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芍药苷通过抑制程序性坏死
减轻顺铂及兰索拉唑诱导的急性肾损伤

徐　起，罗晓妹，朱　威，李媛媛，吴永贵
（安徽医科大学第一附属医院肾脏内科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　通过体内和体外实验探讨芍药苷（Ｐａｅ）对兰索拉唑（ＬＰＺ）和顺铂（ＣＩＳ）诱导的小鼠急性肾损伤（ＡＫＩ）与肾小管
上皮细胞（ｍＲＴＥＣ）损伤的影响。方法　将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠或ｍＲＴＥＣ分为４组：正常对照（ＮＣ）组、正常对照 ＋兰索拉唑（ＮＣ
＋ＬＰＺ）组、顺铂（ＣＩＳ）组和顺铂＋兰索拉唑（ＣＩＳ＋ＬＰＺ）组，检测小鼠血清肌酐（ＣＲＥ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平，ＨＥ染色观察肾脏

与临床提升计划（编号：２０２３ｘｋｊＴ０３４）

作者简介：徐　起，男，博士研究生

２０２５－０7－18接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１７７０７２２

病理变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化、免疫荧光检测肾损伤关键因子（ＫＩＭ１）与受体相互作用蛋白激酶（ＲＩＰＫ）１、ＲＩＰＫ３、混合谱
系激酶结构域样蛋白（ＭＬＫＬ）的表达水平。另将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠或 ｍＲＴＥＣ分为６组：正常对照（ＮＣ）组、正常对照 ＋芍药苷
（Ｐａｅ）组、顺铂＋兰索拉唑（Ｍ）组、顺铂＋兰索拉唑＋芍药苷（Ｍ＋Ｐａｅ）组，检测各组小鼠血清ＣＲＥ和ＢＵＮ水平，ＨＥ染色观察
肾脏病理变化，透射电镜观察肾脏超微结构改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化、免疫荧光检测各组小鼠或 ｍＲＴＥＣ中 ＫＩＭ１与程序
性坏死相关蛋白的表达。结果　与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组小鼠血清ＣＲＥ和ＢＵＮ水平升高，ＬＰＺ干预后二者水平较ＣＩＳ组升高（均
Ｐ＜０００１）。与ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾组织ＨＥ染色肾小管扩张更明显、刷状缘消失（Ｐ＜０００１）。与ＮＣ组相比，ＣＩＳ 

组小鼠肾组织中的ＫＩＭ１、ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ＭＬＫＬ的表达水平升高（均Ｐ＜０００１）；相较于 ＣＩＳ组，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾组织中的
ＫＩＭ１、ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ＭＬＫＬ的表达水平升高（均 Ｐ＜０００１）。Ｐａｅ处理后各组小鼠相较于 Ｍ组，血请 ＣＲＥ、ＢＵＮ、ＫＩＭ１、
ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ＭＬＫＬ的表达水平下降（均Ｐ＜０００１），且具有剂量依赖性。结论　ＬＰＺ通过增强ｍＲＴＥＣ程序性坏死加重ＣＩＳ 

诱导的ＡＫＩ，Ｐａｅ可通过抑制程序性坏死减轻ＣＩＳ及ＬＰＺ诱导的ＡＫＩ。
关键词　急性肾损伤；兰索拉唑；顺铂；芍药苷；程序性坏死；肾小管上皮细胞
中图分类号　Ｒ２８５５

）；安徽医科大学基础

；

吴永贵，男，教授，博士生导师，主任医师，责任作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｗｕｙｏｎｇｇｕｉ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是一种 明确。芍药苷（ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ，Ｐａｅ）是中药白芍的干
燥根的主要成分，具有抗炎、抗氧化等特性，在 ＣＩＳ
诱导的ＡＫＩ、糖尿病肾病等疾病中发挥保护作用。
该研究旨在探究 ＬＰＺ是否加重 ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ及
损伤的具体机制，在此基础上探索 Ｐａｅ能否减轻
ＬＰＺ和ＣＩＳ共同诱导的ＡＫＩ并阐明调控机制

由多种病因引起的临床综合征，表现为肾排泄功能

在数小时至数天快速下降［１］。顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＣＩＳ）
是一种抗肿瘤药物，其显著的肾毒性限制了其治疗

