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  [摘要] 目的 研究小鼠下肢缺血再灌注损伤(IRI)时小檗碱对骨骼肌及肾脏中UCP2表达及线粒体动

力学的影响。方法 将30只雄性昆明小鼠随机分为阴性对照组、阳性对照组及低、中、高剂量小檗碱干预组

(n=6)。各实验组小鼠使用止血带构建双下肢缺血再灌注损伤模型,并腹腔注射不同剂量的小檗碱溶液,阳性

对照组使用生理盐水替代。使用苏木素-伊红(HE)染色检测骨骼肌、肾脏病理情况,PCR及 Western
 

blot检测

线粒体解偶联蛋白2(UCP2)、线粒体分裂蛋白1(FIS1)、线粒体动力蛋白相关蛋白1(DRP1)、线粒体融合蛋白

1(Mfn1)、线粒体融合蛋白2(Mfn2)的基因和蛋白表达水平,并检测超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、谷

胱甘肽(GSH)的变化。结果 当小鼠下肢缺血再灌注损伤后,骨骼肌、肾脏均出现炎性细胞浸润,骨骼肌的细

胞结构出现损伤性变化;同时,骨骼肌中UCP2、FIS1、DRP1的基因和蛋白表达水平及GSH、SOD水平明显升

高(P<0.05),Mfn1、Mfn2的基因和蛋白表达水平及 MDA水平明显降低(P<0.05),肾脏中UCP2、DRP1的

基因与蛋白表达上升存在差异性(P<0.05)。小檗碱可上调UCP2在骨骼肌的基因表达,以及在肾脏中的蛋白

表达(P<0.05),同时,DRP1的基因和蛋白水平在肾组织中受到明显抑制(P<0.05),而在骨骼肌中无明显变

化。结论 小鼠下肢缺血再灌注损伤导致受损部位出现剧烈的氧化应激损伤,线粒体动力学失衡,并引起肾脏

的炎性损害。小檗碱对骨骼肌、肾脏IRI的治疗作用可能是通过抑制氧化应激损伤,其中对肾脏的保护作用还

可能与上调UCP2后抑制DRP1表达从而限制线粒体分裂、减缓损伤发展有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

berberine
 

on
 

UCP2
 

expression
 

and
 

the
 

mitochondrial
 

dy-
namics

 

in
 

skeletal
 

muscle
 

and
 

kidney
 

in
 

mice
 

with
 

ischemia
 

reperfusion
 

injury
 

(IRI)
 

of
 

lower
 

limb.Methods Thirty
 

male
 

Kunming
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

positive
 

control
 

group,and
 

low,medium
 

and
 

high
 

doses
 

berberine
 

intervention
 

groups.The
 

mice
 

in
 

all
 

experimental
 

groups
 

constructed
 

the
 

ischemia
 

reperfusion
 

injury
 

model
 

of
 

lower
 

limbs
 

by
 

tourniquet,different
 

doses
 

of
 

berberine
 

solution
 

were
 

injected
 

intraperitoneally
 

for
 

intervention,while
 

the
 

ischemia
 

repeating
 

supply
 

group
 

used
 

normal
 

saline
 

for
 

re-
placement.The

 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

conditions
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

and
 

kidney,PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

gene
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

UCP2,FIS1,DRP1,Mfn1
 

and
 

Mfn2,and
 

the
 

changes
 

of
 

SOD,MDA
 

and
 

GSH
 

were
 

detected
 

by
 

kit.Results After
 

IRI
 

intervention
 

in
 

the
 

both
 

lower
 

extremities,the
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

occurred
 

in
 

both
 

skeletal
 

muscle
 

and
 

kidney,and
 

the
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cell
 

structure
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

showed
 

the
 

damage
 

changes.Meanwhile,the
 

gene
 

and
 

protein
 

expressions
 

lev-
els

 

of
 

UCP2,FIS1
 

and
 

DRP1
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

GSH
 

and
 

SOD
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

gene
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Mfn1
 

and
 

Mfn2
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

MDA
 

were
 

signif-
icantly

 

