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摘要

I

血管内皮细胞 EP4

在肾脏缺血再灌注损伤中的作用和机制

摘要

背景和目的

肾脏缺血再灌注损伤是急性肾损伤（Acute kidney injury，AKI）的主要病因，

是肾功能在短期内急性减退为特征的疾病，虽然损伤是可逆的，但是这种疾病

伴随着很高的死亡率和转变成慢性肾脏疾病（Chronic kidney disease, CKD）的风

险。目前肾脏缺血再灌注损伤的发病机制尚不清楚。前列腺素 E2（Prostaglandin

E2, PGE2）是花生四烯酸的代谢产物，主要通过作用 4个受体亚型—EP1, EP2, EP3

和 EP4 参与肾脏生理和病理生理过程。其中，EP4 在肾脏和血管中广泛的表达，

并且参与肾脏水盐代谢和血压的调节，前期有研究发现 EP4 激动剂可以减轻毒

性物质引起的急性肾损伤，但血管内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注损伤中的作

用目前还未有报道。本课题将在组织特异的转基因模式动物上，阐明血管内皮

细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注损伤中的作用和机制，为该疾病的临床防治提供新

的理论基础。

方法

1. 探索血管内皮细胞 EP4 缺陷对肾脏缺血再灌注损伤肾功能的影响。

首先，采用 Cre-loxp 技术构建内皮细胞特异的 EP4 缺陷小鼠（EP4ΔEC），

同笼的 EP4flox/flox 小鼠作为对照。通过基因鉴定和分离血管内皮细胞证实所获得

小鼠确为内皮细胞特异的 EP4 缺陷小鼠。在以上小鼠通过双肾动脉夹闭制备肾

脏缺血动物模型，使用生化手段检测血流再通 24 小时和 14 天后小鼠血肌酐、

尿素氮及尿蛋白的变化，验证血管内皮细胞 EP4 缺陷小鼠肾脏缺血再灌注后肾
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代谢功能的变化。肾脏组织样本 PAS 染色判断肾脏损伤程度和部位。

2. 探讨血管内皮细胞 EP4 参与肾脏缺血再灌注损伤时细胞死亡的分子机制。

EP4ΔEC和 EP4flox/flox小鼠肾脏缺血再灌注后 24 小时和 14 天的肾脏样本，使

用 TUNEL 染色和 western blot 检测 bax 和 caspase3 的剪切体（Cleaved-caspase3）

表达评估肾脏细胞凋亡情况。Western Blot 检测肾脏组织中 GSDMD 的表达评估

肾脏细胞焦亡程度。Western Blot 检测肾脏组织 MAPKs 主要成员 JNK, p38 和

ERK1/2 的磷酸化水平，在整体水平探讨 EP4 影响肾脏凋亡和焦亡的分子机制。

体外培养人脐静脉内皮细胞（HUVECs），氯化钴处理模拟在体低氧环境，通过

使用 EP4 及其经典下游 PKA 和 Epac1 的活性药物处理后，Western Blot 检测细

胞 Cleaved-caspase3, caspase1, GSDMD 以及 p-JNK 的表达验证内皮细胞 EP4 是

否通过 JNK 调控细胞凋亡和焦亡过程。

3. 探讨血管内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注后转归过程中作用和分子机制。

EP4ΔEC和 EP4flox/flox小鼠肾脏缺血再灌注后 14 天的肾脏样本，免疫荧光检测

CD31 阳性细胞判断肾间质毛细血管结构和数量。免疫组化检测 PCNA 检测肾脏

的细胞再生状况。天狼猩红染色和 western blot 检测α-SMA 表达评估肾脏纤维化

程度。Western Blot 检测肾脏组织 smad3 的磷酸化水平在整体水平探讨 EP4 调节

血管新生和组织纤维化分子机制。在 HUVECs 应用 EP4 及其经典下游 PKA 和

Epac1 的活性药物处理后，Western Blot 检测细胞α-SMA 和 p-smad3 的表达验证

内皮细胞 EP4 是否调控血管新生和内皮细胞向成纤维细胞转化（Endothelial to

mesenchymal transition, EndoMT）进程并阐明其作用机制。

结果

1. 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重肾脏缺血再灌注后肾脏滤过功能的损伤，以

及肾脏实质细胞的损伤和坏死。

肾脏缺血再灌注 24 小时后，小鼠血肌酐和尿素氮、尿中尿蛋白含量均较假

手术组升高，且缺陷小鼠升高的更为显著；而在再灌注 14 天，对照组小鼠血肌

酐和尿素氮及尿蛋白明显降低，但缺陷小鼠这种改善并不显著。与之相对应的，

病理学结果发现肾脏缺血再灌注 24 小时肾脏组织出现大量的蛋白管型和小管坏

死的表型，在缺血再灌注 14 天时对照组小鼠病理学变化基本恢复，而缺陷小鼠

肾脏组织中仍然存在蛋白管型和小管坏死的表现。

2. 血管内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注损伤急性期和慢性期，分别通过抑
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制低氧诱导的内皮细胞 p-JNK 表达进而抑制凋亡和焦亡发挥保护作用。

在肾脏缺血再灌注 24 小时以及 14 天均存在 TUNEL 阳性细胞数量增加的现

象，在缺血再灌注 24 小时，肾脏组织凋亡相关指标 bax 和 caspase3 的剪切体表

达上调，在 14 天无显著差异；但在再灌注 14 天时，EP4ΔEC 小鼠出现焦亡相关

蛋白 N-GSDMD 表达上调的趋势。

体外细胞实验发现，EP4 的激动剂可以显著改善低氧状态下细胞的凋亡和焦

亡相关蛋白的表达，并且抑制 JNK 磷酸化的激活；与之相对应的 EP4 的拮抗剂

可以增加 JNK 的激活，表明了 EP4 通过 p-JNK 来抑制凋亡和焦亡发挥保护作用。

3. 血管内皮细胞 EP4 通过促进血管新生和抑制 smad3 拮抗 EndoMT 参与

肾脏缺血再灌注损伤后的肾脏修复过程。

在缺血再灌注 14 天时，EP4ΔEC肾间质毛细血管减少。同时，EP4 激动剂可

以促进体外内皮细胞成管，而 EP4 拮抗剂可以抑制这一现象。并且缺血再灌注

14 天后，EP4ΔEC肾脏纤维化病理表现和纤维化相关蛋白α-SMA 以及 smad3 均显

著高于对照小鼠。同样的 EP4 的激动剂可以抑制 smad3 磷酸化和纤维化蛋白的

增加，拮抗剂促进 smad3 磷酸化和纤维化蛋白的增加。

结论

血管内皮细胞中 EP4 通过调控 JNK 的活化来减少细胞凋亡和焦亡以及抑制

血管新生和 EndoMT，共同作用参与肾脏缺血再灌注损伤及损伤后修复过程。这

些发现有助于我们更好的理解在肾脏缺血再灌注损伤中内皮细胞 EP4 的功能和

重要性，为防治急性肾损伤提供了新思路和新靶点。

关键词：血管内皮细胞，EP4，凋亡，焦亡，血管新生，EndoMT
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The role and mechanism of endothelial EP4 in

regulating renal ischemia-reperfusion injury

Abstract

Background:

Ischemia-repersusion is one of the major factors of acute kidney injury. There is

no specific and effective medical therapies for current renal ischemia-reperfusion

injury due to a poor understanding of its pathogenesis. Prostaglandin E2 (PGE2) is an

important lipid mediators and regulates diverse physiological and pathophysiological

processes in the kidney. It acts on four specific G-protein-coupled receptor subtypes,

namely EP1, EP2, EP3 and EP4. EP4 is distributed in glomerulus, tubule, vasa recta

and inflammatory cells of kidney. It is well known that EP4 regulates renal water and

sodium excretion, and EP4 in endothelium participates in vasodilatation. But the role

of endothelial EP4 in renal ischemia-reperfusion(IR) injury is unknown. In current

project, we will utilize vascular endothelial cells specific EP4 knockout mice to

testify the function of endothelial EP4 in renal IR injury and prognosis.

Methods:

1. To investigate the role of endothelial EP4 in renal IR injury, the Cre-loxp gene

recombination techniques were used to generate transgenic mice with specific

Postgraduate YuYing Lu

Supervisor
Associate Prof.Shengna Han

Associate Prof.Shengnan Du
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deletion of EP4 in vascular endothelial cells (EP4ΔEC), and the Cre negative mice

worked as control(EP4flox/flox). Then renal IR injury mouse model proceeded as

follows: The renal arteries of EP4ΔEC and EP4flox/flox mice were clipped for 30min,

then artery clamps were removed for another 24 hours or 14 days. The level of

creatinine and urea nitrogen in serum was detected. The renal structure was revealed

by PAS staining.

2. EP4 deficiency in endothelial cells exacerbated apoptosis and pyroptosis in renal

IR injury. Apoptosis and pyroptosis of renal cells was analyzed by using TUNEL

assay. The expression of pro-apoptotic factors (bax, Cleaved-caspases3) and

pyroptosis- associated protein (caspase1, caspase11, GSDMD) were detected by

western blot. To study the mechanism of EP4 in regulating apoptosis and pyroptosis ,

we tested the MAPKs activation (p-JNK, p-ERK1/2, p-P38) in renal IR injury by

western blot. To further confirm whether the apoptosis and pyroptosis of endothelial

cells were regulated by a EP4-cAMP-PKA dependent pathway, we conducted

HUVECs with cobalt chloride to simulate hypoxia in vivo， and the expression of

cleaved-caspase3，caspase1, GSDMD was tested after being treated with EP4 agonist

with or without its downstream inhibitors of PKA and Epac1. In addition, EP4

antagonist and cAMP analogue-dbcAMP were also applied to HUVECs as a further

proof.

3. Knockout EP4 in endothelial cells suppressed angiogenesis and increased EndoMT

in the prognosis renal IR injury. Samples were collected at the last 14 days after renal

ischemia reperfusion. CD31 positive cells were detected by immunofluorescence to

determine the structure and numbers of renal interstitial capillaries.

Immunohistochemical technology detected the PCNA positive cells to assess the

proliferation of kidney. The degree of renal fibrosis was detected by Sirius scarlet

staining and the protein of α-SMA. The possible regulation molecules of renal
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fibrosis were the phosphorylation levels of smad3 was detected by western blot. To

further demonstrate the downstreams of EP4 in regulating the progression of

angiogenesis and the transformation of endothelial cell to fibroblast (Endothelial to

mesenchymal transition, EndoMT), HUVECs were treated with EP4 agonist, PKA

and Epac inhibitors as previous, while western blot detected the expression of α-SMA

and p-smad3 in endothelial cells. In addition, EP4 antagonist and cAMP

analogue-dbcAMP were also applied as before.

Results:

1.EP4 deficiency in endothelial cells increased the levels of serum creatinine and

urinary protein after renal IR, aggravated the structure of kidney and elevated

the expression of KIM1.

24 hours after renal ischemia-reperfusion, the levels of serum creatinine, urea

nitrogen and urinary protein in EP4ΔEC were higher than those in sham-operated group.

After 14th day of reperfusion, serum creatinine, urea nitrogen and urinary protein

were significantly decreased in the control, but not in the deficient mice.In contrast,

the PAS stainning showed tubular necrosis appeared in kidney sat 24 hours after renal

ischemia-reperfusion, and the pathological changes in the control were basically

recovered at 14 days after ischemia-reperfusion, however, tubular necrosis still

existed in the kidney of the EP4 defective mice.

2.Endothelial EP4 plays a protective role in acute and chronic renal IR injury by

inhibiting apoptosis and pyroptosis.

