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·基础论著· 

促红细胞生成素对大鼠肾脏缺血再灌注 
损伤的抗炎保护作用及其机制 
汪悠悠  贾宁  彭莉  张慧涛  朱晔  郑晶  朱伟平  张桦 

【摘要】  目的  探讨促红细胞生成素（EPO）对大鼠肾脏缺血再灌注损伤（IRI）的抗炎保护作用及其

机制。方法  36 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术（SOR）组、IRI 组和 EPO 组，每组 12 只。于再灌注 2 h、
6 h、12 h、24 h 各时相点观察肾脏病理改变，检测血尿素氮（BUN）和肌酐（Scr）水平，ELISA 法检测肾

组织匀浆肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量，Western 印迹法检测磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p-p38MAPK）

蛋白表达。结果  IRI 组血 BUN、Scr 水平和肾组织匀浆 TNF-α 含量显著升高，并出现明显的肾脏病理改变；

肾组织 p-p38MAPK 蛋白表达明显增强，于再灌注 12 h 达到峰值，24 h 表达减弱。而在 EPO 组，BUN、Scr
和 TNF-α 水平显著低于 IRI 组（P＜0.05），在各时相点的肾脏病理改变与同期 IRI 组比较明显减轻，

p-p38MAPK 表达在各时相点较 IRI 组明显减弱。结论  EPO 可显著改善 IRI 造成的肾脏病理和肾功能异常，

其肾脏保护作用可能与抑制 p38MAPK 活化、降低 TNF-α 水平、减轻炎性损伤有关。 
【关键词】  再灌注损伤；  红细胞生成素；  p38 丝裂原活化蛋白激酶类；  肿瘤坏死因子 α 
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【Abstract】  Objective  To investigate protective effects and mechanisms of erythropoietin (EPO) on 
inflammation induced by renal ischemia-reperfusion injury (IRI) in rats. Methods  A total of 36 male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into 3 groups of Sham operation (SOR), IRI and EPO pretreatment (n＝12 in each group). 
Renal IRI model was created by clamping the bilateral renal pedicle for 45 min and then released. 3000 IU/kg of 
EPO was administered in EPO group via the abdominal cavity 24 hours before clamping. Blood samples and the 
kidney were obtained at 2, 6, 12 and 24 h after reperfusion. The serous concentrations of blood urea nitrogen and 
serum creatinine were measured.The levels of tumor necrosis factor α (TNF-α) in the renal tissues were detected by 
ELISA, and the expression of phosphorylating-p38 mitogen-activated protein kinase (p-p38MAPK) in the renal tissues 
were assessed by western blot analyses. Results  Compared with IRI group, the EPO treated group exhibited 
lower serum urea and creatinine levels(P＜0.05) and limited the renal histopathological lesion. The concentration 
of TNF-α and the expression of p-p38MAPK in renal tissue were greatly increased by IRI, but significantly 
reduced by the treatment of EPO. Conclusion  EPO can attenuate the renal injury and dysfunction caused by IRI 
via reducing the expression of p-p38MAPK and the production of TNF-α. The renoprotective effect of EPO might 
be mediated by its inhibition of inflammation. 

【Key words】  Reperfusion injury;  Erythropoietin;  p38 mitogen-activated protein kinases;  Tumor necrosis 
factor-alpha 

 
 肾脏缺血再灌注损伤（ ischemia-reperfusion 

injury， IRI）是急性缺血性肾衰竭、心肺复苏、心脏

体外循环、失血性和创伤性休克、肾脏移植等过程中

不可避免的病理生理过程和重要损伤环节，也是肾移
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植中影响移植肾早期功能恢复的主要因素。其病理生

理机制十分复杂，包括细胞凋亡、氧化应激、血管内

皮损伤等方面，而炎症反应在其发生发展过程中的作

用近年来备受关注[1-4]。研究表明，发生IRI时抑制炎症

反应可以减轻肾损伤，保护肾功能[3-4]。因此，阻断炎

性细胞因子的作用可能是防治IRI的一条重要途径[1]。 
近年研究发现，促红细胞生成素（erythropoietin，

EPO）具有包括组织保护作用在内的许多造血功能以

外的生物学效应[5-6]，可减轻缺血再灌注性大脑[6-7]、心
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肌[8-9]、肝脏[10-11]、肺[12]、肾脏[3-6,13-14]等组织损伤，但

