
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2019, 39(10)    http://lcbl.amegroups.com

2118

收稿日期 (Date of reception)：2019–01–11

通信作者 (Corresponding author)：雷奎，Email: nyquli@126.com

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2019.10.004
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2019.10.004

松弛素对缺血再灌注小鼠急性肾损伤及纤维化的保护作用

雷奎，苟中富，王建新

(巴中市中医院肾内科，四川 巴中 636000)

[摘　要]	 目的：探讨松弛素 (r e l a x i n ， R L X ) 在缺血再灌注 (i s c h e m i a - r e p e r f u s i o n ， I R I ) 引起的小鼠急性

肾损伤及纤维化过程中的作用。方法：将小鼠分为假手术动物组 (s h a m) ，假手术 R L X 治疗组

(sham+RLX组)，小鼠IRI组和IRI+RLX治疗组(IRI+RLX组)。建立小鼠IRI损伤模型，用ELISA分

析检测各组小鼠肌酐水平，结合HE染色观察各组小鼠肾脏组织损伤程度；用免疫组织化学方法

检测肾纤维化指标α- SM A和Desmin，用天猩红染色检测胶原蛋白沉积情况。用免疫组织化学方

法检测中性粒细胞和巨噬细胞浸润的代表性抗原F4/80免疫标记抗体和 ly6g表达情况，观察炎症

情况。结果：肌酐水平在IRI组明显升高(P<0.001)，而在IRI+RLX组中则降低(P<0.01)。HE染色

实验结果显示IRI组肾损伤增加(P<0.001)，而对应的IRI+RLX组中减轻(P<0.01)。同样的，免疫

组织化学结果显示纤维化指标在IRI组明显升高(P<0.001)，在IRI+RLX组中降低(P<0.01)。中性

粒细胞和巨噬细胞的炎症浸润显示同样的结果。结论：RL X可以减轻IRI引起的小鼠急性肾损伤

及纤维化过程。
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Protective effects of relaxin on acute kidney injury and 
fibrosis in mice with ischemia-reperfusion
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(Department of Nephrology, Bazhong Hospital of Traditional Chinese Medicine, Bazhong Sichuan 636000, China)

Abstract Objective: To investigate the role of relaxin in acute kidney injury and fibrosis induced by ischemia-reperfusion 

in mice. Methods: Mice were divided into four experimental groups: sham-operated animal group (sham), sham-

operated animals receiving relaxin-treated group (sham + relaxin), ischemia-reperfusion mice group (IRI), and 

ischemia-reperfusion mice receiving relaxin treatment group (IRI + relaxin). After establishing the model of 

ischemia-reperfusion injury in mice, the level of creatinine was detected by ELISA assay. HE staining was used 

to observe the degree of renal tissue damage. The expression levels of α-SMA and Desmin in renal fibrosis were 

detected by immunohistochemistry method. Collagen deposition was detected by day-stained red staining. The 

expression levels of representative antigen F4/80 and ly6g which are represent of neutrophils and macrophages 
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急 性 肾 损 伤 ( a c u t e  k i d n e y  i n j u r y ， A K I ) 是

指 由 多 种 原 因 引 发 肾 功 能 的 突 然 和 快 速 下 降 导

致 尿 素 和 氮 废 物 的 滞 留 以 及 不 能 保 持 液 体 ， 电

解质和酸碱稳态的常见危重病 [ 1 ]。 A K I 可以由多

种 因 素 引 起 ， 如 肾 血 管 阻 塞 、 感 染 、 败 血 症 、

肾缺血再灌注 ( i s c h e m i a - r e p e r f u s i o n ， I R I ) 损伤

等 ， 其 中 肾 缺 血 和 再 灌 注 损 伤 是 最 常 见 的 病 因

和 肾 移 植 不 可 避 免 的 后 果 [ 2 ] 。 肾 缺 血 后 ， 缺 血

组 织 的 血 流 恢 复 导 致 先 天 性 和 获 得 性 免 疫 反 应

的 协 调 激 活 ， 从 而 引 发 炎 症 [ 3 ] 。 炎 症 过 程 的 目

标 是 为 保 护 局 部 组 织 免 受 有 害 刺 激 。 但 炎 症 渗

出 的 巨 噬 细 胞 可 以 分 泌 促 纤 维 化 细 胞 因 子 ， 例

如 TG F - β 1 [ 4 ]，通过上皮 - 间充质转化 (e p i t h e l i a l -
m e s e n c hy m a l  t r a n s i t i o n，E M T )刺激肌成纤维细

