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麝香酮通过促进 p53 泛素化修饰抑制肾小管上皮细胞凋亡并改善顺铂诱导的
急性肾损伤  
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摘  要：目的  探究麝香酮改善顺铂诱导的急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）的作用机制。方法  C57BL/6J 小鼠随机分

为对照组、模型组、地塞米松（2 mg/kg）组和麝香酮低、中、高剂量（24、36、48 mg/kg）组，建立顺铂诱导的 AKI 小鼠模型，

给予药物干预后，采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肾脏组织病理变化；免疫组化检测肾脏中性粒细胞明胶

酶相关脂质运载蛋白（neutrophil gelatinase-associated lipocalin，NGAL）和肾损伤分子-1（kidney injury molecule-1，Kim-1）的

表达和分布；检测血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）和血肌酐（serum creatinine，SCr）水平；免疫荧光染色检测肾脏组织

中剪切型半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cleaved cystein-asparate protease-3，cleaved Caspase-3）的表达和分布。采用顺铂诱导建立

NRK-52E 细胞损伤模型，MTT 法检测顺铂、麝香酮、p53 抑制剂 pifithrin-μ 对细胞活力的影响；倒置显微镜观察细胞形态变

化；Calcein AM/PI 染色观察细胞死亡情况；Hoechest 33342 染色观察细胞核碎裂情况；透射电子显微镜观察细胞死亡类型；免

疫荧光染色检测 p53 的表达和分布；Western blotting 检测 Caspase-3、cleaved Caspase-3 和 p53 的表达；MitoSOX 染色检测线粒

体活性氧（mitochondrial reactive oxygen species，mtROS）水平；免疫共沉淀检测 p53 泛素化修饰水平。结果  麝香酮显著减轻

顺铂引起的肾脏病理损伤，恢复肾小管形态（P＜0.01），降低肾脏组织 NGAL、Kim-1、cleaved Caspase-3 的表达和分布（P＜

0.01），降低 BUN、SCr 水平（P＜0.01）；麝香酮和 pifithrin-μ 显著抑制顺铂诱导的 NRK-52E 细胞凋亡及 mtROS 水平（P＜

0.01），上调 Caspase-3 蛋白表达（P＜0.05、0.01），下调 cleaved Caspase-3、p53 蛋白表达（P＜0.05、0.01），促进 p53 泛素化修

饰（P＜0.05）。结论  麝香酮通过促进 p53 泛素化修饰抑制肾小管上皮细胞凋亡，从而改善顺铂诱导的 AKI。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism by which muscone improves cisplatin-induced acute kidney injury (AKI). Methods  

C57BL/6J mice were randomly divided into control group, model group, dexamethasone (2 mg/kg) group, muscone low-, medium-, 
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and high-dose (24, 36, 48 mg/kg) groups, a cisplatin-induced AKI mouse model was established. After drug intervention, renal tissue 

pathological changes were observed using hematoxylin-eosin (HE) staining. Immunohistochemistry was used to detect the expressions 

and distribution of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and kidney injury molecule-1 (Kim-1) in kidney. Blood urea 

nitrogen (BUN) and serum creatinine (SCr) levels were detected. Immunofluorescence staining was used to detect the expression and 

distribution of cleaved cysteine aspartate protease-3 (cleaved Caspase-3) in renal tissue. An NRK-52E cell injury model induced by 

cisplatin was established, the effects of cisplatin, muscone and p53 inhibitor pifithrin-μ on cell viability were detected using MTT 

assay. The morphological change of cells was observed under an inverted microscope. Calcein AM/PI staining was used to observe 

cell death. Hoechest 33342 staining was used to observe the fragmentation of cell nuclei. Cell death types was observed using 

transmission electron microscopy. Immunofluorescence staining was used to detect the expression and distribution of p53. Western 

blotting was used to detect the expressions of Caspase-3, cleaved Caspase-3 and p53. MitoSOX staining was used to detect the levels 

of mitochondrial reactive oxygen species (mtROS). Immunoprecipitation was used to detect the level of p53 ubiquitination 

modification. Results  Muscone significantly reduced the renal pathological damage caused by cisplatin, restored the morphology of 

renal tubules (P < 0.01), decreased the expressions and distribution of NGAL, Kim-1 and cleaved Caspase-3 in renal tissue (P < 0.01), 

reduced the levels of BUN and SCr (P < 0.01). Muscone and pifithrin-μ significantly inhibited cisplatin-induced apoptosis and mtROS 

level in NRK-52E cells (P < 0.01), upregulated Caspase-3 protein expression (P < 0.05, 0.01), downregulated cleaved Caspase-3 and 

p53 protein expressions (P < 0.05, 0.01), and promoted p53 ubiquitination modification (P < 0.05). Conclusion  Muscone inhibits 

apoptosis of renal tubular epithelial cells by promoting p53 ubiquitination modification, thereby improving cisplatin-induced AKI. 

