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小鼠急性肾损伤致远端肺凋亡和程序性坏死的时程变化
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　　［摘要］　目的　探索小鼠急性肾损伤致远端肺损伤过程中，肺部细胞凋亡和程序性坏死随时间的
变化规律。方法　３０只８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（体质量２０～２２ｇ）按照随机数字表法平均分为６组
（ｎ＝５）：假手术（Ｓｈａｍ）组，行开腹关腹手术；肾缺血再灌注（ＲＩ／ｒ）６、１２、２４、３６、４８ｈ组，双肾夹闭缺血
５０ｍｉｎ后，再分别灌注 ６、１２、２４、３６、４８ｈ。ＨＥ染色评估肺组织损伤；专用试剂盒测定血清中肌酐
（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）及尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）浓度；ＴＵＮＥＬ检测肺细胞凋亡；免疫荧光染色检测磷
酸化混合系列蛋白激酶样结构域蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，
ｐＭＬＫＬ）；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测磷酸化受体相互作用蛋白激酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，
ｐＲＩＰ１）、ｐＭＬＫＬ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３。结果　肾缺血再灌注后２４ｈ内，小鼠血清Ｃｒ、ＢＵＮ水平与肺组
织ＨＥ染色病理损伤评分随时间延长逐渐升高，肾功能损伤程度与肺损伤程度呈正相关；肺组织凋亡阳
性细胞和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达水平随时间延长逐渐增多。与 Ｓｈａｍ组比较，ＲＩ／ｒ１２、２４、３６、４８ｈ组小
鼠肺组织凋亡细胞显著增多（Ｐ＜０．０５），ＲＩ／ｒ２４、３６、４８ｈ组 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达水平显著增高
（Ｐ＜０．０５）；ｐＭＬＫＬ和ｐＲＩＰ１表达随时间延长逐渐增多，再灌注３６ｈ时 ｐＭＬＫＬ达到峰值之后下降。
结论　肾缺血再灌注４８ｈ内，肺损伤逐渐加重，肺细胞凋亡持续增加，程序性坏死于３６ｈ达峰后减少。
　　［关键词］　肾缺血再灌注；急性肺损伤；凋亡；程序性坏死
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　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是临床常见
危急重症，其发生率住院患者为１０％～１５％，ＩＣＵ患者
常超过５０％［１］。ＡＫＩ常导致肾外多器官病理性损伤
和功能障碍，其所引起的远端急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）更是危重病患者常见的死因［２］。尽管近年

来连续肾脏替代治疗、体外膜肺氧合等手段相继应用

于临床，但与ＡＫＩ相关的发病率和病死率却无较大改
善［３］。研究表明，ＩＣＵ患者单纯 ＡＫＩ时病死率为４４％
～５３％，合并ＡＬＩ时病死率将跃升至７５％［４］。然而，目
前ＡＫＩ致ＡＬＩ的分子机制尚不十分清楚，现有研究表
明肾源性的ＴＮＦα、ＩＬ６和某些损伤相关分子模式蛋
白（ｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）是诱
发肺组织程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，
ＰＣＤ）的重要原因［５］。

　　ＰＣＤ是受基因编码调控决定的细胞死亡方式。
既往认为凋亡属于ＰＣＤ，而坏死不属于 ＰＣＤ。近年随
着对细胞死亡机制研究的深入，发现有的坏死也可由

基因编码形成 ＰＣＤ。ＰＣＤ根据细胞死亡启动和执行
蛋白、路径的不同，分为凋亡、程序性坏死、焦亡、铁死

亡等［６］。不同细胞类型以及刺激信号的差异，决定了

细胞的死亡方式。凋亡是 Ｃａｓｐａｓｅ依赖性死亡，分为
死亡受体介导的外源性和依赖线粒体膜通透性改变的

内源性两种；凋亡细胞皱缩、核仁裂解、胞膜内陷形成

多个由质膜包裹的凋亡小体，无内含物外泄，不会引发

周围组织炎症反应［７］。程序性坏死是 Ｃａｓｐａｓｅ非依赖
性死亡，由包括肿瘤坏死因子受体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）等在内的各死亡受体介导发生；

程序性坏死细胞器肿胀、胞膜穿孔、胞体崩解进而释放

炎症介质，引发周围组织细胞免疫应答和炎性反

应［８］。课题组前期研究证实，ＡＫＩ可导致肺脏细胞出
现凋亡和程序性坏死两种死亡形式［９１０］。然而，ＡＫＩ
致ＡＬＩ过程中，凋亡与程序性坏死随时间变化规律并
不清楚。因此，本研究拟在 ＡＫＩ致 ＡＬＩ模型中探索凋
亡和程序性坏死的时程变化规律，以期能基于细胞

