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rhBMP-2 对肾缺血再灌注损伤大鼠肾组织的影响及其分子机制 
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摘要: 探讨重组人骨形成蛋白-2 (bone morphogenetic protein 2, BMP-2) 对肾缺血再灌注损伤 (ischemia 

reperfusion injury, IRI) 大鼠肾组织的影响。研究复制了大鼠肾 IRI 模型, 并将 Wistar 大鼠随机分为假手术 (S) 
组、肾 IRI 模型 (R) 组以及 rhBMP-2 预处理 (于术前给予不同剂量 rhBMP-2) 组 (B 组), 观察肾组织中肿瘤坏

死因子-α (TNF-α)、白细胞介素-6 (IL-6) 和白细胞介素-8 (IL-8) 的含量, SOD 活性、MDA 含量, BUN、Scr 含量

以及肾功能和结构的变化。结果表明, 与肾 IRI 模型组相比, rhBMP-2 能显著降低肾组织中 IL-6 和 IL-8 的含量  

(P < 0.05), rhBMP-2 (4 μg·kg−1) 能显著降低肾组织中的 TNF-α含量 (P < 0.05); 亦能显著降低血浆中的 BUN、Scr
含量, 增强肾组织中的 SOD 活性、降低肾组织中的 MDA 含量, 使肾 IRI 大鼠的肾损害得到明显改善。与肾 IRI
模型组相比, rhBMP-2 能显著减轻肾缺血再灌注损伤后肾组织结构的病变情况。由此可以推断, rhBMP-2 可通过

抑制肾组织促炎症细胞因子产生及抗氧化作用而减轻肾缺血再灌注损伤。 
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Abstract: The objective of this research is to investigate the influence of rhBMP-2 on the renal tissue of rat 

with renal ischemia reperfusion injury.  In this program the ischemia reperfusion rat model was established and 
Wistar rats were divided into six groups: sham operation group (S group), renal ischemia reperfusion injury 
group (R group), rhBMP-2 treatment group (B1, B2, B3 and B4 group).  In the rhBMP treatment groups, 
rhBMP-2 was intravenously administered with different doses before reperfusion.  The contents of TNF-α, IL-6, 
IL-8, MDA and SOD in kidney tissue were observed.  At the same time, renal function (blood creatine (Scr) and 
urea nitrogen (BUN)) were measured.  As a result, compared with renal ischemia reperfusion group, administration 
of rhBMP-2 significantly reduced the content of IL-6 and IL-8 (P < 0.05) and ameliorated renal dysfunction  
cellular damages (P < 0.05).  Higher dose of rhBMP-2 may reduce the content of TNF-α (P < 0.05) in kidney 
tissue.  rhBMP-2 also increased activity of SOD and reduced the level of MDA, BUN and Scr.  So, we can 
draw a conclusion that rhBMP-2 treatment attenuates renal ischemia reperfusion injury through inhibition of 
pro-inflammatory cytokines production and anti-oxidation activity. 
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随着医学科学水平的不断提高和医疗新技术的

建立与推广, 缺血再灌注损伤 (ischemia reperfusion 

injury, IRI) 的病理作用日益受到重视。肾脏作为一种 
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高灌注器官, 对缺血非常敏感, 因此在休克复苏、挤

压综合征解压后及肾移植后很容易发生肾 IRI。肾 IRI
是临床上常见的病理生理表现, 与诸多肾脏疾病的

发病有密切关联。肾 IRI 过程十分复杂, 氧自由基 
(oxygen free radicals, OFR) 的产生并介导组织损伤

是其中的一个重要环节[1]。以往的研究表明, 肾 IRI
与 OFR 所致的脂质过氧化损伤密切相关[2]。但近年

研究发现, 白细胞聚集与急性期反应的一些细胞因

子也参与了 IRI 的发生发展。几乎所有肾脏固有细胞

均有产生细胞因子的功能, 同时又是细胞因子生物

学作用的靶细胞。肿瘤坏死因子-α (TNF-α)、白细胞

介素-6 (IL-6) 和 IL-8 等炎症细胞因子在肾癌和肾炎

性疾病中的作用已有报道[3], 但在肾 IRI 中的变化报

道甚少。 
骨形成蛋白 (bone morphogenetic protein, BMP) 

是一类具有诱导新骨形成能力的多功能细胞因子 , 
除具有较强的诱导成骨作用外, 还具有调控细胞增

殖、分化和凋亡的作用, 对骨骼系统、造血系统、神

经系统、心脏和肾脏等器官的发育和损伤与修复发挥

着非常重要的作用[4]。本实验通过建立大鼠肾 IRI 模
型, 观察不同剂量的重组人骨形成蛋白-2 (rhBMP-2) 
预处理的 IRI 大鼠血肌酐 (serum creatinine, Scr)、尿

