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OAT1/3在肾小管表达差异及竞争性抑制对急性马兜铃酸Ⅰ肾小管损伤的影响

杨心怡 1，黄春华 1，2，李小芬1，2，李茂娟1，2，夏 铭1，2，3，汤海明1，2，刘德芳1，2，3，艾兴辉 1，2，3，楼迪栋 1，2，3*

1. 贵州中医药大学  基础医学院法医学教研室，贵州  贵阳    550000

2. 贵州中医药大学司法鉴定所，贵州  贵阳    550000

3. 贵州中医药大学  贵州省法医中药毒理学特色重点实验室，贵州  贵阳    550000

摘 要：目的  通过丙磺舒（PRB）抑制有机阴离子转运蛋白（OAT）1和 3，观察马兜铃酸Ⅰ（AAⅠ）对大鼠肾小管上皮细

胞的急性损伤，以探究 AA Ⅰ进入肾小管上皮细胞的途径 。 方 法  雄 性 SD 大 鼠 随 机 分 为 空 白 对 照 组 、 溶 剂 对

照（PEG300）组、PRB（150 mg · kg−1）组、AAⅠ（80 mg·kg−1）组、AAⅠ（80 mg·kg−1）＋PRB（150 mg · kg−1）组，每 2天 ig给药

1次，连续给药 4次。观察大鼠肾脏指数；生化仪检测血清肌酐（CREA）和尿素氮（BUN）水平；苏木精-伊红（HE）染色

观察肾脏组织病理学变化；免疫组化染色观察 OAT1和 OAT3在肾小管的组织定位和蛋白表达水平；免疫透射电镜观察

OAT1和OAT3在肾小管上皮细胞的亚细胞定位和表达水平。结果  与溶剂对照组相比，AAⅠ组肾脏指数、CREA和BUN水

平显著增加（P＜0.01、0.001）；AAⅠ＋PRB组与AAⅠ组相比，肾脏指数、CREA和BUN水平显著降低（P＜0.05、0.001）。HE染

色结果显示，与溶剂对照组相比，AAⅠ组肾近端小管上皮细胞（PCTEC）出现空泡样变性、微绒毛脱落以及片状坏死脱落，

而 AA Ⅰ＋PRB 组与 AA Ⅰ组相比，PCTEC 空泡样变性率下降，无其他类型病理学变化；另外，肾远端小管上皮细

胞（DCTEC）AAⅠ组与AAⅠ＋PRB组呈现少量空泡样变性。免疫组化和电镜结果显示，OAT1主要在PCTEC基底膜侧表达，

OAT3主要在DCTEC基底膜侧表达，且AAⅠ暴露后，与溶剂对照组比较，前者在近端小管（PCT）表达有下降趋势（P＜

0.05），后者在远端小管（DCT）表达有上升趋势（P＜0.05）。结论  AAⅠ能够导致 PCT和DCT的损伤，PRB抑制OAT1和

OAT3后，能够改善肾脏功能，并减少肾小管上皮细胞的病理学损害；OAT1可能是AAⅠ进入PCTEC的主要通道，而OAT3

则可能是其进入DCTEC的主要通道。
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Abstract: Objective Utilizing probenecid (PRB) as an inhibitor of organic anion transporter (OAT) 1 and 3, to investigate the acute 

injury of renal tubular epithelial cells in rats induced by aristolochic acid I (AA Ⅰ) and elucidate the pathway through which AA Ⅰ

enters renal tubular epithelial cells. Methods Male Sprague-Dawley rats were randomly assigned to five groups: the blank control 

group, the solvent control (PEG300) group , the PRB (150 mg·kg−1) group, the AAⅠ (80 mg·kg−1) group, and the AAⅠ+PRB (80 mg·kg−1 + 

150 mg · kg−1) group. Administer ig once every two days for four consecutive doses. Observed the renal organ index of rats, and 
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biochemical analyzer detected serum creatinine (CREA) and urea nitrogen (UREA) levels. Hematoxylin-eosin (HE) staining was 

employed to examine the pathological alterations in renal tissue. Immunohistochemical (IHC)staining was conducted to assess the 

tissue localization and protein expression levels of OAT1 and OAT3 in renal tubules. Immunoelectron microscopy was utilized to 

investigate the subcellular localization and expression levels of OAT1 and OAT3 in renal tubular epithelial cells. Results Compared 

with the solvent control group, the renal index, CREA, and BUN levels in the AA Ⅰ group were significantly increased (P < 0.01, 

