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雷帕霉素对缺血再灌注大鼠肾小管上皮细胞凋亡的抑制作用
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蛋白表达的影响&方法
!

将
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大鼠随机

分为
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组)假手术组$手术组和药物组&采用
AV

染色分析肾组织病理损伤程度!电镜观察再灌注
&#M

的肾组织超微结构!免疫

组化
+';!

法检测
;5O:&

$
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蛋白表达的变化&结果
!
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蛋白在假手术组呈阴性表达'手术组再灌注
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有少量表达!再灌注
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呈阳性表达!以
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时达高峰"
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%!主要表达在皮质肾小管'药物组肾组织
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蛋白水平显著低于手术组"

I

$
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蛋白在假手术组呈弱阳性表达'手术组再灌注
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有少量表达!再灌注
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呈阳性表达!

#9M

达高峰"
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%!以皮质肾小管表达为主'药物组肾组织
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蛋白水平显著高于手术组"
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染色可见手术组肾小管上皮细胞

有不同程度的片状坏死灶!肾小管中可见大量死亡脱落细胞残留物质'药物组肾组织损伤明显减轻&再灌注
&#M

的肾组织超微

结构显示!手术组肾小管管腔被大量坏死脱落的细胞碎片堵塞!上皮细胞胞浆内脂滴堆积'药物组肾组织损伤明显减轻&结论
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可能通过下调
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$上调
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蛋白表达水平!减轻肾缺血再灌注损伤&

关键词)再灌注损伤'西罗莫司'细胞凋亡'

c=<

'

;5O:&

'超微结构

E?4

!

F$G%BHB

"

I

G4<<8GFHJF:9%#9G&$FFG$&G$$D

文献标识码#

'

文章编号#

FHJF:9%#9

"

&$FF

%

$&:$FFD:$%

!""#$%&">K=&*L$26&

#

M,-

'

(&%#)*#/

'

(#--)&*)*(#*,2)-$4#5),6(#

'

#("1-)&*)*

<

1(

8

&"(,%-

/01#

$

A0+&#4)#

$

F

#

-)+*"#

&

#

C+*"#

$6

"#

$

F

#

/0&#

$

'"

F

#

51#

$

'"#

F

$

FL51

6

&78.1#8)

9

E7)D)

$=

#

801O"

9

80I1)

6

D1R;C);

6

"8&D)

9

A01#

$

4+

#

2"30+&#HFFF%$

#

A0"#&

&

&L51

6

&78.1#8)

9

E7)D)

$=

#

801O"7;8M

99

"D"&814C);

6

"8&D

#

A0)#

$G

"#

$

!14"3&DE#"F17;"8

=

#

A0)#

$G

"#

$

#$$$FH

#

A0"#&

%

:9-%(,$%

!

;9

<

#$%)7#

!

C?48K6<74

L

=767M66NN657?NY(,?8;5O:&

#

c=<

@

3?76486"

@

36<<4?8=7E4NN636874<5M614=:36

@

63N><4?8

@

?487<G

=#%4&3-

!

'5>764<5M6145368=O48

I

>3

2

1?E6OT=<6<7=QO4<M6E

$

657?14b634

L

M7R4E86

2

#

#D148?NO6N7368=O4<5M614==8E36

@

63N><4?8N?3

$

#

&#

#

#9

#

J&M

%

Gc4N7

2

N?>38?31=O1=O6P4<7=33=7<T6363=8E?1O

2

E4K4E6E487?%

L

3?>

@

<

!

<M=1:?

@

63=76E

L

3?>

@

$

<M=1

#

T47M?>7368=O

4<5M614=

%#

4<5M614=:36

@

63N><4?8

L

3?>

@

$

XY

#

T47M?>7Y(,

%#

Y(,=8E4<5M614=:36

@

63N><4?8

L

3?>

@

$

Y(,aXY

%

G(=7M?1?3

@

M?O?

