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【摘要】　目的　探讨左卡尼汀对环孢素 Ａ（ＣｓＡ）所致胰腺和肾脏损伤保护作用的分子机制。　方

法　将ＳＤ大鼠分为６组，即正常对照（ＶＨ）组、正常对照＋左卡尼汀低剂量（ＶＨ＋Ｌ５０）组、正常对照＋
左卡尼汀高剂量（ＶＨ＋Ｌ２００）组、ＣｓＡ组、ＣｓＡ＋左卡尼汀低剂量治疗（ＣｓＡ＋Ｌ５０）组和ＣｓＡ十左卡尼汀
高剂量治疗（ＣｓＡ＋Ｌ２００）组。检测胰腺及肾功能指标、自噬性溶酶体（ＬＣ３－Ⅱ）表达、肾小管间质纤维化
（ＴＩＦ）、肾脏 ＴＧＦ－β１和８－羟基脱氧鸟苷 （８－ＯＨｄＧ）水平。　结果　ＣｓＡ诱导胰腺损伤表现为血糖和

ＨｂＡ１ｃ升高，血浆胰岛素水平下降，胰腺ＬＣ３－Ⅱ表达升高（Ｐ＜０．０１）。肾脏中ＣｓＡ致Ｓｃｒ和ＢＵＮ升高、

ＴＩＦ增加（Ｐ＜０．０１），该变化伴随ＴＧＦ－β１、８－ＯＨｄＧ和ＬＣ３－Ⅱ表达增加。左卡尼汀治疗对各指标均有效，

ＬＣ３－Ⅱ表达仅在左卡尼汀高剂量治疗下减少（Ｐ＜０．０５）。　结论　左卡尼汀对ＣｓＡ所致胰腺和肾脏损
伤有保护作用。
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　　长期使用环孢素Ａ（ＣｓＡ）会导致慢性ＣｓＡ肾毒
性，其分子机制与局部 ＡＴⅡ、氧化应激、炎性介质、

ＴＧＦ－β１ 和细胞调亡等有关
［１－２］。ＣｓＡ致肾实质细胞

自噬为慢性ＣｓＡ肾毒性的重要发病机制之一［３］。左
卡尼汀对胰岛素分泌、胰岛β细胞、肾组织及功能均
有保护作用，但具体机制未明。本研究通过采用慢性
ＣｓＡ肾毒性动物模型研究左卡尼汀对ＣｓＡ所致胰
腺和肾脏损伤的保护作用，旨在探讨其分子机制。

材料与方法

一、实验材料

１．实验动物：清洁级雄性ＳＤ大鼠４５只，体重
１８０～２００ｇ，由韩国中央实验动物中心提供。低盐
（０．０５％钠盐）饲料由美国 Ｔｅｋｌａｄ　Ｐｒｅｍｉｅｒ配制。

２．主要试剂：橄榄油（美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；
左卡尼汀；ＣｓＡ（瑞士Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍａ　Ｌｔｄ公司）；全
自动生化分析仪（美国）；８－羟基脱氧鸟苷（８－ＯＨｄＧ）

ＥＬＩＳＡ试剂盒（日本Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　Ａｇｉｎｇ
公司）。抗体来源８－ＯＨｄＧ（日本ＪａＩＣＡ；Ｓｈｉｚｕｏｋａ公
司）；ＴＧＦ－β１（美国Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；自
噬性溶酶体（ＬＣ３－Ⅱ，美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；驴抗
兔ＩｇＧ（美国Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）。
二、实验方法
１．模型建立：采用随机数字表法将大鼠分为６
组，即正常对照 （ＶＨ，ｎ＝７）组予皮下注射橄榄油
［１ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）］；正常对照＋左卡尼汀低剂量
（ＶＨ＋Ｌ５０，ｎ＝７）组予皮下注射橄榄油及静脉注射
左卡尼汀［５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］；正常对照＋左卡尼汀
高剂量 （ＶＨ＋Ｌ２００，ｎ＝７）组予皮下注射橄榄油及
静脉注射左卡尼汀［２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］；ＣｓＡ（ｎ＝８）组
予皮下注射ＣｓＡ［１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］；ＣｓＡ＋左卡尼汀低
剂量治疗 （ＣｓＡ＋Ｌ５０，ｎ＝８）组同时予ＣｓＡ及左卡尼
汀［５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］；ＣｓＡ＋左卡尼汀高剂量治疗
（ＣｓＡ＋Ｌ２００，ｎ＝８）组同时予ＣｓＡ及左卡尼汀［２００
ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）］。时间均为４周。