0.001); Compared with the AAⅠ group, the renal index, CREA, and BUN levels were significantly reduced in the AA Ⅰ+PRB group 

(P < 0.05, 0.001). HE staining revealed cellular edema, necrotic shedding, microvillous loss in proximal convoluted tubule epithelial 

cells (PCTEC) in the AAⅠgroup (P < 0.05). Conversely, in the AAⅠ+PRB group, the incidence of vacuolar degeneration in PCTEC 

decreased significantly (P < 0.05) without other observed pathological changes. Additionally, a minor degree of vacuolar 

degeneration was observed in distal convoluted tubule epithelial cells (DCTEC) in both the AA Ⅰand AA Ⅰ+PRB groups. IHC and 

electron microscopy revealed that OAT1 was predominantly expressed in the basolateral membrane of PCTEC, while OAT3 was 

primarily expressed in the basolateral membrane of DCTEC. Following exposure to AA Ⅰ , the expression of OAT1 exhibited a 

decreasing trend in the proximal convoluted tubule (PCT) (P < 0.05), whereas the expression of OAT3 showed an increasing trend in 

the distal convoluted tubule (DCT) (P < 0.05). Conclusion AA Ⅰ induces damage to both proximal convoluted tubules (PCT) and 

distal convoluted tubules (DCT), while PRB inhibiting OAT1 and OAT3 demonstrates improvement in renal function and reduction 

in pathological damage to renal tubular epithelial cells. These findings suggest that OAT1 may primarily facilitate the entry of AAⅠ 

into PCTEC, whereas OAT3 may serve as the primary route for its entry into DCTEC.

Key words: aristolochic acid Ⅰ; organic anion transporter 1; organic anion transporter 3; probenecid; renal tubular injury

