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摘要 目的：探究萝卜硫素通过 Nrf2信号通路对大鼠草酸钙肾结石形成的作用和机制。方法：选取 7~8周龄Wistar健康雄性大鼠

30只，随机分为空白对照组、模型组和药物干预组。空白对照组给予正常饮用水，标准饲料；模型组给予 1%乙二醇饮用水 +2%氯

化铵 2 mL/d灌胃，标准饲料；药物干预组给予 1%乙二醇饮用水 +2%氯化铵 2 mL/d灌胃 +0.2 mg萝卜硫素腹腔注射，标准饲料。

灌胃给药均连续 28天。于第 29天收分别集各组大鼠 24 h尿液及肾脏标本，使用全自动生化分析仪检测尿液中 K+、Na+、Cl+、Ca2+、

Mg2+、P5+、Fe2+含量，使用 ELISA法测定尿液中丙二醛( malondialdehyde，MDA)与草酸水平，使用 HE染色分析大鼠肾脏标本病理

损伤情况，Von Kossa染色比较各组大鼠钙盐沉积情况，免疫组化法测定谷胱甘肽(glutathione，GSH)、核因子 E2相关因子 2(nucle-

ar factor erythroid-2 related factor 2，Nrf2)、8-羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2 deoxyguanosine，8-OHDG)蛋白表达水平。结果：模型组大

鼠尿液 P5+、Ca2+、草酸、MDA含量显著高于空白对照组，HE染色示模型组肾小管较空白对照组变性严重，Von Kossa染色结果显

示模型组钙盐沉积较空白对照组明显增多，模型组 GSH、Nrf2免疫组化评分显著低于空白对照组，8-OHdG显著高于空白对照

组，差异均有统计学意义（P＜0.05）；药物干预组大鼠尿液 P5+、Ca2+、草酸、MDA含量显著低于模型组，HE染色、Von Kossa染色显

示肾小管较模型组损伤减轻，钙盐沉积较模型组减轻，免疫组化显示 GSH、Nrf2蛋白表达显著高于模型组，8-OHdG显著低于空

白对照组，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：萝卜硫素对大鼠肾小管具有抗氧化损伤作用，可降低草酸钙晶体的释放，抑制草

酸钙结石的形成，该作用可能是通过激活 Nrf2蛋白及其下游信号通路实现的。
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Effect and Mechanism of Sulforaphane on Calcium Oxalate Nephrolithiasis
in Rats Through Nrf2 Signaling Pathway*

To investigate the effect of sulforaphane on the formation of calcium oxalate nephrolithiasis in rats through

the nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway and its mechanism. Thirty healthy male Wistar rats aged 7-8

weeks were selected and randomly divided into blank control group, model group and drug intervention group. The blank control group

was given normal drinking water and standard feed. The model group was given drinking water containing 1% ethylene glycol + gavage

with 2 mL/d 2% ammonium chloride and standard feed. The drug intervention group was given drinking water containing 1% ethylene

glycol + gavage with 2 mL/d 2% ammonium chloride + intraperitoneal injection with 0.2 mg sulforaphane and standard feed. Gavage was

treated for 28 d. On the 29th d, 24 h urine and kidney specimens of rats in each group were collected, respectively. The contents of K+,

Na+, Cl+, Ca2+, Mg2+, P5+ and Fe2+ in urine were detected by a full-automatic biochemical analyzer. The levels of malondialdehyde(MDA)

and oxalic acid in urine were determined using ELISA. The pathological injury of rat kidney specimens was analyzed with HE staining.

