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红花注射液对大鼠肾缺血再灌注损伤 Caspase一3和 bcl一2表达 

的影响 

高 飞 ，吴小候 ，罗春丽 ，杨 美 

(1．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科 ，重庆 400016；2．重庆医科大学检验系，重庆 400016； 

3．重庆医科大学基础医学院解剖教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨红花注射液对大鼠肾缺血再灌注损伤凋亡相关基因Caspase一3和hcl一2表达的影响。方法：将 75只sD 

大鼠随机分为正常对照组 、缺血再灌注组和治疗组。建立肾缺血再灌注损伤模型，检测肌酐和血尿渗透压值评价肾功能变化， 

TUNEL法检测凋亡率，免疫组化检测 Caspase一3和 hcl一2蛋白表达。结果：与正常对照组相比，缺血再灌注组肾功能明显减退， 

凋亡率显著增加、Caspase-3和 bcl一2表达明显增强(P<O．O1)；运用红花注射液治疗后，与缺血再灌注组相比，治疗组肾功能明 

显改善，凋亡率显著减少 、Caspase一3的表达明显减弱而 hcl一2表达明显增强 (P<O．01)。结论：在肾缺血再灌注损伤过程中，红 

花注射液具有抑制 Caspase一3表达和促进 hc1—2表达的作用。 
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Effect of carthamus tinctorius L．injection on caspase-3，bcl-2 expression 

related to renal ischemia／reperfusion injury in rats 
GA 0 Fe ，et al 

(Department of Urology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of carthamus tinctorius injection on expression of caspase-3 and bcl一2 after renal is— 

chemia／reperfusion injury．Methods：Seventy—five SD rats were randomly divided into three groups(n=25，in each)：normal control group． 

ischemia／reperfusion group and treatment group．After the renal ischemia／reperfusion injury model was estahlished，the serllm creatinine、 

the urine osmotic pressure and the blood osmotic pressure were measured to evaluate the change of renal function； the apoptosis rate in is— 

chemia／reperfusion renal tissure were measured by TUNEL method； the caspase-3 and hcl—-2 concentration were measured by immuno—— 

histochemistry．Results：The renal function got worse，and the apoptosis rate，bcl-2 and caspase一3 concentration were significantly higher 

in ischemia／reperfusion group than those in normal control group．As compared with ischemia／reperfusion group，the renal function was im— 

proved， the apoptosis rate decreased， bcl一2 expression increased and caspase-3 expression decreased significantly in treatment group． 

Conclusion：Carthamus tinetorius injection has significant effect on the up-regulation of bcl一2 and down—regulation of caspase一3 expres— 

sion in renal ischemia／reperfusion injury． 

【Key words】Carthamus tinctorius injection；Ischemia／reperfusion；Apoptosis；Caspase一3；Bcl一2 