L

45=O

5M=8

L

6<?N368=O4<5M614=:36

@

63N><4?848

I

>3

2

T636?Q<63K6EQ

2

AV<7=48

#

368=O>M3=<73>57>36T63616=<>36E=8E+';!411>8?M4<:

7?5M6145=O167M?E<T636><6E7?E676577M65M=8

L

6<?N6"

@

36<<4?8?N;5O:&

#

c=<G>#-12%-

!

;5O:&=8Ec=<5?856873=74?8T636<4

L

84N4:

5=87O

2

M4

L

M6348XY

L

3?>

@

7M=87M?<648<M=1

L

3?>

@

G'<5?1

@

=36ET47MXY

L

3?>

@

#

;5O:&6"

@

36<<4?848536=<6E=8Ec=<6"

@

36<<4?8E6:

536=<6E<4

L

84N45=87O

2

48Y(,aXY

L

3?>

@

GX8XY

L

3?>

@

O?5=O8653?<4<T=<N?>8EQ

2

AV<7=48GTM4O6<414O=35M=8

L

6<T636<5=356O

2

K4<4:

QO648Y(,aXY

L

3?>

@

GCM6368=O>M3=<73>57>36T=<

L

36=7O

2

48

I

>36E48XY

L

3?>

@

#

16=8TM4O6

#

47T=<?QK4?><O

2

=16O4?3=76E48Y(,a

XY

L

3?>

@

G.&*$21-)&*

!

Y(,M=<<4

L

84N45=876NN657?87M6>

@

:36

L

>O=74?8?N;5O:&=8EE?T8:36

L

>O=74?8?Nc=<6"

@

36<<4?848368=O4<:

5M614=:36

@

63N><4?848

I

>3

2

G

?#

8

@&(3-

!

36

@

63N><4?848

I

>3

2

&

<43?O41><

&

=

@

?

@

7?<4<

&

c=<

&

;5O:&

&

>M3=<73>57>36

!!

雷帕霉素$

3=

@

=1

2

548

#

Y(,

%又名西罗莫司是
&$

世纪
J$

年代初#由加拿大
'
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63<7

研究所从放线菌培养液中分离出来

的大环内酯类抗生素(近年来研究证明它是一种强有力的免

疫抑制剂#其免疫作用较环孢素
'

强
F$$

倍左右#并已广泛应

用于肾移植中(肾缺血再灌注损伤是导致急性肾小管坏死和

肾移植失败的重要因素(越来越多的研究表明#肾缺血再灌注

损伤引起的细胞凋亡是缺血再灌注致肾损害的重要环节之

一)

F
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(因此#抑制细胞凋亡的发生对肾缺血再灌注损伤的防治

具有重要的临床意义(有资料表明
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能抑制细胞凋亡的

发生(
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和
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%是重要的凋亡相关基

因)
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(本研究通过复制大鼠肾缺血再灌注损伤模型#研究
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对大鼠缺血再灌注肾
c=<

'

;5O:&

蛋白表达的影响以及对

再灌注
&#M

的肾组织超微结构的影响#探讨
Y(,

对肾缺血再

灌注的保护作用及其机制(
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材料与方法

AGA

!

主要试验药物与试剂
!
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由中国华北制药集团新药

研究开发有限责任公司提供#批准文号!

&$$&A0$&DB

#口服液#

规格
F1

L

"
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(兔多抗
c=<

由北京博奥森生物技术有限公司

提供#兔多抗
;5O:&

'即用型
+';!

法免疫组化试剂盒
+'F$&&

'

二氨基联苯胺$

-';

%显色液均由武汉博士德生物工程有限公

司提供(

AGB

!

试验动物与分组
!
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雄性大鼠#体质量
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(

&D$
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#由重庆医科大学实验动物中心提供(随机分成假手术

组$

<M=1

%'手术组$

XY

%和药物组$

Y(,aXY

%(手术组和药物

组又按缺血再灌注时间分为再灌注后
$
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J&M

等
#

个观

察时间点#每个观察时间点
H

只(

AGC

!

动物模型的建立与用药
!