潜力，课题组前期研究表明 ＣＩＳ相关的 ＡＫＩ与焦
亡［２］、细胞凋亡［３］、程序性坏死［４］等多种细胞死亡

形式相关。质子泵抑制剂（ｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＰＰＩｓ）作为已知的胃酸分泌抑制剂，以兰索拉唑
（ｌａｎｓｏｐｒａｚｏｌｅ，ＬＰＺ）为代表，可缓解肿瘤患者化疗时
胃肠道不适。研究［５］表明，ＰＰＩｓ可增加患者发生
ＡＫＩ的概率，引起肾小管细胞的程序性坏死［６］。近

年来，ＰＰＩｓ与其他肾毒性药物对肾损伤的叠加作用
引起关注，但关于该疾病模型的潜在损伤机制尚不

。

１　材料与方法

１．１　实验动物和分组　研究所需雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕ

小鼠约６～８周龄、２０～２２ｇ，购自安徽医科大学实
验动物中心。实验动物均经过安徽医科大学动物研

究伦理委员会批准 （编号：ＬＬＳＣ２０２４０１９９），并符合
美国国立卫生研究院实验动物管理和使用指南相关

要求。本实验分组为两个部分：① 将２４只小鼠随
机分为４组（每组６只）：ＮＣ组、ＮＣ＋ＬＰＺ组、ＮＣ＋
ＣＩＳ组和ＣＩＳ＋ＬＰＺ组。ＬＰＺ用生理盐水溶解，按２５
ｍｇ／ｋｇ的剂量给药，ＣＩＳ用生理盐水溶解，按２０ｍｇ／
ｋｇ的剂量给药，对照组仅给予等体积的生理盐水。
ＮＣ组，采用全程生理盐水同步注射；ＮＣ＋ＬＰＺ组，
第１天腹腔注射 ＬＰＺ，２ｈ后腹腔注射生理盐水，后

ｉ
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连续２ｄ腹腔注射ＬＰＺ；ＮＣ＋ＣＩＳ组，第１天腹腔注
射生理盐水，２ｈ后腹腔注射ＣＩＳ，后连续２ｄ腹腔注
射生理盐水；ＣＩＳ＋ＬＰＺ组，第１天腹腔注射ＬＰＺ，２ｈ
后腹腔注射 ＣＩＳ，后连续２ｄ腹腔注射 ＬＰＺ。② 将
３６只小鼠分为６组（每组６只）：ＮＣ组、Ｐａｅ组、ＣＩＳ
＋ＬＰＺ组（Ｍ组）、ＣＩＳ＋ＬＰＺ＋１２５ｍｇ／ｋｇＰａｅ组
（ＣＬＰ１２５组）、ＣＩＳ＋ＬＰＺ＋２５ｍｇ／ｋｇＰａｅ组（ＣＬＰ２５
组）、ＣＩＳ＋ＬＰＺ＋５０ｍｇ／ｋｇＰａｅ组（ＣＬＰ５０组）。在
上述ＣＩＳ＋ＬＰＺ造模前３ｄ，ＣＬＰ１２５、ＣＬＰ２５、ＣＬＰ５０
组每天腹腔分别注射Ｐａｅ（１２５、２５、５０ｍｇ／ｋｇ），Ｐａｅ
组每天腹腔注射Ｐａｅ（５０ｍｇ／ｋｇ）。所有小鼠在注射
ＣＩＳ后３ｄ实施安乐死，后采集肾脏和血液样本进行
组织学分析和生化检测。