decreased
 

(P<0.05).The
 

increase
 

of
 

UCP2
 

and
 

DRP1
 

gene
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

kidney
 

was
 

different
 

(P<0.05).Berberine
 

could
 

up-regulate
 

the
 

UCP2
 

gene
 

expression
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

and
 

the
 

pro-
tein

 

expression
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

(P<0.05).At
 

the
 

same
 

time,DRP1
 

gene
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

inhibited
 

in
 

the
 

kidney
 

tissue
 

(P<0.05),but
 

which
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

had
 

no
 

significant
 

change.Conclusion IRI
 

of
 

skeletal
 

muscle
 

of
 

lower
 

extremity
 

in
 

mice
 

leads
 

to
 

severe
 

oxidative
 

stress
 

injury,mitochondrial
 

dynamic
 

imbalance
 

and
 

inflammatory
 

damage
 

of
 

kidney
 

in
 

the
 

injured
 

parts.The
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

berberine
 

on
 

skeletal
 

muscle
 

and
 

kidney
 

IRI
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

inhibiting
 

oxidative
 

stress
 

injury,in
 

which
 

its
 

protective
 

effect
 

on
 

kidney
 

may
 

also
 

be
 

related
 

to
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

DRP1
 

after
 

UCP2
 

up-regulation,thus
 

limit
 

the
 

mitochondrial
 

fission
 

and
 

slow
 

down
 

the
 

development
 

of
 

injury.
[Key

 

words] berberine;ischemia-reperfusion;skeletal
 

muscle;kidney;UCP2;mitochondrial
 

dynamics

  下肢肌群缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion
 

injury,IRI)可诱发代谢紊乱,导致肾脏的形态和功能

受损[1],是下肢肌群IRI损害中最敏感的器官[2]。既

往研究认为,下肢肌群IRI造成的急性肾损伤(acute
 

kidney
 

injury,AKI)是由横纹肌溶解后释放的肌红蛋

白和炎症细胞因子对肾小管细胞造成直接或间接的

细胞毒性作用所致[3]。随着研究深入,发现线粒体功

能紊乱在其中起到关键的作用[4]。
线粒体解偶联蛋白2(mitochondrial

 

uncoupling
 

protein
 

2,UCP2)在骨骼肌、肾脏富集,UCP2的高表

达可调控线粒体动力学相关蛋白来限制IRI诱导的

线粒体碎片化。此外,在机体应激环境下,UCP2还诱

导线粒体融合蛋白的上调,介导细胞器内外膜的融合

而使线粒体内稳态平衡向融合倾斜[5]。作为黄连主

要成分的小檗碱,不仅可明显提高 UCP2的基因、蛋
白表达水平[6],而且具有低毒、价廉、易获取的优点,
高产于重庆、四川等地[7],另外,小檗碱可明显抑制因

肾脏IRI直接造成炎症和氧化应激而导致的AKI[8]。
但是,下肢肌群IRI间接造成的AKI与肾脏直接发生

的IRI存在明显差异[9],本研究旨在探讨小檗碱是否

对远端脏器IRI间接造成的AKI同样具有抑制作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

1月龄雄性昆明小鼠30只,体重15~22
 

g,均购

自贵州医科大学实验动物中心[实验动物许可证号:

SYXK(黔)2018-0001]。本研究动物实验方案已通过

贵州医科大学实验动物中心、贵州省人民医院中心实

验室、武警贵州省总队医院伦理委员会审查批准。

1.1.2 实验试剂

小檗碱(安 诺 伦 生 物 公 司),超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)检测试剂盒

(南京建成生物工程研究所),RIPA裂解液、蛋白酶抑

制剂混合物、超敏ECL、快速转膜液(苏州新赛美生物

科技有限公司),5×蛋白上样缓冲液(含DTT)、BCA
蛋白浓度测定试剂盒配BSA、5×Tris-甘氨酸电泳缓

冲液、Tris三(羟甲基)氨基甲烷、吐温20(北京索莱宝

科技有限公司),10×103~250×103 蛋白marker(北京

聚合美生物科技有限公司),UCP2
 

多克隆抗体、线粒体

分裂蛋白1(FIS1)多克隆抗体、线粒体动力蛋白相关蛋

白1(DRP1)多克隆抗体(武汉三鹰生物技术有限公

司),线粒体融合蛋白1兔源 mAb、线粒体融合蛋白2
兔源pAb、辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗(成都正

