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基于 Keap-1/Nrf2/HO-1 和 NF-κB p65 通路探讨二精方对顺铂诱导急性
肾损伤小鼠的保护作用及机制  
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摘  要：目的  探讨二精方对顺铂诱导小鼠急性肾损伤（AKI）的影响及机制。方法  将 50只 SPF级 C57BL/6J小鼠随机分

为对照组、模型组和二精方低、中、高剂量（335、670、1 340 mg·kg−1）组，每组 10只，ig给药，对照组和模型组 ig去离

子水，持续 20 d。除对照组外，其余各组在第 17天单次 ip顺铂（15 mg·kg−1）诱导小鼠 AKI模型。72 h后取血和肾脏组织，

计算肾脏指数；试剂盒法测定血清中肌酐（CRE）、尿素氮（BUN）水平，测定肾脏组织中丙二醛（MDA）水平和超氧化物

歧化酶（SOD）、还原型谷胱甘肽（GSH）、过氧化氢酶（CAT）的活力；试剂盒法检测小鼠血清中白细胞介素 1β（IL-1β）

和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）水平、胱抑素 C（Cys-C）和肾损伤分子-1（KIM-1）含量；苏木精-伊红（HE）染色法观察肾脏

组织的损伤程度；Western blotting法检测肾脏组织中 KIM-1、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（NGAL）、Kelch样 ECH

相关蛋白 1（Keap-1）、核因子 E2相关因子 2（Nrf2）、血红素加氧酶-1（HO-1）、磷酸化的核因子 κB p65（p-NF-κB p65）、

TNF-α、IL-6蛋白表达。结果  与模型组比较，二精方组小鼠精神活跃、进食增加、体质量下降减缓；肾脏色泽更红润，

肾脏指数显著下降（P＜0.05、0.01）；各剂量组小鼠血清 CRE水平显著降低（P＜0.01），中、高剂量组 BUN水平显著降

低（P＜0.01）；各剂量组血清 KIM-1和 Cys-C水平均显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），中、高剂量组血清 IL-1β和 TNF-

α水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；中、高剂量组肾脏中MDA含量显著降低（P＜0.05、0.01），各剂量组 GSH、CAT

活力显著升高（P＜0.05、0.01），高剂量组 SOD活力显著升高（P＜0.01）；各剂量组肾组织结构有改善，肾小管损伤评分

显著降低（P＜0.01、0.001）；中、高剂量显著下调 KIM-1、NGAL、Keap-1、p-NF-κB p65、IL-6、TNF-α蛋白水平，显著上

调 HO-1、Nrf2的蛋白水平（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  二精方对顺铂诱导的小鼠 AKI具有显著保护作用，其机制主要

通过双重途径实现：一方面激活 Keap-1/Nrf2/HO-1通路增强抗氧化能力，清除活性氧（ROS）并修复线粒体损伤；另一方面

抑制 NF-κB p65磷酸化及促炎因子释放，打破“氧化应激-炎症”恶性循环。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of Erjing Formula on cisplatin-induced acute kidney injury (AKI) in 

mice. Methods  Fifty SPF-grade C57BL/6J mice were randomly divided into a control group, a model group, and low-, medium-, 

and high-dose Erjing Formula groups (335, 670, and 1 340 mg·kg−1, respectively), with 10 mice in each group. The mice were 

administered ig for 20 d, and the control and model groups were given deionized water. On the 17th day, the model group and the 

Erjing Formula groups were intraperitoneally (ip) injected with cisplatin (15 mg·kg−1) to induce AKI. After 72 h, blood and kidney 
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tissues were collected. The kidney index was calculated. The levels of creatinine (CRE) and blood urea nitrogen (BUN) in serum were 

determined by kits. The levels of malondialdehyde (MDA) and the activities of superoxide dismutase (SOD), reduced glutathione 

(GSH), and catalase (CAT) in kidney tissues were measured. The levels of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

in serum, cystatin C (Cys-C), and kidney injury molecule-1 (KIM-1) in serum were detected by kits. The degree of kidney tissue 

damage was observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. The protein expressions of KIM-1, neutrophil gelatinase-associated 

lipocalin (NGAL), Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap-1), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-

1 (HO-1), phosphorylated nuclear factor κB p65 (p-NF-κB p65), TNF-α, and IL-6 in kidney tissues were detected by Western blotting. 

