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摘要：　目的　观察碳酸酐酶（ＣＡ）对肾结石大鼠的影响。方法　从植物叶片中提取ＣＡ并检测活性。将４０只大
鼠随机分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组，每组２５只。Ⅰ组大鼠正常喂养颗粒饲料；Ⅱ组大鼠每天给予质量分数１％乙二醇＋质量分
数２％氯化铵２ｍＬ灌胃；Ⅲ组大鼠每天给予质量分数１％乙二醇＋质量分数２％氯化铵２ｍＬ＋ＣＡ１ｍＬ灌胃；Ⅳ组大鼠
每天给予ＣＡ１ｍＬ灌胃。饲养１周后收集４组大鼠２４ｈ尿量，并检测尿液的尿素氮、肌酐、尿酸及钙离子。３０ｄ后处死
大鼠，观察肾脏组织结晶形成情况。结果　４组大鼠尿液中的尿素氮、肌酐及尿酸水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）；Ⅲ、Ⅳ组大鼠２４ｈ尿量与Ⅰ、Ⅱ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；４组大鼠尿钙两两比较差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。Ⅱ组可见明显的肾结石结晶；Ⅲ、Ⅳ组未见明显的肾结石结晶，但可见肾小管结构异常改变。结论　植物提
取物ＣＡ能够抑制大鼠肾结晶的形成，对肾结石的预防和治疗可能有一定的积极作用。
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　　肾结石是泌尿外科常见疾病之一，病因尚不明
确，与饮食习惯、生活方式、地域、职业、遗传因素等

相关［１５］。多数肾结石患者需行体外碎石或经皮肾

镜碎石术治疗，治疗后 ３～５ａ复发率较高，可达
８０％～１００％。因此，肾结石的早期预防及治疗成为

重要的研究课题。本研究从新鲜植物叶片中提取碳

酸酐酶（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ，ＣＡ）并鉴定，观察其对
ＳＤ大鼠肾结石的影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　植物叶片来源于九江彭泽县岩石区；
１００只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄性大鼠购于南京君科生物
工程有限公司，平均体质量（２１０．０±２０．０）ｇ，大鼠
代谢笼由九江学院动物研究所提供。
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１．２　试剂与仪器　台式高速离心机（ＴＧＬ２１６Ｇ）、
电子天平（ＡＧ２０４）及酸碱度（ｐｏｗｅｒｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎ，
ｐＨ）计（ＰＨＳ２３Ｃ）由九江学院附属医院科研中心提
供。尿素氮、肌酐、尿酸、无机磷、尿钙及草酸检测试

剂盒购于上海研卉生物科技有限公司，大鼠基础饲

料由九江学院动物研究所提供，２羟乙基１哌嗪乙
磺酸（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｒｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ１ｅｒｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ
ＫＯＨ，ＨＥＰＥＳＫＯＨ）缓冲液购于上海榕柏生物技术
有限公司，二硫苏糖醇、乙二醇、氯化铵、硫酸铵均为

分析纯。

１．３　ＣＡ液提取及鉴定　摘取新鲜植物叶片，４℃
下保存待用。植物提取液为 ｐＨ＝８．２的缓冲液：
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＥＰＥＳＫＯＨ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１二硫苏
糖醇。将新鲜叶片放入预冷的研钵中，加入液氮充

分研 磨，加 入 ５ｍＬ植 物 提 取 液 混 合 均 匀，
１６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液冷藏待处理。
植物 ＣＡ的纯化：将上清液加入固体硫酸铵至相对
饱和度为 ３０％，放置 ６ｈ后，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ去沉淀，上清液继续加入固体硫酸铵至相对
饱和度为６５％，４℃ 放置过夜，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，收集沉淀，溶于缓冲液中，透析１２ｈ，每３ｈ
换１次缓冲溶液，透析液定溶至１００ｍＬ后４℃保
存。ＣＡ的活力测定：酶活性单位数（Ｕ）＝１０（Ｔ０／
Ｔｅ－１），Ｔ０和 Ｔｅ分别是加入煮沸和未煮沸样品液
测得的ｐＨ下降１个单位所需时间。酶活性以每毫
克蛋白含有的酶活性单位数（Ｕ·ｍｇ－１）表示。
１．４　实验分组及给药方法　动物饲养１周后，选体
质量１５０～１８０ｇ大鼠４０只随机分为４组，每组１０
只。Ⅰ组大鼠正常喂养颗粒饲料；Ⅱ组大鼠每天口

