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四甲基尿酸对镉致小鼠肾脏损伤的保护作用 
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摘要：本文主要研究了镉对小鼠肾脏的损伤程度及不同剂量条件下的四甲基尿酸对肾脏的保护作用效果。实验中采用对小鼠腹

腔注射氯化镉建立氧化损伤肾脏组织模型。雄性昆明小鼠50只，随机分为空白组、损伤组、及低、中、高不同剂量保护组，共五组，

每组十只。空白组和模型组灌胃等体积生理盐水，保护组依次用10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg的四甲基尿酸混悬液进行灌胃，连续

处理14 d后，颈椎脱臼法处死，取出肾脏组织，检测肾脏内脂质过氧化(MDA)、蛋白羰基化(PCO)、一氧化氮(NO)、过氧化氢酶(CAT)、

超氧化物歧化酶(SOD)、以及谷胱甘肽(GSH)的含量，观察肾病理变化。结果表明，与空白组相比，模型组肾脏组织中MDA、PCO、

NO含量显著升高(p<0.01)，分别为空白组的1.89倍、3.32倍、1.64倍，而SOD、CAT、GSH活性显著降低(p<0.01)，分别为空白组的76.25%、

77.12%、45.61%。与模型组相比，保护组均不同程度降低了肾脏组织中MDA、PCO、NO含量，提高了SOD、CAT、以及GSH活性，

降低肾脏损伤的程度，病理切片显示，中剂量四甲基尿酸保护肾脏损伤效果最佳。由结果可知，四甲基尿酸对镉致小鼠肾脏损伤程度

起到一定的保护作用，能有效降低肾脏氧化损伤程度并维持酶与抗氧化酶的平衡状态，其机制可能与抗氧化有关。 
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Abstract: The degree of cadmium damage to kidney in mice and the protective effect of theacrine on kidney under different doses were 

studied. In the research, the model of oxidative damage of kidney tissue in mice was established by intraperitoneal injection of cadmium chloride. 

Fifty male Kunming mice were randomly divided into blank group, injury group and low, medium and high dose protection group, with 10 mice 

in each group. The blank group and model group were given normal saline of equal volume by gastric perfusion, in the protective group were 

given theacrine suspension of 10 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg by gastric perfusion. After 14 days of treatment, cervical dislocation was 

performed and kidney tissues were taken out. The contents of lipid peroxidation (MDA), protein carbonylation (PCO), nitric oxide (NO), 

catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and glutathione (GSH) in the kidney were detected. The pathological changes of nephropathy 

were observed. The results showed that compared with the blank group, the contents of MDA, PCO and NO in the kidney tissue of the model 

group increased significantly (p<0.01), which were 1.89, 3.32 and 1.64 times content of the blank group respectively, while the activities of SOD, 

CAT and GSH decreased significantly (p<0.01), only 76.25%, 77.12% and 45.61% of the blank group respectively. Compared with the model 

group, the protective group reduced the contents of MDA, PCO and NO, increased SOD, CAT and GSH activities, and reduced the degree of 

kidney injury. Pathological sections showed that middle dose of theacrine had the best protective effect on kidney injury. The results showed that 

theacrine had protective effect on cadmium-induced renal injury in mice. It can effectively reduce the degree of oxidative damage and maintain 

the balance between enzymes and antioxidant enzymes. The mechanism may be related to antioxidant activity. 
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镉作为一种具有强烈毒性的重金属[1,2]，很多国际

