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紧密连接蛋白在缺血再灌注肾损伤
小鼠肾脏中的表达及意义

李志辉　夏团红　康志娟　邓旭　王颖

（湖南省儿童医院肾脏风湿科 / 南华大学儿科学院，湖南 长沙　410007）

［摘要］　目的　探讨紧密连接蛋白 claudin-2、claudin-10 和 claudin-17 在缺血再灌注肾损伤模型小鼠肾脏

中的表达及意义。方法　将152只雄性C57BL/6小鼠随机分为对照组（n=8）、假手术组（n=72）及模型组（n=72）。

采用夹闭小鼠双侧肾蒂 30 min 的方法建立缺血再灌注肾损伤小鼠模型，假手术组及模型组依据再灌注后时间点

（0、3、6、12、24、48、72 h 及 5 d、7 d）分为 9 个亚组，每组 8 只小鼠。分别采用 RT-PCR 法及免疫组化法

分别检测各组小鼠肾组织紧密连接蛋白 claudin-2、-10、-17 mRNA 及其蛋白表达水平。结果　对照组及假手术

组小鼠肾组织 claudin-2、-10、-17 mRNA 及其蛋白表达水平随再灌注时间点无明显变化（P>0.05）。与对照组

及假手术组比较，再灌注后模型组 claudin-2、-10 mRNA 及其蛋白表达水平降低，且随着再灌注时间的推移逐渐

减弱，至再灌注 24 h 时达到最低水平（P<0.05）；再灌注后模型组 claudin-17 mRNA 及其蛋白表达水平增高，

且随再灌注时间的推移逐渐增高，至再灌注 12 h 时 mRNA 及 24 h 时蛋白水平达到最高（P<0.05）。结论　缺

血再灌注肾损伤与紧密连接蛋白 claudin-2、-10、-17 的异常表达密切相关。

［中国当代儿科杂志，2018，20（12）：1055-1062］
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Expression and significance of tight junction proteins in the kidney in a mouse model 
of renal ischemia-reperfusion injury
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Hospital/Academy of Pediatrics of University of South China, Changsha 410007, China (Email: Lizh0731@aliyun.com) 

Abstract: Objective    To study the expression and significance of tight junction proteins (claudin-2, claudin-10, 
and claudin-17) in a mouse model of renal ischemia-reperfusion injury. Methods    A total of 152 male C57BL/6 
mice were randomly assigned to control group (n=8), sham-operation group (n=72), and model group (n=72). The 
renal pedicles at both sides were clamped for 30 minutes to establish a mouse model of renal ischemia-reperfusion 
injury. According to the time points of reperfusion (0, 3, 6, 12, 24, 48, and 72 hours and 5 and 7 days), the sham-
operation group and the model group were further divided into 9 subgroups, with 8 mice in each subgroup. RT-PCR and 
immunohistochemistry were used to measure the mRNA and protein expression of claudin-2, claudin-10, and claudin-17 
in renal tissue. Results    The control and sham-operation groups had no significant changes in the mRNA and protein 
expression of claudin-2, claudin-10, and claudin-17 in renal tissue over the time of reperfusion (P>0.05). Compared 
with the control and sham-operation groups, the model group had decreased mRNA and protein expression of claudin-2 
and claudin-10 after reperfusion, and the expression decreased gradually over the time of reperfusion, with the lowest 
levels at 24 hours of reperfusion (P<0.05). Compared with the control and sham-operation groups, the model group had 
increased mRNA and protein expression of claudin-17 after reperfusion, and the expression increased gradually over the 
time of reperfusion, with the highest mRNA level at 12 hours and the highest protein level at 24 hours of reperfusion 
(P<0.05). Conclusions    Renal ischemia-reperfusion injury is closely associated with abnormal expression of tight 
junction proteins claudin-2, claudin-10, and claudin-17.                  [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(12): 1055-1062]
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急性肾损伤（acute kidney injury, AKI）是目前

