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水晶兰苷通过调节NF⁃κB/NLRP3炎症小体通路改善脓毒症相关

急性肾损伤和功能障碍
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［摘 要］ 目的：探讨水晶兰苷（monotropein，MON）对盲肠结扎穿孔（cecum ligation and puncture，CLP）诱导的小鼠脓毒症相关

急性肾损伤（sepsis⁃associated acute kidney injury，S⁃AKI）的影响及其机制。方法：将90只BALB/c小鼠随机分为阴性对照（nega⁃
tive control，NC）组、假手术（Sham）组、CLP组、CLP+MON组、Sham+MON组和CLP+地塞米松（dexamethasone，DEX）组。小鼠

CLP术后连续5 d腹腔注射药物或等量的生理盐水，第5天安乐死全部小鼠后，采集血清和肾脏组织。使用生化试剂盒检测血

清中尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）和肌酐（creatinine，CRE）浓度，以及谷胱甘肽（glutathione，GSH）、过氧化氢酶（catalase，
CAT）、总抗氧化能力（total antioxidant capacity，T⁃AOC）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平。HE染色评估肾脏组织病理学

变化，激光共聚焦显微镜观察二氢乙啶（dihydroethidium，DHE）染色的肾组织中活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平。

ELISA和RT⁃qPCR检测血清和肾脏组织中肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）⁃α、白介素（interleukin，IL）⁃1β和 IL⁃6的水

平。Western blot检测NLR家族Pyrin域蛋白3（NLR family pyrin domain containing protein 3，NLRP3）炎症小体和核因子⁃κB（nu⁃
clear factor kappa⁃B，NF⁃κB）信号通路蛋白表达。此外，用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）/腺苷三磷酸（adenosinetriphosphate，
ATP）诱导人肾小管上皮细胞（human kidney⁃2，HK⁃2）建立体外脓毒症模型，分为NC组、LPS/ATP组、LPS/ATP+MON组、NL⁃
RP3OE+LPS/ATP+MON组和 IKKβOE+LPS/ATP+MON组。CCK⁃8检测细胞活力，ELISA检测HK⁃2细胞中炎症因子分泌水平。结

果：与CLP组相比，CLP+MON组小鼠存活率显著增加，血清BUN和CRE水平显著降低，黑色的肾组织外观恢复至鲜红色，肾组

织病理学变化明显改善。与CLP组相比，CLP+MON组TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6水平显著降低，GSH、CAT和T⁃AOC水平升高，MDA
和ROS含量显著下降。Western blot结果显示，与CLP组相比，CLP+MON组NLRP3、Caspase⁃1、Cleaved⁃caspase⁃1和 p⁃NF⁃κB
P65蛋白表达显著下降，核因子κB抑制蛋白α（ihibitor of nuclear factor kappa⁃B，IκBα）表达明显增加。此外，与LPS/ATP+MON
组相比，NLRP3OE+LPS/ATP+ MON组和 IKKβOE + LPS/ATP+ MON组NLRP3炎症小体和NF⁃κB通路激活，逆转了MON对LPS/
ATP刺激的HK⁃2细胞中炎症细胞因子的抑制作用。结论：MON通过抑制NF⁃κB/NLRP3炎症小体通路减少炎症因子释放，从

而改善小氧S⁃AKI和功能障碍。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of monotropein（MON）on sepsis⁃associated acute kidney injury（S⁃AKI）induced by
cecum ligation and puncture（CLP）in mice and the underlying mechanisms. Methods：A total of 90 BALB/c mice were randomly
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脓毒症是由细菌、真菌、病毒及寄生虫等引起

的全身炎症反应综合征，常见于严重的创伤或感染

性疾病患者。器官衰竭在脓毒症病理生理过程中

起着至关重要的作用，对脓毒症的死亡率有着直接

且显著的影响［1］。肾脏是脓毒症中最先受损的器官

之一，高达2/3的脓毒症或脓毒性休克患者会发生急

性肾损伤。脓毒症相关急性肾损伤（sepsis⁃associated
acute kidney injury，S⁃AKI）是脓毒症的重要并发症之

一，具有较高的发病率和死亡率，已成为全球重要的

公共健康问题［2］。了解S⁃AKI的发病机制将为其早期

诊断和治疗策略的发展奠定基础，对于提高脓毒症患

者的生存率和生活质量具有重要意义。

S⁃AKI的发病机制非常复杂，涉及多种因素的

协同作用，主要包括异常的炎症调节、氧化应激和

细胞凋亡等［3］。炎症反应是宿主抵抗感染的主要防

御机制，在启动和介导损伤后功能恢复的过程中发

挥着至关重要的作用。当机体遭遇有害刺激时，正

常的炎症反应会被触发以进行防御。然而在S⁃AKI
中，这种炎症反应会出现失调，主要表现为过度激

活。炎症反应失调是导致S⁃AKI发病过程加剧的关

键因素［4］。S⁃AKI的主要原因是病原相关分子模式

（pathogen ⁃ associated molecular patterns，PAMP）和

损伤相关分子模式（damage⁃associated molecular pat⁃
terns，DAMP）的持续刺激。脓毒症发生时，PAMP和
DAMP激活免疫系统，启动细胞内的分子级联反应，

