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雷公藤红素通过抑制NF-κB减轻草酸钠诱导的急性肾损伤和晶体沉积
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［摘要］ 目的 探究雷公藤红素（Celastrol，Cel）在减轻草酸钠（sodium oxalate，NaOx）诱导的急性
肾损伤（acute kidney injury，AKI）和晶体沉积中的作用及其机制。方法 选用C57BL/6雄性小鼠（年龄
8~12 周，体质量 22~24 g），按随机数字表法分为 3 组：Saline 组（对照组）腹腔注射生理盐水，正常饮用
水；NaOx组（损伤组），腹腔注射NaOx（75 mg/kg），NaOx溶液（50 μmol/L）作为饮用水；NaOx+Cel组（治疗
组），提前 24 h腹腔注射 Cel（1 mg/kg），腹腔注射 NaOx（75 mg/kg）， NaOx溶液（50 μmol/L）作为饮用水，
24 h后收集所有标本。选用HK-2细胞构建模型，按随机数字表法分为 4组：Medium组不作处理；NaOx
组加入 NaOx（终浓度 500 μmol/L）处理细胞；NaOx+Cel 组在预处理 Cel（终浓度 400 nmol/L）2 h 后加入
NaOx（终浓度500 μmol/L）处理细胞；NaOx+Cel+BA组在加入NaOx（终浓度500 μmol/L）2 h后加入NF-κB
激动剂 BA（终浓度 8 μmol/L）处理细胞，其他步骤同 NaOx+Cel 组，24 h 后收集各组细胞。采用 Von 
Koosa和细胞黏附实验观察晶体沉积；采用HE染色观察肾脏组织病理并进行损伤评分；采用CCK-8检
测NaOx和Cel的最适浓度；采集血清检测尿素和肌酐；采用 IHC检测OPN、CD44、KIM-1、NGAL、p65、IL-1β、
BAX、Caspase-3的表达；Western blot检测OPN、CD44、KIM-1、p65、P-p65、IL-1β蛋白表达。结果 动物实
验中，与NaOx组相比，NaOx+Cel组小鼠晶体沉积减少（P<0. 000 1），肾小管受损减轻（P<0. 01），血清尿素
和肌酐降低（P<0. 05），肾脏黏附分子OPN与CD44、肾脏损伤分子KIM-1与NGAL、炎症相关分子 p65与
IL-1β、凋亡相关分子BAX、Caspase-3表达均下降（P<0. 05）。而在细胞实验中，与NaOx组相比，NaOx+Cel
组的晶体黏附减少（P<0. 000 1），黏附分子OPN与CD44表达下降（P<0. 05），炎症分子 IL-1β和P-p65/p65
的比值下调（P<0. 05），肾损伤分子KIM-1下调（P<0. 05）。与NaOx+Cel组相比，NaOx+Cel+BA组晶体黏
附明显增多（P<0. 000 1），炎症分子 IL-1β和P-p65/p65的比值上升（P<0. 05），肾损伤分子KIM-1增多（P<
0. 05）。结论 雷公藤红素可能通过抑制NF-κB的活化减轻NaOx诱导的肾组织中晶体的沉积和AKI。
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oxalate (NaOx) -induced acute kidney injury (AKI) and crystal deposition in the kidney tissues in mice.  
Methods　Male C57BL/6 mice (aged 8~12 weeks, weighing 22~24 g) were randomly divided into 3 groups.  
Saline group (control group, intraperitoneal injection with normal saline and drinking water freely), NaOx 
group (injured group, intraperitoneal injection of 75 mg/kg NaOx, and drinking water containing 50 μmol/L 
NaOx), and NaOx+Cel group (treatment group, intraperitoneal injection of 1 mg/kg Cel firstly and then 75 mg/kg 
NaOx in 24 h later, drinking water containing 50 μmol/L NaOx).  All specimens were collected in 24 h after 
NaOx injection.  HK-2 cells were randomly divided into 4 groups: Medium group (no treatment), NaOx group 
(500 μmol/L NaOx), NaOx+Cel group (400 nmol/L Cel pre-treatment for 2 h followed by 500 μmol/L NaOx 
treatment), and NaOx+Cel+BA group [8 μmol/L betulinic acid (BA, NF-κB agonist) after the interventions as 
the NaOx+Cel group].  Cells of each group were collected in 24 h after corresponding treatments.  Von Koosa 
and cell adhesion assays were used to observe crystal deposition.  HE staining was employed to observe renal 
histopathology and score the damage.  CCK-8 assay was utilized to detect cell viability to obtain the optimal 
concentrations of NaOx and Cel.  Serum urea and creatinine levels were detected.  Immunohisotochemical 
assay was conducted to detect the expression of OPN, CD44, KIM-1, NGAL, p65, IL-1β, BAX, and Caspase-3, 
and Western blotting was performed for protein levels of OPN, CD44, KIM-1, p65, P-p65 and IL-1β.  
Results　The mice in the NaOx+Cel group showed reduced crystal deposition (P<0. 0001), attenuated renal 
tubular damage (P<0. 01), decreased serum urea and creatinine levels (P<0. 05), and declined expression 
levels of the renal adhesion molecules OPN and CD44, the kidney injury molecules KIM-1 and NGAL, the 
inflammation-associated molecules p65 and IL-1β, and the apoptosis related molecules BAX and Caspase-3 
when compared with the NaOx group (P<0. 05).  In in vitro study, the NaOx+Cel group showed reduced crystal 
adhesion (P<0. 0001), decreased expression of the adhesion molecules OPN and CD44 (P<0. 05), down-

