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基于NF-κB信号途径的褪黑素对SD大鼠肾脏热
缺血及再灌注损伤的疗效及其机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨褪黑素抑制炎性反应和减轻肾脏缺血再灌注损伤的可能机制。方法 64只成年雄性

SD大鼠分为溶媒治疗的假手术组(Sham组)、褪黑素治疗的假手术组(M+Sham组)、溶媒治疗的缺血再灌注

损伤组(I/R组)、褪黑素治疗的缺血再灌注损伤组
 

(M+I/R组),褪黑素或溶媒于术前15
 

min经腹腔注射。检

测各组大鼠血清中尿素氮(BUN)和血肌酐(Scr)水平,苏木素-伊红(HE)染色观察肾组织病理变化,原位末端

标记法(TUNEL)检测肾小管上皮细胞(TEC)凋亡情况,免疫组织化学检测肾组织中白细胞介素-6
 

(IL-6)
 

和肿

瘤坏死因子-α
 

(TNF-α)的表达水平,Western
 

blot评估核因子-κB(NF-κB)信号通路活性和下游炎症因子IL-6
的表达水平,观察术后24

 

h生存率。结果 与I/R组比较,M+I/R组大鼠术后生存率有所提高,血清BUN和

Scr水平明显降低,肾组织病理损伤明显改善,TEC凋亡数量明显减少,IL-6和TNF-α的表达水平明显降低,
差异均有统计学意义(P<0.05)。M+I/R组大鼠p-NF-κBp65/t-NF-κBp65、p-IκB-α/t-IκB-α的比值和IL-6的

表达水平较I/R组明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 褪黑素可下调NF-κB信号通路活性,抑制

炎性反应,降低细胞凋亡水平,减轻肾脏缺血再灌注损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

possible
 

mechanisms
 

of
 

melatonin
 

in
 

inhibiting
 

inflammatory
 

re-
sponse

 

and
 

reducing
 

renal
 

ischemia-reperfusion
 

injury.Methods Sixty-four
 

adult
 

of
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

Sham
 

group
 

(Sham),ischemia-reperfusion
 

injury
 

group
 

(I/R),melatonin
 

treatment
 

Sham
 

group
 

(M+Sham),and
 

melatonin
 

treatment
 

I/R
 

group
 

(M+I/R).Melatonin
 

or
 

solvent
 

was
 

injected
 

intraper-
itoneally

 

15
 

min
 

before
 

surgery.Levels
 

of
 

serum
 

urea
 

nitrogen
 

(BUN)
 

and
 

serum
 

creatinine
 

(Scr)
 

were
 

detec-
ted

 

in
 

each
 

group,HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

tissue
 

pathological
 

changes
 

in
 

kidney,TUNEL
 

assay
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

quantity
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells,and
 

immunohistochemical
 

staining
 

to
 

detect
 

in-
terleukin-6

 

(IL-6)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

expression
 

levels,Western
 

blot
 

to
 

assess
 

activity
 

of
 

nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway
 

and
 

IL-6
 

expression
 

level.Survival
 

rate
 

was
 

observed
 

at
 

24
 

h
 

af-
ter

 

surgery.Results Compared
 

with
 

the
 

I/R
 

group,the
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

M+I/R
 

group
 

significantly
 

in-
creased,levels

 

of
 

BUN
 

and
 

Scr
 

notably
 

decreased,pathological
 

damage
 

of
 

renal
 

tissue
 

were
 

significantly
 

miti-
gated,the

 

apoptosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

was
 

significantly
 

reduced,expression
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).In
 

comparison
 

with
 

the
 

I/R
 

group,the
 

ratios
 

of
 

p-NF-κBp65/
t-NF-κBp65,p-IκB-α/t-IκB-α

 

and
 

IL-6
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

in
 

the
 

M+I/R
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Melatonin
 

can
 

down-regulate
 

the
 

activity
 

of
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway,alleviate
 

inflammation,decrease
 

apoptosis
 

and
 

reduce
 

the
 

renal
 

ischemia-reperfusion
 

injury.
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  肾脏缺血再灌注损伤是肾移植术后不可避免的