The number of TUNEL positive cells increased at 24 hours and 14 days after

renal ischemia-reperfusion.However, Bax and Cleaved-caspase3 were only

up-regulated at 24 hours after renal ischemia-reperfusion, no significant difference at

14 days, but EP4ΔEC mice showed an increasing of N-GSDMD.
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In vitro, EP4 agonist significantly impressed the expression of apoptosis and

pyroptosis related proteins and inhibitedthe phosphorylation of JNK , while EP4

antagonists increase the up regulation of apoptosis and pyroptosis related protein,

accompanied by activating of JNK in hopoxic HUVECs . In summary, EP4 showed a

protective effect on apoptosis and pyroptosis by inhibiting p-JNK in endothelial cells.

3.Endothelial EP4 promoted angiogenesis and inhibited EndoMT in the

prognosis of renal IR injury.

At 14 day after renal ischemia-reperfusion, the number of renal interstitial

capillary in EP4ΔEC decreased. As well as, EP4 agonists can promote endothelial tubes

formation in vitro, and EP4 antagonists did the opposite.After 14 days of reperfusion,

the expression of fibrosis-associated α-SMA and p-smad3 in EP4ΔEC kidney were

significantly higher than that in control. EP4 activation in HUVECs inhibited the

EndoMT by a representative increase of smad3 phosphorylation and α-SMA induced

by TGF-β. Moreover, EP4 antagonist exercised a relative inhibition in EndoMT.

Conclusion:

The study gives us more knowledges about the importance of maintaining the

homeostasis of endothelial cells by EP4 during the development and progression of

renal IR injury. Firstly, EP4 antagonized hypoxia-mediated apoptosis and pyroptosis

by suppressing JNK phosphorylation depending on cAMP-PKA activation. Secondly,

EP4 improved angiogenesis and inhibited EndoMT by affecting smad3 in the

prognosis of renal ischemia-reperfusion injury.

Key words：Endothelial cells, EP4, apoptosis, pyproptosis, angiogenesis, EndoMT
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中英文对照缩略表

缩略 英文全称 中文全称

AKI Acute kidney injury 急性肾损伤

CKD Chronic kidney disease 慢性肾脏疾病

ESRD End-stage renal disease 终末期肾病

PGE2 Prostaglandin E2 前列腺素 E2

NSAIDs Nonsteroidal Anti inflammatory Drugs 非甾体类抗炎药

IR Ischemia-reperfusion 缺血再灌注

MAPKs Mitogen-Activated Protein Kinases 丝裂原活化蛋白激酶

KIM 1 Kidney injury molecular 1 肾脏损伤因子 1

BUN Blood Urea Nitrogen 血尿素氮

SCr Serum Creatinine 血清肌酐

EndoMT Endothelial to mesenchymal transition
血管新生和内皮细胞

向成纤维细胞转化
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血管内皮细胞 EP4

在肾脏缺血再灌注损伤中的作用和机制

引言

缺血再灌注性肾损伤是急性肾损伤（Acute kidney injury, AKI）的重要病因[1]。

急性肾损伤（AKI）是一种以肾功能短时间内的急剧下降为特征的疾病，虽然急

性肾损伤是可逆的，但是这种疾病也伴随着高达 45-70%的死亡率[2]。作为自限

性疾病，部分 AKI 可以通过自身修复恢复肾脏正常功能，但是由于 AKI 的高发

病率，也增加了其转变为慢性肾脏疾病（Chronic kidney disease, CKD）甚至是终

末期肾病(End-stage renal disease, ESRD)的风险[3-5]。目前，由于对肾脏缺血再灌

注损伤的发病机制和病理进程尚不清楚，因而尚无有效的治疗药物[6]。肾脏缺血

再灌注损伤发生时肾脏主要表现为内皮和肾小管上皮细胞凋亡坏死以及炎症细

胞的浸润[3, 7-10]。目前已知的血管内皮细胞在肾脏缺血再灌注损伤早期损伤的作

用主要包括：①调控肾脏小血管的舒张来改善部分灌注不足引起的肾损伤症状；

②分泌趋化因子、增加细胞粘附分子的表达来募集炎症细胞参与多种诱因引起

的肾损伤。肾脏缺血再灌注损伤后期肾脏可以通过自身调节出现转归，但是，

也有部分会发展成 CKD，而这个过程目前已知的可能与肾间质毛细血管结构和

功能异常造成肾脏固有细胞缺氧和炎症相关[10, 11]。以上研究证实，血管内皮细胞

可以通过调控细胞的活力、血管新生和纤维化来参与肾脏缺血再灌注损伤的发

生与发展，但多数机制目前还不清楚。因此，开展血管内皮细胞在肾脏缺血再

灌注损伤中的作用具有重要的指导意义。

前列腺素 E2（Prostaglandin E2, PGE2）是一种主要产生于肾脏和血管的一种

小分子活性物质，在发热、炎症和疼痛中有重要作用[12]。因而抑制其合成酶的抑
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制剂，比如非甾体类抗炎药(Nonsteroidal Anti inflammatory Drugs, NSAIDs)等，

被广泛应用于治疗疼痛、炎症等疾病，但是伴随产生了大量的胃肠、心血管和

肾脏副作用[13]，已报道的 NSAIDs 可能会引起急性肾损伤、肾间质炎症、肾乳

头坏死和高钾血症等肾脏副作用[14, 15]。说明 PGE2在肾脏疾病的调节中有重要的

作用。目前已知 PGE2 主要通过四个不同的受体亚型 EP1、EP2、EP3 和 EP4

发挥作用，其中 EP4 在肾脏广泛表达。其中，肾脏集合管上皮细胞 EP4 在水重

吸收中有重要作用[16]。肾小球球旁细胞 EP4 的激活增加肾素的合成和分泌[16]，

参与机体血压和水盐的调节[17, 18]。足细胞 EP4 的表达参与 5/6 肾切除诱导的慢

性肾损伤的过程[5]。也有研究发现 EP4 的激动剂可以参与改善多种原因诱导的急

性肾损伤和肾炎动物模型的肾脏损伤[19-21]。

另外肾脏血管内皮细胞 EP4 存在一个依赖于 NLRP3-caspase1-IL1-β调节血

管紧张素 II(AngII)诱导的高血压性肾损伤的作用。而全身性的 EP4 缺陷小鼠可

加重单侧输尿管结扎诱导的肾纤维化模型中肾脏纤维化的症状，同时 EP4 激动

剂 ONO-4819 可以改善这种纤维化症状[22]。就以上的研究基础可以看出 EP4 在

肾脏生理和急慢性肾脏疾病中均有重要的作用，但是对于 EP4 在肾脏缺血再灌

注损伤的发生和转归中的作用目前还不清楚。

EP4 是高表达于血管内皮细胞的 PGE2 受体。我们前期工作发现机体阻力血

管中的血管内皮细胞 EP4 可以通过调控 eNOS 的激活介导 NO 的释放来参与血

压调节[23]。EP4 除外调控 NO 的释放还可以通过影响内皮细胞增殖和迁移，参与

血管再狭窄的病理过程[24]。正常的血管内皮细胞通过细胞间连接及部分胞外基

质构成了血管内皮细胞屏障，参与了血管内外物质交换和炎症细胞浸润，而内

皮细胞上 EP4 可以通过改变内皮细胞结构骨架和细胞间连接等多种方式影响血

管内皮细胞屏障的通透性，在调控物质代谢和多种组织器官炎症性疾病中有重

要作用[25-27]。血管生成（Angiogenesis）是指从已有的毛细血管或毛细血管后静

脉发展而形成新的血管，是一个主要由内皮细胞参与的多分子影响的复杂过程。

目前已知一些小分子活性物质，如前列腺素（PGE1、PGE2）以及一些生长因子
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（VEGF, angiogenin, bFGF, TGF 和 PDGF-BB 等）能直接或间接地作用于血管内

皮细胞，引起血管膨胀、内皮细胞变形毛细血管芽向肿瘤组织内生长。血管生

成是肿瘤发生发展的关键步骤，在肿瘤和体外研究发现 EP4 介导了 PGE2的促内

皮细胞小管形成进而影响血管新生过程[28-30]。内皮间充质转化（EndoMT）是内

皮细胞在一些刺激作用下向成纤维细胞表型转变的现象，它在心脏的正常分化

发育的重要步骤，但是越来越多的研究发现，在肿瘤以及多种机体器官如肺、

血管、肾等出现 EndoMT 则会促进组织的纤维化。在心脏，血管内皮细胞 EP4

可以通过调控 EndoMT 参与多种诱因诱导的心脏重构[31, 32]。以上内容都说明 EP4

在血管内皮细胞的生理和病理生理过程中有重要作用，其中包括与前面肾脏缺

血再灌注损伤时内皮细胞活力改变、血管新生减少和纤维化加重等病理生理学

表现，因而我们推测血管内皮细胞 EP4 可能在肾脏缺血再灌注损伤的发生和发

展中有重要的作用。

由于 EP4 全身缺陷的小鼠会于围产期死于动脉导管不能闭锁[31, 32]，因而本

课题拟在血管内皮细胞 EP4 特异性敲除小鼠的基础上采用经典的双侧肾动脉夹

闭阻断血流的动物模型，利用各种功能学、生物化学以及分子生物学等指标来

检测相关指数变化，以及探寻肾脏血管内皮细胞参与肾脏缺血再灌注的损伤分

子机制。
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1. 实验材料

1.1 实验动物

使用 Cre-loxp 系统，构建内皮细胞特异转基因小鼠——Tie2-Cre 和 EP4 基

因 2 号外显子前后插入 loxp 位点的 EP4-flox/flox 小鼠交配产生内皮细胞特异的

EP4 缺陷小鼠（EP4ΔEC），与同笼小鼠（EP4flox/flox）对照。选择 6-8 周雄性小鼠

进行手术。Sham 与 IR 手术组小鼠数量均为 5 只 EP4flox/flox，5 只 EP4ΔEC。

1.2 实验仪器及设备

表 1.2 实验仪器：

1.3 实验耗材及试剂

1.3.1 细胞培养所用试剂

仪器名称 公司

Real-time PCR 仪 Bio-rad

普通 PCR 仪 Applied Biosystems

蛋白质电泳及转膜系统 Bio-Rad

凝胶成像系统 Bio-Rad

pH 计 北京中西远大

细胞培养箱 Thermo Fisher Sciemific

超净工作台 Thermo Fisher Sciemific

核酸凝胶电泳仪 北京六一生物科技

普通高速离心机 Thermo fisher

化学自动成像仪 ProteinSimple
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表 1.3.1 细胞用试剂：

试剂 公司/品牌

1640 培养基 Corning

胰酶/EDTA Solarbio

胎牛血清 BI

DMSO Solarbio

PBS 缓冲液 Solarbio

NaHCO3 阿拉丁

M199 培养基 Corning

青链霉素 Solarbio

1.3.2 RNA 提取、逆转录、 PCR 所用试剂

表 1.3.2 RNA 提取、逆转录、 PCR用试剂：

试剂 公司/品牌

RNA 裂解液 TAKARA

SYBR I Real-time PCR 反应体系 Mix 北京博奥龙免疫技术公司

PCR 反应体系（Taq 酶，dNTP 等） 碧云天生物

PrimeScript ® RT reagent Kit TAKARA

1.3.3 Western blot 所用试剂

表 1.3.3 Western blot 试剂：

试剂名称 公司

二硫苏糖醇 （DTT） Amresco

β-巯基乙醇 Amresco

三羟甲基氨基甲烷 （Tris） Amresco

甘氨酸 Amresco

十二烷基硫酸钠 （SDS） Amresco

丙烯酰胺 Amresco

甲叉双丙烯酰胺 北京鼎国昌盛生物技术
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过硫酸铵 SIGMA