Results  Compared with the model group, the mice in the Erjing Formula groups were more active, had increased food intake, and a 

slower decrease in body weight. The kidneys were more red and the kidney index was significantly decreased (P < 0.05, 0.01). The 

serum CRE levels in all dose groups were significantly decreased (P < 0.01), and the BUN levels in the medium- and high-dose groups 

were significantly decreased (P < 0.01). The serum KIM-1 and Cys-C levels in all dose groups were significantly decreased (P < 0.05, 

0.01, 0.001), and the serum IL-1β and TNF-α levels in the medium- and high-dose groups were significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 

0.001). The MDA content in the kidneys of the medium- and high-dose groups was significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and the 

activities of GSH and CAT in all dose groups were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), while the SOD activity in the high-dose 

group was significantly decreased (P < 0.01). The structure of kidney tissues in all dose groups was improved, and the renal tubular injury 

score was significantly decreased (P < 0.01, 0.001). The medium- and high-dose groups significantly downregulated the protein levels of 

KIM-1, NGAL, Keap-1, p-NF-κB p65, IL-6, and TNF-α, and significantly upregulated the protein levels of HO-1 and Nrf2 (P < 0.05, 

0.01, 0.001).  Conclusion  Erjing Formula has a significant protective effect on cisplatin-induced AKI in mice, and its mechanism is 

mainly achieved through dual pathways: on the one hand, it activates the Keap-1/Nrf2/HO-1 pathway to enhance antioxidant capacity, 

clear reactive oxygen species (ROS), and repair mitochondrial damage; on the other hand, it inhibits the phosphorylation of NF-κB p65 

and the release of pro-inflammatory factors, breaking the "oxidative stress-inflammation" vicious cycle. 

Key words: Erjing Formula; cisplatin; acute kidney injury; oxidative stress; inflammation; Keap-1/Nrf2/HO-1 pathway; NF-κB p65 

 