１．２　细胞模型及分组　小鼠肾小管上皮细胞
（ｍｏｕｓｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ｍＲＴＥＣ）来自中
国科学院细胞库（上海）。第６～１５代的细胞用于
实验，在含有５％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，３７
℃、５％ ＣＯ２环境中培养。分组１：ＮＣ组，培养基中
加入等量生理盐水；ＮＣ＋ＬＰＺ组：培养基中加入终
浓度５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ；ＣＩＳ组：培养基中加入终浓度２０
μｍｏｌ／ＬＣＩＳ；ＣＩＳ＋ＬＰＺ组：培养基中加入终浓度２０
μｍｏｌ／ＬＣＩＳ和５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ。孵育２４ｈ后收集细
胞。分组２：ＮＣ组：培养基中加入等量生理盐水；
Ｐａｅ组：培养基中加入终浓度为 ５０μｍｏｌ／ＬＰａｅ；Ｍ
（ＣＩＳ＋ＬＰＺ）组：培养基中加入终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＩＳ和５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ；ＣＬＰ１２５组：培养基中加入终
浓度为２０μｍｏｌ／ＬＣＩＳ、５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ和１２５μｍｏｌ／
ＬＰａｅ；ＣＬＰ２５组：培养基中加入终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＩＳ、５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ和２５μｍｏｌ／ＬＰａｅ；ＣＬＰ５０组：培
养基中加入终浓度为２０μｍｏｌ／ＬＣＩＳ、５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ
和５０μｍｏｌ／ＬＰａｅ。孵育２４ｈ后收集细胞。
１．３　主要仪器　石蜡包埋机（型号：ＥＧ１１５０Ｈ＋
Ｃ）、石蜡切片机（型号：ＲＭ２２５５）、正置荧光显微镜
（型号：ＤＭ６Ｂ）购自德国 Ｌｅｉｃａ公司；多功能酶标仪
（型号：ｅｎｓｐｉｒｅ）购自美国 ＰＥ公司；电泳仪、转膜仪
（型号：ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎＴｅｔｒａ、ＭｉｎｉＴｒａｎｓＢｌｏｔ）购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司；透射电镜（型号：ＪＥＭ１４００）购自日本
电子公司；凝胶成像系统（型号：ＡＬ６００ＲＧＢ）购自美
国ＧＥ公司；细胞培养箱（型号：ＨＥＲＡｃｅｌｌ１６０ｉ）购自
美国热电公司；全自动生化分析仪（型号：３１００）购
自日本日立公司。

１．４　抗体和试剂　顺铂、兰索拉唑（购自美国 Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；芍药苷（购自美国ＭＣＥ公司）；胎
牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（购自美国 Ｇｉｂｃｏ公

司）；兔抗受体相互作用蛋白激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＲＩＰＫ）１抗体、兔抗肾损伤分子
（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）抗体、兔抗磷酸化
ＲＩＰＫ３（ｐｈｏｓｐｈｏＲＩＰＫ３，ｐＲＩＰＫ３）抗体、兔抗磷酸化
混合谱系激酶结构域样蛋白（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅ
ｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬＫＬ）（ｐｈｏｓｐｈｏＭＬＫＬ，ｐ
ＭＬＫＬ）抗体（购自英国 Ａｂｃａｍ公司）；鼠抗 β肌动
蛋白（βａｃｔｉｎ）抗体、辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二抗（兔／鼠）、荧光二抗、兔抗
ＲＩＰＫ３抗体、兔抗 ＭＬＫＬ抗体（购自武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ
公司）。苏木素 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，
ＨＥ）染色试剂盒购自南京碧云天生物科技有限公
司。３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐
［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌ２Ｈｔｅｔ
ｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］试剂购自南京碧云天生物
科技有限公司。

１．５　方法
１．５．１　一般生化指标的检测　收集血清样本，使用
全自动生化分析仪检测小鼠血清尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＣＲＥ）、丙氨酸氨
基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）水平。
１．５．２　显微镜观察肾脏组织病理形态　取出小鼠
肾脏后，剥离表面包膜，将其置于４％多聚甲醛中固
定１６ｈ，进行脱水、石蜡包埋，制作４μｍ厚的切片。
组织切片脱蜡后进行 ＨＥ染色，使用显微镜观察肾
脏损伤情况，光镜下随机选取１０个视野，计数肾小
管损伤面积的百分比，半定量评估肾小管损伤程度。

