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背景。 肾结石病通过晶体诱导的肾小管上皮细胞损伤而诱发慢性肾功能不全。 据报道，肾结石患病率不
断增加，且复发率较高。 据报道，碱性矿泉水具有减轻炎症的有益作用。 在这里，我们探讨了碱性矿泉
水对草酸钙引起的肾损伤的潜在保护作用和潜在机制。 方法。 我们通过每天一次给予 100 mg/kg 乙醛
酸盐，持续 7 天来建立小鼠肾结石模型。 为了评估碱性矿泉水对草酸盐引起的肾损伤的影响，小鼠分别
饮用不同的水（蒸馏水、pH 8.0 的天然矿泉水以及 pH 9.3 的天然矿泉水）7 天，然后暴露乙醛酸盐。 
收集后，测量晶体形成、肾损伤和细胞凋亡、纤维化、氧化应激以及炎症。 结果。 我们的结果表明，乙
醛酸盐治疗导致肾脏晶体形成和纤维化，可以通过饮用碱性矿泉水来减轻。 此外，碱性矿泉水还可以减
少肾损伤和细胞凋亡、氧化应激和炎症。 结论。 碱性矿泉水补充剂可通过减轻氧化应激和炎症来预防乙
醛酸盐诱发的肾结石的进展。

一、简介

肾结石（肾结石）是全球最常见的泌尿系统疾病之一，
根据最新数据，在美国，终生发病率超过 10% [1]，在
中国，终生发病率为 6.4% [2]。 研究发现，肾结石的
形成是由于结晶抑制剂和促进剂失衡所致[3]。 肾结石
的典型症状是痉挛、间歇性腹部疼痛和腰部疼痛，以及
血尿、恶心或呕吐和不适，这些都会造成长期的疾病负
担。 越来越多的数据表明，

肾结石的发病率和复发率在所有年龄、性别、种族和/
或民族亚群体中都有发生，对人类健康构成严重威胁。

了解肾结石的病理生理学对于制定有效的预防和治
疗策略非常重要。 全球范围内，大约 80-90% 的肾结
石由草酸钙 (CaOx) 与磷酸钙或尿酸混合组成 [4, 5]
。 CaOx 形成、生长、聚集，并最终由于尿液过饱和而
保留在肾脏内 [6]。 CaOx 晶体诱导肾内炎症和肾小管
细胞损伤，这与氧化应激损伤和反应性密切相关
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氧 (ROS) [7, 8]。 抑制肾脏炎症和 ROS 产生已被证
实可以减轻氧化应激损伤并减少肾内晶体沉积 [9]。

导致肾结石的危险因素多种多样，包括肾脏解剖异
常、家族史、老年、代谢综合征、气候变化、生活方式
、微生物组等[10-14]。 在实践中，所有可用的治疗方
案都表明生活方式干预是有效且经济的。 人们一直在
试图寻找普遍支持的非处方药或饮食建议来预防结石形
成[15]。 最近，大量且适当的液体摄入量与减少结石
复发之间开始出现令人信服的联系[16]。 饮用水的质
量，包括氢键网络[17]、高 pH 值[18]、钙镁比例失调
[19]、高盐[20]、摄入量增加[21]，甚至特定的饮料类
型，都受到影响据信有利于肾结石的形成，提供饮酒行
为以及旨在恢复正常肾脏生化的饮食调整。

尽管取得了这些进展，但房间里不可避免的大象仍
然是肾结石的治疗和预防。 在这里，我们重点关注饮
用水的 pH 值，探讨碱性饮用水（pH 9.3）对肾结石形
成的预防和保护作用。 我们发现高 pH值饮用水减少了
肾小管上皮细胞中钙结石的沉积，这进一步揭示了肾结
石形成的潜在机制。

2。材料和方法

2.1. 试剂和抗体。 Te 乙醛酸盐由 Sigma (G4502) 提
供。 GSH（A006-1-1）和 MDA（A003-1-2）来自南京建
成生物工程研究所。 Te SOD (E-BC-K020-M) 购自 
Elabscience。 针对 OPN (22925)、CD44 (15675)、
Nrf2 (16396)、HO-1 (10701) 和 SOD-1 (10269) 的一
抗 购 自  Proteintech Company 。  Cell Signaling 
Technology 提 供 针 对  c-c3 (cleaved-caspase-3) 
(96611) 和  SIRT1 (8469) 的一抗。  α-SMA 一抗  
(CY5295) 购自 Abways，MCP-1 (DF7577) 购自 Afnity
。 高 pH 碱性天然矿泉水(pH 9.3，石林天外天)和低
pH 碱性天然矿泉水(pH 8.3，石林天外天)购自京东网
上商城。

