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摘要摘要 为研究膳食5'-核苷酸对大鼠酒精性肾损伤的保护作用，选取35只SPF级雄性Wistar大鼠，随机分成5组：普通对照组、

酒精组、葡萄糖等热量组、酒精+0.04%核苷酸干预组、酒精+0.16%核苷酸干预组。连续灌胃8周后，测定体重、肾体比、血肌酐

（SCr）、尿肌酐（UCr）、血尿素氮（BUN）及24 h尿蛋白等相关指标；计算内生肌酐清除率（Ccr）；检测血清炎症因子细胞间黏附分

子-1（ICAM-1）、单核细胞趋化因子-1（MCP-1）水平；HE染色观察肾脏组织病理学改变；免疫组化法观察肾脏足细胞标志蛋白

PCX-1、肾间质转化生长因子-β（TGF-β）和纤连蛋白（FN）的表达。结果表明：膳食5'-核苷酸能够降低酒精引起的大鼠24 h尿
蛋白、血肌酐升高并提高内生肌酐清除率（P<0.05），0.16%核苷酸干预组还能显著降低酒精引起的大鼠血尿素氮升高（P<
0.05）；减轻酒精导致的肾脏组织结构病理改变及血清炎症因子 ICAM-1、MCP-1水平的升高（P<0.05）；同时减轻甚至逆转酒精

