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"摘要#
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目的
!

探讨长春西汀对小鼠肾缺血再灌注"

34

%损伤的保护作用及其作用机制'方法
!

将
&5

只健康

小鼠分成假手术组(

34

组(长春西汀低剂量干预组和长春西汀高剂量干预组!采用双侧肾蒂夹闭
&-M9G

的方法建

立小鼠肾
34

损伤模型!

PT

染色后观察肾脏组织形态学变化!测定再灌注
#&E

后各组血肌酐"

0/D

%(尿素氮

"

\_1

%(肿瘤坏死因子"

)1+!

'

%和白细胞介素
!"

!

"

36!"

!

%和
36!(

水平!观察肾脏组织中超氧化物歧化酶"

0f[

%活性

和丙二醛"

X[>

%水平'结果
!

与假手术组相比!

34

组出现肾小管管腔扩张!刷状缘消失!管腔内有管型等病理改

变!血清中
0/D

(

\_1

(

)1+!

'

(

36!"

!

和
36!(

水平明显升高!差异均有统计学意义"

!

$

'%'-

%!肾组织
0f[

活性降低!

差异有统计学意义"

!

$

'%'-

%!

X[>

水平升高!差异也有统计学意义"

!

$

'%'-

%$与
34

组相比!长春西汀
"'M
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和
#'M

8

&

S

8

干预可呈剂量依赖性改善肾组织病理损伤!

0/D

(

\_1

(

)1+!

'

(

36!"

!

(

36!(

和
X[>

水平减少!使肾组

织
0f[

活性升高!差异有统计学意义"

!

$

'%'-

%'结论
!

长春西汀可通过抑制炎症和氧化应激来减轻肾
34

损伤'

"关键词#
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长春西汀$
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肾缺血再灌注损伤$
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炎症因子$
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肾缺血再灌注$

34

&是一常见的临床问题#肾移植,肾部分

切除术,肾部分血管成形术,休克复苏等均可造成不同程度的

肾
34

损伤#是造成急性肾衰竭和移植肾功能恢复延迟的主要

原因+其病理损伤机制比较复杂#主要涉及氧化应激,炎症因

子的释放和细胞凋亡等-

"

.

+长春西汀是从夹竹桃科小蔓长春

花提取的生物碱#临床上一直用于缺血性脑血管疾病的治疗和

预防#它在脑,肝等
34

损伤中的保护作用已被报道#但其在肾

34

的作用还是未知的-

#!$

.

+本研究旨在探讨长春西汀在肾
34

损伤中的保护作用+

$

!

材料与方法

$%$

!

材料
!

健康雄性昆明白小鼠#体质量
$'

"

&'

8

$滨州医学

院动物实验中心&+长春西汀注射液购自山东瑞阳制药有限公

司+小鼠肿瘤坏死因子$

)1+!

'

&,白细胞介素
!"

!

$

36!"

!

&,

36!(

酶联免疫吸附试验试剂盒购自达科为生物技术有限公司+超

氧化物歧化酶$

0f[

&和丙二醛$

X[>

&试剂盒购自南京建成生

物工程研究所+

\/>

蛋白水平测定试剂盒购自烟台赛尔斯生

物技术有限公司+

$%/

!

方法

$%/%$

!

动物分组和模型制备
!

将小鼠分成
&

组!$

"

&假手术

组$

.Q5

&%$

#

&

34

组$

.Q5

&%$

$

&长春西汀低剂量干预组$

.Q

5

&%$

&

&长春西汀高剂量干预组$

.Q5

&+小鼠用氯胺酮"甲苯噻

嗪$

5'

"

"'M

8

"

S

8

&腹腔麻醉后仰卧在手术台上#腹部备皮,消

毒后正中切口#游离左右肾蒂#假手术组不夹闭#其余
$

组分别

用无损伤血管夹夹闭#

&-M9G

后松开恢复血流#以肉眼观察肾

脏颜色变化来判断肾脏缺血或再灌注是否成功+长春西汀低

剂量和高剂量干预组分别在术前
"E

腹腔注射长春西汀
"'

/
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检验医学与临床
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年
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%假手术组和
34

组同时给予等量生理盐

水+再灌注
#&E

后打开腹腔#下腔静脉取血分离血清#取一部

分肾组织
\7J9G

氏液固定#剩余肾组织用冰磷酸盐缓冲液漂洗

后
,?'`

保存+

$%/%/

!

组织学评价
!

取小鼠肾组织#

\7J9G

氏液固定
#&E

#常

规制备石蜡切片#脱蜡水化后用
PT

试剂盒染色#光镜下观察

肾脏的组织形态变化+

$%/%'

!

血清指标检测
!

血清中肌酐$

0/D

&,尿素氮$

\_1

&水

平采用全自动生化分析仪$美国德灵
[9M@G:97G4h6 XFA

&测

定+按照
T630>

试剂盒说明书检测血清中
)1+!