。肾缺血再灌注损伤是导致急性。肾小管坏死和 

。肾移植失败的重要因素。越来越多的研究表明，。肾 

缺血再灌注损伤引起的细胞凋亡是缺血再灌注致 

。肾损害的重要环节之一l】1。因此，抑制细胞凋亡的发 

生，对。肾缺血再灌注损伤的防治具有重要的临床意 

义。Caspase一3和 hcl一2是重要的凋亡相关基因；有 

作者介绍：高 飞(1978一 

主要研究方向 

)，男，住院 医师 ，硕士 

肾缺血再灌注损伤。 

资料表明，在脑缺血过程研究中，红花注射液能够 

抑制 Caspase一3和促进 bcl一2表达，具有抗细胞凋 

亡的作用l21。但是，红花注射液对。肾缺血再灌注损伤 

是否有影响尚未见报道。本研究采用 TUNEL、免疫 

组化等方法观察红花注射液对细胞凋亡、Caspase一3 

和 bcl一2表达的影响，为红花注射液在临床上用于 

。肾缺血再灌注损伤的防治提供实验依据。 

1 材料和方法 
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1．1 药品与主要试 剂 

红花注射液，浓度 50mg／ml，规格 5mlJ支，南山西康意制 

药有限公司生产，批号：20002l226：肌酐检测试剂盒 (北京 

北化 )，TUNEL试剂盒 (Roche公司 )，兔抗大鼠Caspase一3 

(Santa Cruz公 )，兔二步法免疫组化试剂盒 (北京中杉 )， 

二氨基联苯胺(DAB)显色液 (北京中i )= 

1．2 主要仪 器 

冰点渗透压测定仪 (NIKKISOOS、日本 )，石蜡切片机 

(1,eica，Germany)，离心机，生物照相显微镜(Olypums一45，E1 

本 )，北京航天航空大学 CM一2000B型生物医学图像分析系 

统 

l3 动物分组 

清洁级健康 SD大鼠 75只，雌雄不限，同批龄 6-8周， 

体重 180—200g，南重庆医科大学动物实验中心提供。随机分 

成正常x,1-N组 、缺血再灌汴组、治疗组共 3组，每组 25只： 

l-4 动物模型的建立及用药 

参照以往方法建立肾缺血再灌注损伤模型f3I，方法如下， 

采用 3．5％水合氯醛 lml／l00g腹腔麻醉后，腹横切El入腹腔， 

切除有肾，显露左肾蒂，用尤刨伤血管夹夹闭左肾蒂 45min 

血管夹。各组处理方法 ，缺血再灌注组：采用上述方法建模 ， 

于术前 3天每天 1次及术后每 8h次共 3次，经尾静脉分别 

注射生理盐水 3ml／kg 治疗组 ：采用上述方法建模，同缺血再 

灌注组方法，用红花注射液 2．5ml／kg替换生理盐水注射。正 

常对照组：开腹后不作处理 45min后关腹，术前术后用药同 

缺血再灌注组：实验各组均于术后 l2h始禁水至 24h处死动 

物。 

1．5 血 清肌 酐测定 

术后 24h经下腔静脉取血 2ml，离心后取血清，每次各 

组采 1只共 5只，同批次碱性苦味酸法检测血清肌酐值： 

1．6 血尿渗透压测定 

术后 24h经下腔静脉取血 0．5ml，膀胱穿刺取尿 0．5ml 

每次各组采 1只共 5只，同批次采用冰点渗透压测定仪测定 

血 、尿渗透压值，并算 尿渗透压 ／血渗透压值： 

1．7 末端脱氧核苷酸转移酶 (TAT)介导的原位末端标记法 

(TUNEL)测 定凋亡率 

按检测试齐fJ盒说明书进行：同一部位 HE染色组织切片 

在同一放大倍数下随机选取 8个视野计算 细胞总数，计算 

细胞平均凋亡率(肾凋亡细胞总数和肾细胞总数的比)： 

1．8 免疫组化检测 Caspase一3和 l一2的表达 

术后 24h取左肾制作石蜡切片，常规脱蜡至水：严格按 

兔二步法免疫组化试剂盒操作，每张切片随机采集 5个高倍 

视野，输入医学图像分析系统进行图像处弹，检测 Caspase一3 

和 bcl一2表达的平均光密度值，并计数阳性细胞数及细胞总 

数，计算阳性表达率，所有视野均在同一光强度下检测： 

1．9 统计学处理 

计量资料用平均数和标准差表示，多组间均数比较采 

用单因素方差分析 (spss 13．00软件 )。P<0．Ol为有统计学意 

义 

2 结 果 

2．1 红花注射液对肾功能的影响 

与正常对照组相比较，缺血再灌注组肌酐明显 

升高(P<0．01)，尿渗透压和尿渗透压 ／血渗透压值 

明显降低 (P<0．01)；应用红花注射液治疗后，与缺 

血再灌注组相比较，治疗组血清肌酐值显著下降 

(P<0．01)尿渗透压和尿渗透压 ／血渗透压值显著 

升高 (P<0．01)。见表 1，经单因素方差分析各组两 

两比较均有统计学差异(P<0．01)。 

表 1 实验各组肌酐(I．Lmol／L)、尿渗透压及尿渗透压／血渗透压 

值(mOsnvkg·H20)( s，n=25) 

注：与正常对照组 、缺血再灌注组相 比， 0．01 

2．2 TUNEL检 测 结 果 

TUNEL阳性细胞表现为细胞核呈黄褐色，细胞 

质无染色，位于肾小管上皮细胞，肾小球无表达(见 

图 1～3)。图像分析后，结果见表 2，缺血再灌注损伤 

后 ，与正常对照组相比，缺血再灌注组凋亡率明显 

表 2 实验各组凋亡率(％)、bcl一2和 Caspase一3的光密度值(OD)A表达阳性率(％)(x± =25) 