常见并发症,它增加了移植术后肾脏移植免疫排斥反

应和慢性肾病的风险。虽然新颖的预处理措施证实

能够减轻肾脏缺血再灌注损伤,但向临床应用转换仍

存在诸多不足。因此,寻找减轻肾脏缺血再灌注损伤

的药物和作用靶点是目前治疗肾脏缺血再灌注损伤

的重点。移植免疫排斥反应本质上是无菌性炎症介

导的免疫炎性级联反应,无菌性炎性反应同样也是导

致肾脏缺血再灌注损伤的关键机制[1]。因此,抑制炎

性反应是减轻肾脏缺血再灌注损伤的重要靶点之一。
褪黑素主要由松果体合成和分泌,具有抗炎、抗氧化

和抑制肿瘤生长的作用,褪黑素及其代谢产物能够维

持其强有力的保护作用[2]。研究证实褪黑素抑制氧

化应激损伤是减轻肾脏缺血再灌注损伤的重要靶

点[3],但其在抑制肾脏缺血再灌注损伤后的炎性反应

并没有充分说明。本研究通过建立SD大鼠肾脏缺血

再灌注损伤模型模拟体内实验,探讨褪黑素抑制炎性

反应和减轻肾脏缺血再灌注损伤的可能机制。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

水合氯醛(天津大茂化学试剂厂),动脉止血夹

(上海艾德生物技术有限公司),原位末端标记法

(TUNEL)检测试剂盒(瑞士Roche公司);抗荧光淬

灭剂、通 用 SP检 测 试 剂 盒、褪 黑 素、苏 木 素-伊 红

(HE)染色试剂盒、苯甲基磺酰氟(PMSF)、蛋白酶抑

制剂混合液、蛋白磷酸酶抑制剂混合液、高效 RIPA
裂解液、聚偏氟乙烯(PVDF)膜(北京索莱宝科技有限

公司);高速冷冻离心机(德国Eppendorf公司),台氏

常温低速离心机(北京时代北利离心机有限公司);血
清肌酐(Scr)测定试剂盒、尿素氮(BUN)测定试剂盒

(长春汇力生物技术有限公司);全自动生化仪(深圳

雷杜生命科学股份有限公司);正置普通光学显微镜、
正置荧光显微镜(日本 Olympus公司);超声波细胞

粉碎机(新芝生物科技股份有限公司),BCA蛋白浓度

测定试剂盒(上海碧云天生物科技有限公司),多功能

酶标仪(美国Biotek公司);β-actin、辣根过氧化物酶

(HRP)标记羊抗兔二抗、HRP标记羊抗小鼠二抗(北
京博奥森生物技术有限公司);白细胞介素-6(IL-6)、
肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、总核转录抑制因子-α(t-
IκB-α)、磷酸化核转录激活因子-p65(p-NF-κBp65)、总
核转录激活因子-p65(t-NF-κBp65,英国 Abcam 公

司),磷酸化核转录抑制因子-α(p-IκB-α,美国 CST
公司)。

1.2 方法

1.2.1 建模和分组

成年雄性近交系SD大鼠64只,周龄6~7周,体

质量220~250
 

g。将大鼠分为4组[4]:溶媒处理的假

手术组(Sham 组)、褪黑素治疗的假手术组(M+
Sham组)、溶媒治疗的缺血再灌注损伤组(I/R组)、
褪黑素治疗的缺血再灌注损伤组

 

(M+I/R组),术前

12
 

h内禁食不禁饮,5%水合氯醛(5.0
 

mL/kg)溶液

麻醉大鼠。Sham 组仅进行开、关腹处理。I/R组腹

部正中切口进腹,充分暴露两侧肾蒂并以动脉夹夹闭

诱导肾脏缺血45
 

min后再灌注24
 

h。褪黑素溶液

(10
 

mg/kg)或溶媒(10
 

mg/kg)于手术前15
 

min经腹

腔注射[6]。术后每组处死大鼠6只,收集血清和缺血

肾组织样本。0.5%褪黑素溶液:取500
 

μL二甲基亚

砜(DMSO)将50
 

mg粉末状的褪黑素充分溶解,再用

无菌生理盐水定容至10
 

mL,配制成浓度为0.5%褪

黑素溶液;溶媒:含5%
 

DMSO的无菌生理盐水。

1.2.2 观察生存率

各组大鼠处理后,选取8只评估24
 

h内生存

情况。

1.2.3 肾功能检测

大鼠腔静脉血离心后取上清液,使用全自动生化

仪检测血清BUN与Scr水平,具体方法依照试剂盒

说明书操作。

1.2.4 肾组织病理HE染色

肾组织经固定、梯度乙醇脱水、浸蜡、包埋、切片

(5
 

μm)、脱蜡和 HE染色后封片,使用正置普通光学

显微镜观察,肾组织病理损伤程度采用半定量评分

测定[7]。

1.2.5 TUNEL检测 肾 小 管 上 皮 细 胞(TEC)凋 亡

情况

具 体 方 法 参 照 TUNEL 说 明 书 (货 号:

121567929101)操作,相应的实验步骤可适当调整。
石蜡切片经脱蜡、复水、蛋白酶K预处理、通透、孵育

TUNEL工作液和抗荧光淬灭剂后封片,使用正置荧

光显微镜观察TEC凋亡情况,TEC凋亡程度参考文

献[8]行定量分析。

1.2.6 肾组织免疫组织化学检测

具体方法参照通用SP检测试剂盒说明书(货号:

SP0041),相应的实验步骤可适当调整。石蜡切片经

脱蜡、复水、灭活内源酶活性、热修复抗原、封闭非特

异性位点、免疫反应、复染和中性树胶后封片,使用正

置普通光学显微镜观察,IL-6和TNF-α的表达水平

参考文献[8]行半定量分析。

1.2.7 Western
 

blot检测

肾组织经裂解、组织匀浆、蛋白浓度测定、配胶、
电泳、转膜、封闭、免疫反应和TBST清洗后,使用化

学发光液显影。一抗稀释比(β-actin
 

1∶5
 

000、p-IκB-
α

 

1∶1
 

000、IL-6
 

1∶2
 

000、t-IκB-α
 

1∶2
 

000、t-NF-
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κBp65
 

1∶2
 

000、p-NF-κBp65
 

1∶1
 

000),4
 

℃孵育过

夜。二抗稀释比(β-actin
 

1∶4
 

000、IL-6
 

1∶4
 

000、p-
IκB-α

 

1∶1
 

000、t-IκB-α
 

1∶2
 

000、p-NF-κBp65
 

1∶
1

 

000、t-NF-κBp65
 

1∶2
 

000),室温孵育2
 

h。目的蛋

白的表达水平采用半定量分析,实验重复3次。

1.3 统计学处理

采用SPSS25.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,组间两两

比较采用LSD-t检验及SNK-q 检验;生存率检验使

用log
 

rank法,非参数检验用于肾组织病理损伤半定

量评分。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠生存情况比较

Sham组与 M+Sham组大鼠生存率均为100%,

I/R组和 M+I/R组大鼠生存率分别为37.5%和

50.0%,差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

图1  各组大鼠生存率比较

2.2 各组大鼠肾功能比较

I/R组 大 鼠 血 清 BUN 和 Scr水 平 明 显 高 于

Sham组(P<0.05),M+I/R组大鼠BUN与Scr水

平则低于I/R组(P<0.05)。M+Sham组与Sham
组大鼠Scr、BUN 水平无明显变化(P>0.05),见
图2。

  A:各组大鼠血清BUN表达分析图;B:各组大鼠Scr表达分析图。

图2  各组大鼠肾功能改变情况

2.3 各组大鼠肾组织病理损伤情况

与Sham组和 M+Sham组比较,I/R组大鼠可

见到明显肾小管内坏死物质的沉积、肾小管刷状缘的

脱落、肾小管和肾小球囊腔的扩张、肾小管腔内蛋白

管型形成和肾实质组织内炎性细胞浸润,肾组织损伤

评分差异有统计学意义(P<0.05),说明大鼠肾脏缺

血再灌注损伤模型成功建立。M+I/R组则可以发现

肾组织损伤程度较I/R组有明显的改善,肾组织损伤

评分差异有统计学意义(P<0.05),Sham组与 M+
Sham组肾组织损伤程度相近,差异无统计学意义

(P>0.05),见图3。

  A:Sham组;B:M+Sham组;C:I/R组,肾小管内坏死物质沉积与堵塞(黑色箭头)、炎症细胞浸润(红色箭头)、肾小管内蛋白管型(绿色箭头)

和肾小管刷状缘的脱落(黄色箭头);D:M+I/R组。

图3  各组大鼠肾组织病理损伤程度比较(HE染色×200)