导致的肾脏PCX-1、TGF-β和FN表达的改变。由此可知，膳食5'-核苷酸可以通过减轻血液炎症反应，调节肾脏蛋白质分子的

表达，对酒精造成的大鼠肾损伤产生一定的保护作用。

关键词关键词 核苷酸；酒精性肾损伤；保护作用；大鼠

过量饮酒是当今世界范围内的一个重要的公共卫生问

题，世界卫生组织（WHO）报告显示，2012年酒精消耗导致的

死亡人数占全球总死亡人数的5.9%[1]。长期大量饮酒会导致

许多脏器系统的损害。肝脏是酒精代谢的主要器官，也是最

容易受损的器官。肾脏是仅次于肝脏的乙醇排泄器官，机体

摄入酒精后约10%在肾脏代谢。研究证实，肾脏细胞中存在

乙醇脱氢酶（ALD）和乙醛脱氢酶（ALDH）[2]，可以实现酒精的

乙醇-ADH代谢途径，因此可推断，酒精在肾脏中的代谢可能

与在肝脏中的代谢途径有相似。同时酒精是一种水溶性外

源物质，这些物质在肾脏细胞和间质内积聚、浓缩，对肾脏可

能造成一定程度的损害。目前国内外有关酒精性肝损害的

研究已较为深入，而对酒精性肾损害的研究报道较少。

核苷酸（nucleotides，NTs）是生物体细胞决定生物特性和

蛋白质结构与功能的物质，是体内多种营养物质的代谢调节

因子。膳食核苷酸是外源核苷酸摄入的主要途径。研究表

明，外源核苷酸具有调节机体免疫功能 [3]、减轻炎性反应损

伤、优化肝脏功能[4]等重要作用。其机制主要涉及膳食核苷

酸具有抗氧化、修复DNA损伤等。本实验通过建立酒精肝损

伤大鼠模型，观察酒精对大鼠肾功能的影响，同时通过饲喂

富含膳食核苷酸饲料，观察膳食核苷酸对酒精造成的大鼠肾

损害的保护作用及可能的机制。

1 材料与方法
1.1 样品

基础饲料为AIN-93G饲料（AIN-93G饲料配方为 20.0%
酪蛋白，13.2%糊化玉米淀粉，10.0%蔗糖，39.7%玉米淀粉，

5.0%纤维素，7%豆油，3.5%矿物质混合物，0.3% L-胱氨酸，

1.0%维生素混合物，0.25%酒石酸胆碱，0.0014%叔丁基对苯

二酚）。

混合核苷酸（5'AMP∶5'CMP∶5'GMPNa2∶5'UMPNa2=22.8∶
26.6∶20.4∶30.2）由大连珍奥生物工程股份有限公司提供。以

AIN-93G饲料为基础分别添加0.04%、0.16%的混合核苷酸制

成膳食核苷酸干预组饲料。

无水乙醇（分析纯）购自国药集团化学试剂北京有限公司。

1.2 实验动物

SPF级雄性Wistar大鼠，体重 250~300 g，由北京大学医

学部实验动物中心提供，饲养地点为北京大学医学部实验动

物中心，动物分笼饲养，每3只1笼，自由饮水和摄食，饲养环

境为 SPF 环境，节律光照，室温（22±1）℃，相对湿度 40%~
50%。动物实验通过北京大学医学部伦理委员会审核，动物

饲养管理及实验操作符合《北京市实验动物管理条例》。

1.3 实验分组及处理

雄性 SPF级大鼠 35只，适应性喂养 2周，随机分为对照
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组、酒精组、葡萄糖等热量组、酒精+0.04%核苷酸干预组、酒

精+0.16%核苷酸干预组，每组7只。除对照组和葡萄糖等热

量组外，其余 21只大鼠以 50%乙醇灌胃，初始灌胃剂量为每

天 2 g/（kg·bw），后逐渐增加剂量，2周后达到维持剂量 8 g/
（kg·bw），每天 1~2次，继续干预 4周。空白对照组大鼠灌胃

等体积蒸馏水；等热量对照组灌胃与酒精对照组等热量的

50%右旋糖溶液。酒精初始灌胃记为第1周，初始灌胃第1天
记为第1天，结束时为第6周。对照组、酒精组及葡萄糖等热

量组大鼠喂养AIN-93G饲料，核苷酸干预组饲料是在AIN-
93G饲料基础上添加不同剂量核苷酸所制成。

1.4 标本采集

各组大鼠干预 6周后，将其置于洁净代谢笼内准确收集

24 h尿标本，记录尿量后，将尿液 2000 r/min离心 10 min，去
除沉渣，上清分装后保存于-80℃冰箱中待测。实验结束时，

大鼠禁食 12 h，经股动脉采血后颈椎脱臼处死全部大鼠，

3000 r/min离心 10 min，分离血清，并迅速剖取大鼠肾脏，去

除包膜，冷生理盐水漂洗，滤纸拭干，准确称重后进行各项指

标检测。

1.5 检测指标

1.5.1 血清、尿液检测指标

全自动生化分析仪检测血清尿素氮（BUN）、肌酐（SCr）。

去蛋白法测尿肌酐（UCr）、双缩脲法测 24 h尿蛋白定量。计

算内生肌酐清除率（Ccr）。
1.5.2 肾体比

按[双肾重（g）/体重（g）]×100进行计算。

1.5.3 炎症因子

依照 ELISA 试剂盒方法检测血清炎症因子 ICAM-1、
PCM-1含量。

1.5.4 HE染色观察肾组织病理学改变

取肾组织以 40%甲醛溶液固定，酒精梯度脱水，二甲苯

透明后进行石蜡包埋，制成厚度约 5 μm的切片。随后取部

分石蜡切片进行苏木精-伊红（Hematoxylin-Eosin，HE）染色，

光镜下观察肾组织病理学改变。

1.5.5 免疫组化法观察肾组织蛋白表达改变

PCX-1、FN、TGF-β 和 β-actin 抗体均购自美国 Santa

Cruz公司。

取部分肾组织石蜡切片，脱腊、水化组织切片，抗原修复

后以 3% H2O2去离子水孵育以阻断内源性过氧化物酶；PBS
冲洗 3次每次 2 min，滴加一抗稀释液（1∶300），湿盒中 4℃孵

育过夜，1×PBS冲洗3次，各2 min；滴加Polymer Helper（即用

型）室温孵育 20 min，1×PBS冲洗 3次，各 2 min；滴加 Poly-
peroxidase-anti-mouse/rabbit IgG（即用型）室温孵育 25 min，
1×PBS 冲洗3次，各2 min；进行DAB 显色，准备1 mL双蒸水

（pH值约为 7.0），加入 1滴（约 50 μL）浓缩缓冲液（20×）混合

均匀，然后将DAB溶液（20×）和浓缩过氧化氢溶液（20×）各1
滴加入其中，再次混匀，滴加混合后的工作液室温显色10 s，
于显微镜下观察显色情况；显色充分后自来水充分冲洗、复

