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血清标志物组合对于药源性不同类型肾损伤模型

的评价研究
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【摘要】　目的　探讨半胱氨酸蛋白酶抑制蛋白Ｃ（ＣｙｓＣ）和中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）在阿霉素和庆大霉素诱导
的大鼠肾损伤中的变化特征，及相关血清标志物组合在药源性肾损伤检测中的意义。方法　将６６只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为阿霉素组、
庆大霉素组和对照组，分别建立肾小球和肾小管损伤模型。各组于不同时间点采集血样，采用生化分析仪检测血清尿素氮（ＢＵＮ）、
肌酐（Ｓｃｒ）含量，酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ浓度，光镜下观察肾脏病理组织形态学改变。以肾脏病理组织学
检查结果作为药源性肾损伤的阳性诊断标准，采用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，评估上述血清标志物及组合对肾
小球／肾小管损伤的诊断价值。结果　①阿霉素、庆大霉素所致的两种类型的肾损伤大鼠，其ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ出现显著性变化的时间
均早于形态学和ＢＵＮ、Ｓｃｒ改变。②ＲＯＣ分析结果显示，ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ在阿霉素模型中的ＡＵＣ分别为０．８６６和０．６９１，在庆大霉素模
型中的ＡＵＣ分别为０．６３２和０．６９８，均大于ＢＵＮ和Ｓｃｒ；ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬ分别与ＢＵＮ和Ｓｃｒ组合，对肾小球和肾小管损伤均表现出较高的
检验效能；ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ组合对两种类型的肾损伤均有一定的检测价值，ＡＵＣ、敏感性和特异性均大于０．７。结论　ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ在
药源性肾损伤模型中出现显著性变化的时间均早于形态学改变和传统的血清标志物，在一定程度上可预测肾损伤的发生部位和发展

变化；二者分别与ＢＵＮ、Ｓｃｒ组合，对肾小球和肾小管损伤均表现出较高的检验效能，其中ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ组合可用于评价不同类型的肾
损伤。

【关键词】　肾损伤；模型；阿霉素；庆大霉素；半胱氨酸蛋白酶抑制蛋白Ｃ；中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白；ＲＯＣ分析
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ＬＩＹｉｆｅｉ，ＸＵＴｉｎｇｔｉｎｇ，ＪＩＮＲｕｏｍｉｎ，ＹＡＯＧｕａｎｇｔａｏ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｒｕｍｋｉｄｎｅｙｂｉｏｍａｒｋｅｒｃｙｓｔａｔｉｎＣ（ＣｙｓＣ）ａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｃｉｎ（ＮＧＡＬ）
ｉｎａｄｒｉａｍｙｃｉｎ（ＡＤＲ）ａｎｄｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ（ＧＭ）ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓａｎｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｉｓｔａｒｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｄｒｕｇａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｓｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒａｎｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｔｙｐｅｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｅｒｕｍ
ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＢＵＮ）ａｎｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｓｃｒ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｅａｎｓｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｅｒｕｍＣｙｓＣａｎｄＮＧＡＬｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｙｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｔｈｅｃｕｒｖｅａｒｅａｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｅｒｕｍ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｂｙｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ（ＲＯＣｃｕｒｖｅ）ａｎｄｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎｒｅｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｙａｓ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｃｒｉｔｅｒｉａ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　①ＴｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆＣｙｓＣａｎｄＮＧＡＬｉｎｂｏｔｈｔｙｐｅｓｏｆｉｎｊｕｒｙｗｅｒｅｅａｒｌｉｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＢＵＮａｎｄ
Ｓｃｒ．②ＲＯＣａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ（ＡＵＣ）ｏｆＣｙｓＣａｎｄＮＧＡＬｗｅｒｅ０．８６６，０．６９１ｉｎＡＤＲｍｏｄｅｌａｎｄ０．６３２，０．６９８ｉｎＧＭｍｏｄｅｌｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｗｈｉｃｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＢＵＮｏｒＳｃｒ．ＢＵＮ＋ＳｃｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｙｓＣｏｒＮＧＡＬｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｅｒｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｆｏｒｇｌｏｍｅｒｕｌａｒａｎｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＣｙｓＣａｎｄＮＧＡＬｈａｄｃｅｒｔａｉｎｖａｌｕｅｆｏｒｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙ，ｗｈｉｃｈＡＵＣ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｗｅｒｅａｌｌｍｏｒｅｔｈａｎ０．７．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆＣｙｓＣａｎｄＮＧＡＬｗｅｒｅｅａｒｌｉｅｒｔｈａｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｓｅｒｕｍｍａｒｋｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎａｃｅｒｔａｉｎｄｅｇｒｅｅ．ＢＵＮ＋ＳｃｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｙｓＣｏｒＮＧＡＬｈａｄｈｉｇｈｅｒｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｆｏｒｇｌｏｍｅｒｕｌａｒａｎｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｄｒｕｇｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｍｏｄｅｌ；ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ；ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ；ＣｙｓＣ；ＮＧＡＬ；ＲＯＣｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

