自噬对庆大霉素诱导的大鼠肾损伤及修复作用的研究
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摘要：目的 探究自噬在庆大霉素诱导的肾损伤及修复过程的作用。方法 健康SD大鼠随机分为：生理盐水组(NS)，庆大霉素组(gentamicin, GM)和雷帕霉素组(rapamycin, RAP)。对照组大鼠腹腔注射NS，其他各组大鼠每天腹腔注射GM 100 mg·kg-1，同时RAP组大鼠每天灌胃RAP 1.5 mg·kg-1，连续7 d。分别在给药2 d, 7 d, 17 d后采集动物肾、血、尿液等样本。观察各组大鼠肾指数、血肌酐(serum creatinine, Scr)、尿素氮(blood urea nitrogen, Bun)、尿液中肾损伤分子1(Kidney Injury Molecule1, Kim-1)表达水平及不同时期微管相关蛋白轻链3(Microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3)的变化情况。HE染色观察各时间点肾组织病理变化。结果 与空白组比较，发现连续7 d给予GM后，GM组和RAP组均表现出肾指数、血Bun和Scr、尿Kim-1等水平显著升高(P<0.05或P<0.01)，而在17 d时中，GM组和RAP组大鼠均表现出肾指数、血Bun和Scr、尿Kim-1等不同水平的降低，且RAP组降低程度较GM组明显。在7 d时，与空白组比较，GM组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性降低(P<0.05)，RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性升高(P<0.01)，在17 d时，GM组和RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著性升高(P<0.05)。HE染色表明肾损伤水平出现损伤加剧后的修复现象。结论 自噬能够延缓GM诱导的肾损伤的发生，同时在肾损伤后修复过程，自噬发挥重要的保护作用。
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The effects of autophagy on kidney during gentamicin-induced kidney injury and repair after injury
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Abstract: Objective To investigate the effects of autophagy on kidney during gentamicin-induced kidney injury and repair after injury. Methods All rats were randomly divided into control group, gentamicin group and rapamycin group. The gentamicin was injected intraperitoneally with 100 mg·kg-1 for 7 days in gentamicin group and rapamycin group. Meanwhile, the rapamycin was intragastrically administrated with 1.5 mg·kg-1 for 7 days in rapamycin group. The kidney, blood and urine were taken on 2 d, 7 d and 17 d. The kidney index, Bun and Scr in serum and Kim-1 in urine were measeured by the corresponding kits. Also the protein expression of LC3 in kidney tissue was detected by western bolting. The kidney tissue pathological changes were observed. Results The gentamicin group and rapamycin group improved the levels of kidney index, Bun and Scr in serum and Kim-1 in urine on 7 d compared with the control group(P<0.05, P<0.01). Meanwhile, the levels of kidney index, Bun and Scr in serum and Kim-1 in urine were depressed in gentamicin group and rapamycin group in 17 d, And the levels in rapamycin group had decreased obviously compared with gentamicin group. The rate of LC3Ⅱ/LC3Ⅰwas decreased significantly in gentamicin group and increased in rapamycin group in 7 d(P<0.05, P<0.01). The rate also was increased obviously in gentamicin group and rapamycin group in 17 d(P<0.05). HE staining showed that the level of kidney injury indicated by a slow recovery after injury. Conclusion Autophagy can delay gentamicin-induced kidney injury and promote the kidney repairing after injury.
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GM是临床上常用的氨基糖苷类抗生素（AGs）之一， 广泛用于治疗革兰阴性杆菌引起的感染。由于GM的耳毒性和肾毒性，限制了它在临床上的广泛使用[1]。自噬参与了细胞代谢和能量补充，为细胞生存提供一种适应和防御保护作用，但是在某些条件下不受控制的大规模的自噬可能导致细胞死亡[2]。研究表明GM诱导产生肾损伤可能与自噬有关，自噬参与保护GM诱导的肾损伤[3,4]。然而在肾损伤发生及损伤后的恢复过程中，自噬的活性程度与肾保护作用的关系尚不明确。在肾损伤的不同阶段，如何发挥作用，对于自噬的肾保护作用研究具有重要意义。本文通过GM诱导的大鼠肾损伤模型，分析探讨肾损伤及修复过程中自噬的活性程度，探明自噬与肾保护作用的关系，从而发挥对肾脏疾病的保护作用。
1 材料与方法