进而引发炎症反应和氧化应激，最终导致肾组织损

伤和器官功能障碍［5］。

核因子⁃κB（nuclear factor kappa⁃B，NF⁃κB）是一

种转录因子，NF⁃κB通路在脓毒症的发病机制中起

着关键作用，它能够调控多种炎症相关基因的表

达，例如促炎细胞因子肿瘤坏死因子（tumor necrosis
factor，TNF）⁃α和白介素（interleukin，IL）⁃1β。抑制NF⁃
κB通路可以阻断过度的炎症反应，从而减轻组织损

伤［6］。研究表明，NF⁃κB通路的激活可以调控NLR家

族Pyrin域蛋白3（NLR family pyrin domain containing
protein 3，NLRP3）炎症小体的表达和激活。此外，活

性氧（reactive oxygen species，ROS）也可以触发NF⁃κB
介导的NLRP3炎症小体激活。NLRP3炎性小体是由

NLRP3、含CARD的凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis⁃
associated speck ⁃ like protein containing a CARD，

divided into a negative control（NC）group，a Sham group，a CLP group，a CLP+MON group，a Sham+MON group，and a CLP+
dexamethasone（DEX）group. Drug or equivalent saline was injected intraperitoneally once daily for consecutive five days after CLP.
After all mice were euthanized on day 5，serum and kidney tissues were collected for subsequent experiments. Blood urea nitrogen
（BUN）and creatinine（CRE）concentrations in the serum were detected by biochemical kits，as well as renal oxidative stress related
indicators，such as glutathione（GSH），catalase（CAT），total antioxidant capacity（T⁃AOC）and malondialdehyde（MDA）levels. The
pathological changes of renal tissues were observed by the H&E staining，and the levels of reactive oxygen species（ROS）in renal
tissues stained with dihydroethidium（DHE）were observed by laser confocal microscopy. The levels of tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃
α），interleukin（IL）⁃1β and IL⁃6 in the serum and kidney tissues were detected by ELISA and RT⁃qPCR. Western blot was used to
detect the protein expression levels of NLR family pyrin domain containing protein 3（NLRP3）inflammasome and nuclear factor kappa⁃
B（NF⁃κB）signaling pathway. In addition，lipopolysaccharide（LPS）/adenosine triphosphate（ATP）was used to induce HK⁃2 cells to
establish an in vitro sepsis model. Cell experiments were divided into a NC group，a LPS/ATP group，a LPS/ATP+MON group，a
NLRP3OE + LPS/ATP+MON group and a IKKβOE + LPS/ATP+MON group. CCK⁃8 was used to detect the cell viability，and ELISA was
used to detect the secretion of inflammatory cytokines in HK⁃2 cells. Results：Compared with the CLP group，the survival rate of mice
in the CLP+MON group was significantly increased，the appearance of renal tissues was restored from black to bright red，the serum
BUN and CRE levels were significantly decreased，and the abnormal pathological changes of renal tissues with increased inflammatory
cells were significantly improved. Compared with the CLP group，the levels of TNF⁃α，IL⁃1β，and IL⁃6 were significantly decreased，
GSH，CAT，and T⁃AOC levels were increased，and MDA and ROS levels were significantly decreased in the MON treatment group.
Western blot results showed that compared with the CLP group，the expression levels of NLRP3，Caspase⁃1，Cleaved⁃Caspase⁃1，and
p⁃NF⁃κB P65 protein in the CLP+MON group decreased significantly，but the expression levels of ihibitor of nuclear factor kappa⁃B α
（IκBα）increased significantly. In addition，NLRP3OE+LPS/ATP+MON group and IKKβOE+LPS/ATP+MON group activated NLRP3
inflammasome and NF⁃κB pathway，and reversed the inhibitory effect of MON on inflammatory cytokines in the LPS/ATP⁃stimulated
HK⁃2 cells，compared with the LPS/ATP+MON group. Conclusion：MON reduces the release of inflammatory factors by inhibiting the
NF⁃κB/NLRP3 inflammasome pathway to improve mouse S⁃AKI and dysfunction.
［Key words］ monotropein；sepsis⁃associated acute kidney injury；NLRP3 inflammasome；NF⁃κB
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ASC）和半胱天冬氨酸蛋白酶 1（Caspase⁃1）组成的

复合体。当 NLRP3炎性小体被激活时，Caspase⁃1
自我剪切并活化，促进炎症因子（如 IL⁃1β和 IL⁃18）
的成熟与分泌。研究表明，在脓毒症动物模型中，

NLRP3炎症小体的表达水平显著上调，并伴随炎症

介质的释放增加［7］。抑制NLRP3炎症小体的激活能

够减轻炎症反应和组织损伤，保护机体免受脓毒症

的侵袭。由于NF⁃κB通路和NLRP3炎症小体在脓

毒症中的关键作用，抑制NF⁃κB/NLRP3炎症小体通

路可能成为治疗脓毒症的有效策略。

由于天然化合物具有多靶点特性和不良反应

小或无不良反应的优点，它们成为抗肾毒性药物开

发的潜在候选者。水晶兰苷（monotropein，MON）是
巴戟天的主要环烯醚萜苷类成分，具有抗炎、抗氧

化和抗细胞凋亡等多种药理活性［8］。MON已被证

明可以减轻过氧化氢（H2O2）诱导的氧化应激和炎

症［9］。研究表明，MON通过抑制 TLR4/NF⁃κB/NL⁃
RP3通路可减轻肝损伤［10］。MON通过激活NRF2/
PINK轴诱导自噬可缓解脓毒症相关结肠损伤［11］。然