注：与正常对照组、缺血再灌注组相比， P<0．01 
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示正常对照组肾组织细胞凋亡 _ 示肾小球 

示 nINE}阳性细 胞 rLINEI 浩 x4Y)0 

●● 

图 2 缺血再灌注组肾组织细胞凋亡 ． ■’示 肾小 

球 ‘ 示 13IN̈  阳性细 胞 T[JNEI j击 ~400 

图4 正常对照组肾组织 (；aspas 3蛋白表达 _’示肾 

小球 示 阳性 表达 免疫 组织 化学 I)AI1染 

色苏木素复染 x4【H】 

固5 缺血再灌注组肾组织 ( 一  蛋白表达 _ 示肾 

小球 ”示 【：州 - _3阳性表选 免疫组织化学 DAB染 

色苏术素复染 ~4lJU 

图3 示治疗组组肾组毁细胞凋亡 ． ”示肾小球 

”示 "f[NEI阳性细 胞 IUNEL法 x4(X] 

升高(， l1 01)；运j_rf红化往时液治疗后． 缺』『『【冉 图6 治疗缉组肾组织Cast一 3置白表达．‘_示肾小 

濉捋 }fI比．浒疗 日凋亡率 菁降低(P<OI】【) 球． ’示C&~past 3阳性表达 免疫组织化学DAB染色 

2 3 红花注射 滤对 Casp⋯ 一3蛋 白表达 的彩响 苏木素复染 x4【Ⅲ 

‘ p --_3阳性细胞是现为细胞质呈棕黄色． 细胞核无着色 冈中细胞桉呈洋盐色系苏木素复染 
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的结果 阳性 是达值 F母小符上皮细胞以近曲小营 

上皮细胞明显．肾小球末见表达 (见罔4～6) 罔像 

分析后，结果 表2．1l常对照组r{有少数细胞弱阳 

性表达；缺J『『L再灌甜损伤斤．与正常埘jl{i 【相比较． 

缺血再灌注组 (栅sp 一3表达叫 增强．阳性细胞 

数明显增加f『J<0 0I)；经红花 射液清疗后，与缺 

血冉灌注纰相比较，治疗组 Cusf 3表达强度显 

著减弱．阳陆细胞数也显著减少(P<OO L j 

2 4 红花注射 液对 Bci一2蛋 白表达的影 响 

bel一2阳性细胞表现为细胞质呈棕黄色．细胞 

梭 七着色 ．罔 中细胞枝 呈深蓝 色系苏 木索复 染的结 

果 阳性表达位于肾小管卜皮细胞以近曲小管上皮 

自1I胞明 ．肾小球未见表达(见l剞7-9) 阁像分析 

后，结果见表2．正常II!!-~I丧坫与 (~aspas _3类 

似．缺_札再灌注损伤后．与正常刈照组相比较，缺血 

图7 正常对照组肾组织 2蛋白表达 ‘■”示肾小球 

”示fII I一2阳性表达 免癌组鍪!化学 DAB染色苏木素 

复染 4o0 

图8 缺血再灌注组肾组织 I一2蛋白裹谜 ■示肾小 

球． 示ntI 2阳性表达 免疫组鍪{化学 DAB染色苏木 

素复染x400 

国9 治疗组组肾组织Bcl 2蛋白表选 ■”示肾小球 

‘ 示 一!阳性表达 免疫组鍪}化学DAB染色苏术素 

复染 

再灌注组 一2表达增强． 性细胞数增加 l，k 

0．01】；经红花注射液治疗后．与缺『咀再灌注组相 

比．治疗纰 bcl 2表达显著增强．1i e H#II胞数显著增 

加 【P<O 0I) 

