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摘要 目的 探究淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠病理损伤

和氧化应激的影响。方法 建立肾缺血再灌注大鼠模型，将
大鼠随机分为 5 组: Control组、RIRI组、RIRI + icariin 25 mg /
kg组、RIRI + icariin 50 mg /kg 组和 RIRI + icariin 100 mg /kg
组进行后续实验。试剂盒检测蛋白尿、血清肌酐、尿素氮水
平; HE染色检测病理损伤程度; ELISA检测外周血和肾组织
中诱导型一氧化氮合酶 ( iNOS) 、白细胞介素-10 ( IL-10 ) 含
量;试剂盒检测超氧化物歧化酶( SOD) 、谷胱甘肽( GSH) 含
量;Western blot检测 Caspase-3、Caspase-9、Bax、Bcl-2、Nrf2、p-
Nrf2、HO-1 蛋白表达水平。结果 与 Control 组比较，RIRI
组大鼠蛋白尿、血清肌酐、尿素氮水平升高( P ＜ 0. 05) ，呈现
明显肾缺血再灌注损伤; cleaved Caspase-3 /Caspase-3、cleaved
Caspase-9 /Caspase-9、Bax /Bcl-2 比值升高( P ＜ 0. 05) ;外周血
和肾组织中 iNOS、IL-10 含量升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; SOD、GSH 含
量降低( P ＜ 0. 05) ; p-Nrf2 /Nrf2 比值和 HO-1 蛋白水平降低
( P ＜ 0. 05) 。与 RIRI组比较，RIRI + icariin 50、100 mg /kg组
大鼠蛋白尿、血清肌酐、尿素氮水平降低( P ＜ 0. 05) ，病理损
伤程度明显改善，cleaved Caspase-3 / Caspase-3、cleaved
Caspase-9 / Caspase-9、Bax /Bcl-2 比值降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，iNOS
含量降低( P ＜ 0. 05) ，IL-10 含量升高( P ＜ 0. 05 ) ，SOD、GSH
含量升高( P ＜ 0. 05 ) p-Nrf2 / Nrf2 比值和 HO-1 蛋白水平升
高( P ＜ 0. 05 ) 。结论 淫羊藿苷通过介导 Nrf2 /HO-1 信号
通路减轻大鼠肾缺血再灌注损伤和氧化应激。
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急性肾损伤( acute kidney injury，AKI) 是全球范
围内急性期死亡和残疾的常见原因之一，给医疗保

健系统带来了重大的疾病负担［1］。肾缺血再灌注
是急性肾损伤的主要原因，通过影响各种细胞因子

的炎症活性和活性氧的产生及细胞凋亡加剧肾脏损

害［2 － 3］。随着肾脏缺血再灌注的重要性越来越明
显，开发新的治疗方法来预防缺血再灌注引起的肾

脏损害非常有必要。
淫羊藿苷是中药淫羊藿的主要活性成分，具有

抗肿瘤、改善心脑血管、促进骨组织功能、提高免疫
等作用［4］。相关研究［5 － 6］表明，淫羊藿苷可通过对

抗氧化应激或抑制诱导型一氧化氮合酶 ( inducible
nitric oxide synthase，iNOS) 酶表达及其下游的炎症
级联反应改善肾脏缺血再灌注损伤。但淫羊藿苷对
肾缺血再灌注损伤的具体作用分子仍尚不清楚。该
文旨在探究淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠病理损伤