服质量分数１％乙二醇＋质量分数２％氯化铵２ｍＬ
饮用水灌胃［６］；Ⅲ组大鼠每天给予质量分数１％乙
二醇＋质量分数２％氯化铵２ｍＬ饮用水灌胃，同时
给予ＣＡ１ｍＬ灌胃；Ⅳ组大鼠每天给予ＣＡ１ｍＬ灌
胃。所有大鼠灌胃３０ｄ。
１．５　观察指标　动物饲养第２８天用代谢笼收集并
测２４ｈ尿量以及尿素氮、肌酐、尿酸、无机磷、尿钙和
草酸的排泄量。动物饲养３０ｄ后脱颈椎处死大鼠，
取大鼠的双肾，观察其外观改变，左肾置体积分数

１０％中性甲醛固定，作常规苏木精伊红 （ｈｅｍａｔｏｘｙ
ｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，石蜡切片及偏光显微镜下观察肾
组织的病理改变以及肾组织草酸钙结晶分布情况。

１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据
统计和分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用 Ｆ检验，计数资料比较采用 χ２检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＡ活性及一般指标检测结果　结果见表１。
ＣＡ活性为（１２．６３±０．８８）Ｕ·ｍｇ－１。４组大鼠尿液
中的尿素氮、肌酐及尿酸水平比较差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）；Ⅲ、Ⅳ组大鼠２４ｈ尿量与Ⅰ、Ⅱ组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；４组大鼠尿钙水
平两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　肾草酸钙结晶形成情况　结果见图１。４组大
鼠肾脏组织内只有Ⅱ组有１４例肾结晶形成，可见明
显的肾结石结晶及肾小管轻微扩张；Ⅲ组和Ⅳ组的
肾脏组织未见明显的肾结石结晶，但可见肾小管结

构扭曲及扩张改变。

表１　４组大鼠２４ｈ尿量及相关代谢指标排泄量
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ２４ｈｕｒｉｎｅｖｏｌｕｍｅａｎｄｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ２４ｈ尿量／ｍＬ 尿素氮／（×１０－８ｇ·Ｌ－１） 肌酐／（μｍｏｌ·Ｌ－１） 尿酸／（×１０－２ｇ·Ｌ－１） 尿钙／（×１０－５ｇ·Ｌ－１）
Ⅰ组 ２５ １７．８５±１．５８ ６３．４４±５．０６ ２００．９０±９．８３ １７．８５±１．５８ １８０．１０±８７．７１

Ⅱ组 ２５ １６．２２±１．５４ ５１．６８±４．３９ １８８．４３±１０．０３ １６．２２±１．５４ ４５３．２４±１９８．１７ｂ

Ⅲ组 ２５ ２０．１８±１．４８ａ ５５．１６±３．９６ １８５．０２±１０．０１ １８．１８±１．４８ ７３２．３０±３９３．２８ｃ

Ⅳ组 ２５ ２２．７５±１．５４ａ ５７．８０±５．１１ １９９．５４±１２．９５ １６．７５±１．５４ ２９７．４０±１２６．０２ａ

　　注：与Ⅰ、Ⅱ组比较ａＰ＜０．０５；与Ⅰ组比较ｂＰ＜０．０５；与Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ组比较ｃＰ＜０．０５。

Ａ：Ⅰ组；Ｂ：Ⅱ组；Ｃ：Ⅲ组；Ｄ：Ⅳ组；箭头所指为肾结晶。

图１　４组大鼠肾脏组织（ＨＥ染色，×４０）
Ｆｉｇ．１　Ｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４０）
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３　讨论

