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摘要：目的　探讨迷迭香酸减轻脓毒症相关肾损伤的潜在作用机制。方法　在
动物实验部分，将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为动物对照组、动物模型组［１０ｍｇ·ｋｇ－１

脂多糖（ＬＰＳ）建模］、动物低剂量实验组（建模＋１０ｍｇ·ｋｇ－１迷迭香酸）、动物高
剂量实验组（建模 ＋２０ｍｇ·ｋｇ－１迷迭香酸），每组１０只。在细胞实验部分，将
ＲＡＷ２６４７细胞随机分为细胞空白组、细胞模型组（１μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ）、细胞低剂
量实验组（建模＋２０００μｍｏｌ·ｍＬ－１迷迭香酸）和细胞高剂量实验组（建模 ＋
４０００μｍｏｌ·ｍＬ－１迷迭香酸）。用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒法及实时
荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法分析血清及肾组织炎性相关指标，用免
疫组织荧光法检测肾组织分化簇８６（ＣＤ８６）＋细胞与Ｆ４／８０＋细胞共定位。结果
　在动物实验部分，动物对照组、动物模型组、动物低剂量实验组和动物高剂量
实验组的血清肌酸酐（Ｓｃｒ）水平分别为（１４８０±０７３）、（５９７３±６７９）、
（５００６±５１２）和（４３６２±３７３）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）水平
分别为（１２６±０１１）、（４７４±０１１）、（３８６±０２３）和（２４８±０２８）Ｕ·Ｌ－１，肿
瘤坏死因子 （ＴＮＦ－α）水平分别为 （１４００±１４７）、（８５９０±６６６）、
（６４９７±５６２）和（４６８４±１９５）ｐｇ·ｍＬ－１，白细胞介素（ＩＬ）－６水平分别为
（６９３±０４７）、（５００５±３８４）、（３９９３±３５０）和（２７２６±２０９）ｐｇ·ｍＬ－１，
ＩＬ－１β水平分别为（２２１７±２２７）、（１２２４２±１２７７）、（９１５４±６８４）和
（６１２３±６３１）ｐｇ·ｍＬ－１；ＣＤ８６＋／Ｆ４／８０＋共定位细胞分别为（１００００±４８５）％、
（４７６９９±３９８９）％、（３２２１５±２４１５）％和（２１９９０±１９８１）％，动物模型的与
动物对照组比较、动物低、高剂量实验组与动物模型组比较、动物高剂量实验组

与动物低剂量实验组比较，上述指标在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。在细胞实验部分，细胞空白组、细胞模型组、细
胞低剂量实验组和细胞高剂量实验组的 ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１０、３２６±０３１、２５１±０２７和１９４±０１９，ＴＮＦ－αｍＲＮＡ相对表达水
平分别为１００±０１４、２５４±０２６、２０７±０２２和１７７±０１８，ＩＬ－１βｍＲＮＡ相
对表达水平分别为１００±０１２、２２４±０３０、１８３±０２２和１５２±０１７，ＩＬ－６
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００８、２４３±０１７、１８５±０２１和１５４±０１６，细胞
模型组与细胞空白组比较、细胞低、高剂量实验组与细胞模型组比较、细胞高剂

量实验组与细胞低剂量实验组比较，上述指标在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　迷迭香酸可以通过抑制巨噬细胞活化并同时抑
制其向Ｍ１型巨噬细胞转化对ＬＰＳ诱导的急性肾损伤发挥保护作用。
关键词：迷迭香酸；脓毒症；急性肾损伤；Ｍ１型巨噬细胞；炎性反应
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１８５±０２１ａｎｄ１５４±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｌｏｗ－ｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓａｎｄｃｅｌｌｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄｐｌａｙｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｏＭ１－ｔｙｐｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；ｓｅｐｓｉｓ；ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；Ｍ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　脓毒症是一种危及生命的感染反应，是危重患者
急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的主要原因。
目前，脓毒性ＡＫＩ的治疗包括快速使用抗生素、充分
的液体复苏和血管加压治疗［１］，然而，目前的治疗策

