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五味子乙素对顺铂所致小鼠急性肾损伤的干预作用

吴银娜 1 谭小月 2 张勉之 3

（1. 天津医科大学研究生院，天津  300070 ；2. 南开大学医学院，天津  300071 ； 

3. 天津市公安医院，天津  300040）

【摘要】 目的 观察五味子乙素（Sch B）对顺铂所致急性肾损伤（AKI）小鼠的干预作用及可能机制。 

方法 将 25 只 BALB/c 小鼠按随机数字表法分为空白对照组、模型组以及高、低剂量 Sch B 干预组和 Sch B

对照组。高、低剂量 Sch B 干预组灌胃 Sch B 橄榄油 20 mg/kg 或 100 mg/kg ；Sch B 对照组灌胃 Sch B 橄榄油 

100 mg/kg ；空白对照组和模型组灌胃等体积橄榄油 ；各组均连用 5 d。实验第 3 天模型组和高、低剂量 Sch B

干预组单次腹腔注射顺铂 20 mg/kg 复制小鼠 AKI 模型；空白对照组与 Sch B 对照组腹腔注射 1 mL/kg 生理盐水。

实验结束后测定血肌酐（SCr）水平；用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测肾小管上皮细胞凋亡情况；苏木素 -

伊红（HE）染色观察肾小管上皮细胞形态变化，并进行肾小管损伤评分 ；用免疫组化法检测肾组织中 p53 蛋白

含量 ；蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肾组织 p53 蛋白表达。结果 与空白对照组比较，模型组 SCr

（μmol/L ：86.77±10.97 比 14.37±0.81）、肾小管损伤评分（分 ：9.67±1.20 比 1.00±0.45）、肾小管上皮细胞凋亡

数（个 /200 倍视野 ：20.00±2.13 比 2.30±0.40）均升高（P＜0.05 或 P＜0.01），p53 蛋白含量（个 /400 倍视野 ：

13.40±2.66 比 57.30±3.82）、p53 蛋白表达〔吸光度（A 值）比值：0.79±0.09 比 1.42±0.09〕均降低（均 P＜0.01）。

与模型组比较，高、低剂量 Sch B 干预组 SCr（μmol/L：21.98±5.52、37.45±5.04）、肾小管损伤评分（分：5.67±0.76、

6.17±0.65）、肾小管上皮细胞凋亡数（个 /200 倍视野 ：10.60±1.05、11.60±1.45）均下降（均 P＜0.01），p53 蛋白

含量（个 /400 倍视野 ：42.40±3.67、45.90±2.31）、p53 蛋白表达（A 值比值 ：1.36±0.16、1.25±0.11）均升高（均

P＜0.01）。HE 染色显示 ：模型组肾小管上皮细胞出现融合、空泡变性、蛋白管型，肾小管腔萎缩或扩张等病理

表现 ；高、低剂量 Sch B 干预组肾组织病理改变较模型组减轻。结论 Sch B 对顺铂所致 AKI 有保护作用，其机

制可能与其降低 SCr 和 p53 蛋白表达水平，抑制肾小管上皮细胞凋亡有关。
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【Abstract】 Objective　To observe the intervention effect of Schisandrin B (Sch B) on cisplatin induced acute 
kidney injury (AKI) in mice and its possible mechanism. Methods Twenty-five BALB/c mice were randomly divided 
into blank control group, model group, low and high dose of Sch B intervention groups and Sch B control group. Olive oil 
with Sch B was administered by gavage at the dose of 20 mg/kg or 100 mg/kg for low and high dose of Sch B intervention 
groups respectively; olive oil with Sch B 100 mg/kg was applied by gavage to the Sch B control group; the same volume 
of olive oil was perfused into the gastric cavity in the blank control group and model group; the above measures in 
various groups were consecutively used for 5 days. On the 3rd day of the experiment, AKI mice model was established by 
intraperitoneal injection of cisplatin (20 mg/kg) once and the same measure was given to the low and high dose of Sch B 
intervention groups; 1 mL/kg normal saline was injected into the peritoneal cavity in the bland control group and Sch B 
control group. At the end of the experiment, the serum creatinine (SCr) level was determined; apoptosis of renal tubular 
epithelial cells were detected by using terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 
assay; the morphological changes of renal tubular epithelial cells were observed by hematoxylin eosin (HE) staining, and 
renal tubular injury score was evaluated; p53 protein content in the kidney tissue was measured by immunohistochemical 
analysis; furthermore, expressional level of p53 protein in renal tissue was tested by Western Blot. Results Compared 
with the blank control group, the level of SCr (μmol/L: 86.77±10.97 vs. 14.37±0.81), renal tubular injury score 
(9.67±1.20 vs. 1.00±0.45), the count of apoptotic renal tubular epithelial cells (cells/200 power field: 20.00±2.13 vs. 
2.30±0.40) in the model group were all increased (P < 0.05 or P < 0.01), and p53 protein content (cells/400 power field: 
13.40±2.66 vs. 57.30±3.82), and the expression of p53 protein [absorbency (A value) ratio: 0.79±0.09 vs. 1.42±0.09] 
in model group were decreased (both P < 0.01). Compared with the model group, in the low and high dose Sch B 
intervented groups, the level of SCr (μmol/L: 21.98±5.52 and 37.45±5.04), renal tubular injury score (5.67±0.76 and 
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 顺铂是治疗实体肿瘤的有效化疗药物，通过与