２．标本收集：大鼠处死前采血并收集２４ｈ尿，
肾组织由过碘酸－赖氨酸－多聚甲醛液固定，石蜡包
埋后切片厚４μｍ。

３．检测指标：（１）采用全自动生化分析仪（美国
Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ公司）检测血糖、ＨｂＡ１ｃ、血肌酐
（Ｓｃｒ）、ＢＵＮ和血浆胰岛素水平。行腹腔注射葡萄糖
耐量 试 验 （ＩＰＧＴＴ），计 算 血 糖 曲 线 下 面 积
（ＡＵＣｇ）［４］。（２）病理检查为肾组织脱蜡后行３色染
色。肾小管间质纤维化 （ＴＩＦ）程度在每张切片上至

少观察２０个非重叠区域，采用数字化显微镜分析仪
（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）Ｐｏｌｙｇｏｎ程序计算每０．５ｍｍ２

纤维 化 百 分 比，取 平 均 值。（３）ＥＬＩＳＡ 检 测
８－ＯＨｄＧ。尿样于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
液按试剂盒要求检测。（４）免疫组织化学法检测肾
组织８－ＯＨｄＧ和ＴＧＦ－β１ 蛋白。切片脱蜡至水后抗
原微波修复，结合一抗，以ＤＡＢ为底物显色，呈棕黄
色为止。常规脱水，透明，树脂封片。染色程度采用
数字化显微镜分析仪 Ｐｏｌｙｇｏｎ 程序进行定量。
（５）免疫印迹法检测自噬分子标记物ＬＣ３－Ⅱ表达。
胰腺和肾组织在蛋白质缓冲液中分别制为匀浆，离
心取上清液检测蛋白浓度（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

２０μｇ标本在十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳
（１５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），９０Ｖ电压转硝酸纤维素膜２ｈ，

４℃置一抗于非脂牛乳中，以１∶２００鼠单克隆
ＬＣ３－Ⅱ抗体过夜。缓冲液冲洗３次，加速辣根过氧
化物酶标记的驴抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）１ｈ。增强发光
（美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）及曝光。以 ＶＨ 组为标准
测定条带灰度，参照β－肌动蛋白进行灰度分析。
三、统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０软件进行统计学分析。计量资

料以ｘ－±ｓ表示，采用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ方法校正。

结 　果

一、左卡尼汀对ＣｓＡ所致糖尿病的影响
与ＶＨ组相比，４周ＣｓＡ引起大鼠糖尿病表现

为ＩＰＧＴＴ、ＨｂＡ１ｃ升高，血浆胰岛素水平下降，提示
左卡尼汀治疗效果显著。（图１，表１）

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ组

比较ｖｓ　ＣｓＡ　ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５
图１　各组ＩＰＧＴＴ比较

Ｆｉｇ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＩＰＧＴＴ　ａｍｏｎｇ　ｇｒｏｕｐｓ
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二、左卡尼汀对慢性ＣｓＡ肾毒性肾功能的影响

ＣｓＡ组较 ＶＨ 组体重下降［（９０．０±２．０）ｖｓ
（７６．０±３．０）ｇ，Ｐ＜０．０１］，Ｓｃｒ、ＢＵＮ 增加（Ｐ＜
０．０１），提示左卡尼汀治疗可改善大鼠体重增加及肾
功能。（表１）