略是非特异性和反应性的，因此，为脓毒性 ＡＫＩ患者
开发新的治疗药物是必要的。研究表明，在脓毒症

ＡＫＩ早期，Ｍ１型巨噬细胞被迅速激活并占据主导地
位，通过释放大量促炎因子加剧肾脏局部炎症微环

境，导致肾小管上皮细胞损伤和功能衰竭［２］，因此，干

预巨噬细胞极化（特别是抑制 Ｍ１型活化）被视为改
善ＡＫＩ的重要治疗策略。迷迭香酸是一种从草本植

物迷迭香中提取的多酚类化合物，具有显著的抗炎作

用，先前的研究表明，迷迭香酸可通过调控巨噬细胞

极化抑制炎症反应，进而减轻脏器损伤［３］，然而其是

否可通过调控巨噬细胞极化在 ＡＫＩ中发挥保护作用
仍需进一步研究，基于此，本研究旨在探究迷迭香酸

对ＡＫＩ中Ｍ１型巨噬细胞的调控作用。

材料与方法

１　材料
动物　４０只雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，周龄８周龄，体
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质量２０～２２ｇ，购自山东艾茂达康生命科学有限公
司，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０２３００１０，所有小
鼠均饲养在清洁级动物房中。本试验已获得阳光融

和医院伦理委员会的批准（伦理批号：２０２５０５２８１０）。
细胞　ＲＡＷ２６４７小鼠单核巨噬细胞，购自湖北

武汉普诺赛生命科技有限公司。

药品与试剂　迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ，ＲＡ），规
格：每瓶２５ｍｇ，纯度：９８５％，批号：２０２４０３１８，四川成
都普思生物科技股份有限公司生产；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），规格：５ｍｇ，批号：２０２５０１１３，上海
爱必信生物科技有限公司生产；ＴＲＩｚｏｌ和逆转录试剂
盒，均由上海酶联生物科技有限公司生产；苏木精 －
伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ，ＨＥ）染色液，上海博湖
生物科技有限公司生产；Ｆ４／８０、分化簇８６（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ８６，ＣＤ８６）和诱导型一氧化氮合酶
（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）抗体、肿瘤坏死
因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细
胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６和 ＩＬ－１β酶联免疫吸附
测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试
剂盒，均由湖北武汉博士德生物公司生产；ｉＮＯＳ试剂
盒，上海梵态生物科技公司生产；达尔伯克改良伊格

尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
培养基，北京索莱宝科技有限公司产品；引物序列，上

海碧云天生物技术公司合成。

仪器　ＲｅｖｏｌｖｅＧｅｎｅｒａｔｉｏｎ２荧光显微镜，美国
Ｅｃｈｏ公司产品；７５００Ｆａｓｔ实时荧光定量聚合酶链反
应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，美国 ＡＢＩ公司产品；ＡＵ４００全自动生
化分析仪，日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司产品。
２　实验方法
２１　动物实验
２１１　ＡＫＩ模型构建［４］

ＬＰＳ为革兰氏阴性菌内毒素的主要成分，其进入
机体后可刺激多种炎症因子的大量产生，导致肾损

　　

伤，肾功能发生改变产生一系列病理生理学反应后导

致ＡＫＩ，ＬＰＳ可以直接造成肾损伤，也可间接通过破坏
肾脏细胞后导致细胞坏死，引起肾损伤，是构建脓毒

性ＡＫＩ动物模型常用的方法，基于此，本研究参考已
发表参考文献［４］用 ＬＰＳ进行建模，小鼠适应性饲养
１周后，一次性腹腔注射１０ｍｇ·ｋｇ－１的ＬＰＳ构建ＡＫＩ
模型。

２１２　动物分组与药物处理方法
将小鼠随机分为动物对照组、动物模型组、动物

低剂量实验组和动物高剂量实验组，每组１０只小鼠，
除动物对照组外其余组均腹腔注射１０ｍｇ·ｋｇ－１ＬＰＳ
建模，动物对照组腹腔注射等剂量的生理盐水。建模

成功后，动物低、高剂量实验组小鼠注射ＬＰＳ后３ｈ分
别腹腔注射１０、２０ｍｇ·ｋｇ－１的迷迭香酸，１天１次，连
续注射４ｄ，动物模型组和动物对照组小鼠腹腔注射
等剂量的生理盐水，末次给药２４ｈ后腹主动脉采血备
用，并处死小鼠留取肾组织备用。

２１３　生化分析仪检测血清血清肌酸酐（ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）和尿氮素 （ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ＢＵＮ）水平［５］

取各组小鼠全血标本，以 ２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ后，收集血清，然后用全自动生化分析仪检测
Ｓｃｒ和ＢＵＮ水平。
２１４　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验法检测相关 ｍＲＮＡ相对表
达水平［６］

