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　　急性肾损伤 （ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是具有高发病
率和高病死率的临床常见危急重症 ［１２］。目前研究也表明

ＡＫＩ能增加患慢性肾脏疾病 （ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）
的风险，是ＣＫＤ发生的主要危险因素［３４］。虽然历经几十

年的研究，但因其发病机制复杂、缺乏针对性的治疗靶点，

因此，ＡＫＩ患者的预后一直没有得到明显改善。
缺血再灌注损伤 （ｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是

引起ＡＫＩ的主要原因［５］。在缺血再灌注过程中可导致多种
炎症细胞的聚集及炎症因子的释放，导致肾脏炎性损害。

缺血预处理 （ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）是短时间缺血
预处理对随后长时间、持续性缺血性损害具有保护作用的

现象［６］，但机制至今仍不清楚。

本研究通过夹闭双侧肾蒂１５ｍｉｎ造成预缺血，４ｄ后再夹
闭双侧肾蒂使肾脏遭受缺血再灌注损伤，构建预缺血再灌注
肾损伤小鼠模型，观察ＩＰＣ对肾脏ＴＮＦα的表达影响及意义。

１　材料与方法

１１　材料
雄性６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 （湖南斯莱达实验动物

有限公司，中国）；ＴＮＦα抗体 （ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司，美国）；
免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂 （北京中杉金桥生物技术

有限公司，中国）；ＭＭＬＶ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５Ｐｒｉｍｅｒ、Ｔａｑ
［宝生物工程 （大连）有限公司，中国］；引物 （上海生物

工程技术有限公司，中国）；全自动生化分析仪 （西门子

ＡＤＶＩＡ２４００，德国）；梯度ＰＣＲ仪 （ＡＢＩＶｅｒｉｔｉ９６，美国）；
凝胶成像分析仪 （ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＦＣ３，美国）。

１２　方法
１２１　动物分组　采用随机数表法将１０８只雄性６～８周
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 （２２～２５ｇ）分为３组：缺血再灌注组 （ＩＲ
组）、假预缺血再灌注 （Ｓ＋ＩＲ组）组和预缺血后再灌注
组 （ＩＰＣ＋ＩＲ组）。各组又根据再灌注时间点分别分为９个
亚组，即再灌注后０、３、６、１２、２４、４８、７２ｈ、５ｄ、７ｄ。

１２２　模型建立　缺血再灌注肾损伤模型 （ＩＲ组）：３
ｍＬ／ｋｇ１０％水合氯醛腹腔注射麻醉小鼠，腹部正中切口，
游离双侧肾蒂，用无损伤动脉夹持续夹闭双侧肾蒂３０ｍｉｎ，
然后松开动脉夹，恢复灌注；缺血预处理再灌注模型

（ＩＰＣ＋ＩＲ组）：第０天用３ｍＬ／ｋｇ１０％水合氯醛腹腔注射
麻醉小鼠，腹部正中切口，游离双侧肾蒂，无损伤动脉夹

持续夹闭双侧肾蒂１５ｍｉｎ，造成预缺血，间隔４ｄ后，再
次腹腔注射３ｍＬ／ｋｇ１０％水合氯醛麻醉小鼠，腹部正中切
口，无损伤动脉夹持续夹闭双侧肾蒂 ３０ｍｉｎ，造成缺血，
然后松开动脉夹，恢复灌注；假缺血预处理再灌注模型 （Ｓ
＋ＩＲ组）：第０天采用３ｍＬ／ｋｇ１０％水合氯醛腹腔注射麻
醉小鼠，腹部正中切口，仅游离双侧肾蒂，不夹闭，其余

同ＩＰＣ＋ＩＲ组。
１２３　血清肌酐、尿素氮检测　经腹主动脉取血。血标本
３０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ离心处理，留取血清 －７０℃保存。全自
动生化分析仪检测小鼠血清肌酐 （ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）
和尿素氮 （ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）浓度。
１２４　ＨＥ染色观察肾脏病理损害情况　２μｍ石蜡切片常
规烤片、脱蜡、梯度乙醇脱水，苏木精染色，盐酸酒精分

化，饱和碳酸锂返蓝，伊红染色，脱水透明后用中性树胶

封片。

１２５　肾小管间质病理损害计量评分　采用盲法，由两名
有经验的肾脏病理医师完成，每张切片在２００倍光镜下随
机选取皮髓质交接部１０个不重叠视野观察肾脏病理损害并
评分，正常为０分，受损肾小管间质面积

!

