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肾损伤分子-1、丛生蛋白和胱抑素 C 对庆大霉素诱导的大鼠肾损伤 

早期预测的研究 
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摘  要：目的  应用庆大霉素（GM）诱导的大鼠亚急性肾损伤模型，研究一组新的生物标志物肾损伤分子-1（kidney injury 
molecule-1，Kim-1）、丛生蛋白（clusterin）和胱抑素 C（cystatin C）在尿液中的变化，并与传统生物标志物血肌酐（SCr）和

尿素氮（BUN）进行比较，评价其对肾损伤的早期预测性。方法  建立 GM 诱导的大鼠亚急性肾损伤动物模型，检测不同

给药时间点模型组和对照组大鼠的 SCr、BUN 和尿 Kim-1、clusterin 与 cystatin C 水平，并进行肾组织病理学检查。结果  在
SCr、BUN 和肾组织病理学未出现异常变化时，大鼠尿 Kim-1、clusterin、cystatin C 就表现出明显的升高，并随给药时间延

长呈线性升高。在 SCr、BUN 和尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C 测定结果的 ROC 曲线中，尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C
的曲线下面积均大于 0.9。结论  尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C 在肾损伤中具有良好的敏感性和特异性，能够提高对药物

诱导的肾损伤的早期预测能力。 
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Early prediction of urinary kidney injury molecule-1, clusterin, and cystatin C  
in Gentamycin-induced kidney injury in rats 
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Abstract: Objective  To investigate the expression of a new panel of biomarkers, such as kidney injury molecule-1 (Kim-1), 
clusterin, and cystatin C, in rat model of subacute kidney injury induced by Gentamycin (GM). The evaluation of the urinary Kim-1, 
clusterin, and cystatin C was more sensitive and specific than that of SCr and BUN in monitoring generalized renal injury. The model 
of renal injury in the early prediction was established. Methods  Rat model of subacute kidney injury induced by GM was established. 
At different time the expressions of SCr and BUN in the control and chemical-treated groups were determined, the kidney tissue was 
observed for histopathology, the secretion of Kim-1, clusterin, and cystatin C in urine was determined by ELISA. Results  Urinary 
Kim-1, clusterin, and cystatin C showed a significant increase and a clear upward trend with time when serum creatinine, blood urea 
nitrogen, and renal histopathology do not appear abnormal level of minor changes; ELISA showed that the Kim-1, clusterin, and 
cystatin C contents in urine of model rats sharply increased. Comparison of the ROC areas of SCr, BUN, and urinary Kim-1, clusterin 
and cystatin C in the established model, and the areas of urinary Kim-1, clusterin, and cystatin C were always larger than 0.9. 
Conclusion  Kim-1, clusterin, and cystatin C may be used as sensitive markers for early diagnosis of kidney injury induced by GM. 
Key words: Gentamycins (GM); kidney injury molecule-1 (Kim-1); clusterin; cystatin C; SCr; BUN 
 

肾脏是药物不良反应的主要靶器官。肾脏易受

药物损害的原因主要有：①肾血液的高灌流率增加

了肾脏接触毒物的机会；②肾近曲小管由于主动重

吸收和分泌功能使毒物达到较高的浓度；③细胞内

离子转运系统使毒物在细胞内聚集；④肾近曲小管

含有多种生物转化酶能代谢活化外源性毒物。 
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目前，临床前安全性评价中判断受试药物有无

肾毒性主要借助于血肌酐（SCr）和尿素氮（BUN）

的检测及组织病理学检查。由于 SCr 和 BUN 易受

肾外多种因素的影响，且其水平的升高常发生在肾

脏功能受损 50%以上时，因此不能及时、准确地反

映肾功能损伤；而组织病理学检查也只能发现已经

出现器质性病变的肾损伤，从而使得具有潜在肾毒

性的候选药物漏过临床前阶段检查，进而在临床阶

段或上市后出现严重的肾毒性。因此，寻找早期、

更敏感和特异的肾毒性生物标记物，对于临床前安

全性评价工作尤为重要。 
本研究选择了目前在肾毒性研究中颇受关注的

3 个生物标记物，即肾损伤分子-1（kidney injury 
molecule-1，Kim-1）、丛生蛋白（clusterin）和胱抑

素 C（cystatin C），通过建立庆大霉素肾损伤模型，

观察它们在尿液中的变化，评价其对肾毒性的早期

预测是否优于传统的检测方法。 
1  材料与方法 
1.1  试剂和仪器 

硫酸庆大霉素（GM，Sigma 公司，批号

354k8526），大鼠 Kim-1 ELISA 测试试剂盒（美国

R&D 公司），大鼠 clusterin ELISA 测试试剂盒、大

鼠 cystatin C ELISA 测试试剂盒（Biovendor 公司），

SCr、尿肌酐试剂、BUN（北京中生北控生物技术

科技股份有限公司）。 
Sunrise 酶标仪（Tecan 公司），Olympus BX51

普通光学显微镜（日本 Olympus 公司），Canon power 
shat S45 病理显微摄影仪（日本 Canon 公司），7080
全自动生化分析仪（日立公司）。 
1.2  动物分组和给药 