１．５．３　电镜下观察肾脏组织　将含皮质的１ｍｍ３

肾组织若干，依次放置于３％戊二醛和１％锇酸中固
定，再进行脱水、浸透，最后用环氧树脂对组织进行

包埋，制作６０～８０ｎｍ超薄切片，铜网捞片。用铀铅
对切片进行双染。透射电镜下观察肾脏超微结构。

１．５．４　免疫组化染色　将肾组织切片在７５℃烘箱
中加热２ｈ，使用二甲苯及不同浓度的乙醇进行脱蜡
水化，热诱导进行抗原修复，向组织加入内源性过氧

化物酶阻断剂孵育１５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗后加入山羊血
清封闭切片 ３０ｍｉｎ，加入 ＫＩＭ１（１∶５００）、ＲＩＰＫ１
（１∶２００）、ＲＩＰＫ３（１∶２００）和 ＭＬＫＬ（１∶２００）等抗
体４℃孵育过夜。ＰＢＳ清洗后，加入对应的成品二
抗３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，切片置于显微镜
下观察并采集图片，采用ＩｍａｇｅＪ软件对免疫组织化
学染色图像进行定量分析。

１．５．５　ＭＴＴ实验　将 ｍＲＴＥＣ离心重悬后种植于
９６孔板中，加入相对应梯度浓度的Ｐａｅ进行孵育２４
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ｈ后，向细胞孔中加入 ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ。用
移液器吸弃培养基，加入 ＤＳＭＯ混匀，待紫色结晶
络合物充分溶解，使用酶标仪检测波长，记录各孔吸

光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值。细胞存活率 ＝（Ａ试验组 －
Ａ空白组）／（Ａ对照组 －Ａ空白组）×１００％。统计细胞存活率
并筛选出安全药物浓度范围。然后根据安全药物浓

度范围，利用细胞模型验证药物对细胞的保护作用，

培养基中加入ＣＩＳ、ＬＰＺ及梯度浓度的Ｐａｅ，筛选Ｐａｅ
的最佳保护作用浓度。

１．５．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取适量肾脏组织，加入
裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）提取蛋白，并进行
ＢＣＡ蛋白定量分析。提取的蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，电泳结束后进行转膜，用脱脂牛奶封闭 ３０
ｍｉｎ。将膜分别放入抗βａｃｔｉｎ（１∶５０００）、ＫＩＭ１（１
∶１０００）、ＲＩＰＫ１（１∶１０００）、ｐＲＩＰＫ３（１∶１０００）和
ｐＭＬＫＬ（１∶１０００）一抗中４℃孵育过夜。用 ＰＢＳＴ
洗膜３次，每次 １０ｍｉｎ。加入 ＨＲＰ标记的山羊抗
兔／小鼠ＩｇＧ二抗（１∶５０００）孵育４０ｍｉｎ。ＰＢＳＴ洗
膜３次后加入曝光液进行曝光。使用 ＩｍａｇｅＪ测量
条带的灰度值。

１．５．７　免疫荧光染色　将玻片置于孔板内，将
ｍＲＴＥＣ种植在孔板中，造模结束后弃去培养基，加
入多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，使用山羊血清在３７℃封闭
３０ｍｉｎ。加入一抗孵育过夜，ＰＢＳ洗涤３次，加入荧
光二抗在 ３７℃避光孵育 １ｈ。用 ＤＡＰＩ复染细胞
核。使用荧光正置显微镜拍摄图像。

１．６　统计学处理　结果以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±
ＳＤ）表示，采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）
比较多组之间的差异，并采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件
进行Ｔｕｋｅｙ事后检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＬＰＺ对ＣＩＳ引起的ＡＫＩ的影响　与ＮＣ组相
比，ＮＣ＋ＬＰＺ组小鼠的血请 ＣＲＥ和 ＢＵＮ差异无统
计学意义，ＣＩＳ组小鼠 ＣＲＥ和 ＢＵＮ升高（均 Ｐ＜
０００１）。与ＣＩＳ组相比，ＬＰＺ＋ＣＩＳ组小鼠血请ＣＲＥ
和ＢＵＮ水平升高（均 Ｐ＜０００１）。上述结果表明，
ＬＰＺ加重了ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ（图１Ａ、Ｂ）。各组小鼠
的血清ＡＬＴ水平差异无统计学意义，说明本实验中
ＬＰＺ和ＣＩＳ剂量无明显肝损害（图１Ｃ）。ＨＥ染色显
示，与 ＮＣ组相比，ＣＩＳ组小鼠肾组织中肾小管管腔
扩张伴炎性细胞浸润；与 ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组
小鼠的肾小管细胞损害范围显著增大 Ｐ＜０００１）