临床上最常见的疾病之一，发生率和病死率高，

并有逐年增高的趋势，缺血再灌注损伤是其主要

的发病原因之一 [1-5]。目前研究发现肾小管上皮细

胞紧密连接的破坏导致细胞凋亡、坏死、脱落，

从而堵塞管腔，是 AKI 发生发展的重要机制 [6-7]。

紧密连接蛋白 claudin-2、-10、-17 是肾小管上皮

细胞间紧密连接的重要组成部分，均在近端肾小

管上皮细胞中表达丰富，对维持肾小管上皮细胞

极性及调节离子渗透性发挥着重要的作用 [8-10]。少

量研究发现 claudin-2 与内毒素、重金属、环孢素

A 诱导的 AKI 密切相关 [6,11]，本课题组前期研究发

现在儿童 AKI 患者中，claudin-2 蛋白质的表达水

平与肾损伤程度呈负相关 [12]。claudin-10 虽在肾脏

中的研究尚无文献报道，但 Ohta 等 [13] 在博来霉

素诱导 AKI 研究中，发现 claudin-10 与肺损伤及

修复有关，Laukoetter 等 [14] 也发现肠壁功能的稳

态和炎症程度与 claudin-10 的表达有密切的关系。

目前关于 claudin-17 的研究鲜有报导，体外研究发

现 claudin-17 能增加氯离子、碳酸氢根离子的通透

性 [15]，是肾小管上皮细胞的阴离子通道 [10]。但是，

关于 claudin-2、-10、-17 是否参与 AKI 的发生、

发展还有待研究。本课题通过夹闭小鼠双侧肾蒂

30 min 的方法建立缺血再灌注肾损伤模型，并采

用 RT-PCR 和免疫组化方法分别检测小鼠肾组织中

claudin-2、-10、-17 mRNA 及蛋白质表达水平，旨

在探讨紧密连接蛋白 claudin-2、-10、-17 在缺血再

灌注肾损伤模型小鼠肾脏中的表达变化及意义。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

SPF 级 6~8 周成年雄性 C57BL/6J 小鼠，体重

20~25 g，许可编号为 SCXK（湘）2009-0004，由

湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。小鼠在

正常实验室条件下饲养，自由饮水、进食，相对

湿度 50%~70%，室温 20~22℃，采用功率为 40 W

定时照明设备，12 h/12 h 昼夜循环。定期检查小

鼠健康状况。采用随机数字表法将 152 只小鼠随

机分为对照组（n=8）、假手术组（n=72）和模

型组（n=72）。除对照组外，其余两组依据再灌

注时间点分为 9 个亚组（0、3、6、12、24、48、

72 h，以及 5 d、7 d），每个亚组 8 只小鼠。

1.2　主要试剂 

免 疫 组 化 检 测 试 剂 盒、DAB 显 色 试 剂

盒 购 自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司；

claudin-2、-10、-17 抗体由巴傲得生物科技有限公

司（南京）生产；逆转录试剂盒由宝生物工程（大

连）有限公司提供；所有引物由上海生物工程技

术有限责任公司合成。

1.3　动物模型

缺血再灌注肾损伤模型的建立参考文献 [16]：

模型组小鼠麻醉后，腹部正中切口，游离双侧肾蒂，

用无损伤动脉夹持续夹闭双侧肾蒂 30 min 后，松

开动脉夹，恢复灌注，关腹。假手术组按上述方

法暴露双侧肾蒂，但不夹闭肾蒂。对照组不进行

任何处理。所有动物实验操作均严格遵循科技部

《关于善待实验动物的指导性意见》。

1.4　血尿素氮、血肌酐及肾脏病理检测

经腹主动脉取血 0.5 mL，标本经 3 000 r/min

离心 5 min，留血清，-70℃保存。全自动生化仪

酶法检测血尿素氮和肌酐。肾组织经 4% 多聚甲醛

固定、石蜡包埋、切片、苏木精-伊红（HE）染色，

光镜下观察肾组织病理变化，采用盲法，由两名

有经验的肾脏病理医师评估肾损伤程度，每张切

片在 200 倍光镜下随机选取皮髓质交接部 10 个不

重叠视野观察肾脏病理损害并评分，评分越高，

肾脏损伤越重。

1.5　免疫组化法检测肾组织 claudin-2、-10、-17
蛋白表达

采用免疫组化二步法，参考免疫组化检测试

剂盒说明书操作，所用一抗为兔抗鼠 claudin-2 或

claudin-10 或 claudin-17 多克隆抗体工作液，以

PBS 缓冲液代替抗体为空白对照，经二氨基联苯胺

（DAB）显色，苏木素复染，脱水，透明，中性

树胶封片，镜下观察（阳性表达呈黄色或棕黄色）。

应用 Image-proplus 6.0 医学图像分析系统（美国

Media Cybemetics公司）计算平均光密度值（average 

optical density, AOD）。

1.6　RT-PCR 法检测肾组织 claudin-2、-10、-17 