染、脱水、透明、封片。使用光学显微镜以100×到400×的放大

倍数进行观察。

1.6 统计学处理

实验数据以均数±标准差表示，采用 SPSS 20.0统计软

件，进行正态性和方差齐性检验。若方差齐，多组间比较采

用单因素方差分析，Bonferroni法进行两两比较，P<0.05为差

异具有统计学意义；若方差不齐，采用Tamhane's T2检验，P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果与分析
2.1 膳食核苷酸对酒精性肾损害大鼠肾体比、24 h尿蛋白、

BUN、SCr、UCr、CCr的影响

如表1所示，实验结束时，酒精组大鼠肾体比显著低于对

照组（P<0.05），而与等热量组相比差异无统计学意义（P>
0.05）。酒精组大鼠24 h尿蛋白、BUN、SCr及UCr水平较普通

对照组明显升高，其中24 h尿蛋白和UCr较等热量对照组差

异有统计学意义（P>0.05），同时其CCr水平低于对照组及等

热量组（P<0.05）。核苷酸干预组大鼠 24 h尿蛋白、UCr水平

低于酒精组，0.16%核苷酸干预组大鼠的BUN低于酒精组，且

CCr水平有明显的提高，差异具有统计学意义（P<0.05）。
2.2 膳食核苷酸对酒精性肾损害大鼠血清ICAM-1、MCP-1

的影响

如图 1所示，酒精组大鼠血清 ICAM-1含量高于对照组

表1 膳食5'-核苷酸对酒精性肝损伤大鼠肾脏功能指标的影响（ x̄±s，n=7）

Table 1 Effects of dietary 5'-nucleotides on parameters about kidney of mice ( x̄±s, n=7)

组别

对照组

酒精组

葡萄糖等热量组

0.04% NTs组
0.16% NTs组

肾体比

0.33±0.02#

0.30±0.01
0.29±0.11
0.32±0.05#

0.33±0.02#

24 h尿蛋白/
（mg·mL-1）

5.07±2.95#

10.52±5.89*

5.06±1.85#

6.01±1.68#

5.88±2.67#

UCr/
（μmol·L-1）

491.23±101.56#

752.91±81.03*

544.90±107.47#

506.68±90.03#

502.94±58.14#

SCr/
（μmol·L-1）

13.07±2.91#

16.07±0.70
16.15±1.83
16.32±0.98
15.67±2.38

BUN/
（mmol·L-1）

4.61±1.26#

5.38±1.11
4.70±0.86
5.52±1.04
3.81±0.60#

Ccr/
（mL·min-1）

2.33±0.29#

0.82±0.09*

2.18±0.20#

1.63±0.20#

1.91±0.25#

注：#表示与酒精组相比P<0.05；*表示与葡萄糖等热量组相比P<0.05，下同。
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和葡萄糖等热量组（P<0.05），而各剂量膳食核苷酸喂养组低