三、左卡尼汀对慢性ＣｓＡ肾毒性ＴＩＦ的影响

与ＶＨ组相比，ＣｓＡ组表现为特征性ＴＩＦ［（３４．１±
３．２）ｖｓ　０％／０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０１］，左卡尼汀低剂量治疗
减少ＴＩＦ程度［（２８．７±２．５）ｖｓ（３４．１±３．２）％／

０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］，左卡尼汀高剂量治疗进一步
减少ＴＩＦ程度［（２３．２±３．６）ｖｓ（２８．７±２．５）％／

０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］。（表１）

表１　各组 ＨｂＡ１ｃ、血浆胰岛素水平、ＡＵＣｇ及肾功能指标比较 （ｘ－±ｓ）

Ｔａｂ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＨｂＡ１ｃ，ｉｎｓｕｌｉｎ，ＡＵＣｇａｎｄ　ｋｉｄｎｅｙ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ　ａｍｏｎｇ　ｇｒｏｕｐｓ（ｘ－±ｓ）

组别

Ｇｒｏｕｐ

鼠数

ｎ

ＨｂＡ１ｃ

（％）

Ｓｃｒ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｉｎｓ

（ｎｇ／ｍｌ）

ＡＵＣｇ
［ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）］

体重增加

Ｗｅｉｇｈｔ　ｇａｉｎ（ｇ）

ＴＩＦ

（％／０．５ｍｍ２）
ＶＨ　 ７　 ３．８±０．６　 ３７．１±０．３　 ４．０±０．５　 ５．１±０．８　 １８．９±７．６　 ９０．０±２．０　 ０
ＶＨ＋Ｌ５０　 ７　 ３．９±０．４　 ３１．０±０．３　 ３．８±０．９　 ５．１±１．０　 １８．７±４．２　 ８８．０±２．０　 ０
ＶＨ＋Ｌ２００　 ７　 ３．７±０．６　 ３０．１±０．２　 ３．９±０．６　 ４．８±０．４　 １８．４±４．８　 ９０．０±３．０　 ０
ＣｓＡ　 ８　 ６．１±１．２＊ ４８．６±０．２＊ １０．５±０．９＊ １．１±０．３＊ ２６．４±９．６＊ ７６．０±３．０＊ ３４．１±３．２＊

ＣｓＡ＋Ｌ５０　 ８　 ５．８±０．９＃ ４２．４±０．２＃ ９．８±１．０＊ １．７±０．５＃ ２４．５±６．５＃ ８５．０±４．０＃ ２８．７±２．５＃

ＣｓＡ＋Ｌ２００　 ８　 ４．９±０．４＃ ３６．３±０．３＃ ８．５±１．３＃ １．８±０．２＃ ２２．０±４．６＃ ８５．０±３．０＃ ２３．２±３．６＃△

　　与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ组比较ｖｓ　ＣｓＡ　ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０，△Ｐ＜０．０５

　　四、左卡尼汀对慢性 ＣｓＡ 肾毒性 ＴＧＦ－β１ 的

影响

ＣｓＡ上调ＴＧＦ－β１ 表达［（４６．０±２．３）ｖｓ（１７．１±

０．５）％／０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０１］，左卡尼汀低剂量治疗下

调ＴＧＦ－β１ 表达［（４０．０±１．４）ｖｓ（４６．０±２．３）％／

０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］，左卡尼汀高剂量治疗进一步下

调ＴＧＦ－β１ 表达［（３０．２±３．０）ｖｓ（４０．０±１．４）％／

０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］。（图２）

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ组比较ｖｓ　ＣｓＡ　ｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜０．０５；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５