The calcium deposition of rats in each group was compared using Von Kossa staining. The protein expressions of glutathione (GSH),

Nrf2 and 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) were measured by immunohistochemistry. The contents of P5+, Ca2+, oxalic acid

and MDA in the urine of the model group were significantly higher than those in the blank control group. HE staining showed severer

degeneration of the renal tubules in the model group compared with the blank control group. Von Kossa staining revealed that calcium

salt deposition in the model group increased significantly than that in the blank control group. The immunohistochemical scores of GSH

and Nrf2 in the model group were significantly lower than those in the blank control group, while 8-OHdG was significantly higher than

that in the blank control group (P<0.05). In the drug intervention group, the contents of urine P5+, Ca2+, oxalic acid and MDA were signifi-
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cantly lower than those in the model group. HE staining and Von Kossa staining presented that the injury of the renal tubules and calcium

salt deposition in the drug intervention group were milder than those in the model group. Immunohistochemistry demonstrated that the

protein expressions of GSH and Nrf2 were significantly higher than those in the model group, while 8-OHdG was significantly lower than

that in the blank control group (P<0.05). Sulforaphane has a protective effect on oxidant damage to rat renal tubules, as well

as can reduce the release of calcium oxalate crystals and inhibit the formation of calcium oxalate stones, which may be achieved by

activating Nrf2 protein and its downstream signaling pathway.

