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肾缺血再灌注导致肾脏血管内皮细胞和肾小管上

皮细胞结构和功能的破坏，使细胞间的连接丧失，造成

细胞凋亡、坏死而引起炎性反应，是引起急性肾损伤的

重要因素犤１－２犦，同时也是导致肾移植后功能恢复困难的

主要因素，甚至可能出现急性肾功能衰竭，严重的可能

导致死亡犤３犦。胃饥饿素是由２８个氨基酸组成的多肽，是
生长激素促分泌素受体牗ＧＨＳ－Ｒ牘的内源性配体犤４犦，广

泛分布于人、鼠及多种动物的中枢神经系统和外周组织

胃饥饿素对小鼠肾缺血再灌注损伤模型的保护作用

王莉芳 １，冯正平 ２，李晓春 ２，张金山 ３

（１．陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６２； ２．西北濒危药材资源开发国家工程实验室·药用
资源与天然药物化学教育部重点实验室·陕西师范大学生命科学学院，陕西 西安 ７１００６２； ３．中国人民解放

军空军军医大学解剖与组织胚胎学教研室，陕西 西安 ７１００６２）
摘要：目的 观察胃饥饿素牗ｇｈｒｅｌｉｎ牘对小鼠肾缺血再灌注损伤模型的炎性因子白细胞介素 １β（ＩＬ－１β）、白细胞介素 ６（ＩＬ－６）、肿
瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）的影响，以及对生长激素促分泌素受体（ＧＨＳ－Ｒ）表达水平的影响，探讨胃饥饿素对肾缺血再灌注损伤
的保护作用。方法 将５０只成年 Ｃ５７小鼠随机分为假手术组（Ａ组），模型组（Ｂ组），胃饥饿素低、中、高剂量组（Ｃ１组，Ｃ２组，Ｃ３组），各

１０只。采用夹闭双侧肾静脉４０ｍｉｎ再灌注２４ｈ的方法构建肾缺血再灌注损伤模型。Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组缺血再灌注损伤时腹腔注射不同
质量浓度胃饥饿素（１０，２０，４０μｇ／ｋｇ）。术后２４ｈ取血，采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法检测各组小鼠血清 ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α的表达
水平，肾组织过碘酸希夫反应（ＰＡＳ）染色观察病理性改变，脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测肾小管上
皮细胞凋亡，实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检测 ＧＨＳ－Ｒ转录及蛋白水平变化。结果 Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组中，随着预处理胃
饥饿素质量浓度的升高，由肾缺血再灌注损伤引起的小鼠血清 ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α升高显著降低，肾组织的病理改变减轻，肾细胞
的凋亡减少，在基因和蛋白水平肾组织 ＧＨＳ－Ｒ的表达显著增加。结论 胃饥饿素对小鼠肾缺血再灌注损伤模型具有保护作用，可能

与抑制肾缺血再灌注损伤后导致的炎症发展、减少细胞凋亡及 ＧＨＳ－Ｒ蛋白的高表达刺激生长激素的释放有关。
关键词：胃饥饿素；肾缺血再灌注；保护作用；炎性因子；细胞凋亡
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

ＩＬ－１β
１６．５４±１．６８
２３．３０±１．１４＃

２１．９０±０．８０
２０．２８±１．３０

１９．２１±０．７５

ＩＬ－６
２８６．６±１３．２２
５２３．５±４５．０７＃

４９１．４±２２．２３
４１３．２±２２．８０

３３２．６±４２．４３

ＴＮＦ－α
３４９．２±３．６９４
５３７．３±２８．１７＃

５１６．９±１９．０３
４２７．３±３２．５８

３７８．２±１５．９７

·实验研究·
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表１ 各组小鼠血清ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平比较
（Ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ，ｎ＝１０）

注：与 Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５。

器官中，如脑干、垂体、胃、肠、肝、肾等犤５犦。胃饥饿素与

ＧＨＳ－Ｒ结合发挥作用，通过激活 Ｃａ２＋释放进入细胞
内，通过Ｃａ２＋刺激生长激素牗ＧＨ牘的释放犤６犦。本研究中选用

Ｃ５７小鼠构建肾缺血再灌注损伤模型，探讨胃饥饿素对肾
缺血再灌注损伤后的保护作用及其机制。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
动物：成年 Ｃ５７小鼠 ５０只，雄性，ＳＰＦ级，体质量