能生物技术有限责任公司),β-actin内参抗体(郑州普

美生物技术有限公司),一抗稀释液、二抗稀释液、快
速制胶试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型构建

将小鼠适应性喂养7
 

d后随机分为5个小组,每
组6只,按空白对照(阴性对照)、阳性对照、低(25

 

mg/kg)、中(50
 

mg/kg)、高(100
 

mg/kg)药物干预进

行划分。小鼠下肢IRI模型按CREAGER等[10]描述

的方法进行,并将缺血范围扩散为双侧下肢,即应用

止血带从根部阻断小鼠双下肢血供,阻断后立即将不

同剂量小檗碱溶液给予小鼠腹腔注射,缺血2
 

h后解

除止血带,建立双侧下肢IRI模型。阳性对照组建模

后用生理盐水干预,阴性对照组不做任何处理。于拆

除止血带恢复血运4
 

h后收集下肢肌群和肾脏组织,
一侧以4%多聚甲醛固定行病理检查,另一侧干冰转

运后存储于液氮罐备用。

1.2.2 苏木素-伊红(HE)染色及病理学分析

肌肉、肾脏组织甲醛固定24
 

h后流水冲洗过夜,
使用梯度浓度酒精脱水。二甲苯透明处理后60

 

℃烤

箱软蜡,硬蜡包埋。切片机行3
 

μm连续切片,贴附于
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载玻片于37
 

℃温箱干燥。使用二甲苯及酒精脱蜡,
行HE染色,使用酒精及二甲苯脱水,中性塑胶封片。
待完全晾干后置于光镜下观察并拍照,进行病理学损

伤分析。

1.2.3 UCP2、线粒体动力学相关蛋白基因水平检测

肌肉组织选取止血带远端部分股四头肌及腓肠

肌,肾脏标本统一选取左肾。充分研磨后置入EP管,
加入1

 

mL
 

Trizol;12
 

000
 

r/min,4
 

℃环境下离心15
 

min后转上清,氯仿混匀后离心转移上清,异丙醇混

匀后离心取沉淀;加入75%乙醇(DEPC配置),洗涤

离心2次,晾干沉淀后加入DEPC溶解;测定样品总

RNA浓度及吸光度行反转录,以反转录所得的cD-
NA为模板扩增;PCR

 

扩增反应条件为:预变性
 

94
 

℃
 

30
 

s,单次循环;PCR反应:95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,40次

循环。使用罗氏LightCycler
 

480高通量实时荧光定

量PCR仪自动分析 UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2
及内参的2-ΔΔCt值。

1.2.4 UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2的蛋白水平检测

同上取组织标本,液氮中研磨后置入EP管称重,
按1∶10加入蛋白裂解液,冰上匀浆破碎。12

 

000
 

r/min,4
  

℃环境下离心15
 

min,并提取上清液,重复2
次;BCA法浓度测定后煮样;制胶并蛋白热变性后小

心上样,80
 

V、120
 

V两步电泳;PVDF转膜、TBST洗

膜3次后置于孵育盒中,分别加入2
 

mL
 

TBST稀释

的各目 的 蛋 白、内 参 一 抗,4
 

℃孵 育 过 夜;复 温 并

TBST洗膜5
 

min,3次后加入二抗摇床孵育2
 

h,再次

TBST洗膜5
 

min,3次后行ECL发光检测。

1.2.5 肌肉及肾脏组织SOD、MDA、GSH的检测

取材步骤和要求同上,生理盐水清洗后尽量剪

碎,再用 Tris-HCl缓冲液对取材组织研磨匀浆化,

4
 

℃环境下15
 

000
 

r/min离心,连续进行3次,每次

15
 

s。取上清液按试剂盒使用说明进行测定。

1.3 统计学处理

采用SPSS
 

21.0软件对实验数据进行统计学处

理,所有数据以x±s表示。以t检验或单因素方差

分析(ANOVA)进行差异显著性检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 病理学表现

IRI建模后,小鼠骨骼肌均出现了不同程度的细

胞肿胀、破裂,胞核萎缩和炎性细胞浸润。当给予小

檗碱干预后,在高剂量组可见细胞损伤程度明显减

轻;肾脏出现肾小管的肿胀和炎性细胞浸润和组织淤

血,给予小檗碱干预,肿胀情况似有减轻,见图1、2。

  A:阴性对照组;B:阳性对照组;C:低剂量干预组;D:中剂量干预组;E:高剂量干预组。

图1  各组小鼠骨骼肌组织形态(HE,100×)