Key words: muscone; cisplatin; p53; apoptosis; ubiquitination; acute kidney injury 

急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）是由多

种病因引起的短时间内肾功能快速减退而出现的临

床综合征，主要临床表现为血肌酐（serum creatinine，

SCr）、血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）水平升

高和尿量减少。AKI 的主要病因包括严重感染、休

克、大手术、严重创伤、泌尿系统梗阻及肾毒性药物

（如抗癌药、抗生素）等[1-2]。顺铂是临床上常用的治

疗实体瘤药物，疗效显著，但在抗癌治疗的同时常引

起顺铂相关性 AKI，严重影响患者的生活质量、治疗

耐受性及长期生存预后[3-4]。目前，顺铂相关性 AKI

尚缺乏行之有效的防治策略。因此，寻找有效防治顺

铂相关性 AKI 的药物至关重要。 

麝香酮是麝香 Moschus 的主要活性成分，主

要通过人工合成，是心脑血管疾病（如麝香保心

丸）、骨科跌打损伤（如云南白药系列、各种麝香

止痛膏）、急救开窍（如安宫牛黄丸）等的主要活

性成分[5-8]。麝香酮具有强大的抗炎与免疫调节、双

向调节神经系统、心血管系统保护、抗肿瘤以及兴

奋子宫平滑肌等药理作用[9-10]。麝香酮因其相对分

子质量小、脂溶性高的特性，易于吸收并透过生物

屏障，因此具有起效快的特点。舌下给药 2～5 min

起效，外用约 30 min 局部起效，口服则需 15～60 

min 起效[11-12]。张惠娜等[13]发现麝香酮可抑制高糖

诱导的人肾小管上皮 HK-2 细胞凋亡；药动学研究

表明麝香酮在肾脏中有分布且能够快速起效[14]，表

明麝香酮可能对顺铂相关性 AKI 具有保护作用。因

此，本研究建立顺铂诱导的小鼠 AKI 模型，探究麝

香酮对顺铂相关性 AKI 的影响及其作用机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，体质量（21±1）g，

购自成都达硕实验动物有限公司，动物生产许可证

号 SCXK（川）2020-0030。小鼠饲养于温度 20～

26 ℃、相对湿度 50%～65%、12 h 光照和黑暗循环

的环境中，适应性喂养 1 周，自由进食饮水。动物

实验经陕西中医药大学伦理委员会的批准（（批准号

SUCMDL20241025002）。 

1.2  细胞株 

大鼠肾小管上皮细胞 NRK-52E 细胞系，购自

中国科学院上海生命科学研究院细胞研究所。 

1.3  药品与试剂 

麝香酮（批号 A2419510，质量分数为 97%）、

顺铂（批号 K2314537）购自上海阿拉丁生化科技股

份有限公司；地塞米松片（批号 LB2383，国药准字

H33020822，0.75 mg/片）购自浙江仙琚制药有限公

司；胎牛血清（批号 SO20250305）购自武汉赛维尔

生物科技有限公司；DMEM 培养基（批号 6125347）、

Protein A/G 磁珠（批号 YH378481）、MitoSOXTM（批

号 M36009）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

Calcein-AM/PI 细胞活性与细胞毒性检测试剂盒（批

号 VG541）购自日本同仁化学研究所；DAPI 试剂盒

（批号 20250905）购自北京索莱宝科技有限公司；免
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疫组化 DAB 显色剂试剂盒（批号 GR2501100）、电

镜固定液（批号 CR2408054）购自武汉赛维尔生物

科技有限公司；SCr 测定试剂盒（批号 20241108）、

BUN 测试盒（批号 20250912）购自南京建成生物工

程研究所；ECL 发光底物（批号 BC0703）购自陕西

中晖赫彩生物医药科技有限公司；RIPA强裂解液（批

号 A598260310）、Hoechest 33342（批号 C1168S）、

p53 抑制剂 pifithrin-μ（批号 J2214130）购自上海碧

云天生物技术有限公司；PVDF膜（批号0000464982）

购自德国 Merck 公司；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3

（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）抗体（批号

9662S）购自美国 CST 公司；p53 抗体（批号

10024097）、肾损伤分子-1（kidney injury molecule-1，

Kim-1）抗体（批号 00159058）、中性粒细胞明胶酶

相关脂质运载蛋白（neutrophil gelatinase-associated 

lipocalin，NGAL）抗体（批号 00142515）、ubiquitin

抗体（批号 00185982）、β-actin 抗体（批号 10025459）

购自武汉三鹰生物技术有限公司；HRP 标记山羊抗

兔二抗（批号 A0208）、HRP 标记山羊抗鼠二抗（批

号 A0216）、AF647 标记山羊抗小鼠 IgG 二抗（批号

A0473）购自上海碧云天生物技术有限公司。 

1.4  仪器 

MultiskanGO1510型多功能酶标仪、Qubit2.0型

荧光定量仪、311 型细胞培养箱（（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；LD5-2A 型低速离心机（（北京雷博