和氧化应激的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 60 只 SD 大鼠购自常州卡文斯实
验动物有限公司，雄性，7 周龄，体质量( 210 ± 12) g，
许可证号: SCXK( 苏) 2016 － 0010。置于 12 h /12 h
明暗循环动物设施中常规饲养 7 d。
1． 2 实验药物和主要试剂 淫羊藿苷 ( 110737 －
201516) 购自中国食品药品检定研究院，化学式:
C33H40O15，分子量: 676. 65，纯度≥94. 2%。苏木
精 － 伊红染液 ( D006-1-1 ) 、尿蛋白定量测试盒
( C035-2-1) 、肌酐测定试剂盒( C011-2-1) 、尿素氮测
试盒( C013-2-1 ) 、总超氧化物歧化酶测定试剂盒
( A001-3-2 ) 、谷胱甘肽过氧化物酶测定试剂盒
( A005-1-2) 购自南京建成生物工程研究所; iNOS
ELISA 试剂盒 ( JK-a-1607 ) 、IL-10 ELISA 试剂盒
( JK-a-5026) 购自上海晶抗生物工程有限公司; Anti
Caspase-3 ( ab13847 ) 、cleaved Caspase-3 ( ab2302 ) 、
Caspase-9 ( ab52298 ) 、cleaved Caspase-9 ( ab2324 ) 、
Bax( ab53154 ) 、Bcl-2 ( ab196495 ) 、Nrf2 ( ab31163 ) 、
p-Nrf2 ( ab76026 ) 、HO-1 ( ab13243 ) 、GAPDH
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( ab9485) 购自英国 Abcam公司。
1． 3 动物模型建立与分组 采用随机数字表法将
大鼠随机分为 5 组: Control组、RIRI 组、RIRI + icari-
in 25 mg /kg组、RIRI + icariin 50 mg /kg组和 RIRI +
icariin 100 mg /kg 组，每组 12 只。参照 Zhang et
al［7］方法建立肾缺血再灌注大鼠模型，麻醉所有大
鼠，对所有大鼠进行中线剖腹手术和右肾切除术，暴

露左肾，Control 组不做处理，其余各组用非创伤性
血管钳夹紧左肾动脉，诱导缺血 1 h，松开动脉后，再
灌注 24 h。缝合切口后 RIRI + icariin 25 mg /kg 组、
RIRI + icariin 50 mg /kg 组和 RIRI + icariin 100 mg /
kg组分别灌胃淫羊藿苷 25、50、100 mg /kg［8］，Con-
trol组和 RIRI组灌胃等量生理盐水，每天 1 次，连续
7 d，7 d后处死各组大鼠。
1． 4 肾功能指标 收集各组大鼠尿液、血液，用全
自动生化分析仪检测尿液中蛋白尿含量，用分离后

的血清用全自动生化分析仪检测肌酐酸、尿素氮水
平。
1． 5 HE染色 取各组大鼠肾组织先用 10%甲醛
固定 48 h，然后石蜡包埋制作呈切片，切片 5 mm
厚。然后用苏木精 －伊红染色。在 400 ×荧光显微
镜下观察肾组织损伤情况。
1． 6 ELISA 检测外周血和肾组织中 iNOS、IL-10
含量 按照 iNOS、IL-10 ELISA 试剂盒说明书进行
双抗夹心酶联免疫法检测，在 4 ℃下用 50 mmol /L
的碳酸盐包被缓冲液溶解抗原，100 μl /孔到 96 孔
酶标板，将抗原包被过夜，弃去包被液，用 PBST 洗
涤 3 次，每次 5 min，每孔加 150 μl 1% BSA 封闭 1
h，PBST 洗涤 3 次，加入 100 μl 不同倍比稀释度的
血清，并加入对照样品，37 ℃孵育 2 h，PBST 洗涤 5
次，加入 100 μl稀释后的 HRP标记的二抗，37 ℃孵
育 1 h，PBST洗涤 5 次后显色剂显色 20 min，于 450
nm处酶标仪测定吸光度( optical density，OD) 。
1． 7 氧化应激指标 按照试剂盒说明书，采用酶标
仪测定总超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase，
SOD) 含量，采用可见分光光度计测定谷胱甘肽过氧
化物酶( glutathione，GSH) 含量。SOD 在 450 nm 处
测 OD值，GSH在 412 nm处测 OD值。
1． 8 Western blot 收集各组大鼠肾组织细胞并在
冰上溶解 25 min。用 BCA 试剂盒提取总蛋白并测
定蛋白质含量。提取等量的蛋白质样品，100 ℃变
性 5 min。SDS-PAGE 凝胶电泳法分离并转移至
PVDF膜，在 4 ℃条件下加入相应一抗并孵育过夜，
清洗，然后在 4 ℃下加入辣根过氧化物酶标记的二