收集各组小鼠肾组织，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ
（检测质量和浓度），然后用试剂盒将 ＲＮＡ逆转为模
板ＤＮＡ，并进行实时荧光定量 ＰＣＲ扩增，以甘油醛 －
３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，计算 ＮＧＡＬ、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６、ＩＬ－１β和 ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对表达水平，引物序
列见表１。
２１５　ＨＥ染色法检测肾组织病理学改变［７］

收集小鼠肾组织经经４％多聚甲醛固定、梯度乙
　　

表１　各基因引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｅａｃｈｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５’→３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５’→３’） ＮＣＢＩｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＮＧＡＬ（Ｌｃｎ２） ＧＧＡＧＣＧＡＴＣＡＧＴＴＣＣＧＧＧ ＣＴＧＡＴＣＣＡＧＴＡＧＣＧＡＣＡＧＣＣ ＮＭ＿００８４９１１
ＴＮＦ－α ＧＡＴＣＧＧＴＣＣＣＣＡＡＡＧＧＧＡＴＧ ＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧ ＮＭ＿００１２７８６０１１
ＩＬ－６ ＧＡＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡ ＴＧＴＧＡＣＴＣＣＡＧＣＴＴＡＴＣＴＣＴＴＧＧ ＮＭ＿００１３１４０５４１
ＩＬ－１β ＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧ ＴＧＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴＴ ＮＭ＿００８３６１４
ｉＮＯＳ ＣＴＡＧＴＧＡＡＧＣＡＡＡＧＣＣＣＡＡＣＡ ＣＣＴＣＡＣＡＴＡＣＴＧＴＧＧＡＣＧＧＧ ＮＭ＿００１３１３９２１１
ＧＡＰＤＨ ＡＣＣＣＴＴＡＡＧＡＧＧＧＡＴＧＣＴＧＣ ＣＣＣＡＡＴＡＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴ ＮＭ＿００１２８９７２６２

ＮＧＡＬ：Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ－６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６；ｉＮＯＳ：Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；

ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

醇脱水、二甲苯透明后，进行石蜡包埋并制备石蜡切

片，切片脱蜡至水后苏木素染色３０ｓ，１％盐酸乙醇快
速分化，流水返蓝后用伊红试剂染色３０ｍｉｎ，经充分
冲洗后脱水、透明，中性树胶封片，最后用光学显微镜

观察肾组织病理学形态变化。

２１６　免疫组织荧光实验法检测肾组织ＣＤ８６＋细胞
与Ｆ４／８０＋细胞共定位［７］

取小鼠肾组织制作石蜡切片，经脱蜡至水后，用

Ｔｒｉ－ＥＤＴＡ抗原修复液进行高温抗原修复，自然冷却
至室温。然后用５％牛血清白蛋白封闭１ｈ，以减少非
特异性结合。结束后，弃去封闭液，用不同种属的Ｆ４／
８０一抗与ＣＤ８６一抗孵育过夜（４℃），次日用与一抗
对应的荧光二抗孵育１ｈ，清洗后４′，６－二脒基－２－
苯基吲哚核染，抗荧光淬灭封片剂封片后，用荧光显

微镜观察。

２１７　ＥＬＩＳＡ实验法检测血清Ｍ１巨噬细胞炎性因
子分泌［４］

取各组小鼠血样，静置 ３０ｍｉｎ后，以 ３５００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液，然后严格按照试剂盒
操作步骤检测ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ｉＮＯＳ含量。
２２　细胞实验
２２１　细胞培养［８］

ＲＡＷ２６４７小鼠单核巨噬细胞用ＤＭＥＭ培养基进
行培养，培养基中添加１％青链霉素双抗与１０％胎牛血
清，以维持细胞正常增殖并预防微生物污染。将细胞

置于培养箱中培养（３７℃，５％ＣＯ２），每日用倒置显微
镜下观察细胞形态与生长状态。待细胞生长融合度达

到８０％左右按照常规细胞传代方法进行消化、吹打与
传代接种，保证细胞持续处于良好的生长状态。

２２２　细胞分组与处理方法
将ＲＡＷ２６４７细胞随机分为细胞空白组、细胞模

型组、细胞低剂量实验组、细胞高剂量实验组，细胞模

型组用１μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ刺激２４ｈ，细胞低剂量实验
组先用ＬＰＳ刺激细胞２ｈ后加入２０００μｍｏｌ·ｍＬ－１

迷迭香酸共同孵育 ２４ｈ，细胞高剂量实验组先用
１μｇ·ｍＬ－１ ＬＰＳ刺 激 细 胞 ２ ｈ后 加 入 ４０００
μｍｏｌ·ｍＬ－１迷迭香酸共同孵育２４ｈ。
２２３　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验法检测细胞中炎性因子分泌