mRNA的表达

按 TRIzol 试剂说明书抽提肾组织总 RNA，

用紫外线分光光度仪鉴定 mRNA 浓度和纯度，

根据所测浓度加入 DEPC 水稀释成 0.5 g/L 质量浓
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度，保存于 -80℃中。应用 TaKaRa 公司 RT-PCR
扩增试剂盒扩增目的基因。各基因引物序列见表

1。PCR 反 应 体 系（25 μL）：cDNA 模 板 2 μL，
10×PCR Buffer 2.5 μL（Mg2+Free），dNTP Mixture 

2 μL，Taq 酶 0.125 μL，Mg2+ 1.5 μL，上、下游引

物各0.5 μL，dH2O 15.875 μL。在梯度 PCR仪（Veriti 

96，美国 ABI 公司）上进行 PCR 反应，PCR 反应

条件：94℃预变性 5 min；然后按 94℃ 30 s，55℃ 

30 s，72℃ 2 min，共 35 个循环；最后 74℃延伸

10 min。反应产物 4℃保存。PCR 产物进行电泳、

摄像，DRAFT-alphaview 软件分析图像中的条带灰

度。将各组目的基因条带灰度值分别与相应组内

参基因 GAPDH 条带灰度值相比较，得到的比值即

为各组目的基因 mRNA 的相对表达量。

表 2　各组小鼠肾组织损伤病理评分比较　（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0 1.00±0.12 16.671 <0.01

3 h 0 1.50±0.15 20.001 <0.01

6 h 0 2.20±0.15 26.674 <0.01

12 h 0 2.60±0.23a,b 22.610 <0.01

24 h 0 3.80±0.22a,b,c,d 34.552 <0.01

48 h 0 3.10±0.24a,b 25.830 <0.01

72 h 0 2.50±0.12a,e 41.673 <0.01

5 d 0 2.30±0.24a,e 19.171 <0.01

7 d 0 1.60±0.11e,f 29.090 <0.01

F 值 - 34.881

P 值 - <0.05

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05。对照组评分为 0。

表3　各组小鼠血尿素氮水平比较　（n=8，x±s，mmol/L）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 14.5±2.2 15.1±2.2 0.400 >0.05

3 h 15.1±2.8 21.3±2.2a 3.471 <0.01

6 h 15.2±2.0 25.9±2.4a,b 6.792 <0.01

12 h 15.4±2.1 29.3±2.0a,b 9.572 <0.01

24 h 16.2±2.3 43.2±2.6a,b,c,d 15.660 <0.01

48 h 16.0±2.0 33.4±2.4a,b,c,d,e 11.080 <0.01

72 h 15.8±2.0 30.2±2.3a,b,c,e 9.403 <0.01

5 d 15.5±2.4 26.8±2.2a,b,e,f 7.010 <0.01

7 d 14.8±2.5 24.1±2.5a,d,e,f,g 5.232 <0.01

F 值 1.011 213.710

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05。对
照组血尿素氮水平为 14.3±1.3 mmol/L。

图 1　缺血再灌注肾损伤病理变化　　对照组小鼠肾小

管上皮细胞呈单层柱状上皮细胞排列，间质无水肿、无炎性细胞

浸润。模型组小鼠肾脏缺血再灌注 24 h 时，发生肾间质水肿，散

在炎性细胞浸润，肾小管上皮细胞脱落，管腔扩张。

表 1　claudin-2、-10、-17 及 GAPDH引物的正反义序列

引物名称 正义序列 反义序列 片段长度 (bp)

claudin-2 5'-TATCTCTGTGGTGGGCATGA-3' 5'-CGAAGGATGCCATGAAGATT-3' 168

claudin-10 5'-ACACTGCCCACCGACTACTG-3' 5'-AGAGAAGCTCCTGCCCATCC-3' 425

claudin-17 5'-ATGGCTTTTTATCCCTTACAG-3' 5'-TTAGACGTAGCTGGTGGA-3' 472

GAPDH     5'-AGGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3' 5'-TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3' 233