［基金项目］科技部国家“重大新药创制”项目（２００９ＺＸ０９５０２
００２）；科技部国家重点基础研究发展计划（９７３计划）项目
（２００９ＣＢ５２２８０７）；上海市教委预算内项目（２０１０ＪＷ３０）
［作者简介］李一飞，女，博士，主要从事中药新药开发及安全性

评价工作

［通讯作者］姚广涛，博士，副研究员，硕士生导师。

Ｅｍａｉｌ：ｙａｏｇｕａｎｇｔａｏ１９６９＠１２６．ｃｏｍ

　　随着中药、中成药在临床中应用的日益广泛，有关
中药引起脏器损害的报道也逐年增多。与单纯的化学

药物相比，中药具有多成分、多靶点、多效应等特点，引

起肾毒性的表现更为复杂，毒性机制更为多样，甚至一

种肾毒性中药可能有多种成分作用于多个肾脏靶部

位，进而给药源性肾损伤的早期发现和精确诊断带来

特殊的困难。在目前临床常用的药物肾毒性的评价方

法中，病理检查属于有创性检查，不宜作为临床常规的
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监测措施；目前临床常用的肾损伤血清标志物虽各具

有特点，但都有不足，单一标志物检测很难同时兼具较

高的敏感性和特异性，而且往往是损伤形成后的表现，

缺乏敏感性，不能判断药物毒性的早期效应。因此，有

必要探讨一种临床适用的更灵敏、更准确的药源性肾

损伤的评价方法。

本研究以肾毒性明确且损伤特点各异的阿霉素和

庆大霉素诱导大鼠肾损伤，分别建立肾小球和肾小管

损伤模型，比较半胱氨酸蛋白酶抑制蛋白Ｃ（ｃｙｓｔａｔｉｎＣ，
ＣｙｓＣ）和中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）的变化
特征；以肾脏病理组织学检查结果作为药源性肾损伤

的阳性诊断标准，采用受试者工作特征曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分
析，评估上述血清标志物及其组合对肾小球／肾小管损
伤的诊断价值，并与经典肾损伤标志物尿素氮（ｂｌｏｏｄ
ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）和肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）的诊
断效能相比较，以期为中药的安全性评价及药源性肾

损伤的防治提供参考。

１　材料与方法

１．１　动物　清洁级健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ６６只，体质量
（１８０±２０）ｇ；购自上海西普尔 必凯实验动物有限公

司；动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６。所有动物均
饲养于上海中医药大学实验动物中心清洁级饲养室。

１．２　药物、试剂与仪器　注射用盐酸多柔比星（又名
阿霉素），山西普德药业股份有限公司 （批号：

０２１１０３０１）；硫酸庆大霉素注射液，上海第一生化药业
有限公司（批号：０９１００２）。以上药物均用 ０．９％ＮａＣｌ
溶液稀释至所需浓度。

ＢＵＮ（Ｒ１批号：Ａ１２４；Ｒ２批号：Ａ１２５）、ＣＲ（Ｒ１批
号：Ａ１２６；Ｒ２批号：Ａ１２５），日本世诺临床诊断制品株式
会社。

大鼠ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬＥＬＩＳＡ试剂盒，上海达为科生物
科技有限公司（批号：２０１１１０）。