DNA 结合引起 DNA 损伤起作用［1］，但其有某些临

床不良反应。肾毒性是其中重要的不良反应之一，

且呈剂量依赖性［2］。肾脏是顺铂代谢的主要途径，

且主要集中在近端肾小管上皮细胞［3］，顺铂诱导的

肾毒性主要有肾小管坏死、氧化应激、炎性反应和细

胞凋亡等［4］。最近有关于顺铂肾毒性机制的研究

聚焦于肾小管上皮细胞的凋亡，已经证实在顺铂导

致肾小管上皮细胞损伤中有一些凋亡途径参与［5］。

 中药五味子临床上具有补益、镇静、止咳、抗衰

老等功效［6］。有研究表明，五味子提纯液可以通过

改善蛋白尿来保护链脲霉素引起的糖尿病肾病［7］。

其主要活性成分五味子乙素（Sch B）是五味子中提

取出的活性物质［8］，其毒性小，对庆大霉素和汞引起

的实验大鼠肾毒性具有保护作用［9-10］。我们在临床

中发现含五味子补肾活血方对各种肾脏疾病具有明

显的治疗作用［11-13］，为探讨 Sch B 是否对顺铂所致

AKI 具有保护作用，本实验用顺铂建立 AKI 模型，

并用 Sch B 预处理，通过观察血肌酐（SCr）、肾小管

形态、细胞凋亡、蛋白表达水平等指标来探索 Sch B

对顺铂所致 AKI 的保护作用，并阐明其保护机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要材料：选择健康 SPF 级雄性

BALB/c 小鼠 25 只，购自北京华阜康有限公司，动物

合格证号：SCXK（京）2014-0004。Sch B（纯度 99%）

购自上海融禾医药科技发展有限公司，顺铂（齐鲁制

药有限公司，国药准字 H20023460），原位末端缺刻标

记法（TUNEL）试剂盒（美国 Promega 公司），p53 蛋白、

β-actin（美国 Santa Cruz Biotechnology 公司）。

1.2 实验动物分组及处理 ：按随机数字表法将小

鼠分为空白对照组、模型组和高、低剂量 Sch B 干

预组、Sch B 对照组。Sch B 溶液用橄榄油作为溶

剂 ；高、低剂量 Sch B 干预组用终浓度为 100 mg/kg、 

20 mg/kg 的 Sch B 灌胃，Sch B 对照组用终浓度为

100 mg/kg 的 Sch B 灌胃，空白对照组与模型组给

予等体积的橄榄油灌胃，共持续 5 d。实验第 3 天

模型组和高、低剂量 Sch B 干预组单次腹腔注射 

20 mg/kg 顺铂制备小鼠急性肾损伤（AKI），空白对照

组与 Sch B 对照组腹腔注射等体积的生理盐水。腹

腔注射、灌胃剂量均为 1 mL/kg。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 肾功能监测 ：实验最后 1 d 由小鼠内眦静脉

