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重组人促红细胞生成素促进小鼠缺血再灌注损伤肾脏ＨＯ１表达
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２．广东省第二人民医院器官移植中心，广州５１０３１７

　　［摘要］　目的　观察重组人促红细胞生成素（ｒｈＥＰＯ）对小鼠缺血再灌注损伤（ＩＲ）肾脏血红素加氧酶１（ＨＯ１）ｍＲＮＡ
表达的影响，探讨ｒｈＥＰＯ对ＩＲ的保护作用。方法　９０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为３组：假手术组（ｎ＝３０）、ＩＲ组（ｎ＝３０）
及ｒｈＥＰＯ干预组（ｎ＝３０），分别于再灌注１、２、３、６、２４、４８ｈ处死小鼠取相应标本，处死前留血标本进行肾功能检测（血肌酐），

采用ＰＡＳ染色评估肾组织形态学改变、ＴＵＮＥＬ染色分析并比较各组凋亡细胞数量的变化，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肾脏组织中

ＨＯ１、白细胞介素６（ＩＬ６）ｍＲＮＡ表达。结果　再灌注３、６、２４ｈ，ｒｈＥＰＯ干预组 ＨＯ１ｍＲＮＡ表达高于ＩＲ组，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；再灌注６、２４、４８ｈｒｈＥＰＯ干预组ＩＬ６ｍＲＮＡ表达低于ＩＲ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｒｈＥＰＯ干预

组２４ｈ血肌酐含量与ＩＲ组相比降低（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＥＰＯ干预组肾脏病变与ＩＲ组比较减轻。ＴＵＮＥＬ染色示：与假手术组相

比，ＩＲ组凋亡细胞数量增多（Ｐ＜０．０５），ｒｈＥＰＯ处理后凋亡细胞数量少于ＩＲ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ｒｈＥＰＯ可能通过促进ＩＲ
小鼠肾脏 ＨＯ１表达对抗缺血再灌注损伤，减轻炎症损伤，改善肾功能。

　　［关键词］　再灌注损伤；缺血；肾；红细胞生成素；血红素加氧酶
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（２）：１５５１５９］

　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤是
器官移植中不可避免的损伤，可导致移植物功能延

迟恢复（ｄｅｌａｙｅｄｇｒａｆｔｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＤＧＦ），甚至功能丧
失。供肾摘除前和摘除过程中，经历了短暂的热缺
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血阶段，随后的低温保存过程中，供肾又经历了冷缺
血阶段，直到移植后在受者体内恢复血流灌注，导致
缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）［１２］。ＩＲＩ不仅影响到移植肾
早期功能的恢复，而且关系到移植肾的长期存活
率［１］。因此，减轻缺血再灌注损伤对移植肾的影响，
提高其长期存活率是肾移植领域的研究热点之一。

　　促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）不仅能
改善和纠正贫血，还能显著减轻肾脏ＩＲＩ，保护肾脏
结构和功能［２］。因此，本实验拟通过建立小鼠肾缺
血再灌注损伤模型，观察ＥＰＯ对急性肾缺血再灌注
损伤的保护作用，并探讨其可能的保护机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　重组人促红细胞生成素（麒麟鲲鹏
生物药业有限公司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 及 ＳＹＢＲ○Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ公司）。ＴＵＮＥＬ检测试
剂盒（ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司）。

１．２　实验动物及分组　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠９０只，

１８～２５ｇ（ＳＰＦ级，中国科学院上海实验动物中心），于
无特殊病原体（ＳＰＦ）级环境饲养，自由进食、饮水。根
据实验设计，用随机数字表法将小鼠分为假手术
（Ｓｈａｍ）组、缺血再灌注（ＩＲ）损伤组、重组人促红细胞
生成素（ｒｈＥＰＯ）干预＋ＩＲ组，每组随机分配３０只小
鼠。

１．３　模型制作与标本收集　１％戊巴比妥钠（６０
ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠，置于带有温度控制的动
物加热板上，维持小鼠体温在（３６±０．３）℃，常规消
毒皮肤，取腹正中切口，钝性分离双侧肾蒂，切除右
侧肾脏后，无创动脉夹持续夹闭左侧肾蒂造成肾脏
缺血，肾脏颜色由鲜红色逐渐转为暗紫色，持续夹闭

２０ｍｉｎ后松开动脉夹，恢复血流，肾脏颜色由暗紫色
逐渐转为鲜红色，表明再灌注成功，双层缝合伤口。
假手术组只分离肾蒂，切除右侧肾脏后，未夹闭左侧
肾蒂，关腹。ｒｈＥＰＯ干预组为夹闭左侧肾蒂前５ｍｉｎ
腹腔注射ｒｈＥＰＯ５０００ＩＵ／ｋｇ。各组术后均皮下给
予０．４ｍｌ０．９％氯化钠溶液补充体液。再灌注１、２、