2.2 UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2的 基 因 变 化

情况

骨骼肌中,IRI建模后 UCP2的表达明显升高

(P<0.05),小檗碱促进UCP2的基因表达,在高剂量

组出现明显升高(P<0.05)。FIS1、DRP1在IRI干

预后明显升高(P<0.05),Mfn1、Mfn2出现明显下降

(P<0.05);小檗碱干预后,DRP1未出现明显变化,
仅体现 下 降 趋 势(P>0.05),FIS1无 明 显 变 化,

Mfn1、Mfn2表现出升高趋势但差异无统计学意义

(P>0.05),见图3。
肾脏中,IRI建模后UCP2的表达明显升高(P<

0.05),小檗碱可促进UCP2的基因表达,但仅出现升

高趋势,差异无统计学意义(P>0.05)。DRP1在IRI
干预后明显升高(P<0.05),FIS1有升高趋势但差异

无统计学意义(P>0.05),Mfn1、Mfn2无变化趋势;
小檗碱干预后,DRP1在高剂量组出现明显下降(P<
0.05),FIS1、Mfn1、Mfn2 无 明 显 变 化 趋 势 (P>
0.05),见图4。
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  A:阴性对照组;B:阳性对照组;C:低剂量干预组;D:中剂量干预组;E:高剂量干预组。

图2  各组小鼠肾脏组织形态(HE,100×)

  a:P<0.05,与阳性对照组相比;b:P<0.05,与阴性对照组相比。

图3  UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2在骨骼肌中的基因表达水平

  a:P<0.05,与阳性对照组相比;b:P<0.05,与阴性对照组相比。

图4  UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2在肾脏中的基因表达水平

2.3 UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2的 蛋 白 变 化

情况

骨骼肌中,阴性对照组 UCP2的蛋白表达量少,
当IRI干预后,UCP2的表达明显升高(P<0.05),各
剂量小檗碱的干预下UCP

 

2蛋白表达未出现明显变

化。FIS1、DRP1在IRI干预后明显升高(P<0.05),

Mfn1、Mfn2在IRI干预后出现明显下降(P<0.05);
小檗碱干预后,DRP1及FIS1仅出现不明显的下降趋

势(P>0.05),Mfn1、Mfn2蛋白表达仅出现升高趋势

但差异无统计学意义(P>0.05),见图5。

肾脏中,同样在阴性对照组UCP2的表达较低,当

IRI干预后,UCP2的蛋白表达量出现明显升高,小檗碱

可促进肾脏中UCP2的蛋白表达,在中、高剂量组差异

具有统计学意义(P<0.05)。DRP1在IRI干预后明显

升高(P<0.05),FIS1有升高趋势但差异无统计学意义

(P>0.05),Mfn1、Mfn2仅出现不明显下降趋势(P>
0.05);小檗碱干预后,DRP1在高剂量组出现明显下降

(P<0.05),FIS1无明显变化趋势(P>0.05),Mfn1、

Mfn2出现不明显升高趋势(P>0.05),见图6。

2.4 氧化应激指标的变化
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骨骼肌中,IRI干预后,与阴性对照组相比,GSH、

SOD明显降低,而 MDA明显上升(P<0.05);在不同

剂量小檗碱干预后,与阳性对照组相比,GSH、SOD逐

渐上升,并在高剂量组出现明显变化(P<0.05),MDA
在小檗碱干预后仅出现下降趋势(P>0.05)。

肾脏中,IRI干预后,与阴性对照组相比,GSH、

SOD明显降低,而 MDA明显上升(P>0.05);在不

同剂量小檗碱干预后,与阳性对照组相比,GSH、SOD
逐渐上升,但无明显变化(P>0.05),MDA在高剂量

组明显下降(P<0.05),见表1。

  a:P<0.05,与阴性对照组相比。

图5  UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2在骨骼肌中的蛋白表达水平

  a:P<0.05,与阳性对照组相比;b:P<0.05,与阴性对照组相比。

图6  UCP2、FIS1、DRP1、Mfn1、Mfn2在肾脏中的蛋白表达水平

表1  小鼠骨骼肌氧化应激指标检测结果(x±s)

