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３３．８９％，说明该提取工艺稳定，提取率高，可为大规模
生产提供参考。
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苦碟子对大鼠肾缺血再灌注损伤的预防作用

胡厚军，郑 学，李 阳
（广东省深圳市人民医院，广东 深圳 ５１８０２０）

摘要：目的 探讨苦碟子对大鼠肾缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）的预防作用。方法 将 ３０只 ＳＤ大鼠分为假手术组（等体积 ０．９％氯化钠溶

液）、模型组（等体积 ０．９％氯化钠溶液）和苦碟子组（４ｍＬ／ｋｇ），各１０只。以无创动脉夹夹闭大鼠双侧肾动脉，建立大鼠肾脏缺血再灌

注损伤模型。苏木素 －伊红牗ＨＥ牘染色，观察大鼠肾组织形态学变化，检测大鼠血清肌酐（ＳＣｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平，以及肾匀浆白细胞

介素６（ＩＬ－６）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）水平；采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测肾组织中核转录因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）蛋白表达水
平。结果 模型组大鼠肾小管上皮细胞明显受累，肾小管管腔扩张伴管型形成，肾小球有炎性细胞浸润；苦碟子组肾小管损伤程度明显

轻于模型组。与假手术组比较，模型组大鼠血清 ＳＣｒ和 ＢＵＮ，肾匀浆 ＩＬ－６，ＭＤＡ，ＮＦ－κＢ蛋白表达水平均显著升高，肾匀浆 ＳＯＤ水平

显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，苦碟子组大鼠血清 ＳＣｒ和 ＢＵＮ，肾匀浆 ＩＬ－６，ＭＤＡ，ＮＦ－κＢ蛋白表达水平均显著降低，肾匀浆

ＳＯＤ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 大鼠肾缺血再灌注前使用苦碟子能缓解大鼠 ＲＩＲＩ，其机制可能与抗氧化应激并下调 ＮＦ－κＢ信

号转导通路从而缓解炎性损伤有关。

关键词：苦碟子；大鼠；缺血再灌注损伤；预防；肾功能；氧化应激；炎性损伤
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｋｕｄｉｅｚｉ；ｒａｔｓ；ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ；ｋｉｄｎｅｙｆｕｎｃｔｉｏｎ；ａｎｔｉ－ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ

肾缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）是急性肾损伤的重要诱
因，发生机制涉及氧自由基增多、炎性反应、免疫反应、细

胞内钙超载、能量代谢障碍及某些激素代谢失调等犤１犦。

研究证实，缺血预处理能减轻 ＲＩＲＩ，而发生再灌注的最
初几分钟是决定肾脏缺血最终预后的关键时间段，与缺

血预处理相比，对再灌注前进行干预的缺血后处理，因

其可操作性更强，具有更好的应用前景犤１犦。苦碟子注射

液是由菊科植物抱茎苦荬菜全草中提取的有效活性物

质制成的静脉用注射液，主要成分为腺嘌呤核苷、黄酮

等，具有活血化瘀、抗血小板聚集、增强纤维蛋白酶活性、

增强超氧化物歧化酶牗ＳＯＤ牘活性和保护人脑微血管细
胞的作用，可用于缺血性卒中、冠状动脉粥样硬化性心脏

病（简称冠心病）、心绞痛的治疗犤２－４犦。研究表明，大鼠肾

缺血再灌注模型术前预先腹腔注射苦碟子后能减轻ＲＩＲ
Ｉ，其机制与其抗氧化应激、减轻炎性损伤有关犤５犦，但术

后再灌注前使用苦碟子是否也可通过抗氧化机制保护

肾脏尚不清楚。本研究中建立大鼠ＲＩＲＩ模型，旨在观察
苦碟子对大鼠 ＲＩＲＩ的预防作用，并进一步探讨其作用
机制，为临床防治ＲＩＲＩ提供可行性措施。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
动物：健康雄性ＳＤ大鼠３０只，普通级，１０周龄，体

质量 ２２０～２５０ｇ，购自西南医科大学动物实验中心，许
可证号 ＳＹＸＫ（川）２０１８－２１３，实验动物质量合格证号
００００４２２，动物实验设施合格证号０００１７９７。标准饲料和
水饲养，适应性喂养 １周。本实验经动物实验伦理委员
会批准。

