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Roxadustat对肾缺血再灌注损伤的保护作用及机制研究 *
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摘要 目的：探讨一种新型 PHD抑制剂 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注损伤的保护作用及其可能的作用机制。方法：将雄性

C57BL/6小鼠随机分为 4组：假手术组 (sham)、损伤组 (IR)、损伤 +低剂量给药组 (IR+Rox10 mg/kg) 以及损伤 +高剂量组

(IR+Rox25 mg/kg)。除假手术组外，其余各组分别于造模前 1h、6h、12h给药，并于造模后 6h、12h、24h、48h采血检测血肌酐(Scr)、

尿素氮(BUN)，1d、2d、5d取材肾脏进行病理检测。此外，利用 HK-2细胞建立缺氧模型，测定给药后细胞活力和细胞凋亡情况的变

化及凋亡通路蛋白和 HIF-1琢的表达情况。结果：与 sham组和 IR组相比，给药组 Scr和 BUN水平均明显降低，且高剂量组 Scr和

BUN水平显著低于低剂量组，且给药组形态学损伤更轻，细胞凋亡明显减少。细胞学实验显示，Roxadustat能提高低氧条件下

HK-2细胞的活力，降低细胞凋亡，并抑制低氧导致的 Bax升高，提高 Bcl-2的表达，而用 HIF-1琢抑制剂 2-MeOE2，可消除

Roxadustat对凋亡的抑制作用。结论：Roxadustat能够通过上调 HIF-1琢表达，抑制线粒体途径凋亡通路相关蛋白表达，减少细胞
凋亡，对小鼠肾脏缺血再灌注损伤产生保护作用。
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Protective Effect and Mechanism of Roxadustat on the Renal
Ischemia-reperfusion Injury*

To investigate the effect of a new PHD inhibitor Roxadustat on renal ischemia-reperfusion injury in mice

and its possible mechanism. Male C57BL/6 mice were randomly divided into four groups: sham operation group (sham), injury

group (IR), injury + low dose group (IR+Rox10 mg/kg) and injury + high dose group (IR+Rox25 mg/kg). Except for the sham operation

group, the other groups were given drugs at 1 h, 6 h and 12 h before modeling, and blood samples were taken at 6 h, 12 h, 24 h and 48 h

after modeling to detect serum creatinine (Scr) and urea nitrogen (BUN), 1 d, 2 d and 5 d for pathological examination. In addition, the

hypoxia model was established by HK-2 cells, and the changes of cell viability and apoptosis, as well as the expression of apoptosis

pathway protein and HIF-1 琢 were measured. Compared with sham group and IR group, the levels of Scr and BUN in high

dose group were significantly lower than those in low dose group, and the levels of Scr and BUN in high dose group were significantly

lower than those in low dose group, and the morphological damage was lighter and the apoptosis was significantly reduced in the

treatment group. Cytological experiments showed that Roxadustat could increase the vitality of HK-2 cells under hypoxia, reduce

apoptosis, inhibit the increase of Bax induced by hypoxia and increase the expression of Bcl-2, while HIF-1 琢 inhibitor 2 MeOE2, It can

eliminate the inhibitory effect of Roxadustat on apoptosis. Roxadustat can protect the kidney from ischemia-reperfusion

injury in mice through up-regulating the expression of HIF-1 琢, inhibiting the expression of apoptosis pathway-related proteins and

reducing apoptosis.
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前言

肾缺血再灌注损伤(renal ischemia reperfusion injury，IRI)是

缺血性急性肾功能衰竭的主要发病机制，具有较高的发病率和

死亡率 [ 1 ]。肾缺血再灌注损伤时，低氧诱导因子 (Hypoxia

inducible factor，HIF) 是核心的调节因子，既往许多研究表明
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图 1给药方案设计