组别 n
GSH(μmol/g)

骨骼肌 肾脏

SOD(U/mg)

骨骼肌 肾脏

MDA(nmol/mg)

骨骼肌 肾脏

阴性对照组 6 1.89±0.16
 

1.59±0.17 28.26±1.31 26.43±1.05 0.66±0.16 0.51±0.11

阳性对照组 6 0.85±0.21a 0.73±0.21a 18.40±2.28a 20.62±2.37a 1.22±0.21a 1.17±0.52a

低剂量干预组 6 0.87±0.20a 0.73±0.43a 18.29±1.05a 19.97±1.31a 1.21±0.12a 1.13±0.30a

中剂量干预组 6 1.09±0.33a 0.78±0.17a 19.67±1.79a 20.44±1.54a 1.17±0.09a 1.08±0.22a

高剂量干预组 6 1.39±0.26ab 1.08±0.25a 23.52±2.10ab 22.78±1.16a 1.13±0.05a 0.89±0.15ab

  a:P<0.05,与阴性对照组相比;b:P<0.05,与阳性对照组相比。

3 讨  论

  UCP2是线粒体内膜蛋白的一员,在大多数组织

中都有 表 达,但 在 各 脏 器 组 织 的 表 达 差 异 较 大。

UCP2易受细胞代谢状态影响[11],并且越来越多的证

据表明,因疾病、代谢改变或直接免疫刺激引起的

UCP2转录变化通常发生在数天以后[12],而UCP2的

转录后调控似乎很快就能响应,即以蛋白变化为

主[13]。UCP2在基因和蛋白表达上不同步可能是因

为氧化磷酸化解偶联使机体耗能与产能出现矛盾,故
出现了UCP2的转录后调控,溶酶体对蛋白质的降解

等,均为维持耗能与产能达到机体所需 平 衡 时 将

UCP2的表达维持在特定数值[14]。本研究发现,IRI
干预小鼠后,骨骼肌、肾脏中UCP2的基因、蛋白表达

未发生明显的一致变化,印证了既有研究的观点。在

基因层面,当给予高剂量小檗碱干预后,骨骼肌中

UCP2的基因表达水平可出现明显上升,推测除了代

谢因素外,还与骨骼肌直接受到机械损伤产生明显的

破坏性变化,使机体短时间内急剧发生 UCP2的扩

增,同时也可能与小檗碱的药理作用有关,但在肾脏

中却未观察到小檗碱对 UCP2基因的明显促表达作
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用。在蛋白层面,小檗碱对UCP2蛋白的促表达作用

