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#摘要$

!

目的
!

探讨富氢盐水对肾脏缺血再灌注损伤的保护作用机制$方法
!

将小鼠分为对照!假手术#

组"缺血再灌注!

K4

#组"缺血再灌注
i

富氢盐水处理!

K4iH4C

#组$

K4iH4C

组小鼠于手术前
*+

及再灌注

前
!G-2

尾静脉注射
%.&GPH4C

"再灌注后的
&@

内每隔
%.#@

注射
!

次
H4C

"对照组和
K4

组给予相同剂量

和频率的生理盐水$手术后
&)@

检测血清肌酐!

CQ=

#和尿素氮!

EYJ

#水平"肾脏组织超氧化物歧化酶!

CNB

#

和丙二醛!

XB5

#水平及
E>:3̀:

"

E>:&

"

E9L

"

E9̀

"

Q:F9UF+Q91

?

91F3*

蛋白表达水平$结果
!

H4C

处理能够降低

小鼠血清
CQ=

和
EYJ

水平"降低肾脏
XB5

水平"降低促凋亡蛋白
E9L

"

E9̀

"

Q:F9UF+Q91

?

91F3*

表达水平'提

高肾脏
CNB

酶活性及抗凋亡蛋白
E>:3̀:

"

E>:&

表达水平$结论
!

H4C

通过清除肾脏氧自由基"提高抗氧化能

力及调节细胞凋亡信号通路发挥对肾脏缺血再灌注损伤的保护作用$

#关键词$

!

富氢盐水'肾'缺血再灌注'活性氧

#中图法分类号$

!

4/"&

#文献标识码$

!

5

#文章编号$

!

!/'!3(*)(

!

&%!(

#

!!3!))"3%*

O90.(;.+=(8(;<)6+*8*01<

/

A90

7

(69+;<*)-+6(069(6)-+*;<(8+)49(

I

(91C*+06+6

@

C9

/

Q5(E*!

#

12'3R)*!

F

E!

#

Q2/R)!

-

#

$%&'32)=)!

!

87

9

*0:;7!:+

6

/$5

#

:B72

66

)A)*:7C%+>

9

):*A+

6

'+0:B$B)!*5!)I70>):

,

+

6

G?)7!?7*!CP7?B!+A+

-,

#

P*!

-

>B*!

#

%7=7)%/*%%%

#

$B)!*

"

!!

(

>,*.9);.

)

!

?,

@

(;.+=(

!

\,F̀

?

:,=F8@F

?

=,8F>8-UFGF>@92-1G1,W@

A

+=,

7

F23=->@19:-2F,2=F29:-1>@FG-93

=F

?

F=W;1-,2-2

0

;=

A

.3(.<0A*

!

X->FVF=F+-U-+F+-28,*

7

=,;

?

1

&

>,28=,:

!

1@9G,

?

F=98-,2

"#

-1>@FG-93=F

?

F=W;1-,2

!

K4

"

92+-1>@FG-93=F

?

F=W;1-,2i @

A

+=,

7

F23=->@19:-2F

!

H4C

"

.X->F-2K4iH4C

7

=,;

?

VF=F9+G-2-18=98F+

H4C<

A

-28=9UF2,;1-2

0

F>8-,2*+9

A

192+!G-2<FW,=F,

?

F=98-,292+)8-GF1-28@FW,::,V-2

7

&@,;=19W8F=,

?

F=93

8-,2.X->F-2>,28=,:92+K4

7

=,;

?

VF=F9+G-2-18=98F+2,=G9:19:-2F918@F19GFU,:;GF92+W=F

h

;F2>

A

V-8@K4

iH4C

7

=,;

?

.X->FVF=F19>=-W->F+&)@,;=19W8F=,

?

F=98-,2

#

>=F98-2-2F92+;=F92-8=,

7

F2-21F=;GVF=F+F8F>3

8F+<

A

<-,>@FG->9:929:

A

aF=

#

XB592+CNB:FUF:VF=F+F8F>8F+<

A

1

?

F>8=,

?

@,8,GF8F=

#

F̀

?

=F11-,2,WE>:3̀:

#

E>:&

#

E9L

#

E9̀

#

Q:F9UF+Q91

?

91F3*

?

=,8F-21:FUF:VF=F+F8F>8F+<

A

VF18F=2<:,8.B(*C-.*

!

Q,G

?

9=F+8,K4

7

=,;

?

#

>=F98-2-2F

#

;=F92-8=,

7

F2

#

XB5:FUF:+F>=F91F+1-

7

2-W->928:

A

9W8F=H4C>,21;G

?

8-,2.CNBF2a

A

GF9>8-U3

-8

A

-2>=F91F+1-

7

2-W->928:

A

9W8F=H4C>,21;G

?

8-,2.H4C8=F98GF28+,V23=F

7

;:98F1F̀

?

