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右美托咪定通过抑制JAK/STAT通路减轻
自体原位肝移植大鼠的肾损伤

王菲 贾莉莉 翁亦齐 张全胜 杜洪印 喻文立

  【摘要】 目的 探讨Janus激酶/信号转导和转录激活子(Januskinase/signaltransducerand
activatoroftranscription,JAK/STAT)通路在右美托咪定减轻大鼠自体原位肝移植肾损伤的作用。

方法 SD大鼠50只采用随机数字表法分为五组(n=10):假手术组(S组),仅开关腹并游离相应血

管;模型组(M组),制备大鼠自体原位肝移植模型;右美托咪定组 (D组),造模前30min腹腔注射右

美托咪定50μg/kg;JAK2激酶抑制剂 AG490组(A 组),造模前30min腹腔注射 AG490(10
mg/kg);右美托咪定+阿替美唑组(T组),在注射右美托咪定30min前腹腔注射阿替美唑250

μg/kg,之后操作同D组。S、M和D组在与A和T组相应时点腹腔注射等量生理盐水。肝循环开

放后6h(S组术毕后6h),经肝下下腔静脉采集血样后处死大鼠,取肾组织。检测血清肌酐(Cr)、尿
素氮(BUN)、IL-6和TNF-α浓度;观察肾组织病理学改变,行肾小管病理损伤评分;TUNEL法检测

肾脏细胞凋亡情况并计算凋亡指数(AI);Westernblot法检测磷酸化JAK2(p-JAK2)、STAT1(p-
STAT1)和STAT3(p-STAT3)蛋白的表达水平。结果 与S组比较,M、D、A和 T组大鼠IL-6、

TNF-α、Cr、BUN浓度,肾小管损伤评分及AI明显升高,p-JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白表达水

平明显升高(P<0.05);与 M 组比较,D与 A组IL-6、TNF-α、Cr、BUN浓度、肾小管损伤评分及 AI
明显降低,p-JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白表达水平明显降低(P<0.05);与D组比较,T组IL-
6、TNF-α、Cr、BUN浓度、AI及肾小管损伤评分明显升高,且p-JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白表

达水平明显升高(P<0.05)。结论 右美托咪定减轻大鼠自体原位肝移植肾损伤的机制可能与抑

制JAK/STAT通路激活从而减轻炎性反应和细胞凋亡有关。
【关键词】  右美托咪定;JAK/STAT通路;肝移植;肾损伤

Dexmedetomidineattenuateskidneyinjuryafterautologousorthotopiclivertransplantationviainhibiting
theJAK/STATsignalingactivation WANGFei,JIALili,WENGYiqi,ZHANGQuansheng,DU
Hongyin,YU Wenli.The First Center Clinic College,Tianjin Medical University,Tianjin
300192,China
Correspondingauthor:YUWenli,Email:yzxyuwenli@163.com

  基金项目:天津市卫生行业重点攻关项目(13KG105);天津市卫生局科技基金(2011KY12);天津市应用基础
研究计划面上项目(05YFJMJC14800)

作者单位:300192 天津医科大学一中心临床学院(王菲、贾莉莉);天津市第一中心医院麻醉科(喻文立、翁亦
齐、杜洪印);天津市器官移植重点实验室(张全胜)

