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摘 要 目的：研究芬戈莫德对肾缺血再灌注损伤（RIRI）模型小鼠的肾保护作用及其机制。方法：将60只小鼠随机分为假手术

组、模型组、芬戈莫德组（1 mg/kg）和芬戈莫德+wortmannin 组[芬戈莫德 1 mg/kg+磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）特异性阻滞药 wort-

mannin 1.4 mg/kg]，每组15只。除假手术组外，其余3组小鼠均建立RIRI模型，术前24 h一次性经尾静脉注射相应的药物。再灌

注24 h后收集每组小鼠血清，使用全自动生化分析仪测量各组小鼠血清中血肌酐（Scr）和尿素氮（BUN）水平；光镜下观察肾组织

病理变化；Western blot法检测肾组织中细胞间黏附分子1（ICAM-1）、单核细胞趋化蛋白1（MCP-1）、磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）蛋

白的表达。结果：与假手术组比较，模型组小鼠血清中Scr和BUN水平明显升高（P＜0.01）；肾组织出现病理性改变，肾小管上皮

细胞坏死，炎性细胞浸润；肾组织中 ICAM-1和 MCP-1蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），p-Akt 蛋白表达水平轻微升高（P＞

0.05）。与模型组比较，芬戈莫德组小鼠除肾组织中p-Akt蛋白表达水平明显升高（P＜0.01）外，其余指标均明显改善（P＜0.01）。

与芬戈莫德组比较，芬戈莫德+wortmannin组小鼠的上述指标变化均逆转（P＜0.05或P＜0.01）。结论：芬戈莫德能减轻RIRI模型

小鼠的肾损伤，其机制可能与激活PI3K/Akt信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effect of fingolimod on renal ischemia reperfusion injury（RIRI）model mice

and its mechanism. METHODS：A total of 60 mice were randomly divided into sham operation group，model group，fingolimod

group（1 mg/kg）and fingolimod+wortmannin group [fingolimod 1 mg/kg+phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）specific blocker

wortmannin 1.4 mg/kg]，with 15 mice in each group. Except for sham operation group，RIRI model was induced in other 3

groups，and those model mice were given relevant medicine via caudal vein at once 24 h before surgery. Serum of mice were col-

lected in each group after 24 h perfusion. Serum levels of Scr and BUN were measured by automatic biochemical analyzer. The

pathological changes of renal tissue were observed under light microscope. The protein expression of intercellular cell adhesion mole-

cule-1（ICAM-1），monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1）and phosphorylated protein kinase B（p-Akt）in renal tissue were

measured by Western blot assay. RESULTS：Compared with sham operation group，the serum levels of Scr and BUN in model

group were increased significantly（P＜0.01）. Pathological changes were found in the kidney，and RIRI led to widespread renal tu-

bular epithelial cell injury，apoptosis and inflammatory cells infiltration. The protein expression of ICAM-1 and MCP-1 in renal tis-

sue were increased significantly（P＜0.01），the protein expression of p-Akt was increased slightly（P＞0.05）. Compared with mo-

del group，other indexes of fingolimod group were improved significantly（P＜0.01）except that the protein expression of p-Akt in

renal tissue was increased significantly（P＜0.01）. Compared with fingolimod group，above indexes of fingolimod + wortmannin

group were reversed（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Fingolimod can obviously ameliorate renal injury induced by RIRI

in mice，the mechanism of which may be associated with the activation of PI3K/Akt signaling pathway.

KEYWORDS Fingolimod；Renal ischemia reperfusion injury；Mice；Phosphatidylinositol 3-kinase；Phosphorylated protein kinase B

肾缺血再灌注损伤（RIRI）是临床常见的病理过程，

如处理不及时可能使多个脏器受累。虽然关于RIRI的

发生机制目前尚未完全阐明，但众所周知炎症反应是

RIRI发生的重要机制[1]，其中细胞黏附分子和细胞因子

是RIRI过程中导致肾脏炎症和肾脏组织损伤的关键环

节[2]。RIRI后炎症细胞浸润，促炎症细胞因子大量合成[3]，

而促炎症细胞因子又可间接诱导细胞间黏附分子 1
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（ICAM-1）、血管内皮细胞黏附分子 1（VCAM-1）及巨噬