素氮 (blood urea nitrogen, BUN) 含量, 肾组织中丙

二醛 (MDA)、TNF-α、IL-6 和 IL-8 含量、超氧化物

歧化酶 (SOD) 活性的变化, 以探讨 BMP-2 在肾 IRI
中的作用, 为探索防治 IRI 性肾疾病的新药物提供一

定的实验依据。 
 

材料与方法 
实验动物  雄性成年 Wistar 大鼠 48 只, 体重

180～230 g, 由沈阳药科大学实验动物中心提供, 1
级动物 (合格证号, SCXK (辽) 2003-008)。 

实验试剂与药品  氯化钠注射液 (沈阳志鹰制

药厂); 灭菌注射用水 (天津药业焦作有限公司); 水
合氯醛 (天津瑞金特化学品有限公司); rhBMP-2 (北
京百灵克生物科技有限责任公司); SOD、MDA、IL-6、
IL-8、TNF-α 试剂盒  (南京建成生物工程研究所); 
Scr、BUN 试剂盒 (北京北化康泰临床试剂有限公司)。 

实验仪器  721 型分光光度计 (上海精密科学仪

器有限公司); Model450 自动酶标检测仪 (Bio-Rad); 
CR411 水平转头离心机 (法国 Jouan); RM-6000 多导

生理监测仪 (日本光电); Ohmeda 7000 型麻醉机; 
MDF-U40865 超低温冰箱 (日本 Sanyo)。 

模型制备及动物分组 
模型制备  实验大鼠尾静脉注射 3 mL·kg−1 生理

盐水, 常规经 10%水合氯醛 0.3 g·kg−1 腹腔注射麻醉

后开腹腔, 暴露双侧肾蒂, 距肾门 0.5 cm处用无创动

脉夹夹闭双侧肾动脉, 50 min 后松开动脉夹, 肾脏由

暗红色恢复红润表明再灌注成功 (实验过程中维持

大鼠体温在 37 ℃左右), 然后关闭腹腔, 缝合伤口, 
建立肾 IRI 大鼠模型[5]。 

动物分组  雄性 Wistar 大鼠 48 只, 随机均分为

6 组。假手术组 (S 组): 大鼠尾静脉注射 3 mL·kg−1

生理盐水后常规麻醉开腹腔, 术中只暴露双侧肾蒂, 
不结扎, 50 min 后关闭腹腔, 缝合伤口。肾 IRI 组 (R
组): 操作同“模型制备”。rhBMP-2 预处理组 (B 组) 
32 只: B 组又按给药剂量随机分为微小剂量组 (B1
组)、小剂量组 (B2 组)、中剂量组 (B3 组) 和大剂量

组 (B4 组), 分别经尾静脉给予可溶性 rhBMP-2 0.5、
1、2 及 4 μg·kg−1, 给药体积为 10 mL·kg−1, 其余操作

同 R 组。给药后每 24 h 给予同等剂量的 rhBMP-2。
大鼠麻醉苏醒后, 放回鼠笼, 自由饮水和进食。给药

后 72 h时处死所有动物, 立即取部分肾组织, 并且在

实验开始及处死大鼠前取眶静脉血 4 mL, 3 000 
r·min−1 离心 10 min 后放入低温冰箱中保存待测。 

观察指标及测定方法  Scr 测定采用苦味酸法, 
BUN测定使用二乙酰法, MDA和 SOD的测定采用化

学比色法, 操作均按试剂盒说明书进行。采用双抗体

夹心酶联免疫吸附实验 (ELISA) 检测肾组织 IL-6、
IL-8、TNF-α含量。 

统计学处理  本实验采用完全随机设计, 实验

数据以 x ± s 表示。使用 SPSS V11.0 软件包进行统计

学分析, 多组间比较采用方差分析和 Student New-
man-Keuls q 检验, 组内比较采用两独立样本 t 检验。 
 

结果 
1  rhBMP-2 对肾 IRI 大鼠 BUN、Scr 含量的影响 

R 组和 B1～B4 组的血浆 BUN、Scr 含量均显著

高于 S 组 (P < 0.05)。B1～B4 组的 BUN、Scr 含量

的升高程度与 R 组比较均相对较小 (P < 0.05)。B1～
B4 组的 BUN、Scr 含量的升高程度随给药剂量的增

加而逐渐减小 (P < 0.05), 见表 1。 
2  rhBMP-2 对肾 IRI 大鼠 SOD 活性、MDA 含量的

影响 

R组的肾组织 SOD活性显著低于 S组 (P < 0.05); 
MDA 含量显著高于 S 组 (P < 0.05)。B1～B4 组的肾

组织 SOD 活性均显著低于 S 组 (P < 0.05), MDA 含
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量均显著高于 S 组 (P < 0.01)。B1～B4 组的肾组织