（图１Ｄ）。免疫组化结果显示，与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组
小鼠中肾小管细胞的 ＫＩＭ１的表达水平升高（Ｐ＜
０００１）；相比于 ＣＩＳ组，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾小管细
胞 ＫＩＭ１表达水平升高（Ｐ＜０００１）（图 １Ｅ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＮＣ组相比，ＣＩＳ组小鼠
ＫＩＭ１蛋白表达水平升高（Ｐ＜０００１）；与 ＣＩＳ组相
比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾组织中ＫＩＭ１的蛋白水平升
高（图１Ｆ）（Ｐ＜０００１）。使用 ｍＲＴＥＣ进行体外实
验，免疫荧光结果显示，与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组肾小管
细胞ＫＩＭ１表达水平升高；与ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ
组肾小管细胞中的ＫＩＭ１表达水平升高（图１Ｇ）。
２．２　ＬＰＺ对 ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ的程序性坏死的影
响　免疫组化检测显示，与 ＮＣ组相比，ＣＩＳ组小鼠
肾组织中 ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ＭＬＫＬ表达水平升高（Ｐ＜
０００１）；与ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾组织中
ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３和 ＭＬＫＬ的表达水平升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０００１）（图２Ａ～Ｃ）。细胞免疫荧光
结果显示，与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组ｍＲＴＥＣ中ＭＬＫＬ的
表达水平升高；与 ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组 ｍＲＴＥＣ
中ＭＬＫＬ的表达水平升高（图２Ｄ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果显示，相比于 ＮＣ组，ＣＩＳ组 ｍＲＴＥＣ的
ＲＩＰＫ１、ｐＲＩＰＫ３和 ｐＭＬＫＬ表达水平升高（Ｐ＜
０００１）；与 ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组 ｍＲＴＥＣ的
ＲＩＰＫ１、ｐＲＩＰＫ３和ｐＭＬＫＬ的表达水平进一步升高
（图２Ｅ）（Ｐ＜０００１）。这一结果表明，ＬＰＺ可通过
程序性坏死进而加重ＣＩＳ诱导的ＡＫＩ。
２．３　Ｐａｅ对 ＣＩＳ及 ＬＰＺ诱导的 ＡＫＩ的影响　使
用不同剂量的Ｐａｅ对 ＬＰＺ＋ＣＩＳ造模的小鼠进行预
处理。结果表明，与ＮＣ组相比，Ｍ组小鼠血清ＣＲＥ
和ＢＵＮ水平升高（Ｐ＜０００１）。Ｐａｅ干预后，各组小
鼠的血清 ＣＲＥ和 ＢＵＮ水平下降，且 Ｐａｅ具有剂量
依赖性（图３Ａ、Ｂ）（均Ｐ＜０００１）。ＨＥ染色结果显
示，ＮＣ组与 Ｐａｅ组小鼠肾组织未见明显异常，Ｍ组
小鼠肾小管管腔扩张，有炎性细胞浸润；与 Ｍ组相
比，Ｐａｅ预处理后管腔扩张减轻，炎性细胞数量减少
（Ｐ＜０００１）（图３Ｃ）。电镜结果表明，与 ＮＣ组相
比，Ｍ组中的 ｍＲＴＥＣ明显肿胀，胞质崩解，大量线
粒体嵴消失；Ｐａｅ干预后 ｍＲＴＥＣ肿胀程度减轻，胞
质崩解减少，线粒体嵴消失减少。（图 ３Ｄ）。免疫
组化结果显示，与ＮＣ组及Ｐａｅ组相比，Ｍ组ｍＲＴＥＣ
的ＫＩＭ１表达水平升高（Ｐ＜０００１）；Ｐａｅ干预后，
ｍＲＴＥＣ的 ＫＩＭ１表达水平降低（Ｐ＜０００１）（图
３Ｅ）。
　　体外实验中，首先使用 ＭＴＴ法评估 Ｐａｅ对
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ｍＲＴＥＣ活力的影响，当剂量取至２００μｍｏｌ／Ｌ时，对
细胞活力没有显著影响。基于安全药物浓度范围，

