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［摘要］　目的　探讨大蒜素对大鼠肾缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）过程中的保护作用及机制。方法　将４０只
Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为４组：假手术组（Ａ组）、假手术＋大蒜素组（Ｂ组）、肾脏ＩＲＩ组（Ｃ组）、肾脏ＩＲＩ＋大蒜素
组（Ｄ组）。ＨＥ染色观察肾脏组织病理变化；测定丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量；采用原位缺口
末端标记检测肾小管上皮细胞凋亡；免疫组织化学染色测定 Ｂａｘ和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测
Ｂｃｌ２和ＣｙｔＣ蛋白表达水平；ｑＲＴＰＣＲ法检测肾脏组织中的 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ和 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平。
结果　与Ａ组和Ｂ组相比，Ｃ组可见肾小管扩张和充血，肾小管上皮细胞肿胀和坏死等病理变化；ＭＤＡ和凋
亡水平显著升高，ＳＯＤ活性显著降低；Ｂａｘ、ＣｙｔＣ和ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平显著增加，而 Ｂｃｌ２的表达水平明显
减少。与Ｃ组相比，Ｄ组中显示肾脏病理损伤明显改善；ＭＤＡ和凋亡水平显著降低，ＳＯＤ活性显著升高；Ｂａｘ，
ＣｙｔＣ和ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平明显减少，而Ｂｃｌ２的表达水平明显增加，差异具有统计学意义。结论　大蒜素
可减轻氧化应激水平，发挥抗凋亡作用，从而在肾脏ＩＲＩ过程中发挥保护作用。
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　　肾缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）经常发生于失血性休
克、肾移植、大血管手术等，可引起急性肾损伤，甚至

急性肾衰竭［１］。虽然再灌注对于缺血性组织的存

活是必不可少的，但有证据表明再灌注本身会引起

细胞损伤，导致细胞最终死亡［２］。大蒜素是大蒜主

要的生物活性成分，研究表明大蒜素有抗癌、抗动脉

粥样硬化、抗高血压、抗炎、抗凋亡和降脂等药理作

用［３５］。大蒜素还被报道具有抗氧化和保护脑缺血

性损伤的作用［６］。本研究旨在研究大蒜素对肾脏

ＩＲＩ实验模型保护作用及其作用机制。
１　材料与方法
１．１　实验试剂及器材　大蒜素，天津子涵生物科技
有限公司；丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）
检测试剂盒，南京建成生物工程研究所；原位细胞凋

亡检测试剂盒，德国罗氏生物技术有限公司；免疫组

织化学检测试剂盒，上海研卉生物科技有限公司；

ＲＮＡ提取试剂盒及逆转录试剂盒，广州威佳科技有
限公司；Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣｙｔＣ抗体，加拿大
圣克鲁斯公司。

１．２　方法
１．２．１　实验动物与分组　４０只健康雄性成年
Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，购于湖北省疾病预
防控制中心，实验获武汉大学动物实验伦理委员会

批准。动物饲养于武汉大学人民医院实验动物中

心，允许自由饮食和饮水。大鼠经腹腔注射２．０％
苯巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，然后放置在恒温设备
上，保持直肠温度为３７～３８℃。大鼠随机分为以下
４组，每组１０只。（１）假手术组（Ａ组）：暴露左侧肾
脏，仅游离左侧肾蒂，不给予任何干预措施，暴露４５
ｍｉｎ后缝合切口；（２）假手术 ＋大蒜素组（Ｂ组）：Ａ
组基础上腹腔注射５０ｍｇ／ｋｇ大蒜素进行干预；（３）
肾脏ＩＲＩ组（Ｃ组）：行腹部中线切口，用钝性分离左
侧肾动脉和静脉，用无创血管钳夹闭左侧肾蒂 ４５
ｍｉｎ，阻断后可见被阻断区肾叶颜色由鲜红色变为暗
红色表明肾脏缺血成功，取下无创血管夹恢复肾脏

血液供应，缝合切口关腹；（４）肾脏 ＩＲＩ＋大蒜素组
（Ｄ组）：Ｃ组基础上，于再灌注同时腹腔注射 ５０
ｍｇ／ｋｇ大蒜素进行干预。
１．２．２　肾脏病理　肾脏组织标本用０．９％氯化钠
注射溶液冲洗干净后，置于４％的甲醛溶液中固定，
石蜡包埋，切片厚度４μｍ，然后进行组织脱蜡、水化，
用苏木精和伊红（ＨＥ）染色。
１．２．３　ＭＤＡ和 ＳＯＤ测定　肾脏组织匀浆离心