日立７０８０全自动生化分析仪，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公
司；ＴｈｅｒｍｏＭＫ３酶标仪，热电（上海）科技仪器有限
公司。

１．３　动物分组及造模　将６６只大鼠随机分为阿霉素
（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＲ）组２４只、庆大霉素（ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ，ＧＭ）
组１８只和对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）２４只。

阿霉素组分别于试验第１天和第５天尾静脉注射
阿霉素溶液，剂量分别为每克体质量５μｇ、３μｇ。

庆大霉素组腹腔注射硫酸庆大霉素注射液，每天

１次，连续给药５天，剂量为每克体质量８０μｇ。
对照组参照庆大霉素组方法，腹腔注射等容量的

０．９％ＮａＣｌ溶液。
１．４　检测项目与方法　依据药物的作用特点［１２］，确

定阿霉素组观察时间为２８天，庆大霉素组观察时间为
１２天。各组分别于试验的第１、３、６、８、１２、２８天（庆大
霉素组除外），取６只动物进行眼球后静脉丛采血，备
测肾损伤标志物；于第４、７、１２和２８天（庆大霉素组除
外），取６只动物麻醉后解剖，取两侧肾脏进行组织病
理学检查。

１．４．１　肾损伤标志物检测　血液样本以５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ后吸取上清液，采用全自动生化分析仪检测
血清ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平，采用 ＥＬＩＳＡ方法检测血清标志物
ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬ含量。
１．４．２　肾组织形态学观察　参照有关文献［３４］，将肾

组织标本分别进行 ＨＥ和 ＰＡＳ染色，光镜下观察肾组
织形态学变化。肾脏病变程度分为４个等级：“－”，肾
组织结构正常；“＋”，轻度损伤（可见较多的细胞变性
或坏死，病变呈局灶性）；“＋＋”，中度损伤（可见肾小
管或肾小球结构变化，病变呈多灶性）；“＋＋＋”，重度
损伤（可见明显的肾小管或肾小球结构变化，病变呈弥

漫性）。

１．５　ＲＯＣ曲线分析　参照有关文献［５］方法进行 ＲＯＣ
曲线分析。以肾脏病理组织学检测结果作为肾损伤的

阳性诊断标准，选取最早出现显著性差异的时间点及

此点前各时间点的数据，在 ＳＰＳＳ软件中输入对照组和
药物组在以上时间点各血清标志物的检测值。

二元Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归法以组别为因变量，以目标组合
的几个标志物为协变量，生成预测概率值（在分析中作

为中间变量），建立目标组合的回归方程。

ＲＯＣ分析以组别为状态变量，以各标志物的检测
值或组合的预测概率值为检验变量，绘制曲线并计算

曲线参数，包括敏感性、特异性和曲线下面积（ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）。曲线上最靠近左上方的点即为临
界值（ｃｕｔｏｆｆ，敏感性和特异性均较高）。
１．６　统计学方法　观察数据采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行
统计学分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，采用两独立样本ｔ
检验；等级资料采用Ｒｉｄｉｔ分析。以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　各组Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平比较　阿霉素组与相同时点
的对照组相比，Ｓｃｒ在第８天和２８天差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中第２８天的 Ｓｃｒ水平显著
性升高（第８天 Ｓｃｒ水平变化无生物学意义）；ＢＵＮ在
第６天和１２天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但均无
生物学意义。见表１。

庆大霉素组与相同时点的对照组相比，Ｓｃｒ在第６、
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８天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且显著性升高；
ＢＵＮ在第８天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且显著