'

,

36!"

!

,

36!(

水平+

$%/%1

!

肾组织中
X[>

水平和
0f[

活性检测
!

称
"

8

肾组

织#放入玻璃匀浆器中#加冷生理盐水在冰上研磨成
"'W

的组

织匀浆#

$'''D

"

M9G

低温离心
"'M9G

后取上清液#分别按照试

剂盒操作步骤对
X[>

水平和
0f[

活性进行检测+蛋白浓度

用
\/>

蛋白水平测定试剂盒检测+

$%'

!

统计学处理
!

采用
0200"5%'

统计学软件进行分析#计

量资料采用
=aK

表示#多组数据间的比较采用单因素方差分

析#组间两两比较采用
60[

法#以
!

$

'%'-

为差异有统计学

意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

肾组织形态学变化
!

见图
"

+

PT

染色可见假手术组肾

小球和肾小管结构正常#发现
34

组肾小管排列紊乱#管腔扩

张#部分刷状缘消失%肾小管上皮细胞肿胀#坏死%管腔内可见

管型%肾间质炎症细胞浸润+长春西汀干预后肾组织病理损伤

减轻#其中高剂量干预组损伤改善更显著#可见肾小管结构完

整#排列整齐#管腔内管型减少#炎症细胞少见+
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注!

>

为假手术组%

\

为
34

组%

/

为长春西汀低剂量干预组%

[

为

长春西汀高剂量干预组+

图
"

!

肾组织形态学变化'

PT

*

&̂''

(

/%/

!

&

组肾功能指标变化
!

见表
"

+与假手术组相比#

34

组

0/D

和
\_1

水平明显升高#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&%长

春西汀干预组
0/D

和
\_1

与
34

组比较明显降低#差异有统

计学意义$

!

$

'%'-

&%长春西汀高,低剂量干预组
0/D

和
\_1

差异也有统计学意义$

!

$

'%'-

&+

/%'

!

血清中
)1+!

'

,

36!"

!

,

36!(

结果比较
!

见表
#

+与假手

术组相比#小鼠肾
34

可引起细胞因子
)1+!

'

,

36!"

!

和
36!(

表

达升高#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&+用长春西汀预处理

后#与
34

组相比#

)1+!

'

,

36!"

!

和
36!(

表达明显降低#差异有

统计学意义$

!

$

'%'-

&#高剂量组降低更显著#与低剂量组相

比差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&+

/%1

!

肾组织中
X[>

水平和
0f[

活性变化
!

见表
$

+与假手

术组比较#

34

组肾组织中
X[>

水平明显升高#差异有统计学

意义$

!

$

'%'-

&#

0f[

活性明显降低#差异也有统计学意义

$

!

$

'%'-

&%长春西汀低剂量干预组与
34

组相比#

X[>

水平

降低#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&#

0f[

活性虽有所升高#但

差异无统计学意义$

!

&

'%'-

&%高剂量干预组与
34

组相比#

X[>

水平降低#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&#

0f[

活性升

高#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&+

表
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组
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和
\_1

结果比较'

=aK

*

.Q"#

(

组别
0/D
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$

M7C
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&

\_1
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假手术组
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34

组
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(

-&%--a?%.'

(

长春西汀低剂量组
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"
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"

长春西汀高剂量组
.#%-(a-%5'
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#-%#'a&%.#
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注!与假手术组比较#

(

!

$
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%与
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组比较#
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%与长春

西汀低剂量组比较#
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!
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表
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结果比较'
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组
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(
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注!与假手术组比较#

(
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%与
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$

'%'-

%与长春

西汀低剂量组比较#
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!
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表
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和
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结果比较'
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"
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&.%##a&%((

"#

!!

注!与假手术组比较#

(

!

$

'%'-

%与
34

组比较#

"

!

$

'%'-

%与长春

西汀低剂量组比较#

#

!

$

'%'-

+

'

!

讨
!!

论

本研究采用夹闭双侧肾蒂造成肾缺血
&-M9G

再恢复血供

的方法建立小鼠肾
34

损伤模型-

&

.

+术后
#&E

#

34

组小鼠
0/D

和
\_1

升高#肾组织病理损伤明显#提示肾脏
34

模型制备成

功+给予长春西汀干预后#

0/D

和
\_1

水平降低#肾组织病理

损伤减轻#由此提示长春西汀干预处理可以改善肾
34

损伤

程度+

肾
34

损伤中有众多的炎症介质和免疫因子参与#

)1+!

'

,

36!"

!

和
36!(

表达升高已经成为肾
34

炎症的重要标志-

-

.

+

)1+!

'

是活化单核细胞产生的多活性细胞因子#其能刺激单

核巨噬细胞合成和分泌
36!"

!

和
36!(

等炎症因子-

(

.

+本研究

中
34

组
)1+!

'

,

36!"