细胞炎症蛋白 2（MIP-2）、单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）

等的产生 [4]，最终引发炎症级联反应。因此，抑制 RIRI

后的炎症反应，降低细胞黏附分子和细胞因子的表达，

是缺血性肾损伤的一种新型治疗途径。

芬戈莫德是一种源自冬虫夏草的活性成分，再经化

学修饰后合成的一种特异性免疫抑制剂[5]，主要用于器

官移植[6]、自身免疫性疾病[7]、中枢神经系统疾病[8]等的治

疗。近年来发现其可通过激活1-磷酸鞘氨醇（S1P）受体

发挥抗炎作用和器官保护作用，成为备受关注的新型抗

炎剂[9]。已有研究将芬戈莫德应用于RIRI，发现其可抑

制相应的组织浸润、减轻炎症反应[10]。此外，芬戈莫德

还能抑制 IRI条件下淋巴细胞浸润、降低血管通透性[11]。

虽然有研究显示，芬戈莫德具有肾脏保护作用，可减轻

RIRI，但其具体机制尚未完全阐明。

磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通

路在RIRI中起着非常重要的调控作用[12]。本研究通过

建立RIRI小鼠模型，观察芬戈莫德对RIRI后肾功能、炎

症因子和磷酸化 Akt（p-Akt）的影响，以及 PI3K 特异性

阻滞药wortmannin对芬戈莫德上述作用的影响，探究芬

戈莫德对RIRI的保护作用及其机制，期望为临床治疗缺

血性肾损伤寻求新的理论依据。

1 材料

1.1 仪器

680型酶标仪（美国伯乐生命医学产品有限公司）；

凝胶图像分析系统（上海天能科技有限公司）；光学显微

镜（重庆光学仪器厂）；ULTRACUT-R型超薄切片机（德

国Leica公司）；GT10-1型高速台式离心机（上海京工实

业有限公司，离心半径：9.8 cm）；全自动生化分析仪（上

海恒盛医疗器械有限公司）。

1.2 药品与试剂

芬戈莫德原料药（美国 Cayman 公司，批号：CAS-

162359-56-0，纯度：99％）；wortmannin（美国 Sigma 公

司，批号：W1628，纯度：≥98％）；ICAM-1抗体、MCP-1抗

体、p-Akt抗体、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（英国Abcam公

司，批号：ab33894、ab151538、ab81283、ab8227）；辣根过

氧化物酶（HRP）标记二抗（上海碧云天生物技术有限

公司）。

1.3 动物

健康成年C57BL/6小鼠60只，♂，选用8～12周龄，

清洁级，体质量 22～25 g，由上海斯莱克实验动物有限

公司提供，生产许可证号：SCXK（沪）2007-0005，使用许

可证号：SYXK（沪）2007-0005。标准条件饲养，自由进

食、饮水，适宜温度、湿度，人工黑暗和光照交替。

2 方法

2.1 分组、建模与给药

选用小鼠60只，适应性饲养1周后随机分为假手术

组、模型组、芬戈莫德组（1 mg/kg）[13]和芬戈莫德+wort-

mannin组[芬戈莫德 1 mg/kg+wortmannin 1.4 mg/kg[14]]，

每组 15只，除假手术组外，其余 3组小鼠均建立RIRI模

型。建模方法[15]如下：小鼠腹腔注射 2％的戊巴比妥钠

40 mg/kg麻醉，取腹正中线做切口，暴露并游离出双侧

肾的肾蒂；以无创动脉夹夹闭双侧肾蒂，45 min后去除

动脉夹再进行灌注，恢复血流再灌注24 h。若术中小鼠

肾组织由紫黑色转为红润，且术后 3 h内小鼠恢复清醒

则表示灌注成功，否则灌注失败。假手术组小鼠只接受

麻醉、开腹、分离双侧肾蒂，不予夹闭肾蒂，45 min后关

闭腹腔。芬戈莫德组和芬戈莫德+wortmannin组小鼠在

缺血前24 h尾静脉注射相应药物，假手术组和模型组小

鼠尾静脉注射等体积生理盐水，均一次性给药。各组小

鼠再灌注 24 h后，下腔静脉取血用于肾功能检测，然后

处死小鼠并取出双侧肾，一侧肾用于病理组织学检查，

另一侧肾迅速放入液氮冷却后置于超低温冰箱中冻存用

于后续蛋白定量检测。

2.2 一般参数检测

各组小鼠再灌注24 h后，麻醉、下腔静脉取血，室温

下静置 1 h，4 ℃下 3 000×g离心 15 min，收集血清，使用

全自动生化分析仪测量血清中血肌酐（Scr）和尿素氮

（BUN）水平。

2.3 肾病理组织学检查

各组小鼠取血后，处死，迅速取出肾，用预冷生理盐

水洗净残留血液，置于 4％多聚甲醛液中固定，常规脱

水、石蜡包埋、切片（约 3 μm 厚）、苏木精-伊红（HE）染

色，光学显微镜下观察肾组织病理变化。

2.4 肾组织中 ICAM-1、MCP-1和p-Akt蛋白表达水平

检测

采用Western blot法，取各组小鼠肾组织置入手动玻

璃匀浆器匀浆，按1 ∶ 10（20 mg/200 μL）加入预冷的组织

裂解液，充分裂解后，4 ℃下10 000×g离心5 min，小心吸

取上清，提取肾中总蛋白，采用二喹啉甲酸（BCA）法测

定蛋白浓度。蛋白样品与上样缓冲液充分混合后煮沸

5 min，十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移至

