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论著

促红细胞生成素后处理对大鼠肾脏缺血
再灌注损伤的保护作用

孙倩倩 1，程远 2，孟晓华 1，史国辉 1

（华北理工大学附属医院，1.肾内科，2.心胸外科，河北 唐山 063000）

摘要：目的 探讨促红细胞生成素（EPO）后处理对大鼠肾脏缺血再灌注损伤（IRI）的保护作用。方法 将

18只健康雄性 SD大鼠随机分为假手术组（Sham组）、缺血再灌注损伤组（IRI组）及 EPO后处理组（EPO组）。

采用全自动生化分析仪检测血清尿素氮（BUN）及肌酐（Cr）含量；用 HE染色观察病理组织学变化；用免疫组

织化学法检测肾组织中 HSP70的表达。结果 IRI组血清 BUN及 Cr含量较 Sham组明显升高，EPO后处理

组血清 BUN及 Cr含量介于 Sham组和 IRI组之间；HE染色检测发现 IRI组肾小管上皮细胞坏死明显；肾小

管管腔扩张，EPO后处理组较 IRI组肾小管上皮坏死明显减轻；免疫组织化学检测发现 HSP70在 EPO后处理

组表达最强，Sham组表达明显降低，IRI组表达则介于前两者之间。结论 EPO后处理能增强缺血再灌注损伤

过程中 HSP-70的表达量，因而有助于减轻肾脏的缺血再灌注损伤。
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Abstract: Objective To investigate the effect of erythropoietin (EPO) postconditioning on renal ischemia-reperfusion
injury (IRI) in rats. Methods A total of 18 male Sprasue-Dawley (SD) rats were randomly allocated to three groups:
Sham group, ischemia-reperfusion injury (IRI) group, EPO postconditioning group, respectively. Serum blood urea
nitrogen (BUN) and creatinine (Cr) were analyzed with automatic biochemical analyzer. Histopathological changes
were observed with HE staining. The expression of HSP70 in kidney was checked by immunohistochemistry. Results
Serum BUN and serum Cr in IRI group were significantly higher than those in Sham group, while levels of serum
BUN and serum Cr in EPO postconditioning group were between the Sham group and IRI group. Significant necrosis
of tubular epithelial cells and tubular lumen expansion in hematoxylin were found in IRI group. Compared with IRI
group, tubular necrosis significantly reduced in EPO postconditioning group. Immunohistochemistry showed that the
expression of HSP70 in EPO postconditioning group was the strongest, and significantly decreased in the Sham
group, and IRI group was between them. Conclusions EPO postconditioning enhances the expression of HSP70 after
IRI, which helps to reduce kidney injury.
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急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）是临床

