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百里醌预处理对大鼠肾缺血再灌注损伤的影响

宋小红，李承旭，吴扬，蔡源，董俊武
（华中科技大学同济医学院附属普爱医院 肾内科，湖北 武汉 430034）

摘要：目的 探讨百里醌对大鼠肾缺血再灌注损伤的影响及机制。方法 随机将 60只雄性 SD大鼠分成

假手术组（Sham组）、肾缺血再灌注损伤组（IRI组）和百里醌不同浓度预处理组（Thy组）。IRI组和 Thy组用无

创血管夹夹闭左侧肾蒂复制 IRI模型，Sham组操作同上，但不夹闭左侧肾蒂。Thy组在缺血前 45 min给予百

里醌 5、10、20和 40 mg/kg腹腔注射。Sham组和 IRI组在同一时间给予等体积生理盐水腹腔注射。再灌注 24 h

后处死小鼠，收集血清和肾脏标本。PAS染色检测肾脏病理改变，ELISA检测尿素氮（BUN）、肌酐（Cr）、丙二醛

（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、超氧化物歧化酶（SOD）的表达、白细胞介素 8

（IL-8）、干扰素（IFN-γ）和肿瘤坏死因子（TNF-α）的表达,Western blot 检测 JAK2、STAT3、P-JAK2、

P-STAT3、P53和 P21蛋白表达，逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测 IL-8、IFN-γ和 TNF-α的信使

RNA水平（mRNA）。结果 缺血再灌注损伤增加 BUN、Cr、P-JAK2、P-STAT3、P53、P21、MDA、IL-8、IFN-γ

和 TNF-α的表达以及肾组织病理改变，同时减少 CAT、GPX与 SOD表达。而百里醌治疗，可减少 BUN、Cr、

P-JAK2、P-STAT3、P53、P21、MDA、IL-8、IFN-γ和 TNF-α表达以及肾组织病理改变，增加 CAT、GPX与

SOD表达，3组之间 JAK2和 STAT3表达无差异。结论 百里醌预处理可减轻肾缺血再灌注损伤，其作用机制

部分是通过抑制 JAK2/STAT3/P53信号通路介导的炎症和氧化应激。
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Influence of Thymoquinone pretreatment on renal ischemia-
reperfusion injury in rats
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(Department of Nephrology, Puai Hospital of Tongji Medical College, Huazhong University of

Science and Technology, Wuhan, Hubei 430034, China)

Abstract: Objective To explore the influence of Thymoquinone(Thy) on kidney ischemia-reperfusion injury (IRI)
and the mechanism. Methods Sixty male Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham operation (sham)
group, IRI group and IR plus different concentration of Thy preconditioning groups. Thy groups were preconditioned
with Thy (5, 10, 20 and 40 mg/kg) by intraperitoneal injection at 45 min prior to operation, and the other 2 groups
were pretreated by equal volume of saline. The rats in the IRI and Thy groups were kept in 37益 infant incubators
for 45 min after their left renal pedicles were clamped with noninvasive endoclips, and then their right kidneys were
removed. The rats in the sham group underwent the same process, except for clamping the left renal pedicles. After
24-h reperfusion, blood samples and renal tissues were collected. The pathological changes of kidney tissues were
observed using PAS staining. The expression levels of serum creatinine (Cr), urea nitrogen (BUN), IL -8, IFN -酌,
TNF-琢, MDA, CAT, GPX and SOD were measured by ELISA. The expression of JAK2, STAT3, p-JAK2, p-STAT3,
p53 and p21 were measured by Western blot. Moreover, the mRNA levels of IL -8, IFN -酌 and TNF -琢 were
examined by RT-PCR. Results IRI markedly enhanced renal pathological changes and the expressions of BUN, Cr,
p-JAK2, p-STAT3, p53, p21, MDA, IL-8, IFN-酌 and TNF-琢, meanwhile reduced the expressions of CAT, GPX
and SOD. Thymoquinone pretreatment significantly decreased renal pathological changes and the expressions of
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BUN, Cr, p -JAK2, p -STAT3, p53, p21, MDA, IL -8, IFN -酌 and TNF -琢, at the same time up -regulated the
expressions of CAT, GPX and SOD. There was no significant difference in the expression of JAK2 or STAT3 among
the three groups. Conclusions Thymoquinone pretreatment can alleviate kidney ischemia-reperfusion injury in rats
partly by inhibiting inflammation and oxidative stress mediated by JAK2/STAT3/p53 signaling pathway.

