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原儿茶醛对环磷酰胺诱导急性肾损伤的保护作用及机制研究
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摘 要： 目的  研究原儿茶醛对环磷酰胺（CTX）所致急性肾损伤的预防作用及其机制。方法  将 24只SPF级雄性昆明种小

鼠随机分为对照组、模型组及原儿茶醛低、高剂量（15、30 mg·kg−1）组，每组各 6只。对照组和模型组 ig给予 0.9%氯化

钠溶液，原儿茶醛低、高剂量组每日 1次 ig对应药物。连续给药 14 d，末次给药 1 h后，除对照组外，其余各组单次 ip给药

CTX（200 mg·kg−1）。次日，在称体质量麻醉后取血和肾脏，分离血清，检测小鼠血清肌酐（CRE）、超氧化物歧化

酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）等生化指标；采用苏木素-伊红（HE）染色观察肾脏病理损伤情况；采用荧光染色检测

小鼠肾脏TUNEL的表达情况；采用Western blotting检测B淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）和Bcl-2相关X蛋白（BAX）等凋亡相关

蛋白的表达情况。结果  与对照组比较，模型组小鼠的肾脏指数显著降低（P＜0.01）；血清CRE水平显著升高（P＜0.001）；

血清 SOD、CAT、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），丙二醛（MDA）水平显著升

高（P＜0.01）；模型组小鼠肾脏细胞排列错乱、可见明显的炎症细胞浸润，伴随肾小管空泡变性和肾小管扩张；模型组小

鼠肾脏TUNEL阳性表达显著增多（P＜0.001）；且肾脏天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）和Bcl-2的表达显著

下降（P＜0.01、0.001），而 cleaved-Caspase3、BAX蛋白的表达显著上升（P＜0.01、0.001）。与模型组比较，原儿茶醛低、

高剂量组小鼠肾脏指数均显著增加（P＜0.05）；原儿茶醛高剂量组小鼠血清中的CRE水平明显降低（P＜0.001）；原儿茶醛

低、高剂量组小鼠血清中 SOD、CAT、GSH-Px水平显著上升（P＜0.05、0.01、0.001），MDA水平显著下降（P＜0.05）；

原儿茶醛低、高剂量组肾脏组织细胞排列比较规整，炎症细胞浸润及肾小管空泡变性和肾小管扩张等病理改变少见；原儿

茶醛低、高剂量组肾脏 TUNEL 阳性表达有所下降（P＜0.01、0.001），Caspase-3 和 Bcl-2 蛋白表达显著上升（P＜0.05、

0.01、0.001），cleaved-Caspase-3和BAX蛋白表达显著下降（P＜0.01、0.001），呈剂量相关性。结论  原儿茶醛可预防CTX

所致急性肾损伤，其机制可能与抗细胞凋亡有关。
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Abstract: Objective To explore the preventive effect and mechanism of protocatechuic aldehyde (PAL) on acute kidney injury 

induced by cyclophosphamide (CTX). Methods  Twenty-four SPF male KM mice were randomly divided into normal control group, 

model group, low , high dose PAL group (15, 30 mg·kg−1), with six mice in each group. Except for the normal control group and 

model group, which were given normal saline by gavage, the mice of other groups were given corresponding drugs by gavage once 

daily. After 14 d, all the mice were given a single intraperitoneal injection of CTX (200 mg·kg−1) except for those of normal control 

group which were injected with normal saline. On the next day, after weighing and anesthesia, blood and kidneys were obtained. The 

serum was separated to detect biochemical indicators such as creatinine (CRE), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). 

Hematoxylin eosin (HE) staining was conducted to observe the changes in renal pathological damage. Fluorescence staining was 

made to detect the expression of TUNEL in mice kidneys. Western blotting was adopted to detect the expression of apoptosis-related 

proteins such as B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) and Bcl-2-related X protein (BAX). Results  Compared with the control group, the 

kidney index of the mice in the model group was significantly decreased (P < 0.01). The serum CRE was significantly increased (P < 

0.001). The levels of serum SOD, CAT, and GSH-Px were significantly reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), while the level of MDA was 

significantly increased (P < 0.01). The kidney cells of the mice in model group were arranged in a disordered manner, with obvious 

infiltration of inflammatory cells, accompanied by tubular vacuolar degeneration and tubular dilation. The positive expression of 