通信作者:喻文立,Email:yzxyuwenli@163.com

【Abstract】 Objective ToinvestigatetheroleofJanuskinaseandsignaltransducerand
activatoroftranscription(JAK/STAT)signalingpathwayindexmedetomidine’srenoprotectionafter
autologousorthotopiclivertransplantationinrats.Methods FiftySDratswererandomlydividedinto
fivegroups(n=10each)usingarandomnumbertable:shamoperationgroup(groupS);autologous
orthotopiclivertransplantationmodelgroup(groupM);dexmedetomidinegroup(groupD);JAK2
kinaseinhibitorAG490group(groupA);dexmedetomidine+atipamezolegroup(groupT).Ingroup
D,ratsreceiveddexmedetomidine50μg/kg30minbeforeestablishingmodel;IngroupA,ratsre-
ceivedAG49010mg/kg30minbeforeestablishingmodel;IngroupT,ratsreceivedatipamezole
(250μg/kg)30minpriortodexmedetomidinetreatment.Othergroupsweregiventheequalvolume
ofnormalsalineinthesametimepoints.At6hafterreperfusion,ratsweresacrificed,bloodsamples
wereharvestedfordetectingtheserumconcentrationofcreatinine(Cr),bloodureanitrogen(BUN),
interleukin-6(IL-6)andtumornecrosisfactor-alpha(TNF-α).kidneyswereremovedfordetermina-
tionofthepathologicchangeswhichwerescored;CellapoptosiswasassessedbyTUNEL,andapop-
tosisindex(AI)wascalculated.TheexpressionofphosphorylationsofJAK2,STAT1andSTAT3
wereassessedbyWesternblot.Results ComparedwithgroupS,thelevelsofCr,BUN,IL-6,TNF-
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α,AIandrenaltubulardamagescoreweresignificantlyincreased,andtheexpressionofp-JAK2,P-
STAT1andP-STAT3wasup-regulatedinothergroups(P<0.05);ComparedwithgroupM,the
levelsofCr,BUN,IL-6,TNF-α,AIandrenaltubulardamagescoreweresignificantlydecreased,and
theexpressionofp-JAK2,P-STAT1andP-STAT3wasdown-regulatedingroupsDandA(P<
0.05);ComparedwithgroupD,atipamezolehaveabolisheddexmedetomidine’srenoprotection,the
levelsofCr,BUN,IL-6,TNF-α,AIandrenaltubulardamagescoreweresignificantlyincreased,and
theexpressionofp-JAK2,P-STAT1andP-STAT3 wasup-regulatedingroupT (P <0.05).
Conclusion Dexmedetomidinecanattenuatekidneyinjuryafterautologousorthotopiclivertransplan-
tation,andthe mechanism isassociated withinhibitingtheJAK/STAT pathwayactivation,
alleviatinginflammationreactionandcellapoptosis.