取血测定 SCr 以观察小鼠肾功能。

1.3.2 苏木素 - 伊红（HE）染色观察肾小管上皮细

胞形态 ：实验结束后脱颈法处死小鼠，摘取左肾，

将上 1/3 肾用 4% 多聚甲醛水溶液固定 48 h，常规

石蜡包埋，切片，用二甲苯和梯度乙醇脱蜡至水，

HE 染色，脱水、透明、封片，最后在 200 倍显微镜

下观察并拍照。每组选择 10 个典型的视野进行肾

小管损伤评分。评分依据肾小管上皮细胞出现融

合、空泡变性，肾小管坏死，肾小管腔内形成蛋白管

型、肾小管腔萎缩或扩张的面积百分比评分 ：0 分

为无损伤 ；1 分为损伤面积＜10% ；2 分为损伤面积

10%～25% ；3 分为损伤面积 26%～45% ；4 分为损

伤面积 46%～75% ；5 分为损伤面积＞75%。

1.3.3 蛋白质免疫印迹法（Wenstern Blot）检测 p53

蛋白表达水平 ：低温提取组织蛋白，二喹啉甲酸

法（BCA）测 定 蛋 白 浓 度。 每 孔 上 样 60 μg 蛋 白，

10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）分离样品，转膜，封闭，加一抗（鼠抗羊 p53 

多克隆抗体 1 ：500 ；β-actin 1 ：5 000）过夜，洗膜，

加二抗室温孵育，加入增强化学发光（ECL）试剂，曝

光，显影，定影，Image J 软件进行定量分析。

1.3.4 免疫组化检测 p53 表达 ：小鼠肾脏组织经脱

水、包埋后，切片，二甲苯和梯度乙醇进行脱蜡，pH

值 6.4 的抗原修复液中进行修复 ；用过氧化氢去除

内源性过氧化物酶，湿盒中用山羊血清封闭组织 ；

在组织表面滴加 p53 一抗（1 ：200），4 ℃孵育过夜 ；

加生物素标记的二抗室温孵育 ；辣根过氧化物酶

（HRP）- 生物素耦联的三抗室温孵育 ；3，3' 二氨基

联苯胺（DAB 显色）；HE 染色 ；切片脱水、透明后封

6.17±0.65), the count of apoptotic renal tubular epithelial cells (cells/200 power field: 10.60±1.05 and 11.60±1.45) 
were all reduced (all P < 0.01), p53 protein content (cells/400 power field: 42.40±3.67 and 45.90±2.31) and the 
expression of p53 protein (A value ratio: 1.36±0.16 and 1.25±0.11) were increased (both P < 0.01). HE staining showed 
the pathological changes of renal tubules, such as renal tubular epithelial cellular fusion, vacuolization, cast formation, 
and tubular lumen constriction/dilation in model group; the pathological changes in kidney tissues observed in low and 
high dose Sch B intervention groups were milder than those in model group. Conclusion Sch B plays a beneficial 
role in the cisplatin induced AKI in mice, and its protective effect might be mediated by decreasing SCr, regulating p53 
protein expression level and inhibiting the apoptosis of renal tubular epithelial cells.

【Key words】 Schisandrin B; Cisplatin; p53 protein; DNA injury repair
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片，400 倍显微镜下计数 p53 蛋白染色阳性细胞数。

1.3.5 TUNEL 法检测细胞凋亡 ：用 4% 多聚甲醛水

溶液室温固定，冰冻切片，磷酸盐缓冲液（PBS）洗

涤 ；滴加蛋白激酶 K 室温孵育，PBS 洗涤，再用 4%

多聚甲醛水溶液室温固定，PBS 冲洗 ；滴加平衡缓

冲液，室温平衡；滴加 rTdT 卵育液，37 ℃避光孵育；

柠檬酸钠缓冲液中室温孵育，PBS 冲洗 ；室温 4，6-

二脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）核染，PBS 冲洗 ；用水

溶性封片剂封片，400 倍显微镜下进行图片采集，对

各组 TUNEL 阳性细胞计数并进行统计。

1.4 统计学方法 ：采用 Sigma statistic 3.5 统计软件

进行数据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表

示，组间比较采用单因素方差分析，P＜0.05 为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组 SCr 水平比较（表 1）：模型组 SCr 较空白

