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摘要 目的 采用夹闭法制造急性肾损伤大鼠动物模型，研

究吴茱萸次碱对大鼠缺血再灌注早期氧化应激损伤的影响

及可能机制。方法 随机将 100 只成年雄性大鼠分为 5 组:

假手术组(Sham 组)、肾缺血再灌注组( IＲI 组)、生理盐水组

(NS 组)、低剂量组(Ｒu-30 组)、高剂量组(Ｒu-60 组)。采用

夹闭法建立大鼠急性肾损伤模型，观察吴茱萸次碱预处理后

大鼠肾功能及肾组织中丙二醛 (MDA)、超氧化物歧化酶

(SOD)及血清中一氧化氮(NO) 的变化情况，探讨其对肾缺

血再灌注早期肾损伤的影响及机制。结果 IＲI 组与 NS 组

较 Sham 组血清中尿素氮(BUN)、肌酐(Cr) 显著升高(P ＜
0. 01)，肾脏组织中 MDA 含量也显著升高(P ＜ 0. 05)，而肾

脏组织 SOD 活性较 Sham 组显著降低(P ＜ 0. 05)。与 IＲI 组

和 NS 组比较，Ｒu-30 组和 Ｒu-60 组中血清 BUN、Cr、NO 含量

和肾脏组织中 MDA 含量显著降低而肾脏 SOD 活性显著升

高(P ＜ 0. 05)。结论 吴茱萸次碱具有抗缺血再灌注损伤

作用，其可能机制是通过抗脂质过氧化、清除自由基、抗细胞

凋亡或阻断 JNK /p38 MAPK 信号通路途径的激活等原因，从

而对肾脏缺血再灌注损伤产生保护作用。
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急性肾损伤发生和进展中，氧化应激损伤起着

