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　　【摘要】　目的　研究针对大鼠内皮素受体Ａ（ＥＴａＲ）的小干扰核糖核酸（ｓｉＲＮＡ）通过改变肾脏

局部免疫微环境减轻大鼠肾脏缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）的作用。方法　雄性ＳＤ大鼠４０只，采用随机数

字表法将大鼠平均分为４组。假手术组：仅切除大鼠右肾，不建立左肾ＩＲＩ模型。ＩＲ组：切除大鼠右

肾后建立左肾ＩＲＩ模型。阴性ｓｉＲＮＡ组（阴性对照组）和ＥＴａＲｓｉＲＮＡ组（实验组）：操作同ＩＲ组，在

左肾缺血时分别经左肾静脉逆行高压灌注阴性ｓｉＲＮＡ和ＥＴａＲｓｉＲＮＡ。ＩＲ后４８ｈ，收集各组大鼠外

周血及左肾，检测肾功能、肾组织病理学、细胞凋亡以及炎症因子和转录因子ｍＲＮＡ等。结果　ＩＲ

后４８ｈ，ＩＲ组血清肌酐、尿素氮明显升高，肾组织病理损伤程度严重，凋亡细胞明显增加。使用阴性

ｓｉＲＮＡ处理后（阴性对照组）相关项目检测结果较ＩＲ组并无显著改善。而使用ＥＴａＲｓｉＲＮＡ处理后

（实验组）可显著降低血清肌酐和尿素氮水平，减轻肾组织病理损伤，减少凋亡细胞数，并且可显著降

低ＩＲ引起的ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＦＮγ和ＩＬ６ｍＲＮＡ的高表达。结论　ＥＴａＲｓｉＲＮＡ可有效改善大鼠

肾脏局部免疫微环境，从而减轻肾脏ＩＲＩ。
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　　肾脏缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）是导致移植肾功能

恢复延迟（ＤＧＦ）的重要原因，并影响移植肾的远期

功能和长期存活［１２］。既往研究表明，早期抑制肾血

管过度收缩，预防血管内皮细胞损伤，对改善移植肾

ＩＲＩ具有重要意义。内皮素（ＥＴ）是迄今为止发现

的作用最强的内源性缩血管物质，其亚型ＥＴ１主

要由内皮细胞产生，肾脏在缺血再灌注后ＥＴ１的

表达明显增加［３］。内皮素通过与内皮素受体结合产
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生生物学效应，其中内皮素受体Ａ（ＥＴａＲ）主要分布