regulation of the inflammatory molecule IL-1β and P-p65/p65 ratio (P<0. 05), and down-regulation of the renal 
injury molecule KIM-1 (P<0. 05) when compared with the NaOx group.  In the NaOx+Cel+BA group, crystal 
adhesion was significantly increased (P<0. 0001), the inflammatory molecule IL-1β and the ratio of P-p65/p65 
were increased (P<0. 05), and the kidney injury molecule KIM-1 was increased when compared with the 
NaOx+Cel group (P<0. 05).  Conclusion　Cel may reduce NaOx-induced crystal deposition and AKI by 
inhibiting NF-κB activation.  

［Key words］ celastrol； sodium oxalate； NF-κB； acute kidney injury
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肾结石作为全球性健康问题，在过去几十年中患

病率与发病率呈持续上升趋势，其 5 年复发率可达

50%，10 年复发率高达 80%~90%［1］，对患者和社会造

成沉重负担。肾结石可导致急性肾损伤（acute kidney 
injury， AKI）、慢性肾脏病乃至终末期肾病［2］，而由草

酸钠（sodium oxalate，NaOx）导致的 AKI常发生于误食

富含草酸的饮料或食物，以及工作中急性乙二醇中毒

等［3］。尿中草酸浓度过高会与钙结合产生草酸钙晶体

聚集于肾小管中，继而与肾小管相互作用发生炎症反

应、细胞损伤等，进一步加剧晶体沉积，这一过程会加

重 AKI进展［4］。尽管随着医疗技术的进步，手术清除

结石的效率和精确度得到了显著提升［5］，但术后高复

发率及相关并发症仍是临床难点。相较于手术治疗，

药物治疗在安全性及经济性方面更具优势，研究显

示，噻嗪类利尿药［6］和柠檬酸盐［7］均表现出确切的治

疗肾结石作用。

雷公藤红素（Celastrol，Cel）作为中药雷公藤中提

取的五环三萜类化合物，具有抗氧化、抗炎及抗凋亡

等多重药理活性［8］。研究表明 Cel 在各种肿瘤性、免

疫和代谢性疾病中均发挥治疗作用［9-11］，此外有研究

证实 Cel 通过抑制顺铂诱导的 AKI，发挥肾脏保护作

用［12］。然而，Cel 在 NaOx 诱导的 AKI 中作用尚不明

确，本文通过构建 NaOx 诱导的小鼠和人肾皮质近曲

小管上皮细胞系（HK-2细胞）的 AKI模型，研究 Cel在
改善晶体性AKI中的作用及机制，探讨药物预防与治

疗结石及并发症的可行性。
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1　材料与方法

1. 1　动物与细胞

C57BL/6雄性小鼠（年龄8~12周，体质量22~24 g），
购自重庆腾鑫生物技术有限公司，在 IVC动物房内饲