Keywords: Thymoquinone; renal ischemia-reperfusion injury; inflammation; oxidative stress; JAK2/STAT3/p53

急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）是临床

上常见的危重症，好发于肾移植、肾部分切除术、心脏

手术和脓毒症等危重情况。其发病率和死亡率奇高，据

报道，全世界 AKI每年发病率为 1 330万，与 AKI相

关的死亡率为 200万[1-2]。肾脏缺血再灌注损伤（renal

ischemia reperfusion injury，IRI）是导致 AKI 的主要

原因，并严重影响病情的转归 [3]。百里醌（Thymo-

quinone，Thy）是从 Nigella sativa植物提取的一种物

质，具有抗凋亡、抗肿瘤、调节免疫以及抗氧化应激

的活性[4-5]。此外，研究还发现，Thy对脑、肝脏、肠等

器官缺血再灌注损伤具有保护作用[6-9]。本实验拟在

动物水平探讨 Thy预处理对炎症和氧化应激的影响

以及相关机制，为临床防治 IRI提供理论和实验支持。

1 材料与方法

1.1 主要试剂、仪器和动物

百里醌（上海哈森公司），无水乙醇（美国 Sig-

ma公司），水合氯醛（Google生物）。JAK2、P-JAK2、P

-STAT3、STAT3（均美国 CST 公司），P53 和 P21（美

国 abgent 公司），TRIzol reagent（美国 Invitrogen 公

司），逆转录试剂盒（美国 GeneCopoeia 公司），

RT-PCR 引物（擎科生物技术有限公司，订单号

SY14032221，序列见表 1），PAS试剂由同济医学院

病理实验室配制。紫外分光光度计（美国 Thermo

fisher）、逆转录仪（德国 Eppendorf）、RT-PCR 仪（美

国 BIO-RAD IQ5）、显微镜（日本 Olympus BX51）及

成像系统（日本 HITMAS-30）均为同济医学院提供。

SD大鼠，购自武汉大学实验动物中心，SPF级，质量

合格证号 430121021，饲养于同济医学院动物实验

中心，许可证号 SYXK（鄂）2011-0027，设施使用证

号 00124722。

1.2 动物模型的复制与分组

60 只健康雄性 SD 大鼠，平均体重 220～250

克。随机分为假手术组（Sham组），肾缺血再灌注损

伤组（IRI组）和百里醌不同浓度组（Thy组）。Thy组

在缺血前 45 min 给予 Thy 5、10、20 和 40 mg/kg 腹

腔注射。Sham组和 IRI组在同一时间给予等体积生

理盐水腹腔注射。IRI组和 Thy组用无创血管夹夹

闭左侧肾蒂构建 IRI模型，Sham组操作同上，但不

夹闭左侧肾蒂。具体手术方式见参考文献[9]。

1.3 标本收集

再灌注 24 h后，行腹主动脉取血，室温下 3 000 r/min

离心 10 min后取上清液送同济医院检验科检测血

尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）和血清肌酐（Cre-

atinine，Cr）。开腹取左肾；1/3左肾置于多聚甲醛做

石蜡切片，其余组织冷冻保存于 -80°冰箱。

1.4 肾脏病理检查

取肾脏石蜡包块，4μm切片，脱蜡透明后由同

济医院肾内科实验室 PAS试剂进行染色，光镜下观

察形态结构，半定量计数方法评估损伤程度，分别根

据肾小管上皮细胞坏死、肾小管扩张、刷状缘脱落、

管型等分级，5级评分如下：0分，正常；1分，<25%；

2分，25%～50%；3分，50%～75%；4分，>75%。每只

小鼠切片至少随机选择 10个肾皮髓交界处视野（×

400）[9]。见表 1。

１.5 Western blot 测定 JAK2、STAT3、P-JAK2、

P-STAT3、P53和 P21的蛋白表达

取肾组织，加入裂解液，匀浆，收集上清液，蛋白

定量后变性，SDS-PAGE电泳，转膜，脱脂牛奶封闭

1 h，4℃下一抗封闭过夜；37℃下二抗孵育 1 h，ECL

发光，X线片显影、定影，凝胶图像系统分析灰度值。

1.6 逆转录聚合酶链反应检测肾组织中白细胞介

基因 反向

TNF-α GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

IFN-γ GACAGCCCAGGTCAAAGGTT

物种 正向

大鼠 CTGAACTTCGGGGTGATCGG

大鼠 AGCTTCCTTGTGCAAGTGTCT

IL-8 AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG大鼠 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG

β-actin 大鼠 AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT

表 1 引物序列
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素 8、肿瘤坏死因子和干扰素表达水平

采用逆转录聚合酶链反应（reverse transcrip-

tion-polymerase chain reaction，RT-PCR）法检测肾

脏白细胞介素 8（IL-8），肿瘤坏死因子（tumor

necrosis factor-α，TNF-α） 和 干 扰 素（inteferon

gamma，IFN-γ）的信使核糖核酸（mRNA）表达水

平。称取适量肾脏组织，于液氮中研磨成粉末状提取

总 RNA，紫外分光光度计测量浓度。引物序列见表

1。采用两步法 PCR 反应，扩增条件 95℃预变性

30 s；95℃变性 5 s，60℃退火延伸 1 min。共 40个循

环，得到每个样本的 CT值法，用得到的各样本的 Ct

值按公式 2-ΔΔCT计算相对表达量。

1.7 ELISA 检测血清中 IL-8、TNF-α、IFN-γ 表

达水平

按照 ELISA 试剂盒说明书操作步骤检测血清

中 IL-8、TNF-α、IFN-γ表达水平。

1.8 肾组织匀浆中丙二醛、过氧化氢酶、谷胱甘肽

过氧化物酶和超氧化物歧化酶含量检测

按照 ELISA 试剂盒说明书测定肾组织丙二醛

（Malondialdehyde，MDA），过氧化氢酶（catalase，

CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，

GPx）和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）的含量，具体步骤按试剂盒说明书进行。

1.9 统计学方法

应用 SPSS12.0统计软件处理数据，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，组间均数比较采用单因

素方差分析，计数资料采用频数描述。计量资料组

间比较采用方差分析，对等级资料使用非秩和检验

（Kruskal-Wallis 检验）进行组间分析，两两比较

则采用 LSD- 检验。 <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Thy预处理减轻肾缺血再灌注损伤

