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ACE2基因工程小鼠肢体缺血再灌注后肾损伤RAS变化及其意义*
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  [摘要] 目的 探 讨 血 管 紧 张 素 转 换 酶2(ACE2)高 表 达 对 肢 体 缺 血 再 灌 注(LIR)肾 损 伤 的 影 响。
方法 野生ICR小鼠与ACE2转基因ICR小鼠各12只,分为4组,分别为:纯野生对照组(WT组)、WT+LIR
组、转基因对照组(TR组)和TR+LIR组,小鼠行止血带结扎双后肢根部操作,按照缺血2

 

h再灌注4
 

h造模。
制作肾病理切片,观察肾组织形态变化、病理损伤评分;化学比色法测定血清肌酐和尿素的水平;酶联免疫吸附

试验(ELISA)测定肾组织 AngⅡ和 Ang(1-7)的水平;Western
 

blot检测肾组织 AT1和 Mas蛋白的表达。
结果 与 WT组相比,WT+LIR组和TR+LIR组小鼠出现不同程度肾损伤,其中TR+LIR组与 WT+LIR
组相比,TR+LIR组病理损伤评分明显降低(P<0.05)。与 WT组相比,WT+LIR组和TR+LIR组小鼠肌

酐和尿素的水平明显增高(P<0.05),其中TR+LIR组与 WT+LIR组相比,TR+LIR组肌酐和尿素的水平

降低(P<0.05);与 WT组相比,WT+LIR组和TR+LIR组小鼠 AngⅡ、Ang(1-7)的水平明显升高,其中

TR+LIR组与 WT+LIR组相比,TR+LIR组 AngⅡ水平降低、Ang(1-7)的水平升高(P<0.05);TR组与

WT组比较,AT1和 Mas蛋白表达均升高,差异有统计学意义(P<0.05),WT+LIR组的AT1蛋白表达明显

低于 WT组和TR+LIR组,差异有统计学意义(P<0.05),而 WT+LIR组的 Mas蛋白表达高于 WT组而低

于TR+LIR组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 ACE2高表达通过上调Ang(1-7)/Mas的表达,减轻了

LIR后肾素血管紧张素系统失衡,从而对肾脏起到有效保护作用。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

high
 

expression
 

of
 

ACE2
 

on
 

renal
 

injury
 

after
 

limb
 

ische-
mia-reperfusion

 

(LIR).Methods Twelve
 

wild
 

ICR
 

mice
 

and
 

twelve
 

ACE2
 

transgenic
 

ICR
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

4
 

groups
 

including
 

the
 

wild
 

control
 

group
 

(the
 

WT
 

group),the
 

WT+LIR
 

group,the
 

transgenic
 

control
 

group
 

(the
 

TR
 

group)
 

and
 

the
 

TR+LIR
 

group.Mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

subjected
 

to
 

2h
 

ischemia
 

and
 

4h
 

reperfusion.Histopathological
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

morphological
 

changes
 

of
 

renal
 

tissue
 

and
 

pathological
 

damage
 

score.Chemical
 

colorimetry
 

was
 

available
 

to
 

determine
 

content
 

of
 

serum
 

creatinine
 

and
 

u-
rea.Enzyme

 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

determined
 

the
 

renal
 

AngⅡand
 

Ang(1-7)
 

con-
tent.Western

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

expression
 

of
 

AT1
 

and
 

Mas
 

protein
 

in
 

renal
 

tissue.Results Compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,the
 

mice
 

in
 

the
 

WT+LIR
 

group
 

and
 

the
 

TR+LIR
 

group
 

showed
 

different
 

degrees
 

of
 

kid-
ney

 

damage,and
 

the
 

TR+LIRE
 

group
 

showed
 

significantly
 

lower
 

pathological
 

damage
 

score
 

than
 

the
 

WT+
LIR

 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

creatinine
 

and
 

urea
 

in
 

the
 

WT+LIR
 

group
 

and
 

the
 

TR+LIRE
 

group
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

creatinine
 

and
 

urea
 

in
 

the
 

TR+LIR
 

group
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

WT+LIR
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

WT
 

control
 

group,
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Ang
 

Ⅱ,Ang
 

(1-7)
 

level
 

in
 

the
 

WT+LIR
 

group
 

and
 

the
 

TR+LIR
 

group
 

increased
 

significantly,of
 

which
 

the
 

TR+
LIR

 

group
 

compared
 

with
 

WT+LIR
 

group,Ang
 

Ⅱ
 

levels
 

decreased,Ang
 

(1-7)
 

level
 

increased
 

(P<0.05).
The

 