２５％为１分，
２５％～５０％为 ２分，５０％ ～７５％为 ３分， ＞７５％为 ４分，
以此做半定量分析并计算其均数，评分值越高代表损伤程

度越重［７］。

１２６　反转录ＰＣＲ检测ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平　用 Ｔｒｉｚｏｌ
提取肾组织ＲＮＡ，再反转录成ｃＤＮＡ，然后进行ＰＣＲ扩增。
ＴＮＦα上游引物 ５’ＴＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＴＴＣＴＣＴＴＣ３’，下
游引５’ＧＣＡＧＡＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＡＣＴＴＴ３’。内参照选用
ＧＡＰＤＨ，上游引物 ５’ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ３’，
下游引物５’ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３’。反应条件
为：９５℃变性３０ｓ，９５℃１０ｓ，５５℃３０ｓ，７０℃１ｍｉｎ，共
３０个循环。１５％琼脂糖凝胶，１００Ｖ电泳４５ｍｉｎ，凝胶成
像系统获取并保存图像，ＤＲＡＦＴａｌｐｈａｖｉｅｗ软件分析图像中
的条带灰度，记录结果。以 ＴＮＦαｍＲＮＡ拷贝数与内参照
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ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ拷贝数的比值作为ＴＮＦα的相对表达量。
１２７　免疫组织化学染色方法检测肾组织 ＴＮＦα蛋白质
表达及结果判断　４μｍ肾组织石蜡切片，常规烤片、脱
蜡、梯度乙醇脱水，３％Ｈ２Ｏ２封闭后柠檬酸盐缓冲液中高
温抗原修复，兔抗小鼠ＴＮＦα抗体４℃过夜→聚合物辅助
剂孵育→辣根酶标记山羊抗兔多聚 ＩｇＧ孵育→ＤＡＢ显色→
苏木精复染→１％盐酸酒精分化→饱和碳酸锂返蓝→透明、
封片→光镜下观察结果。阴性对照予 ＰＢＳ替代一抗，步骤
同上。用莱卡显微镜图像系统采集图像，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ
６０软件分析其吸光度值 （Ａ）。

１８　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学处理，计量资料以均

数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多组间差异比较采用单因素方
差分析，组间两两比较采用ＳＮＫｑ法，以Ｐ＜００５为差异
具有统计学意义。

２　结果

２１　各组小鼠血清肌酐、尿素氮水平
ＩＲ组再灌注后Ｓｃｒ水平逐渐增高，再灌注２４ｈ达到峰

值，之后逐渐降低；ＩＰＣ＋ＩＲ组再灌注后，Ｓｃｒ水平虽然也
缓慢上升，但在各时间点均明显低于 ＩＲ组；Ｓ＋ＩＲ组在再
灌注各个时间点与ＩＲ组水平基本一致。ＩＲ组、ＩＰＣ＋ＩＲ组
０ｈ～７ｄ各时间点的 Ｓｃｒ水平均差异有统计学意义 （Ｐ＜
００１）（图１Ａ）。

ＩＲ组再灌注后 ＢＵＮ水平逐渐增高，再灌注２４ｈ达峰
值，之后逐渐降低；ＩＰＣ＋ＩＲ组再灌注后 ＢＵＮ水平虽然也
呈现上升趋势，但其在各时间点均显著低于 ＩＲ组；Ｓ＋ＩＲ
组在再灌注各个时间点与 ＩＲ组水平大致相同。ＩＲ组、
ＩＰＣ＋ＩＲ组在３ｈ～７ｄ每个同时间点亚组的 ＢＵＮ水平均差
异有统计学意义 （Ｐ＜００１）（图１Ｂ）。

　　 Ａ：各组小鼠Ｓｃｒ水平比较 （μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：各组小鼠 ＢＵＮ水
平比较 （ｍｍｏｌ／Ｌ）；与ＩＲ组同时间亚组比较，ａＰ＜００１

