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Ｎｒｆ２在脓毒症合并急性肾损伤大鼠肾组织中的
表达及姜黄素对其的干预作用

杨挺，俞慧，黄伟
（江南大学附属医院 ＆无锡市第三人民医院 急诊科，江苏 无锡　２１４０００）

［摘　要］目的：探讨核因子相关因子（Ｎｒｆ２）在脓毒症合并急性肾损伤（ＡＫＩ）大鼠肾组织中的表达，以及姜黄
素对Ｎｒｆ２的干预作用。方法：９６只ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组及治疗组，模型组和治疗组用盲肠结扎穿
刺法制备脓毒症ＡＫＩ大鼠模型，治疗组在制模后１ｈ给予１００ｍｇ／ｋｇ剂量姜黄素腹腔注射；于造模后６、１２、２４及
４８ｈ时，检测各组大鼠血清尿素氮（ＢＵＮ）及肌酐（Ｓｃｒ）水平，同时取肾脏组织、采用Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔ法检测肾脏组织
匀浆中Ｎｒｆ２蛋白表达水平，采用苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察造模１２ｈ时３组大鼠肾脏组织学变化。结果：造
模后６、１２、２４及４８ｈ时，与对照组同时点比较，模型组大鼠血清ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平显著升高，大鼠肾脏组织匀浆中
Ｎｒｆ２蛋白水平显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组同时点比较，治疗组大鼠血清ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平
显著降低，大鼠肾脏组织匀浆中Ｎｒｆ２蛋白水平显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＨＥ染色结果可见，模型
组大鼠肾脏组织表现为炎症细胞浸润，肾小球周围间质充血，治疗组大鼠肾脏组织的这些改变则均有明显改善。

结论：姜黄素可改善脓毒症ＡＫＩ肾脏功能，其机制可能与上调大鼠肾脏组织中Ｎｒｆ２蛋白表达水平有关。
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　　脓毒症是机体对细菌感染作出过度反应的全
身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ），如不及时处理则进展
为严重脓毒症，出现脓毒症休克、多器官功能衰竭，

若合并急性肾损伤（ＡＫＩ）时，死亡率可达７０％［１］。

脓毒症ＡＫＩ的发病机制目前仍未阐明，对 ＡＫＩ的
研究早期主要集中于血流动力学或（和）炎症因子

方面，近几年的研究证实氧化应激反应在脓毒症过

程中起着重要的作用。核因子相关因子（Ｎｒｆ２）是
调节抗氧化应激反应的重要转录因子之一，Ｎｒｆ２／
ＡＲＥ通路是目前发现的最为重要的内源性抗氧化
应激通路［２－３］。本研究采用盲肠结扎穿孔术

（ＣＬＰ）制备大鼠脓毒症ＡＫＩ模型，并应用姜黄素进
行干预治疗，于造模后６、１２、２４及４８ｈ时，检测大
鼠肾组织中Ｎｒｆ２蛋白及血清尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐
（Ｓｃｒ）水平，探讨姜黄素在脓毒症 ＡＫＩ中的作用及
机制，为脓毒症ＡＫＩ的临床治疗提供思路。

１　材料与方法

１１　动物及试剂　清洁级雄性 ＳＤ大鼠９６只，体
质量（２６０±２０）ｇ，由南通大学实验动物中心提供；
ＡＵ４００全自动生化分析仪购自日本 ｏｌｙｍｐｕｓ公司，
尿素氮（ＢＵＮ）及肌酐（Ｓｃｒ）测定试剂盒购自南京
建成生物工程研究所。

１２　方法
１２１　动物模型制备　９６只大鼠随机均分为对
照组、模型组、治疗组。模型组和治疗组大鼠参考

文献［４－５］采用 ＣＬＰ法制备脓毒症 ＡＫＩ大鼠模
型，造模前大鼠禁食１２ｈ、禁水６ｈ，以３％戊巴比
妥钠（４５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，固定大鼠于操作
台，剪去腹部体毛、消毒后沿腹正中线皮肤开约

