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葡萄籽原花青素对顺铂诱发小鼠

肾毒性的保护作用
郭卓雨，高丽萍*，李 贞

(生物活性物质与功能食品北京市重点实验室，北京联合大学应用文理学院，北京 100191) 

摘  要：目的：探讨葡萄籽原花青素(GSPE)对顺铂(CDDP)诱发小鼠肾毒性的作用影响，并探讨可能的作用机制。

方法：选用60只成年雄性小鼠，随机分为正常组、CDDP模型组、GSPE＋CDDP提前组和GSPE＋CDDP同时组4

组，正常组、CDDP模型组和GSPE＋CDDP同时组每日喂饲常规饲料，灌胃蒸馏水，GSPE提前组小鼠灌胃GSPE 

200mg/(kg•d)，持续12d。实验第10天，正常组小鼠腹腔注射生理盐水，其余组一次性腹腔注射CDDP 20mg/kg以

建立CDDP肾损伤模型，同时组则同时进行GSPE 200mg/kg灌胃。腹腔注射后第3天处死动物，测定各组小鼠血清

尿素氮(BUN)、肌酐(Scr)含量及肾组织超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、一氧化氮合成

酶(NOS)活性，同时测定丙二醛(MDA)、一氧化氮(NO)含量。结果：GSPE对CDDP所致小鼠肾组织抗氧化酶

(SOD、GSH-Px)活力降低和血清尿素氮(BUN)、肌酐(Scr)及脂质过氧化物含量(MDA、NO、NOS)升高有明显抑

制作用(P＜0.01或P＜0.05)，且提前使用GSPE组其保护作用优于CDDP与GSPE同时使用组。结论：GSPE对CDDP

诱发小鼠肾组织氧化损伤具有保护作用，其机制可能与GSPE降低脂质过氧化物，升高抗氧化酶活力有关。
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Protective Effect of Grape Seed Proanthocyanidin Extract against Cisplatin-induced Nephrotoxicity in Mice
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Abstract：Objective: To investigate the protective effect and possible mechanisms of grape seed proanthocyanidin extract 

(GSPE) against cisplatin (CDDP)-induced nephrotoxicity in mice. Methods: A total of 60 adult male mice were randomly 

divided into control group, CDDP model group, GSPE + CDDP pretreatment group and GSPE + CDDP co-administration 

group. The blank control, CDDP model and GSPE + CDDP co-administration groups were fed a normal diet and orally 

administered with distilled water during the administration period, while the GSPE + CDDP pretreatment group with GSPE 

at 200 mg/(kg•d) for 12 consecutive days. After administration for 10 days, the blank control group was given normal saline 

by intraperitoneal injection while a single injection of CDDP (20 mg/kg) in the remaining groups was carried out to establish 

mouse model of renal injury. At the end of the administration period (13th day), all mice were sacrificed to determine serum 

blood urine nitrogen (BUN) and serum creatinine concentration (Scr) contents, superoxide dismutese (SOD), glutathione 

peroxidase (GSH-Px) and nitric oxide synthase (NOS) activities, and malonaldehyde (MDA) and nitrogen oxide (NO) 

contents. Results: The GSPE pretreatment group could significantly inhibit the CDDP-induced inactivation of antioxidant 

enzymes (SOD and GSH-Px) and the increase in serum blood urine nitrogen (BUN) and serum creatinine concentration 

(Scr) contents as well as the levels of lipid peroxide (MDA, NO and NOS) in renal tissues of mice (P ＜ 0.05 or P ＜ 0.01), 

and these effects were better than those observed for the GSPE + CDDP co-administration group. Conclusion: GSPE has a 

protective effect on CDDP-induced nephrotoxicity in mice. The possible mechanism is associated with the fact that GSPE 

can decrease the contents of lipid peroxide, and can increase the antioxidant enzyme activities.
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顺铂(cis-diamminedichloroplatinum，CDDP)是临床常

用的抗肿瘤药物之一，对多种肿瘤均有显著疗效[1-2]。但与

此同时，CDDP也具有明显的毒副作用，肾毒性是其临床

应用受限的主要因素[3]。研究表明，顺铂肾毒性的发生率

及对肾脏的损伤程度与其使用剂量呈正比，且表现形式从

可逆的急性肾功能损伤到不可逆的慢性肾衰竭不等[4]。目

前对于CDDP诱发肾脏毒性的机制尚不十分明确。相关研

究显示，CDDP在体内会破坏氧自由基代谢平衡，引发氧

化应激[5]，提示与氧化应激有关的氧化损伤可能是CDDP

诱发肾脏毒性的主要原因。葡萄籽原花青素(grape seed 

proanthocyanidin，GSPE)是从葡萄籽中提取的天然多酚类

物质，具有多种重要生物活性，因其高效、低毒、生物利

用率高而在医药、保健食品领域具有广泛用途[6]。大量实

验研究证实，GSPE具有极强的抗氧化活性，是一种很好

的自由基清除剂和脂质过氧化抑制剂，其清除自由基能

力是VE的50倍、VC的20倍[7]。本实验室前期研究显示，

GSPE能有效抑制CDDP所致体外培养人胚肾细胞(HEK293)

