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　 　 【摘要】 　 目的　 探究雷帕霉素(ｒａｐａｙｃｉｎꎬＲＡＰＡ)对大鼠肾缺血再灌注(ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＲＩＲ)后远隔

器官心脏损伤的影响ꎮ 方法　 ４０ 只大鼠随机平均分为四组:空白组、假手术组、ＲＩＲ 组和雷帕霉素处理组ꎬ每组 １０
只ꎮ 雷帕霉素处理组的大鼠接受雷帕霉素灌胃给药ꎮ 术后 ２４ ｈ 处死每组大鼠ꎬ收集血液ꎬ脾和心脏ꎮ 测定血浆中

肌酸激酶(ＣＫ)、肌酸激酶同工酶(ＣＫ￣ＭＢ)、血清肌酐(ＳＣｒ)和尿素氮(ＢＵＮ)的水平ꎮ 用 ＰＡＳ 染色半定量分析表示

心脏病理损伤程度ꎮ ＴＵＮＥＬ 试剂盒检测细胞凋亡情况ꎮ 流式细胞仪检测 ＮＫＴ 细胞数量的百分比ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法

检测 ＣＸＣ 趋化因子配体 １０(ＣＸＣＬ１０)、缺氧诱导因子－１α(ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏＲ￣１αꎬＨＩＦ￣１α)ｍＲＮＡ 和血管内皮

生长因子(ＶＥＧＦ)ｍＲＮＡ 表达ꎮ 结果　 ＲＩＲ 组血清 ＢＵＮ 值和 ＳＣｒ 值高于假手术组ꎮ 雷帕霉素处理组血清 ＣＫ 值和

ＣＫ￣ＭＢ 值水平低于模型组ꎮ 心脏病理损伤的半定量评分表明ꎬ雷帕霉素处理组的病理损伤评分明显低于 ＲＩＲ 组ꎮ
雷帕霉素处理组心脏和外周血 ＮＫＴ 细胞百分比明显高于 ＲＩＲ 组ꎮ 雷帕霉素处理组脾 ＮＫＴ 细胞百分比低于 ＲＩＲ
组ꎮ 雷帕霉素处理组 ＨＩＦ￣１α ｍＲＮＡ 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的表达程度低于 ＲＩＲ 组ꎮ 雷帕霉素处理组 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 的

表达水平高于 ＲＩＲ 组ꎮ 结论　 ＲＡＰＡ 可以显著上调 ＣＸＣＬ１０ 的表达水平ꎬ促进 ＮＫＴ 细胞从脾到外周血在心脏中的

集聚ꎮ ＲＡＰＡ 还可以抑制 ＨＩＦ￣１α 表达水平从而对 ＲＩＲ 后心脏发挥保护作用ꎮ
【关键词】 　 肾缺血再灌注损伤ꎻ雷帕霉素ꎻ缺氧诱导因子￣１αꎻＣＸＣ 趋化因子配体 １０
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒｅｍｏｔｅ ｏｒｇａｎｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｎａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ (ＲＩＲ) ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ
ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ. Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ (ＣＫ)ꎬ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ (ＣＫ￣ＭＢ)ꎬ
ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ (ＳＣｒ) ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ＢＵＮ) ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ. Ａ ＴＵＮＥＬ ｋｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １０ (ＣＸＣＬ１０)ꎬ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏＲ￣１α
(ＨＩＦ￣１α) ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＢＵＮ ａｎｄ ＳＣｒ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＣＫ ａｎｄ ＣＫ￣ＭＢ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｃｏｒｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ
ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ｍＲＮＡ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＸＣＬ１０ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎ ｔｏ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ. Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ａｌｓｏ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＨＩＦ￣１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ａｆｔｅｒ ＲＩＲ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＲＩＲꎻ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎻ ＨＩＦ￣１αꎻ ＣＸＣＬ１０

