作用，且存在一定的剂量关系，

其氧化应激的机制与 ＤＮＮＡ的手性转化产物
ＬＮＮＡ导致 ＮＯ合成减少，造成肾血管系统功能病
变以及在转化过程中产生的ＲＯＳ有关。
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（本文编辑：乔　虹）

祝贺《中国药理学与毒理学杂志》被评为

ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊（Ａ）！

近日，本刊编辑部收到武汉大学中国科学评价研究中心（ＲＣＣＳＥ）的通知：贵刊在第二届中国学术期刊
评价中被评为“ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊（Ａ）”。至此，本刊成为国内全部权威期刊评价体系中的核心期
刊。中国核心学术期刊（Ａ）为排在５％～２０％的期刊，占各学科期刊总数的１５％。

《中国药理学与毒理学杂志》编辑部

２０１１．０５．０９
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