培养基中加入 ＣＩＳ、ＬＰＺ及梯度浓度的 Ｐａｅ，结果显
示，Ｐａｅ在１２．５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ剂量下均能表现
出保护作用，其中１００μｍｏｌ／Ｌ剂量达到最高保护效

果，且保护作用随浓度增加而增强（图３Ｆ２）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＮＣ组及 Ｐａｅ组相比，Ｍ组
ｍＲＴＥＣ的ＫＩＭ１表达水平升高，Ｐａｅ干预后ｍＲＴＥＣ
的ＫＩＭ１表达水平降低（均Ｐ＜０００１）（图３Ｇ）。
２．４　Ｐａｅ对ＣＩＳ及ＬＰＺ诱导的ＡＫＩ中的程序性

图１　 ＬＰＺ对ＣＩＳ诱导的小鼠肾脏损伤的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＬＰＺｏｎＣＩＳｉｎｄｕｃｅｄｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ

　　Ａ：ＳｅｒｕｍＣＲＥｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＳｅｒｕｍＢＵＮｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳｅｒｕｍＡＬＴｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＨＥｓｔａｉ

ｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）×４００；Ｅ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＫＩＭ１ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）×４００；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅｖｅｌｏｆＫＩＭ１ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｇ：ＣｅｌｌｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＭ１ｉｎｍＲＴＥＣｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝

５０μｍ）×４００；ａ：ＮＣ；ｂ：ＮＣ＋ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ＋ＬＰＺ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．
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图２　ＬＰＺ对ＣＩＳ诱导的ＡＫＩ的程序性坏死的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＬＰＺｏｎｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＩＳｉｎｄｕｃｅｄＡＫＩ

　　Ａ－Ｃ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＰＫ１，ＲＩＰＫ３，ａｎｄＭＬＫＬｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０

μｍ）×４００；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭＬＫＬｉｎｍＲＴＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）×４００；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＲＩＰＫ１，ｐＲＩＰＫ３，ａｎｄｐＭＬＫＬｉｎｍＲＴＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ＮＣ＋ＬＰＺ

ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＣＩＳｇｒｏｕｐ；ｄ：ＣＩＳ＋ＬＰＺｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．
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图３　Ｐａｅ对ＣＩＳ及ＬＰＺ诱导的ＡＫＩ的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰａｅｏｎＣＩＳａｎｄＬＰＺｉｎｄｕｃｅｄＡＫＩ
　　Ａ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＰａｅｏｎｓｅｒｕｍＣＲＥｌｅｖｅｌｓｉｎＣＩＳａｎｄＬＰＺｉｎｄｕｃｅｄＡＫＩｍｉｃｅ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＰａｅｏｎＢＵＮｌｅｖｅｌｓｉｎＣＩＳａｎｄＬＰＺｉｎｄｕｃｅｄＡＫＩｍｉｃｅ；Ｃ：
ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）×４００；Ｄ：Ｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５００ｎｍ）×２５０００；Ｅ：ＫＩＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）×４００；Ｆ：ＭＴＴａｓｓａｙｆｏｒ
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坏死的影响　体内及体外实验的小鼠肾组织免疫组
化结果显示，与ＮＣ组及Ｐａｅ组相比，Ｍ组小鼠肾组
织的ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３和 ＭＬＫＬ的表达水平升高（Ｐ＜
０００１）；Ｐａｅ干预后小鼠中肾组织的 ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３
和ＭＬＫＬ的表达水平降低（Ｐ＜０００１），且具有剂量
依赖性（图４）。
　　细胞免疫荧光结果显示，与 ＮＣ组相比，Ｍ组
ｍＲＴＥＣ中 ＭＬＫＬ的表达水平升高，Ｐａｅ干预后
ｍＲＴＥＣ中ＭＬＫＬ的表达水平降低（图５Ａ）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｍ组 ｍＲＴＥＣ的 ＲＩＰＫ１、ｐ
ＲＩＰＫ３和ｐＭＬＫＬ表达水平升高（均 Ｐ＜０００１），而
予以Ｐａｅ治疗后三者的表达水平较 Ｍ组降低（均 Ｐ
＜０００１）（图５Ｂ）。