体现在了肾组织中,而在骨骼肌中却效果甚微。推测

可能因肾脏遭受损伤为间接方式,UCP2的蛋白表达

水平更多的是适应产能与耗能的平衡,出现了相应的

明显变化。另一方面,也可能由于UCP2在骨骼肌中

的分布较肾脏更为丰富[15],当肾脏遭受损伤时,主要

是通过增加蛋白量来增加其调节能量代谢的功能。
线粒体是哺乳动物细胞中主要的能量产生细胞

器,在细胞损伤和死亡信号传导中起着核心作用。线

粒体的功能障碍导致细胞内稳态的丧失,引起亚致死

性损伤,进一步导致细胞死亡[16]。在细胞损伤过程

中,线粒体发生了明显的碎片化趋势。在实验性AKI
中,裂变优势导致线粒体碎片化[17]。重要的是,线粒

体碎裂不仅是一种形态学变化,也是导致线粒体膜渗

漏和随后肾小管上皮细胞死亡的早期和关键过程。
本研究给予小鼠下肢骨骼肌IRI干预后,骨骼肌中

FIS1、DRP1的基因和蛋白表达均明显升高,Mfn1、

Mfn2的基因和蛋白表达均明显下降,说明骨骼肌受

到直接的创伤及之后的再灌注损伤后,其线粒体动力

学向着线粒体碎裂的方向进展,且线粒体融合趋势急

剧下降。给予小檗碱干预后,骨骼肌中4种线粒体动

力学相关蛋白均未发生明显变化,但肾脏中DRP1在

基因和蛋白的表达上都出现了明显下降,推测小檗碱

干预远端组织IRI所致肾损伤主要是通过直接或间

接的作用抑制DRP1来抵抗线粒体的分裂。因骨骼

肌受到的创伤直接且剧烈,线粒体发生了较重的破坏

性改变,抵消了基因和蛋白的表达上体现出小檗碱的

药理学作用。围绕上述结果,引入组织病理学检查进

行印证。小鼠下肢IRI干预后发现,骨骼肌细胞明显

水肿,部分细胞发生破裂、胞核萎缩,在肌细胞周围出

现炎性细胞浸润。当给予不同剂量小檗碱干预后,在
高剂量组可见细胞损伤程度明显减轻,炎性细胞浸润

情况似有缓解。而IRI干预后的肾脏标本中仅发现

肾小管细胞发生肿胀和炎性细胞浸润,未见明显的核

固缩或细胞坏死。给予小檗碱干预,肿胀情况似有减

轻,病理损伤程度小于骨骼肌细胞,推测可能与骨骼

肌遭到直接的损伤,其破坏性变化较肾脏更为剧烈,
相应的组织病理学变化更为明显,或因阻断血供和再

灌注时间较短,肾脏的继发性反应尚未体现有关。
有研究发现,小鼠肾脏UCP2表达增加可减少肾

小管细胞凋亡,改善IRI诱导的AKI[18],继续通过给

予基因或药物干预上调肾脏中UCP2的表达后,可下

调DRP1依赖的裂变,从而使线粒体分裂趋势得到限

制,肾功能明显改善,UCP2在保持线粒体完整性方面

发挥了重要作用[19]。小檗碱是一种异喹诺酮类生物

碱。关于小檗碱在肾脏疾病方向与线粒体动力学关

系的研究很少,仅提及小檗碱可抑制DRP1保护肾脏

足细胞[20],没有具体研究其可能的机制。本研究提出

了小檗碱对肾损伤的抑制作用是通过上调 UCP2来

抑制DRP1形成的假设,实验结果印证了小檗碱可上

调IRI肾损伤模型中UCP2的蛋白表达,同时,DRP1
的基因及蛋白表达均明显下降。

在小鼠模型中,小檗碱除了可明显提高UCP2
 

的

基因和蛋白水平[21]外,还能抑制组织的氧化应激损

伤[22]。活性氧簇是造成IRI中主要的伤害因素之一。
过量的活性氧簇会形成 MDA等有害过氧化产物,同
时,机体为了抵御过氧化产物的伤害,反应性生成产

生SOD、GSH等产物进行防御[23]。本研究发现,IRI
干预小鼠后,骨骼肌、肾脏中GSH、SOD明显降低,而

MDA明显上升,说明发生了明显的氧化应激反应。
给予小檗碱干预后,GSH、SOD降低和 MDA上升的

趋势得到有效缓解,但各指标在骨骼肌及肾脏中的变

化程度存在差异,推测与骨骼肌、肾脏受到的损伤程

度及反应时间有关。
综上所述,小鼠下肢受到IRI损伤后,受损部位

骨骼肌及远端器官肾脏均出现剧烈的氧化应激损伤,
线粒体动力学失衡,但受损部位骨骼肌的损伤程度高

于肾脏。给予小檗碱干预后可从病理学、氧化应激反

应上观察到骨骼肌、肾脏的损伤明显减轻,其可能的

机制是小檗碱抑制氧化还原损伤,减缓损伤发展。其

中,对肾损伤的抑制还可能与 上 调 UCP2后 抑 制

DRP1的表达从而限制线粒体分裂有关。然而,本研

究未验证小檗碱对IRI损伤的线粒体动力学调节是

否与UCP2存在密切相关性,是否存在小檗碱可直接

调节线粒体动力学相关蛋白的作用,未来尚需进一步

深入研究。
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