TR
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

group,AT1
 

and
 

Mas
 

protein
 

expression
 

were
 

higher,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),AT1
 

protein
 

expression
 

of
 

the
 

WT+LIR
 

group
 

was
 

obviously
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

WT
 

group
 

and
 

the
 

TR+LIR
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),while
 

WT+LIR
 

Mas
 

protein
 

expression
 

is
 

higher
 

than
 

the
 

WT
 

group
 

and
 

lower
 

than
 

the
 

TR+LIR
 

group,the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

high
 

expression
 

of
 

ACE2
 

alleviates
 

RAS
 

imbalance
 

post-LIR
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

Ang(1-7)/Mas,thus
 

effectively
 

protecting
 

the
 

kidney.
[Key

 

words] reperfusion
 

injury;acute
 

kidney
 

injury;renin-angiotensin
 

system;mice,transgenic

  肢体缺血再灌注(LIR)后,通常会出现更为严重

的远隔组织器官损伤,引起多脏器功能障碍,如果不

能及时得到纠正,甚至会出现休克、多脏器功能衰竭。
器官受损或衰竭的机制至今不明,大量研究表明组织

器官损伤与器官局部肾素血管紧张素系统(RAS)表
达失衡有关。本文通过研究 ACE2转基因小鼠LIR
后,肾局部组织RAS中AngⅡ和Ang(1-7)的水平及

AT1和 Mas蛋白的表达与肾损伤之间的关系,从而

进一步探讨ACE2高表达对LIR后肾保护作用的具

体机制,为LIR后器官保护提供新的治疗方案。
1 资料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器试剂

酶标仪(Model
 

680)购自Bio-Rad公司。电泳仪
 

(ECP3000)购自北京六一仪器厂。低温高速离心机

(Centrifuge
 

5804R)购自Eppendorf公司。平推式切片

机
 

(SM2400)购自
 

Leica公司。蛋白提取试剂盒、蛋白

水平测定试剂盒、Western
 

blot蛋白 Marker、ECL发光

剂、定影剂、显影剂均为碧云天试剂公司产品。ELISA-
Ang(1-7)试剂盒、ELISA-AngⅡ、试剂盒均购自武汉优

尔生科技股份有限公司。AT1一抗购自美国Santa
 

Cruz公司,Mas一抗购自以色列Alomone
 

Labs公司。
1.1.2 实验动物

选取野生ICR小鼠与ACE2转基因ICR小鼠各

12只,所用动物均由中国医学科学院实验动物研究所

提供,所有动物均在华北理工大学实验动物中心无特

定病原体(SPF)级动物房进行繁育与饲养;SPF级基

础饲料和繁殖饲料喂养小鼠,自由进食、进水。
1.2 方法

1.2.1 模型复制

采用华北理工大学基础医学院生理学教研室常

规方法复制小鼠LIR模型,腹腔注射水合氯醛(3
 

mg/
kg)麻醉小鼠,在双后肢根部行橡皮套结扎术,使双后

肢缺血2
 

h,缺血时间达到后,用手术剪剪断橡胶圈并

对小鼠双侧后肢按摩,进行血流灌注,4
 

h后摘除眼球

取血处死小鼠,留取血浆和双侧肾,分别在-80
 

℃冰

箱和10%甲醛固定液中保存待测。
1.2.2 动物分组

将实验动物分为4组,分别为:纯野生对照组

(WT组)、WT+LIR组、转基因对照组(TR组)和
TR+LIR组,每组6只。WT组、TR组无处理,WT+
LIR组和TR+LIR组制作缺血再灌注模型。
1.2.3 HE染色观察肾脏病理损害

将一侧肾浸于10%甲醛中充分固定后,按常规方

法脱水、包埋、切片、HE染色,显微镜下观察肾损伤后

病理改变,并行病理评分。
1.2.4 LIR后肾功能测定

将血清离心取上清液,打开生化仪电源及系统软

件,等待30
 

min左右,待光源稳定,进入系统维护;设
置测定尿素参数、反应的温度为37

 