２ｃｍ切口，暴露腹腔脏器；找到盲肠游离盲端，取出
盲肠，在距盲端１ｃｍ处结扎，用１８号针头在近端
及末端贯通穿刺２次，施压于盲肠挤出少量肠内分

泌物于腹腔内，放置１根直径约０５ｃｍ的硬质导
管并固定，回纳盲肠，逐层缝合腹壁切口。术后即

刻在股部皮下注射生理盐水进行抗休克处理，液体

量为４ｍＬ／１００ｇ，回笼。对照组采用同样方法开、
关腹，但盲肠不结扎穿孔，也不留置导管。治疗组

于造模１ｈ后按１００ｍｇ／ｋｇ剂量给予姜黄素注射
入腹腔，模型组及对照组注射同等剂量生理盐水。

１２２　血清 ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平及肾脏组织匀浆 Ｎｒｆ２
蛋白水平　分别于造模后６、１２、２４及４８ｈ麻醉大
鼠，每组８只，麻醉后于大鼠左侧第３、４肋间心尖
搏动最强处针尖刺入采血，离心分离血清，采用日

本 ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ４００全自动生化分析仪测定血清
ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平；开腹分离肾脏组织，肾脏组织置
－８０℃冰箱冻存、采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｎｒｆ２蛋
白表达水平，用凝胶图像处理系统将结果扫描成电

子图像，以条带分析软件ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４４０分析，
计算出光密度值（ＯＤ值），用目标带与内参照 β
ａｃｔｉｎ的光密度比值来衡量表达情况，作为 Ｎｒｆ２的
相对表达量。

１．２．３　肾脏组织学　另取造模后１２ｈ的肾脏组
织用１０％中性甲醛固定、石蜡包埋、切片、苏木精
－伊红（ＨＥ）染色，于光学显微镜观察肾脏组织学
变化，以炎症细胞浸润，肾小管上皮细胞空泡样变

性评估ＡＫＩ损伤程度。
１３　统计学方法

采用 Ｓｔａｔａｖ１００统计学软件进行分析，计量
数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较采用
单因素方法分析，两两比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　血清ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平

造模后６、１２、２４及４８ｈ时，与对照组同时点
比较，模型组大鼠血清 ＢＵＮ及 Ｓｃｒ水平显著升高，
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差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组同时点比
较，治疗组大鼠血清 ＢＵＮ及 Ｓｃｒ水平显著降低（Ｐ
＜００１）；与对照组同时点比较，治疗组大鼠血清

ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平显著升高，差异有统计学意义（Ｐ
＜００１）。提示造模１ｈ后给予姜黄素注射能改善
脓毒症大鼠肾功能。见表１。

表１　３组大鼠造模后６、１２、２４及４８ｈ时的血清ＢＵＮ及Ｓｃｒ水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｍＢＵＮａｎｄＳｃｒｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐａｔ６，１２，２４ａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ

时间
ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 模型组 治疗组

Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）
对照组 模型组 治疗组

６ｈ １０４６±１２５ ２０５２±１５６（１） １０５８±１７１（２）（３） ２５３５±１３２ ５７３２±１８４（１） ３６４３±１４７（２）（３）

１２ｈ ９３８±１５３ ４２３２±１６３（１） ２６４８±１７８（２）（３） ２４７９±１５９ ９０５４±１６７（１） ６６４９±１５７（２）（３）

２４ｈ ９７６±２０６ ８０１０±１５２（１） ６４５７±１２３（２）（３） ２５７３±１５４ １３５４６±１７０（１） ９１２１±１３４（２）（３）

４８ｈ ９５２±１８６ １２３４８±１７８（１） ９７５７±１２２（２）（３） ２６１２±１２３ ２５６７９±１４４（１）１３６７２±２１０（２）（３）

注：（１）与对照组同时点比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组同时点比较，Ｐ＜００１；（３）与对照组同时点比较，Ｐ＜００１。

２２　肾脏组织匀浆中Ｎｒｆ２蛋白（ＯＤ值）
造模后６、１２、２４及４８ｈ时，与对照组同时点

比较，模型组大鼠肾脏组织匀浆中Ｎｒｆ２蛋白ＯＤ值
显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型
组同时点比较，治疗组大鼠肾脏组织匀浆中 Ｎｒｆ２
蛋白ＯＤ值显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；与对照组同时点比较，治疗组大鼠肾脏组
织匀浆中Ｎｒｆ２蛋白ＯＤ值显著升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜００１）。见表２。
２．３　肾脏组织学

