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·基础研究·
维生素 C对万古霉素诱导大鼠肾损伤自噬的作用 *
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摘要目的：探讨维生素 C对万古霉素诱导肾损伤自噬水平的影响。方法：将 20只雄性 SD大鼠随机分为：对照组、万古霉素组、万

古霉素 +维生素 C组和维生素 C组。万古霉素组：连续每天腹腔注射 400 mg/kg万古霉素；万古霉素 +维生素 C组：注射万古霉

素之前 30 min腹腔注射 200 mg/kg维生素 C；对照组和维生素 C组分别单独注射同体积的生理盐水和 200 mg/kg维生素 C。连续

给药 7 d后，通过苏木精 -伊红染色（HE）观察大鼠肾组织病理损伤；免疫组化和免疫荧光检测肾组织中 LC3B和 Beclin 1的表达

情况，比较各组之间的表达差异。结果：相对于对照组，万古霉素诱导大鼠肾损伤模型组肾组织出现明显的病理改变，包括肾间质

水肿，肾小管细胞质空泡性变化，细胞凋亡坏死等；同时观察到肾组织中 LC3B光密度明显升高和 Beclin 1的荧光强度显著增强。

维生素 C处理组，肾组织的病理损伤显著改善并且自噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1的表达显著降低。相对于对照组，维生素 C单

独处理组肾组织损伤和自噬相关蛋白的表达无明显变化。结论：维生素 C可降低自噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1的表达，缓解万

古霉素诱导的大鼠肾损伤。
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Inhibitory Effect of Vitamin C on the Level of Autophagy
in Vancomycin-induced Rat Renal Injury*

To investigate the effect of vitamin C on the changes of autophagy in vancomycin-induced rat renal injury.

20 male SD rats were randomly divided into control group, vancomycin group, vancomycin plus vitamin C group and vitamin

C group. Vancomycin group was treated with continuous daily intraperitoneal injection of 400 mg/kg vancomycin. Vancomycin +

vitamin C group was intraperitoneally injected with 200 mg/kg vitamin C 30 min before vancomycin. Control group and vitamin C group

were separately injected with the same volume of normal saline and 200 mg/kg vitamin C. After 7 days' continuous administration, the

pathological damage of kidney tissue was observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. The expression of LC3B and Beclin 1 in renal

tissues was detected by immunohistochemistry and immunofluorescence. Compared with the control group, obvious renal

pathological damage in model group was found including renal interstitial edema, vacuolar change of renal tubule cytoplasm, apoptosis

and necrosis. Meanwhile, the integral optical density of LC3B and the fluorescence intensity of Beclin 1 were significantly increased in

renal tissue. In the vitamin C plus vancomycin treatment group, the pathological injury of renal tissue was significantly improved and the

expression of autophagy related proteins LC3B and Beclin 1 was significantly decreased. Compared with the control group, there were no

significant difference in the renal pathological change and the expression of autophagy related proteins in the group of vitamin C treated

alone. Vitamin C could reduce the expression of autophagy related proteins LC3B and Beclin 1, and alleviate vancomycin-

induced rat renal injury.
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前言

万古霉素（Vancomycin, VCM）是一种糖肽类抗生素，在临

床中主要用于治疗耐甲氧西林革兰氏阳性菌，特别是金黄色葡

萄球菌和表皮葡萄球菌（MRSA，MRSE）引起的重症感染[1]。但

是，万古霉素尤其在联合用药时引起的肾毒性是抗感染治疗过
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程的最主要不良反应，严重的肾损伤在一定程度上限制其临床

