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急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）的发病

率及死亡率较高，全球每年超过 1 300万患者发病，

每年大约可引起 170万人死亡[1-2]。肾缺血再灌注损

伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）是诱发急性肾损

伤较为重要的原因，其在休克、肾移植[3-4]、肾动脉血

管成形术及造影剂肾病等疾病中较为常见[5-8]，并可

导致内皮细胞激活及白细胞黏附，影响微血管血流动

力学[9]。缺血诱导的炎症应答常常会引起细胞损伤或
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水飞蓟素对大鼠肾脏缺血再灌注损伤的
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摘要：目的 探索水飞蓟素对大鼠肾脏缺血再灌注损伤（IRI）的保护作用及是否与抑制 NF-κB活化有

关。方法 将 30只成年雄性 SD大鼠随机为假手术组（S组）、缺血再灌注模型组（IR组）及药物组（SM组）。全

自动生化分析仪检测血肌酐、血尿素氮，HE 染色检测肾小管损伤程度，免疫组织化学检测肾脏 IL-6 及

NF-κB p65表达，酶联免疫吸附法测定肾组织匀浆上清液 NF-κB、IL-6浓度。结果 IR组血肌酐、尿素氮、

组织匀浆细胞核内 NF-κB及细胞浆中 IL-6水平较 S组升高（ <0.05），SM组较 IR组降低（ <0.05），IR组

肾小管损伤较重，肾脏 IL-6、NF-κB p65表达增强。而给药组肾小管损伤减轻，肾脏 IL-6、NF-κB p65表达

减弱。结论 水飞蓟素对大鼠肾脏缺血再灌注损伤具有保护作用，其与抑制 NF-κB活化有关。
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Protective effect of Silymarin on renal ischemia-reperfusion
injury in rats
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of Silymarin on renal ischemia-reperfusion injury
(IRI) and its underlying inhibiting mechanism towards nuclear factor 资B (NF-资B). Methods A total of 30 male
sprague-dawley (SD) rats were randomly divided into three groups: sham operation (S) group, IRI (IR) group
and IRI plus Silymarin (SM) group. Serum creatinine (Cr) and blood urea nitrogen (BUN) were analyzed with
automatic biochemical analyzer. Hematoxylin -eosin (HE) staining was performed for histological grading of
kidney injury. Expression of interleukin 6 (IL -6) and NF -资B p65 was identified by Immunohistochemical
staining and Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results Circulating Cr, BUN, NF-资B and IL-6
were elevated significantly in the IR group compared with those in the S group ( < 0.05), and those in the
SM group ( < 0.05). Animals in the IR group experienced obvious increase of renal tubular damage and
expression of IL-6 and NF-资B, which were ameliorated with treatment of Silymarin. Conclusions Inactivation
of NF-资B signaling pathway mediates protective effect of Silymarin on renal ischemia-reperfusion.
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坏死[10]。肾脏 IRI预后常常较差，目前并未有效的治

疗方法。核因子 -κB（nuclear factor κB，NF-κB）

是在转录过程中 RNA聚合酶转录时所需要的一种

辅助因子，由调节多种生物应答的转录因子家族构

成[11]。NF-κB信号传导通路的改变会引起多种炎症

性疾病的发生，其中就可出现在肾脏 IRI疾病的炎症

反应中[12]。哺乳动物 NF-κB家族由 5个成员组成：

p65（RelA）、c-Rel、RelB、p50/p105（NF-κB1）及 p52/

p100（NF-κB2），其形成不同的异源二聚体或同源

二聚体[13]。在正常生理状态时，NF-κB与核转录因

子κB抑制蛋白（inhibitory kappa B，ⅠκB）在胞质

中结合，其活性被抑制，当有外界刺激如创伤、感染

等时，ⅠκB会被ⅠκB酶复合物磷酸化而失去抑制

作用，ⅠκB开始泛素化，随后被特定蛋白酶降解，

NF-κB变成游离状态进入细胞核内[14]，结合靶向基

因的启动子或增强子区域的特定序列，调节促炎基

因等相关基因的转录，进而改变多种炎症相关因子

及酶类物质的表达，如白细胞介素 6（interleukin-6，

IL-6）。同时编码ⅠκB蛋白使细胞恢复稳态[15]。

水飞蓟素是从水飞蓟种子中提取的黄酮类混合

物，具有明显的抗炎作用，可以抑制炎症信号的表达

和中性粒细胞的迁移，稳定肥大细胞。过去水飞蓟素

常常作为保肝药物使用，近些年发现其对其他脏器

同样有一定的保护作用。TAN等发现水飞蓟素可以

降低肾 IRI大鼠血清肌酐、尿素氮水平[16]，但相关研

究相对较少且其机制尚不明确。鉴于水飞蓟素明显

的抗炎作用、本身无毒副作用和对多种器官的保护作

用，其对大鼠肾脏 IRI的保护作用及其是否与抑制

NF-κB活化有关有待于进一步研究。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年雄性 SD大鼠，无特定病原体（SPF）级

