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缺血预处理通过激活自噬保护肾缺血 -再灌注损伤 *

陈 钊 田李芳 马晓桃 马芳霞 姚 恬 王 莉△

（西安交通大学医学院第二附属医院肾病内科 陕西西安 710000）

摘要 目的：探讨缺血预处理对缺血 -再灌注所致急性肾损伤的保护作用与可能机制。方法：将健康雄性 SD大鼠 18只随机分为

三组：假手术组(Sham组)、肾缺血组(I/R组)、实验组，Sham组大鼠开腹后游离左侧肾蒂血管，不夹闭，观察 60 min关闭腹部。I/R

组大鼠开腹后切除右肾，左肾蒂血管分离，观察 15 min后用无损伤动脉夹持续夹闭左肾蒂血管 45 min后，关闭腹部，恢复左肾血

流。实验组开腹后切除切除右肾，左肾蒂血管分离，行 4个循环夹闭左肾蒂血管 1 min/再灌注 4 min预处理后，无损伤动脉持续夹

闭 45 min，关闭腹部，恢复左肾血流。比较各组大鼠术后尿素氮值(Burea nitrogen，BUN)与肌酐值(Serum creatinine，SCR)水平，肾

组织病理学评分及微管相关蛋白轻链 3(Microtubule-associated protein l light chain 3，LC3)和自噬基因 Beclin-1的表达。结果：所有

大鼠在实验过程无死亡。I/R组、实验组再灌注后 4 h、24 h的 BUN与 SCr值显著高于 Sham组(P<0.05)，肾脏组织病理学评分显
著高于 Sham组(P<0.05)，实验组以上指标均显著低于 I/R组(P<0.05)；I/R组 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Beclin-1相对表达量显著高于

Sham组(P<0.05)，实验组以上指标均显著低于 I/R组(P<0.05)。实验组大鼠再灌注后 24h LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Beclin-1相对表达

量与肾组织病理学评分、BUN、SCr值呈显著相关性(P<0.05)。结论：缺血预处理可能通过激活自噬，减轻缺血 -再灌注所致急性肾

损伤，并改善肾功能。
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Ischemic Preconditioning Protects ischemia-reperfusion-induced acute
Kidney Injury and Renal Fibrosis by Activating Autophagy*

To investigate the protective effect and possible mechanism of Ischemic preconditioning on acute kidney

injury induced by ischemia-reperfusion. 18 healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: sham

operation group (Sham group), renal ischemia group (I/R group), and experimental group. The rats in the Sham group were freed from

the left renal pedicle after laparotomy, without clipping, and the abdomen was observed for 60 min. In the I/R group, the right kidney was

excised after laparotomy, and the left renal pedicle was separated. After 15 minutes, the left renal pedicle was continuously clamped with

a non-injured artery clip for 45 min, then the abdomen was closed and the left renal blood flow was restored. In the experimental group,

the right kidney was removed after laparotomy, and the left renal pedicle was separated. After 4 cycles of clamping the left renal pedicle

for 1 min/reperfusion for 4 min, the injured artery was continuously clamped for 45 min, and the abdomen was closed and restored. Left

renal blood flow. The levels of BUN and SCR, renal histopathology score and expression of LC3 and Beclin-1 were compared between

the groups. All rats did not die during the course of the experiment. The BUN and SCr values in the I/R group and the experi-

mental group were significantly higher than those in the Sham group at 4 h and 24 h after reperfusion (P<0.05). The histopathological
scores of the kidneys were significantly higher than those in the Sham group (P<0.05). The indicators were significantly lower than the
I/R group (P<0.05). The ratio of LC3-II/LC3-I and the relative expression of Beclin-1 were significantly higher than Sham group (P<0.05).
The above indexes in the experimental group were significantly lower than those in the I/R group (P<0.05). At 24 h after reperfusion, the
LC3-II/LC3-I ratio and the relative expression of Beclin-1 in the experimental group were significantly correlated with renal histopatho-

logical scores, BUN and SCr values (P<0.05). Ischemic preconditioning may attenuate acute renal injury and induced by is-

chemia-reperfusion and improve renal function by activating autophagy.
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前言

