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甲状腺激素Ｔ３减轻小鼠再灌注肾脏炎症反应
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　　［摘要］　目的　观察甲状腺激素Ｔ３预处理对小鼠缺血再灌注（ＩＲ）肾脏白介素１０（ＩＬ１０）、内源性白介素１受体阻滞剂
（ＩＬ１Ｒａ）表达的调控及其对中性粒细胞浸润的影响，探讨 Ｔ３对ＩＲ肾脏的保护作用及可能的机制。方法　１２０只雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为４组（ｎ＝３０）：正常对照组（假手术）、单纯ＩＲ组（仅行肾脏ＩＲ）、Ｔ３＋ＩＲ组（肾脏ＩＲ前４８ｈ行Ｔ３预处

理）、ＮａＯＨ＋ＩＲ组（肾脏ＩＲ前４８ｈ注射等量０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ），建立肾脏ＩＲ模型。各组于再灌注后２４ｈ取血标本进行肾

功能检测（肌酐、尿素氮）；取肾脏标本采用ＰＡＳ染色评估肾脏组织形态学改变，髓过氧化物酶（ＭＰＯ）染色评估中性粒细胞浸

润情况；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肾脏再灌注后１、３、６、１２、２４、４８ｈ的ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ的表达。结果　再灌注后２４ｈＴ３＋ＩＲ
组血肌酐、尿素氮水平较单纯ＩＲ组降低（Ｐ＜０．０５）、肾脏损伤程度轻（Ｐ＜０．０５）；ＭＰＯ染色示Ｔ３＋ＩＲ组中性粒细胞浸润较单

纯ＩＲ组明显减少（Ｐ＜０．０５）。再灌注后１２ｈ，Ｔ３＋ＩＲ组ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ表达高于单纯ＩＲ组，并持续至再灌注后４８ｈ，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。单纯ＩＲ组和ＮａＯＨ＋ＩＲ组在上述各项指标的变化上无明显差异。结论　Ｔ３能在肾脏再灌
注的晚期阶段发挥作用，促进ＩＬ１０、ＩＬ１Ｒａ的表达，减轻中性粒细胞浸润所产生的炎症反应，改善肾功能。

　　［关键词］　三碘甲状腺原氨酸；肾；再灌注损伤；白细胞介素１０；白细胞介素１受体阻滞剂
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（４）：３６４３６７］

　　肾脏缺血再灌注（ｉｓｈｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损
伤临床较常见，如肾移植、心血管麻醉、大动脉手术
等情况下都可出现肾脏的急性或慢性损伤。ＩＲ的

形成机制十分复杂，细胞因子是参与其中的重要分
子基础，保护性细胞因子和损伤性细胞因子失平衡
是加重再灌注损伤的重要因素，白介素１０（ＩＬ１０）和
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内源性白介素１受体阻滞剂（ＩＬ１Ｒａ）在其中发挥重
要的炎症抑制作用［１］。有报道甲状腺激素能减轻心
脏［２］、肝脏［３］、神经系统［４］的ＩＲ损伤。为此，本研究
对Ｔ３预处理能否减轻肾脏ＩＲ损伤进行了观察，并
探讨了其可能的分子机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１２０只

