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舒洛地特通过保护血管内皮糖萼减轻肾脏长时间缺血-
再灌注损伤后肾纤维化

胡超禹　张鹏　孙超　莫舒咏　王彦峰

【摘要】　目的　研究舒洛地特对长时间肾脏热缺血诱导纤维化的改善作用及机制。方法　建立大鼠在体缺血-
再 灌 注 损 伤 （ IRI） 模 型 ， 随 机 分 正 常 组 （Sham 组 ） 、 IRI  60  min 组 （ IRI 组 ） 、 IRI  60  min+舒 洛 地 特 组

（IRI+SDX 组），每组 20 只。病理学检查分析评价各组大鼠肾组织损伤情况及纤维化水平，免疫组织化学检测

肾损伤分子（KIM）-1、细胞间黏附分子（ICAM）-1、血管性血友病因子（vWF）、转化生长因子（TGF）-β、

α-平滑肌肌动蛋白（SMA）、1 型胶原蛋白（COL-1）表达水平，免疫荧光染色检测 CD31 表达情况，实时荧光
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定量聚合酶链反应检测肾组织 KIM-1、ICAM-1、肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL-1β）、IL-6，透射电

镜观察肾脏糖萼结构，注射伊文思蓝染料评估肾脏血管通透性，记录各组大鼠存活情况，检测血清糖萼脱落标志

物多配体蛋白聚糖（SDC）-1、硫酸肝素（HS）及血清肌酐表达。建立体外灌注模型，随机分为单纯低温携氧机

械灌注（HOPE）组和 HOPE+SDX 组，每组 5 只，体外灌注 2 h，记录灌注参数。结果　再灌注后 1 d，与

Sham 组比较，IRI 组肾组织损伤加重，肾小管损伤评分升高，KIM-1、ICAM-1、vWF 表达增多，CD31 表达减

少，血清 SDC-1 和 HS 水平升高，血管通透性增加，TNF-α、IL-1β、IL-6 表达增多；与 IRI 组相比，IRI+SDX 组

肾组织损伤减轻，肾小管损伤评分下降，KIM-1、ICAM-1、vWF 表达水平下降，CD31 表达增多，血清 SDC-1 和 HS
水平降低，血管通透性下降，TNF-α、IL-1β、IL-6 表达下降（均为 P<0.05）。再灌注后 10 d，IRI+SDX 组肾组织

损伤进一步减轻。再灌注后 25 d，IRI+SDX 组肾组织 TGF-β、α-SMA、COL-1 表达水平降低，胶原沉积面积下降（均

为 P<0.05）。与 HOPE 组相比，HOPE+SDX 组供肾灌注流量增加，肾内血管阻力降低（均为 P<0.01）。结论　 舒
洛地特可通过抑制炎症反应及保护血管内皮糖萼对长时间热缺血所致的肾脏 IRI 及纤维化产生改善效应。

【关键词】　舒洛地特；低温携氧机械灌注；肾移植；缺血-再灌注损伤；炎症反应；血管内皮；糖萼；纤维化
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Sulodexide  alleviates  renal  fibrosis  following  prolonged  ischemia-reperfusion  injury  by  protecting  vascular  endothelial
glycocalyx　  Hu Chaoyu*, Zhang  Peng, Sun  Chao, Mo Shuyong, Wang  Yanfeng. *Institute  of  Hepatobiliary  Research, Zhongnan
Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, China
Corresponding author: Wang Yanfeng, Email: yanfengwang@whu.edu.cn