性升高。见表１。

表１　各组不同时点血清Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

组别 指标
时点（ｄ）

１　 ３　 ６　 ８　 １２　 ２８　

对照组
Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

２１．３８±２．３３ ２１．２５±３．５８ ２２．６３±２．１３ ２２．７５±１．９１ ２３．３８±２．３３ ２６．１３±１．９６

４．９５±０．７９ ４．７８±０．４８ ５．２５±０．８８ ４．７５±０．６０ ４．９４±０．４７ ６．０４±０．５５

阿霉素组
Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１９．３８±１．４１ １９．８８±３．５２ ２１．５０±２．７３ ２０．１３±１．６４ ２４．００±２．２７ ３５．５０±１０．２７

４．５３±０．５７ ４．４６±０．６０ ４．１５±０．８５ ４．２８±０．７３ ４．２８±０．４９ ５．８９±０．８６

庆大霉素组
Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

２０．２５±１．８３ ２４．２５±３．０６ ２９．００±４．２４ ２８．７５±３．３７ ２７．３８±４．７８ 　 　－

５．０９±０．５２ ４．８８±０．２９ ５．３７±０．７３ ６．０１±０．８６ ４．８１±０．８１ 　 　－

注：与对照组相同时点比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．２　各组ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬ水平比较　阿霉素组与相同时
间点的对照组相比，ＣｙｓＣ在第１、６、８、１２、２８天差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且显著性升高；ＮＧＡＬ
在第３、２８天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且
显著性升高。见表２。

庆大霉素组与相同时点的对照组相比，ＣｙｓＣ在第
６、８天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且显著性升高；
ＮＧＡＬ在第３天差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且显著
性升高。见表２。

表２　各组不同时点血清ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬ水平比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

组别 指标
时点（ｄ）

１ ３ ６ 　 　８ 　　　１２ 　２８

对照组
ＣｙｓＣ（μｇ／Ｌ）

ＮＧＡＬ（ｎｇ／Ｌ）

１１４．８８±１３．０６ １１０．６２±１２．９５ １１５．９２±４．６７ １１０．９０±９．３８ １０２．１５±１９．００ １１１．０８±１１．３０

８１７．４７±１１６．８８ ８０８．８０±８９．５７ ９６８．９４±１５２．４７ ８６６．０１±７６．０２ ８９２．１６±１３７．３２ ８３９．２８±２３．５４

阿霉素组
ＣｙｓＣ（μｇ／Ｌ）

ＮＧＡＬ（ｎｇ／Ｌ）

１３６．１７±１３．６２ １１９．８３±１４．５０ １３６．０９±１１．６１ １２３．９１±４．０９ １３１．７２±１０．０２ １４０．８１±１３．５１

８５７．６３±８４．４３ ９１８．６７±４４．５６ ９６９．７４±１３６．７６ ９３５．５１±９２．９０ １０８３．２１±１８４．８１ １２５９．７５±１４９．３０

庆大霉素组
ＣｙｓＣ（μｇ／Ｌ）

ＮＧＡＬ（ｎｇ／Ｌ）

１１３．７４±１１．１８ １０１．７９±１７．１７ １２６．９７±８．９４ １２４．４８±８．２２ １１３．１２±１３．９３ 　　 　 －

８５４．８１±１１４．４０ ９０２．７０±５０．０９ １０２６．４４±１１６．７９ ９４４．７５±５５．４２ ９２４．４４±１１８．３７ 　 　　－

注：与对照组相同时点比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．３　各组肾组织病理变化比较　阿霉素组动物肾组
织经ＨＥ染色显示，第１２天肾小管管腔内出现少量蛋
白管型（图１Ｂ），第２８天皮质肾小管出现嗜碱性病变，
近、远曲小管管腔内出现大量管型（图１Ｃ）；ＰＡＳ染色
显示，第１２天肾小球基底膜轻微增厚（图１Ｅ），第２８天
肾小球轻微充血、肿胀，肾小球囊和毛细血管丛粘连（图

１Ｆ）。阿霉素组与对照组相同时点比较，第１２天、第
２８天的肾组织病理分级差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
见表３。