TUNEL in the mice kidneys of the model group were significantly increased (P < 0.001). Moreover, the expressions of Caspase-3 

and Bcl-2 in the kidneys were significantly decreased (P < 0.01, 0.001), while the expressions of cleaved-Caspase-3 and BAX were 

significantly increased (P < 0.01, 0.001). Compared with the model group, the kidney indexes of the mice in PAL-treated groups 

were significantly increased (P < 0.05). The serum CRE level of the mice in H-PAL-treated group was significantly reduced (P < 

0.001). The levels of SOD, CAT, and GSH-Px in the serum of the mice in PAL-treated groups were significantly increased (P < 0.05, 

0.01, 0.001), while the levels of MDA were significantly decreased (P < 0.05). The arrangement of kidney cells in PAL treatment 

groups was relatively regular, with rare pathological changes such as inflammatory cell infiltration, tubular vacuolar degeneration, 

and tubular dilation. The positive expression of TUNEL in the kidneys of the PAL treatment groups was decreased (P < 0.01, 0.001), 

the expressions of Caspase-3 and Bcl-2 were obviously increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the expressions of cleaved-Caspase-3 

and BAX were remarkably decreased (P < 0.01, 0.001) in a dose-dependent manner. Conclusion  PAL could prevent acute kidney 

injury caused by CTX, and its mechanism might be related to anti-cell apoptosis.

Key words: protocatechuic aldehyde; cyclophosphamide; acute kidney injury; oxidative stress; apoptosis

化疗药物环磷酰胺（CTX），由于抗瘤谱广，在

临床上是一种常用的抗肿瘤药物，但是其选择性不

高，会产生免疫抑制、泌尿系统毒性等许多不良反

应［1-2］。CTX是经典的烷化剂氮芥类衍生物，其在肝

脏中转化为磷酰胺氮芥和丙烯醛，磷酰胺氮芥发挥

抗肿瘤和免疫抑制作用，而丙烯醛是一种活性高、

不饱和的醛，作为一种生物半衰期短的高活性代谢

物，可导致泌尿系统、呼吸系统和消化系统等毒

性［3-7］。肾脏作为机体最重要的排泄器官，在抗肿瘤

药物治疗过程中极易受化疗药物的攻击。因此，研

发能够降低或拮抗CTX不良反应的药物具有重要

的临床应用价值［8］。

CTX 诱导的肾损伤模型已被大量应用于评价

药物的肾脏保护作用［9］。研究认为，CTX所致肾毒

性是由其代谢产物丙烯醛在肾组织中通过氧化应

激引起的。丙烯醛能够迅速消耗正常细胞内的谷

胱甘肽（GSH），导致活性氧的大量堆积，随后引起

氧化应激损伤和脂质过氧化，进而破坏细胞的正常

功能，最终导致细胞死亡［10］。因此，通过抗氧化应

激可能对CTX引起的肾损伤具有保护作用。此外，

CTX可引起血肌酐（CRE）的水平提高，上调核因子

κB（NF-κB）、肿瘤坏死因子 - α（TNF- α）、白细胞

介素-6（IL-6）以及白细胞介素-1β（IL-1β）等炎症因

子的表达，从而诱导小鼠肾毒性［11］。

原儿茶醛是广泛存在于丹参等中药材中的天然

酚酸化合物［12］，研究表明，原儿茶醛有多种药理活性，

包括抗血小板聚集、抗肿瘤、抗氧化应激、抗菌、抗凋

亡、抗炎等作用［13-17］。已有研究报道原儿茶醛能够防

治顺铂引起的急性肾损伤［18］，并且对糖尿病肾病具有

治疗作用［19］，提示其具有潜在的肾脏保护作用。但目

前国内外未见原儿茶醛对CTX所致小鼠肾损伤的影

响的研究报道。因此，本研究通过预先给予原儿茶醛，

考察其对CTX诱导的小鼠急性肾损伤的预防作用，并

初步探讨其可能机制，旨在为筛选理想的对抗化疗药

引起的肾毒性的天然化合物提供依据。

1　材料

1.1　动物

24 只 SPF 级 7 周龄雄性昆明种小鼠（体质量

25～30 g）购自北京斯贝福生物技术有限公司，许可

证号：SYXK（冀）2020-007。动物饲养于华北理工
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大学实验动物中心，期间小鼠自由摄水摄食。所有

