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　　［摘要］　目的　探讨血管非炎症分子１（ｖａｓｃｕｌａｒｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｖａｎｉｎ１）在缺血再灌
注损伤后肾组织的表达水平及其与肾脏功能恢复的关系。方法　选取８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ野生型、Ｖａｎｉｎ１
基因敲除雄鼠，采用完全随机法分为假手术组、缺血再灌注组、敲除组、敲除＋缺血再灌注组，每组６只。
缺血再灌注组、敲除＋缺血再灌注组分离双侧肾蒂后夹闭３５ｍｉｎ，后松开夹闭，恢复血流；假手术组、敲
除组仅暴露肾蒂，不夹闭。术后０、３、１４ｄ，留取血清、尿液、肾组织标本，检测血清肌酐、尿素氮水平，检
测尿液ＴＧＦβ水平，ＰＡＳ染色明确肾组织损伤严重程度，免疫组化检测肾组织Ｖａｎｉｎ１表达水平。提取
野生型和Ｖａｎｉｎ１基因敲除鼠原代肾小管上皮细胞，传代至第２代，设置对照组、对照＋损伤组、敲除组、
敲除＋损伤组，损伤条件为缺氧（１％Ｏ２，９４％Ｎ２，５％ＣＯ２，４８ｈ）、复氧（５％ＣＯ２，９５％空气，２４ｈ），模拟体内
缺血再灌注损伤模型，收取肾小管上皮细胞和上清，检测Ｖａｎｉｎ１蛋白和上清中ＴＧＦβ表达水平。结果
　缺血再灌注损伤后第３天，与假手术组相比，缺血再灌注组、敲除＋缺血再灌注组血清肌酐、尿素氮水
平明显升高（Ｐ＜０．０５），ＰＡＳ染色提示肾组织损伤明显；但缺血再灌注组与敲除＋缺血再灌注组小鼠比
较，血清肌酐、尿素氮水平无明显差异，ＰＡＳ染色提示两组肾组织损伤无明显差异。缺血再灌注后第１４天，
该两组血清肌酐、尿素氮、ＰＡＳ肾组织损伤均比缺血再灌注后第３天显著恢复，敲除＋缺血再灌注组的
恢复速度均明显快于缺血再灌注组，ＰＡＳ肾组织慢性化改变明显轻于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５），且敲除＋缺
血再灌注组尿中ＴＧＦβ水平明显低于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５）。免疫组化结果提示：损伤后第１４天，肾组
织Ｖａｎｉｎ１表达明显升高（Ｐ＜０．０１），且主要表达于受损肾小管上皮细胞。细胞实验结果显示：予以缺
氧复氧损伤后，对照＋损伤组肾小管上皮细胞 Ｖａｎｉｎ１蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１），上清中 ＴＧＦβ水
平明显高于敲除＋损伤组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｖａｎｉｎ１可促进缺血再灌注损伤后肾小管上皮细胞 ＴＧＦβ
分泌，延缓肾脏功能恢复，促进急性肾损伤向慢性肾脏病进展。
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ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１９ｊｓｃｘｍｓｘｍＸ０２５８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＫｅｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：１９３４６０２８＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）是导致急性
肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＡＫＩ）的一个常见原因，主
要受损部位为肾小管，具有较高的发病率和死亡率，ＡＫＩ
后慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的发生率显
著升高［１］。尽管在过去１０年中，ＡＫＩ向ＣＫＤ进展的机
制已有大量研究，但有效的治疗策略仍然匮乏。

　　血管非炎症分子 １（ｖａｓｃｕｌａｒｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｖａｎｉｎ１）是 一 种 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇
（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＧＰＩ）锚定的泛酰巯乙胺
酶，是一种重要的氧化应激感受器，高表达于肾脏、肝

脏和肠道［２］。ＢＥＲＲＵＹＥＲ等［３］研究发现：Ｖａｎｉｎ１基
因敲除鼠对氧化应激引起损伤的耐受能力明显增强。

而既往已有报道指出：在 Ｉ／Ｒ导致的 ＡＫＩ肾功能恢复
过程中，活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平持