四甲基乙二胺 （TEMED） Amresco

Tween-20 Amresco

溴酚兰 Amresco

氯化钠（NaCl） 大连美仑生物技术公司

甘油 大连美仑生物技术公司

PMSF Solarbio

Triton X-100 Solarbio

脱脂奶粉 大连美仑生物技术公司

硝酸纤维素膜 BioTrace

飞克特超敏 ECL 液 大连美仑生物技术公司

1.3.4 Western blot 所用抗体

表 1.3.4 Western blot 抗体：

抗体名称 公司

Caspase1 abcam

Caspase11 CST

Cleaved-Caspase3 CST

p-ERK Servicebio

ERK Servicebio

p-JNK CST

JNK CST

p-P38 proteintech

P38 proteintech

BAX proteintech

GSDMD CST

α-SMA proteintech

GAPDH Solarbio

p-smad3 CST

smad3 CST
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1.3.5 其它主要试剂或器材

表 1.3.5 其他主要试剂：

试剂名称 公司

肌酐检测试剂盒 南京建成生物

尿素氮检测试剂盒 南京建成生物

考马斯亮蓝染液试剂盒 Solarbio

PAS 试剂盒 Servicebio

天狼猩红试剂盒 Servicebio

苏木素染液 Servicebio

DAB 显色试剂盒 北京中山金桥公司

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 北京中山金桥公司

辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG 北京中山金桥公司

载玻片、盖玻片 南京世泰

琼脂粉 Solarbio

二甲苯 恒兴试剂

双氧水 恒兴试剂

中性树脂 Solarbio

无水乙醇 恒兴试剂

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 Thermo Fisher Sciemific

1.4 主要溶液配置

1.4.1 抗原修复液（免疫组织化学）

在 1000 ml 超纯水中倒入一袋枸橼酸钠粉末（Servicebio），充分溶解后，室

温储存，可直接使用。

1.4.2 10% SDS

称取 10 g SDS（十二烷基磺酸钠）粉末， 用 100 ml 超纯水溶解充分，加

热均匀搅拌，室温保存即可。（若室内温度过低会析出沉淀结晶，需水浴加热

充分溶解再使用）。
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1.4.3 20xTBS 缓冲液

表 1.4.1 TBS配置比：

质量数

NaCl 87.75 g

Tris 24.2 g

用超纯水溶解，浓 HCl 调 pH=7.4，后定容至 1000 ml，室温保存。

1.4.4 1xTBST 缓冲液(总体积 500 ml)

表 1.4.2 TBST配置比：

质量数或体积

Tween-20 500 μl

20 x TBS 25 ml

超纯水定容至 500 ml，均匀搅拌，在室温下储存，不可回收使用。

1.4.5 30%丙烯酰胺

表 1.4.3 30%丙烯酰胺配置比：

质量

丙烯酰胺 29 g

N, N-亚甲双丙烯酰胺 1 g

超纯水定容至 100 ml，过滤后 4 ℃避光保存。

1.4.6 10%过硫酸铵

称取 AP(过硫酸铵)1 g，溶解于 10 ml 超纯水，涡旋振荡，溶解后，分装，

放与 4℃储存备用。

1.4.7 1.5M Tris·HCl(pH8.8)

称取 Tris 18.16 g，溶解于 100 ml 超纯水中，用 HCl 调 pH 至 8.8，室温储存。
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1.4.8 1.0M Tris·HCl(pH6.8)

称取 Tris 12.11 g，溶解于 100 ml 超纯水中，用 HCl 调 pH 至 6.8，室温储存。

1.4.9 SDS-聚丙烯酰胺凝胶

表 1.4.5 SDS凝胶配置比：

12%分离胶 8%分离胶 5%浓缩胶

（10 ml） （10 ml） （5 ml）

超纯水 3.3 ml 4.6 ml 3.42 ml

30% 丙烯酰胺储液 4 ml 2.7 ml 0.83 ml

1.5M Tris·HCl 2.5 ml 2.5 ml 0

1.0M Tris·HCl 0 0 0.625 ml

10% SDS 100 μl 100 μl 50 μl

10% 过硫酸铵 100 μl 100 μl 75 μl

TEMED 10 μl 10 μl 7.5 μl

1.4.10 Tris-甘氨酸电泳缓冲液

表 1.4.4 电泳液配置比：

质量数

Tris 3 g

甘氨酸 14.4 g

SDS 1 g

超纯水定容至 1000 ml，均匀搅拌，在室温下储存，可重复使用两次。

1.4.11 Tris-甘氨酸电转移缓冲液
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表 1.4.5 电转液配置比：

质量数或体积

Tris 3 g

甘氨酸 14.4 g

甲醇 200 ml

超纯水定容至 1000 ml，均匀搅拌，在室温下储存，建议仅单次使用。

1.4.12 Western Blot 封闭液(5%脱脂奶粉)

表 1.4.6 WB封闭液配置比：

质量

脱脂奶粉 5 g

TBST 100 ml

涡旋振荡均匀后，于冰箱 4 ℃储存，现用现配，不回收使用。
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2. 实验方法

2.1 小鼠肾脏缺血再灌注疾病模型

1. 使用戊巴比妥钠(50 mg/kg)腹腔注射麻醉小鼠。

2. 将动物转移到固定温度下的培养箱中，直到发生右反射丧失。大概 3-5

min 左右，麻醉诱导完成，将小鼠背面朝上固定在有恒温毯的手术台上，对其背

部进行消毒备皮。

3. 在开始手术之前，通过触摸眼睛的内侧角来确定麻醉的深度，或者通过

用指甲对小鼠的后脚施加压力来测试其反应[35]。

4. 我们在小鼠背部靠近脊柱 0.5 cm、肋骨下缘 0.5 cm 处采取侧切口暴露肾

蒂，双侧夹住肾蒂，根据以往文献报道缺血 30 min 会导致更严重的 AKI 肾脏损

伤[36]，因此本实验采用止血钳夹闭 30 min 进行缺血处理。夹闭成功的缺血特征

是肾脏在 1-2 min 内从红色逐渐变为深紫色。然后松开止血钳，恢复血流，进行

再灌注，关注肾脏恢复情况，肾脏颜色会在大约在 10 s 内变回红色。

5. 分两层缝合开口。

6. 假手术组小鼠在没有止血钳夹闭的情况下进行同样的手术处理。在小鼠

觉醒之前将它们放置在加热垫上，直到完全意识恢复[37]。

2.2 EP4ΔEC敲除小鼠基因鉴定

待小鼠 4 周大小时，进行分笼，剪耳号做标记，并剪下 50 mm 尾巴进行基

因鉴定，剪下的鼠尾，放入 EP 管中，用 BioTeke 核酸提取试剂盒（Cat#：DP1902）

进行鼠尾的 DNA 提取。

1. 加入两粒组织研磨珠、200 μl 裂解液 TL、20 μl 蛋白酶 K（10 mg/ml），

55 ℃水浴 3 h 或至组织消化完全。

2. 加入 200 μl 结合液 CB、100 μl 异丙醇，剧烈颠倒混匀。

3. 离心，13000 转，5 min，吸取上清液至吸附柱 AC 中。

4. 离心，10000 转，30 s，弃废液。

5. 加入 500 μl 抑制物去除液 IR，离心，12000 转，30 s，弃废液。

6. 加入 700 μl 漂洗液 WB（首次用需加入 100 ml 无水乙醇），离心，12000

转，30 s，弃废液。
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7. 加入 500 μl 漂洗液 WB，离心，12000 转，30 s，弃废液。

8. 将吸附柱 AC 放回空收集管中，离心，13000 转，2 min，去除漂洗液，

以免抑制下游反应。

9. 吸附柱 AC 换到干净离心管中，在吸附膜中心+100 μl 洗脱液 EB（需事

先 65-70 ℃水浴加热），室温放置 3-5 min，离心，12000 转，1 min。

10. 将得到的溶液再次加入到吸附柱中，室温放置 2 min，离心，12000 转，

1 min。

11. DNA 可暂存 4 ℃，长期需-20 ℃保存。

12. 将得到的 DNA 进行 PCR 扩增。

13. PCR 体系：

① DNA 4 μl

② Mix Buffer 10 μl

③ 引物（s+as） 1 μl

④ 无酶水 5 μl

表 2.1.2 PCR 扩增参数：

温度 时间

1 95 ℃ 5 s

2 95 ℃ 30 s

3 61 ℃ 30 s X 35

4 72 ℃ 30 s

5 72 ℃ 10 min

6 4 ℃ pause

2.3 小鼠血液尿液肌酐测定试剂盒实验步骤

表 2.2.1 肌酐试剂盒组成：

试剂名称 规格装量：96 T 保存条件

试剂一（R1）: 酶溶液 A 18 ml 4 ℃避光保存

试剂二（R2）: 酶溶液 B 6 ml 4 ℃避光保存

试剂三：标准品（442 μmol/L） 100 μl 4 ℃保存

96 孔板平底酶标板 一块 室温放置
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表 2.2.2 操作步骤：

孔别

加入物
测定（T） 标准(S) 空白(B)

样本 6 μl

试剂三：标准品 6 μl

双蒸水 6 μl

试剂一：酶溶液 A 180 μl 180 μl 180 μl

37 ℃孵育 5 分钟，546 nm 波长测定吸光度值 A1

试剂二：酶溶液 B 60 μl 60 μl 60 μl

37 ℃孵育 5 分钟，546 nm 波长测定吸光度值 A2

计算公式：

肌酐含量

=

（ 测 定 A2-K x 测 定

A1）
-
（ 空 白 A2-K x 空 白

A1）
X

标准品浓度

（μmol/L）
（ 标 准 A2-K x 标 准

A1）
-
（ 空 白 A2-K x 空 白

A1）
（442 μmol/L）

注：稀释因子 K=
加样量+酶溶液 A 体积

=
186

加样量+酶溶液 A 体积+酶溶液 B 体积 246

2.4 小鼠血液尿液尿素氮测定试剂盒实验步骤

1. 试剂组成与配比：（100 管/96 样）

①试剂一： 酶贮备液，0.1 ml x 1 支，酶稀释液，30 ml x 1 瓶。4 ℃保存。

②配置缓冲酶液： 将酶贮备液与酶稀释液按照 3:1000 的比例配置，现用现配。

③试剂二： 酶显色剂，100ml x 1 瓶，4 ℃避光保存。

④试剂三： 碱性次氯酸钠，10 0ml x 1 瓶，4 ℃保存。

⑤试剂四： BUN 标准品，恒重的尿素 6.006mg 粉剂 x 3 支。

100mmol/L BUN 标准贮备液：（临用前）取粉剂 1 支加入 1ml 超纯水配成标

准贮备液，4℃保存。

10mmo/L BUN 标准应用液：按照 1:9 用双蒸水稀释标准贮备液，4℃保存

2~3 天。
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2. 操作步骤：

表 2.2.1 操作步骤：

空白管 标准管 测定管

双蒸水（ml） 0.02

10mmo1/L BUN 标准应用液（ml） 0.02

待测样品（ml） 0.02

缓冲酶液（ml） 0.25 0.25 0.25

混匀，37℃准确水浴 10 分钟

酶显色剂（ml） 1 1 1

碱性次氯酸钠（ml） 1 1 1

混匀充分，37 ℃水浴 10 min，波长 640 nm，1 cm 光径，超纯水调零，测定吸光度 OD 值

3. 计算公式：

尿素氮（BUN）
=

测定 OD - 空白OD
X

标准品浓度
X 样品测试前稀释倍数

浓度（mmol/L） 标准 OD - 空白OD （10 mmol/L）

注：10 mmol/L 尿素氮=280.1 mg/L

2.5 考马斯亮蓝电泳蛋白凝胶染色

按照 Western Blot 电泳步骤上样蛋白，跑电泳。

1. 配制工作液：100 ml 溶液 B + 2 ml 溶液 A（工作液配好一周内使用完过

期影响结果，可暂存 4 ℃）

2. 固定电泳后的 PAGE 胶：取下 PAGE 胶放入容器中，加入 50 ml 超纯水，

加热到液体沸腾后停止，弃去水溶液。

3. 染色电泳后的 PAGE 胶：加入 25 ml 染色工作液，再次加热至沸腾并保

持沸腾状态 30-60 s，加热停止后，仍保留染色液，继续在脱色摇床上摇动 5-10

min，弃去染色液（此时蛋白条带应已可见，若不明显可适当延长加热沸腾时间）。

4. 脱色电泳后的 PAGE 胶：加入超纯水约 50 ml，加热至沸腾并保持沸腾

状态 30-60 s，停止加热后，保留液体，继续在脱色摇床上摇动 5-10 min，再次

换水后可完成脱色，可观察到最终结果。
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5. 若想要得到背景极浅的染色胶，可重复上面第 4.脱色步骤或将胶放在水