℃;使用与试剂配

套的校准溶液进行定标;先将待测的样本依次放入样

本位中,然后启动测定程序,进行检测。
1.2.5 采用酶联免疫吸附试验(ELISA)法测定肾组

织中AngⅡ、Ang(1-7)水平

将肾组织匀浆、离心、取上清液,利用ELISA法,
用酶标仪在450

 

nm波长下测定吸光度(A)值,根据

标准曲线计算AngⅡ、Ang(1-7)水平。
1.2.6 Western

 

blot检测肾组织
 

AT1和 Mas表达

按照蛋白提取试剂盒说明进行操作。将一侧肾

组织100
 

mg放入玻璃匀浆器,加入1
 

mL蛋白裂解液

匀浆,12
 

000
 

r/min离心30
 

min,留取上清液。用

BCA法测定蛋白水平,用裂解液将各蛋白配成浓度为

3
 

μg/μL,取10
 

μL蛋白样品与5×上样缓冲液混匀,
煮沸10

 

min后十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)电泳,转硝酸纤维素膜45
 

min,5%
 

BSA
室温封闭1

 

h,Ⅰ
 

抗孵育过夜,TBST洗膜3次,每次10
 

min,Ⅱ抗37
 

℃温箱孵育1
 

h,TBST洗膜3次,每次10
 

min。ECL发光试剂均匀铺于膜上孵育2
 

min,曝光后,
显影、定影。结果用Image

 

J图像分析软件分析处理。
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0软件进行统计学处理,所得结果

均采用x±s的形式。组间比较采用单因素方差分析

(One-way
 

ANOVA),LSD法比较组间差异,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 小鼠LIR后肾组织病理损伤及评分结果

WT+LIR组[(292.00±17.37)分]与 WT 组

[(3.83±1.94)分]相比肾小球毛细血管扩张充血,通
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图1  LIR后不同基因型实验小鼠肾病理损伤情况(HE×200)

  A:Western
 

blot;B:AT1相对水平;C:Mas相对水平。

图2  各组AT1/Mas蛋白表达

透性增强,炎细胞浸润,间质水肿、肾小管上皮细胞坏

死,蛋白质管型较为常见,损伤评分较高,差异有统计

学意义(P<0.05)。TR+LIR组[(184.67±12.72)
分]与 WT+LIR组相比,肾小球毛细血管扩张充血、
炎细胞浸润,间质水肿、肾小管上皮细胞坏死,蛋白质

管型等病理变化少见,病理损伤评分低,两组差异有

统计学意义(P<0.05),见图1。

2.2 小鼠LIR后肾功能改变

通过全自动生化分析仪测出的结果可知,TR组

与 WT组比较尿素和肌酐水平无明显变化,WT+
LIR组与 WT组相比,尿素和肌酐水平都增高,差异

有统计学意义(P<0.05),TR+LIR组与 WT+LIR
组相比尿素和肌酐水平明显下降,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。
表1  各组血清肾功能指标检测结果(n=6,x±s)

组别 尿素(mmol/L) 肌酐(μmol/L)

WT组 8.55±0.73 3.68±1.02

WT+LIR组 33.87±7.91a 81.25±16.23a

TR组 8.50±0.67 6.15±1.03

TR+LIR组 24.45±1.03b 14.98±2.15b

  a:P<0.05,与 WT组比较;b:P<0.05,与 WT+LIR组比较。

2.3 小鼠LIR后肾组织AngⅡ、Ang(1-7)水平变化

ELISA法测定结果显示,与 WT组相比,WT+
LIR组和TR+LIR组小鼠AngⅡ、Ang(1-7)的水平

明显升高,其中 TR+LIR组与 WT+LIR组相比,

AngⅡ水平降低、Ang(1-7)的水平升高,差异有统计

学意义(P<0.05),见表2。

2.4 小鼠LIR后肾组织AT1蛋白和 Mas蛋白表达

变化

TR组与 WT组比较,TR组AT1和 Mas蛋白表

达均升高,差异有统计学意义(P<0.05),WT+LIR
组的AT1蛋白表达明显低于 WT组和TR+LIR组,
差异有统计学意义(P<0.05),而 WT+LIR组的

Mas蛋白表达高于 WT组而低于TR+LIR组,差异

有统计学意义(P<0.05),见图2。
表2  各组小鼠肾AngⅡ、Ang(1-7)表达水平(n=6,x±s)

组别 AngⅡ Ang(1-7)

WT组 16.67±1.49 27.39±3.38

WT+LIR组 54.38±8.64a 60.16±6.46a

TR组 14.81±1.89 26.46±3.21

TR+LIR组 31.68±8.32b 136.99±18.72b

  a:P<0.05,与 WT组比较;b:P<0.05,与 WT+LIR组比较。

3 讨  论

器官局部RAS日益受到重视,其包含两条作用

相反的通路,也日益受成为研究的焦点,一条是ACE-
AngⅡ-AT1轴,另一条是 ACE2-Ang(1-7)-Mas轴,
其表达失衡可能是引起器官损伤的一个重要原因。
在各种病理情况下ACE-AngⅡ-AT1r过表达可造成