!

和
36!(

表达升高#证明有炎症参与了组

织损伤+长春西汀干预组相对
34

组
)1+!

'

,

36!"

!

和
36!(

表

达降低#提示长春西汀可以通过抑制炎症改善肾
34

损伤+研

究表明#长春西汀作为磷酸二酯酶抑制剂#能够抑制炎症相关

因子#如核转录因子
1+!

)

\

和
)1+!

'

的表达#从而降低
36!"

!

,

36!(

和
36!5

等炎症因子的表达#起到保护组织的作用-

#

#

?

.

+

氧自由基的生成被认为是
34

损伤中最重要的发病机制之

一-

5

.

+大量氧自由基能够攻击细胞膜的脂质和蛋白质#导致脂

质过氧化#破坏组织的结构和功能+

X[>

是脂质过氧化的产

物之一#能够直接反映组织损伤程度-

.

.

+

0f[

是一种重要的

抗氧化酶#能够保护细胞免受氧自由基的攻击+本研究中与假

手术组相比#小鼠
34

后肾脏中
X[>

水平升高#

0f[

活性降

低#表明肾
34

后氧自由基产生增多#损伤了$下转第
""5?

页&

/

&5""

/

检验医学与临床
#'"-

年
-

月第
"#

卷第
.

期
!

6FHX@K/C9G

!

XF

L

#'"-

!

Y7C%"#

!

17%'.



P<

L

血症与心脑血管疾病和外周血管阻塞性疾病有一定关

系#是其发生的高危因素-

(

.

+本研究结果也显示#

P<

L

水平按

照由低到高排序为!健康对照组,单纯糖尿病组,

[4

组,

[1

组,

/P[

组#且差异均有统计学意义$

!

$

'%'-

&+

[1

的发生

可能会影响患者尿清蛋白排泄#产生清蛋白尿#这与血管内皮

细胞的损害和细胞功能异常有关+本研究中
/P[

患者
P<

L

水平最高#这也进一步证实血液中
P<

L

水平升高与
/P[

有较

大相关性+

3X>

是近年来发现的一种较为理想的缺血标志物+在生

理条件下#人血清蛋白$

P0>

&的氨基末端可与钴,铜,镍等结

合#而由缺血引起的缺氧,酸中毒,自由基损害,能量依赖性的

细胞膜破裂等可导致
P0>

与过渡型金属结合的能力降低#当

P0>

流经缺血组织时被修饰为
3X>

-

?

.

+大量研究证明#

3X>

可敏感地反映心肌缺血状况#也有极少数研究证实
3X>

在
#

型糖尿病等心肌以外器官缺血时也可以升高-

?

.

+另外#有研究

显示#

3X>

有利于
/P[

的早期诊断-

"

#

5

.

+本研究也得出#与健

康对照组相比#单纯糖尿病组及各糖尿病并发症组
3X>

水平

均明显增高#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&#其中
/P[

组
3X>

水平最高#且各糖尿病并发症组与单纯糖尿病组相比#差异均

有统计学意义$

!

$

'%'-

&#由此说明
3X>

对于糖尿病发病及

并发症产生都具有一定预测意义#且
3X>

与
/P[

的发生密

切相关+

对单纯糖尿病组各指标进行相关性分析#单纯糖尿病组

E:!/42

与
3X>

呈正相关$

DQ'%$&5

#

!

$

'%'-

&#且
P<

L

与

3X>

也呈正相关$

DQ'%#?"

#

!

$

'%'-

&+此外#糖尿病并发症

组
E:!/42

与
P<

L

,

3X>

呈正相关$

DQ'%#"

,

'%#.&

#

!

$

'%'-

&#

P<

L

和
3X>

也呈正相关$

DQ'%#-?

#

!

$

'%'-

&+由此表明在

糖尿病及其并发症的发生和发展中#三者紧密相关+

综上所述#

E:!/42

,

P<

L

,

3X>

与糖尿病及其并发症有较

为密切的关系#三者水平较高可能是糖尿病并发症发展的高危

因素+动态监测
#

型糖尿病患者
E:!/42

,

P<

L

和
3X>

水平#

有助于监测和控制糖尿病感染及并发症的发生和发展#对于防

治糖尿病并发症有一定的临床推广意义+
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肾小管上皮细胞+有研究表明#长春西汀另一个保护作用机制

就是它能够清除羟自由基和其他活性氧而发挥显著的抗氧化

活性#这与本研究结果相符-

"'!""

.

+本研究发现#长春西汀干预

组肾组织
0f[

活性升高#

X[>

水平有所降低#由此表明长春

西汀能够保护内源性
0f[

活性#抑制脂质过氧化#从而发挥保

护作用+

综上所述#长春西汀干预处理能够降低小鼠肾
34

后的炎

症和氧化损伤#保护肾功能#为临床预防治疗急性肾损伤提供

了新思路+
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