（３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），收集上清液。用黄嘌呤氧化
酶法测定 ＳＯＤ，用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法测定
ＭＤＡ，实验重复３次。操作按照说明书进行。吸光
度在５３２ｎｍ处检测 ＭＤＡ水平，单位为 ｎｍｏｌ／ｇ蛋
白。吸光度５５０ｎｍ处测定 ＳＯＤ活性，单位为 ｕ／ｍｇ
蛋白。

１．２．４　肾小管上皮细胞凋亡　细胞凋亡检测采用
末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记
（ＴＵＮＥＬ）法，ＴＵＮＥＬ阳性细胞显示细胞核染成棕黄
色。光镜下（×２００）每张切片选取１０个视野，生精
细胞的凋亡指数（ＡＩ）＝阳性细胞数／细胞总数 ×
１００％。
１．２．５　免疫组织染色　Ｂａｘ和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达采
用免疫组织化学染色分析。石蜡切片脱蜡至水并浸

泡于蒸馏水中，高温高压修复后冷却至室温，转入

ＴＢＳ缓冲液中，冲洗３次，每次５ｍｉｎ。３％过氧化氢
室温２０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，ＴＢＳ冲洗 ３
次，每次５ｍｉｎ。１０％山羊血清孵育２０ｍｉｎ，甩去血
清，滴加一抗 Ｂａｘ，ｃａｓｐａｓｅ３后 ３７℃孵育 ４０ｍｉｎ。
孵育完ＴＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ。每张切片滴加二
抗，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＴＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ。甩
去ＴＢＳ，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０进行免疫组织化学
的图片分析。

１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　剪碎肾脏组织匀浆裂
解，４°Ｃ下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取上清。取２０
μｇ样品上样电泳，随后８０Ｖ电转２ｈ至 ＰＶＤＦ膜
上。室温下，５％脱脂牛奶摇床上封闭１ｈ，分别加
１∶１００稀释的抗 ＣｙｔＣ抗体（ｓｃ１３１５６；ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＣＡ）和１∶２００稀释的抗 Ｂｃｌ２抗体 （ｓｃ７３８２；Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，ＣＡ），在４°Ｃ过夜进行抗体孵育。ＴＢＳＴ洗膜
３次，每次５ｍｉｎ，标记羊抗鼠二抗在室温下孵育１
ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，使用 ＥＣＬ试剂显示
蛋白条带并拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ成像分析软件对结
果进行半定量分析。

１．２．７　实时荧光定量（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）测定　采用
Ｔｒｉｚｏｌ法提取肾脏组织样本总 ＲＮＡ，依操作说明取
ＲＮＡ２μｇ逆转录成ｃＤＮＡ。反应条件为：逆转录５０
℃ １５ｍｉｎ，９５℃４０ｓ；循环条件为：９５℃３０ｓ、５５℃
１５ｓ、７２℃ ４５ｓ，４０个循环（预变性，变性，退火，延
伸）。引物序列：Ｂａｘ正义链 ５′ＴＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＡ
ＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧ３′， 反 义 链 ５′ ＡＧＣＡＡＡＧ
ＴＡＧＡＡＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣ３′；Ｂｃｌ２ 正 义 链 ５′ＴＴＴ
ＧＡＴＴＴＣＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＣＴ３′，反 义 链 ５′ＣＴＧＡＴＴＴ
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ＧＡＣＣＡＴＴＴＧＣＣＴＧ３′；ｃａｓｐａｓｅ３正义链５′ＴＧＧＡＣＴ
ＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧＡＣＡ３′，反 义 链 ５′ＧＣＧＣＡＡＡＧＴ
ＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡ３′；ＣｙｔＣ正义链 ５′ＴＴＧＡＣＧＧＡＣ
ＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧ３′，反义链 ５′ＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴＣＡＴ
ＧＴＣＣＴＣＡ３′；ＧＡＰＤＨ 正 义 链 ５′ＡＣＡＧＣＡＡ
ＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ３′，反 义 链 ５′ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧ
ＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ３′。实验测定所得 Ｃｔ值即为 ｍＲＮＡ
表达水平，用２－△△Ｃｔ法得出各组样品 ｍＲＮＡ相对表
达水平。

１．３　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２０．０软件对数据进
行统计学分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，组间比较为
单因素方差分析 ＋ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

图１　Ｗｉｓｔａｒ大鼠肾脏组织病理学改变（ＨＥ染色，×２００）：Ａ为假手术组；Ｂ为假手术＋大蒜素组；Ｃ为肾脏ＩＲＩ组；Ｄ为肾脏ＩＲＩ组＋大蒜素组

　　图２　Ｗｉｓｔａｒ大鼠肾脏组织中Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学结果（×２００）：Ａ为假手术组；Ｂ为假手术＋大蒜素组；Ｃ为肾脏ＩＲＩ组；