与 Sham 组比较，IRI 组 Cr 和 BUN 表达增高

（χ2=4.34和 4.56， =0.047 和 0.045）。而 Thy组与

IRI 组比较，Cr 和 BUN 均降低（χ2=4.17、4.88、5.25、

5.56、6.16、6.54 和 5.72， =0.048、0.041、0.036、0.029、

0.013、0.025、0.011和 0.021）。结果提示Thy预处理

可以呈浓度依赖性减轻肾缺血再灌注损伤，在 0～

40 mg/kg范围内，Thy其最佳浓度为 40 mg/kg。见表

2。

2.2 Thy预处理可以减轻肾组织结构的改变

与 Sham组比较，IRI组肾小管明显扩张，大量

肾小管细胞肿胀，空泡变性，坏死，刷状缘脱落以及

肾间质炎症细胞大量浸润，其损伤评分为（4.5±1.0）

分，而 Sham组为（1.0±0.5）分，这提示肾脏损伤增

加（χ2＝11.34， =0.004）。而 Thy 40 mg/kg组与 IRI

组比较，肾小管扩张，细胞肿胀，空泡变性，坏死，刷

状缘脱落，以及肾间质炎症细胞浸润均明显减少，其

损伤评分为（1.5±0.5）分，这提示 Thy组肾脏损伤明

显减轻（χ2=5.34， =0.032）。结果显示，Thy 40 mg/kg

预处理能明显减轻肾脏病理结构改变。见图 1。

2.3 Thy预处理抑制 JAK2/STAT3/P53信号通路

激活

与 Sham组比较，IRI 组 P-JAK2，P-STAT3，P53

和 P21 表达增高（χ2=4.74、4.79、5.18 和 7.83， =

0.045、0.047、0.038和 0.007），但 JAK2和 STAT3表

达差异无统计学意义（χ2=3.76和 3.12， =0.063和

0.085）。与 IRI 组比较，Thy 40 mg/kg 组 P-JAK2，

组别 Cr BUN

Sham组 14.22±2.76 7.21±1.42

IRI组 145.35±7.571） 91.45±4.641）

Thy 5 mg/kg组 85.75±7.532） 60.32±3.512）

Thy 10 mg/kg组 62.74±5.772） 45.22±3.472）

Thy 20 mg/kg组 30.65±3.782） 22.35±2.382）

Thy 40 mg/kg组 31.23±4.552） 21.35±3.382）

表 2 百里醌对 Cr和 BUN的影响 （ =10，μmol/L，x±s）

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

图 1 Thy预处理对肾组织病理结构的影响 （PAS染色×400）

A B C

A：Sham组；B：IRI组；C：Thy组
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图 2 Thy预处理对 P-JAK2、P-STAT3、JAK2、STATA3、