重要的作用，通过抑制氧自由基产生及氧化应激反

应可有效减轻缺血再灌注肾损伤。吴茱萸次碱( ru-
taecarpin，Ｒu) 是中药吴茱萸的主要药理活性成分，

研究
［1 － 2］

已证实其具有广泛的生物学活性，对于缺

血再灌注( ischemia reperfusion injury，IＲI) 肾损伤的

作用鲜有报道。该研究通过动物实验探讨吴茱萸次

碱对大鼠急性肾损伤氧化应激的作用和可能机制。

1 材料与方法

1． 1 动物分组及模型制作 100 只 SPF 级成年雄

性 SD 大鼠，体质量(250 ± 10)g，购自安徽医科大学

动物实验中心。随机分为 5 组:① 假手术组(Sham
组):给予大鼠麻醉、置管、打开腹腔，但是不造成肾

缺血;② 肾缺血再灌注组( IＲI 组):给予手术造成

肾缺血再灌注损伤;③ 生理盐水组(NS 组):给予生

理盐水预处理;④ 低剂量组(Ｒu-30 组):低剂量吴

茱萸次碱预处理;⑤ 高剂量组(Ｒu-60 组):高剂量

吴茱萸次碱预处理。吴茱萸次碱在使用前配制，用

生理盐水作为稀释液，并通过过滤器进行过滤，于肾

缺血前 2 h 经尾静脉注射给药或生理盐水进行预处

理。NS 组:手术前生理盐水 10 ml /kg 尾静脉微量

泵滴注或静推;Ｒu-30 组:手术前 30 mg /kg 的吴茱

萸次碱(3 mg /ml)。按 10 ml /kg 尾静脉微量泵滴注

给药;Ｒu-60 组:手术前 60 mg /kg 的吴茱萸次碱按

10 ml /kg 尾静脉微量泵滴注给药。用 4% 氯胺酮

50 mg /kg 腹腔注射，麻醉达成后，动物仰卧于恒温

手术台。手术中根据麻醉深度的需要可追加首剂量

的 20% ～25%。行尾静脉置管，接微量泵持续输注

生理盐水或静推生理盐水或不同量的吴茱萸次碱进

行预处理。注药或生理盐水 2 h 后，于大鼠腹部作

正中切口打开腹腔，暴露并游离出肾脏，注意保护好

输尿管免受损伤。采用无创动脉夹夹闭双侧肾的肾

蒂，形成双侧肾缺血的状态，此时可用肉眼观察到肾

脏的颜色由血红色快速转变为苍白色，这一结果说

明肾缺血模型造模成功。然后缝合切口封闭腹腔。
45 min 后，再次于原处打开大鼠腹腔，小心处理使双

侧肾蒂暴露出来，打开动脉夹，恢复肾脏血流的再灌

注，此时可用肉眼观察到肾脏的颜色由苍白色快速

转变回血红色，说明缺血后再灌注成功。假手术组

在大鼠麻醉以及尾静脉置管后不夹闭双侧肾蒂，其

他处理与动物模型组和给药组相同。手术后关闭腹

腔让其自然苏醒，分笼饲养。
1． 2 标本采集 于术后 24 h 后采取同样麻醉方法

在麻醉下经颈椎脱臼处死全部受试大鼠。在处死大

鼠前每只大鼠取血 3 ml，均为尾静脉采血，3 000 r /
min 离心 10 min 后取血清放入 － 70 ℃ 低温冰箱中

保存待测。处死大鼠后取两肾脏储存，备用。测定

肾组织中丙二醛(malondialdehyde，MDA)、超氧化物
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表 1 吴茱萸次碱对肾缺血再灌注损伤大鼠各指标的影响(n = 20，珋x ± s)

项目 Sham 组 IＲI 组 NS 组 Ｒu-30 组 Ｒu-60 组

NO(mol /L) 9． 64 ± 3． 35 37． 65 ± 3． 20* 35． 46 ± 3． 84* 26． 75 ± 2． 86* # 21． 65 ± 3． 17* #

Cr (mmol /L) 37． 82 ± 2． 63 115． 71 ± 4． 60＊＊ 109． 84 ± 3． 72＊＊ 77． 49 ± 3． 52* # 66． 72 ± 2． 14* #

BUN(μmol /L) 7． 94 ± 0． 62 36． 82 ± 1． 46＊＊ 35． 24 ± 0． 92＊＊ 11． 47 ± 1． 18* # 8． 80 ± 1． 35* #

与 Sham 组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01;与 IＲI 组比较:#P ＜ 0. 05;与 NS 组比较:P ＜ 0. 05

歧化酶(superoxide dismutase，SOD)及血清中一氧化

氮(nitric oxide，NO)、肌酐( creatinine，Cr)、尿素氮

(blood urea nitrogen，BUN)水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

实验数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差分

析，Leven 检验方差齐性，P ＜ 0. 05 时，组间比较采用

Dunnett＇s T3 法;反之采用 SNK 法，以 P ＜ 0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组受试大鼠肾组织匀浆中 MDA 和 SOD 含

