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顺铂是治疗实体瘤最常用和最有效的化疗药物之

一，同时也是联合化疗中最常用的抗肿瘤药物[1-2]，但肾

毒性是顺铂的主要不良反应之一[3-4]。顺铂的肾毒性主

要表现为肾小管及肾小管间质的损伤，有报道称连续用

药可发展为肾间质纤维化[5]。肾间质纤维化的特征是成

纤维细胞和（或）肾小管上皮细胞转分化为肌成纤维细胞，

并合成大量细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）[6]。

α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）是肌成纤维细胞的标记物[7]。

此外，转化生长因子β1（TGF-β1）是最重要的促纤维化细
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摘 要 目的：探讨单剂量顺铂对大鼠肾间质纤维化指标的影响。方法：将72只SD大鼠随机分为正常组和顺铂组，每组36只。

正常组与顺铂组大鼠于实验第1天分别单次腹腔注射等体积生理盐水、顺铂5 mg/kg，于实验第8、14、30、50、60、90天分别处死6

只大鼠，测定血清尿素氮（BUN）和肌酐（Cr）水平，检测肾小管间质损伤程度、肾小管间质纤维化相对面积和肾组织中α-平滑肌肌

动蛋白（α-SMA）、Ⅰ型胶原（Col Ⅰ）和转化生长因子β1（TGF-β1）表达情况。结果：与正常组比较，顺铂组大鼠各时间点血清BUN

和Cr水平、肾小管间质损伤指数、肾小管间质纤维化相对面积和肾组织中α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1表达水平均明显升高（P＜0.05或

P＜0.01）。在顺铂组中，在第8～90天内，大鼠血清BUN水平无明显变化，血清Cr水平、肾小管间质损伤指数、肾小管间质纤维化

相对面积和肾组织中α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1表达水平均呈先升高后降低趋势。结论：临床剂量的顺铂单次给药可诱导大鼠肾间

质纤维化，其机制可能与其肾组织中TGF-β1表达有关。

关键词 顺铂；肾间质纤维化；α-平滑肌肌动蛋白；Ⅰ型胶原蛋白；转化生长因子-β1；大鼠

Effects of Single Dose of Cisplatin on Renal Interstitial Fibrosis Indicators in Rats
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Pharmacy，the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，Nanning 530021，China；2.Center for

Regenerative Medicine，Guangxi Medical University，Nanning 530021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To discuss the effects of single dose of cisplatin on renal interstitial fibrosis indicators in rats

dynamically. METHODS：72 SD rats were randomly divided into normal group and cisplatin group，with 36 rats in each group.

Normal group and cisplatin group were given equal volume of normal saline and cisplatin 5 mg/kg intraperitoneally on the first

day，respectively. Each 6 rats were sacrificed on 8th，14th，30th，50th，60th，90th day. The serum levels of blood urea nitrogen

（BUN） and creatinine （Cr） were determined， and the degree of renal tubulointerstitial injury and relative area of renal

tubulointerstitial fibrosis were evaluated. The expression of α-smooth muscle actin （α-SMA），type I collagen （Col Ⅰ） and

transforming growth factor β 1（TGF-β 1）were determined in renal tissue. RESULTS：Compared with normal group，the serum

levels of BUN and Cr，renal tubulointerstitial injury indexes，relative area of renal tubulointerstitial fibrosis，and the expression of

α-SMA，Col Ⅰ and TGF-β 1 in renal tissue were increased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. In cisplatin group，within the

8th-90th days，serum level of BUN in rats had no significant change；serum level of Cr，renal tubulointerstitial injury indexes，

renal tubulointerstitial fibrosis，the expression of α-SMA，Col Ⅰ and TGF-β 1 in renal tissue increased first and then decreased.

CONCLUSIONS：A single dose of clinical dose of cisplatin can induce renal interstitial fibrosis in rats，and its mechanism may be

related to the expression of TGF-β1 in renal tissue.