2.2. 肾结石和治疗的小鼠模型。 C57BL 小鼠（6~8 周
龄）由江南大学实验动物研究中心提供，在江南大学动
物设施内无病原体条件下饲养。 所有实验程序均遵循
美国国立卫生研究院实验动物护理和使用指南的规则。 
将小鼠分为以下 4 组：（1）对照组（饮用未经乙醛酸
处理的蒸馏水），（2）模型组（饮用蒸馏水乙醛酸诱
发肾结石组），（3）模型+低 pH组

循证补充和替代医学

（乙醛酸盐诱发肾结石组，pH 8.3 天然矿泉水），（4
）模型+高 pH 组（乙醛酸盐诱发肾结石组，pH 9.3 天
然矿泉水）。 乙醛酸暴露前，小鼠饮用相应的水 1 周
（1-7 天）。 为了创建乙醛酸盐诱导的肾结石模型，
每只小鼠在第 8-14 天每天接受一次腹膜内载体（盐水
）或乙醛酸盐（乙醛酸，GA）（100 mg/kg，100 μl）
。 在上述期间，我们记录体重和饮水量（表 S1 和表
S2）。 最后，将左肾冷冻在-80°C备用，右肾固定在
4%多聚甲醛中用于组织学检查。

2.3. 组织学分析。 将肾组织固定在 4% 福尔马林中并
石蜡包埋，然后切成 4 μm 切片。 制备的切片经脱石
蜡和复水后，按照既定的标准程序进行病理染色。

对于苏木精和伊红 (HE) 染色，将切片浸入苏木精 
10 分钟和伊红 2 分钟。

用于测定胶原蛋白沉积水平的马森三色染色按照制
造商的说明进行。 切片用 Weigert 铁苏木精溶液染色
，蒸馏水洗涤 3 次后，依次用 0.7%马松丽春酸品红染
色液染色 10 分钟，磷钼酸分化 4 分钟，然后用 2%苯胺
蓝染料溶液染色。 最后，在光学显微镜下观察胶原沉
积。

如下进行高碘酸希夫(PAS)染色。 先在肾脏切片上
加入高碘酸盐氧化溶液 5分钟，直至组织颜色变为红紫
色，停止使用 Schif试剂。 苏木精染色后观察结果。

天狼星红染色是根据制造商的说明使用商业试剂盒
进行的。 肾脏切片用天狼星红染料染色 1 小时后显示
阳性染色。

采用 Von Kossa 染色商业试剂盒检测肾脏中的钙盐
。 简而言之，将组织依次用硝酸银、苏木精、伊红浸
泡，染色即完成。

2.4. 隧道测定。 采用原位细胞死亡检测试剂盒进行
Tunel 法测定肾组织中的凋亡细胞。 简而言之，将切
片置于加湿/暗室中，并在 37°C 下与 Tunel 反应混
合物一起孵育 1 小时，然后用 0.1 M 柠檬酸钠（pH 
6.0）在 65°C 下脱石蜡并透化 30 分钟。 之后，我
们在荧光显微镜下观察到阳性核染色。

2.5. 逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR)。 详细的程序按
照我们之前的描述进行[22]。 用 Trizol 试剂从小鼠
肾脏样本中提取总 RNA。 十、我们
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使用分光光度计（One Drop，OD-1000+）测量 RNA 浓
度。  接下来，使用 Omniscript RT-PCR 试剂盒（
Qiagen，德国）对提取的 RNA进行反转录，并按照制造
商的方案对特定引物（Sangon，上海）的扩增产物进行
定量。 表 1 中提供了引物序列。使用 2%琼脂糖凝胶通
过电泳分析 Te PCR 产物，并使用带密度来定量 mRNA，
使用甘油醛 3-磷酸脱氢酶(GAPDH) mRNA 作为内部对照
。

2.6。 统计分析。 所有数据均以平均值±SD 表示。 
通过使用 GraphPad Prism 5.0 进行的 Students t 检
验或单向方差分析 (ANOVA) 确定对照组和治疗组之间
的统计学显着差异。 为了分析基因之间的相关性，应
用皮尔逊相关性检验。 P值<0.05被认为具有统计学意
义。
3. 结果