其作用机制尚不十分明确。其抗氧化、抗凋亡作用已

得到大量研究证实[4,8,10-11,14]，本实验将从抗炎角度，

选择调控机体应激和炎症反应的 p38 丝裂原活化蛋白

激酶（MAPK）信号转导通路和重要的促炎细胞因子

肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）-α 作为观

察对象，探讨 EPO 对大鼠肾脏 IRI 的抗炎保护作用及

其机制。 

材料与方法 

一、实验材料 
1. 实验动物及药物：健康雄性 SPF 级 Sprague- 

Dawley（SD）大鼠 36 只，体重 220～250 g（中山大

学动物实验中心提供，合格证号：SCXK 粤 2009-0011）；
重 组 人 促 红 细 胞 生 成 素 （ recombinant human 
erythropoietin，rHuEPO）注射液（商品名赛博尔，深

圳赛保尔生物药业有限公司，批准文号：国药准字

S20010018）。 
2. 主要试剂：大鼠 TNF-α ELISA 试剂盒（武汉博

士德），兔抗鼠磷酸化 p38 MAPK 多克隆抗体（美国

Biosource），辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔 IgG 多

克隆抗体（德国默克），组织蛋白抽提试剂（武汉博

士德），其他相关试剂（广州威佳）。 
二、实验方法 
1. 实验分组：雄性 SD 大鼠 36 只，随机分为 3 组：

假手术（SOR）组、IRI 组、EPO 预处理组。每组 12
只。 

2. 模型建立及标本采集：大鼠术前禁食 8 h，不禁

水，10%水合氯醛（125 mg/kg）腹腔注射麻醉。腹正

中切口，游离肾蒂，IRI 组用无创小血管夹同时阻断两

侧肾蒂 45 min，之后移去双侧血管夹，血流再通。SOR
组大鼠手术方式与 IRI 组相同，但不用血管夹阻断血

流。EPO 组于手术前 24 h 给予 rHuEPO 3000 IU/kg 腹

腔注射，余处理同 IRI 组。SOR 组及 IRI 组术前 24 h
则用等量生理盐水腹腔注射。每组分别于再灌注达 2 、
6 、12 、24 h 四个时相点采集血标本和肾脏标本，右

肾用冰生理盐水冲洗后置－70 ℃冰箱冻存待制备肾组

织匀浆，左肾用 10%甲醛溶液固定待制备石蜡切片。 
3. 指标检测：（1）全自动生化分析仪检测血肌酐

（Scr）和血尿素氮（BUN）水平；（2）肾组织石蜡切

片行 HE 染色光镜下观察肾组织的病理学改变。（3）肾

组织的裂解与蛋白抽提：大鼠肾组织取出后称重，加

入 100 mg/ml 的裂解液将组织进行匀浆，匀浆转入 EP
管，加入 PMSF（100 mmol/L），冰浴裂解 30 min，
于 4 ℃下 12 000 r/min 离心 15 min，取上清液并测定蛋

白含量，分装，－70 ℃保存。（4）ELISA 法检测肾

组织匀浆 TNF-α 含量，具体步骤严格按照试剂盒说明

书操作。（5）Western Blot 检测肾组织磷酸化 p38MAPK
（p-p38MAPK）蛋白的表达：取肾组织匀浆蛋白 100 μg
与等体积的缓冲液混合，煮沸 10 min，经 10% 
SDS-PAGE 电泳分离蛋白质，转移至硝酸纤维素膜上，

2%脱脂奶粉封闭膜，室温 1 h，加入兔抗鼠磷酸化

p38MAPK 多克隆抗体 4 ℃孵育过夜，TTBS 洗膜 3 次，

加辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，37 ℃孵育 1 h，
TTBS 洗膜 3 次，DAB 显色显示结果。凝胶电泳成像