　 　 在肾移植和肾肿瘤切除术等一些复杂的肾手

术中ꎬ需要暂时阻断肾血流ꎮ 术后再灌注过程会加

重缺血性肾组织损伤ꎬ该过程称为肾缺血再灌注损

伤(ｒｅｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＲＩＲ) [１]ꎮ ＲＩＲ 除了对

肾本身造成损伤外ꎬ还可以对心、肺、脑等远隔器官

造成损害[２]ꎮ ＲＩＲ 过程中所产生的毒性代谢产物和

炎性介质ꎬ易进入血液循环ꎬ从而影响作为远隔器

官心脏的代谢与功能ꎮ 心脏血流量大ꎬ易受循环中

有害物质影响而出现结构和功能损伤ꎬ其中免疫损

伤在肾缺血再灌注后的心肌损伤中起重要作用ꎮ
研究表明ꎬ免疫系统干预可能对 ＲＩＲ 后心脏有保护

作用ꎮ 雷帕霉素是一种免疫抑制剂(ＲＡＰＡ)ꎬ可以

通过受体 ＦＫ５０ 结合蛋白 １２ 结合靶标(ｍＴＯＲ) [３]ꎬ
以抑制其信号传导ꎬ从而减少 Ｇ１ 期晚期免疫细胞

的停滞并抑制免疫反应ꎮ ＲＡＰＡ 对 ＲＩＲ 后心脏的保

护机制仍不清楚ꎮ 尽管国内外诸多学者在雷帕霉

素对肾脏缺血再灌注损伤方面做了大量的研究工

作ꎬ但 ＲＡＰＡ 对 ＲＩＲ 后心脏的保护机制仍不清楚ꎮ
因此ꎬ我们对 ＲＡＰＡ 对 ＲＩＲ 后心脏的保护作用进行

了探讨ꎬ以期从免疫反应角度寻找减轻 ＲＩＲ 后心脏

损伤的方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 健康雄性大鼠 ４０ 只ꎬ体重 ２０ ~ ２５ ｇ
(误差不大于 １０％)ꎬ周龄:８ ~ ９ 周ꎬ购自北京维通利

华实验动物中心技术有限公司[ＳＣＸＫ(京) ２０１７－
０００１]ꎬ在唐山市慢性病临床基础研究重点实验室

[ＳＹＸＫ(冀)２０１５－００３８]完成实验ꎮ 动物实验经华北

理工大学实验动物伦理委员会审核批准(２０１７０８０)ꎬ
并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

全自动生化分析仪及流式细胞仪均购自美国

加利福尼亚州 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司ꎻ生化检测试剂

盒由南京建成生物制品公司提供ꎬ实验方法参见试

剂盒说明ꎻ高倍率显微镜购自日本东京奥林巴斯公

司ꎻＴＵＮＥＬ 试剂盒购自武汉博斯特生物科技有限公

司ꎻ二抗购自北京中山生物技术公司ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 所

用试剂盒购自中国大连 ＴａＫａＲａ 生物技术有限

公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物的处理

大鼠分为 ４ 组:(１)空白组:１０ 只ꎬ常规饲养３ ｄꎮ
(２)假手术组:１０ 只ꎬ常规饲养 ３ ｄꎮ (３)ＲＩＲ 组:１０
只ꎬ常规饲养 ３ ｄꎮ (４)雷帕霉素处理组:１０ 只ꎬ每日

灌胃给予雷帕霉素(４􀆰 ５ ｍｇ / (ｋｇ / ｄ))ꎬ持续 ３ ｄꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物模型复制

大 鼠 称 重 后 用 ３％ 戊 巴 比 妥 钠 溶 液

(１００ ｍｇ / ｋｇ)腹腔注射麻醉ꎬ然后开腹ꎬ找出左右两

侧肾动、静脉后夹闭ꎬ４５ ｍｉｎ 后恢复血流供应ꎬ复制

大鼠肾缺血再灌注模型ꎮ 操作中肾由红变白再由

白变红ꎬ认为经历了缺血再灌注过程ꎬ术后逐层缝

１４中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



合ꎮ 假手术组除不夹闭双侧肾动、静脉外ꎬ其余操

作同 ＲＩＲ 组ꎮ 雷帕霉素处理组经灌胃给药饲养 ３ ｄ
后再经历手术ꎬ雷帕霉素处理组的剂量为每天 ４􀆰 ５
ｍｇ / ｋｇꎬ其余操作处理同 ＲＩＲ 组ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 样品采集与检测