抗，孵育 2 h，最后加入发光液，曝光处理。ImageJ软
件统计灰度值。
1． 9 统计学处理 用 SPSS16. 0 软件进行统计学分
析，数据均以珋x ± s表示。两两比较用独立的 t检验，
组间差异采用 One-way ANOVA法分析进行检验，以
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 淫羊藿苷降低肾缺血再灌注大鼠蛋白尿、血清
肌酐、尿素氮水平 通过试剂盒检测各组大鼠蛋白
尿、血清肌酐、尿素氮水平，结果如图 1 所示，与
Control组比较，RIRI组大鼠蛋白尿、血清肌酐、尿素
氮水平升高( t = 1. 571、1. 941、1. 813，P ＜ 0. 05) 。与
RIRI组比较，RIRI + icariin 50、100 mg /kg 组大鼠蛋
白尿、血清肌酐、尿素氮水平降低 ( F = 16. 67、
9. 882、11. 79，P ＜ 0. 05) 。

图 1 淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠蛋白尿、

血清肌酐、尿素氮水平的影响
A: 24 h蛋白尿水平; B:血清肌酐水平; C:尿素氮水平。1: Con-

trol组; 2: RIRI 组; 3: RIRI + icariin 25 mg /kg 组; 4: RIRI + icariin 50

mg /kg组; 5: RIRI + icariin 100 mg /kg组;与 Control比较: * P ＜ 0. 05;

与 RIRI组比较: #P ＜ 0. 05
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图 2 淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠病理损伤程度的影响 HE染色 × 400

A: Control组; B: RIRI组; C: RIRI + icariin 25 mg /kg组; D: RIRI + icariin 50 mg /kg组; E: RIRI + icariin 100 mg /kg组

2． 2 淫羊藿苷改善肾缺血再灌注大鼠病理损伤程
度 通过 HE染色检测各组大鼠肾组织病理损伤结
果。如图 2 所示，Control 组大鼠肾脏组织结构和肾
小球细胞形态均未见异常，RIRI 组和 RIRI + icariin
25 mg /kg 组肾组织病理改变明显，肾小球数量减
少，肾小管水肿、扩张，空泡化，炎性细胞浸润，纤维
化，细胞充血，部分区域可见蛋白管型，表现出明显

的肾组织病理损伤; RIRI + icariin 50、100 mg /kg 组
较 RIRI组病理损伤程度明显改善。
2． 3 淫羊藿苷降低肾缺血再灌注大鼠 cleaved
Caspase-3 /Caspase-3、cleaved Caspase-9 / Caspase-
9、Bax /Bcl-2 比值 Western blot检测各组大鼠肾组
织 Caspase-3、Caspase-9、Bax、Bcl-2 蛋白表达水平结
果如图 3 所示，与 Control 组比较，RIRI 组 cleaved
Caspase-3 /Caspase-3、cleaved Caspase-9 / Caspase-9、
Bax /Bcl-2 比值升高 ( t = 1. 000、1. 091、1. 009，P ＜
0. 05 ) 。与 RIRI 组相比较，RIRI + icariin 50、100
mg /kg 组 cleaved Caspase-3 / Caspase-3、cleaved
Caspase-9 /Caspase-9、Bax /Bcl-2 比 值 降 低 ( F =
124. 5、38. 05、272. 6，P ＜ 0. 05) 。
2． 4 淫羊藿苷降低肾缺血再灌注大鼠外周血和肾
组织中 iNOS 含量，升高 IL-10 含量 通过 ELISA
检测外周血和肾组织中 iNOS、IL-10 含量，结果如图
4 所示，与 Control 组比较，RIRI 组外周血和肾组织
中 iNOS、IL-10 含量升高 ( t = 1. 320、3. 400、1. 288、
3. 667，P ＜ 0. 05 ) 。与 RIRI 组比较，RIRI + icariin
50、100 mg /kg组 iNOS含量降低( F = 11. 50、18. 50，
P ＜ 0. 05 ) ，IL-10 含量升高 ( F = 16. 00、22. 14，P ＜
0. 05) 。
2． 5 淫羊藿苷升高肾缺血再灌注大鼠 SOD、GSH
含量和 Nrf2、p-Nrf2、HO-1 蛋白表达水平 通过试
剂盒检测各组大鼠肾组织 SOD 和血清 GSH 含量结
果，如图 5 所示，与 Control 组比较，RIRI 组 SOD、
GSH含量降低( t = 3. 600、1. 960，P ＜ 0. 05) 。与 RI-
RI组比较，RIRI + icariin 50、100mg /kg组 SOD、GSH