=F11-,2,WE9L

#

E9̀ 92+

Q:F9UF+Q91

?

91F3*

?

=,8F-2:FUF:

#

92+;

?

3=F

7

;:98F1F̀

?

=F11-,2,WE>:&

#

92+E>:3̀:

?

=,8F-2:FUF:.206;-C*+06

!

H4CF:-G-298F14NC92+F:FU98F1928-,̀-+9289>8-U-8

A

-2=F29:9W8F=K4

#

<F1-+F1

#

H4C9:1,=F

7

;:98F9

?

,

?

8,1-1

1-

7

29:

?

98@V9

A

8,

?

=,8F>8K4-2

0

;=

A

-2=F29:.

(

D(

/

:09A*

)

!

@

A

+=,

7

F23=->@19:-2F

,

=F29:

,

-1>@FG-93=F

?

F=W;1-,2

,

=F9>8-UF,̀

A7

F21

?

F>-F1

!!

肾脏缺血再灌注损伤!

-1>@FG-93=F

?

F=W;1-,2

#

K4

"

是肾移植后较为严重的不可避免的并发症#对移植后

的肾脏是否能够存活起到重要作用%引起肾脏
K4

的

机制较为复杂#已有研究显示#活性氧!

=F9>8-UF,̀

A

3

7

F21

?

F>-F1

#

4NC

"的生成及炎症介质的释放在肾脏

K4

中发挥重要作用(

!3&

)

%增多的氧自由基可以进一步

引起细胞内的损伤#包括
BJ5

损伤$蛋白质氧化和硝

基化$脂质过氧化及细胞凋亡等(

*

)

%氢气是一种惰性

气体#具有明确的抗氧化和清除自由基的作用%研究

显示#富氢溶液能够有效减轻经冷冻保存后进行移植

肾脏的
K4

损伤%但是#相应的作用机制尚不完全明

确%因此#本研究利用小鼠模型#探讨富氢盐水!

@

A

3

+=,

7

F23=->@V98F=

#

H4C

"对小鼠肾脏
K4

损伤中氧化

及细胞凋亡相关蛋白的影响#阐明
H4C

减轻肾脏
K4

损伤机制%

!

!

材料与方法

!.!

!

实验动物
!

雄性
KQ4

小鼠
(%

只#

CI_

级#体质

量
&#

!

*%

7

#合格证号
CQ̂ R

!京"

&%!&3%%%!

#购自北

京华阜康实验动物有限公司%

!."

!

仪器与试剂
!

生理盐水购自华润双鹤药业股份

有限公司,血生化检测试剂盒购自成都斯玛特科技有

限公司,超氧化物歧化酶 !

1;

?

F=,̀-+F+-1G;891F

#

CNB

"测定试剂盒$丙二醛!

G9:,2+-9:+F@

A

+F

#

XB5

"

检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所,二辛可宁
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酸!

E->-2>@,2-2->

#

EQ5

"蛋白浓度检测试剂盒购自碧

云天生物技术有限公司,哺乳动物组织总蛋白提取试

剂购自武汉博士德生物工程有限公司,

E>:&

#

E>:3̀:

#

E9̀

#

E9L

#

Q:F9UF+Q91

?
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抗体购自美国
QF::C-

7

3

29:-2

7

\F>@2,:,

7A

!

QC\

"公司,

&

39>8-2

$抗兔辣根过氧

化物酶抗体$抗鼠辣根过氧化物酶抗体购自美国
5<3

>9G

公司%富氢水杯购自广州康旺电子科技有限公

司,便携式兽用生化检测仪购自普朗医疗设备有限公

司,可见光分光光度计购自上海精密科学仪器有限公

司,凝胶成像系统购自美国
E-,49+

公司%

!.#

!

方法

!.#.!

!

H4C

制备
!

向富氢水杯内加入
&%%GP

生理

盐水#按照厂家的操作步骤进行
H4C

的制备#每次使

用时制备新的
H4C

%

!.#."

!

实验分组及模型制备
!

实验分为
*

组&对照

!假手术"组#

K4

组#

K4iH4C

组#每组
/

只小鼠%

K4

iH4C

组小鼠于手术前
*+

及再灌注前
!G-2

尾静

脉注射
%.&GPH4C

#再灌注后的
&@

内每隔
%.#@

注

射
!

次
H4C

%对照组和
K4

组小鼠尾静脉注射相同体

积的生理盐水%小鼠用
*.#6

水合氯醛溶液进行麻

醉#腹部备皮仰卧于手术台上#对照组小鼠暴露肾脏

并游离双侧肾蒂#但是不夹闭肾蒂%

K4

组和
K4i

H4C

组用无损伤血管夹夹闭#

)#G-2

后松开恢复肾

脏血流#肉眼观察肾脏颜色确认肾脏再灌注是否成

功#逐层关闭小鼠腹腔%

!.#.#

!

