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摘要　目的　探究花姜酮（ＺＥＲ）是否具有预防顺铂（Ｃｉｓ）诱导的急性肾损伤（ＣｉｓＡＫＩ）的作用。方法　ＭＴＴ法检测不同浓度
的ＺＥＲ对ＣｉｓＡＫＩ的细胞活力影响；分为对照组、单独给药组、模型组、剂量组，建立 ＣｉｓＡＫＩ小鼠体内和体外模型，采用蛋白
免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）以及免疫荧光实验检测肾损伤标志物１（ＫＩＭ１）、磷酸化的ＮＦκＢｐ６５（Ｐｐ６５）、Ｃｌｅａｖｅｄ半胱氨酸蛋白
酶３（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｅｐａｓｅ３）、受体相互作用蛋白激酶１（ＲＩＰＫ１）、ＲＩＰＫ３、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的表达变化，实时荧光定量ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）检测ＫＩＭ１、ＴＮＦα、白细胞介素６（ＩＬ６）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）的 ｍＲＮＡ的表达情况，过碘酸 －希夫
（ＰＡＳ）染色确认ＺＥＲ对ＣｉｓＡＫＩ的治疗作用；ＲＮＡｓｅｑ和细胞热转移（ＣＥＴＳＡ）探究可能的靶向蛋白。结果　ＭＴＴ结果显示
ＺＥＲ可以减轻 ＣｉｓＡＫＩ的细胞活力；体内和体外研究表明，与模型组相比，使用 ＺＥＲ处理后，剂量组 ＫＩＭ１、Ｐｐ６５、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｅｐａｓｅｄ３、ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３、ＴＮＦα表达显著下降，ＫＩＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ、ＭＣＰ１的ｍＲＮＡ表达下降。ＰＡＳ染色说明ＺＥＲ对
ＣｉｓＡＫＩ具有治疗作用。ＲＮＡｓｅｑ和ＣＥＴＳＡ分析表明，ＺＥＲ可能通过靶向ＰＩＭ１蛋白来预防和治疗ＣｉｓＡＫＩ。结论　ＺＥＲ可能
通过调节ＰＩＭ１蛋白来缓解ＣｉｓＡＫＩ以及改善炎症反应和坏死性凋亡，ＺＥＲ有望作为预防和治疗ＣｉｓＡＫＩ的潜在药物。
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　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是一种
常见的临床综合征［１］，定义为肾小球滤过率突然下

降，在全球发病率与病死率均较高。顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，
Ｃｉｓ）是一种无机铂类药物，可用于治疗多种癌症，如
肺癌、卵巢癌、睾丸癌等［２］。然而Ｃｉｓ会引起不同程
度的肾损伤，导致肾毒性等副作用［３］。因此，研究

Ｃｉｓ诱导的急性肾损伤（ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄ
ｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＣｉｓＡＫＩ）的诱发机制对于接受 Ｃｉｓ治疗
的癌症患者较为重要。肾损伤分子１（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）是一种Ⅰ型跨膜糖蛋白，ＡＫＩ检
测的早期生物标志物之一［４］。在肾脏缺血或毒性

损伤后，近端小管细胞会产生高水平的 ＫＩＭ１ｍＲ
ＮＡ和蛋白。
　　目前有尝试用药物治疗ＣｉｓＡＫＩ，如黄芩果实中
的黄芩苷可以通过抑制 ＴＮＦα来减轻 ＣｉｓＡＫＩ［５］。
然而，现有的研究进展和可供使用来防治 ＣｉｓＡＫＩ
的有效药物远远不够，需要更多的先导化合物以提