顺铂是一种铂类药物，抗肿瘤谱广、疗效显著，

被广泛用于多种恶性肿瘤治疗[1]，然而其不良反应

较多，常见的有肾毒性、心脏毒性、耳毒性、肝毒

性等[2]。研究表明，临床上大约三分之一的肿瘤患

者经顺铂治疗后可能出现急性肾损伤（（AKI）[3]。顺

铂主要通过肾脏排泄，可通过近端肾小管损伤引起

肾毒性，病理表现为肾小管上皮细胞变性坏死、脱

落、蛋白管型沉积和肾间质水肿等[4]。目前机制研

究方向主要包括氧化应激、炎症，其次为细胞凋亡、

DNA损伤和线粒体功能障碍等[5]。顺铂引发的肾损

伤会影响患者肾功能，实施预防给药，可提前启动

机体保护机制，降低肾损伤发生风险。近年来，越

来越多研究阐明中草药可通过抑制炎症、氧化应激、

铁死亡和细胞坏死性凋亡等不同机制，在多个 AKI

模型中发挥肾脏保护作用[6]。利用中药复方具有多靶

点、多成分、多功效特点，从中寻找补虚扶正、补肾

益精的中药，尤其是药食同源物质，保护顺铂化疗药

诱导的肾损伤具有十分重要的意义。 

二精方为经典古方，又名二精丸，在（ 圣济总

录》中早有记载，由黄精和枸杞（（1∶1）组成。黄

精滋阴补肾，枸杞补益肝肾，两者相加可以起到补

肾益精之效[7]。黄精和枸杞在 2002年被正式收录在

药食同源目录中，作为既是食品又是中药的物质。

现代药理研究表明二精方具有抗氧化、抗炎、抗衰

老、改善阿尔茨海默病、提高记忆力等功效[8]。二

精方活性成分包括黄酮类、多酚类、多糖类、皂苷

类等，在抗炎、抗氧化、抗病毒方面表现出明显的

药理活性[9-10]。已有研究表明，天然产物中的黄酮

类、多酚类、生物碱类等化合物具有抗氧化、抗炎

和抗凋亡的特性，可调节相关通路改善顺铂诱导的

肾损伤[11]。目前二精方对顺铂诱导小鼠肾损伤的保

护作用未见报道，本研究拟通过建立顺铂诱导的

AKI模型，探讨二精方对顺铂诱导 AKI的潜在保护

作用，并通过Kelch样 ECH相关蛋白 1（Keap-1）/

核因子E2相关因子 2（Nrf2）/血红素氧合酶（HO）-

1、核因子 κB（（NF-κB）等通路调控氧化应激与炎症

反应揭示其作用机制，以期为我国药食同源中药经

典名方用于防治化疗相关性肾损伤提供新思路。 

1  材料 

1.1  药材 

枸杞、黄精均购自贵州省贵阳市花果园中药材

市场，经贵州中医药大学孙庆文教授鉴定分别为宁

夏枸杞 Lycium barbarum L. 的干燥成熟果实，滇黄

精 Polygonatum kingianum Coll. et Hemsl. 的干燥根
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茎，凭证号分别为 2023-LB-01、2023-PK-01，存放

于贵州省天然产物研究中心 B栋 502室。 

1.2  实验动物 

健康雄性 C57BL/6J小鼠，50只，SPF级，体质

量（20±2）g，购自斯贝福（北京）公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（京）2024-0001。自由进食和