ＰＣＤ时程变化特点进行干预，为临床防治 ＡＫＩ所致
ＡＬＩ提供新的视角。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　清洁级 ８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，体质量２０～２５ｇ，购自陆军军医大学实验动物中
心。动物实验获得陆军军医大学实验动物管理委员会

许可，并严格遵从国家实验动物管理及使用指南的相

关规定。

１．１．２　主要试剂与仪器　　 研究使用了 ＴＵＮＥＬ检
测试剂盒（北京普洛麦格生物技术有限公司），ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（上海赛信通生物试剂有限公司），
ｐＭＬＫＬ（ｓｅｒ３４５）抗体（上海赛信通生物试剂有限公
司），ｐＲＩＰ１抗体（上海圣克鲁斯生物科技有限公司），
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物科技有限
公司），ＢｅｙｏＧｅｌＴＭＰｌｕｓＰＡＧＥ预制胶（上海碧云天生物
科技有限公司），脱脂奶粉（上海碧云天生物科技有限

公司），肌酐、尿素氮测定试剂盒（南京建成生物工程

研究所）。

９９０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



１．２　方法
１．２．１　ＡＫＩ致 ＡＬＩ小鼠模型建立　　课题组先前研
究已建立Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ＡＫＩ致 ＡＬＩ模型［９］：２％异氟
醚麻醉诱导小鼠后，１．５％异氟醚吸入麻醉维持。碘伏
消毒后沿下腹正中线皮下罗哌卡因浸润麻醉，作一约

１．５ｃｍ切口，探查分离出双侧肾蒂并应用微血管夹子
夹闭５０ｍｉｎ后开放（肾脏ＩＲＩ）。夹闭肾蒂后腹腔注射
温生理盐水０．５ｍＬ维持补液，温纱布覆盖开腹口。肾
蒂开放后，逐层缝合腹壁切口，术毕腹部皮下注射

０．５ｍＬ温生理盐水补充水分。
１．２．２　动物分组与处理　动物术前禁食１２ｈ，自由饮
水。３０只８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量 ２０～２２ｇ按
照随机数字表法平均分为６组（ｎ＝５），Ｓｈａｍ组：行开
腹关腹手术；肾缺血再灌注（ＲＩ／ｒ）６、１２、２４、３６、４８ｈ
组：双肾夹闭缺血５０ｍｉｎ后，分别再灌注６、１２、２４、３６、
４８ｈ。取材时统一取小鼠左肺进行石蜡包埋和切片，
右肺冻存于－８０℃冰箱用于后续ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验。
１．２．３　血清肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ），尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）含量测定　　使用３％异氟烷将动物麻
醉后于无菌操作下抽取腹主动脉血（０．５ｍＬ），４℃过
夜后４℃离心（３０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，取上清，使用 Ｃｒ、
ＢＵＮ测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）进行
检测。

１．２．４　肺脏ＨＥ染色及病理评估　　按照分组处理
后，统一取左肺进行ＨＥ染色评估，参照我们前期研究
报道分级［９］：０级，正常形态；１级，轻度肺间质充血和
中性粒细胞浸润；２级，血管周围水肿形成，肺组织结
构部分损坏，中度中性粒细胞浸润；３级，肺组织结构
损坏严重，高密度中性粒细胞浸润。

１．２．５　ＴＵＮＥＬ试剂盒染色检测各组肺组织凋亡水平
　　取小鼠肺石蜡切片，脱蜡至水后严格按照说明书
操作进行凋亡细胞染色（绿色荧光），用 ＤＡＰＩ进行细
胞核染色（蓝色荧光）。高倍镜下观察荧光，随机选取

５个视野计数凋亡细胞核数，计算细胞凋亡率。
１．２．６　免疫荧光染色检测肺组织程序性坏死水平　
　取小鼠肺石蜡切片，脱蜡至水后使用柠檬酸钠溶液
高压抗原修复，随后ｐＭＬＫＬ（ｓｅｒ３４５）抗体１∶１００孵育
染色，ＤＡＰＩ染核，抗荧光淬灭封片剂封片后显微镜下
观察并采集图像。随机选取５个视野计数，计算细胞
程序性坏死率。

