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实验的基础上通过研究五步蛇咬伤后大鼠肾损伤的

变化#以及蛇咬伤后在抗蛇毒血清治疗的同时给予

234

辅助治疗#进一步探讨
234

的辅助治疗对五步

蛇中毒大鼠肾保护的作用#为
234

辅助治疗毒蛇咬

伤提供理论依据+

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

实验动物!健康成年雄性
56

大鼠
()

只#

体质量$

17%&%%h1%&%%

&

G

#分批购自陆军军医大学西

南医院实验动物中心+试剂!五步蛇蛇毒#购买自安

徽黄山祁门蛇伤研究所+

@&A

!

方法

@&A&@

!

静脉注射五步蛇蛇毒致大鼠肾损伤模型的建

立
!

参考相关文献'

$.'

(及预实验结果#使用稀释好的

五步蛇蛇毒'$半数致死量&

_6

7%

g$&7(08

G

"

O

G

(#在

大鼠的尾部消毒后从尾静脉注射五步蛇毒#剂量为鼠

%&/̂ _6

7%

#以生理盐水溶解成
$&7(08

G

"

8_

的浓度

注射#根据体质量计算出注射剂量+如大鼠注射蛇毒

后出现立毛,喜静少动,食欲食量差,体质量下降,耳

郭周边有散在的出血点,血尿,大小便失禁等即可判

断造模成功+在造模的过程中出现动物死亡#或未达

到中毒模型标准的予以剔除#再重新补充
56

大鼠#重

新造模+

@&A&A

!

动物分组
!

将健康成年雄性
56

大鼠
()

只分

为对照组$

:

组&,蛇毒中毒组$

3

组&,血清治疗组$

X

组&,血清联合
234

治疗组$

6

组&#每组
10

只+

3

,

X

,

6

组大鼠经尾静脉注射五步蛇蛇毒建立中毒模型#

X

组于建模成功后即从尾静脉注射抗蛇毒血清#

6

组

于注射抗蛇毒血清后
%

,

0

,

$$

,

1'@

将动物置于动物实

验用
234

舱$型号
Q3$7%U(/

&内#加压
78#,

至
%&$1

T\>

#同时纯氧洗舱#之后
78#,

加至
%&1T\>

#稳压

吸氧
0%8#,

#减压
$%8#,

#舱内氧浓度保持在
(7W

以

上%

:

组不予任何处理+

@&A&B

!

血清肌酐$

X<

&,凝血功能检测
!

将
:

,

3

,

X

,

6

组分别于模型建立后
$

,

7

,

$1

,

10@

分别取
'

只大鼠用

$%W

水合氯醛经腹腔充分麻醉#乙醇消毒,备皮,铺

巾#无菌剪自腹中线自下而上逐层打开腹腔,移开肠

管,找到腹主动脉#用一次性注射器抽出
78_

血后用

止血钳夹闭腹主动脉#将抽出的血
'8_

注入生化管#

待其凝固后在
0]

以
'%%%<

"

8#,

离心
$78#,

#取上

清液
0%%

'

_

送化验室检测
X<

+剩余
18_

注入加有

枸橼酸钠的
V\

管中#在
0]

以
'%%%<

"

8#,

离心
$7

8#,

#用于检测凝血功能#包括活化部分凝血活酶

$

:\;;

&,凝血酶原时间$

\;

&和纤维蛋白原$

LP3

&+

@&A&E

!

病理学观察
!

:

,

3

,

X

,

6

组分别于模型建立

后
$

,

7

,

$1

,

10@

分别取
'

只大鼠先用生理盐水经左心

室灌注#待灌注液清亮后#再加入多聚甲醛继续灌注

从而固定肾组织#并取右肾上极实质部分行
2V

染色

光镜下观察病理变化+

@&B

!

统计学处理
!

数据采用
5\55$(&%

软件进行统

计学分析#计量资料以
Jh@

表示#组间比较采用
6

检

验#采用单因素方差分析#多组计数资料采用非参数

检验#以
'

$

%&%7

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

五步蛇毒中毒模型建立成功后一般表现
!

中毒

后大鼠表现出立毛,喜静少动,食欲食量差,体质量下

降,耳郭周边有散在的出血点,血尿,大小便失禁#肉

眼观察肾脏出现明显的充血情况+

A&A

!

各组大鼠肾组织病理改变
!

3

组大鼠出现肾小

球出血,肾小囊扩张#周围毛细血管充血#肾小管扩

张#可见细胞低平#刷状缘脱落#肾小管上皮细胞空泡

化#肾间质组织炎性细胞浸润+随着中毒时间的延长

肾出血减少#炎性细胞浸润增加+

X

组治疗后
$@

大

鼠肾小球圆形#鳗氏囊壁狭窄#肾小管上皮细胞空泡

化及脱落细胞#小管周围有出血+

6

组治疗后
$@

大

鼠肾小球圆稍充血#肾小管上皮细胞空泡化及脱落细

胞减轻#小管周围少量出血+

3

组大鼠中毒
7@

后肾

小球椭圆形略充血#肾小管略扩张#小管周围有出血#

周围有炎性细胞浸润+

X

组治疗
7@

后大鼠肾小球圆

形周围少量充血#外表规整#肾小管周围出血减少#有

少量炎性细胞浸润#肾小囊无扩张+

6

组治疗
7@

后

大鼠肾小球椭圆形周围充血减少#外表规整#肾小管

周围出血减少#有炎性渗出#肾小囊无扩张#见图
$

+

A&B

!