图２　各组ＴＧＦ－β１免疫组织化学及半定量分析 （ＳＰ　２００×）

Ｆｉｇ　２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ＴＧＦ－β１ａｎｄ

ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ＳＰ　２００×）

五、左卡尼汀对慢性ＣｓＡ肾毒性８－ＯＨｄＧ的

影响

免疫组织化学结果显示，ＣｓＡ组肾８－ＯＨｄＧ蛋

白表达活性增加，左卡尼汀治疗抑制８－ＯＨｄＧ蛋白

表达。ＣｓＡ 上调８－ＯＨｄＧ 表达［（９．９±１．６）ｖｓ

（５．２±１．１）％／０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０１］，与ＣｓＡ组比

较，ＣｓＡ＋Ｌ５０组８－ＯＨｄＧ表达减少［（８．４±０．９）ｖｓ

（９．９±１．６）％／０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］。左卡尼汀高

剂量治疗下调８－ＯＨｄＧ表达［（６．８±０．７）ｖｓ（９．９±

１．６）％／０．５ｍｍ２，Ｐ＜０．０５］。ＥＬＩＳＡ结果显示，

ＣｓＡ组２４ｈ尿８－ＯＨｄＧ排泄增加［（２４１．０±３７．２）ｖｓ

（１３０．７±１７．０）ｎｇ／ｄ，Ｐ＜０．０１］，左卡尼汀低剂量治

疗减少尿８－ＯＨｄＧ排泄［（２０８．３±１９．７）ｖｓ（２４１．０

±３７．２）ｎｇ／ｄ，Ｐ＜０．０５］，左卡尼汀高剂量治疗进一

步减少尿８－ＯＨｄＧ排泄［（１７７．２±１２．７）ｖｓ（２０８．３±

１９．７）ｎｇ／ｄ，Ｐ＜０．０５］。（图３、４）

六、左卡尼汀对胰腺和肾脏ＬＣ３－Ⅱ蛋白表达的

影响

ＣｓＡ上调胰腺［（１９０±１９）％ｖｓ（１００±１３）％，

Ｐ＜０．０１］和肾脏［（１８３±１１）％ｖｓ（１００±６）％，Ｐ＜

０．０１］ＬＣ３－Ⅱ蛋白表达，ＣｓＡ＋Ｌ５０组ＬＣ３－Ⅱ表达

与ＣｓＡ组比较差异无统计学意义［胰腺：（１７１±

２２）％ｖｓ（１９０±１９）％，Ｐ＞０．０５；肾脏：（１８６±８）％ｖｓ
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（１８３±１１）％，Ｐ＞０．０５］，ＣｓＡ＋Ｌ２００组则下调ＬＣ３

表达［胰腺：（１１４±１５）％ｖｓ（１９０±１９）％，Ｐ＜０．０５；

肾脏：（１３３±１０）％ ｖｓ （１８３±１１）％，Ｐ＜０．０５］。

（图５、６）

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ组比较ｖｓ　ＣｓＡ　ｇｒｏｕｐ，

＃Ｐ＜０．０５；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５

图３　各组８－ＯＨｄＧ免疫组织化学及半定量分析 （ＳＰ　４００×）

Ｆｉｇ　３　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　８－ＯＨｄＧ　ａｎｄ

ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ＳＰ　４００×）

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ组比较ｖｓ　ＣｓＡ　ｇｒｏｕｐ，

＃Ｐ＜０．０５；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５

图４　各组２４ｈ尿８－ＯＨｄＧ排泄量比较

Ｆｉｇ　４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　２４ｈｕｒｉｎａｒｙ　８－ＯＨｄＧ　ｏｕｔｐｕｔ　ａｍｏｎｇ　ｇｒｏｕｐｓ

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组

　　比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５

图５　各组胰腺ＬＣ３－Ⅱ免疫印迹法及定量条带分析

Ｆｉｇ　５　Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｏｆ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ＬＣ３－Ⅱ

ａｎｄ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

与ＶＨ组比较ｖｓ　ＶＨ　ｇｒｏｕｐ，＊Ｐ＜０．０１；与ＣｓＡ＋Ｌ５０组

比较ｖｓ　ＣｓＡ＋Ｌ５０ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５

图６　各组肾脏ＬＣ３－Ⅱ免疫印迹法及定量条带分析

Ｆｉｇ　６　Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｏｆ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ＬＣ３－Ⅱ

ａｎｄ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

讨　论

长期应用ＣｓＡ可致胰腺功能损伤及肾毒性，其

中，氧化应激作用十分重要［４］。研究［５－６］显示，左卡
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尼汀对糖尿病及慢性ＣｓＡ肾毒性有保护作用，但具