【Keywords】  Dexmedetomidine;Livertransplantation;JAK/STATpathway;Kidneyinjury

  急性肾损伤(acutekidneyinjury,AKI)是肝移

植术 后 常 见 并 发 症 之 一,发 生 率 可 达 30% ~
50%[1],严重影响肝移植患者的预后。其发生机制

复杂,包括氧化应激、炎性反应和细胞凋亡等。右

美托咪定是高选择性α2 肾上腺素能受体激动药,除
具有镇静、镇痛、阻滞交感神经等药理学特性外,大
量研究表明其还具有抗氧化、抗炎等作用,可减轻

器官缺血-再灌注损伤[2~4]。Janus激酶/信号转导

和转录激活子(Januskinase/signaltransduceran-
dactivatoroftranscription,JAK/STAT)通路是近

年来研究较多的信号转导途径,广泛参与细胞增

殖、分化、应激和凋亡等过程。研究表明,右美托咪

定可通过抑制JAK/STAT信号通路激活减轻肾缺

血再灌注损伤[5,6]。本实验通过建立大鼠自体原位

肝移植模型,拟探讨JAK/STAT通路在右美托咪

定减轻大鼠自体原位肝移植肾损伤中的作用。

材料与方法

实验动物及分组 SPF级成年健康雄性SD大

鼠50只,鼠龄8~10周,体重220~250g,购于解放

军军事医学科学院实验动物中心。按随机数字表

法将大鼠分为五组(n=10):假手术组(S组)、模型

组(M组)、右美托咪定组(D组)、JAK2激酶抑制剂

AG490组(A 组)、右美托咪定+阿替美唑组(T
组)。S组大鼠仅开关腹并游离相应血管;M组参照

文献[7]建立自体原位肝移植模型;D组在造模前

30min腹腔注射右美托咪定50μg/kg;A组在造模

前30min腹腔注射AG49010mg/kg;T组在给予

右美 托 咪 定 前 30 min 腹 腔 注 射 阿 替 美 唑 250

μg/kg,之后操作同D组。S、M和D组在与A和T
组相应时点腹腔注射等量生理盐水。

手术方法 参照文献[7]并加以改良,术前禁

食12h,自 由 饮 水。腹 腔 注 射5%水 合 氯 醛60
mg/kg麻醉,经腹正中切口入腹,分离肝周血管和韧

带并结扎右肾上腺静脉和食管静脉丛,然后使用无

损伤血管夹依次夹闭肝固有动脉、门静脉和肝下下

腔静脉,用肝素针经门静脉血管夹上方灌注4℃肝素

生理盐水1ml,之后夹闭肝上下腔静脉,阻断全部入

肝血流。在肝下下腔静脉血管夹上方,使用显微剪在

血管前壁开口1~2mm作为流出道,经门静脉常压

灌注4℃复方乳酸钠6~8ml/min,灌注时间为40
min。可见肝脏逐渐变为土黄色,触之冰凉。灌注结

束后,使用8-0无损伤缝合线缝合肝下下腔静脉流出

道,依次开放肝上下腔静脉、肝下下腔静脉、门静脉、
肝固有动脉,恢复肝脏血流,用温生理盐水冲洗腹腔

后关腹。术中失血量超过2ml者弃用。
血清肌酐(Cr)、尿素氮(BUN)、IL-6和TNF-α

浓度的测定 于肝循环开放后6h(S组术毕后6
h),经下腔静脉抽取血样4ml,离心后留取上清,应
用全自动生化分析仪检测血清Cr及BUN的浓度。
采用酶联免疫吸附法(ELISA),参照试剂盒(购于上

海拜沃公司)测定血清IL-6、TNF-α浓度。
肾组织病理学观察 取左肾组织,10%中性甲

醛固定后进行石蜡包埋,制备病理切片(厚约4

μm),常规HE染色后于光镜下(×200)观察肾组织

病理 学 结 果。由 两 位 病 理 科 医 师 双 盲 下 采 用

Jablonski半定量评分评价肾小管损伤程度(0~4
分;0分:正常;1分:最轻度损伤,<5%的皮质或髓

质外层损伤;2分:轻度损坏,5%~25%的皮质或髓

质外层损伤;3分:中度损伤,26%~75%的皮质或

髓质外层损伤;4分:严重损伤>75%的皮质或髓质

外层损伤)[8]。
肾组织细胞凋亡的检测 肾组织切片脱蜡水

化后,采用 TUNEL法检测细胞凋亡,具体操作按

试剂盒(购于Roche公司,瑞士)说明书进行,后用

DAPI复染。荧光显微镜下观察细胞凋亡情况,正
常细胞核为蓝色,凋亡细胞核为红色;每张切片随

机取5个高倍视野(×200),计数凋亡细胞数和细胞
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总数,计算凋亡指数(AI)=凋亡细胞数/细胞总数

×100%。

表1 五组大鼠血清Cr、BUN、IL-6和TNF-α水平的比较(x±s)

组别 只数 Cr(μmol/L) BUN(mmol/L) IL-6(pg/ml) TNF-α(pg/ml)