3.1. 碱性矿泉水可减轻乙醛酸盐诱导的肾晶体形成和
纤维化。 将小鼠分为 4 组，以确定补充碱性矿泉水对
肾结石进展的影响，如材料部分所述。 HE 和 Von 
Kossa 染色分析显示模型组存在高度肾损伤，肾小管扩
张和破裂，表明存在深刻的晶体沉积染色（图 1(a) 和 
1(b)）。 Von Kossa 染色显示，CaOx 晶体形成并沉积
在模型小鼠皮质和髓质之间的肾小管中。 高 pH值矿泉
水比低 pH值矿泉水显着减少了晶体的数量。 接下来，
我们评估了骨桥蛋白（OPN）和 CD44的蛋白表达水平，
因为它们分别是晶体相关基因和晶体粘附相关基因
[23]. IHC 结果显示，与对照组相比，模型组 OPN 和
CD44 表达急剧增加（图 1（c））。 同样，高 pH 值矿
泉水在 CaOx 刺激下显着下调其表达（图 1（c）），而
低 pH 值矿泉水补充剂未能改变其表达水平（图 1（c）
）。 此外，我们还发现，与模型组相比，高 pH值矿泉
水有效降低了尿酸水平，尽管尿素氮和肌酐未能降低（
图 S1）。

据报道，肾小管间质纤维化是草酸盐肾病肾衰竭的
关键病理生理过程[24]。 为了评估四组乙醛酸损伤肾
组织纤维化水平的变化，我们进行了马森染色和天狼星
红染色。 肾组织 Masson 染色显示，与对照组相比，
模型组有明显的纤维化，补充高 pH 矿泉水后纤维化明
显逆转（图 2（a））。 天狼星红和 α-SMA 染色也显
示纤维化减少，这两者都是细胞外基质 (ECM) 沉积的
标志物（图 2(b) 和 2(c)）。 在低 pH 值矿泉水补充
组中也发现了类似的无效效果
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（图 2(a)–2(c)）。 总而言之，这些结果表明，摄入
高 pH 值矿泉水可以防止乙醛酸盐诱导的肾晶体形成和
纤维化。

3.2. 碱性矿泉水可减轻乙醛酸盐诱导的肾损伤和细胞
凋亡。 据报道，细胞凋亡参与 CaOx晶体形成和肾损伤
[25]。 PAS 染色显示模型组中肾小管损伤显着增加，
如 PAS 阳性染色细胞比对照组减少所示（图 3（a））
。 补充高 pH值矿泉水可显着减轻模型小鼠的肾小管损
伤（图 3（a））。 此外，Tunel 染色结果显示，与对
照组相比，模型组中 Tunel 阳性细胞显着增加，而高
pH组中检测到的凋亡细胞明显少于低 pH组（图 3（b）
） ）。 裂解的 caspase 3 的 IHC 结果进一步阐明了
上述结果（图 3(c)）。 总的来说，这些结果表明，高
pH 值矿泉水的预处理比低 pH 值矿泉水具有更强的减少
肾细胞凋亡的能力，因此对 CaOx 诱导的肾脏损伤具有
抗损伤作用。

3.3. 碱性矿泉水可减轻乙醛酸盐引起的肾脏氧化应激
。 大量研究表明，氧化应激有助于 CaOx 诱导的晶体
形成 [26, 27]。 因此，我们研究了氧化应激是否参与
碱性矿泉水诱导的治疗效果。 Nrf2/HO-1 是参与 CaOx 
诱导晶体沉积处理的主要抗氧化途径 [23, 28]。 我们
发现，CaOx 处理后，Nrf2 和 HO-1 均上调，并且在补
充高 pH 矿泉水后，上调进一步放大（图 4（a））。 
此外，SOD 下调会导致 CaOx 诱导的氧化损伤，尽管它
不受高 pH 矿泉水补充的影响（图 4(a)）。 最近，据
报道 SIRT1 还原参与 CaOx 诱导的晶体形成 [29]。 
有趣的是，高 pH 值矿泉水补充剂比模型组显着刺激了
SIRT1 表达水平（图 4（a））。 此外，还测量了 GSH
、MDA 和 SOD 水平。 尽管与模型组相比，用碱性矿泉
水处理时 SOD水平没有明显变化，但模型+高 pH组中的
GSH 水平较高（图 4（b）和 4（c））。 同时，MDA 水
平呈下降趋势（图 4（d））。 基于上述发现，表明碱
性矿泉水的处理可以改善乙醛酸盐引起的肾损伤中的氧
化损伤。