1.1 动物 SD大鼠，雄性，SPF级，54 只，体质量200-250 g，北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物许可证号：SXCK(京)：2012-0001。动物质量合格证号：11400700108130。

1.2 药物及试剂 硫酸庆大霉素注射液，金陵药业股份有限公司南京金陵制药厂，批号：150302；Kim-1ELISA试剂盒，南京建成生物工程研究所，批号：20151003；LC3 Antibody，美国cell signaling公司，Lot No:0002；Rapamycin，美国selleck公司, Lot No:11；GAPDH，美国cell signaling公司，Lot8#2118S；多聚甲醛，上海凌峰化学试剂有限公司，批号：20131230；氯化钠注射液，石家庄四药有限公司，批号：1411133607。

1.3 仪器 164-5051型 Western 电泳仪，美国 Bio-Rad公司； Synergy HT型酶标仪，美国Bio-Tek公司；CKX31型倒置显微镜，日本奥林巴斯株式会社；FA1204B型分析天平，上海精科天美科学仪器有限公司；JW-2017H高速离心机，安徽嘉文仪器装备有限公司；HH-6电热恒温水浴箱，上海精宏实验设备有限公司。

1.4 分组与模型复制 将大鼠随机分为3 组：NS组18 只、GM组18 只，RAP组18 只。同时设3 个时间点，每个时间点处死NS组6 只，GM组6 只，RAP组6 只；NS组大鼠腹腔注射NS，其他各组大鼠每天腹腔注射GM 100 mg·kg-1，同时RAP组大鼠每天灌胃RAP 1.5 mg·kg-1，同时分别在给药2 d, 7 d后采集动物的尿液及全血，并留取肾组织样本。连续给药7 d后停止给药，在17 d后收集24 小时尿液，1000 r·min-1离心15 min, 收集上清分装，-20 ℃保存备用。同时大鼠使用戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉取血，3000 r·min-1离心10 min, 收集血清分装，-20 ℃保存备用。摘取双肾, 切除部分-80 ℃保存备用。另取部分于-10％多聚甲醛液中固定待测。NS组除腹腔注射NS外其余操作与GM组相同。 
1.5 肾指数计算 用滤纸吸干肾脏残留血液，称肾脏质量，计算肾指数。肾指数=肾脏质量/大鼠体质量。

1.6 肾损伤指标的检测 用酶联免疫检测仪测定尿液Kim-1水平；按试剂盒说明测定大鼠血Bun和Scr水平。

1.7 肾脏病理形态观察 生理盐水冲洗肾组织，用滤纸吸干水分，10%甲醛固定，常规石蜡包埋，切成4 μm石蜡切片，HE染色后显微镜下观察组织病理形态变化。
1.8 Western Blot方法检测肾组织LC3蛋白表达 用含PMSF(100 mM)的RIPA裂解液裂解肾组织，收集匀浆低温高速离心(12000 r·min-1，10 min，4 ℃)，取上清，检测LC3蛋白表达。

1.9 统计学处理方法 计量资料以均数±标准差（
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±S）表示，实验数据采用SPSS17.0统计软件处理。组间比较后方差齐者采用t检验，P<0.05为差异显著，P<0.01为差异非常显著。

2 结果

2.1 大鼠肾指数计算 与空白组比较，GM连续腹腔注射7 d后，GM组和RAP组中大鼠的肾指数水平显著性升高(P<0.05, P<0.01)。17 d时，GM组和RAP组中大鼠的肾指数较空白组仍有显著差异（P<0.05），但与7 d时比较呈下降趋势，且RAP组肾指数略小于GM组。见表1。

表1　庆大霉素诱导大鼠肾损伤中肾指数的变化(
[image: image2.wmf]X

±S，n=6)

Table 1 The changes of kidney index in GM-induced kidney injury in rats (
[image: image3.wmf]X

±S，n=6)

	分组
	剂量/mg·kg-1
	2 d
	7 d
	17 d

	空白组
	
	0.71±0.01
	0.72±0.02
	0.76±0.02

	庆大霉素组
	100
	0.81±0.09
	1.13±0.14**
	1.02±0.18*

	雷帕霉素组
	1.5
	0.75±0.07
	1.07±0.08*
	0.98±0.03*


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01 
2.2 大鼠血Bun、Scr水平的变化 给予GM 100 mg·kg-1后，与空白组比较，在2 d时，GM组Bun水平显著性升高(P<0.01)，在7 d时，GM组和RAP组Bun和Scr均显著性升高(P<0.01)，在17 d时，GM组和RAP组Bun、Scr水平均有不同程度降低，与空白组比较，GM组Bun、Scr水平呈显著差异(P<0.05)，RAP组Bun、Scr水平未见显著差异(P＞0.05)。见表2、3。