尔离心机有限公司）；TH4-200 型倒置显微镜、BX43

型光学显微镜（日本奥林巴斯公司）；1203061S 型

ChemiDoc 凝胶成像仪（（美国 Bio-Rad 公司）；SWCJ-

2FD 型超净工作台（江苏苏净集团有限公司）；

Operetta CLS 型 高 内 涵 荧 光 显 微 镜 （ 美 国

PerkinElmer 公司）；HT7800 型透射电子显微镜（（日

本日立高新技术公司）。 

2  方法 

2.1  体内实验 

2.1.1  分组、造模与给药  C57BL/J 小鼠适应性饲

养 1 周后，随机分为对照组、模型组、地塞米松（（2 

mg/kg，配制成 0.25 mg/mL 的给药溶液）组和麝香

酮低、中、高剂量（（24、36、48 mg/kg[15-17]，配制成

4 mg/mL 的给药溶液）组，每组 8 只。地塞米松组

ip 0.18 mL 给药溶液，麝香酮低、中、高剂量组分

别 ip 0.13、0.20、0.26 mL 给药溶液，对照组和模型

组 ip 0.20 mL 生理盐水，1 次/d，连续给药 6 d。于

给药第 3 天，除对照组外其余组单次 ip 0.44 mL 顺

铂（20 mg/kg，配制成 1 mg/mL 的给药溶液）诱导

AKI 模型。末次给药后 1 h 收集样本。 

2.1.2  样本采集和处理  小鼠 ip 1%戊巴比妥钠麻

醉，眼球取血，分离血清，保存于−80 ℃冰箱。取

肾脏，剥离肾包膜，4 ℃生理盐水冲洗干净。将小

鼠左肾以最大面积纵切，一半固定于 4%多聚甲醛

缓冲液中，并于 4 ℃冰箱保存以备后续病理和免疫

组化分析，另一半及完整右肾切块分装冻入液氮，

随后−80 ℃冻存以备后续蛋白分析。 

2.1.3  苏木素-伊红（（hematoxylin-eosin，HE）染色

观察肾脏组织病理变化  肾脏组织经 4%多聚甲醛

缓冲液固定 24 h，常规脱水、包埋、切片，进行 HE

染色，观察肾脏组织病理变化。根据 Paller 分级法

评估肾小管损伤严重程度，评分标准：0 分，无损

伤，肾小管结构正常，上皮细胞完整；1 分，轻度

损伤，肾小管上皮细胞肿胀、空泡变性（（细胞损伤

但结构完整）；2 分，中度损伤，肾小管上皮细胞坏

死、脱落，但基底膜未完全裸露（（部分区域仍有细

胞附着）；3 分，重度损伤，肾小管上皮细胞完全坏

死、脱落，导致基底膜完全裸露；4 分，极重度损

伤，在基底膜裸露的基础上，出现肾小管结构崩解、

管型堵塞或间质扩张。 

2.1.4  肾功能测定  按照试剂盒说明书检测 BUN

和 SCr 水平。 

2.1.5  免疫组化检测肾脏组织 NGAL 和 Kim-1 表

达  肾脏组织石蜡切片脱水后，放入枸橼酸缓冲液

中煮沸 15 min。随后置于 3%过氧化氢溶液中灭活

内源性过氧化物酶活性，用 3%牛血清白蛋白室温

封闭 1 h。滴加 NGAL、Kim-1 一抗，置于 4 ℃冰

箱孵育过夜；于室温下孵育二抗 1 h，按照 DAB 显

色试剂盒说明书配制显色液，滴加显色液后在显微

镜下控制反应时间。经洗涤、苏木素复染、脱水、透

明处理后封片。阳性表达区域呈棕黄色至深棕色。利

用 Image J 软件对阳性表达区域进行定量分析。 

2.1.6  免疫荧光染色检测肾脏组织 cleaved Caspase-

3 表达  肾脏组织石蜡切片脱水后，置于柠檬酸盐缓

冲液（10 mmol/L，pH 6.0）中加热 20 min，随后用

0.1% Triton X-100 室温处理 10 min，采用 3%牛血清

白蛋白室温封闭 1 h。切片经 cleaved Caspase-3 一抗

4 ℃孵育过夜后，室温孵育二抗 50 min。用 PBST 洗

涤后，滴加 DAPI（0.1 μg/mL）室温避光孵育 10 min，

随后加入自发荧光淬灭剂 5 min，最后用抗荧光淬灭

封片剂封片，使用高内涵荧光显微镜拍照。 
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2.2  体外实验 