3.4. 碱性矿泉水可减轻乙醛酸盐引起的肾脏炎症。 许
多研究表明，草酸钙结石的形成依赖于炎症过程，并分
泌多种炎症因子，如单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）
[30]. 因此，我们通过以下方法评估了碱性矿泉水对
乙醛酸盐引起的肾脏炎症的影响：
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表 1：聚合酶链式反应引物的 DNA序列。

Gene name Primer name Sequence (5 -3 )
GAPDH-F TGAACGGGAAGCTCACTGG

Mouse-GAPDH GAPDH-R TCCACCACCCTGTTGCTGTA′′
IL-1β-F AGCAGCTATGGCAACTGTTC

Mouse- IL-1β IL-1β-R AATGAGTGATACTGCCTGCC
TNF-α-F ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC

Mouse-TNF-α TNF-α-R GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

Control Model Model + Low pH Model + High pH

st
ai

ni
ng

lo
w

 m
ag

ni
fic

at
io

n

H E

m
ag

ni
fic

at
io

n
hi

gh

(a)
Control Model Model + Low pH Model + High pH

s t a i n i n g

lo
w

 m
ag

ni
fic

at
io

n

V o n  k o s s a

m
ag

ni
fic

at
io

n
hi

gh

(二)

图 1：继续。
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图 1：碱性矿泉水对小鼠肾脏 CaOx 晶体沉积和肾小管损伤的影响。 (a, b) 小鼠肾脏钙沉积的 HE 染色和 Von 
Kossa 染色的代表性图像。 (c) 石蜡包埋肾切片的 OPN 和 CD44 免疫组织化学染色（比例尺 100 μm）。
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图 2：碱性矿泉水抑制乙醛酸盐诱导的小鼠肾纤维化。 通过免疫组织化学显示马森三色 (a)、天狼星红 (b) 和 
α-SMA 染色 (c) 的代表性图像（比例尺 50 μm）。

测量 MCP-1 表达。 我们发现模型组肾脏 MCP-1显着高
于对照组，但补充高 pH 矿泉水后效果逆转（图 5（a）
）。 此外，IL-1β和 TNF-α mRNA表达水平显着增加

模型组的肾组织，在补充高 pH 矿泉水后其表达进一步
减少（图 5（b）和 5（c））。 基于上述结果，表明碱
性矿泉水可以缓解乙醛酸盐引起的肾脏炎症。



6 循证补充和替代医学

控制型号 型号+低 PH型号+高 PH型号

PA
S

（A）

M
er

ge
   

   
   

TU
N

EL
   

   
   

 D
A

PI

Control Model Model + Low PH Model + High PH

30

**

c e l l  ( % )

20

p o s i t i v e

T U N E L

##10

0

C
on

tro
nl

M
od

el

M
od

el
 +

 L
ow

 p
H

M
od

el
 +

 H
ig

h 
pH

(b)
Control Model Model + Low PH Model + High PH

c-
c3

（C）

图 3：碱性矿泉水对乙醛酸盐诱导的小鼠细胞凋亡的影响。 (a) 不同组小鼠肾脏的 PAS 染色。 (b) Tunel 染色
用于评估肾细胞凋亡（比例尺 100 μm）。 计算了 tunel 阳性细胞的百分比并显示正确。 数据以平均值±SD 表
示。 与正常对照组相比 P < 0.01，[##]与模型组相比 P < 0.01。 （c）通过免疫组织化学评估凋亡相关蛋白 c-
c3（cleaved-caspase-3）的表达（比例尺 50μm）。

4。讨论

CaOx 诱发的肾结石是慢性肾脏疾病的主要原因之一，
导致沉重的支出负担和较差的生活质量[31]。 目前医
学治疗的发展主要集中在限制草酸盐的摄入和草酸的产
生[32]。 然而，饮食和饮酒习惯被认为是经济、有用
的，并且具有良好的治疗依从性，副作用的可能性最小
。 在本研究中，我们重点研究碱性矿泉水补充剂的保
护作用及其在乙醛酸盐诱导的肾损伤中的潜在机制。 
我们的结果表明

