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健脾清化方对急性肾缺血再灌注 ＳＤ大鼠
氧化应激损伤的影响
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摘要　目的：探讨健脾清化方对急性肾缺血再灌注 ＳＤ大鼠氧化应激损伤的影响。方法：将４０只 ＳＤ大鼠随机分成正常
组、急性肾缺血再灌注模型组、健脾清化方干预组和盐酸罗格列酮干预组，每组１０只。健脾清化方干预组给予健脾清化
方灌胃（１９３ｇ／ｋｇ，２０倍人体剂量），盐酸罗格列酮组给予罗格列酮灌胃（１３ｍｇ／ｋｇ，２０倍人体剂量），其他组给予生理盐
水，１次／ｄ，连续给药１周后，造模并取材。观察各组ＳＤ大鼠血肌酐（Ｓｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）水平，观察各组大鼠血清超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）、一氧化氮（ＮＯ）、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）、羟自由基（ＯＨ）抑制能力的水平，ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清 ＩＬ
１β、ＩＬ１０水平，免疫印迹法观察各组大鼠肾组织 ＴＮＦα、ＮＦκＢ蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ
均显著增加（Ｐ＜００５），抑制羟自由基能力、ＮＯＳ、ＮＯ水平提升（Ｐ＜００５），ＳＯＤ水平明显下降（Ｐ＜００５）。与模型组比
较，健脾清化方干预组及罗格列酮干预组Ｓｃｒ、ＢＵＮ（Ｐ＜００５）水平均明显降低，ＮＯＳ（Ｐ＜００５）、ＮＯ显著下降，抑制羟自由
基能力与ＳＯＤ水平显著提升（Ｐ＜００５）。模型组、盐酸罗格列酮组与健脾清化方组 ＩＬ１β、ＩＬ１０水平均较正常组明显升
高（Ｐ＜００５），与模型组比较，盐酸罗格列酮组与健脾清化方组的ＩＬ１β水平更低，ＩＬ１０的水平更高。盐酸罗格列酮组的
ＩＬ１β水平比健脾清化方组更高，ＩＬ１０水平更低。与正常组比较，模型组、盐酸罗格列酮组与健脾清化方组大鼠肾组织的
ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白表达量均显著提升。与模型组比较，盐酸罗格列酮组与健脾清化方组 ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白表达量均显
著下调。与盐酸罗格列酮组比较，健脾清化方组的ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白表达量更低。结论：健脾清化方可明通过降低ＮＯ、
ＮＯＳ水平，增强ＳＯＤ和抑制ＯＨ自由基能力，从而延缓急性肾缺血再灌注ＳＤ大鼠氧化应激损伤水平，抑制炎性反应，从而
减少对肾脏的损伤。
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　　缺血再灌注损伤（ＩｓｃｈｅｍｉｃＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎｊｕｒｙ，
ＩＲＩ）是指由于各种原因引起的缺血和血液灌注恢复
引起的组织或器官的损伤。肾脏是临床缺血再灌注

损伤的常见器官之一。肾缺血再灌注损伤（Ｒｅｎａｌ
ＩｓｃｈｅｍｉｃＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）临床上常见于急
性肾损伤（ＡｃｕｔｅＫｉｄｎｅｙＩｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）和肾移植术后，
是影响ＡＫＩ治疗预后及肾移植术后移植物的早期功
能恢复和长期存活的主要因素之一［１］。

氧化应激损伤（ＯｘｉｄａｔｉｖｅＳｔｒｅｓｓ，ＯＳ）是 ＲＩＲＩ的
主要病理因素和机制，在 ＩＲＩ时引起大量自由基富
集，诱发机体的ＯＳ、炎性反应和细胞凋亡，对肾脏功
能造成影响［２］。罗格列酮作为 ＰＰＡＲγ激动剂，其有
效对抗ＯＳ及炎性反应的功效近年来逐渐得到认知
和肯定［３］。而传统中医药在 ＯＳ及炎性反应方面仍
缺乏系统的研究，中药方剂健脾清化方在延缓慢性