急性肾衰竭是一种常见的临床危重病症，多伴随有急性肾

损伤和肾纤维化，缺血再灌注(I/R)损伤是导致肾衰竭的重要因

素[1]。肾组织组织缺血后，氧供应突然减少，葡萄糖酵解代谢途

径供能并不能满足机体需要，代谢底物的减少更进一步加重能

量的短缺，可导致细胞水肿、细胞内钙超载，从而引发一系列的

细胞损伤[2,3]。而当缺血原因去除后，血液氧气、营养物质再次供

应，高浓度氧可激活髓过氧化物酶激，增加了细胞组织的损伤，

且多为不可逆损伤[4,5]。

缺血后处理(Ischemic postconditioning，IPTC)预先通过反

复短暂的 I/R，组织器官对随后长时间缺血产生耐受，从而诱导

机体产生内源性保护机制，减轻脏器损伤[6,7]。在 IPTC过程中，

机体组织与细胞自噬增强。自噬是指隔离膜将细胞质或(和)细

胞器包裹而形成的自噬体，接着融合溶酶体而形成了自噬溶酶

体，从而促使降解[8-10]。本研究主要探讨了缺血预处理对缺血 -

再灌注所致急性肾损伤和肾纤维化的保护作用与可能机制。结

果报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验材料

健康雄性 SD大鼠 18只，体重 250-280 g，购自西安交通大

学，许可证 SCXK(2018-0007)。动物房通风良好，自由饮食饮

水，预适应 3 d后进行手术，术前 12 h禁食不禁水。

1.2 动物分组与处理

将上述大鼠随机平分为三组：假手术组(Sham组，n=6)、肾

缺血组(I/R组，n=6)、IPTC组(实验组，n=6)。

Sham组：开腹后游离左侧肾蒂血管，不夹闭，观察 60 min

关闭腹部。

I/R组：开腹后切除右肾，左肾蒂血管分离，观察 15 min后

用无损伤动脉夹持续夹闭左肾蒂血管 45 min后，关闭腹部，恢

复左肾血流。

实验组：开腹后切除切除右肾，左肾蒂血管分离，行 4个循

环夹闭左肾蒂血管 1 min/再灌注 4 min预处理后，无损伤动脉

持续夹闭 45 min，关闭腹部，恢复左肾血流。

所有大鼠用 75 %酒精消毒后将大鼠放回鼠笼，给予正常

饮食。

1.3 观察指标

三组大鼠于再灌注后 4 h、24 h分别采血和肾脏标本，每个

时间点各组各处死 3只大鼠。将血液标本注入离心管，静置

30 min，2500 r/min离心 15 min，取上层血清标本，采用全自动

生化分析仪测定尿素氮值(BUN)与肌酐值(SCR)。

肾脏标本也装入 1.5 mL离心管，-70℃冰箱保存，其中部

分组织其重量加生理盐水制成 10 %的组织匀浆，采用Western

blotting检测肾组织中 LC3、Beclin-1的表达，蛋白印迹荧光强

度采用积分光密度定量分析，以 茁-actin作为内标。另外，部分
组织采用 4 %多聚甲醛固定，然后经脱水、透明、浸蜡、包埋，用

苏木精 -伊红染色，然后光镜下观察肾组织病理学变化，肾脏

的病理损害评分标准，1分：肾小管显著扩张、细胞扁平；1分：

上皮细胞颗粒变性；2分；肾小管腔内有脱落、坏死的细胞；1

分：空泡变性；1分：细胞核固缩；1分：肾阀质充血；1分：肾间

质炎性细胞浸润；0分：正常肾小管。分数越高，肾脏功能越差。

1.4 统计学分析

用 SPSS22.00软件分析数据，计量数据用均数± 标准差表

示，多组间对比采用单因素多样本均数方差分析，两组间比较

采用 t检验，计数数据用%表示，组间比较采用卡方检验，经以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 造模情况

