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黄芩苷对大鼠横纹肌溶解综合征导致急性肾损伤的保护作用及机制研究*
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  摘 要:目的 观察不同剂量黄芩苷对横纹肌溶解综合征(RM)导致急性肾损伤(AKI)大鼠的保护作用,
探讨其可能的作用机制。方法 选取健康SD雄性大鼠30只作为研究对象,采用随机数字表法分为阴性对照

组、阳性对照组、黄芩苷低剂量干预组(低剂量组)、黄芩苷中剂量干预组(中剂量组)和黄芩苷高剂量干预组(高

剂量组),每组6只。使用甘油注射法制作RM导致AKI大鼠模型,低、中、高剂量组分别于注射甘油前20
 

min
腹腔注射不同水平的黄芩苷溶液(50、100、200

 

mg/kg)。采用苏木素-伊红染色观察肾组织病理学变化并同时

检测血清尿素氮(BUN)、肌酐(Cr)和肌酸激酶(CK)水平。应用比色法测定肾组织中超氧化物歧化酶(SOD)及

丙二醛(MDA)水平。采用实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测肾脏中 Klotho的 基 因 表 达 水 平。
结果 黄芩苷干预组的肾组织损伤程度与阳性对照组比较均有所减轻,炎症细胞浸润明显减少,且随着黄芩苷

剂量的升高,肾组织损伤程度明显减轻。低、中、高剂量组血清BUN、Cr、CK水平均高于阴性对照组,但明显低

于阳性对照组,且高剂量组<中剂量组<低剂量组,差异均有统计学意义(P<0.05)。与阳性对照组比较,黄芩

苷干预组血清 MDA水平明显下降,且高剂量组<中剂量组<低剂量组,差异均有统计学意义(P<0.05);血清

SOD水平在黄芩苷低、中、高剂量组中明显高于阳性对照组,且高剂量组>中剂量组>低剂量组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。RT-qPCR结果显示,低、中、高剂量组Klotho基因表达量分别为(2.43±0.49)、(4.15±
0.24)和(5.82±0.36),明显高于阳性对照组的(2.12±0.25),且高剂量组>中剂量组>低剂量组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。结论 黄芩苷可明显改善大鼠RM导致的AKI,其机制可能与促进Klotho基因表达和

减轻氧化应激相关。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

baicalin
 

at
 

different
 

doses
 

on
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(AKI)
 

caused
 

by
 

rhabdomyolysis
 

(RM),and
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

action.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

objects,which
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

negative
 

control
 

group,positive
 

control
 

group,low-dose
 

baicalin
 

intervention
 

group
 

(low
 

dose
 

group),medium-dose
 

ba-
icalin

 

intervention
 

group
 

(medium
 

dose
 

group),and
 

high-dose
 

baicalin
 

intervention
 

group
 

(high
 

dose
 

group),

with
 

6
 

rats
 

in
 

each
 

group.AKI
 

rat
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

RM
 

by
 

glycerol
 

injection.The
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

different
 

levels
 

of
 

baicalin
 

solution
 

(50,100,200
 

mg/kg)
 

20
 

min
 

after
 

injection
 

of
 

glycerin.Hematoxylin-eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

re-
nal

 

tissue,and
 

serum
 

urea
 

nitrogen
 

(BUN),creatinine
 

(Cr)
 

and
 

creatine
 

kinase
 

(CK)
 

levels
 

were
 

detected.
The

 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

in
 

renal
 

tissue
 

were
 

measured
 

by
 

col-
orimetry.The

 

expression
 

of
 

Klotho
 

gene
 

in
 

kidney
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymer-
ase

 

chain
 

reaction
 

(RT-qPCR).Results Baicalin
 

intervention
 

group
 

of
 

renal
 

tissue
 

damage
 

degree
 

compared
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with
 

positive
 

control
 

group
 

are
 

mitigated,inflammatory
 

cells
 

infiltration
 

decreased
 

significantly,and
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

baicalin
 

dose,significantly
 

reduce
 

renal
 

tissue
 

damage
 

degree.The
 

levels
 

of
 

BUN,Cr
 

and
 

CK
 

in
 

the
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

group,but
 

significantly
 

low-
er

 

than
 

those
 

in
 

the
 

positive
 

control
 

group,and
 

high
 

dose
 

group<medium
 

dose
 

group<low
 

dose
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

positive
 

control
 

group,the
 

serum
 

MDA
 

level
 

of
 

baicalin
 

intervention
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,and
 

high
 

dose
 

group<middle
 

dose
 

group<low
 

dose
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Serum
 

SOD
 

level
 

was
 

signifi-
cantly

 

increased
 

in
 

baicalin
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups,and
 

high
 

dose
 

group>medium
 

dose
 

group>
low

 

dose
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).RT-qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

