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ｒｈＥＰＯ对大鼠肾缺血再灌注损伤ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路的影响
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　　［摘要］　目的　探讨不同时段相同剂量重组人促红细胞生成素（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ｒｈＥＰＯ）对大鼠肾缺
血再灌注损伤 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的影响。方法 　将７０只雄性 ＳＤ大鼠按随机数字表法分假手术组，缺血再灌注组
（ＩＲ），注射ｒｈＥＰＯ在缺血前６ｈ组（Ｐ６）、缺血前２ｈ组（Ｐ２）、缺血前０ｈ组（Ｐ０）、缺血后２ｈ组（Ａ２）、缺血后６ｈ组（Ａ６），
每组１０只。测定血尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒ）水平，ＨＥ染色观察肾组织病理学形态，免疫组织化学法检测肾组织 ＴＬＲ４、
ＮＦκＢｐ５０蛋白表达与分布，ＲＴＰＣＲ法检测肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达。结果　 ＩＲ组的血清ＢＵＮ、Ｃｒ，肾小管Ｐａｌｌｅｒ
评分，ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ５０蛋白表达及肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达较假手术组均升高（Ｐ＜０．０１）；Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６组的
Ｐａｌｌｅｒ评分、ＢＵＮ和Ｃｒ的血清浓度、ＴＬＲ４及ＮＦκＢ的蛋白质和ｍＲＮＡ表达较ＩＲ组减少（Ｐ＜０．０１），每组的５项监测指标
趋势一致；ｒｈＥＰＯ干预组中Ｐ６、Ｐ２组的５项监测指标均较Ｐ０、Ａ２、Ａ６组减少（Ｐ＜０．０１），Ｐ６和 Ｐ２间及 Ｐ０、Ａ２和 Ａ６组间
的各项指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 ｒｈＥＰＯ干预能缓解肾缺血再灌注损伤所致的急性肾损伤，可能是
通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路起作用，ｒｈＥＰＯ在肾缺血前注射比肾缺血后注射对肾脏保护作用更明显。
　　［关键词］　 肾脏；缺血再灌注损伤；重组人促红细胞生成素；Ｔｏｌｌ样受体４；ＮＦκＢ
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ｇｒｏｕｐ（ＩＲｇｒｏｕｐ），ｔｈｅｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｈＥＰＯｉｎ６ｈｂｅｆｏｒｅｉｓｃｈｅｍｉａ（Ｐ６ｇｒｏｕｐ，２０００Ｕ／ｋｇｒｈＥＰＯｖｉａｔａｉｌ
ｖｅｉｎ），ｔｈｅｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｈＥＰＯｉｎ２ｈｂｅｆｏｒｅｉｓｃｈｅｍｉａ（Ｐ２ｇｒｏｕｐ），ｔｈｅｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｈＥＰＯｉｎ０ｈｂｅｆｏｒｅ
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ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｓｓａｙ．Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＦκＢ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＢＵＮ（４０．６３±４．４５）
ａｎｄＣｒ（１６６．２５±７．８０），ｔｈｅｐａｌｌｅｒｓｃｏｒｅｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｄａｍａｇｅ（２５１．８３±１２．６５），ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＦκＢｐ５０（２１１．７５８±１７．７２０ａｎｄ２１２．４９２±１７．９８９），ａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＴＬＲ４ａｎｄＮＦκＢ（２．１９１±０．０４６ａｎｄ０．７７１±０．０６９）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＩＲｇｒｏｕｐｔｈａｎＳｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０１）．Ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｓｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＰ６，Ｐ２，Ｐ０，Ａ２ａｎｄＡ６ｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｔｈｅＩＲ
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　　促红细胞生成素简称促红素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，
ＥＰＯ），是一种主要由肾间质细胞分泌的细胞因子，在
骨髓造血微环境下促进红细胞的生成。１９８５年科学
家应用基因重组技术，在实验室获得重组人促红素

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ｒｈＥＰＯ），目前主要
用于治疗肾性贫血，但近年研究发现促红素有肾保护

作用。动物实验研究表明，促红素对肾缺血再灌注损

伤所致急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）有改善
肾功能和肾保护作用［１］，但具体作用机制目前尚未完

全阐明。

　　急性肾损伤一直是临床上棘手的问题，患者病死
率很高。糖尿病、血管疾病及慢性肾脏病（ＣＫＤ）等易
出现肾脏缺血，致使患者发生 ＡＫＩ。临床上肾脏缺血
再灌注损伤已成为ＡＫＩ发生的一个主要原因，目前尚
缺乏有效的干预措施。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＴＬＲ）是参与非特异性免疫的一类重要蛋白质分子，也
是连接非特异性免疫和特异性免疫的桥梁。研究表