而，MON对S⁃AKI的影响尚未被完全阐明。本研究

采用盲肠结扎穿孔（cecum ligation and puncture，
CLP）建立小鼠 S⁃AKI 模型和脂多糖（lipopolysac⁃
charide，LPS）/腺苷三磷酸（adenosine triphosphate，
ATP）刺激人肾小管上皮细胞（human kidney⁃2，HK
⁃2）建立体外脓毒症模型，旨在探讨MON对 S⁃AKI
的影响及其机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物

6周龄，体重20~25 g SPF级雄性BALB/c小鼠购

自扬州大学动物实验中心。将小鼠置于温度（25±
2）℃、相对湿度（55±15）%的环境中饲养，自由饮水

饮食所有动物实验均按照 3R原则进行。本研究涉

及的所有动物实验均已通过江苏海洋大学动物伦

理委员会的审查和批准（批准号：2022221091）。在

动物实验中严格遵照《NIPRD标准操作程序（NI⁃
PRD/ 05.03.05⁃1）》和实验动物护理原则（NIH出版

物第85⁃23号，1985年修正）。

1.1.2 试剂

MON（CAS# 5945⁃50⁃6，HPLC纯度≥98%，上海

Aladdin生化科技股份有限公司），其化学结构式如

图 1A 所示；地塞米松（dexamethasone，DEX）（Med
Chemexpress公司，美国）；HK⁃2细胞（武汉旗赛生物

科技公司）；尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）测定

干片（比色法）和肌酐（creatinine，CRE）测定干片（速

率法）试剂盒（奥森多临床诊断公司，美国）；谷胱甘

肽（glutathione，GSH）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、
总抗氧化能力（total antioxidant capacity，T⁃AOC）、丙
二醛（malondialdehyde，MDA）试剂盒（南京建成生物

工程研究所）；NLRP3、Caspase⁃1、Cleaved⁃caspase⁃1
和β⁃actin一抗（武汉三鹰生物技术有限公司）；核因

子κB 抑制蛋白（ihibitor of nuclear factor kappa ⁃B，
IκBα）和 p⁃NF⁃κB p65一抗以及辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记山羊抗鼠和抗兔

IgG二抗（沈阳万类生物科技有限公司）；TNF⁃α、
IL⁃1β和 IL⁃6 ELISA试剂盒（江苏酶免实业有限公

司）；胎牛血清（上海生工生物工程股份有限公司）；

青霉素⁃链霉素溶液和DMEM/F⁃12培养基（武汉塞

维尔生物科技有限公司）；ECL化学发光检测试剂

盒、TRIzol试剂、逆转录试剂盒和荧光定量PCR试剂

盒（南京诺唯赞生物科技公司）；CCK⁃8试剂盒和甲

醛溶液（安徽白鲨生物科技有限公司）；LPS和ATP
（Sigma⁃Aldrich公司，美国）；二氢乙啶（dihydroethid⁃
ium，DHE）、RIPA裂解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑

制剂、BCA蛋白浓度测定试剂盒、DAPI染色液和

Lipo6000TM转染试剂（上海碧云天生物技术有限公

司）；pCMV⁃Myc ⁃ Ikbkb（human）和 pCMV⁃NLRP3
（human）⁃3×FLAG⁃Neo质粒（武汉淼灵生物科技有

限公司）；PCR 引物（安徽通用生物系统有限公

司）。引物序列如下：TNF⁃α（上游 5′ ⁃GACGTG⁃
GAACTGGCAGAAGA⁃3′；下游5′⁃GGCTACAGGCTT⁃
GTCACTCG ⁃ 3′），IL ⁃ 1β（上游 5′ ⁃ TGCCTTCTT⁃
GGGACTGATGC⁃3′；下游 5′ ⁃GCAAGTGCATCGTT⁃
GTTC⁃3′），IL⁃6（下游 5′⁃AGGAGAACCAAGCAAC⁃
GACA⁃3′；下游5′⁃CTCTGCTTGTGAGGTGCTGA⁃3′）。
1.1.3 仪器

VITROS 4600全自动生化分析仪（强生公司，美

国）；Light Cycler480 实时荧光定量 PCR仪（罗氏公

司，美国）；蛋白电泳和转印仪（伯乐公司，美国）；化

学发光成像仪（杭州申花科技有限公司）；恒温培养

箱（WIGGENS公司，德国）；全波长酶标仪（BioTek公
司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理

实验开始前，所有小鼠均适应环境 1周。小鼠

被随机分为 6组（每组 15只）：阴性对照（negative
control，NC）组、假手术（Sham）组、CLP组、CLP+MON
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组、Sham+MON组和CLP+DEX组。通过腹腔注射氯

