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摘要 目的 研究芹菜素对肥胖大鼠肾脏代谢状态的影响

以及可能机制。方法 4 周龄雄性 SD 大鼠按随机数字表法

分为对照组和高脂组。高脂组予连续高脂喂养 12 周后，再

随机分为肥胖组、干预组。对照组和肥胖组予 0. 9% 生理盐

水灌胃，干预组予芹菜素 40 mg / ( kg·d) 灌胃处理，4 周后通

过 Western blot、DHE 探针染色和免疫组化检测肾脏组织中

氧化应激、炎症和自噬相关指标。结果 ① 芹菜素干预 4
周后，与肥胖组相比，芹菜素组体重有一定的下降趋势，但是

差异无统计学意义( t = 1. 80，P = 0. 096) 。② DHE 探针染色

检测肥胖大鼠肾脏示 O2 － 较对照组明显增多( t = － 3. 58，P
= 0. 023 ) ，经过 4 周菜素治疗后明显好转 ( t = 2. 79，P =
0. 049) 。③ 肥胖大鼠肾脏 p-P67、p-P65 等表达明显增加，芹

菜素干预后，其蛋白水平较肥胖组( 均 P ＜ 0. 05) 出现显著下

降。④ 经芹菜素治疗后肾脏自噬相关蛋白 LC3BII /LC3BI、
Beclin1 水平明显上升，与肥胖组相比差异有统计学意义( 均

P ＜ 0. 05) 。结论 芹菜素可明显改善肥胖大鼠肾脏内氧化

应激、炎症的代谢紊乱状态，可能与其激活自噬通路有关。
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近年来随着经济的发展和生活方式的改变，肥

胖的发病率逐年增高，已成为研究的热点。肥胖不

仅是 2 型糖尿病及高血压的独立危险因素，亦是慢

性肾脏疾病的独立危险因素，在早期阶段表现为高

滤过、高灌注和肾体积肥大，并可见微量白蛋白尿;

随着病情的进一步发展分别表现为肥胖相关性局灶

节段 性 肾 小 球 硬 化; 最 后 均 发 展 为 终 末 期 肾 衰

竭［1］。要防治肥胖引起的肾损害，应尽量在发病早

期进行干预，延缓或阻断肾损害的进一步进展的通

路。氧化应激是一种机体内的失平衡状态，越来越

多的证据显示，高脂肪的饮食结构、脂肪组织的堆积

可显著加重哺乳动物体内的氧化应激水平，从而对

各组织细胞中的生物大分子造成氧化损伤［2］。在

肥胖、高胰岛素血症、高脂血症等一些病理条件下，

过量的活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 或者减

弱的抗氧化防御均导致机体内氧化应激形成，进而

对损伤全身很多器官［3］。
芹菜素( apigenin) 是一种天然的黄酮类化合物，

具有 低 毒 性 和 无 诱 变 性 等 特 点，近 年 来，大 量 研

究［4 － 5］表明，芹菜素具有多项药理作用和生物学特

性，主要包括抗癌、心脑血管保护作用、抗炎、抗氧

化、抗病毒等作用。肥胖状态下，炎症因子的表达上

调，而芹菜素则可以逆转这种现象，同时使单核细

胞、巨噬细胞和成纤维细胞的 TNF-α 表达下调，并

抑制 NF-κB 的活化［6］。该实验设计拟证实芹菜素

改善肥胖大鼠肾脏中氧化应激、炎症代谢紊乱状态

并进一步探讨其可能的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 动物模型建立及干预方法 4 周龄雄性 SD 大

鼠，由上海斯莱克实验动物中心提供。按随机数字

表法分为对照组和高脂组。对照组予普通饲料( 热

量比: 蛋白质 26%，碳水化合物 64%，脂肪 10% ) ，

高脂组予高脂饲料( 热量比: 蛋白质 14%，碳水化合

物 32%，脂肪 54% ) 喂养。连续高脂喂养 12 周后，

在高脂组筛选出造模成功的肥胖大鼠( 体重较普食

对照组增加 20% 以上) ，按随机数字表法随机分组:

干预组( Apigenin 组，n = 5) 、肥胖组( Obesity 组，n =
5) 。另外，加上对照组( Con 组，n = 5 ) ，共 3 组。分

别予以不同干预: ① 对照组: 0. 9% 生理盐水灌胃，

连续 4 周; ② 肥胖组: 0. 9% 生理盐水灌胃，连续 4
周;③ Apigenin 组: 40 mg / ( kg·d) 芹菜素( 0. 9% 生

理盐水配制) 灌胃，连续 4 周。
1． 2 大鼠组织标本留取 大鼠完成各种干预 48 h
后，空腹 12 h，以水合氯醛腹腔注射处死，留取血清

以及双侧肾脏，立即液氮冷冻后保存于 － 80 ℃冰箱

待测。
1． 3 免疫组化 组织样本经 PBS 缓冲液漂洗后，

4%多聚甲醛溶液固定。经梯度酒精脱水、二甲苯透
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明、石蜡包埋、切片、按免疫组化试剂盒染色、洗脱、
透明、封片后镜检并在 200 倍显微镜视野下照相。
1． 4 Western blot 检测目的蛋白表达 在冰上用

匀浆器将肾脏组织打碎，提取总蛋白，并以 BCA 法

测定蛋白浓度。进行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳 150
min，转至 PVDF 膜。室温下用 7. 5% 脱脂牛奶封闭

1 h，然 后 与 相 应 抗 体 LC3B ( 杭 州 碧 云 天 公 司) ;

SOD2、iNOS( 美国 abcam 公司) ; p-P67、p-P65 ( 美国

Santa Cruz 公司) ; Beclin1、β-actin ( 南京 巴 傲 德 公

司) 。4 ℃孵育过夜; 次日以 TBST 缓冲液洗膜 5 次，

每次间隔 5 ～ 10min，与相应二抗孵育 1 h; 暗室中以

ECL 试剂显影( 美国 Millipore 公司) ，应用 image-pro
plus6. 0 软件分析目的蛋白与内参 β-actin 灰度值后

计算相对值，以相对值进行统计学比较。
1． 5 肾脏组织 DHE 探针染色 新鲜肾脏组织取

出后经 OCT 胶包埋后置于 － 20 ℃冰冻后制作冰冻

切片，切片在室温、避光环境下与 5 μmol /L 二氢乙

啶( DHE) 探针溶液孵育 30 min，孵育完成后，PBS
缓冲液充分漂洗切片、晾干后，在荧光显微镜上以

Zeiss 573 ～ 637 nm 波长滤镜原位观察荧光信号。照

片拍摄完成后，采用 ImageJ ( V1. 48，USA) 软件进

行分析。每一个肾脏样品，从制作切片到最后拍照，

整个过程同步进行。
1． 6 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。灰度分析软件 IPP 6. 0 计量曝光

结果，对所有实验数据采用 Graphpad Prism 5 工具

辅助绘图。

2 结果

2． 1 芹菜素对肥胖大鼠体重的影响 肥胖以及其

伴随而来的全身慢性低度炎症是引起全身代谢异常

的重要原因。本实验高脂喂养 12 周成肥胖模型，再

经过 4 周的芹菜素干预治疗后，相较肥胖组相比，芹

菜素组体重有一定的下降趋势，但是差异无统计学

意义［芹菜素组( 508. 33 ± 34. 30) g，肥胖组( 536. 00
± 40. 65) g，t = 1. 80，P = 0. 096］，见表 1。
2． 2 芹菜素对肥胖大鼠肾脏代谢紊乱状态的影响

细胞清除自由基的能力受损后导致 ＲOS 过量，引

起氧化应激。为研究大鼠肾脏中的 ＲOS 含量，用

O2 － ( ＲOS 的一种) 探针 DHE 对肾脏组织冰冻切片

进行原位染色。结果显示，肥胖组大鼠肾脏荧光信

号明显增强，而芹菜素治疗后的冰冻切片荧光信号

显著减弱( 图 1) 。这一结果表明，持续摄入芹菜素

能够有效地减轻肥胖所导致的肾脏氧化应激。通过

Western blot 检 测 显 示，肥 胖 可 引 起 肾 脏 组 织 中

p67phox、iNOS、p-p65 的蛋白表达显著升高; SOD2
明显下降，经过 4 周的芹菜素治疗之后，均出现不同

程度的逆转( 图 2、表 2 ) 。以上结果均提示芹菜素

可一定程度的改善肥胖引起的大鼠肾脏氧化应激以

及炎症状态。

表 1 芹菜素干预前后各组大鼠的体重变化( 珋x ± s，n = 5)