供备选。花姜酮（ｚｅｒｕｍｂｏｎｅ，ＺＥＲ）是姜根茎中的主
要化合物，具有抗肿瘤、抗增殖、抗炎和抗氧化等多

种特性［６］，但其在 ＣｉｓＡＫＩ预防与治疗中的潜在作
用尚未得到系统阐明，有待进一步研究。该研究通

过建立体内、体外的 ＣｉｓＡＫＩ模型评估 ＺＥＲ的治疗
效果，探讨其能否成为防治 ＣｉｓＡＫＩ的潜在候选药
物。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　ＺＥＲ购于上海陶术生物，噻唑蓝
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）粉
末购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＰＢＳ、胰酶消化液、一抗稀
释液、ＲＩＰＡ 缓冲液、三羟甲基氨基甲烷 ［Ｔｒｉｓ
（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ］、苯甲基磺酰氟
（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、甘氨酸（ｇｌｙ
ｃｉｎｅ）购于江苏碧云天生物技术有限公司；胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、ＤＭＥ／Ｆ１２（１：１）培养基
购于上海格来赛生命科技公司；四甲基乙二胺（Ｎ，
Ｎ，Ｎ′，Ｎ′Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ，ＴＥＭＥＤ）、甲
叉双丙稀酰胺购于北京博凌科为生物有限公司；

ＴＲＩｚｏｌ裂解液、ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ引物购于上海生工生
物工程有限公司；ＫＩＭ１抗体、βａｃｔｉｎ抗体购于成都
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正能生物技术有限责任公司；逆转录试剂盒、ＰＣＲ
扩增试剂盒购于日本 ＴＯＹＯＢＯ公司；磷酸化核因子
κＢ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ）ｐ６５抗体，核因
子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ，ＮＦκＢ）ｐ６５抗体购于沈阳万类
生物有限公司。受体相互作用蛋白激酶１（ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１，ＲＩＰＫ１）、ＲＩＰＫ３购于武
汉博奥森生物技术公司。Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｅｐａｓｅ３购于美
国ＣＳＴ公司。
１．１．２　仪器　荧光倒置显微镜（日本奥林巴斯公
司，ＢＸ５０）；凝胶电泳仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司，Ｐｏｗｅｒ
ＰａｃＨＣ）；二氧化碳恒温培养箱（ＴｈｅｒｍｏＢＢ１５０
型），生物安全柜 （ＧＹ１０００Ｂ２型）均来自上海赛默
飞世尔科技有限公司；高速冷冻离心机（德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ生命科学公司，５１４５Ｒ）。
１．１．３　实验动物　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３６只，体
质量２０～２２ｇ，由安徽医科大学实验动物中心提供，
许可证号：ＳＹＸＫ（皖）２０１７００６，３５％相对湿度，适应
性喂养１周，动物实验经安徽医科大学动物实验伦
理委员会批准（项目伦理号：ＬＬＳＣ２０２２１１１５）。
１．１．４　实验细胞　鼠肾小管上皮细胞（ｍｏｕｓｅｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＭＴＥＣ）由香港中文大学蓝辉
耀教授赠送。

１．２　方法
１．２．１　体内模型　提前预实验多个剂量组处理小
鼠，选取合适高中低剂量，将３６只小鼠随机分为６
组：即正常对照 ＮＣ组、单纯给药（Ｙ）组（ＺＥＲ１０
ｍｇ／ｋｇ）、模型组（Ｃｉｓ２０ｍｇ／ｋｇ）、ＺＥＲ低剂量组
（Ｃｉｓ２０ｍｇ／ｋｇ＋ＺＥＲ５ｍｇ／ｋｇ）、中剂量组（Ｃｉｓ２０
ｍｇ／ｋｇ＋ＺＥＲ１０ｍｇ／ｋｇ）、高剂量组（Ｃｉｓ２０ｍｇ／ｋｇ＋
ＺＥＲ２０ｍｇ／ｋｇ），每组６只。对照组注射生理盐水作
为对照，单纯给药组注射ＺＥＲ，模型组注射Ｃｉｓ，而剂
量组需要在注射Ｃｉｓ前的１２ｈ经腹腔注射不同剂量
的ＺＥＲ提前干预。３ｄ后，模型构建完成，收集小鼠
的肾组织和血液样本，血液离心弃沉淀得到上清液，