2.2.1  细胞培养  NRK-52E 细胞用含 5%胎牛血

清、100 μg/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的高糖

DMEM 培养基，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。 

2.2.2  MTT 法检测细胞活力 

（1）不同浓度顺铂对NRK-52E细胞活力的影响：

取对数生长期的 NRK-52E 细胞，以 1.5×105 个/mL

接种于 96 孔板中，培养 24 h。加入不同浓度（10、

20、30、40、50、60、70、80、90、100 μmol/L）顺

铂处理 24 h，对照组加入不含药物的培养基。每孔加

入 10 μL MTT 溶液，于 37 ℃培养箱中孵育 1 h，弃

上清，加入 50 μL DMSO 溶液，振荡摇匀后，490 nm

处测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

 细胞存活率＝A 实验/A 对照 

（（2）不同浓度麝香酮对顺铂诱导的NRK-52E细

胞活力的影响：取对数生长期的 NRK-52E 细胞，以

1.5×105个/mL 接种于 96 孔板中，培养 24 h。加入不

同浓度（（12.5、25.0、50.0、100.0 μmol/L）麝香酮处

理 1 h 后加入 100 μmol/L 顺铂，处理 24 h。采用

MTT 法计算细胞存活率。 

（（3）pifithrin-μ 对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞活

力的影响：取处于对数生长期的 NRK-52E 细胞，以

1.5×105 个/mL 接种于 96 孔板中，培养 24 h。加入

50 μmol/L 麝香酮或 2.5 μmol/L pifithrin-μ 处理 1 h

后加入 100 μmol/L 顺铂，处理 24 h。采用 MTT 法

计算细胞存活率。 

2.2.3  Calcein-AM/PI 染色检测细胞死亡情况  

Calcein-AM 被活细胞内的活性酯酶水解，生成不能

透出细胞膜的绿色荧光物质 Calcein，在活细胞内发

出强绿色荧光，死细胞因酯酶失活或流失，几乎无绿

色荧光，PI 可进入死细胞或细胞膜完整性丧失的细

胞，与细胞核内的 DNA/RNA 结合，产生红色荧光。

取对数生长期的 NRK-52E 细胞，以 1.5×105 个/mL

接种于 96 孔板中，培养 24 h。设置对照组、模型组

和麝香酮（（12.5、25.0、50.0 μmol/L）组，加入不同

浓度的麝香酮预处理 1 h 后，加入 100 μmol/L 顺铂

处理 24 h，对照组加入不含药物的培养基。每孔加

入 10 μL Calcein-AM/PI 染色液（（3 μmol/L），避光孵

育 15 min，于荧光显微镜下观察细胞并拍照，分析

活细胞和死亡细胞比例。 

2.2.4  Hoechst 33342 染色检测细胞核碎裂情况  

取对数生长期的 NRK-52E 细胞，以 1.5×105 个/mL

接种于 12 孔板中，培养 24 h。按（“2.2.3”项下方法

进行分组和给药，处理 24 h 后，每孔加入 5 μL 

Hoechst 33342染色液（（10 μg/mL），避光孵育 10 min，

荧光显微镜下观察细胞核形态变化并拍照，统计分

析细胞核碎裂比例。 

2.2.5  透射电子显微镜观察细胞超微结构  取对

数生长期的 NRK-52E 细胞，以 1.5×105 个/mL 接

种于 6 孔板中，培养 24 h。设置对照组、模型组和

麝香酮（25 μmol/L）组，加入麝香酮处理 1 h 后加

入 100 μmol/L 顺铂，处理 18 h，对照组加入不含药

物的培养基。加入含有 2.5%戊二醛的溶液避光固定

5 min，使用细胞刮刀收集细胞，随后在含有 2.5%

戊二醛的溶液中固定 1 h。样本在 1%锇酸中再次固

定2 h，经梯度乙醇、100%丙酮脱水后，嵌入Epon812

环氧树脂中，并在 60 ℃下孵育 48 h，制备超薄切

片（厚度 60～80 nm），用含有 2%醋酸铀和柠檬酸

铅的溶液染色，于透射电子显微镜下观察并拍照。 

2.2.6  免疫荧光染色检测 p53 表达  取对数生长期

的 NRK-52E 细胞，以 1.5×105个/mL 接种于 24 孔

板中，培养 24 h，按“2.2.3”项下方法进行分组和

给药，处理 12 h 后，4%多聚甲醛固定细胞，0.2% 

Triton X-100 透化细胞，用 3%牛血清白蛋白封闭

1 h，滴加 p53 抗体，4 ℃孵育过夜；滴加 AF647 标

记山羊抗小鼠 IgG 抗体，室温孵育 1 h；加入 DAPI

孵育 10 min，使用高内涵荧光显微镜拍照。 

2.2.7  Western blotting 检测 cleaved Caspase-3、

Caspase-3、p53 蛋白表达  取对数生长期的 NRK-

52E 细胞，以 1.5×105个/mL 接种于 12 孔板中，培

养 24 h。按“2.2.3”项下方法进行分组和给药，处理

18 h 后，收集细胞，加入含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