红花系一年生萄科草率情物，性辛温．旧心肝 

经．具有活血面经 法麻止痛的曲嫂 红花沣自 液由 

红花提取精制而戚，其主要舍有盘耳酮类 漆树萤 

酬、桑色素、槲皮素、杨梅素等成分 卅究表明，红 

花具有抗凋r一 抗凝 、防IL血栓形成 l扩张血管等 

功效 本研究以血清肌酐 屎渗进压干̈抹渗透压 ／ 

血渗透压值作为抒功能的评价指标 结果显示．治 

疗组肾 功能明显优 r缺血 再灌注 f P<0 0I】这 

结果表明．红花注射液 帕 J『『【再灌汁损伤所致的肾 

功能损害具有娃著的保护作用 l̈INEI 榆删结果 

示 ． 正常 对照组相 比 ．缺 血再灌 注 组细 胞捌亡 率 

】硅升高；竖红花注射液治疗后． 缺血再灌注组 

相比，治疗组细胞捌广率显 暂下降(心‘】01]，提示 

红花沣射液对肾功能的保护作用可能 其抗细胞 

凋亡有 关 

研 究表 }lj】 ．在 Fas／r sJ 系统 介 导的 I胞闭 

r=址程中．当Fa L与 Fas受体站台后． ’as受体的细 

胞膜内部分值过调 分子与启动性 Ca~paae c如 

CtL．pase一8湔 体构成信号复合物 Caspase一8前体经 

过 自 身裂 解 ．激 活 成 为具 有 水解 酶 恬 的 f 一 

p~lse一8 活化 Caspase—R进 而裂解效府性 Cas 

r．{| 3前体，导致效血性 c p“一 3活化 另一方 
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面，粒酶 B可以直接裂解效应性 Caspase一3前体，使 

之活化。活化的效应性 Caspase一3可以直接或间接 

地酶解与细胞存活所必需的中间丝蛋白、DNA断裂 

因子(DFF)和核酸内切酶等一系列蛋白，从而引起靶 

细胞染色质 DNA片段化，胞质浓缩，细胞骨架解体 

等一系列病理改变，导致细胞凋亡 。本研究结果显 

示，Caspase一3于实验各组肾小管上皮细胞均有表 

达，以肾小管中的近曲小管表达较明显，而肾小球 

未见表达，这与 TUNEL法显示的凋亡细胞分布一 

致。进一步观察，与正常对照组相比，Caspase一3在 

缺血再灌注损伤后肾小管上皮细胞表达明显增强， 

阳性细胞数显著增加；经红花注射液治疗后，与缺 

血再灌注组相比较，治疗组肾小管上皮细胞 Cas— 

pase一3不仅表达强度显著减弱，而且阳性细胞数也 

明显减少。上述结果提示 ，红花注射液具有抑制 

Caspase一3表达的作用，该作用可能通过以上机制 

阻止 Fas／FasL系统 、粒酶 B／穿孔素系统的激活， 

从而抑制细胞凋亡的发生。 

Bcl一2(B—cell lymPhoma／leukemia一21是研究最 

早的与细胞凋亡相关的基因之一，bcl一2可通过直 

接调节线粒体膜的通透性，抑制促凋亡因子的释放 

对Caspase一3产生影响。线粒体内含有细胞色素 C、 

第2个线粒体源的 Caspase激活物 (Smac／Diablo) 

和核酸内切酶 G等多种促凋亡因子。其中细胞色素 

C能促使 Apaf_1(促凋亡蛋白酶激活因子 一1)及 

Caspase一9酶原信号复合体的形成，使 Caspase一9活 

化并激活 Caspase一3从而导致细胞凋亡，具有促凋 

亡作用 191。本实验表明，与缺血再灌注组相比较，治 

疗组 bcl一2表达强度明显增强，其阳性细胞数明显 

增加，提示红花注射液具有促进 bcl一2表达的作用； 

bcl一2的大量表达可降低线粒体膜的通透性，阻止 

促凋亡因子释放，引起 Caspase一3表达减少，从而抑 

制细胞凋亡的发生。 

综上所述，Caspase一3和 bcl一2是重要的凋亡相 

关基因，前者促进细胞凋亡而后者阻止细胞凋亡。 

本研究发现，在肾缺血再灌注损伤中，红花注射液 

能够抑制 Caspase一3和促进 bcl一2表达，具有抗细 

胞凋亡的作用，这可能是红花注射液抗凋亡的重要 

分子机制之一。 

(致谢 ：重庆医科大学解剖教研室孙善全教授对本课题 

提供 的无私帮助 ) 
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