Fig.1 Design of drug administration scheme

HIF的表达上调能有效减轻多种缺血性损伤[2]。在常氧条件下，

HIF-1 的琢 亚基的 402 位和 564 位脯氨酸能被脯氨酰羟化酶

(PHD，prolyl hydroxylase) 所羟化，随后，通过 VHL蛋白(von

Hippel-Lindau)(一种 E3泛素连接酶)被蛋白酶体靶向性降解[3]。

在缺氧的条件下，PHD的活性下降，HIF-1琢稳定性增加，并在
细胞核中与 HIF-1茁二聚化以形成转录活性的 HIF-1，执行细胞

内缺氧调节反应[4]。或与其他蛋白质相互作用，从而使 HIF氧感

应与其他的信号通路交联，通过转录调节大量下游的靶基因，

参与对抗缺氧条件[5，6]。因此，通过抑制 PHD提高 HIF-1琢水平
可能是治疗缺血缺氧性疾病的有效途径。本研究拟观察一种新

型 PHD抑制剂 Roxadustat 对小鼠缺血再灌注损伤的保护作

用，并探讨其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与试剂

40只 SPF级 C57BL/6雄性小鼠，雄性，周龄为 4w-6w，体

重为 20 g-22 g (南京大学模式动物研究所)；(美国 Sigma公司)

；血清肌酐(serum creatinine，SCr)、尿素氮(blood urea nitrogen，

BUN) 检测试剂盒 (上海仁捷生物)；HIF-1琢抗体，2-MeOE2抗

体；Bcl-2抗体、Bax抗体(美国 merck millipore)；TUNEL试剂盒

(美国 Trevigen)。

1.2 动物分组与模型建立

实验分组：将小鼠编号后应用随机数字表将小鼠随机分成

4组：假手术组、损伤组、损伤 +低剂量给药组(10 mg/kg)以及

损伤 +高剂量组(25 mg/kg)。

实验建模：选取 20-22 g左右小鼠，术前禁食 12h，自由饮

水。3％戊巴比妥钠(80 mg／kg)腹腔注射麻醉，小鼠背部去毛，

消毒备皮。在背部脊椎旁 0.5 cm、肋骨下缘 0.5 cm处剪开皮肤

及肌肉，可见到肾脏，小心分离出两侧肾脏的肾动脉，迅速用动

脉夹夹闭两侧肾动脉。缺血 30 min后松开动脉夹，恢复血流，

观察肾脏恢复情况。分两层缝合开口，待小鼠清醒后，将其放回

洁净笼具后放回饲养室饲养，定期观察小鼠状态及死亡情况并

做好记录。

假手术组不做缺血处理，其他操作相同。

1.3 给药方案

给药时间根据图中设计，分别于造模型前 1小时、6小时、

12小时给药，并于造模后 6h、12h、24h、48h采血检测血肌酐、

尿素氮，1d、2d、5d取材肾脏进行病理检测(图 1)。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 19.0统计软件分析数据。计量资料以 x依s 表示，
组间比较采用 t检验，计数资料组间比较采用卡方检验，以 P＜
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注后肾功能的影响

造模后 6h、12h、24h，缺血再灌注损伤组(IR)血肌酐、尿素

氮随时间推移呈现不断升高趋势，于造模后 48h下降。给药组

血肌酐、尿素氮水平较模型组显著降低(P<0.05)，且 Roxadusta

高剂量组血肌酐、尿素氮水平显著低于低剂量组(图 2)。

图 2 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注后肌酐、尿素氮水平影响

Fig. 2 Effect of Roxadustat on the levels of serum creatinine and blood urea nitrogen levels of mice with renal ischemia-reperfusion
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图 3-2 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注后肾脏细胞凋亡的影响

Fig. 3-2 Effect of Roxadustat on the renal apoptosis of mice after renal ischemia-reperfusion in mice

注：A为 TUNEL染色，B为 TUNEL定量，**P<0.05。
Note: A is TUNEL staining, B is TUNEL quantitative, **P<0.05.