【 Abstract】  Objective   To  investigate  the  protective  effects  and  mechanisms  of  sulodexide  on  renal  fibrosis
induced by  prolonged warm ischemia. Methods   An  in  vivo  ischemia-reperfusion  injury  (IRI)  model  was  established in
rats,  which were randomly divided into Sham group, IRI 60 min group (IRI group), and IRI 60 min + sulodexide group
(IRI+SDX  group),  with  20  rats  in  each  group.  Pathological  examination  was  used  to  evaluate  renal  tissue  injury  and
fibrosis  levels  in  each  group.  Immunohistochemistry  was  performed  to  detect  the  expression  levels  of  kidney  injury
molecule (KIM)-1, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, von Willebrand factor (vWF), transforming growth factor
(TGF)-β, α-smooth muscle  actin  (SMA),  and type I  collagen (COL-1).  Immunofluorescence staining was used to  detect
CD31 expression.  Real-time quantitative polymerase chain reaction was employed to measure the expression of  KIM-1,
ICAM-1, tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, and IL-6 in renal tissues. Transmission electron microscopy
was  used  to  observe  the  structure  of  the  renal  glycocalyx.  Evans  blue  dye  was  injected  to  assess  renal  vascular
permeability. Rat survival was recorded, and serum levels of syndecan (SDC)-1, heparan sulfate (HS) and serum creatinine
were measured. An ex vivo perfusion model was also established, with rats randomly assigned to either the hypothermic
oxygenated machine perfusion (HOPE) group or the HOPE+SDX group (five rats per group). Perfusion parameters were
recorded after 2 hours of ex vivo perfusion. Results   One day after reperfusion, compared with the Sham group, the IRI
group exhibited more severe renal tissue injury, higher tubular injury scores, increased expression of KIM-1, ICAM-1 and
vWF, decreased CD31 expression,  elevated serum levels  of  SDC-1 and HS, increased vascular  permeability,  and higher
expression  of  TNF-α,  IL-1β  and  IL-6.  Compared  with  the  IRI  group,  the  IRI+SDX group  showed  reduced  renal  tissue
injury, lower tubular injury scores, decreased expression of KIM-1, ICAM-1 and vWF, increased CD31 expression, lower
serum levels of SDC-1 and HS, decreased vascular permeability, and reduced expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 (all P <
0.05). Ten days after reperfusion, renal tissue injury was further alleviated in the IRI+SDX group. Twenty-five days after
reperfusion,  the  IRI+SDX  group  exhibited  decreased  expression  of  TGF-β,  α-SMA,  and  COL-1,  as  well  as  reduced
collagen deposition area (all P < 0.05). Compared with the HOPE group, the HOPE+SDX group showed increased renal
perfusion flow and decreased intrarenal vascular resistance (both P < 0.01). Conclusions  Sulodexide may alleviates renal
IRI  and  fibrosis  caused  by  prolonged  warm  ischemia  by  inhibiting  inflammatory  responses  and  protecting  vascular
endothelial glycocalyx.

【 Key  words】  Sulodexide;  Hypothermic  oxygenated  machine  perfusion;  Kidney  transplantation;  Ischemia-
reperfusion injury; Inflammation; Vascular endothelium; Glycocalyx; Fibrosis
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全世界范围内等待器官移植的患者数量不断增