KEYWORDS Cisplatin；Renal interstitial fibrosis；α-SMA；Col Ⅰ；TGF-β1；Rat
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胞因子之一[8]。肾间质纤维化形成的主要原因是ECM

合成和降解失衡，造成其大量积聚，Ⅰ型胶原（Col Ⅰ）是

ECM重要成分之一[9]。

有报道，单次临床常用剂量的顺铂（换算成大鼠剂

量）可引起大鼠急性肾损害[10]，但急性肾损害之后是否

可引起肾间质纤维化的研究却鲜有报道。本实验单次

给予大鼠腹腔注射临床常用剂量的顺铂，通过观察不同

时间点大鼠肾间质纤维化指标的变化情况，探讨单剂量

顺铂对大鼠肾间质纤维化的影响。

1 材料
1.1 仪器

7100 型全自动生化分析仪（日本 Hitachi 公司）；

CX-31型正置显微镜（日本 Olympus 公司）；TDL-5A 型

离心机（上海菲恰尔分析仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

注射用顺铂（冻干型，齐鲁制药有限公司，批号：

3040101DBDB，规格：每支10 mg）；尿素氮（BUN）、肌酐

（Cr）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号：C013-2、

C011-1）；戊巴比妥钠（德国 Merck 公司，批号：P11011，

规格：每瓶 5 g，纯度：＞99％）；兔源α-SMA、Col Ⅰ、

TGF-β1的多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；

通用型链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结（SP）检测

试剂盒 [北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

SP-9000，组分：封闭用正常山羊血清工作液、生物素标

记山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）和辣根过氧化物酶标记

的链酶素卵白素工作液]。

1.3 动物

SD大鼠，♂，SPF级，体质量为（200±20）g，6～7周

龄，由广西医科大学实验动物中心提供，实验动物生产

许可证号：SCXK（桂）2014-0002。

2 方法
2.1 分组与给药

72只大鼠适应性饲养1周后，随机分为正常组和顺

铂组，每组36只。正常组大鼠于实验第1天单次腹腔注

射等体积生理盐水。顺铂组大鼠于实验第1天单次腹腔

注射顺铂 5 mg/kg（用生理盐水将注射用顺铂配制成质

量浓度为 0.5 mg/mL的顺铂溶液）。实验期间大鼠自由

摄食饮水。

2.2 大鼠体质量测定

分别于给药前及实验第 8、14、30、50、60、90天称量

所有大鼠的体质量。

2.3 标本采集及处理

分别于实验第8、14、30、50、60、90天处死大鼠，每个

时间点处死 6只。大鼠处死前禁食不禁水 12 h，以戊巴

比妥钠（30 mg/kg）腹腔注射麻醉，腹主动脉取血 5 mL，

以离心半径为 10 cm、3 000 r/min 离心 15 min，分离血

清，于－80 ℃保存，用于检测血清BUN和Cr水平。然

后取出左侧肾脏，剥离包膜，置于 4％甲醛中固定，石蜡

包埋切片，用于检测肾小管间质损伤、肾小管间质纤维

化和肾组织中α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1表达水平。

2.4 血清BUN和Cr的检测

采用全自动生化分析仪测定血清BUN和Cr水平。

2.5 肾小管间质损伤评分

取肾组织切片经苏木精-伊红（HE）染色后，于 400