饮水，饲养于贵州省天然产物研究中心动物房，室温

（22±2）℃，湿度 50%～60%，本研究经贵州医科大

学动物伦理委员会批准（2304035），所有实验均符合

贵州医科大学实验动物护理和使用指南。 

1.3  主要试剂 

顺铂（江苏豪森药业集团有限公司，规格 6 mL∶

30 mg，批号 601240608）；芦丁（成都植标化纯生

物技术有限公司，质量分数≥98%，批号 221201）；

没食子酸（（上海源叶生物科技有限公司，质量分数

97.7%，批号 J13IA206079）；尿素氮（（BUN）、肌酐

（（CRE）、丙二醛（（MDA）、超氧化物歧化酶（（SOD）、

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH）、过氧化氢酶（CAT）

试剂盒（南京建成生物工程研究所，货号 C013-2-

1、C011-2-1、A003-1-2、A001-3-2、A006-2-1、A007-

1-1）；肿瘤坏死因子 α（（TNF-α）、白细胞介素 1β（（IL-

1β）ELISA检测试剂盒（（江苏菲亚生物科技有限公

司，批号 20225504、20225504）；肾损伤分子 1（（KIM-

1）、胱抑素 C（（Cys-C）ELISA检测试剂盒（（南京建

成生物工程研究所，货号 H436-1-2、H336-1-2）；β-

肌动蛋白（（β-actin）抗体（（批号 3600003003）购自

武汉爱博泰克生物科技有限公司；白细胞介素-6

（（IL-6）抗体、肿瘤坏死因子-α（（TNF-α）抗体和 Keap-

1 抗体（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号

GB11117-50、GB12188-50、GB113747）；肾损伤分

子 1（（KIM-1）抗体、中性粒细胞明胶酶相关脂质运

载蛋白（（NGAL）抗体、核因子 κB p65（（NF-κB p65）

抗体和磷酸化核因子 κB p65（p-NF-κB p65）抗体

（（北京索莱宝科技有限公司，批号 0325110001、

0325120001、5124214001、5124216001）；血红素加

氧酶-1（（HO-1）抗体、Nrf2抗体（（武汉三鹰生物技

术有限公司，批号 83291-3-RR、80593-1-RR）；二

抗（（APExBIO公司，批号 K1223）；BCA蛋白提取

试剂盒（（北京索莱宝科技有限公司，批号 PC0020）；

其余试剂均为分析纯。 

1.4  主要仪器 

FDU-2110 冷冻干燥机、N-1300V-WB 旋转蒸

发仪（（上海爱朗仪器有限公司）；Eppendorf 5427R高

速冷冻离心机（德国 Eppendorf公司）；Forma 900-

80 ℃超低温冰箱（（赛默飞世尔科技公司）；VICTOR 

Nivo酶标仪（（美国铂金埃尔默企业管理有限公司）；

BSA 323S电子天平（（德国赛多利斯公司）；Cary 60

紫外-可见分光度计（美国安捷伦科技有限公司）；

MX-S涡轮振荡器（美国赛洛捷克仪器公司）。 

2  方法 

2.1  二精方的制备 

取黄精、枸杞各 1 kg，干燥，粉碎，按 1∶1

取枸杞和黄精粉末，依次加入 8、6、4倍量 75%乙

醇，回流提取 60、40、30 min，合并提取液，进行

减压浓缩至无醇味、冷冻干燥，得到二精方醇提

物 0.804 kg，得率为（40.20±1.56）%。参照陈叶

廷等[12]方法，以芦丁为对照品，采用三氯化铝比色

法测得总黄酮质量分数为（13.01±0.67）mg·g−1。参

照李春燕等[13]方法，以没食子酸为对照品，采用福林

酚法测得总酚质量分数为（22.73±0.60）mg·g−1。 

2.2  动物分组及处理 

50只 C57BL/6J雄性小鼠，适应性喂养 7 d后

开展实验。随机分为对照组、模型组和二精方低、

中、高剂量（335、670、1 340 mg·kg−1）组，每组

10只。二精方给药剂量以（ 中国药典》中黄精和枸

杞的建议服用剂量作为中剂量，低、中、高剂量比

例为 1∶2∶4，然后根据醇提物得率和人鼠剂量转

换确定给药剂量。将冻干醇提物用去离子水进行复

溶，配制成相应浓度，ig给予小鼠。对照组、模型

组每天 ig去离子水，二精方低、中、高剂量组每天

ig相应剂量的二精方醇提物，持续 20 d，每 2天记

录 1次体质量。第 17天，除对照组外，其余各组

单次 ip 15 mg·kg−1的顺铂[14]诱发肾损伤。72 h后，

所有小鼠禁食不禁水 12 h，摘取眼球取血后，将小

鼠过量麻醉安乐死，并分离肾脏，计算肾脏指数，

冻存于−80 ℃用于后续各项指标的检测。 

肾脏指数＝肾脏质量/体质量 

2.3  生化指标的测定 

收集小鼠血液标本于 EP 管中，室温静置 2 h

后，放在冷冻离心机中，4 ℃、3 000 r·min−1离心

10 min 制备血清。依照试剂盒说明书分别检测

BUN、CRE、KIM-1 和 Cys-C 水平，同时测定 IL-

β、TNF-α水平。 

取小鼠肾脏组织 100 mg，按照质量（g）∶体

积（mL）＝1∶9加入 9倍体积 0.9%氯化钠溶液，

制备匀浆，3 500 r·min−1离心 10 min，取上清液，
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用 BCA 试剂盒检测上清液中蛋白浓度，再按照相