加，而可供移植的器官数量供不应求，器官移植的供

需矛盾日益激烈[1]。因此大量潜在可用的心脏死亡器

官捐献（donation after cardiac death，DCD）器官成

为扩大肾移植供者池最主要的器官来源[2]。缺血-再灌

注损伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）是肾移植

手术过程中不可避免的病理生理过程，包括缺血缺氧

损伤和炎症介导的再灌注损伤两个阶段[3]。热缺血时

间的定义是指从心脏骤停到冷灌注开始的时间[4]，是

影响供肾质量的重要因素，随着热缺血时间的延长移

植物功能延迟恢复发生率成指数增加，器官质量恶化

越发严重[5]。而 DCD 供器官不可避免的经历长时间

热缺血诱发的严重急性肾损伤（acute kidney injury，

AKI），是限制移植成功的危险因素[6]。IRI 的发生包

括以下病理机制，首先器官的缺血缺氧导致细胞无

氧代谢和酸中毒，促进了肾小管上皮细胞和血管内

皮细胞损伤和死亡。而在血流再灌注后产生肿瘤坏死

因子（tumor necrosis factor，TNF）-α、白细胞介素

（interleukin，IL）-6 和 IL-1β 等促炎因子，进一步

加剧肾小管上皮细胞和血管内皮细胞的损伤[7-8]。糖

萼覆盖于所有血管内皮细胞表面，其功能主要包括血

管内皮保护作用（影响内皮细胞功能，调节血细胞和

内皮细胞的相互作用，防止细胞在血管内皮上的黏

附），维持血管屏障的选择性通透功能，以及感受血

流作用力的力学感受器[9]。肾脏经历长时间热缺血后

糖萼结构受损，血管内皮损伤，白细胞聚集，血管通

透性增加，纤维化加重。因此减轻肾脏的炎症反应及

保护血管内皮对治疗 IRI 以及预防和抑制纤维化进程

有着重要意义。

低 温 携 氧 机 械 灌 注 （ hypothermic  oxygenated
machine perfusion，HOPE）是一种新兴的器官保存技

术，在一定时间内可以有效改善缺血缺氧造成的三磷

酸腺苷耗竭，为细胞提供营养物质和氧气，维持有氧

代谢，减少线粒体氧化应激，进而改善移植器官早期

功能。除此之外，HOPE 还具有清除代谢废物、减轻

血管痉挛、评估器官功能等优势[10-12]。舒洛地特是从

猪肠黏膜中提取的一种高纯度天然糖胺聚糖，由

80% 的硫酸肝素和 20% 的硫酸皮肤素组成，对血管

系统具有多种生物学作用，包括抗炎、抗血栓、抗纤

维化、血管调节和内皮保护等[13]。研究表明，舒洛地

特通过使分化的肝窦状内皮细胞得以恢复来延缓小鼠

的肝纤维化进程[14]。此外，还有研究发现舒洛地特预

处理能够通过减轻氧化应激和抑制凋亡以及激活抗凝

血酶Ⅲ来减轻肾脏 IRI[15]。因此，我们猜测在再灌注

前后使用舒洛地特可以保护血管内皮减轻糖萼损伤，

减轻肾脏纤维化，本研究拟探究舒洛地特对 IRI 所致

急性肾损伤和远期预后的保护作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料 

1.1.1   实验动物　雄性 SD 大鼠（10~11 周龄，体质

量 350~380 g）购自湖北省疾病控制和预防中心。所

有动物被饲养在无病原体环境中，温度 22~24 ℃，湿

度 60%~70%，并且遵循 12 h 光照/12 h 黑暗循环。放

置于通风笼内，并提供标准日粮作为大鼠饲料，实验

期间自由饮水，定期更换笼内垫料维持清洁干燥。手

术前后禁食 12 h。本实验已通过湖北省安评中心实验

动物伦理相关规定（伦理号：202320002）。 

1.1.2   主要试剂和仪器　舒洛地特（阿尔法韦士曼，

意大利）；注射用纤溶酶（北京赛升药业）；多配体

蛋白聚糖（syndecan，SDC）-1、硫酸肝素（heparin
sulfate， HS） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked
immune absorbent assay，ELISA）试剂盒（睿信生物

科技有限公司）；血清肌酐测定试剂盒（南京建成生

物工程研究所）；伊文思蓝（德国 Merck 公司）；抗

体均购自武汉塞维尔公司；同时准备蠕动泵（保定兰

格恒流泵有限公司）；小动物氧合器（东莞科威医疗

股份有限公司）；KPS-1 肾灌注液、威斯康星大学保

存 液 （ University  of  Wisconsin  solution， UW 液 ）

（上海健耕医药科技有限公司）；玻璃器官池（南通

市海锐实验器材有限公司）；手术显微镜（深圳市三

锵泰达光学仪器有限公司）。 

1.1.3    动物分组 　 大 鼠 经 过 1 周 适 应 性 喂 养 后 ，

做 IRI 实 验 的 SD 大 鼠 按 照 随 机 数 字 表 法 分 为

3 组，每组 20 只：正常组（Sham 组）、IRI 60 min 组

（ IRI 组 ） 、 IRI  60  min+舒 洛 地 特 组 （ IRI+SDX
组）。体外灌注实验的 SD 大鼠按照随机数字表法分

为 2 组，每组 5 只，即 HOPE 组、HOPE+SDX 组。 

1.2    实验内容与方法 

1.2.1   大鼠单侧 IRI 及纤维化模型的建立及取材　所

有外科手术均在戊巴比妥钠（50 mg/kg，腹腔注射）

麻醉下进行，氯胺酮（10 mg/kg，腹腔注射）用于控

制 术 后 疼 痛 。 再 灌 注 后 直 至 对 侧 肾 脏 切 除 期 间 ，

Sham 组和 IRI 组大鼠每日尾静脉注射 1 mL 生理盐
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水，IRI+SDX 组大鼠每日尾静脉注射 10 mg/kg 的舒

