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摘  要 

为连续观察急性马兜铃酸I (Aristolochic Acids I, AAI)中毒时小鼠肾脏病理学改变，本实验将40只KM小

鼠分为5组：对照组、AAI暴露2、4、6、8天组，AAI组小鼠以5 mg/kg/2d AAI灌胃模拟急性马兜铃酸

肾病(Aristolochic Acid Nephropathy, AAN)，使各组小鼠AAI累积剂量分别为5、10、15、20 mg/kg。
分别于AAI暴露2、4、6、8天处死，检测其肾功能指标肌酐(Creatinine, Cre)和尿素氮(Blood Urea Ni-
trogen, BUN)，并观察肾脏病理学改变。结果显示，与对照组相比，AAI各组小鼠Cre和BUN均呈剂量依

赖性上升，Cre于第6、8天具有显著性差异(P < 0.05)；BUN于第4、6、8天具有显著性差异(P < 0.05)。
AAI组小鼠主要病理变化为肾小管上皮细胞顶端微绒毛脱落、细胞水肿、坏死脱落。本研究发现暴露于

AAI的小鼠肾小管损伤程度与AAI累积剂量呈正相关。 
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Abstract 
In order to continuously observe the renal pathological changes in mice during acute aristolochic 
acids I (AAI) intoxication, 40 KM mice were divided into 5 groups: control group, AAI exposed for 2, 
4, 6, and 8 days, and mice in the AAI group were simulated with acute aristolochic acid nephropa-
thy (AAN) by gavage of 5 mg/kg/2d AAI, and the cumulative dose of AAI in each group was 5, 10, 15, 
and 20 mg/kg, respectively. Mice in the AAI group were put to death on 2, 4, 6, and 8 days of expo-
sure to AAI to test their renal function indexes of creatinine (Cre) and blood urea nitrogen (BUN) 
and to observe the renal pathological changes. The results showed that compared with the control 
group, Cre and BUN increased in a dose-dependent manner in the AAI group, with significant dif-
ferences in Cre on days 6 and 8 (P < 0.05) and BUN on days 4, 6 and 8 (P < 0.05). The main patho-
logical changes in the AAI group were detachment of microvilli from the tips of renal tubular epi-
thelial cells, cellular edema, and necrotic detachment. In this study, we found that the degree of 
renal tubular injury in mice exposed to AAI was positively correlated with the cumulative dose of 
AAI. 
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1. 引言 

含马兜铃酸(Aristolochic Acids, AAs)的植物如广防己、青木香、天仙藤、马兜铃、寻骨风、朱砂莲等，

在自然界中分布广泛，在世界许多地区作为草药使用了几个世纪[1]。含 AAs 的植物经炮制解毒后具有止

咳平喘、祛风止痛和清热活血等作用[2]，如赖珊等人研究中利用仿生炮制法使具有祛风利尿、清热解毒、

止痛之效的青木香“减毒存效”[3]。AAs 还可用于抗肿瘤、抗微生物感染、镇痛、血压调节、增强免疫

功能等[4] [5] [6]。然而，肾毒性使 AAs 备受世界“瞩目”。其中，AAI 是最常见的 AAs 化合物，也是其

主要毒性成分[7]。因此，本研究选用 AAⅠ作为 AAN 的造模药物，分别于 AAI 暴露后 2、4、6、8 天观察

AAI 中毒小鼠生化指标、肾脏病理学变化，探索 AAN 小鼠肾功能变化和肾脏组织病理学特征，为阐明

AAI 肾脏损伤的病理过程和不同时期的 AAN 治疗侧重点提供了实验室数据。 

2. 材料和方法 

2.1. 动物和主要试剂、设备 

无特定病原体(Specific Pathogen Free, SPF)级雄性KM小鼠(斯贝福生物技术有限公司) 40只，8周龄，

合格证号：NO. 110324230102468973，体重 28~32 g，在贵州中医药大学基础医学院实验动物中心饲养，

常温环境，自由摄食、饮水。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。 
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苏木素伊红染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。电子天平(JE203Max)购自上海浦春计量仪器