胞 分 泌 胶 原 纤 维 ， 胶 原 纤 维 在 细 胞 外 基 质 沉 积

最终导致肾纤维化 [ 4 - 5 ]。

松弛素(relax in，RLX)是一种主要卵巢分泌的

激素，已成为一种作用快速且安全的抗纤维化药

物 [6-7]。已报道 [8]RLX在单侧输尿管梗阻(uni lateral 
ureteral obstruction，UUO)实验模型中可以抑制肾

纤维化，在心力衰竭患者急性血管扩张中对减少

心脏损伤也有较好效果 [9]。但R L X对肾I R I损伤及

纤维化的作用尚不清楚。

1  材料与方法

1.1  动物与试剂

3 2 只 4 个 月 雄 性 C 5 7 / B 6 小 鼠 ， 体 重

2 0 ~ 2 5  g ， 购 自 成 都 达 硕 实 验 动 物 有 限 公 司

[SC X K (川) 2 0 1 5 - 0 3 0 ]。喂养在SP F动物房，自由

摄 取 食 物 和 水 。 所 有 大 鼠 在 适 当 的 通 风 条 件 下

喂养，温度为(21±2) ℃，湿度为(60±5)%，维持

12 h的明暗循环。将小鼠分为假手术动物组(Sham

组)，假手术+RLX治疗组(Sham+RLX组)，小鼠IRI
组和 I R I + R L X治疗组(I R I + R L X组) 。各组单独放

置，每组8只。

F4/80免疫标记抗体(ab90247)，ly6g(ab25024)
及结蛋白 ( D e s m i n ， a b 3 2 3 6 2 ) 购自美国 A b c a m 公

司 ； α - S M A ( B M 0 0 0 2 ) 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程

有限公司；人型重组RL X(PRO -1327)购自以色列

ProSpec公司。

1.2  IRI 损伤模型

参照Supavekin等[10]的方法建立小鼠肾IRI动物

模型。腹腔注射1.25%的阿伏丁(avertin，10 μg/g) 
麻醉小鼠，无菌条件下左背侧纵形切口1 . 5  c m入

腹 腔 ， 游 离 出 左 侧 肾 蒂 ， 无 创 动 脉 夹 阻 断 血 流 
3 0  m i n，开放动脉夹，观察肾恢复灌注后关闭腹

腔，建成IRI模型。假手术组手术步骤仅到左背侧

切口后直接关闭伤口。 S h a m + R L X 组和 I R I + R L X
组于再灌注前尾静脉注射相同剂量人型重组R L X  
5 μg/kg。大鼠手术模型病死率约30%，死亡后补足

每组8只。

1.3  肾功能检测

再灌注后 7 2  h 收集血清，并使用 E L I S A 试剂

盒测量肌酐水平。具体操作步骤严格按照说明书 
进行。

1.4  组织病理学检查

取肝标本，用10%甲醛溶液固定48 h，脱水后

石蜡包埋。制备5 μm厚石蜡切片，然后用苏木精

(HE)染色。用光学显微镜(奥林巴斯CX41)对染色

玻片观察。采用盲法对肾损伤进行评估，两名病

理学教授分别在放大 2 0 0 倍下用以下评分系统对

损伤进行半定量评估：0为无损伤；1为受伤面积

infiltrated were detected by immunohistochemistry. Results: Creatinine was significantly elevated in the IRI group 

(P<0.001), but decreased in the IRI + relaxin group (P<0.01). The results of HE staining showed an increased 

renal injury in the IRI group (P<0.001) and a decrease in the IRI + relaxin group (P<0.01). The same results of 

immunohistochemistry showed that the fibrosis index was significantly increased in the IRI group (P<0.001), and 

decreased in the IRI + relaxin group (P<0.01). Inflammatory infiltration of neutrophils and macrophages showed 

the same results. Conclusion: Relaxin can attenuate acute kidney injury and fibrosis in mice induced by ischemia-

reperfusion.

Keywords relaxin; ischemia-reperfusion; acute kidney injury; fibrosis
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1 % ~ 2 5 %；2为受伤面积2 5 % ~ 5 0 %； 3为受伤面积

51%~75%；4为受伤面积76%~100%。

1.5  免疫组织化学染色

将 切 片 放 入 抗 原 提 取 液 ( 柠 檬 酸 缓 冲 液 ，

p H 6 . 0 ) 中 ， 在 压 力 锅 中 煮 2 0  m i n ， 冷 却 至 室 温  
2 0  m i n ，然后用磷酸盐缓冲盐水 ( P B S) 洗涤。清