洛地特，持续 10 d。模型的建立：麻醉后，将大鼠置

于温控手术装置中的热手术垫（37 ℃）上。全程连

续测量肛门温度，并保持在（37.0±0.5）℃。取腹部

中线切口暴露左肾蒂并钳夹 60 min 以诱导缺血。松

开钳子并关闭腹部后，术后皮下注射 100 mL/kg 温盐

水，以协助维持水合作用。从麻醉给药到完全清醒，

将动物保存在培养箱（37 ℃）中。再灌注 10 d 后切

除对侧肾脏，再灌注后 25 d 产生大鼠肾纤维化模

型。再灌注 1 d 后每组 6 只取血后安乐死，获取肾脏

组织；5 只用于评估血管通透性。再灌注 10 d 后每

组 3 只安乐死后获取肾脏组织。每组 6 只用于评估生

存率，并在对侧肾脏切除后 1、2、3、5、7、10、14 d
采血测量血清肌酐，再灌注后 25 d 安乐死后获取肾

脏组织。 

1.2.2   大鼠 DCD 肾脏模型建立及肾脏获取　采用无

肝 素 化 预 处 理 下 开 胸 诱 导 心 脏 骤 停 的 方 法 建 立

DCD 大鼠肾模型。麻醉后切开胸腔及双侧膈肌诱导

心脏骤停，在 6~7 min 内观察心脏骤停时间，将供体

大鼠置于 37 ℃ 加热垫上，控制热缺血时间 60 min。

采用无菌肝素生理盐水（1 U/mL）溶解注射用纤溶

酶（10 U/mL）10 mL，室温下经腹主动脉原位预冲

洗左肾。待肾静脉流出液变清亮后摘取肾脏，放置肾

动脉支架（24 G），并置于 4 ℃ UW 液中保存[16]。 

1.2.3    HOPE　根据先前描述的方法进行 HOPE[16]。

HOPE+SDX 组将舒洛地特（500 LSU）加入 25 mL
KPS-1 液中（舒洛地特浓度为 2 mg/mL），在灌注系

统中循环 5 min，然后将肾脏连接到回路上，在 4~6 ℃
的HOPE 期间，维持平均动脉压为 30 mmHg（1 mmHg=
0.133 kPa）灌注 2 h 并记录灌注参数。将特定时间的

压力除以同一时间的流量来计算肾脏内血管阻力。 

1.2.4   实时荧光定量聚合酶链反应　再灌注 1 d 后提

取肾组织 RNA 并检测浓度及纯度。采用逆转录试剂

盒，将 RNA 逆转录为 cDNA，进行实时荧光定量逆

转录聚合酶链反应，以 β-actin 作为内参，按照 2−ΔΔCt

的计算方法，对所测得的 Ct 值进行换算，分析各基

因信使 RNA（messenger RNA，mRNA）的相对表达

量。引物序列见表 1。 

1.2.5   肾组织病理学观察　再灌注 1 d 和 10 d 后肾组

织用 10% 多聚甲醛固定 12 h，石蜡包埋后切片，苏

木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色后，光学显

微 镜 下 观 察 病 理 学 变 化 ， 进 行 肾 小 管 损 伤 评 分 ：

0 分，组织学结构正常；1 分，肾小管上皮细胞肿

胀、刷状边缘丢失、核固缩或核丢失；2 分，肾小管

上皮细胞肿胀、刷状边缘丢失、核固缩或核丢失，损

伤范围占 1/3~2/3；3 分，肾小管上皮细胞肿胀、刷状

边缘丢失、核固缩或核丢失，损伤范围占整个切片[17]。

再灌注 25 d 后肾组织进行 Masson 染色后使用 Image J
图像分析软件进行半定量分析，计算肾组织纤维化程

度：胶原容积分数=胶原面积/总面积×100%，根据

Banff 评分细则分为 0~3 级，0 级间质纤维化占皮质

区域 5%；1 级间质纤维化占皮质区域 6%~25%（轻

度 间 质 纤 维 化 ） ； 2 级 间 质 纤 维 化 占 皮 质 区 域

26%~50%（中度间质纤维化）；3 级间质纤维化占皮

质区域>50%（重度间质纤维化）[18]。 

1.2.6   肾组织各因子表达水平检测　再灌注 1 d 后采

用免疫组织化学（免疫组化）染色检测大鼠肾脏组织

肾损伤分子（kidney injury molecule，KIM）-1、细胞

间黏附分子（intercellular adhesion molecule，ICAM）-
1、 血 管 性 血 友 病 因 子 （ von  Willebrand  factor，
vWF），免疫荧光染色检测大鼠肾脏组织 CD31 的表

达水平，评估细胞黏附情况。术后 25 d 免疫组化染

色 检 测 转 化 生 长 因 子 （ transforming  growth  factor，
TGF）-β、α-平滑肌肌动蛋白（smooth muscle actin，

SMA）、1 型胶原蛋白（type 1 collagen，COL-1）蛋

白表达情况，评估肾脏纤维化情况。采用 Image J 软
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因名称 正义链 反义链

KIM-1 5′-AACGCAGCGATTGTGCATCC-3′ 5′-GTCCACTCACCATGGTAACC-3′
ICAM-1 5’-AGGTATCCATCCATCCCACA-3’ 5’-GCCACAGTTCTCAAAGCACA-3’
TNF-α 5'-GAGGTCAACCTGCCCAAGTA-3' 5'-GGGGGCTCTGAGGATTAGAC-3'
IL-1β 5′-CTGTGACTCGTGGGATGATG-3′ 5'-GGGATTTTGTCGTTGCTTGT-3'
IL-6 5'-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3' 5'-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3'
β-actin 5′-CGTTGACATCCGTAAAGACC-3′ 5′-AACAGTCCGCCTAGAAGCAC-3′
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件计算染色阳性面积比例。 