应用[2，3]。因此，预防或降低万古霉素导致的肾毒性已成为目前

临床所面临的问题。

万古霉素相关肾毒性是一个涉及多种因素和信号通路的

复杂过程。近年来的研究表明自噬在多种毒性因素包括顺铂、

败血症和缺血再灌注引起的急性肾损伤中被广泛激活[4-6]，其作

用存在争议，仍在探索。有报道表明，万古霉素诱导的肾损伤的

过程中自噬系统被激活，自噬相关蛋白表达显著升高，而激动

自噬加剧肾损伤，抑制自噬可以缓解肾损伤[7]。

自噬是一种依赖溶酶体的自我消化残余或损坏细胞成分

的过程。在许多疾病中，包括癌症[8]、心血管功能障碍[9]、传染性

疾病[10]、神经退行性疾病[11]以及肾损伤[5]中自噬都起着重要作

用。万古霉素诱导的肾损伤中自噬的作用以及分子机制研究尚

少，仍然存在很多的未知。研究报道肾小管上皮细胞在损伤条

件下暴露于多重应激，包括氧化应激[12]，能量消耗[13]，线粒体损

伤[14]等能激活自噬。大量证据表明氧化应激被认为是万古霉素

诱导肾损伤的基础，氧化应激与自噬存在着密切联系，活性氧

ROS可作为诱导自噬的因子，调控自噬通路也可影响氧化应激

过程[15，16]。

维生素 C（Vitamin C, VC）是一种非常传统的抗氧化剂，临

床可用于改善机体的氧化应激状态[17]。我们前期的研究也发现

维生素 C可通过抑制炎症反应，对抗氧化应激，降低凋亡损伤

进而缓解万古霉素诱导的肾脏损伤，改善肾功能[18-20]。维生素 C

是否能对自噬过程也产生影响值得研究。本研究通过观察

LC3B和 Beclin 1在万古霉素诱导肾损伤中的表达变化，探索

维生素 C保护万古霉素肾损伤的新机制，为拓展其临床应用提

供更多依据。

1 材料与方法

1.1主要试剂和材料

万古霉素、维生素 C、荧光二抗购于南京碧云天公司；

LC3B、Beclin 1抗体购于美国 CST公司；DAB显色试剂、组织

固定液购于武汉谷歌生物公司。

1.2动物和建模

SD大鼠，20只，雄性，200~250 g，上海交通大学医学院实

验动物中心提供；SPF级，室温 22-24℃，相对湿度为 50%-60%，

12 h昼夜交替，自由饮食。

20 只 SD 大鼠随机分为 4 组，每组 5 只：万古霉素组

（VCM）：万古霉素（400 mg/kg）腹腔注射，每天 1次，连续 7 d；

万古霉素 +维生素 C组（VCM+VC）：万古霉素注射前 30 min，

维生素 C（200 mg/kg）腹腔注射，每天 1次，连续 7 d。维生素 C

组（VC）：单独注射等量的维生素 C。空白组（Control）：腹腔注

射万古霉素等量的生理盐水。注射 7 d后取材：断头处死大鼠，

双肾浸泡于组织固定液中。

1.3 组织切片 HE染色观察肾组织病理改变

固定后的肾组织进行常规石蜡包埋、切片、苏木精 /伊红

（HE）染色，徕卡显微镜下观察拍照。

1.4免疫组织化学和组织学分析

将切片用 pH值 6.0的柠檬酸处理 15 min以暴露抗原，然

后用 0.3 %的过氧化氢在甲醇中孵育 10 min以淬灭内源性过

氧化物酶活性。0.3 % TritonX100破膜 30 min，用 3 %的 BSA

在 PBS中孵育 1 h，一抗（Beclin 1，1：100）4℃孵育过夜。二抗

（1：500）室温孵育 1 h，使用标准 ABC-DAB 方法显色，切片最

后用苏木精复染，封片，拍照。利用 Image J软件获取图像并进

行定量分析。

1.5 免疫荧光染色

切片经抗原修复，细胞膜通透，BSA封闭后，与一抗 LC3B

孵育（1:100）4℃下放置过夜，然后在室温下荧光标记二抗黑暗

中孵育 1 h。最后加入 DAPI对细胞核进行染色。在荧光显微镜

下观察蛋白表达并拍照分析。

1.6 数据统计与分析

数据以Mean± SEM表示。数据分析使用 GraphPad Prism

8.0。多组间资料采用单因素方差分析（ANOVA）。P<0.05认为
有统计学意义。

2 结果

2.1 维生素 C缓解万古霉素诱导的大鼠肾组织病理损伤

肾组织切片 HE染色结果（图一）显示，与对照组相比，万

古霉素处理 7天后可引起广泛的肾组织损伤，如肾小管变性、

萎缩、扩张、坏死、细胞间质水肿和炎症细胞浸润等。维生素 C

处理后可显著逆转万古霉素诱导的病理改变，缓解肾损伤，而

单独给药维生素 C对大鼠肾组织改变没有明显影响。结果表

明，维生素 C可对万古霉素诱导的肾组织损伤产生保护作用。

图 1维生素 C对万古霉素诱导大鼠肾组织病理损伤的保护作用

Fig.1 Protective effect of vitamin C (VC) on changes of renal histopathology induced by vancomycin (VCM) in rats.

Sections of kidneyin different examined groups stained using HE
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图 2维生素 C对万古霉素诱导肾组织 Beclin 1表达的影响

Fig. 2 Effect of vitamin C on Beclin 1 expression in VCM induced rat kidneys.

A) Beclin 1 expression detected using immunohistochemical technique. B) Semi-quantified analysis of Beclin 1 expression in kidney tissue.

*P<0.05 vs control; #P<0.05 vs VCM.