（ＳＰＦ级，中国科学院上海实验动物中心），８～１０周

龄，体质量２３～２７ｇ。清洁环境下自由进食、饮水、

１２ｈ／１２ｈ昼夜规律，用随机数字表法将小鼠分为对

照、单纯ＩＲ、Ｔ３＋ＩＲ及ＮａＯＨ＋ＩＲ组，每组３０只。

１．２　主要试剂　３，３’５’三碘Ｌ甲状腺原氨酸（Ｓｉｇ

ｍａ公司）；过碘酸雪夫（ＰＡＳ）试剂盒、髓过氧化物酶

（ＭＰＯ）检测试剂（ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司）；ＴＲＩｚｏｌ试

剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ反转录试剂盒及

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ酶（ＴａＫａＲａ公司）。

１．３　肾脏ＩＲ模型制作与标本收集　Ｔ３＋ＩＲ组于
手术前２ｄ腹腔注射 Ｔ３（０．１ｍｇ／ｋｇ），ＮａＯＨ＋ＩＲ
组于手术前２ｄ仅注射等量０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ。１％
戊巴比妥钠（６０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠，置于带
温度控制的动物加热板（ＡＬＴＨＴＰ型，上海奥尔科
特生物科技有限公司）上，保持小鼠体温在（３７±
０．３）℃。常规消毒皮肤，取腹正中切口。为维持模型
的稳定，在参阅文献［１，５］基础上，作如下改进：（１）
测小鼠肛温并控制在３７℃左右；（２）用无损伤血管夹
（德国蛇牌钛合金微血管夹）夹闭左侧肾蒂；（３）小鼠
麻醉后，选择在体温由最高点降至３７℃时夹闭左侧
肾蒂，如此可使其体温稳定，术后苏醒快；（４）夹闭部
位紧贴肾盂，避免肾上腺动脉反流。术后双层缝合
伤口，各组均皮下给予０．４ｍｌ０．９％ＮａＣｌ溶液补充
体液。再灌注１、３、６、１２、２４、４８ｈ后处死小鼠（各时
间点５只），切取左肾，剖成两半，一半留作病理检
查，另一半置入液氮中待做ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。

１．４　肾功能检测　再灌注后２４ｈ再次用少量戊巴
比妥钠溶液麻醉小鼠，腹主动脉采血。血液样本室
温静置２ｈ后分离血清，用ＳｉｅｍｅｎｓＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ
ＤｉｍｅｎｓｉｏｎＸｐａｎｄ自动生化分析仪测定小鼠血清肌
酐（Ｓｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）水平。

１．５　肾组织病理学检查及损伤评估　１０％中性甲
醛溶液固定肾组织，脱水后用石蜡包埋，切片厚度为５

μｍ，进行ＰＡＳ染色，显微镜下观察肾脏病理改变。对
出现的中性粒细胞浸润、异型细胞核、小管上皮细胞
形态及管型等进行评估，评定肾脏损伤情况［６７］。评
定结果分０～３级：０级，无损伤（＜７分）；１级，轻度损

伤（８～１５分）；２级，中度损伤（１６～２３分）；３级，重度
损伤（＞２３分）。每只小鼠切片至少随机选择３个肾
皮髓交界处视野（×２００）。此外，采用免疫组织化学方
法对小鼠肾组织标本进行 ＭＰＯ染色。褐色或咖啡色
为阳性染色。计数阳性颗粒，每个切片随机选取至少

３个无重叠视野（×２００），根据阳性颗粒平均数评估中
性粒细胞浸润程度。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ 表
达　取冻存肾组织约５０ｍｇ，匀浆后用ＴＲＩｚｏｌ法提取
总ＲＮＡ。用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ反转录试剂盒反转录合成

ｃＤＮＡ。采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料法行实时定量

ＰＣＲ反应。反应体系２５μｌ，包括Ｔａｑ酶１２．５μｌ。反
应条件：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ，循环４０次。
采用相对定量法定量靶基因，以βａｃｔｉｎ为参照，计算
待测基因ｍＲＮＡ相对表达量，实验重复３次。引物由

ＴａＫａＲａ公司设计及提供，序列（５′→３′）为：ＩＬ１０，正
义ＣＴＣＴＧＡＴＡＣＣＴＣＡＧＴＴＣＣＣＡＴ ＴＣＴＡ，反
义ＡＡＡＴＡＡＣＡＡＡＣＴＧＧＴＣＡＣＡＧＣＴＴＴＣ；ＩＬ
１Ｒａ，正义ＣＧＡＣＣＣＴＣＴＧＧＧＡＧＡＡＡＡＴＣ，反义

ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＴＡ ＧＡＡＴＴＴＧ；βａｃ
ｔｉｎ，正义ＣＡＴＣＣＧＴＡＡ ＡＧＡＣＣＴＣＴＡ ＴＧＣＣＡＡ
Ｃ，反义ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
分析，数据用珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验和方
差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肾功能检测结果　各组再灌注后２４ｈ，单纯

ＩＲ组小鼠血肌酐、尿素氮水平明显高于 Ｔ３＋ＩＲ组
（Ｐ＜０．０５），而与 ＮａＯＨ＋ＩＲ组比较差异无统计学
意义 （Ｐ＞０．０５，图１）。

图１　肾功能检测结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＯＨｉｓ０．１ ｍｏｌ／Ｌ．
Ｐ＜０．０５ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　肾组织病理学检查及损伤评估　再灌注２４ｈ
肾脏ＰＡＳ染色结果见图２Ａ。正常肾脏可见肾小球
结构清晰，肾小管结构完整，皮髓质分界清晰，无坏
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死凋亡细胞，无管型形成及炎症细胞浸润。单纯ＩＲ
组和ＮａＯＨ＋ＩＲ组皮髓交界处可见大片坏死和出
血，高倍镜下观察可见肾小管上皮细胞大量异型核
形成，伴严重的细胞凋亡和坏死；肾集合管上皮细胞

空泡样变，管腔内可见透明管型和坏死细胞，肾间质
可见灶状出血。Ｔ３＋ＩＲ组则组织损伤明显减轻，仅
见少量出血坏死区，管型和坏死细胞明显减少，组织
结构基本完整。

图２　各组肾组织ＰＡＳ、ＭＰＯ染色结果

Ｆｉｇ２　ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＭＰＯｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．ＡＤ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ；ＥＨ：ＭＰＯｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａ，Ｅ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｆ：ＩＲｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｇ：Ｔ３＋ＩＲｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｈ：ＮａＯＨ
（０．１ｍｏｌ／Ｌ）＋ＩＲｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　肾脏再灌注后２４ｈ，各组 ＭＰＯ染色结果见图

２Ｂ。正常肾脏管腔及间质内几乎无中性粒细胞阳性
染色；单纯ＩＲ组、ＮａＯＨ＋ＩＲ组肾小管管腔周围出
现明显的棕褐色颗粒团块，中性粒细胞浸润程度分
别为２．２０±０．２０和２．２０±０．１８；Ｔ３＋ＩＲ组阳性染色
细胞较ＩＲ 组明显减少（浸润程度１．１０±０．１５，

Ｐ＜０．０５）。单纯ＩＲ组与ＮａＯＨ＋ＩＲ组之间肾损伤评
分差异无统计学意义（１９．２４±０．９１ｖｓ１８．９±０．９３，

Ｐ＞０．０５）；而Ｔ３＋ＩＲ组与单纯ＩＲ组比较差异有统计
学意义（１２．４７±０．８６ｖｓ１９．２４±０．９１，Ｐ＜０．０５）。

２．３　Ｔ３对再灌注肾脏ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ表达的

影响　再灌注后１ｈ，单纯ＩＲ组和Ｔ３＋ＩＲ组ＩＬ１０、

ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ的表达均开始增强；再灌注１２ｈ时

Ｔ３＋ＩＲ组表达量开始大于单纯ＩＲ组，并持续至再

灌注后４８ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达量在两组间的差异较ＩＬ１ＲａｍＲ

ＮＡ大。６个时间点的ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ表达量

在ＮａＯＨ＋ＩＲ组和单纯ＩＲ组之间的差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　本实验显示，相对于单纯ＩＲ组，Ｔ３＋ＩＲ组肌酐
水平明显降低（Ｐ＜０．０５）、病理损伤明显减轻（Ｐ＜
０．０５），表明 Ｔ３能减轻肾脏ＩＲ损伤，与已报道的结
果［８］一致。近几年来，关于Ｔ３预处理减轻器官或者