Calcium oxalate stone; Sulforaphane; Nrf2; Oxidative stress injury

前言

全球范围内，泌尿系统疾病中尿路结石是最常见疾病[1]。在

我国泌尿系结石总发病率为 1%-5%，并且近年来发病率有上

升趋势。肾结石中大约有 90％为含钙结石，其中草酸钙结石占

含钙结石的约 60%[2]。目前研究认为，草酸钙结石是由高浓度草

酸钙晶体诱导肾小管上皮细胞的氧化损伤所导致草酸钙晶体

的聚集与黏附成石[3]。

在目前发现的抗氧化损伤转录因子中，核因子 E2相关因

子 2(nuclear factor erythroid-2 related factor 2，Nrf2)具有重要地

位，其介导的抗氧化损伤信号通路是目前各学科的研究热点[4]。

已有研究表明，肾结石形成过程中 Nrf2及其介导的下游氧化

应激信号通路发挥了重要作用[5]。Nrf2有望成为防治泌尿系结

石的新靶点。萝卜硫素（sulforaphane，SFN）是由黑芥子酶（my-

rosinase enzyme）水解硫代葡萄糖苷（glucosinlates，Glu）所生成

的一种异硫氰酸盐，是常见抗氧化剂[6]。已有研究证实 SFN对

肾脏损伤有一定的保护作用，但其是否能发挥抗肾小管上皮氧

化损伤作用和抑制草酸钙肾结石的形成还有待研究。因此，本

次实验观察了 SFN在大鼠草酸钙肾结石模型中发挥的作用，

并探讨其对抑制草酸钙肾结石形成的可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

使用 7~8周龄Wistar健康雄性大鼠 30只，体重 180~220g，

饲养于新疆医科大学动物实验中心，实验动物生产许可证号：

SCXK(新)2018-0002。

萝卜硫素（货号 R019055-10 mg，罗恩试剂）、丙二醛

（MDA）ELISA试剂盒（货号 A003-1-2，南京建成）、草酸 ELISA

试剂盒（货号：BC4365，索莱宝）、钙盐染色试剂盒 (货号：

G3282，索莱宝)、苏木素染液（CTS-1097）、磷酸盐缓冲液（PBS，

PBS-0060/0061）、DAB 显色试剂盒（DAB-1031）购于福州迈新

生物技术开发有限公司，伊红染液（ZLI-9613）、免疫组化染色

试剂盒（SP9000）购于北京中杉金桥生物技术有限公司、Rabbit

Anti-8-OHdG/DNA/RNA Damage antibody（bs-1278R）Rabbit

Anti-Nrf2 antibody（bs-1074R）购于博奥森、重组 Anti-Catalase

抗体（ab76110）Anti-Glutathione抗体（ab19534）重组 Anti-Heme

Oxygenase 1抗体（ab189491）购于 abcam公司。

1.2 主要仪器

全自动尿液生化分析仪（arkray，AE-4020）、恒温箱（上海精

宏实验设备有限公司，DNP-9272）、恒温鼓风干燥箱（DHG）、显

微镜（Nikon，E200）、超级免疫组化油笔（福州迈新生物技术开

发有限公司，PEN-0002）、免疫组化染色孵育盒（福州迈新生物

技术开发有限公司，BOX-1001）、酶标仪（Bio-Rad，xMarkTM）、

微量移液器（单道移液器、多道移液器，大龙医疗设备有限公

司）、电热恒温水槽（DK-80，上海精宏试验设备有限公司）、微

量振荡器（MM-2，金坛市医疗仪器厂）、涡旋混合器（GI-88B，海

门市其林贝尔仪器制造有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 实验分组及大鼠草酸钙肾结石模型构建 将 30只大鼠

随机分成三组：模型组（Model，10 只）、药物干预组（Drug，10

只）、空白对照组（Control，10只）。进行适应性饲养一周后开始

建立大鼠草酸钙肾结石模型：空白对照组使用正常饮用水，标

准饲料；模型组使用 1%乙二醇饮用水 +2%氯化铵 2mL/d灌胃[7]，

标准饲料；药物干预组使用 1%乙二醇饮用水 +2%氯化铵 2mL/d

灌胃 +0.2 mg萝卜硫素腹腔注射[8]，标准饲料。共饲养 28天。

1.3.2 尿液标本的收集和肾脏组织的处理 第 29天收分别集

各组大鼠 24 h尿液，之后乙醚麻醉断颈处死全部大鼠，使用甲

醛进行左侧肾脏内固定，24 h后按常规方法制作石蜡包埋切

片，依次进行洗涤、脱水、透明、浸蜡，最后将大鼠左侧肾脏石蜡

包埋后使用全自动切片机连续切片，切片厚度 5 滋m，切片每组
制作 10张。保存用于后续 HE染色、Von Kossa染色与免疫组

化分析。

1.3.3 生化分析仪及 ELISA法测量大鼠尿液生化指标 尿液

收集后送往新疆医科大学第二附属医院检验科，使用全自动尿

液生化分析仪分析大鼠尿液 K+、Na+、Cl+、Ca2+、Mg2+、P5+、Fe2+水

平。MDA、草酸水平使用 ELISA试剂盒检测，将尿液标本按照

说明书操作配好后用涡旋混匀器混匀，试管口扎紧后刺一小

孔，95℃水浴 40 min，取出后使用流水冷却，离心机设定 3500

转 /分，离心 10分钟。每个样取上清 300 滋L，使用酶标仪于
532 nm处测量各样本吸光度值。

1.3.4 HE染色观测大鼠肾脏损伤情况 石蜡包埋切片置于

65℃恒温箱中烘烤 1.5-2 h后用二甲苯浸泡 10 min，更换二甲

苯后再浸泡 10 min，无水酒精Ⅰ、Ⅱ各 5 min，95%、90%、80%、

70%酒精、蒸馏水各 5 min水化，苏木精复染 3 min，盐酸酒精分

化数秒（1-2 s），后置蒸馏水、70%、80%、90%、95%酒精中各

3 min，无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各 5 min脱水，使用伊红复染，二甲苯Ⅰ、

Ⅱ各 5 min透明后使用中性树胶封片，于 100倍、400倍镜下观

察结果。

1.3.5 Von Kossa染色比较各组大鼠钙盐沉积情况 将组织切

片置于 65℃恒温箱中烘烤 1.5~2小时后将组织切片用二甲苯
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浸泡 10 min，更换新鲜的二甲苯后再浸泡 10分钟进行脱蜡处