马兜铃酸是一种含氮的多环芳香族有机化合

物，存在于马兜铃科的植物中［1］。这类植物（如马兜

铃、青木香、关木通和细辛）曾在临床中被广泛应

用［2］。然而，众多研究已经证实，这些含马兜铃酸的

中草药可引发一种称为马兜铃酸肾病［3］（AAN）的

急性或慢性肾小管间质疾病，其病理表现包括肾小

管损伤、不同程度的肾小管间质炎症及肾间质纤

维化［4］。

马兜铃属植物主要含有的有毒成分是马兜铃

酸Ⅰ（AAⅠ），它是导致肾损伤的关键因素［5-7］。AAⅠ通

过胃肠道吸收进入血液，与血浆白蛋白结合［8］，最终

通过肾脏代谢和排泄。有机阴离子转运蛋白（OAT）

是属于溶质载体超家族的非特异性转运蛋白，主要

分布在屏障上皮细胞和内皮细胞中，与AAⅠ有很高

的亲和力［9］。在肾近端小管上皮细胞（PCTEC）和肾

远端小管上皮细胞（DCTEC）中，OAT1 和 OAT3 表

达丰富［10］，它们主要负责将血液中的 AAⅠ转运到

PCTEC和DCTEC内［11］。因此，抑制OAT1和OAT3

的活性有望成为治疗AAN的潜在策略。此外，丙磺

舒（PRB）主要通过肾小管主动分泌排泄，能与OAT

竞争性地结合，从而抑制其他有机酸类药物在肾小

管的转运，为治疗AAN提供了一种可能［12］。

本课题组前期连续观察了AAN的肾小管病理

学改变，发现 AAN 以 PCTEC 损害为主，DCTEC 和

集合管上皮细胞（CDEC）的病理改变时间较晚［13］。

此外，肾小管的mRNA测序发现［14］，SLC22A6（OAT1）和

SLC22A8（OAT3）在肾近端小管（PCT）和肾远端小

管（DCT）存在表达差异，这可能是 AA Ⅰ优先诱导

PCT毒性的原因。然而，目前对这一现象的科学阐

述仍然缺乏更多的证据。

本研究通过 PRB抑制OAT1/3来保护AAⅠ引起

的肾损伤，验证AAⅠ进入肾小管上皮细胞的离子通

道。并通过观察 OAT1/3 在 PCT 和 DCT 的表达差

异，探讨AAⅠ损伤 PCT的分子机制。旨在为预防马

兜铃酸中毒和AAN的治疗提供新的靶点，并为进一

步阐明AAⅠ的毒理机制提供新的理论依据。

1　材料

1.1　药物与主要试剂

AAⅠ对照品（质量分数≥98%，批号 DST231116-

021）购自成都乐美天医药科技有限公司；PRB对照

品（质量分数≥99.95%，批号 151978）购自贵州奥怡

生物技术有限公司；二甲基亚砜、聚山梨酯 80（北京

索莱宝科技有限公司）；PEG300（上海麦克林生化科

技股份有限公司）；苏木素-伊红（HE）染液（武汉塞

维尔生物科技有限公司）；免疫组化（IHC）二步法试

剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；OAT1兔

多克隆抗体（赛默飞世尔科技中国有限公司）；OAT3

兔多克隆抗体（Alpha Diagnostic International）；肾损

伤分子 1（KIM1）兔多克隆抗体（北京博奥森生物技

术有限公司）。

1.2　实验动物

雄性SD大鼠 15只，7周龄，质量（180±10）g，购

自于河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，实验动

物生产许可证号 SCXK（豫）2020-0005。饲养于贵
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州中医药大学动物研究所，（22±2）℃，自由饮食。

