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丹参对小肠缺血再灌注后肾脏 p38MAPK信号通路的影响 
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【摘 要】目的：观察丹参(Salvia mihiorrhiza)对大鼠小肠缺血再灌注损伤(Ischemia reperfusion injury，IRI)中肾脏p38丝裂素活 
化蛋白激酶(p38 mitogen-activated protein kinases，p38MAPK)信号转导通路的影响。方法：雄性 SD大鼠36只，随机分为空白 

组、缺血再灌注组、丹参处理组。采用钳闭大鼠肠系膜上动脉缺血再灌注模型。酶联免疫吸附实验(Enzyme-linked immuno— 

sorbent assay．ELISA)~I]定。肾组织中肿瘤坏死因子一(x(Tumor necrosis factor-or，TNF一0【)和白介素-113(Interleukin-1[3，IL一1p)的含 

量。蛋白印记(Western blot)法检测肾组织中磷酸化 p38丝裂素活化蛋白激酶(Phospho-p38 mitogen—activated protein kinase，P— 

p38MAPKs)的表达；紫外分光光度法检测血浆二胺氧化酶(Diamine oxidase，DAO)的活性；HE染色形态学方法评价肠及肾组织 

损伤：血清生化分析仪检测尿素氮(Blood urea nitrogen，BUN)和肌酐 Crea，Cr)。结果：缺血再灌注组与空白组比较，小肠及肾组 

织结构损伤严重，肾脏中p38MAPK、TNF—oL和IL一1p表达明显增高，血浆DAO、BUN、Cr含量升高(P<0．01)；丹参处理组与缺血 

再灌注组比较，肾组织中p38MAPK表达显著降低，肾组织中TNF一0I和IL一1p含量减少，血浆DAO含量下降，小肠和肾组织结 

构损伤显著减轻。BUN、Cr明显降低(P<0．05)。结论：丹参可减轻小肠缺血再灌注肾损伤；其机制与其抑制肾组织中p38MAPK信 

号转导通路的活化进而减少 TNF一0【、IL一113的释放有关。 
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【Abstract]Objective：To observe the effects of salvia miltiorrhiza Bunge on the kidney p38MAPK signal channel induced by intestinal 
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Intestinal ischemia reperfusion model was constructed by incarcerating rat SMA．Enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA) was 

used to determine protein content of tumor necrosis fact0r一 (TNF一0【)and interleukin一1p(IL—lB)in kidney tissue．Western blot was 

used to determine the expression of Phospho—p38 mitogen—activated protein kinase(P—p38MAPKs)．Ultraviolet spectrophotometry was 

used to determine the activity of plasma DAO．HE staining morphology method was used to evaluate injury severity for intestine and 

kidney．The biochemical analyser was used to test BUN and Cr．Results：Compared with control group，in IR group，intestine and kid— 

ney tissue structures were injured seriously；the expressions of p38MAPKs，TNF-e~and IL-1B increased significantly，and the content 

of DAO，BUN and Cr also increased(P<0．01)．Compared with IR group，in S group，the expressions of p38MAPKs，TNF—oL and IL一 

1 13 were reduced significantly；intestine and kidney tissue structures were injured slightly．The content of DAO，BUN and Cr was also 

reduced(P<0．05)．Conclusion：Salvia mihiorrhiza can relieve kidney injury by intestina1 isehemia／reperfusion．The mechanism is 

possibly connected with the inhibition effect on the kidney p38MAPK signal channel to reduce the release of TNF—ot and IL一1 B． 

【Key words]p38MAPK signal channel；salvia miltiorrhiza；intestinal ischemia reperfusion；tumor necrosis factor一0【(TNF— )；inter— 

leukin一1B(IL一113) 

肠缺血再灌注损伤(Ischemia reperfusion injury．IRI)时肠 

系膜损伤后导致肠道菌群及内毒素侵入血液，播散全身发生 

肠源性感染，并导致肾、肺、心等多器官功能衰竭。由于肾脏 

生理及解剖特点使其有高灌注，对再灌注损伤敏感等特性。 

因此严重受损后可导致肾脏衰并竭危及生命。丹参在临床上 

应用广泛 ，对心、肝、肾 IRI有保护作用[1-31．但其机理尚不十 

分明确。细胞接受刺激后可通过多条细胞内信号转导途径产 

生和释放炎性介质，其中p38丝裂素活化蛋白激酶(p38 Mi— 

togen—activated protein kinase。p38MAPK)是多脏器缺血再灌 

注中一条重要的信号转导通路。并对其炎症介质调控也发挥 

着重要作用。故本研究采用大鼠小肠缺血再灌注(Isehemia 

reperfusion，IR)模型，通过观察丹参对各组肾脏组织内磷酸 

化 p38丝裂素 活化蛋 白激酶(Phospho-p38 mitogen-activated 

protein kinase，P-p38MAPKs)水平及肿瘤坏死 因子一ot Tumor 

necrosis faetor-a， rNF一0【)、白介素一113(Interleukin一113，IL一1B) 