洗 切 片 后 ， 用 3 % 过 氧 化 氢 溶 液 在 室 温 下 阻 断 内

源性过氧化物 1 5  m i n ，并用 P B S 清洗。抗体孵育

6 0  m i n ，用 P B S 冲洗，用生物素化山羊抗多价体

孵育2 0  m i n，室温下用链霉亲和素过氧化物酶孵

育20 min。染色10 min，玻片用Mayer氏苏木精反

染1 min，在自来水中漂洗，脱水，在光学显微镜

下观察。对于胶原染色，将载玻片脱石蜡并浸入

picrosirius红(美国Sigma-Aldrich公司)溶液中1 h，

在1 0 0 % ETO H中脱水并在二甲苯中澄清。图像由

两个独立的研究者进行盲法分析，并使用Image J
软件计算每个中倍视野下阳性区域面积，平均5个

视野。

1.6  统计学处理

使用 G r a p h p a d  P r i s m  7 . 0 软件对数据进行分

析。组间对比用独立样本t检验。多组间比较用方

差分析，数据表示为均数±标准差(x±s)。P<0.05为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  RLX 对小鼠急性肾 IRI 损伤的肾功能的作用

与Sham+R L X组相比，再灌注后I R I组的肌酐

明显升高(P<0.001)；与IRI组相比，IRI+RLX组血

清肌酐水平显著降低(P<0.01，图1)。

2.2   RLX 对小鼠急性肾 IRI 损伤的肾组织形态的

作用

光 学 显 微 镜 下 观 察 到 I R I 组 小 鼠 肾 皮 质 和 髓

质肾小管上皮细胞重度水样变性，局部肾小管可

见坏死，而R L X治疗后可明显减轻这一坏死现象 
(图2A，B)。与Sham+RLX组相比，IRI组肾损伤评

分明显升高(P<0.001)；而与IRI组相比，RLX组得

分降低(P<0.01；图2C，D)。

2.3  RLX 对小鼠急性肾 IRI 损伤的肾纤维化的作用

与 S h a m + R L X 组 小 鼠 比 较 ， I R I 组 小 鼠 肾

中 α - S M A ， 结 蛋 白 和 胶 原 蛋 白 的 染 色 显 著 增

加 。 相 反 ， 再 灌 注 前 R L X 预 处 理 动 物 的 肾 中 染

色 水 平 显 著 减 弱 ( 图 3 A ) 。 与 S h a m + R L X 组 相

比 ， 免 疫 组 织 化 学 化 学 评 分 与 免 疫 组 织 化 学 结

果 相 一 致 ， I R I 组 评 分 明 显 升 高 ( P < 0 . 0 0 1 ) ， 而

R L X 治 疗 组 与 I R I 组 相 比 ， 得 分 降 低 ( P < 0 . 0 1 ，  
图 3 ) 。

图1 IRI后72 h的小鼠血清肌酐水平(n=8，x±s)

Figure 1 Serum creatinine levels in mice at 72 hours after IRI (n=8, x±s)

与IRI组相比，**P<0.01；与Sham+RLX组相比，###P<0.001。

Compared with the IRI group, **P<0.01; compared with the Sham+RLX group, ###P<0.001.
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图2 术后肾组织病理学分析

Figure 2 Postoperative renal histopathological analysis

(A)肾皮质苏木精-伊红染色(×200)，箭头表示坏死小管；(B)肾髓质苏木精-伊红染色(×200)；(C)皮质肾小管损伤评分

(n=8，x±s)；(D)髓质肾小管损伤评分(n=8，x±s)。与IRI组相比，**P<0.01；与Sham+RLX组相比，###P<0.001。

(A) Hematoxylin-eosin staining images of kidney cortex (×200), arrows indicate necrotic tubules; (B) Hematoxylin-eosin staining images 

of kidney medulla (×200); (C) Damage scores of cortical tubular (n=8, x±s); (D) Damage scores of Medullary tubular (n=8, x±s). 

Compared with the IRI group, **P<0.01; compared with the Sham+RLX group, ###P<0.001.
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2.4  RLX 对小鼠急性肾 IRI 损伤的肾炎细胞浸润的

作用

I R I 组 小 鼠 肾 中 嗜 中 性 粒 细 胞 和 巨 噬 细 胞

浸 润 明 显 增 多 。 R L X 预 处 理 可 以 减 弱 这 一 现 象 

(图4)。免疫组织化学化学评分与免疫组织化学结

果相一致，与 S h a m 组相比， I R I 组评分明显升高

(P<0.001)；而与IRI组相比，RLX预治疗组得分降

低(P<0.01；图4B，C)。
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图3 RLX治疗减弱IRI引起的肾损伤和肾纤维化

Figure 3 RLX treatment attenuates renal progression and fibrosis in ischemia-reperfusion injury

