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雷帕霉素对大鼠缺血再灌注肾Fas，bcl一2蛋白表达的影响 

郑传东 ，苟 欣 ，杨华安 ，蒲晓峰 ，何卫阳 ，武 国 

(1．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科；2．重庆医科大学附属第一医院血管外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨雷帕霉素(Rapamycin，RPM)对。肾缺血再灌注不同时间Fas，bcl一2蛋白表达的影响。方法：Wistar大鼠54只， 

随机分为 3组：假手术组(切除右。肾，分离左。肾动脉，不阻断血流 ，缺血前灌胃给等量生理盐水)、手术组(切除右。肾，分离左。肾动 

脉，阻断血流，缺血前灌胃给等量生理盐水)、药物组(切除右。肾，分离左。肾动脉，阻断血流，缺血前灌胃给 RPM 4mg／(kg·d)×3d， 

术日术前 2h灌胃，术后给药至各个观察日)。采用 HE染色分析。肾组织病理损伤程度，免疫组化 SABC法检测 bcl一2，Fas蛋白表达 

的变化。结果：Fas蛋白在假手术组呈阴性表达，手术组再灌注 0h有少量表达，再灌注 24、48及 72h呈阳性表达 ，以 48h时达高 

峰( k0．05)，主要表达在皮质。肾小管；药物组。肾组织 Fas蛋白水平显著低于手术组( k0．05)。bcl一2蛋白在假手术组呈弱阳性表 

达，手术组再灌注 0h有少量表达，再灌注 24、48及 72h呈阳性表达，48h达高峰( l<0．05)；皮质。肾小管表达为主；药物组。肾组织 

bcl一2蛋白水平显著高于手术组( ：0．05)。HE染色可见手术组。肾小管上皮细胞有不同程度的片状坏死灶，。肾小管中可见大量死 

亡脱落细胞残留物质；药物组。肾组织损伤明显减轻。结论：RPM可能通过下调 Fas，上调 bcl一2蛋白表达水平，减轻。肾缺血再灌 

注损伤。 
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Effect of RPM on bcl-2 and Fas protein expression in renaI 

ischemia-reperfusion injury of rats 
ZHENG Chuan-dong，et al 

(Department of Urology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of RPM on bcl一2 and Fas protein expressions at different ischemia—reperfusion 

points．Methods：Acute ischemic renal injury model was established (right kidney ectomized，45 min of left renal ischemia and 

reperfusion for 0h、24h、48h and 72h)．Fifry four normal male Wistar rats were randomly divided into 3 groups：sham—operated 

group (sham，without renal ischemia)，ischemia-reperfusion group(IR，without RPM)，RPM and ischemia—reperfusion group(RPM 

4mg／(kg·d)×3d．reperfusion at 2h before operation and each observation day)．Pathomorphological changes of renal ischemia— 

reperfusion injury were observed by HE stain and SABC immunohistochemical methods were used tO detect the changes of 

expressions of bcl一2 and Fas．Results：bcl一2 and Fas concentration were significantly higher in IR group than those in sham 

group(P<0．05)．As compared with ischemia-reperfusion group(P<0．05)，bcl一2 expression increased and Fas expression 

decreased significantly in RPM + IR group．In IR group local necrosis of renal tubule epithelium cells was found by HE stain 

and large quantity of apoptototis residues were observed．while similar changes were scarcely visible in RPM + IR group． 

Conclusion：RPM has significant effect on the up——regulation of bcl-2 expression and down——regulation of Fas expression in 

renal ischemia——reperfusion injury to achieve the purpose of alleviating the injury． 
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RPM是 20世纪 70年代初，由加拿大 Ayerst研 

究所从放线菌培养液中分离出来的大环内酯类抗 
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生素IlJ。近年来研究证明它是一种强有力的免疫抑 

制剂，其免疫作用较环孢素 A强 100倍左右，并已 

广泛应用于肾移植中[21。肾缺血再灌注损伤是导致 

急性肾小管坏死和肾移植失败的重要因素。越来越 

多的研究表明，肾缺血再灌注损伤引起的细胞凋亡 

是缺血再灌注致肾损害的重要环节之--[31。因此，抑 
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制细胞凋亡的发生对肾缺血再灌注损伤的防治具 