理后水化，将切片置入 Von Kossa银溶液强光照射 15-60 min，

使用蒸馏水洗后入海波溶液处理 2 min，最后使用苏木素复染

细胞核 5 分钟左右，常规脱水透明，封片，置入显微镜于 100

倍、400倍下观察。

1.3.6 免疫组化法测量各组 GSH、Nrf2、8-OHdG含量 将大

鼠肾脏组织切片置于 65℃恒温箱中烘烤 1.5-2 h，将组织切片

用二甲苯浸泡 10 min，更换二甲苯后再浸泡 10 min，无水酒精

Ⅰ、Ⅱ各 5 min，95%、90%、80%、70%酒精、蒸馏水各 5 min水

化，0.01 M枸橼酸缓冲液（pH 6.0）高压锅煮沸后，将切片置于

修复液，加热至排气，断火，使片子在缓冲液中浸泡 10 min，然

后打开盖子室温冷却修复抗原，新鲜配制的 3% H2O2去离子水

浸泡 10 min，以灭活内源性过氧化物酶活性后将不锈钢提篮浸

泡于 PBS中洗 3次，每次 5 min洗涤，取适当比例稀释的一抗，

每张片子上滴加已Ⅰ抗 50 滋L，4℃过夜（第二天需室温复温 20

min）进行一抗孵育，滴加辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗 50 滋L，
室温静置 20 min进行二抗孵育，完成后将不锈钢提篮浸泡于

PBS中洗 3次，每次 3 min。滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵

白素工作液 50 滋L，室温孵育 20 min。将不锈钢提篮浸泡于

PBS中洗 3次，每次 5 min，使用 DAB显色 3-10 min，在显微镜

下掌握染色程度，终止染色后复染、脱水、使用二甲苯Ⅰ、Ⅱ各

5 min透明后中性树胶封片，37℃烤片过夜。在 200倍镜下观察

结果并下对组织切片分别按染色强度（0~3分为阴性着色、淡

黄色、浅褐色、深褐色）、阳性范围进行评分（0~4 分为 0、

1~25%、26~50%、51~75%、76~100%），最终两评分分数相乘，比

较评分。

1.4 统计学方法

尿生化指标等计量资料以均数± 标准差(x± s)表示，多组
比较采用单因素方差分析(ANOVA检验)，组间两两比较采用

q检验所有分析。使用 SPSS软件(25.0版本)进行统计学分析，

P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠尿液生化指标结果

模型组大鼠尿液中 P5+、Ca2+、MDA和草酸水平均高于空白

对照组，药物干预组大鼠尿液中草酸、Ca2+和MDA水平均低于

模型组，差异有统计学意义（P＜0.05）。其余指标未见明显差异

（P＞0.05）见图 1。

图 1 各组大鼠尿液生化指标水平

Fig. 1 Urine biochemical indexes of rats in each group

Note: Data were expressed as x± SD, ompared with group Ctrl, *P< 0.05.