在血管平滑肌细胞表面，当ＥＴ１与ＥＴａＲ结合导

致血管收缩、血管痉挛，进一步加重肾组织细胞的缺

血［４］。本研究中，我们利用大鼠肾脏ＩＲＩ模型阐明

ＥＴａＲｓｉＲＮＡ减轻大鼠肾脏ＩＲＩ的作用，并探讨其

作用机制。

材料与方法

一、实验动物及试剂

１．实验动物：无固定病原体级（ＳＰＦ级）雄性ＳＤ

大鼠，体重２００～２５０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有

限公司，饲养于我院动物房。动物分笼饲养，自由饮

水进食；实验前适应环境１周。本实验通过了医院

动物伦理委员会的批准。

２．实验试剂：ＥＴａＲｓｉＲＮＡ由上海吉玛公司设

计合成。提取ＲＮＡ使用的ＴＲＩｚｏｌ试剂和逆转录

试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＱＰＣＲＳＹＢＲ试剂购

自Ｔａｋａｒａ公司。蛋白抽提试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司。

二、大鼠分组

取ＳＤ大鼠４０只，采用随机数字表法将大鼠分

为４组，每组１０只。（１）假手术组：仅切除大鼠右

肾，不建立左肾ＩＲＩ模型。（２）ＩＲＩ组：切除大鼠右

肾后，建立左肾ＩＲＩ模型。（３）阴性ｓｉＲＮＡ组（阴性

对照组）：切除大鼠右肾，建立左肾ＩＲＩ模型，并在建

模时使用阴性ｓｉＲＮＡ处理。（４）ＥＴａＲｓｉＲＮＡ组

（实验组）：切除大鼠右肾，建立左肾ＩＲＩ模型，并在

建模时使用ＥＴａＲｓｉＲＮＡ处理。

三、建立大鼠左肾ＩＲＩ模型

将大鼠仰卧位固定于动物手术台上，使用

１０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ麻醉，取正中切口开

腹，分离右肾并结扎肾蒂，随后切除右肾，使用３０

可吸收线缝合伤口。切除右肾后，将大鼠饲养３ｄ

使其从麻醉和手术中恢复，然后建立左肾ＩＲＩ模型。

再次将大鼠麻醉，放置于加热垫上使大鼠处于３７℃

恒温环境。取原正中切口，暴露左侧肾蒂后使用无

损伤血管夹夹闭左侧肾蒂，６０ｍｉｎ后移除血管夹使

左肾恢复血供。用３０可吸收线缝合伤口。阴性对

照组和实验组分别于肾蒂夹闭时经左肾静脉逆行高

压灌注［５６］阴性ｓｉＲＮＡ和ＥＴａＲｓｉＲＮＡ，每只大鼠

灌注ｓｉＲＮＡ（１ＯＤ／ｍｌ）１ｍｌ。建模后（ＩＲ后）４８ｈ，

采集各组大鼠外周血及切取左肾用于后续检测。

四、检测项目

１．肾功能：各组大鼠外周血于４℃下离心（３５００

转／ｍｉｎ，离心半径１２．７ｃｍ）１０ｍｉｎ，收集上层血清，应

用全自动生化分析仪检测血清肌酐和尿素氮水平。

２．肾组织病理学及细胞凋亡检查：取大鼠肾组

织，用１００ｇ／Ｌ甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片（厚约

５μｍ），脱蜡，分别行ＨＥ染色和ＴＵＮＥＬ染色。（１）

肾组织病理检查：采用ＨＥ染色，于２００倍光镜下半

定量分析肾组织损伤。根据损伤（肾小管扩张、间质

水肿和炎症浸润）面积进行评分（０～３分）。０分：正

常肾脏（＜１０％损伤）；１分：轻度损伤（１０％～２５％损

伤）；２分：中度损伤（２５％～５０％损伤）；３分：重度损

伤（＞５０％损伤）。连续观察１２个视野。（２）细胞凋

亡检查：使用凋亡检测试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行检测，

按照试剂盒说明书行ＴＵＥＮＬ染色。在２００倍视野

下连续观察２０个视野，并计数凋亡细胞。

３．肾组织ＥＴａＲ、部分炎症因子和转录因子ｍＲＮＡ

表达的检测：采用实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）试验进

行检测。应用ＴＲＩｚｏｌ法提取大鼠肾组织ＲＮＡ，使用

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ试剂盒将１μｇＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。相关

检测ｍＲＮＡ及其引物序列见表１。应用ＱＰＣＲＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰｅｒｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ试剂盒进行实时定量ＰＣＲ检

测。经过９５℃３０ｓ预变性后，进行４０个循环的扩增

（９５℃５ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃６０ｓ）。采用２△△Ｃｔ法比较各

组相关因子表达的差异。△△Ｃｔ＝目的基因Ｃｔ平均

值－内参基因Ｃｔ平均值。

表１　聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物序列

检测项目 基因特异性引物序列（３’５’）
产物长

度（ｂ）

ＴＮＦαｍＲＮＡ 上游：ＣＣＴＴＡＴＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧＧＴＴＣＴＣ
下游：ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ

１７４

ＮＦκＢｍＲＮＡ 上游：ＣＡＣＴＴＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＴＣ
下游：ＡＧＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＣＡＴＣＴＴＣＣ

１６０

ＩＬ６ｍＲＮＡ 上游：ＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣＴＴＡ
下游：ＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＣＴＧＴＴＣＡＴＡＣＡＡＴＣ

８５

ＩＦＮγｍＲＮＡ 上游：ＡＴＧＧＡＴＧＣＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＡＡＧＡＧ
下游：ＣＡＣＴＴＡＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣ

１５７

ＧＡＰＤＨ 上游：ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ
下游：ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ

７７

　　４．肾组织ＥＴａＲ蛋白的检测：采用蛋白质印迹

法进行检测。成功建立大鼠肾脏ＩＲＩ模型后，取大

鼠肾组织标本，应用蛋白抽提试剂盒分别提取各组

肾组织蛋白。试验步骤参照文献［７］。

五、统计学分析

各组试验均独立重复３次，数据以均数±标准

差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，应用ＳＰＳＳ（１８．０版）软件进行

单因素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。
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结　　果

一、各组肾组织ＥＴａＲ表达的比较

ＩＲ后４８ｈ，ＩＲＩ组和阴性对照组肾组织ＥＴａＲ的

表达较假手术组显著上升，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；实验组大鼠肾组织ＥＴａＲ表达水平较阴性对照

组明显下调，差异有统计学意义（犘＜０．０５，图１）。

图１　缺血再灌注（ＩＲ）后４８ｈ各组大鼠肾组织ＥＴａＲ相对表达

量的比较　Ａ为假手术组，Ｂ为ＩＲＩ组，Ｃ为阴性对照组，

Ｄ为实验组

二、各组大鼠肾功能的比较

ＩＲ后４８ｈ，ＩＲ组和阴性对照组大鼠血清肌酐

和尿素氮水平较假手术组显著上升，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）；实验组大鼠血清肌酐和尿素氮