参照以往方法建立肾缺血再灌

注损伤模型)
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F$̂

水合氯醛$

%10

"

R

L

%腹腔注射#麻醉后作

腹部正中切口#切除右侧肾#分离左肾动脉#保护好输尿管#靠

近肾门处用无创动脉夹夹闭肾动脉(肾脏颜色发白即可确认

肾脏血流阻断(假手术组分离左肾动脉后不阻断血流#进行两

次开腹#其间隔时间约
#D148

(假手术组'手术组于术前灌胃

给予等量生理盐水#以做阴性对照(药物组于术前灌胃给药

Y(,%E

#剂量为
#1

L

,

R

L

[F

,

E

[F

#并于术前
&M

灌胃#术后

给药至各个观察时间点(腹腔内保留林格液
&$10

"

R

L

#关闭

腹腔(缺血
#D148

后#再次打开腹腔#显露肾脏#松开动脉夹#
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肾脏由苍白变为红润可确认肾脏血流恢复#缝合切口(分别再

灌注
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#即为本试验的肾缺血再灌注损伤模型(
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染色的组织学检查
!

取上述动物模型肾组织#用
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多聚甲醛固定#石蜡包埋#切成
%
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厚的切片#

AV

染色#用普

通光镜观察各组肾脏组织病理学变化情况(

AGE

!

再灌注
&#M

的肾组织超微结构观察
!

取再灌注
&#M

大

鼠左肾迅速固定于
&GD̂

戊二醛磷酸缓冲液中备用#送重庆医

科大学电镜室行透射电镜$

V,

#日立
A:JD$$

%检查#观察肾组

织超微结构的变化(

AGF

!

免疫组化检测
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和
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的表达
!

取上述石蜡切片#

常规脱蜡至水(严格按
+';!

法免疫组化试剂盒操作#每张切

片随机采集
F$

个无重叠高倍视野$

_#$$

%#输入医学图像分析

系统进行图像处理(检测
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表达的平均光密度值#并

计数阳性细胞数及细胞总数#计算阳性表达率(阳性表达率

$
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阳性细胞数"视野所有细胞总数
_
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#所有视野均在同一光强度下检测(

AGG

!

统计学处理
!

采用
+(++F%G$$

统计软件进行分析#数据

均以
HZ;

表示#多组间均数比较采用单因素方差分析#以
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$
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为差异有统计学意义(
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结
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果

BGA

!

大鼠肾缺血再灌注后各组肾组织形态学改变
!

肉眼见!

手术组肾皮质'髓质严重淤血'水肿&药物组髓质可见轻度淤血

和水肿&假手术组未见异常(光镜下!手术组随再灌注时间的

延长#肾组织发生不同的病理改变(

$M

!肾小球和肾小管均未

见明显病变(

&#M

!肾小管轮廓清晰#大片肾小管上皮细胞肿

胀呈空泡样#坏死脱落明显#基底膜仅剩轮廓#肾小管中可见大

量死亡脱落细胞残留物质(

#9M

!肾小管开始出现修复现象#

肾小管中残留物减少(

J&M

!大部分肾小管结构已基本恢复#

管腔内容物基本清除(光镜下#药物组各个时间点病变较手术

组明显减轻#肾小管上皮细胞肿胀呈空泡样'颗粒样变性轻微#

无明显坏死#间质无明显异常$图
F

'

&

%(假手术组肾组织结构

正常(各组染色后肾小球均未见明显的病理改变(

图
F

!

手术组再灌注后
&#M

时肾组织形态学改变

&

AV_#$$

'

图
&

!

药物组再灌注后
&#M

时肾组织形态学改变
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AV_#$$
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BGB

!

肾缺血再灌注
&#M

的肾组织超微结构变化
!

假手术组!

肾小管上皮细胞超微结构基本正常(手术组!近曲小管管腔被

大量坏死脱落的上皮细胞'线粒体等细胞碎片堵塞#近曲小管

上皮细胞胞浆内脂滴堆积(药物组!肾小管近曲小管管腔内有

少许细胞脱落物质#上皮细胞整体正常#细胞胞浆内线粒体正

常#无明显肿胀#仅有少许深色的溶酶体轻度肿胀$图
%

'

#

%(

BGC

!