2.2 各组大鼠肾脏病理损伤 HE染色结果

HE染色示空白对照组肾小球、肾小管结构基本正常；模型

组部分肾小管空泡变性严重，扩张明显，部分肾小管管腔内见

较多结晶样物聚集（红色箭头所示），部分管腔内见蛋白样管型

（黑色箭头所示），间质较多炎细胞浸润，并见较多出血灶；药物

干预组较模型组肾小管空泡变性减轻，管腔内结晶样物较少，

未见蛋白样管型，肾小管扩张程度未见明显改变。见图 2。

2.3各组大鼠肾脏 Von Kossa染色结果

镜下观察，Von Kossa染色后空白组大鼠肾小管中未见明

显黑褐色晶体状草酸钙沉积，模型组大鼠肾小管中可见数量较

多，体积较大的黑褐色草酸钙晶体沉积（红色箭头所示），药物

干预组大鼠肾脏草酸钙晶体沉积量较模型组减少。见图 3。

2.4 各组大鼠免疫组化结果及 IHC评分结果

镜下观察，空白对照组肾小管 GSH、Nrf2蛋白阳性表达较

强，GSH主要表达于细胞胞浆、Nrf2主要见于细胞胞浆与胞核

表达。模型组肾小管 GSH、Nrf2蛋白阳性表达较弱，8-OHdG蛋

白在细胞胞核中阳性表达较强；与模型组比较，药物干预组

肾小管 Nrf2、GSH蛋白阳性表达增强。8-OHdG蛋白阳性表达

减弱。

IHC评分示模型组 Nrf2、GSH表达水平低于空白对照组，

8-OHdG表达水平高于空白对照组；药物干预组 Nrf2、GSH表

达水平高于模型组，8-OHdG表达水平低于模型组，差异有统

计学意义（P＜0.05）。见图 4、表 1、图 5。

3 讨论

当下，泌尿系结石是泌尿外科最常见的疾病病种，高尿钙

症与高草酸尿症均为肾结石患者的常见代谢紊乱[9]，高浓度的

草酸代谢可进一步诱发肾小管上皮氧化损伤，进而进一步促进

草酸钙晶体的聚集与黏附[10]。本次研究通过乙二醇与氯化铵构

建大鼠草酸钙肾结石模型，结果显示模型组大鼠较空白对照组
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图 4 大鼠肾脏组织中各蛋白指标免疫组化（× 200）

Fig.4 Immunohistochemical of protein indexes in rat kidney（× 200）

图 2 各组大鼠肾脏组织 HE染色

Fig.2 HE staining of kidney tissue in each group

图 3 各组大鼠肾脏组织 Von Kossa染色结果

Fig.3 Von Kossa staining of kidney tissue in each group
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表 1 大鼠肾脏组织中各蛋白指标 IHC评分分析（x± s, n=6）
Table 1 IHC score analysis of each protein index in rat kidney tissue (x± s, n=6)

图 5 大鼠肾脏组织中各蛋白指标 IHC评分图

Fig.5 I HC score of each protein index in rat kidney tissue

Note: Data were expressed as x± SD, △ P＜0.05 vs control group; ▲P＜0.05 vs model group.

大鼠尿液中钙、磷、草酸水平显著增高，HE结果显示肾小管空

泡变性严重、扩张明显、部分管腔内见结晶样物，Von Kossa染

色显示大鼠肾小管出现大量褐色钙盐沉积。大鼠出现尿钙、磷、

草酸代谢异常，肾小管出现损伤与草酸钙晶体聚集，表明草酸

钙肾结石模型大鼠建模成功。

草酸钙结石的形成机制目前尚无定论，随着研究的深入，

学者普遍认为氧化应激损伤在该疾病的进展过程中扮演重要

角色[11]。活性氧簇（reactive oxygen species, ROS）大量生成引起

的氧化应激促进了结石形成[12]，该物质引起炎症性的细胞因子

和蛋白聚集，最后促使肾小管上皮细胞损伤和基底膜的暴露，

致使草酸钙结晶粘附、聚集和生长在受损伤的肾小管上皮细

胞[13]，该现象发生后进一步引起了肾小管上皮的氧化损伤和炎

症损害，最后导致脂质过氧化引起肾小管细胞膜以及细胞器损

伤，细胞凋亡坏死，导致草酸钙结晶最终成石[14]。目前，MDA、

GSH和 8-OHdG已被认为是机体反映氧化损伤程度的生物标

志物，已被较多应用于各种疾病氧化损伤判定以及评价抗氧化

应激治疗效果[15,16]。本次研究表明，模型组大鼠尿液中MDA、草

酸，肾脏中氧化 GSH表达水平低于空白对照组，8-OHdG含量

较空白对照组明显增高，表明模型组大鼠肾脏发生了较强的氧

化损伤反应。结合 HE染色结果，提示在泌尿系结石发生时，肾

小管出现了氧化损伤现象，这个结论与Wang团队[17]的研究结

果基本一致。

SFN是一种很有研究前景的化合物，该物质可影响细胞增

殖在调节炎症反应和凋亡，在影响血管生成等方面发挥着重要

作用 [18,19]。近年研究发现 SFN优秀的抗氧化作用是通过激活

Nrf2信号通路，上调 HO-1等抗氧化蛋白的表达发挥的[20,21]。既

往研究证实，SFN对于脓毒症相关急性肾损伤（SA-AKI）大鼠

肾组织的氧化应激损伤具有一定程度的保护作用[22]。龙青等[23]