的细胞毒性[8]，为进一步证实GSPE对于CDDP所致肾毒

性的保护作用，本研究利用CDDP制造小鼠肾毒性氧化损

伤模型，通过测定小鼠血清尿素氮(BUN)、肌酐(Scr)、肾

组织一氧化氮(NO)、丙二醛(MDA)含量以及一氧化氮合

酶(NOS)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-Px)活性变化，探讨GSPE对CDDP诱发小鼠肾毒性氧

化损伤的保护作用，并探讨其可能的作用机理。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

顺铂(注射用粉剂，批号H37021358，临用前用生

理盐水配制) 齐鲁制药有限公司；葡萄籽原花青素提

取物(纯度大于95%，HPLC级，其中二聚体56%、三聚

体12%、四聚体6.6%、单体和其他大分子质量寡聚体

20.4%。蒸馏水溶解至所需浓度，过滤除菌避光保存)    

天津尖峰天然产物研究开发有限公司；SOD、GSH-Px、

MDA、NO、NOS和考马斯亮蓝蛋白试剂盒 南京建成

科技有限公司；其他试剂均为分析纯。

5804R低温高速离心机  德国Eppendrof公司；

Selectra E PLUS自动生化分析仪  荷兰威图科技公

司；MQX-200微孔板分光光度计 美国Bio-Tek公司； 

TDL-5-A常温低速台式离心机 上海安亭科学仪器厂。

1.2 动物

成年雄性ICR小鼠(28±2)g共60只，由北京维通利华

实验动物技术有限公司提供。小鼠分单笼饲养5～6d，环

境温暖干燥，避强光、噪音，其间自由进食饮水。

1.3 方法

1.3.1 动物分组及饲养

将60只清洁级成年雄性ICR小鼠随机分为正常组、

CDDP模型组、GSPE＋CDDP提前组以及GSPE＋CDDP

同时组，每组15只。正常组、CDDP模型组和GSPE＋

CDDP同时组每日喂饲常规饲料，灌胃蒸馏水，GSPE＋

CDDP提前组小鼠灌胃GSPE 200mg/(kg•d)，持续12d。

实验第10天，CDDP模型组、GSPE＋CDDP提前组以及

GSPE＋CDDP同时组分别一次性腹腔注射CDDP 20mg/kg 

(以体质量计)，同时组小鼠同时灌胃GSPE 200mg/kg，正

常组小鼠注射等量生理盐水。每天定时给予饲料并称质

量，每隔1d换一次饮用水，每隔6d换一次垫料。腹腔注

射后第3天处死小鼠并进行各项抗氧化指标检测。

1.3.2 GSPE对CDDP诱发小鼠肾毒性指标的测定

取材：实验第13天采用摘眼球取血方式，将所采集

小鼠血液按编号放置于1.5mL离心管内，室温静置30min

后，常温离心(3000r/min)15min。另取1.5mL离心管盛放

上层血清，以待自动生化分析仪测定小鼠肾脏系数(RI)、

BUN、Scr等血液指标。

肾组织匀浆制作：取血完毕后，采用脱臼法处死小

鼠，并于冰浴下迅速取出两侧肾脏。去被膜并称量肾质

量，计算肾脏系数(用肾质量/体质量比值表示每100g体

质量对应肾脏质量)。取肾组织(0.2～1.0g)在冷生理盐水

中漂洗，去除血液并用滤纸拭干，称放于10mL小烧杯；

量筒量取0.86%预冷生理盐水(生理盐水与肾组织质量比

9:1)移入烧杯，眼科小剪剪碎组织块，冰浴条件下进行；

后将碎组织倒入玻璃匀浆管，留剩其中1/3生理盐水洗涤

小烧杯内残留碎组织，一并倒入玻璃匀浆管进行匀浆。

一手持匀浆管将其下端盛有冰水的器皿中，一手将杆垂

直插入套管中上下转动研磨数10次(6～8min)，使组织均

匀至无肉眼可见颗粒组织止；将制备好的组织匀浆低温

离心(3000r/min)离心15min，留上清液弃去沉淀，以测定