S组 10 33±3 7.8±1.0 46.8±7.1 30.8±2.5

M组 10 107±12a 16.4±0.6a 101.5±5.5a 97.5±8.3a

D组 10 55±6ab 11.8±1.4ab 61.2±2.9ab 59.2±3.6ab

A组 10 58±7ab 11.1±1.4ab 58.6±4.0ab 57.4±4.4ab

T组 10 101±10ac 15.6±1.1ac 100.6±4.5ac 94.6±8.6ac

  注:与S组比较,aP<0.05;与 M组比较,bP<0.05;与D组比较,cP<0.05

P-JAK2、P-STAT1、P-STAT3蛋 白 表 达 水 平

的检测 采用 Westernblot法进行检测。取肾组

织,称重、研磨,加蛋白裂解液(质量∶体积=1∶10)、
蛋白酶抑制剂及磷酸化酶抑制剂,组织匀浆裂解30
min后,4℃ 13000r/min离 心 20 min,取 上 清,

BCA法蛋白定量。上样量为70μg,于10%聚丙烯

酰胺凝胶进行电泳,随后转印至PVDF膜,室温下

5%脱脂牛奶封闭2h,随后加入兔抗P-JAK2、P-
STAT1、P-STAT3、GAPDH(均购于美国 Abcam
公司),4℃孵育过夜。TBST 清洗3次,每次10
min;加入HRP标记山羊抗兔IgG二抗(购于北京

中杉金桥公司),于室温下摇床孵育1h,TBST清洗

3次,每次10min;最后加入显色底物显色曝光,适
当时间后进行显影和定影,采用ImageJ图像分析

软 件 测 定 蛋 白 条 带 的 灰 度 值,以 P-JAK2、P-
STAT1、P-STAT3分别与内参灰度值的比值反应

目的蛋白的表达水平。
统计分析 采用SPSS13.0进行统计学分析

处理。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)
表示,多组样本均数比较采用单因素方差分析,两
两比较采用Bonferroni法。

结  果

血清Cr、BUN、IL-6和TNF-α浓度 与S组比

较,M、D、A和T组Cr、BUN、IL-6和TNF-α浓度

明显升高(P<0.05);与 M 组比较,D和 A组Cr、

BUN、IL-6和TNF-α浓度均明显降低(P<0.05);
与D组比较,T组Cr、BUN、IL-6和TNF-α浓度明

显升高(P<0.05)(表1)。
与S组比较,M、D、A和T组肾小管损伤评分

明显升高(P<0.05);与 M 组比较,D和A组肾小

管损伤评分均降低(P<0.05);与D组比较,T组

肾小管损伤评分明显升高(P<0.05)(图1)。
大鼠肾脏病理学改变及损伤评分 光镜下观

察S组无明显病理学改变;M组和T组可见多数肾

小管上皮细胞水肿,细胞空泡变性,肾小管扩张,管
腔狭窄,间质扩张淤血及炎性细胞浸润等;D组和A
组损伤程度较 M 组减轻,肾小管上皮细胞水肿、空
泡样变性减轻,间质淤血,炎性细胞浸润减轻(图

2)。

注:与S组比较,aP<0.05;与 M 组比较,bP<0.05;与D组比

较,cP<0.05

图1 五组大鼠肾组织肾小管损伤评分

AI测定 与S组比较,M、D、A和T组细胞凋

亡严重,AI明显升高(P<0.05);与M组比较,D和

A组AI明显降低(P<0.05);与D组比较,T组AI
明显升高(P<0.05)(图3)。

蛋白表达水平测定 与S组比较,M、D、A和

T组p-JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白表达水平

明显增加(P<0.05);与 M 组比较,D和 A 组p-
JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白表达水平明显降

低(P <0.05);与 D 组 比 较,T 组 p-JAK2、p-
STAT1和p-STAT3蛋白表达水平明显升高(P<
0.05)(图4)。

讨  论

肝移植过程中伴随着肝脏缺血-再灌注损伤不

·2211· 临床麻醉学杂志2016年11月第32卷第11期 JClinAnesthesiol,November2016,Vol.32,No.11



图2 五组大鼠肾组织病理变化(HE染色,×200)