同样证实了 SFN 能够诱导肾病综合征大鼠一氧化氮合酶

(eNOS)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)和神经型一氧化氮合酶

(nNOS)的表达，提升大鼠体内 NO水平，降低尿蛋白含量，改善

肾脏损伤程度。Liang Weiqiang等[24]发现 SFN依赖的 NRF2活

性上调可减轻失血性休克 /复苏后小鼠的全身炎症反应和肺

损伤。本次研究表明，药物干预组大鼠尿液中MDA、草酸、钙、

磷含量较模型组大鼠显著降低，HE染色表明在使用 SFN干预

后肾脏的损伤程度较未干预时明显下降，免疫组化结果示氧化

损伤关键指标 GSH表达水平明显高于模型组，8-OHdG含量

较模型明显下降，提示 SFN在大鼠肾小管上皮通过其抗氧化

作用减缓肾脏损伤，抑制了大鼠肾结石的形成。

Nrf2是一种碱性亮氨酸拉链转录因子，通过诱导 100多种

细胞保护蛋白(包括抗氧化剂和Ⅱ期解毒酶)防御氧化应激和亲

电性毒物。在氧化或亲电应激条件下，Nrf2途径被激活[25]。陈帆

团队[26]发现 SFN可能通过激活 Nrf2/Keap1/HO-1信号通路，上

调 HO-1 等抗氧化蛋白的表达而起到治疗子宫内膜异位症

(EMs)的效果。孙肖伟等[27]在矽肺模型大鼠中发现 SFN能激活

Nrf2/ARE通路，从而缓解肺组织纤维化及氧化应激。Zhang等[28]

在阿尔兹海默大鼠模型发现，SFN显著上调 Nrf2蛋白的表达，

同时增加硫氧还蛋白和谷胱甘肽的含量和相关抗氧化酶的活

性，在沉默 Nrf2后，SFN对 ROS产生的抑制作用减弱，表明

SFN通过 Nrf2信号通路发挥其抗氧化作用。Russo M[29]研究表

明，在分子水平上，SFN通过激活转录因子 Nrf2调节细胞内稳

态，发挥相应的抗氧化及抗癌作用。在本次研究结果中，药物干

预组大鼠肾脏组织中 Nrf2蛋白水平较模型组大鼠显著提高，

表明 SFN在大鼠草酸钙肾结石模型中通过激活了 Nrf2信号通

路发挥其抗氧化损伤作用。

综上所述，萝卜硫素可减轻草酸钙肾结石大鼠肾小管的氧

化损伤，抑制大鼠草酸钙肾结石的生成，该作用可能与萝卜硫

素激活 Nrf2及其介导的抗氧化应激信号通路有关。然而，本次

Groups GSH Nrf2 8-OHdG

Control group 6.500± 1.975 7.000± 1.095 2.333± 1.033

Model group 4.167± 1.472△ 2.667± 0.516△ 3.333± 1.633△

Drug intervention group 5.333± 1.033▲ 4.000± 1.095△ ▲ 2.032± 1.072▲
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实验仅对萝卜硫素对大鼠草酸钙肾结石的调控作用进行了初

步探究，萝卜硫素在大鼠肾脏中激活 Nrf2信号通路的下游蛋

白以及萝卜硫素在不同浓度或不同干预时间下对草酸钙肾结

石的具体影响仍有待进一步探究。
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