１．２．７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测肺组织凋亡和程序性坏死水

平　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测磷酸化受体相互作用蛋白激
酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，
ｐＲＩＰ１）、磷酸化混合系列蛋白激酶样结构域蛋白
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ｐＭＬＫＬ）和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３各组肺组织加入蛋
白裂解液（改进ＲＩＰＡ裂解液）进行冰上裂解，１２０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，取上清并测定其浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
离后转移至 ＰＶＤＦ膜，随后常规封闭、ｐＲＩＰ１抗体
（１∶１０００），ｐＭＬＫＬ抗体（１∶１０００），ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
抗体（１∶１０００）孵育后曝光显影并分析。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄ８．０．１软件分析实验数据，所有结
果以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　肺脏ＨＥ染色及病理评估
　　ＨＥ染色显示，肾缺血再灌注后，随着时间的推
移，肺病理性损伤逐渐加重。与Ｓｈａｍ组相比，ＲＩ／ｒ２４、
４８ｈ组肺组织结构损坏严重，中性粒细胞浸润明显
（图１Ａ），肺损伤评分显著升高（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。与
ＲＩ／ｒ２４ｈ组相比，ＲＩ／ｒ４８ｈ组肺组织损伤程度无显著
差异。

２．２　小鼠血清Ｃｒ与ＢＵＮ水平变化
　　肾缺血再灌注后，Ｃｒ和 ＢＵＮ水平逐渐升高，２４ｈ
时分别达到（１８５．７０±１１．６６）μｍｏｌ／Ｌ和（１９．９３±
１．２８）ｍｍｏｌ／Ｌ，显著高于Ｓｈａｍ组的（２４．０７±３．３３）μｍｏｌ／Ｌ
和（５．１８±０．７１）ｍｍｏｌ／Ｌ（图 ２，Ｐ＜０．０５）。与缺血再
灌注２４ｈ相比，缺血再灌注４８ｈ的Ｃｒ和ＢＵＮ无显著
差异。

２．３　肺组织ＴＵＮＥＬ检测凋亡的时程变化
　　使用 ＴＵＮＥＬ法进行细胞凋亡检测。染色结果显
示，肾缺血再灌注早期，ＴＵＮＥＬ阳性细胞数量处于较
低水平，１２ｈ后显著增加持续至 ４８ｈ（图 ３Ａ）。与
Ｓｈａｍ组比较，ＲＩ／ｒ６ｈ组肺组织细胞凋亡水平升高并
不显著（Ｐ＞０．０５），１２ｈ后显著升高（图３Ｂ，Ｐ＜０．０５）。
２．４　肺组织免疫荧光检测ｐＭＬＫＬ的时程变化
　　使用免疫荧光检测程序性坏死终末效应蛋白
ｐＭＬＫＬ可观察到，肾缺血再灌注早期ｐＭＬＫＬ无明显
表达，与Ｓｈａｍ组比，ＲＩ／ｒ２４ｈ组 ｐＭＬＫＬ表达显著增
多（Ｐ＜０．０５）且与ＲＩ／ｒ２４ｈ组比，ＲＩ／ｒ３６ｈ组ｐＭＬＫＬ
表达达到峰值（Ｐ＜０．０５），随后表达有下降趋势（图４）。

００１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ～Ｄ分别为：ｐＲＩＰ１、ｐＭＬＫＬ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３半定量分析

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾缺血再灌注小鼠肺组织ｐＲＩＰ１、ｐＭＬＫＬ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的变化　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

２．５　ｐＲＩＰ１、ｐＭＬＫＬ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的时程变化
　　肾缺血再灌注初期，程序性坏死标志蛋白 ｐＲＩＰ１
及ｐＭＬＫＬ随再灌注时间延长无显著升高（Ｐ＞０．０５）；
与ＲＩ／ｒ２４、４８ｈ组比较，ＲＩ／ｒ３６ｈ组 ｐＭＬＫＬ达到高
峰（Ｐ＜０．０５），与ＲＩ／ｒ２４ｈ组比较，ＲＩ／ｒ４８ｈ组ｐＭＬＫＬ
下降至２４ｈ点水平（Ｐ＞０．０５），而 ｐＲＩＰ１表达仍呈延
续上升趋势。与 Ｓｈａｍ组相比，ＲＩ／ｒ６ｈ组和 ＲＩ／ｒ１２ｈ
组凋亡标志蛋白ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３并未出现显著变化
（Ｐ＞０．０５），与ＲＩ／ｒ２４ｈ组比较，ＲＩ／ｒ３６ｈ组和ＲＩ／ｒ４８ｈ组
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３出现显著上调（Ｐ＜０．０５），见图５。