放入－８０℃冰箱待用。
１．２．２　体外模型　 ＭＴＥＣ随机分为６组：正常对照
ＮＣ组、单纯给药（Ｙ）组（ＺＥＲ８μｍｏｌ／Ｌ）、模型组
（Ｃｉｓ２０μｍｏｌ／Ｌ）、ＺＥＲ低剂量组（Ｃｉｓ２０μｍｏｌ／Ｌ＋
ＺＥＲ４μｍｏｌ／Ｌ）、中剂量组（Ｃｉｓ２０μｍｏｌ／Ｌ＋ＺＥＲ８
μｍｏｌ／Ｌ）以及高剂量组（Ｃｉｓ２０μｍｏｌ／Ｌ＋ＺＥＲ１６
μｍｏｌ／Ｌ），每组３孔。对照组添加等量培养基，单纯
给药组添加 ＺＥＲ，模型组添加 Ｃｉｓ，３种剂量组添加
换算过的ＺＥＲ再添加Ｃｉｓ构建细胞模型，等待２４ｈ，
收样。

１．２．３　ＭＴＴ实验　于９６孔板培养 ＭＴＥＣ，用不同
浓度的ＺＥＲ（０２５～６４ｍｏｌ／ｍＬ）处理２４ｈ以及预先
ＺＥＲ处理１２ｈ，Ｃｉｓ（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ。用５ｍｇ／
ｍＬＭＴＴ溶液填充每个孔，静置４ｈ。弃上清液后，
用１５０μＬＤＭＳＯ溶解晶体。使用微孔板读数仪测
定４９２ｎｍ处的吸光（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）度。
１．２．４　肾功能评估　取离心后的小鼠血清，用肌酐
（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）和血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ＢＵＮ）测定试剂盒测定小鼠血样中ＢＵＮ和Ｃｒ含量，
评估肾脏损害程度。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　按照ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００
∶１配制裂解液，从肾脏组织和培养细胞中提取蛋
白，并对样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析。将蛋白转于膜
上，用５％ＢＳＡ溶液封闭 ２ｈ。将膜与一抗（１∶１
０００）在４°Ｃ下孵育２４ｈ。随后，让膜在室温下与二
抗（１∶１０００）反应１５ｈ。使用 ＩｍａｇｅＪ检查蛋白条
带。

１．２．６　组织切片荧光　处理组织切片，脱水后微波
炉进行抗原修复，待冷却后清洗，组化笔画圈，圈内

滴加１０％ ＢＳＡ孵育３０ｍｉｎ，滴加一抗，一抗按照抗
体 ∶１％ ＢＳＡ＝１∶２００配制。４℃过夜，避光保存。
清洗后滴加二抗，二抗按照抗体 ∶１％ ＢＳＡ＝１∶１００
配制，然后用ＤＡＰＩ复染１０ｍｉｎ，滴加抗荧光淬灭剂
后清洗，在荧光显微镜下观察细胞。

１．２．７　肾脏 ＲＮＡ提取和 ｑＲＴＰＣＲ分析　使用
ＲＮｅａｓｙ分离试剂盒从肾脏组织或培养细胞中分离
总 ＲＮＡ。使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计（美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｃｅ）测定其浓度。使用 ＢｉｏＲａｄ试剂盒
通过逆转录 ＲＮＡ生成 ｃＤＮＡ。ｑＲＴＰＣＲ反应混合
物的总体积为１０μＬ，由５μＬＢｉｏＲａｄｉＱｉｐｏｎ组成
ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒＭｉｘ，２４μＬ无酶水，０３μＬ上游引物，
０３μＬ下游引物，２μＬｃＤＮＡ溶液。引物详见表１。
ｑＲＴＰＣＲ条件如下：每个引物进行４０个循环变性，
每次２０ｓ９５°Ｃ，在５８℃下退火２０ｓ，接下来在７２°
Ｃ下延伸２０ｓ。
１．２．８　ＰＡＳ染色　组织切片脱蜡处理，滴加１％高
碘酸溶液 １０ｍｉｎ，清洗后滴加 Ｓｃｈｉｆｆ氏液浸染 １５
ｍｉｎ。清洗后苏木精复染５ｍｉｎ，清洗后脱水处理，晾
干后封片，显微镜下观察图像。