P53和 P21蛋白表达的影响

P-JAK2

JAK2

P-STAT3

STAT3

P53

P21

β-actin

Sham组 IRI组 Thy组

Sham组 0.22±0.03 0.26±0.05 0.17±0.02 0.07±0.02

IRI组 1.41±0.121） 0.85±0.091） 0.76±0.041） 0.51±0.041）

Thy组 0.55±0.072） 0.37±0.042） 0.44±0.032） 0.22±0.032）

组别 P-JAK2/JAK2 P-STAT3/STAT3 P53/β-actin P21/β-actin

表 3 Thy对 P-JAK2、P-STAT3、JAK2、STATA3、P53和

P21蛋白表达的影响 （ =10，x±s）

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

表 4 Thy对 TNF-α、IFN-γ和 IL-8 mRNA表达水平的

影响（ =10，x±s）

组别 IL-8

Sham组 0.95±0.10

IRI组 7.50±0.751）

Thy 40 mg/kg组 2.50±0.402）

TNF-α IFN-γ

1.00±0.10 1.00±0.05

12.00±1.501） 5.00±0.401）

5.00±0.502） 1.50±0.502）

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

组别 IL-8

Sham组 100±20

IRI组 750±501）

Thy 40 mg/kg组 350±402）

TNF-α IFN-γ

100±10 120±20

1200±2001） 550±501）

400±1502） 200±302）

表 5 Thy对 TNF-α，IFN-γ和 IL-8分泌水平的影响

（ =10，pg/ml，x±s）

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

组别 SOD

Sham组 117±9

IRI组 28±51）

Thy 40 mg/kg组 65±72）

CAT GPx

98±7 110±15

30±51） 32±41）

61±52） 70±52）

表 6 Thy对 CAT，GPx和 SOD的表达影响

（ =10，pg/ml，x±s）

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

P-STAT3，P53和 P21表达降低（χ2=4.66、4.96、5.11

和 8.87，P=0.044、0.039、0.27和 0.006），而 JAK2和

STAT3表达差异无统计学意义（χ2=3.55和 3.86， =

0.076和 0.057）。这提示 Thy 40 mg/kg预处理可以

抑制 JAK2/STAT3/P53信号通路激活。见图 2、表 3。

2.4 Thy预处理可以减少促炎症细胞因子TNF-α、

IFN-γ和 IL-8的表达

与 Sham 组比较，IRI 组促炎症细胞因子

TNF-α、IFN-γ 和 IL-8 mRNA 表达水平增高

（χ2=4.58、4.76 和 4.91， =0.045、0.043 和 0.041），

而 Thy 40 mg/kg组与 IRI组比较，促炎症细胞因子

TNF-α，IFN-γ 和 IL-8 mRNA 表达水平降低

（χ2=4.66、4.74 和 5.03， =0.044、0.042 和 =0.038），

见表 4。

2.5 Thy 预处理减少促炎症细胞因子 TNF-α、

IFN-γ和 IL-8的分泌

与 Sham组比较，IRI组促炎症细胞因子 TNF-α、

IFN-γ 和 IL-8 分泌水平增高（χ2=5.73、4.82 和

5.04， =0.028、0.043 和 0.039），而 Thy 40 mg/kg组

与 IRI组比较，促炎症细胞因子 TNF-α、IFN-γ和

IL-8分泌水平降低（χ2=5.23、5.82和 5.94， =0.036、

0.028和 0.024），见表 5。

2.6 Thy预处理减少 MDA表达

Sham 组 MDA 含量为（100±20）pg/ml，IRI 组

MDA 含量为（2 200±300）pg/ml，Thy组 MDA 含量

为（600±150）pg/ml。与 Sham组比较，IRI组 MDA含

量增高（χ2=15.82， =0.001），而 Thy 40 mg/kg组与

IRI组比较，MDA含量明显降低（χ2=4.62， =0.047）。

2.7 Thy预处理增加 CAT、GPx和 SOD的含量

与 Sham 组比较，IRI 组 CAT、GPx和 SOD表达

降低（χ2=10.73、9.82 和 11.04， =0.006、0.008 和

0.004），而 Thy 40 mg/kg组与 IRI组比较，CAT、GPx

和 SOD的表达增高（χ2=4.99、5.82和 5.36， =0.035、

0.025和 0.037），见表 6。

3 讨论

目前，急性肾损伤乃至急性肾功能衰竭在临床

上的发生率很高，其预后也差。作为急性肾损伤常

见原因的肾缺血再灌注损伤的治疗，目前也越来越

成为关注的热点。既往研究表明，缺血再灌注损伤的

发病机制包括钙离子超载，炎症反应，细胞凋亡和氧

自由基增加[1-2]。肾脏缺血再灌注损伤可通过多条信

号途径如 JAK2/STAT3，PI3K/AKT等对肾脏损伤进

行调节[3-4]。近来，P65信号蛋白也成为肾脏缺血再灌

注损伤致病机制的研究热点[10]。
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既往研究发现，Thy对脑，肝脏，肠道等器官缺

血再灌注损伤具有明显的保护作用，还可增加 GPx，

MDA以及 IL-6等细胞因子水平，在一定程度上是

通过抑制氧化应激以及炎症反应诱发的损伤而下

调器官损害用[6-9]。多种研究提示，Thy可与多种信号

传导分子相互影响，对 MAPK、Ras、PI3K/AKT等多

条胞内信号途径产生作用，调控机体功能[4-5]。

有研究显示，JAK2/STAT3信号途径的激活对细

胞增殖、炎症、凋亡、氧化应激乃至存活起着重要作

用[11]。本实验主要在活体大鼠研究 Thy预处理对大

鼠肾脏缺血再灌注损伤的作用，并研究 Thy 对

JAK2/STAT3-P65 在肾脏再灌注损伤过程中的作

用，结果显示，Thy在一定程度上对 JAK2及 STAT3

的激活具有抑制作用，以及可减小 JAK2/STATA3的

靶向分子 P21的表达，表明 Thy对 JAK2/STAT3信

号通路的激活具有抑制效应。此外，P65 蛋白是

JAK2/STATA3 信号通路的下游分子 [11]，其对氧化应

激以及炎症反应都具有调控作用，可调节如 MDA、

SOD、IL-6、TNF-α以及趋化因子的表达[12]。但对肾

脏 P65信号蛋白的表达是否具有调节作用，目前尚

不清楚。本实验结果显示，Thy预处理可明显减少促

炎症细胞因子 TNF-α、IL-8和 IFN-γ以及促氧化

应激产物 MDA表达，但可加抗氧化应激产物 CAT、

GPx和 SOD的表达，其调节机制可能与抑制缺血诱

发的 JAK2/STAT3信号通路激活，从而抑制 P65信

号蛋白的活化，进而抑制氧化应激和炎症反应，从而

起到了肾脏保护作用，但其具体作用机制尚需进一

步研究。

本实验证实，Thy能减少氧化应激反应和炎症

细胞因子的产生，其作用机制可能是通过抑制

JAK2/STAT3-P65信号通路，从而对肾脏缺血再灌

注损伤具有保护作用。但是，在动物体内，Thy调节

相关信号通路的具体机制极其复杂，对于肾脏损伤

后 JAK2/STAT3-P65信号通路的变化以及肾脏缺血

再灌注损伤确切的作用机制仍需进一步深入研究。
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