图 3 淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠 Caspase-3、Caspase-9、

Bax、Bcl-2 蛋白表达水平的影响
1: Control组; 2: RIRI组; 3: RIRI + icariin 25 mg /kg组; 4: RIRI +

icariin 50 mg /kg 组; 5: RIRI + icariin 100 mg /kg 组; 与 Control 比较:
* P ＜ 0. 05;与 RIRI组比较: #P ＜ 0. 05

含量升高( F = 4. 425、10. 99，P ＜ 0. 05) ; Western blot
检测各组大鼠 Nrf2、p-Nrf2、HO-1 蛋白表达水平结
果如图 5 所示，与 Control 组比较，RIRI 组 p-Nrf2 /
Nrf2 比值和 HO-1 蛋白水平降低( t = 1. 118、1. 048，
P ＜ 0. 05 ) 。与 RIRI 组比较，RIRI + icariin 50、
100mg /kg组 p-Nrf2 / Nrf2 比值和 HO-1 蛋白水平升
高( F = 22. 62、50. 36，P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

肾缺血再灌注会造成严重的肾损伤，如肾小球
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图 4 淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠外周血和肾组织中 iNOS、

IL-10 含量的影响
A:外周血中 iNOS、IL-10 含量; B:肾组织中 iNOS、IL-10 含量; 1:

Control 组; 2: RIRI 组; 3: RIRI + icariin 25 mg /kg 组; 4: RIRI + icariin

50 mg /kg组; 5: RIRI + icariin 100 mg /kg组;与 Control组比较: * P ＜

0. 05;与 RIRI组比较: #P ＜ 0. 05

滤过率降低，肾小管上皮细胞受损，导致肾小管的重

吸收作用减弱。肾缺血再灌注损伤临床表现为血肌
酐和尿素氮升高，其次肾脏损伤往往伴随着蛋白尿

的产生［9］。本研究表明淫羊藿苷具有降低肾缺血
再灌注大鼠蛋白尿、血清肌酐、尿素氮水平的作用，
提示淫羊藿苷通过改善肾功能改善肾缺血再灌注损

伤。
细胞凋亡是一种由多种基因调控的自主程序性

死亡。细胞凋亡在肾缺血再灌注损伤病理生理过程
中发挥重要作用，抑制细胞凋亡是治疗肾缺血再灌

注损伤重要方式。Caspase 家族成员是哺乳动物细
胞凋亡的主要蛋白酶家族，在细胞接收凋亡信号后，

Caspases凋亡级联被激活，Caspase-9 为凋亡启动因
子，位于凋亡级联反应上游，在其他蛋白参与下发生

自我活化并激活下游凋亡执行因子 Caspase-3，导致
细胞凋亡。Bax 和 Bcl-2 属于 Bcl-2 基因家族成员，
Bcl-2 为凋亡抑制基因，Bax 为促凋亡基因，Bax /Bcl-
2 比值越高，凋亡状况越严重［10］。朱敏杰 等［11］研
究发现葛根素通过降低 Caspase-3 蛋白表达，降低

