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［摘 要］ 目的：研究七氟烷后处理对肾脏缺血再灌注损伤的影响，探讨其保护机制是否与抗炎抗氧化有关。方法：雄性

C57BL/6小鼠随机分成4组：假手术组（Sham组）、假手术+七氟烷后处理组（Sham+Sevo组）、肾脏缺血再灌注损伤组（IR 组）和

肾脏缺血再灌注损伤+七氟烷后处理组（Sevo⁃Post C组）。摘除右肾后夹闭左肾蒂30 min建立肾脏缺血再灌注损伤模型，Sevo⁃
Post C组于再灌注起吸入2%七氟烷1 h。再灌注24 h后检测肾功能参数、血清炎症因子及肾组织氧化应激指标。Western blot
方法检测磷酸化蛋白激酶B（p⁃Akt）、磷酸化糖原合成酶激酶3β（p⁃GSK3β）、Akt及GSK3β表达水平。结果：与假手术组比较，

缺血再灌注组血清肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）、TNF⁃α、IL⁃6及丙二醛（MDA）的水平均升高（P＜0.05）；给予七氟烷后处理可以使

Scr、BUN、TNF⁃α、IL⁃6、MDA的水平及肾损伤评分明显降低（P＜0.05）。在肾脏缺血再灌注损伤后p⁃Akt及p⁃GSK3β水平均有

所升高，但与 IR组比较，七氟烷后处理可以显著增加Akt及GSK3β的磷酸化水平（P＜0.05）。结论：七氟烷后处理对小鼠肾脏

缺血再灌注损伤有保护作用，其机制可能与Akt/GSK3β通路调控的抗炎抗氧化有关。
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［Abstract］ Objective：To explore the effect of sevoflurane postconditioning on renal ischemia/reperfusion injury，and to determine
whether its protective mechanism is related to the anti⁃inflammation and anti⁃oxidation. Methods：Male C57BL/6 mice were randomly
and equally divided into four groups：sham operation group（Sham group），sham operation+ sevoflurane postconditioning group（Sham+
Sevo group），renal ischemia/reperfusion injury group（IR group）and renal ischemia/reperfusion injury + sevoflurane postconditioning
group（Sevo⁃Post C group）. The renal ischemia/reperfusion injury model was induced by left renal pedicle clamping for 30 min followed
by 24 h reperfusion and right nephrectomy. The mice were inhaled 2% sevoflurane for 1 h at the start of reperfusion in Sevo⁃Post C
group. After 24 h reperfusion，renal functional parameters，serum mediator concentrations and markers of oxidative stress in kidney
tissues were determined，and renal histopathological analysis was performed. The protein including p⁃Akt，p⁃GSK3β，Akt and GSK3β
were determined by Western blot. Results：Serum creatinine（Scr），blood urea nitrogen（BUN），TNF⁃α，IL⁃6，and MDA concentrations
were significantly increased after renal I/R as compared with the sham group（P＜0.05）. Sevoflurane postconditioning reduced Scr，
BUN，TNF⁃α，IL⁃6，and MDA levels（P＜0.05），and decreased histological scores（P＜0.05）. The phosphorylation levels of renal Akt
and GSK3β were elevated after renal ischemia/reperfusion injury，and sevoflurane postconditioning further increased the
phosphorylation levels of them as compared with the IR group（P＜0.05）. Conclusion：Sevoflurane postconditioning protected against
renal IR injury possibly through the anti ⁃ inflammatory and antioxidative effects induced by the activation of Akt/ GSK3β signialing
pathway.
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七氟烷是一种被广泛应用于临床的麻醉镇静

药物，已被证实对心［1］、脑［2］及肺［3］等脏器缺血再灌

注损伤具有保护作用，甚至对心跳骤停后再灌注所

导致的心脑损伤亦有保护作用［4-5］，但对肾脏缺血再

灌注损伤保护研究较少，机制可能涉及 TGF⁃β1/
SMAD3等途径［6］。目前七氟烷预处理对各脏器保

护作用研究较多，但对脏器已发生缺血损伤的状

况，后处理更适合临床应用，因此本研究拟进一步

探讨七氟烷后处理是否具有肾脏保护作用，并且研

究后处理保护机制是否与Akt/GSK3β通路调控的抗

炎抗氧化有关。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF级雄性C57BL/6小鼠，6~8周龄，体重（20~
25）g（南京医科大学实验动物中心提供）。血清肌

