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论著·实验研究

新生大鼠窒息后肾组织 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达
及 Ｕｃｆ１０１干预效果

花兵１　董文斌１　李清平１　冯志强２　余鸿３　翟雪松１　雷小平１

（四川泸州医学院１．附属医院新生儿科；２．生理学教研室；３．组织胚胎学教研室，四川 泸州　６４６０００）

　　［摘　要］　目的　探讨 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２在新生鼠窒息后肾组织的变化及 Ｕｃｆ１０１的干预作用。方法　将７２只
７～１０ｄＷｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组、窒息组和Ｕｃｆ１０１组。窒息组和Ｕｃｆ１０１组大鼠制成常压窒息模型。在窒息
３０ｍｉｎ后复氧２、２４、４８ｈ时采用免疫组化法检测各组肾组织中 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达。采用 ＴＵＮＥＬ法检测肾凋亡细
胞的形态及数量变化。结果　窒息复氧后２ｈＯｍｉ／ＨｔｒＡ２表达开始增强，于２４ｈ达最高峰，随后有所下降。与窒
息组相比，Ｕｃｆ１０１组各个时相点Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达阳性率明显降低（Ｐ＜０．０１）。窒息复氧后２ｈ，肾组织开始出现
肾小管上皮细胞凋亡，２４ｈ凋亡细胞数达到高峰，而 Ｕｃｆ１０１组各个时相点凋亡指数较窒息组均有明显减少。
结论　 新生大鼠窒息后肾组织Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达增强，参与肾损伤；Ｕｃｆ１０１可使 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达下降，从而抑
制肾小管上皮细胞凋亡。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（８）：６５８－６６１］
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ｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＵｃｆ１０１
ｔｒｅａｔｅｄｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｔａｌｌｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｍｉ／ＨｔｒＡ２ｉｎｋｉｄｎｅｙｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ．Ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙ．ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＵｃｆ１０１
ｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｍｉ／ＨｔｒＡ２ｉｎｋｉｄｎｅｙｓｏｆｐｏｓｔａｓｐｈｙｘｉａｌｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓａｎｄｔｈｕｓｒｅｄｕｃｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｂａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（８）：６５８－６６１］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｐｈｙｘｉａ；Ｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙ；Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２；Ｕｃｆ１０１；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

　　目前普遍认为，肾脏缺血再灌注损伤是急性肾
功能衰竭的常见原因。凋亡是窒息后肾小管上皮细

胞损伤的重要形式［１］。研究证实 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２是线
粒体膜间隙蛋白，参与细胞凋亡的诱导［２］。新生儿
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窒息及窒息解除恢复供氧时所致的一系列病理生理

变化可导致多器官功能损伤，其中以肾损伤的发生率

最高［３］。本课题组前期工作也已证实，Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２
可能参与窒息新生儿血清诱导的 ＨＫ２凋亡［４］，但

Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２在新生儿窒息后肾组织中的表达规律与
特点尚不清楚。本研究构建Ｗｉｓｔａｒ新生大鼠常压窒
息凋亡模型，观察凋亡模型肾组织中Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表
达，并通过 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２丝氨酸蛋白酶特异性抑制剂
（ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｃｅｒｔａｉｎｆａｃｔｏｒ，Ｕｃｆ１０１）抑制Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２
的表达，观察凋亡的变化。从而探讨窒息后急性肾功

能衰竭的发生机制与防治途径。

１　 材料与方法

１．１　动物及试剂
７～１０日龄新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠７２只，雌雄不拘，体

重（１３．９±４．１）ｇ，由泸州医学院标准动物科提供。小
鼠抗大鼠 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２单克隆抗体（艾碧康生物技术
有限公司）；羊抗小鼠ＩｇＧ二抗（北京中杉金桥生物技
术有限公司）；原位凋亡检测试剂盒（武汉博士德公