胺酮（100 mg/kg）麻醉小鼠，在腹部中线切口以暴露

盲肠，在回盲瓣远端分离并用 3号丝线结扎盲肠。

用 21号针穿刺两次，挤出少许粪便，然后放回腹腔

并缝合腹膜。皮下注射 0.1 mL无菌生理盐水进行

液体复苏［12］。Sham组仅切开腹部并缝合切口，不进

行盲肠结扎和穿刺。CLP术后连续5 d，每日1次腹

腔注射药物或生理盐水。Sham+MON组和 CLP+
MON组小鼠腹膜内注射MON（20 mg/kg），CLP+DEX
组给予DEX（2 mg/kg），其余各组注射等量生理盐水。

每天监测各组小鼠存活率，第5天采集血液、安乐死全

部小鼠后，采集肾脏皮质用于后续实验（图1B）。

A：Chemical structure formula of Monotropein. B：Experimental procedure.
图1 MON化学结构式和实验设计流程图

Figure 1 Chemical structure formula of MON and experimental design flow chart
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1.2.2 苏木精⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色

肾组织用4%多聚甲醛固定24 h，石蜡包埋后制

备4 μm厚的切片，用HE染色切片。使用光学显微

镜观察图像并进行病理学评分。由病理学家按照

炎症细胞浸润程度进行评分。没有炎症细胞浸润

计为 0分，轻度炎症细胞浸润（40倍镜视野下可见

1~10个炎症细胞）计为 1分，中度炎症细胞浸润

（11~50个炎症细胞）计为 2分，重度炎症细胞浸润

（>50个炎症细胞）计为3分。

1.2.3 生化指标检测

血液样本4 ℃静置过夜，第2天将样本在8 000 g

4 ℃离心 10 min。按照生产商提供的说明，使用VI⁃
TROS Chemistry Products BUN Slides 和 VITROS
Chemistry Products CRE Slides 商 用 试 剂 盒 ，在

VITROS 4600 全自动生化分析仪上检测 BUN 和

CRE含量。

1.2.4 氧化应激指标检测

制备肾组织匀浆液，使用GSH、CAT、T⁃AOC和

MDA试剂盒分别在412 nm、405 nm、520 nm和532 nm
波长下，用多功能微孔板检测器测定吸光度，计算

酶活性或产品含量。

1.2.5 ROS检测

肾脏组织速冻后切片，分别使用5 μmol/L DHE
和DAPI对肾组织进行ROS和细胞核染色。通过共

聚焦显微镜进行成像，随机选取10个视野计算平均

荧光强度。

1.2.6 RT⁃qPCR
使用TRIzol试剂从小鼠肾组织中提取总RNA，用

MonScript RTⅢ Super Mix将其逆转录为 cDNA。用

SYBR Green qPCR Mix配制RT⁃qPCR反应体系，按

照制造商的说明在实时荧光定量 PCR仪上设定反

应程序并进行 PCR检测。以β⁃actin为内参基因，

采用 2-ΔΔCT法计算各靶基因的mRNA表达水平。

1.2.7 ELISA
收集血清和细胞培养上清液，按照ELISA试剂

盒说明，检测TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6的水平。首先，将

梯度稀释的标准品和待测样本加入酶标板，37 ℃孵

育0.5 h。接着，添加酶标试剂并在 37 ℃避光条件

下孵育 0.5 h。加入 1×TMB显色液，室温避光孵育

10 min后，用2 mol/L H2SO4终止反应，使用酶标仪在
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图2 MON对S⁃AKI小鼠存活率及肾脏外观的影响

Figure 2 Effects of MON on the survival rate and kidney appearance in the S⁃AKI mice

CLP+MON Sham+MON CLP+DEX

CLPShamNCA B

450 nm处测定样品吸光度。最后，绘制标准曲线并

计算待测样品中细胞因子的含量。

1.2.8 HK⁃2细胞培养和处理

HK⁃2 细胞在含 10%胎牛血清和 1%抗生素

（100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素）的DMEM/
F12培养基中培养。首先用MON（32 μmol/L）预刺

激细胞 2 h，然后用 LPS（1 μg/mL）继续刺激 6 h和
ATP（5 mmol/L）刺激 0.5 h，以建立MON干预的脓毒

症诱导的肾损伤细胞模型。

1.2.9 CCK⁃8检测

将 HK⁃2细胞以 1×105个/孔的浓度接种在 96
孔板中。用不同浓度梯度的MON（0、4、8、16、32、
64、128、256 μmol/L）处理细胞 12 h。然后每孔加

入 10 μL的 CCK⁃8试剂，置于 37 ℃培养箱中继续

孵育 2 h。最后，用酶标仪测定 450 nm波长处的

吸光度。

1.2.10 细胞转染

根据Lipo6000TM转染试剂说明书，将含有pCMV⁃
Myc ⁃ Ikbkb（human）和 pCMV ⁃ NLRP3（human）⁃ 3 ×
FLAG⁃Neo质粒DNA的培养基加入 Lipo6000TM溶液