机构将其列入环境监测的主要有害物质。可由工业生

产产生并通过空气传播进入人体内，短期内会导致慢

性镉中毒，而长期的体内蓄积会对器官造成损伤严重

时会影响人类生命安全，其中以镉损伤的肾脏较为明

显。有研究表明，镉进入机体后会产生活性氧自由基，

增强氧化应激反应的可能性进而对机体造成氧化损伤
[3,4]。因此，研究镉对肾脏损伤及治疗手段是十分有意

义的，目前有研究表明，大豆异黄酮因抗炎抗氧化独

特性对保护糖尿病肾病大鼠的肾脏中氧化应激及炎症

反应表现出显著作用[5]。同时，茶多糖也可明显改善糖

尿病肾病小鼠发病过程中的生化指标，这可能与其

SOD升高，降低MDA含量以及调节氧化-抗氧化系统平

衡有关[6]。 
目前，有研究发现云南苦茶类有较好的降火、消

炎利尿、清热解毒及增强免疫力的功能，能明显降低

高血症患者的血清总胆固醇、甘油三脂等，对高血压、

高血脂及糖尿病有明显的防治作用。结合相关研究表

明，四甲基尿酸作为云南苦茶中提取物中的有效成分，

是一种嘌呤生物碱四甲基尿酸具有抗抑郁、镇静催眠、

抗炎止痛的药理作用，其结构式如图1所示[7]；进一步

研究机制发现，四甲基尿酸可明显降低大鼠血液和肾

脏组织中丙二醛的含量，并提高其自由基吸收容量[8]。

通过研究发现四甲基尿酸也可作为一种对抗体内的自

由基、保护肾脏组织的重要物质，大鼠长期口服苦茶

碱单体能够抵抗大鼠镉染毒产生的氧化损伤[9]，而氧化

应激对镉诱导的肾脏损伤有明显的毒性机制[10-13]，但对

于其研究国内外鲜有报道。因此本实验通过构建镉诱

导的小鼠肾脏损伤模型，来研究四甲基尿酸对镉致肾

脏的氧化损伤的保护作用，为四甲基尿酸开发成为重

金属镉中毒防治药物提供一定的数据支持和理论依

据。 

 
图1 1,3,7,9-四甲基尿酸化学结构式 

Fig.1 Chemical structure of 1,3,7,9-theacrine 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

雄性昆明小鼠、饲料，体质量为25±5 g，SPF级，

购自第四军医大学实验动物中心，许可证号：SCXK
（陕）2012-003；1,3,7,9-四甲基尿酸（theacrine），

试剂购于苏州嘉叶生物有限公司（纯度≥98%）；氯化

镉（CdCl2），购自天津市福晨化学试剂厂；硫代巴比

妥酸（TBA）、N-1-萘乙二胺盐酸、5,5'-二硫代-2-硝
基苯甲酸、2,4-二硝基苯肼（DNPH）、钼酸铵，均购

自Alfa Aesar公司；考马斯亮蓝G-250，购于瑞士阿达

玛斯公司；其余试剂均为分析纯。 
752型紫外分光光度计，上海光谱仪器有限公司；

HH-2数显恒温水浴锅，国华电器有限公司；7230G可

见光分光光度计；78-1磁力加热搅拌器，国华电器有

限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  动物建模  
清洁级雄性昆明小鼠50只，随机将小鼠分成5组，

分别为空白组、镉损伤组、四甲基尿酸3个浓度梯度的

保护组，分别标记为K、S、A、B、C，每组10只，分

别编号为1、2、3、4、5、6、7、8、9、10，本研究过

程中对实验用鼠的喂养及后期一系列操作均符合伦理

会的管理规定。 
1.2.2  实验分组 

实验前适应性喂养3 d，自由取食饮水，适应期后

分别为：①空白组：腹腔注射生理盐水并给予生理盐

水灌胃；②镉损伤组：腹腔注射CdCl2水溶液（2 mg/kg）
并灌胃生理盐水；③低剂量保护组：分别腹腔注射

CdCl2 （2 mg/kg）和灌胃四甲基尿酸混悬液（10 
mg/kg）；④中剂量保护组：分别腹腔注射CdCl2（2 
mg/kg）和灌胃四甲基尿酸混悬液（20 mg/kg）；⑤高