I/R组、实验组大鼠肾缺血后肉眼观察肾脏颜色变为暗红

色肾脏血流阻断，造成双侧肾缺血，缺血模型都建立成功，所有

大鼠在实验过程无死亡情况。

2.2 各组肾功能生化指标变化对比

I/R组、实验组再灌注后 4 h、24 h的 BUN与 SCr值显著高

于 Sham组(P<0.05)，实验组以上指标显著低于 I/R组(P<0.05)。
见表 1。

表 1 不同组别在不同时间点的肾功能指标变化的对比

Table 1 Comparison of the changes of renal function at different time points among different groups

Groups
4 h 24 h

BUN(mmol/L) SCr(滋mol/L) BUN(mmol/L) SCr(滋mol/L)

Sham group 7.22± 1.33 61.44± 10.31 7.42± 1.02 61.38± 9.54

I/R group 18.42± 2.18 128.04± 15.02 33.42± 6.31 256.09± 33.18

Experimental group 14.13± 2.49 92.76± 15.22 20.37± 4.52 171.09± 24.76

F 14.202 11.002 23.014 27.001

P 0.000 0.000 0.000 0.000

2.3 各组肾脏组织病理学评分的对比

I/R组、实验组再灌注后 4 h、24 h的肾脏组织病理学评分

显著高于 Sham组(P<0.05)，实验组以上指标均显著低于 I/R组

(P<0.05)。见表 2。

2.4 各组肾组织 LC3、Beclin-1表达的对比

I/R组、实验组再灌注后 4 h、24 h的 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、

Beclin-1相对表达量均显著高于 Sham组(P<0.05)，实验组以上
指标明显显著低于 I/R组(P<0.05)。见表 3和图 1。
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2.5 相关性分析

实验组大鼠再灌注后 24 h LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Beclin-1

相对表达与肾组织病理学评分、BUN、SCr值均呈显著相关性

(P<0.05)，见表 4。

3 讨论

肾脏对缺血及 I/R均非常敏感，再灌注可继续加重肾功能

损伤[11]。但肾缺血 45 min左右的再灌注损伤是可逆的，超过 60

min的损伤基本为不可逆的。肾 I/R损伤是影响肾衰竭患者的

主要因素，因此对于肾脏再灌注损伤机制和治疗措施的研究一

直是医学领域的热点。当前研究显示肾 I/R损伤是由多种因素

造成的复杂病理生理过程，缺血损伤可形成炎性介质前体并损

伤亚致死性细胞，进一步加重损伤淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒

细胞，可导致无灌流区域的形成和引起缺血损伤[12,13]。本研究采

用夹闭双侧肾蒂的方法建立肾脏 I/R损伤模型，I/R组 Cr、BUN

浓度水平显著升高，提示肾功能严重受损，且肉眼观察到肾脏

组织颜色变为暗红色，且血流阻断，双侧肾缺血，提示肾缺血模

型建立成功。

表 2 不同组别在不同时间点的肾脏组织病理学评分的对比(分)

Table 2 Comparison of the renal histopathology scores at different time points among different groups (scores)

Groups 4 h 24 h

Sham group 0.53± 0.14 0.59± 0.10

I/R group 5.46± 0.40 7.28± 0.98

Experimental group 4.51± 0.42 5.76± 0.46

F 34.022 43.101

P 0.000 0.000

表 3 不同组别在不同时间点的肾组织 LC3、Beclin-1表达的对比

Table 3 Comparison of the expression of LC3 and Beclin-1 in the renal tissues at different time points among different groups

Groups
4 h 24 h

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ Beclin-1 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ Beclin-1