1.2.7   血清糖萼脱落标志物及血清肌酐检测　再灌

注 1 d 后 采 集 腹 主 动 脉 血 样 5  mL， 随 后 安 乐 死 。

1  800×g 离心 10  min，取上清于干净 EP 管中置于

−80 ℃ 保存备用，根据 ELISA 检测试剂盒说明书测

定血清中 SDC-1、HS 水平。在切除对侧肾脏后 1、

2、 3、 5、 7、 10、 14  d 采 集 尾 静 脉 血 样 0.2  mL，

1 800×g 离心 10 min，取上清于干净 EP 管中，根据

血清肌酐测量试剂盒说明书测定血清肌酐值。 

1.2.8   透射电子显微镜观察糖萼结构　再灌注 1 d 后

配置 1% 阿尔新蓝的林格氏液灌注肾脏用于血管内皮

糖萼的标记，灌注结束标记成功后迅速切除直径

0.5~1.0 mm 的小块肾皮质组织，将其固定在 4 ℃ 的

2.5% 戊二醛电镜样本固定液中，用 0.1 mol/L 醋酸钙

缓冲液冲洗，再用 1% 四氧化锇后固定，然后用蒸馏

水冲洗。组织经乙醇脱水后，用 Agar Scientific 包埋。

切片厚度为 50~100 nm，用 3% 醋酸铀（水溶液）和

雷诺斯柠檬酸铅溶液染色，拍摄数字显微照片[19]。 

1.2.9    伊文思蓝染料测量血管通透性　再灌注 1 d
后 ， 经 大 鼠 尾 静 脉 注 射 伊 文 思 蓝 （ 50  mg/kg） ，

30 min 后经大鼠腹主动脉灌注 0.9% NaCl 冲洗血管中

的染料。然后对大鼠实施安乐死及获取肾脏标本，每

个肾脏沿水平面对称切成两块并称重。一半肾脏组织

用于在室温下用 100% 甲酰胺（4 mL/g 肾湿重）浸

泡 24 h 提取伊文思蓝染料。另一半肾组织在 55 ℃ 下

干燥 24 h 并称量干燥前、后肾脏重量以计算干重与

湿重之比。使用分光光度法（620 nm 处）测定提取

的伊文思蓝染料吸光度值，通过伊文思蓝染料的标准

曲线计算得出具体浓度。 

1.3    统计学方法

采用 Graphpad Prism 8.0 软件进行统计分析和绘

图。符合正态分布的计量资料以均数±标准差表示，

两组独立样本间比较采用非配对 t 检验，组间比较采

用单因素方差分析，然后采用 Tukey 多重比较检验。

采用 Kaplan-Meier 生存分析评估生存率。P<0.05 为

差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    舒洛地特治疗降低大鼠 IRI 组织损伤评分并

减轻肾小管损伤

HE 染色结果显示，再灌注后 1 d Sham 组肾小

管上皮细胞形态规整，肾小球与肾小管结构基本正

常；IRI 组肾小管上皮细胞肿胀明显，肾小管管腔扩

张明显，管腔内可见脱落坏死细胞，肾小管管型出

现，刷状缘坏死脱落，间质水肿，大量炎症细胞浸

润，肾小管损伤评分升高；IRI+SDX 组肾脏组织以

上 病 理 损 伤 减 轻 ， 肾 小 管 损 伤 评 分 下 降 （ 均 为

P<0.01，图 1A）。

免疫组化染色结果显示，与 Sham 组比较，IRI
组大鼠肾小管上皮细胞损伤程度严重，肾小管管腔受

损面积广泛，皮质和髓质 KIM-1 表达增多； IRI+
SDX 组肾小管上皮细胞损伤较 IRI 组减轻，皮质和髓

质 KIM-1 表达减少（均为 P<0.01，图 1B）。IRI 组

大鼠肾组织 KIM-1 mRNA 相对表达量较 Sham 组增

加 ， IRI+SDX 组 KIM-1 相 对 表 达 量 较 IRI 组 减 少

（均为 P<0.01，图 1C）。

HE 染色结果显示，再灌注后 10 d，IRI+SDX 组

病理损伤进一步减轻，肾脏结构基本恢复正常水平，

肾组织病理评分进一步降低（P<0.01，图 1D）。 

2.2    舒洛地特治疗减轻大鼠肾脏 IRI 的炎症反应

再灌注后 1 d，与 Sham 组比较，IRI 组大鼠血管

内皮细胞损伤程度严重，ICAM-1 表达增多，大量白

细胞黏附，受损面积广泛，散在分布的血管内皮表现

明显的阳性染色；而 IRI+SDX 组内皮细胞损伤程度

较 IRI 组减轻，ICAM-1 表达减少，白细胞黏附减少

（P<0.01，图 2A）。