2.2 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注后肾组织形态的影响

于造模后 1d、2d、5d，取小鼠肾脏进行病理检测，结果显

示：IR组小鼠第一天即出现肾间质水肿、肾小管细胞脱落、管

腔扩张、管腔内可见透明、颗粒或细胞管型等表现，尤以第二天

最为显著，第五天趋于好转。Roxadustat处理组上述损伤明显

减轻，间质水肿显著缓解(图 3-1)。IR后第二天，小采用 TUNEL

染色检测肾组织细胞凋亡细胞情况，结果显示 IR组肾组织细

胞凋亡率较对照组显著升高，Roxadustat高剂量组细胞凋亡率

较 IR组显著降低(图 3-2A，B)。

2.3 Roxadustat对细胞缺氧损伤的影响

采用HK-2细胞，对其进行低氧处理(1%O2)，观察 Roxadustat

对低氧损伤的保护作用。(1)首先验证 Roxadustat对 HK-2细胞

HIF-1琢表达的影响，选出 HIF-1琢具有显著表达的最低药物浓
度作为 Roxadustat后续作用浓度，再选出其药物作用效果最显

著的时间点作为后续细胞实验的药物处理时间，结果显示用

Roxadustat(10 滋M)处理细胞时，HIF-1琢开始具有显著表达并随
药物浓度增加逐渐升高，选定 10 滋M作为后续药物作用浓度。
随着时间药物作用时间的延长，HIF-1琢表达不断升高，12h最
为显著，并以此为依据作为后续细胞的药物处理时间(图 4-1)。

(2)将 HK-2用 Roxadustat(10 滋M，20 滋M)处理 12小时，然后置

于低氧条件(1% O2)下进行培养，分别于 1、12、24、48小时进行

活力检测，并于 24h利用 Hocsht33342/PI双染检测细胞凋亡 /

坏死情况。结果显示：低氧诱导 HK-2细胞 12小时后，细胞活

力开始下降，但加药组(10 滋M和 20 滋M)能提高细胞活力，其

中 20 滋M组更为明显 (图 4-2)；24h后测细胞凋亡 /坏死情况，

结果显示低氧处理组细胞凋亡(高亮蓝色细胞)及坏死(红色染

色细胞)明显增多，而加药组(20 滋M)则降低细胞的凋亡 /坏死

(图 4-3A，B)。以上结果提示 Roxadustat 能提高低氧条件下

HK-2细胞的活力，减少低氧诱导的细胞凋亡。

2.4 Roxadustat对低氧诱导的 HK-2细胞 Bax、Bcl-2表达的影响

既往研究显示低氧处理可导致细胞线粒体途径凋亡通路

相关蛋白表达增加，而 HIF-1是较为明确的抗凋亡因子，因此，

我们首先将 HK-2细胞置于低氧条件下处理(1% O2)不同时间，

检测凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2表达，结果显示随低氧处理时间

增加，HK-2细胞 Bax的表达逐渐增高，Bcl-2的表达逐渐降低

图 3-1 Roxadustat对小鼠肾缺血再灌注后肾脏病理改变的影响

Fig.3-1 Effect of Roxadustat on the renal pathological changes of mice after renal ischemia-reperfusion
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图 5-1低氧处理对 HK-2细胞 Bax、Bcl-2表达的影响

Fig. 5-1 Effect of hypoxia on the Bax,Bcl-2 expression in HK-2 cells

图 4-1 Roxadustat对 HK-2细胞 HIF-1琢表达的影响
(A: Roxadustat给药剂量与 HIF-1琢表达之间的关系；B：Roxadustat药

物处理时间与 HIF-1琢表达的关系)

Fig. 4-1 effect of Roxadustat on the expression of HIF-1 琢 in HK-2 cells

(A: The relationship between the dose of Roxadustat and the expression of

HIF-1琢；B: The relationship between drug treatment time of Roxadustat
and expression of HIF-1琢)

图 4-2 Roxadustat对 HK-2细胞低氧条件下细胞活力的影响，

**P<0.05,*P<0.05
Fig. 4-2 Effect of Roxadustat on the cell viability of HK-2 cells under

hypoxia, **P<0.05,*P<0.05

图 4-3 Roxadustat对低氧诱导的 HK-2细胞凋亡的影响

Fig. 4-3 Effect of Roxadustat on THE apoptosis of HK-2 cells induced by hypoxia.

注：A为 Hoechst33342/PI染色；B为定量统计，**P<0.01,*P<0.05。
Note: A is Hoechst33342/PI staining and B is quantitative statistics, **P<0.01,*P<0.05.