肾脏病纤维化的进程的同时，具有抗炎抗氧化的功

效［４］。本实验复制急性ＲＩＲＩ大鼠模型，探究健脾清
化方对急性ＲＩＲＩ大鼠ＯＳ的影响。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＤ大鼠，雄性体质量（２００±２０）ｇ。
购自上海中医药大学实验动物中心［ＳＹＣＫ（沪）
２０１３００１６］，上海西普尔必凯实验动物有限公司提
供，合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６。本实验研究实
验伦理委员会批准编号：ＳＺＹ２０１７１００１２。大鼠饲养
于ＳＰＦ动物实验室，温度（２６±４）℃，湿度（５５±
５）％。动物饲养及实验操作均在上海中医药大学实
验动物中心设施内进行。

１１２　药物　盐酸罗格列酮片（浙江海正药业股份
有限公司，国药准字Ｈ２００８０２５７）购自上海中医药大
学附属曙光医院西药房，制备药物浓度为０１３３ｍｇ／

ｍＬ。健脾清化方购自上海中医药大学附属曙光医
院制剂科，药物组成：党参１５ｇ、生黄芪１５ｇ、草果仁
６ｇ、苍术１０ｇ、黄连３ｇ、制大黄９ｇ，制备药物浓度为
１９３３ｇ／ｍＬ。
１１３　试剂与仪器　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂
盒（南京建成生物科技有限公司，货号：Ａ００１１）、羟
自由基测试试剂盒（南京建成生物科技有限公司，货

号：Ａ０１８）、总一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）测试盒（南京
建成生物科技有限公司，货号：Ａ０１４２）、一氧化氮
（ＮＯ）测定试剂盒（南京建成生物科技有限公司，货
号：Ａ０１２）、ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒（上海威奥生物公
司，货号：ＥＲ０１２８）、ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ测定试剂盒（上海
威奥生物公司，货号：ＥＲ０１３５），ＴＮＦα抗体（生工生
物工程（上海）股份有限公司，Ｄ１６４３１０）、ＮＦκＢ抗
体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，△５９６７４）、无创动脉夹
（上海威奥生物公司），多功能酶标仪（ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒ
ｇｙ２）、ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心机（５４１７Ｒ）、全自动生化仪（Ｈｉ
ｔａｃｈｉ７０８０，Ｔｏｋｙｏ）、戊巴比妥钠（上海医药集团股份
有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　雄性ＳＤ大鼠４０只，体质
量（２００±２０）ｇ，在 ＳＰＦ环境下适应性饲养一周后根
据体质量随机分成正常组、模型组（急性肾缺血再灌

注模型）、西药组（盐酸罗格列酮组）和中药组（健脾

清化方组）共４组，每组１０只。四组均灌胃１周，禁
食不禁水１ｄ后，模型组、西药组与中药组均以３％
戊巴比妥钠按４０ｍｇ／ｋｇ体质量剂量麻醉，大鼠呈俯
卧位，经背部两侧肋弓下距脊柱约０５ｃｍ处剪开约
长１５ｃｍ的纵行切口，钝性分离并露出两侧肾脏，
从两侧肾蒂分离肾动脉，用无创性动脉夹夹闭双侧

肾动脉，３０ｍｉｎ后松夹恢复灌注，观察双侧肾脏颜色
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由淡色逐渐转为鲜红色，提示肾脏恢复血供。关腹

并缝合切口，术后大鼠自由摄食和饮水。

１２２　给药方法　给药期间每组予以普通饲料及
水饮食，各组灌胃剂量：西药组予１３３ｍｇ／ｋｇ体质
量剂量灌胃，中药组予１９３３ｇ／ｋｇ体质量剂量灌胃。
正常组和模型组每日予以同剂量生理盐水灌胃。连

续灌胃１周，每次灌胃药物体积均为１００ｇ体质量予
１ｍＬ药物（生理盐水）计算。
１２３　检测指标与方法　各组大鼠均于造模２４ｈ
后以３％戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉取血后，静置离
心，离心机３０００ｒ／ｍｉｎ转速离心１０ｍｉｎ，分离血清，
置于冰箱中储存，以测ＳＯＤ、ＮＯ、ＮＯＳ、抑制ＯＨ自由
基能力及血肌酐（Ｓｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、ＩＬ１β、ＩＬ１０。
取肾组织于液氮中转移至 －８０℃冰箱保存，以提取
组织蛋白用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白
表达量。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０软件统计处理
数据，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间采
用单因素方差分析。以 Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　４组大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ比较　４组 ＳＤ大鼠中，模
型组的Ｓｃｒ与ＢＵＮ与正常组比较均有明显升高，说
明急性肾缺血再灌注对ＳＤ大鼠肾脏造成损伤，提示
造模成功（Ｐ＜００５）。盐酸罗格列酮组与健脾清化
方组与模型组比较，Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。而健脾清化方组ＢＵＮ（Ｐ＜
００５）与Ｓｃｒ水平均较盐酸罗格列酮组更低，提示盐
酸罗格列酮与健脾清化方均对肾脏功能具有保护作