养，所有实验步骤经过陆军军医大学实验动物福利伦

理委员会审核批准（AMUWEC20250018），涉及动物处

理的程序符合实验动物护理机构的指南。人肾皮质

近曲小管上皮细胞系（HK-2，CL-0109）购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。

1. 2　试剂

　　Cel（C0869）购自德国MERCK公司；NaOx（62-76-0）
购自广东光华科技公司；Betulinic acid（BA，S3603）购

自美国 SELLECK公司；KIM-1（YT5888）抗体购自美国

IMMUNOWAY公司；BAX（AF0083）、Caspase-3（BF0711）
抗体购自美国 AFFINITY 公司；p65（A22331）、P-p65
（AP1294）抗体购自武汉爱博泰克公司；IL-1β（16806-

1-AP）、NGAL（26991-1-AP）抗体购自武汉三鹰公司；

CD44（ab157107）抗体购自美国 ABCAM 公司；OPN
（PB0589）抗 体 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 公 司 ；OPN
（88742T）、P-p65（3033T）抗 体 购 自 美 国 CELL　
SIGNALING TECHNOLOGY 公司；β-ACTIN（AP0069）
抗体购自美国BIOWORLD公司；HRP标记的山羊抗兔

二 抗（GB23303）、HRP 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 二 抗

（GB23301）购自武汉塞维尔生物公司；HK-2细胞专用

培养基（CM-0109）购自武汉普诺赛生命科技公司。

CCK-8 试剂盒（BG0025）购自重庆葆光生物公司。苏

木素伊红（HE）染色试剂盒（G1120）、钙盐染色试剂盒

（Von Kossa，G3282）购自北京索莱宝科技公司。

1. 3　方法

1. 3. 1　小鼠分组及取样　　小鼠适应环境后随机分

为 Saline 组（对照组）、NaOx 组（损伤组）和 NaOx+Cel
组（治疗组），每组 6 只。NaOx 组腹腔注射 75 mg/kg 
NaOx，同时给予 50 μmol/L NaOx 溶液喂养 24 h；Saline
组腹腔注射等计量生理盐水，同时给予正常饮用水喂

养 24 h；NaOx+Cel 组提前 24 h 腹腔注射 1 mg/kg Cel，
之后腹腔注射 75 mg/kg NaOx，同时给予 50 μmol/L 
NaOx 溶液喂养 24 h。处死小鼠，拔眼球取血，收集血

清，等份分装后冻存于-80 ℃冰箱；取肾，左肾组织固

定在 4% 多聚甲醛溶液中，右肾组织保存于-80 ℃冰

箱。以上标本用于后续实验。

1. 3. 2　细胞模型　　HK-2 细胞使用 HK-2 专用培养

基于 37 ℃、5%CO2条件下培养。待细胞处于对数增长

状态下时接种于细胞培养板6孔板中，待细胞生长至孔

板面积 60%~70%时开始处理，分为 4个组：Medium组

不作处理；NaOx组加入NaOx（终浓度500 μmol/L）处理

细胞；NaOx+Cel 组在预处理 Cel（终浓度 400 nmol/L）
2 h后加入NaOx（终浓度500 μmol/L）处理细胞；NaOx+
Cel+BA 组在加入 NaOx（终浓度 500 μmol/L）的 2 h 后