明，在ＡＫＩ发生过程中，即将死亡的肾脏细胞可释放
多种分子来刺激免疫细胞释放众多促炎因子，炎症因

子作用于 Ｔｏｌｌ样受体 ２、４（ＴＬＲ２、ＴＬＲ４），诱导
ＭｙＤ８８、ＮＦκＢ和ＭＡＰＫ信号通路的激活［２］。

　　本实验在制作肾缺血再灌注损伤大鼠模型前后不
同时间点用 ｒｈＥＰＯ干预，检测各种相关实验指标，探
讨ｒｈＥＰＯ对大鼠肾缺血再灌注损伤的保护作用是否
通过 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路实现，以期阐明 ｒｈＥＰＯ
对肾缺血再灌注损伤所致急性肾损伤的肾保护作用

的机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与材料
　　ＳＰＦ级健康雄性２月龄ＳＤ大鼠７０只，体质量（２００±２０）ｇ，购
于广西医科大学实验动物中心。ｒｈＥＰＯ购于上海凯茂生物医
药有限公司，兔抗人 ＴＬＲ４多克隆抗体购于武汉博士德生物技
术有限公司，兔抗人ＮＦκＢｐ５０多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司生产）购于北京中杉金桥生物技术有限公司，无ＲＮＡ酶处理
的焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）、ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）购

于武汉凌飞生物公司。逆转录扩增试剂盒（美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ生
产）购于天地扬生物公司。所有引物由天地扬生物公司设计。

１．２　方法
１．２．１　模型制作　　肾缺血再灌注损伤模型制作：３％水合氯
醛（１００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠后，沿下腹部正中线逐层切
开４～５ｃｍ的切口，暴露右侧肾脏游离右侧肾蒂，结扎右侧肾
蒂后切除右肾，分离左侧肾蒂并用玻璃分针分离出左肾动脉，

用无创动脉夹夹闭左侧肾动脉完全阻断血流，４５ｍｉｎ后松开动
脉夹，恢复肾灌注，肾脏由缺血后的黑紫色逐渐变为鲜红色，标

志肾缺血再灌注损伤模型制作成功。

１．２．２　动物分组　　选用 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠７０只，适应性
饲养１周后按随机数字表法分７组，每组１０只。即假手术组、
缺血再灌注组（ＩＲ）、注射ｒｈＥＰＯ在缺血前６ｈ组（Ｐ６）、缺血前
２ｈ组（Ｐ２）、缺血前０ｈ组（Ｐ０）、缺血后２ｈ组（Ａ２）、缺血后６ｈ
组（Ａ６）。假手术组：方法同 ＩＲ组，打开腹腔后，分离双侧肾
蒂，但不结扎，４５ｍｉｎ后关闭腹腔。Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０组：按照 ＩＲ组的
方法，大鼠在切除右肾之后，由尾静脉注射 ｒｈＥＰＯ２０００Ｕ／ｋｇ，
分别于６、２、０ｈ后夹闭左侧肾动脉；Ａ２组：大鼠肾缺血再灌注
损伤模型制作成功后７５ｍｉｎ（即在夹闭左侧肾动脉后２ｈ）由尾
静脉注射ｒｈＥＰＯ２０００Ｕ／ｋｇ；Ａ６组：按照ＩＲ组的方法，在夹闭
左侧肾动脉后６ｈ由尾静脉注射ｒｈＥＰＯ２０００Ｕ／ｋｇ。
１．２．３　血清尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒ）的检测　　各组大鼠在
切除右肾，夹闭左侧肾动脉后２４ｈ开腹取静脉血，全自动生化
分析仪检测ＢＵＮ、Ｃｒ水平，评估其肾功能。
１．２．４　肾组织病理改变　　术后２４ｈ开腹切除左肾，剥离肾周
组织及包膜后沿肾中线剖开，一半置于液氮速冻后放于－７０℃
冰箱保存备用，另一半置于中性福尔马林液固定后石腊包埋，