及分析系统分析蛋白显色的吸光度值。实验重复 3 次。 
4. 统计学处理：应用 SPSS 13.0 软件对数据进行处

理分析。计量资料采用均数±标准差（ sx ± ）表示。

组间差异采用单因素方差分析（One-Way ANOVA），

多个样本均数两两之间的比较采用 LSD-t 检验。P＜0.05
为差异有统计学意义。  

结    果 

1. 肾脏病理学改变（图 1）：SOR 组肾小球、肾

小管结构基本正常。IRI 组随着再灌注时间的延长呈现

不同程度的肾脏病理改变，可见肾小管上皮细胞浑浊

肿胀，出现水样或空泡变性，刷状缘消失，部分肾小

管上皮细胞凝固性坏死、脱落，腔内可见管型，并可

见间质水肿，间质内灶性炎症细胞浸润，肾小球病变

不明显。而 EPO 组的肾脏病理改变在各时相点均较同

期 IRI 组明显为轻。 
2. 肾功能改变（表 1）：在 IRI 组，BUN、Scr 于

再灌注 2 h 即显著升高，且随着再灌注时间的延长呈现

进行性升高，在各时相点均显著高于 SOR 组（P＜
0.05）。而在 EPO 组，再灌注 2 h 时 BUN、Scr 水平

与 IRI 组相比无统计学差异（P＞0.05），在其余各时

间点 BUN、Scr 水平则均明显低于 IRI 组（P＜0.05）。 
3. 肾组织 TNF-α 含量变化（表 1）：IRI 组的肾

组织匀浆 TNF-α 含量于再灌注 2 h 即显著升高，且随

着再灌注时间的延长呈现进行性升高，在各时相点均

显著高于 SOR 组（P＜0.05）。而在 EPO 组，在各时

相点 TNF-α 含量均明显低于 IRI 组（P＜0.05），但仍

高于 SOR 组（P＜0.05）。 
4. 肾组织 p-p38MAPK 蛋白的表达（图 2，表 2）：

SOR 组大鼠肾组织仅有微弱的 p-p38MAPK 表达。在

IRI 组，肾组织 p-p38MAPK 于再灌注 2 h 即有明显表

达，随着再灌注时间的延长 p-p38MAPK 的表达也随之

增加，于再灌注 12 h 达到峰值，24 h 时表达减弱，但

仍明显高于 SOR 组。而在 EPO 组，各时相点的

p-p38MAPK 表达则较 IRI 组明显为弱，在再灌注 12 h
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以后尤为明显，24 h 时表达较 12 h 时更弱，说明 EPO
显著阻滞了 p38MAPK 的活化。 