加入NF-κB激动剂BA（终浓度 8 μmol/L）处理细胞，余

同NaOx+Cel组。24 h后收集各组细胞用于后续实验。

1. 3. 3　血清尿素和肌酐测定　　取小鼠血清后，血清

尿素和肌酐水平送至陆军军医大学第一附属医院检验

科测定，采用生化自动分析器（奥林巴斯AU5400）完成。

1. 3. 4　HE染色　　取左肾组织固定、包埋、切片后，

根据 HE 试剂盒说明书进行染色，显微镜拍摄并采集

数据。每组随机选取 5个视野进行肾小管损伤评分，

组织学评估包括观察到的小管刷状边界丢失、肾小管

出血、小管铸型、炎症浸润和皮质明显坏死。评分原

则为：0 分，无损伤；1 分，损伤 0%~10%；2 分，损伤

>10%~25%；3 分，损伤>25%~45%；4 分，损伤>45%~
75%；5分，损伤>75%~100%。最后根据评分结果进行

统计分析和绘图。

1. 3. 5　Von Kossa染色　　取左肾组织固定、包埋、切

片后，根据Von Kossa染色试剂盒说明书进行染色，显微

镜下拍摄，每组随机选取5个视野进行数据统计分析。

1. 3. 6　细胞活力测定　　在细胞培养板 96孔板中用

不同浓度梯度的NaOx和不同浓度梯度的Cel分别处理

HK-2细胞24 h，再使用CCK-8试剂盒检测细胞的活力。

1. 3. 7　细胞黏附实验　　在细胞培养板 6 孔板中对

HK-2 细胞进行各组不同处理后，用 PBS 洗涤 3 次，去

除未与细胞结合的晶体，用显微镜下观察、拍摄晶体

数量，各组随机选取5个视野进行统计分析。

1. 3. 8　Western blot 检测　　对细胞培养板 6孔板各

组细胞加入蛋白裂解液后，刮下细胞并充分在冰上裂

解30 min，随后低温离心收集蛋白并测定浓度，蛋白溶

液中加入 Loading Buffer 100 ℃水浴 10 min，冷却后分

装保存。把蛋白加入配置好的凝胶中，电泳按 150 V
进行，400 mA 电转 30 min 至 PVDF 膜，用封闭液封闭

75 min后，加入兔抗人一抗4 ℃过夜，次日复温，TBST洗

涤后加入HRP标记的山羊抗兔的二抗室温孵育75 min，
TBST洗涤后显影。

1. 3. 9　IHC检测　　左肾组织石蜡切片经脱蜡、水化、

枸橼酸钠微波抗原修复后，3%过氧化氢孵育15 min去

除内源性过氧化物酶，随后5%BSA室温封闭75 min，加
入兔抗小鼠一抗湿盒 4 ℃过夜，次日复温，加入相应的

HRP 标记的二抗孵育 75 min，之后 DAB 显色，显色完

毕后苏木素复染核，脱水晾干后封片，显微镜下观察

并拍摄。
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1. 4　统计学处理

使用统计学软件 GraphPad Prism 9. 5软件对数据

进行处理及绘图，所有实验至少重复 3次，数据以 x̄±s
表示。组间比较采用非配对 t检验，P<0. 05被认为具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　Cel 显著减轻 NaOx 诱导的小鼠肾晶体沉积和急

性损伤。

腹腔注射NaOx 24 h后，Von Kossa染色可见NaOx
组小鼠肾脏各部位有明显的晶体沉积， NaOx+Cel 组
较 NaOx 组肾组织的晶体数目显著减少（P<0. 000 1，
图 1A），而黏附分子 OPN 和 CD44表达显著低于 NaOx
组（P<0. 01，图 1B）。此外，NaOx 组小鼠肌酐、尿素水