表达的影响，探讨肠缺血再灌注肾损伤p38MAPK信号转导机 

制及丹参的保护作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 成年雄性sD大鼠，体重 220～270 g，由辽 

宁医学院实验动物中心提供。 

1．1．2药物与试剂 丹参注射液购 自正大青春宝药业有限公 

司；TNF— 、IL．1B酶联免疫试剂盒购 自武汉博士德生物工程 

有限公司：兔抗鼠P—p38MAPKs抗体购自北京博奥森生物技 

术有限公司：二胺氧化酶(Diamine oxidase，DAO)试剂盒购 自 

南京建成生物工程研究所。 

1．2 方法 

1．2．1缺血再灌注模型制备及分组 大鼠随机分为 3组，空 

白(Control，c)组，IR组，丹参处理(Salvia miltiorrhiza，SM)组， 

每组 12只动物。术前禁食 12 h，自由饮水。称重后以 10％水 

合氯醛(3 m~kg)腹腔注射麻醉。术区备皮，皮肤消毒后取剑 

突下腹正中切 口长约 3 cm，将肠管推向左侧 ，钝性分离肠系 

膜上动脉(Superiormesenteric artery，SMA)。其中IR组及sM 

组用无创血管夹阻断SMA起始部，使之完全阻断血流45 min 

后松开无创血管夹，再灌注2 h，肠IR模型制备成功。SM组 

于缺血前 30 min用微量泵经股静脉输注丹参注射液 10 ml／ 

kg，C组进行同样操作但不夹闭 SMA。于再灌注 6 h后经颈 

动脉采血 2 ml，立即于 4~C下 3 500 r／min离心 15 min后取上 

清液一80~C保存备用。距小肠回盲部上端 5 em处切取肠管 2 

cm。快速取出左肾，4℃冷生理盐水冲洗 3次，取一半置入甲 

醛溶液用于病理切片。另一半制备组织匀浆。 

1．2．2 酶联免疫吸附法测 肾组织 TNF— 、IL一113 取肾皮质 

约 50 mg，在 4 oC预冷的生理盐水中漂洗，除去血液，滤纸吸 

干。将组织块放入盛有冷生理盐水的烧杯中剪碎 ，再把剪碎 

的组织移入玻璃匀浆器中，充分研磨，制成 10％的组织匀浆 ， 

将制备好的匀浆用低温离心机以 2 000 r／min，离心 15 min， 

取上清，备用。分别按照试剂盒说明进行 TNF— 及 IL一1B的 

检测。 

1．2．3 蛋白印记法测肾组织 P—p38MAPK 取肾组织约 100 

mg．研磨后加入预冷的蛋白裂解液0．5 ml充分裂解。4℃3 000 

r／min，离心 10 min取上清。测定蛋白质含量 ，取 100 wg蛋白 

加入上样缓冲液 ，煮沸 3 min后进行 12％ SDS一聚丙烯酰胺 

凝胶电泳。转PVDF膜，TrBS封闭液37℃封闭2 h，滴加兔 

抗鼠P—p38MAPKs单克隆抗体，4℃过夜，加入 1：2 500稀释 

的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG二抗 ，37~C，2 h，DAB 

显色。用抗体剥脱液剥脱抗体后，按同样的方法与 13-actin抗 

体(1：300)孵育。以 3-actin蛋白条带作内参，国产HPIAS一 

1 000型图像分析仪测定灰度值，结果用靶蛋8／13一actin比值 

表示。 

1．2．4 紫外分光光度法检测 DAO 在试剂盒反应底物中加 

入 O．1 ml血浆，混匀 ，水浴，再加入显色剂，取出反应体系，加 

入 0．05 ml终止液中止显色反应，668 nm处比色，以 0．1 ml蒸 

馏水替代血清做空白对照。 

1．2．5 血清肌酐(Crea，Cr)尿素氮(Blood urea nitrogen，BUN) 

测定 使用美国 i-STAT血清生化分析仪检测大鼠血清中血 

清肌酐及 BUN的含量。 
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中性粒细胞活化、改善血流动力学与微循环、抗细胞凋亡等 