水平较阴性对照组均显著下降，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５，表２）。

表２　缺血再灌注后４８ｈ各组肾功能指标的比较（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

组别 狀 血清肌酐（ｍｇ／ｄｌ） 血清尿素氮（ｍｇ／ｄｌ）

假手术组 １０ ９７．９±４３ ３１．６±１２．３

ＩＲ组 １０ ９１０．５±１７８ａ １５９．９±３０．２ａ

阴性对照组 １０ ９２４．１±１２４ａ ２１５．７±４１．９ａ

实验组 １０ ５６５．１±１０３ｂｃ ５４．７±８ｂｃ　

　　注：与假手术组相比，ａ犘＜０．０５；与ＩＲ组比较，ｂ犘＜０．０５；与阴
性ｓｉＲＮＡ组比较，ｃ犘＜０．０５

三、各组肾组织病理学改变

ＩＲ后４８ｈ，假手术组大鼠肾组织未见明显病理

改变；ＩＲ组大鼠肾组织病理损伤明显，可见肾小管

扩张、管型、刷状缘丢失，小管上皮空泡变形等；实验

组大鼠肾组织损伤较ＩＲ组显著减轻，而阴性对照

组肾组织损伤较ＩＲ组并未减轻（图２）。通过肾组

织损伤半定量评分显示：假手术组为０；ＩＲ组为２．７

±０．４８；阴性对照组为２．８±０．４２；实验组为１．４±

０．５１。与ＩＲ组比较，实验组肾组织损伤评分明显降

低（犘＜０．０５），而阴性对照组无明显差别（犘＞０．０５）。

四、各组肾组织细胞的凋亡

ＩＲ后４８ｈ，ＩＲ组大鼠肾组织可见大量细胞凋

亡，实验组凋亡细胞数较ＩＲ组显著减少，表明

ＥＴａＲｓｉＲＮＡ可抑制肾组织细胞凋亡；而阴性对照

组肾组织细胞凋亡并未明显减少（图３）。

图２　ＩＲ后４８ｈ各组肾组织病理改变（ＨＥ×２００）　Ａ为假

手术组，Ｂ为ＩＲＩ组，Ｃ为阴性对照组，Ｄ为实验组

图３　ＩＲ后４８ｈ各组肾组织细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ染色

×２００）　Ａ为假手术组，Ｂ为ＩＲＩ组，Ｃ为阴性对照

组，Ｄ为实验组

五、各组大鼠肾组织内ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ６和

ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达量的比较

ＩＲ后４８ｈ，ＩＲ组大鼠肾组织内ＴＮＦα、ＩＦＮγ、

ＩＬ６和ＮＦκＢｍＲＮＡ的相对表达量均较假手术组

明显升高，而使用ＥＴａＲｓｉＲＮＡ后（实验组）可显著

降低上述因子ｍＲＮＡ的相对表达水平（犘＜０．０５）。

阴性ｓｉＲＮＡ（阴性对照组）并没有引起上述因子

ｍＲＮＡ表达水平的显著降低（犘＞０．０５，表３）。

表３　缺血再灌注（ＩＲ）后４８ｈ各组肾组织α肿瘤坏死
因子（ＴＮＦα）、γ干扰素（ＩＦＮγ）、白细胞介素６（ＩＬ６）和核因
子κＢ（ＮＦκＢ）ｍＲＮＡ相对表达量的比较（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

组别 狀
ＴＮＦα

ｍＲＮＡ

ＩＦＮγ

ｍＲＮＡ

ＩＬ６

ｍＲＮＡ

ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ

假手术组 １０ １±０．３７ １±０．２５ １±０．１３ １±０．１２

ＩＲＩ组 １０ ３．７±１ａ ５．２６±１．９８ａ １３．２３±２．３４ａ ３．１５±０．４２ａ

阴性对照组 １０ ３．５±１．１ａ ５．４±２．７７ａ １１．９±２．５６ａ ２．９５±０．３２ａ

实验组 １０ １．５±０．７３ｂｃ ０．９５±０．２５ｂｃ ４．１５±１．１４ｂｃ ２．２±０．３１ｂｃ

　　注：与假手术组相比，ａ犘＜０．０５；与ＩＲ组比较，ｂ犘＜０．０５；与阴性ｓｉＲＮＡ
组比较，ｃ犘＜０．０５
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讨　　论