Ｄ为肾脏ＩＲＩ组＋大蒜素组

２　结果
２．１　肾脏组织的病理学改变　Ａ组和 Ｂ组未见明

显的组织病理学改变，可见肾小管上皮细胞结构清

晰，无明显变性、坏死；Ｃ组可见肾小管扩张和充血，
肾小管上皮细胞肿胀和坏死，部分管腔狭窄；与 Ｃ
组相比，Ｄ组可见肾小管上皮细胞损伤减轻，可见部
分肿胀、变性，且管腔狭窄程度也较轻（图１）。
２．２　肾脏组织中氧化应激水平　结果显示，与 Ａ
组和Ｂ组相比，Ｃ组中 ＭＤＡ含量显著升高而 ＳＯＤ
活性下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；另外，与
Ｃ组相比，Ｄ组中 ＭＤＡ含量明显下降而 ＳＯＤ活性
显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．３　肾小管上皮细胞凋亡情况　Ａ组和 Ｂ组中可
见较少的、散在的肾小管上皮细胞凋亡；Ｃ组中凋亡
细胞显著增加，染色阳性细胞以远端肾小管上皮细

胞多见，与Ａ组［ＡＩ：（４．２４±０．８５）％］和 Ｂ组［ＡＩ：
（４．２８±０．８２）％］相比，差异有统计学意义（Ｐ＜
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０．０５）；Ｄ组［ＡＩ：（１２．２５±１．２７）％］细胞凋亡较 Ｃ
组［ＡＩ：（２３．６７±１．８８）％］明显减少，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　Ｗｉｓｔａｒ大鼠肾脏组织中ＭＤＡ
和ＳＯＤ含量的变化（ｘ±ｓ）

组别
鼠数

（只）

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）

ＳＯＤ
（ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）

Ａ组 １０ １．３４±０．２５ ２０６．４５±１５．３２
Ｂ组 １０ １．３６±０．３２ ２０９．６３±１６．６４
Ｃ组 １０ ４．２７±０．４８ａ １３６．５９±１２．１５ａ

Ｄ组 １０ ２．２５±０．３７ｂ １６８．３２±１４．２１ｂ

Ｆ值 １４２．５１５ ５５．５４８
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ＭＤＡ为丙二醛，ＳＯＤ为超氧化物歧化酶；与 Ａ组和

Ｂ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｃ组比较，ｂＰ＜０．０５

２．４　肾脏组织中Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学　
Ｂａｘ，ｃａｓｐａｓｅ３在 Ａ组和 Ｂ组中仅可见肾小管上皮
细胞散在的阳性表达；Ｃ组中阳性表达明显增多，表
现为细胞质和细胞核呈现为黄色或棕黄色；Ｄ组中
阳性表达较Ｃ组明显减少（图２）。
２．５　肾脏组织中 Ｂｃｌ２和 ＣｙｔＣ蛋白表达　Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ法检测肾脏组织中 Ｂｃｌ２和 ＣｙｔＣ蛋白水
平。结果显示，与Ａ和Ｂ组比较，Ｃ组中ＣｙｔＣ蛋白
表达水平增加，而 Ｂｃｌ２蛋白表达水平降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；另外，与 Ｃ组相比，Ｄ组中
ＣｙｔＣ蛋白含量显著下降，Ｂｃｌ２蛋白表达水平明显
增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　Ｗｉｓｔａｒ大鼠肾脏组织中Ｂｃｌ２和ＣｙｔＣ蛋白
表达水平（ｘ±ｓ）

组别 鼠数（只） Ｂｃｌ２ ＣｙｔＣ
Ａ组 １０ ０．８７±０．０９ ０．２８±０．０４
Ｂ组 １０ ０．８９±０．０９ ０．３０±０．０４
Ｃ组 １０ ０．３８±０．０４ａ ０．９２±０．０９ａ

Ｄ组 １０ ０．６２±０．０７ｂ ０．７４±０．０６ｂ

Ｆ值 １０１．８５０ ２７５．６１５
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　注：与Ａ组和Ｂ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｃ组比较，ｂＰ＜００５

２．６　肾脏组织中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３和ＣｙｔＣｍＲ
ＮＡ的表达　ＲＴＰＣＲ法检测肾脏组织中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ
２、ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣｙｔＣｍＲＮＡ的表达水平。结果可
见，与 Ａ组和 Ｂ组比较，Ｃ组中 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和
ＣｙｔＣｍＲＮＡ表达水平明显增加，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达