Klotho
 

gene
 

was
 

(2.43±0.49),(4.15±0.24)
 

and
 

(5.82±0.36)
 

in
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

re-
spectively,which

 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

positive
 

control
 

group
 

(2.12±0.25),and
 

high
 

dose
 

group
 

>medium
 

dose
 

group>low
 

dose
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Conclusion Baicalin

 

can
 

significantly
 

improve
 

AKI
 

induced
 

by
 

RM
 

in
 

rats,and
 

the
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

promoting
 

Klotho
 

gene
 

expression
 

and
 

reducing
 

oxidative
 

stress.
Key

 

words:baicalin; rhabdomyolysis; acute
 

kidney
 

injury; Klotho
 

gene

  多种机械或非机械原因造成的横纹肌溶解综合

征(RM)有 13.0% ~50.0% 会 导 致 急 性 肾 损 伤

(AKI),其病死率约为59.0%[1-2]。RM 导致 AKI的

机制包括肾血管收缩、管型形成、肌红蛋白过氧化损

伤、炎症及内质网应激等[3]。目前,RM 导致 AKI的

治疗方法不多,并且经典药物治疗预后较差,血浆置

换或血液透析等治疗经济成本高,且只能在医院完成

治疗[4]。因此,研发RM 导致 AKI的新型药物成为

当前该领域的研究热点。有研究表明,Klotho基因在

多种病因导致的AKI中通过抗炎、抗氧化应激、抗凋

亡等表现出肾保护作用,且 Klotho基因可拮抗 RM
导致的AKI[5-6]。黄芩苷具有较强的生物活性,具有

抗炎、抗氧化和抗凋亡的作用,并且可提高Klotho基

因表达后改善糖尿病小鼠模型的 AKI[7-8],但目前将

黄芩苷用于RM导致AKI的研究较少见。本研究构

建RM导致AKI的大鼠模型,观察不同剂量黄芩苷

对大鼠的保护作用,并探究其可能的作用机制,现报

道如下。

1 材料与方法

1.1 材料 选取健康SD雄性大鼠30只作为研究对

象,体质量200~220
 

g。采用随机数字表法将其分为

阴性对照组、阳性对照组、黄芩苷低剂量干预组(低剂

量组)、黄芩苷中剂量干预组(中剂量组)和黄芩苷高

剂量干预组(高剂量组),每组6只。常规鼠饵喂养,
自由进食、进水,适应性饲养1周后进行实验干预。

1.2 仪器与试剂 721分光光度计(上海跃进医疗器

械有限公司);7170型全自动生化分析仪(日本日立公

司);CFX96实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测仪

(美国Bio-Rad公司)。黄芩苷(成都锦泰和医药化学

技术有限公司);苏木素-伊红(HE)染色试剂盒(碧云

天生物技术公司);丙二醛(MDA)及超氧化物歧化酶

(SOD)(南京建成生物工程研究所有限公司);Trizol
试剂(赛默飞世尔科技公司);实时荧光定量聚合酶链

反应(PCR)试剂盒(日本TaKaRa公司);引物及逆转

录试剂盒(日本TaKaRa公司)。

1.3 方法

1.3.1 模型制备与处理 动物实验严格按照《实验

动物管理条例》及相关制度要求执行。经适应性饲养

1周 后 禁 食、禁 水24
 

h。采 用50.0%甘 油,按10
 

mL/kg浓度注射大鼠双下肢肌肉,建立 RM 模型。
将肾组织病理检测和肾功能检测结果作为AKI的判

断标准。各干预组大鼠于注射甘油前20
 

min腹腔注

射黄芩苷溶液,低、中、高剂量组注射分别为50、100、

200
 

mg/kg。阳性对照组肌肉注射生理盐水。阴性对

照组不做任何处理。所有实验大鼠均于药物干预5
 

h
后采用股动脉放血法剖杀,收集血液标本,左肾多聚

甲醛固定待病理检测,右肾液氮转运后于-80
 

℃低温

冰箱保存待用。

1.3.2 血清生化指标检测 采用全自动生化分析仪

测定各组大鼠血清肌酐(Cr)、尿素氮(BUN)、肌酸激

酶(CK)水平。

1.3.3 肾组织病理学检查 HE染色:将左肾组织石

蜡切片脱蜡后浸入苏木素染色10
 

min,经1.0%盐酸