收集处理后的各组细胞，用ＴＲＩｚｏｌ法提取各细胞
总 ＲＮＡ，然后根据 “２１４”中方法检测 ｉＮＯＳ、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１βｍＲＮＡ水平。
２２４　细胞免疫荧光实验检测ｉＮＯＳ表达［９］

收集处理后的各组细胞，多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，
用ＴｒｉｔｏｎＸ－１００试剂处理１０ｍｉｎ，然后ＢＳＡ封闭１ｈ，
加入ｉＮＯＳ一抗试剂孵育过夜后再滴加二抗试剂孵育
２ｈ，ＤＡＰＩ试剂染色５ｍｉｎ，用荧光显微镜观察。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，２组间比较用独立样本ｔ检验，多组间比较用单
因素方差分析。

结　　果

１　迷迭香酸改善ＡＫＩ小鼠血清肾功能指标
动物模型组的血清 Ｓｃｒ和 ＢＵＮ水平与 ＮＧＡＬ

ｍＲＮＡ相对表达水平均显著高于动物对照组（均
Ｐ＜０００１）；动物低、高剂量实验组的小鼠血清 Ｓｃｒ和
ＢＵＮ水平与 ＮＧＡＬｍＲＮＡ相对表达水平均显著低于
动物模型组（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；动物高剂量实验
组的小鼠血清Ｓｃｒ和ＢＵＮ水平与ＮＧＡＬｍＲＮＡ相对表
达水平均显著低于动物低剂量试验组（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），见表２。
２　迷迭香酸减轻ＡＫＩ小鼠肾组织病理学变化

动物对照组和动物低、高剂量实验组小鼠肾组织

无明显的病理学改变，动物模型组小鼠肾组织出现大

量炎性细胞浸润，肾小球萎缩，肾小管结构破坏，相比

动物模型组，动物低、高剂量实验组小鼠肾组织损伤

得到不同程度的改善，见图１。

表２　各组小鼠血清肾功能指标水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｓｃｒ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＮＧＡＬｍＲＮＡ

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ １４８０±０７３ ６３１±０４８ １００±０１４
Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ １０ ５９７３±６７９ ２４６１±２６９ ２５６±０３３

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ５００６±５１２ΔΔ ２０４３±１９４ΔΔ ２０１±０１８ΔΔΔ

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ４３６２±３７３ΔΔΔ＠＠ １４６２±１４５ΔΔΔ＠＠＠ １５５±０１８ΔΔΔ＠＠＠

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ；Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ＋１０ｍｇ·ｋｇ－１ＬＰＳ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：１０ｍｇ·ｋｇ－１ＬＰＳ＋１０ｍｇ·ｋｇ－１

ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：１０ｍｇ·ｋｇ－１ＬＰＳ＋２０ｍｇ·ｋｇ－１ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；Ｓｃｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＧＡＬ：
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，
ΔΔΔＰ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＠＠Ｐ＜００１，＠＠＠Ｐ＜０００１
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３　迷迭香酸抑制ＡＫＩ小鼠巨噬细胞Ｍ１极化
动物对照组、动物模型组、动物低剂量实验组、动

物高剂量实验组肾组织 ＣＤ８６＋／Ｆ４／８０＋共定位细胞
比分别为（１００００±４８５）％、（４７６９９±３９８９）％、
（３２２１５±２４１５）％和（２１９９０±１９８１）％；动物模
型组与动物对照组比较，动物低、高剂量实验组

分别与动物模型组比较，动物高剂量实验组与动

物低剂量实验组比较，ＣＤ８６＋细胞／Ｆ４／８０＋细胞
百分 比 在 统 计 学 上 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（均 Ｐ＜００５）。
４　迷迭香酸抑制ＡＫＩ小鼠Ｍ１巨噬细胞型相关因子
表达

动物模型组的血清 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β和
ｉＮＯＳ水平及其ｍＲＮＡ相对表达水平均显著高于动物
对照组（均Ｐ＜０００１）；动物低、高剂量实验组的血清

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ｉＮＯＳ水平及其ｍＲＮＡ相对
表达水平均显著低于动物模型组（均 Ｐ＜０００１）；动
物高剂量实验组的血清 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β和
ｉＮＯＳ水平及其ｍＲＮＡ相对表达水平均显著低于动物
高剂量实验组（均Ｐ＜０００１），见表３。
５　体外探究迷迭香酸对 ＬＰＳ刺激后 ＲＡＷ２６４７细
胞的抗炎作用