３、６、２４、４８ｈ后处死小鼠（每个时间点５只），切取左
肾，剖成两半，一半留作病理，另一半置入液氮中做

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ用。

１．４　肾功能检测　小鼠再灌注１、６、２４ｈ后再次麻醉
并处死，获取腹主动脉血。血液样本室温静置２ｈ后
分离 血 清，采 用 ＳｉｅｍｅｎｓＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇＤｉｍｅｎｓｉｏｎ
Ｘｐａｎｄ自动生化分析仪测定小鼠血清肌酐（Ｓｃｒ）水平。

１．５　肾组织学观察及定量分析　１０％中性甲醛固
定肾组织，脱水后进行石蜡包埋，切片厚度为５μｍ，

进行ＰＡＳ染色，显微镜下观察肾脏病理改变。对出
现的肾小管上皮细胞坏死、肾小管扩张、刷状缘脱
落、管型的百分数进行半定量计数评估损伤程度，评
分如下，０分：正常；１分：小于２５％的损伤改变；

３分：损伤占标本的５０％～７５％；４分：损伤大于

７５％［３］。每只小鼠肾组织至少随机选择３个无重叠
视野（×２００），分数越高代表损伤程度越重。

１．６　ＴＵＮＥＬ染色分析细胞凋亡　取部分保存的
肾脏组织，石蜡包埋切片后，按照ＴＵＮＥＬ检测试剂
盒说明操作，光学显微镜下观察。阳性染色结果为
细胞核呈棕黄色或棕褐色。凋亡细胞定量：每只小
鼠肾组织至少随机选择３个无重叠视野（×２００），根
据平均计数凋亡细胞数来评判细胞凋亡程度。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测血红素加氧酶１（ＨＯ１）、ＩＬ６
ｍＲＮＡ表达　取冻存肾组织约５０ｍｇ，匀浆机匀浆
后，ＴＲＩｚｏｌ法提取肾组织总 ＲＮＡ，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ。实时荧
光相对定量ＰＣＲ：采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料法行
实时定量ＰＣＲ反应。反应体系２５μｌ，包括ＳＹＢＲ

○Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１２．５μｌ；１０μｍｏｌ／Ｌ引物各０．５

μｌ；模板１μｌ加双蒸水至２５μｌ。反应条件：第一步

９５℃３０ｓ，第二步以９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ循环４０次。
靶基因的定量分析采用相对定量法，利用监测得到
的Ｃｔ值和计算得到的扩增效率，以βａｃｔｉｎ为参照，
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，序列见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓ（５′→３′）

ＨＯ１ Ｓｅｎｓｅ：ＴＧＣＡＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＡＧＧ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＧＧＡＴＧＡＧＣＴＡＧＴＧＣＴＧＡＴＣＴＧＧ

ＩＬ６ Ｓｅｎｓｅ：ＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣＴＴＡ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＴＡＣ

βａｃｔｉｎＳｅｎｓｅ：ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进
行统计分析，各数据采用珚ｘ±ｓ表示，两组间比较用ｔ
检验、方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　模型建立情况　所有实验小鼠均于术后７０
ｍｉｎ内清醒，２ｈ内进水。实验小鼠术后存活率

１００％，未出现腹腔感染等情况。

２．２　血浆肌酐水平检测　各组小鼠再灌注１、６、

２４ｈ血肌酐水平见图１。ＩＲ组小鼠再灌注２４ｈ血肌
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酐水平明显高于假手术组及ｒｈＥＰＯ干预组（均Ｐ＜
０．０５）。与ＩＲ组相比，ｒｈＥＰＯ干预组再灌注２４ｈ血
肌酐明显降低（Ｐ＜０．０５），而１ｈ和６ｈＩＲ组与

ｒｈＥＰＯ干预组差异无统计学意义。

图１　各组血肌酐水平检测结果

Ｆｉｇ１　Ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｂｌｏｏｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅａｎａｌｙｓｉｓｉｎｍｉｃｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．３　肾组织病理学检测　再灌注２４ｈ肾组织ＰＡＳ
染色结果（图２）：ＩＲ组肾脏病理变化明显，皮髓交界
处可见大片状坏死和出血。高倍镜观察可见广泛的
肾小管上皮细胞坏死，小管腔内有管型形成，有炎症
细胞浸润。肾集合管上皮细胞空泡变性和坏死，腔
内可见管型和坏死脱落的细胞，肾间质血管高度扩
张充血，可见灶性出血。假手术组示病理结构基本
正常。ｒｈＥＰＯ干预组与ＩＲ组相比损伤程度减轻，大
片坏死区明显减少，仅见局灶性小管坏死，很少见管
型和坏死细胞，间质充血、出血明显减轻。