仪器：无创动脉夹（北京搏贝科技有限公司）；ＣＸ３１
型光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＡＵ５８００型生化分
析仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＴＧ１６型离心机（上海卢湘仪
离心机仪器有限公司）；ＭＫ３型酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）。

试药：苦碟子注射液（通化华夏药业有限责任公司，

国药准字 Ｚ２００２５４５０，规格为每支 １０ｍＬ）；ＳＯＤ试剂
盒、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒牗上海酶联生物科技有公司牘；
白细胞介素 ６（ＩＬ－６）定量分析酶联免疫吸附检测
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒、电化学发光（ＥＣＬ）试剂盒牗北京博凌科
为生物科技有限公司牘；兔抗大鼠核转录因子 －κＢ
牗ＮＦ－κＢ牘单克隆抗体（０．１ｍＬ），山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ
牗ＩｇＧ牘－辣根过氧化物酶抗体（０．１ｍＬ牘，牗北京中杉金桥生
物技术有限公司牘；β－Ａｃｔｉｎ（０．１ｍＬ，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司牘；３％戊巴比妥钠（北京拜尔迪生物技术有限公司）。
１．２ 方法
１．２．１ 分组、建模与给药

将３０只ＳＤ大鼠分为假手术组（等体积０．９％氯化
钠溶液）、模型组（等体积 ０．９％氯化钠溶液）和苦碟子
组（４ｍＬ／ｋｇ），各１０只。术前１２ｈ禁食，取仰卧位固定，
常规备皮、消毒，腹腔内注射 ３％戊巴比妥钠以麻醉大
鼠，开腹，沿腹部正中切口，暴露双侧肾动静脉并小心分

离，以无创动脉夹同时夹闭双侧肾动脉 ４５ｍｉｎ后放开
动脉夹恢复血流灌注，肾脏颜色由酱紫色变为暗红色表

明 ＲＩＲＩ模型建立成功。假手术组大鼠开腹后分离双侧
肾动脉，不进行夹闭，暴露４５ｍｉｎ后逐层缝合，关腹。恢
复血流灌注前５ｍｉｎ同一时刻，各组大鼠经尾静脉注射
给予相应药物。

１．２．２ 指标检测

病理组织学检查：于缺血再灌注２４ｈ后处死大鼠，
以 ０．９％氯化钠溶液灌注肾脏后摘取，将摘取部分肾
脏置１０％甲醛中固定后行石蜡包埋、切片、苏木素 －伊
红牗ＨＥ牘染色，光学显微镜下观察染色后肾脏病理组织
学变化犤６犦。

肾功能指标检测：于大鼠腹主动脉采血３ｍＬ，置离
心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取上清液，以生化分
析仪检测大鼠血清肌酐（ＳＣｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平犤７犦。
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组别