肾组织各指标，包括MDA、NO、NOS含量以及SOD、

GSH-Px活力。

1.3.3 GSPE对CDDP诱发小鼠肾组织MDA、NO、NOS、

SOD、GSH-Px含量的影响

按1.3.2节中所述方法制得10g/100mL肾组织匀浆上

清液，按试剂盒说明，采用硫代巴比妥酸(TBA)法测定肾

组织匀浆中MDA含量、硝酸还原酶法测定NO、NOS含

量、黄嘌呤氧化酶法测定SOD活性、二硫代二硝基苯甲

酸法测定GSH-Px活性；考马斯亮蓝法测定蛋白含量。采

用试剂盒进行测定。

1.4 数据处理

采用SPSS 12.0软件进行统计分析，实验数据采用 

±s表示，应用单因素方差分析进行多组间比较(检验水

平α=0.01或α=0.05)。
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2 结果与分析

2.1 GSPE对CDDP诱发小鼠肾脏损伤的影响

表 1 GSPE对CDDP诱发小鼠肾组织损伤的影响

Table 1 Effect of GSPE on CDDP-induced renal tissue injury in mice 

(RI, BUN and Scr)

组别 RI/% BUN含量/(mmol/L) Scr含量/(μmol/L)

正常组 1.48±0.15 15.00±1.83 44.25±5.51

CDDP模型组 1.67±0.18* 45.21±15.87** 59.00±9.97*

GSPE+CDDP提前组 1.52±0.08△ 28.40±9.64△ 49.71±6.68△

GSPE+CDDP同时组 1.75±0.28* 46.61±27.74** 53.25±17.27*

注：*. 与正常组比较，具有显著性差异 (P ＜ 0.05) ；**. 与正常组比较，具有

极显著性差异 (P＜0.01)；△.与CDDP模型组比较，具有显著性差异 (P＜0.05)； 

△△.与 CDDP 模型组比较，具有极显著性差异 (P ＜ 0.01)。下同。

由表1可见，CDDP模型组小鼠肾脏系数(RI)值升高，

表明CDDP已诱发小鼠肾组织肿胀。GSPE＋CDDP提前组

小鼠RI值与CDDP模型组相比存在显著性差异(P＜0.05)；

而GSPE＋CDDP同时组与CDDP模型组相比无显著性差

异。通过测定BUN、Scr可知，CDDP模型组小鼠血清中

BUN(P＜0.01)、Scr(P＜0.05)含量与正常组相比明显升高，

表明CDDP诱发小鼠肾组织损伤。GSPE＋CDDP提前组小

鼠血清BUN与CDDP模型组相比显著降低(P＜0.05)，可见

提前使用GSPE对CDDP诱发肾毒性具有一定保护作用；而

GSPE＋CDDP同时组小鼠血清BUN、Scr含量仍较高，与

CDDP模型组相比无显著性差异，表明提前使用GSPE效

果优于GSPE＋CDDP同时组。实验结果表明，GSPE能有

效保护CDDP诱发小鼠肾组织损伤，GSPE＋CDDP提前

组效果为佳。

2.2 GSPE对CDDP诱发小鼠肾组织抗氧化指标的影响

表 2 GSPE对CDDP诱发小鼠肾组织抗氧化指标的影响

Table 2 Effect of GSPE on CDDP-induced renal tissue antioxidant 

indexes in mice (MDA, SOD, GSH-Px, NO and NOS)

组别
MDA含量/

(nmol/mg pro)
SOD活力/
(U/mg pro)

GSH-Px活力/
(U/mg pro)

NO含量/ 
(μmol/g pro)

NOS含量/ 
(U/mg pro)