图１　各组小鼠肾功能比较

２２　各组小鼠肾脏病理及肾小管间质病理损伤
评分

Ｒ组小鼠肾脏病理损害随再灌注时间的推移逐渐加重，
２４ｈ达到高峰，此时可见大范围的肾小管上皮细胞肿胀、
空泡变性，部分肾小管上皮细胞刷状缘扁平、管腔扩张，

部分肾小管上皮细胞可见片状坏死、脱落，肾小管基底膜

裸露；部分扩张的肾小管管腔内可见大量的上皮细胞碎片、

红细胞管型，肾间质内可见灶性炎性细胞浸润，再灌注５
ｄ、７ｄ，小鼠肾组织改变明显减轻，扩张的肾小管逐渐恢
复正常，炎症细胞浸润减少之后逐渐下降；Ｓ＋ＩＲ组肾脏
病理损伤与ＩＲ组基本相同；ＩＰＣ＋ＩＲ组再灌注后肾脏病理
损伤的变化趋势与 ＩＲ组一致，但损伤程度较 ＩＲ组明显减
轻 （图２Ａ）。

ＩＲ组、ＩＰＣ＋ＩＲ组在各个同时间点肾小管间质病理损
害评分均差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）（图２Ｂ）。

２３　各组小鼠肾脏ＴＮＦα表达变化
ＩＲ组再灌注后ＴＮＦαｍＲＮＡ表达逐渐上升，再灌注２４

ｈ达峰值，随后逐渐下降；Ｓ＋ＩＲ组与 ＩＲ组 ＴＮＦαｍＲＮＡ
的基本一致；ＩＰＣ＋ＩＲ组在各个时间点亚组的ＴＮＦαｍＲＮＡ
表达水平一直较ＩＲ组明显降低。ＩＲ组与 ＩＰＣ＋ＩＲ组比较，
在再灌注３ｈ～５ｄ各个同时间点亚组的ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
差异均具有统计学意义 （Ｐ＜００５）（图３）。

　　 Ａ：部分小鼠肾脏病理 ＨＥ染色 （×２００）；Ｂ：各组小鼠肾小

管间质病理损伤评分比较 （分）；与 ＩＲ组同时间亚组比较，ａＰ＜

００５

图２　小鼠肾脏病理损伤比较

　　ＩＲ组再灌注后 ＴＮＦα蛋白质表达逐渐上升，４８ｈ达
最高，４８ｈ～７２ｈ保持高值，之后逐渐减低；ＩＰＣ＋ＩＲ组小
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鼠肾脏ＴＮＦα蛋白质的变化趋势与 ＩＲ组一致，但在各个
时间的表达水平一直较 ＩＲ组明显减低。ＩＲ组与 ＩＰＣ＋ＩＲ
组在再灌注３ｈ～７ｄ各个时间点亚组ＴＮＦα蛋白质表达差
异有统计学意义 （Ｐ＜００１）（图４）。

　　Ａ：ＲＴＰＣＲ方法检测ＴＮＦαｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＴＮＦαｍＲＮＡ相

对表达柱状图。与ＩＲ组同时间亚组比较，ａＰ＜００５

图３　各组小鼠肾脏ＴＮＦαｍＲＮＡ相对表达水平比较

３　讨论

缺血再灌注损伤 （ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是
引起ＡＫＩ的主要原因。肾脏 ＩＲＩ发病机制非常复杂，至今
尚未阐述清楚。既往研究多关注 ＡＴＰ减少、氧自由基与氧
化应激、细胞内钙超载和细胞凋亡等方面［８］。但之后的研

究发现肾脏 ＩＲＩ不仅是中断血供后组织缺血缺氧的结果，
而且在再灌注过程中可激发炎症反应，导致炎症细胞聚集

和肾固有细胞的增殖，是由固有免疫和适应性免疫共同参

与的炎症性疾病，有学者把肾脏 ＩＲＩ等同于 “炎症性疾

病”［９１２］。

ＴＮＦα是一个重要的促炎症细胞因子，可直接或间接
通过产生白介素ｌ、白介素２、白介素６、白介素８等因子
引起炎症。ＴＮＦα与内皮细胞结合可增加过氧化物阴离子
产生，刺激细胞脱颗粒和产生髓质过氧化物酶，从而促使

