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摘要 目的 观察白藜芦醇( ＲES) 对大鼠肾脏缺血 －再灌
注( I /Ｒ) 保护作用并初步探讨其相关机制。方法 SD 大鼠
随机分为 4 组: 空白对照组、I /Ｒ 模型组、白藜芦醇( ＲES) 处
理组、ＲES + IＲ模型组; 检测各组大鼠血清肌酐( Cr) 、尿素氮
( BUN) 及肾脏病理学改变，使用超氧化物歧化酶( SOD) 活
力、丙二醛( MDA) 和谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-PX) 试剂盒
检测肾脏组织 SOD、MDA、GSH-PX产生;Western blot法检测
肾脏组织 p-AKT蛋白水平。结果 与空白对照组相比，I /Ｒ

模型组 Cr、BUN含量均有升高，与 I /Ｒ模型组相比，ＲES + I /
Ｒ模型组 Cr、BUN含量均有明显下降; 病理学检测显示 ＲES
+ I /Ｒ模型组肾脏损伤较 I /Ｒ模型组明显减轻，肾小球结构
基本正常，细胞间质有少量炎性细胞浸润，基底膜稍有增厚;

与空白对照组相比，I /Ｒ 模型组 SOD、MDA、GSH-PX 含量均
有升高，与 I /Ｒ模型组相比，ＲES + I /Ｒ模型组 SOD、GSH-PX

含量均有明显下降; Western blot检测显示，与空白对照组相
比，I /Ｒ模型组 p-AKT表达水平有所降低，但 ＲES 可提高 p-
AKT表达水平，差异有统计学意义。结论 ＲES通过氧化应
激保护 I /Ｒ肾脏损伤，其作用机制可能与 PI3K /AKT 信号通
路活化有关。
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白藜芦醇( resveratol，ＲES) 是植物体内一种天
然的二苯乙烯类多环基酚化物质，化学名为 3，4，5-
三羟基酚，研究［1 － 2］表明，ＲES可对肿瘤、缺血、动脉
粥样硬化等多种疾病具有良好的治疗作用。其保护
及治疗机制可能由于 ＲES 是一种抗自由基抗氧化
剂，但其具体的作用机制尚不清楚［3］。肾脏缺血 －
再灌注( ischemia-reperfusion，I /Ｒ) 损伤是临床上导
致缺血性急性肾衰竭的主要原因之一，病死率高，且

存活的患者也会伴有不同程度的慢性肾功能损

害［4］。脂质过氧化是 I /Ｒ 导致肾脏组织损伤的重
要机制，因此寻找积极有效的脂质过氧化治疗药物，

保护肾脏细胞免受过度氧化应激的损伤，对保护 I /
Ｒ过程产生的肾脏损害具有重要意义［5］。该研究观
察 ＲES 治疗后肾脏 I /Ｒ 的保护作用及其可能的分
子生物学机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康雄性 SD大鼠 40 只，250 ～ 300
g，SPF级，购自安徽省实验动物中心。
1． 2 主要试剂与仪器 ＲES、戊巴比妥钠 ( 中国医
药上海化学试剂公司) ; 超氧化物歧化酶( superoxide
dismutase，SOD ) 活力、丙二醛 ( malondialdehyde，
MDA) 和谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione peroxi-
dase，GSH-PX) 试剂盒( 南京建成生物工程研究所) ;
兔抗大鼠 p-AKT 抗体( 美国 CST 公司) 。Universal
320 /320Ｒ型低温高速离心机( 德国 Hettich 公司) ;
μQuant酶标仪( 美国 Bio-Tek 公司) ; AUW 220D 电
子分析天平( 日本岛津公司) 。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 实验动物分组 将 SD 大鼠适应性饲养 1
周后，随机分为空白对照组( 10 只) 、I /Ｒ 模型组( 10
只) 、ＲES 预处理组( 10 只) 、ＲES + I /Ｒ 模型组( 10
只) 。
1． 3． 2 大鼠 I /Ｒ 模型制备 模型组动物以 2%戊
巴比妥纳( 0. 25 ml /100 g) 腹腔注射麻醉，腹部正中
切口暴露腹腔，小心分离双侧肾蒂，以无创动脉夹关