(图 5-1 A，B，C)，Roxadustat(20 滋M)能抑制低氧导致的 Bax表

达增加，提高 Bcl-2的表达，而用 HIF-1琢抑制剂 2-MeOE2，可

显著抑制 HIF-1琢的表达(图 5-2 A，B，C，D)。

3 讨论

肾 IRI确切的病理生理机制目前尚不清楚，其涉及多种途

径，包括活性氧的产生[7]、细胞凋亡[8]、缺氧及相关诱导因子或炎

症[9]。在缺血期间，抗氧化酶的活性降低，导致超氧阴离子自由

基的形成和再灌注时氧化应激的增加[10，11]。自由基损伤蛋白质、

脂质和 DNA，导致线粒体功能的进一步损伤和细胞死亡[12]。炎
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图 5-2 Roxadustat抑制线粒体途径凋亡通路相关蛋白的表达，**P<0.01,*P<0.05
Fig. 5-2 Roxadustat inhibited the expression of apoptosis pathway-related proteins in the mitochondrial pathway,**P<0.01,*P<0.05

症反应是另一个重要的机制涉及白细胞和炎症细胞引起的内

皮功能障碍[13]，浸润的白细胞可产生自由基和细胞因子，导致

进一步的间质和上皮损伤[14]。

IRI的主要机制之一涉及转录因子 HIF下游的通路[14]。低

氧刺激是一种保护性的细胞反应，其特点是上调一些特定的基

因[15，16]。这一过程的关键调节因子是转录因子 HIF，它能够介导

代谢适应、血管生成、红细胞生成、细胞生长、存活和凋亡[17][18]。

在常氧条件下，HIF-1琢被 PHD羟基化[19, 20]，并以羟基化形式与

pVHL结合，成为HIF1琢/pVHL/泛素连接酶复合物的一部分[21，22]。

复合物的形成导致 HIF-1琢的泛素化和蛋白酶体降解，这一过
程使 HIF-1琢的浓度保持在低水平[23，24]。在缺氧条件下，脯氨酸

羟基化被抑制，HIF琢亚单位逃避蛋白酶体破坏，转位到细胞核
并与 HIF-1茁 二聚化 [25]。在细胞核内，HIF-1琢 或 HIF-2琢 与
HIF-1茁的二聚体调节 100多个基因产物的表达，这些基因产

物参与了细胞生存适应的过程[26，27]。由于其在氧紧张中的双重

调节作用，HIF已经成为一个重要的治疗靶点[28]。

Roxadustat是一种小分子低氧诱导因子脯氨酰羟化酶抑

制剂(HIF- PHI)类治疗肾性贫血的药物[29]，通过模拟 PHD的底

物之一酮戊二酸来抑制 PHD，影响 PHD在维持 HIF生成和降

解速率平衡方面的作用，从而达到纠正贫血的目的[30]。本研究通

过建立小鼠肾 IRI的动物模型，并给予不同剂量的 Roxadustat

药物干预，观察 Roxadustat对小鼠肾 IRI的保护作用。结果显示

Roxadustat能改善肾功能，减轻肾脏结构损伤。此外，Roxadustat

能提高低氧条件下 HK-2细胞的活力，减少低氧诱导的细胞凋

亡。低氧处理后，HK-2细胞 Bax表达随时间逐渐增高，Bcl-2表

达逐渐降低。使用 Roxadustat(20 滋M)能提高 HIF-1琢表达，抑制

Bax升高，提高 Bcl-2 的表达，而用 HIF-1琢 抑制剂 2-MeOE2，

可显著抑制 HIF-1琢的表达，同时消除了 Roxadustat对凋亡的

抑制作用。这一结果提示 Roxadustat可能是通过上调 HIF-1琢
表达，抑制细胞凋亡，对细胞缺氧产生保护作用。

综上所述，Roxadustat能够通过上调 HIF-1琢表达，抑制线
粒体途径凋亡通路相关蛋白表达，减少细胞凋亡，对小鼠肾脏

缺血再灌注损伤产生保护作用。
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