中制备质粒DNA⁃脂质体复合物，然后将DNA⁃脂质

体复合物加入含有HK⁃2细胞的培养基中混匀。将

细胞置于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养，6 h后更换

为含 2%胎牛血清的DMEM/F12培养基，继续培养

48 h后，用于后续实验。

1.2.11 Western blot检测

使用RIPA裂解液制备肾组织蛋白样本，随后

用BCA试剂盒测定蛋白浓度。将等量蛋白样本通

过 12% SDS⁃PAGE进行蛋白分离，然后将蛋白转移

到 PVDF膜上，用 5%脱脂奶粉室温封闭膜 1 h。将

PVDF膜与稀释好的一抗在4 ℃孵育过夜，第2天将

膜与HRP标记的二抗孵育室温 1 h。TBST清洗膜

3次，每次10 min。最后，使用ECL化学发光液对蛋

白进行曝光显影。使用 Image J软件分析蛋白条带

的灰度值。β⁃actin作为内参，用于定量每种蛋白的

相对表达水平。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.5.1软件对实验数据进

行统计学分析，数据用均数±标准差（x ± s）表示。两

组之间的比较采用 t检验，多组比较采用单因素方

差分析，随后用Tukey检验进行组间差异比较。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MON改善S⁃AKI小鼠存活率和肾脏外观

生存曲线结果显示，CLP组小鼠的死亡率较

Sham组明显上升（P < 0.001），表明成功建立了CLP
诱导的小鼠模型；与 CLP组相比，CLP+MON组和

CLP +DEX 组小鼠的死亡率下降（P < 0.01、P <
0.001），CLP+MON组与CLP+DEX组小鼠存活率接

近，差异无统计学意义（图2A），证实MON可以提高

CLP小鼠的存活率。进一步采集各组小鼠的新鲜肾

脏并观察其外观，如图2B所示，与NC组和Sham组相

比，CLP组肾脏外观颜色明显发黑。与CLP组相比，
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MON处理组和阳性对照药DEX处理组均显著改善了

肾脏的颜色和质地，可将CLP诱导的肾组织病变颜色

逐渐恢复正常鲜红色。以上结果表明，MON可减轻

CLP引起的急性肾损伤。

2.2 MON缓解 S⁃AKI小鼠肾功能障碍和组织病理

损伤

BUN和CRE是检测肾功能的关键指标，其浓度

异常升高提示肾功能损伤。如图3A、B所示，NC组、

Sham组和Sham+MON组的BUN和CRE水平差异无

统计学意义（P均> 0.05）。与 Sham组相比，CLP组
的BUN和CRE水平均显著升高（P均< 0.001）。然

而MON或DEX均可降低S⁃AKI小鼠BUN和CRE浓

度（P均< 0.001）。此外，HE染色结果显示，NC组、

Sham组和Sham+MON组肾脏组织学形态正常，未见

明显的炎症细胞。与Sham组相比，CLP组可见明显

的炎症细胞浸润。然而，这一现象可通过MON治疗

得到显著改善（图 3C）。综上所述，MON可有效缓

解CLP引起的肾功能指标的异常变化，并减轻肾脏

的病理损伤。

2.3 MON缓解S⁃AKI小鼠肾脏氧化应激

S⁃AKI涉及多种病理生理学机制，其中氧化应

激是脓毒症并发多器官功能障碍的关键发病机制

之一。长期暴露于高水平的ROS会导致机体氧化

还原系统失衡［13］。如图4所示，与Sham组相比，CLP
组小鼠肾组织中GSH、CAT和T⁃AOC水平显著降低

（P < 0.01），MDA含量显著升高（P < 0.001），表明

S⁃AKI小鼠肾脏氧化还原系统平衡被破坏。与CLP
组相比，MON治疗部分逆转上述氧化应激相关指标

（P < 0.05）。这些结果表明，MON可通过增强机体

的抗氧化酶活性和降低MDA含量，从而减轻脓毒症

诱导的肾脏氧化损伤。

DHE 染色检测肾组织 ROS 水平，发现与

Sham组相比，CLP组红色荧光标记的ROS荧光强

度明显增加（P < 0.001），而 CLP+MON 组的 ROS
水平较CLP组明显下降（P < 0.001）。这表明CLP可
诱导小鼠肾脏 ROS 过度产生，而 MON 可以减少

ROS水平，从而缓解 S⁃AKI小鼠的氧化应激损伤

（图 5）。

A，B：Levels of BUN and CRE in the serum in each group of mice. C：HE staining images of mice kidney tissues（×100）. Scale bar=100 μm. Black box⁃
es indicated severe inflammatory cell infiltration and blue boxes indicated moderate inflammatory cell infiltration. D：The renal tissue pathological dam⁃
age score. Compared with the sham group，***P < 0.001；compared with the CLP group，#P < 0.05，##P < 0.01，and ###P < 0.001（n=6）.

图3 MON对S⁃AKI小鼠肾功能障碍及组织病理损伤的影响

Figure 3 Effects of MON on the kidney dysfunction and histopathological injury in the S⁃AKI mice
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A：GSH content of mice in each group. B：CAT activity of mice in each group. C：T⁃AOC content of mice in each group. D：MDA content of mice in
each group. Compared with the sham group，**P < 0.01 and ***P < 0.001；compared with the CLP group，#P < 0.05，##P < 0.01，and ###P < 0.001（n=6）.