组别 0 周 4 周

对照 415． 20 ± 10． 03 438． 14 ± 36． 30
肥胖 543． 60 ± 28． 0* 536． 00 ± 40． 65*

干预 540． 00 ± 27． 1* 508． 33 ± 34． 30*

F 值 49． 33 13． 18
P 值 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 1 肾脏组织切片 DHE 染色后荧光强度 × 200

A: 对照组; B: 肥胖组; C: 干预组; D: IPP 6. 0 软件程序用于图

像荧光强度分析，与对照组比较: * P ＜ 0. 05，与肥胖组比较: # P ＜

0. 05

图 2 芹菜素对肥胖大鼠肾脏代谢紊乱状态的影响

2． 3 芹菜素对肥胖大鼠肾脏自噬的影响 作为自

噬过程的标志性分子，与对照组大鼠相比，肥胖组肾

脏 中 LC3Ⅱ /LC3Ⅰ、Beclin1 蛋 白 含 量 并 无 明 显 变
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表 2 各组大鼠肾脏相关蛋白表达比较( 珋x ± s，n = 5)

组别 SOD2 p-P67 iNOS p-P65 Beclin1 LC3Ⅱ /LC3Ⅰ
对照 1． 03 ± 0． 18 0． 96 ± 0． 09 1． 04 ± 0． 16 1． 04 ± 0． 23 1． 27 ± 0． 23 0． 96 ± 0． 17
肥胖 0． 54 ± 0． 16* 2． 06 ± 0． 31* 2． 22 ± 0． 30* 2． 02 ± 0． 35* 1． 29 ± 0． 20 0． 66 ± 0． 04
干预 0． 75 ± 0． 07 1． 33 ± 0． 28* # 1． 17 ± 0． 18* # 1． 37 ± 0． 13* # 3． 05 ± 0． 39* # 1． 49 ± 0． 27* #

F 值 8． 787 8． 49 25． 34 12． 72 38． 93 7． 19
P 值 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05

与对照组相比: * P ＜ 0. 05; 与肥胖组相比: #P ＜ 0. 05

化。芹菜素治疗 28 d 后，两者表达显著上升 ( 图

3D、表 2 ) 。进一步通过免疫组化检测了 LC3 在肾

脏中的表达，结果与 Western blot 的检测结论相一致

( 图 3A、3B、3C) ，即芹菜素可激活肥胖大鼠肾脏中

的自噬通路。

图 3 芹菜素对肥胖大鼠肾脏自噬的影响 × 200

A: 对照组的 LC3 免疫组化结果; B: 肥胖组的 LC3 免疫组化结

果; C: 干预组的 LC3 免疫组化结果; D: Beclin1 和 LC3 蛋白 Western

blot 结果

3 讨论

现代社会久坐不动的生活方式以及高能量食物

不断进入日常饮食中，造成人体能量摄入过多诱发

体重增加，导致肥胖症的发病率不断攀升。肥胖的

迅速流行使其已经成为影响全球人口健康最主要的

疾病之一［7］。流行病学调查显示，肥胖和超重与微

量白蛋白尿显著相关［8］。有研究［9］认为 BMI 和肾

脏病危险因素相关，BMI 增加使未来 20 年患肾脏

病风险增加 20%。美国肾脏早期评估计划( KEEP)