中 4 ℃过夜。

6. 用 Bio-red 凝胶成像机器进行拍照留存。

2.6 动物取材

1. 取材前首先称量小鼠体重；

2. 用戊巴比妥钠(50 mg/kg，i.p.)麻醉小鼠；待小鼠麻醉完全后，将其肚皮

朝上固定于手术台上，开腹并用 1 ml 注射器下腔静脉取血，（注意肝素抗凝），

室温，8000 转，离心 10 min，离心后收取血清，储存于-80 ℃备用；

3. 迅速取出肾脏、胰腺、肌肉、肝脏和心脏等组织，再次留取小鼠尾巴进

行二次确认小鼠基因型。取出的组织在生理盐水中进行漂洗干净，用滤纸吸干

多余水分，称重，一部分放入对应 EP 管中，冻存于-80 ℃待用，准备提取蛋白

质和 RNA；另一部分用多聚甲醛固定后，4 ℃过夜，隔天换 20%蔗糖待组织脱

水下沉之后，做石蜡切片或冰冻切片。

2.7 免疫组化

1. 石蜡切片脱蜡至水:依次将切片放入下行二甲苯①5 min→下行二甲苯②5

min→下行二甲苯③5 min→无水乙醇①5 min→无水乙醇②5 min→无水乙醇③5

min→95%酒精 5 min→90%酒精 5 min→80%酒精 5min→70%酒精 5 min→纯水①

5 min→纯水②5 min。

2. 用 3%的 H2O2室温避光，湿盒中浸泡 10 min。

3. PBS 涮洗 3 次/3 min。

4. 将组织切片放入抗原修复液中（枸橼酸钠缓冲液），用微波炉加热，高

火至沸腾后 2 min，后拿出室温放置 10 min，再转低火加热 10 min，室温冷却。

5. PBS 涮洗 3 次/3 min。

6. 滴加组织封闭液—1%BSA（PBS 配制）。

7. 弃封闭液，滴加一抗孵育，放入湿盒 4 ℃过夜。

8. PBS 涮洗 3 次/3 min。

9. 滴加二抗（辣根过氧化物酶标记），湿盒中 37 ℃，1 h。

10. PBS 涮洗 3 次/3 min。
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11. DAB 显色，1-5 min。自来水冲洗 1 min。

12. 苏木素复染，30-90 s，自来水冲洗 1 min。

13. 分色—盐酸酒精（1%），1-3 s，自来水冲洗 1 min。

13. 常规酒精梯度脱水，二甲苯透明。

14. 中性树脂封片，镜检，拍照。

2.8 PAS 糖原染色实验步骤

1.同免疫组化第一步。

2.将脱蜡后的组织切片放到 PAS 染色液 B 中进行染色 10-15 min，用自来水

进行流水冲洗 1 min，再用蒸馏水涮洗两遍；

3.组织切片放入 PAS 染色液 A 中浸染 25-30 min，注意避光，流水冲洗 5 min；

4.组织切片用 PAS 染色液 C（即苏木素）中染色 30 s-60 s，用自来水流水冲

洗 1 min，用盐酸酒精溶液进行分色，自来水冲洗，氨水返蓝，再次用流水冲洗。

5. 同免疫组化第 13 步。

6. 同免疫组化第 14 步。

注：①PAS 染色液 B 要经常更换，避免影响染色效果；

②PAS 染色液 A 染色时要避光。

2.9 天狼猩红染色

1. 同免疫组化第一步。

2. 将组织切片放到天狼猩红染液中染色 8 min—15 min，后放入无水乙醇①

2min→无水乙醇②2 min→无水乙醇③2 min，进行脱水；

3. 将组织切片从无水乙醇中取出，再放入到干净的上行二甲苯中进行透明

5 min，中性树胶封片。

4. 注意染色后的无水乙醇脱水时应控制程度（具体时间根据组织不同有所

改变），片子不能残留多余的染液，也不能影响黄色的背景。

2.10 TUNEL 染色

选用了罗氏试剂盒，将石蜡包埋切片后的组织进行以下操作：
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1. 同免疫组化第一步。

2. 切片用 20 ug/mL 蛋白酶 K（溶于 Tris/HCl 中，pH=7.4~8.0）室温中孵

育 15~30 min。PBS 漂洗 2 次。

3. 孵育间隙同时制备 TUNEL 反应混合液，5 μl 试剂① + 45 ul 试剂②，配

成体积为 50 μl 的 TUNEL 反应混合物（现配现用，4 ℃避光）。

4. PBS 漂洗后的玻片，擦干或晾干后，在标本上滴加 50 μl TUNEL 反应混

合液（上一步 3.所配制的）（阴性对照组仅加 50 μl 荧光素标记的 dUTP 液）盖

上加盖玻片后，放入避光的湿盒中 37 ℃反应 1 h。PBS 涮洗 3 次，洗掉反应液，

样品即可用荧光显微镜（绿色）分析结果。

2.11 免疫荧光

1. 同免疫组化第一步。

2. 1% BSA（用 PBS 配置）室温封闭 30 min，PBS 涮洗 3 次，5 min/次；

3. 加入 PBS 稀释放入一抗（ 含有 1% BSA）（抗体约 1:100-1:300）,每个

载玻片上的一块组织上滴加 50 μl—100μl（具体根据样品大小适时调整），4 ℃

冰箱孵育过夜（或室温孵育 2 h）。

4. PBS 涮洗 3 次，5 min/次。

5. 加入对应二抗（1:200 用 PBS 配置）37℃避光孵育 2 h，每玻片加 50 μl

—100 μl（根据样品大小调整），PBS 涮洗 3 次，5 min/次。

6. DAPI 染料（用于染死细胞的细胞核）染核 5 min，用 PBS 稀释，比例

推荐范围 1:3000-1:5000。

7．用 PBS 涮洗结束染色，将抗荧光淬灭封片剂适量滴加在载玻片上，将盖

玻片倒扣在封片剂上，用纸吸干多余封片剂）室温避光晾 10 min（也可选用指

甲油封闭玻片四周）。

8. 在荧光显微镜下观察，采集图片(若不能当天进行图像采集，则放入湿盒

中-20 ℃避光保存，避免放置时间越长，导致荧光淬灭)。

2.12 肾脏组织/细胞抽提总 RNA

1. 每 50 mg 组织使用 1 ml Trizol，每个 EP 管中加入组织研磨珠 2-3 粒放入

提前进行降温处理的组织研磨机中，工作三次； 6 孔板每孔细胞使用 1 ml Trizol
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刮下（注意 Total RNA 的整个提取过程都需要在冰上进行）。

2. 取出研磨好的组织，每管中加入 200 μl 氯仿，剧烈震荡 15 s，在冰上进

行孵育 5 min。

3. 12,000 转，4 ℃，离心 10 min。

4. 小心取出离心后的 EP 管，吸取上层溶液至新 EP 管（记录吸取的体积）。

5. 加入等量的体积异丙醇，混匀后离心。

6. 12,000 转，4 ℃，离心 1 min；小心倒出液体。

7. 再用 1 ml 预冷的 70%乙醇（用无水乙醇+超纯水配制）洗涤沉淀，12,000

转，4 ℃，离心 5 min；弃上清，用枪头小心吸去残留液体。超净台中吹风干燥

约 5 min，加入适量的无酶水，测 RNA 浓度（适度调整添加无酶水，使 Total RNA

浓度在 500-1000 ng/μl）。

2.13 PCR 分析：

2.13.1 RNA 的逆转录: （选用 TAKARA 试剂盒）

1. 对测定后的 Total RNA 进行数据处理计算，得出 1μg RNA 体积的所需的

体积（μl），补加无酶水使体积为 7 μl。①

2. 配置反应液

3.反转录反应

5 × gDNA Eraser Buffer 2 μl
②

gDNA Eraser 1 μl

将②加入①中，得到混合液体 10 μl ③

离心，12000 转，4 ℃，10 min，混合均匀

42 ℃，2 min，金属浴

Master

Mix

RT Primer Mix 1 μl

④
5×PrimeScript Buffer 2 4 μl

EASY Dilution 1 μl

RNase Free dH2O 4 μl

将 Master Mix④与上一步中的③进行混合，得到终体积 20 μl 的溶液体系。
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4.将得到的 cDNA 加入 80 μl 无酶水（得到 cDNA 终浓度为 1 μg/100 μl）混

匀后，放入-80 ℃冰箱保存。

2.13.2 实时定量 PCR 分析基因 mRNA 水平在小鼠组织中的表达

将逆转后的 cDNA 进行实时定量 PCR 处理。

循环参数如下：

预变性 95℃ 5 min

循环 95℃ 5 s

64℃ 60 s 35 个循环

72℃ 30 s

总延伸 72℃ 6 min

终止 4℃ pause

表 2.3 本课题中使用的引物列表：

基因名称 引物序列

KIM 1—s ACTGCTCTTCTGATAGGTGACA

KIM 1—as ACATATCGTCCAATCACAACGAC

Cre-s ACCTGAAGATGTTCGCGATTATCT

Cre-as ACCGTCAGTACGTGAGATATCTT

Flox-s GTTAGATGGGGGGAGGGGACAACT

Flox-as TCTGTGAAGCGAGTCCTTAGGCT

KO-EP4—s CCTTCACCACGTTTGGCTGAT

金属浴 37 ℃加热 15 min，85 ℃加热 5 s，完成逆转录。
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KO-EP4—as ATGGTCATCTTACTCATCGCCAC