应试剂盒说明书检测上清液中MDA含量及 SOD、

GSH、CAT酶活性。 

2.4  组织病理学分析 

将小鼠肾组织固定于 4%多聚甲醛溶液中，进

行石蜡包埋处理，制备厚度为 4 μm 切片，切片脱

蜡、脱水，根据苏木精-伊红（（HE）染色试剂盒说明

书进行染色，在光学显微镜下观察小鼠肾组织病理

形态表现。通过肾小管扩张、部分上皮细胞坏死、

肾小管间质有炎症细胞浸润等所指示的损伤来评

价组织学变化。肾组织损伤按以下评分系统进行评

价[14]：0分：无损伤；1分：肾小管损伤＜25%；2

分：肾小管损伤25%～50%；3分：肾小管损伤50%～

75%；4分：肾小管损伤＞75%。 

2.5  Western blotting 法检测相关蛋白表达 

取肾脏组织，用 RIPA、蛋白酶抑制剂和磷酸

化蛋白酶抑制剂裂解成匀浆，用 BCA试剂盒测定

肾组织蛋白浓度，并进行定量，每个样品蛋白用

120 V 在 8%的 SDS-PAGE 凝胶上分离，然后用

220 mA电转到 PVDF膜上，于室温用 5%的低脂牛

奶溶液封闭 2 h。按照说明书稀释一抗，将膜与一抗

在 4 ℃孵育过夜，一抗孵育完成后，用 TBST缓冲

液洗涤 3次后，在室温下与二抗孵育 1 h，再用 TBST

缓冲液洗膜 3次，使用增强的化学发光（ECL）试

剂显影，使用 Image J软件进行灰度值分析，以 β-

actin为内参蛋白，以目的蛋白与内参的灰度值比值

作为目的蛋白相对表达量。 

2.6  统计学处理 

实验结果采用 x s 表示，使用 GraphPad Prism 

9.5 软件进行数据分析，通过单因素方差比较组间

差异，通过 Tukey检验进行显著性分析。 

3  结果 

3.1  二精方对顺铂诱导的肾损伤小鼠体质量和肾

脏的影响 

对照组小鼠行动活跃，饮食正常，体质量无明

显变化；顺铂造模后，小鼠精神萎靡，表现为蜷缩、

竖毛、弓背姿势，摄水量和进食减少，体质量下降；

二精方给药组小鼠较模型组精神活跃、进食增加、

体质量下降减缓，结果见图 1，与造模前体质量相

比，模型组体质量下降 22.10%，二精方低、中、高

剂量组分别下降 18.49%、16.42%、16.16%。 

小鼠肾脏表观形态显示，对照组小鼠肾脏色泽

红润，形态体积正常；模型组小鼠肾脏体积增大，

色泽苍白；二精方各给药组小鼠肾脏色泽较模型

组小鼠肾脏红润。将双侧肾脏进行称质量，计算

其肾脏指数[15]，模型组较对照组肾脏指数显著增

加（P＜0.001）；二精方中、高剂量组与模型组相比，

肾脏指数显著下降（P＜0.05、0.01）。结果见图 1。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 1  二精方对顺铂诱导的肾损伤小鼠体质量和肾脏的影响 ( x±s，n＝10) 

Fig. 1  Effects of Erjing Formula on body weight and kidney in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝10) 

3.2  二精方对顺铂诱导 AKI 小鼠生化指标的影响 

血清 CRE和 BUN常用于评估肾损伤程度。如

图 2所示，与对照组相比，模型组 CRE和 BUN水

平均显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，二精

方低、中、高剂量组小鼠血清中 CRE 水平显著降

低（P＜0.01、0.001），中、高剂量组 BUN 水平显

著降低（P＜0.01），且作用呈剂量相关性。 

在评估肾损伤时，血清 KIM-1和 Cys-C相 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 2  二精方对顺铂诱导 AKI 小鼠生化指标的影响 ( x±s，n＝10) 

Fig. 2  Effect of Erjing Fang on biochemical indicators in cisplatin-induced AKI mice ( x±s，n＝10) 

较于传统的 CRE和 BUN具有更高的灵敏性和特

异性。与对照组相比，模型组 KIM-1、Cys-C水

平均显著升高（P＜0.001）；与模型组相比，二精

方组 KIM-1和 Cys-C水平均显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001），分别下降了 19.37%、18.08%以上，