假手术组

模型组

苦碟子组

Ｆ值

Ｐ值

剂量（ｍＬ／ｋｇ）

４
４
４

ＳＯＤ／（Ｕ／ｍｇ）

７６．５４±４．２１
３５．４６±３．６８
５８．７２±３．１４
１３０．３６０
０．０００

ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

５．１５±０．９７
９．２３±１．３５
７．１１±１．０６
６．４１１
０．０１３

ＩＬ－６（ｎｇ／ｍＬ）

１０５．２７±２１．１８
１４８２．２１±８４．３２
６５５．３６±５７．４４
４３１．６２０
０．０００

ＮＦ－κＢ蛋白

０．１１±０．０２
０．８２±０．０４
０．３４±０．０２
１３２７．２６８
０．００１

组别

假手术组

模型组

苦碟子组

Ｆ值

Ｐ值

剂量（ｍＬ／ｋｇ）

４
４
４

ＳＣｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

４３．４１±３．２５
１９７．５６±１１．４３
８９．２８±５．４７
１０９８．３２３
０．００１

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

６．８４±０．５８
２３．８３±２．３６
１１．２７±１．４９
２８６．７５４
０．０００

Ａ Ｂ Ｃ
Ａ．假手术组 Ｂ．模型组 Ｃ．苦碟子组
图１ 大鼠肾组织形态学变化（ＨＥ，×４００）

表１ ３组大鼠血清ＳＣｒ和 ＢＵＮ水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

肾匀浆中 ＩＬ－６含量检测：采用 ＥＬＩＳＡ法检测。将
摘取部分肾脏剪切成小块，磨碎后加入磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）常规离心，弃上清液，加入 ＢｕｆｆｅｒＡ和 ＢｕｆｆｅｒＢ进
行振荡，在４℃条件下，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液得细胞质蛋白，将 ＢｕｆｆｅｒＣ加入沉淀物中牞振荡牞离
心，取上清液得核蛋白。在反应板孔中加入辣根过氧

化物酶标记的检测抗体，封板膜盖住反应板 ３７℃水浴
６０ｍｉｎ，揭开封板膜弃去液体，加洗涤液静置２０ｓ，甩液
拍干（重复４次）；将底物液 Ａ和 Ｂ按１∶１体积混合后
加入孔中；封板，在 ３７℃条件下水浴１５ｍｉｎ，在孔中加
入终止液，以酶标仪检测并记录数据犤８犦。

肾匀浆ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量检测：将摘取的部分
大鼠肾脏以研磨棒磨碎后称定质量，制成肾组织匀浆，

取 １０％组织匀浆 ５０μＬ，在 ４℃条件下，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液，检测ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量犤９犦。

ＮＦ－κＢ蛋白表达检测：采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测。
将上述部分肾组织匀浆转入离心管，加苯甲基磺酰氟冰

浴裂解３０ｍｉｎ，在４℃条件下，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
取上清液，以蛋白定量牗ＢＣＡ牘法检测蛋白含量。各组取
１００μｇ上样，１０％十二烷基硫酸钠牗ＳＤＳ牘－聚丙烯酰胺
凝胶电泳牗ＰＡＧＥ牘后湿法电转，１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后
将蛋白转移至聚偏二氟乙烯牗ＰＶＤＦ牘膜上，将 ５％ 脱脂
奶粉室温封闭 １ｈ，依次加入兔抗大鼠 ＮＦ－κＢ单克隆
抗体及山羊抗兔ＩｇＧ－辣根过氧化物酶抗体，室温下孵育
３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入ＥＣＬ化学发光试剂，将ＰＶＤＦ
膜放入暗盒中，压上Ｘ胶片，取出胶片后显影、定影、清洗。
然后，通过ＩｍａｇｅＪ软件将条带灰度值数字化，目的条带
与内参条带灰度比值为各目的蛋白相对表达量犤１０犦。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ

表示，行 ｔ检验；计数资料以率（％）表示，行 χ２检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 肾组织形态学变化
假手术组大鼠肾小球及肾小管清晰可见；模型组大

鼠肾小管上皮细胞明显受累，肾小管管腔扩张，部分细

胞核破裂，管型形成，肾小球有炎性细胞浸润；苦碟子组

大鼠肾小管损伤程度明显轻于模型组，细胞核基本正

常，肾小管内仅见少量管型。详见图１。
２．２ 血清ＳＣｒ和ＢＵＮ水平

与假手术组比较，模型组大鼠血清 ＳＣｒ和 ＢＵＮ水
平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，苦碟子组大鼠血
清ＳＣｒ和ＢＵＮ水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

２．３ 肾匀浆 ＩＬ－６，ＳＯＤ，ＭＤＡ水平及 ＮＦ－κＢ蛋白
表达水平

与假手术组比较，模型组大鼠肾匀浆 ＩＬ－６和
ＭＤＡ水平及 ＮＦ－κＢ蛋白表达水平均显著升高，ＳＯＤ
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，苦碟子组大
鼠肾匀浆ＩＬ－６和ＭＤＡ水平及ＮＦ－κＢ蛋白表达水平
均显著降低，ＳＯＤ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表２。

３ 讨论

肾脏在重获血流灌注后会释放过量的炎性介质，产

生大量氧自由基，从而造成 ＲＩＲＩ犤５犦。多种疾病可引起
ＲＩＲＩ，同种异体肾移植更不可避免地会引起ＲＩＲＩ犤１１－１２犦。
因此，ＲＩＲＩ的早期预防具有重要临床价值。动物实验发
现，苦碟子能通过抗氧化应激和抑制黏附分子表达等机