相比细胞空白组，细胞模型组细胞的 ｉＮＯＳ、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１βｍＲＮＡ相对表达水平均显著
升高（均Ｐ＜０００１），细胞低剂量实验组及细胞高剂
量实验组的ｉＮＯＳ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１βｍＲＮＡ相
对表达水平均显著下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），且细
胞低、高剂量实验组间ｉＮＯＳ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β
ｍＲＮＡ相对表达水平在统计学上差异均有统计学意
义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表４。

图 １　苏木精伊红（ＨＥ）染色法观察肾组织病理学损伤（×１００）

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｒｅｎａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×１００）
１：Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ；３：Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ；４：Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ

表３　各组小鼠血清Ｍ１巨噬细胞型相关因子及其ｍＲＮＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ－ｔｙｐｅｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｏｆｔｈｅｍＲＮＡｉｎａｌｌ

ｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓ

ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－６（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ｉＮＯＳ（Ｕ·ｍＬ－１）

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ １４００±１４７ ６９３±０４７ ２２１７±２２７ １２６±０１１

Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ １０ ８５９０±６６６ ５００５±３８４ １２２４２±１２７７ ４７４±０１１

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ６４９７±５６２ΔΔΔ ３９９３±３５０ΔΔΔ ９１５４±６８４ΔΔΔ ３８６±０２３ΔΔΔ

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ４６８４±１９５ΔΔΔ＠＠＠ ２７２６±２０９ΔΔΔ＠＠＠ ６１２３±６３１ΔΔΔ＠＠＠ ２４８±０２８ΔΔΔ＠＠＠

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ｍＲＮＡ

ＴＮＦ－α ＩＬ－６ ＩＬ－１β ｉＮＯＳ

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ １００±００８ １００±０１４ １００±００６ １００±０１７

Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ １０ ２６６±０１９ ２０５±０１２ １８５±０１７ ２３９±０１６

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １９１±０１３ΔΔΔ １７１±０１４ΔΔΔ １５３±０１２ΔΔΔ ２０６±０１６ΔΔΔ

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ １５２±０１０ΔΔΔ＠＠＠ １４３±０１１ΔΔΔ＠＠＠ １２４±０１３ΔΔΔ＠＠＠ １５６±０１４ΔΔΔ＠＠＠

ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ－６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６；ｉＮＯＳ：Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＠＠＠Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

表４　各组细胞相关因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｅｌｌ－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｉＮＯＳｍＲＮＡ ＴＮＦ－αｍＲＮＡ ＩＬ－１βｍＲＮＡ ＩＬ－６ｍＲＮＡ
ｉＮＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａｕ）

Ｃｅｌｌｂｌａｎｋ １００±０１０ １００±０１４ １００±０１２ １００±００８ １１４５３３±８５７３

Ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ ３２６±０３１ ２５４±０２６ ２２４±０３０ ２４３±０１７ ３０９００５±２３４１１

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２５１±０２７ΔΔΔ ２０７±０２２ΔΔΔ １８３±０２２ΔΔ １８５±０２１ΔΔΔ ２４５６９９±２４９５６ΔΔΔ

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １９４±０１９ΔΔΔ＠＠＠ １７７±０１８ΔΔΔ＠＠ １５２±０１７ΔΔΔ＠＠ １５４±０１６ΔΔΔ＠＠ １５５４０３±１３５４６ΔΔΔ＠＠＠

Ｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：１μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ；Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：２０００μｍｏｌ·ｍＬ－１ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ

ｇｒｏｕｐ：４０００μｍｏｌ·ｍＬ－１ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＠＠Ｐ＜００１，＠＠＠Ｐ＜０００１