血清肌酐!

CQ=

"和尿素氮!

EYJ

"检测
!

K4

后

&)@

摘小鼠眼球取血#

*%%%=

'

G-2

离心
!%G-2

后取

上清液即为小鼠血清%取
!%%

"

P

血清加入血生化检

测试剂盘内#生化分析仪检测
CQ=

和
EYJ

水平%

!.#.$

!

肾组织
CNB

和
XB5

检测
!

K4

后
&)@

获取

小鼠肾脏#称取
!

7

肾组织剪碎后放到玻璃匀浆器内#

按照组织质量!

7

"

f

体积!

GP

"

D!f!%

的比例加入预

冷的生理盐水#使用玻璃匀浆器匀浆#匀浆后的组织

悬液以
*%%%=

'

G-2

离心
!%G-2

后取上清液#

EQ5

蛋

白检测试剂盒检测蛋白浓度#按照试剂盒的操作步骤

进行
CNB

及
XB5

检测%

!.#.%

!

肾组织凋亡相关蛋白检测
!

K4

后
&)@

获取

小鼠肾脏#称取
!

7

肾组织剪碎后放到玻璃匀浆器内#

加入预冷的含
!6

蛋白酶抑制剂的哺乳动物组织总蛋

白提取液#研磨组织后冰上裂解
!.#@

#以
!&%%%

=

'

G-2

离心
!% G-2

后取上清液即为蛋白提取物%

EQ5

法检测蛋白浓度#加入上样缓冲液后沸水煮蛋白

(G-2

使蛋白变性%使用聚丙烯酰胺凝胶电泳#每孔

上样量为
&%

"

7

#电压
!#%Z

#时间
!.#@

%使用聚偏二

氟乙烯!

?

,:

A

U-2

A

:-+F2FW:;,=-+F

#

IZB_

"膜转膜%转

膜完成后使用
#6 EC5

室温封闭
!@

#将膜放入兔抗

E>:&

!

!f!%%%

"抗体#兔抗
E>:3̀:

!

!f!%%%

"抗体#兔

抗
E9̀

!

!f!%%%

"抗体#兔抗
E9L

!

!f!%%%

"抗体#兔

抗
Q:F9UF+Q91

?

91F3*

!

!f!%%%

"抗体#鼠抗
&

39>8-2

!

!

f!%%%%

"抗体液中进行孵育#孵育条件为
)e

过夜%

用
\EC\

冲洗
*

次后#加入辣根过氧化物酶标记的抗

鼠和抗兔抗体#室温孵育
!@

后#使用凝胶成像系统对

蛋白条带进行分析%统计结果以目的蛋白的灰度值

与
&

39>8-2

蛋白的灰度值的比值代表相对蛋白表达

水平%

!.$

!

统计学处理
!

使用
M=9

?

@I9+I=-1G#.%

软件对

结果进行统计学分析#计量资料以
Kc>

表示#组间比

较应用双样本等方差假设
:

检验#以
"

#

%.%#

为差异

有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

H4C

处理降低小鼠血清
CQ=

和
EYJ

水平的影

响
!

与对照组比较#

K4

后
&)@

小鼠血清
CQ=

和
EYJ

显著升高#

H4C

处理后
K4

小鼠血清
CQ=

和
EYJ

明

显下降#差异具有统计学意义!

"

#

%.%#

"#见表
!

%

表
!

!!

H4C

对小鼠血清
CQ=

(

EYJ

水平的影响%

Kc>

'

组别
! CQ=

!

"

G,:

'

P

"

EYJ

!

GG,:

'

P

"

对照组
/ !*%.&c'." /./c!.!

K4

组
/

!/'.)c!%.)

%

!/.%c%./

%

K4iH4C

组
/

!*".*c!%.'

$

!%.'c!.*

$

!!

%

&

"

#

%.%!

#与对照组比较,

$

&

"

#

%.%!

#与
K4

组比较

"."

!

H4C

处理提高肾组织
CNB

酶活性同时降低

XB5

水平影响
!

与对照组比较#

K4

后
&)@

小鼠肾组

织
CNB

酶活性显著下降#

XB5

水平明显增加#

H4C

预处理能够提高
K4

小鼠肾组织
CNB

活性并降低肾

组织内的
XB5

水平#差异具有统计学意义!

"

#

%.%#

"#见表
&

%

表
&

!!

H4C

对小鼠肾脏
CNB

及
XB5

水平的影响%

Kc>

'

组别
! CNB

!

Y

'

G

7?

=,8

"

XB5

!

2G,:

'

G

7?

=,8

"

对照组
/ &/.*c%.# &.'(c%.)

K4

组
/

!!.&c%.)

%

(."c%.)