本研究经贵州中医药大学动物伦理委员会批准（审

批文号 20230175），实验过程严格按照《实验动物福

利伦理审查指南（GB/T358922018）》要求执行。

1.3　主要仪器

AU5800全自动生化分析仪购自美国贝克曼库

尔特有限公司；KD-3368AM 全自动组织切片机购

自金华市科迪仪器有限公司；Motic EasyScan 数字

切片扫描仪购自麦克奥迪实业集团有限公司；Leica 

EM UC7 超薄切片机购自德国徕卡光学公司；

HITACHI HT7700 80kv 透射电镜购自日立高新技

术公司。

2　方法

2.1　实验动物分组、药物及制备给药

将 15 只 SD 大鼠适应性喂养 4 d后，随机分为

空白对照组、溶剂对照组、PRB（150 mg·kg−1）组、

AA Ⅰ（80 mg·kg−1）［15］组、AA Ⅰ＋PRB（80 mg·kg−1＋

150 mg·kg−1）［11］，每组3只。

AAⅠ溶于二甲基亚砜和 PGE300 中，制成悬浊

液；PRB溶于二甲基亚砜和 50% PEG300中，聚山梨

酯 80助溶，制成悬浊液。每 2天 ig给药 1次，给AAⅠ

前 30 min，PRB组与AAⅠ＋PRB组大鼠分别 ig PRB，

30 min后 AAⅠ组和 AAⅠ＋PRB 组大鼠分别 ig AAⅠ，

连续给药4次，共8 d。

2.2　样本采集

在第 8天将大鼠 ip戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉

采血后，取双侧新鲜肾脏组织，一侧用 4%多聚甲醛

固定，另一侧取1 mm3组织用免疫电镜固定液固定。

2.3　肾脏生化指标检测

将采集的血液标本 4 ℃、3 000 r ·min−1 离心

10 min，取上清，采用贝克曼AU5800生化仪检测其

肌酐（CREA）和尿素氮（BUN）含量。

2.4　肾脏组织HE染色

将固定好的肾脏组织经乙醇梯度脱水、二甲苯

透明、浸蜡、石蜡包埋、切片（切片厚度 3 μm），进行

HE染色，光学显微镜下观察肾脏组织病理变化，并

对肾小管上皮细胞病理学改变计数统计。

2.5　IHC染色

切片置于 72 ℃烘箱中 60 min 融蜡，二甲苯脱

蜡、乙醇梯度脱水。磷酸缓冲液（PBS）冲洗后，置于

柠檬酸钠抗原修复液（pH值 7.4）中，微波炉中高火

加热 20 min，室温冷却后 PBS浸洗。随后滴加内源

性过氧化物阻断酶室温孵育 10 min，PBS浸洗。分

别滴加 KIM1（1∶200）、OAT1（1∶200）和 OAT3（1∶

200）蛋白一抗，4 ℃冰箱湿盒孵育过夜，结束后用

PBS浸洗。滴加反应增强液，37 ℃孵育 20 min，PBS

浸洗，滴加生物素标记山羊抗兔 IgG，37 ℃孵育 60 

min，PBS浸洗。滴加DAB显色液，显色至肉眼可见

切片变色，PBS浸洗终止染色，苏木素复染，酒精梯

度脱水，二甲苯透明，封片。用 Image J软件对 IHC

图像进行分析统计。

2.6　免疫透射电镜

将肾脏组织从固定液取出，乙醇梯度脱水，树

脂渗透后包埋。超薄切片机切成 70～80 nm超薄切

片，镀膜镍网捞片，超纯水悬浮 5 min，进行复温后

TBS清洗，用 1% BSA封闭液室温封闭 30 min，加入

OAT1（1∶200）和 OAT3（1∶200）4 ℃过夜孵育，TBS

清洗，加入 12 nm胶体金山羊抗兔抗体 37 ℃烘箱孵

育 60 min，TBS 清洗。铀复染后用 70% 乙醇清洗，

滤纸吸干后放入网板中，透射电子显微镜下观察并

采集图像。

2.7　统计学分析

用随机区域计数法选择HE图像、IHC图像、免

疫透射电镜图像进行计数统计，IHC 图像采用

Image J软件对吸光度（A）值进行统计。采用 SPSS 

26.0软件进行统计分析，多组间采用单因素方差分

析比较（满足方差齐性检验和正态分布后），两组样

本之间采用 t 检验（满足方差齐性检验和正态分

布后）。

3　结果

3.1　PRB对AAⅠ诱导的大鼠肾损伤具有保护作用

3.1.1　PRB对大鼠肾脏脏器指数和血清中CREA和

BUN含量的影响 结果如图 1所示，与溶剂对照组

相比，AAⅠ组肾脏指数显著增高（P＜0.01、0.001）；而

AA Ⅰ＋PRB 组与 AA Ⅰ 组相比 ，肾脏指数显著下

降（P＜0.05、0.001），其余各组之间差异均无统计

意义。

如图 1 所示，与溶剂对照组相比，AAⅠ组血清

CREA、BUN 水平显著增高（P＜0.001）；而 AA Ⅰ＋

PRB 组与 AAⅠ组比较，CREA、BUN 水平显著下

降（P＜0.001），其余各组之间差异均无统计学意义。

3.1.2　PRB对大鼠肾脏组织病理学的影响 如HE

染色结果所示（图 2），与溶剂对照组相比，AAⅠ组

PCTEC出现空泡样变性、微绒毛脱落以及片状坏死

脱落；而DCTEC和CDEC只出现少量空泡样变，其

余组别无明显改变。统计分析结果发现（图 2），与

溶剂对照组相比，AAⅠ组 PCTEC 52%空泡样变性、

19%片状坏死脱落、7%微绒毛脱落，DCTEC 16%空
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与溶剂对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与AAI组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs solvent control group；#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图1　大鼠肾脏脏器指数和血清CREA、BUN水平（x
—

±s，n=3）

Fig. 1　Rat kidney organ index and serum CREA and BUN leverl in rats （x
—

±s，n=3）

黄色箭头-微绒毛脱落；绿色箭头-片状坏死脱落；蓝色箭头-空泡样变性；与溶剂对照组比较：**P＜0.01；与AAI组比较：#P＜0.05。
Yellow arrows-microvilli shedding； green arrows-lamellar necrotic shedding， blue arrows-vacuolike degeneration； **P < 0.01 vs solvent control 

group；#P < 0.05 vs model group.