动物实验均按照国家实验动物福利伦理的相关规

定进行，并经过华北理工大学实验动物福利伦理委

员会批准，批准文号：2023SY029。

1.2　药物与试剂

原儿茶醛（货号 S30203，质量分数为 99.9%）购

自上海源叶生物科技有限公司；注射用环磷酰

胺（规格每支 0.2 g，批号 04200501）购自山西普德药

业股份有限公司；肌酐（CRE）含量检测试剂盒（货号

G1204W）购自苏州格锐思生物科技有限公司；超氧

化物歧化酶（SOD）试剂盒（货号 G0101W48）、过氧

化氢酶（CAT）试剂盒（货号 G0105W）、谷胱甘肽过

氧化物酶（GSH-Px）试剂盒（货号 G0204W48）和丙

二醛（MDA）试剂盒（货号G0109W48），均购自厦门

仑昌硕生物科技有限公司；苏木素-伊红（HE）染色

试剂盒（货号G1120）购自北京索莱宝生物技术有限

公司；TUNEL 试剂盒（货号 C1086）和蛋白酶 K（货

号ST533）购自上海碧云天生物技术有限公司；BCA

蛋白定量试剂盒（货号ZJ101）购自上海雅酶生物科

技有限公司；蛋白酶抑制剂（货号ZS303）购自庄盟

国际生物基因科技有限公司；RIPA裂解液试剂（货

号 C1053）和 Super ECL plus 超敏发光液（货号

P1050）购自北京普利来生物有限公司；Caspase-3抗

体（货号 AF6311）、cleaved-Caspase-3 抗体（货号

AF7022）、Bcl-2 抗体（货号 AF6139）、BAX 抗体（货

号 AF0120）、HRP 标记山羊抗兔抗体（货号 S0001）

和HRP标记山羊抗鼠抗体（货号 S0002），均购自成

都正能生物技术有限公司。

1.3　主要仪器

LX-165T2R高速冷冻离心机，青岛海尔生物医

疗有限公司；M200Pro 酶标仪，瑞士 TECAN 公司；

BX53 正 置 显 微 镜 ，美 国 OLYMPUS 公 司 ；

MILLMIX20 研磨珠均质器，欧洲 DOMEL 公司；

SCZ2电泳/电转设备，北京君意东方电泳设备有限

公司；ChemiDoc XRS+化学发光成像仪，美国 BIO-

RAD公司。

2　方法

2.1　分组、造模及给药

将 24只小鼠，随机分为对照组、模型组及原儿

茶醛低、高剂量（15、30 mg·kg−1）组，每组 6只。各给

药组 ig相应药物，对照组和模型组 ig等体积的 0.9%

氯化钠溶液，每天 1 次，连续给药 14 d。末次给药   

1 h 后，除对照组外，其余各组小鼠单次 ip CTX   

 （200 mg·kg−1）建立急性肾损伤模型［20］。经禁食不

禁水12 h后于次日进行取材。

2.2　取材及肾指数的计算

小鼠称质量麻醉后经腹主动脉取血，静置 1 h

后于 4 °C 条件下 3 000 r·min−1离心 10 min，收集上

层血清备用。沿腹中线开腹，快速分离小鼠双侧肾

脏，去除表面残留血液后称质量并记录。随后，取

小鼠的左侧肾脏，一半置于 4% 多聚甲醛溶液中室

温固定，其余的肾组织放置于−80 °C冰箱中冷冻保

存，用于后续Western blotting实验。

肾脏指数＝双侧肾脏质量之和/体质量 

2.3　血清生化指标测定

按照试剂盒说明书步骤通过比色法测定小鼠

血清中CRE、SOD、CAT、GSH-Px、MDA的水平。

2.4　肾脏组织HE染色

小鼠肾脏组织于 4% 多聚甲醛固定 72 h 后取

出，流水冲洗过夜，经 75%、80%、90%、95%、100%乙

醇、苯醇混合物（体积比 1∶1）、二甲苯 I、二甲苯 II、石

蜡进行脱水、浸蜡、包埋。将包埋后的组织切成 

4 µm厚度的切片，固定于载玻片上。将载玻片置二

甲苯中进行脱蜡，然后经由 100%、95%、90%、80%、

75% 的乙醇再到蒸馏水、苏木精、蒸馏水、酸

化 、HE 染 色 处 理 。 最 后 切 片 再 经 由 95% 和

100% 乙醇脱水，二甲苯透明，封片，晾干，在光

学显微镜视野下进行观察、拍照，观察肾脏组

织结构变化。

2.5　肾脏组织TUNEL染色

取各组小鼠的肾脏组织石蜡切片，经二甲苯脱

蜡和梯度乙醇脱水后，用 PBS缓冲液充分水洗，滴

加浓度为 20 μg·mL−1的蛋白酶 K试剂在组织上，于

37 °C孵育 30 min后用PBS冲洗 3次，每次 5 min，随

后滴加 TUNEL 染色液，于 37 °C 孵育 1 h，最后用

DAPI液复染细胞核并封片，于荧光显微镜下观察

TUNEL的表达情况并采集图像。

2.6　Western blotting检测肾脏组织凋亡相关蛋白

表达