%

K4iH4C

组
/

&&./c&.(

$

)."c%.*

$

!!

%

&

"

#

%.%!

#与对照组比较,

$

&

"

#

%.%!

#与
K4

组比较

".#

!

H4C

处理改变凋亡相关蛋白的表达
!

与对照

组比较#

K

'

4

组抗凋亡蛋白
E>:&

和
E>:3̀:

在
K4

后
&)

@

表达下调#促凋亡蛋白
E9̀

#

E9L

#

Q:F9UF+Q91

?

91F3*

表达上调#

H4C

预处理能够上调
K4

后小鼠肾组织抗

凋亡蛋白表达#下调促凋亡蛋白表达#结果差异具有

统计学意义!

"

#

%.%#

"#见图
!

%

!!

((
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#
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#与对照组比较,
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#

$$
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#与
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组

比较

图
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H4C

对凋亡相关蛋白表达的影响

#

!

讨
!!

论
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年日本
NHC5S5

等(

)

)报道氢气能够通过

选择性清除羟自由基降低脑组织的
K4

#直接证实氢气
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作为抗氧化剂具有治疗作用(

)

)

%随后#关于氢气治疗

组织
K4

的研究越来越多#研究显示#吸入氢气或饮用

富氢水能够减轻大鼠或小鼠大脑$肝脏$肾脏$卵巢$

肌肉$小肠等组织器官的
K4

(

*

#

)3"

)

%据报道#将待移植

的大鼠肾脏放入预冷的富氢溶液中保存
&)

!

)(@

后#

移植肾脏的功能和移植受体存活率得到极大的提高#

其作用机制主要是减少肾小管上皮细胞的炎性反应

和凋亡(

!

#

(

)

#但是相关的信号通路变化并没有得到深

入研究%曾葵等(

"

)研究显示#对大鼠
K4

模型在再灌

注前
!%G-2

和再灌注后
!&%G-2

持续进行吸入氢气

处理#能够有效减轻大鼠肾脏损伤#但是作用机制也

没有深入研究(

"

)

%因此#本研究以小鼠肾脏
K4

模型

为研究对象#观察静脉注射
H4C

对小鼠
K4

后肾脏功

能$肾脏
CNB

$

XB5

水平以及凋亡相关的信号通路影

响#阐明
H4C

减轻肾脏
K4

损伤的作用机制%

QYK

等(

#

)研究显示#静脉注射
H4C!G-2

后#肾

脏氢气浓度达到峰值#因此本研究选择在肾脏
K4

前
!

G-2

静脉注射
H4C

#

K4

后的
&@

内每
%.#

小时注射
!

次
H4C

%结果显示#

H4C

预处理能够有效降低血清

CQ=

和
EYJ

水平#减轻肾功能损伤#这项结果与之前

研究一致(

"

)

%

XB5

是脂质过氧化反应中的中间产

物#反映组织受氧自由基损伤的程度,

CNB

是体内超

氧自由基的清除因子#

CNB

水平的高低决定组织清除

自由基的能力(

!%

)

%本结果显示#

H4C

处理能够有效

减轻
XB5

的产生#提高
CNB

酶活性#进而提高
K4

后

肾组织抗氧化能力%

在细胞凋亡的过程中#

E>:&

家族成员发挥着重要

的作用%

E>:&

家族可以分为两大类#一类为抗凋亡蛋

白包括
E>:&

#

E>:3̀:

等蛋白#一类为促凋亡蛋白包括

E9L

#

E9̀

等蛋白%而
Q91

?

91F3*

是凋亡级联反应中最

关键的凋亡蛋白酶#当收到上游凋亡信号后#

Q91

?

91F3

*

被活化变成
Q:F9UF+Q91

?

91F3*

#启动凋亡的发生过

程(

!!3!&

)

%本研究结果显示#肾脏
K4

后
&)@E>:&

#

E>:3

:̀

蛋白表达水平下调#

E9L

#

E9̀

和
Q:F9UF+Q91

?

91F3*

蛋白表达上调%

H4C

处理后能明显上调
E>:&

#

E>:3̀:

蛋白表达#下调
E9L

#

E9̀

和
Q:F9UF+Q91

?

91F3*

蛋白

表达%

综上所述#本研究结果显示#静脉注射
H4C

能够

减轻小鼠肾脏
K4

损伤#其作用机制可能是通过降低

组织内的
4NC

水平#增加组织抗氧化能力#并且通过

调节
E>:&

家族成员蛋白及
Q91

?

91F3*

蛋白降低肾脏

组织细胞凋亡%氢气作为一种无毒无害的具有抗氧

化能力的气体#在临床上有巨大的应用前景%关于氢

气对肾脏
K4

后炎症细胞因子的影响在本研究中并没

有阐明#这项研究值得在以后的工作中深入开展%
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