肾缺血再灌注后各时间点肾组织
c=<

和
;5O:&

的表达

BGCGA

!

Y(,

对
c=<

蛋白表达的影响
!

c=<

阳性细胞细胞质

呈棕黄色#细胞核无着色(阳性表达位于肾小管上皮细胞#肾

皮质处最明显#肾小球未见表达$图
D

'

H

%(假手术组只有少数

细胞呈阴性表达&手术组与假手术组比较#

c=<

表达明显增强#

阳性细胞数明显增加$

I

$

$G$D

%&药物组与手术组比较#

c=<

表

达强度显著减弱#阳性细胞数显著减少$

I

$

$G$D

%#见表
F

(

表
F

!!

%

组不同时间点
;5F:&

"

c=<

蛋白阳性表达率比较

!!!!!

&

HZ;

$

^

$

#]H

'

组别
;5O:&

阳性表达率
c=<

阳性表达率

+M=1

组
FG&JZ$GF& FGFBZ$G$J

手术组

!

$M HGF%Z%GB#

"

JGBDZ%GH9

"

!

&#M %HGDFZFFG&D

"

%$GB%ZBG$&

"

!

#9M #%G9BZFHG$D

"

#$GF9ZFFGH%

"

!

J&M %FGJDZBG9B

"

DFGBHZFJG$#

"

药物组

!

$M FFG#DZDGJB

%

&G9DZ$GFH

%

!

&#M #BGBFZFDG%&

%

F%GH&Z#GJF

%

!

#9M HFG%DZFJGBB

%

FBG&BZHG$#

%

!

J&M #BGHJZFFGDJ

%

&JGF#Z9G%D

%

!!

"

!

I

$

$G$D

#与假手术组比较&

%

!

I

$

$G$D

#与相应时间点手术组

比较(

图
%

!

手术组再灌注后
&#M

时肾组织超微结构变化

&

V,_D$$$

'

图
#

!

药物组再灌注后
&#M

时肾组织超微结构变化

&

V,_D$$$

'

图
D

!

手术组再灌注后
J&M

时
c=<

在肾组织的表达

&

+';!_#$$

'

图
H

!

药物组再灌注后
J&M

时
c=<

在肾组织的表达

&

+';!_#$$

'

图
J

!

手术组再灌注后
#9M

时
;5O:&

在肾组织的表达

&

+';!_#$$
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图
9

!

药物组再灌注后
#9M

时
;5O:&

在肾组织的表达
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+';!_#$$
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BGCGB

!

Y(,

对
;5O:&

蛋白表达的影响
!

;5O:&

阳性细胞细胞

质呈棕黄色#细胞核无着色(阳性表达位于肾小管上皮细胞#

肾皮质处最明显#肾小球未见表达$图
J

'

9

%(假手术组只有少

数细胞弱阳性表达&手术组与假手术组比较#

;5O:&

表达增强#

阳性细胞数增加$

I

$

$G$D

%&药物组与手术组比较#

;5O:&

表达

显著增强#阳性细胞数显著增加$

I

$

$G$D

%#见表
F

(

C

!

讨
!!

论

大量动物实验发现#肾脏缺血再灌注损伤导致了肾小管上

皮细胞凋亡)

#

*

#对移植后的尸体肾活检#同样发现了肾小管上

皮细胞凋亡)

D

*

(肾小管细胞培养模型的研究进一步证实了动

物实验和异体移植肾的研究结果#使培养的肾小管细胞的

'C(

部分缺失或处于缺氧培养环境#模拟肾脏缺血性损伤#可

见肾小管细胞凋亡增加#同时细胞坏死也更严重(

CGA

!

c=<

参与肾缺血再灌注损伤
!