指出，肥胖是多种途径导致慢性肾脏病的疾病状态

并且患者的肾脏损害与肥胖程度相关［10］。
肥胖被认为是一种系统性的亚急性炎症状态，

肥胖机体低水平的内毒素血症、脂肪组织的局部炎

症以及系统性炎症是肥胖相关疾病的共同驱动因

素。大量研究［11］表明肥胖机体涉及抗氧化机制的

损伤。芹菜素在过去的几十年里，其药理作用逐渐

被揭示。众多研究［12］表明，芹菜素可通过抑制炎症

因子释放、改善脂质紊乱、改善氧化应激等进而缓解

各种 疾 病。肥 胖 病 理 条 件 下 机 体 可 产 生 过 量 的

ＲOS，从而引起组织器官损伤，抗氧化防御系统则在

预防该应激损伤中发挥着主要作用。为探究 ＲOS
的增加是否与机体降低的抗氧化能力有关，本研究

检测 了 与 ＲOS 清 除 密 切 相 关 的 重 要 抗 氧 化 酶

SOD2、p-P67 的蛋白表达水平以及肾脏内的炎症状

态指标 iNOS、p-P65。实验结果提示芹菜素能明显

改善肥胖引起的肾脏内氧化应激和炎症的增加，并

且这种保护作用不依赖于降低机体的体重。
细胞自噬是从真核细胞到哺乳动物高度保守的

重要亚细胞事件之一 ，当细胞处于应激情况下自噬

过程可将胞内损伤蛋白或细胞器包裹形成自噬泡，

之后与溶酶体融合降解其中生物大分子 ，进而重新

被细胞利用。Lenoir et al［13］证实肾脏足细胞 Atg5
特异性敲除后，小鼠自噬功能减弱，使得高龄小鼠体

内氧化蛋白蓄积，出现内质网应激和蛋白尿，最终导

致足细胞损伤、丢失及肾小球硬化。Kitada et al［14］

发现 2 型糖尿病模型 Wistar 大鼠肾组织自噬通路

受抑制，近端肾小管细胞出现线粒体损伤。Pallet et
al［15］证实环孢素通过激活肾小管上皮细胞的自噬

活性，在环孢素处理早期自噬激活可起到保护肾小

管上皮细胞的作用，减轻其对肾小管上皮细胞的毒

性作用。在糖尿病肾病模型中，自噬活性较正常组

明显下降，提示自噬可能参与糖尿病肾病的发生发

展［16］。前人的研究结果均提示，自噬在肾脏功能的

保护有一定的作用。近年来，芹菜素对自噬活性的

提升尤其在炎症背景下逐步被人们揭示［17］。在本

研究中，经过 4 周的芹菜素干预治疗肥胖大鼠肾脏

内的自噬关键分子 LC3、Beclin1 的蛋白表达较肥胖

组明显提升，LC3 免疫组化也印证了 Western blot 结

果。综上，芹菜素改善了肥胖导致的大鼠肾脏氧化

应激、炎症增加，这种改善作用可能与激活自噬通路
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有关。
本研究肥胖组自噬活性较对照组差异并无统计

学意义，一方面此批大鼠成模率较低，可能其对肥胖

的耐受性较好，故体内的炎症损伤的强度尚不足以

出现引起自噬抑制; 另一方面实验模拟的是肥胖早

期状态，肥胖组大鼠成模时间短，故体内的炎症持续

时间亦较短，延长肥胖成模时间，自噬通路可能会较

对照组出现显著的变化。
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Apigenin improves oxidative stress damage in obese rats
Huang Bin1，Tao Xiaogen2，Chen Jian2，et al

( 1Dept of Endocrinology，2Dept of Critical Care Medicine，
The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effects of apigenin on renal metabolic status and its possible mechanism in
obese rats． Methods All 4-week-oldmale SD rats were randomly divided into Con group and HFD group． The
HFD group was fed with high-fat diet for 12 weeks，then divided into Apigenin group and Obesity group randomly．
The Apigenin group wastreated with apigenin 40 mg / ( kg·d) for another 4 weeks． The Con and Obesity groups of
rats were received 0. 9% normal saline in the meantime． Western blot and immunohistochemical were used for pro-
tein expression assays． Ｒesults ① After 4 weeks apigenin treatment，the rat weights were decreased compared
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with Obesity group( t = 1. 80，P = 0. 096) ，but the difference was not statistically significant． ② DHE staining was
used to evaluate the O2 － formation in the kidney． In apigenin group，the content of O2 － was decreased distinctly

compared with Obesity( t = 2. 79，P = 0. 049) ． ③ The protein expression of p-P67 and p-p65 were decreased com-
pared with Obesity ( P ＜ 0. 05) after apigenin treatment． ④ LC3BII /LC3BI and Beclin1 protein levels in kidney
were increased significantly compared with the other two groups after apigenin treatment( P ＜ 0. 05) ． Conclusion
Apigenin alleviates the obese rats renal oxidative stress and inflammation state，which may be related to the activa-
tion of autophagy pathway．
Key words apigenin; obesity; autophagy; oxidative stress; inflammation
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NLＲP3 炎症小体在大肠杆菌血流感染免疫反应机制中的作用
朱梦梦，周树生* ，刘 宝