对照组显著升高，低、高剂量 Sch B 干预组 SCr 较模

型组显著降低（均 P＜0.01）；Sch B 对照组与空白对

照组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.2 肾脏组织病理学观察（图 1）：模型组肾小管上

皮细胞出现融合、空泡变性，肾小管坏死，肾小管腔

内形成蛋白管型、肾小管腔萎缩或扩张等。低、高

剂量 Sch B 干预组上述病理改变明显减轻，且 Sch B

对照组与空白对照组比较无明显改变。

2.3 各组肾小管损伤评分比较（表 1）：模型组肾小

管损伤评分较空白对照组显著升高（P＜0.01）；低、

高剂量 Sch B 干预组肾小管损伤评分较模型组显著

降低（P＜0.05）；Sch B 对照组与空白对照组比较差

异无统计学意义（P＞0.05）。

2.4 免疫组化法检测各组肾组织 p53 表达水平比

较（表 1 ；图 2）：模型组肾组织 p53 表达水平较对

照组显著降低，低、高剂量 Sch B 干预组肾组织 p53

表达则较模型组显著升高（均 P＜0.01）；Sch B 对照

组与空白对照组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

表 1 各组 SCr、肾小管损伤评分、p53 含量和蛋白表达水平及凋亡细胞数的比较（x±s）

组别
SCr

（μmol/L）

肾小管损伤

评分（分）

p53/β-actin

比值

p53 蛋白含量

（个 /400 倍视野）

上皮细胞凋亡数

（个 /200 倍视野）

空白对照组 14.37±  0.81（5） 1.00±0.45（6） 1.42±0.09（3） 57.30±3.82（10） 2.30±0.40（10）

模型组 86.77±10.97（5） ac 9.67±1.20（6） a 0.79±0.09（3） a 13.40±2.66（10） a 20.00±2.13（10） a

低剂量 Sch B 干预组 37.45±  5.04（5） bc 6.17±0.65（6） b 1.25±0.11（3） b 45.90±2.31（10） b 11.60±1.45（10） b

高剂量 Sch B 干预组 21.98±  5.52（5） bc 5.67±0.76（6） b 1.36±0.16（3） b 42.40±3.67（10） b 10.60±1.05（10） b

Sch B 对照组 15.53±  0.87（5） 1.33±0.56（6） 1.39±0.12（3） 52.20±3.42（10） 2.20±0.55（10）

注 ：与对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05 ；与模型组比较，cP＜0.01 ；括号内为样本数