有重要的临床意义。有资料表明RPM能抑制细胞 

凋亡的发生网。Fas和Bcl一2是重要的凋亡相关基因翻。 

本研究通过复制大鼠肾缺血再灌注模型，研究 RPM 

对大鼠缺血再灌注肾Fas，bcl一2蛋白表达的影响， 

探讨 RPM对肾缺血再灌注的保护作用及其机制。 

1 材料和方法 

1．1 主要试验药物和试剂 

RPM 由我国华北制药集团新药研究开发有限责任公司 

提供 ，批准文号 2002HL0259，ISl服液，每毫升含 RPM lmg。 

兔多抗 Fas(北京博奥森 )，兔多抗 Bcl一2(武汉博士德)，即用 

型 SABC法免疫组化试剂盒 SA1022(武汉博士德)，二氨基 

联苯胺(DAB)显色液(武汉博士德)。 

1．2 试验动物和分组 

54只 Wistar雄性大鼠，体重 200～250g，由重庆医科大学 

实验动物中心提供。随机分成假手术组、手术组 、药物组。缺 

血组又按缺血再灌注时问分为再灌注后 0、24、48、72h4个观 

察时相，每个观察时相6只。 

1．3 动物模型的建立及用药 

参照以往方法建立肾缺血再灌注损伤模型 ·61：10％水合 

氯醛(3ml／kg)腹腔注射，麻醉后作腹部正中切口，切除右侧 

肾，分离左肾动脉，保护好输尿管，靠近肾门处用无创动脉夹 

夹闭肾动脉。肾脏颜色发白即可确认肾脏血流阻断。假手术 

组分离左肾动脉后不阻断血流，进行 2次开腹，其间隔时间 

约 45min。假手术组 、手术组于术前灌胃给等量生理盐水，以 

做阴性对照。药物组于术前灌胃给药 RPM4mg／(kg·d)×3d， 

术Et术前 2h灌胃，术后给药至各个观察 日。腹腔内保留林格 

液 20ml／kg，关闭腹腔。缺血 45min后 ，再次打开腹腔，显露肾 

脏，松开动脉夹，肾脏由苍白变为红润可确认肾脏血流恢复， 

缝合切口。分别再灌注 0、24、48、72h即为本试验的肾缺血再 

灌注损伤模型。 

IJ4 HE染色的组织学检查 

取上述动物模型肾脏组织，4％的多聚甲醛固定，石蜡包 

埋 ，切成 3 nl厚的切片 ，HE染色 ，用普通光镜观察各组肾 

脏组织病理学变化情况。 

1．5 免疫组化检测 Fas和 bcl一2的表达 

取上述石蜡切片，常规脱蜡至水 ：严格按兔 SABC法免 

疫组化试剂盒操作。每张切片随机采集 10个无重叠高倍视 

野(×400)，输入医学图像分析系统进行图像处理。检测 Fas， 

bcl一2表达的平均光密度值，并计数阳性细胞数及细胞总数， 

计算阳性表达率。阳性表达率(Positive index，PI)=阳性细胞 

数 ，视野所有细胞总数 ×100％，所有视野均在同一光强度 

下检测。 

1．6 统计学处理 

数据均以； S表示 ，多组问均数比较采用单因素方差分 

析(SPSS13．00软件)。P<0．05为显著性差异，有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 大鼠肾缺血再灌注后各组肾脏组织形态学改 

变 

肉眼可见：手术组肾脏皮质髓质严重淤血、水 

肿 ；药物组髓质可见轻度淤血和水肿；假手术组未 

见异常。 

光镜下，手术组随再灌注时间的延长 ，肾脏组 

织发生不同的病理改变。0h组：肾小球和肾小管均 

未见明显病变。24h组：肾小管轮廓清晰，大片肾小 

管上皮细胞肿胀呈空泡样，坏死脱落明显，基底膜 

仅剩轮廓，肾小管中可见大量死亡脱落细胞残留物 

质。48h组 ：肾小管开始出现修复现象，肾小管中残 

留物减少。72h组：大部分肾小管结构已基本恢复， 

表 1 3组不同时相 Bel一2，Fas蛋白阳性染色细胞指数的变化(n=6，；± ，％) 

：与假手术组比较(P<0．05)； ：与相应时相手术组比较(P<0．05) 
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管腔 内容物 基 本清 除 。