图2　HE染色和KIM1 IHC染色（x
—

±s，n=3）

Fig. 2　HE staining and IHC of KIM1 staining （x
—

±s，n=3）
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泡样变性。而AAⅠ＋PRB组与AAⅠ组相比，PCTEC

空泡样变性率下降28%，且无其他病理改变。

IHC结果显示，KIM1主要表达在损伤的肾小管

上皮细胞中，统计分析发现，与溶剂对照组相比，AA

Ⅰ组KIM1 A值增加 62%，差异显著（P＜0.01），而AA

Ⅰ＋PRB组与AAⅠ组相比，KIM1 A值降低 31%，差异

显著（P＜0.05），其余组别无显著差异。

3.2　OAT1/3在PCT、DCT的表达

3.2.1　大鼠肾小管 OAT1/3 IHC结果 如 IHC结果

所示（图 3），OAT1 主要在 PCTEC 基底膜侧表达，

OAT3主要在DCTEC基底膜侧表达。

结果统计分析发现，OAT1均在PCT表达，且与

溶剂对照组相比，AAⅠ组 A 值降低 29%，差异显

著（P＜0.05）；与 AAⅠ组相比，AAⅠ＋PRB 组 A 值增

加 27%，差异显著（P＜0.05）。OAT3 均在 DCT 表

达，且与溶剂对照组相比，AAⅠ组A 值增加 47%，差

异显著（P＜0.05）。另外，比较各组间 PCT中OAT1

的 A 值和 DCT 中 OAT3 的 A 值，结果表明，前者高

于后者84%（P＜0.05）。

3.2.2　大鼠肾小管 OAT1、OAT3 免疫透射电镜结

果 如OAT1免疫透射电镜结果所示（图 4），空白对

照组PCTEC基底面质膜褶皱突起、排列整齐。AAⅠ

组 PCTEC基底面质膜褶皱突起消失、排列紊乱，空

泡改变明显，线粒体形态结构异常，数量减少。AAⅠ＋

PRB组 PCTEC基底面质膜褶皱突起，无明显空泡，

线粒体形态结构和数目基本恢复。DCTEC无明显

病理改变。同时，空白对照组与 AA Ⅰ＋PRB 组

OAT1主要定位于靠近细胞线粒体嵴和基底面质膜

褶皱处，而AAⅠ组OAT1则主要定位于细胞质内。

结果统计发现 ，与 DCTEC 相比 ，OAT1 在

PCTEC 的阳性胶体金颗粒数显著增加（P＜0.05、

0.01、0.001）。与空白对照组相比，AAⅠ组 PCTEC阳

性胶体金颗粒数减少 57个，差异显著（P＜0.05），而

与AAⅠ组相比，AAⅠ＋PRB组 PCTEC阳性胶体金颗

粒数增加12个（P＜0.05）。

如OAT3免疫透射电镜结果所示（图 5），空白对

照组与AAⅠ＋PRB组OAT3主要定位于靠近细胞线

粒体嵴和基底面质膜褶皱处，而 AAⅠ组 OAT3则主

*P＜0.05  ***P＜0.001
*P < 0.05  ***P < 0.001

图3　PCT和DCT中OAT1/OAT3 IHC染色（x
—

±s，n=3）

Fig. 3　IHC staining of OAT1/OAT3 in PCT and DCT（x
—

±s，n=3）
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要定位于细胞质内。结果统计发现，与 PCTEC 相