细胞凋亡的触发因素有自

然状态下的程序性死亡和病理状态下的生存信号丢失'

-/'

损伤'受体介导等(受体介导途径中#

c=<

"

c=<0

系统最具代表

性)

H

*

(

c=<

为
)

型跨膜糖蛋白#属于神经生长因子受体$

/*:

cY

%"肿瘤坏死因子受体$

C/cY

%超家族成员(

c=<

细胞外部

分可与抗
c=<

单克隆抗体或
c=<

配体$

c=<0

%特异性结合#经死

亡域传导死亡信号#可促发一系列细胞内事件#导致细胞凋

亡)

J

*

(

c=<

及
c=<0

是诱发肾脏多种细胞发生凋亡的蛋白(以

往认为#

c=<0

只存在于免疫系统淋巴细胞表面#目前发现#肾

小管上皮细胞有
c=<0

表达#说明在肾脏细胞中存在
c=<

"

c=<0

系统)
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*

(本实验结果显示#药物组与手术组比较#

c=<

表达强

度明显减弱$

I

$

$G$D

%#提示
Y(,

具有抑制
c=<

表达的作用#

可抑制细胞凋亡(
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!

;5O:&

参与肾缺血再灌注损伤
!

;5O:&

是研究最早抗凋亡

基因之一#在缺血再灌注损伤中表现得尤为突出)

B

*

(

;5O:&

抗

细胞凋亡的作用机制可能与以下几方面有关!$

F

%抑制
!=

&a

的释放&$

&

%

;5O:&

通过阻止促细胞凋亡基因信号传递或阻止

这些诱导基因产物发挥作用&$

%

%抑制细胞色素
!

的释放#产

生细胞内抗氧化作用&$

#

%

;5O:&

抗
c=<

凋亡的特性)

F$

*

(本实

验结果显示#药物组与手术组比较#

;5O:&

表达明显增强$

I

$

$G$D

%#提示
Y(,

具有促进
;5O:&

表达的作用#可抑制细胞

凋亡(

CGC

!

Y(,

肾脏保护作用的可能机制
!

Y(,

分子式为
!

DF

A

JB

/.

F%

#其相对分子质量为
BF#G&

#在结构上与另一种免疫抑制

药
c)D$H

极为相似#二者均属大环内酯类#但
Y(,

具有与

c)D$H

不同的作用机制(

c)D$H

为与环孢素$

!<'

%作用机制

相似的钙调神经素抑制剂$

!/X

%类免疫抑制剂#而
Y(,

为具

有不同作用机制的增殖信号抑制剂$

(3?O4N63=74?8<4

L

8=O48M4Q4:

7?3<

#

(+X

%类免疫抑制剂)

FF

*

(有研究发现
Y(,

可能通过非直

接通路使激活的
C

细胞凋亡#阻止了树突状细胞$

-!

%的抗原

呈递#并抑制其成熟#减少细胞因子的分泌)

F&:F%

*

(阻止
-!

在

肾组织迁移聚集#可以明显减轻大鼠缺血再灌注肾组织的病理

损伤及改善肾功能)

F#

*

(

Y(,

不仅局限于对免疫系统的细胞

产生作用#它亦能抑制平滑肌细胞'内皮细胞和成纤维细胞等

增殖)

FD

*

(

!!

Y(,

对大鼠急性肾缺血再灌注损伤保护作用的确切机制

还不清楚(其作用机制可能是!$

F

%通过抑制
C

细胞'

C

细胞

依赖性
;

细胞'树突状细胞的活性#减少细胞因子的分泌#抑

制炎症#减少自由基的生成&$

&

%抑制平滑肌细胞'内皮细胞和

成纤维细胞等增殖#改善肾脏微循环&$

%

%从抑制细胞凋亡等多

种途径减轻肾组织损伤(

Y(,

已经广泛应用于临床器官移植

中抗急'慢性排斥反应#预防心血管内再狭窄#以及抗肿瘤'抗

病毒等(本实验结果表明#

Y(,

也对大鼠缺血再灌注肾有明

确的保护作用(

Y(,

可能通过下调
c=<

'上调
;5O:&

蛋白表达

水平而减轻肾缺血再灌注损伤#该药物是探索临床预防和减轻

肾缺血再灌注损伤的有效方法之一(
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