1.7　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组数据比较采用 t 检验，多组资料的比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 法。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组小鼠肾组织病理损伤及肾功能变化

模型组小鼠肾组织病理损伤随缺血再灌注时

间的推移逐渐加重，至 24 h 达高峰，见肾小管上

皮细胞肿胀、变性，部分肾小管上皮细胞刷状缘脱

落，管腔扩张，部分肾小管上皮细胞坏死、脱落，

肾小管基膜裸露（图 1）；再灌注 5 d、7 d，小鼠

肾组织病理改变明显减轻（表 2）。模型组小鼠血

尿素氮、肌酐水平在缺血再灌注后逐渐升高，于再

灌注后 24 h 达到峰值，之后逐渐降低，见表 3~4。

对照组 模型组再灌注 24 h
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2.2　各组小鼠肾脏 claudin-2 表达变化

Claudin-2 蛋白表达于近端肾小管上皮细胞，

分布于细胞胞膜顶端及相邻细胞侧，呈规则的栅

栏样均匀连续排列，在细胞胞浆中少量表达。模

型组小鼠肾组织 claudin-2 在肾小管上皮细胞胞膜

上的分布较稀疏且排列紊乱，在胞浆中的表达增

加；claudin-2的阳性表达信号在再灌注3 h时上调，

可能是对早期缺血再灌注的应激反应所致；随后

逐渐下降，至再灌注 24 h 时达最低值，随后表达

水平逐渐回升（P<0.05）。见图 2，表 5。

模型组小鼠肾组织 claudin-2 mRNA 表达水平

随着再灌注时间的推移其表达水平逐渐减弱，再

灌注 24 h 时达到最低水平，随后表达水平逐渐回

升（P<0.05）。见图 3，表 6。

图 3　RT-PCR 法检测各组小鼠肾组织 claudin-2 
mRNA 表达　　M：Marker；1~9 分别为再灌注 0、3、6、12、

24、48、72 h，以及 5 d、7 d。

图 2　各组小鼠肾组织 claudin-2 蛋白表达（免疫组化，×400）　　对照组 claudin-2 表达于近端肾小管上皮细胞胞

膜，呈规则的栅栏样均匀连续排列，细胞胞浆中少量表达；模型组 claudin-2 在肾小管上皮细胞胞膜上表达降低且排列紊乱，

以再灌注 24 h 最为显著。claudin-2 蛋白阳性表达呈棕色。

表 4　各组小鼠血肌酐水平比较　（n=8，x±s，mmol/L）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 23.1±2.5 26.5±2.3 2.012 >0.05

3 h 23.3±2.5 70.3±3.3a 22.892 <0.01

6 h 23.3±3.3 87.2±2.4a,b 31.171 <0.01

12 h 23.3±3.2 92.3±2.5a,b,c 33.860 <0.01

24 h 23.5±2.3 135.8±2.3a,b,c,d 69.044 <0.01

48 h 23.4±2.3 83.2±2.3a,b,d,e 36.432 <0.01

72 h 23.3±2.5 69.4±2.4a,c,d,e,f 26.716 <0.01

5 d 23.0±2.4 52.3±3.3a,b,c,d,e,f,g 14.358 <0.01

7 d 22.6±2.4 40.1±1.4a,b,c,d,e,f,g,h 12.630 <0.01

F 值 0.252 3 361.952

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05；
h 示与 5 d 比较，P<0.05。对照组血肌酐水平为 22.5±2.6 mmol/L。

表 5　各组小鼠肾组织 claudin-2 蛋白表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.291±0.010 0.290±0.010 0.610 >0.05

3 h 0.292±0.020 0.392±0.040a -3.980 <0.01

6 h 0.281±0.011 0.241±0.031b 4.920 <0.01

12 h 0.282±0.020 0.120±0.021a,b,c 18.289 <0.01

24 h 0.293±0.021 0.050±0.021a,b,c,d 25.24 <0.01

48 h 0.280±0.020 0.120±0.031a,b,c,e 14.858 <0.01

72 h 0.272±0.011 0.190±0.012a,b,c,d,e,f 13.519 <0.01

5 d 0.292±0.021 0.240±0.011a,b,c,d,e,f,g 5.890 <0.01

7 d 0.294±0.021 0.262±0.041b,d,e,f,g,h 2.125 <0.05

F 值 1.301 104.900

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05；
h 示与 5 d 比较，P<0.05。对照组肾组织 claudin-2 蛋白表达水平
为 0.290±0.031。
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2.3　各组小鼠肾脏 claudin-10 表达变化