IRI 组肾组织 ICAM-1、TNF-α、 IL-1β、 IL-6 的

mRNA 相对表达量较 Sham 组增多，IRI 组+SDX 组

肾 组 织 ICAM-1、TNF-α、 IL-1β、 IL-6 的 mRNA 相

对表达量较 IRI 组减少（均为 P<0.01，图 2B~E）。 

2.3    舒洛地特保护血管内皮糖萼同时减轻血管痉挛

与 Sham 组比较，再灌注后 1 d IRI 组大鼠肾组织

vWF 表达增多，血管内皮细胞被激活，而 IRI+SDX
组 vWF 表达较 IRI 组减少（P<0.05，图 3A）。

与 Sham 组相比，再灌注后 1 d IRI 组肾脏皮质区

肾小管管周毛细血管和髓质直小血管中的 CD31 荧光

强度降低且不完整，而 IRI+SDX 组的血管中表现出

CD31 高 表 达 ， 血 管 完 整 程 度 接 近 正 常 水 平

（P<0.05，图 3B）。

与 Sham 组比较，再灌注后 1 d IRI 组大鼠 SDC-1、

HS 水平升高，而 IRI+SDX 组 SDC-1、HS 的水平较

IRI 组降低（均为 P<0.05，图 3C、D）。透射电子显

微镜下，IRI 组内皮糖萼排列不规则且稀疏，大部分

区域缺失，管腔内可见大量游离糖萼；IRI+SDX 组
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内皮糖萼部分区域排列规则有序且完整，管腔少见游

离糖萼，与 Sham 组水平接近（图 3E）。
 

2.4    舒洛地特维护肾脏血管通透性

再灌注 1 d 后肾脏大体观显示，受损伤的左肾有

较强的染色，而对侧肾保留的染料较少。IRI+SDX

组中肾脏的染色情况弱于 IRI 组，肾脏组织中的染料

水平低于 IRI 组（P<0.01，图 4）。
 

2.5    舒洛地特改善大鼠肾脏 IRI 后肾功能同时减轻

肾脏纤维化

再灌注 10 d 切除健侧肾脏后，各组大鼠 2 周内

全部存活（图 5A）。切除健侧肾脏后 14 d，与 Sham

组比较，IRI 组血清肌酐水平升高，IRI+SDX 组血清

肌酐水平升高；与 IRI 组比较，IRI+SDX 组血清肌酐

水平降低（均为 P<0.05，图 5B）。

 

注：A 图为再灌注后 1 d 大鼠肾脏组织 HE 染色及肾小管损伤评分（×400）；B 图为再灌注后 1 d 各组肾组织 KIM-1 表

达情况（免疫组化，×400）；C 图为再灌注后 1 d 肾组织 KIM-1 mRNA 相对表达量；D 图为再灌注后 10 d 大鼠肾脏组织

HE 染色及肾小管损伤评分（×400）。与 Sham 组比较，aP<0.01；与 IRI 组比较，bP<0.01。

图 1    肾组织病理改变及肾小管损伤情况

Figure 1    Pathological changes in renal tissue and the degree of tubular injury

第 3 期 胡超禹等．舒洛地特通过保护血管内皮糖萼减轻肾脏长时间缺血-再灌注损伤后肾纤维化 ·409·   



再 灌 注 后 25  d 肾 脏 组 织 Masson 染 色 显 示 ，

IRI 组有较多胶原沉积在肾小球及肾小管间质，同时

小管扩张，肾间质增宽伴有肾小管萎缩，肾间质纤维

化病变明显， IRI+SDX 组大鼠肾脏纤维化比例降

低，胶原沉积减少（P<0.05，图 6A）。与 Sham 组

相 比 ， IRI 组 TGF-β、α-SMA 和 COL-1 表 达 增 加 ；

而 IRI+SDX 组 TGF-β、 α-SMA、 COL-1 表 达 量 较

IRI 组减少（均为 P<0.05，图 6B~D）。 

2.6    舒洛地特联合 HOPE 治疗可显著改善 DCD
肾脏灌注参数

与 HOPE 组相比，HOPE+SDX 组肾脏灌注流量

增加，肾内阻力降低，灌注 2 h 结束时，灌注参数恢

复良好 [（1.18±0.03）mL/min 比（0.49±0.05）mL/min、

（ 0.25±0.01） mmHg/（ mL·min·100  g） 比 （ 0.62±
0.07）mmHg/（mL·min·100 g），均为 P<0.01，图 7]。
而 HOPE 组肾脏灌注参数在整个过程中相对稳定，