Sham group 1.03± 0.24 0.89± 0.22 1.11± 0.32 0.92± 0.14

I/R group 5.20± 0.83 4.28± 1.44 6.88± 1.42 5.67± 1.09

Experimental group 2.67± 0.61 2.09± 0.55 4.21± 1.44 3.87± 0.61

F 9.832 7.553 7.314 10.032

P 0.000 0.008 0.010 0.000

图 1 各组不同时间点的肾组织 LC3、Beclin-1表达的 western blot图

Fig.1 Shows the western blot of the expression of LC3 and Beclin-1 in

renal tissues at different time points in each group

表 4 实验组大鼠再灌注后 24 h自噬水平与肾功能的相关性

Table 4 Correlation between the autophagy level and renal function at 24 h after reperfusion in the experimental group

Indexes BUN SCr Renal histopathology scores

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ-r 0.564 0.453 0.782

P 0.001 0.010 0.000

Beclin-1 expression -r 0.489 0.413 0.673

P 0.005 0.013 0.000

如果机体对缺血产生耐受，则不会发生缺血性损伤或损伤

的程度显著减轻，特别是短时间的 IPTC能显著减轻缺血引起

的损伤，但针对单一介质或机制的保护措施较难使机体获益[14,15]。

有研究显示 IPTC的保护时间是短暂的，仅在缺血和再灌注

120 min有保护作用[16]。但也有研究显示延迟保护在最初缺血

后 12 h开始起效，12-24 h达高峰[17]。本研究显示 I/R组、实验组

再灌注后肾功能均较假手术组显著降低，而缺血预处理的大鼠

肾功能明显改善。I/R后肾脏形态结构可能受损，镜下可见肾小
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管扩张及部分结构损伤，肾小管上皮细胞肿胀和空泡变性，少

量管腔内有蛋白性液体积聚，出现大量炎性细胞浸润等，这与

研究报道一致[18]，而缺血预处理可显著减轻以上病理变化。在

大鼠心肌 I/R模型中，预处理(缺血 5 min后再灌注 5 min)联合

3次后处理(再灌注 30 s后再夹闭 30 s)对缺血 60 min再灌注 3 h

心肌具有相同程度的保护作用，特别是 IPTC可以增加环氧化

酶 -2的活性，也具有更好的肺脏保护作用[19,20]。

IPTC 的机制可能与直接清除自由基和抑制细胞凋亡有

关[21-23]。肾脏 IPTC的保护作用会随缺血预处理与再缺血时间间

隔的延长而减弱甚至丧失。自噬是一种降解和回收利用细胞中

大分子和受损细胞器的过程[24-26]。自噬对肿瘤形成与炎症因子

表达具有抑制作用，自噬性细胞死亡的形态学特征细胞质中出

现自噬溶酶体与自噬体。在生理情况下，自噬活性保持在较低

基础水平，在毒性物质、氧化应激等病理状态下，可使细胞自噬

活性显著上调[27]。自噬作为细胞的一种保护性机制，在 I/R损伤

等诱导的多种肾衰竭模型中的近端小管上皮细胞中都有自噬

形成。本研究显示 I/R组、实验组再灌注后 4 h、24 h的 LC3-Ⅱ

/LC3-Ⅰ比值、Beclin-1相对表达量显著高于 Sham组，实验组

显著低于 I/R组，表明 IPTC对缺血肾脏的早期保护作用可能

是通过上调自噬作用实现。同时，本研究显示实验组大鼠再灌

注后 24 h，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Beclin-1相对表达量与肾组织

病理学评分、BUN、SCr值都呈显著相关性。自噬作为凋亡的上

游通路调控凋亡发生发展，可在特定条件下自噬与凋亡通路拥

有不同的信号通路，形成相互独立的调控通路[28,29]。同时，自噬

与凋亡调控通路存在多重的交叉，两者可相互影响从而起到保

护机体的作用[30,31]。

总之，缺血预处理可能通过激活自噬，减轻缺血 -再灌注

所致急性肾损伤，并改善肾功能。本研究也有一定的不足，如

IPTC有一定的时间窗，而本研究的时间点不足，且样本数量较

少，具体机制分析还不够明确，将在后续研究中深入。
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