续升高，提示氧化应激损伤持续存在，与此同时，ＴＧＦβ
表达水平持续升高［４］。ＴＧＦβ是公认的促进肾间质纤
维化的关键因素之一，肾间质纤维化最终可导致肾功

能无法恢复，是ＡＫＩ走向ＣＫＤ的主要的病理表现之一。
那么，Ｖａｎｉｎ１是否可调控 Ｉ／Ｒ后的肾组织 ＴＧＦβ的
表达进而调控肾功能的恢复过程？本课题组通过建立

Ｉ／Ｒ肾损伤模型，下调 Ｖａｎｉｎ１表达，评估各组小鼠肾
组织Ｖａｎｉｎ１表达水平、组织损伤严重程度及 ＴＧＦβ
表达水平，以探索 Ｖａｎｉｎ１在肾缺血再灌注损伤后功
能恢复过程中的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＢＡＬＢ／ｃ野生型小鼠（８周龄），由本院实验动物

４９５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



中心提供，动物实验方案获得本院伦理委员会批准

（医研伦审２０１４第８８号）。Ｖａｎｉｎ１基因敲除鼠与野
生型小鼠杂交，最终获得同窝出生野生型和 Ｖａｎｉｎ１
基因敲除鼠［５］，用于实验。

１．２　实验分组、造模及标本采集
　　实验分组：选取 ８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ野生型、Ｖａｎｉｎ１
基因敲除雄鼠各 １２只，体质量 ２２～２５ｇ，采用完全随
机法分为假手术组、缺血再灌注组、敲除组、敲除＋缺
血再灌注组，每组６只。
　　造模方法：手术组小鼠全麻后仰卧位固定于手术
台上，术区备皮，碘酒、７５％酒精消毒，行腹部正中切
口，暴露双侧肾蒂，血管夹夹闭肾蒂，肾脏由粉红色逐

渐变为绛紫色，３５ｍｉｎ后松开血管夹，肾脏血供恢复，
关腹；敲除＋缺血再灌注组处理方法同前；假手术组仅
暴露双侧肾蒂；敲除组处理方法同假手术组。术后，小

鼠放于保温箱内，密切观察小鼠生命体征。

　　标本采集：造模后０、３、１４ｄ，经眼球取血，收集血
浆送本院检验科检测血清尿素氮、肌酐，收集尿液及肾

组织标本。

１．３　ＰＡＳ染色明确肾组织损伤程度
　　石蜡标本切片，６０℃烤片２０ｍｉｎ，二甲苯、无水乙
醇、９５％乙醇、７５％乙醇依次脱蜡复水，清水冲洗
５ｍｉｎ，高碘酸浸染１０ｍｉｎ，清水冲洗 ５ｍｉｎ，ＰＡＳ滴染
３７℃ ３０ｍｉｎ，清水冲洗５ｍｉｎ，苏木精浸染５ｍｉｎ，清水
冲洗５ｍｉｎ，盐酸乙醇分化３ｓ，清水冲洗５ｍｉｎ，乙醇脱
水２０ｓ，二甲苯透明５ｍｉｎ，中性树脂封片。肾脏损伤
判定方法：光镜下对皮髓交接区肾小管进行损伤评分。

急性损伤评分标准［６］：根据肾小管上皮细胞坏死、刷

状缘脱落、管型形成、肾小管扩张占肾小管总数百分比

进行评价，０分，无损伤；１分，≤１０％；２分，＞１０％～
２５％；３分，＞２５％～４５％；４分，＞４５％～７５％；５分，
＞７５％。慢性损伤评分标准［７］：肾小管萎缩、纤维化所

占百分比，０分，无纤维化；１分，＜５％；２分，５％～
＜２５％；３分，２５％～＜５０％；４分，≥５０％。每张切片观察
１０个连续视野，双盲条件下由实验者和病理医师观察
病理变化，取平均值作为衡量肾小管损伤的指标。