SOD 活性降低程度和 MDA 含量增加程度与 R 组比

较相对较小 (P < 0.05)。B1～B4 组的肾组织 SOD 活

性降低程度和MDA含量增加程度随给药剂量的增加

而逐渐减小 (P < 0.05), 见表 2。 
3  rhBMP-2 对肾 IRI 大鼠 IL-6、IL-8 及 TNF-α 含

量的影响 
R 组和 B1～B4 组的肾组织 IL-6、IL-8 及 TNF-α 

 
Table 1  Effect of rhBMP-2 on contents of BUN and Scr in 
renal tissue of rat with renal ischemia reperfusion injury (IRI) 

Group BUN/mmol·L−1 Scr/μmol·L−1 

S 7.11 ± 0.32 88.87 ± 4.06 

R 28.11 ± 3.96* 174.69 ± 12.99* 

B1 24.49 ± 3.21*# 160.19 ± 8.67*# 

B2 22.73 ± 1.99*#∆ 146.18 ± 14.01*#∆ 

B3 19.19 ± 2.20*#∆∆ 133.51 ± 6.27*#∆∆ 

B4 16.36 ± 1.92*#∆∆∆ 119.44 ± 8.99*#∆∆∆ 

S: Sham; R: IRI; B1: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1); B2: rhBMP-2    
(1 μg·kg−1); B3: rhBMP-2 (2 μg·kg−1); B4: rhBMP-2 (4 μg·kg−1).  
n = 8, x ± s.  *P < 0.05 vs S group; #P < 0.05 vs R group; ∆P < 0.05 
vs B1 group; ∆∆P < 0.05 vs B2 group; ∆∆∆P < 0.05 vs B3 group 
 
Table 2  Effect of rhBMP-2 on SOD activity and MDA content 
in renal tissue of rat with renal ischemia reperfusion injury (IRI) 

Group SOD activity/U·mL−1 MDA content/nmol·mL−1

S 139.7 ± 5.0 6.43 ± 0.69 

R 76.0 ± 6.6* 13.76 ± 2.39* 

B1 80.5 ± 2.7*# 12.57 ± 2.37*# 

B2 81.9 ± 4.5*# 11.78 ± 1.51*# 

B3 97.1 ± 5.1*#∆ 10.94 ± 1.37*#∆ 

B4 108.9 ± 6.0*#∆∆ 8.28 ± 0.75*#∆∆ 

S: Sham; R: IRI; B1: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1); B2: rhBMP-2    
(1 μg·kg−1); B3: rhBMP-2 (2 μg·kg−1); B4: rhBMP-2 (4 μg·kg−1).  
n = 8, x ± s.  *P < 0.05 vs S group; #P < 0.05 vs R group; ∆P < 0.05 
vs B2 group; ∆∆P < 0.05 vs B3 group 

含量均显著高于 S 组 (P < 0.05)。B3、B4 组肾组织

的 TNF-α含量升高程度均显著低于 R 组 (P < 0.05)。
B4 组的肾组织 IL-6、IL-8 含量升高程度显著低于 R
组 (P < 0.05), 见表 3。 
4  肾组织病理学变化 
4.1  光镜观察  S 组的肾小球、肾小管结构完整 (图
1A)。R 组的肾脏病理变化明显, 多数肾小管上皮细

胞肿胀, 出现水样变性, 部分凝固性坏死、脱落, 刷
状缘消失, 肾小管腔内可见大量管型, 肾间质血管高

度扩张充血, 可见灶性出血区 (图 1B), 肾小管评分

显著增加 (表 4)。B1～B4 组的肾脏病变与 R 组比较

明显减轻, 肾小管上皮细胞轻度水肿, 基底膜多完整, 
肾小管腔内见少数管型, 间质充血、出血明显减轻 
(图 1C～1F)。肾小管评分较 R 组显著降低 (表 4)。
B1～B4 组的肾脏病变程度随给药剂量的增加而逐渐