平显著高于 Saline组，但加入Cel后，NaOx+Cel组的肌

酐和尿素的水平均显著下降（P<0. 05，图 2A）。进一

步HE染色结果显示Cel能够显著减轻NaOx+Cel组的

小鼠肾小管损伤程度（P<0. 01，图 2B），肾脏损伤相关

的分子KIM-1和NGAL等的表达也显著下调（P<0. 05，
图 2C）。结果表明，Cel 减轻了 NaOx 诱导的小鼠肾脏

急性损伤和晶体沉积。

2. 2　Cel抑制NaOx诱导的小鼠肾脏炎症和凋亡。

NF-κB 参与的肾脏炎症反应与晶体沉积密切相

关，p65是NF-κB家族中的一员，参与炎症应答相关的

组织损伤。进一步的研究结果显示NaOx组小鼠肾组

织 p65及其下游分子 IL-1β的表达均明显上升，但加入

Cel 后 NaOx+Cel 组可显著降低这些分子的表达水平

（P<0. 01，图 3A）。凋亡作为细胞死亡的一种方式，参

与肾脏损伤的进展。与 Saline组相比，NaOx组小鼠肾

组织细胞的凋亡相关指标 BAX、Caspase-3 表达上升，

而 Cel 可部分逆转 NaOx 诱导的这些分子的上调作用

（P<0. 01，图3B）。
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2. 3　Cel 处理显著减少 HK-2 细胞中晶体的形成和

损伤

为进一步探讨 Cel 对 NaOx 诱导的肾组织晶体沉

积和急性损伤中的作用机制，本研究建立了 NaOx 诱

导的HK-2细胞急性损伤模型。首先通过CCK-8试剂

盒检测了不同终浓度NaOx和Cel对HK-2细胞活力的

影响（图 4A、B）。据此，我们选择终浓度 500 μmol/L 
NaOx和终浓度 400 nmol/L Cel进行后续相关实验。在

细胞黏附实验中，与Medium组相比，NaOx组细胞中晶

体形成明显增多，而 NaOx+Cel组显著减少 NaOx 诱导

的细胞内晶体的形成（P<0. 000 1，图 4C），同时下调了

黏附相关分子OPN、CD44和肾损伤分子KIM-1的表达
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（P<0. 05，图 4D）。P-p65是 p65的活化形式，其比值反

应NF-κB的活化程度，可诱导活性 IL-1β的产生，发挥炎

症效应，如图 4D所示，NaOx+Cel组 IL-1β和 P-p65/p65
值显著下降（P<0. 05），表明 Cel衰减了 P-p65 和 IL-1β
的形成，可抑制NF-κB通路的活化。

2. 4　Cel通过抑制NF-κB通路发挥肾脏保护作用

为了进一步探讨Cel能否通过抑制NF-κB通路发

挥上述治疗作用，加入 NF-κB激动剂 BA来激活 HK-2

细胞的 NF-κB 通路，发现与 NaOx+Cel 组相比，NaOx+
Cel+BA组 IL-1β和P-p65 /p65值明显上升（P<0. 05，图
5A），说明激活 NF-κB 后 Cel的抑炎作用被逆转，此外

NaOx+Cel+BA 组肾损伤分子 KIM-1 的表达显著下降

（P<0. 05，图 5A），细胞内晶体数量也明显增多（P<
0. 000 1，图 5B）。表明在 NaOx 诱导的细胞 AKI 模型

中，Cel 可能通过抑制 NF-κB 通路的活化来减轻晶体

沉积和细胞损伤，发挥其肾脏保护作用。
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3　讨论

3. 1　肾结石治疗的现状与困境

肾结石所致肾脏病常伴随患者的一生，严重影响

患者的生活质量。手术虽然可暂时去除结石，但并不

能完全解决其高复发率和并发症的问题，而药物治疗

作为手术治疗的备选和补充，常被用于预防结石的复

发和减少尿钙排泄，在治疗结石中发挥了很大的作

用［13］，具有一定的临床价值。肾结石可导致 AKI，其
中结石的形成以及与肾小管的相互作用是 AKI 发生

发展的重要因素［14］，当晶体沉积于肾小管表面时，会

导致肾小管细胞损伤［15］，进一步加剧晶体形成结石，

后者与肾小管互相影响引起肾损伤。因此，探寻以抑

制晶体沉积和肾小管损伤为靶点的药物具有重要的
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研究价值。