庆大霉素组动物肾组织经ＨＥ染色显示，第７天近
曲小管上皮细胞坏死（图２Ｂ），第１２天皮质肾小管发
生嗜碱性病变（图２Ｃ），肾小管管腔内出现较多管型
（图２Ｄ）。庆大霉素组与对照组相同时点比较，第
７天、第 １２天的肾组织病理分级差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。见表３。
２．４　单一标志物的 ＡＵＣ分析　依据组织病理学肾损
伤程度出现显著性变化的时间点，阿霉素组选取第１、
３、６、８、１２天的数据，庆大霉素组选取第１、３、６天的数
据进行分析。

单一标志物的ＡＵＣ分析结果显示，在阿霉素模型
中，血清标志物ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ的ＡＵＣ分别为０．８６６和
０．６９１，远大于 ＢＵＮ和 Ｓｃｒ（ＡＵＣ分别为０．２５２和
０．２９３）；在庆大霉素模型中，ＢＵＮ和Ｓｃｒ的ＡＵＣ分别为
０．６２３和 ０．６７２，ＣｙｓＣ的 ＡＵＣ为 ０．６３２（高于 ＢＵＮ），
ＮＧＡＬ的ＡＵＣ为０．６９８（高于ＢＵＮ和Ｓｃｒ）。见表４。
２．５　 血清标志物组合的 ＲＯＣ分析　对血清标志物
ＢＵＮ、Ｓｃｒ、ＣｙｓＣ、ＮＧＡＬ进行组合的 ＲＯＣ曲线分析结果
显示，与单一血清标志物相比，组合检测均能在一定程

度上提高检验效能，表现为ＡＵＣ的增大。
在阿霉素组中，ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＣｙｓＣ组合与其他组合

相比，具有较高的检验效能，ＡＵＣ＞０．９，敏感性 ＞０．８。
见表５、图３。

在庆大霉素组中，ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＮＧＡＬ组合与其他
组合相比，具有较高的检验效能，ＡＵＣ和敏感性均 ＞
０．７。见表５、图４。

与ＢＵＮ＋Ｓｃｒ的组合相比，ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ组合在两
种模型中均表现出一定的检测价值（ＡＵＣ＞０．７），具有
较高的敏感性。见表６。
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注：ＡＣ为ＨＥ染色（×２００）；ＤＦ为ＰＡＳ染色（×４００）；Ａ和Ｄ为对照组；Ｂ和Ｅ为阿霉素组第１２天；Ｃ和Ｆ为阿霉素组第２８天

图１　阿霉素组肾脏病理变化情况

注：ＡＤ为ＨＥ染色（×２００）；Ａ为对照组；Ｂ为庆大霉素组第７天；Ｃ和 Ｄ为庆大霉素组第１２天

图２　庆大霉素组肾脏病理变化情况
表３　各组不同时点肾组织病理分级情况比较（只）

组别 病理分级
时点（ｄ）

４ ７ １２ ２８

对照组

－

＋

＋＋

＋＋＋＋

６ ６ ６ ６

０ ０ ０ ０

０ ０ ０ ０

０ ０ ０ ０

阿霉素组

－

＋

＋＋

＋＋＋＋

４ ３ ０ ０

２ ３ ４ １

０ ０ ２ ３

０ ０ ０ ２

庆大霉素组

－

＋

＋＋

＋＋＋＋

３ ０ ０ －

３ ４ ０ －

０ ２ ４ －

０ ０ ２ －

表４　两组单一标志物的ＡＵＣ分析
组别 ＢＵＮ Ｓｃｒ ＣｙｓＣ ＮＧＡＬ

阿霉素组 ０．２５２ ０．２９３ ０．８６６ ０．６９１
庆大霉素组 ０．６２３ ０．６７２ ０．６３２ ０．６９８

表５　两组血清标志物组合的ＲＯＣ分析

组别 组合 ＡＵＣ 敏感度

阿霉素组

ＢＵＮ＋Ｓｃｒ
ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＣｙｓＣ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＮＧＡＬ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ

０．７６１ ０．７３３
０．８７０ ０．７３３
０．９０７ ０．８３３
０．７９３ ０．６００
０．９０４ ０．８００

庆大霉素组

ＢＵＮ＋Ｓｃｒ
ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＣｙｓＣ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＮＧＡＬ
ＢＵＮ＋Ｓｃｒ＋ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ

０．６５９ ０．６４０
０．７０２ ０．８０９
０．６７３ ０．５００
０．７１５ ０．８２０
０．７１５ ０．７２０
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表６　两组ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ组合的ＲＯＣ分析
组别 敏感度 特异度 临界值 　　　　　　　　回归方程

阿霉素组 ０．７３３ ０．９３３ ０．６３９２ Ｐ＝１／［１＋ｅ－（－１８．５２０＋０．１４４Ｘ１＋０．００１Ｘ２）］

庆大霉素组 ０．８０９ ０．７８３ ０．４６７２ Ｐ＝１／［１＋ｅ－（－５．５６７＋０．００８Ｘ１＋０．００５Ｘ２）］

注：Ｐ为预测概率值；ｅ为数学常数，自然对数的底数；Ｘ１为ＣｙｓＣ；Ｘ２为ＮＧＡＬ

图３　阿霉素组血清标志物组合检验的ＲＯＣ曲线

图４　庆大霉素组血清标志物组合检验的ＲＯＣ曲线

３　 讨论

药物引起肾损伤的病理类型多种多样，主要包括

肾小球损伤、肾小管损伤和血管损伤等几大类。对于

某个肾毒性药物而言，很难对其进行简单归类。因为

肾脏的结构复杂，不同结构间联系紧密，肾小球滤过功

能的改变也会逐渐影响肾小管上皮细胞的变性。本研

究参考药物的临床用法以及国内外研究进展，以肾毒

性明确且损伤特点各异的阿霉素和庆大霉素诱导大鼠

肾损伤，分别建立肾小球和肾小管损伤模型，并将采样

时间点选择给药期、停药时和恢复期三个阶段，以模拟

临床肾损伤发生、发展的不同时期和程度，进而探讨新

型血清标志物的特征和相关组合在药源性肾损伤评价

中的意义。

标志物ＣｙｓＣ可自由通过基底膜，从肾小球中完全
滤过［６］，在近端小管被完全重吸收。由于肾小管上皮

细胞不会分泌此蛋白，因此其较Ｓｃｒ更能够以及更早地
反映肾小球滤过率的改变。ＮＧＡＬ在肾脏近端小管上
皮细胞受到刺激时会显著高表达［７］，并参与肾细胞再

生、修复及凋亡的调控。

本研究中阿霉素诱导的肾损伤模型大鼠，从第１２
天起肾组织出现蛋白管型改变，提示肾小球滤过功能

受损；ＰＡＳ染色亦可见肾小球局部结构改变，第２８天
出现了肾小管嗜碱性病变，表明后期肾小管亦有损伤，

病变由肾小球损伤累及肾小管。而Ｓｃｒ至第２８天才有
显著性升高，远滞后于病理损伤。ＣｙｓＣ表现出对肾小
球损伤的高度敏感，从第１天起显著性升高的变化状
态持续存在，提示了损伤的发生和持续状态；ＮＧＡＬ在
第３天即出现显著性差异，且作为肾小管损伤的特异
性标志物，在后期的病理观察中也得到了印证。

庆大霉素诱导的肾损伤模型，从第７天起肾小管
的特异性损伤明显，到第１２天蛋白管型的出现，也反
映出肾小球滤过功能受损，病变由肾小管损伤累及肾

小球。ＢＵＮ和Ｓｃｒ从第６天起有显著性升高，同步于病
理损伤。而 ＮＧＡＬ在第３天即有显著升高，更早提示
了肾小管特异性损伤的发生；ＣｙｓＣ在第６、８天显著性
升高，说明后期肾小球滤过率下降，其生物学意义与病