减轻 (图 1C～1F)。 
4.2  电镜观察  S 组的肾小球毛细血管滤过屏障、

近曲小管上皮细胞及细胞器结构正常 (图 2A)。R 组

的肾小球滤过膜增厚, 内皮细胞缺损、孔隙增宽, 基
膜肿胀, 足细胞及突起肿胀不均匀, 部分突起断裂, 
 
Table 3  Effect of rhBMP-2 on IL-6, IL-8 and TNF-α in renal 
tissue of rat with renal ischemia reperfusion injury (IRI) 

Group IL-6/pg·mL−1 IL-8/pg·mL−1 TNF-α/pg·mL−1 

S 15.02 ± 3.66 17.91 ± 0.54 24.120 2 ± 0.001 8 

R 54.64 ± 11.92* 27.58 ± 2.60* 54.167 5 ± 0.016 3* 

B1 52.00 ± 7.91* 25.98 ± 3.14* 54.156 6 ± 0.014 0* 

B2 47.15 ± 8.26* 25.15 ± 3.06* 54.139 2 ± 0.009 4* 

B3 41.55 ± 7.83* 24.94 ± 3.04* 44.131 5 ± 0.008 3*# 

B4 35.42 ± 8.72*# 21.42 ± 2.52*# 44.126 2 ± 0.008 7*# 

S: Sham; R: IRI; B1: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1); B2: rhBMP-2    
(1 μg·kg−1); B3: rhBMP-2 (2 μg·kg−1); B4: rhBMP-2 (4 μg·kg−1).  
n = 8, x ± s.  *P < 0.05 vs S group; #P < 0.05 vs R group 

 

 
Figure 1  The morphology changes of renal cortex (magnification, ×400).  A: Sham group; B: IRI group; C: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1) 
group; D: rhBMP-2 (1 μg·kg−1) group; E: rhBMP-2 (2 μg·kg−1) group; F: rhBMP-2 (4 μg·kg−1) group 
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Figure 2  The morphology changes of proximal tubular epithelial cell in TEM (magnification, ×5 900).  A: Sham group; B: IRI group; 
C: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1) group; D: rhBMP-2 (1 μg·kg−1) group; E: rhBMP-2 (2 μg·kg−1) group; F: rhBMP-2 (4 μg·kg−1) group 

 
Table 4  Effect of rhBMP-2 on tubular score of Paller in renal 
tissue of rat with renal ischemia reperfusion injury (IRI) 

Group Score of Paller 

S 19.7 ± 0.831 

R 85.3 ± 6.141* 

B1 74.2 ± 4.526*# 

B2 65.6 ± 3.258*#∆ 

B3 57.3 ± 3.105*# 

B4 30.2 ± 0.116*#∆∆ 

S: Sham; R: IRI; B1: rhBMP-2 (0.5 μg·kg−1); B2: rhBMP-2    
(1 μg·kg−1); B3: rhBMP-2 (2 μg·kg−1); B4: rhBMP-2 (4 μg·kg−1).  
n = 8, x ± s.  *P < 0.05 vs S group; #P < 0.05 vs R group;    
∆P < 0.05 vs B1 group; ∆∆P < 0.05 vs B2 group 

 
肾小囊腔增宽, 腔内有中等电子致密物质; 肾小管

上皮细胞核膜不清楚, 有致密物质附着, 细胞间隙

增宽, 细胞连接破坏, 线粒体肿胀、断嵴、脱颗粒,  
部分粗面内质网扩张 , 胞质中有大量空泡样变性 
(图 2B)。B1～B4 组的肾脏病变与 R 组比较明显减轻 
(图 2C～2F)。B1 组的肾组织结构破坏程度较 R 组稍

