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在缺血性疾病中，缺氧的严重程度及时间长短是决

定细胞死亡及组织病理变化的关键，有文献表明重复性

低氧预处理（RHP）能减轻大鼠肾脏缺血再灌注损伤［1］，

也有研究证实肾缺血再灌注损伤同时常伴有肝脏功能

受损［2］，同样，研究发现在肝缺血再灌注损伤后可以发生

严重的包括急性肾损伤在内的多器官功能障碍，其可能

的发生机制与小肠隐窝内的Paneth细胞分泌的IL-17A

有关［3-4］。本研究旨在探究RHP是否可以减轻大鼠肾脏

缺血再灌注损伤后所导致的肝脏损伤，其可能机制是否

与IL-17A相关？

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

健康清洁型成年雄性Sprague Dawley大鼠120只

（解放军总医院实验动物中心提供，许可证号为 SCXK

（京）2012-0001），体质量220~240 g。适应环境1周，分

笼饲养，室温20~25 ℃，湿度60%~70%，空气新鲜，通风
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摘要：目的 探究重复性低氧预处理（RHP）对大鼠肾脏缺血再灌注损伤（IRI）所致的肝脏损伤的影响并初步探讨其机制。方法

120只雄性SD大鼠随机分为4组（n=30）：低氧预处理手术组（RHP组），低氧预处理假手术组（RHPS组），常压手术组（IRI组）及

常压假手术组（S组）。低压氧舱预处理大鼠5 d，建立肾 IRI模型，RHP组及 IRI组统一切除右肾、夹闭左肾肾门45 min后放开建

立肾缺血再灌注模型，而RHPS组及S组仅切除右肾，不进行左肾缺血再灌注处理。于再灌注后2、8、24 h检测血清谷丙转氨酶

（ALT）、IL-17A、TNF-α浓度，酶标仪检测肝脏匀浆超氧化物歧化酶（SOD）及一氧化氮（NO）的含量，Western blot检测测肝脏

p-PI3K、p-AKT水平，病理组织形态学检查观察肝脏结构变化。结果 与 IRI组相比，RHP组大鼠再灌注后2、8、24 h病理组织形

态学检查显示损伤减轻，血清ALT浓度降低，TNF-α水平于再灌注后24 h降低（P<0.05）肝组织NO含量升高（P<0.05），SOD含

量于再灌注后8 h升高（P<0.05）；与S组相比，IRI组及RHP组血清 IL-17A浓度均显著升高（P<0.05），但两组间差异无统计学意

义（P>0.05）；RHP组P-PI3K及P-AKT表达均高于 IRI组（P<0.05），且差异于再灌注后8 h尤为显著（P<0.05）。结论 RHP对大

鼠肾脏IRI所致的肝脏损伤具有保护作用，但并非通过抑制IL-17A来实现。
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Abstract: Objective To explore the effect of repeated hypoxic preconditioning (RHP) on renal ischemia-reperfusion-induced
hepatic dysfunction in rats and the underlying mechanism. Methods A total of 120 normal SD rats were randomly divided into
4 groups (n=40), namely RHP surgical group, RHP sham-operated (RHPS) group, nonhypoxic surgical group (IRI group), and
nonhypoxic sham-operated group (S group). The rats in the hypoxic groups were exposed to hypoxia in a hypoxic chamber for
5 days prior to establishment of renal ischemia-reperfusion model by resection of the right kidney and clamping the left renal
hilum. Serum alanine aminotransferase (ALT), IL-17A, TNF-α, liver superoxide dismutase (SOD) and nitric oxide (NO) were
detected at 2, 8 and 24h after reperfusion, and Western blotting was used to determine the expression of p-PI3K and p-AKT;
HE staining was used to observe the structural changes in the liver. Results Compared with IRI group, RHP group showed
significantly milder hepatic damage, lower ALT levels and higher NO levels at 2, 8, and 24 after reperfusion (P<0.05); TNF-α
levels were lowered at 24 h (P<0.05) and SOD increased at 8 h after the reperfusion (P<0.05). Compared with S group, IRI
group and RHP group showed significantly higher IL-17A levels (P<0.05) but without significant difference between the latter
two groups (P>0.05). The expressions of p-PI3K and P-Akt in RHP group were significantly higher than those in IRI group (P<
0.05), especially at 8 h after reperfusion (P<0.05). Conclusion Repeated hypoxic preconditioning can attenuate hepatic injury
induced by renal ischemia-reperfusion injury in rats.
Key words: repetitive hypoxic preconditioning; nephrology; ischemia; reperfusion injury; hepatic dysfunction
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良好，自由摄食、饮水。随机分为4组（n=30）：低氧预处