腹主动脉取血并留取心脏和脾组织标本ꎮ 取

心尖组织经 ＨＥ 染色ꎬ镜检ꎬ观察心肌细胞的形态学

变化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 指标测定及试剂来源

(１)血浆生化指标测定

采集腹主动脉血 ３ ｍＬꎬ加肝素ꎬ离心ꎬ采用全自

动生化分析仪进行测定ꎬ连续监测 １ ~ ３ ｍｉｎ 观察吸

光度的变化ꎬ计算肌酸激酶和肌酸激酶同工酶的活

力值ꎬ结果以 １０３Ｕ / Ｌ 表示ꎮ
(２)肾功能

肾灌注后 ２４ ｈꎬ经腹主动脉取血分成两部分ꎬ一
部分血液检测尿素氮ꎬ另一部分检测肌酐ꎮ 肌氨酸

氧化酶法测定肌酐ꎬ脲酶法测定尿素氮ꎮ
(３)心脏病理损伤的半定量分析

剖开胸腔ꎬ取出心脏ꎬ洗净ꎬ甲醛固定ꎬ脱水浸

蜡ꎬ石蜡包埋ꎬＰＡＳ 染色ꎬ观察病理切片并进行心脏

病理损伤的半定量分析ꎮ 在高倍率显微镜(２００×)
随机地选择 １０ 个视野ꎬ观察损伤程度ꎮ 运用半定量

病理评估法评分ꎬ标准为:正常为 ０ꎬ损伤< ２５％ １
分ꎬ损伤 ２５％~５０％ ２ 分ꎬ损伤 ５１％~７５％ ３ 分ꎬ损伤

>７５％ ４ 分ꎮ
(４)细胞凋亡测试

心脏经固定过夜ꎬ石蜡包埋ꎬ依据荧光及显色

法ꎬ在 ＤＮＡ 断裂时 ３’￣ＯＨ 暴露被抗荧光素抗体标

记ꎬ经过 ＰＢＳ 漂洗ꎬ水冲洗ꎬ用滤纸吸干水分ꎬ加样ꎬ
在 ＤＡＢ 的催化下室温孵育 ５ ~ ３０ ｍｉｎ 呈棕色ꎬ观察

凋亡细胞状况并在显微镜下拍照保存ꎮ 根据

ＴＵＮＥＬ 试剂盒指示说明操作ꎮ 显微镜下的红色荧

光为 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞ꎮ 随机选择六个非重复视野

(２００×)ꎬ凋亡指数(ＡＩ):ＡＩ(凋亡计数 /总细胞计

数)×１００％ꎮ
(５)流式细胞仪

将大鼠的血液ꎬ脾和心脏制成单细胞悬液ꎬ在
免疫染色之前裂解红细胞ꎬ用无菌 ＰＢＳ 和 ＢＳＡ 缓冲

液洗涤ꎬ加入一抗的重悬细胞ꎬ避光保存ꎬＰＢＳ 离心

洗涤ꎬ加入二抗ꎬ洗涤ꎬ进入 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ 调整优化细胞

流速和浓度ꎬ使目标细胞通过进样室的速度为

２０００ / ｓ 左右ꎬ进行细胞分选ꎬ用流式方法检测分析

ＮＫＴ 细胞ꎮ ＮＫＴ 细胞判定标准为 ＣＤ３ 和 ＮＫ１􀆰 １ 双

阳性ꎮ 心脏总 ＲＮＡ 用 ＴＲＩｚｏｌ 提取ꎮ 纯化后ꎬ将

ＲＮＡ 样品用于反转录以合成 ｃＤＮＡꎮ
(６) ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦꎬＨＩＦ￣１α 和 ＣＸＣＬ１０

ｍＲＮＡ 水平ꎮ
ＰＣＲ 反应中使用的引物为:β－肌动蛋白正向ꎬ

５’￣ＡＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡ￣３’和反向ꎬ５’￣ＧＡ
ＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣＡＣＡＣＡＧ￣３’ꎻ ＣＸＣＬ１０ 正向