有减轻 (图 2C)。B2、B3 组的肾组织结构虽仍有损

坏, 但较 B1 组更轻 (图 2D、2E)。B4 组的肾小球毛

细血管充血减轻, 肾小管结构基本正常, 仅见小管

细胞内有少许内质网轻度扩张, 空泡较少。基本接近

正常 (图 2F)。 

讨论 
肾脏 IRI是一个十分复杂的过程, 涉及OFR的产

生、钙超载、中性粒细胞 (PMN) 浸润、细胞凋亡, 以
及血管内皮损伤等多种病理生理学过程, 并且有众

多炎性介质和免疫因子的参与, 其机制十分复杂[6, 7], 
其中 OFR 是损伤肾脏结构和功能的关键因素[8, 9]。随

着对细胞因子网络认识的迅速提高, 细胞因子在器

官 IRI 中的作用日益受到重视, 肝 IRI 时星形细胞表

达 TNF-α、IL-6 等促炎症细胞因子均增多[10]。血液

中 IL-8、IL-2R、IL-10 等的增多也有报道[11, 12]。 
TNF-α 是创伤或感染后机体最早产生的多功能

细胞因子之一, 它可刺激单核巨噬细胞合成和分泌

IL-8、IL-1 等炎症介质, 并能协同扩大其生物学效应。

TNF-α可通过增强 PMN 上 CD11/CD18 的表达, 诱导

血管内皮细胞选择素的表达, 增强缺血时 PMN 与血

管内皮细胞 (VEC) 的黏附, 促进 PMN 的激活、外

渗与浸润, 导致组织的损伤。TNF-α还可促进肾小球

内皮细胞、成纤维细胞和肾小管上皮细胞大量产生

IL-8。IL-8 不仅可介导 PMN 的聚集和激活, 而且还

增强 PMN 表面 CD11/CD18 (MCA-1) 分子的结合性, 
增强与 VEC的黏附和迁移, 使大量 PMN 在肾组织内

聚集和浸润, 加剧肾 IRI[13]。IL-6 作为一个重要的急
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性期反应因子, 在创伤、炎症等病理情况下多表现为

增加[14]。 
BMP-2 属于转化生长因子-β (transforming growth 

factor β, TGF-β) 超家族成员, 在生物进化过程中具

有重要作用。对多种细胞 (成纤维母细胞、角质化细

胞、肾脏皮质细胞、内皮细胞等) 的增殖、分化、迁

移、凋亡具有重要的调控作用, 并且有利于成体组织

的维护与修复[15, 16]。BMP-2 通过 BMP II 型受体 
(BMPR-II) 信号转导通路发挥作用。BMP-2 与

BMPR-II 结合后, BMPR-II 磷酸化, 从而激活异聚

体中的 I 型受体并与之形成受体复合物形式[17,18]。复

合物形式激活了 I 型受体的蛋白激酶, 导致了细胞内

Smads 蛋白的磷酸化 , 激活的 R-Smads 与共用型

Smad (Co-Smad-4) 结合形成Smad蛋白复合物, 该复

合物进入细胞核内与特异的转录启动子或辅阻遏蛋

白再次结合形成复合物, 并最终与 DNA 结合, 进行

特异的转录调控过程[19]。 
MDA 是脂质过氧化作用的最终产物, 它的含量

反映了机体脂质过氧化速度及强度, 可作为反映过

氧化损伤程度的客观指标。SOD 是超氧阴离子 O2−的

专一性活性酶, SOD 活性的高低反映了机体抗自由

基水平的强弱。Scr 是肌肉代谢的含氮有机物。BUN
是人体蛋白质代谢的主要终末产物。Scr 和 BUN 在

正常情况下从肾小球滤出, 当肾小球滤过功能减低

时, Scr 和 BUN 因潴留而增高, 故可用作肾小球滤过

功能的诊断和过筛指标。 
本实验结果显示, 肾缺血 50 min 再灌注 72 h 后

R 组与 B1～B4 组的血浆 BUN、Scr 含量及肾组织

MDA 的含量均较 S 组显著升高, 表明肾 IR 后肾功能

发生严重损害, 而 B1～B4 组的血浆 BUN、Scr 含量

及肾组织 MDA 含量的增加程度均较 R 组显著降低, 
说明 rhBMP-2 可能具有减轻肾 IR 后肾功能损害的作

用。 
本实验结果显示, 肾缺血 50 min 再灌注 72 h 后

R 组和 B1～B4 组的肾组织 IL-6、IL-8、TNF-α含量

均显著高于 S 组, 说明 IL-6、IL-8、TNF-α可能参与

了肾 IRI 过程。B3、B4 组的肾组织 TNF-α含量和 B4
组的肾组织 IL-6、IL-8 含量增加程度与 R 组比较显

著减小 , 说明较大剂量 rhBMP-2 可能抑制肾组织

IL-6、IL-8、TNF-α 的产生, 对肾脏具有抗炎和细胞

保护作用。本实验结果显示, B1～B4 组的肾组织

IL-6、IL-8、TNF-α 含量、SOD 活性、MDA 含量和

血浆 BUN 和 Scr 含量的改变程度均随给药剂量的增

加而逐渐显著减小, 说明 rhBMP-2剂量越大, 其抗氧

化和抑制炎症细胞因子产生的作用可能越强。但

rhBMP-2 如何抗氧化和抑制 IL-6、IL-8、TNF-α的表

达, 从而保护肾脏的机制尚不清楚, 仍需进一步研

究。 
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