理手术组（RHP组），低氧预处理假手术组（RHPS组），

常压手术组（IRI组），常压假手术组（S组）。RHP组及

RHPS组适应环境后进行低压氧预处理，而IRI组及S组

饲养于正常大气压下，预处理后RHP组及IRI组建立大

鼠肾缺血再灌注模型，而RHPS组及S组不进行肾缺血

再灌注处理。

1.2 重复性低压氧预处理方法及模型建立

RHP组及RHPS组放入动物专用低压氧舱内进行

为期5 d、5 h/d、0.66倍绝对大气压（ATA）的低氧预处

理，IRI组及S组饲养于常温常压下。第6天参考文献［5］

介绍的方法建立肾缺血再灌注损伤模型。RHP组及IRI

组大鼠术前禁食12 h，自由饮水，大鼠称重后，3%戊巴

比妥钠50 mg/kg腹腔注射麻醉，待翻正反射消失后，俯

卧位于温度恒定于38 ℃的体温毯上，背侧入路，于肋弓

下缘0.5 cm、脊柱旁开1 cm处做两侧纵形切口，分离肾

蒂，游离输尿管，切除右侧肾脏，左侧肾蒂使用无损伤血

管夹夹闭45 min。根据左肾颜色来判断缺血情况，确认

其由鲜红转为整体肾脏暗红色时即可。45 min后松开

血管夹进行再灌注，待肾脏由暗红色转为鲜红色，恢复

血液供应后再将其还纳入腹腔并缝合伤口。S组及RHPS

组仅切除右肾并分离左侧肾蒂，不进行钳夹处理。

1.3 ALT、IL-17A、TNF-α浓度测定

于再灌注后2、8及24 h三个时间点每组各随机选

取10只大鼠，经心脏取血5 ml后处死。血液样本置于

4 ℃冰箱内静置30 min后，4 ℃、3000 r/min离心15 min，

分离血清，置于-20 ℃冰箱。应用Beckman AU5400全

自动生化分析仪检测血清谷丙转氨酶浓度。应用ELI-

SA试剂盒，根据厂家说明书（达科为生物工程有限公

司）检测IL-17A、TNF-α浓度。

1.4 超氧化物歧化酶（SOD）及一氧化氮（NO）含量测定

收集肝左上叶，置入0.9%氯化钠盐水中清洗表面血

液后置入液氮中冻存，使用时利用生理盐水制成10%组

织匀浆，采用SOD及NO试剂盒（南京建成生物工程研

究所），根据说明书方法测定肝脏组织SOD、NO含量。

1.5 肝脏组织形态观察

收集肝左上叶，置入0.9%氯化钠盐水中清洗表面

血液后置入4%多聚甲醛中固定12 h，石蜡包埋，切片，

进行苏木精-伊红染色（HE染色），观察再灌注后3个时

点各组肝脏形态学变化。

1.6 p-PI3K、p-Akt蛋白表达的检测

常规提取肝脏蛋白质样品，BCA法定量。电泳转

硝酸纤维素膜上，分别将两个单克隆抗体p-PI3K、p-Akt

（Cell signal technology，美国）（1∶1000）4 ℃孵育过夜，清

洗。过氧化物酶标记的二抗（1∶3000）37 ℃孵育40 min，

清洗。ECL试剂X线底片上显像。扫描测定条带灰度

值，以与β-actin的比值作为表达强度。

1.7 统计学方法

采用SPSS 17.0统计学软件进行分析，计量资料以

均数±标准差表示，每组不同时间点指标比较采用双因

素方差分析，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清ALT、IL-17A、TNF-α浓度

与 IRI组相比，RHP组ALT水平在再灌注后2、8、

24 h均显著降低（P<0.05），24 h时回落至正常水平，与S

组相比无统计学差异（P>0.05）；与 IRI组相比，RHP组

TNF-α水平在再灌注2、8 h有所下降，但无统计学意义

（P>0.05），再灌注 24 h时 IRI组TNF-α浓度显著升高

（P<0.05）；IRI组及RHP组 IL-17A水平显著高于S组

（P<0.05），二者增长趋势相似，差异无统计学意义（P>

0.05，图1）。

2.2 肝脏SOD、NO含量变化

与IRI组相比，RHP组SOD含量在再灌注后2 h有

所上升，但无统计学意义（P>0.05），再灌注后8 h，RHP

组含量显著升高（P<0.05），24 h时回落，与RHPS组相

比无统计学差异（P>0.05）。与IRI组相比，RHP组肝脏

总NO含量在3个时间点均升高，且差别具有统计学意

义（P<0.05），再灌注后8 h，RHPS组NO含量较RHP组

高，且差异具有统计学意义，再灌注后8 h肝脏总NO含

量达峰，24 h时较前有所回落（图2）。
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图1 大鼠肾缺血再灌注后各时点血清ALT、IL-17A、TNF-α检测结果
Fig.1 Comparison of serum ALT, IL-17A and TNF-α concentrations between four groups. *P<0.05 vs IRI 2 h; #P<0.05 vs IRI 8 h; &P<0.05 vs
IRI 24 h; $P<0.05 vs RHP 2 h; %P<0.05 vs RHP 8 h; aP<0.05 vs RHP 24 h.
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图2 大鼠肾缺血再灌注后各时点肝组织SOD、NO检测结果
Fig.2 Comparison of SOD and NO levels in the liver tissue between four groups. *P<0.05 vs IRI 2 h; #P<0.05 vs IRI 8 h; &P<
0.05 vs IRI 24 h; $P<0.05 vs RHP 8 h.