司）；Ｕｃｆ１０１（上海默克化工技术有限公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　　随机将动物分为３组：对照
组、窒息组、Ｕｃｆ１０１组，每组２４只。每组都选择缺
氧 ３０ｍｉｎ（对照组模拟该过程）后复氧（Ｈ／Ｒ）２、２４、
４８ｈ等３个时间点（ｎ＝８）进行指标检测。各组间
体重差异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２．２　常压窒息模型的建立　　模型的建立参照
本实验室建立的方法进行［１，３］。Ｕｃｆ１０１组在窒息
前１０ｍｉｎ，按１．５μｍｏｌ／ｋｇ腹腔注射 Ｕｃｆ１０１［５］，其
余两组在相同时点注射等量生理盐水，分别置于容

积为５５ｍＬ缺氧瓶中
$

内装０．００５ｋｇ钠石灰
%

，待

动物安静后，窒息组和Ｕｃｆ１０１组塞紧瓶塞（对照组
模拟该过程不塞瓶塞），密闭３０ｍｉｎ后复氧。复氧
后２、２４、４８ｈ分批处死动物后取左肾，游离肾包膜
和肾蒂，制成石蜡切片。

１．２．３　免疫组织化学 ＳＰ法检测 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表
达　　切片常规脱蜡，枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）微
波抗原修复１５ｍｉｎ，３％双氧水去除内源性过氧化物
酶，微波抗原修复，分别滴加 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２一抗
（１∶２０），４℃过夜，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ，滴加非生
物素标记的二抗，室温孵育１ｈ，ＤＡＢ显色１５ｍｉｎ，
苏木精对比染色２０ｓ；以 ＰＢＳ缓冲液一抗作阴性对
照。脱水、透明、封片。光镜下观察，肾小管上皮细

胞胞质内含有棕黄色的阳性反应产物为阳性细胞，

计数４个高倍视野（×４００），不少于 １０００个细胞，
计算阳性细胞占１０００个细胞的百分率，分别作为
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２蛋白阳性反应细胞密度。
１．２．４　ＴＵＮＥＬ染色　　切片常规脱蜡、水化后，经
蛋白酶 Ｋ消化 １５ｍｉｎ、标记缓冲液、ＴｄＴ及 ＤＩＧ
ｄＵＴＰ３７℃孵育２ｈ，封闭液封闭，生物素化地高辛抗
体３７℃孵育１ｈ，链霉亲和素过氧化物酶３７℃孵育
３０ｍｉｎ，每步后常规０．０１ＭＴＢＳ漂洗，ＤＡＢ显色，苏
木素轻度复染。Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜下观察凋亡细胞分
布情况并并计数阳性细胞凋亡指数（每张切片４００
倍镜下选取５个排重叠视野计算阳性细胞数，肾小
管上皮细胞细胞细胞核中有棕黄色颗粒者所占总细

胞数的百分比）。

１．３　 统计学分析
采用ＳＰＳＳ１４．０软件处理，数据以均数 ±标准

差（ｘ±ｓ）表示，进行单因素方差分析，两组间进行 ｑ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　窒息后新生鼠的一般情况
缺氧瓶密闭后新生鼠逐渐出现躁动不安，呼

吸加快，继而四肢强直抽动，全身发绀（唇及甲床

尤其明显）。实验近结束时活动减少，呼吸减慢 。

复氧后新生鼠逐渐恢复，但反应差。３组均无死
亡鼠。

２．２　Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的免疫组化染色结果
窒息组和Ｕｃｆ１０１组 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达较对照

组明显增强，且主要表达于肾小管上皮细胞，肾小

球亦有少量表达，复氧后２ｈ含量开始上升，２４ｈ
达到高峰，４８ｈ有所下降，Ｕｃｆ－１０１组复氧后２ｈ、
２４ｈ、４８ｈＯｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达较窒息组明显减弱。
见表１，图１。