剂量保护组：分别腹腔注射CdCl2（2 mg/kg）和灌胃

四甲基尿酸混悬液（40 mg/kg）。连续喂养14 d，末

次注射后禁食12 h后，颈椎脱臼法处死，取出肾脏组

织，于-80 ℃冰箱保存。 
1.2.3  指标测定 

称取肾脏样品0.1 g用pH=7.4的磷酸缓冲溶液制

备成10%的组织匀浆，考马斯亮蓝法[14]测定蛋白，硫

代巴比妥酸法[15]测肾脏丙二醛（MDA）含量，2,4-二
硝基苯肼（DNPH）法测定肾脏蛋白羰基化程度

（PCO），Griess法来测定一氧化氮（NO）含量，联

苯三酚自氧化法测定超氧化物歧化酶（SOD）活性，

钼酸铵显色法测定过氧化氢酶（CAT）活性，DTNB
（5,5'-二硫代-2-硝基苯甲酸）法测量还原型谷胱甘肽

（GSH）。 
1.2.4  肾脏组织病理观察 

另取测定氧化损伤指标后保存的剩余组织，生理
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盐水冲洗后用10%甲醛固定，依次用从小到大不同浓

度的乙醇溶液进行洗脱，浸腊后用石蜡包埋并切片，

切片厚度为5 μm，脱腊后用苏木精-曙红（HE）染色

进行处理，在光学显微镜下进行观察。 

1.3  统计学分析 

所有的实验数据都以mean±SE来表示，平均值用

单向方差分析法 (one-way analysis of variance，
ANOVA)和相应Student’s t-test进行统计学分析，

p<0.05为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  镉的毒性对氧化指标MDA含量的影响 

 
图2 镉诱导小鼠肾脏损伤的脂质过氧化程度 

Fig.2 Degree of MDA in cadmium-induced kidney injury mice 
注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；##：与损伤组

相比差异显著，p<0.01。 

由图2可以看出，与空白组相比，损伤组体内MDA
含量明显升高了0.05 nmol/mg（p<0.01），在灌胃不同

浓度的四甲基尿素后，均能够缓解体内MDA含量的升

高（p<0.01），当浓度为20 mg/kg时，MDA的含量降

低了45.28%，保护作用最为显著（p<0.01），这证明

了镉的毒性可以诱发肾脏的脂质过氧化反应，使肾脏

受到损伤，而四甲基尿酸可以减少小鼠体内的脂质过

氧化程度，降低小鼠体内MDA含量，减少肾脏的损伤
[16]。 

2.2  镉的毒性对氧化指标PCO含量的影响 

如图3所示，与空白组相比，损伤组肾脏组织中

PCO含量升高了3.21 nmol/mg（p<0.01），在进行四甲

基尿酸保护之后，低、中、高剂量组PCO含量分别降

低了0.99 nmol/mg、0.15 nmol/mg、0.89 nmol/mg
（p<0.01），说明四甲基尿酸对小鼠肾脏有保护作用，

小鼠肾脏损伤后体内加重蛋白羰基化水平，反应组织

处于氧化应激状态，也使蛋白质的功能发生紊乱。试

验表明，镉导致小鼠体内PCO程度增加，蛋白质功能

出现紊乱[17,18]，细胞膜的结构与功能遭到破坏，对肾

脏造成损伤。而四甲基尿酸可减弱PCO程度，对肾脏

起到一定的保护作用。 

 
图3 镉诱导小鼠肾脏损伤蛋白羰基化程度 

Fig.3 Degree of PCO in cadmium-induced kidney injury mice 

注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；#：与损伤组

相比差异显著，p<0.05。 

2.3  镉的毒性对氧化指标NO含量的影响 

 
图4 镉诱导小鼠肾脏损伤的一氧化氮含量 

Fig.4 Content of NO in cadmium-induced kidney injury mice 
注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；##：与损伤组

相比差异显著，p<0.01。 

如图4所示，与空白组相比，损伤组小鼠肾脏中

NO含量升高了15.51 nmol/mg，给予不同浓度的四甲

基尿酸后，保护组NO含量显著降低（p<0.01），其含

量约为损伤组的59.63%。诱导性一氧化氮合酶参与体

内NO的合成，当机体发生氧化应激时iNOS的表达量

增加，生成过量的NO，引起脂质过氧化，试验结果表

明，镉导致NO数量急剧增加[19,20]，对组织和细胞造成

伤害，而小鼠给予四甲基尿酸保护后NO含量显著下

降，减少了脂质过氧化物对肾脏的伤害。 

2.4  镉的毒性对抗氧化酶CAT的影响及四甲

基尿酸的保护作用 
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图5 镉诱导小鼠肾脏损伤过氧化氢酶活性水平 