RIPA 强裂解液，提取总蛋白，采用 BCA 试剂盒测

定蛋白浓度，加入含 DTT 的上样缓冲液，100 ℃金

属浴 5 min 使蛋白变性。蛋白样品经 10%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离后，

转移至 PVDF 膜，封闭 2 h 后加入一抗，4 ℃孵育过

夜；PBST 洗膜，加入二抗，室温孵育 1 h；PBST 洗

膜，曝光并拍照，采用 Image J 软件分析条带灰度值。 

2.2.8  免疫共沉淀检测 p53 的泛素化修饰 

（（1）总蛋白样品的制备：取对数生长期的 NRK-

52E 细胞，以 1.5×105 个/mL 接种于 12 孔板中，培

养 24 h。按“2.2.3”项下方法进行分组和给药，处

理 18 h 后，收集细胞，加入含蛋白酶和磷酸酶抑制

剂的 RIPA 强裂解液，提取总蛋白，采用 BCA 试剂

盒测定蛋白浓度。 
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（（2）IP 样品的制备：将提前预洗好并已结合 p53

抗体的磁珠加入到总蛋白样品中，孵育过夜；PBS

洗去未结合的蛋白，磁珠悬浮于 50 μL IP 裂解液中，

加 1×上样缓冲液（（含 DTT），100 ℃金属浴 5 min，

取上清即为 IP 样品。 

（（3）Input 样品的制备：取总蛋白样品 20 μL，

加 1×上样缓冲液（（含 DTT），100 ℃金属浴 5 min，

即为 Input 样品。 

（（4）Western blotting 分析：蛋白样品经 10% 

SDS-PAGE 电泳后转移至 PVDF 膜，5%脱脂牛奶封

闭 1 h，对于 IP 样品，加入 ubiquitin 一抗，室温孵

育 2 h，PBST 洗膜，孵育二抗 1 h。Input 样品用来

检测总蛋白中的 β-actin，室温孵育 β-actin 一抗 2 h，

PBST 洗膜，孵育二抗 1 h。孵育结束后，均用 PBST

洗膜 3 次，每次 10 min，使用 ECL 化学发光试剂显

影，凝胶成像系统拍照。 

2.2.9  MitoSOXTM 染 色 检 测 线 粒 体 活 性 氧

（mitochondrial reactive oxygen species，mtROS）水平  

取对数生长期的NRK-52E 细胞，以 1.5×105个/mL 接

种于 24 孔板中，培养 24 h。设置对照组、模型组、麝

香酮（50 μmol/L）组、pifithrin-μ（2.5 μmol/L）组和麝

香酮＋pifithrin-μ 组，加入麝香酮或 pifithrin-μ 处理

1 h 后，加入 100 μmol/L 顺铂处理 12 h，对照组加入

不含药物的培养基。加入 MitoSOXTM 工作液（5 

μmol/L），37 ℃避光孵育 10 min，Hanks清洗细胞2次，

使用酶标仪测定荧光强度，高内涵荧光显微镜拍照。 

2.3  统计学分析 

使用 IBM SPSS Statistics 27 软件中的单因素方

差分析（（ANOVA）对数据进行统计分析，所有数据

均以 x s 表示。若方差齐，选用 LSD 法进行事后

两两比较；若方差不齐，则采用 Dunnett’s T3 检验。 

3  结果 

3.1  麝香酮减轻顺铂诱导的小鼠 AKI 

HE 染色结果（（图 1-A、C）显示，与对照组比 
 

  

A-肾脏组织的 HE 染色（上图×30，下图×120）；B-免疫组化检测肾脏组织 NGAL 和 Kim-1 的表达（×120）；C-HE 染色评分（n = 8）；D-

NGAL 阳性面积百分比（n = 8）；E-Kim-1 阳性面积百分比（n = 8）；F-BUN 和 SCr 水平（n = 6）；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模

型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

A-HE staining of kidney tissue (upper figure × 30, lower figure × 120); B-NGAL and Kim-1 expression in renal tissue detected by immunohistochemistry 

(× 120); C-HE staining score (n = 8); D-NGAL positive area percentage (n = 8); E-Kim-1 positive area percentage (n = 8); F-BUN and SCr levels (n = 6); 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  麝香酮减轻顺铂诱导的小鼠 AKI ( x s ) 

Fig. 1  Muscone alleviates cisplatin-induced AKI in mice ( x s ) 
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较，模型组肾小管基底膜裸露，肾小管上皮细胞肿