碱性矿泉水抑制草酸盐诱导的体内晶体形成和沉积。 
具体来说，我们发现高 pH 值的碱性矿泉水通过减少肾
纤维化、细胞凋亡、氧化和炎症对草酸肾病具有保护作
用。 所有数据都表明碱性矿泉水可能是草酸盐引起的
肾毒性的有效预防性治疗方法。

肾晶体形成是一个复杂的过程，涉及氧化应激、线
粒体膜电位、细胞凋亡、炎症反应等[33, 34]。 过度
的氧化应激可诱发炎症和细胞损伤，表明氧化应激是导
致炎症和细胞损伤的原因之一。
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图 4：碱性矿泉水抑制乙醛酸盐诱导的小鼠氧化。 (a) 使用石蜡包埋肾切片的免疫组织化学染色进行 HO-1、
Nrf2、SOD-1 和 SIRT1 表达测定（比例尺 50 μm）。 (b-d)按图示处理小鼠，然后通过相应的试剂盒检测肾组
织的相对 GSH (b)、SOD (c)、MDA 和(d)含量。 所有定量数据均以平均值±SD 表示，与正常对照组相比 P<0.05，
与正常对照组相比 P<0.01，[#]P<0.05与模型组相比。
结石形成中最重要的环节。 先前的研究表明氧化应激
有助于肾结石的发病机制。 虽然抗氧化剂的应用发挥
了治疗作用，但长期临床试验受到限制，因为一些与抗
氧化剂相关的干预措施是无效或有害的[35]。 这些失
败可能来自于同时引起炎症的外源性抗氧化剂[36, 37]
。 我们在这里表明，碱性水可以减轻氧化应激而不诱
发炎症，从而克服了这一限制。

水煤气的质量对于肾结石的形成备受关注。 最近有
报道称，水硬度 [38, 39]、钙含量 [40] 和饮料类型 
[41, 42] 会影响肾结石的发病率。 然而，关于饮用水
的 pH 值是否影响结石形成的问题仍然存在争议 [43]
。 尿液 pH 值和相关评估提供了有关结石形成可能性
的重要信息，可以指导预防。 此外，一些抗肾结石药
物已被证实可以增加尿液 pH 值，从而提供结石溶解的
可能性[44]。 到目前为止，还没有
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图 5：碱性矿泉水可减轻乙醛酸盐引起的小鼠炎症。 (a) 使用石蜡包埋肾切片的免疫组织化学染色进行 MCP-1 
表达测定（比例尺 50 μm）。 (b)如图所示处理小鼠，然后通过 RT-PCR 检测相对 IL-1β 和 TNF-αmRNA 表达水
平。 (c) (b) 的定量结果。 所有定量数据均以平均值±SD 表示，与正常对照组相比 P<0.01，与模型组相比
[##]P<0.01。
饮用水 pH 值与尿液 pH 值相关的显着证据。 由于肾
结石的形成是由 CaOx 结晶、晶体生长、聚集、粘附和
滞留组成的多个过程[45]，因此碱性矿泉水在每个步骤
中都具有防止结石形成的潜力。

5. 结论

总之，我们通过重复施用乙醛酸盐开发了乙醛酸盐诱发
肾结石的模型。 通过使用这个模型，我们已经证明，
喂食碱性矿泉水的小鼠可以在一定程度上免受进行性肾
损伤的影响。 因此，我们相信碱性水对于治疗氧化钙
肾结石可能具有潜在和有前景的价值。

HE：苏木精和曙红
IHC：免疫组化
MCP-1：单核细胞趋化蛋白 1
MDA：丙二醛
肾结石：肾结石
OPN：骨桥蛋白
PAS：高碘酸-希夫
ROS：活性氧
RT-PCR：逆转录聚合酶链

反应
SOD：超氧化物歧化酶
Tunel：末端脱氧核苷酸转移酶

介导的缺口末端标记。

缩写

方差分析：方差分析
CaOx：草酸钙
c-c3: 切割的 caspase-3
ECM：细胞外基质
GA：乙醛酸
GAPDH：3-磷酸甘油醛

脱氢酶
谷胱甘肽：谷胱甘肽

数据可用性

在当前研究中使用和/或分析的数据集可应合理要求从
相应的作者处获得。
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