体机制未明。本研究结果发现，左卡尼汀可降低血
糖、提升血浆胰岛素水平，改善肾功能、减少ＴＩＦ，其
作用与抑制氧化应激、下调 ＴＧＦ－β１ 表达和减少细
胞自噬有关。提示左卡尼汀对ＣｓＡ所致胰腺功能
损伤和慢性ＣｓＡ肾毒性有保护作用。ＣｓＡ直接损
伤胰岛β细胞，抑制胰岛素分泌合成，导致糖尿病发
生，而ＩＲ作用相对较小。长期应用ＣｓＡ可改变胰
岛形态大小，导致胰腺细胞大量空泡形成，抑制胰岛
素的免疫活性［４］。本研究结果发现，ＣｓＡ可提升各
时间点的血糖、增加 ＨｂＡ１ｃ、减少血浆胰岛素水平。

在分子水平上，ＣｓＡ上调细胞自噬相关蛋白ＬＣ３－Ⅱ
表达。同时予左卡尼汀治疗可降低血糖、提高血浆
胰岛素水平，下调胰腺 ＬＣ３－Ⅱ表达。与既往研
究［５，７］结果一致，提示左卡尼汀可有效抵御ＣｓＡ对
胰腺的毒性，防止糖尿病发生。

左卡尼汀防止ＣｓＡ诱导的糖尿病发生可能与
以下因素有关：ＣｓＡ诱导胰腺氧化应激损伤，实际上
导致由ＬＤＬ－Ｃ所引起的胰岛β细胞凋亡，减少其数
量导致糖尿病发生［８］。左卡尼汀通过抑制胰腺髓过
氧化物酶和谷胱甘肽Ｓ－转移酶活性发挥其抗氧化功
能，从而改善雨蛙肽诱导的急性胰腺炎［６］。其次，线
粒体功能调控由葡萄糖刺激所产生的胰岛素分泌。

因此，线粒体功能障碍在胰岛β细胞ＡＴＰ合成和稳
定中意义重要。研究［９］证实，左卡尼汀改善线粒体
跨膜电位完整性、上调解偶联蛋白２，防止胰岛β细
胞的线粒体功能障碍。推断左卡尼汀对胰岛β细胞
的保护作用与其抗氧化和维护线粒体功能完整性密

切相关。氧化应激损伤在慢性ＣｓＡ肾毒性中同样
意义重要。研究［１０］表明，ＣｓＡ通过产生大量氧自由
基、抑制抗氧化物质如超氧化物歧化酶和谷胱甘肽
还原酶等，引起肾氧化应激损伤，抗氧化剂治疗可减
轻慢性ＣｓＡ肾毒性。本研究结果表明，左卡尼汀可
抑制肾８－ＯＨｄＧ蛋白表达，减少尿８－ＯＨｄＧ排泄，

表现为抗氧化应激损伤作用。另有研究［３］发现，过
多的肾实质细胞自噬协同细胞凋亡参与慢性ＣｓＡ
肾毒性的发生，与ＴＩＦ密切相关。本研究选取左卡
尼汀不同剂量观察其对抗慢性ＣｓＡ肾毒性的作用
发现，左卡尼汀低剂量对ＬＣ３－Ⅱ表达无影响，左卡
尼汀高剂量不仅抑制ＬＣ３－Ⅱ表达，而且改善ＴＩＦ和
肾功能。提示虽然左卡尼汀低剂量未能抗衡ＣｓＡ引

起的血流动力学改变，但左卡尼汀仍对慢性ＣｓＡ肾

毒性有保护作用。

综上所述，ＣｓＡ诱导的糖尿病和肾毒性在脏器

移植领域是常见问题，左卡尼汀可有效减少ＣｓＡ所

致的胰腺和肾脏损伤。以期为临床防治脏器移植患

者服用ＣｓＡ所致糖尿病和肾毒性提供参考。
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