健康雄性 SD 大鼠 36 只，SPF 级，体质量 250～
300 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，

动物许可证号 SCXK（京）2006-0009。经适应期后，

随机分为对照组和模型组各 3 组，每组 6 只，对照

组 ip 给予生理盐水，模型组 ip 给予 120 mg/kg GM，

每天给药 1 次，连续给药 12 d，给药体积 5 mL/kg。 
1.3  血尿液收集和剖检 

各组大鼠于剖检前1 d置于代谢笼内收集尿液，

禁食，可自由摄水，尿液经 3 000 r/min 离心 10 min
后取上清液置于 − 80 ℃冰箱内冷冻保存，用于尿

液肌酐、Kim-1、clusterin 和 cystatin C 的检测。 
GM 于给药 6、9、12 d 的隔日 ip 给予苯妥英钠

麻醉后，取全血经 3 000 r/min 离心 10 min 后留取血

清用于 SCr 和 BUN 检测。 
1.4  大鼠 SCr、BUN 和尿肌酐及尿液 Kim-1、
clusterin 和 cystatin C 的检查 

使用自动生化仪对 SCr、BUN 和尿肌酐进行检

测。尿液 Kim-1、clusterin 和 cystatin C 分别采用

Kim-1、clusterin 和 cystatin C ELISA 试剂盒检测，

操作步骤按试剂盒说明书进行，检测波长为 450 
nm，经酶标仪检测并读取吸光度（A）值，以 A 值

为纵坐标，标准品浓度为横坐标绘制曲线，根据样

品的 A 值查找其浓度范围。 
1.5  大鼠肾组织病理学观察 

大鼠放血处死，摘取肾脏，10%中性福尔马林

固定，用于组织病理学检查。 
取各组大鼠肾组织作常规石蜡包埋、切片和HE

染色后，于普通光学显微镜下检查。 
1.6  统计分析 

采用 SPSS13.0 统计软件对各给药组与模型组

间进行两样本 t 检验，使用 Medcale 软件绘制 ROC
曲线，双尾 P＜0.05 被认为有统计学意义。 
2  结果 
2.1  肾组织病理学检查 

对照组大鼠肾组织无明显病理改变。GM 肾损

伤模型组，给药 6 d 肾脏未见明显病理改变；给药 9 
d 和 12 d 后，引起肾小管扩张、变性、坏死和蛋白

管型等病理改变。结果见图 1。 
 

             

图 1  对照组（A）、给予 GM 9 d（B）、给予 GM 12 d（C）大鼠肾组织病理学改变（HE 染色） 
Fig. 1  Pathological changes in kidney tissuses in rats of control group (A), 9-d GM treated group (B), and 12-d GM treated 

group (C) (HE Staining) 

A B C
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2.2  血尿生化和尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C
检测结果 

给药 6 d，SCr 和 BUN 未见明显升高，Kim-1、
clusterin 和 cystatin C 开始升高（P＜0.05）；给药 9 
d，仅 1 只动物 SCr 和 BUN 值升高，而 Kim-1、
clusterin 和 cystatin C 较对照组明显升高（P＜
0.05）；给药 12 d，仅 2 只动物 SCr 和 BUN 值升高，

而 Kim-1，clusterin 和 cystatin C 较对照组明显升

高（P＜0.05）；在给药 6、9、12 d，相比于对照组

尿 Kim-1 分别升高 2.6、13.5、34.9 倍，clusterin
分别升高 5.3、9.1、12.0 倍，cystatin C 分别升高

2.9、7.1、6.1 倍；尿 Kim-1、clusterin、cystatin C、
SCr和BUN的ROC曲线下面积分别为0.932、1.000、
0.981、0.877、0.713。结果见图 2、3。

 

   
A-尿素氮  B-血肌酐  C-尿 Kim-1  D- clusterin  E- cystatin C  F-血肌酐、尿素氮、尿 Kim-1、clusterin,和 cystatin C 与对照组相比变化倍数 
A-BUN  B-SCr  C- Kim-1  D-clusterin  E-cystatin C  F-changes of BUN, SCr, Kim-1, clusterin, and cystatin C compared with control group 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P<0.05  **P<0.01 vs control group 