１．２．９　ＲＮＡ测序　利用 ＲＮＡＳｅｑ技术鉴定 ＺＥＲ
处理后的差异表达基因。取体内模型样品，使用试

剂盒提取总ＲＮＡ，分析差异表达基因的表达谱和通
路，并筛选出候选基因，以便后续验证表达差异。

１．２．１０　细胞热转移　小鼠腹腔注射 ＺＥＲ，对照组
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注射生理盐水。１ｈ后，取出小鼠的肾脏组织，通过
组织匀浆机以及裂解液和磁珠充分研磨组织。利用

蛋白浓度试剂盒调平蛋白浓度，并将样本最后的上

清液分到 ＥＰ管中，按照室温（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
ＲＴ）、４３、４７、５１、５５、５９℃的顺序加热蛋白质，每次８
ｍｉｎ，最后得到的样品，加入蛋白上样缓冲液，１００℃
等待１０ｍｉｎ，待蛋白样品制成。
１．３　统计学处理　收集的数据为３至４次体外试
验和６至８次体内试验。使用ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ的
Ｐｒｉｓｍ５０软件进行统计分析。使用独立样本 ｔ检
验或单向方差分析，以及ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ事后检验来
检验不同组的均值差异。数据表示为至少３个独立
实验的平均值±标准误差。Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＺＥＲ改善 Ｃｉｓ诱导的 ＭＴＥＣ死亡　ＺＥＲ的

分子结构见图１Ａ，ＭＴＴ分析表明，采用０２５、０５、
１、２、４、８、１６μｍｏｌ／Ｌ的 ＺＥＲ进行处理时，没有表现
出明显的细胞毒性，见图１Ｂ。而４、８和１６μｍｏｌ／Ｌ
的ＺＥＲ显著提高了Ｃｉｓ处理 ＭＴＥＣ的细胞活力，见
图１Ｃ。说明ＺＥＲ可减轻Ｃｉｓ对ＭＴＥＣ的细胞损伤，
选择４、８和１６μｍｏｌ／Ｌ的ＺＥＲ进行下一步研究。
２．２　ＺＥＲ对 Ｃｉｓ引起的炎症和坏死具有保护作用
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ分析结果显示，ＺＥＲ处
理降低了Ｃｉｓ诱导的ＭＴＥＣ中的ＫＩＭ１蛋白水平和
ｍＲＮＡ的表达水平，见图２Ａ、Ｂ。此外，ｑＲＴＰＣＲ的
结果显示，ＺＥＲ抑制了Ｐｐ６５ＮＦκＢ的激活，并降低
了Ｃｉｓ诱导的ＩＬ６和ＴＮＦα的表达，见图２Ｂ、Ｃ。此
外，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析评估用Ｃｉｓ和ＺＥＲ处理的
ＭＴＥＣ中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＲＩＰＫ１和 ＲＩＰＫ３蛋白的
表达。结果表明，ＺＥＲ处理成功降低了 Ｃｉｓ诱导的
ＭＴＥＣ中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＲＩＰＫ１和 ＲＩＰＫ３蛋白表
达，见图２Ｄ。