光 镜 下 ， 药物 组 各 个 时相 病 变较 手 术 组 明显 减

轻 ， 肾小 管 上 皮 细 胞 肿 胀 呈 空 泡 样 、 颗 粒 样 变 性 轻

微 ， 无 明显 坏 死 ， 间质 无 明 显 异 常 ( 见 图 1 、 2 ) 。 假手

术 组 肾组 织 结 构 正 常 。 各 组 染 色后 肾小 球 均 未 见 明

显 的病 理 改 变 。

2 ． 2 肾缺 血 再 灌 注 后 各 时 相 肾组 织 F a s 和 b c l 一 2 的

表 达

2 ． 2 ． 1 P R M 对 F a s 蛋 白表 达 的 影 响 F a s 阳 性 细 胞

细 胞 质 呈 棕 黄 色 ， 细 胞 核 无 着 色 。 阳性 表 达 位 于 肾

小 管 上 皮 细 胞 ， 肾皮 质 处 最 明 显 ；肾 小 球 未 见 表 达

( 见 图 3 、 4 ) 。 图 像 分 析 后 ( 结 果 见 表 1 )假 手 术组 只

有 少 数 细 胞 弱 阳 性 表 达 ；手 术 组 与 假 手 术 组 比 较 ，

F a s 表 达 明 显 增 强 ， 阳 性 细 胞 数 明 显 增 加 (P < O ． 0 5 ) ；

药 物 组 与手 术 组 比 较 ， F a s 表 达 强 度 显 著 减 弱 ， 阳性

细 胞 数 也 显 著减 少 (氏 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 ． 2 R P M 对 b c l 一 2 蛋 白表 达 的 影 响 B c l 一 2 阳性

细 胞 细 胞 质 呈 棕 黄 色 ， 细 胞 核 无 着 色 。 阳性 表 达 位

于 肾小 管 上 皮 细 胞 ， 肾皮 质 处 最 明 显 ， 肾小 球 未 见

表 达 ( 见 图 5 、 6 ) 。 图像 分 析后 ( 结 果 见 表 1 ) 假 手 术

组 只 有 少 数 细 胞 弱 阳 性 表 达 ；手 术 组 与假 手 术 组 比

较 ， b c l 一 2 表 达 增 强 ， 阳性 细 胞数增 加 (P < O ． 0 5 ) ；药 物

组 与 手 术 组 相 比 ， b c l 一 2 表 达 显 著增 强 ， 阳 性 细 胞 数

图 1 手 术 组 2 4 h 的 肾组 织 ( H E x 4 0 0 )

图 3 F a s 在 手 术 组 4 8 h 的 肾组 织 的表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 4 F a s 在 药 物 组 4 8 h 的 肾组 织 的 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 5 B c I 一 2 在 手 术 组 4 8 h 的 肾组 织 的 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 6 B c l — 2 在 药 物 组 4 8 h 的 肾组 织 的表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

显 著增 加 (P < 0 ． 0 5 ) 。

图 2 药物 组 2 4 h N N ~11 N ( H E x 4 0 0 ) 3 讨 论
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3．1 Fas参与肾缺血再灌注损伤 