倍镜下单盲依序分别选取左上、左下、右上、右下、中间5

个肾小管视野，依据肾小管上皮细胞空泡变性、肾小管

扩张、肾小管萎缩、红细胞管型、蛋白管型、间质水肿、间

质纤维化、间质炎性细胞浸润等 8项标准进行肾小管间

质损伤评分，计算其均值作为该标本的肾小管间质损伤

指数[11]，肾小管间质损伤评分标准见表1。

表1 肾小管间质损伤评分标准

Tab 1 Renal tubulointerstitial injury scoring criteria

分值
0

1

2

3

肾小管上皮细胞空泡变性
无变性
轻度局灶变性

中度局灶或轻度弥漫变性

广泛或中度弥漫以上变性

肾小管扩张
无
轻度（相应视野内＜
25％）

中 度（相 应 视 野 内
25％～50％）

重度（相应视野内＞
50％）

肾小管萎缩
无
轻 度（相 应 视 野 内 ＜
25％）

中 度（ 相 应 视 野 内
25％～50％）

重 度（相 应 视 野 内 ＞
50％）

红细胞管型
无
轻度（偶见）

中 度（相 应 视 野 内 ＜
10％的肾小管）

重 度（相 应 视 野 内 ＞
10％的肾小管）

蛋白管型
无
轻度（偶见）

中 度（相 应 视 野 内 ＜
10％的肾小管）

重 度（相 应 视 野 内 ＞
10％的肾小管）

间质水肿
无（肾小管间无间隙）

轻度（轻度局灶小管分
离）

中度（轻度弥漫或局灶
中度肾小管分离）

重度（重度肾小管分离）

间质纤维化
无
轻 度（相 应 视 野 内 ＜
25％）

中 度（ 相 应 视 野 内
25％～50％）

重 度（相 应 视 野 内 ＞
50％）

间质炎性细胞浸润
无
轻度（轻度局灶细胞浸
润）

中度（轻度弥漫或局灶中
度细胞浸润）

重度（重度细胞浸润）

2.6 肾小管间质纤维化评价

肾组织切片经Masson染色后，于400倍镜下随机选

取5个互不重叠的肾小管间质视野，分别测量每个视野

中肾小管间质纤维化的相对面积，取平均值进行半定量

分析[12]。

2.7 肾组织中α-SMA、Col ⅠⅠ和TGF-β1表达的检测

采用免疫组化SP法检测肾组织中α-SMA、Col Ⅰ和

TGF-β1表达水平。肾组织石蜡切片常规脱蜡至水，用

3％H2O2去除内源性过氧化物酶，置于0.01 mol/L枸椽酸

盐缓冲液中高压修复，滴加正常山羊血清封闭非特异性

抗原，分别滴加兔源α-SMA（1 ∶3 000）、Col Ⅰ（1 ∶1 000）、

TGF-β1（1 ∶3 000）多克隆抗体，4 ℃过夜，滴加二抗（生物

素标记的山羊抗兔 IgG），37 ℃孵育15 min，磷酸盐缓冲

液（PBS）洗 3次，滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵

白素工作液，37 ℃孵育 15 min，PBS 洗 3次。用显色剂

二氨基联苯胺（DAB）显色、脱水、透明、封片。每张切片

随机拍摄 5个高倍视野照片，采用 Image Pro-plus 6.0图

像分析软件，计算其平均光密度值后求平均值。
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2.8 统计学方法

应用SPSS 20.0软件进行数据分析，数据以 x±s表
示，同一时间点两组间比较采用独立样本 t检验，组内不
同时间点比较采用方差分析（ANOVA）。P＜0.05表示
差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠体质量

顺铂组大鼠实验第 8、14、30、50、60、90天的体质量
均低于正常组相同时间点，其中第 30、50、60、90天的体
质量降低差异具有统计学意义（P＜0.05），说明顺铂给
药后可降低大鼠的体质量。两组大鼠各时间点的体质
量测定结果见图1。