制防护脓毒血症所致急性肾损伤犤１３犦。

表２ ３组大鼠肾匀浆ＩＬ－６，ＳＯＤ，ＭＤＡ水平及ＮＦ－κＢ蛋白表达
水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ
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本研究中，镜下观察模型组大鼠肾小管明显肿胀，

管腔扩张伴管型形成，肾小球有炎性细胞浸润，提示模

型建立成功。肾脏在缺血再灌注后炎性反应较重，有一

定程度的损伤，在再灌注前尾静脉注射苦碟子，肾小管

损伤程度明显减轻。同时，苦碟子组血清ＳＣｒ和ＢＵＮ水
平明显低于模型组，也提示苦碟子可改善 ＲＩＲＩ模型大
鼠的肾脏功能。

ＳＯＤ是生物体内重要的抗氧化酶，反映机体清除氧
自由基的能力。ＭＤＡ是脂质过氧化重要产物，可通过组
织中 ＭＤＡ含量评价脂质过氧化的程度，以间接测定氧
自由基对组织细胞的损伤程度。肾脏发生缺血再灌注

时，肾匀浆 ＳＯＤ水平降低，ＭＤＡ水平升高。与模型组比
较，苦碟子组大鼠的肾匀浆 ＳＯＤ水平升高，而 ＭＤＡ水
平降低。提示大鼠肾缺血再灌注前使用苦碟子可增强肾

组织的抗氧化能力，从而缓解氧化损伤，与杨洁等犤５犦的

研究结果一致。氧自由基是ＲＩＲＩ的重要介质，能攻击生
物膜导致脂质过氧化损伤，引起细胞的肿胀变形，信号

转导机制失灵，而苦碟子注射液中的活性成分经分析筛

选发现能捕获超氧阴离子和羟自由基，达到抗氧化应

激、抑制炎性因子表达的作用，从而降低血清 ＭＤＡ水
平，升高血清ＳＯＤ水平，缓解ＲＩＲＩ的发生犤１４犦。

ＮＦ－κＢ是转录过程中 ＲＮＡ聚合酶转录时所需要
的一种辅助因子，炎性反应和氧化应激相互影响并参与

细胞损伤过程，其共同的枢纽可能是 ＮＦ－κＢ，其信号
转导通路改变会引起多种炎性疾病发生。研究显示，

ＮＦ－κＢ信号通路参与 ＲＩＲＩ并通过对促炎等相关基因
转录的调控影响ＩＬ－６的表达，而ＩＬ－６表达上调会加
重肾脏的炎性反应犤４，１５犦。故 ＩＬ－６和 ＮＦ－κＢ的表达量
可评价ＲＩＲＩ的程度。有报道显示，苦碟子可能通过下调
脑缺血模型大鼠的 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ－４），通过 ＮＦ－
κＢ信号转导通路，改善大脑缺血性损伤，且苦碟子可能
在大鼠脑缺血过程中调节抗氧化能力，从而减轻其心肌

损伤 犤１６－１７犦。本研究结果显示，模型组大鼠 ＩＬ－６和
ＮＦ－κＢ蛋白表达水平较假手术组明显升高，苦碟子组
较模型组明显降低，提示大鼠肾脏缺血后再灌注前使用

苦碟子能明显抑制其再灌注损伤过程中 ＩＬ－６和ＮＦ－
κＢ的表达，从而缓解肾脏炎性损伤。研究发现，从苦碟
子中分离得到的部分倍半萜内酯类成分可抑制核因子

κＢ抑制蛋白（ＩκＢ）的磷酸化及降解，从而抑制ＮＦ－κＢ
ｐ６５的核转移，苦碟子可能是通过其含有的倍半萜内酯
类成分抑制 ＮＦ－κＢ活性而影响 ＩＬ－６的表达，以缓解
ＲＩＲＩ的发展犤１２犦。

综上所述，大鼠肾缺血后再灌注前使用苦碟子能缓

解大鼠ＲＩＲＩ，其机制可能与抗氧化应激并下调ＮＦ－κＢ
信号转导通路，从而缓解炎性损伤有关。
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