乙醇、0.1%氨水处理后,浸入0.5%伊红染色2
 

min
 

。
漂洗、脱水、透明后,采用中性树胶封固。

1.3.4 肾组织SOD、MDA水平检测 取
 

1
 

g
 

肾组织

加入玻璃匀浆管中制成组织匀浆,2
 

500
 

r/min离心
 

10
 

min,取上清液,采用比色法检测SOD、MDA水平。

1.3.5 肾脏 Klotho基因表达情况检测 大鼠右肾

组织研磨后进行细胞裂解,使用 Trizol试剂提取总

RNA,经纯 度 检 测 后,将 核 酸 纯 度 指 示 值(A260/

A280)大于1.8的作为合格样品通过逆转录试剂盒合
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成模板单链 DNA,使用PCR检测试剂盒进行 RT-
qPCR检测过程。引物序列分别为:Klotho基因正向

引物为5'-CAATGGCTTCCCTCCTTTAC-3',反 向

引物为5'-AGCACAGGTTTGCGTAGTCT-3';β-ac-
tin基 因 正 向 引 物 为5'-TGACGTGGACAT

 

CCG-
CAAAG3',反 向 引 物 为 5'-CTGGAAGGTGGAC

 

AGCGAGG-3'。反应条件为:95
 

℃
 

,1
 

min;92
 

℃,30
 

s;60
 

℃,30
 

s;74
 

℃,30
 

s。连续循环40次,每个样品

均设置3个复孔。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

23.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s

表示,两组间比较采用独立样本t检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 黄芩苷对RM 大鼠肾组织的病理学影响 HE
染色结果显示,阴性对照组大鼠肾小管基底膜完整,
上皮细胞结构清晰,无炎症细胞浸润。阳性对照组大

鼠可见肾小管上皮细胞坏死脱落,肾小管管腔扩张,
肾间质水肿,有较多的炎症细胞浸润。黄芩苷干预组

的肾组织损伤程度与阳性对照组比较均有所减轻,炎
症细胞浸润明显减少,且随着黄芩苷剂量的升高,肾
组织损伤程度明显减轻。见图1。

  注:A为阴性对照组;B为阳性对照组;C为低剂量组;D为中剂量组;E为高剂量组。

图1  HE染色肾组织病理学改变(200×)

2.2 黄芩苷对RM大鼠肾组织血清BUN、Cr、CK水

平的影响 阳性对照组血清BUN、Cr、CK水平明显高

于阴性对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。低、
中、高剂量组血清BUN、Cr、CK水平均高于阴性对照

组,但明显低于阳性对照组,且高剂量组<中剂量组<
低剂量组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.3 黄芩苷对RM大鼠肾组织氧化应激指标水平的

影响 阳性对照组和低、中、高剂量组血清 MDA水

平均明显高于阴性对照组,而血清SOD水平均明显

低于阴性对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
与阳性对照组比较,血清 MDA水平在黄芩苷低、中、
高剂量组明显下降,且高剂量组<中剂量组<低剂量

组,差异均有统计学意义(P<0.05);血清SOD水平

在黄芩苷低、中、高剂量组中明显高于阳性对照组,且
高剂量组>中剂量组>低剂量组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表2。

表1  黄芩苷对RM大鼠肾组织血清BUN、Cr、CK水平的影响(x±s)

组别 n BUN(mmol/L) Cr(μmol/L) CK(U/L)

阴性对照组 6 5.44±0.42 29.08±5.79 856.33±14.23

阳性对照组 6 15.56±1.58a 46.88±4.44a 16
 

319.98±1
 

790.48a

低剂量组
 

6 10.12±0.71ab 44.45±6.25ab 8
 

529.31±370.24ab

中剂量组 6 9.18±0.67abc 38.66±5.21abc 7
 

412.52±489.82abc

高剂量组 6 8.65±0.64abcd 35.60±4.38abcd 5
 

546.22±553.05abcd

t 100.173
 

10.928
 

244.048

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05;与阳性对照组比较,bP<0.05;与低剂量组比较,cP<0.05;与中剂量组比较,dP<0.05。