有限公司；组织包埋盒(REF31050102W)购自江苏世泰实验器材有限公司；石蜡包埋机(EG1150H)、组织

切片机(RM2265)、摊片机(HI1210)、光学显微镜(DM750)均购于德国 LEICA；冷冻台(KD-BL)购于浙江省

金华市科迪仪器设备有限公司。 

2.2. 动物处理 

将 KM 小鼠置于笼中适应性喂养 3 d，自由进食、水。将适应性喂养后的 40 只小鼠随机分为五组(n = 
8)，分别为对照组、AAI 灌胃 2 d、4 d、6 d、8 d 组[8]。对照组每两天灌胃 0.2 mL 0.4% CMC-Na；AAI
组按照 AAI 5 mg/kg/2d 灌胃给药，分别于 2 天、4 天、6 天、8 天处死[8]。 

2.3. 样本采集 

灌胃前后称量体重，用戊巴比妥(Pentobarbitone, CAS No. 76-74-4)腹腔注射麻醉后，摘眼球取血于 EP
管后，脱颈处死，取双侧肾组织生理盐水冲洗，称量重量，采集肾脏指数数据后，沿矢状面一分为二装

入组织包埋盒浸于 4%多聚甲醛(Paraformaldehyde, CAS No. 30525-89-4)中 4℃固定 24 h。 

2.4. 肾功能检测 

将小鼠血液采集于 EP 管中，14,000 g、4℃离心 10 min，取上清，用贝克曼全自动生化分析仪检测

其 Cre、BUN。 

2.5. HE 

肾组织 4%多聚甲醛固定过夜后，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，浸蜡后包埋、切片。脱蜡复水，进行

HE 染色，中性树脂封片后显微镜下观察并拍照。 

2.6. 统计学分析 

使用 SPSS26.0 软件对所有数据进行正态性检验，GraphPad Prism 8 绘图。符合正态性分布数据使用

t 检验，偏态分布数据用非参数检验检验，P < 0.05 表示差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. AAI 灌胃对小鼠体重、肾重量及肾指数的影响 

根据前期预实验及文献查阅，本实验选择 5 mg/kg/2d AAI 进行小鼠 AAN 模型的构建。 
对比 AAI 暴露前后小鼠体重(图 1(A))，造模前各组小鼠体重相似；造模后，与对照组相比，初始(2 d)

增加，随后(4 d, 6 d, 8 d)下降(P 均 < 0.05) (图 1(B))。与对照组相比，AAI 处理后小鼠肾脏重量造模后初

始(2 d)增加，随后(4 d, 6 d, 8 d)下降(P 均 < 0.05)。经计算、统计其肾脏器重量与体重之比，结果显示：

暴露于 AAI 后，肾脏脏器指数均高于对照组，并呈上升趋势(图 1(C))，在 4 d、8 d 具有显著性差异(P 均 
< 0.05)。 

3.2. AAI 灌胃对小鼠肾功能的影响 

检测暴露于 AAI 后小鼠的肾功能指标(图 2)，结果显示：AAI 处理后的小鼠，Cre 均高于对照组小鼠

(图 2(A))，总体呈上升趋势；与对照组相比，在小鼠暴露于AAI的第 6天、第 8天具有显著性差异(P < 0.05)；
同时，AAI 处理后的小鼠，BUN 均高于对照组小鼠(图 2(B))，总体呈上升趋势，与 Cre 变化趋势相符；

与对照组相比，在小鼠暴露于 AAI 第 4 天、6 天、8 天时 Cre 具有显著性差异(P 均 < 0.05)。 
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*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.001. 
Figure 1. Body weight, kidney weight and kidney index of mice in each group 
图 1. 各组小鼠体重、肾重量及肾指数 

 

 
*P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.001. 
Figure 2. Changes in creatinine and urea nitrogen in various 
groups of mice  
图 2. 各组小鼠肌酐和尿素氮变化 