  A:Sham组,肾组织无明显IL-6表达;B:M+Sham组;C:I/R组,IL-6表达呈浅棕色改变(黑色箭头);D:M+I/R组,IL-6的表达水平较I/R
组明显降低(黑色箭头)。

图4  各组大鼠肾组织IL-6的表达水平比较(免疫组织化学×200)

2.4 炎症因子免疫组织化学检测 I/R组大鼠肾组织IL-6和TNF-α的表达水平明
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显高于Sham组(P<0.05),而Sham组与 M+Sham
组表达水平差异无统计学意义(P>0.05)。M+I/R
组IL-6和 TNF-α的表达水平较I/R 组明显降低

(P<0.05),见图4、5。

2.5 各组大鼠TEC凋亡情况

I/R组 大 鼠 肾 组 织 TEC 凋 亡 数 量 明 显 多 于

Sham组(P<0.05),Sham组与M+Sham组TEC凋

亡数量差异无统计学意义(P>0.05)。在 M+I/R组

中肾组织 TEC凋亡数量较I/R 组明显减少(P<
0.05),见图6。

  A:Sham组,肾组织无明显TNF-α的表达;B:M+Sham组;C:I/R组,TNF-α的表达呈深棕色改变(黑色箭头);D:M+I/R组,TNF-α的表达

水平较I/R组明显降低(黑色箭头)。

图5  各组大鼠肾组织TNF-α水平比较(免疫组织化学×200)

  白色箭头:凋亡的肾小管上皮细胞。

图6  各组大鼠TEC凋亡情况(TUNEL×200)
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  A:Western
 

blot图;B:p-IκB-α/t-IκB-α;C:p-NF-κBp65/t-NF-κBp65;D:IL-6相对表达量;E:β-actin的平均灰度值水平。

图7  各组目的蛋白相对表达量比较

2.6 NF-κB信号通路活性检测

与Sham组相比,M+Sham组大鼠肾组织IL-6、

p-IκB-α、p-NF-κBp65、t-NF-κBp65的表达水平无明显

差异(P>0.05)。与Sham组相比,I/R组IL-6的表

达水平、p-NF-κBp65/t-NF-κBp65和p-IκB-α/t-IκB-α
比值均升高(P<0.05)。与I/R组相比,M+I/R组

IL-6的表达水平、p-NF-κBp65/t-NF-κBp65和p-IκB-
α/t-IκB-α比值均降低(P<0.05),见图7。

 