内皮细胞分泌白介素８、白介素１等炎症因子，并促进中
性粒细胞在内皮细胞上黏附，进而刺激机体局部发生炎症

反应，导致炎症进一步发展扩大［１３］。也有研究显示，ＴＮＦ
α通过激活诱导型一氧化氮合酶 （ｉＮＯｓ），使一氧化氮合成
加重，进而刺激外周血单核细胞释放白介素８，使炎症反
应进一步加重［１４］。缺血再灌注损伤可导致 ＴＮＦα表达增
加，进而引起组织、器官结构和功能的损害［１５］。

ＩＰＣ对组织、器官随后的ＩＲＩ具有保护作用，但具体作
用机制仍不十分明了。Ｍｕｒｒｙ等［１６］首次证实 ＩＰＣ对不同器
官具有保护作用始于１～３ｈ不等。在肾脏中，ＩＰＣ对ＩＲＩ

　　Ａ：部分小鼠肾脏组织免疫组织化学染色， ×２００；Ｂ：各组小
鼠肾脏ＴＮＦα蛋白质表达水平比较。与 ＩＲ组同时间亚组比较，Ｐ
＜００５。ａ：ＩＲ０ｈ组；ｂ：ＩＲ４８ｈ组；ｃ：ＩＲ７ｄ组；ｄ：Ｓ＋ＩＲ０ｈ
组；ｅ：Ｓ＋ＩＲ４８ｈ组；ｆ：Ｓ＋ＩＲ７ｄ组；ｇ：ＩＰＣ＋ＩＲ０ｈ组；ｈ：
ＩＰＣ＋ＩＲ４８ｈ组；ｉ：ＩＰＣ＋ＩＲ７ｄ组

图４　小鼠肾脏ＴＮＦα蛋白质表达水平

肾脏的保护作用出现很早，并且可以持续到再灌注后很多

天［１７２０］。

本研究通过夹闭双侧肾蒂 ３０ｍｉｎ，造成缺血，建立
ＡＫＩ小鼠模型。结果发现再灌注后小鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平明显
上升，２４ｈ达到最高峰，然后逐渐下降。并且这种变化与
肾脏病理损伤变化一致。ＴＮＦα在再灌注后表达逐渐增高，
再灌注２４ｈＴＮＦαｍＲＮＡ达峰值，４８ｈ蛋白质表达达到最
高值，随后逐渐降低。说明肾脏 ＩＲＩ后可以促进 ＴＮＦα的
表达，激发炎症反应，导致炎性损伤。最后，笔者进一步

在缺血再灌注前第４天夹闭双侧肾蒂１５ｍｉｎ，造成肾脏预
缺血，然后再对肾脏施行缺血再灌注损害。结果发现肾脏
经历ＩＰＣ后，Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平明显下降，肾脏病理损伤明显
减轻，ＴＮＦαｍＲＮＡ及蛋白水平明显降低，而 Ｓ＋ＩＲ组却
未见这些变化。说明 ＩＰＣ可能通过下调 ＴＮＦα表达，抑制
炎症反应，对ＡＫＩ肾脏起保护作用。

综上所述，ＩＰＣ对 ＡＫＩ具有保护作用，这种保护作用
可能跟ＩＰＣ下调ＴＮＦα表达，抑制肾脏炎症反应有关。
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　　心血管疾病的发病率呈现逐年上升的趋势，已成为影响

人类健康的重要问题之一。其中心肌梗死 （心梗）及心力

衰竭 （心衰）也成为心血管疾病中比较热门的研究方向。

运用合适的实验动物模型模拟临床疾病的病理过程已经成为

人类解决临床问题最重要的手段也是必经的阶段。心脏冠状

动脉左前降支结扎术构建急性心梗模型以及主动脉弓缩窄构

建心衰模型是更贴近临床表现且普遍运用的方法。虽然腹腔

连续给药注射法也是比较常用的方法，但是由于腹腔注射需

要连续给药，而且药用计量每只老鼠耐受各不相同，有其难

以造模稳定的很多因素，而自从１９９１年Ｒｏｃｋｍａｎ等［１］首先

通过主动脉弓缩窄 （ＴＡＣ）建立小鼠压力超负荷左室肥厚的
动物模型后，ＴＡＣ技术渐渐成为比较理想的制作小鼠心衰模
型的理想手段。冠状动脉结扎 （ＭＩ）法是较为确切的一种
制作小动物心肌梗死模型的方法［２］。通过手术模拟疾病模型

后，心超的运用可以简单快速地评价心功能指标。因此，本
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