１８～２２ｇ，购自成都达硕实验动物有限公司，动物许可
证号为 ＳＹＸＫ（陕）２０１３－００１。饲料及鼠笼均购自西安
交通大学动物中心，大鼠饲养温度为１８～２２℃，相对湿
度为５０％～６０％，自然光照。

仪器：３１３１型三气培养箱，１３００ＳＥＲＩＥＳＡ２型生物
安全柜，均购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＭＣＯ－１８ＡＩＣ型二氧
化碳培养箱牗日本 ＳＡＮＹＯ公司牘；ＤｏＸ６型全自动化学
发光图像分析系统牗上海天能公司牘。

试药：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴａＫａＲａ公司）；
胃饥饿素（Ｓｉｇｍａ公司）；白细胞介素（ＩＬ）－１β，肿瘤坏
死因子 －α（ＴＮＦ－α），ＩＬ－６，酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试
剂盒，均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ牘试
剂盒牗Ｒｏｃｈ公司）；ＨＫ－２细胞牗中科院细胞所牘；ＥＲＫ一
抗，ｐ－ＥＲＫ一抗，Ｐ３８兔一抗，ｐ－Ｐ３８兔一抗，均采购
于 ＣＳＴ公司；ＧＨＳ－Ｒ，β－ａｃｔｉｎ兔一抗及 ＨＲＰ标记兔
二抗，均购自Ａｂｃａｍ公司；其他试剂均为分析纯。
１．２ 方法
１．２．１ 动物分组及模型制备

将已适应性喂养 ７ｄ的 Ｃ５７小鼠随机分为假手术
组（Ａ组），模型组（Ｂ组），胃饥饿素低、中、高剂量组（Ｃ１
组、Ｃ２组、Ｃ３组），各 １０只。Ａ组小鼠仅打开腹腔，游离
双侧肾，不夹闭肾蒂；Ｂ组、Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组小鼠称定
质量后，腹腔注射戊巴比妥钠０．１ｇ／ｋｇ麻醉，仰卧位固
定于手术板上，腹部备皮后酒精消毒，做长约２ｃｍ的腹
部正中切口，打开腹腔，左、右肾脂肪囊内游离双侧肾

蒂，无创微血管夹夹闭，观察肾脏颜色，由红润变为灰白

色表示夹闭有效，并开始计时，双侧肾缺血４０ｍｉｎ后移
去血管夹，观察肾脏颜色，出现紫黑至恢复红润提示再

灌注良好，手术线逐层关腹；Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组于再灌注
时分别腹腔注射胃饥饿素 １０，２０，４０μｇ／ｋｇ。各组小鼠
在术前１２ｈ禁食不禁饮。恢复供血２４ｈ后，各组小鼠心
脏采血并摘取双侧肾。

１．２．２ ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α水平
按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，取各组小鼠眼球血，

每组４只，分离血清，检测缺血再灌注后２４ｈ的ＩＬ－１β，
ＩＬ－６，ＴＮＦ－α水平，用多功能微孔板检测仪（λ＝４５０ｎｍ）
测定吸光度（Ａ）。

１．２．３ 肾组织过碘酸希夫反应牗ＰＡＳ牘染色
肾组织切片，置 ９５％乙醇中固定 １ｍｉｎ，水洗后再

将切片浸于 １％过碘酸溶液中氧化 ５ｍｉｎ后水洗，把切
片放于雪夫试剂中染色５ｍｉｎ后水洗，再以偏亚硫酸钠
溶液浸泡 １ｍｉｎ后，水洗，自然晾干，滴加 １滴香柏油，
置普通光学显微镜下观察。

１．２．４ ＴＵＮＥＬ法检测肾小管上皮细胞凋亡
将４％中性甲醛固定的肾组织常规石蜡包埋，脱蜡

至水，不含 ＤＮａｓｅ蛋白酶 Ｋ消化，以链霉亲和素
（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ）工作液覆盖孵育样品，ＤＡＰＩ复染封片。２００
倍显微镜下观察细胞核呈黄色为阳性的凋亡细胞。