硝酸纤维膜，采用 5％脱脂奶粉 4 ℃封闭 2 h，分别加入

ICAM-1抗体（1 ∶ 100）、MCP-1抗体（1 ∶ 100）、p-Akt抗体

（1 ∶ 500）混合，于 4 ℃孵育过夜。洗膜后与HRP标记二

抗混合，室温下孵育2 h，采用增强化学发光（ECL）显影、

定影，以目的蛋白与内参β-actin的光密度比值作为目的

蛋白的相对表达量。

2.5 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计分析。计量资料采用

x±s表示，正态分布数据采用单因素方差分析，两样本

均数比较采用t检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
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3 结果
3.1 一般参数

与假手术组比较，模型组小鼠血清中Scr和BUN水

平明显升高，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模型

组比较，芬戈莫德组小鼠血清中Scr和BUN水平明显降

低，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与芬戈莫德组比

较，芬戈莫德+wortmannin 组小鼠血清中 Scr 和 BUN 水

平明显升高，差异具有统计学意义（P＜0.01），但仍低于

模型组。各组小鼠血清中Scr和BUN水平比较见表1。

表 1 各组小鼠血清中Scr和BUN水平比较（x±±s，n＝

15）

Tab 1 Comparison of serum levels of Scr and BUN in

each group of mice（x±±s，n＝15）

组别
假手术组
模型组
芬戈莫德组
芬戈莫德+wortmannin组

Scr，μmol/L

21.09±3.12

201.42±19.15＊

110.87±11.79#

163.43±10.24ΔΔ

BUN，mmol/L

13.16±1.02

75.84±5.71＊

36.09±4.26#

69.25±4.15ΔΔ

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与芬戈

莫德组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. fingolimod group，ΔΔP＜0.01

3.2 肾病理组织学变化

光学显微镜下，假手术组小鼠肾组织结构未见异

常；模型组小鼠肾组织中几乎所有的肾小管上皮细胞坏

死、脱落，肾小管管腔明显扩张，管腔中可见管型，间质

充血与炎症细胞浸润；芬戈莫德组小鼠肾小管上皮细胞

肿胀、坏死、脱落程度比模型组轻，有少许炎症细胞浸

润，不见管型；芬戈莫德+wortmannin组小鼠肾小管管腔

扩张，可见少许管型，有炎症细胞浸润。各组小鼠肾组

织的病理切片图见图1。

3.3 肾组织中 ICAM-1、MCP-1和p-Akt蛋白表达水平

与假手术组比较，模型组小鼠肾组织中 ICAM-1和

MCP-1蛋白表达水平明显升高，差异均具有统计学意义

（P＜0.01），p-Akt 蛋白表达水平有升高趋势，差异无统

计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，芬戈莫德组小鼠

肾组织中 ICAM-1和MCP-1蛋白表达水平均明显降低，

p-Akt蛋白表达水平明显升高，差异均具有统计学意义

（P＜0.01）。与芬戈莫德组比较，芬戈莫德+wortmannin

组小鼠肾组织中 ICAM-1和 MCP-1蛋白表达水平均明

显升高，p-Akt蛋白表达水平明显降低，差异均具有统计

学意义（P＜0.05 或 P＜0.01）。 各组小鼠肾组织中

ICAM-1、MCP-1和p-Akt蛋白表达的电泳图见图2，定量

分析结果见表2。

表 2 各组小鼠肾组织中 ICAM-1、MCP-1和 p-Akt蛋

白表达水平比较（x±±s，n＝15）

Tab 2 Comparison of protein expression level of

ICAM-1，MCP-1 and p-Akt in renal tissue of

mice in each group of mice（x±±s，n＝15）

组别
假手术组
模型组
芬戈莫德组
芬戈莫德+wortmannin组

ICAM-1/β-actin

0.49

1.23＊

0.66#

0.97ΔΔ

MCP-1/β-actin

0.41

1.28＊

0.68#

0.94ΔΔ

p-Akt/β-actin

0.47

0.54

1.16#

0.71Δ

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与芬戈

莫德组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. fingolimod group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