量检测 肾缺血再灌注损伤时，肾组织中 MDA 含

量增加，与肾功能的改变相一致，同时，肾组织中

SOD 活力下降，下降的程度与肾功能恶化的程度也

相一致(P ＜ 0. 05)。吴茱萸次碱处理后上述指标显

著改善(P ＜ 0. 05)。见图 1。
2． 2 受试大鼠血清中各指标的检测 与Sham组

图 1 各组肾组织匀浆 MDA、SOD 含量

A:MDA;B:SOD;与 Sham 组比较:* P ＜ 0. 05

比较，IＲI 组和 NS 组 SD 大鼠的血 BUN、Cr 量显著

提高(P ＜ 0. 01)，提示肾功能严重受损。用 30 mg /
kg 和 60 mg /kg 吴茱萸次碱处理后的大鼠其血浆中

BUN、Cr 的水平与 IＲI 组和 NS 组相比明显降低(P
＜ 0. 05)，并呈剂量 依 赖 性。与 Sham 组 比 较，IＲI

组、NS 组受试大鼠血清的 NO 的量显著升高，而用

吴茱萸次碱处理后，受试大鼠在肾缺血再灌注的过

程中血清中 NO 量明显降低，且呈剂量依赖性，具有

统计学意义(P ＜ 0. 05)。见表 1。

3 讨论

肾缺血再灌注损伤的发生机制尚未完全阐明，

是由多因素、多途径、多方面所介导的一个动态发展

过程。其中氧化应激在急性肾损伤病程进展中具有

重要地位。减轻氧化应激反应是治疗急性肾损伤的

重要手段，中药吴茱萸次碱是一种天然生物碱，属于

喹唑啉咔啉类，是吴茱萸的主要成分之一，基础研究

及临床上均显示良好的抗炎和免疫调节作用
［3］。

研究
［4 － 5］

显示其具有广泛的药理学活性，包括抑制

炎症介质、免疫调节、抑制氧自由基释放，抑制黏附

分子的表达等。本研究通过建立大鼠急性肾损伤模

型，从氧化应激反应与肾功能改变方面探讨吴茱萸

次碱对急性缺血再灌注肾损伤的作用及机制。
本研究中，肾脏在缺血再灌注后，吴茱萸次碱各

浓度组、IＲI 组与 Sham 组比较，血清 BUN、Cr 含量均

升高，说明缺血再灌注过程中大鼠肾组织结构和功

能严重受损。吴茱萸次碱各浓度组血清中 BUN、Cr
的含量显著降低，说明吴茱萸次碱预处理能够保护

肾组织结构和功能，并且结果显示随着剂量的升高

呈明显的缓解现象。氧自由基的大量形成以及脂质

过氧化的过量增加是在肾缺血再灌注过程中导致肾

细胞损伤的主要原因之一。氧自由基对所有的生物

分子具有氧化损伤作用，尤其是脂质过氧化损伤细

胞最为严重。MDA 是脂质过氧化物反应的最终代

谢产物。脂质过氧化在肾缺血再灌注时活跃，SOD
活性降低，MDA 生成量增高，则 SOD 活力的高低间

接反映了机体消除氧自由基的能力，MDA 含量的高

低间接 反 映 了 机 体 细 胞 受 自 由 基 攻 击 的 严 重 程
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度
［6 － 11］。本研究结果说明在吴茱萸次碱的干预下，

肾缺血再灌注的过程中肾组织的氧自由基的生成明

显减少，吴茱萸次碱能抑制由此激发的脂质过氧化

反应，增加氧自由基的清除作用，从而减少氧自由基

生成，减轻缺血再灌注后的肾脏损伤，因此，抗氧化

应激反应可能是吴茱萸次碱对肾缺血再灌注损伤保

护作用的可能机制之一。
NO 是一个多功能调节因子，同时又是一个自

由基，在正常生理条件下，NO 的直接作用则是对脏

器的保护作用，病理情况下其间接作用则是其毒性

作用
［12 － 14］。在肾缺血再灌注损伤的过程中，一氧化

氮合成酶(nitric oxide synthetase，NOS)被激活，使得

iNOS 的表达上调，肾脏组织中产生大量的 NO 从而

对肾脏形成直接的或间接的损伤。研究
［15 － 19］

表明，

在肾缺血再灌注损伤的过程中，NO 是介导肾小球

损伤的主要因素之一。本研究结果中吴茱萸次碱预

处理大鼠血清 NO 含量减低，并呈剂量依赖性关系，

说明吴茱萸次碱对肾缺血再灌注损伤的保护机制可

能是抑制 NOS、减少 NO 的生成而发挥作用的。
本实验提示茱萸次碱对肾缺血再灌注损伤具有

保护作用，抑制 NOS、减少 NO 的生成及抗氧化作用

可能是其潜在机制。
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Effects and mechanism of erigeronine on oxidative stress
in rats with acute renal injury
Wang Chunhua1，Yu Baiyuan2，Yu Youxin1，et al

( 1Dept of Burns，2Dept of Ophthalmology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of Ｒu on oxidative stress and the underlying mechanisms in rat
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models of renal isehemia reperfusion injury ( IＲI) ． Methods Ｒats were anesthetized with chloral hydrate (100
mg /kg) intraperitoneally，and then randomly divided into 5 groups (n = 20 in each group) as follows: the Sham
group，IＲI group，Ｒu-30 group，and Ｒu-60 group． Blood and kidney samples were obtained for analysis after 48 h
of reperfusion． Ｒesults The levels of blood BUN and Cr levels increased significantly，while the renal functions
impaired severely in the IＲI and NS groups，comparing with the Sham group(P ＜ 0. 01) ． In addition，treating with
30 mg /kg and 60 mg /kg Ｒu evidently decreased renal MDA，serum BUN，Cr and NO levels，but increased renal
SOD level，comparing with the IＲI and NS groups(P ＜ 0. 05) ． Conclusion This study confirms that rutaecarpin
exerts extensive anti － oxidative effects in IＲI rat models． The mechanisms could be related to various physiopatho-
logical links of IＲI． Ｒu may resist lipid peroxidation，and eliminate free radicals to alleviate renal ischemia reperfu-
sion － induced apoptosis and oxidative stress injury． Therefore，these findings demonstrate that rutaecarpin may be
used as a compound to prevent or treat renal IＲI．
Key words rutaecarpin;renal ischemia reperfusion injury;protective effects