理特征一致。

ＲＯＣ分析是医学诊断研究应用最为广泛的统计学
方法之一，也是国际公认的比较２种或２种以上诊断
方法效能差异性的客观标准［８９］。其以敏感性为纵坐

标（代表真阳性率）、以特异性为横坐标（代表假阳性

率）绘制成曲线，曲线下面积越大，则表明诊断准确性

越高。而曲线上最靠近坐标图左上方的点即为敏感性

和特异性均较高的临界值。其本质是动态分析，比较

不同诊断试验在多个诊断界值相对应的敏感性、特异

性的差异。

在本研究结果中，血清单一标志物的 ＲＯＣ分析凸
显出早期敏感性，但很难同时具有较高的特异性。两

种模型中血清标志物的变化意义和病变特征均提示，

在肾损伤进程中肾小球和肾小管间可相互影响，体现

出药物性肾损伤多部位且多形式的特点。所以采用多

种血清标志物组合才能更大范围、更灵敏地评价药物
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对肾脏各部分的影响。标志物组合检测的价值已在一

些临床和临床前研究中得到了证实［１０１３］。事实上，目

前的临床检验中 ＢＵＮ和 Ｓｃｒ常作为一个组合来应用，
与单一指标的升高相比，两者的比值对肾脏疾病的诊

断具有更为真实的意义和有效价值。本研究结果显

示，血清标志物组合对于药源性肾损伤的检测具有明

显的优越性。与单一标志物相比，组合检测能在一定

程度上提高检验效能。其中，反映肾小球功能的 ＣｙｓＣ
组合ＢＵＮ＋Ｓｃｒ，对于阿霉素诱导的肾小球损伤具有较
高的检验效能；反映肾小管功能的 ＮＧＡＬ组合 ＢＵＮ＋
Ｓｃｒ，对于庆大霉素诱导的肾小球管损伤具有较高的敏
感性。研究结果说明了相关的血清标志物组合对肾小

球／肾小管型肾损伤的检测意义。ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ组合在
两种模型中均表现出较高的敏感性和特异性，提示其

对于未知型或复合型肾损伤具有检测价值。

本研究采用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归结合ＲＯＣ分析，可间接地
分析单变量或多协变量的原始数据，与只能分析单变

量原始数据的传统 ＲＯＣ模型相比更具优势，同时可消
除干扰因素［５］。血清标志物组合对模型的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回
归方程，可用于未知样本的脏器损伤预测。比如，对来

自某个药物肾损伤模型的未知样本，测定其 ＣｙｓＣ和
ＮＧＡＬ的含量值，代入方程即可得到该样本的预测概率
值。若相关数据大于血清标志物组合在该模型中的评

阈值，则可推测肾损伤的发生。

值得注意的是，血清标志物的检测数值在不同试

验中有一定的波动，这可能与动物品系、试剂盒、试验

方法、样本差异等多种因素有关。为避免误差对评价

结果的影响，本研究对血清标志物变化意义的分析均

采用与相应时间点的对照组比较的方法。

综上所述，对阿霉素诱导的肾小球损伤和庆大霉

素诱导的肾小管损伤，传统肾功能检测指标ＢＵＮ和Ｓｃｒ
具有一定的检验效能，但不能在早期预测肾损伤的发

生；而ＣｙｓＣ和ＮＧＡＬ出现显著性变化的时间均早于形
态学改变和传统的血清标志物，在一定程度上可预测

肾损伤的发生部位和发展变化。经 ＲＯＣ分析，两者分
别与ＢＵＮ、Ｓｃｒ组合，对肾小球和肾小管损伤均表现出
较高的检验效能。其中，ＣｙｓＣ＋ＮＧＡＬ组合可用于评价
不同类型的肾损伤。

课题组前期已对尿液生物标志物进行联合检测，

用以评价中药商陆和中药单体马兜铃酸的肾毒

性［１４１５］。与尿液标志物相比，血清样本更为稳定，且可

与血清ＢＵＮ和Ｓｃｒ同步检测。药物早期肾毒性的筛选
评价和临床防治研究常需设置阳性对照组，而本研究

结果可为中药肾毒性早期评价的研究提供阳性药物的

实验数据。同时，多标志物的组合检测，也为药物肾毒

性的评价提供了新的思路和方法。
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