2.2 维生素 C降低万古霉素诱导的大鼠肾组织 Beclin 1的表达

Beclin 1是自噬过程中的重要蛋白分子，为了明确自噬在

万古霉素诱导肾损伤过程中的变化，以及维生素 C能否对自噬

产生影响，对肾组织中 Beclin 1的表达进行了检测和分析。免

疫组化染色结果（图二）显示，万古霉素处理 7天后，自噬相关

蛋白 Beclin 1的表达在大鼠肾组织中显著升高。维生素 C处理

后能够缓解肾组织损伤的同时，Beclin 1的表达显著降低。结果

表明，自噬可能参与了万古霉素诱导的肾损伤过程，维生素 C

可降低 Beclin 1，对 VCM诱导的肾损伤具有保护作用。

2.3 维生素 C降低万古霉素诱导的大鼠肾组织 LC3B的表达

免疫荧光结果显示，万古霉素诱导肾损伤组，内皮细胞出

现肿胀，变形，肾小管细胞部分 LC3B蛋白表达水平明显升高，

荧光强度显著增强。维生素 C处理可以显著降低 LC3B的荧光

强度，缓解肾组织病理损伤。表明维生素 C可降低自噬水平，缓

解万古霉素肾毒性。

3 讨论

万古霉素是治疗革兰氏阳性的常用抗菌药物，肾毒性是其

最重要的不良反应。临床当中，使用低剂量万古霉素可降低肾

毒性，但是在重症患者或者多重耐药菌的治疗时，高剂量万古

霉素才具有更有效的效果[21]。在这种情况下，万古霉素导致剂

量相关性肾损伤的发生率增加[22]。万古霉素诱导肾损伤的分子

机制复杂[23]，氧化应激、炎症反应，凋亡损伤等被广泛研究，新

机制的探索对万古霉素诱导肾毒性的治疗具有重要意义。越来

越多的证据表明，自噬参与了许多肾脏疾病的病理生理过程和

发病机制。自噬是一种高度保守的调节系统，通过溶酶体降解

途径去除细胞内受损的细胞器和胞质组分，降解的细胞内容物

可用于合成新的大分子，因此自噬分解代谢过程可维持细胞内

稳态[24]。最近的研究表明，自噬在对多种毒性因素诱导的肾损

伤中起关键重要作用。自噬活动通常在应激条件下触发，应激

条件主要包括细胞营养缺失、缺氧、线粒体损伤、内质网应激和

氧化应激[25]。在万古霉素诱导的肾损伤中，各种应激变化被广

泛报道，也在我们前期的研究中被证实[19，20]。在本研究中我们也

观察到万古霉素诱导后，肾组织出现了显著的病理损伤，并伴

随着自噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1表达升高。

自噬在不同的病理条件下都可以起到促生存或促死亡作

用，对肾损伤产生有益或有害影响[4，26]。Livingston等研究表明，

肾近端小管自噬的持续激活促进 TGF-茁过表达、小管细胞死
亡和间质炎症诱导肾间质纤维化[27]。Liu等发现肾结石模型大

鼠肾组织自噬相关蛋白（LC3 B、Beclin 1）表达显著升高，自噬

液泡数量显著增加。氯喹治疗后可显著减少肾结石形成，明显

减轻线粒体损伤和凋亡水平，改善肾功能，减少肾损伤，该过程

与其抑制自噬作用密切相关[28]。Xu等发现自噬激活在万古霉

素诱导肾毒性过程中的作用可能是有害的。在万古霉素诱导的

肾损伤模型中，自噬相关蛋白 ATG、LC3B表达显著升高。基因

敲除自噬相关 ATG7小鼠暴露于高剂量的万古霉素，其肾毒性

明显减轻，抑制自噬对万古霉素诱导的肾损伤产生明显保护所

用[7]。在我们的研究中也发现，万古霉素诱导大鼠肾损伤伴随着

自噬的激活，自噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1表达明显升高，

与文献报道一致。而维生素 C治疗后，自噬水平显著下降，肾损

伤得到缓解。因此，我们认为维生素 C可在一定程度上抑制自
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图 3维生素 C对万古霉素诱导肾组织 LC3B表达的影响

Fig. 3 Effect of vitamin C on LC3B expression in VCM induced rat kidneys detected using immunofluorescence staining technique.

噬，发挥肾保护作用，但其机制不明。

信号传导对于维持细胞内环境平衡是必要的参与调节细

胞内保护机制，在不同的情况下，自噬与氧化应激相互影响[15]。

自噬体系的改变已被证明参与调节 ROS合成和氧化还原信

号；活性氧 ROS、内质内质网应激、缺氧、DNA损伤[29]和免疫信

号[30]，也被证明是潜在的自噬刺激物。大量证据也表明活性氧

和活性氮等作为上游调节诱导自噬产生，调控自噬细胞能够适

应或者抵消细胞损伤压力[15，31]。维生素 C是经典的抗氧化物，

在我们前期研究中也发现维生素 C可以通过对抗氧化应激缓

解万古霉素诱导的肾损伤。本研究中维生素 C降低自噬相关蛋

白的表达可能与其抗氧化作用密切相关，这需要更多的实验证

实。肾损伤过程涉及复杂的信号网络，万古霉素诱导肾损伤过

程中，自噬的激活与氧化应激可能存在相互作用，共同参与病

理进程。维生素 C对自噬影响是否涉及其他机制也尚待研究。

总之，本研究发现维生素 C可降低万古霉素诱导肾组织自

噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1表达，降低自噬水平，并可缓解

肾损伤。本研究探索维生素 C肾保护作用新机制，有利于拓展

维生素 C临床应用。而氧化应激和自噬激活过程之间的新联系

及相关性值得我们进一步深入的研究和探索。
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