灌注结束时流量及肾内阻力随着灌注时间延长而变

化不大。 

3    讨　论

肾移植是目前治疗终末期肾病最有效的方法，能

极大程度地改善患者的生活质量，提高生存率[20]。大

量潜在 DCD 器官若能得到有效利用，将会在很大程

度上缓解供者短缺。DCD 供肾移植后由 IRI 导致的

移植物无功能和功能延迟恢复发生率显著增加 [21]，

但 IRI 的发病机制复杂，缺乏有效治疗靶点。本研究

构建了大鼠 IRI 模型，发现肾脏在热缺血 60 min 再

灌注 24 h 以后，大鼠肾小管损伤情况严重，发生炎

症风暴，血管内皮遭到破坏，其表面糖萼结构大量脱

落，血管通透性增加，炎症反应加重，不利于晚期肾

功能恢复并导致肾脏纤维化。

移植术后肾脏不可避免地遭受再灌注损伤，再灌

注阶段血流重新恢复后，血管内皮表面糖萼结构的脱

落及降解是 AKI 的重要机制，炎症反应攻击裸露的

 

注：A 图为再灌注后 1 d 各组肾组织 ICAM-1 染色（免疫组化，×400）；B 图为肾组织 ICAM-1 mRNA 相对表达量；

C 图为 TNF-α mRNA 相对表达量；D 图为 IL-1β mRNA 相对表达量；E 图为 IL-6 mRNA 相对表达量。与 Sham 组比较，
aP<0.01；与 IRI 组比较，bP<0.01。

图 2    各组大鼠肾组织中 ICAM-1 及炎症因子表达水平比较

Figure 2    Comparison of ICAM-1 and inflammatory factor expression levels in renal tissues of rats among different groups
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血管内皮进一步加重肾损伤[22]。糖萼的主要成分是糖

胺聚糖，包括硫酸肝素、硫酸软骨素和透明质酸。糖

萼结构在损伤后机体的自然修复缓慢，有研究表明外

源性补充糖萼成分，可以有效加速修复受损的糖萼[23]。

糖萼的脱落降解由乙酰肝素酶、透明质酸酶等介导，

然而目前尚未有批准用于人类的透明质酸酶抑制剂。

舒洛地特是目前唯一批准用于临床的抑制乙酰肝素酶

活性的药物[24]，其构成与糖萼的组成成分相似，为糖

萼的修复提供物质来源[25]，凭借重建和维持糖萼结构

及功能的特性，舒洛地特减少白细胞与内皮细胞之间

相互作用，降低促炎因子和趋化因子的释放[26]，抑

制 C-反应蛋白，进而抑制补体系统激活，减轻炎症

反应，减轻对内皮糖萼的损害[27]。

肾移植受者术后血液处于高凝状态，肾脏灌注不

足，合并微血栓的形成，表现出缺血性肾病，促进肾

脏纤维化的进程。肾移植受者静脉血栓栓塞的发生率

高出普通人群 7 倍[28]。舒洛地特通过抑制 Xa 因子的

激活，并与抗凝血酶Ⅲ和肝素辅助因子Ⅱ相互作用来

 

注：A 图为再灌注后 1 d 各组肾组织 vWF 表达（免疫组化，×400）；B 图为再灌注 1 d 后各组肾组织 CD31 表达（免

疫荧光，×400）；C 图为再灌注后 1 d 大鼠血清中 SDC-1 水平；D 图为再灌注 1 d 后大鼠血清中 HS 的水平；E 图为电镜下

糖萼结构（eGLX 为内皮糖萼，GBM 为肾小球基底膜，pGLX 为足细胞糖萼）（×8 000，×20 000）。与 Sham 组比较，
aP<0.05；与 IRI 组比较，bP<0.05。

图 3    舒洛地特对血管内皮的影响

Figure 3    The effect of shulotide on vascular endothelium
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抑制凝血酶的活性，有助于血流通畅和肾脏组织灌注