酐、尿素氮、MDA及SOD试剂盒（南京建成生物科技

有限公司）；TNF⁃α、IL⁃6及 IL⁃10 ELISA试剂盒（欣

博盛生物科技发展有限公司，中国）；一抗 p⁃Akt、
Akt、p⁃GSK3β及GSK3β（CST公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 模型建立及处理

雄性 C57BL/6 小鼠随机分为 4 组：假手术组

（Sham组）、假手术+七氟烷后处理组（Sham+Sevo
组）、肾脏缺血再灌注损伤组（IR 组）和肾脏缺血再

灌注损伤+七氟烷后处理组（Sevo⁃Post C组）。动物

禁食24 h，按体重腹腔注射1%戊巴比妥钠50 mg/kg
麻醉小鼠，腹部备皮后 75%乙醇消毒皮肤，去腹正

中线切口，分离右肾蒂结扎并切除右肾。腹腔内注

射肝素钠 50 μL使其全身肝素化，接着游离左肾蒂

并用无损伤动脉夹夹闭。观察肾脏由鲜红色变为黑

紫色，30 min后松开动脉夹，肾脏恢复鲜红色表明灌

注成功。Sham组开腹游离肾蒂不夹闭，Sevo⁃Post C
组再灌注起吸入 2%七氟烷（安培公司，美国）1 h。
腹膜及皮肤缝合，待小鼠苏醒后放回鼠笼。

1.2.2 肾功能及炎症氧化应激指标检测

Scr、BUN、MDA、SOD、TNF⁃α、IL⁃6及 IL⁃10试剂

盒检测方法严格遵守试剂盒说明书。

1.2.3 病理检测

肾组织病理切片后常规HE染色，光镜下参照

Paller评分标准进行肾损伤评分［7］。

1.2.4 Western blot检测

蛋白加入裂解液和蛋白磷酸酶抑制剂（Roch公
司，德国）充分研磨裂解，BCA（Thermo公司，美国）

方法检测样本蛋白浓度。每个标本取 50 μg上样，

10%SDS聚丙烯酰氨凝胶电泳，电泳完转至硝酸纤维

素膜（Millipore公司，美国），5%的脱脂奶粉溶液封闭

1 h，分别加入一抗（1∶1 000）4 ℃孵育过夜。TBST漂

洗3次后加入二抗（1∶3 000）室温孵育2 h。采用ECL
化学发光试剂盒（Thermo公司，美国）显色曝光。

1.3 统计学方法

所有数据采用均数±标准差（x ± s）表示，采用

SPSS18.0软件计算。多组比较采用单因素方差分

析，其后两两比较采用 Newman⁃Keuls 方法。P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肾功能指标

各组小鼠血清 Scr及BUN水平比较见表 1。与

假手术组比较，肾缺血再灌注两组 Scr和BUN均明

显升高，但七氟烷后处理可以明显减低肾再灌注损

伤后Scr及BUN水平（P＜0.01），而七氟烷后处理对

假手术小鼠Scr及BUN水平无明显影响。

2.2 肾组织病理学评分

肾缺血再灌注损伤后小鼠肾组织均可见不同

程度的损害征：肾小管扩张、轮廓结构欠清、细胞变

扁、胞质疏松着色浅、核浓缩，肾小管内有脱落细胞

及管型形成，间质炎性细胞浸润及充血，而七氟烷

后处理治疗后病理损伤明显好转（图1）。小鼠肾组

织病理学评分比较，七氟烷后处理后24 h病理损伤

评分较 IR组显著低（P＜0.01），而七氟烷后处理对

假手术小鼠肾组织病理损伤无明显影响。

2.3 血清炎症因子检测

各组小鼠血清炎症因子TNF⁃α、IL⁃6及 IL⁃10表
达水平见表 2。肾缺血再灌注损伤后，炎症因子较

假手术组均明显表达增高，七氟烷后处理治疗后促

炎症因子 TNF⁃α、IL⁃6表达明显减少（P＜0.01），抑

制炎症因子 IL⁃10表达增高（P＜0.05），而七氟烷后

处理对假手术小鼠炎症因子的产生无明显影响。

与 IR组比较，*P＜0.01，**P＜0.001。

表1 血清Scr及BUN的表达水平

Table 1 The levels of serum Scr and BUN
组别

Sham组（n=7）
Sham⁃Sevo组（n=7）
IR组（n=7）
Sevo⁃Post C组（n=7）

Scr（μmol/L）
044.9 ± 11.4**

045.3 ± 9.5**

131.6 ± 13.5
109.7 ± 11.8*

BUN（mmol/L）
07.5 ± 2.1**

06.9 ± 1.7**

45.0 ± 9.4**

36.2 ± 4.5**
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A：目的蛋白Western blot检测图；B：不同处理Akt蛋白磷酸化的影响；C：不同处理GSK3β蛋白磷酸化的影响，与 IR组比较，*P＜0.001。
图2 肾组织Akt及GSK3β的磷酸化水平