且呈剂量相关性。结果表明，顺铂致小鼠发生

AKI，经二精方给药处理后，各项生化指标均明

显改善。 

3.3  二精方对顺铂诱导炎症因子的影响 

为评估顺铂对小鼠炎症因子水平的影响，测定

了血清中炎症因子 IL-1β和 TNF-α的水平。如图 3

所示，与对照组相比，模型组 IL-1β和 TNF-α的浓

度分别上升了 48.24%、29.41%，差异显著（P＜

0.001），说明顺铂引起了炎症反应；经二精方给药

处理后，与模型组相比，IL-1β和 TNF-α水平分别

呈剂量相关性下降，中、高剂量组差异显著（P＜ 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  

***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

model group. 

图 3  二精方对顺铂诱导小鼠血清炎症因子水平的影响 

( x±s，n＝10) 

Fig. 3  Effect of Erjing Formula on inflammatory factor 

levels in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝10) 

0.05、0.01、0.001）。结果表明，二精方可有效缓解

顺铂引起的炎症反应。 

3.4  二精方对顺铂诱导肾脏氧化应激的影响 

顺铂诱导的小鼠肾损伤会导致抗氧化系统失

衡，为了评价二精方对顺铂致小鼠肾脏氧化应激的

缓解作用，测定了小鼠肾脏组织中 MDA 含量和抗

氧化酶（SOD、GSH、CAT）活力。如图 4所示，

与对照组相比，模型组 MDA 水平显著升高（P＜

0.001），二精方组小鼠肾脏中 MDA含量相较于模

型组呈剂量相关性降低，中、高剂量组差异显著

（P＜0.05、0.01）。SOD、GSH、CAT是体内抗氧化

防御系统的标志物，如图 4所示，与对照组相比，

模型组 SOD、GSH、CAT 活力均显著下降（P＜

0.001），说明顺铂引起了小鼠肾脏的氧化应激；而

给予二精方处理后，与模型组相比，其 SOD、GSH

和 CAT活力分别上升 26.25%、44.40%、42.40%以

上，所有剂量组 GSH、CAT活力差异显著（P＜0.05、

0.01），高剂量组 SOD活力差异显著（P＜0.01）。 

3.5  组织病理学分析 

组织病理学是用于评价肾脏结构损伤的重要

指标。HE染色结果及肾小管损伤评分如图 5所示，

对照组小鼠肾脏结构正常；与对照组相比，模型组

肾小管扩张、部分上皮细胞坏死、肾小管间质有炎

症细胞浸润、肾小管间质可见均质淡红色淀粉样物

质沉积，模型组肾小管损伤评分较高，差异具有统

计学意义（（P＜0.001）。与模型组相比，二精方处理

后，肾组织结构有改善，二精方高剂量组改善效

果最好，其肾小管结构未见明显异常，炎症细胞

浸润显著减少，肾小管损伤评分较低，差异具有

统计学意义（P＜0.01、0.001）。 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 4  二精方对顺铂诱导小鼠肾脏抗氧化能力的影响 ( x±s，n＝10) 

Fig. 4  Effect of Erjing Formula on renal antioxidant capacity in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝10) 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 5  二精方对顺铂诱导小鼠肾脏病理的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 5  Effect of Erjing Formula on renal pathological changes of cisplatin-induced mice ( x±s，n＝3) 

3.6  二精方对顺铂诱导的小鼠肾损伤相关蛋白表

达水平的影响 

3.6.1  对小鼠肾组织KIM-1、NGAL蛋白表达的影响  

KIM-1和NGAL为肾小管损伤标志物，如图 6所示，

与对照组相比，模型组 KIM-1、NGAL蛋白表达水

平显著上升（（P＜0.01、0.001），提示早期肾功能损 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 6  二精方对顺铂诱导小鼠的 KIM-1 和 NGAL 蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 6  Effect of Erjing Formula on KIM-1 and NGAL proteins expression in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝3) 
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伤；与模型组相比，给予二精方处理后，给药组KIM-