器官损害,而 ACE2-Ang(1-7)-Mas轴作用正好与其

相反。研究发现,ACE2或Ang(1-7)可显著降低NF-
κB下游促炎因子如IL-1β、IL-6、IL-8等的基因表达,
而Ang(1-7)的拮抗剂A779发挥相反的作用,可以提

高NF-κB的活性[1]。也有研究发现,Ang(1-7)调节

细胞核AngⅡ依赖的ROS合成,发挥了防止细胞损

伤和抗氧化应激的作用[2]。SANTOS等[3]研究表明

Ang(1-7)和G蛋白偶联受体 Mas结合发挥作用,可

2651 重庆医学2020年5月第49卷第10期



以拮抗
 

AngⅡ所引起的血管收缩,还能发挥抑制生

长、抗炎、抗氧化应激及抗血栓形成等诸多作用,起到

对器官的保护作用。作者前期研究发现,LIR后,肾
局部RAS中ACE2表达增高可以使两轴失衡得以纠

正,从而起到肾脏保护作用[4]。还有文献报道,ACE2
基因敲除的C57BL/6J小鼠在肾缺血再灌注后,明显

增加了炎症细胞浸润和细胞因子的表达,同时增加凋

亡和氧化应激的产生[5]。研究还报道,在糖尿病肾病

中,ACE2的合成减少,运用ACE拮抗剂治疗可以改

善ACE2的减少,这说明ACE2对于糖尿病的肾脏有

保护作用[6]。SAMPAIO等[7]研究发现人内皮细胞

中,Ang(1-7)具有拮抗 AngⅡ激活 NADPH
 

氧化酶

的作用,但它并不能独自抑制 NADPH 氧化酶,证明

Ang(1-7)可以参与拮抗 AngⅡ,抑制炎性反应的发

生。BOTELHO-SANTOS等[8]分别给 Mas基因敲

除小鼠和正常小鼠给予Ang(1-7)后,发现 Mas基因

敲除小鼠各器官的血流量明显减少。另外在大鼠心

脏中发现Ang(1-7)通过激活 Mas剂量依赖性地抑制

AngⅡ,从而改善心功能[9]。有研究表明,在静脉注射

脂多糖诱导的急性肺损伤大鼠模型中,ACE2高表达

使Ang(1-7)表达增高,刺激ERK1/2和NF-κB信号

通路,从而起到对肺的保护作用[10]。KANGUSSU
等[11]研究表明ACE2激动剂二乙酰胺三氮脒通过激

动ACE2,改善高血压所致肾脏病变。也有研究发现,
ACE2激动剂可以降低体外培养的人视网膜色素上皮

细胞AngⅡ和AT1的表达和促进Ang(1-7)表达,从
而减轻脂多糖诱导的炎性反应[12]。研究表明,RAS
可影响肝脂肪代谢,ACE2-Ang(1-7)-Mas轴的高表

达有预防和治疗脂肪肝的作用[13-14]。但也有研究证

实,ACE2激动剂不能提高内皮的 ACE2活性,从而

不能在局部组织产生足量的Ang(1-7)来影响血管的

紧张性,而是通过抑制ACE的活性发挥作用[15]。而

作者前期研究发现,肾损伤与RAS系统两条轴失衡

有关[16],改善局部两条轴的失衡,是否可以减轻肾损

伤,是值得关注的课题。本研究中,LIR后,与 WT组

相比,WT+LIR组和TR+LIR组小鼠出现不同程度

肾损伤,其中TR+LIR组与 WT+LIR组相比,病理

损伤评分明显降低,肾损伤情况明显减轻,AngⅡ、
Ang(1-7)的水平明显升高。TR+LIR组与 WT+
LIR组相比,AngⅡ水平降低、Ang(1-7)的水平升高;
WT+LIR 组 AT1蛋 白 表 达 明 显 低 于 WT 组 和

TR+LIR组,而 WT+LIR组的 Mas蛋白表达高于

WT组而低于 TR+LIR 组。依据实验结果推测,
ACE2转基因小鼠可能通过 ACE2的高表达提升

Ang(1-7)水平及 Mas的表达水平,同时降低 AngⅡ
水平,而对肾脏起到保护作用。

综上所述,RAS稳态失衡程度在LIR后急性肾

损伤中发挥重要的推动作用,ACE2的高表达能很好

地纠正RAS失衡和肾损伤情况,对RAS稳态的维持

及肾损伤的改善有重要作用。
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