3.2 血清BUN和Cr水平

正常组大鼠给药后各时间点血清BUN和Cr水平无

明显变化。顺铂组大鼠实验第 8、14、30、50、60、90天的

血清BUN和Cr水平均明显高于正常组相同时间点（P＜

0.05或 P＜0.01）。随着时间的延长，顺铂组大鼠血清

BUN水平无明显变化；Cr水平于第8天急剧升高，与第8

天比较，除第 90天外其余各时间点的血清Cr水平明显

降低（P＜0.05或 P＜0.01）。两组大鼠给药后各时间点

血清BUN和Cr水平测定结果见图2。

3.3 肾小管间质损伤

HE染色发现，正常组大鼠给药后各时间点的肾组

织结构未见异常。顺铂组大鼠在实验第 8天，肾间质可

见少量炎症细胞浸润，肾小管上皮细胞空泡变性，局部

可见肾小管上皮细胞脱落，出现蛋白管型、红细胞管型；

随着时间的延长，肾组织的损伤呈先加重后减轻的趋

势，逐渐出现肾小管扩张、萎缩，在皮质髓质区有纤维组

织增生，第60、90天时肾小管间质损伤开始减轻。两组

大鼠给药后各时间点肾组织HE染色图片见图3。

通过肾小管间质损伤指数分析发现，顺铂组实验第

注：与正常组相同时间点比较，＊P＜0.05

Note：vs. normal group at same time point，＊P＜0.05

图1 两组大鼠给药前后各时间点的体质量测定结果
Fig 1 Determination results of body weight of rats in

2 groups at each time point before and after ad-

ministration
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8天比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group at same time point，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；

vs. cisplatin group at 8th day，#P＜0.05，##P＜0.01

图2 两组大鼠给药后各时间点血清BUN和Cr水平测
定结果

Fig 2 Determination results of serum levels of BUN

and Cr of rats in 2 groups at each time points

after administration
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图3 两组大鼠给药后各时间点肾组织HE染色图片（×400）

Fig 3 HE staining of renal tissues of rats in 2 groups at each time points after administration（×400）

正常组

顺铂组

8 d 14 d 30 d 50 d 60 d 90 d

给药后

8、14、30、50、60、90天的肾小管间质损伤指数均明显高

于正常组相同时间点（P＜0.01）。随着时间的延长，顺

铂组大鼠的肾小管间质损伤指数呈先升高后降低的趋

势，第50天时达最高值，第60、90天突然下降，且第60天

的肾小管间质损伤指数明显低于第 50天（P＜0.05），第

60天与第90天比较差异无统计学意义（P＞0.05）。两组

大鼠给药后各时间点肾小管间质损伤指数测定结果见

图4。

3.4 肾小管间质纤维化

Masson染色发现，正常组大鼠给药后各时间点的肾

组织结构未见异常纤维增生。顺铂组大鼠实验第8天可

见纤维组织增生，随着时间的延长，肾间质纤维增生程

度呈先加重后减轻的趋势。两组大鼠给药后各时间点

肾组织Masson染色图片见图5。
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通过肾小管间质纤维化相对面积的半定量分析发
现，顺铂组实验第8、14、30、50、60、90天的肾小管间质纤
维化相对面积明显大于正常组相同时间点（P＜0.05）；

随着时间的延长，肾小管间质纤维化相对面积呈先增加
后减小趋势，第50天时达最高值，第60、90天突然下降，

且第60天的肾小管间质纤维化相对面积明显小于第50

天（P＜0.05），第60天与第90天比较差异无统计学意义
（P＞0.05）。两组大鼠各时间点肾小管间质纤维化相对
面积测定结果见图6。

3.5 肾组织中α-SMA、Col ⅠⅠ、TGF-β1表达
α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1主要在肾小管上皮细胞的胞

质中表达。正常组大鼠给药后各时间点肾组织中
α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1均呈低水平表达，且各时间点差
异无统计学意义（P＞0.05）。顺铂组大鼠实验第 8、14、

30、50、60、90天肾组织中α-SMA、Col Ⅰ、TGF-β1表达水
平均明显高于正常组相同时间点（P＜0.05或P＜0.01）。

随着时间的延长，顺铂组大鼠肾组织中α-SMA、Col Ⅰ、

注：与正常组相同时间点比较，＊P＜0.05；与顺铂组第 8天比较，
#P＜0.05；与顺铂组前一时间点比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group at same time point，＊P＜0.05；vs. cisplatin

group at 8th day，#P＜0.05；vs. the previous time point of cisplatin

group，ΔP＜0.05

图4 两组大鼠给药后各时间点肾小管间质损伤指数测
定结果

Fig 4 Renal tubulointerstitial injury indexes of rats in

2 groups at each time points after admini-

stration
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图5 两组大鼠给药后各时间点肾组织Masson染色图片（×400）