Figure 2 The levels of Akt and GSK3β phosphorylation in renal tissue
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图1 肾组织病理变化

Figur 1 The histopathological chonges of renal tissues
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2.4 肾组织氧化应激指标

各组小鼠肾组织MDA和 SOD含量见表 3。肾

脏缺血再灌注损伤后肾组织MDA含量较假手术组

显著增高而 SOD活性降低，给予七氟烷后处理治疗

后MDA含量减少（P＜0.01）而 SOD活性增高（P＜

0.01），但七氟烷后处理对假手术小鼠MDA及SOD水

平无明显影响。

2.5 肾组织Akt及GSK3β的磷酸化水平

与假手术组比较，缺血再灌注损伤后p⁃Akt及p
⁃GSK3β表达水平升高，七氟烷后处理治疗后较 IR
组进一步升高（P＜0.001），而七氟烷后处理对假手

术小鼠肾组织Akt及GSK3β磷酸化水平无明显影响

（图2）。
3 讨 论

肾脏缺血再灌注损伤是急性肾衰竭的主要原

因之一，临床中病死率较高，因此减轻肾脏缺血再

灌注损伤是目前临床研究的热点。许多实验已经

证实七氟烷预处理可以减轻如心脏、肺及肾脏等脏

器的缺血再灌注损伤，但是七氟烷后处理对小鼠肾

脏缺血再灌注损伤的作用及机制仍不明确。为了

与 IR组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

表2 血清炎症因子的表达水平

Table 2 The levels of serum inflammatory factors
组别

Sham（n=7）
Sham⁃Sevo（n=7）
IR（n=7）
Sevo⁃Post C（n=7）

TNF⁃α（pg/L）
06.6 ± 2.8***

08.2 ± 3.9***

74.9 ± 13.9
47.7 ± 15.5***

IL⁃6（pg/L）
033.3 ± 10.3***

027.0 ± 9.2***

111.3 ± 11.2
093.1 ± 12.2**

IL⁃10（ng/L）
36.2 ± 6.8*

35.6 ± 9.8*

52.2 ± 5.4
66.7 ± 17.6*

与 IR组比较，*P＜0.01，**P＜0.001。

表3 肾组织MDA及SOD的表达水平

Table 3 The levels of MDA and SOD in renal tissue
组别

Sham（n=7）
Sham⁃Sevo（n=7）
IR（n=7）
Sevo⁃Post C（n=7）

MDA（nmol/mg）
1.2 ± 0.3**

1.1 ± 0.4**

5.4 ± 1.1**

4.1 ± 1.0**

SOD（U/mg）
260.9 ± 21.3**

245.2 ± 16.9**

165.7 ± 17.0
197.9 ± 15.3**
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模拟临床肾脏缺血再灌注损伤，本研究采用右肾游