4 讨论
IRI是住院患者常见的临床病理现象，机制复杂，其

中再灌注过程中细胞黏附分子和细胞因子释放增多可

能发挥着重要作用[16]。因此，寻找有效的干预手段阻断

炎症反应是减轻RIRI的有效途径之一。本研究在建立

小鼠RIRI模型的基础上，观察了 ICAM和MCP-1的表达

与再灌注损伤的关系，以及芬戈莫德对再灌注损伤的影

响。本研究结果显示，小鼠RIRI后肾组织发生了显著的

病理变化，肾小管上皮细胞坏死、脱落，肾小管管腔明显

扩张，间质明显炎症细胞浸润，血清中Scr和BUN显著

升高。但如果于缺血前24 h静脉注射芬戈莫德，RIRI程

度明显改善，且血清中Scr和BUN水平明显降低，表明

芬戈莫德对RIRI有保护作用。本研究还发现，小鼠缺血

45 min 再灌注 24 h 后肾组织中 ICAM 和 MCP-1蛋白水

图1 各组小鼠肾组织的病理切片图（HE，×200）

Fig 1 Pathological section map of renal tissue of mice

in each group of mice（HE，×200）

A.假手术组 B.模型组

C.芬戈莫德组 D.芬戈莫德+wortmannin组

图 2 各组小鼠肾组织中 ICAM-1、MCP-1和 p-Akt蛋

白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of protein expression of

ICAM-1，MCP-1 and p-Akt in renal tissue of

mice in each group of mice

假手术组

ICAM-1

MCP-1

p-Akt

β-actin

58 kD

11 kD

56 kD

43 kD

模型组 芬戈莫德组 芬戈莫德+
wortmannin组
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平明显升高，表明 ICAM和MCP-1与RIRI密切相关。并

且芬戈莫德的这种效应可被wortmannin部分阻断，这提

示芬戈莫德可能通过激活PI3K信号通路减轻小鼠RIRI

后的炎症反应发挥肾脏保护作用。

Akt属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族成员，其激活

通常要依赖上游 PI3K 的活化而使 Akt 发生磷酸化。

PI3K/Akt信号通路参与调节细胞凋亡、增生和分化等一

系列生理活动，而Akt激活起关键性作用[17]。有关PI3K/

Akt信号通路在RIRI中的调控机制研究报道尚不多见，

有研究报道在 IRI的小鼠肾组织中，发现PI3K/Akt信号

通路被活化，可能影响肾小管上皮细胞的生存，在急性

缺血性肾损伤中发挥着非常重要的调控作用[12]。有研

究证实，鞘氨醇-1-磷酸（S1P）与S1P受体结合后通过激

活PI3K/Akt信号通路，使细胞内p-Akt水平升高，进而减

轻 IRI[18]。本研究以肾 IRI 模型为研究对象，采用 West-

ern blot法检测肾组织内 p-Akt水平，旨在探索S1P受体

激动剂芬戈莫德能否通过非PI3K依赖的信号通路激活

Akt。结果表明，肾 IRI能轻度激活Akt，但差异无统计学

意义，这与袁磊等[19]研究结果相似；给予芬戈莫德处理

后能显著提高 IRI肾组织中p-Akt水平，这提示在芬戈莫

德所介导的肾保护作用机制中 Akt 可能扮演着关键角

色。然而，当加入PI3K抑制剂wortmannin后，PI3K被抑

制，PI3K下游分子Akt的活化也被其抑制，但p-Akt水平

仍较模型组高，这提示芬戈莫德对Akt的活化仅被wort-

mannin部分阻断，芬戈莫德还可能通过非 PI3K依赖的

信号通路激活Akt。

综上所述，本研究结果显示，芬戈莫德能够明显抑

制 RIRI 后肾组织损伤，这可能是由于芬戈莫德激活了

PI3K/Akt信号通路，进而减轻炎症反应，最终发挥肾保

护作用所致。本研究结果可为芬戈莫德临床治疗缺血

性肾损伤提供理论和实验基础。
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