胀，空泡变性，颗粒管型形成，肾小管损伤较严重

（（P＜0.01）；麝香酮干预后，肾小管损伤减轻（（P＜

0.05、0.01）。免疫组化染色结果（图 1-B、D、E）

显示，与对照组比较，模型组肾脏组织肾小管损伤

标志物 NGAL 和 Kim-1 表达明显增加（P＜0.01），

且主要分布于肾小管；麝香酮干预后，NGAL 和

Kim-1 的表达和分布均显著减少（P＜0.01）。如图

1-F 所示，与对照组比较，模型组肾功能指标 BUN

和 SCr 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，

麝香酮各剂量组 BUN 和 SCr 水平显著降低（P＜

0.05、0.01）。以上结果表明，麝香酮能够减轻顺铂

诱导的小鼠AKI，与阳性对照药地塞米松作用一致。 

3.2  麝香酮抑制顺铂诱导的 NRK-52E 细胞死亡 

如图 2-A 所示，不同浓度（10、20、30、40、

50、60、70、80、90、100 μmol/L）顺铂刺激 NRK-

52E 细胞 24 h 后，细胞存活率显著降低（P＜0.05、

0.01），且呈剂量相关性，选用对细胞活力抑制率最

高的 100 μmol/L顺铂建立NRK-52E细胞损伤模型。

如图 2-B 所示，与模型组比较，不同浓度（12.5、

25.0、50.0、100.0 μmol/L）麝香酮干预后，细胞存

活率显著升高（P＜0.05、0.01），且在 50.0 μmol/L

时细胞存活率最高，因此后续选择 12.5、25.0、50.0 

μmol/L 麝香酮进行研究。如图 2-C 所示，与对照组 

  

A-不同浓度顺铂对 NRK-52E 细胞活力的影响；B-不同浓度麝香酮对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞活力的影响；C-各组细胞形态变化（上图×20，

下图×100）；D、F、G-Calcein-AM/PI 染色检测细胞死亡情况（上图×20，下图×100）；E、H-Hoechst 33342 染色检测细胞核碎裂情况（上

图×20，下图×100）。 

A-effect of different concentrations of cisplatin on viability of NRK-52E cells; B-effect of different concentrations of muscone on cisplatin-induced 

viability of NRK-52E cells; C-morphological changes of cells in each group (upper figure × 20, lower figure × 100); D, F, G-cell death detected by Calcein-

AM/PI staining (upper figure × 20, lower figure × 100); E, H-nuclear fragmentation status detected by Hoechst 33342 staining (upper figure × 20, lower 

figure × 100). 

图 2  麝香酮对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞死亡的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 2  Effect of muscone on cisplatin-induced NRK-52E cell death ( x s , n = 4) 
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比较，模型组细胞变圆变碎；给予麝香酮干预后，

变圆碎裂的细胞减少，贴壁展开的细胞增加。

Calcein-AM/PI 染色结果（图 2-D、F、G）显示，与

对照组比较，模型组活细胞（绿色）减少（P＜0.01）；

给予麝香酮干预后，活细胞显著增加（P＜0.01），

死细胞（红色）相应减少（P＜0.01），呈剂量相关

性。Hoechst 33342 染色结果（图 2-E、H）显示，与

对照组比较，模型组细胞核碎裂，发出亮蓝色荧光；

给予麝香酮干预后，碎裂细胞核显著减少（P＜

0.01）。以上结果表明，麝香酮能够抑制顺铂诱导的

NRK-52E 细胞死亡。 

3.3  麝香酮抑制顺铂诱导的肾小管上皮细胞凋亡 

透射电镜结果（图 3-A）显示，模型组凋亡特

征明显，细胞皱缩，染色质凝集并边缘化，形成致

密的半月形或块状结构，细胞膜向外凸起，形成凋

亡小体；与模型组比较，麝香酮（（25 μmol/L）组细

胞形态改善，染色质凝集减少，且存在较多的自噬

小体和自噬溶酶体。如图 3-B、C 所示，模型组

cleaved Caspase-3 在小鼠肾脏组织中的表达和分布

增加（（P＜0.01）；麝香酮干预后，cleaved Caspase-3

在小鼠肾脏组织中的表达和分布明显减少（P＜

0.01）。如图 3-D 所示，与模型组比较，麝香酮显著

上调 NRK-52E 细胞中 Caspase-3 的表达（（P＜0.05、

0.01），下调 cleaved Caspase-3 的表达（P＜0.05、

0.01），且呈剂量相关性。以上结果表明，麝香酮能

够抑制顺铂诱导的肾小管上皮细胞凋亡。 
 

  

A-各组细胞超微结构变化（上图×900，下图×3 500）；B、C-免疫荧光检测各组小鼠肾脏组织中 cleaved Caspase-3 的表达和分布（×30，n = 

8）；D-Western blotting 检测各组细胞 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达（n = 4）。 

A-changes in ultrastructure of cells in each group (upper figure × 900, lower figure × 3 500); B, C-expression and distribution of cleaved Caspase-3 in 

renal tissues of mice in each group detected by immunofluorescence (× 30, n = 8); D-expressions of Caspase-3 and cleaved Caspase-3 protein in cells of 

each group detected by Western blotting (n = 4). 