讨　　论

迷迭香酸在唇形科、葫芦科、紫草科等中较为

常见，其是一种天然的水溶性酚类化合物，许多研究

表明迷迭香酸具有较好的抗炎、抗氧化、免疫调节、抗

菌等多种生物学活性，在改善睡眠、提高记忆力、心肌

保护、保护肝肾等方面也具有特殊的药理作用［１０］。

另有研究表明迷迭香酸可有效改善肾组织病理改变，

如ＣＨＥＮ等［１１］在糖尿病肾病模型小鼠和细胞中发

现，迷迭香酸能减轻肾损伤和炎症反应，如陈瑞丹

等［１２］也在高血压肾病模型小鼠实验中发现，迷迭香

酸通过抑制炎症小体通路改善高血压造成的肾损伤，

纪敏［１３］等研究发现，迷迭香酸对顺铂所致的小鼠急

性肾损伤也起到缓解作用，这些研究表明，迷迭香酸

在治疗肾损伤中具有较大潜力。脓毒症是重症患者

ＡＫＩ的首要诱因，其核心病理机制为 ＬＰＳ激活肾脏固
有免疫细胞，引发过度炎症级联反应，最终导致肾小

管上皮细胞损伤与肾功能衰竭［１４］，最近有研究表明，

迷迭香酸对脓毒症 ＡＫＩ和庆大霉素引起的 ＡＫＩ具有
明显的改善作用［１５－１６］，但目前，关于迷迭香酸改善

ＬＰＳ刺激的肾损伤的作用及其潜在作用机制并不明
确。本研究聚焦巨噬细胞极化这一 ＡＫＩ炎症调控的
核心环节，首次系统证实迷迭香酸可通过抑制 Ｍ１型
巨噬细胞活化，减轻 ＬＰＳ诱导的小鼠肾损伤，为脓毒
症ＡＫＩ的治疗提供了新的天然药物候选与机制依据。

本研究显示，ＬＰＳ诱导的 ＡＫＩ模型小鼠血清 Ｓｃｒ、
ＢＵＮ和ＮＧＡＬ水平均显著升高，ＮＧＡＬ是一种新的肾
损伤标志物，研究报道，其可以比连续测量Ｓｃｒ更早发
现ＡＫＩ［１７］，此外，本研究小鼠肾组织出现大量炎性细
胞浸润、肾小管萎缩及结构破坏，同时肾组织ＣＤ８６＋／
Ｆ４／８０＋共定位Ｍ１型巨噬细胞比例、血清 Ｍ１相关促
炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ｉＮＯＳ水平均显著上

调，提示 Ｍ１型巨噬细胞过度活化是脓毒症 ＡＫＩ炎症
损伤的关键驱动因素。给予迷迭香酸干预后，小鼠肾

功能指标呈剂量依赖性改善，肾组织病理损伤显著减

轻，同时Ｍ１型巨噬细胞浸润数量及促炎因子释放被
有效抑制，且体外 ＲＡＷ２６４７细胞实验进一步验证，
迷迭香酸可以直接抑制ＬＰＳ诱导的巨噬细胞Ｍ１极化
及促炎因子分泌，明确了迷迭香酸对 Ｍ１型巨噬细胞
的直接调控作用，上述结论与既往研究中“抑制 Ｍ１
型巨噬细胞极化可减轻 ＡＫＩ肾损伤”的结论高度一
致［１８－１９］，同时补充了迷迭香酸在脓毒症 ＡＫＩ中的作
用证据。既往研究多聚焦迷迭香酸的广谱抗炎活性，

本研究则明确其在 ＡＫＩ中通过靶向巨噬细胞 Ｍ１极
化发挥保护作用，深化了对迷迭香酸药理机制的

认知。

从机制层面分析，ＬＰＳ作为革兰氏阴性菌内毒
素，可以通过 Ｔｏｌｌ样受体 ４／核因子 －κＢ（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ）经
典通路激活巨噬细胞，促使其向促炎Ｍ１表型极化，大
量释放ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β等促炎因子，进一步加重肾
小管损伤与肾间质炎症［２０－２１］。本研究中，迷迭香酸

显著降低 Ｍ１型巨噬细胞比例及下游促炎因子
水平，提示其可能通过抑制 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通
路，阻断巨噬细胞 Ｍ１极化的启动与活化，从而打
断炎症级联反应，发挥肾保护作用。这一机制与迷

迭香酸在其他炎症性疾病中的抗炎作用相呼

应［２２］，同时为其在 ＡＫＩ中的应用提供了理论支撑。
与现有ＡＫＩ疗药物相比，迷迭香酸作为天然多酚类
化合物，具有安全性高、毒副作用小的优势，且本研

究证实其低、高剂量均具有明确疗效，为临床转化

提供了剂量参考。

本研究提示：迷迭香酸可通过抑制肾组织巨噬细

胞活化并同时抑制其向 Ｍ１型巨噬细胞转化，进而抑
制炎症反应，对ＬＰＳ刺激的ＡＫＩ发挥保护作用。未来
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需进一步开展临床前毒理学研究与临床试验，明确迷

迭香酸的临床应用剂量与安全性，同时深入探索其调

控巨噬细胞极化的具体分子靶点，为其临床推广应用

奠定基础。
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