常规切片行ＨＥ染色，光镜下观察肾小球、肾小管、肾间质变化
及炎性细胞浸润情况。采用 Ｐａｌｌｅｒ法评估肾小管损伤，每只大
鼠肾组织切片随机选择１０个无重叠视野（×４００），每个视野下
随机选择１０处肾小管，共按１００个肾小管计分，分数越高表示
肾小管损伤程度越严重。肾小管Ｐａｌｌｅｒ法评分标准：肾小管明
显扩张、细胞扁平，１分；肾小管内管型形成，２分；肾小管管腔内
有脱落坏死细胞，但无管型和细胞碎片，１分；上皮细胞颗粒样变
性，１分；上皮细胞空泡样变性，１分；皮细胞细胞核固缩，１分。
１．２．５　肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ５０蛋白的表达　　取石蜡块常
规切片３μｍ，常规免疫组化二步法检测肾组织 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ
ｐ５０蛋白的表达。每张切片在１０×４０倍光镜下随机选取不相
互重叠的１０个清晰的视野，对每个高倍镜视野分别进行阳性
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细胞（ＴＬＲ４蛋白在细胞质表达、ＮＦκＢｐ５０蛋白在细胞核和细
胞质都表达）计数并计算阳性细胞数的平均值以反映阳性表达

的强度。

１．２．６　肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐｍＲＮＡ的检测　　称取液氮保存
的肾组织８０ｍｇ，组织匀浆后用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总 ＲＮＡ，以
适量的无核酸酶将 ＲＮＡ溶解后，用 ＤＮＡ／ＲＮＡ测量仪测得
ＲＮＡ浓度。采用半定量 ＲＴＰＣＲ法扩增 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ、ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ。扩增后产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像
分析仪（ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ）在紫外光下采集图像。采用Ｇｅｐｒｏ４．０软
件进行分析。以大鼠 βａｃｔｉｎ为内参，以目的基因与同一标本
的βａｃｔｉｎ的ＲＴＰＣＲ产物条带的光密度比值表示其相对含量。
ＲＴＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ６０℃、
ＮＦκＢｍＲＮＡ５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，７２℃ ５ｍｉｎ，热循环
３６次。引物序列见表１。

表１　引物序列和产物长度

引物名称 引物序列 产物长度（ｂｐ）

ＴＬＲ４ 上游５′ＣＣＴＧＡＧＡＣＣＡＧＧＡＡＧＣＴＴＧＡ３′ １９２

下游５′ＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＧＡ３′

ＮＦκＢ 上游５′ＡＡＣＧＡＧＣＣＴＡＧＡＧＡＴＴＧＴＧＣ３′ ２４０

下游５′ＣＧＴＡＡＣＣＧＣＧＴＡＧＴＣＧＡＡＧＡ３′

βａｃｔｉｎ 上游５′ＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＴＣＧＣＴ３′ ２３６

下游５′ＧＣＣＧＴＧＴＴＣＡＡＴＧＧＧＧＴＡＣＴ３′

１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，正态分
布数据采用单因素方差分析ＳＮＫ检验。

２　结果

２．１　肾缺血再灌注后肾功能变化
　　肾缺血再灌注后，ＩＲ组的ＢＵＮ和Ｃｒ表达水平较假手术组
明显升高（Ｐ＜０．０１），Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６组的ＢＵＮ和Ｃｒ表达水
平较ＩＲ组明显降低（Ｐ＜０．０１），Ｐ６组与Ｐ２组比较无明显降低
（Ｐ＞０．０５），Ｐ６、Ｐ２组与 Ｐ０、Ａ２、Ａ６组比较明显降低（Ｐ＜
００１），Ｐ０、Ａ２、Ａ６组间比较无明显差异（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　各组大鼠肾功能ＢＵＮ和Ｃｒ的变化（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＵＮ Ｃｒ

假手术组 ７．６３±０．２２ ３１．５５±２．６４

ＩＲ组 ４０．６３±４．４５ａ １６６．２５±７．８０ａ

Ｐ６组 ２４．７７±３．３１ｂ ７９．０１±４．８３ｂ

Ｐ２组 ２１．９０±４．８３ｂ ８５．２５±３．３０ｂ

Ｐ０组 ３２．５５±１．９７ｂｃ １１７．７５±３．７７ｂｃ

Ａ２组 ３１．７７±１．３８ｂｃ １２１．３４±６．３２ｂｃ

Ａ６组 ３１．７７±１．５５ｂｃ １２１．７５±２．５１ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＩＲ组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与Ｐ６、Ｐ２组比较

２．２　肾组织病理改变及肾小管Ｐａｌｌｅｒ评分
　　光镜下（图１）假手术组肾组织形态结构无明显改变；ＩＲ组
可见肾小管上皮细胞有不同程度的肿胀、坏死和脱落，有炎症