用，而健脾清化方保护肾脏功能较盐酸罗格列酮更

强。见表１。

表１　各组大鼠ＢＵＮ、Ｓｃｒ比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

正常组 ６２４±０６２ ２２００±２６７
模型组 ３２１０±１５２８ １９９４０±１２６１９

盐酸罗格列酮组 ２３８７±１２２４△ １４４３０±９７６２

健脾清化方组 ２１９６±１１１９△ １１２８０±１０８９４

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与模型组比较，△Ｐ＜００５

２２　４组大鼠血清羟自由基抑制能力、ＳＯＤ、ＮＯＳ、
ＮＯ的变化　模型组抑制羟自由基能力、ＮＯＳ、ＮＯ均
较正常组水平提高（Ｐ＜００５），模型组 ＳＯＤ水平较
正常组有明显下降（Ｐ＜００５），说明急性肾缺血再
灌注造模成功，均存在自由基的富集现象及 ＯＳ。健
脾清化方组和盐酸罗格列酮组与模型组比较，抑制

羟自由基能力均有显著提升（Ｐ＜００５），健脾清化
方抑制羟自由基能力较盐酸罗格列酮更强。与模型

组比较，盐酸罗格列酮组与健脾清化方组 ＳＯＤ含量
更高（Ｐ＜００５），ＮＯＳ的水平更低（Ｐ＜００５），生成
的ＮＯ的水平也更低。健脾清化方组大鼠较盐酸罗
格列酮组的血清ＳＯＤ含量显著上升，而 ＮＯＳ、ＮＯ的
水平明显下降。提示盐酸罗格列酮与健脾清化方均

有对抗ＯＳ，清除活性氧的功效，健脾清化方对ＯＳ的
对抗效果较盐酸罗格列酮更强。见表２、表３。

表２　各组大鼠抑制羟自由基能力、ＳＯＤ比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 抑制羟自由基能力（Ｕ／ｍＬ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ）

正常组 ５２２０７±１０３７３ ８８４３±３６９
模型组 ５６１０５±７９７６ ７５７０±６３９

盐酸罗格列酮组 ６９７８９±１７０１６△ ８５６１±５６７△

健脾清化方组 ７７０４５±１６４１４△ ８７３１±７０２△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与模型组比较，△Ｐ＜００５

表３　各组ＮＯＳ、ＮＯ比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＮＯＳ（Ｕ／ｍＬ） ＮＯ（ｕｍｏｌ／Ｌ）

正常组 ６８６±１０５ ５２４３±１５６６
模型组 １０１３±１４９ １２８９６±２５００

盐酸罗格列酮组 ８９１±０８８△ １１４５９±９２４

健脾清化方组 ７４５±１６２△ １０３７１±１１９５△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与模型组比较，△Ｐ＜００５

２３　４组大鼠血清 ＩＬ１β、ＩＬ１０的比较　模型组、
盐酸罗格列酮组与健脾清化方组 ＩＬ１β、ＩＬ１０水平
均较正常组明显升高（Ｐ＜００５），与模型组比较，盐
酸罗格列酮组与健脾清化方组的 ＩＬ１β水平更低，
ＩＬ１０的水平更高，盐酸罗格列酮组的 ＩＬ１β水平比
健脾清化方组更高，ＩＬ１０水平更低。提示 ＳＤ大鼠
肾ＩＲＩ时出现了炎性因子释放，存在炎性反应，盐酸
罗格列酮与健脾清化方均能减少炎性因子 ＩＬ１β的
释放，上调ＩＬ１０以对抗炎性反应。健脾清化方抑制
炎性反应能力可能较盐酸罗格列酮更强。见表４。

表４　各组大鼠血清ＩＬ１β、ＩＬ１０的水平
（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ，ｎ＝１０）