摘要 目的 探讨 Nod 样受体蛋白 3 ( NLＲP3 ) 炎症小体在

大肠杆菌( 大肠埃希菌) 血流感染中的免疫反应机制。方法

对 C57BL /6 小鼠经尾静脉注射大肠杆菌作为感染组，经

尾静脉注射磷酸盐缓冲液( PBS) 作为对照组，感染组分别于

24 h 和 48 h 分别处死小鼠，对照组在实验开始时即处死小

鼠，取各组小鼠的组织标本，分别通过 ELISA 法、实时荧光定

量 PCＲ( ＲT-qPCＲ) 法、Western blot 法、HE 染色等各种方法

检测各项指标的变化。结果 大肠杆菌感染后 24 h 组和 48
h 组小鼠组织 HE 染色可见大量炎症细胞浸润和组织坏死;

在血流感染组中所有组织匀浆及血清中白介素 1β( IL-1β)

及白介素 18( IL-18) 等细胞因子增多; 肝肺组织匀浆中 NL-
ＲP3、含 CＲAD 结构域的凋亡相关斑点样蛋白( ASC) 、半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶 1 ( caspase-1) mＲNA 表达量在感染后

24 h 明显升高，而肾组织匀浆中 NLＲP3、ASC 、caspase-1 mＲ-
NA 在感染后 48 h 明显升高; 肝、肺、肾组织中 NLＲP3 蛋白、
ASC 蛋白在 48 h 组中表达量比在 24 h 组中表达量要明显升

高，而 pro-caspase-1 在肝肾组织中 3 组表达量没有明显区

别，caspase-1 蛋白在肺肾组织中表达量随时间推移表达量上

升。结论 大肠杆菌血流感染与 NLＲP3 炎症小体的激活有

关，并且 NLＲP3 炎症小体的表达水平与感染的严重程度有

关，随着感染的加重，NLＲP3 炎症小体的表达量增加。此项

研究结果可能为大肠杆菌血流感染导致的脓毒症的治疗
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血流感染以高死亡率和高发病率著称［1］。大

肠杆菌是一种常见的和致命的导致血流感染的病原

菌之一，同时也是血流感染中最常见的致病性革兰

氏阴性 杆 菌［2］。研 究［3］ 显 示，Nod 样 受 体 蛋 白 3
［nucleotide-binding domain ( NOD) -like receptor pro-
tein 3，NLＲP3］炎症小体可能与多种人类疾病有关。
迄今为止，NLＲP3 炎症小体是研究最多的炎症小

体，由 NLＲP3、凋亡相关的点状蛋白含 CＲAD 结构

域的 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 ( apoptosis associated
speck-like protein containing a CAＲD，ASC) 、半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶 1( cysteinyl aspartate specific pro-
teinase-1，caspase-1) 组成的蛋白复合物，许多微生物

病原体可能通过其产物如: 毒素、ＲNA、DNA 等激活

NLＲP3 炎 症 小 体，包 括 真 菌、细 菌 和 病 毒 等［4］。
caspase-1 的激活导致专门的白介素 1β( interleukin-
1β，IL-1β ) 和 白 介 素 18 ( interleukin-18，IL-18 ) 分

泌［5］，细胞因子 IL-1β 和 IL-18 可以诱导全身炎症反

应和清除病原微生物。NLＲP3 炎症小体在多系统的

多种炎症反应中起重要作用［6］，但是在单一大肠杆菌

血流感染引起的脓毒症中免疫反应机制尚不清楚，该

实验通过单种革兰氏阴性细菌( 大肠杆菌) 血流感染

建立脓毒症模型，探讨 NLＲP3 炎症小体在免疫反应
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