Bax /Bcl-2 比值抑制肾缺血再灌注大鼠肾脏组织细
胞凋亡、改善肾功能。本文研究显示淫羊藿苷具有

图 5 淫羊藿苷对肾缺血再灌注大鼠 SOD、GSH含量和
Nrf2、p-Nrf2、HO-1 蛋白表达水平的影响

A: SOD 含量; B: GSH 含量; C: Nrf2、p-Nrf2、HO-1 蛋白表达; 1:

Control 组; 2: RIRI 组; 3: RIRI + icariin 25 mg /kg 组; 4: RIRI + icariin

50 mg /kg组; 5: RIRI + icariin 100 mg /kg组;与 Control组比较: * P ＜

0. 05;与 RIRI组比较: #P ＜ 0. 05

降低肾缺血再灌注大鼠 cleaved Caspase-3 /Caspase-
3、cleaved Caspase-9 / Caspase-9、Bax /Bcl-2 比值的作
用。提示淫羊藿苷通过抑制细胞凋亡改善肾功能。
氧化应激和炎症反应是导致肾缺血再灌注损伤

的重要因素，通过施用药物干预炎症因子的释放和

抗氧化应激可有效改善肾缺血再灌注损伤。IL-10
是内源性抗炎因子，研究［12］表明 IL-10 在肾缺血再
灌注损伤中含量降低，导致大量炎症因子的释放。
iNOS通过催生 NO 与氧自由基结合成亚硝酸盐，促
进脂质过氧化、坏死、凋亡和炎症因子的释放，导致
组织损伤加重。SOD 和 GSH 是体内抗氧化作用的
防御系统，当氧自由基大量产生时，SOD 和 GSH 消
耗用以清除自由基，导致体内 SOD 和 GSH 含量降
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低，SOD和 GSH的含量反应几天受氧自由基的损伤
程度［13］。本研究显示淫羊藿苷具有降低肾缺血再
灌注大鼠外周血和肾组织中 iNOS 含量，升高 IL-10
含量，升高肾缺血再灌注大鼠 SOD、GSH 含量的作
用。提示淫羊藿苷通过抑制炎症反应和抗氧化应激
改善肾缺血再灌注损伤。
核因子-E2 相关因子 2 是内源性抗氧化防御的

关键调控因子之一，可以促进多种抗氧化基因转录，

包括血红素氧化酶-1。相关研究表明 Nrf2 /HO-1 信
号通路是改善肾损伤的重要通路［14］。Long et al［15］

研究发现齐墩果酸通过激活 Nrf2 通路，发挥抗氧化
和抗炎作用，从而改善肾缺血再灌注引发的急性肾

损伤。本研究显示淫羊藿苷具有升高 Nrf2、p-Nrf2、
HO-1 蛋白表达水平的作用。提示淫羊藿苷通过介
导 Nrf2 /HO-1 信号通路改善肾缺血再灌注损伤。
综上，淫羊藿苷在肾缺血再灌注损伤中有明显

的抗氧化作用，可抑制炎症因子的释放，抑制细胞凋

亡，改善肾功能，可能是通过激活 Nrf2 /HO-1 信号通
路实现的。本研究为淫羊藿苷临床应用治疗肾缺血
再灌注损伤提供了一定实验依据。
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Icariin mediates Nrf2 /HO-1 signaling pathway to alleviate renal
ischemia reperfusion injury and oxidative stress in rats

Mou Junjie1，2，Feng Jing3，Zhang Wensong2，et al
( 1School of Clinical Medicine，Southwest Medical University，Luzhou 646000;

2Dept of Nephrology，Chengdu Jinniu District Peoples Hospital，Chengdu 610036;
3Dept of Nephrology，Sichuan Academy of Medical Sciences，Sichuan People＇s Hospital，Chengdu 610031)

Abstract Objective To explore the effect of Icariin on pathological injury and oxidative stress in renal ischemia-
reperfusion rats． Methods The rat model of renal ischemia-reperfusion was established and the rats were randomly
divided into 5 groups: Control group，RIRI group，RIRI + icariin 25 mg /kg group，RIRI + icariin 50 mg /kg group
and RIRI + icariin 100 mg /kg group for follow-up experiments． The kit was used to detect the levels of proteinuria，
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Research of ABCB1 C3435T and ABCB1 T2677G gene polymorphism
in patients with dyslipidemia of Xinjiang