５’￣ＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＴＡＴＣＧＡＴＧＡＣ￣３’ 和反向 ５’￣ＴＴＣ
ＡＴＣＣＴＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＣ￣３’ꎻ ＨＩＦ￣１α 正 向ꎬ ５ ’￣ＡＡＧ
ＴＣＴＡＧＧＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣ￣３’ꎬ反向ꎬ５’￣ＣＡＡＧＡＴＣＡＣＣ
ＡＧＣＡＴＣＴＡＧ￣３’ꎻ ＶＥＧＦ 正向为 ５’￣ＡＴＴＧＡＧＡＣＣＣ
ＴＧＧＴＧＧＡＣＡＴＣ￣３’ꎬ 反 向 为 ５ ’￣ＴＣＣＴＴＴＣＣＴＣＧＡ
ＡＣＴＧＡＴＴ￣３’ꎮ 使用 ２－ΔΔＣｑ 方法将每个基因的表达

水平标准化为内源性对照 β－肌动蛋白ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件进行分析ꎬ各组数据

以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )的形式表示ꎬ单因素方差

分析 ｑ 检验统计处理各组之间的差异ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５
代表差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠生存情况

在实验过程中ꎬ由于损伤缺口小ꎬ研究人员能

够迅速找到肾动静脉ꎬ进行分离夹闭ꎮ 夹闭时间 ４５
ｍｉｎ 较短ꎬ因此在恢复再灌注过程中大鼠一直是存

活的ꎮ 动物在麻醉的状态下进行取材ꎬ先抽取腹主

动脉血液ꎬ迅速摘取脾和心脏ꎮ
２􀆰 ２　 血浆 ＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ、ＢＵＮ 和 Ｓｃｒ 水平

与 ＲＩＲ 组相比ꎬ雷帕霉素处理组血浆中 ＣＫ、
ＣＫ￣ＭＢ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与假手术组相比ꎬＲＩＲ
组 ＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ 水平升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 血浆 ＢＵＮ 和

Ｓｃｒ 水平经过再灌注后升高ꎬ尤以 ＲＩＲ 组与假手术

组相比升高的更明显(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 １ꎮ
２􀆰 ３　 ＨＩＦ￣１αꎬＶＥＧＦ 和 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 的表达

水平

ＲＩＲ 组 ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的表达水平高

于假手术组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ雷帕霉素处理组 ＨＩＦ￣１α 和

ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的表达水平低于 ＲＩＲ 组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
ＲＩＲ 组中 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 的表达水平低于假手术组

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ雷帕霉素处理组高于 ＲＩＲ 组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
见表 ２ꎮ
２􀆰 ４　 ＮＫＴ 细胞百分比

ＲＩＲ 组脾中 ＮＫＴ 细胞的百分比低于假手术组

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ雷帕霉素处理组脾中 ＮＫＴ 细胞的百分

比显著低于 ＲＩＲ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 心脏和外周血中

ＮＫＴ 细胞的百分比 ＲＩＲ 组高于假手术组 ( Ｐ <

２４ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



０􀆰 ０５)ꎬ并且雷帕霉素处理组显著高于 ＲＩＲ 组(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ５　 心肌组织形态学变化