2.14 肾脏组织提取总蛋白

1. 100 mg 左右组织，加入 500 μl 蛋白裂解液中，加入组织研磨珠放入提前

遇冷的组织破碎仪中，工作三次。

2. 超声粉碎，3 秒/次，间隔 2 秒，10 次；

3. 4℃，12,000 转，离心 10 分钟；

4. 取上清，-80 ℃冰箱保存。

2.15 细胞提取总蛋白

1. 用 1×PBS 涮洗六孔板中的每个空，涮洗三次，吸干净残余液体，加入

蛋白裂解液，刮下细胞，在冰上静置 5 分钟，然后用细胞刮，刮下裂解完全后

的细胞，放入 EP 管中；

2. 超声粉碎，3 s /次，间隔 2 s，3 次，功率为 30%；

3. 4℃，12,000 转，离心 10 min；

4. 取上清，-80 ℃冰箱保存；

2.16 BCA 法测定细胞和组织蛋白浓度

对提取的蛋白进行定量处理，选用 BCA 试剂盒，96 孔酶标板下列表格中标

准品和 PBS-1 列加入蛋白标准溶液（PBS+20 mg 的 BSA 制备）以及相应的 PBS，

待测样品按照表格待测样品和 PBS-2 列加样，点样后每孔均加入 200 µl 工作液

（表 2.5.2）。37℃孵育 30 min，在波长 570 nm 处，用酶标仪测量吸光度获取对

应 OD 值。用 Excel 软件结合已知的 BSA 标准品的量和吸光度 OD 值画出标准

曲线（R2 >0.99），参考标准曲线，根据各蛋白样品的吸光度 OD 值，代入标准

曲线公式计算出样品蛋白浓度。

表 2.5.1 蛋白浓度测定表：

标准品

浓度

标准品

（μl）

PBS-1

（μl）

待测样品

（μl）

PBS-2

（μl）

0 A 0 20 2 18
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25 B 1 19 2 18

50 C 2 18 2 18

100 D 4 16 2 18

200 E 8 12 2 18

300 F 12 8 2 18

400 G 16 4 2 18

500 H 20 0 2 18

表 2.5.2 BCA工作液的制备：

每个样品

微型定量

试剂 A：BCA 溶液 200 μl

试剂 B：4 %硫酸铜 4 μl

2.17 免疫蛋白印迹（Western Blot）

1. 根据自己目标蛋白大小制定合适的 SDS 聚丙烯胺凝胶 (SDS-PAGE)，用

Bio-Rad 的 Western Blot 机器进行电泳。

2. 刚开始将电压设定为 80V ，等到蛋白电泳过浓缩胶后可以调高电压

120V，直至蛋白电泳到接近分离胶下边缘时（本实验所有的 Western Blot 电泳时

电压时恒定的 80 V）；停止电泳，取出凝胶，割取 8 X 5 cm 大小，与硝酸纤维

素膜相贴，仍旧用 Bio-Rad 机器换用电转液进行转膜，将蛋白转移到硝酸纤维

素膜上，以 200 mA 定流电转进行蛋白电转印 1.5-3 小时。

3. 在进行抗体杂交之前，首先要对转印后的膜进行封闭，以防止非特异性

的吸附，推荐使用 5 %的脱脂牛奶（现用现配），将转印后的膜放入 5%的脱脂

牛奶中，37 ℃摇床孵育 1 h。

4. 用 1x TBST 涮洗封闭后的硝酸纤维素膜，一次 5 min，洗五次，确保涮

洗干净脱脂牛奶后，用自封袋和封口机将按照抗体说明书要求配置好的抗体与

膜封闭在一起进行孵育，一般情况下 4℃过夜；

5. 将 4℃过夜后膜取出，TBST 摇床室温洗涤，5 min/5 次，然后按照该次

实验对应的目标蛋白抗体说明书推荐比例孵育二抗，浓度一般为 1:5000—

1:10000。
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6. 按照 Westem Blot 飞克特超敏 ECL 发光液说明书具体步骤进行化学发

光显色，发光液 A 试剂和 B 试剂的体积比为按照 1: 1 制备，用化学自动成像分

析仪（美国 ProteinSimple 公司）进行曝光成像。曝光后的蛋白需要进行灰度值

的分析，选用 Image J 扫描灰度值进行相对表达量分析。以 GAPDH 为内参，内

参蛋白和目的蛋白进行对比，得出的比值可以表示该目的蛋白的相对表达量。

2.18 人脐静脉内皮细胞（HUVECs）培养

1. 在 37℃预热装有 Hepes 的烧杯，检查脐带是否有破损，将压痕剪掉；

2. 将脐带静脉一端连接带孔堵头结扎，用注射器吸去预热的 Hepes 溶液连

接堵头冲洗脐带；

3. 将脐带静脉另一端连接带有橡皮管的堵头，止血钳钳×夹橡皮管，封闭脐

带；

4. 向脐带静脉中注射 0.25%胰酶至充盈；

5. 将脐带置于加热装有 Hepes 的烧杯中热 12-15 min；

6. 取出脐带，用 Hepes 将脐带中的消化产物冲洗出来，1000 转离心 5 min；

7. 使用含 FBS 的 ECM 培养基重悬，铺至胶原 I 包被的培养瓶或培养皿中，

4h 后换液；

8. 细胞长满（约 2-3 天），将细胞传代，一个 10 cm 大皿传为 3 个，实验

使用的细胞需要在第 3-9 代进行。

表 2.6 ECM培养基：

质量

NaHCO3 2.2 g

M199 培养基 10.49 g

Hepes

Thymidine 5.96 g

肝素 3 mg

ECGF 94 mg

青霉素 100，000 u

链霉素 100，000 u



实验方法

23

2.19 小管形成实验

1. 在 4℃预冷后的 96 孔板中提前 1h 铺上 4℃预冷后的基质凝胶

（CORNING），每孔 50-60 μl。

2. 将 HUVECs（3×105细胞/孔）铺在已预先涂上基质凝胶的 96 孔板中。

3. 放入 37 °C、5% CO2细胞培养箱中，用含血清的培养基中孵育 6 小时后，

在倒置显微镜下拍摄小管形态图并通过计算网格数量[38, 39]，量化的成管总长度。

2.20 统计学分析

使用 GraphPad Prism 软件进行数据分析和图表制作。本研究实验的所有结

果均为平均值±SEM。每两组实验的相应数据采用了双尾未配对的 T 检验。相

关分析采用 Pearson 非参数 Spearman 检验。P < 0.05 差异表示有统计学意义。



实验结果

24

3. 实验结果

3.1 血管内皮细胞 EP4 缺陷小鼠的构建。

我们采用 loxp-Cre 重组酶系统构建组织特异性敲除小鼠
[40]

。首先，使用转

基因的方法在小鼠基因组编码 EP4 的 2 号外显子两端各插入一个 flox 位点得到

EP4flox/flox 小鼠。然后获得 Tie2-Cre 特异性表达于血管内皮细胞 Cre 转基因小鼠
[40]

。 并 将 EP4flox/flox 小 鼠 分 别 与 Cre 小 鼠 杂 交 [43] ， 经 繁 殖 后 得 到 的

EP4flox/floxTie2-Cre+小鼠为血管内皮细胞特异性敲除 EP4 小鼠（EP4ΔEC），其同

笼繁殖出的 EP4flox/floxCre-(EP4flox/flox)为对照小鼠。图 1A 为 EP4—flox 载体的结

构，根据这个载体结构设计了两对引物用于小鼠基因型的鉴定，p3 和 p4 这对引

物设计在一个 loxp 位点的两端，如果有 loxp 位点，PCR 产物的大小为 344bp，

没有则产物位于 243bp 的位置。图 1B 为提取小鼠尾巴的 DNA 进行 PCR 用以鉴

定特异性敲除小鼠基因型的代表图，其中，我们分别对 Cre 基因的有无和是否存

在 flox/flox 纯合子进行鉴定，进而确定小鼠的基因型。为了进一步鉴定 EP4 是

否在特定组织发生了基因组的剪切和敲除，我们分离了小鼠主动脉的内皮细胞

和平滑肌细胞，分别提取 DNA 和 mRNA 进行鉴定。以 EP4ΔEC小鼠的内皮细胞

DNA 为模板，利用第一部分所述的 P1 和 P2 这对引物进行 PCR 得到产物，包括

较亮的 EP4 的 2 号外显子已被剪切的大小为 370bp 产物和较暗的 EP4 的 2 号外

显子未被剪切掉的 2000bp 产物，说明 EP4ΔEC小鼠内皮细胞的 DNA 中 EP4 基因

大部分经过了剪切，而平滑肌细胞 DNA 为模板得到的产物基本只有原始产物，

说明 EP4ΔEC 小鼠仅在内皮发生了 EP4 基因的剪切（图 1C）。利用 mRNA 进行

反转录 PCR，以其 cDNA 为模板， EP4ΔEC小鼠的内皮细胞中无 EP4 的表达（图

1D）。为了一进步验证所使用的 EP4ΔEC小鼠也实现了肾脏毛细血管内皮细胞 EP4

的表达缺失，对肾脏组织进行 EP4 和 Endomucin 免疫荧光染色，结果证实 EP4Δ

EC小鼠 Endomucin 阳性的细胞确实出现了 EP4 表达的缺失（图 1E），说明 EP4

在内皮细胞特异性敲除小鼠的特定组织发生了敲除。
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图 1. 血管内皮细胞 EP4 缺陷小鼠的构建和鉴定

A.EP4—flox 载体的结构，p1 和 p2 为鉴定基因组剪切的引物，p3 和 p4 为鉴定小鼠

flox/flox 基因型的引物。B.利用小鼠尾巴 DNA 进行基因型鉴定的代表图。C. EP4ΔEC 小鼠分

离主动脉内皮细胞和平滑肌细胞，提取其 DNA，鉴定基因组剪切的代表图。D. EP4ΔEC小鼠

分离主动脉内皮细胞和平滑肌细胞，提取其 mRNA，鉴定 EP4 表达的代表图。E.肾脏组织

Endomucin 和 EP4 荧光双染，鉴定 EP4 在肾间质毛细血管内皮细胞的表达。
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3.2 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重肾脏缺血再灌注损伤。

EP4ΔEC 和 EP4flox/flox 小鼠采用经典双侧肾动脉夹闭后再灌注的损伤模型[44]

（IR），与假手术组（Sham）相比，再灌注 24 小时小鼠组血清肌酐(图 2A)、血

尿素氮(图 2B)及尿蛋白（图 2C&D）升高，其中 EP4ΔEC 升高更显著。而在再灌

注 14 天后，EP4flox/flox 小鼠肾脏损伤症状(血 SCr、血 BUN、尿蛋白)有明显改善，

但 EP4ΔEC小鼠肾损伤没有明显改善。以上结果提示内皮细胞 EP4 可能参与改善

肾脏缺血再灌注急性期滤过屏障的损伤以及后期肾脏的自身修复过程。肾脏缺血

再灌注损伤的代表性变化是存在肾脏损伤因子 1（Kidney injury molecular 1,

KIM1）的表达增加[45-47]，而我们的结果也同样证实，肾脏缺血再灌注后 KIM1

的表达增加，而内皮细胞 EP4 缺陷后 KIM1 增加更为明显（图 2E）。为进一步

验证内皮细胞 EP4 参与肾脏缺血再灌注损伤的具体部位，我们对动物肾脏组织

进行形态学染色发现：缺血再灌注 24 小时后，肾脏肾小管结构结构破坏，炎症

细胞浸润，大量蛋白管型，而 EP4ΔEC肾脏损伤更为严重。与文献报道相一致，

再灌注 14 天后，对照小鼠肾脏结构基本恢复正常，而 EP4ΔEC小鼠仍存在异常结

构变化[48]（图 2F）。以上结果表明肾脏内皮细胞 EP4 加重了缺血再灌注诱发的

肾小球和肾小管的损伤；不仅参与肾脏缺血再灌注早期肾脏损伤，影响后期肾脏

修复的过程。
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图 2. 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重肾脏缺血再灌注损伤

8 周龄雄性 EP4ΔEC 和 EP4flox/flox 小鼠进行双肾动脉夹闭 30min，移除动脉夹，再灌注 24

小时（IR-24h）或 14 天（IR-14d）。假手术组小鼠（Sham）作为对照。四组小鼠分别检测：

A & B. 血中肌酐和尿素氮的含量；C&D. 尿蛋白的含量；E. 肾脏组织中 KIM1 的 mRNA 表

达；F. 肾脏组织 PAS 染色。n=5，*P<0.05 vs EP4flox/flox-Sham，#P<0.05 vs EP4flox/flox-IR-24h，

&P<0.05 vs EP4flox/flox-IR/14d。
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3.3 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重缺血再灌注诱发的肾脏组织细胞凋