3.3. 急性 AAN 肾脏的病理学改变 

对 AAI 处理后的小鼠肾脏组织进行 HE 染色(图 3)。结果显示：AAI 组小鼠肾小管损伤程度与 AAI
暴露累积剂量呈正相关。与对照组相比，AAI 处理 2 d 后(图 3(B))，肾小管上皮细胞顶端微绒毛脱落(红
色箭头)；4 d 时(图 3(C))肾小管上皮细胞胞质肿胀(蓝色箭头)；6 d 时(图 3(D))肾小管管腔扩张，管腔内可

见片状坏死脱落的上皮细胞(☆)；8 d 时(图 3(E))肾小管出现基底膜裸露(绿色箭头)，并见到管腔内红色均

染的蛋白尿(*)。 
 

 
Figure 3. HE staining of kidney tissues from various groups in mice 
图 3. 各组小鼠肾组织 HE 染色 
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4. 讨论 

AAN 是一种药物性肾病，可能导致急性肾损伤(Acute Kidney Injury, AKI)，并与肾纤维化和尿路上皮

细胞癌的进展过程相关[9]。AAI 是造成 AAN 的主要原因，是一种含量最丰富、毒性最强的 AAs，也是

体内最具代表性的可引起严重肾病的成分[7] [10]。毒性成分在硝基还原酶(Nitroreductase, NTR)的催化下，

一部分还原为毒性代谢产物马兜铃内酰胺(Aristololactam)，另一部分在还原过程中进一步形成 DNA 加合

物，导致 DNA 损伤[11]。 
我们通过暴露于 AAI 后的小鼠观察其肾毒性作用。暴露于 AAI 后的小鼠体重、肾重、肾脏指数均稍

稍高于对照组，但体重、肾重随暴露时间增加均呈下降趋势，肾脏指数呈上升趋势，表示 AAI 暴露后使

小鼠体重稍增、肾脏稍有变大，可能与 AAI 损伤肾脏后肾脏水肿有关。由于肾病患者常出现液体过负荷

(Fluid Overload, FO)，是 AKI 的普遍并发症[12]，考虑 AAI 影响小鼠肾脏水液代谢从而影响其重量指标。

临床常用 Cre 和 BUN 水平评估肾脏功能，Cre 和 BUN 需要经由肾脏代谢排出[13]，暴露于小鼠体内 Cre
和 BUN 水平升高可能是由于 AAI 中毒引起急性肾功能下降，导致滤过重吸收功能受损，Cre 和 BUN 代

谢障碍。 
在 AAI 导致的 AAN 过程中，其病理改变主要表现为近端小管损伤[14]，因此我们在小鼠暴露于 AAI

后第 2、4、6、和 8 天连续观察了 AAN 的肾小管病理学改变。结果显示，AAN 以近端小管受损为主，

近端小管上皮细胞损伤与 AAI 暴露时间呈正相关。OAT4 表达于近端小管细胞的顶端表面，作用于小管

重吸收过程并促进外源性药物排泄，我们推测 AAI 可能与近端小管顶端特异性表达的定位于刷状缘参与

AAI 转运的 OAT4 相互作用，从而引起该部位的特异性损伤[15]。 
AAI 暴露后，首先表现为近端小管刷状缘受损，上皮细胞顶膜微绒毛脱落；随后近端小管上皮细胞

水肿；逐渐发展为肾小管管腔扩张，近端小管上皮细胞坏死、脱落直至基底膜裸露，出现蛋白尿，说明

肾小管上皮细胞脱落后，造成重吸收功能严重受损。对比肾功能指标改变和肾脏病理变化的时间点，我

们发现，肾脏在 AAI 暴露后第 2 天开始出现形态结构改变，肾功能指标到第 4 天、第 6 天时才出现显著

升高，提示我们在 2 到 4 天时，肾脏可能还处于代偿状态，肾脏损伤可能还是可逆阶段。因此在临床上

可以通过肾功能指标变化的情况预估肾小管上皮细胞受损程度，从而调整治疗方案。 
综上所述，本实验结果显示，暴露于 AAI 的小鼠肾小管损伤程度与 AAI 暴露累积剂量呈正相关，本

研究可为临床治疗 AAN 提供理论依据及治疗思路参考，但后期还需要进行更多实验及临床研究。 
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