离并切除，给予左肾蒂结扎缺血 30 min，恢复灌注

24 h制备肾脏缺血再灌注损伤模型。本研究中，与

假手术组比较，其余组肾功能受损明显且肾组织病

理形态损伤亦清晰可见，表明模型制备成功。研究

结果提示，小鼠再灌注损伤后给予七氟烷后处理治

疗，可有效减轻肾组织病理变化，包括减轻胞质肿

胀、减少核固缩空泡变性及管型形成，增加肾脏的

肌酐及尿素氮清除能力，血清肌酐及尿素氮水平明

显降低，但对假手术小鼠肾脏功能及病理形态均无

显著改变。综上结果，本研究再次验证了七氟烷具

有肾缺血再灌注损伤的保护作用，首次表明七氟烷

后处理对小鼠肾缺血再灌注损伤具有保护作用。

研究表明炎症反应可以显著恶化肾脏缺血再

灌注损伤［8］，在肾脏缺血再灌注损伤时，肾小管上皮

等细胞均可以产生炎症因子TNF⁃α、IL⁃1 β、IL⁃6及
IL⁃10和其他趋化因子等，导致白细胞等激活及侵

入。白细胞首先与血管内皮细胞结合变得更加紧

密，损伤内皮细胞，导致血管通透性增加，其次可以

直接释放氧化酶及水解酶等损伤周围组织，从而加

重损伤肾组织［9］。为了研究七氟烷后处理对肾脏缺

血再灌注损伤后炎症反应的影响，检测了促炎症因子

TNF⁃α、IL⁃6及抗炎症因子 IL⁃10。本研究中小鼠肾脏

缺血再灌注损伤后血清促炎症因子TNF⁃α及 IL⁃6释
放增加，而给予七氟烷后处理治疗后促炎症因子释

放明显减少，同时七氟烷后处理亦增加了抗炎症因

子 IL⁃10的生成。故本研究结果表明七氟烷具有一

定减轻炎症反应的作用，从而减轻肾组织局部炎症

反应损伤，进而改善肾脏功能。

氧自由基同样参与了肾组织缺血再灌注损伤

的病理进程［10］，其中MDA是氧自由基反应链和脂质

过氧化反应中间产物之一，故组织中MDA含量的变

化可以反映肾组织氧化应激的水平。SOD是重要

抗氧化酶之一，可以清除氧自由基，减轻线粒体损

伤。已有实验表明七氟烷可以减轻氧化应激，增加

抗氧化能力，从而具有脑保护作用［11］。实验中为了

探讨七氟烷后处理对肾脏缺血再灌注损伤后氧自

由基生成及抗氧化能力的影响，检测了肾组织中

MDA及SOD的水平。在实验中，肾脏遭受缺血再灌

注损伤后MDA升高明显，而抗氧化酶 SOD活性降

低，但给予七氟烷后处理后可以减少肾组织缺血再

灌注损伤后自由基的生成，同时可增加SOD的活性

而增强其抗氧化能力。因此，在肾脏缺血再灌注期

间给予七氟烷后处理可以有效减低组织氧化应激

水平，进而可减轻肾组织的损害。

实验虽已证实七氟烷后处理可以减轻肾脏缺

血再灌注损伤，但是其具体机制仍不明确。磷脂酰

肌醇 3激酶（PI3K）/Akt通路是一条重要调控通路，

可以调节细胞代谢、增殖及分化等，也是肾脏缺血

再灌注损伤治疗中的重要靶点［12］，而GSK3β是Akt
调控的重要下游蛋白［13］，因此本研究通过Western
blot方法检测蛋白Akt及GSK3β的磷酸化水平。实

验结果提示肾脏缺血再灌注损伤后磷酸化Akt及
GSK3β增加，进一步发现给予七氟烷后处理减轻肾

脏损伤的同时伴随Akt及GSK3β磷酸化水平的进一

步增加，而七氟烷的这一作用与前期很多研究结果

相一致［14-15］，而同时发现七氟烷后处理对单纯假手

术小鼠肾脏组织的Akt及GSK3β的磷酸化表达水平

无明显影响。本课题组前期及他人研究均表明

PI3K/Akt通过调节GSK3β的磷酸化水平，进而产生

抗炎症及氧化应激的作用，进一步产生肾脏保护的

作用，故在肾脏损伤治疗中起关键作用［16-17］。实验

中发现七氟烷后处理增加肾组织Akt及GSK3β磷酸

化水平的同时，该治疗组的炎症及氧化应激水平也伴

随降低，结合前期研究考虑七氟烷后处理的抗炎及抗

氧化应激作用与Akt/GSK3β信号通路激活有关。

本研究虽已明确七氟烷后处理可以减轻小鼠

肾脏缺血再灌注损伤，但仍然存在一些不足，首先，

研究中仅观察了肾脏损伤急性期24 h的变化，但是

七氟烷后处理对于肾脏损伤慢性期的作用未予以

研究，有待进一步探讨；其次，研究中发现七氟烷后

处理的肾脏保护作用与Akt/GSK3β信号通路有关，

但是否还存在其他相关机制，可能还需要更多研究

予以补充。

综上所述，七氟烷后处理可以通过激活 Akt/
GSK3β信号通路产生抗炎症及抗氧化作用，进而减

轻肾组织损伤，改善肾功能，从而起到肾脏缺血再

灌注损伤保护作用。
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