环境饲养，体重 250～290 g[购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，合格证号 SCXK（京）2009-003]，

购自华北理工大学动物实验中心动物房饲养 7 d，以

适应环境。12 h光照环境，12 h黑暗环境，可自由获

取食物和水。本实验的动物处理方法经华北理工大

学医学伦理委员会商议后批准。

1.2 仪器与试剂

Olympus电动正置显微镜（日本奥林巴斯公司），

酶标仪（美国 BIO-RAD 公司），全自动生化检测仪

（美国 Benckman公司），水飞蓟素胶囊（德国马博士

大药厂，生产批号：B1403206），IL-6、NF-κB p65免

疫组织化学（免疫组化）试剂盒（购自北京博奥森生

物技术有限公司），NF-κB及 IL-6 酶联免疫吸附

测定（ELISA）试剂盒（购自上海酶联生物科技有限

公司）。

1.3 方法

选用随机数字法将 30只雄性大鼠分为 3组，分

别为假手术组（S组）、缺血再灌注模型组（IR组）及

药物组（SM组）。各组处理情况：S组及 IR组术前给

予生理盐水灌胃 7 d，SM组术前给予水飞蓟素 100

mg/（kg·d）灌胃 7 d。术前 12 h给予禁食水，腹腔缓

慢注射 10%水合氯醛（300 mg/kg）麻醉大鼠后，仰卧

位固定。剑突下至耻骨联合上备皮并用安尔碘消毒

3次，充分暴露手术区域，手术器械于高压蒸汽灭菌

器内 120℃，40 min灭菌。术中使用生理盐水浸湿纱

布保护腹腔脏器，同时注意保暖。手术切口 3～4 cm，

腹中线逐层切开皮肤、皮下组织、肌肉及腹膜，逐层

打开腹腔。IR组、SM组结扎右侧输尿管及右侧肾动

静脉，摘取右侧肾脏，无创动脉夹阻断左侧肾脏血液

供应，夹闭左侧肾动静脉 40 min，再灌注 24 h后，给

予 10%水合氯醛腹腔注射再次麻醉大鼠，逐层打开

腹腔，留取血液样品及肾组织。S组不给予缺血再灌

注处理，其余步骤与其他组相同。取出各组左侧肾脏

后分别沿冠状面和矢状面切成 4分，一部分立即放

入 4%多聚甲醛中固定 12～24 h，包埋制成蜡块，放

于 4℃冰箱冷冻中保存。一部分肾脏迅速放入 -180℃

液氮罐中速冻，后保存在 -80℃低温冰箱中，用于组

织匀浆的制备，组织匀浆上清液保存于 -20℃。用含

有促凝集的真空管抽取下腔静脉血 3.5 ml，放入 4℃

冰箱中。应用 Benckman全自动生化检测仪测量血

清肌酐及尿素氮浓度；HE染色后，在 Olympus电动

正置显微镜下观察肾病组织病理学改变；免疫组织

化学染色检测 NF-κB p65 在细胞核中的表达及

IL-6在细胞浆中的表达；ELISA检测肾组织匀浆细

胞核 NF-κB及细胞浆 IL-6浓度。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，采用方差分析，两两比较