1和NGAL蛋白表达水平均呈剂量相关性下降，中、

高剂量组差异显著（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.6.2  对小鼠肾组织Keap-1/Nrf2/HO-1信号通路蛋

白表达的影响  Keap-1/Nrf2/HO-1通路是细胞抵御

氧化应激的核心调控途径，其调控与肾损伤的发

生、发展和修复密切相关。如图 7所示，与对照组

相比，模型组中的 Keap-1蛋白表达显著上升（（P＜

0.01），Nrf2和HO-1蛋白表达显著下降（（P＜0.001）；

与模型组相比，二精方中、高剂量组 Keap-1表达水

平显著下降（P＜0.01），Nrf2 和 HO-1 表达水平显

著上升（P＜0.05、0.01）。 

 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 7  二精方对顺铂诱导小鼠的 Keap-1/Nrf2/HO-1 通路相关蛋白的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 7  Effect of Erjing Formula on Keap-1/Nrf2/HO-1 pathway-related proteins in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝3) 

3.6.3  对小鼠肾组织 NF-κB 信号通路及炎症相关

蛋白表达的影响  如图 8所示，与对照组相比，模

型组小鼠肾组织 p-NF-κB p65、TNF-α 和 IL-6 的蛋

白表达显著上升（P＜0.001）；与模型组相比，二精

方各剂量组 p-NF-κB p65、TNF-α 和 IL-6 蛋白表达

水平下降，中、高剂量组差异显著（P＜0.05、0.01）。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 8  二精方对顺铂诱导小鼠的 NF-κB 通路相关蛋白的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 8  Effect of Erjing Formula on NF-κB pathway-related proteins in cisplatin-induced mice ( x±s，n＝3) 

4  讨论 

顺铂为实体瘤抗癌剂，肾毒性使其临床应用受

到相当大的限制[16]。顺铂主要通过肾脏排泄，高剂

量或长期使用会导致其在肾小管细胞中积累[17]。顺

铂进入肾脏后，水分子取代氯原子形成水合顺铂，

水合顺铂可调节膜转运蛋白的表达，进而抑制线粒

体功能，产生大量活性氧（（ROS），诱导氧化应激和

线粒体损伤，从而引起细胞死亡，包括坏死、凋亡、

焦亡和铁死亡等[18]。 

黄精入脾、肺、肾经，能养阴润肺、补脾益气、

滋肾填精；枸杞子入肝、肾经，可补肾益精、养肝

明目。二者合用，既补肾填精，又兼顾脾肺，契合

肾毒性（“脾肾亏虚”的核心病机。经课题组前期预

试验研究发现二精方在顺铂诱导肾毒性的动物模

型中表现出肾脏保护活性。本研究进一步探讨了二

精方对顺铂诱导的 AKI保护作用及其机制。 

本研究结果表明，经顺铂造模后，小鼠的体质

量下降，但肾脏质量增加，这是由于肾组织中产生
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积水和结节[19]，从而使肾脏指数增加。当肾脏发生