Claudin-10 蛋白在小鼠近端肾小管上皮细胞呈

阳性表达，主要表达于细胞胞膜顶端及相邻细胞

侧，在细胞胞浆内少许表达。模型组小鼠肾组织

claudin-10 蛋白分布发生改变，在细胞胞浆中分布

增多，细胞胞膜中分布减少。claudin-10 的阳性表

达信号随着再灌注时间的推移其表达水平逐渐减

弱，再灌注 24 h 时达到最低水平，随后表达水平

逐渐回升（P<0.05）。见图 4，表 7。

模型组小鼠肾组织 claudin-10 mRNA 表达水

平从再灌注后 3 h 开始逐渐下调，至 12 h 时表达

最低（P<0.05），与 24 h 比较差异无统计学意义

（P<0.05），随后表达水平逐渐回升（P<0.05）。

见图 5，表 8。

图 5　RT-PCR 法检测各组小鼠肾组织 claudin-10 
mRNA 表达　　M：Marker；1~9 分别为再灌注 0、3、6、12、

24、48、72 h，以及 5 d、7 d。

图 4　各组小鼠肾组织 claudin-10 蛋白表达（免疫组化，×400）　　对照组和假手术组 claudin-10 主要表达于细

胞胞膜，在细胞胞浆内少量表达。模型组 claudin-10 在细胞胞浆中分布增多，细胞胞膜分布减少，再灌注 24 h 时，claudin-10
阳性表达最弱。claudin-10 蛋白阳性表达呈棕色。

表 6　各组小鼠肾组织 claudin-2 mRNA表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.822±0.150 0.811±0.091 0.125 >0.05

3 h 0.800±0.151 0.620±0.050a 4.831 <0.01

6 h 0.792±0.141 0.423±0.070a,b 9.362 <0.01

12 h 0.810±0.161 0.300±0.060a,b,c 12.608 <0.01

24 h 0.792±0.131 0.221±0.020a,b,c,d 18.642 <0.01

48 h 0.800±0.110 0.320±0.032a,b,c,e 15.096 <0.01

72 h 0.792±0.121 0.423±0.051a,b,d,e,f 10.467 <0.01

5 d 0.792±0.121 0.582±0.040a,c,d,e,f,g 6.445 <0.01

7 d 0.801±0.140 0.700±0.060a,b,c,d,e,g,h 2.558 <0.05

F 值 <0.001 64.986

P 值 >0.05 <0.05

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05；
h 示与 5 d 比较，P<0.05。对照组肾组织 claudin-2 mRNA 表达水
平为 0.851±0.110。

表 7　各组小鼠肾组织 claudin-10 蛋白表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.370±0.030 0.380±0.051 -0.491 >0.05

3 h 0.372±0.051 0.242±0.020a 8.302 <0.01

6 h 0.372±0.031 0.163±0.031a,b 13.370 <0.01

12 h 0.371±0.020 0.130±0.030a,b 17.523 <0.01

24 h 0.362±0.020 0.110±0.010a,b 28.542 <0.01

48 h 0.382±0.021 0.172±0.031a,b,e 12.460 <0.01

72 h 0.363±0.022 0.201±0.020a,b,e 10.682 <0.01

5 d 0.390±0.271 0.271±0.060a,b,c,d,e,f,g 4.253 <0.01

7 d 0.390±0.181 0.322±0.060a,b,c,d,e,f,g,h 2.690 <0.05

F 值 0.816 34.630

P 值 >0.05 <0.05

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05；
h 示与 5 d 比较，P<0.05。对照组肾组织 claudin-10 蛋白表达水平
为 0.371±0.030。

假手术组

模型组

GAPDH

对照组 假手术组 模型组再灌注 24 h 模型组再灌注 7 d

500
400

300

500
400

300

300

200

100

1     2     3     4     5     6     7     8     9           M      (bp)