于酒精组但仍高于等热量对照组（P<0.05）。酒精组大鼠血

清MCP-1含量高于等热量组及核苷酸干预组（P<0.05），核苷

酸各剂量组与等热量对照组差异无统计学意义（P>0.05）。
2.3 膳食核苷酸对酒精性肾损害大鼠肾脏病理变化的影响

2.3.1 膳食核苷酸对酒精肾损害大鼠肾脏结构的影响

肉眼观察各组肾脏形态发现：空白对照组与等热量对照

组肾脏大体色泽红润，质地结实而柔软；酒精组肾脏体积较

小，但无明显差别。

图2展示了实验结束时大鼠肾脏HE染色切片中肾小球

的病理学改变。对照组及等热量组大鼠HE染色标本可见正

常的肾小球，未见系膜增生；酒精组大鼠肾脏肾小球出现轻

度系膜增生，系膜区分界不清；核苷酸干预组系膜分界较清

楚，肾小球未出现明显系膜增生（图2）。
图3所示为大鼠肾脏肾小管间质病理学改变的HE染色

切片。可见对照组及等热量组大鼠HE染色标本可见正常肾

小管-间质结构正常，未见变性及炎性细胞浸润；酒精组大鼠

的肾小管上皮细胞出现空泡变性，可见大量泡沫细胞（图 3
（b）箭头所指），同时肾间质有炎性细胞浸润；0.04% NTs组大

鼠肾间质也有少量泡沫细胞，但炎性细胞浸润情况较酒精组

有改善；0.16% NTs组大鼠肾间质未见泡沫细胞及炎性细胞

浸润（图3）。

图1 膳食5'-核苷酸对酒精肾损伤大鼠血清ICMA-1、MCP-1的影响

Fig. 1 Effects of dietary 5'-nucleotides on serum ICAM-1and MCP-1 of mice

图3 肾小管-间质病理学改变（HE染色，400×）

Fig. 3 Pathologic changes of renal tubule-interstitial (HE stain, 400×)

（a）普通对照组

图2 肾小球病理学改变（HE染色，400×）

Fig. 2 Pathologic changes of glomerulus (HE stain, 400×)

（b）酒精对照组 （c）等热量对照组 （d）0.04% NTs组 （e）0.16% NTs组

（a）普通对照组 （b）酒精对照组 （c）等热量对照组 （d）0.04% NTs组 （e）0.16% NTs组
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图6 大鼠肾脏FN的表达（免疫组化染色，400×）

Fig. 6 Expression of FN in kidney (IHC stain, 400×)

（a）普通对照组 （b）酒精对照组 （c）等热量对照组 （d）0.04% NTs组 （d）0.16% NTs组

图4 大鼠肾脏PCX-1的表达（免疫组化染色，400×）

Fig. 4 Expression of PCX-1 in kidney (IHC stain, 400×)

（a）普通对照组 （b）酒精对照组 （c）等热量对照组 （d）0.04% NTs组 （d）0.16% NTs组

图5 大鼠肾脏TGF-β的表达（免疫组化染色，400×）

Fig. 5 Expression of TGF-β in kidney (IHC stain, 400×)

（a）普通对照组 （b）酒精对照组 （c）等热量对照组 （d）0.04% NTs组 （d）0.16% NTs组

3 讨论
核苷酸具有抗炎、抗氧化和改善肠道菌群等功能，具有

调节免疫、延缓衰老、修复受损肝脏和胃肠道等多种生物学

功能，同时也是婴幼儿生长发育过程中不可缺少的重要营养

素之一。欧洲小儿胃肠营养学会（European Society for Pedi⁃
atric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition, ESPGHAN）
推荐婴幼儿配方食品中所含核苷酸不得超过0.025 g/100 g配

方奶粉[5]。本课题组长期喂养实验表明，0.04 g/100 g和 0.16
g /100 g比例在饲料中添加核苷酸能够降低大鼠转氨酶水

平，且不会导致血尿酸水平升高，直到1.28 g/100 g均未发现

不良反应[4,6]。

酒精对肝脏的损伤最为明显，导致酒精性肝损伤的主要

原因是乙醇在肝细胞内产生的有毒代谢物（乙醛）及其引起

的代谢紊乱。研究表明，机体摄入的酒精中约10%需要经过

2.3.2 膳食核苷酸对酒精性肾损害大鼠肾脏相关蛋白表达

的影响

免疫组化染色观察到，各实验组均可见 PCX-1、FN及

TGF-β的表达，其中PCX-1主要表达于肾小球细胞，而FN与

TGF-β主要表达于肾小管-间质细胞。与普通对照组及等热量

对照组相比，酒精组肾小球PCX-1表达较少，而肾小管-间质

处FN与TGF-β表达较多；核苷酸干预后可见PCX-1表达增

多，且FN及TGF-β表达减少，接近等热量对照组（图4~图6）。
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肾脏代谢。由于肾脏细胞中存在类似于肝脏的乙醇-ADH代