空白组和假手术组大鼠的心肌细胞大小、形态

均正常ꎮ ＲＩＲ 组:心肌纤维紊乱ꎬ间质肿胀ꎬ炎性细

胞浸润ꎮ 雷帕霉素处理组:心肌纤维排列尚整齐ꎬ
间质肿胀和炎性细胞浸润程度较 ＲＩＲ 组有所减轻ꎬ
见图 ２ꎮ

３　 讨论

肾缺血再灌注损伤是肾血液不足ꎬ恢复血液循

环灌注后其功能损伤反而加重ꎬ组织结构无法恢复

正常的一种病理生理状态ꎮ 炎性细胞因子和氧自

由基除对肾本身造成损伤外[４－６]ꎬ还对心脏、肺、肝

等远隔器官造成损伤ꎬ尤其是需氧、需血量极大的

心脏ꎮ 在肾缺血再灌注到心肌损害过程ꎬ免疫反应

是重要反应之一ꎮ 缺血再灌注损伤作为一个非免

疫性因素能通过免疫机制影响心脏的损伤程度[７]ꎮ
雷帕霉素是一种新型免疫抑制剂ꎬ可通过受体

ＦＫ５０ 结合蛋白－１２ 与靶蛋白(ｍＴＯＲ)结合ꎬ抑制其

信号转导ꎬ从而减少晚期 Ｇ１ 期免疫细胞的停滞ꎬ抑
制免疫应答ꎮ 免疫抑制剂可以通过抑制炎症反应

从而减轻缺血再灌注后对组织器官的损害[８]ꎮ 据

报道雷帕霉素经过非直接通路方式使激活的 Ｔ 细

胞凋亡ꎬ通过阻碍抗原呈递过ꎬ抑制 ＤＣ 细胞成熟ꎬ
使细胞因子的分泌减少ꎬ阻止 ＤＣ 在心肌组织迁移

集聚ꎬ可以明显改善大鼠 ＲＩＲ 后心脏的结构和生理

功能[９]ꎮ
表 １　 各组血浆中 ＣＫꎬＣＫ￣ＭＢꎬＢＵＮ 和 Ｓｃｒ 含量变化 ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＣＫꎬＣＫ￣ＭＢꎬＢＵＮ ａｎｄ Ｓｃｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＣＫ
１０３ Ｕ / Ｌ

ＣＫ￣ＭＢ
１０３ Ｕ / Ｌ

ＢＵＮ
ｍｇ / ｄＬ

Ｓｃｒ
ｍｇ / ｄＬ

空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０４ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ １５７􀆰 ８０±１０􀆰 ６２ ７􀆰 ９０±０􀆰 ６０
假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８８±０􀆰 １３ １６３􀆰 ６０±１２􀆰 ２６ ８􀆰 １０±０􀆰 ７０
ＲＩＲ 组 ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ０５±１􀆰 ４６△△ １４􀆰 ３１±２􀆰 ０９△△ ７０１􀆰 ４０±６０􀆰 ４５△△ ２１􀆰 ５０±２􀆰 １０△△

ＲＡＰＡ＋ＲＩＲ 组 ＲＡＰＡ ＋ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ３２±１􀆰 ３３∗∗ １１􀆰 ２２±１􀆰 ９５∗∗ ３４０􀆰 ３０±３１􀆰 ０２∗ １４􀆰 ２０±１􀆰 ３０∗

注:与假手术组比ꎬ△△Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＲＩＲ 组比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ △△Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ２　 ＣＸＣＬ１０、ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 在不同组中的表达水平( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＸＣＬ１０ꎬ ＨＩＦ￣１α ａｎｄ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＨＩＦ￣１α ＶＥＧＦ ＣＸＣＬ１０

空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０１１５±０􀆰 ００５ ０􀆰 ０１５９±０􀆰 ００１３ ０􀆰 ４８３９±０􀆰 ０４１
ＲＩＲ 组 ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０１６７±０􀆰 ００８△ ０􀆰 ０２０１±０􀆰 ００１６△ ０􀆰 ２７５３±０􀆰 ０２８△

ＲＡＰＡ ＋ＲＩＲ 组 ＲＡＰＡ＋ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０１３９±０􀆰 ００７∗ ０􀆰 ０１８７±０􀆰 ００１５∗ ０􀆰 ３３４９±０􀆰 ０３７∗

注:与假手术组对比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＲＩＲ 组对比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

注:与假手术组相比ꎬ△Ｐ<０.０５ ꎻ与 ＲＩＲ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

图 １　 各组小鼠脾、心脏及外周血中 ＮＫＴ 细胞百分比

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ < ０. ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０.０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｈｅａｒｔ ａｎｄ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:ａ:空白组ꎻｂ:假手术组ꎻｃ:ＲＩＲ 组ꎻｄ:ＲＡＰＡ＋ＲＩＲ 组ꎮ

图 ２　 四组心肌细胞形态学研究

Ｎｏｔｅ. ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ｂꎬ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ. ｃꎬ ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ. ｄꎬ ＲＡＰＡ＋

ＲＩＲ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ
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　 　 心脏运转过程需氧量大ꎬ容易被 ＲＩＲ 过程中产