ＣＡ是一类含锌的金属酶，能够特异催化某些小
分子物质的水合反应，从而保持机体稳定的 ｐＨ和
体液量。１９３３年，ＣＡ第１次从动物红细胞提取［７］，

在１９４０年鉴定其空间结构并确定蛋白结构中心含
有一锌原子。根据氨基酸残基序列中的差异，ＣＡ可
分为 αＣＡ、βＣＡ、γＣＡ、δＣＡ和 εＣＡ５种亚型。
脊椎动物的组织器官多为 αＣＡ型，目前至少发现
１３种以上的同工酶，其中肾组织以 αＣＡⅡ为主，α
ＣＡⅡ还可见于脑组织和眼组织［８］。αＣＡⅡ对近端
和远端肾小管碳酸氢盐重吸收和维持 ｐＨ具有重要
作用，抑制肾ＣＡ活性会引起近端肾小管酸中毒、远
端肾小管酸中毒或混合性肾小管酸中毒［９］。但目

前尚无抑制肾ＣＡ活性动物模型诱发肾结石的相关
研究报道。

本研究发现，Ⅰ组大鼠肾脏未发现结晶，Ⅱ组大
鼠有肾结晶形成，Ⅲ组大鼠未发现肾脏结晶形成，提
示ＣＡ可能对肾结晶形成有抑制作用，可能与以下２
种因素有关：（１）ＣＡ能够促进肾小管碳酸氢根离子
的重吸收，促进氢离子排泄，维持酸碱平衡。多项研

究也证实了肾小管酸中毒能够降低枸橼酸盐的排

泄，是肾结石的独立危险因素［１０１２］。因此，ＣＡ可能
是通过促进肾小管的氢离子排泄而降低肾小管酸中

毒抑制结晶的形成。（２）血浆中某些因素使血液循
环处于偏弱酸环境，从而导致继发性的甲状旁腺功

能亢进，引起尿Ｃａ２＋、磷酸盐排泄增加，增加肾结晶
或结石的形成概率［１３１４］。ＣＡ能够作用红细胞的
ＣＡ受体，改善血液循环的弱酸环境，纠正酸碱失衡，
从代谢方面抑制肾结晶或肾结石的形成风险。

当ＣＡ活性受抑制时，患者罹患肾结石的风险
增加。非特异性碳酸酐酶抑制剂（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙ
ｄｒａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＡｉ）托吡酯临床上用于治疗青光眼，
但其可抑制血清中红细胞和肾小管的 ＣＡ活性，导
致肾结石风险增加。此外，在非特异性 ＣＡｉ乙酰唑
胺和磺胺类抑菌药也会增加罹患肾结石的风

险［１５１７］。αＣＡⅡ缺乏症是一种罕见的常染色体隐
性遗传病，临床可表现为肾小管性酸中毒、肾结石、

肾钙沉着症、脑钙化等［１８２０］。因此，红细胞和肾小

管ＣＡ活性不仅对维持体内酸碱平衡具有重要作
用，也能够在一定程度上抑制肾结石的形成。

为了进一步评估 ＣＡ治疗肾结石的安全性，本
研究增加了阳性对照组即Ⅳ组，主要目的是为了观
察单独使用ＣＡ是否会引起大鼠肾脏损伤。本实验
结果显示，４组大鼠尿液中尿素氮、肌酐及尿酸的排
泄量差异无统计学意义，说明单独使用 ＣＡ对大鼠
的肾脏无损伤。但Ⅲ、Ⅳ组大鼠尿钙排泄量较Ⅰ组

大鼠升高，说明 ＣＡ能够促进尿钙的排泄，提示 ＣＡ
对肾结石具有一定的驱动溶解作用。但尿钙的排泄

量升高，可进一步导致肾小管的扩张、扭曲。

本研究中，重新给予外源性 ＣＡ到肾结石大鼠
模型中，发现能够降低肾结晶的形成风险，提示肾结

晶的形成可能与ＣＡ活性相关。这与 ＣＡ在其他学
科研究［２１２３］是一致的。在地质学和生态学研究中，

岩石溶解区域中的ＣＡ活性往往比一般非岩溶区域
要高，因为ＣＡ能够加速岩石的溶解，而这种溶解速
度远超过非岩溶区域的岩石溶解［２１］。ＬＩ等［２２］也从

岩溶地区分离出能够胞外分泌 ＣＡ的细菌，同时在
模拟生态环境下，这种细菌能够快速对石灰岩进行

溶解。

综上所述，ＣＡ可能是肾结石治疗的新药物，同
时，也为进一步研究 ＣＡ溶解肾结石的机制及用于
临床治疗肾结石提供了前期的理论研究基础。
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