网络出版时间: 2018 － 6 － 22 17: 51 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20180621． 1453． 009． html

弗氏佐剂诱导大鼠腹腔巨噬细胞分泌 IL-10 降低的机制研究

宋 阳
1，2，3，李 俊

1，3，解 丹
1，3，周德喜

1，3，林 珍
1，3

摘要 目的 探讨弗氏佐剂诱导大鼠腹腔巨噬细胞(PMФ)

分泌白介素-10( IL-10) 降低的可能机制。方法 大鼠关节

炎模型由完全弗氏佐剂(CFA) 诱导;取大鼠 PMФ 用 5-氮杂

胞苷(5-azaC) 处理;运用 ＲT-PCＲ 法检测 IL-10 表达情况;

ELISA 法分析大鼠 PMФ 上清液中 IL-10 分泌量变化情况;甲

基化特异性 PCＲ(MSP)实验分析大鼠 PMФ 中 IL-10 启动子

区甲基化情况;用 ＲT － PCＲ 法 和 Western blot 法分析大鼠

PMФ 中 DNMT1 的基因和蛋白表达变化情况。结果 FCA
作用大鼠关节，结果显示第 28 天肿胀度显著增加，达高峰;

PMФ 分泌 IL-10 减少;应用 5-azaC 可促进 IL-10 增加;MSP
结果显示关节炎大鼠(AA) 大鼠 PMФ 中 IL-10 启动子区域

发生甲 基 化; 进 一 步 显 示 关 节 炎 大 鼠 中 甲 基 转 移 酶 1
(DNMT1)的基因与蛋白表达明显增加，5- azaC 可降低其表

达。结论 在佐剂性关节炎病程中，IL-10 基因 CpG 岛发生

甲基化，DNMT1 可能促进 AA 大鼠 PMФ 中 IL-10 发生甲基

化分泌减少。
关键词 佐剂性关节炎;腹腔巨噬细胞;白细胞介素-10;

DNA 甲基化;甲基转移酶 1
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA)其主要

病理特征是关节滑膜的慢性、进行性、侵袭性炎症，

促使血管翳的形成以及软骨与骨组织的破坏，致关

节病变，是人类致残的主要原因之一。作为炎症相

关性疾病，ＲA 发病机制还未完全阐明，研究
［1］

报道

ＲA 发病过程中，炎性细胞包括腹腔巨噬细胞(peri-
toneal macrophages，PMΦ)的激活，引起细胞因子分

泌不平衡，如白细胞介素-1( interleukin-1)、IL-6、肿
瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α)明显

增多，IL-10 显著减少，是 ＲA 形成的主要机制之一。
Xie et al ［2］

研究报道，IL-10 可抑制单核巨噬细胞的

激活、相关炎症因子的合成、分泌，减轻全身及关节

局部炎症反应。但在 ＲA 发病过程中 IL-10 分泌减

少机制尚不清楚。Karouzakis et al ［3］
研究 ＲA 患者

的滑膜细胞发现，基因启动子甲基化异常参与了

ＲA 的病程。Cifuentes-Zuniga et al ［4］
研究发现，巨

噬细胞中 IL-10 的表达变化可能与 DNMT 密切相

关。上述研究提示，DNMT 促进 IL-10 甲基化沉默，

可能是 ＲA 发病机制之一。该实验以完全弗氏佐剂

(complete Freund adjuvant，CFA) 诱导大鼠 PMΦ 为

研究对象，探讨 IL-10 表达降低的可能机制，为 ＲA
防治提供思路。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 Sprague Dawley (SD)大鼠，安徽医
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