谢途径，因此酒精也可能引起肾脏细胞代谢紊乱并产生有毒

代谢物[7]。同时乙醇及乙醛等水溶性外源物质在肾脏细胞及

间质内积聚、浓缩，也会造成肾脏损伤[8]。本实验通过建立酒

精性肝损伤模型，观察酒精对肾脏造成的损伤以及膳食核苷

酸干预对酒精致肾损伤的保护作用。实验结束时发现酒精

组大鼠出现肝细胞脂肪变性以及血清ALT、AST水平升高，表

明酒精性肝损伤模型建立成功[9]。本研究结果显示，酒精灌

胃6周后，酒精组大鼠肾体比低于对照组但与等热量组相比

无明显差异，而其 24 h尿蛋白、UCr、SCr与BUN水平均出现

上升趋势，且CCr水平下降，提示酒精造成了大鼠肾小球滤过

功能减低，肾小管重吸收能力下降，引起了严重的肾脏损

害。本研究中对大鼠肾脏进行病理观察发现，酒精可导致大

鼠肾小球系膜增生，同时引起明显的肾小管上皮细胞泡沫样

变性以及肾间质炎性浸润。而膳食核苷酸喂养组大鼠CCr水
平较酒精组明显升高，且肾小球系膜增生与肾小管-间质炎

性细胞浸润情况较轻，与等热量对照组相近，表明膳食核苷

酸补充可以在一定程度上减轻酒精对肾脏造成的损伤。

炎症反应是酒精性肾损伤的主要特征之一。肾组织单

核细胞浸润是炎症发生的中心环节[10]，其中 ICAM-1和MCP-
1对于外周血单核细胞向肾组织内的迁移具有重要作用[11-12]，

炎性细胞浸润又可促进多种促纤维化因子释放，使胶原蛋白

合成增加和细胞外基质聚积，导致肾脏纤维化。研究发现，

病理情况下，ICAM-1可在病变的肾小管上皮细胞强烈表达，

为肾脏炎症活动的主要标志[13-14]。MCP-1是肾脏疾病中表达

最强最广泛的趋化因子[15]，与肾脏疾病关系密切，能够发动炎

症反应，促进肾小球系膜增生、促进增殖细胞核抗原（PNCA）
表达增加和细胞外基质沉积，加速肾小球硬化 [11]，造成肾小

管-间质细胞泡沫样变性。郑海兰等 [16]、陶小红等 [17]研究发

现，ICAM-1和MCP-1的高表达是导致大鼠酒精性肾损伤的

重要机制之一。本研究显示灌胃 6周后，酒精组大鼠血清

ICAM-1和MCP-1含量升高，提示酒精引起了大鼠血液炎症

反应，这可能是引起肾小球系膜增生及肾小管-间质炎性细

胞浸润与泡沫样变性的原因之一。研究证实，膳食核苷酸的

摄入能够影响机体的炎性反应，其主要机制为抑制炎性细胞

因子的分泌，从而维持机体内炎性/抗炎性细胞因子的平衡，

减轻机体的炎性损伤[18-19]。本研究结果显示，核苷酸干预后

大鼠血清中炎症因子 ICAM-1和MCP-1均减少，表明膳食核

苷酸可以在一定程度上减轻酒精引起的大鼠血液炎症反

应。膳食核苷酸对炎症因子的调节作用可能与其可以参与

各种生物应答和炎症反应，影响参与炎症反应的转录因子的

表达及活性有关。同时近年来研究也表明，膳食核苷酸具有

抗氧化应激[19]及修复DNA损伤功能[20]，这可能也是膳食核苷

酸减轻酒精对肾脏造成损害的机制之一。

肾小球足细胞（podocyte）及其足突建的细胞裂隙膜（Slit
diaphragm, SD）是构成肾小球滤过膜的最后一道屏障[21]。足

细胞损伤是肾小球损伤的中心环节[22]，可能导致肾小球滤过

屏障受损，滤过率增高，是病理性蛋白尿产生的重要机制之

一。足细胞表面蛋白分子（如Nephrin、Podocalyxin等）表达降

低是足细胞受损的重要标志[23]。Podocalyxin（PCX）是构成肾

小球滤过屏障 SD的关键组成部分，介导上皮细胞之间的相

互作用，影响肾小球基底膜的通透性和滤过率[24]。本研究通

过免疫组化染色观察到，酒精灌胃组大鼠肾小球PCX-1的表

达明显低于正常组，表明酒精可能对肾小球滤过屏障造成损

伤，进而引起了酒精组大鼠尿蛋白显著增高。其机制可能是

酒精作为一种还原剂，在肾脏组织中代谢引起了肾小球氧化

损伤[25-26]，导致肾小球足细胞表面蛋白表达下降。而膳食核

苷酸干预后，肾脏组织PCX-1的表达明显升高，且高于对照

组及等热量组，表明核苷酸可以有效减轻酒精导致的足细胞

损伤，并通过代偿性增加蛋白合成以维持肾小球滤过屏障结

构。

肾间质纤维化是酒精引起的另一重要的肾脏改变，TGF-
β是这一变化中最重要的细胞因子[27]。研究表明，TGF-β活

化可以促进EMC合成增加，增加纤连蛋白（FN）表达，同时抑

制多种EMC降解酶的生成，促进纤维化的发生与发展。研究

发现 TGF-β阳性表达情况随着酒精肾损伤的发生呈正相

关[16]。而国外研究发现，长期酒精摄入在引起肾脏纤维化的

同时，还能够提高金属蛋白基质酶的表达，这可能是肾脏在

纤维化过程中的代偿表现[28-29]。本研究发现，TGF-β和纤连

蛋白在酒精组大鼠肾小管-间质处的表达较等热量组明显增

加，提示酒精组大鼠出现了肾间质纤维化趋势，而其在核苷

酸干预组大鼠肾脏表达明显减少，提示核苷酸可能通过下调