闭左侧肾动脉 1 h，然后开放动脉血流，同时切除右
侧肾脏。开放血流后肾脏由暗红变为鲜红，表明再
灌注成功，缝合腹腔。并于缺血 24 h 处死动物，股
动脉取血，留取肾脏标本［6 － 7］。ＲES 治疗组于建模
前 1 h腹腔注射 ＲES( 3 mg /kg) 进行预处理［8］; 空白
对照组不做任何处理; ＲES 预处理组与 ＲES 治疗组
处理相同，但不建立 I /Ｒ模型。于造模 24 h 后麻醉
处死各组大鼠。
1． 4 病理学检测及评分 各组大鼠处死后，取左侧
肾脏组织，将少量组织固定于 10%甲醛中，固定 48
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h后制作蜡块，制成 5 μm 切片，采用苏木精 －伊红
( HE) 染色法观察小鼠肾脏的病理变化。病理评分
方法参照文献［9］，镜下随机选择 10 个视野，观察肾
小管上皮细胞肿胀、空泡形成和脱化等，评分等级分
为 0 ～ 5 分，分别为: 0 分( 无) ; 1 分( ≤10% ) ; 2 分
( 11% ～ 25% ) ; 3 分( 26% ～ 45% ) ; 4 分( 46% ～
75% ) ; 5 分( ≥76% ) 。
1． 5 肾功能及脏器系数检测 各实验组大鼠处死
后，腹主动脉取血，4 000 r /min 离心 10 min，离心半
径为 87 mm，取血清，脲酶法检测肌酐( creatinine，
Cr) 和尿素氮( blood urea nitrogen，BUN) 水平。各实
验组大鼠处死后，取血后颈椎脱臼处死动物，迅速摘

取左侧肾脏，冷生理盐水冲洗后用滤纸吸干，称重，

计算脏器系数。计算方法: 脏器系数( % ) =脏器重
量 /体重 × 100%。
1． 6 生化指标测定 大鼠再灌注 24 h 后将大鼠处
死，取部分肾脏组织制备匀浆，分别按照试剂盒操作

方法测定肾脏组织 SOD、MDA、GSH-PX含量。
1． 7 Western blot 法测定 p-Akt 蛋白表达 称取
冻存肾脏样品 0. 1 mg，冰浴，加入 500 μl 组织裂解
液，冰浴匀浆，4 ℃、12 000 r / min离心 10 min，收集
上清液 50 ml，应用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白
定量，加入 4 × Loading buffer与上清液混匀变性 10
min，每个样品的总蛋白为 20 μg 上样，进行 SDS-
PAGE 凝胶电泳( 浓缩胶为 5%，分离胶为 12. 5% ) ，
后转至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，一抗封闭 4
℃过夜，PBST ( PBS +吐温-20 ) ，洗膜 3 次，每次 10
min; 二抗( 1 ∶ 20 000 ) 室温孵育 12 h ( 羊抗兔) ，
PBST漂洗后，用 ECL 增强化学发光法检测蛋白表
达，使用 IPP 6． 0 软件进行灰度值分析。
1． 8 统计学处理 用 SPSS 11． 0 统计软件 ANOVA
法进行显著性检验，实验数据均用 珋x ± s 表示，组间
比较采用最小显著性差数法( LSD法) 。

2 结果

2． 1 肾功能及脏器系数检测结果 空白对照组与
ＲES预处理组相比差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ，
与空白对照组相比，I /Ｒ 模型组 Cr、BUN 含量及脏

器系数均有升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，与
IＲ模型组相比，ＲES + IＲ 模型组 Cr、BUN 含量及脏
器系数均有明显下降，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见表 1。
2． 2 病理学检测结果 各组大鼠肾脏组织病理图
片见图 1，空白对照组与 ＲES 预处理组可见清晰的
肾小球结构，基底膜未见明显增厚和融解，无粘连变