组别 ＩＬ１β ＩＬ１０

正常组 １２７５±５７０ ２７５７±８５９
模型组 ２０６２±５２５ ４１８６±１０３４

盐酸罗格列酮组 １８９３±５０３ ４９２０±１７０２

健脾清化方组 １７７０±５０５ ５２６２±１６６１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５

２４　４组大鼠肾组织的 ＮＦκＢ、ＴＮＦα表达比较　
　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，与正常组比较，模型组、
盐酸罗格列酮组与健脾清化方组大鼠肾组织的ＮＦ
κＢ、ＴＮＦα蛋白表达量均显著提升，与模型组比较，盐
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酸罗格列酮组与健脾清化方组ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白表
达量均显著下调，与盐酸罗格列酮组比较，健脾清化

方组的ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白表达量更低。见图１，表５。

图１　各组大鼠肾组织ＮＦκＢ、ＴＮＦα的表达
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：盐酸罗格列酮组；Ｄ：健脾清化方组

表５　各组大鼠肾组织ＮＦκＢ、ＴＮＦα的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量 ＮＦκＢ／ＧＡＰＤＨ ＴＮＦα／ＧＡＰＤＨ

正常组 － ０６７±００２ ０４６±０１２
模型组 － １３３±００４ ０８１±０２１

盐酸罗格列酮组 １３ｍｇ／ｋｇ １４８±０２２△ ０８±００９
健脾清化方组 １９３ｇ／ｋｇ １１５±００８△ ０６１±０２８

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
临床上常见的急性 ＲＩＲＩ除了发生于各种因素

引起的ＡＫＩ或肾移植之外，其主要的 ＯＳ也常见于
糖尿病肾病的发病机制中，贯穿糖尿病肾病的整个

病程［５］。而近些年的一些研究发现 ＯＳ是慢性肾
衰，甚至是血液透析和腹膜透析阶段疾病发生发展

的重要一环［６］。更是动静脉瘘维持血液透析患者瘘

管生存条件的主要影响因素之一［７］。然而临床上对

于这些急慢性肾脏疾病的 ＯＳ往往得不到足够的了
解和应有的重视，且尚无行之有效的治疗手段和临

床用药。

ＯＳ的病理机制主要是是初期自由基的过度富
集引起的血管内皮损伤，同时自由基的富集进一步

引起炎性反应因子的释放并引起细胞凋亡［８］。而此

前的研究也验证了健脾清化方具有抑制免疫炎性反

应的发生，减少细胞凋亡，延缓肾脏病理发展进程的

作用和机制［９］。

从中医学来看，急性 ＲＩＲＩ归属于“关格”“癃
闭”“水肿”等范畴，主要发病病机正虚邪实，除了肾

气本虚，湿热淤毒以外，主要以脾虚湿浊不化，淤浊

积聚为主，近年来因瘀血及血虚尚不能完全明确阐

释类ＩＲＩ过程中的病机变化，有学者提出“血浊”的
概念［１０］。其产生与脾胃功能失司有关，是一种由于

病邪外袭或脏腑内伤所致血液状态异常，或血液运

行障碍的现象，包括了血脂、血糖及血液中各种代谢

毒素异常增高的表现。这与急性ＲＩＲＩ时的ＯＳ高度
吻合［１１］。

健脾清化方以李东垣脾胃论为法，补脾气为基，

清湿热、泻阴火为主，以补益中焦脾气，强健运化功

能，能固摄精微的同时，运化水液气血，清化湿热淤

毒，能有效改善血浊状态［１２］，方中的党参、黄芪除了

固护元气之外，尚具有抗氧化应激和减轻炎性反应

及细胞凋亡现象的功效［１３］。又以草果仁、苍术燥湿

健脾，运化湿浊，制大黄祛除停聚瘀血，更佐以黄连

清化湿热，其对抗氧化应激损伤的正向作用均在前

期的一些研究中见过相关阐述［１４］。

综上所述，健脾清化方通过增加对活性氧清除，

降低炎性因子ＩＬ１β水平，提高ＩＬ１０水平以抑制炎
性反应，并下调炎性因子 ＮＦκＢ、ＴＮＦα的蛋白表
达，从而保护急性 ＲＩＲＩ时肾脏功能。本研究从 ＯＳ
角度探讨健脾清化方对急性 ＲＩＲＩ的影响，为进一步
研究健脾清化方对抗急性 ＲＩＲＩ的机制及急性 ＲＩＲＩ
药物的制备及研究开发提供了基础。
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