１．２．５ 实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检
测肾组织中ＧＨＳ－Ｒ的表达

各组小鼠肾组织低温研碎后用 Ｔｒｉｚｏｌ提取其总
ＲＮＡ，按 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒说
明书将其反转成 ｃＤＮＡ，根据 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒步骤上机检测，结果通过计算
２－△△Ｃｔ进行相对定量计算。
１．２．６ 蛋白质印迹牗ＷＢ牘法检测肾组织ＧＨＳ－Ｒ的表达

低温研碎后的肾组织用 ＲＩＰＡ裂解液提取其总蛋
白，３０μｇ的蛋白样品在 １０％的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶上分
离，并转移到ＰＶＤＦ膜上。ＰＶＤＦ膜用５％脱脂牛奶封闭
２ｈ。ＰＶＤＦ膜在４℃温度下与ＧＨＳ－Ｒ和β－ａｃｔｉｎ一抗
孵育过夜，再用１∶２０００辣根过氧化物酶结合的二级抗体
室温下孵育１ｈ。最后，蛋白条带以化学发光法显色获得。
１．３ 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计软件分析。实验数据经
单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）表示，组间比较采
用Ｔｕｋｅｙ′ｓＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｓＴｅｓｔ。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２ 结果

２．１ 小鼠血清ＩＬ－１β，ＩＬ－６、ＴＮＦ－α表达水平
结果见表１。可见，肾缺血再灌注后，Ｂ组中ＩＬ－１β，

ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表达水平均显著高于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；
但胃饥饿素处理组（Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组）以上３种指标水
平均低于模型组，Ｃ２组和Ｃ３组显著降低（Ｐ＜０．０５），降
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Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

１．４

１．２

１．０

０．８
０．０００５
０．０００４
０．０００３
０．０００２
０．０００１

０

注：与 Ａ组比较，Ｐ＜０．０１；与 Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０１。
图２ 肾组织中ＧＨＳ－ＲｍＲＮＡ水平的表达

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

ＧＨＳ－Ｒ

β－ａｃｔｉｎ

转录水平表达量

转录水平表达量

２．０

１．５

１．０

０．５

０



＃
＃



＃

△

注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０５，△Ｐ＜０．０１。
图３ 肾组织中 ＧＨＳ－Ｒ蛋白水平的表达

组别

组别

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组
Ｂ

Ａ．肾组织 ＰＡＳ染色 Ｂ．肾组织ＴＵＮＥＬ染色
图１ 肾组织染色结果（×２００）

Ａ

低程度与胃饥饿素质量浓度呈正相关。

２．２ 肾组织ＰＡＳ染色结果
结果见图１。可见，Ａ组肾组织结构清晰，肾小管上

皮细胞完整、排列整齐、胞浆丰富；Ｂ组肾小管排列紊
乱、胞浆萎缩、细胞间质增宽，肾小管上皮细胞肿胀，出现

空泡变性，纹状缘消失，肾间质炎性细胞浸润，出现明显的

肾损伤。与Ｂ组比较，Ｃ１组、Ｃ２组和Ｃ３组的肾损伤依次明
显减弱，炎性反应减弱，其中Ｃ２组基本接近Ａ组水平。
２．３ ＴＵＮＥＬ染色结果

结果见图１。可见，Ａ组基本无细胞凋亡出现，Ｂ组
中肾细胞出现明显凋亡现象，Ｃ１组、Ｃ２组和 Ｃ３组肾细
胞的凋亡程度下降，且有随着胃饥饿素浓度升高而降低

的趋势。

２．４ 肾组织中ＧＨＳ－ＲｍＲＮＡ水平的表达
结果见图２。可见，肾缺血再灌注后，Ｂ组肾组织中

ＧＨＳ－Ｒ转录水平表达量显著低于Ａ组（Ｐ＜０．０１），Ｃ１组
的ＧＨＳ－Ｒ转录水平表达量与Ｂ组相比无显著差异，Ｃ２组
和 Ｃ３组有不同程度的升高，且具有显著性（Ｐ＜０．０１），
基本达到Ａ组表达量。
２．５ 肾组织中ＧＨＳ－Ｒ蛋白水平的表达