１．４　免疫组化检测肾组织Ｖａｎｉｎ１表达水平
　　石蜡标本切片，６０℃烤片２０ｍｉｎ，二甲苯、无水乙
醇、９５％乙醇、７５％乙醇依次脱蜡复水，清水冲洗５ｍｉｎ，
高压抗原修复，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ，山羊血清封闭３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×３次，用免疫组化笔以组织为中心画圈
标记，３％过氧化氢３６℃ １５ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×３次，
滴加一抗Ｖａｎｉｎ１（浓度１∶１００），４℃盒过夜，次日湿盒
置于室温复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×３次，滴加二抗，

湿盒内３７℃孵育４０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ工
作液显微镜下显色，苏木精染液浸泡５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗
５ｍｉｎ，盐酸乙醇分化３ｓ，蒸馏水漂洗５ｍｉｎ，９５％～１００％
乙醇梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。

１．５　肾小管上皮细胞的提取及培养
　　参照文献［８］报道的方法，将 ２～３周龄 ＢＡＬＢ／ｃ
野生型和Ｖａｎｉｎ１基因敲除雄性鼠断颈处死，无菌获
取双肾，将肾脏皮质与髓质分离，留取肾皮质在培养皿

中用组织剪充分剪碎，与低糖 ＤＭＥＭ混合后，移入离
心管中离心，去除上清，加入胶原酶后，置于３７℃摇床
消化３０ｍｉｎ，双重过滤含 ＤＭＥＭ溶液的肾皮质，终止
液反复冲洗终止消化。将过滤液收集于大培养皿中，

反复吹打后离心，去除上清，在细胞沉淀中加入原代培

养基，反复吹打后接种，置入 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱孵
育，１２ｈ内不宜晃动培养瓶。４８ｈ后首次更换培养
基，此后隔天更换 １次。按文献［７］报道的方法对肾
小管上皮细胞进行鉴定，细胞纯度达９０％以上。
１．６　缺氧复氧细胞模型的建立
　　原代肾小管上皮细胞传代至第２代用于实验，分
别设置：对照组、对照＋损伤组、敲除组、敲除＋损伤组。
两损伤组予以缺氧 ４８ｈ（１％Ｏ２，９４％Ｎ２，５％ＣＯ２），复
氧２４ｈ（５％ＣＯ２，９５％空气）后分别收上清和细胞。对
照组、敲除组不予任何处理。每组实验重复３次。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肾小管上皮细胞 Ｖａｎｉｎ１

表达水平

　　制备蛋白样品，按照蛋白含量的测定试剂盒步骤
检测光密度值（ＢＣＡ定量），计算蛋白含量和上样量，
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，５％脱脂牛奶封闭，加入一抗
Ｖａｎｉｎ１（浓度１∶８００，货号：２１７４５１ＡＰ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）或
ＧＡＰＤＨ一抗（浓度１∶１００００，货号：６０００４１ｌｇ），４℃
过夜，次日室温下ＴＢＳＴ脱色，显影液显影。
１．８　ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠尿液及各组肾小管上皮细

胞上清ＴＧＦβ表达水平
　　利用ＥＬＩＳＡ试剂盒标准流程（上海恒远生物科技
有限公司）检测小鼠尿液和细胞培养上清 ＴＧＦβ水
平。不同血清样品分别加入 ９６孔板中，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，洗涤液清洗５次后，加入５０μＬ的酶标试剂，
３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤液清洗５次，每孔加入显色液Ａ
５０μＬ，再加入显色液Ｂ５０μＬ，３７℃避光显色１０ｍｉｎ，
最后加入终止液５０μＬ，然后于１５ｍｉｎ内利用 ＥＬＩＳＡ
检测仪检测。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
采用双因素或多因素方差分析，两组多重比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

５９５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）
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１：缺血再灌注组；２：敲除＋缺血再灌注组；ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０１，与０ｄ比较
Ａ、Ｂ：分别为各组术后不同时间血清肌酐、尿素氮水平；Ｃ：损伤后第３天急性肾脏损伤评分；Ｄ：缺血再灌注损伤
后第１４天慢性肾脏损伤评分；Ｅ：免疫组化检测缺血再灌注损伤后肾组织 Ｖａｎｉｎ１表达　箭头示 Ｖａｎｉｎ１表达；
Ｆ：缺血再灌注损伤后肾组织Ｖａｎｉｎ１表达阳性肾小管面积