2.4 黄芩苷对RM 大鼠肾组织 Klotho基因表达的

影响 RT-qPCR结果显示,阳性对照组的Klotho基

因的表达量为(1.16±0.56),明显低于阴性对照组的

(2.12±0.25),差异有统计学意义(P<0.05)。低、
中、高 剂 量 组 Klotho基 因 表 达 量 分 别 为(2.43±
0.49)、(4.15±0.24)和(5.82±0.36),明显高于阴性

对照组的(2.12±0.25),且高剂量组>中剂量组>低

剂量组,差异均有统计学意义(P<0.05)。

表2  黄芩苷对RM大鼠肾组织氧化应激指标水平的

   影响
 

(x±s)

组别 n MDA(nmol/mL) SOD(U/mL)

阴性对照组 6 6.50±0.16 153.67±5.83

阳性对照组 6 13.23±0.55a 115.83±2.79a

低剂量组 6 11.77±0.19ab 118.74±3.78ab

中剂量组 6 9.01±0.10abc 132.52±4.68abc
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续表2  黄芩苷对RM大鼠肾组织氧化应激指标水平的

   影响
 

(x±s)

组别 n MDA(nmol/mL) SOD(U/mL)

高剂量组 6 8.13±0.29abcd 142.69±2.90abcd

t 492.600 88.482

P <0.001 <0.001

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05;与阳性对照组比较,bP<0.05;

与低剂量组比较,cP<0.05;与中剂量组比较,dP<0.05。

3 讨  论

AKI作为RM的常见并发症,病死率高且涉及的

病理机制复杂,目前相关治疗手段尚待优化和提

高[4]。因此,研究如何拮抗RM 导致的 AKI具有一

定的临床意义。当前治疗RM 导致AKI的方法主要

为经典药物治疗和肾脏替代治疗,但其疗效不理想,
且预后较差,仍需进一步探索RM 导致 AKI的分子

机制,为研发新的靶向药物提供依据。
黄芩苷是黄芩中重要活性成分之一,是天然的抗

氧化剂,具有明显的抗炎功效[9]。黄芩苷中的黄酮类

和多酚类可有效清除活性氧自由基,对 AKI有明显

保护作用[10]。本研究实验大鼠经双后肢肌肉注射甘

油,HE染色观察肾组织病理学变化,同时检测血清

BUN、Cr、CK水平,构建RM 导致AKI的大鼠模型。
本研究结果显示,与阳性对照组比较,低、中、高剂量

组血清BUN、Cr、CK水平均明显降低,差异均有统计

学意义(P<0.05)。提示黄芩苷可改善大鼠AKI。
Klotho基因编码的单次跨膜蛋白在诊断AKI敏

感性和特异性方面优于传统生物标志物,有望成为

AKI早期诊断的新型生物标志物[11]。有研究证实

Klotho是一种对 AKI有保护作用的基因,可防御因

缺血再灌注、氧化应激和RM等所致AKI[5]。在AKI
中,肾小管上皮细胞大量坏死,机体释放的Klotho基

因可降低血清BUN、Cr水平、抑制 AKI标志物与促

炎症细胞因子的表达。上调Klotho基因还可抑制肾

小管上皮细胞坏死,促进肾小管细胞增殖[12]。既往有

研究证实,黄芩苷可提高Klotho基因的表达,进而改

善动物模型的AKI[8]。
RT-qPCR结果显示,不同剂量黄芩苷处理 RM

所致AKI大鼠后,
 

低、中、高剂量组Klotho基因表达

量分别为(2.43±0.49)、(4.15±0.24)和(5.82±
0.36),明显高于阴性对照组的(2.12±0.25),且高剂

量组>中剂量组>低剂量组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。提示黄芩苷可促进Klotho基因的表达,且
黄芩苷剂量越大,Klotho基因的表达越高。本次研究

还发现,黄芩苷处理RM所致AKI大鼠后,与阳性对照

组比较,黄芩苷干预组血清 MDA水平明显下降,且高

剂量组<中剂量组<低剂量组,差异均有统计学意义

(P<0.05);血清SOD水平在黄芩苷低、中、高剂量组

明显高于阳性对照组,且高剂量组>中剂量组>低剂量

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。提示黄芩苷可减

轻氧化应激,且剂量越高,氧化应激减轻程度越高。
综上所述,黄芩苷可明显改善大鼠 RM 导致的

AKI,其机制可能与促进Klotho基因表达和减轻氧化

应激相关。但本研究仍存在局限性,如尚不能明确黄芩

苷促进Klotho基因表达和减轻氧化应激的具体机制,
因此,黄芩苷的长期作用效应还需要进行深入研究。
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