1      2      3      4      5      6     7      8      9     M      (bp)



 第 20 卷 第 12 期

  2018 年 12 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.20 No.12

Dec. 2018

·1060·

2.4　各组小鼠肾脏 claudin-17 表达变化

Claudin-17 蛋白在小鼠近端肾小管上皮细胞

表达丰富，在肾小球及髓袢有少量的表达，在远

曲小管没有发现其阳性表达。模型组小鼠肾组织

claudin-17 蛋白从再灌注 3 h 开始其表达水平逐渐

上调，至再灌注 24 h 时达到最高值，随后表达水

平逐渐下调（P<0.05）。见图 6，表 9。

模型组小鼠肾组织 claudin-17 mRNA 表达水平

从再灌注 3 h 开始逐渐上调，至再灌注 12 h 时达

到最高值，之后逐渐回落（P<0.05），见图 7，表

10。

表 8　各组小鼠肾组织 claudin-10 mRNA表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.470±0.080 0.501±0.050 -1.449 >0.05

3 h 0.470±0.130 0.321±0.050a 5.706 <0.01

6 h 0.460±0.061 0.220±0.040a,b 10.049 <0.01

12 h 0.410±0.031 0.061±0.041a,b,c 15.679 <0.01

24 h 0.490±0.061 0.101±0.020a,b,c 22.750 <0.01

48 h 0.451±0.120 0.182±0.040a,b,d,e 12.754 <0.01

72 h 0.421±0.111 0.251±0.020a,b,d,e,f 8.445 <0.01

5 d 0.471±0.070 0.320±0.031a,c,d,e,f,g 7.426 <0.01

7 d 0.480±0.130 0.401±0.010a,b,c,d,e,f,g,h 4.352 <0.01

F 值 <0.001 76.732

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05；g 示与 72 h 比较，P<0.05；
h 示与 5 d 比较，P<0.05。对照组肾组织 claudin-10 mRNA 表达水
平为 0.483±0.162。

表 9　各组小鼠肾组织 claudin-17 蛋白表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.190±0.021 0.201±0.010 1.150 >0.05

3 h 0.200±0.010 0.230±0.010 1.961 >0.05

6 h 0.190±0.011 0.301±0.020a 4.244 <0.01

12 h 0.191±0.020 0.400±0.010a,b,c 8.513 <0.01

24 h 0.192±0.021 0.570±0.021a,b,c,d 9.893 <0.01

48 h 0.201±0.010 0.442±0.021a,b,c,e 9.060 <0.01

72 h 0.193±0.020 0.361±0.020a,e,f 3.611 <0.01

5 d 0.200±0.021 0.303±0.021e,f 1.420 >0.05

7 d 0.201±0.021 0.250±0.031e,f -0.040 >0.05

F 值 0.642 21.870

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示与 48 h 比较，P<0.05。对照组肾组织 claudin-17 蛋白
表达水平为 0.191±0.010。

图 7　RT-PCR 检 测 各 组 小 鼠 肾 组 织 claudin-17 
mRNA 表达　　 M：Marker；1~9 分别为再灌注 0、 3、6、12、