图4 MON对S⁃AKI小鼠肾脏氧化应激相关指标的影响

Figure 4 Effects of MON on kidney oxidative stress related indicators in the S⁃AKI mice

2.4 MON缓解S⁃AKI小鼠肾脏炎症反应

脓毒症期间肾脏最主要的病理生理改变是体

内失衡的炎症反应，其贯穿脓毒症的整个发展过

程。研究表明，脓毒症的发生与炎症细胞因子的释

放密切相关。促炎细胞因子的过度释放可导致器

官损伤，增加脓毒症的发病率和死亡率［14］。本研究

采用RT⁃qPCR和ELISA分别检测各组小鼠肾组织

和血清中炎症因子水平。结果显示，与 Sham组相

比，CLP组小鼠肾脏中TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6的mRNA
表达水平显著增加（P < 0.001）。然而，CLP+MON组

上述炎症因子的转录水平较CLP组降低（P < 0.001，
图 6A~C）。在小鼠血清中也观察到类似的结果趋

势，与Sham组相比，CLP组小鼠血清中TNF⁃α、IL⁃1β
和 IL⁃6的水平明显增加（P < 0.001，图 6D~F），而
MON治疗组部分逆转了这一变化（P < 0.05）。这些

结果表明MON通过抑制 S⁃AKI小鼠肾组织中促炎

细胞因子的释放，发挥良好的抗炎活性。

2.5 MON抑制 S⁃AKI小鼠肾脏NLRP3炎性小体和

NF⁃κB信号通路激活

NLRP3炎性小体参与调控脓毒症引起的炎症

反应，其异常活化可促进炎症细胞因子和炎性介质

的过度释放［15］。NF⁃κB是一种重要的炎症信号通

路，主要参与调控促炎细胞因子的信号级联反应。

因此，本研究探讨了MON对NF⁃κB/NLRP3炎症小

体通路的影响。如图 A~D所示，与 Sham组相比，

CLP组NLRP3、Caspase⁃1和Cleaved⁃Caspase⁃1的蛋

白表达显著升高（P < 0.05）。与 CLP 组相比，

CLP+MON组NLRP3、Caspase⁃1和Cleaved⁃Caspase⁃1
的蛋白表达明显下降（P < 0.05），表明MON抑制了

S⁃AKI中NLRP3炎性小体的激活。此外，CLP激活

了NF⁃κB信号通路，表现为 p⁃NF⁃κB P65蛋白表达

增加，IκBα水平降低（P < 0.05，图 7 E~G）。相比之

下，MON处理组肾脏 IκBα蛋白表达升高，并降低了

NF⁃κB P65磷酸化水平（P < 0.05）。这些结果表明，

MON可能通过抑制S⁃AKI小鼠肾脏NF⁃κB信号通路

和NLRP3炎性小体的激活减轻炎症。

2.6 MON以NF⁃κB/NLRP3炎性小体通路依赖的方

式抑制LPS/ATP诱导的HK⁃2细胞炎症

为进一步阐明MON发挥抗炎作用的分子机制，

采用HK⁃2细胞体外模拟S⁃AKI。CCK⁃8结果显示，

MON在 0、4、8、16、32、64 μmol/L浓度下对HK⁃2细
胞活性无明显影响，但在 128、256 μmol/L浓度下显
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著抑制HK⁃2细胞活力（P < 0.01，图8A）。本研究选

择 32 μmol/L MON对 LPS/ATP刺激的HK⁃2细胞进

行干预实验。同时，为了阐明MON的抗炎作用是否

依赖于NLRP3炎性小体和NF⁃κB通路，在HK⁃2细
胞中进行了NLRP3和 IKKβ过表达的研究（图 8B、
C）。研究发现，与NC组相比，LPS/ATP组细胞培养

上清中 TNF⁃α、IL ⁃1β和 IL ⁃6 水平显著升高（P <
0.05）。与LPS/ATP组相比，LPS/ATP+MON组TNF⁃α、
IL⁃1β和 IL⁃6的分泌水平明显降低（P < 0.05）。与

LPS/ATP+MON 组相比，过表达 NLRP3（NLRP3OE+
LPS/ATP+MON组）和 IKKβ（IKKβOE+LPS/ATP+MON
组）均增加了 IL⁃1β、IL⁃6和 TNF⁃α水平，逆转了

MON抑制炎症因子释放的有益作用（P < 0.05，图
8D~F）。这些结果表明，MON可能通过NF⁃κB/NL⁃

RP3炎性小体通路依赖的方式减轻LPS/ATP诱导的

HK⁃2细胞炎症反应。

3 讨 论

脓毒症可导致多器官功能障碍，其中 S⁃AKI是
危重患者的常见并发症。S⁃AKI的发病机制复杂，

涉及多种病理生理学变化，其具体分子机制尚未完

全阐明。本研究采用CLP建立 S⁃AKI小鼠模型，研

究MON对 S⁃AKI小鼠肾功能障碍和组织病理学损

伤的影响，并从炎症和氧化应激方面探讨MON的潜

在作用机制。

BUN和CRE是肾功能检查的主要检测指标，其

异常升高与肾脏病理改变密切相关［16］。通过测量

这些指标，可评估肾损伤程度和MON的治疗效果。

A：ROS levels in the kidney tissues were measured by the DHE staining，where the red fluorescence signal indicates ROS accumulation. Scale
bar = 100 μm. B：The mean fluorescence intensity of ROS was quantified using Image J software. Compared with the sham group，***P < 0.001；com⁃
pared with the CLP group，###P < 0.001（n=3）.