Fig.5 Activity of CAT in cadmium-induced kidney injury mice 
注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；##：与损伤组

相比差异显著，p<0.01。 

由图5可以看出，与空白组相比，损伤组肾脏组织

中CAT含量降低了55.52 U/g，与模型组相比，灌胃不

同浓度的四甲基尿酸后，当四甲基尿酸浓度为10 
mg/kg时，肾脏中CAT含量升高了52.16 U/g（p<0.01），
中、高剂量保护组也有CAT含量降低趋势，但差异不

明显。在镉致肾脏损伤模型中，H2O2可能是组织损伤

的重要介质，试验表明，镉导致小鼠肾脏中可能含有

大量暴露的H2O2，导致CAT活性降低，肾脏的抗氧化

能力减弱[21]，产生的有害物质对小鼠肾脏造成损伤，

小鼠给予四甲基尿酸保护后，保护组CAT活性较损伤

组增加，在一定程度上对肾脏有保护作用。 

2.5  镉的毒性对抗氧化酶SOD的影响及四甲

基尿酸的保护作用 

 
图6 镉诱导小鼠肾脏损伤超氧化物歧化酶活性水平 

Fig.6 Activity of SOD in cadmium-induced kidney injury mice 
注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；##：与损伤组

相比差异显著，p<0.01。 

由图6可知当注射CdCl2后，与空白组相比，损伤

组肾脏中的SOD含量降低了0.39 U/mg，与模型组相

比，低、中、高剂量组分别升高了0.02 U/mg、0.03 U/mg
（p<0.05）、0.39 U/mg（p<0.01），组织中SOD活力

的降低会使脂质过氧化反应增强。试验表明，镉导致

小鼠肾脏SOD活性降低，氧自由基大量形成，脂质过

氧化反应增强，对肾脏造成损伤[22]，而给予四甲基尿

酸保护后，抑制了镉引起的SOD活性降低，提高镉损

伤模型小鼠的肾脏抗氧化能力，减少了肾脏受到的损

伤。 

2.6  镉的毒性对抗氧化酶GSH的影响及四甲

基尿酸的保护作用 

 
图7 镉诱导小鼠肾脏损伤谷胱甘肽程度 

Fig.7 Degree of GSH in cadmium-induced kidney injury mice 
注：**：与空白组相比差异显著，p<0.01；##：与损伤组

相比差异显著，p<0.01。 

由图7可以看出，与空白组相比，损伤组肾脏中

GSH含量降低了0.0026 mg/g，与模型组相比，给予四

甲基尿酸保护后，低剂量组GSH含量升高了0.00025 
mg/g，中剂量组GSH含量升高了0.0012 mg/g（p<0.01）、
高剂量组GSH含量升高了0.0017 mg/g（p<0.01），当

浓度为40 mg/kg时，保护作用最为显著（p<0.01），

试验表明，镉导致小鼠体内GSH减少，无法有效清除

体内自由基，大量聚集的自由基导致GSH下降，过量

的自由基对肾脏造成氧化损伤，加入四甲基尿酸保护

之后，保护组GSH活性较损伤组增加，GSH可直接通

过供H+拮抗氧自由基毒性，清除体内的超氧离子及其

他自由基，减少了对肾脏的损伤程度。 

2.7  小鼠肾组织病理观察 

由图8的肾组织形态学HE染色切片可见，空白组

（K）小鼠肾脏组织结构完整，肾小球及肾小管结构

清晰、形态正常并无异常病理表现。与空白组相比，

损伤组（S）肾组织出现明显病变，可见部分出现肾

小球萎缩和肾间质水肿，且肾小管扩张并模糊不清，

内细胞数量增多，内皮细胞及系膜细胞增生，并有大

量炎症细胞浸润等明显肾炎症状，肾脏出现明显损伤

现象；而给予不同剂量四甲基尿酸保护后，保护组（A、
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B、C）肾组织病变均不同程度得到减轻，肾小球结构