图 2  庆大霉素后大鼠血 SCr、BUN、尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C 测定结果 ( 6=± n , sx ) 
Fig. 2  Determination of SCr, BUN, urine Kim-1, clusterin, and cystatin C at different time after 120 mg/kg  

Gentamicin administrated ( 6=± n , sx ) 

 
图3  给予庆大霉素后大鼠血SCr、BUN、尿Kim-1、clusterin 

和 cystatin C 测定结果的 ROC 曲线 
Fig. 3  ROC curve measurement of SCr, BUN, urine Kim-1,  

clusterin, and cystatin C at different time after  
120 mg/kg gentamicin administrated 

3  讨论 
本研究所选用的造模工具药为庆大霉素，它是

临床上广泛应用的一种氨基糖苷类抗生素，主要用

于革兰阴性菌、肠球菌和分枝杆菌感染的治疗。庆

大霉素具有明确的肾毒性，可通过溶酶体损伤、线

粒体损伤、自由基损伤和抑制钠钾 ATP 酶等机制引

起肾损伤[1]。 
Kim-1，又称甲型肝炎病毒受体-1（HAVcr-1），

或 T 细胞免疫球蛋白粘蛋白-1（T cell immuno- 
globulin and mucin，TIM-1），相对分子质量 50 000～
80 000，普遍存在于斑马鱼、狗、啮齿类、灵长类

动物和人类中，是一种跨膜糖蛋白——磷脂酰丝氨

酸受体，属免疫球蛋白基因超家族，胞外含有免疫
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球蛋白和多个糖基化位点及高度糖基化的粘蛋白子

域，胞内部分则相对较短。Kim-1 在正常肾脏中低表

达，肾损伤后，胞外 Kim-1 从近曲小管上皮细胞脱

落流向尿液，使尿液中 Kim-1 水平升高[2-3]。 
丛生蛋白又称凝集素，是一种硫化异二聚体糖

蛋白，具有很强的黏附力。在急性和慢性肾损伤和

疾病中表达都增加，可能与其抗凋亡、保护肾脏细

胞作用有关[4]。 
胱抑素 C，也称半胱氨酸蛋白酶抑制剂 C，为

非糖基碱性蛋白，是由 120 个氨基酸残基组成的多

肽链。胱抑素 C 由大多数有核细胞产生，不受炎症、

胆红素、溶血、三酰甘油等影响，且与性别、年龄、

肌肉量无关。胱抑素C相对分子质量低而等电点高，

能从肾小球自由滤过，并在近曲小管完全被重吸收，

不再重新回到血液循环中去，同时肾小管也不分泌

胱抑素 C，肾脏是其唯一清除器官[5-9]。 
本研究利用庆大霉素建立肾损伤模型，检测尿

中 Kim-1、clusterin 和 cystatin C 水平，结合 SCr、
BUN 和组织病理学检查，评价 3 个新候选生物标记

物在检测肾损伤中的优越性。结果显示，在给予庆

大霉素第 9 天时肾脏组织病理学出现明显改变，主

要表现为肾小管扩张、变性、坏死和蛋白管型等，

病变随给药时间延长而加重；而 SCr 和 BUN 在第 9
天时，仅有 1 只动物表现出明显升高，在给药第 12
天时，也仅有 2 只动物表现出明显升高，说明 SCr
和 BUN 在肾损伤诊断中确实表现出滞后性和不敏

感性；Kim-1、clusterin 和 cystatin C 在给药第 6 天，

肾脏没有出现明显病变时已经开始明显升高，相比

于对照组均升高 2 倍以上，随给药时间延长，肾脏

病变的加重，Kim-1、clusterin 和 cystatin C 呈线性

升高，其中 Kim-1 升高幅度 大，至给药第 12 天

时，较对照组升高 34.9 倍；在对 Kim-1、clusterin
和 cystatin C 和 SCr、BUN 进行的 ROC 曲线下面积

（AUC）的计算中显示，Kim-1、clusterin 和 cystatin C
曲线下面积均大于 SCr 和 BUN。 

综上所述，在庆大霉素诱导的肾损伤模型中，

Kim-1、clusterin 和 cystatin C 这 3 个新的生物标志

物相比于目前使用的传统生物标志物 SCr 和 BUN
有更好的敏感性和特异性，对肾毒性药物导致的肾

损伤能够起到早期预测作用，而且通过对这 3 个新

的生物标志物的监测还可以预测肾损伤的发展趋 
势 [10-11]。本研究联合应用尿 Kim-1、clusterin 和

cystatin C 对肾损伤进行检测，证实了尿 Kim-1、
clusterin和 cystatin C联合应用能更早的预测肾损伤

而且敏感性更好，为尿 Kim-1、clusterin 和 cystatin C
用于药物临床前研究中肾毒性的预测和今后临床诊

断提供了更加充实的依据。 
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