各组大鼠各时间点
X<

水平比较
!

与
:

组比较#

3

组各时间点的血
X<

水平明显升高$

'

$

%&%7

&+与

3

组比较#

X

,

6

组在治疗
$@

后血
X<

水平明显降低

$

'

$

%&%7

&#且
6

组血
X<

水平明显低于
X

组$

'

$

%&%7

&#见表
$

A&E

!

各组大鼠各时间点凝血功能比较
!

与
:

组比

较#

3

组各时间点的
:\;;

,

\;

均明显升高$

'

$

%&%7

&+与
3

组比较#

X

,

6

组
:\;;

水平均明显降

低+在注毒
$

,

7@

后
6

组
:\;;

水平又明显低于
X

组$

'

$

%&%7

&+

X

,

6

组
\;

水平各时间点比较差异无

统计学意义$

'

%

%&%7

&+与
:

组比较#

3

组
LP3

于注

毒后
$@

明显降低$

'

$

%&%7

&#予以血清,血清
e234

治疗后明显上调#但
X

,

6

组组间比较差异无统计学意

义$

'

%

%&%7

&#见表
1

%

0

+

')/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



!!

:

!

3

组中毒
$@

%

3

!

X

组治疗
$@

%

X

!

6

组治疗
$@

%

6

!

3

组中毒
7@

%

V

!

X

组治疗
7@

%

L

!

6

组治疗
7@

图
$

!!

3

(

X

(

6
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五步蛇属血循环类毒蛇#蛇毒含血循毒素,酶类

及少量神经毒素等'

0.7

(

+被咬伤后可出现患者肢体肿

胀,肾功能受损,急性化脓性感染甚至
6PX

危及生命+

因肾脏是蛇毒排泄的重要途径之一#肾损伤是五步蛇

咬伤常见的并发症'

).(

(

#因此#保护肾脏尤为重要+

经查阅相关文献#目前比较认同的毒蛇咬伤导致

肾功能异常具体机制有以下几种!$

$

&毒蛇咬伤后肾

脏出现缺血,缺氧#炎症细胞被激活,炎症介质的合成

和释放'

$%

(

+蛇咬伤后有大量炎症细胞侵入后引起的

肾脏病理改变'

$$

(

#

\V;9PXV[PX2

等'

$1

(通过静脉给

小鼠注射蝮蛇蛇毒#在小鼠的血清中检测到血清肿瘤

坏死因子
.

(

$

;ML.

(

&,白细胞介素
.$

$

P_.$

&均有所升

高+$

1

&蛇毒中毒后机体内生成活性氧自由基增多+

$

'

&蛇毒对红细胞有溶解作用#其释放出的血红蛋白

可引起肾小管的栓塞#从而导致肾损伤+$

0

&机体凝

血系统被毒素破坏#导致凝血异常#引起肾出血+$

7

&

活化磷脂酶
:

$

\_:

&#活化后的
\_:

形成的卵磷脂

可引起血管内的溶血'

$'.$0

(

#

X45;:

等'

$7

(证实蛇毒中

的
\_:.1

可升高人体血清
;ML.

(

,

P_.$

+$

)

&类组胺

的作用#蛇毒进入血液循环直接干扰类组胺的释放和

循环#可导致肾血流量的减少#肾小管收缩#肾小球滤

过率$

R9L

&下降#最终引起肾功能的损伤+$

-

&肾小

管上皮细胞直接受损+$

/

&横纹肌的溶解+总之#以

上各因素最终导致肾血流量减少#肾小管收缩而使肾

脏缺血缺氧#从而引起肾损伤+

近年来
234

作为肾损伤的辅助治疗已成为一个

热点研究#并被大家逐渐认可+其主要作用机制有以

下几方面!$

$

&通过
234

治疗#可以增加血氧含量,提
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高血氧分压,使血氧弥散距离增加#从而改善病变部

位的氧供%$

1

&改善组织微循环障碍%$

'

&抗氧化性损

伤#

234

的治疗在一定程度上增加了机体的抗氧化

能力#使受损组织氧化损伤减少%$

0

&抑制炎性介质的

释放,减轻炎症反应%$

7

&加快组织损伤的自我修复+

本课题组前期研究已证实#

234

可以通过减少
;ML.