生的有害物质所损伤ꎮ 心肌受损伤时会促进 ＣＫ、
ＣＫ￣ＭＢ 等因子释放ꎬ其释放量入血越多ꎬ心肌病变

程度越高ꎮ 因此ꎬ血清心肌酶活性的测定可用来体

现心肌细胞损伤程度[１０]ꎮ 氧化应激使细胞膜通透

性增强ꎬＣＫ、ＣＫ￣ＭＢ 渗出增加ꎬ其在血清中的含量

大幅度提高[１１]ꎮ 在本研究中ꎬ与假手术组比较ꎬＲＩＲ
组损伤水平显著加剧ꎮ 与 ＲＩＲ 组相比ꎬ雷帕霉素处

理组损伤程度减轻ꎮ 该结果与 Ｆｅｎｇ 等[１２]人在 ２０１８
年内的研究结果相符ꎬ表明雷帕霉素能够减少氧化

应激对心肌的损伤、降低心肌细胞膜的通透性ꎬ从
而起到对 ＲＩＲ 致心肌损伤的保护作用ꎮ

肾缺血再灌注损伤产生的炎症因子以及低氧

诱导因子可导致心肌细胞凋亡ꎮ 因此推断心肌细

胞凋亡可能是导致心肌损伤的原因之一ꎮ ＲＩＲ 时心

肌细胞凋亡数量显著增高ꎮ 相较 ＲＩＲ 组ꎬ雷帕霉素

处理组细胞凋亡数量显著减少ꎮ 该结果显示 ＲＩＲ
后心肌组织受损明显ꎬ而处理雷帕霉素对 ＲＩＲ 后的

心肌损伤起保护作用[１３]ꎮ
趋化因子 ＣＸＣ 亚家族ꎬ如 ＣＸＣＬ１０ꎬ其特殊作用

于 ＮＫ 细胞表面受体ꎮ 可趋化单核细胞、Ｔ 淋巴细

胞、和自然杀伤(ＮＫ)细胞等进入炎症部位ꎬ介导缺

血后再灌注产生的远隔器官损害[１４]ꎮ ＲＩＲ 迅速激

活机体的免疫系统[１５]ꎮ 在趋化因子的作用下ꎬ心肌

中集聚的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞逐渐增多ꎮ 这些趋化因子可

能通过正反馈促进自身的分泌ꎬ形成有效的浓度梯

度ꎬ诱导 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的浸润ꎬ从而放大这一免疫反

应过程ꎮ 使得心肌组织受损程度增加ꎮ 结果表明ꎬ
相比于 ＲＩＲ 组ꎬ假手术组心肌组织中的 ＣＸＣＬ１０ 含

量显著增加ꎬ雷帕霉素处理组含量升高且差异具有

统计学意义ꎬ该结果与 Ｚｈａｎｇ 等[３]人在 ２０１８ 年的研

究结果一致ꎮ 这说明正常机体 ＣＸＣＬ１０ 也有表达ꎬ
ＲＩＲ 时ꎬ机体消耗大量趋化因子来介导 ＣＤ４＋Ｔ 细胞

的活化ꎬ导致自身含量的减少ꎮ 雷帕霉素处理组其

含量有所增加ꎬ表明机体的免疫反应受到了雷帕霉

素的抑制ꎬ使得对心肌细胞有损害的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞数

量的减少ꎬ所需要的趋化因子数量也减少ꎬ因此ꎬ
ＣＸＣＬ１０ 的数量有所上升ꎮ 这说明在 ＲＩＲ 后心肌损

伤加重ꎬ而雷帕霉素可缓解大鼠心肌受损ꎬ发挥对

心肌显著的保护作用ꎮ
ＮＫＴ 细胞包括 ＣＤ３ 和 ＮＫ１􀆰 １ 双阳性细胞ꎬ它

是一种免疫细胞ꎬ其在 ＴＣＲ 受到刺激后 １~２ ｈ 内被

激活ꎬ迅速产生多种类型的细胞因子[１６－１８]ꎮ 研究表

明ꎬＮＫＴ 细胞在缺血后再灌注导致的损伤过程中扮

演重要角色ꎮ 其中 ＮＫＴ 细胞可以通过外周血从脾

中募集到靶器官ꎮ 为保护机体ꎬ免疫系统中的 ＮＫＴ
细胞可以通过分泌 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ￣１０ 发挥抑制