亡和焦亡。

组织缺血再灌注后大部分伴随有细胞凋亡和坏死的表现[49]，而我们使用

TUNEL 染色检测其在肾脏组织中的阳性表达，结果发现内皮 EP4 缺陷小鼠无论

在再灌注 24 小时还是 14 天，均表现为更为显著的肾脏固有细胞 TUNEL 阳性表

达（图3A&B）。与之相一致的，EP4ΔEC小鼠肾脏组织中凋亡相关蛋白bax、caspase3

的活性形式（Cleaved-caspase3）在缺血再灌注后24小时后上调显著高于EP4flox/flox

小鼠（图 3C&D），而以上指标在再灌注 14 天后在两种基因型小鼠无显著差异

（图 3E&F）。最近研究发现细胞焦亡也是肾脏缺血再灌注损伤的常见表现[50]，

因而我们检测肾脏组织参与焦亡相关经典通路[51]caspase1/caspase11—GSDMD

的表达，结果显示：EP4ΔEC 小鼠肾脏缺血再灌注 14 天后，肾脏组织 caspase1、

caspase11 和 GSDMD 活化的 N 端序列（N-GSDMD）表达显著高于 EP4flox/flox 小

鼠（图 3 E&F），但是这种差异在再灌注 24 小时并不明显。从以上结果可知，

内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注的不同时期，通过调控不同的细胞死亡方式发

挥对肾脏的保护作用。

前期有大量的研究证实 MAPKs 信号通路的主要成员 JNK, ERK1/2 和 P38

在急慢性肾损伤中有重要的影响，其中 JNK 和 P38 在凋亡、坏死和焦亡等多种

细胞死亡形式中发挥重要作用[52, 53]。而我们在体结果也同样发现肾脏缺血再灌注

24 小时后肾脏 JNK 的磷酸化激活，其中血管内皮细胞 EP4 敲除后这种激活更为

显著（图 3 G&H），而这些指标在再灌注 14 天后的两种基因型小鼠无显著差异

（图 3 I&J），因而我们推断血管内皮细胞 EP4 调控肾脏缺血再灌注损伤时的凋

亡和焦亡的发生可能是通过调控 JNK 实现的。
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图 3. 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重肾脏缺血再灌注后肾脏固有细胞的凋亡和焦亡

EP4ΔEC 和 EP4flox/flox 小鼠分别进行双肾缺血后再灌注 24 小时（IR-24h）或 14 天（IR-14d）

后分别检测肾脏中：A & B. TUNEL染色检测肾脏细胞阳性表达情况代表图和统计图；C & D.

以上四组小鼠肾脏组织凋亡相关蛋白 bax, Cleaved-caspase3, BAX 以及焦亡经典蛋白

caspase1, caspase11, GSDMD, N-GSDMD 的表达变化western blot代表图和统计图。E & F. 肾

脏组织中 MAPKs 通路成员 p-JNK/JNK, p-P38/P38 和 p-ERK1/2 / ERK1/2 的蛋白表达的

western blot 代表图和灰度统计图。n=5，*P<0.05 vs EP4flox/flox-Sham, #P<0.05 vs EP4flox/flox-IR.
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3.4 血管内皮细胞 EP4 通过 cAMP-PKA 调控 JNK 的磷酸化影响低氧

诱导的细胞凋亡和焦亡。

在体结果证实血管内皮细胞 EP4 缺陷会加重在肾脏缺血再灌注处理后组织

凋亡和焦亡，同时会增加磷酸化的 JNK 表达（p-JNK），提示我们肾脏缺血再

灌注时内皮细胞 EP4 可能存在依赖于 JNK 的调控细胞凋亡和焦亡的过程。为了

进一步阐明内皮细胞 EP4 参与以上过程的具体机制，我们在体外培养人脐静脉

内皮细胞（HUVECs），使用氯化钴模拟细胞低氧状态，结果发现：EP4 激动剂

可以抑制低氧诱导的 Cleaved-caspase3, N-GSDMD 的增加和 JNK 的磷酸化，而

EP4 的这一改善作用可以被 cAMP 下游作用靶点 PKA 的抑制剂 H89 拮抗（图

4A&B）。与之相对应的，EP4 的拮抗剂 ONO-AE3-208 加重增加低氧诱导的

Cleaved-caspase3，N-GSDMD和 p-JNK的表达，EP4下游 cAMP的类似物 dbcAMP

可以显著减轻这一变化（图 4C&D）。以上结果证实 EP4 可能通过 cAMP-PKA

抑制 JNK 的磷酸化减轻低氧时内皮细胞的凋亡和焦亡的发生。



实验结果

31

图 4. 内皮细胞 EP4 通过 cAMP-PKA 调控 JNK 的活化影响低氧状态下内皮细胞的凋亡和

焦亡发生

体外培养 HUVECs，氯化钴（CoCl2）500 mmol/L 处理 24 小时模拟缺氧状态，A & B.

同时给予 EP4 激动剂 PGE1-OH（1mmol/L）以及 PKA 和 Epac 拮抗剂 H89（1mmol/L）和

ESI-09（1mmol/L）处理，western blot 检测细胞凋亡相关蛋白—Cleaved-caspase3，焦亡相关

蛋白—GSDMD, N-GSDMD，以及相关信号通路蛋白 p-JNK 的表达变化。 C & D. 给予 EP4

拮抗剂 ONO-AE3-208 (1mmol/L) 以及 cAMP 类似物拮抗剂 dbcAMP（1mmol/L），western blot

检测 Cleaved-caspase, GSDMD, N-GSDMD, p-JNK 的表达变化。n=4，*P<0.05 vs control,

#P<0.05 vs CoCl2, &P<0.05 vs CoCl2+PGE1-OH（or ONO-AE3-208）。
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3.5 血管内皮细胞 EP4 缺陷加重缺血再灌注后肾间质毛细血管减少

和纤维化。

临床上缺血再灌注导致的肾脏固有细胞的损伤会进行自我修复，其中包括

肾小管旁毛细血管的新生来加强局部细胞更新所需的血供，如果肾间质血管新

生不足会进一步加重肾脏缺氧，进而增加转化生长因子β (TGF-β)、结缔组织生

长因子（CTGF）等促纤维化因子的表达启动肾脏纤维化进程，最终转变为慢性

肾病或终末期肾病[54-56]。我们的研究中也证实肾脏缺血再灌注损伤后期会出现肾

小管周毛细血管减少，与之前的相关文献报道相一致（图 5A）。内皮细胞参与

的血管新生是影响肾间质毛细血管损伤后重建的关键步骤[54-56]。同时，我们前面

实验证实血管内皮细胞 EP4 缺陷会加重缺血再灌注 14 天后肾脏的损伤症状。而

进一步研究也发现：与对照小鼠相比，EP4ΔEC小鼠肾脏缺血再灌注 14 天后肾脏

的出现以 CD31 阳性减少为特征的肾间质毛细血管减少表现（图 5A&B），同时

肾小管出现以 PCNA 的表达降低来表明着增殖能力的减弱（图 5C），并且从天

狼猩红染色也发现内皮细胞 EP4 缺陷会加重肾脏缺血再灌注损伤后的肾脏纤维

化水平（图 5D）。Western Blot 结果也显示肾脏纤维化指标α-SMA 的表达也是

明显增加（图 5E&F）。由上结果可以得出：血管内皮细胞 EP4 参与调控肾脏缺

血再灌注后期肾脏肾间质毛细血管新生和纤维化进程。

大多数研究认为转化生长因子β (TGF-β)在纤维化进程中起关键作用，它通

过 smad 信号通路的下游激活来执行其生物学功能[48]。 而我们的在体结果发现

肾脏缺血再灌注 14 天肾脏组织α-SMA 表达显著增加，与此同时 TGF-β-smad 信

号通路中的 smad3 的磷酸化水平也显著增加，并且在内皮细胞 EP4 缺陷小鼠增

加更为显著（图 5E&F）。提示我们内皮细胞 EP4 可能通过调控 smad3 的磷酸化

水平参与缺血再灌注后的肾脏纤维化进程。
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图 5. 血管内皮细胞EP4缺陷抑制肾脏缺血再灌注损伤修复期肾间质毛细血管新生和实质

细胞的增生以及损伤后期的肾脏纤维化

EP4ΔEC 和 EP4flox/flox 小鼠分别进行双肾缺血后再灌注 14 天（IR-14d）。A&B. 肾脏组

织免疫荧光检测 CD31（Green）阳性内皮细胞数量和肾间质血管结构；C. 肾脏组织切片

PCNA 免疫组化显示实质细胞增生情况。D. 天狼猩红染色显示四组小鼠的肾脏纤维化表现；

E &F. Western blot 技术检测肾脏组织中纤维化标致蛋白 α-SMA 和纤维化信号通路

p-smad3/smad3 和 MAPKs 表达变化的代表图和统计图。n=5，*P<0.05 vs EP4flox/flox，#P<0.05

vs EP4flox/flox-IR-14d。
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3.6 内皮细胞 EP4 通过 cAMP-Epac 调控血管新生。

内皮细胞参与的血管新生是影响肾间质毛细血管损伤后重建的关键步骤
[57]。而作为 PGE2 受体 EP4，参与介导了 PGE2 在肿瘤血管新生过程[28]。因而我

们推断肾脏毛细血管内皮细胞 EP4 是否通过影响血管新生参与缺血再灌注损伤

的修复过程。前面在体研究已证实血管内皮细胞 EP4 缺陷小鼠出现新生血管减

少和结构紊乱表现。与之相一致的，离体细胞实验发现：EP4 特异性激动剂可以

增加 HUVECs 小管形成，但是这一过程可以被 cAMP-Epac1 拮抗剂 ESI-09 显著

抑制（图 6A&B）；同样从反方面来验证，得出 EP4 的拮抗剂是会抑制小管形

成的，而只有 cAMP 的类似物 dbcAMP 可以逆转拮抗剂的作用，促进小管形成。

因而 EP4 参与的内皮细胞血管新生可能依赖于 cAMP-Epac 的通路。
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图 6. EP4 通过 cAMP-Epac 调控内皮细胞小管形成

体外培养 HUVECs，A&B . 同时给予 EP4 激动剂 PGE1-alcohol（1mmol/L）以及 PKA

和 Epac 拮抗剂 H89（1mmol/L）和 ESI-09（1mmol/L）处理，或 EP4 拮抗剂 ONO-AE3-208

（1mmol/L）以及 cAMP 类似物拮抗剂 8Bromo-cAMP（1mmol/L）和 dbcAMP（1mmol/L）

检测细胞小管形成。n=4,*P<0.05 vs control，#P<0.05 vs PGE1，&P<0.05 vs ONO-AE3-208.
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3.7 EP4通过 cAMP-PKA调控 smad3的磷酸化参与内皮细胞的成纤维

转化进程。

在器官纤维化进程中，除外组织本身所含的成纤维细胞增殖外，还存在组

织固有细胞向成纤维细胞转化的现象，在肾脏，常见的是内皮细胞向成纤维细

胞转化（EndoMT）和小管上皮细胞向成纤维细胞转化（EMT），其中肾脏肌成

纤维细胞来源中 EndoMT 的明显高于 EMT[58-61]。因而 EndoMT 可能在肾脏缺血

再灌注损伤后期纤维化中有极为重要的作用。为了进一步阐明 EP4 调控肾脏纤

维化中 EndoMT 的具体机制，我们在 HUVECs 应用 TGF-β模拟慢性肾损伤时内

皮细胞向成纤维转化的过程，通过应用药物干预发现：EP4 激动剂可以显著抑制

TGF-β诱导的α-SMA 和 p-smad3 的表达，而 PKA 的抑制剂 H89 可以逆转 EP4

激动剂这一改善过程（图 7A&B）。同时，EP4 的拮抗剂的作用效果与之相反，

明显加重 TGF-β诱导的α-SMA 和 p-smad3 的表达变化，cAMP 的类似物 dbcAMP

可以显著改善这一变化（图 7C&D）。以上结果均证实了 EP4 可以通过 cAMP

影响 smad3 的磷酸化激活参与内皮细胞 EndoMT 进程。
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图 7. 内皮细胞 EP4 通过抑制 smad3 激活抑制 TGF-β诱导的 EndoMT

体外培养 HUVECs, TGF-β 1 ng/L 处理 24 小时诱导内皮细胞向成纤维细胞转化，A & B.