正常组 2.54±0.56 108.42±9.74 271.58±29.29 1.28±0.45 395.92±59.32

CDDP模型组 2.96±0.24* 80.23±8.12** 210.63±40.63** 3.27±1.21** 414.45±134.31*

GSPE＋CDDP提前组 2.08±0.33△△ 113.03±14.54△△ 277.89±38.56△△ 1.92±0.90△△ 392.60±93.34△

GSPE＋CDDP同时组 2.97±0.34 90.09±15.86△ 204.59±53.75△ 2.68±1.33△△ 453.52±123.50△△

由表2可见，与正常组相比，CDDP可造成小鼠肾组

织MDA含量显著增高(P＜0.05)、SOD与GSH-Px酶活力极

显著降低(P＜0.01)，提前灌胃GSPE的小鼠再进行CDDP注

射其肾组织MDA含量明显降低(P＜0.05)，SOD、GSH-Px 

酶活力则明显升高(P＜0.01)，与CDDP模型组相比具有显著

性差异。此外，CDDP模型组小鼠其肾组织NO (P＜0.01)、

NOS值较正常组有显著增高(P＜0.05)，GSPE＋CDDP提

前组小鼠肾组织匀浆中NO(P＜0.01)、NOS(P＜0.05)值

与CDDP模型组相比明显降低。本实验结果表明，GSPE

能有效保护CDDP诱发小鼠肾组织氧化损伤，增强小鼠

肾组织抗氧化酶SOD、GSH-Px活性，降低脂质过氧化物

MDA、NO含量，抑制NOS活性，且GSPE＋CDDP提前

组效果为佳。

3 讨 论

CDDP进入机体后主要由经肾脏排泄，故肾毒性最

为明显。CDDP可通过肾小球滤过游离药物，经肾小管重

吸收并排泌。CDDP诱发肾毒性主要表现为肾小管间质损

伤，血清肌酐水平升高，用药24h后即出现肾小管上皮细

胞变性[9]。相关研究表明[10]，注射CDDP后，肾小管上皮

细胞胞浆中CDDP浓度超过血浆中浓度5倍以上。临床患

者给药最初5d，尿中检测到CDDP含量占26%～45%，表

明积蓄CDDP从肾脏完全清除需很长时间。CDDP诱导肾

组织损伤时，其血清中BUN变化最为敏锐，多在用药后

1～3周出现，肾组织病理改变程度与BUN相符[11]。本研

究结果显示，注射CDDP后第3天，CDDP模型组小鼠肾

脏系数RI、血清BUN、Scr含量较正常组相比显著升高，

提示CDDP诱发明显的小鼠肾组织损伤。

氧化应激是CDDP诱发肾毒性的主要原因之一[12-13]。

有报道显示，CDDP可诱发肾脏SOD活性降低[14]、MDA

含量增加[15]。本研究也表明，MDA在CDDP单独作用于

小鼠肾组织中其含量显著增加，SOD、GSH-Px水平显著

降低，提示氧化应激在本研究CDDP诱发肾毒性过程中

起重要作用。NO又称为内皮源性舒张因子(EDTF)，是在

一氧化氮合成酶(NOS)作用下，以左旋精氨酸和O2为底

物催化而产生的一种扩血管物质[16]。研究表明，NO并不

直接对组织造成损伤，而是与超氧化物阴离子反应生成

超氧化亚硝基阴离子(ONOO—)，后者可分解产生羟自由

基(•OH)从而产生毒性[17]。体外研究表明，外源性NO能

抑制SOD活性并引发明显的脂质过氧化反应[18]。NO与超

氧化物阴离子反应的速率比SOD清除超氧化物阴离子的

速率快很多，因此NO会与SOD竞争超氧化物阴离子，并

与超氧化物阴离子反应生成ONOO－。ONOO－可使蛋白

中酪氨酸硝基化，抑制SOD活性，使经SOD清除的超氧

化物阴离子减少，使得更多的超氧化物阴离子与NO反

应，生成大量ONOO—，后者又可继续抑制SOD活性，

形成恶性循环。目前，NO在环孢菌素A诱发急性肾功

能衰竭作用中的文献报道较多[19]，而在CDDP诱发急性

肾功能衰竭的研究较少，且结论不确定。本研究结果表

明，给予小鼠20mg/kg CDDP后第3天，小鼠肾组织NOS

活性、NO含量明显升高，推测NOS的产生可能是由于

氧化应激反应中大量自由基引起。NOS产生增加，引起

NO释放，NO进一步抑制SOD活性，导致肾组织损伤，

肾组织NOS、NO变化与SOD、GSH-Px及血清BUN、
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Scr变化相一致，因此，NO在CDDP诱发肾组织氧化损

伤过程中起重要作用。

GSPE属于生物类黄酮类物质，其结构上的酚羟基

易被氧化形成醌，对自由基有很强的捕捉和消除能力，

故在体内抗氧化、消除自由基的能力很强，是一种很

好的氧自由基清除剂[20-21]。本研究结果表明，200mg/kg 

GSPE提前灌胃10d，小鼠肾组织中SOD、GSH-Px含量明

显高于CDDP模型组，血清中BUN及Scr含量及肾组织中

MDA、NO、NOS含量均明显低于CDDP模型组，同时组

对CDDP诱发肾毒性其保护作用不显著，提示提前给予

GSPE能明显减轻CDDP诱发的肾毒性，其作用主要通过

增强SOD、GHS-Px酶活力，抑制NOS酶生成NO，降低

肾组织脂质过氧化物MDA含量来实现的。
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