ＨＥ染色结果可见，造模后１２ｈ时，对照组各
时间段肾脏组织结构正常，未见明 显 病 理 变 化

（图１Ａ）。模型组大鼠部分肾小球周围间质充血，
可见肾小管水肿，肾小球毛细血管扩张、充血，炎症

细胞浸润（图１Ｂ），而治疗组小鼠肾小球及肾小管

充血水肿及炎症细胞浸润情况较同时点模型组减

轻（图１Ｃ）。

表２　３组大鼠造模后６、１２、２４及４８ｈ时的肾脏
匀浆组织中Ｎｒｆ２蛋白水平比较（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｎｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐａｔ６，１２，

２４ａｎｄ４８ｈａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ

时间
肾脏组织匀浆Ｎｒｆ２蛋白（ＯＤ值）

对照组 模型组 治疗组

６ｈ ０７３±００４ ０３２±００４（１） ０４５±００２（２）（３）

１２ｈ ０７５±００４ ０２５±００３（１） ０５６±００３（２）（３）

２４ｈ ０７５±００３ ０１２±００３（１） ０７２±００３（２）（３）

４８ｈ ０７６±００３ ００８±００３（１） ０３１±００３（２）（３）

注：（１）与对照组同时点比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组同时点

比较，Ｐ＜００１；（３）与对照组同时点比较，Ｐ＜００１。

注：Ａ为对照组，Ｂ为手术组，Ｃ为治疗组。

图１　各组大鼠造模１２ｈ的肾脏组织ＨＥ染色（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔ１２ｈａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ
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　１０期 杨挺等　Ｎｒｆ２在脓毒症合并急性肾损伤大鼠肾组织中的表达及姜黄素对其的干预作用



３　讨论

脓毒症是由感染引起的严重的 ＳＩＲＳ，其病理
生理机制复杂且易受多种因素影响，目前缺乏有效

的防治方法。脓毒症在后期常发生多器官功能衰

竭，肺脏、肝脏、胃肠道、肾脏以及血液系统常最先

受累，据相关数据统计，在被诊断为脓毒症的患者

中约有４２％伴有不同程度的 ＡＫＩ，此类患者的死
亡率高达７４５％，且有逐年上升的趋势［６］。近几

年国外的很多研究均证明 ＡＫＩ时伴有氧化应激的
发生。Ｎｒｆ２是近几年来研究较多的细胞抗氧化反
应的重要调节因子，它通过协调诱导对抗氧化应激

蛋白和Ⅱ相解毒酶的的表达进行调节，在机体防御外
来侵袭、抵御毒性损害中起关键作用［７－８］。Ｎｒｆ２含
有６个不同的功能区，被命名为 Ｎｅｈ１Ｎｅｈ６［９－１０］。
目前的研究证明Ｎｒｆ２主要在代谢和解毒的组织中
表达，比如肾脏、肝脏，还有一些持续与外界坏境接

触的组织如皮肤、肺和消化道等［１１－１２］。生理状态

下，Ｎｒｆ２与细胞质中的果蝇肌动蛋白结合蛋白
Ｋｅｌｃｈ结合，抑制 Ｎｒｆ２的表达，使其无法进入细胞
核发挥转录活性，细胞处于稳定状态［１３］。当受到

外界氧化应激因子刺激后或在蛋白激酶 Ｃ的作用
下，Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１解耦联，转入细胞核，进而与
ＡＲＥ启动子部位结合，启动下游靶基因的表达，进
一步调节氧化应激反应。本研究中，在对照组大鼠