结果见图３。可见，与 Ａ组比较，Ｂ组中 ＧＨＳ－Ｒ蛋
白显著降低（Ｐ＜０．０１）；Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组的 ＧＨＳ－Ｒ
蛋白水平表达较 Ｂ组均有不同程度升高，但 Ｃ１组无显
著差异，Ｃ２组和 Ｃ３组均显著升高（Ｐ＜０．０５），与转录水
平的趋势具有一致性。

３ 讨论

肾脏的血流量非常丰富，具有血液代谢废物过滤及

生成尿液排出体外的功能，人双侧肾脏的血液灌注可达

到１２００ｍＬ／ｍｉｎ，是人体重要的器官之一。肾脏对缺血

缺氧十分敏感，缺血后，肾细胞就开始积累代谢废物，出

现细胞凋亡。血液重新灌注后，肾组织的功能不能得到

立刻恢复，反而会进一步加剧损伤犤７犦。缺血再灌注模型

损伤的病理反应与细胞凋亡和炎性反应关系密切，主要

是在缺血再灌注模型过程中出现缺氧，导致氧自由基大
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量聚集，致使细胞 ＤＮＡ断裂，从而诱发细胞凋亡犤８犦。同

时，在缺血再灌注损伤过程中会导致大量炎性因子的释

放，引起一系列炎性级联反应，结合相关受体，也会激活

相关凋亡基因，导致细胞凋亡犤９－１１犦。

胃饥饿素在肾脏中可激活抗氧化应激机制，保护免

受血管紧张素Ⅱ牗ＡｎｇⅡ牘引起的肾脏损害犤１２犦。ＲＡＪＡＮ
等犤１３犦发现，胃饥饿素可能通过迷走神经对动物肾缺血

再灌注损伤有防护作用。ＴＡＫＥＤＡ等犤１４犦研究发现，胃饥

饿素可能通过胰岛素样生长因子 －１介导改善内皮功
能来保护肾脏免受缺血再灌注损伤。这也提示胃饥饿素

可能通过多种途径对肾缺血再灌注损伤起防护作用。

本研究结果显示，肾缺血再灌注模型损伤后，Ｂ组
炎性因子 ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α较 Ａ组显著升高，且
肾组织的 ＰＡＳ染色结果显示，炎性细胞浸润；肾组织切
片结果显示，细胞有凋亡现象，同时 ＧＨＳ－Ｒ的基因和
蛋白水平表达均显著降低。再灌注时不同质量浓度胃饥

饿素预处理后，发现各组中 ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α表
达水平下降，肾组织的损伤减弱，且炎性症状消除，同时

凋亡细胞数量减少，ＧＨＳ－Ｒ的表达量升高，且这些表
现与胃饥饿素的质量浓度呈正相关。结果显示，胃饥饿

素的预处理能有效减少肾缺血再灌注模型损伤后的炎

性反应及细胞凋亡情况，减轻了肾损伤的病理性改变，

且促进ＧＨＳ－Ｒ的表达。提示胃饥饿素能减少肾缺血再
灌注模型损伤后的炎性反应，而炎性反应的减弱有助于

肾缺血再灌注模型损伤后功能的恢复，同时炎性因子的

减少可能抑制凋亡基因的激活，进一步减少细胞的凋

亡，但有待于进一步研究。肾缺血再灌注模型损伤后胃

饥饿素受体ＧＨＳ－Ｒ的表达显著降低，胃饥饿素处理后
ＧＨＳ－Ｒ的表达升高，且高剂量胃饥饿素处理后能达到
缺血再灌注模型损伤前水平，提示肾缺血再灌注模型损

伤后生长素的减少可能是其损失加重的因素，胃饥饿素

能通过增加ＧＨＳ－Ｒ的表达，两者结合后能刺激ＧＨ的
释放，起到对肾缺血再灌注损伤模型的保护作用。
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