同时给予 EP4 激动剂 PGE1-OH（1 mmol/L）以及 PKA 和 Epac 拮抗剂 H89（1 mmol/L）和

ESI-09（1 mmol/L）处理，western blot 检测 EndoMT 相关蛋白—α-SMA，以及相关信号通

路蛋白 p-smad3 的表达变化。C & D. 给予 EP4 拮抗剂 ONO-AE3-208（1mmol/L）以及 cAMP

类似物拮抗剂 dbcAMP（1 mmol/L），western blot 检测 EndoMT 相关蛋白—α-SMA，以及

相关信号通路蛋白 p-smad3 的表达。n=4，*P<0.05 vs Control, #P<0.05 vs TGF-β，&P<0.05 vs

TGF-β+PGE1-OH（or TGF-β+ONO-AE3-208）。
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4. 讨论

肾脏作为人体主要代谢器官，含有丰富的微血管，包括肾小球毛细血管、

肾小管旁毛细血管以及直小血管等[62]。作为血管的主要组成细胞——内皮细胞在

肾脏生理和病理生理中的作用开始引起广泛的关注[63]。EP4 是 PGE2的受体亚型

之一，在肾脏肾小球、肾小管及直小血管等部位广泛表达[64]，大量研究已证实

EP4 在参与肾脏水盐代谢、肾素分泌等生理过程中有重要的调节作用，同时也有

部分研究证实 EP4 的活性药物在肾脏的急慢性肾脏损伤中有重要影响[64]，但是

高表达 EP4 的血管内皮细胞在肾脏生理和病理生理过程中的作用目前还未有相

应报道。本课题通过构建血管内皮细胞特异的 EP4 缺陷小鼠（EP4ΔEC），在整

体和分子水平验证内皮细胞 EP4 缺陷加重肾脏缺血再灌注早期和晚期损伤。其

中早期损伤可能是加重内皮细胞凋亡发生的，晚期损伤则是通过影响内皮细胞

焦亡实现的。同时，血管内皮细胞 EP4 缺陷还会抑制肾脏缺血再灌注后的转归，

主要原因可能是 EP4 缺陷抑制肾间质毛细血管的再生加重组织缺血缺氧，促进

EndoMT 加速肾脏纤维化共同导致的。

肾脏缺血再灌注损伤是一个动态变化过程，再灌注早期病理生理特征包括

血流动力学变化、炎症细胞浸润、内皮和上皮细胞损伤。而后期变化包括适应

性组织损伤修复，如若修复不良则转为慢性肾脏疾病[66, 67]。因而阐明早期的损伤

和后期修复的机制对临床开展肾脏缺血再灌注损伤的防治措施具有重要的临床

意义。我们在 EP4ΔEC 和 EP4flox/flox 小鼠应用双肾动脉夹闭模拟缺血，再通 24 小

时模拟再灌注早期模型，再通 14 天模拟再灌注后期修复[68]。在体结果发现内皮

细胞 EP4 缺陷不仅加重缺血再灌注引发的肾脏早期损伤，也影响了肾脏损伤后

的正常转归过程。说明内皮细胞在肾脏缺血再灌注损伤的整个过程中都有重要

的作用。

内皮细胞是一类对冷热刺激和氧气含量较为敏感的细胞，在肝脏、肺和肾

脏的缺血再灌注时都会首先刺激内皮细胞使其发生水肿、细胞骨架和细胞间连

接破坏进而损伤内皮细胞屏障功能、细胞表面糖蛋白减少、细胞表面炎症细胞

黏附因子（ICAM1,VCAM1 等）增加、合成缩血管物质（内皮素等）增加，但

是舒血管物质（NO 等）减少、促细胞存活因子合成减少、以及促细胞死亡因子

增加等病理生理过程，这些作用最终会导致器官的损伤[69]。

肾脏缺血再灌注早期内皮细胞损伤主要表现为功能障碍、氧化应激、凋亡
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和坏死等变化。我们的实验结果也发现缺血再灌注会加重肾脏的固有细胞死亡

症状，主要表现为再灌注早期以 TUNEL 阳性为代表的细胞数量增加，同时我们

也发现 EP4ΔEC小鼠肾脏再灌注后凋亡坏死更为明显。与文献报道相一致，在对

照小鼠再灌注晚期凋亡和坏死显著改善，而在 EP4ΔEC小鼠这种改善并不显著。

为了进一步阐明这些凋亡坏死发生的具体过程，我们检测肾脏组织中的凋亡指

标 bax 和 Cleaved-caspase3 的表达变化，发现内皮细胞 EP4 缺陷小鼠仅在再灌注

早期出现 bax 和 Cleaved-caspase3 表达高于 EP4flox/flox小鼠。而在后期这些指标在

两组小鼠差别不大。因而可能存在其它的介导细胞损伤死亡的调控通路来参与

肾脏缺血再灌注时内皮损伤过程。细胞焦亡是一种由炎性小体介导的炎症性程

序性细胞死亡，是机体对感染和细胞损伤的免疫应答。这种溶解性的细胞死亡

与细胞凋亡不同，是一种由 GSDMD 介导的细胞膜裂孔形成并导致细胞肿胀和

破裂的死亡过程。最近研究证实在多种急性肾损伤模型中均存在细胞焦亡通路

caspase1/caspase11-GSDMD 激活，GSDMD 缺陷小鼠肾脏损伤显著改善[70, 71]。因

而我们检测细胞焦亡通路 caspase1/caspase11-GSDMD表达，发现在内皮细胞EP4

缺陷加重肾脏缺血再灌注损伤后期损伤修复过程中焦亡的发生。因而在肾脏缺

血再灌注时，内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注的不同时期，分别通过调控凋亡

和焦亡影响肾功能。

由上结果我们证实了血管内皮细胞 EP4 的表达在肾脏缺血再灌注损伤早期

和晚期均有重要的作用，进而我们开始探讨内皮细胞 EP4 参与这个过程的具体

分子机制。已知 MAPKs（Mitogen-Activated Protein Kinases）信号通路的激活在

多种组织尤其肾脏缺血再灌注急性和慢性损伤中有重要作用[52, 53, 72]。且 EP4 下游

cAMP 在多种生理和病理生理过程中也存在调控 MAPKs 激活的作用[73]。在体结

果也证实 EP4ΔEC和 EP4flox/flox小鼠肾脏缺血再灌注 24 小时增加 JNK 的磷酸化水

平，并且 EP4ΔEC的激活更为明显。同时，我们体外实验也发现内皮细胞 EP4 的

活化直接影响细胞低氧状态下 p-JNK 的表达，而干扰 EP4 的下游 PKA 和 Epac

的活性进一步验证 EP4 可以通过 PKA 抑制 JNK 的活化参与调控细胞凋亡蛋白

Cleaved-caspase3 和焦亡蛋白 N-GSDMD 的表达。因而我们推测内皮细胞 EP4 在

缺氧早期可能通过影响 JNK 的激活参与细胞凋亡和焦亡过程的。

肾脏缺血再灌注损伤存在以肾小管周毛细血管损伤为代表的病理学变化，

这种改变会减少肾脏组织局部血供，加重局部缺氧和炎症[54, 74]。因而血管新生是

肾脏缺血再灌注损伤后及修复过程中的一个重要环节。而我们的动物模型中也
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发现血管内皮细胞 EP4 缺陷小鼠缺血再灌注后 14 天后肾小管周 CD31 阳性染色

的毛细血管结构明显少于对照小鼠，与之相对应的局部固有细胞的增生也相应

的减少。在多种肾脏慢性疾病发生时，肾脏毛细血管减少，组织由于长期处于

低灌注乏氧状态因而会导致肾间质的纤维化[55, 75]。同样的，我们的在体结果显示

与 EP4flox/flox 小鼠相比内皮细胞 EP4 缺陷（EP4ΔEC）小鼠肾脏缺血再灌注 14 天

后肾脏组织出现明显的纤维化表现，并且肾脏组织中纤维化指标α-SMA 的表达

也显著增加。因而我们证实内皮细胞 EP4 缺陷干扰了肾脏缺血再灌注损伤后修

复可能与其影响肾间质微小血管新生，加重肾脏组织缺氧，进而启动肾脏的纤

维化进程相关。

毛细血管的新生是由内皮细胞参与的一个复杂的过程，其中内皮细胞成管

能力是判断血管新生的一个重要指标。我们在细胞实验证实激活 EP4 可以增加

内皮细胞小管结构的形成，这一过程可以被 Epac 的拮抗剂 ESI-09 所显著抑制，

因而内皮细胞 EP4 存在依赖于 cAMP-Epac 的途径调控小管形成。

上述在体实验中我们发现内皮细胞 EP4 缺陷（EP4ΔEC）小鼠在再灌注 14 天

后肾脏血管新生减少，组织长期乏氧状态导致低氧诱导因子 TGF-β等细胞因子

增加，启动肾脏固有细胞的向成纤维细胞转化，在这一过程中 smad3 的激活发

挥重要的作用[63, 76, 77]。我们在体也证实内皮细胞 EP4 缺陷后肾脏组织中 smad3

的磷酸化水平增加，同时，离体细胞实验也同样发现 EP4 的激活可以干扰 smad3

的激活和α-SMA 的表达，这一过程可以被 PKA 的拮抗剂 H89 所抑制。因此，

我们认为在肾脏缺血再灌注损伤后的转归过程中，血管内皮细胞 EP4 一方面通

过 cAMP-Epac 参与了毛细血管的新生来改善肾脏乏氧状态，一方面可以激活

PKA 抑制 smad3 的磷酸化进而延缓 EndoMT 参与改善肾脏纤维化进程。

综上，我们首次验证了血管内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注的不同时期通

过参与内皮细胞不同的病理生理过程参与肾脏损伤的调控，血管内皮细胞 EP4

可能成为防治肾脏缺血再灌注损伤的新靶点。
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5. 结论

1. 血管内皮细胞前列腺素 E2受体 4 亚型（EP4）缺陷加重肾脏缺血再灌注肾损

伤。

2. 血管内皮细胞 EP4 在肾脏缺血再灌注损伤急性和慢性期分别通过抑制 JNK

激活，干扰内皮细胞凋亡和焦亡发挥肾脏保护作用。

3. 血管内皮细胞 EP4 通过依赖于 cAMP-Epac 的途径调控血管新生参与肾脏缺

血再灌注后期的肾小管周毛细血管修复过程。

4. 血管内皮细胞 EP4 可以可以干扰 TGF-β/smad3 通路影响 EndoMT 参与肾脏

缺血再灌注后期低氧诱导的肾脏纤维化进程。
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综述

前列腺素 E2 受体 4亚型（EP4）在肾脏中的研究进展

卢雨莹 综述

杜胜男 审校

前列腺素 E2（Prostaglandin E2，PGE2）是经花生四烯酸代谢的产物，主要

在肾脏和血管合成，经过旁分泌的作用在 4个 7次跨膜的G蛋白偶联受体—EP1，

EP2，EP3，EP4 来参与到肾脏和血管的生理与病理生理的过程。其中，EP4 在

肾脏的肾小球、肾小管和直小血管等部位广泛表达。前期大量研究证实肾脏 EP4

不仅在水盐代谢和肾素分泌等生理过程中有重要作用，在多种急慢性的肾脏疾

病中也有重要的影响。本文将对 EP4 在肾脏疾病中的调节作用进行综述，为肾

脏疾病的病理机制研究和临床诊疗靶点的开发提供新思路。

关键词：前列腺素 E2，EP4，肾脏疾病

肾脏作为人体的主要代谢器官，接收人体 30%的血供，含有丰富的血管结

构，包括入肾门动静脉、入球和出球小动脉、肾小球毛细血管、肾小管旁毛细

血管以及直小血管。肾脏的基本功能是生成尿液，并且借由此功能来清除体内

的代谢产物及某些废物、毒物，同时还可以经过重吸收的功能来保留水分以及

其他有用物质——葡萄糖、蛋白质、氨基酸、钠离子、钾离子、碳酸氢钠等，

以调节水、电解质平衡及维护酸碱平衡。肾脏同时还有内分泌功能，生成肾素、

促红细胞生成素、活性维生素 D3、前列腺素、激肽等，而这些又为机体部分内

分泌激素的降解场所和肾外激素的靶器官。肾脏的这些功能，保证了机体内环

境的稳定，使新陈代谢得以正常进行。

肾脏可以合成和分泌大量 PGE2，可以通过旁分泌的形式作用肾脏细胞发挥

相应的调节功能[1]。目前临床常用的非甾体类抗炎药的主要作用特点就是抑制

PGE2的合成，而肾脏是非甾体类抗炎药不良反应的主要靶器官，尤其是在老年
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人，主要表现为用药后的盐潴留、高血压和肾功能减退等症状。作为 PGE2的主