24、48、72 h，以及 5 d、7 d。

图 6　各组小鼠肾组织 claudin-17 蛋白表达（免疫组化，×400）　　对照组和假手术组 claudin-17 在近端肾小管

上皮细胞表达丰富。模型组 claudin-17 在缺血再灌注后肾小管上皮细胞表达增强，再灌注 24 h 时，claudin-17 阳性表达最强。

claudin-17 蛋白阳性表达呈棕色。
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3　讨论

Claudins 蛋白作为紧密连接的骨架，表达异常

可使细胞功能出现障碍，从而导致疾病的发生，

如家族型高尿钙、低血镁性肾钙质沉着病，多囊

肾等 [8-9,17-19]。但目前关于紧密连接蛋白与 AKI 的

关系尚不清楚，因此，本研究选择了在近端肾小

管上皮细胞中表达丰富的 claudin-2、-10、-17 进行

研究。本研究通过建立小鼠缺血再灌注肾损伤模

型，观察再灌注后肾组织 claudin-2、-10、-17 蛋白

及其 mRNA 水平的变化。

Claudin-2 是近端肾小管紧密连接蛋白的主

要组成部分，对维持细胞内环境的稳定起着重

要的作用 [9,12,20]。Kieran 等 [21] 夹闭小鼠双侧肾蒂

30 min，然后再灌注 24 h 取小鼠肾组织，进行微

阵列基因芯片分析显示 claudin-2 显著下调。本

课题组前期研究发现 [12]，在儿童急性肾损伤肾组

织中，claudin-2 蛋白质水平不仅表达异常，且发

现与肾损伤程度呈负相关。本研究进一步证实了

随肾脏病理损伤逐渐加重，claudin-2 的蛋白及其

mRNA 水平逐渐下调，至再灌注后 24 h，肾脏病

理损伤最重时，claudin-2 表达水平最低，随后肾

脏病理损伤逐渐减轻，claudin-2 逐渐回升。同时，

本研究还发现，正常肾组织中 claudin-2 呈规则的

栅栏样均匀连续排列，缺血再灌注后，栅栏样结

构逐渐遭到破坏，至 24 h 栅栏样结构消失，提示

表10　各组小鼠肾组织 claudin-17 mRNA表达水平比较

（n=8，x±s）

时间 假手术组 模型组 t 值 P 值

0 h 0.790±0.110 0.791±0.120 <0.001 >0.05

3 h 0.781±0.181 1.670±0.141a 9.833 <0.01

6 h 0.800±0.170 2.630±0.230a,b 16.373 <0.01

12 h 0.811±0.151 4.561±0.211a,b,c 34.745 <0.01

24 h 0.792±0.160 2.522±0.231a,b,d 14.740 <0.01

48 h 0.813±0.132 1.421±0.121a,b,c,d,e 6.874 <0.01

72 h 0.791±0.122 0.620±0.081b,c,d,e,f -2.405 <0.05

5 d 0.810±0.131 0.573±0.050b,c,d,e -3.548 <0.01

7 d 0.790±0.160 0.530±0.060b,c,d,e -4.326 <0.01

F 值 <0.001 363.903

P 值 >0.05 <0.01

注：a 示 与 0 h 比 较，P<0.05；b 示 与 3 h 比 较，P<0.05；
c示与6 h比较，P<0.05；d示与12 h比较，P<0.05；e示与24 h比较，
P<0.05；f 示 与 48 h 比 较，P<0.05。 对 照 组 肾 组 织 claudin-17 
mRNA 表达水平为 0.811±0.140。

在缺血再灌注后 claudin-2 的分布发生了改变，可

能会导致细胞功能的失调。

Claudin-10 在肾组织中表达丰富，对调节

离子渗透性起着重要的作用 [22]。近期研究发现

claudin-10 与多种疾病有着密切的关系，Gao 等 [22]

发现 claudin-10 与胃癌密切相关，Ohta 等 [13] 在博

来霉素诱导的肺损伤小鼠模型中发现 claudin-10
蛋白表达显著下调，证明了肺脏病理损伤的严重

程度与 claudin-10 表达水平相关。本研究发现肾

脏缺血再灌注后，随着肾脏病理损伤逐渐加重，

claudin-10 蛋白及其 mRNA 水平均逐渐下调，至

再灌注后 24 h，肾脏病理损伤最重时，claudin-10
表达水平最低，随后肾脏病理损伤逐渐减轻，

claudin-10 逐渐回升。

近期研究发现 claudin-17 在肾脏表达丰富，尤

其在近端肾小管，能形成阴离子通道 [10,15]。但目前

还没有文献报道 claudin-17 与肾脏疾病相关。本研

究从蛋白质和基因水平分析了 claudin-17 在肾缺血

再灌注中的表达变化，结果表明，claudin-17 蛋白

及其 mRNA 表达在再灌注后逐渐上调，再灌注后

其蛋白在 24 h 及其 mRNA 在 12 h 表达最高，随后

逐渐下调。由此可见，claudin-17 在 mRNA 水平与

在蛋白水平的表达趋势基本上是一致的。

综上所述，claudin-2、-10、-17 与缺血再灌注

AKI 密切相关，但是其与 AKI 的关系尚需进一步

研究，紧密连接蛋白 claudin-2、-10、-17 有可能成

为研究 AKI 的新的亮点，也可能为将来 AKI 的治

疗提供新的靶点。
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