称取一定量的肾脏组织，加入RIPA裂解液和蛋

白酶抑制剂，经匀浆和离心后获取上清液，用BCA

法检测样品蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 0.45 μm的聚偏二氟

乙烯膜（PVDF）膜上，于快速封闭液中封闭 40 min，

分别加入一抗 BAX（1∶1 000）、Bcl-2（1∶1 000）、

Caspase-3（1∶1 000）、cleaved-Caspase-3（1∶1 000）和 

β-actin（1∶1 000），4 °C孵育过夜，含 0.05%聚山梨酯

的 Tris-HCl缓冲盐溶液（TBST）充分洗膜后根据种
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属选择二抗（1∶1 000），室温孵育1 h，TBST洗涤3次

后，用 ECL发光显影液显影，采用成像系统进行图

像采集，Image J软件分析各组条带的灰度值。

2.7　统计学分析

使用软件 GraphPad Prism 9.0进行作图和统计

分析，所有实验数据均采用 x̄ ± s表示。采用单因素

方差分析（ANOVA）进行组间比较，以P＜0.05为具

有统计学差异。

3　结果

3.1　PAL 对 CTX 诱导的肾损伤模型小鼠体质量、

肾脏质量和肾脏指数的影响

与对照组比较，模型组小鼠的平均体质量、肾

脏质量及肾脏指数均显著降低（P＜0.05、0.01）；与

模型组比较，原儿茶醛低、高剂量组小鼠的平均体

质 量 、肾 脏 质 量 及 肾 脏 指 数 均 有 所 回 升                 

 （P＜0.05、0.01、0.001），原儿茶醛的作用呈剂量相

关性。结果见图1。

3.2　PAL对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾功能的影响

与对照组比较，模型组小鼠血清CRE水平显著

升高（P＜0.001），提示小鼠肾功能下降；与模型组比

较，原儿茶醛高剂量组小鼠血清 CRE 水平明显下

降（P＜0.001），提示原儿茶醛可预防CTX所致肾功

能下降。结果见图2。

3.3　PAL对CTX诱导的肾损伤模型小鼠氧化应激

指标的影响

与对照组比较，模型组小鼠血清 SOD、CAT、

GSH-Px水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），MDA

水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，原儿茶醛

低、高剂量组小鼠血清 SOD、CAT、GSH-Px 水平均

有所回升（P＜0.05、0.01、0.001），MDA 水平显著降

低（P＜0.05），表明原儿茶醛能够显著增强抗氧化酶

活性，从而减轻氧化应激。结果见图3。

3.4　原儿茶醛对 CTX 诱导的肾损伤模型小鼠

肾脏病理改变的影响

与对照组比较，模型组小鼠肾脏细胞排列错乱、

可见明显的炎症细胞浸润，伴随肾小管空泡变性和肾

小管扩张；与模型组比较，原儿茶醛低、高剂量组小鼠

肾脏细胞排列渐规整、炎症细胞减少，肾小管空泡变性

和扩张减轻，表明原儿茶醛的干预可以有效预防CTX

诱导的肾脏病理损伤。结果见图4。

3.5　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏

细胞凋亡的影响

与对照组比较，模型组小鼠的肾脏 TUNEL 阳

性表达显著增多（P＜0.001）；与模型组比较，原儿茶

醛低、高剂量组小鼠肾脏TUNEL的表达显著下降（P＜

0.01、0.001），表明原儿茶醛能够有效地减少CTX诱导的

肾损伤小鼠的肾脏细胞凋亡。结果见图5和6。

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图1　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠体质量、肾脏质量和肾脏指数的影响（
-x±s， n=6）

Fig. 1　Effect of protocatechuic aldehyde on body weight， kidney weight and kidney index of CTX-induced kidney injury 

mice （
-x±s， n=6）
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。
###P < 0.001 vs control group； ***P < 0.001 vs model group.