在肾移植中缺血再灌注损伤不可避免，移植肾

ＩＲＩ尚无明确有效的治疗方法
［８］。因此对移植肾

ＩＲＩ的机制及其防治的研究具有重要的临床意义。

内皮素系统的紊乱是移植肾ＩＲＩ的关键病理生理特

征。有研究表明，调控内皮素系统的活化水平，可有

效改善移植肾损伤［９］。本研究中，我们通过建立大

鼠肾脏ＩＲＩ模型，使用ＥＴａＲ特异性ｓｉＲＮＡ下调

ＥＴａＲ表达，研究ＥＴａＲｓｉＲＮＡ减轻大鼠ＩＲＩ的作

用，进一步揭示内皮素系统在肾ＩＲＩ中的作用。

本研究显示，经ＥＴａＲｓｉＲＮＡ处理后，缺血再

灌注肾脏的病理损伤程度明显减轻，小管扩张、空泡

变性等病理改变减少。肾功能的改善与组织学改变

相符，实验组大鼠的血清肌酐和尿素氮水平显著低

于ＩＲＩ组。这些结果证实，经ＥＴａＲｓｉＲＮＡ处理确

实能够有效减轻大鼠肾脏的ＩＲＩ。

ＴＵＮＥＬ染色可标记凋亡细胞，通过对损伤组

织的观察，可见凋亡细胞多数位于肾小管，与肾脏

ＩＲＩ的经典理论相符。经ＥＴａＲｓｉＲＮＡ处理可减少

细胞凋亡数量，表明ＥＴａＲｓｉＲＮＡ抑制了肾脏缺血

再灌注后的细胞凋亡。

我们进一步研究了各组ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ６和

ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达。其中ＴＮＦα可作用于血管

内皮细胞，损伤内皮细胞或导致血管功能紊乱，引起

血管损伤，促进血栓形成［１０］。ＴＮＦα还可通过抗体

依赖的细胞介导的细胞毒性作用增强中性粒细胞的

吞噬功能，促进中性粒细胞附着到血管内皮细胞上，

引起氧自由基产生、细胞凋亡等，进而刺激机体局部

的炎症反应，加重ＩＲＩ。ＩＬ６能够刺激参与机体免

疫反应的细胞增殖、分化并提高其功能［１１］。ＩＦＮγ

是一种分泌性蛋白，其可诱导巨噬细胞产生诱生型

一氧化氮合酶，后者过多生成将参与炎症反应及急

性排斥反应等病理过程［１２］。ＮＦκＢ可以在第一时

间对有害刺激做出反应，参与免疫反应的早期和炎

症反应各阶段的许多分子都受ＮＦκＢ的调控
［１３］。

本课题中，我们检测了各组大鼠肾组织上述炎症因

子和转录因子 ｍＲＮＡ的相对表达量，结果显示，

ＥＴａＲｓｉＲＮＡ组大鼠肾组织内ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ６

和ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平均较ＩＲ组明显下调，表

明ＥＴａＲｓｉＲＮＡ可以显著下调缺血再灌注引起的

肾组织炎症水平，改变肾脏局部免疫微环境。而肾

脏局部免疫微环境的改变，可能是减轻肾脏ＩＲＩ的

重要途径，其具体机制仍待进一步研究。

综上所述，ＥＴａＲｓｉＲＮＡ可有效减轻大鼠肾脏ＩＲ

后的肾功能损伤及肾组织损伤，减少肾脏细胞凋亡，

下调ＩＲ引起的肾组织炎症水平。其中ＥＴａＲ对肾脏

局部免疫微环境的改变可能扮演了关键角色，但其具

体分子机制和信号通路仍有待进一步研究。
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ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ：Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１５，５（２）：５２６７．ＤＯＩ：

１０．５５００／ｗｊｔ．ｖ５．ｉ２．５２．

［１０］ＺｈａｏＣ，ＸｕＺ，ＷａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ

ｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｋｉｄｎｅｙ

ｃｅｌｌｓｉｎｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，

２０１８，６４２：４８３４９０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｇｅｎｅ．２０１７．１１．０５９．

［１１］ＵｅｈａｒａＭ，ＳｏｌｈｊｏｕＺ，ＢａｎｏｕｎｉＮ，ｅｔａｌ．Ｉｓｃｈｅｍｉａａｕｇｍｅｎｔｓ

ａｌｌｏｉｍｍｕｎｅｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈＩＬ６ｄｒｉｖｅｎＣＤ４（＋）ａｌｌｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．

ＳｃｉＲｅｐ，２０１８，８（１）：２４６１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９８０１８２０８５８４．

［１２］ＹｕＹ，ＬｉＭ，ＳｕＮ，ｅｔａｌ．Ｈｏｎｏｋｉｏｌｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｒｅｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｖｉａｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｉＮＯＳ，

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄＳＴＡＴ３ｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１６，１３（２）：

１３５３１３６０．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１５．４６６０．

［１３］ＧｕｏＹ，ＺｈａｎｇＪ，ＬａｉＸ，ｅｔａｌ．Ｔｉｍ３ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓｋｉｄｎｅｙｉｓｃｈａｅｍｉａ／

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＴＬＲ４／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ａｎｄａｎＮＬＲＣ４ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＩｍｍｕｎｏｌ，

２０１８，１９３（１）：１１３１２９．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｃｅｉ．１３１２６．

（收稿日期：２０１８１２３０）
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