３　讨论

　　ＡＫＩ是临床上常见的危重疾病，其发病机制复

杂，具有高发病率和高病死率［７］，ＡＫＩ可由肾毒性药
物等因素引发［８］。研究表明 ＡＫＩ可导致肾脏中多
种炎症因子及程序性死亡形式的激活，导致肾脏慢

性炎症和纤维化，造成慢性肾脏损伤［９］。临床中引

起ＡＫＩ的肾毒性药物较多，包括铂类、造影剂、ＰＰＩｓ
等［１０－１１］。ＰＰＩｓ常用于缓解化疗患者的胃肠道不适，
有研究［１２］表明ＰＰＩｓ与ＣＩＳ联用会加重肾脏损伤，但
其具体机制仍不明确。因此，该研究通过体内外实

验去探究ＰＰＩｓ与 ＣＩＳ联用对激活肾小管细胞中的
炎性相关反应引发损伤的影响。

　　本研究首先通过ＬＰＺ和ＣＩＳ共同干预小鼠及细
胞，观测其生化指标及病理改变，然后检测肾小管损

伤因子ＫＩＭ１表达情况。研究［１３］表明，ＰＰＩｓ可导致
急性或慢性肾损伤，其发生风险与其使用时间及剂

量密切相关。本研究显示，相比于单独使用 ＣＩＳ，
ＬＰＺ与ＣＩＳ共同干预的ＡＫＩ显著加重，具体表现在

图４　Ｐａｅ对ＣＩＳ及ＬＰＺ诱导的ＡＫＩ小鼠中的程序性坏死的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰａｅｏｎｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＩＳａｎｄＬＰＺｉｎｄｕｃｅｄＡＫＩｍｉｃｅ
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图５　Ｐａｅ在体外对ＣＩＳ及ＬＰＺ诱导的肾小管细胞的程序性坏死的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰａｅｏｎｔｈｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒ

ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＩＳａｎｄＬＰＺｉｎｖｉｔｒｏ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭＬＫＬｉｎｍＲＴＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
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血清ＣＲＥ、ＢＵＮ水平更高，光镜下肾小管损伤更重。
程序性坏死又称坏死性凋亡，是一种有别于凋亡的

程序性细胞死亡方式，具有坏死和凋亡的共同特征。

当损伤刺激程序性坏死通路 ＲＩＰＫ１时，可激活
ＲＩＰＫ３和ＭＬＫＬ磷酸化，进而引起细胞质膜破裂，导
致细胞死亡。已有研究［１４］报道 ＲＩＰＫ３和 ＭＬＫＬ依
赖性的坏死性凋亡是ＣＩＳ诱导的ＡＫＩ中近端肾小管
细胞死亡的主要机制。本研究细胞模型中 ＬＰＺ＋
ＣＩＳ组的程序性死亡蛋白表达水平更高，这表明了
ＬＰＺ通过程序性坏死加重ＣＩＳ诱导的ＡＫＩ。
　　Ｐａｅ具有抗炎、抗氧化等多种特性，在肾脏疾病
中通过多途径发挥保护作用，如糖尿病肾病中减轻

足细胞损伤［１５］。本研究在成功建立 ＬＰＺ与 ＣＩＳ共
同干预的ＡＫＩ模型后，使用Ｐａｅ预处理，并再次检测

其生化指标、病理及肾小管损伤的标志物的改变。

研究结果表明，Ｐａｅ可以显著减轻 ＬＰＺ与 ＣＩＳ共同
干预的ＡＫＩ模型中的肾小管损伤，并且 Ｐａｅ通过抑
制程序性坏死在体内和体外减轻了ＬＰＺ和ＣＩＳ诱导
的ＡＫＩ。
　　综上所述，研究表明 ＬＰＺ可加重 ＣＩＳ诱导的
ＡＫＩ中的程序性坏死从而引发更为严重的肾脏损
伤。Ｐａｅ通过抑制程序性坏死从而减轻 ＬＰＺ与 ＣＩＳ
共同干预的ＡＫＩ。该研究对Ｐａｅ的临床应用前景进
行了拓展，为ＡＫＩ的防治提供新的方向。
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