表１　ｑＲＴＰＣＲ的引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｑＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｓ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）
Ｍｉｃｅ
ＴＮＦα ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ６ ＧＡＧＧＡＴＡＣＣＡＣＴＣＣＣＡＡＣＡＧＡＣＣ ＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＴＡＣＡ
ＭＣＰ１ ＣＴＴＣＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＡ ＣＣＡＧＣＣＴＡＣＴＣＡＴＴＧＧＧＡＴＣＡ
βａｃｔｉｎ ＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ ＡＴＧＧＴＧＣＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣ
ＫＩＭ１ ＣＡＧＧＧＡＡＧＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡ ＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＣＡＡＣＣＡＣ
Ｃｅｌｌ
ＴＮＦα ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ６ ＣＧＧＧＡＡＣＧＡＡＡＧＡＧＡＡＧＣＴＣＴＡ ＴＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＴＧＡＡＧＡＣＧ
ＫＩＭ１ ＣＴＧＣＡＧＧＧＡＧＣＡＡＴＡＡＧＧＡＧ ＧＣＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＡＣＡＣＣＴＧＡＧＡＡ
βａｃｔｉｎ ＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧ ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＧＧ

图１　ＺＥＲ对Ｃｉｓ诱导的ＭＴＥＣ细胞活力的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＺＥＲｏｎＣｉｓｉｎｄｕｃｅｄＭＴＥＣｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

　　Ａ：ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＺＥＲ；Ｂ：ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｖａｒｙｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＺＥＲｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＴＥＣ（Ｆ＝１２３１）；Ｃ：Ｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｖａｒｙｉｎｇｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＺＥＲｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＴＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎ（Ｆ＝１８９６）；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣｉｓｇｒｏｕｐ．
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图２　ＺＥＲ降低Ｃｉｓ诱导的ＫＩＭ１水平并减弱ＭＴＥＣ的炎症反应

Ｆｉｇ．２　ＺＥＲｒｅｄｕｃｅｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄＫＩＭ１ｌｅｖｅｌｓａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆＭＴＥＣ

　　 Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＭＴＥＣＫＩＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｆ＝３９８２）；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝４４４２），ＴＮＦα
（Ｆ＝７８５４），ａｎｄＩＬ６（Ｆ＝４０５８）；Ｃ：Ｐｐ６５（Ｆ＝４４４２）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＭＴＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｄ：

ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＰＫ１（Ｆ＝２３２７），ＲＩＰＫ３（Ｆ＝３０３３），ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（Ｆ＝１１３３）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣｉｓｇｒｏｕｐ．
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２．３　ＺＥＲ减轻 Ｃｉｓ小鼠 ＣｉｓＡＫＩ损伤　通过测量
Ｃｒ和 ＢＵＮ水平来验证 ＺＥＲ的治疗效果，见图３Ａ、
Ｂ。ＰＡＳ染色分析表明，剂量组与模型组相比，ＺＥＲ
剂量为５、１０和２０ｍｇ／ｋｇ对肾小管坏死、扩张和管
型形成有缓解作用，见图３Ｃ。ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析表明，ＺＥＲ降低了 ＡＫＩ小鼠的 ＫＩＭ１水
平，见图３Ｄ、Ｅ、Ｆ。
２．４　ＺＥＲ显著降低 ＡＫＩ小鼠中顺铂诱导的炎症
和坏死性凋亡　免疫荧光结果显示，ＺＥＲ治疗降低
了受损肾脏的ＴＮＦα的表达水平，见图４Ａ，促炎性
细胞因子和趋化因子 ｍＲＮＡ表达情况的检测证实
了这一结果，见图４Ｂ。在 ＺＥＲ处理后，ＣｉｓＡＫＩ中
的Ｐｐ６５蛋白表达水平下降，见图４Ｃ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果现实，注射ＺＥＲ后，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＲＩＰＫ１和

ＲＩＰＫ３蛋白水平降低，见图４Ｄ。
２．５　ＺＥＲ可能通过调节 ＰＩＭ１蛋白减少肾脏损伤
　测序完成需找寻合适的富集通路及相应表达的基
因，通过 ＫＥＧＧＭＡＰＰＥＲ通路分析，推测 ＪａｋＳＴＡＴ
通路可能是主要的富集通路。推测通路中的蛋白可