图１　基因敲除Ｖａｎｉｎ１可促进Ｉ／Ｒ肾损伤小鼠肾脏结构和功能恢复

２　结果

２．１　基因敲除 Ｖａｎｉｎ１可促进 Ｉ／Ｒ肾损伤小鼠肾脏
结构和功能恢复

　　Ｉ／Ｒ损伤后第３天，与假手术组相比，缺血再灌注
组、敲除＋缺血再灌注组血清肌酐、尿素氮水平明显升
高（Ｐ＜０．０１），ＰＡＳ染色提示可见大量肾小管上皮细胞
坏死、脱落等，但缺血再灌注组、敲除＋缺血再灌注组
两组小鼠血清肌酐、尿素氮水平无明显差异，ＰＡＳ染色
提示两组肾组织损伤无明显差异。Ｉ／Ｒ后第１４天，敲
除＋缺血再灌注组血清肌酐、尿素氮恢复速度均明显
快于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５），ＰＡＳ肾组织慢性损伤评
分明显低于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５，图１Ａ～Ｄ）。免疫
组化结果提示：Ｉ／Ｒ肾损伤第 １４天，缺血再灌注组肾
组织Ｖａｎｉｎ１表达明显升高（Ｐ＜０．０１，图１Ｅ、Ｆ），且主
要表达于受损肾小管上皮细胞。

２．２　Ｖａｎｉｎ１可调控Ｉ／Ｒ肾损伤小鼠尿中ＴＧＦβ水平
　　Ｉ／Ｒ损伤后第 １４天，敲除＋缺血再灌注组尿中
ＴＧＦβ水平明显低于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５，图 ２），
提示Ｖａｎｉｎ１可调节ＴＧＦβ分泌。
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图２　Ｖａｎｉｎ１敲除Ｉ／Ｒ肾损伤小鼠尿中ＴＧＦβ
水平变化

２．３　Ｖａｎｉｎ１可促进肾小管上皮细胞分泌ＴＧＦβ
　　体内实验结果提示 Ｖａｎｉｎ１可通调控 ＴＧＦβ分
泌，延缓肾脏功能恢复。体外实验结果显示：对照＋损
伤组肾小管上皮细胞 Ｖａｎｉｎ１表达明显升高（Ｐ＜
０．０１），对照＋损伤组肾小管上皮细胞上清ＴＧＦβ水平
明显高于敲除＋损伤组（Ｐ＜０．０５，图 ３），提示 Ｖａｎｉｎ１
可促进ＴＧＦβ表达。

６９５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：对照组；２：敲除组；３：对照＋损伤组；４：敲除＋损伤组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照＋损伤组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞Ｖａｎｉｎ１蛋白表达；Ｂ：各组细胞Ｖａｎｉｎ１相对表达量；Ｃ：各组细胞上清ＴＧＦβ表达水平