用 LSD- 检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肾功能检测结果

各组大鼠肾脏缺血再灌注 40 min后，各组大鼠

中国现代医学杂志 第 27卷

18· ·



第 24期 董建，等：水飞蓟素对大鼠肾脏缺血再灌注损伤的保护作用及机制探讨

表 1 各组大鼠血肌酐及血尿素氮浓度比较 （ =10，x±s）

组别 血肌酐 /（μmol/L） 血尿素氮 /（mmol/L）

S组（ =10） 46.67±5.20 6.02±0.42

IR组（ =10） 151.51±15.521） 27.59±2.511）

SM组（ =10） 102.21±12.121） 13.31±1.011）2）

值 198.993 450.588

值 0.000 0.000

注：1）与 S组比较， <0.05；2）与 IR组比较， <0.05

S组 IR组 SM组

图 1 各组大鼠肾小管染色结果比较 （HE×400）

血肌酐浓度变化差异有统计学意义（ =198.993， =

0.000），两两比较经 LSD- 检验，IR组血肌酐浓度高

于 S组（ =19.938， =0.000），但 SM组血肌酐浓度较

IR组低（ =9.377， =0.000），但高于 S组（ =10.561，

=0.000）。各组大鼠血尿素氮浓度变化差异有统计

学意义（ =450.588， =0.000），IR组血尿素氮浓度高

于 S 组（ =30.472， =0.000），但 SM 组血尿素氮浓

度较 IR组低（ =20.183， =0.000）。见表 1。

2.2 肾脏病理结果

S组肾小球、肾小管清晰可见，结构完整，无异常

改变。IR组镜下可见肾组织皮髓质交界区大量肾小

管肿胀、坏死，刷状缘脱落，部分肾小管阻塞，肾间质

有大量中性粒细胞浸润。SM组肾小管肿胀较轻，无

坏死及未见肾基膜破裂及刷状缘脱落，肾间质仅有

少量中性粒细胞浸润。见图 1。

2.3 免疫组织化学观察结果

IR组肾组织中包浆 IL-6、胞核 NF-κB p65表

达水平高于 S组，SM组包浆 IL-6、胞核 NF-κB p65

表达较 IR组降低，但仍高于 S组。见图 2、3。

2.4 ELISA检测结果

各组大鼠细胞核 NF-κB浓度变化差异有统计

学意义（ =95.892， =0.000），IR组细胞核 NF-κB

浓度高于 S组（ =13.694， =0.000），但 SM组 NF-

κB浓度较 IR组低（ =8.639， =0.000），但高于 S组

（ =5.055，P=0.000）。各组大鼠细胞质 IL-6 浓度变

化差异有统计学意义（ =1618.489， =0.000），IR组

S组 IR组 SM组

图 2 各组大鼠 IL-6的表达 （免疫组织化学×400）

S组 IR组 SM组

图 3 各组大鼠 NF-κB p65的表达 （免疫组织化学×400）
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组别 NF-κB IL-6

S组（ =10） 0.62±0.06 144.32±23.91

IR组（ =10） 1.47±0.211） 1 890.31±97.641）

SM组（ =10） 0.93±0.111）2） 1 004.31±63.431）2）

值 95.892 1618.489

值 0.000 0.000

注：1）与 S组比较， <0.05；2）与 IR组比较， <0.05

表 2 各组大鼠肾脏细胞核 NF-κB及细胞浆 IL-6

浓度比较 （ =10，ng/g，x±s）

细胞质IL-6浓度高于 S组（ =56.892， =0.000），SM

组 IL-6浓度高于 S组（ =28.022， =0.000），SM组

IL-6浓度较 IR组低（ =28.870， =0.000）。见表 2。

3 讨论

在正常肾脏组织中，炎症因子水平较低，但在病

理状态下易急剧升高，肾小球滤过率快速下降与肾小

管、肾小球的变化伴随间质性炎症有关[17]，IRI 可以

通过诱发内皮细胞功能紊乱、刺激白细胞介导炎症

反应、降低微小血管的血流量引起急性肾损伤[18]。建

立缺血再灌注损伤模型很多，该损伤均与炎症反应有

较为密切的关系。炎症是导致肾脏 IRI的主要因素[19]，

大量的炎症介质与肾脏 IRI有关，如 IL-6可以激活

中性粒细胞、淋巴细胞及单核巨噬细胞等向损伤部

位聚集，发生炎症反应损伤肾组织。在缺血再灌注损

伤后，TNF-α抑制剂减轻炎症改变[20]。在 HgCl2介

导的大鼠急性肾损伤模型中，肾脏 IL-19的表达水平

较高 [21]。在遭受 IRI 的细胞悬液中，模型组中的

TNF-α、IL-6 和单核细胞趋化蛋白 -1（monocyte

chemotactic protein 1，MCP-1）浓度高于对照组[22]。在

本实验中，IR组肾组织中 IL-6的表达升高，而在 SM

组 IL-6表达降低。

一直以来，NF-κB 通路被认为是典型的促炎

信号通路，很大程度上被细胞因子、趋化因子及黏附

分子等促炎基因的表达影响[23]，NF-κB可以被多种

致病因素活化，有文献报道，NF-κB在缺血时活化，

再灌注 12 h开始升高，2~3 d达到顶峰[24]。预先给予

大鼠 NF-κB抑制剂不仅抑制由 IR引起的 NF-κB

的活化，且阻止 MCP-1 mRNA的表达，表明 NF-κ

B在 IRI炎症的开始占有重要角色[25]。转录因子 p65

是 NF-κB家族中的一员，可以调节大多数 NF-κB

靶基因[26]，65基因敲除大鼠只会有较弱的外周炎症

反应[27]。本研究结果显示，术前给予大鼠水飞蓟素灌

胃 7 d，与 IR组相比，SM组降低血清肌酐、血清尿素

氮及中性粒细胞的浸润，改善了肾功能，减轻肾小管

损伤，免疫组织化学检测细胞核 NF-κBp65及细胞

浆 IL-6表达水平较 IR 降低，ELISA检测肾组织匀

浆细胞核 NF-κB及细胞浆 IL-6浓度 SM组偏低，

表明水飞蓟素可以改善肾功能，抑制 NF-κB的活化，

进而降低 IL-6的表达。

综上所述，目前研究可以证实水飞蓟素对大鼠

肾脏缺血再灌注损伤具有保护作用其可能与抑制

NF-κB活化有关。临床肾缺血再灌注损伤患者病

情较为复杂，常常合并多种疾病，且目前并未明确有

效保护肾脏 IRI的药物应用于临床，而本实验发现水

飞蓟素可以改善大鼠肾功能、减轻肾脏损伤，其与抑

制 NF-κB的活化有关，此外水飞蓟素还对心脏、

脑、胃及肠 IRI有保护作用，更适合临床应用。但水

飞蓟素是否可以通过影响ⅠκB 的活性抑制

NF-κB活化还需进一步研究。
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