能是Ｃｉｓ调控ＡＫＩ的关键蛋白，见图５Ａ、Ｂ。此外，
细胞热转移分析的结果显示在４２～６２°Ｃ的变性温
度范围内，ＺＲＥ处理和未处理组之间检测到的ＰＩＭ１
蛋白量有显著差异，这表明 ＺＥＲ处理的小鼠 ＰＩＭ１
的热稳定性更高，见图５Ｃ。基于此，推测 ＺＥＲ可能
通过直接结合小鼠的 ＰＩＭ１蛋白参与其中。此外，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，治疗组 ＰＩＭ１的表达低于模
型组。综上，ＺＥＲ可能通过调节 ＰＩＭ１蛋白来预防
和治疗ＣｉｓＡＫＩ，见图５Ｄ。

图３　ＺＥＲ可预防Ｃｉｓ引起的肾损伤和肾功能下降

Ｆｉｇ．３　ＺＥＲｐｒｅｖｅｎｔｅｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　 Ａ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｌｅｖｅｌｓ（Ｆ＝１２９５）；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｒｕｍＢＵＮｌｅｖｅｌｓ（Ｆ＝１８９７）；Ｃ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄ

ｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ×２０；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝７９６７）；Ｅ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｆ＝１６７９）；Ｆ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅ

ｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝１２９５）×２０；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｉｓｇｒｏｕｐ．
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图４　ＺＥＲ减轻顺铂诱导的肾脏炎症、坏死性凋亡

Ｆｉｇ．４　ＺＥＲａｔｔｅｎｕａｔｅｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＮＦα（Ｆ＝４２６１）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ×２０；Ｂ：ＩＬ６（Ｆ＝４９０６），ＴＮＦα（Ｆ＝８８２６）ａｎｄＭＣＰ１（Ｆ＝３５４６）

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｐ６５（Ｆ＝７６６４）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＰＫ１（Ｆ＝２９１３），

ＲＩＰＫ３（Ｆ＝１８４６），ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（Ｆ＝６７６４）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ

Ｃｉｓｇｒｏｕｐ．
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图５　ＺＥＲ可能通过ＰＩＭ１调控肾脏损伤
Ｆｉｇ．５　ＺＥＲｍａｙｒｅｇｕｌａｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈＰＩＭ１

　　Ａ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＮＡｓｅｑａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｄｉａｇｒａｍｆｒｏｍｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；Ｃ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＣＥＴＳＡｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｄ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔ（Ｆ＝３２３０）；Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣｉｓｇｒｏｕｐ．
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３　讨论

　　中药单体因其具有一定的分子结构、明确的作
用机制、可预测的药理作用和较少的药物相互作用

等特点，在疾病治疗中受到更多的关注。尤其在肾

脏方面，已有多种中药单体应用于治疗包括不同刺

激引起的ＡＫＩ在内的肾脏疾病。例如，黄芩苷作为
ＰＰＡＲγ激活剂，可有效抑制ＮＦκＢ介导的炎症，对
Ｃｉｓ诱导的犬肾小管上皮细胞毒性损伤具有保护作
用［７－８］。

　　课题组研究的中药单体 ＺＥＲ，是植物生姜根茎
的一种主要化合物，属于天然的环状倍半萜，具有如

抗肿瘤启动子、抗增殖、抗炎和抗氧化特性，可用于

糖尿病、皮肤病、发烧、炎症和哮喘等的治疗［９］。尽

管ＺＥＲ应用在动物治疗上，如 ＺＥＲ通过 ＮＦκＢ通
路抑制和ＨＯ１激活的抗炎和抗氧化活性，对脓毒
症诱导的急性肺损伤具有保护作用［１０］，但 ＺＥＲ在
小鼠急性肾损伤方面暂未见报道。本研究通过

ＭＴＴ实验初步证实了ＺＥＲ对ＣｉｓＡＫＩ的治疗潜力。
　　有研究［１１］报道，在小鼠的 Ｃｉｓ诱导的肾毒性模
型上，抑制或敲低ＴＮＦα可以显著减轻肾损伤并改
善肾功能。此外，ＲＩＰＫ１／ＲＩＰＫ３／ＭＬＫＬ通路与多种
病理情况下坏死性凋亡的激活有关［１２］。ＲＩＰＫ１参
与炎症以及细胞死亡信号转导，并被认为可驱动