基本恢复正常，肾组织水肿、肾小管损伤等症状均得

到缓解，其中中剂量保护组肾小球结构与空白组最为

接近，肾小球体积大大减小，内细胞减少，无内容物

渗出，说明其对镉致小鼠肾损伤的防护效果最显著。

由此表明，保护组四甲基尿酸均可不同程度地减轻镉

损伤造成的肾小球和肾小管细胞压力，降低肾脏的氧

化损伤程度。 

  

  

 
图8 小鼠肾组织病理图（HE，200x） 

Fig.8 The pathology picture of mice kidney tissue (HE, 200x) 

注：K：空白组、S：损伤组、A~C：四甲基尿酸低、中、

高剂量保护组。 

3  结论 

3.1  综上所述，与空白组相比，模型组肾脏组织中

MDA、PCO、NO分别含量升高了0.05 nmol/mg，3.21 
nmol/mg，15.51 nmol/mg，SOD、CAT、GSH含量降

低了0.39 U/mg，55.52 U/mg，0.0026 mg/g（p<0.01）。

与模型组相比，各剂量保护组均可降低肾脏组织中

MDA、PCO、NO含量，升高SOD、CAT、以及GSH
含量。结合现今研究，镉在小鼠肾脏内大量聚积时，

肾脏内产生大量的NO等自由基[23]，当自由基数量达

到一定程度时，抗氧化系统功能受到抑制，机体发生

氧化损伤，导致脂质过氧化反应，产生MDA。大量聚

积的镉还对核酸和蛋白质等生物大分子造成破坏，氧

化蛋白质（PCO），影响抗氧化酶活性，导致肾脏内

氧化平衡失调，引起肾脏功能障碍[24]。作为生物体内

的重要抗氧化酶CAT和SOD，对于清除机体内的活性

氧和保护抗氧化体系有显著作用；而GSH的含量是衡

量细胞氧化至还原状态的一个重要指标，降低机体过

氧化物及脂质过氧化物产物，增强抗氧化酶活性，改

善机体的抗氧化状态。实验结果表明，四甲基尿酸能

增强抗氧化酶SOD和CAT的活性，拮抗机体的氧化压

力，减少NO的生成等。最终通过抗氧化以及抗炎作用

协同保护肾脏。通过四甲基尿酸能够降低MDA、PCO、

NO的含量，提高SOD、CAT的活性，减少镉引起的

GSH消耗作用，进一步阐明了镉致肾脏氧化损伤的作

用机制，也为云南苦茶及四甲基尿酸的开发提供了一

定的理论依据。 
3.2  与咖啡碱相比，四甲基尿酸的结构中多了一个甲

基，使其具有抗抑郁、镇痛抗炎的作用，可减少炎症

因子的发生，促进与氧化物结合而保护脂质化合物不

被氧化，氧化后释放出的H+也能阻碍自由基的链式反

应进行，从而具有清除自由基的作用。徐军[25]等研究

也表明了四甲基尿酸之所以能明显减少甘油三脂蓄

积，改善脂肪变性状态，可能是其通过抑制活性氧簇

生成以及阻止相关磷酸化反应而实现。李伟欣[26]等研

究还发现其可通过抑制血清中氧化酶的表达，降低小

鼠的肝脏肥大指数，减轻氧化应激反应而引起的肝脏

损伤，使得SOD和CAT含量降低，减缓肝脏炎症细胞

的发生以及局部坏死程度；而我们的研究还表明了四

甲基尿酸可通过调节体内氧化及抗氧化指标，来平衡

氧化压力，从而对肾脏起到一定的保护效果。 
3.3  本实验通过建立镉致小鼠肾脏损伤模型，以研究

MDA、PCO、NO、SOD、CAT、GSH等氧化及抗氧

化指标为对象，结合四甲基尿酸的抗氧化能力，来研

究不同剂量条件下四甲基尿酸对肾脏损伤的保护作

用。实验结果表明：镉诱导是导致小鼠肾脏损伤的主

要原因，四甲基尿酸对肾脏起到一定的保护作用是由

于它能通过清除体内过多自由基来减少氧化压力，但

因其作用机制较复杂，还需进一步的研究。 
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