表2　庆大霉素诱导大鼠肾损伤血肌酐水平的变化(umol·L-1，
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±S，n=6)
Table 2 The changes of serum scratinine in GM-induced kidney injury in rats (umol·L-1，
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±S，n=6)

	分组
	剂量/mg·kg-1
	2 d
	7 d
	17 d

	空白组
	
	23.25±2.87
	27.5±5.06
	27.75±3.77

	庆大霉素组
	100
	31.37±4.30**
	313.87±78.26**
	110±10.11*


	雷帕霉素组
	1.5
	26.75±2.06
	169.5±30.65**
	47.67±17


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01 
表3　庆大霉素诱导大鼠肾损伤血尿素氮水平的变化( mmol·L-1，
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±S，n=6)
Table 3 The changes of blood urea nitrogen in GM-induced kidney injury in rats (mmol·L-1，
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±S，n=6)
	分组
	剂量/mg·kg-1
	2 d
	7 d
	17 d

	空白组
	
	4.77±0.62
	5.32±1.07
	5.67±0.83

	庆大霉素组
	100
	5.16±1.12
	37.58±4.47**
	23.96±4.59*

	雷帕霉素组
	1.5
	4.87±0.71
	27.72±2.93**
	9.23±7.93


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01 

2.3 大鼠尿液Kim-1水平的变化 给予GM 100 mg·kg-1后，与空白组比较，在7 d时，GM组和RAP组Kim-1水平显著性升高(P<0.01)，在17 d时，与空白组比较，GM组和RAP组Kim-1水平显著性升高(P<0.01)，但较7 d时，两组Kim-1水平均降低，且RAP组肾指数略小于GM组。见表4。　
表4　庆大霉素诱导大鼠肾损伤尿液Kim-1水平的变化(ng·mL-1，
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±S，n=6)
Table 4 The changes of Kim-1 in GM-induced kidney injury in rats (ng·mL-1，
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±S，n=6)
	分组
	剂量/mg·kg-1
	2 d
	7 d
	17 d

	空白组
	
	2.1±0.46
	1.64±0.36
	1.75±0.19

	庆大霉素组
	100
	1.43±0.51
	20.59±2.53**
	13.98±2.95**

	雷帕霉素组
	1.5
	1.52±0.52
	18.87±5.24**
	7.45±2.45*


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01  
2.4 大鼠肾组织中LC3表达水平的变化 给予GM 100 mg·kg-1后，与空白组比较，在7 d时，GM组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性降低(P<0.05)，而RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性升高(P<0.05)。在17 d时，GM组和RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著性升高(P<0.01)，且RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值高于GM组。见图1。
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注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01

图1 庆大霉素诱导大鼠肾损伤组织中LC3蛋白表达情况

Figure 1 the protein expression of LC3 in GM-induced kidney injury in rats

2.5 大鼠肾组织病理变化 空白组大鼠肾脏完整，无异常。在2 d时，GM组和RAP组中分别有3 例和2 例出现轻度肾小管上皮细胞脱落、坏死，未发现有炎细胞浸润。在7 d时，GM组和RAP组中分别有3 例和2 例出现重度肾小管上皮细胞脱落、坏死，GM组有3 例出现重度炎细胞浸润，RAP组有4 例出现中度炎细胞浸润。在17 d时，GM组和RAP组中分别有2 例和1 例出现中度肾小管上皮细胞脱落、坏死，GM组和RAP组中分别有3 例和2 例出现中度炎细胞浸润。见图2，表5。
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图2 庆大霉素诱导大鼠肾损伤病理变化（×200倍）

Figure 2 The changes of kidney histopathology in GM-induced kidney injury in rats（×200）

表5 庆大霉素诱导大鼠肾损伤组织病理评分(
[image: image13.wmf]X

±S，n=6) 

Table 5 The histopathology scores in GM-induced kidney injury in rats(
[image: image14.wmf]X

±S，n=6)
	组别
	天数
	剂量/mg·kg-1
	肾小管上皮细胞脱落、坏死
	炎细胞浸润

	
	