肾脏组织中检测出Ｎｒｆ２，表明正常肾脏组织中存在
Ｎｒｆ２，模型组 Ｎｒｆ２水平较对照组明显下降，其蛋白
相对量先逐渐上升后期出现下降，提示脓毒症损伤

后强烈的氧化应激反应损伤了机体的内源性保护

系统，致使Ｎｒｆ２水平的下调；同时脓毒症产生的大
量毒素作用于炎症细胞，其产生的多种炎症介质在

早期促使Ｎｒｆ２入核反应增加，Ｎｒｆ２在肾脏组织中
表达上调，内源性抗损伤能力增强。随着脓毒症损

伤加重，大量蓄积的ＲＯＳ导致氧化－还原失衡，组
织、细胞损伤加重，Ｎｒｆ２出核减少，机体抗氧化能
力减弱，最终出现严重的器官功能损害。由此可

见，Ｎｒｆ２在脓毒症抗氧化应激中发挥了重要作用，
为临床治疗脓毒症提供了新的思路，但其深入的作

用机制，仍待进一步研究。

姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）最初是在１８７０年从姜黄中
分离出来的一种相对分子质量小的多酚类化合物，

普遍认为它是姜黄中最有效的成分，有着较为广泛

的药理作用，研究发现姜黄素在抗炎症损伤、抗氧

化应激、调节血脂、抗病毒、抗肿瘤方面发挥着重要

作用。姜黄素含有多个功能基团，包含２个酚羟
基、２个不饱和酮双键、１个中性活性亚甲基及１个
β二酮基，酚羟基和 β二酮是抗氧化活性部分。
姜黄素中含有２个α、β不饱和羰基序列可能是激
活Ｎｒｆ２的关键结构，有学者通过加氢还原该结构，
发现可降低Ｎｒｆ２的活化，同样具有αβ不饱和羰基
的１５ｄＰＧＪ２与 Ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｃｕｒｃｕｍｉｎ也能激活 Ｎｒｆ２。
本研究结果显示，姜黄素干预后的脓毒症大鼠，

Ｎｒｆ２水平较手术组明显升高，肾小球及肾小管充
血水肿及炎症细胞浸润显著减轻，提示姜黄素可能

通过Ｎｒｆ２信号传导途径发挥氧化应激作用，对肾
脏起到保护的作用。研究报道，姜黄素可激活Ｎｒｆ２
核转位，上调Ｎｒｆ２水平，增加具有抗氧化作用的代
谢酶合成，减轻细胞活性氧族／活性氮族水平，发挥
细胞保护功能。姜黄素还可抑制脂质过氧化，维持

和／或增强各种抗氧化酶的活力，包括超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化
酶（ＧＰｘ）等。杨开艳等［１４］研究发现姜黄素能提高

脂多糖激活的小胶质细胞中 ＳＯＤ和 ＧＰｘ的活性，
有效的清除氧自由基；有学者在对大鼠肾组织氧化

应激损害的研究中发现，姜黄素不仅可以降低大鼠

血浆和肾组织中丙二醛（ＭＤＡ）的含量，还可以提
高ＧＳＨ含量和 ＧＰｘ的活力，改善肾组织的氧化应
激损伤［１５－１７］。姜黄素在发挥抗氧化应激作用的同

时，也表现一定程度的促氧化作用。姜黄素这一作

用主要是通过过氧化物酶系统产生苯氧基团，后者

协同氧化细胞内谷胱甘肽或 ＮＡＤＨ，在细胞摄入
Ｏ２时产生ＲＯＳ

［１８－２０］。Ｓａｎｄｕｒ等［２１］证实姜黄素的

这种双向作用与其在体内的药物浓度有关，两者之

间可以相互转化；Ｈａｔｃｈｅｒ等［２２］也证实了同样的看

法，并进一步指出姜黄素是一个自由基清除剂和氢

供体，具有双重活性。

综上，姜黄素具有多种药理作用，但具体机制

至今尚未完全阐明，本研究从 Ｎｒｆ２的氧化应激作
用研究了姜黄素对于脓毒症所致肾脏损伤的保护

作用，对脓毒症在基因对抗氧化方向的研究提供新

的思路。当然脓毒症作为一个涉及多因素的复杂

病理、生理过程，仍需全面、系统、多层次的研究，才

能攻克这一难题。
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　１０期 杨挺等　Ｎｒｆ２在脓毒症合并急性肾损伤大鼠肾组织中的表达及姜黄素对其的干预作用