细胞凋亡的触发因素有 自然状态下的程序性 

死亡和病理状态下的生存信号丢失、DNA损伤、受 

体介导等。受体介导途径中，Fas／Fas—L系统最具代 

表性阐。Fas为 I型跨膜糖蛋白，属于神经生长因子 

受体(NGFR)／肿瘤坏死因子受体(TNFR)超家族成 

员。Fas细胞外部分可与抗 Fas单克隆抗体或 Fas配 

体(Fas—L)特异性结合，经死亡域传导死亡信号，可 

促发一系列细胞内事件，导致细胞凋亡 “]。 

Fas及 Fas—L是诱发肾脏多种细胞发生凋亡的 

蛋白。以往认为，Fas—L只存在于免疫系统淋巴细胞 

表面，目前发现，肾小管上皮细胞有 Fas—L表达，说 

明在肾脏细胞中存在 Fas／Fas—L系统 。本实验表 

明：药物组与手术组比较 ，Fas表达强度明显减弱 

(P<0．05)；提示 RPM具有抑制 Fas表达的作用，抑制 

细胞凋亡。 

3．2 bcl一2参与肾缺血再灌注损伤 

Bcl一2(B—cell lymphoma／leukemia一21)是研究最 

早抗凋亡基因之一，在缺血再灌注损伤中表现得尤 

为突出_I3]。bcl一2抗细胞凋亡的作用机制可能与以下 

几方面有关：(1)抑制 Ca2 的释放。(2)bcl一2通过阻 

止促细胞凋亡基因信号传递或阻止这些诱导基因 

产物发挥作用。(3)抑制细胞色素 c的释放，产生细 

胞内抗氧化作用。 

本实验表明，药物组与手术组比较 ，bcl一2表达 

强度明显增强(P<0．05)，提示 RPM具有促进 bcl一2 

表达的作用，抑制细胞凋亡。 

3．3 RPM肾脏保护作用的可能机制 

RPM分子式为c ．H为NO『3，其相对分子量为9142， 

在结构上与另一种免疫抑制药 FK506极为相似，二 

者均属大环内酯类，但 RPM具有与 FK506不同的 

作用机制。FK506为与环孢素(CsA)作用机制相似 

的钙调神经素抑制剂类(CNI)免疫抑制剂 ，而RPM 

为具有不同作用机制的增殖信号抑制剂(Prolifera— 

tion signal inhibitors，PSI)类免疫抑制剂i14]。研究 

发现 RPM可能通过非直接通路使激活的T细胞凋 

亡，阻止了树突状细胞(DC)的抗原呈递 ，并抑制其 

成熟，减少细胞因子的分泌[153q。阻止 DC在肾组织 

迁移聚集，可以明显减轻和改善大鼠缺血再灌注肾 

组织的病理损伤及肾功能 。RPM不局限于对免疫 

系统的细胞产生作用 ，它亦能抑制平滑肌细胞、内 

皮细胞和成纤维细胞等的增殖 。 

RPM对大鼠急性肾缺血再灌注损伤保护作用 

的确切分子机制还不清楚。其作用机制可能是通过 

其抑制 T细胞、T细胞依赖性 B细胞、树突状细胞 

的活性，减少细胞因子的分泌，抑制炎症 ，减少自由 

基的生成；抑制平滑肌细胞 、内皮细胞和成纤维细 

胞等的增殖改善肾脏微循环；抑制细胞凋亡等多种 

途经来减轻肾组织损伤的。 

RPM已经广泛应用于临床器官移植中抗急、慢 

性排斥反应，预防心血管内再狭窄，抗肿瘤，抗病毒 

等。本实验结果表明，RPM可能通过下调 Fas，上调 

bcl一2蛋白表达水平，对缺血再灌注造成的肾组织 

损伤有明确的保护作用，是探索临床预防和减轻肾 

缺血再灌注损伤的有效方法之一。 
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占的比例(男性大于女性)，提示重庆地区女性的下 

颌升支宽度占下颌骨长度的比例相对较大。Me一-F1 

(mm)、Me—Met(S)(mm)的差异，两者均提示颏下点 

的位置，男性的绝对值大于女性，提示重庆地区男 

性颏部较女性后缩。MP—F7(。)代表实际下颌平面与 

理想下颌平面的差异，男性为负、女性为正，提示男 

性下颌角相对女性顺时针旋转。 

表 2比较了重庆地区男性汉族成年人正常殆 

与韩国人『9l的Delaire值，测量项 目中存在显著统计 

意义的项 目有 6项 ，C3／C2(％)为颅高比反映了颅 

骨形态，重庆地区男性值小于韩国男性，再结合前 

颅底角C1一c2(。)(韩国男性小于重庆地区男性)，说 

明在颅骨高度一致的情况下，韩国男性颅底矢状向 

长度略小一些，提示韩国男性的侧面相对于重庆地 

区男性要扁平一些。Ptm—Got／Met—Got(％)(重庆地 

区男性小于韩国)，Ptm—Met／Met—Got(％)(重庆地区 

男性大于韩国)的差异提示韩国男性的下颌升支宽 

度占下颌骨长度的比例相对重庆地区男性较大。 

Me一-F1(mm)的差异(韩国男性为负，重庆地区男性 

为正)提示韩国男性颏部相对前伸。MP-一V7(o)的差 

异(韩国为正，重庆地区为负)提示重庆地区男性下 

颌角相对韩国男性顺时针方向旋转。 

表 2比较了重庆地区女性汉族成年人正常殆 

与韩国人[91的Delaire值，测量项 目中存在显著统计 

意义的项 目有 2项，Me—F1(mm)值重庆地区女性为 

正、韩国为负，提示韩国女性相对颏部前伸，MP-一F7 

(o)值重庆地区为负、韩国为正，提示重庆地区女性 

下颌骨相对韩国女性顺时针旋转。 

我们还通过数据得出重庆地区与法国【 Ol的颅颌 

面特征差异 ：重庆地区正常人群的关节窝位置相对 

·+ -—·卜 -—·卜 -—·卜 -——卜 ”—·卜 ”—·卜 一—·卜 一—·卜  
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于法国人来说，在矢状向要后移一些 ，下颌位置要 

相对后缩一些；在颅骨高度一致的情况下，重庆地 

区正常人群颅底矢状向长度略小一些，提示其侧面 

相对于法国人要扁平一些；亚洲人群相对白种人下 

颌稍后缩，下前牙较唇倾。 
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