多方面参与缺血再灌注对心、肝、肠、脑和脊髓损伤均有较好 

的保护作用 。丹参对肠IR损伤各发病环节都有调节作用． 

可阻断其发生、发展过程中的恶性循环 。但是远端脏器损伤 

的保护作用尚不明确。本实验显示 ：SM组与 IR组病理切片 

比较 ，小肠黏膜充血水肿减轻 ，绒毛上皮与黏膜固有层间隙 

较 IR组小；肾脏上皮细胞肿胀程度降低 ，肾小球肾间质炎性 

细胞浸润减少。丹参组血清DAO、BUN、Cr含量较IR组降低 

明显，提示丹参对小肠IR肾损伤有保护作用。 

p38 MAPK信号通路是引起核反应的重要通路。在细胞 

生长、死亡、细胞周期、炎症及其应激反应的调控中起着 

至关重要的作用旧。有很多研究证实 IR可激活单核细胞中的 

p38MAPK信号通路，从而使细胞表达与合成TNF一 、IL一1B 

等明显增加，参与炎症反应和组织损伤。KobayashiMr~等研究 

证实，缺血再灌注可使单核／巨噬细胞内p38MAPK磷酸化激 

活，TNF一仅等细胞因子增多。同时，TNF一仅与其受体结合．又 

反作用于p38 MAPK形成正反馈，增强TNF一0l表达，并易化 

其它细胞因子基因表达嘲；IL一1B是重要的前炎症因子，可诱 

导单核巨噬细胞、T淋巴细胞和成纤维细胞浸润到肾组织 

内，致系膜细胞增生 ，细胞外基质的产生，正常组织结构破 

坏唧。Hsu等㈣证明p38MAPK信号通路在调节合成IL一1B前体 

的过程中起着重要的作用：Gallagher TF等【l1】发现p38MAPK特 

异的抑制剂 SB203580可明显抑制单核细胞 内TNF一0【、IL一 

1B的释放。因此可以认为通过激活 p38MAPK信号通路 ，再 

通过其它中间转录因子而增加 TNF一 、IL一1B基因的转录活 

性，增加 TNF一 、IL-1p的合成与表达。TNF一 、IL一113是两个 

最重要的促炎性细胞因子 ，在细胞因子网络中起着关键作 

用．被认为是激活细胞级联反应的主要介质 ，在全身炎症反 

应的发生和发展中起着主导作用。有报道称【 21：肠缺血使 p38 

磷酸化的程度很小，但再灌注后 p38的磷酸化会显著增高， 

提示再灌注的过程是大量细胞炎性因子激活放大的过程。由 

于肾脏生理及解剖特点使其有高灌注 ，对再灌注损伤敏感 

等特性 ．因此可以推断出小肠 IR时激活 p38MAPK信号通 

路产生的大量炎性 因子随血液流人。肾脏 ，又正反馈的激活 

p38MAPK信号通路，易化其它细胞因子基因表达，对肾脏造 

成损害。由此可认为阻断 p38MAPK的活化，有望成为控制 

TNF一0【、IL一1B表达的策略，从而减轻在 IR中由TNF一 、IL一 

18造成的各脏器损伤。本实验发现：肾脏p38MAPK、TNF-o~、IL- 

18在空白组微量表达，IR组表达显著，而在丹参处理组表达 

受抑制。提示肠 IR后肾组织内的p38MAPKs信号通路被激 

活 。引起 TNF一 和 IL一1B大量表达，造成肾脏的水肿及炎性 

细胞浸润．致使血浆内BUN及cr含量升高。而用丹参处理 

后．通过抑制 p38MAPK信号通路的激活，下调TNF-oL和IL一 

1B表达，维护肠黏膜屏障减轻肾脏水肿及炎症反应作用， 

BUN、血清肌酐较IR组均显著降低，对肾脏的结构及功能起 

到了保护作用。 

综上所述，丹参在小肠IR肾损伤中起保护作用：保护机 

制是通过抑制肾组织中p38MAPK信号转导通路的活化可有 

效减少。肾组织内TNF— 和 IL一1B的表达，进而减少炎性介质 

的释放所实现的，抑制 p38MAPK信号通路的活化可以为小 

肠IR肾损伤提供新的治疗靶点。由于丹参是传统中药，疗效 

和作用广泛，也可能通过其他信号通路机制对小肠 IR致肾 

损伤起到保护作用，还有待于进一步研究。 
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