　　表 １　各组肾小管上皮细胞 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达　
（ｘ±ｓ，％）

分组 鼠数 窒息后２ｈ 窒息后２４ｈ 窒息后４８ｈ Ｆ值 Ｐ值

对照组 ８ １．２±０．５ １．２±０．４ 　１．４±０．６ ０．２９ ０．７６
窒息组 ８ ６．６±１．１ａ ２８．６±４．０ａ，ｃ １５．４±２．６ａ，ｃ，ｄ ７５．３８ ＜０．０１
Ｕｃｆ１０１组 ８ ３．２±１．３ａ，ｂ １７．４±５．１ａ，ｂ，ｃ　１０．２±３．０ａ，ｂ，ｃ，ｄ ２０．３３ ＜０．０１
Ｆ值 ３４．９４ ６６．５１ ４６．０９
ｇｆＰ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与窒息组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与窒息后２ｈ

比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与窒息后２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

２．３　 窒息后不同时间点的ＴＵＮＥＬ染色
凋亡细胞在窒息后肾损伤各个时间点均有分

布，主要集中在肾皮质区，以近曲小管最明显。窒息

·９５６·
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复氧后２ｈ，肾皮质开始出现大量的凋亡细胞，２４ｈ
达高峰，４８ｈ凋亡细胞数有所下降。各时间点与对

照组比较均增加（Ｐ＜０．０５）。Ｕｃｆ１０１组各时间点
与窒息组比较均减少（Ｐ＜０．０５）。见表２，图２。

　　图１　 肾细胞Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的免疫组织化学表达（×４００）　Ａ：对照组；Ｂ：窒息后２ｈ；Ｃ：窒息后２４ｈ；Ｄ：窒息后４８ｈ；Ｅ：
Ｕｃｆ１０１组复氧后２ｈ；Ｆ：Ｕｃｆ１０１组复氧后２４ｈ；Ｇ：Ｕｃｆ１０１组复氧后４８ｈ。窒息组和Ｕｃｆ１０１组Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达较对照组明显增

强，且主要表达于肾小管上皮细胞，肾小球亦有少量表达，复氧后２ｈ含量开始上升，２４ｈ达到高峰，４８ｈ有所下降，Ｕｃｆ１０１组复氧

后２ｈ、２４ｈ、４８ｈＯｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达较窒息组明显减弱。Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２阳性细胞为棕黄色。

　　图２　 窒息后肾小管上皮细胞不同时间的ＴＵＮＥＬ染色（×４００）　Ａ：对照组；Ｂ：窒息后２ｈ；Ｃ：窒息后２４ｈ；Ｄ：窒息后
４８ｈ；Ｅ：Ｕｃｆ１０１组复氧后２ｈ；Ｆ：Ｕｃｆ１０１组复氧后２４ｈ；Ｇ：Ｕｃｆ１０１组复氧后４８ｈ。窒息复氧后２ｈ，肾组织开始出现肾小管上皮细

胞凋亡，２４ｈ凋亡细胞数达到高峰，４８ｈ有所下降，Ｕｃｆ１０１组各个时相点凋亡指数较窒息组均有明显减少。凋亡细胞为棕黄色。

　　表２　各组肾组织不同时间点凋亡比较　（ｘ±ｓ，％）
分组 鼠数窒息后２ｈ 窒息后２４ｈ 窒息后４８ｈ Ｆ值 Ｐ值

对照组 ８ １．４±１．１ １．６±０．６ 　１．０±０．７ ０．６７ ０．５３
窒息组 ８ ７．２±１．１ａ ２４．８±０．８ａ，ｃ １３．８±３．７ａ，ｃ，ｄ ７６．０１ ＜０．０１
Ｕｃｆ１０１组 ８ ３．６±１．１ｂ １６．４±５．８ａ，ｂ，ｃ　７．４±０．６ａ，ｂ，ｃ，ｄ １８．３１ ＜０．０１
Ｆ值 ３３．８４ ５９．４７ ４２．３７
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与窒息组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与窒息后２ｈ

比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与窒息后２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

窒息时机体出现严重缺氧，而窒息解除恢复供

氧使肾动脉反射性地扩张，肾脏出现再灌注损伤，这

可能是窒息后肾损伤的关键。凋亡是窒息后肾小管

上皮细胞损伤的重要形式［１］。凋亡细胞绝大多数

是肾小管上皮细胞，极少数为肾间质纤维细胞。而

·０６６·
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细胞凋亡的机制主要是线粒体信号途径。缺血再灌