的改善，在不增加出血的风险情况下，减轻肾损伤，

延缓纤维化发展[29-30]。舒洛地特还能够有效预防硫酸

乙酰肝素酶-1 通过成纤维细胞生长因子-2 激活炎症

通路诱导的肾脏纤维化。在管状细胞中阻止硫酸乙酰

肝素酶-1 和基质金属蛋白酶-9 的增加以及 SDC-1 的

减少，关闭成纤维细胞生长因子-2 激活的自分泌回

路，从而保护晚期肾脏功能并延缓纤维化进程[31]。既

往研究表明，舒洛地特上调肾 Klotho 表达来抑制氧

化应激诱导的肾小管间质损伤，预防糖尿病肾病的进

展[32]。舒洛地特为肾小球基底膜有效提供糖胺聚糖，

修复基底膜的电荷屏障[33]，除此之外还可以通过抑制

乙酰肝素酶的表达来减轻足细胞损伤，防止糖萼分解

脱落，进而阻止蛋白渗漏，改善蛋白尿[34]。舒洛地特

预处理显著降低 IRI 内皮标志物的水平，通过保护内

皮细胞来减轻肾脏 IRI[35]。本研究发现，舒洛地特干

预后 IRI 大鼠肾损伤减轻，血管内皮维持相对完整，

肾脏血管通透性降低，炎症因子水平下降并延缓肾脏

纤维化进展改善肾功能。

HOPE 是离体供肾保存的一种方法，能延长器官

保存时间和降低移植物功能延迟恢复的发生率。一项

临床试验表明，与低温机械灌注相比，经过 HOPE 处

理的 DCD 供肾移植后移植物功能延迟恢复发生率明

显降低[36]。与静态冷保存相比，高氧含量的灌注不仅

能有效减少活性氧的产生和氧化应激损伤，还可以减

少炎症通路的激活，减轻 IRI[37-38]。本研究中，肾脏

热缺血长达 60 min，采用传统 HOPE 处理，阻力指

数持续增加，流量进行性降低，提示对于长时间热缺

血肾脏，单纯 HOPE 难以达到治疗效果。舒洛地特促

进内皮依赖性一氧化氮的产生舒张血管[39]，并通过降

低基质金属蛋白酶-2 和基质金属蛋白酶-9 的表达水

平改善内皮功能。一氧化氮通过发挥抗炎、扩张血

管、抑制血小板黏附聚集、阻止白细胞附着血管壁、

抑制内皮细胞凋亡等作用来保护血管内皮细胞[40]。这

些特性较好地解决了低温下肾脏血管发生痉挛导致灌

注不均的问题。缺血后肾脏内血流停滞，凝血系统激

活，血管内形成大量血栓，加剧肾脏微循环障碍。本

研究使用舒洛地特联合低 HOPE 体外灌注肾脏肾灌注

流量明显增加，肾内阻力明显降低，灌注参数接近正

常肾脏灌注水平，为后续移植打下基础。

综上所述，肾脏长时间热缺血后给予舒洛地特

能够有效保护肾脏血管内皮，减轻炎症反应，恢复

肾功能并延缓肾脏纤维化进程。且舒洛地特联合

HOPE 能够通过减轻血管损伤有效改善 DCD 肾脏

功能，有望成为临床 DCD 肾移植术后预防治疗肾

脏纤维化的潜在药物，为肾脏 IRI 的治疗提供了

 

注：A 图为大鼠肾脏大体观；B 图为大鼠肾脏伊文思蓝染料含量。与 Sham 组比较，aP<0.01；与 IRI 组比较，bP<0.01。

图 4    舒洛地特对肾脏血管通透性的影响

Figure 4    The effect of shulotide on renal vascular permeability
 

注：A 图为大鼠生存率；B 图为大鼠血清肌酐值。与 Sham 组比较，aP<0.05；与 IRI 组比较，bP<0.05。

图 5    切除健侧肾脏后大鼠生存率及肾功能比较

Figure 5    Comparison of survival rate and renal function in rats after removal of healthy kidney
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新思路。但本研究仍存在一定局限性，仅在大鼠在

体 IRI 及体外灌注模型中探究了舒洛地特的治疗

保护作用，未使用大鼠肾移植模型验证；缺乏舒

洛 地 特 保 护 血 管 内 皮 表 面 糖 萼 具 体 作 用 机 制 研

究 ； 需 要 接 近 人 类 的 大 动 物 相 关 实 验 数 据 验 证

其保护作用。

 

注：A 图为再灌注后 25 d 各组肾组织 Masson 染色（×400）；B 图为再灌注后 25 d 各组肾组织 TGF-β 表达（免疫组

化，×400）；C 图为再灌注后 25 d 各组肾组织 α-SMA 表达（免疫组化，×400）；D 图为再灌注后 25 d 各组肾组织 COL-1
表达（免疫组化，×400）。与 Sham 组比较，aP<0.05；与 IRI 组比较，bP<0.05。

图 6    舒洛地特对 IRI 大鼠肾脏纤维化影响

Figure 6    The effect of shulotide on renal fibrosis in rats with IRI
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图 7    舒洛地特联合 HOPE 治疗对肾脏灌注参数的影响

Figure 7    The effect of shulotide combined with HOPE treatment on renal perfusion parameters
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