免疫细胞的作用ꎬ降低 Ｔ 细胞在 ＲＩＲ 时对心肌细胞

的损害作用ꎮ 由实验结果可知ꎬ脾中 ＮＫＴ 细胞百分

比呈逐渐下降趋势ꎬ心脏和外周血 ＮＫＴ 细胞百分比

呈逐渐上升趋势ꎬ差异具有统计学意义ꎬ结果与 Ｐａｎ
等[１９]人在 ２０１９ 年的研究结果一致ꎮ 这说明ꎬ机体

在受到炎症反应时ꎬ可本能地刺激机体产生免疫反

应进行自我保护ꎮ ＲＩＲ 对机体造成损害ꎬ激发了机

体自身的保护机制ꎮ ＲＩＲ 后心肌组织损害程度加

重ꎬ在给予雷帕霉素后ꎬ心肌损伤有所好转ꎮ 可能

机制是雷帕霉素上调 ＣＸＣＬ 表达水平ꎬ促进 ＮＫＴ 细

胞聚集增多ꎬ使得外周血和心脏组织 ＮＫＴ 细胞的正

反馈 集 聚 增 加ꎬ 因 此 使 再 灌 注 后 的 心 肌 受 损

减轻[１１]ꎮ
缺氧诱导因子－１(ＨＩＦ￣１)ꎬ是一种调控靶基因、

缺氧适应和炎症的转录活性核蛋白ꎮ 它主要由在

细胞中参与生长发育调节的两个亚基构成ꎬＨＩＦ￣１α
主要参与缺氧反应应答ꎻ而 ＨＩＦ￣１β 的功能是稳定细

胞内的基因转录表达ꎮ ＨＩＦ￣１ａ 对氧浓度敏感ꎬ在
ＲＩＲ 的条件下ꎬ由于机体缺血缺氧ꎬＨＩＦ￣１α 的降解

途径阻断(ＶＨＬ 蛋白能识别并与其形成复合物ꎬ阻
止 ＨＩＦ￣１α 的降解作用)ꎬ导致 ＨＩＦ￣１α 的 ｍＲＮＡ 含

量上调ꎮ ＨＩＦ￣１α 在中间区域与 ＨＩＦ￣１β 发生结合ꎬ
产生异二聚体ꎬ正反馈调节 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达ꎬ改善

血管通透性[２０]ꎮ 本实验研究显示ꎬＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ￣１α
的表达水平在 ＲＩＲ 组和雷帕霉素处理组高于假手

术组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ雷帕霉素处理组和 ＲＩＲ 组相比

ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ￣１α ｍＲＮＡ 水平明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
该结果与伊利亚尔等[２１] 的研究结果一致ꎮ 说明在

ＲＩＲ 后心脏受到损伤ꎬ机体启动免疫反应ꎬ激活血管

新生信号通路ꎬ上调 ＨＩＦ￣１α 的表达ꎬ这一过程导致

血管内皮细胞增殖ꎬ促进心肌供血供氧以对抗 ＲＩＲ
后心肌损伤[２０－２２]ꎮ 而雷帕霉素给药干预后ꎬ其药物

可以使乳酸含量增高ꎬ促进无氧代谢活动ꎬ短时间

弱化心肌需氧量ꎬ导致 ＨＩＦ￣１α ｍＲＮＡ 表达下调ꎮ
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 可诱导内皮细胞活性氧自由基生

成ꎬ在氧化应激中促进细胞凋亡ꎬ 引起炎症发

生[２３－２４]ꎮ 白细胞和内皮细胞在炎症因子作用下粘

附聚集而发生炎症反应ꎬ从而导致微循环障碍ꎮ 本

实验研究显示ꎬ相比于假手术组ꎬＲＩＲ 组的心肌细胞

４４ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



中 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 水平显著上调ꎬ结果具有统计学意

义ꎻ与 ＲＩＲ 组相比ꎬ雷帕霉素处理组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 水

平下调ꎬ结果具有统计学意义ꎬ该结果与 Ｚｈａｎｇ 等[３]

人在 ２０１８ 年的研究结果一致ꎮ 雷帕霉素给药后ꎬ能
够通过抑制 ｍＴＯＲ 通路ꎬ进而抑制 ＨＩＦ￣１α 表达ꎬ最
终导致 ＶＥＧＦ 表达量下降[２５]ꎮ 雷帕霉素对心肌的

保护作用ꎬ可能与减少 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 的表达ꎬ从而减

少活性氧自由基的生成有关ꎮ
综上所述ꎬ雷帕霉素可减轻 ＲＩＲ 大鼠心肌损

伤ꎮ 作用机制可能与增加 ＮＫＴ 细胞数量ꎬ抑制 ＨＩＦ￣
１α 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ上调 ＣＸＣＬ１０ 的表达ꎬ从而增

强 ＲＩＲ 后心脏的抗炎、抗凋亡作用有关ꎮ
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