注时机体上调线粒体中 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达，并促使
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２向胞质聚集［６］。当细胞受到凋亡信号的

刺激时线粒体膜通透性增加，Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２分子从线
粒体膜间腔释放人胞质并经过自身酶切转变成成熟

形式，并与 Ｘ连锁凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）相互作用，抑制了 ＸＩＡＰ
与ｃａｓｐａｓｅ３，７，９的结合，进而引起这三种 ｃａｓｐａｓｅ
相继被激活并发生ｃａｓｐａｓｅ级联放大反应，引起细胞
凋亡［５］。炎症反应作为一种加重实质性损伤的重

要因素参与再灌注损伤。本实验通过免疫组化染色

进行Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的半定量分析，结果显示窒息组和
Ｕｃｆ１０１组Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达较对照组明显增强，且
主要表达于肾小管上皮细胞，肾小球亦有少量表

达，复氧后２ｈ含量开始上升，２４ｈ达到高峰，４８ｈ
有所下降，表明Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２在新生大鼠窒息后合成
增加，胞浆含量明显上升，可能是新生大鼠窒息后肾

组织 ＴＮＦα升高［７８］引起内源性 ｃａｓｐａｓｅ８的活
化［９］，活化的 ｃａｓｐａｓｅ８将胞质中的 Ｂｉｄ剪切成
ｔＢｉｄ，ｔＢｉｄ作用于线粒体，使线粒体外膜通透性增
加，引起Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２释放［１０］，并通过上述ｃａｓｐａｓｅ依
赖途径和非 ｃａｓｐａｓｅ依赖途径参与肾小管上皮细胞
凋亡 。过高的 ＴＮＦα可激活细胞核转录因子κＢ
（ＮＦκＢ），激活的 ＮＦκＢ可诱导 ＴＮＦα的表达，从
而形成正反馈，通过上述途径使 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２从线粒
体充分得到释放［１１］。ＴＮＦα等炎症细胞因子于窒
息后２４ｈ达到高峰，４８ｈ开始下降，即凋亡刺激信
号随之减弱，进而下调了 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的释放。免疫
组化结果提示窒息后 ４８ｈＯｍｉ／ＨｔｒＡ２表达减少。
Ｕｃｆ１０１组复氧后２ｈ、２４ｈ、４８ｈＯｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达
较窒息组明显减弱。ＴＵＮＥＬ染色结果显示，窒息复
氧后２ｈ，肾组织开始出现肾小管上皮细胞凋亡，２４ｈ
凋亡细胞数达到高峰，且与肾损伤呈现一致的改变，

从整体水平证实了细胞凋亡是窒息后肾损伤时细胞

死亡的形式，结合免疫组化染色结果从而证实了

Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的促凋亡作用。而Ｕｃｆ１０１组各个时相点
凋亡指数较窒息组均有明显减少，证明 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２
参与了肾小管上皮细胞凋亡过程。Ｕｃｆ１０１特异性抑
制Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２丝氨酸蛋白酶活性，从而降低ＸＩＡＰ的
裂解，同时抑制 ｃａｓｐａｓｅ３，８，９活性，说明 Ｕｃｆ１０１通
过阻断Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的ｃａｓｐａｓｅ依赖途径发挥抗凋亡作
用［１２］。Ｕｃｆ１０１短时间不会改变Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２和ＸＩＡＰ
的表达，通常提前 １０ｍｉｎ进行预处理［１３］。研究发

现，Ｕｃｆ１０１对Ｗｉｓｔａｒ大白鼠缺血再灌注脑损伤具有
神经保护作用，实验结果提示Ｕｃｆ１０１降低大脑皮层

梗塞面积，减少神经元凋亡细胞数［５］。综上所述，

在新生大鼠窒息后肾组织Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达增强，促
凋亡蛋白参与肾损伤的高峰时间为２４ｈ。Ｕｃｆ１０１
能抑制Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达、胞内转位及活性［１４］。这

可能对将来急性肾功能衰竭的研究及治疗具有重要

的意义。
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