(

的生成和抗组织脂质过氧化#从而减轻肾缺血再灌

注损伤$

P9P

&及发挥保护肾功能的作用'

7

(

+

抗蛇毒血清在蛇咬伤中的治疗作用仍为首选治

疗#也是目前对毒蛇咬伤最有效的治疗#且其治疗时

间越早越好+但关于
234

辅助抗蛇毒血清治疗五步

蛇咬伤的实验研究报道甚少+

通过本实验发现#经静脉注射五步蛇毒的中毒大

鼠中出现血尿#肉眼观察到中毒大鼠肾脏有明显水

肿,充血+肾
2V

染色观察#注毒后
$@

的
3

组中可看

到有肾小球的出血#肾小管上皮细胞空泡化,上皮刷

状缘脱落#管腔内的出血#炎性细胞的浸润等+以上

表现提示通过静脉注射五步蛇毒可造成肾脏损伤+

而蛇毒中毒后的大鼠在通过抗蛇毒血清治疗$

X

,

6

组&后的
$

,

7@

肾损伤的程度逐渐减轻#肾小球表现为

圆形#外表规整#肾小管的扩张程度,空泡化及脱落细

胞较
3

组减轻#但在注毒后
$1

,

10@

时肾出血的程度

及浸润炎性细胞数量的多少改善不明显+

6

组各时

间点肾损伤的程度较
X

组减轻更明显#其肾小球表现

为圆形#外表规整#肾小管出血的程度及炎症浸润的

面积减少#以上结果表示#

234

早期干预对五步蛇毒

中毒大鼠肾损伤有保护作用+

血
X<

水平可反映肾小球的滤过功能#在被五步

蛇咬伤中毒后#可引起
R9L

的下降#因此测定
X<

水

平对于评估蛇伤后肾损伤的严重程度有一定指导意

义+与
:

组比较#

3

,

X

,

6

组各时间点的血
X<

水平明

显升高$

'

$

%&%7

&+与
3

组比较#

X

,

6

组在
$@

血
X<

水平明显降低$

'

$

%&%7

&#但在
7@

之后差异无统计

学意义$

'

%

%&%7

&+提示注毒
$@

后中毒大鼠的肾功

能出现了异常#并在经抗蛇毒血清治疗后得到了改

善#

7@

之后再进行治疗效果不明显+

6

组血
X<

水平

在
$@

也明显低于
X

组$

'

$

%&%7

&#

7@

之后
3

,

X

,

6

组
X<

水平比较#差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&#提示

抗蛇毒血清联合
234

治疗效果优于单纯使用抗蛇毒

血清#且越早使用
234

治疗效果越好+

在凝血功能方面#

3

组各时间点的
:\;;

值与
:

组相同时间点比较均明显延长$

'

$

%&%7

&+随着时间

延长
:\;;

值虽有下降趋势#但与
:

组比较仍明显

升高$

'

$

%&%7

&+

3

组各时间点
\;

值与
:

组相同时

间点比较均明显延长$

'

$

%&%7

&#而其他各组各时间

点间数值的比较差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+

3

组

的
LP3

数值在
$@

明显低于
:

组$

'

$

%&%7

&#而随时

间延长#注射毒素后
7@

其值逐渐变为正常%其他各组

各时间点比较差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+以上结

果提示在五步蛇毒中毒后会引起机体
LP3

大量破坏#

进一步发生凝血系统破坏#影响血液凝固#促进出血

的发生#最终导致凝血功能的异常+血清治疗后

:\;;

值较治疗前有下降趋势$

'

$

%&%7

&#虽然
\;

,

LP3

改善不明显#但仍提示抗蛇毒血清治疗有临床意

义+经血清联合
234

治疗后#

:\;;

值下降趋势较

单纯血清治疗改善更明显$

'

$

%&%7

&#特别是注射毒

素
7@

之内#这提示
234

治疗可改善凝血功能#且越

早干预机体预后越佳+凝血功能变化与血
X<

水平的

变化同步#均为在
$@

时血清联合
234

治疗效果最

明显+提示监测凝血功能的变化对于判断肾功能变

化有一定的意义+

综上所述#本实验在大鼠五步蛇毒中毒模型建立

成功的基础上#通过肾脏病理变化的观察#检测肾功

能,凝血功能指标#进一步来探讨血清联合
234

治疗

效果#实验结果证实
234

辅助抗蛇毒血清治疗对五

步蛇毒中毒大鼠肾损伤的恢复起到了积极的作用#治

疗时间越早效果越明显+对临床中出现的肾损伤#

234

的辅助治疗有望成为一种新的治疗手段+
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个重要诱因+由于本研究在疗效评定#生物力学评估

方面#以及存在样本量小#随机,对照应用的缺陷等#

有待扩大样本量#总结分析大样本的试验#并观察远

期的疗效#对其作用机制等因素进行深入探讨+

综上所述#刃针松解法治疗
Z4:

的临床疗效突

出#

[:5

评分,

;=

G

,=<

评分及生物力学指标均改善#

值得临床推广+
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