细胞浸润，管腔扩张和管型出现；Ｐ６、Ｐ２组肾小管上皮细胞肿
胀、坏死和脱落程度比 ＩＲ组轻，有炎症细胞浸润，没有管型出
现；Ｐ０、Ａ２、Ａ６组肾小管上皮细胞肿胀，坏死和脱落，程度比 ＩＲ
组轻，比Ｐ６、Ｐ２组重，有炎症细胞浸润，管腔扩张，有少量管型
出现。各组肾小球结构无明显变化。肾小管Ｐａｌｌｅｒ评分假手术
组相对较低，ＩＲ组表达较假手术组升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），而Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６组表达水平较ＩＲ组明显降低
（Ｐ＜０．０１），Ｐ６组与 Ｐ２组比较无明显降低（Ｐ＞０．０５），Ｐ６、Ｐ２
组与Ｐ０、Ａ２、Ａ６组比较明显降低（Ｐ＜０．０１），Ｐ０、Ａ２、Ａ６组间比
较无明显差异（Ｐ＞０．０５，表３）。

表３　缺血再灌注后各组大鼠肾小管Ｐａｌｌｅｒ评分（分，ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 肾小管评分

假手术组 １８．５０±２．７３

ＩＲ组 ２５１．８３±１２．６５ａ

Ｐ６组 １０６．５０±９．１３ｂ

Ｐ２组 １０８．００±９．８９ｂ

Ｐ０组 １５４．８３±８．４２ｂｃ

Ａ２组 １５５．６６±９．４５ｂｃ

Ａ６组 １６４．８３±８．９３ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＩＲ组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与Ｐ６、Ｐ２组比较
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２．３　肾组织中ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ５０蛋白表达
　　ＴＬＲ４蛋白在假手术组表达很低，分布于血管内皮细胞，阳
性细胞呈棕褐色。ＩＲ组表达增强，以血管内皮细胞为主，肾小管
上皮细胞也可见表达（图２），与假手术组比较差异有显著性
（Ｐ＜０．０１）。Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６组ＴＬＲ４蛋白的表达均较ＩＲ组明显
降低（Ｐ＜０．０１）。Ｐ６组与Ｐ２组比较无明显降低（Ｐ＞０．０５）；Ｐ６、Ｐ２
组与Ｐ０、Ａ２、Ａ６组比较明显降低（Ｐ＜０．０１）；Ｐ０、Ａ２、Ａ６组间比较无
明显差异（Ｐ＞０．０５）。各组肾小球上皮细胞未见表达。假手术组
肾组织中ＮＦκＢｐ５０蛋白可见极少量表达，以肾小管上皮细胞为
主。ＩＲ组肾小管上皮细胞和血管内皮细胞强表达（图３），与假手
术组比较表达升高，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６
组均可见ＮＦκＢｐ５０蛋白表达，主要分布于肾小管细胞，各组的
表达趋势与 ＴＬＲ４蛋白一致，其表达水平均较 ＩＲ组明显降低
（Ｐ＜０．０１）；各组肾小球上皮细胞均未见 ＮＦκＢｐ５０蛋白表达。
各组ＴＬＲ４蛋白和ＮＦκＢｐ５０蛋白的表达强度详见表４。

表４　各组大鼠肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ５０蛋白表达（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
组别 ＴＬＲ４ ＮＦκＢｐ５０

假手术组 １．２７４±０．０３５ １．２８６±０．０４６
ＩＲ组 ２１１．７５８±１７．７２０ａ ２１２．４９２±１７．９８９ａ

Ｐ６组 １１４．４８４±８．７８０ｂ １１３．８８４±７．９５７ｂ

Ｐ２组 １１５．４８６±１３．８８７ｂ １１２．５７８±１０．８７９ｂ

Ｐ０组 １７５．８２±１０．１４６ｂｃ １７４．１９８±８．０９５ｂｃ

Ａ２组 １８０．９５±８．３０６ｂ １７９．９７４±７．２５０ｂｃ

Ａ６组 １７６．２１±５．２５４ｂ １７５．５０４±４．７４３ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＩＲ组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与Ｐ６、Ｐ２组比较

２．４　肾组织中ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
　　肾组织中ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达在假手术组
水平相对较低，ＩＲ组与假手术组比较表达升高，差异有显著性
（Ｐ＜０．０１），而Ｐ６、Ｐ２、Ｐ０、Ａ２、Ａ６组表达水平较ＩＲ组明显降低
（Ｐ＜０．０１），Ｐ６组与 Ｐ２组比较无明显降低（Ｐ＞０．０５），Ｐ６组、
Ｐ２组与Ｐ０、Ａ２、Ａ６组比较明显降低（Ｐ＜０．０１），Ｐ０、Ａ２、Ａ６组
间比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）。见图４和表５。
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图４　各组大鼠肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达
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表５　各组大鼠肾组织ＴＬＲ４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＬＲ４ ＮＦκＢ