(A)各组小鼠肾组织中α平滑肌肌动蛋白(α- SMA)，结蛋白免疫组织化学染色和天狼猩红染色代表性的图片(×200)；

(B~D)计算阳性细胞面积占每个视野的百分比，平均5个视野(n=8，x±s)。与IRI组相比，**P<0.01；与Sham+RLX组相比，
###P<0.001。

(A) Representative immunohistochemical staining images of α-SMA, desmin and Sirius red staining images of kidney tissue in different 

groups (×200); (B–D) Counts the number of positive cells as a percentage of all cells in each field of view, with an average of 5 fields of 

view (n=8, x±s). Compared with the IRI group, **P<0.01; compared with the Sham+RLX group, ###P<0.001.
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3  讨论

A K I 是多种病因造成的肾功能短期内急性减

退。I R I损伤在临床上是常见的引起A KI的原因。

IRI涉及各种机制，包括ROS产生、脂质过氧化、

钙稳态改变、线粒体功能障碍以及KCs活化和细胞

因子产生 [10]。IRI的初始阶段与氧化应激和ROS产

生相关，导致直接的细胞损伤 [11]。损伤的晚期是

由募集中性粒细胞和巨噬细胞介导的 [12]。肾实质

的大量炎症过程促进不同细胞群的坏死和凋亡，

导致血清中肌酐水平的增高。机体修复的过程伴

随着纤维的增生，最终导致肾纤维化而形成不可

逆的肾衰竭。

RLX具有广泛的生物学作用，包括抗纤维化、

血管扩张、心肌保护、促进伤口愈合等作用[12-15]。

近 年 来 R L X 在 器 官 I R I 中 的 保 护 作 用 愈 发 受 到 关 

注 [16-17]。Col l ino等 [18]重点检测了肾功能损伤的各

项指标以及肾小球和肾小管功能障碍的指标，并

检测了氧化应激的相关指标。结果显示RLX可能通

过减少氧化应激来减弱IRI对肾的损伤作用。

本 研 究 结 果 显 示 ： R L X 可 以 显 著 减 少 I R I 引

起的肾损伤和纤维化。急性肾损伤之后是组织修

复，其特征在于胶原沉积和纤维化，最终导致慢

性肾病的发展。本研究发现：在RLX治疗后肾切片

的α-SMA，结蛋白和胶原蛋白表达降低，说明RLX

减弱了肾纤维化的进展。RL X治疗组HE染色切片

图4 RLX预处理减少了IRI后肾脏中的免疫细胞浸润

Figure 4 RLX pretreatment reduces immune cell infiltration in the kidney after ischemia-reperfusion

(A)代表性的Ly6G(中性粒细胞)和F4/80(单核细胞/巨噬细胞)的免疫组织化学染色(×200)；(B)半定量每个视野中中

F4/80阳性区域的面积(n=8，x±s)；(C)半定量每个视野中中Ly6G阳性区域的面积(n=8，x±s)。与IRI组相比，**P<0.01；与

Sham+RLX组相比，###P<0.001。

(A) Representative immunohistochemical staining images of Ly6G (neutrophils) and F4/80 (monocytes/macrophages) (×200); (B) Semi-

quantitative data of the area of the F4/80 positive region in each field of view (n=8, x±s); (C) Semi-quantitative data of the area of the Ly6G 

positive region in each field of view (n=8, x±s). Compared with the IRI group, **P<0.01; Compared with the Sham+RLX group, ###P<0.001.

12

9

6

3

0

12

9

6

3

0

Sham

F4
/8

0-
po

sit
iv

e a
re

a /
%

F4
/8

0

Ly
6G

-p
os

iti
ve

 ar
ea

 /
%

Ly
6G

Sham
Sham

Sham + RLX

Sham
 + RLX

Sham
 + RLX

IRI

IR
I

IR
I

###
###

** **

IRI + RLX

IR
I +

 RLX

IR
I +

 RLX

CB

A



临床与病理杂志, 2019, 39(10)    http://lcbl.amegroups.com2124

显示肾损伤明显减轻。中性粒细胞和巨噬细胞浸

润是IRI损伤的主要机制。Ly6G和F4/80是中性粒

细胞和巨噬细胞的表面抗原，在IRI后迅速增加，

但这一过程可以被R L X减弱。因此推测R L X通过

减少白细胞聚集的途径减轻IRI损伤，进而减轻了

肾纤维化。炎症分为急性和慢性炎症，急性炎症

后会出现胶原纤维的增生，进而形成组织纤维化

转变为慢性炎症。R L X能减轻炎症细胞的聚集，

可能是通过减弱炎症反应进而发挥其保护作用，

但具体的作用机制仍不清楚，需要进一步的实验

研究。
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