比，OAT3在 DCTEC 的阳性胶体金颗粒数增加 7

个，差异显著（P＜0.05）。与空白对照组相比，

AAⅠ组 DCTEC 阳性胶体金颗粒数增加 3 个，差

异显著（P＜0.05）。

4　讨论

早在 20世纪初，多个国家已经正式禁止使用和

销售含有马兜铃酸的中草药，然而，全球仍不断有

相关病例出现［16］。尽管对 AAⅠ的研究已经取得了

诸多进展，但其引发的急性肾毒性和不可逆转的致

癌风险，仍然严重威胁着全球公共卫生安全［17］。因

此，深入探索 AAⅠ的毒理机制，寻找潜在的治疗靶

点，为延缓 AAN 进程和改善患者预后显得尤为

迫切。

研究表明［18-19］，OAT1/3负责AAⅠ在肾小管的转

运，因此，抑制OAT1/3能够预防AAⅠ引起的肾小管

坏死。本研究发现，PRB能够缓解AAⅠ引起的大鼠

肾脏水肿，降低脏器指数，并改善大鼠异常的肾脏

生化功能，恢复CREA和BUN在肾脏的排泄，降低

其在血清的含量。此外，PRB还能减轻AAⅠ导致的

PCTEC空泡样变性、微绒毛脱落及片状坏死脱落样

损伤作用。并且，通过观察KIM1的表达量变化，进

一步验证了PRB对减轻肾损伤的效果。另外，通过

观察大鼠 PCTEC 的超微结构，发现 PRB 能够恢复

细胞基底面质膜褶皱结构；减少细胞空泡样变性；

以及改善线粒体结构和数量。所以，PRB可以减轻

AAⅠ所导致的急性肾损伤，这表明OAT1/3的抑制是

AAN治疗的潜在靶点。

目前的研究表明［20］，PCTEC是AAⅠ作用的主要

靶标，DCTEC则损伤较轻，这可能是由于OAT1/3的

表达差异，导致了 AAⅠ对 PCTEC和 DCTEC的敏感

性不同。因此从组织水平察了 OAT1/3 在 PCT 和

DCT的表达情况，结果显示，OAT1主要在PCT中表

达，而在 DCT 中的表达几乎可以忽略不计；相反，

OAT3主要在DCT中表达，在 PCT中的表达几乎可

以忽略不计。同时发现OAT1在PCT中的表达量显

著高于 OAT3 在 DCT 中的表达量。有研究表

明［21］OAT1 摄取 AAⅠ的活性大于 OAT3。因此推测

由于OAT1的表达量、摄取活性及其定位，使得PCT

相比于 DCT 能更有效地摄取和积累 AAⅠ，导致了

黑色圆圈内为12 nm黑色胶体金颗粒：OAT1蛋白阳性表达；三角形表示线粒体；五角星表示空泡样变性，加号表示肾小管上皮细胞基底膜。

与PCT比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与空白对照组比较：#P＜0.05；与AAI组比较：△P＜0.05。

Black colloidal gold particles (12 nm inside the black circle): positive expression of OAT3 protein; triangles indicate mitochondria, pentagrams indi‐

cate vacuolike degeneration, the plus sign indicates the basement membrane of renal tubular epithelial cells. *P < 0.05 **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

PCT；#P < 0.05 vs black control group； △P < 0.05 vs AAI group.

图4　PCT和DCT中OAT1免疫透射电镜结果（x
—

±s，n=3）

Fig. 4　Result immunoelectron microscopic images of OAT1 in PCT and DCT（x
—

±s，n=3）
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PCT的高敏感性。

进一步深入研究，从亚细胞层面观察了OAT1/3

在 PCTEC 和 DCTEC 中的表达情况。结果表明，

OAT1/3主要定位于靠近细胞线粒体嵴和基底面质

膜褶皱处。这种表达模式与上皮细胞基底面质膜

增加表面积以控制物质转运和提供物理支持的需

求有关，并且该膜上存在多种能量依赖性转运蛋

白，其可能需要线粒体提供能量行使功能［22］。因

此，线粒体与皱褶的基底面质膜形成一个三维网

络，使得OAT1/3的阳性胶体金颗粒主要定位于此。

统计结果发现，OAT1在 PCTEC的表达量显著高于

DCTEC，而 OAT3 在 DCTEC 的表达量显著高于

PCTEC。

另外，本研究发现AAⅠ暴露后，OAT1在PCTEC

的表达量显著下调，相反，OAT3在DCT的表达量显

著上调。给予PRB治疗后，OAT1表达量显著上调，

OAT3 则持续上调。这可能是由于 AAⅠ暴露导致

PCTEC基底面质膜褶皱结构消失；线粒体的结构和

数目改变；使得OAT1定位异常或能量缺失，最终导

致其表达量下调。而OAT3上调则可能是因为DCT

是对 PCT 重吸收分泌作用的补充，当 PCT 中的

OAT1下调时，DCT中的OAT3代偿性上调，以确保

肾小管能够正常地处理体内的废物和维持电解质

及酸碱平衡。

PRB对由AAⅠ引起的大鼠肾损伤显示出保护效

果，这揭示了OAT1/3是AAⅠ进入肾小管上皮细胞的

结构基础。并且 OAT1 是 AAⅠ进入 PCTEC 的主要

通道，而 OAT3则是其进入 DCTEC的主要通道，这

种差异导致了PCT对AAⅠ引起的损伤更加敏感。

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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