假手术组 ０．１８６±０．０１０ ０．０４３±０．００４

ＩＲ组 ２．１９１±０．０４６ａ ０．７７１±０．０６９ａ

Ｐ６组 ０．７４４±０．０３３ｂ ０．２８１±０．０１０ｂ

Ｐ２组 ０．７６５±０．０２１ｂ ０．２９１±０．００７ｂ

Ｐ０组 １．１６７±０．０５５ｂｃ ０．５３４±０．０３１ｂｃ

Ａ２组 １．２１６±０．０４０ｂｃ ０．５６０±０．０３１ｂｃ

Ａ６组 １．１２０±０．１２１ｂｃ ０．５７１±０．０２２ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＩＲ组比较；ｃ：Ｐ＜

００１，与Ｐ６、Ｐ２组比较

３　讨论

　　急性肾损伤是临床常见的综合征，大多为肾缺血
所致。肾缺血再灌注损伤也是外科手术常见的并发

症。肾缺血再灌注损伤触发免疫反应并导致局部和系

统炎症反应。研究表明促红素对 ＡＫＩ有改善肾功能
和肾保护作用。Ｃｏｌｄｅｗｅｙ等［３］发现 ＥＰＯ能缓解脓毒
症ＡＫＩ。Ｍｏｅｉｎｉ等［４］也证实 ＥＰＯ对肾缺血再灌注损
伤所致 ＡＫＩ有保护作用。本实验中，ｒｈＥＰＯ干预组
ＢＵＮ和Ｃｒ水平明显较模型组低，肾组织中肾小管损
伤也较ＩＲ组减轻，证实促红素能缓解肾缺血再灌注损
伤所致的急性肾损伤。

　　有研究发现肾缺血再灌注损伤大鼠肾小管细胞
ＴＬＲ２和ＴＬＲ４表达明显增加［５－６］，提示肾缺血再灌注

损伤促发了肾脏天然免疫系统活化。ＴＬＲｓ是一类介
导天然免疫的跨膜信号传递受体家族，在细胞活化信

号转导中起重要作用，是联系天然免疫与获得性免疫

的桥梁。其主要信号通路之一是通过衔接蛋白

ＭｙＤ８８［７］与白介素１受体相关激酶（ＩＲＡＫ）的死亡结
构域结合引起 ＩＲＡＫ的自磷酸化，进而激活肿瘤坏死
因子受体相关因子１５（ＴＲＡＦ６）［８］，导致 ＮＦκＢ的激
活和转位，促使下游炎症因子的合成及转录表达［９］。

本实验中，ｒｈＥＰＯ干预组较 ＩＲ组肾小管损伤较轻，
ＢＵＮ和Ｃｒ水平下降，肾组织中的 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和 ＮＦ
κＢｍＲＮＡ及ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ５０蛋白的表达减弱，提
示ｒｈＥＰＯ对大鼠肾缺血再灌注损伤的保护作用，可能
与阻断ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路使下游的炎症反应不能
激活有关。研究证实，各器官组织中均含有促红细胞

生成素受体（ＥＰＯＲ），能够与ＥＰＯ特异性结合，ＥＰＯ与
ＥＰＯＲ结合后导致构象改变［１０］，使 Ｊａｎｕｓ家族中酪氨
酸蛋白激酶２（ＪＡＫ２）分子与受体在近端呈持续结合，
并通过转磷酸化使 ＪＡＫ２激活，磷酸化的酪氨酸滞留
于细胞质中，成为细胞内信号蛋白的结合部位，阻止肾

小管上皮细胞 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８的激活，进而抑制 ＮＦκＢ
等细胞因子的释放，减轻炎症反应［１１］。

　　本实验结果显示，在不同时段注射 ｒｈＥＰＯ对大鼠
肾缺血再灌注损伤的干预效果是有差异的。在夹闭肾

动脉造成肾缺血之前６ｈ和２ｈ注射ｒｈＥＰＯ比夹闭肾
动脉后０、２、６ｈ干预效果要明显，说明在肾缺血前注
射ｒｈＥＰＯ比肾缺血后更具有肾保护作用。推测可能
是肾缺血前注射 ｒｈＥＰＯ能够预先在肾小管上皮细胞
表面与ＥＰＯＲ结合，在肾损伤前启动保护机制。
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