水平显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｃ
组相比，Ｄ组中 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣｙｔＣ水平明显下
降，Ｂｃｌ２表达水平明显增加，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　Ｗｉｓｔａｒ大鼠肾脏组织中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３
和ＣｙｔＣｍＲＮＡ的表达水平（ｘ±ｓ）

组别
鼠数

（只）
Ｂａｘ Ｂｃｌ２ ｃａｓｐａｓｅ３ ＣｙｔＣ

Ａ组 １０ １．００ １．００ １．００ １．００
Ｂ组 １０ １．０３±０．１６１．０２±０．１３１．０５±０．１４０．９９±０．１２
Ｃ组 １０ ５．２１±０．４５ａ０．４６±０．０５ａ４．４５±０．４０ａ４．３２±０．４８ａ

Ｄ组 １０ ２．２３±０．３６ｂ０．８１±０．０７ｂ２．１２±０．２８ｂ２．３３±０．３４ｂ

Ｆ值 ４３８．２６９ １１０．８７８ ４０４．３０５ ２７４．１０３
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　注：与Ａ组和Ｂ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｃ组比较，ｂＰ＜０．０５

３　讨论
肾脏受到手术、创伤、休克或其他损伤时，常引

起肾脏ＩＲＩ。血液供应重新建立，会导致活性氧的
过度生成，可以改变细胞中蛋白质、脂质、核糖核酸

的性质，造成细胞功能障碍甚至死亡［７］。而坏死的

细胞引起炎症级联反应的激活，导致更严重的继发

性组织损伤［８］。针对肾脏ＩＲＩ早期的治疗具有重要
意义。

大蒜素具有多种药用功能，常用于治疗多种疾

病。Ｃｈｅｎ等［９］报道了大蒜素通过抑制氧化应激保

护Ｈ２Ｏ２诱导的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）凋亡；
Ｋｏｎｇ等［６］研究发现大蒜素对缺血再灌注脑损伤的

保护作用，可能与减少自由基和炎性因子的产生有

关；研究认为氧化应激可通过缺血阶段线粒体呼吸

链的功能障碍而触发，并在再灌注期被放大，导致直

接损伤ＤＮＡ、蛋白质、脂质而引起细胞损伤［１０］。正

常情况下，代谢过程中产生的活性氧可以被内源性

抗氧化酶如 ＳＯＤ清除，过量的 ＲＯＳ生成和抗氧化
能力的降低导致肾损伤加重［１１］。ＭＤＡ作为脂质氧
化的重要产物。降低ＭＤＡ水平和ＳＯＤ活性的降低
对心脏ＩＲＩ具有保护作用［１２］。本研究表明，大蒜素

可明显使ＩＲＩ肾脏组织中的ＭＤＡ含量降低，ＳＯＤ活
性升高，从而减轻肾脏氧化应激反应，增加抗氧化能

力，减低肾脏组织学的损伤。

细胞凋亡在肾脏ＩＲＩ的病理过程中有重要的作
用［１３］。Ｂｃｌ２作为抗凋亡蛋白，能抑制脂质过氧化
物的形成及内质网 Ｃａ２＋释放和自由基的产生［１４］。

Ｂａｘ是 Ｂｃｌ２的内源性拮抗剂，促进细胞凋亡［１５］。
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在生理状态下，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达保持平衡。缺血
再灌注通过增加 Ｂａｘ蛋白表达水平和降低 Ｂｃｌ２蛋
白水平来激活细胞凋亡［１６］。ｃａｓｐａｓｅ的激活是细胞
凋亡的另外一个显著特征，其参与哺乳动物细胞凋

亡细胞程序的启动和执行［１７］。ｃａｓｐａｓｅ３由３２ｋＤａ
酶原形成，通过凋亡配体和线粒体途径裂解为活性

１７ｋＤａ亚基，这是一种关键的效应因子 ｃａｓｐａｓｅ，它
在细胞凋亡的最后阶段开始降解细胞［１８］。过量的

ＲＯＳ同时激活线粒体和内质网应激通路，当线粒体
受损时，Ｂａｘ的增加和Ｂｃｌ２的减少改变了线粒体外
膜中Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的比例，促进细胞色素 Ｃ（ＣｙｔＣ）
的释放；ＣｙｔＣ激活凋亡效应蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３，最终诱
导线粒体依赖性细胞凋亡［１９］。本研究表明，ＩＲＩ组
中，细胞凋亡明显增高；经大蒜素干预后，细胞凋亡

较ＩＲＩ组明显降低；大蒜素在肾脏 ＩＲＩ中发挥了抗
凋亡的作用。

总之，本研究证明大蒜素对大鼠肾脏 ＩＲＩ具有
抗凋亡和抗氧化作用。但大蒜素对损伤的肾脏有保

护作用的具体机制有待进一步阐明。
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