图３　Ｖａｎｉｎ１可促进肾小管上皮细胞分泌ＴＧＦβ

３　讨论

　　Ｉ／Ｒ是导致ＡＫＩ的常见原因，针对ＡＫＩ，目前主要
以对症支持治疗为主，缺乏有效的治疗手段，ＡＫＩ后的
肾脏修复机制是目前肾脏病学者研究的重点。本研究

通过血管夹夹闭双侧肾蒂３５ｍｉｎ，成功构建了 Ｉ／Ｒ重
度肾损伤模型，发现 Ｉ／Ｒ损伤后第１４天，小鼠肾组织
Ｖａｎｉｎ１表达水平明显升高。为进一步明确 Ｖａｎｉｎ１
在Ｉ／Ｒ后肾脏恢复过程中的作用，本研究利用Ｖａｎｉｎ１
基因敲除鼠建立Ｉ／Ｒ肾损伤模型，发现在 Ｉ／Ｒ损伤后
第３天，缺血再灌注组与敲除＋缺血再灌注组血清肌
酐、尿素氮水平无明显差异，ＰＡＳ染色提示两组肾脏损
伤严重程度无明显差异。但到Ｉ／Ｒ损伤后第１４天，敲
除＋缺血再灌注组血清肌酐、尿素氮水平明显低于缺
血再灌注组，ＰＡＳ提示肾组织慢性化改变明显轻于缺
血再灌注组，证明基因敲除 Ｖａｎｉｎ１可促进 Ｉ／Ｒ损伤
后肾脏结构和功能恢复。

　　Ｖａｎｉｎ１是一种在肾、肺、肝脏等组织广泛表达泛
酰巯基乙胺酶［１－２］，在机体氧化应激反应中发挥着重

要的调节作用［９］。目前已有动物实验证实：线粒体功

能失调在Ｉ／Ｒ肾损伤后的９个月里持续存在，功能失
调的线粒体可持续产生过量的活性氧，过量ＲＯＳ产生
可导致氧化应激损伤，予以线粒体保护剂可减少 ＲＯＳ
产生，减轻氧化应激损伤，进而明显减轻 ＡＫＩ后的间
质炎症水平、间质纤维化等［３］，提示氧化应激损伤在

Ｉ／Ｒ肾脏损伤后持续存在，且促进了 ＡＫＩ向 ＣＫＤ的进
展。既往研究报道Ｖａｎｉｎ１是调节氧化应激损伤的关
键分子［２］。为进一步明确 Ｖａｎｉｎ１是否可调控 Ｉ／Ｒ后
的肾脏结构和功能恢复，本研究利用 Ｖａｎｉｎ１基因敲
除和野生型小鼠同时建立 Ｉ／Ｒ肾损伤模型，于造模后

第３、１４天检测肾脏功能及组织损伤严重程度，发现在
第３天，缺血再灌注组与敲除＋缺血再灌注组肾脏功
能和组织损伤严重程度无明显差异，但到第 １４天，
Ｖａｎｉｎ１基因敲除鼠肾脏结构和功能损伤较野生型明
显降低，提示基因敲除 Ｖａｎｉｎ１可促进肾脏结构和功
能恢复。

　　有研究报道：Ｖａｎｉｎ１可通过减少还原性谷胱甘肽
导致ＲＯＳ产生增多，进而通过脂质过氧化产物４羟基
壬烯醛（４ｈｙｄｒｏｘｙ２，３ｎｏｎｅｎａｌ，ＨＮＥ）上调ＴＧＦβ的表
达［１０］。而 Ｉ／Ｒ损伤后肾组织 ＴＧＦβ表达明显上
调［１１］，ＴＧＦβ是导致肾小球、肾小管间质纤维化的重
要致病因素［１４］，进而导致正常肾组织结构消失，最终

进展为终末期肾脏疾病。为了进一步明确 Ｖａｎｉｎ１是
否也可以通过上调 Ｉ／Ｒ损伤后 ＴＧＦβ水平延缓肾脏
结构和功能恢复，本研究检测各组小鼠尿液中 ＴＧＦβ
水平，发现 Ｖａｎｉｎ１基因敲除鼠尿中 ＴＧＦβ水平明显
降低，提示 Ｖａｎｉｎ１可能是通过调控 ＴＧＦβ分泌调控
肾脏结构和功能恢复。在此基础上，本研究细胞实验

结果显示：基因敲除 Ｖａｎｉｎ１可显著降低细胞上清
ＴＧＦβ表达水平，证明Ｖａｎｉｎ１可通过促进肾脏ＴＧＦβ
表达，延缓肾脏功能恢复。

　　综上所述，本研究结果提示 Ｖａｎｉｎ１可通过促进
肾小管上皮细胞ＴＧＦβ分泌，延缓 Ｉ／Ｒ后肾脏功能恢
复。应用 Ｖａｎｉｎ１抑制剂有望成为预防 ＡＫＩ向 ＣＫＤ
进展的有效治疗措施。
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