	
	0
	Ⅰ
	Ⅱ
	Ⅲ
	P值
	0
	Ⅰ
	Ⅱ
	Ⅲ
	P值

	空白组
	
	
	6
	
	
	
	
	6
	
	
	
	

	庆大霉素组
	2d
	100
	3
	3
	
	
	
	6
	
	
	
	

	
	7d
	100
	
	
	3
	3
	**
	
	1
	2
	3
	**

	
	17d
	100
	
	1
	2
	3
	*
	
	1
	3
	2
	*

	雷帕霉素组
	2d
	1.5
	4
	2
	
	
	
	6
	
	
	
	

	
	7d
	1.5
	
	1
	3
	2
	*
	
	2
	4
	
	

	
	17d
	1.5
	
	3
	1
	2
	*
	
	3
	2
	1
	*


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01 
3 讨论

 据报道，多数药源性急性肾损伤主要影响敏感的近曲小管上皮组织，而中等数量的近曲小管细胞急性坏死是一个可逆过程，可由邻近细胞再生修复。有研究显示，GM所致的肾损伤经过一段恢复期后，部分标志物可恢复到近似正常水平[5]。作为临床上公认的可引起肾脏毒性的药物，GM进入人体后因其稳定的化学结构，几乎不被代谢，绝大部分经肾小球以原形滤过，一部分被近端肾小管重新吸收，另一部分GM可经肾小管周围血管直接被肾小管上皮细胞摄入, 导致药物聚集在肾皮质[6]。有研究报道芦丁、细胞色素C等多种药物对GM诱导的肾损伤有缓解作用[7-8]。由于损伤会诱导自噬的产生，自噬属于自身免疫的重要组成部分，因此自噬在暴露于病理刺激情况下可以减少有害的炎症反应发生，对肾损伤具有保护作用[9]。

Kim-1是由受损近曲肾小管上皮细胞分泌的一种跨膜糖蛋白，在正常肾组织中未被检测到，但在肾损伤中显著增加[10]。Kim-1不仅可作为肾脏损伤的敏感及特异性指标，更参与了包括肾小管上皮细胞的损伤与修复、信号转导、免疫反应等多种病理生理过程[11]。本研究发现，与空白组比较，GM组中，Kim-1水平在7 d时显著性升高(P<0.01)，且呈现高表达水平状态；RAP组中，Kim-1水平在7 d时显著性升高(P<0.01)，在17 d时呈降低趋势，且降低程度大于GM组。结合本实验中Bun和Scr的实验结果，发现Bun和Scr水平在庆大霉素连续注射7 d时间段显著升高，7 d后不再给药，发现17 d时血清Scr和Bun水平显著性降低，参考肾脏的自修复功能[5]，提示GM停药后的肾损伤进入修复期，损伤水平一定程度上得到缓解。
LC3蛋白是检测自噬的标志性蛋白。当细胞启动自噬时，位于胞浆的LC3Ⅰ酶解掉小段多肽，形成LC3Ⅱ，并转移到自噬体上，因而，可用LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值来评估细胞自噬水平的高低[12]。RAP是一种新型大环内酯类免疫抑制剂，目前主要应用于肾移植领域，具有减少蛋白尿，减轻肾小管间质纤维化等作用[13]。作为mTOR抑制剂，RAP的肾保护作用主要与激活自噬有关[4]。Man J等研究发现RAP通过激活自噬能够保护顺铂导致的肾损伤[14]。本研究中发现，在7 d时，GM组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性降低(P<0.05)，RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显著性升高(P<0.01)，提示在此时期，随着GM造成的肾损伤持续加剧，自噬活性水平显著降低，而RAP作用后自噬活性水平显著提高。在17 d时，GM组和RAP组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著性升高(P<0.05)，提示在损伤后的修复阶段，自噬活性水平显著提高。结果表明，在停药后肾损伤的修复期，自噬活性与损伤后修复水平呈正相关。
本实验通过GM连续腹腔注射7 d后，观察自噬与肾损伤及修复的关系。结果表明，在连续给予GM 7 d过程中，肾脏损伤水平呈持续性加重，在停止给药后持续17 d发现肾脏显现出损伤后的自我修复作用。而在RAP作用后，肾损伤水平得到进一步减缓，修复水平得到持续增强，证实自噬对肾脏损伤后修复具有一定的保护作用。
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