ＲＩＰＫ３介导的细胞死亡。本实验通过 ＺＥＲ的预先
给药，显著下调ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３蛋白的表达。
　　ＰＩＭ１为ＰＩＭ家族成员，为结构活性的丝氨酸／
苏氨酸激酶，参与多信号通路调节，包括细胞增殖、

生存和线粒体动态，对多疾病进展至关重要［１３］。研

究［１４］发现，ＰＩＭ１与ＡＫＩ有关，ＰＩＭ１在ＣｉｓＡＫＩ中具
有保护作用，而调节 Ｄｒｐ１激活可能是潜在的机制，
与本研究中的ＰＩＭ１蛋白变化存在潜在的关联。本
研究通过 ＲＮＡｓｅｑ发现 ＰＩＭ１蛋白可以防治 Ｃｉｓ
ＡＫＩ，但尚不清楚具体的机制，如引起 Ｃｉｓ诱导急性
肾损伤的各个途径是如何整合的。因此，后续将进

一步深入验证ＣｉｓＡＫＩ的关键因子及其作用通路。
　　综上，本研究揭示了先导化合物—中药单体
ＺＥＲ对 ＣｉｓＡＫＩ的治疗作用，ＺＥＲ可以降低ＣｉｓＡＫＩ
的炎症反应和坏死性凋亡，从而减轻 ＣｉｓＡＫＩ损伤，
而 ＰＩＭ１蛋白可能是其治疗的关键蛋白。ＺＥＲ有望
成为防治ＣｉｓＡＫＩ的潜在候选药物。
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ｌｉｓｈｅｄｂｙｄｉｖｉｄｉｎｇｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｅｐａｒａｔｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍａｒｋｅｒ１（ＫＩＭ
１），ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦκＢｐ６５（Ｐｐ６５），Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｅｐａｓｅ３，ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１（ＲＩＰＫ１），
ＲＩＰＫ３，ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）．ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＭ１，ＴＮＦα，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６），ａｎｄｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１
（ＭＣＰ１）．ＰｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆ（ＰＡＳ）ｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＺＥＲｏｎＣｉｓＡＫＩ．ＲＮＡｓｅｑａｎｄ
ｃｅｌｌｔｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔ（ＣＥＴＳＡ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｐｏｓｓｉｂｌｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＭＴＴｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＺＥＲ
ｃｏｕｌｄａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＣｉｓＡＫＩ；ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＺＥＲ，ｉｔｓＫＩＭ１，Ｐｐ６５，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｅｐａｓｅｄ３，ＲＩＰＫ１，ＲＩＰＫ３，ＴＮＦαｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＭ１，ＴＮＦα，ＩＬ６ｍＲＮＡ，ａｎｄＭＣＰ１ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＺＥＲｈａｄａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＣｉｓＡＫＩ．ＲＮＡｓｅｑａｎｄＣＥＴＳＡａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＺＥＲ
ｍｉｇｈｔｐｒｅｖｅｎｔａｎｄｔｒｅａｔＣｉｓＡＫＩｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＰＩＭ１ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＺＥＲｍａｙａｌｌｅｖｉａｔｅＣｉｓＡＫＩａｎｄｉｍ
ｐｒｏｖｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＩＭ１ｐｒｏｔｅｉｎ．ＺＥＲｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｒｕｇｆｏｒ
ｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣｉｓＡＫＩ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 ｚｅｒｕｍｂｏｎｅ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．２３０８０８５ＭＣ６８）；ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈ
ＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｎｈｕｉＥｄｕｃａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（Ｎｏｓ．２０２２ＡＨ０５０７１０，２０２４ＡＨ０４００９５）
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