讨    论 

一、肾脏 IRI 及其炎症反应 
本实验采用血管夹夹闭 SD 大鼠双侧肾蒂 45 min、

松开恢复血流来建立肾脏 IRI 模型。我们观察到，IRI
组大鼠 BUN、Scr 水平显著升高，并可见明显的肾脏

病理改变；随着再灌注时间延长肾功能损害逐渐加重，

肾脏病理改变愈发显著，呈现急性肾损伤的病理学特

征，即以急性肾小管间质损伤为主，伴有炎性细胞浸

润及明显的炎症反应[2]。 
炎症反应是 IRI 的一个重要病理生理机制。缺血

再灌注可引发炎性细胞聚集、炎性介质和细胞因子释

放及黏附分子增加，它们共同作用激发炎症级联反

应[1-5,15-16]。其中炎症细胞因子的合成与释放起着重要

的调节与修饰作用，而 TNF-α 是细胞因子家族中作用

最强而有效的炎症介质。 
p38 信号途径是 MAPK 家族中的重要组成部分，

是调控机体应激和炎症反应的重要信号转导通路。缺

血再灌注等应激刺激可激活 p38MAPK，活化的

p38MAPK（即 p-p38MAPK）不仅能促进单核巨噬细

胞产生 TNF-α、白细胞介素（IL）-1、IL-4、IL-6、IL-8、
IL-12 等炎性因子，还可介导中性粒细胞活化与聚

集 [17-19]。研究表明[18,20]，在 IRI 中，TNF-α 表达水平

的变化与 p38MAPK 的活化密切相关。肾 IRI 激活

p38MAPK 通路，促进氧化物释放，同时活化核转录因

子（NF-κB），它们共同作用导致 TNF-α 大量表达。

同时，TNF-α 与其受体结合，又反作用于 p38MAPK
和 NF-κB 形成正反馈，增强 TNF-α 表达，并易化其他

细胞因子基因表达。 
本实验显示，在 IRI 组不仅肾脏病理呈现间质内

有炎性细胞浸润，而且肾组织匀浆 TNF-α 含量明显增

加，并随着再灌注时间的延长呈现进行性升高。同时，

在缺血再灌注刺激下，IRI 组大鼠肾组织 p-p38MAPK
表达显著增加。在再灌注 2 h 时 p38MAPK 即被明显诱

导活化，随着再灌注时间延长 p-p38MAPK 的表达随之

增加，于再灌注 12 h 达到峰值，之后表达减弱。但

p-p38MAPK 表达于 24 h 减弱后，肾组织 TNF-α 含量

仍在继续升高，提示 p38MAPK 可能通过增强 TNF-α
表达而加重肾脏 IRI。本研究不仅进一步证实在肾脏

IRI 中炎症反应的作用，而且结果还表明 p38MAPK 参

与肾脏 IRI，并在调控炎症反应中发挥重要作用。 
二、EPO 对大鼠肾脏 IRI 的抗炎保护作用 
通过 p38MAPK 途径生成 TNF-α，是联系缺血和

炎症的一个关键机制，同时也是肾 IRI 的一个治疗靶

点。已有实验表明[21-22]，应用 p38MAPK 和 TNF-α 的

抑制剂（如 FR167653）治疗肾缺血再灌注导致的早期

和长期肾损伤，通过抑制 TNF-α 的生成及活性而能改

善肾脏损害，减轻肾脏 IRI 后的炎症反应和纤维化。 
本研究显示，通过大剂量 EPO（3000 IU/kg）预处

理，再灌注 2 、6 、12、24 h 各时间点的肾功能明显改

善，肾脏病理改变（包括肾间质炎症细胞浸润）也较

IRI 组明显减轻。同时，EPO 组肾组织匀浆 TNF-α 含量

表 1  肾缺血再灌注损伤大鼠 BUN、Scr 水平和肾组织 TNF-α 含量的变化（ sx ± ，n＝12） 

组别 指标 2 h 6 h 12 h 24 h 

SOR 组 BUN（mmol/L） 6.80±0.50 10.67±1.70 6.40±1.51 7.30±0.79 

 Scr（μmol/L） 34.67±4.04 36.00±4.60 22.33±5.05 31.67±3.79 

 TNF-α（pg/ml） 162.15±17.80 138.02±16.64 148.29±0.0 176.70±15.83 

IRI 组 BUN（mmol/L） 7.33±0.45a 18.00±1.32a 29.87±1.80a 46.80±2.69a 

 Scr（μmol/L） 72.67±8.62a 149.67±22.68a 265.67±9.80a 374.33±59.62a 

 TNF-α（pg/ml） 663.7±44.12a 927.93±30.62a 1314.70±144.00a 1545.05±55.35a 

EPO 组 BUN（mmol/L） 8.52±0.40a 14.65±0.91ab 22.72±2.71ab 31.12±4.95ab 

 Scr（μmol/L） 60.50±7.33a 98.75±13.04ab 152.50±38.52ab 181.00±108.50ab 

 TNF-α（pg/ml） 278.29±46.80ab 299.70±31.13ab 351.84±52.09ab 472.76±30.00ab 

注：SOR 组：假手术组；IRI 组：缺血再灌注损伤组；EPO 组：促红细胞生成素干预组。与 SOR 组比较，aP＜0.05；与 IRI 组比较，bP＜0.05 

表 2  肾缺血再灌注损伤后各组各时相点肾组织中磷酸化 p38MAPK 的表达量（ sx ± ，n＝12） 

组别 2 h 6 h 12 h 24 h 

SOR 组 0.005±0.001   0.038±0.003 0.020±0.002 0.006±0.001    

IRI 组 0.091±0.022a 0.177±0.041a   0.255±0.067a  0.176±0.050a 

EPO 组 0.070±0.016 ab  0.046±0.003b     0.035±0.002b   0.011±0.001b 

注：SOR 组：假手术组；IRI 组：缺血再灌注损伤组；EPO 组：促红细胞生成素干预组。与 SOR 组比较，aP＜0.05；与 IRI 组比较，bP＜0.05 
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和 p-p38MAPK 的表达在各时间点显著低于 IRI 组，在

再灌注 12 h 后尤为明显，结果提示 EPO 显著抑制或阻

滞了 p38MAPK 的活化，从而减少 TNF-α 的合成与释

放，进而减轻肾脏的炎性损伤而发挥了组织保护作用。 
总之，本实验证实，EPO 对大鼠 IRI 后肾组织有

保护作用，可以改善肾功能，减轻肾脏病理改变；同

时抑制 p38MAPK 活化，下调 TNF-α 表达，从而呈现

抗炎作用，减轻炎性损伤。但肾脏 IRI 的机制非常复

杂，有多种信号通路和细胞因子参与其中，因此 EPO
保护 IRI 肾脏组织的具体机制尚需进一步研究。 
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