性现象，细胞间质未见炎性细胞浸润，I /Ｒ 模型组大
鼠肾脏均出现不同程度的损伤现象，镜下可见肾皮

质内肾小囊消失，肾小管上皮细胞空泡样变性改变，

细胞间质出现大量的炎性细胞浸润和球旁器增生等

病理改变，ＲES + IＲ 模型组肾脏损伤较 I /Ｒ 模型组
明显减轻，肾小球结构基本正常，细胞间质有少量炎

性细胞浸润，基底膜稍有增厚。
2． 3 各组大鼠肾脏 SOD、MDA 及 GSH-PX 含量
空白对照组与 ＲES预处理组相比，各指标无明显
差异( P ＞ 0. 05 ) ，与空白对照组相比，I /Ｒ 模型组
SOD、MDA、GSH-PX 含量均有升高，差异有统计学
意义( P ＜ 0. 05) ，与 IＲ模型组相比，ＲES + I /Ｒ模型
组 SOD、GSH-PX含量均明显下降，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05) 。见表 2。
2． 4 各组大鼠肾脏组织 p-AKT蛋白表达情况 与
空白对照组相比，I /Ｒ 模型组 p-AKT 表达水平有所
降低，但 ＲES提高 p-AKT 表达水平，差异有统计学
意义( F = 1 863. 872，P ＜ 0. 05) 。见图 2。

3 讨论

ＲES 是一种天然的蒽醌萜类化合物，是近年来
研究较多的一种植物抗毒素，可从虎杖等根茎中提

取，具有较强的抗肿瘤、抗炎、调节免疫及保护心血
管等作用，其作用机制涉及抑制脂质过氧化、抑制血
小板聚集合组织因子的表达、促进血管舒张等［10］。
肾脏 I /Ｒ 在临床疾病及治疗中有时难以避免，

如肾动脉手术、肾移植、心跳骤停、高血压和休克等。
I /Ｒ引起的肾脏损伤最主要的是发生在缺血后再灌
注阶段。其机制可能是再灌注过程中产生的活性氧
自由基产物诱导氧化应激炎性损伤和脏器功能障

碍［11］。抗氧化治疗已被证实对肾脏 I / Ｒ损伤具有

表 1 各组大鼠肾脏功能及脏器系数检测结果( 珋x ± s，n = 10)

项目 空白对照组 I /Ｒ模型组 ＲES预处理组 ＲES + IＲ模型组 F值
Cr( μmol /L) 93． 20 ± 13． 74 252． 50 ± 31． 88* # 98． 39 ± 12． 45 116． 33 ± 18． 32* 81． 096
BUN( mmol /L) 8． 86 ± 0． 75 11． 55 ± 1． 76* # 8． 48 ± 0． 85 9． 58 ± 0． 91 2． 461
脏器系数 ( % ) 0． 74 ± 0． 08 0． 99 ± 0． 12* # 0． 80 ± 0． 11 0． 82 ± 0． 05* 11． 613

与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与 ＲES + IＲ模型组比较: #P ＜ 0. 05
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表 2 各组大鼠肾脏 SOD、MDA及 GSH-PX含量比较( 珋x ± s，n = 10)

项目 空白对照组 I /Ｒ模型组 ＲES预处理组 ＲES + IＲ模型组 F值
SOD ( mg /g) 84． 68 ± 5． 78 61． 06 ± 89． 02* # 86． 34 ± 4． 49 71． 74 ± 5． 86a* 17． 352
MDA( U /mg) 1． 86 ± 0． 13 2． 52 ± 0． 25* # 1． 95 ± 0． 16 2． 11 ± 0． 35 9． 874
GSH-PX ( mmol /g) 6． 35 ± 0． 50 3． 32 ± 0． 64* # 7． 16 ± 0． 19 5． 07 ± 0． 32* 69． 004

与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与 ＲES + IＲ模型组比较: #P ＜ 0． 05

图 1 各组大鼠肾组织缺血 －再灌注 24 h病理学结果 HE ×200

A: 空白对照组; B1、B2: IＲ 模型组; C: ＲES 预处理组; D1、D2:

ＲES + IＲ模型组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与 ＲES + IＲ 模型

组比较: #P ＜ 0. 05

保护作用，机体发生氧化应激时，体内的抗氧化能力

减弱，具有清除活性氧 ( reactive oxygen species，
ＲOS) 的抗氧化酶如 SOD、GSH-PX，从而导致 ＲOS
的过度积聚［12］。SOD 是体内唯一能够直接清除氧
自由基的酶，对肾组织抵御自由基的损伤发挥着重