A B C D E

图 1 各组肾小管上皮细胞形态学改变（HE 染色  中倍放大）

A ：空白对照组 ；B ：模型组 ；C ：低剂量 Sch B 干预组 ；D ：高剂量 Sch B 干预组 ；E ：Sch B 对照组

图 2 Western Blot 检测 p53 蛋白表达

A ：空白对照组 ；B ：模型组 ；C ：低剂量 Sch B 干预组 ；

D ：高剂量 Sch B 干预组 ；E ：Sch B 对照组

2.5 Western Blot 检测各组肾组织 p53 蛋白表达比

较（表 1 ；图 3）：模型组肾组织 p53 蛋白表达较空

白对照组显著降低，低、高剂量 Sch B 干预组肾组织

p53 蛋白表达则较模型组显著升高（均 P＜0.01）；

Sch B 对照组与空白对照组比较差异无统计学意义

（P＞0.05）。

2.6 各组肾小管上皮细胞凋亡比较（表 1 ；图 4）：

模型组小鼠肾小管上皮细胞凋亡较空白对照组显著

增加，而 Sch B 干预组细胞凋亡则显著减少（均 P＜
0.01）；Sch B 对照组与空白对照组比较差异无统计

学意义（P＞0.05）。
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3 讨 论

 顺铂作为一种细胞周期非特异性细胞毒药物，

其主要作用靶点是 DNA，顺铂进入肿瘤细胞后，破

坏了 DNA 的正常结构，阻碍 DNA 的模板作用进而

抑制 DNA 的复制和转录，诱导细胞凋亡［14］。

 中医药在肾脏疾病的治疗中占有重要地位，已

有报道显示，无论是单味中药或中药复方对肾脏疾

病的疗效显著。付荣国等［15］研究发现，黄芪当归合

剂通过降低 Bcl-2/Bax 对 AKI 提供保护 ；顾伟等［16］ 

研究表明，参附注射液通过调节心肌细胞转录因子3 

（GATA-3）和 T-bet 的表达失调而减轻心肌细胞的

损伤 ；高嘉妍等［17］的体内实验发现，用补肾活血法

组方能降低顺铂诱导的 AKI 模型小鼠 SCr 水平，改

善肾组织的病理学改变，对肾脏有治疗作用 ；倪孔

海等［18］研究表明，葛根素能显著改善休克后家兔肾

功能，保护肾组织。这些研究为各种药物引起的肾

毒性的治疗拓宽了思路。

 五味子具有抗肿瘤、抗病毒、保肝、抗衰老等功

效，是临床广泛应用的中药 ；从五味子中分离的主

要活性成分 Sch B 可以对抗 H2O2 引起的 PC12 细胞

凋亡，且呈剂量依赖性［19］。汪云开等［20］的体外研

究发现，Sch B 通过降低丙二醛（MDA）和乳酸脱氢

酶（LDH）含量，提高谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）

活性，降低细胞抑制率和细胞凋亡率来减轻 H2O2

对心肌细胞的损伤，而且呈剂量依赖性。在 β 淀

粉样蛋白 1-42 所致大鼠神经毒性研究中发现，用

Sch B 预处理可以通过上调抗凋亡蛋白 Bcl-2，下调

促凋亡蛋白 Bax 而明显提高细胞活性，减少细胞凋 

亡［21］。p53 蛋白是重要的转录调控因子，当遇到各

种损伤信号时，p53 蛋白被磷酸化修饰，避免了在细

胞质中发生 Mdm2 对 p53 的降解，从而使细胞核内

p53 水平迅速升高。激活的 p53 通过其 DNA 结合

区结合靶基因的启动子，并借助其转录激活区诱导

其下游基因的转录表达，进而诱导 DNA 损伤修复。

 本研究显示 ：Sch B 可明显降低因顺铂损伤引

起的小鼠 SCr 水平，说明 Sch B 可改善模型小鼠的

肾功能 ；Sch B 明显改善了顺铂诱导的肾小管上皮

细胞融合、空泡变性，肾小管坏死，肾小管腔内形成

A B C D E

图 3 免疫组化法观察 p53 蛋白表达（高倍放大）

A ：空白对照组 ；B ：模型组 ；C ：低剂量 Sch B 干预组 ；D ：高剂量 Sch B 干预组 ；E ：Sch B 对照组

A1 A2 A3 A4 A5

B1 B2 B3 B4 B5

C1 C3 C3 C4 C5

图 4 TUNEL 法检测凋亡细胞（高倍放大）

A ：TUNEL ；B ：DAPI ；C ：TUNEL + DAPI

1 ：空白对照组 ；2 ：模型组 ；3 ：低剂量 Sch B 干预组 ；4 ：高剂量 Sch B 干预组 ；5 ：Sch B 对照组
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蛋白管型、肾小管腔萎缩或扩张等病理改变 ；Sch B

明显减少了顺铂诱导的肾小管上皮细胞的凋亡 ；通

过升高小鼠肾组织 p53 蛋白表达改善顺铂诱导的肾

毒性。表明 Sch B 对顺铂导致的肾毒性具有保护作

用，其机制可能与上调 p53 蛋白的表达量相关。

 研究证明，在 DNA 损伤介导的细胞应激中，p53 

可以诱导暂时性的细胞周期阻滞、衰老及凋亡。所

有的 DNA 损伤或多或少可导致 p53 的上调，而在一

些无应激状态的细胞中 p53 也具有活性［22］。传统

观点认为，细胞周期阻滞是对 DNA 损伤做出的迅速

应激反应，可以给予细胞进行 DNA 修复的时间，当

修复未能实现时，损伤细胞则凋亡或启动细胞衰老

程序［23］，因此细胞周期阻滞与 DNA 修复激活是密

切相关的。p53 通过阻滞 G1 期和 G2 期来延缓细

胞周期，p53 亦可通过干预 S 期而改善 DNA 复制［24］。

此外，p53 通过胸腺嘧啶 DNA 糖基化酶，XPC 等

DNA 修复基因可以直接促进 DNA 修复［25-26］。本研

究中顺铂诱导的小鼠肾脏 p53 表达减少，而 Sch B

预处理小鼠肾脏 p53 表达增加，表明 Sch B 通过上

调具有 DNA 修复作用的 p53 蛋白水平而起到保护

肾脏作用，而未能进行 DNA 修复的细胞则凋亡。

 总之，本研究结果证实 Sch B 对顺铂诱导的

AKI 具有保护作用。
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·更正·

 本刊 2015 年第 22 卷第 2 期《不同剂量脂多糖在不同作用时间下诱导小鼠急性肺损伤的效果评价》一文中支气管肺泡灌

洗液（BALF）中去甲肾上腺素（NE）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）的单位均应为 ng/L，特此更正。