Wang Tingting1，Xu Li2，Feng Jie1，et al
( 1 Institute of Clinical Pharmacy of Xinjiang Uygur Autonomous Region;

2Dept of Cardiology，People’s Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region，Urumqi 830001)

Abstract Objective To study the distribution of genotype and allele frequencies of ABCB1 C3435T and ABCB1
T2677G in Uygur，Han and Hui patients with dyslipidemia． Methods The ABCB1 C3435T and ABCB1 T2677G
genotypes were detected by fluorescence in-situ hybridization in 311 Uygur，409 Han and 53 Hui patients with dys-
lipidemia． The genotypes were compared with people of different races and then analyzed the difference in frequen-
cies of genotypes and alleles． Results The difference of ABCB1 C3435T genotype frequency and allele frequency
of Uighur and Han patients with dyslipidemia was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ，and the difference of ABCB1
C3435T allele frequency of Uighur and Hui patients with dyslipidemia was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． The
difference of ABCB1 T2677G genotype frequency in Uyghur and Han patients with dyslipidemia was statistically sig-
nificant ( P ＜ 0. 05) ． Conclution The distribution of ABCB1 gene polymorphism in patients with dyslipidemia in
different ethnicities of Xinjiang is different． Ethnic difference is important factors in studying the mechanism of AB-
CB1 and statin efficacy．
Key words Uygur; Han; Hui; dyslipidemia; ATP-binding cassette transporter B1
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serum creatinine and urea nitrogen． HE staining was used to detect the degree of pathological damage． The contents
of iNOS and IL-10 in peripheral blood and kidney tissues were detected by ELISA． The content of SOD and GSH
was detected by the kit． Western blot was used to detect the expression levels of Caspase-3，Caspase-9，Bax，Bcl-
2，Nrf2，p-Nrf2 and HO-1． Results The results showed that，compared with the Control group，the levels of pro-
teinuria，serum creatinine and urea nitrogen in the RIRI group significantly increased( P ＜ 0. 05) ，presenting sig-
nificant renal ischemia-reperfusion injury，the cleaved Caspase-3 /Caspase-3，cleaved Caspase-9 /Caspase-9，and
Bax /Bcl-2 ratios significantly increased( P ＜ 0. 05) ，and the levels of inducible nitric oxide synthase( iNOS) and
interleukin-10( IL-10) in the peripheral blood and renal tissues significantly increased( P ＜ 0. 05) ． The contents of
superoxide dismutase ( SOD) and glutathione ( GSH) significantly reduced( P ＜ 0. 05 ) ，and the p-Nrf2 /Nrf2 ratio
and HO-1 protein level significantly reduced( P ＜ 0. 05) ． Compared with the RIRI group，the levels of proteinuria，
serum creatinine and urea nitrogen in the RIRI + icariin 50 and 100mg /kg groups significantly reduced( P ＜ 0. 05) ，
and the degree of pathological damage was significantly improved． The ratios of cleaved Caspase-3 /Caspase-3，
cleaved Caspase-9 /Caspase-9 and Bax /Bcl-2 significantly reduced( P ＜ 0. 05) ，the iNOS content significantly re-
duced ( P ＜ 0. 05) ，and the IL-10 content significantly increased( P ＜ 0. 05) ． The contents of SOD and GSH sig-
nificantly increased ( P ＜ 0. 05) ． The p-Nrf2 /Nrf2 ratio and HO-1 protein level significantly increased( P ＜ 0. 05) ．
Conclusion Icariin alleviates renal ischemia reperfusion injury and oxidative stress in rats by mediating Nrf2 /HO-
1 signaling pathway．
Key words renal ischemia reperfusion; icariin; oxidative stress; Nrf2 /HO-1 signaling pathway
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