2.3 肝脏组织病理学检查

HE染色结果见图3。图3L及图3I显示，肝脏细胞

呈条索状排列，肝窦无充血，可见少量淋巴细胞浸润；图

3C显示，肝窦扩张，少量空泡形成，中等程度淋巴细胞

浸润，肝细胞排列紊乱；图3F显示，肝细胞形态较图3C

正常，但存在汇管区炎性细胞浸润。图3K及图3H显

示，肝细胞排列正常，肝窦少量充血；图3B显示，大量空

泡形成，淋巴、中性粒细胞浸润，细胞排列紊乱；图3E显

示，损伤较图3B减轻，但汇管区仍有大量炎性细胞浸

润，肝窦轻度充血；图3J及图3G显示，较正常肝细胞，少

量炎性细胞浸润；图3A显示，肝窦充血，肿胀的肝细胞

挤压肝窦，大量淋巴细胞浸润，可见深染固缩的细胞核

及淡染的胞质；图3D显示，肝细胞形态较图3A正常，汇

管区周围炎性细胞浸润，淋巴细胞浸润，损伤缓解。

2.4 P-PI3K、P-AKT蛋白的表达

与 IRI 组相比，再灌注 24 h 时，RHP 组 P-PI3K、

P-AKT蛋白表达增加（P<0.05），再灌注8 h时两种蛋白

表达最强烈（P<0.05）；再灌注24 h时，RHPS 组P-PI3K、

P-AKT蛋白表达均显著高于IRI组及S组（P<0.05，图4）。

3 讨论

肾脏缺血再灌注损伤是临床大型心血管、器官移植

手术常见的临床问题，严重时可导致急性肾损伤，使患

者术后全身并发症的发生率升高，住院时间延长，远期

生存率降低［6-9］。肾脏缺血再灌注损伤引起体内炎症反

应的发生，加之再灌注期间体内产生高浓度的活性氧

簇，从而导致远隔脏器，如肝脏的功能障碍，严重时可导

致肝脏衰竭［2］，增大术后并发症处理难度。肝脏是人体

内最大的实质性脏器，也是唯一受双重血液供应的器

官，单位时间血流量大，易受循环中有害物质的影响。

有研究表明RHP可以减轻肾脏缺血再灌注后所带来的

肾脏损伤，提高动物术后存活率［1, 10］。

本实验发现：与S组相比，IRI组各时间点血清中

ALT浓度均显著升高（P<0.05），说明肝脏在肾缺血再灌

注过程中肝功能受到了损害；与 IRI组相比，RHP组各

时间点ALT水平显著下降，除再灌注后2 h高于S组外，

再灌注8、24 h与S组相比无差异（P>0.05），表明RHP提

高了肾脏缺血再灌注损伤后的肝脏功能。同时，本实验

进行了血清TNF-α及 IL-17A水平测定，结果显示再灌

注后 2 h，IRI组及RHP组TNF-α水平均升高，RHP组

TNF-α水平于再灌注后24 h回归正常，相比 IRI组下降

显著（P<0.05），表明RHP可促进抗凋亡蛋白的表达，从

而起到减少肝脏细胞凋亡，提高肝脏功能的作用；研究

发现，IL-17A在肝或肾缺血再灌注后所致的多脏器功

能衰竭的发生过程中意义重大，IL-17A主要由肠隐窝

中的Paneth细胞所分泌，研究人员将Paneth基因敲除

后再建立缺血再灌注模型，发现损伤明显减轻［3, 11］。本

实验血清 IL-17A 结果显示，IRI 组及 RHP 组血清

IL-17A水平与S组及RHPS组差异显著（P<0.05），而IRI

组及RHP组血清IL-17A水平在各时间点无统计学意义

（P>0.05），表明RHP对减轻肾脏缺血再灌注损伤后所

产生的级联炎症反应意义不大，而是从其他方面起到了

远端肝脏的保护作用。在缺氧或缺血时，机体ROS产

物增加会导致异常信号通路的激活从而导致细胞功能

障碍，并启动一些列细胞凋亡程序［12-15］。肝脏组织SOD

含量结果显示，与S组相比，IRI组SOD含量于再灌注后

8、24 h显著降低，表明肾脏缺血再灌注后产生大量氧自

由基，经血液循环进入肝脏后，导致肝脏细胞因子增多，

清除自由基能力下降；而RHP组SOD值于再灌注后8 h

达峰，表明RHP提高了肝脏对高浓度氧自由基的清除

能力，且可能再灌注后8 h为氧自由基经血液循环入肝