上常见的急危重症，具有较高的发病率和死亡率[1]，

而肾脏缺血再灌注损伤（ischemia reperfusion in-

jury，IRI）是 AKI的常见病因。临床上肾脏缺血再灌

注损伤发生隐匿且病程发展迅速，往往很难做到及

时预防。短时间内快速完成血流重建是挽救器官缺

血损伤最好的方法，但往往在恢复血流时易导致再

灌注损伤。因此，研究提高机体内在的保护机制从而

减轻肾脏缺血再灌注损伤的方法具有重要的临床意

义。近年来，对肾脏缺血再灌注损伤保护作用的研究

多集中在缺血预处理（ischemic preconditioning，IP），

缺血预处理已经被证实能够减轻肾缺血后再灌注损

伤[2]。目前最新研究表明，再灌注最初的几分钟是决

定肾缺血最终结局的关键时间段[3]，所以，与缺血预

处理相比，对再灌注前进行干预的缺血后处理（is-

chemic postconditioning，IPO），可能具有更强的可操

作性和更好的应用前景。

激活的白细胞及活性氧进入缺血组织，出现显

著的呼吸爆发，产生大量自由基为引起组织器官缺

血再灌注损伤的原因之一。文献[4]报道通过诱导热

休克蛋白在血管壁的表达，抑制了白细胞的浸润及

血管内皮细胞的损伤。

促红细胞生成素（erythropoietin，EPO）临床主要

用于治疗肾性贫血以及肿瘤等各种慢性疾病所伴发

的贫血，近年来研究发现，EPO有抗氧化、抑制炎症

反应和抗凋亡等功能[5]，对多种组织脏器（如脑、心、

肾等）的 IRI均有保护作用。目前，相关研究表明

EPO预处理对肾脏 IRI 具有保护作用 [6]，但 EPO 后

处理是否可以通过抗氧化机制保护肾脏尚不清楚。

本实验通过建立大鼠 IRI模型，探讨 EPO后处理对

大鼠肾脏 IRI的保护机制，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 一般资料

8 周龄健康雄性 SD（Sprasue-Dawley）大鼠 18

只（华北理工大学动物中心提供），体重在 240~280 g

之间，清洁级；饲料为华北理工大学动物中心提供的

钴 60灭菌饲料。

1.2 仪器与试剂

注射用重组人促红细胞生成素（rhEPO）3 000 IU/

支（沈阳三生制药厂，批号：201502028S）；Benckman

全自动生化仪；Olympus显微镜；HSP70免疫组织化

学 SABC试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3 方法

健康雄性 SD大鼠 18只按随机数字表法分成 3

组，每组 6只：假手术组（Sham组）、缺血再灌注损伤

组（IRI组）和 EPO后处理组。Sham组仅开腹，切除

右肾，游离左侧肾脏，分离肾蒂但不夹闭，45 min后

关腹。IRI组手术操作与 Sham组相同，仅在切除右

肾和游离左肾之后，将左肾动脉夹闭 45 min再开放

血管。EPO后处理组缺血45 min，于再灌注前 5 min

rhEPO（3 000 IU/kg）腹腔注射。以上 3组持续再灌注

24 h后留取血清及肾组织标本。

采用 Benckman全自动生化仪测定各组大鼠肾

功能指标尿素氮（BUN）、肌酐（Cr）；肾组织石蜡包埋

后切片，行 HE染色，Olympus显微镜下观察肾组织

病理学改变；采用免疫组织化学法对 HSP70在大鼠

肾组织内的表达进行分析。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，结果

以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素

方差分析，在方差分析有意义的基础上，再采用

LSD- 检验法进行两两比较，以 <0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 肾功能检测结果

IRI 组大鼠 BUN、Cr 水平显著高于 Sham 组（

<0.05），EPO 后处理组 BUN、Cr 水平显著低于 IRI

组（ <0.05），见表 1。

2.2 HE染色显微镜观察结果

HE染色显示，Sham组大鼠肾组织结构未见明

显异常；各组肾小球光镜下未见明显病理改变，IRI

组肾小管结构异常，肾间质水肿，大量炎症细胞浸

润，肾小管上皮细胞坏死，扩张管型形成；EPO后处

理组肾小管上皮轻度水肿，炎症细胞少见，管型罕

组别 尿素氮（mmol/L）

Sham组 6.91±0.24

IRI组 13.73±0.761）

肌酐（μmol/L）

52.19±3.39

121.47±9.821）

EPO后处理组

值

值

9.01±0.501）2）

248.082

0.000

73.08±4.261）2）

180.318

0.000

注：1）与 Sham组比较， <0.05；2）与 IRI组比较， <0.05

表 1 EPO后处理对肾脏缺血再灌注大鼠血浆 BUN

和 Cr含量的影响 （ =6，x±s）
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见，病理损伤程度显著轻于 IRI组，见图 1。

2.3 免疫组织化学法观察结果

采用 DAB染色，并行核复染，阳性结果为棕黄

色颗粒。结果发现 HSP70阳性表达主要在细胞质，

肾小球为阴性。Sham 组中均无或少见 HSP70 表

达，EPO 后处理组 HSP70 表达最强，IRI 组HSP70

表达稍强于 Sham组，但明显弱于 EPO后处理组，见

图2。

A B C

A：Sham组；B：IRI组；C：EPO后处理组

图 1 各组大鼠肾脏病理 HE染色比较 （×400）

A B C

A：Sham组；B：IRI组；C：EPO后处理组

图 2 各组大鼠肾脏免疫组织化学比较 （×400）

3 讨论

肾脏缺血再灌注损伤是指肾重新获得血流后，

通过各种途径最终导致细胞膜损伤，线粒体丧失功

能，最后细胞死亡，肾脏功能受损[7]。近年来研究表

明，造成肾缺血再灌注损伤的主要机制有：氧自由基

增多、炎症反应、免疫反应、细胞内钙超载、能量代谢

障碍及某些激素代谢失调等[8-10]。其中，氧化是肾脏

IR最重要的病理机制之一。

EPO是由 CHO细胞发酵表达的有生物活性的

蛋白，其最主要的功能就是促进红系细胞的生长和

分化，增加红细胞的数量，纠正贫血，除此之外，EPO

还可以发挥调节因子的作用使机体对缺氧产生适

应。最近几年研究发现，EPO可与机体其他各处的

EPO受体结合，发挥直接的组织保护作用，其通过抗

氧化凋亡、促进新生血管形成、抑制过度炎症反应等

对心、脑、肾脏缺血再灌注损伤产生保护作用[11-14]。但

目前尚未有研究表明 EPO后处理对肾脏 IRI的影响。

热休克蛋白（heat shock proteins，HSPs）是细胞

在受到外来刺激后诱导合成的一组细胞内蛋白质，

具有维持细胞蛋白自稳，提高细胞对应激原的耐受

性，保持细胞内环境的稳定性，起到保护细胞的作

用[15]。HSP70是分子量约为 70 kD的蛋白，在热刺激、

炎症、缺血和缺氧等情况下都可以诱导产生，对缺血

和缺氧较敏感，它对细胞有明确的内源性保护作用

而成为 HSPs中最受关注、研究最深入的一种[16-17]。

国内外多项研究表明热休克蛋白 70在缺血、缺氧及

缺血再灌注中能通过抑制氧化应激、抵抗炎性因子

对器官产生保护作用。其中，KIM等[18]证明，药物诱

导 HSP70生成增加可以明显减轻肾损伤。

本研究中与 Sham组比较，IRI组大鼠光镜下观

察肾组织损伤严重，肌酐和尿素氮水平明显升高，符

合 AKI病理表现，说明成功制备肾 IRI动物模型。

EPO后处理组与 IRI组比较，大鼠肾小管上皮细胞

坏死，炎症细胞浸润及管型明显减少，肌酐和尿素氮
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水平显著下降。除上述病理学及血清学表现外，免疫

组织化学结果显示：Sham 组可见无或少见 HSP70

表达，IRI组 HSP70表达稍强，与 Sham组比较，差异

显著，但明显弱于 EPO后处理组，差异有统计学意

义。根据 EPO后处理组 HSP70表达明显增强的研

究结果，提示 EPO可以促进 HSP70的表达，其机制

可能是 EPO对肾缺血细胞在转录和翻译水平上调

HSP70的表达，从而使 HSP70 合成增加，增强肾脏

对缺血及氧化损伤的抵抗力，从而减少大鼠肾缺血

再灌注损伤。

综上所述，EPO 可以通过诱导 HSP70 生成增

加，抑制肾小管上皮细胞氧化应激、减轻肾脏缺血，

对肾脏产生保护作用。而 EPO后处理由于其较缺血

预处理有更好的可操作性及安全性，可望作为一种

新型治疗手段应用于临床。
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