Fig 5 Masson staining of renal tissues of rats in 2 groups at each time point after administration（×400）
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注：与正常组相同时间点比较，＊P＜0.05；与顺铂组第 8天比较，
#P＜0.05；与顺铂组前一时间点比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. normal group at same time point，＊P＜0.05；vs. cisplatin

group at 8th day，#P＜0.05；vs. the previous time point of cisplatin

group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

图6 两组大鼠给药后各时间点肾小管间质纤维化相对
面积测定结果

Fig 6 Relative area of renal tubulointerstitial fibrosis

of rats in 2 groups at each time points after

administration
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TGF-β1表达水平均呈先升高后降低趋势，均于第50天达

最高值。与第 8天比较，顺铂组大鼠第 30和 50天的

α-SMA表达水平明显升高（P＜0.05），其余各时间点差

异均无统计学意义（P＞0.05）；第50天的Col Ⅰ和TGF-β

1表达水平明显升高（P＜0.05），第60和90天的Col Ⅰ表

达水平明显降低（P＜0.05）。两组大鼠各时间点肾组织

中α-SMA、Col Ⅰ和TGF-β1表达的测定结果见图7。

4 讨论
流行病学研究发现全球终末期肾病发病率不断升

高。肾间质纤维化是各种慢性肾病的共同阶段，最终发

展为终末期肾病。顺铂是肾损伤的主要药物之一，随着

全球恶性肿瘤的发病率不断升高，顺铂作为临床最常用

化疗药物之一，其引起肾损伤的患者势必不断增加。本

课题组的研究和文献[13-14]报道均证实顺铂单次临床

剂量换算成的大鼠剂量可引起大鼠急性肾损伤，然而大

鼠急性肾损害过后是否发展为肾间质纤维化等的研究

较少。本实验给予SD大鼠单次腹腔注射顺铂 5 mg/kg

（由成人常用的单次临床剂量换算），观察肾损伤急性期

后不同时间点的肾功能和肾间质纤维增生情况。

在本实验中，大鼠体质量测定结果发现顺铂可降低

大鼠的体质量，其中实验第 30、50、60、90天的体质量明

显降低（P＜0.05）。说明随着时间的延长，顺铂降低大

鼠的体质量的程度逐渐加重。

与正常组大鼠比较，顺铂组大鼠给药后各时间点的

血清BUN和Cr等肾功能指标显著升高（P＜0.05或P＜
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0.01），提示顺铂对大鼠肾功能损伤一直存在，在第60天