２．４　肾脏组织病理学半定量评分　组织病理学评
分结果表明：经缺血２０ｍｉｎ再灌注２４ｈ，ＩＲ组为
（２．７±０．５３）分，ｒｈＥＰＯ干预组为（１．８±０．５４）分，假
手术组为０分，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　ＰＡＳ染色观察各组小鼠肾组织损伤情况

Ｆｉｇ２　ＲｅｎａｌｈｉｓｔｏｌｏｇｙｉｎｊｕｒｙｏｆｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｂｙＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＩＲｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｒｈＥＰＯ＋ＩＲｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．５　ＴＵＮＥＬ 染色评估２４ｈ各组细胞凋亡情
况　染色分析显示（图３）：假手术组、ＩＲ组和ＥＰＯ
干预组再灌注２４ｈ平均凋亡细胞数为每视野（１±
１）、（６３±１５）、（１５±４）个；统计分析显示，ＩＲ组凋亡

细胞数多于假手术组及 ＥＰＯ干预组（Ｐ＜０．０５），
ＥＰＯ干预可以减少肾ＩＲ损伤组织中凋亡细胞的数
量，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＴＵＮＥＬ染色观察各组小鼠肾组织中的凋亡细胞

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｂｙＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＩＲｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｒｈＥＰＯ＋ＩＲｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．６　ｒｈＥＰＯ对肾组织 ＨＯ１ｍＲＮＡ及ＩＬ６ｍＲＮＡ
动态表达的影响　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果（图４）显示：

ＨＯ１ｍＲＮＡ表达于再灌注后开始上升，并于再灌注

３ｈｒｈＥＰＯ干预组与ＩＲ组出现统计学差异（Ｐ＜

０．０５），于２４ｈ达到峰值，４８ｈ开始下降。ＩＬ６ｍＲＮＡ
同样在再灌注后表达增高，６ｈ组间出现明显差异，２４
ｈＩＲ组达到峰值，ｒｈＥＰＯ干预组表达最低；４８ｈＩＲ组
开始下降，ｒｈＥＰＯ干预组开始升高（Ｐ＜０．０５）。
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图４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肾组织缺血再灌注后

ＨＯ１、ＩＬ６ｍＲＮＡ的动态表达

Ｆｉｇ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＨＯ１ａｎｄＩＬ６ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｒｅｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ｐ＜０．０５ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＩＲ是引起急性肾功能衰竭（ＡＲＦ）的重要原因
之一，如何防治肾脏急性ＩＲ是临床上迫切需要解决
的问题。本实验通过建立小鼠ＡＲＦ模型，从大体观
察肾脏缺血再灌注过程：ＩＲ组小鼠出现血肌酐升高
等肾功能受损表现；肾组织病理切片可见ＩＲ组小鼠
肾小管上皮细胞坏死、脱落，提示ＩＲ是急性肾小管
坏死及进一步导致急性肾功能衰竭的诱因之一。而
细胞凋亡是肾脏在缺血再灌注后细胞死亡的主要机

制，ＩＲ组凋亡细胞数量明显多于假手术组及ＥＰＯ
干预组，减少凋亡可能会逆转过度凋亡导致的相应
组织病理学变化，促进肾小管上皮细胞再生。
ｒｈＥＰＯ干预后ＩＲ组肾功能损害程度有所减轻，提示

ｒｈＥＰＯ可能部分对抗肾脏缺血再灌注损伤。

　　ＥＰＯ是一种糖基化蛋白质激素，大约９０％的是
由肾脏近曲小管附近的细胞合成和分泌，它的基本
生理功能是刺激骨髓红细胞的生成和释放［４］。ＥＰＯ
除了通过促使红系祖细胞增生、分化来调节红细胞
生成外，还有许多非造血作用，如抗凋亡、抑制炎症
因子释放、促进血管生成。目前临床上主要用ＥＰＯ
治疗肾性贫血［５］及肿瘤等各种慢性疾患所导致的贫

血。近年来研究发现ＥＰＯ对抗组织器官缺血再灌
注损伤方面效果显著。这些研究主要集中于脑［６］、
心脏［７］、肝脏［８］等器官组织，而关于ＥＰＯ对肾脏ＩＲＩ
保护作用的研究较少。