图 3  麝香酮抑制顺铂诱导的肾小管上皮细胞凋亡 ( x s ) 

Fig. 3  Muscone inhibits cisplatin-induced apoptosis of renal tubular epithelial cells ( x s ) 
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3.4  麝香酮通过下调 p53 抑制顺铂诱导的肾小管

上皮细胞凋亡 

如图 4-A 所示，模型组 p53 在细胞质和细胞核

的表达均大幅度增加；麝香酮干预后，p53 在细胞

质和细胞核的表达减少。如图 4-B 所示，与对照组

比较，模型组 p53 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，不同剂量麝香酮干预后 p53

蛋白表达水平明显降低（P＜0.05、0.01）。如图 5-A、

B 所示，麝香酮和 p53 抑制剂 pifithrin-μ 干预 12 h

后，均显著降低 mtROS 水平（（P＜0.01），且联合给 

 

A-免疫荧光检测 p53 表达（×250, n = 3）；B-Western blotting 检测 p53 蛋白表达 (n = 4)。 

A-p53 expression detected by immunofluorescence (× 250, n = 3); B-p53 protein expression detected by Western blotting (n = 4). 

图 4  麝香酮对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞 p53 表达的影响 ( x s ) 

Fig. 4  Effect of muscone on p53 expression in cisplatin-induced NRK-52E cells ( x s ) 

 

A、B-各组细胞 mtROS 水平（×120）；C-麝香酮和 pifithrin-μ 对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞活力的影响。 

A, B-mtROS level of cells in each group (× 120); C-effects of muscone and pifithrin-μ on cisplatin-induced viability of NRK-52E cells. 

图 5  麝香酮和 pifithrin-μ 对顺铂诱导的 NRK-52E 细胞 mtROS 水平的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 5  Effects of muscone and pifithrin-μ on mtROS level in cisplatin-induced NRK-52E cells ( x s , n = 4) 
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药组 mtROS 水平进一步降低（（P＜0.01）。如图 5-C

所示，麝香酮和 pifithrin-μ 干预 24 h 后，均显著升

高顺铂诱导的 NRK-52E 细胞存活率（（P＜0.01），且

联合给药组细胞存活率进一步升高（P＜0.01）。以

上结果表明，麝香酮通过下调 p53 抑制顺铂诱导的

肾小管上皮细胞凋亡。 

3.5  麝香酮通过促进 p53 泛素化抑制顺铂诱导的

肾小管上皮细胞凋亡 

如图 6 所示，与对照组比较，模型组 NRK-52E

细胞中 p53 泛素化修饰基本不变；与模型组比较，

不同剂量的麝香酮干预后，p53 泛素化修饰水平显

著升高（（P＜0.05）。IP-p53 和 Input-p53 表达趋势一

致，与对照组比较，模型组 IP-p53 和 Input-p53 表

达显著升高（（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，不同

剂量麝香酮干预后，IP-p53 和 Input-p53 表达显著降

低（（P＜0.05、0.01）。以上结果表明，麝香酮促进 p53

泛素化修饰水平升高，进而降解 p53，降低 p53 的

表达，最终抑制肾小管上皮细胞凋亡。 

 

图 6  麝香酮促进顺铂诱导的 NRK-52E 细胞中 p53 的泛素化修饰 ( x s , n = 4) 

Fig. 6  Muscone enhances cisplatin-induced p53 ubiquitination in NRK-52E cells ( x s , n = 4) 

4  讨论 

顺铂在化疗的过程中，大量聚集在肾小管的部

位，进入肾小管上皮细胞后，1 个顺铂分子会结合

在同一条 DNA 链上 2 个相邻鸟嘌呤的 N7 位点上，

形成链内交联，造成 DNA 局部扭曲和螺旋结构变

形，导致 DNA 损伤，当 DNA 损伤过于严重时而无

法修复时，便会启动程序性死亡，引起肾小管上皮

细胞死亡，这是肾小管损伤的主要原因，也是顺铂

杀死癌细胞的主要方式之一[18-19]。肾小管损伤后，

肾小管上皮细胞损伤标志蛋白（（NGAL、Kim-1）表

达升高，继而发生肾小管上皮细胞功能障碍、凋亡

以及脱落，肾小管上皮细胞脱落后，肾小管管腔堵

塞与回漏，引起肾小球滤过率下降，最终导致肾功

能丧失。目前，临床上并没有有效手段阻止顺铂化

疗引起的肾毒性，只能采取充分水化与利尿的方法

尽可能减少其肾毒性，但效果不佳[20-22]。本研究发

现，麝香酮可改善肾小管病理损伤，减少 NGAL 和

Kim-1 的表达和分布，降低 BUN 和 SCr 的水平，

改善肾功能，表明麝香酮可改善顺铂相关性 AKI。

体外采用肾小管上皮细胞建立顺铂诱导的 NRK-

52E 细胞损伤模型，MTT 和 Calcein AM/PI 染色结

果发现麝香酮可呈剂量相关性地抑制顺铂诱导的

NRK-52E 细胞死亡，Hoechest 33342 染色结果显示

麝香酮可减少顺铂诱导的细胞核碎裂。鉴于地塞米

松在治疗心脏手术引起的 AKI、药物性肾毒性等方

面已有明确的应用先例，以及参考顺铂诱导的 AKI

的相关研究[15-16,23-27]，本研究选用地塞米松作为阳

性对照药物，结果发现，在改善 HE 病理评分方面，

地塞米松的保护作用与麝香酮低、中剂量组相当；

在减少 Kim-1 的表达与分布方面，地塞米松与麝香
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酮中剂量组效果相近；在降低 SCr 水平方面，地塞