3. 2　Cel对晶体沉积和肾损伤的影响

溶液的过饱和、晶体的成核、生长、聚集和迁移参

与了晶体沉积的整个过程［14，16］，从中药中提取的一些

天然化合物已被证实具有抑制上述过程的能力，比如

山奈酚［17］和姜黄素［18］等都可以抑制晶体形成和肾损

伤，但 Cel 是否具有类似功效尚未可知。晶体沉积是

结石形成的基础，而肾小管损伤在晶体沉积中起至关

重要的作用，细胞表面的受损会诱导更多晶体的黏

附［19］。本研究在 NaOx 诱导的小鼠 AKI 模型中，发现

Cel 可以显著降低血清尿素和肌酐的水平，改善肾损

伤，HE 染色结果提示 Cel 明显改善肾小管受损情况。

同时，Cel 通过抑制黏附相关因子 OPN 和 CD44 的表

达，从而抑制晶体黏附到肾组织细胞上。此外，在细

胞模型中的结果表明Cel可以直接减少晶体的形成数

量，这对抑制晶体形成至关重要。

3. 3　Cel对炎症和凋亡的影响

炎症和凋亡反应等因素会加重晶体的沉积和肾

损伤［20-21］，过多的草酸盐可以刺激肾小管释放活性

氧，发生氧化应激反应，从而诱导炎症的产生，大量促

炎因子的释放导致细胞受损和凋亡，而细胞凋亡又可

以诱导膜连接蛋白结合的磷脂酰丝氨酸暴露，其通过

细胞表面上的带负电荷基团触发晶体的吸引和聚集，

进一步加剧沉积和损伤。本研究证明Cel可以显著减

轻 NaOx 诱导的促炎因子 NF-κB 的活化以及 IL-1β 的

产生，下调促凋亡相关因子BAX和Caspase-3的表达，

表明 Cel 可能通过抑制 NaOx 诱导的炎症和凋亡从而

发挥抗损伤和沉积的作用。

3. 4　Cel抑制NF-κB的激活

NF-κB是细胞内重要的核转录因子，参与机体的

炎症反应、免疫应答与细胞增殖等，过多的草酸会刺

激NF-κB的释放，其已被证实参与结石的形成与肾损

伤［21］。为了验证Cel是否通过NF-κB途径影响晶体沉

积和肾损伤，我们在细胞模型中引入NF-κB激动剂后

发现Cel的抗晶体沉积、抗炎症效应被部分逆转，表明

Cel 可能通过抑制 NF- κB 通路的活化发挥其治疗

效应。

综上所述，雷公藤红素可能通过抑制NF-κB激活

减轻 NaOx 诱导的肾脏组织晶体的沉积和急性损伤，

发挥其肾脏保护作用，这些结果提示雷公藤红素可能

是一种潜在的治疗结石及其相关肾损伤的药物。当然，

本研究尚存在不足之处：①草酸盐在肾脏中除了引起

急性损伤外，还会导致慢性肾损伤［22］，有关Cel在晶体

相关慢性肾脏病中的作用还有待进一步研究；②本研

究对机制的探讨不够深入，虽然已有的结果表明 Cel
可能通过抑制NF-κB通路减轻NaOx诱导的晶体沉积

和肾脏的急性损伤，但其上游事件尚未明确；③加入

NF-κB激动剂后，虽然结果清楚显示晶体形成数量显

著增多，但同时发现晶体的体积也有明显缩小的现象，

可能NF-κB激动剂对晶体的结构有一定的影响，但具

体原因尚不清楚，还需在以后的研究中深入挖掘。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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