要受体之一，EP4 在肾脏血管、肾小管和间质细胞中均有表达。 因而 EP4 在肾

脏的生理和病理生理过程中具有重要的作用。本文就 EP4 在肾脏中的功能研究

进展做一综述。

1. 前列腺素 E2（Prostaglandin E2, PGE2）受体 EP4 简介

PG 的分子结构一般为一个五元环，环上附着两条侧链，长度分别为 7 个

碳原子及 8 个碳原子。PG 的生成前体是从细胞膜上磷脂水解产生的花生四烯酸

(arachidonic acid, AA)。AA 经环氧化酶 1/2 (cycloxygenase, COX1/2) 催化作用

产生 PGG2 和 PGH2，PGH2 再在不同的前列腺素合成酶作用下，生成不同的前

列腺素亚型。其中由前列腺素 E2 合酶 (prostaglandin E2 synthase, PGES) 催化产

生的 PGE2 在体内分布最广泛，作用最多样化。前列腺素的半衰期很短，合成

后与细胞膜上的受体结合，激活与受体耦联的 G 蛋白，然后接着开启下游的信

号通路，已知 PG 家族有前列腺素 D2 (PGD2)、前列腺素 E2(PGE2)、前列腺素 F2α

(PG-F2α)、前列环素(PGI2) 和血栓环素(TxA2)等，与它们相对应的受体分别被命

名为 DP,EP,FP,IP 和 TP[2]。在早期研究中，通过药理学分析鉴定出四种前列腺素

E2受体，即 EP1、EP2、EP3 和 EP4。随着分子生物学技术的进步，这四种受体

的 cDNA 序列先后被克隆，所编码的蛋白结构及作用模式也被逐渐揭示。EP

系列受体都是 7 次跨膜的 G 蛋白耦联受体 (G protein-coupled receptor, GPCR)，

受体的胞内部分可以耦联不同的 G 蛋白，因而激活不同的信号通路[3, 4] 。

2. EP4 的结构和信号通路

PGE2 的受体亚型之间的氨基酸同源性很小，单个 EP 受体之间的氨基酸同

源性不超过 30%，即使是与 Gas 蛋白偶联并激活腺苷酸环化酶的 EP2 和 EP4

受体，在人类和小鼠中也只有 38%和 31%的同源性[5]。此外，对人类 EP4 受体

的三维建模和对 PGE2 的计算机对接实验揭示了 PGE2在 EP4 三维结构上的结合
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位点为 S103、T168、Y186、F191、L195、S285 和 D311。放射配体结合的研究

表明，PGE2对 EP4 受体的亲和力高于 EP2 的亲和力。

EP4 作为 7 次跨膜的 G 蛋白偶联受体，其经典的信号通路是通过偶联细胞

内 Gas 蛋白进而增加胞内 cAMP[5], 增加的 cAMP 一方面可以通过激活 PKA 作

用转录因子 cAMP 反应元件结合蛋白(CREB)发挥抗炎、血管舒张和血管新生等

调节作用[6-9]。另一方面，cAMP 也可以与可诱导的 cAMP 早期阻遏物(ICER)

起作用， ICER 是一种截短的 CREB 类似物，与 cAMP 反应元件结合但阻断

转录。另一个独立于 PKA 的 cAMP 下游信号分子是 Epac，即 cAMP 激活的

交换蛋白。Epac-1 和 Epac-2 是连接 cAMP 和 Ras 超家族成员如 Rho，Rac 和

Ras 的鸟嘌呤核苷酸交换因子。因此，Epac 信号通常参与细胞的增殖、分化、

迁移和炎症反应[10]。Epac 和 PKA 也可以协同作用参与动脉导管闭合[11]。最后，

EP4 还存在 cAMP 依赖性，同时不依赖PKA的激活 AMP活化蛋白激酶(AMPK)

来反馈性调控 COX-2 的合成[12]。

此外，EP4 还可能存在不依赖于其偶联 Gas 蛋白增加 cAMP 的作用。EP4

过表达的 CHO 细胞在 PGE2 刺激后表现出快速的脱敏和内化的现象。EP4 中

参与其脱敏的氨基酸残基在 c-端位于 370，371，374，377，379，382 位的 6

个丝氨酸残基，而这些残基是 PKA 和 GRK 磷酸化的潜在靶标[13, 14]。而 EP4

的磷酸化可以募集β-抑制素-1（β-arrestin1），β-arrestin1 可以通过激活 c-Src 启

动表皮生长因子受体(EGFR)，进而通过磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)磷酸化 Akt 参

与结直肠癌的迁移和转移 [15]。 EP4 还存在可以直接激活 ERK 、AKT 或

PI3K/PKC 等信号参与内皮迁移、血管新生以及抑制炎症等作用[16-18]。

3. EP4 在免疫调节中的作用

广泛应用在炎症疾病中的非甾体抗炎药(NSAIDs)，主要是 PGE2的在发挥抗

炎作用，而 PGE2 的抗炎作用主要归因于 EP4 受体[19]，EP4 受体可能是起促进

炎症的作用，特别是在 Th17 依赖性疾病中[20, 21]，EP4 被广泛认为是一种重要的

致瘤分子[22]。
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4. EP4 在肾脏生理中的作用

首先，在肾脏发育方面，EP4 缺陷小鼠肾小球体积减小[23]。同时，体外实

验发现EP4 不仅介导了 PGE2 促进肾小球上皮细胞的存活作用[24]，而且 EP4 受

体激动剂可以促进肾脏上皮细胞的增殖[25]。

在肾脏血流调节方面，肾脏血管的张力调节也依赖于 EP4 受体: 在 EP4

缺陷小鼠中，低浓度 PGE2 诱导的血管扩张减弱，而高浓度 PGE2诱导的 EP1

介导血管收缩增强[26, 27]。

在机体水盐代谢方面，有实验证明在低盐饮食可以刺激野生型小鼠的肾素

的合成和释放，但 EP4 基因敲除小鼠和用 EP4 拮抗剂 ONO-AE3-208 处理小

鼠并无这种变化[28]。同时，大量体外实验也证实激活肾小球球旁细胞 EP4 可以

增加肾素的合成和释放。而肾素通过调控肾素-血管紧张素-醛固酮系统，一方面

参与机体血压调节，另一方面参与肾脏钠钾离子的代谢[29-31]。早期有研究发现，

在小鼠肾尿崩症模型中，EP4 受体刺激剂 ONO AE1-329 可能是通过激活小管上

皮的细胞中的水通道蛋白-2（AQP2）来弥补后叶加压素 V2 受体的丢失[32, 33]。而

我们课题组前期研究结果证实，肾脏集合管 EP4 可以通过调控 AQP2 的合成和

膜转运参与集合管上皮细胞对水的重吸收，发挥尿液浓缩的作用[34]。综上所述，

EP4 在肾脏肾小球的发育、肾脏血流和血压调节以及水盐代谢过程中均有重要的

作用，对维持肾脏正常的生理功能必不可少。

5. EP4 在肾脏疾病中的作用

5.1 EP4 在急性肾损伤中的作用

在氯化汞诱导的大鼠急性肾衰竭模型中，全身应用 EP4 激动剂(CP-044 ,

519-02)可降低血清肌酐水平，提高动物的存活率[24]。同样的，EP4 激动剂

CAY10598 可以减轻大鼠缺血再灌注肾损伤症状，可能与 EP4 激活后抑制细胞氧

化应激、凋亡和自噬相关[35]。另外，也有学者发现 EP4 的拮抗剂 grapiprant 影响

化疗药物顺铂诱导的急性肾损伤后期肾小管上皮细胞的再生和纤维化进程[6]。以
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上结果提示 EP4 可能参与影响肾脏的急性损伤和转归，但是结果有部分相矛盾

的的情况，其原因可能与肾损伤模型或应用的 EP4 活性药物的作用不一致有关。

其中，EP4 在肾脏缺血再灌注和败血症性等急性肾损伤及转归中的作用目前还不

清楚，因而需要进一步研究来验证。

5.2 EP4 在慢性肾脏疾病中的作用

首先，在输尿管梗阻诱导的慢性肾纤维化模型中, EP4 激动剂 ONO-4819

可以抑制肾脏组织巨噬细胞浸润和纤维化，而 EP4 基因敲除小鼠肾脏则出现炎

症和纤维化症状加重的表型[36] 。5/6 肾切除术诱导的慢性肾功能衰竭动物模型，

全身应用 EP4 激动剂(CP-044,519-02)可延缓慢性肾衰竭症状[24]。但是与之相反的

是足细胞特异性 EP4 表达水平直接与肾脏损伤症状呈正相关关系[23]。而在高血

压性肾损伤时，血管平滑肌细胞 EP4 缺陷小鼠会通过减少肾脏血流灌注和增加

氧化应激加重血管紧张素 II（AngiotensinII, AngII）诱导的肾损伤症状[37]。而我

们课题组前期研究也同样发现血管内皮细胞 EP4 可能通过干预 AngII 对炎性小

体的激活和促进内皮细胞成纤维转化过程影响 AngII 相关的高血压性肾损伤。

EP4 激动剂 ONO-AE1-329 不仅对抗肾小球基底膜抗体相关性肾炎具有保护作用

[38]。而且可以通过降血压、减少炎症细胞浸润、增加小管细胞的增殖抑制纤维

化等机制参与改善肾毒性血清诱导的肾炎症状[39]。另外，在糖尿病引发的肾脏

疾病模型中，研究发现 EP4 拮抗剂（ONO-AE3-208， ASP7657 等）可以减轻链

脲佐菌素（Streptozocin, STZ）诱导的 1 型和瘦素受体缺陷的 2 型（db/db）糖尿

病小鼠肾脏纤维化和炎症症状，进而改善肾脏损伤[40, 41]。而给予 EP4 特异的激

动剂 ONO-AE1-329 加重 1 型（STZ）糖尿病小鼠的肾脏纤维化、肾小球硬化、

炎症细胞浸润等肾损伤发生[42]。与之相反的时巨噬细胞 EP4 缺陷小鼠出现糖尿

病肾损伤加重的表现，其机制可能与 EP4 调控巨细胞细胞 M1 向 M2 型转化相关

[42]。

综上所述，EP4 在肾脏的生理与病理生理过程中均有重要的作用，但是 EP4

在肾脏疾病中虽然研究很多，但并不一致，可能原因一方面可能是由于不同的
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EP4 活性药物介导了组织细胞下游的信号通路不一致造成的，一方面由于 EP4

在肾脏组成细胞和炎症细胞等广泛表达，并且不同细胞 EP4 的表达或活化会对

肾脏疾病产生不同的生物学作用有关。因而，对于 EP4 在肾脏疾病中的作用的

研究，一方面可以应用更加稳定和特异化学药物，一方面可以使用组织细胞特

异 EP4 过表达或敲除的转基因动物进行深入的探讨，以解释肾脏中不同细胞表

达的 EP4 在不同肾脏疾病中的作用。
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