注:与S组比较,aP<0.05;与D组比较,bP<0.05;与 M 组比

较,cP<0.05

图3 五组大鼠肾脏细胞凋亡情况的比较

注:与S组比较,aP<0.05;与D组比较,bP<0.05;与 M 组比

较,cP<0.05

图4 五组大鼠p-JAK2和p-STAT1、p-STAT3蛋白表达

水平的比较

仅损伤肝脏本身,还会导致心、脑、肾、肺等远隔脏

器的损伤[9]。与此同时,远隔脏器的病理生理改变

又会引起机体其他脏器的损伤,进而引起恶性循

环。因此,研究肝缺血-再灌注后远隔脏器损伤机制

及围术期保护措施至关重要。
已有研究发现右美托咪定可减轻脓毒症引起

的急性肾损伤[10],且同样有利于缓解肾缺血-再灌

注损伤引起的急性肾损伤[11]。此外,临床发现右美

托咪定预处理可能有益于行心血管手术且术前肾

功能低下的患者[12]。然而,对于肝移植围术期右美

托咪定的肾脏保护作用研究甚少,且潜在机制仍不

明确。因此本研究建立大鼠自体原位肝移植模型,
对静脉用药右美托咪定的肾保护作用进行研究。

参照文献[13,14]及预实验结果,本研究选择

右美托咪定给药量为50μg/kg,AG490给药量为

10mg/kg,并于肝循环开放后6h检测各项指标。
大量研究表明,右美托咪定预处理可通过抑制炎症

因子释放,减少中性粒细胞浸润,减弱氧化应激反

应等机制减轻缺血-再灌注介导的肾损伤[4,15]。IL-
6和TNF-α是参与缺血-再灌注损伤过程的重要细

胞因子,可介导趋化因子的表达,促进中性粒细胞

的激活、聚集与浸润,加重组织损伤[16]。细胞凋亡

为缺血性急性肾损伤后肾小管上皮细胞死亡的主

要形式,并参与肾缺血-再灌注损伤过程[17]。本研

究结果表明,给予右美托咪定可改善肾功能,减轻

病理损伤,减少肾小管内皮细胞凋亡及炎症因子的

释放;α2-肾上腺素受体拮抗药阿替美唑可消除右美

托咪定的肾脏保护作用,提示其减轻移植术后肾损

伤是通过α2-肾上腺素受体介导的。

JAK/STAT信号通路是细胞因子信号转导的
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重要途径之一,它可将细胞膜感受到的信号直接传

递至核内,激活靶基因的转录,环节少而简洁。研

究表明,JAK/STAT信号通路参与缺血-再灌注损

伤过程,然而此通路及其抑制剂 AG490在缺血-再
灌注损伤过程中的作用仍存在争议。Buendia等[18]

研究发现褪黑素受体激动剂 Neu-P11能够激活

JAK/STAT通路减轻脑缺血-再灌注模型中氧化应

激反应。Si等[19]发现抑制JAK2/STAT3通路减

轻了肾缺血-再灌注肾小管细胞凋亡。本研究显示

缺 血-再 灌 注 损 伤 后 p-JAK2、p-STAT1 和 p-
STAT3蛋白表达显著增强,给予JAK2特异性抑制

剂AG490后,p-JAK2、p-STAT1和p-STAT3蛋白

表达下调。与此同时,AG490组大鼠肾功能得到改

善,肾脏病理损伤减轻,炎症反应及细胞凋亡均明

显减弱。提示本研究模型中,抑制JAK/STAT信

号通路激活可减轻肾脏损伤。给予右美托咪定后,

p-JAK2和p-STAT1、p-STAT3的表达水平明显降

低,提示右美托咪定可抑制JAK/STAT通路激活。
因此,右美托咪定减轻自体原位肝移植后肾损伤与

抑制该通路激活有关。
综上所述,右美托咪定可通过抑制JAK/STAT

通路激活,减轻自体原位肝移植术所致的肾损伤,
干预此通路可能成为肝移植围术期远隔脏器保护

的新措施。
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