图３　再灌注后各组ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩＬ１０ａｎｄＩＬ１ＲａｍＲＮＡ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

细胞ＩＲ损伤的研究报道逐渐增多，其减轻器官ＩＲ
损伤的主要机制可能是：（１）在肝脏，Ｔ３促进肝细胞
和Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞增殖，增加细胞氧耗量，大量产生活
性氧族（ＲＯＳ），激活 ＮＦκＢ，使细胞因子 ＴＮＦα、

ＩＬ１、ＩＬ６大量表达，肝脏的抗氧化能力同时得到加
强，造成氧化应激反应［９］；（２）在心肌，Ｔ３通过应激性
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激酶激活心肌ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通道，保护心肌细胞；
使小分子热休克蛋白大量表达，维持心肌细胞骨架
结构的完整；Ｔ３调控缺血性心肌细胞重构；Ｔ３使心肌
收缩蛋白合成增加［１０］；（３）在肾脏，Ｔ３通过诱导 ＨＯ
１大量表达，发挥保护作用［１１］。

　　细胞因子在ＩＲ损伤的发生发展中起重要的调
节作用。ＩＬ１０是公认的介导免疫抑制的细胞因子，
可抑制多种免疫细胞的活性，减少炎症介质的产
生［１２］。它以非共价结合的同源二聚体形式发挥效
应，几乎所有的淋巴细胞均可合成。ＩＬ１在再灌注
的早期阶段大量释放，与受体结合后激活ＮＦκＢ，能
引起黏附分子和前炎症因子的大量表达，促进中性
粒细胞浸润，从而加重再灌注组织炎症损伤［１３］，另
外，ＩＬ１可影响ｂａｘ和ｂａｌ２的表达，引起内皮细胞
和肾小管上皮细胞凋亡［６］。因此内源性或重组的

ＩＬ１Ｒａ可明显减轻器官的ＩＲ损伤［１４］。

　　机体固有免疫和适应性免疫都参与肾脏ＩＲ损
伤的形成［１５］，肾脏ＩＲ时毛细血管内皮细胞受损造成
通透性增强、大量表达黏附分子，促进中性粒细胞浸
润，导致炎症反应失控，造成明显的器官损伤。此
外，巨噬细胞、Ｂ细胞、ＣＤ４＋ Ｔ细胞、细胞毒性Ｔ细
胞等都参与ＩＲ损伤的病理变化［１６］。这些免疫细胞
所释放的细胞因子彼此间可相互拮抗，形成复杂的
网络，影响ＩＲ损伤的发展和最终结局［１７］。

　　在再灌注早期阶段（＜１２ｈ），我们发现ＩＬ１０、

ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ的表达水平在单纯ＩＲ组、Ｔ３＋ＩＲ组
和ＮａＯＨ＋ＩＲ组间未出现明显差别，可能的原因是：
在早期阶段，中性粒细胞、巨噬细胞、单核细胞等固
有免疫细胞起主导作用，这些细胞通过释放大量的
酶类和炎症因子，溶解吸收凋亡坏死的细胞和组织
碎片，并引起强烈的炎症反应，加之ＩＬ１和ＴＮＦ的
抑制作用，故ＩＬ１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ的表达处于较低
水平。而在晚期阶段，细胞和组织处于修复期，适应
性免疫细胞———Ｔｈ细胞、Ｂ细胞等参与其中，重新调
控细胞因子的分布格局。机体其他器官在应激状态
下分泌的细胞因子也可以发挥重要的调节作用。ＩＬ
１０、ＩＬ１ＲａｍＲＮＡ在Ｔ３预处理组的表达在１２ｈ后
才与其他两组间的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），故
推测Ｔ３主要作用于再灌注的晚期阶段。此外，Ｔ３预处
理组ＩＬ１０、ＩＬ１Ｒａ的高表达与再灌注时减轻的中性
细胞浸润明显相关。至于Ｔ３激活何种靶细胞，还需要
进一步深入研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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