　　ＨＯ１是哺乳动物细胞内普遍存在的酶，是血

红素代谢的限速酶，可以催化血红素生成胆红素、游
离铁和一氧化碳（ＣＯ）。近年来的研究表明，生成的
胆红素能清除活性氧，而被认为是内源性抗氧化剂，
可以增强细胞抗氧化损伤的能力。游离铁能诱导铁
蛋白的合成，后者可减少活性氧的产生。ＣＯ能激活
血管平滑肌细胞的可溶性鸟苷酸环化酶（ｓＧＣ）使细
胞内环鸟苷酸（ｃＧＭＰ）浓度升高引起血管平滑肌舒
张［９］。此外，ＣＯ还具有抑制血小板聚集的作用。低
浓度的ＣＯ能有效地抑制由脂多糖介导的前炎症细
胞因子，如ＴＮＦα、ＩＬ６和抗炎因子ＩＬ１０的表达升
高。ＨＯ１还可以通过上调细胞周期抑制蛋白ｐ２１
来影响肾小管上皮细胞周期调整的能力从而防御细

胞凋亡［１０］，也可以通过阻止细胞自我吞噬来减轻肾
小管损伤［１１］。关于ＥＰＯ与ＨＯ１的关系，现有研究
发现ＥＰＯ在脑、心脏缺血性损伤中通过ＥＲＫ（细胞
外调节蛋白激酶）通路发挥保护作用［１２１３］，ＥＲＫ可
通过Ｎｒｔ２（神经紧张素受体２）上调 ＨＯ１［１４］，很多
抗氧化物能够在氧化应激导致的损伤中通过ＥＲＫ／

Ｎｒｔ２途径上调 ＨＯ１的表达来发挥保护作用［１５１７］。

Ｊａｎｕｓ激酶２（ＪＡＫ２）的激活在其中也可能发挥一定
的作用。ＥＰＯ能够磷酸化激活ＪＡＫ２的主要区域，
当与ＥＰＯ结合后，形成二聚体，ＪＡＫ２发生自体磷
酸化，受体激活。ＪＡＫ２激活后，可导致几种下游转
导途径，包括促分裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＭＡＰＫｓ）、磷脂酰肌醇３激酶
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｓ，ＰＩ３Ｋ）、信号转导子
和转录激活子５（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓ
ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ５，ＳＴＡＴ５）等的磷酸化［１８］。这些
都提示ＥＰＯ可能通过ＥＲＫ通路来上调 ＨＯ１的表
达。

　　ＩＬ６是急性炎症反应最重要的介质之一，参与
了炎症时多种细胞活动：细胞增殖、分化和凋亡等。
与其他组织细胞相比，肾小管上皮细胞表达较高水
平的ＩＬ６受体，ＩＬ６与其受体结合后活化Ｊａｎｕｓ激
酶／信号转导子和转录激活子（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）信号通
路，促进凋亡相关分子ｃａｓｐａｓｅ１及ｃａｓｐａｓｅ３表达
升高，进而诱导肾小管上皮细胞凋亡，其他的如中性
粒细胞、巨噬细胞和部分Ｔ淋巴细胞亚群等也表达

ＩＬ６受体，再灌注时大量内源性ＩＬ６与受体结合后
活化此类免疫细胞，促进其向炎症部位聚集，进而加
重组织损伤［１９］。临床研究也发现，细胞因子ＩＬ６等
对肾脏ＩＲ损伤有明显的加重作用［２０２１］。而我们研
究发现经过ｒｈＥＰＯ干预后的小鼠ＩＬ６ｍＲＮＡ表达
水平下降，提示ＥＰＯ处理后可能抑制ＩＬ６表达对
抗肾脏缺血再灌注损伤，而这一过程 ＨＯ１可能参
与其中［２２］。

　　再灌注早期，ｒｈＥＰＯ未能显示出其肾保护作
用，可能与其调节 ＨＯ１ｍＲＮＡ合成有关。ｒｈＥＰＯ
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干预组中 ＨＯ１ｍＲＮＡ３ｈ时已出现表达增高，但
可能受蛋白质合成等多种因素影响，尚未及时合成。

６ｈ时ＩＬ６ｍＲＮＡ出现再灌注后的第１次峰值，此
后持续下降直到２４ｈ，这与６ｈ时ｒｈＥＰＯ干预组肌
酐未见减轻结果相一致。当再灌注２４ｈ时，ＨＯ１
ｍＲＮＡ表达达到顶峰，而ＩＬ６ｍＲＮＡ为谷底，说明

ｒｈＥＰＯ在再灌注２４ｈ时抗肾ＩＲＩ的效果达到最大。
考虑ｒｈＥＰＯ的保护作用２４ｈ已开始下降，是否可
以进行多次间隔给药，减缓 ＨＯ１表达下降趋势，从
而对肾组织提供更长时间保护，还有待进一步研究。

　　有关ＥＰＯ减轻肾ＩＲＩ的研究尚处于体外试验
及动物实验阶段，相信随着研究不断深入及ＥＰＯ对
缺血／缺氧损伤器官保护作用机制的进一步阐明，

ＥＰＯ必将在器官移植领域发挥更大的作用。
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