细胞因子TGF-β表达，进而减少纤连蛋白等细胞外基质的生

成，从而减轻甚至修复酒精引起的肾小管间质纤维化改变。

4 结论
实验表明，酒精可导致大鼠血清炎症因子 ICAM-1、

MCP-1分泌增加，引起血清炎症反应。同时，酒精还可引起

肾小球PCX-1的表达减少，及肾小管-间质TGF-β和纤连蛋

白表达增加，进而导致肾小球滤过功能下降并促进肾间质纤

维化的发生与发展。膳食核苷酸干预可以有效降低酒精性

肾损伤大鼠血清炎症因子的表达，并通过调节肾脏相关蛋白

的表达，减轻肾脏损伤，对肾脏起到保护作用。
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Protective effect of dietary 5'-nucleotides on alcohol-induced
kidney injury of mice

AbstractAbstract This paper investigates the protective effects of dietary 5'-nucleotides on alcohol-induced kidney injury of mice. A total of 35
specific pathogen free (SPF) male Wistar mice are randomly divided into 5 groups given alcohol, equivalent distilled water or an isocaloric
amount of dextrose intragastrically for 8 weeks. The two groups of alcohol-induced rats are fed with AIN-93G rodent diets including 0.04%
and 0.16% 5'-nucleotides，respectively. Body weight (bw), renal function indexes and serum concentration of ICAM- 1 and PCM-1 are
measured, and renal pathologic changes stained by hematoxylin and eosin stain are observed by election microscope. The result shows that
dietary 5'-nucleotides can reduce the rise of urinary protein per 24 h and level of blood serum creatinine (SCr) induced by alcohol, as well
as the blood urea nitrogen (BUN) in the 0.16% NTs group. And compared to the alcohol group, the endogenous creatinine clearance are
decreased significantly in the 0.04% and 0.16% NTs groups. The renal lesions present glomerular mesangium proliferation, inflammatory
cell infiltration in tubule-interstitial and vacuolation or swell of renal tubule epithelium in the alcohol group, which are less in both NTs
groups. The serum concentrations of ICAM-1 and PCM-1 of NTs groups are also lower than those of the alcohol group. What’s more, the
expression changes of PCX-1, TGF-β and fibronectin (FN) in kidney induced by alcohol are repaired by NTs supplement. In conclusion,
the dietary 5'-nucleotides can protect kidney from injury induced by alcohol in mice.
KeywordsKeywords nucleotides; alcoholic renal injury; protective effect; rats
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