米松与麝香酮中剂量组相当；而在其他观察指标

中，麝香酮的保护效果优于地塞米松。 

在顺铂诱导的 AKI 中，目前报道的细胞死亡种

类主要包括凋亡、铁死亡、焦亡和坏死[3,28]。本研究

采用透射电镜观察，发现模型组细胞核内染色质高

度凝集、浓缩，形成致密的半月形或帽状结构，核

膜完整，核膜周围有少量凋亡小体形成，初步表明

顺铂诱导 NRK-52E 发生凋亡；而麝香酮干预后，细

胞存活，细胞核形态改善，细胞质中可观察到自噬

小体和溶酶体自噬，推测麝香酮的保护作用可能与

自噬有关。分析肾脏组织中凋亡的关键执行蛋白

cleaved Caspase-3 表达，发现麝香酮可显著减少

cleaved Caspase-3 的表达和分布，进一步在 NRK-

52E 细胞中分析 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 的

表达，得出和肾脏组织相似的结论。此外，麝香酮

可升高 Caspase-3 表达，降低 cleaved Caspase-3 的

表达，二者之间呈现良好的剂量相关性和上下转换

关系，证实麝香酮可抑制顺铂诱导肾小管上皮细胞

凋亡。本研究发现顺铂诱导肾小管上皮细胞凋亡，

这与文献报道的其可引发多种细胞死亡类型的结

论存在差异，这种差异可能源于顺铂研究所用的药

物浓度等条件不同，通常低浓度诱导凋亡，高浓度

易致坏死[29]。目前，顺铂肾毒性引起的细胞死亡类

型及占比仍不明确。未来，采用单细胞测序等技术

有望揭示其在肾脏组织中的真实全景。 

顺铂进入肾小管上皮细胞后造成 DNA 损伤，

迅速激活 DNA 损伤应答（DNA-damage response，

DDR），传感器蛋白共济失调毛细血管扩张突变蛋

白（（ataxia telangiectasia-mutated，ATM）及 ATM 和

Rad3 相关蛋白（（ATM and Rad3-related protein，ATR）

被上调，进一步放大 DDR，进而激活下游效应因子

如 p53，调控 DNA 修复、细胞周期阻滞和细胞凋亡

在内的多种细胞应答。p53 在执行细胞凋亡过程中

至关重要[30-31]，因此，本研究聚焦 p53，发现顺铂

诱导后 p53 表达大幅度上调，麝香酮干预后显著降

低顺铂诱导的 p53 的表达；免疫荧光染色发现麝香

酮同时降低细胞质和细胞核 p53 的表达。目前研究

认为，p53 诱导细胞凋亡主要通过其上调 mtROS 水

平。一方面，mtROS 本身可以作为上游信号，通过

磷酸化（如 Ser15 位点）等翻译后修饰稳定并激活

p53；另一方面，被激活的 p53 通过转录激活一些促

氧化基因[p53 诱导基因 3（p53-inducible gene 3，

PIG3）、p53诱导基因6（（p53-inducible gene 6，PIG6）、

SCO 细胞色素氧化酶缺陷同源物 2 （ SCO 

cytochrome oxidase deficient homolog 2，SCO2）]和

促凋亡基因[B 细胞淋巴瘤-2 相关 X 蛋白（B-cell 

lymphoma-2，Bcl-2 associated X protein，Bax）、

PUMA]，促进 mtROS 的产生，形成一个放大信号

的正反馈循环，最终推动细胞走向凋亡[32-34]。为了

探究麝香酮降低 p53 抑制肾小管上皮细胞凋亡是否

与 mtROS 有关，本研究采用 p53 抑制剂 pifithrin-μ

发现麝香酮可降低 mtROS 水平，且抑制 NRK-52E

细胞凋亡，得到与目前研究一致的结果。 

p53 的功能主要受翻译后修饰的调控，包括泛

素化、乙酰化、甲基化、类泛素化修饰等[35]，在这

些翻译后修饰中只有泛素化修饰是降解 p53，使 p53

水平下降，而泛素连接酶 MDM2 与 p53 结合，负

反馈调节 p53 泛素化修饰[36-38]。因此，检测 p53 泛

素化修饰，发现麝香酮升高了 p53 的泛素化修饰，

表明麝香酮降低 p53 表达是使其发生了促进降解的

泛素化修饰。推测麝香酮升高 p53 泛素化修饰后，

可降低 mtROS 水平，进而抑制肾小管上皮细胞凋

亡。然而，麝香酮是否影响 MDM2 与 p53 结合促

进 p53 的泛素化修饰有待进一步研究。 

综上，本研究发现麝香酮可改善顺铂相关性

AKI，主要通过泛素化修饰 p53 抑制肾小管上皮细

胞凋亡。 
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