３　讨论

　　ＡＫＩ可导致远端肺组织病理性损伤和功能障碍，
此为其病死率居高不下的重要原因之一［１１］。多种损

伤因素引起的肺细胞 ＰＣＤ是 ＡＫＩ诱发远端 ＡＬＩ的重
要潜在因素［１２－１３］。近年研究显示，肺损伤后细胞丢失

与潜在的凋亡程序性坏死轴密切相关［１４］，该理论与

本课题组前期研究数据结果相一致［９－１０］。相较于凋

亡，程序性坏死会释放更多的致损炎性介质，加剧组织

的损伤。ＡＫＩ释放的ＴＮＦα等细胞因子激活ＴＮＦＲ是
促发远端肺组织外源性凋亡和程序性坏死的共同通

路，而这两种关系密切的死亡方式在 ＡＫＩ致 ＡＬＩ早期
的分布与变化规律目前尚不明确。目前主流理论认

为，ＴＮＦα与ＴＮＦＲ１结合后所促发的系列胞内信号传

到至Ｃａｓｐａｓｅ８，若 Ｃａｓｐａｓｅ８被激活，则将切割 ＲＩＰ１、
ＲＩＰ３使其失活，最终由Ｃａｓｐａｓｅ３执行细胞的凋亡；如
果Ｃａｓｐａｓｅ８被抑制，ＲＩＰ１和ＲＩＰ３磷酸化并形成坏死
复合体，活化的 ＲＩＰ３招募其下游底物混合系激酶样
结构域蛋白（ＭＬＫＬ），使其磷酸化并从单体形成寡聚
体，从细胞质转移到细胞膜，其 Ｎ末端插入胞膜结构
内，与膜上心磷脂和磷脂酰肌醇结合，破坏胞膜完整性

并形成孔道，导致胞内物质释放以及钙内流，最终诱发

程序性坏死［１５－１７］。

　　因此，探究ＡＫＩ后远端肺组织凋亡和程序性坏死
的分布变化规律，有助于阐述不同死亡方式间的内在

调控规律，同时为ＡＫＩ后不同时间点采取针对性的治
疗方案提供思考。

　　本研究发现，小鼠 ＡＫＩ后２４ｈ内，随着时间的推
延，肾功能和肺组织损伤程度逐渐增加，肺细胞凋亡和

程序性坏死也进行性加重。２４ｈ后，肺组织损伤评分
维持在最高级别，而肾功能不再有显著差异，可能与原

发器官开始进行损伤修复有关。组织染色数据提示，

肺组织程序性坏死在肾缺血再灌注后呈现出显著上升

趋势且于３６ｈ时间点先达到高峰，随之下降，有可能
与机体自身的抗炎机制逐渐启动，从而下调炎症水平

有关；在４８ｈ时间窗内，凋亡早期维持并不显著，２４ｈ
后呈现出稳步上升态势，４８ｈ时间点显著增强。上述
现象提示３６ｈ可能是两种死亡方式进程的转折点，在

３０１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



随后４８ｈ时间点可观察到程序性坏死水平下调，而凋
亡水平出现较大幅提高。

　　有趣的是，３６ｈ／４８ｈ时间点可观察到程序性坏死
上游信号ｐＲＩＰ１进一步增强，而其下游最终效应蛋白
ｐＭＬＫＬ却呈现下降趋势，我们初步对组织 Ｃａｓｐａｓｅ８
的活性检测分析并未发现有显著变化，提示可能与

Ｃａｓｐａｓｅ８非经典磷酸化活化通路激活有关［１８］，在参

与程序性坏死抑制过程的同时进一步推动细胞凋亡水

平上升。

　　本研究存在一定的不足之处：①整个实验并未观
测到细胞凋亡的达峰时间，观察窗口时间设置有待进

一步延长；②由于小鼠动脉血较少且取样存在一定难
度，未使用血气分析检测肺功能；③对于细胞凋亡及程
序性坏死相关变化的具体信号机制有待深入探索。

　　综上所述，本研究探索并描述了 ＡＫＩ致肺损伤背
景下肺细胞凋亡和程序性坏死两种 ＰＣＤ的时程变化
规律，为进一步探索ＡＫＩ致肺细胞死亡机制及针对该
疾病在不同时间节点制订治疗策略提供理论基础。
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