3 讨  论

  急性肾损伤能够导致肾脏功能和细胞结构的完

整性受损,组织活检可看见大范围肾小管的坏死与凋

亡[9-11]。本实验显示,I/R组大鼠血清BUN和Scr水

平较 Sham 组 明 显 升 高,肾 组 织 病 理 损 伤 程 度 较

Sham组明显加重,TEC的凋亡程度明显高于Sham
组,然而 M+I/R组大鼠的肾功能水平、病死率、肾组

织损伤评分和TEC的凋亡程度明显低于I/R组,提
示褪黑素对肾脏缺血再灌注损伤的保护作用可能是

通过缓解细胞损伤和抑制细胞凋亡来实现的,而这种

保护作用可能间接地也与褪黑素具有抗氧化特性有

关。M+Sham组相比Sham组,肾功能、TEC凋亡程

度和 生 存 率 无 明 显 差 异,提 示 褪 黑 素 的 剂 量(10
 

mg/kg)对正常SD大鼠肾脏并无毒性作用,能够对肾

脏缺血再灌注产生保护作用[12-13]。

NF-κB信号通路在介导肾脏缺血再灌注损伤中

扮演着至关重要的角色[14]。在经典的NF-κB信号通

路的激活中,t-IκB-α在抑制 NF-κB信号通路活性的

作用较t-IκB-β、t-IκB-ε更重要[15],提示通过调节t-
IκB-α的表达水平能够有效地影响NF-κB信号通路的

活性。研究显示,通过上调t-IκB-α的表达能够有效

地抑制NF-κB信号通路的活性,减轻炎症导致的肝脏

与心肌损伤[16-17]。然而也有研究显示,抑制t-IκB-α

基因表达,也可以减轻炎症导致的肝脏损伤,该保护

作用可能与t-IκB-α的表达下降间接地抑制p-IκB-α
的表达有关[18]。相关研究还证实抑制p-IκB-α的表

达水平,能够抑制 NF-κB信号通路活性[19]。然而

NF-κB信号通路的激活需要多种信号分子协同完成,
研究表明通过降解t-IκB-α和p-IκB-α的表达并不能

有效地激活NF-κB信号通路,提示还需要相关下游信

号分子的协助,才能有效地激活NF-κB信号通路[20]。

p-NF-κBp65对NF-κB信号通路的激活具有关键

作用[21],p-NF-κBp65能够结合环磷腺苷效应元件结

合蛋 白(CBP),取 代 组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶(p50-p50-
HDAC1)复合物结合NF-κB的基因转录结合位点,激
活NF-κB的基因转录,同时,p-NF-κBp65能够进一步

上调乙酰化核转录激活因子-P65(a-NF-κBp65)的表

达水平,增强 NF-κB信号通路的基因转录活性[21]。
本实验结果显示,M+I/R组大鼠肾组织p-IκB-α/t-
IκB-α和p-NF-κBp65/t-NF-κBp65的比值较I/R组明

显下调,说明褪黑素有效地抑制了NF-κB信号通路的

活性。然而也有研究发现,NF-κB信号通路的激活能

够诱导内源性抗氧化酶(MnSOD/SOD2)和抗凋亡蛋

白(Bcl-xl、cIAPs、c-FLIP)的表达[22],提示 NF-κB信

号通路的激活能够对组织细胞产生保护作用,而这种

保护作用可能与NF-κB的激活具有双时相的特点有

关。在不同时相里NF-κB信号通路的激活具有截然

不同的调节作用,而NF-κB双时相的特点也是决定其

整体效果的关键因素[23]。笔者并没有研究早期(肾脏

缺血再灌注损伤后0~5
 

h)NF-κB信号通路活性的改

变,推断上调NF-κB信号通路活性能够诱导内源性的

抗氧化酶和抗凋亡蛋白的表达,介导对组织与细胞的

保护作用。本研究结果显示,在晚期阶段(肾脏缺血

再灌注损伤后6~24
 

h),NF-κB的激活能够对肾脏组
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织和细胞产生损伤。

TNF-α和IL-6是NF-κB信号通路中重要的下游

因子[14,24],提示抑制 NF-κB信号通路活性能够有效

地抑制TNF-α和IL-6的表达,减轻炎性反应诱导的

TEC凋亡。相关研究[25]表明信号传导转录激活因子

3(STAT3)的 激 活 能 够 加 重 结 肠 组 织 的 损 伤;而

TNF-α加重肾脏损伤的原因主要是TNF-α能够直接

诱导肾小管细胞的凋亡和上调炎症因子的表达,募集

炎症细胞(中性粒细胞、巨噬细胞)进入肾实质组织

中,介导肾实质组织和细胞损伤[14]。本实验结果显

示,M+I/R组大鼠肾组织 TNF-α和IL-6的表达水

平明显低于I/R组,提示褪黑素具有抑制炎症因子表

达的作用[4,26-27]。而这种保护作用除了与褪黑素可直

接抑制NF-κB信号通路活性有关外,可能还与褪黑素

及其代谢产物5-甲氧基色氨酸(5-MTP)、N1-乙酰基-
N2-甲酰-5-甲氧基犬尿氨酸(AFMK)和N1-乙酰基-5-
甲氧基犬尿氨酸(AMK)有关[28-29]。5-MTP、AFMK
和AMK可通过抑制环氧合酶-2(COX-2)和诱导型一

氧化氮合酶(iNOS)的表达,抑制TNF-α和IL-6等炎

症因子的表达。炎症因子的表达水平与TEC的凋亡

水平相一致,证实炎症因子能够促进TEC的凋亡,说
明抑制炎症因子的表达能够减轻TEC的凋亡程度,
也可能与褪黑素自身的抗氧化特性介导抑制TEC的

凋亡和诱导内源性抗凋亡蛋白的表达有关。
综上所述,本实验证实褪黑素可通过抑制NF-κB

信号通路活性,减轻炎症因子诱导的TEC凋亡程度,
改善肾功能和肾实质损伤,介导肾脏缺血再灌注损伤

的保护作用。但不能排除褪黑素及其代谢产物的抗

氧化作用参与调节肾脏缺血再灌注损伤,故后续的研

究还需进一步阐明褪黑素的抗氧化特性对NF-κB信

号通路双时相激活的影响。
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