图5 MON对S⁃AKI小鼠肾脏ROS水平的影响

Figure 5 Effect of MON on the kidney ROS levels in the S⁃AKI mice
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A-C：The mRNA expression levels of TNF⁃α（A），IL⁃1β（B）and IL⁃6（C）in the kidney tissues were measured by RT⁃qPCR. D-F：ELISA was
used to measure the secretion levels of TNF⁃α（D），IL⁃1β（E）and IL⁃6（F）in the serum of mice. Compared with the sham group，***P < 0.001；compared
with the CLP group，#P < 0.05，##P < 0.01，and ###P < 0.001（n=6）.

图6 MON对S⁃AKI小鼠肾组织和血清中促炎细胞因子释放的影响

Figure 6 Effects of MON on the release of pro⁃inflammatory cytokines in kidney tissues and the serum of the S⁃AKI mice
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A：Western blot was used to detect the protein expressions of NLRP3，Caspase⁃1，and Cleaved⁃Caspase⁃1 in the kidney. B-D：Quantification of NL⁃
RP3（B），Caspase⁃1（C），and Cleaved⁃Caspase⁃1（D）protein expression levels. E：Western blot was used to detect the protein expression levels of p⁃NF⁃
κB P65 and IκBα in the kidney. F，G：Quantification of p⁃NF⁃κB P65（F）and IκBα（G）protein expression. Compared with the sham group，*P < 0.05，
**P < 0.01，and ***P < 0.001；compared with the CLP group，#P < 0.05，##P <0.01，and ###P < 0.001（n=3）.

图7 MON对S⁃AKI小鼠肾脏NLRP3炎性小体激活和NF⁃κB信号通路的影响

Figure 7 Effects of MON on NLRP3 inflammasome activation and NF⁃κB signaling pathway in the kidney of the S⁃AKI mice
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本研究发现CLP导致血清BUN和CRE水平异常升

高，而MON可降低这些异常肾功能指标水平。S⁃AKI
小鼠的肾组织病理学改变具有高度异质性。大多

数病例不表现急性肾小管坏死，但肾组织可表现出

从正常到严重异常的一系列变化，其中弥漫性肾炎症

是这一过程中的重要阶段［17］。本研究发现在S⁃AKI
小鼠模型中可见炎症细胞浸润的病理变化，而MON
可减轻肾组织病理学损伤。

氧化应激是脓毒症并发多种器官功能障碍的

关键发病机制之一，在 S⁃AKI中起着重要作用。脓

毒症会导致体内ROS的过度产生，持续增强的氧化

应激通过损耗内源性抗氧化酶，引发一系列如膜脂

质过氧化等细胞结构和功能的破坏，最终导致肾组

织的严重损伤［18］。MDA是脂质过氧化的最终产物，

可用于评估细胞膜脂质过氧化水平。MDA的含量

可以反映细胞损伤和机体氧化应激程度。谷胱甘

肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH⁃Px）、超
氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和CAT是

机体主要的抗氧化酶，可保护细胞免受氧化应激损

伤。MON的抗氧化作用已被多项研究证实，例如

MON通过降低MDA水平和增加GSH、SOD和 CAT
的活性来抑制顺铂诱导的氧化应激［19］。本研究结

果证实了 S⁃AKI小鼠肾脏组织发生氧化应激，MON
可以通过增加GSH、CAT和 T⁃AOC水平，抑制肾脏

ROS和MDA积累发挥抗氧化应激作用。

炎症在脓毒症发病机制中起着至关重要的作

用，缓解炎症反应是治疗 S⁃AKI的一种非常有效的

策略。大量研究报道，MON可在多种疾病模型中发

挥抗炎作用。例如，MON可以下调皮肤组织中的促

炎细胞因子减轻特应性皮炎样皮肤炎症［20］。MON通

过AKT通路减轻阿霉素诱导的心脏炎症和心功能

不全［21］。脓毒症感染引发的全身炎症反应是一个

复杂的病理生理过程，脓毒症发病过程中会释放大

量炎性细胞因子，例如TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6等。这

些细胞因子通过触发一系列炎症反应和免疫调节

过程，在脓毒症的发生和发展中发挥重要作用。

A：CCK⁃8 assay was used to determine the safe concentration of MON in HK⁃2 cells. B：Western blot was used to detect the expression levels of
NLRP3 protein in HK⁃2 cells transfected with pCMV⁃NLRP3（human）⁃3×FLAG⁃Neo plasmid（n=3）. C：Western blot was used to detect the expression
levels of IKKβ protein in HK⁃2 cells transfected with pCMV⁃Myc⁃Ikbkb（human）plasmid（n=3）. D-F：ELISA was used to measure the secretion levels
of TNF⁃α（D），IL⁃1β（E）and IL⁃6（F）in HK⁃2 cells of the NC，LPS/ATP，LPS/ATP+MON，NLRP3OE+LPS/ATP+MON，and IKKβOE+LPS/ATP+MON
groups（n=6）. Compared with the NC group，*P < 0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001；compared with the LPS/ATP group，###P < 0.001；compared with the
LPS/ATP+MON group，&P < 0.05 and &&P < 0.01.