图2　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾功能的影

响（
-x±s， n=6）

Fig. 2　Effect of protocatechuic aldehyde on kidney func‐

tion of CTX-induced kidney injury mice （
-x±s， n=6）
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3.6　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏

凋亡相关蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组小鼠肾脏 Caspase-3 和

Bcl-2 的蛋白表达显著下降（P＜0.01），cleaved-

Caspase-3、Bax 蛋白的表达显著上升（P＜0.01）；与

模型组比较，原儿茶醛低、高剂量组小鼠肾脏

Caspase-3 和 Bcl-2 的 表 达 显 著 上 升（P＜0.01、

0.001），原儿茶醛高剂量组 cleaved-Caspase-3、Bax

蛋白的表达显著下降（P＜0.01、0.001）。表明原儿

茶醛可能通过改变凋亡相关蛋白的表达而减轻

CTX 诱导的肾损伤小鼠肾脏细胞凋亡。结果

见图7。
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图4　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏病理改变的影响（HE）

Fig. 4　Effect of protocatechuic aldehyde on renal pathological changes of CTX-induced kidney injury mice （HE）

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ### P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图3　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠氧化应激指标的影响（
-x±s， n=6）

Fig. 3　Effect of protocatechuic aldehyde on oxidative stress indicators of CTX-induced kidney injury mice （
-x±s， n=6）

图5　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏细胞凋亡的影响（×400）

Fig. 5　Effect of protocatechuic aldehyde on renal cell apoptosis of CTX-induced kidney injury mice （×400）
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4　讨论

CTX是一种有效的抗肿瘤药物，但同时会对机

体的多个器官造成损伤，特别是对肾脏的影响较为

严重［9， 11］。因此，发现能够对抗CTX诱发的肾脏毒

性的药物显得尤为紧要。

原儿茶醛广泛存在于丹参的根部以及乌蕨和

冬青的叶子中等，具有抗氧化、抗肿瘤、抗菌、抗炎

等多种药理作用。现已有研究［18］表明，原儿茶醛可

以剂量相关性抑制顺铂引起的急性肾损伤，其机制

与减少顺铂诱导的Nox2和Nox4蛋白表达，进而阻

断Nox介导的氧化应激有关。

本研究结果表明，原儿茶醛能够剂量相关性地抑

制CTX诱导的肾损伤小鼠平均体质量、肾脏质量及肾

脏指数的降低，降低模型小鼠的血清CRE，减轻肾脏

病理改变，说明预先给予原儿茶醛能够减轻CTX诱导

的急性肾损伤的发生。经CTX处理的模型组小鼠血

清SOD、CAT、GSH-Px水平显著降低，MDA水平显著

升高；与模型组比较，低、高剂量的 PAL干预后可使

SOD、CAT、GSH-Px水平有所回升，MDA水平显著降

低，表明原儿茶醛能够有效地增强抗氧化酶活性，从而

减轻氧化应激。氧化应激不仅参与不同类型急性肾损

伤的病理进程，还可能调控细胞的程序性死亡和炎

症［18-19］。进一步研究发现，原儿茶醛能够降低小鼠肾

脏TUNEL阳性表达和 cleaved-Caspase-3蛋白表达，

并且能够显著降低促凋亡蛋白BAX表达，增加抗凋亡

蛋白Bcl-2表达。因此，推测原儿茶醛对抗CTX引起

的急性肾损伤的机制与其抑制细胞凋亡有关，其具体

作用机制有待进一步研究。

本研究结果表明原儿茶醛可有效减轻由 CTX

所导致的急性肾脏损伤，可望作为对抗化疗药物

CTX引起的肾脏毒性的药物，值得深入探讨。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001。
###P < 0.001 vs control group； **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图6　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏细胞凋

亡的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 6　Effect of protocatechuic aldehyde on renal cell apop‐

tosis of CTX-induced kidney injury mice （
-x±s， n=3）

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。
##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group； **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group.

图7　原儿茶醛对CTX诱导的肾损伤模型小鼠肾脏凋亡相关蛋白表达的影响（
-x±s， n=4）

Fig. 7　Effect of protocatechuic aldehyde on renal apoptosis-related proteins expression in kidney tissue of CTX-induced kid‐
ney injury mice （

-x±s， n=4）
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