甚至在第90天仍未恢复正常。

HE染色显示，给药后各时间点顺铂组大鼠的肾组

织均出现损伤，而且随着时间的延长，肾间质损伤逐渐

加重；实验第60天时肾间质损伤较前面的时间点有所减

轻，但之后直到第 90天肾间质损伤并没有进一步的改

善，且仍显著高于正常组。

Masson染色发现，给药后各时间点顺铂组大鼠的肾

间质均出现纤维增生；且随着时间的延长，纤维增生逐

渐加重；实验第60天的肾间质纤维增生较前面时间点的

有所减轻，但之后直到第90天纤维增生没有进一步的减

少，且仍显著高于正常组。

Col Ⅰ是间质中重要的ECM。α-SMA是肌成纤维

母细胞的标记分子，肌成纤维母细胞是ECM合成的主

要细胞。α-SMA 在肾组织中表达升高，说明肾小管上

皮细胞向肌成纤维母细胞转分化，从而增加Col Ⅰ的合

成[15]。本实验的免疫组化检测发现，顺铂组大鼠给药后

肾组织的α-SMA和Col Ⅰ水平显著高于正常组，且随着

时间的延长，这些指标的水平逐渐升高；虽然在实验第

60天较其前面时间点有所降低，但之后直至第 90天没

有进一步降低。这些指标的变化与Masson染色结果的

变化相一致。以上结果说明单次顺铂剂量（由成人单次

临床剂量换算成）可诱导大鼠肾间质纤维化。有报道大

鼠腹腔注射单剂量顺铂6 mg/kg，第7天胶原沉积逐渐增

加，第 14天可见明显肾间质纤维化[16]，多次给药可加重

肾间质纤维化[5]。以上报道与本实验结果相似。

TGF-β1是目前公认的最重要的致纤维化细胞因子

之一，其在肾纤维化的发展过程中起着关键作用。

TGF-β1能够促进肾小管上皮细胞α-SMA的表达，α-SMA

能够促进成纤维细胞分泌胶原蛋白，从而使肾间质中的

ECM成分沉积，最终导致肾纤维化[17-18]。在本实验中，

大鼠顺铂暴露后，肾组织TGF-β1水平在各时间点均显著

高于正常组；而且随着时间的延长，TGF-β1水平逐渐升

高，虽然第60天时TGF-β1水平较前有所下降，但之后直

至第 90天没有进一步降低。TGF-β1水平与HE染色结

果、Masson染色结果、α-SMA以及Col Ⅰ等的水平变化

情况相一致。

综上所述，临床单剂量顺铂可诱导大鼠肾间质纤维

化，其机制可能与其上调肾组织中TGF-β1表达有关。
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1994年，Mccormack B 等[1]首次提出环糊精可应用

于脂质体中。近年来，环糊精已广泛应用于脂质体、纳

米粒等给药体系中，上述给药体系均可提高难溶性药物

的溶解度，改善药物生物利用度，同时增加药物的稳定性

以及减轻药物的刺激性[2-3]。

芒柄花素（7-羟基-4′-甲氧基异黄酮，FMN）是一种

异黄酮类化合物，具有较好的抗肿瘤作用，目前该药已

被应用于乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肺癌等治疗，还被

芒柄花素包合物脂质体的制备及质量评价Δ

廖灿城 1＊，郭波红 1 #，许丹翘 1，吴秀君 2，易 军 1，黄泽贤 1（1.广东药科大学药学院，广州 510006；2.广东省妇幼
保健院药学部，广州 510010）

中图分类号 R943 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）03-0303-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2018.03.04

摘 要 目的：制备芒柄花素（FMN）包合物脂质体，并评价其质量。方法：以薄膜分散法制备FMN包合物脂质体，考察所制脂质

体的外观形态、粒径、Zeta电位、包封率以及体外释放行为。结果：所制FMN包合物脂质体的粒径为（255.34±12.87）nm、Zeta电

位为（25.32±3.51）mV、包封率为（81.63±0.79）％（n＝3）、24 h的累积释放度为56.12％。结论：本方法成功制得具有良好缓释效

果的FMN包合物脂质体，且质量符合相关标准。

关键词 芒柄花素；包合物；脂质体；质量评价

Preparation and Quality Evaluation of Formononetin Inclusion Compound Liposome

LIAO Cancheng1，GUO Bohong1，XU Danqiao1，WU Xiujun2，YI Jun1，HUANG Zexian1（1.School of Pharmacy，

Guangdong Pharmaceutical University，Guangzhou 510006，China；2.Dept. of Pharmacy，Guangdong Health

Center for Women and Children，Guangzhou 510010，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Formononetin（FMN）inclusion compound liposome and evaluate its quality. METHODS：

FMN inclusion compound liposome was prepared by film dispersion method. The morphology，particle size，Zeta potential，

encapsulation efficiency and in vitro release properties were studied. RESULTS：The particle size，Zeta potential and encapsulation

efficiency of prepared FMN inclusion compound liposome were（255.34± 12.87）nm，（25.32± 3.51）mV，（81.63± 0.79）％，

respectively （n＝3）. The 24 h accumulative release rate of prepared FMN inclusion compound liposome was 56.12％ .

CONCLUSIONS：FMN inclusion compound liposome with good sustained-release effect is prepared successfully and in line with

related quality standard.

KEYWORDS Formononetin；Inclusion compound；Liposome；Quality evaluation
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