的早期爆发时期，此结论有待后期延长观察时间进而验

证。肝脏总NO含量结果显示，RHP可以提高肾缺血再

灌注后肝脏的总NO含量，且RHPS组的NO含量也相

应升高，表明NO含量升高主要原因可能为预处理所

致。就目前研究所知，体内NOS分为3种类型，即内皮型，

神经型及诱生型。内皮型及神经型NOS参与人体正常

生理活动，而诱生型NOS在感染、创伤等刺激所产生的
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大量细胞因子作用下，合成NO参与应激反应。3种类

型NOS在机体应激状态下所产生的NO的确切作用尚

不清楚。本实验仅对肝脏总NO进行测量，得出RHP后肝

脏总NO含量可升高，而其具体作用有待进一步研究。

肝脏组织学检测结果显示，RHP可以减轻肝细胞变

性程度，同时缓解肿胀的肝细胞对肝窦产生的压迫。然

而，RHP似乎没能很好地减轻由于肾缺血再灌注所造成

的炎症反应，图片上可以明显看出淋巴细胞浸润及血管

周围的炎性细胞浸润。这一结果与IL-17A结果相一致，

二者再次说明，RHP可以减轻肾缺血再灌注所致的肝脏

损伤，但抑制再灌注后所产生的炎症反应方面作用较弱。

研究表明，低氧诱导因子1（HIF-1）可激活下游抗凋

亡基因，包括热休克蛋白70、Bcl-2、促红细胞生成素及

血管内皮生长因子［16-18］，下调促凋亡基因Bax的表达［19］。

RHP可提高缺血再灌注肾脏HIF-1的表达［10］，使磷脂酰

肌醇-3激酶（PI3K）磷酸化，进而激活下游蛋白激酶B

（Akt），通过PI3K/Akt信号通路产生上调抗凋亡基因、下

调促凋亡基因的表达而起到器官功能保护的作用［20］。

本实验对肾脏缺血再灌注后肝脏细胞表达的磷酸化

PI3K/Akt进行了Western blot检测，结果显示与 IRI组

比较，各时间点RHP组p-PI3K及p-Akt表达显著增高

（IRI组及S组各时间点的比值类似，故此处仅列出再灌

注后24 h结果），表明RHP所产生的肝脏保护作用可能

通过PI3K/Akt信号通路产生，另一发现是，RHPS组的

p-PI3K及p-Akt的表达高于 IRI组及S组，可能的解释

为RHP过程中，长期低压氧刺激激活了PI3K/Akt信号

通路，使机体适应低氧环境，提高器官缺氧耐受能力，进

而产生保护作用。

综上所述，RHP对于肾脏缺血再灌注损伤后所致的

肝脏损伤具有保护作用，可能通过增加自由基清除能力、

减弱氧化应激反应及上调抗凋亡蛋白表达等方式，PI3K/

Akt信号通路可能参与其中，进一步机制尚待深入研究。
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图3 大鼠肾缺血再灌注后各时点各组肝脏HE染色
Fig.3 HE staining of liver tissue in different groups after renal ischemia reperfusion( HE, original magnification: ×200). A-C: IRI group;
D-F: RHP group; G-I: RHPS group; J-L: Sham group.
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图4 大鼠肾缺血再灌注后不同时间点三组p-PI3K、p-Akt
蛋白表达情况
Fig.4 Expression of p-PI3K and p-Akt in different groups
after reperfusion. *P<0.05 vs IRI 24 h; #P<0.05 vs Sham 24 h;
&P<0.05 vs RHPS 24 h.
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