损伤时，血清中 CRE和 BUN浓度会增加，肾血流

量和肾小球滤过率会降低，导致肾脏的排泄功能障

碍，因此，临床上通常将 CRE和 BUN作为评价肾

损伤的重要指标[20]。此外，KIM-1、Cys-C、NGAL

与传统的 CRE、BUN相比，更具特异性和敏感性，

在早期诊断肾功能损伤方面发挥重要作用[21]。本研

究结果显示，顺铂造模后，小鼠血清 CRE、BUN、

KIM-1 和 Cys-C 水平升高，肾组织的 KIM-1 和

NGAL蛋白表达上调，表明顺铂可诱导小鼠产生肾

脏损伤。并且顺铂还引起了严重的肾脏组织结构改

变，包括肾小管上皮细胞坏死、空泡化、炎症细胞

浸润等。经二精方预防给药后，HE病理、肾功能生

化指标和肾功能蛋白结果表明，二精方能改善顺铂

诱导的肾损伤，并且高剂量组改善效果最好。 

生物体在氧化和抗氧化过程之间表现出动态

平衡，当抗氧化能力减弱且氧化物没有被有效清除

时，就会发生氧化应激。有研究表明，氧化应激和

炎症是顺铂诱导的 AKI 病因的主要因素[22-23]。因

此，本研究从氧化应激和炎症方面进行探讨，测定

了MDA、SOD、GSH和 CAT 4个氧化应激指标，

并进一步检测了Keap-1/Nrf2/HO-1氧化应激通路相

关蛋白。MDA是各种脂质过氧化的最终产物，可以

反映组织细胞氧化应激损伤的严重程度 [24]。而

SOD、CAT 和 GSH 是体内最常见的抗氧化酶，主

要抑制体内自由基和 ROS 的形成，保护机体免受

氧化损伤[25-26]。本研究结果表明，顺铂诱导的 AKI，

破坏机体抗氧化系统平衡，导致 MDA升高，GSH

耗损、SOD和 CAT活性下降。Keap-1/Nrf2/HO-1信

号通路是一种对抗 ROS 和防止氧化损伤的细胞机

制。Nrf2是细胞抗氧化反应的关键调节因子，其活

性主要由 Keap-1控制；HO-1是一种受 Nrf2调节的

下游抗氧化因子，并且作为 Nrf2/Keap-1 通路中的

关键抗氧化酶，对氧化应激起保护作用[27]。在正常

生理条件下，细胞 Nrf2蛋白水平维持在基础水平。

然而，当细胞暴露于高水平的 ROS时，Nrf2/Keap-

1 系统被激活，抑制 Keap-1 对 Nrf2 的降解。这导

致 Nrf2的释放和激活，促进各种抗氧化酶的表达，

从而保护细胞免受 ROS引起的损伤。结果显示，顺

铂可显著上调 Keap-1，下调 Nrf2、HO-1蛋白表达

水平，通过氧化应激诱发小鼠肾毒性；二精方处理

后，具有改善作用，表明二精方可用于预保护顺铂

诱导的小鼠 AKI作用。 

肾脏氧化应激与炎症之间存在密切的相互关

系，两者共同参与肾损伤的发病机制。ROS会促进

炎症因子的释放，产生炎症反应[28]。ROS作为一种

重要的自由基，当与 DNA 或其他分子结合时，会

形成具有生物毒性的羟自由基（（·OH），而·OH可与

其他分子相互作用诱发炎症反应、造成细胞损伤、

凋亡或坏死[29-30]。同时·OH还可以通过经典 NF-κB

途径诱导促炎细胞因子 TNF-α和 IL-6的产生，NF-

κB是调控机体炎症反应的关键性转录因子，而 NF-

κB p65 的进一步磷酸化则能提高其启动下游基因

转录的能力，从而引起肾脏炎症[31-32]。本研究结果

显示，顺铂可显著上调 p-NF-κB p65、IL-6和 TNF-

α蛋白水平，以及炎症因子 IL-1β和 TNF-α的浓度，

从而导致促炎因子和抗炎因子水平失衡，二精方可

通过增强抗氧化活性和抑制炎症应激从而减轻顺

铂的肾毒性。 

二精方对顺铂诱导的小鼠肾损伤具有显著保

护作用，其机制主要通过双重途径实现：一方面激

活 Keap-1/Nrf2/HO-1 通路增强抗氧化能力，清除

ROS并修复线粒体损伤；另一方面抑制 NF-κB p65

磷酸化及促炎因子释放，打破（“氧化应激-炎症”恶

性循环，最终改善顺铂诱导的 AKI。本研究不仅为

我国药食同源经典配伍用于缓解肾毒性提供理论

支撑，也为枸杞、黄精资源的高值化开发利用开辟

了新路径。 
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