图8 MON对LPS/ATP刺激的HK⁃2细胞中炎症细胞因子分泌的影响

Figure 8 Effects of MON on the secretion of inflammatory cytokines in the LPS/ATP⁃stimulated HK⁃2 cells

0.6

0.4

0.2

0.0

IKK
β/β

⁃ac
tin

**

IKKβ
β⁃actin

87 kDa
42 kDa

IKKβOEVectorNC

0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

NL
RP

/β⁃
act

in

*

NLRP
β⁃actin

144 kDa
42 kDa

NLRP3OEVectorNC150

100

50

0

Cel
lvi

abi
lity（

%）

0 4 8 16 32 64 128 256（μmol/L）

****

A B C

LPS/
ATP

+MO
N

LPS/
ATPNC

8 000
6 000
4 000
2 000

0

TN
F⁃α（

pg/
mL

）

### && &&
***

NLR
P3O

E +LPS
/ATP

+MO
N

IKKβ
OE +LP

S/AT
P+M

ON

LPS/
ATP

+MO
N

LPS/
ATPNC

3 000

2 000

1 000

0

IL⁃
1β（

pg/
mL

）

#
&

&
***

NLR
P3O

E +LPS
/ATP

+MO
N

IKKβ
OE +LP

S/AT
P+M

ON

LPS/
ATP

+MO
N

LPS/
ATPNC

6 000

4 000

2 000

0

IL⁃
6（p

g/m
L） ###

& &&***

NLR
P3O

E +LPS
/ATP

+MO
N

IKKβ
OE +LP

S/AT
P+M

ON

D E F

·· 10



TNF⁃α是脓毒症早期释放的关键细胞因子之一，能

够触发一系列炎症反应，包括激活内皮细胞、诱导

其他炎性细胞因子的产生等。IL⁃1β能够促进炎症

级联反应，诱导各种炎症基因的表达，如 IL⁃6、IL⁃8
等。IL⁃6在脓毒症的早期阶段快速升高，其异常升

高提示患者有发生脓毒症的高危风险，IL⁃6能更好

评估脓毒症患者的预后［22］。本研究发现S⁃AKI小鼠

血清中TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6分泌水平显著升高，肾

组织中这些促炎细胞因子的基因转录水平也明显

升高。然而MON显著降低血清和肾组织中TNF⁃α、
IL⁃1β和 IL⁃6的水平，表明MON可以减轻S⁃AKI小鼠

肾脏炎症。

众所周知，NF⁃κB通路在炎症和免疫反应中起

着关键作用，NF⁃κB的过度激活与脓毒症期间炎症

反应密切相关［23］。NLRP3炎性小体是一种细胞内的

多蛋白复合物，在脓毒症和多器官功能衰竭中发挥重

要作用。NLRP3炎症小体的异常激活促进炎性细

胞因子的释放，最终导致组织和细胞损伤。NF⁃κB
P65磷酸化能够促进炎症因子表达，导致炎症反应

加剧。研究表明，MON通过抑制 P65的磷酸化和

IκBα的降解，抑制LPS诱导的破骨细胞中NF⁃κB通

路激活，从而缓解炎症性骨质流失［24］。同样，本研

究发现CLP组 p⁃NF⁃κB P65蛋白表达明显增加，而

IκBα表达显著降低。然而，MON下调了p⁃NF⁃κB P65
蛋白水平，增加了 IκBα表达，表明NF⁃κB信号通路

激活被抑制。这与MON在脓毒症诱导的肺损伤模

型中的体外和体内作用一致［25］。研究表明，NLRP3
炎性小体在S⁃AKI患者肾脏中的表达显著升高。在

一项LPS诱导的脓毒症小鼠模型中，研究发现NLRP3
缺陷小鼠的肾损伤明显减轻。NLRP3基因敲除可抑

制促炎细胞因子和趋化因子的表达，通过减少肾脏炎

症和铁死亡来缓解 LPS诱导的 S⁃AKI［26］。研究发

现 S⁃AKI小鼠肾组织中NLRP3炎症小体被活化，而

MON可以抑制NLRP3炎症小体的异常激活。此外，

为了阐明MON的抗炎活性是否依赖于 NLRP3炎
性小体和NF⁃κB通路，本研究过表达HK⁃2细胞中

NLRP3和 IKKβ。NLRP3是NLRP3炎性小体信号通

路激活的关键蛋白，IKKβ是NF⁃κB通路激活的关键

调控因子。研究结果表明，过表达NLRP3和 IKKβ
均显著抑制了MON在 LPS/ATP刺激的HK⁃2细胞

中的抗炎作用，这可通过炎症因子 TNF⁃α、IL⁃1β和
IL⁃6水平的显著增加来证明。这些结果证实MON
可能以NF⁃κB/NLRP3炎性小体通路依赖的方式减

轻细胞炎症反应。

综上所述，MON可提高 S⁃AKI小鼠的存活率，

减轻肾组织病理学损伤。MON通过增加内源性抗

氧化剂活性抑制ROS过度产生发挥抗氧化作用。

在机制上，MON通过抑制NF⁃κB/NLRP3炎性小体通

路减少炎症因子释放，从而改善小鼠 S⁃AKI和功能

障碍。
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