要作用，同时 GSH-PX 的降低提示组织氧化应激的
过度激活和抗氧化能力下降。体内大量的 ＲOS 能
攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，引发其脂质过氧

化，从而形成大量的脂质过氧化产物，如MDA等。研

图 2 各组鼠肾脏 P-AKT蛋白表达
A: 空白对照组; B: I /Ｒ模型组; C: ＲES预处理组; D: ＲES + IＲ模

型组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 ＲES + IＲ模型组比较: #P ＜
0． 05

究［13］显示 MDA能直接反映体内氧化应激水平，并
可反映组织细胞氧化损伤的程度。本研究显示，使
用 ＲES 治疗肾脏 I /Ｒ 后，大鼠肾脏组织 SOD 和
GSH-PX含量相对增多，MDA 生产明显降低，表明
ＲES具有较好地清除细胞内氧化毒性物质的能力，
且具有促进 SOD产生的作用。

PI3K /AKT是一条经典的存活信号通路，在细
胞凋亡和肿瘤发生中发挥着重要作用。PI3K 可以
使其下游分子 Akt 磷酸化。研究［14］显示 ＲES 可以
通过降低受氧化应激刺激的 HUVEC 细胞内 ＲOS、
MDA产生、提高 SOD生成、促进 Nrf2 蛋白表达来发
挥氧化应激能力，且这一作用的机制可能与活化

PI3K /AKT通路有关; 同时，PI3K /AKT 信号通路及
氧化应激在大鼠脑 I /Ｒ 损伤中发挥重要作用［15］。
本研究显示 ＲES能够减轻 I /Ｒ过程中的肾脏损伤，
同时 ＲES可提高 p-AKT水平。
综上所述，推测 ＲES 可保护 I /Ｒ 肾脏损伤，主

要是由于其 SOD和 GSH-PX含量相对增多，MDA产
生明显降低来发挥其抗氧化应激能力，且这一作用

机制可能与 PI3K /AKT活化有关。
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Ｒesveratol protects on renal ischemical-reperfusion injury in rats
Song Xianbing1，Zhang Bao2，Huang Yanping1，et al

( 1Dept of Human Anatomy and Histology and Embryology，Anhui Medical College，Hefei 230601;
2Dept of Clinical Nutrition，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the protective effects of resveratrol( ＲES) on renal ischemia-reperfusion ( I /
Ｒ) injury and explore its possible mechanisms in rats． Methods The SD rats were randomly divided into four
groups: blank control group，I /Ｒ model group，ＲES pretreatment group and ＲES + IＲ model group． We detected
the contents of serum creatinine ( Cr) ，blood urea nitrogen ( BUN) and renal pathology in rat serum． Superoxide
dismutase ( SOD) activity stress，malondialdehyde ( MDA) and glutathione peroxidase ( GSH-PX) kit were used to
detect renal SOD，MDA，GSH-PX contents． We detected the level of p-AKT protein in renal tissue by western
blot． Ｒesults Compared to the blank control group，the contents of Cr and BUN were increased in I /Ｒ model
group． But compared to the I /Ｒ model group，the contents of Cr and BUN were decreased significantly in ＲES + I /
Ｒ model group． Pathology detection found that kidney damage reduced significantly in ＲES + I /Ｒ model group com-
pared with I /Ｒ model group，such as glomerular structure presenting basically normal，stromal cells presenting a
few infiltration and basement membrane slightly thickened． Compared to the blank control group，SOD，MDA，
GSH-PX contents were increased in I /Ｒ model group． But compared to I /Ｒ model group，SOD，MDA，GSH-PX
were decreased significantly in ＲES + I /Ｒ model group． Compared to the blank control group，the expression of p-
AKT was decreased in I /Ｒ model group，and we also found that resveratrol could increase the level of AKT phos-
phorylation，the difference was statistically significant． Conclusion Ｒesveratrol protects I /Ｒ renal injury via oxi-
dative stress，and the mechanism may be related with the activation of PI3K /AKT signal pathway．
Key words resveratol; ischemia reperfusion; oxidative stress; AKT
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