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罗格列酮对高脂血症性胰腺炎大鼠肾小管上皮细胞凋亡的影响*
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  [摘要] 目的 建立高脂血症性胰腺炎(HP)大鼠肾脏损伤动物模型,研究罗格列酮对 HP大鼠肾小管上

皮细胞凋亡及相关凋亡蛋白的影响。方法 通过高脂饮食4周诱导建立高脂(以血三酰甘油升高为主)大鼠动

物模型,逆行胰胆管注射5%牛磺胆酸钠建立大鼠 HP模型。将36只大鼠分为正常饮食对照组(Normal组)、
正常饮食+逆行胰胆管注射5%牛磺胆酸钠组

 

(AP组)、高脂饮食组(HFD组)、高脂血症性胰腺炎组(HP组)、
正常饮食+罗格列酮组(N+RSG组)、高脂血症性胰腺炎+罗格列酮组(HP+RSG组)。检测血淀粉酶、血脂

和肾功能变化及肾脏病理PAS染色及电镜改变,TUNEL染色检测大鼠肾脏细胞凋亡情况,Western
 

blot检测

大鼠肾脏Bax、Bcl-2及cleaved-caspase-3等相关凋亡蛋白的表达。结果 与Normal组相比,AP组、HP组血

清肌酐水平明显升高(P<0.05);与 HP组相比,HP+RSG组肌酐水平明显下降(P<0.05)。PAS染色显示

与Normal组比较,AP组、HFD组、HP组肾小管损伤指数升高(P<0.05);与 HP组相比,HP+RSG组肾小

管损伤指数下降(P<0.05)。TUNEL染色结果显示,与Normal组相比HP大鼠肾脏细胞凋亡明显增加(P<
0.01),与HP组比较,HP+RSG组凋亡细胞明显减少,凋亡率显著降低(P<0.01)。与Normal组比较,AP、
HFD、

 

HP组Bax和cleaved-caspase-3蛋白在肾脏组织中表达明显升高(P<0.01),而Bcl-2蛋白却显著下降

(P<0.01);而HP+RSG组较HP组Bax和cleaved-caspase-3蛋白表达有所下降,而Bcl-2蛋白表达却明显上

调(P<0.01)。结论 罗格列酮可能通过减少HP大鼠肾脏细胞凋亡,减轻HP大鼠肾小管损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

establish
 

the
 

kidney
 

injury
 

animal
 

model
 

of
 

hyperlipidemic
 

pancreatitis(HP),
and

 

to
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

rosiglitazone
 

on
 

kidney
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

apoptosis
 

and
 

apoptosis-related
 

proteins.Methods The
 

rat
 

animal
 

model
 

with
 

hyperlipidemia
 

(dominated
 

by
 

blood
 

triacylglycerol)
 

was
 

estab-
lished

 

by
 

4-week
 

high
 

lipid
 

diet.The
 

rat
 

HP
 

model
 

was
 

established
 

by
  

retrograde
 

cholangiopancreatic
 

injection
 

of
 

5%
 

sodium
 

taurocholate.Thirty-six
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

diet
 

control
 

group
 

(Normal),normal
 

diet+retrograde
 

cholangiopancreatic
 

injection
 

of
 

5%
 

sodium
 

taurocholate
 

group
 

(AP),high
 

fat
 

diet
 

group
 

(HFD),HP
 

group,normal
 

diet+rosiglitazon
 

(N+RSG)
 

and
 

HP+
 

rosiglitazon
 

group
 

(HP+
 

RSG).The
 

ser-
um

 

amylase,blood
 

lipid,renal
 

function,renal
 

pathologic
 

PAS
 

staining
 

and
 

electronic
 

microscopic
 

changes
 

were
 

examined.The
 

rat
 

kidney
 

tissues
 

apoptosis
 

situation
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

TUNEL
 

staining.The
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax,Bcl-2
 

and
 

cleaved-caspase-3
 

were
 

measured
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

Nor-
mal

 

group,serum
 

Scr
 

level
 

in
 

the
 

AP
 

and
 

HP
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

HP
 

group,serum
 

Scr
 

level
 

in
 

the
 

HP
 

+
 

RSG
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

PAS
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

Normal
 

group,the
 

tubular
 

injury
 

index
 

in
 

the
 

AP,HFD
 

and
 

HP
 

groups
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

HP
 

group,which
 

in
 

the
 

HP+RSG
 

group
 

was
 

de-
creased

 

(P<0.05).The
 

TUNEL
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

renal
 

cells
 

apoptosis
 

in
 

the
 

HP
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),compared
 

with
 

the
 

HP
 

group,the
 

apoptosis
 

cells
 

in
 

the
 

HP+RSG
 

were
 

significantly
 

reduced,and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

Normal
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group,the
 

Bax
 

and
 

cleaved-caspase-3
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

AP,HFD
 

and
 

HP
 

groups
 

were
 

significantly
 

in-
creased,while

 

the
 

Bcl-2
  

protein
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01);after
 

rosiglitazone
 

intervention,
compared

 

with
 

the
 

HP
 

group,the
 

Bax
 

and
 

cleaved-caspase-3
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

HP+RSG
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.01),while
 

the
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

(P<0.01).Con-
clusion Rosiglitazone

 

may
 

reduce
 

kidney
 

tubular
 

injury
 

by
 

decresing
 

renal
 

cells
 

apotosis
 

in
 

HP
 

rats.
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words] hyperlipidemic
 

pancreatitis;acute
 

kidney
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  高脂血症是急性胰腺炎(acute
 

pancreatitis,AP)
的危险因素之一,也是继胆源性、酒精性之后 AP的

常见 病 因,AP 与 高 脂 血 症 的 并 存 率 为 12%~
38%[1]。过去在我国 AP的发病因素以胆道疾病为

主,占50%以上。近年来随着生活水平的提高和饮食

结构的改变,高脂血症性胰腺炎(hyperlipidemic
 

pan-
creatitis,HP)的发病率呈上升趋势,HP本身及其并

发症的发病机制的探索及治疗手段的开发也开始引

起人们更多的关注。HP可以引起与其他类型胰腺炎

相同的并发症[2],并有证据证明 HP导致的并发症更

为严重,发 病 率 更 高。肾 功 能 障 碍 在 重 症 胰 腺 炎

(SAP)中的发生率为14%~43%,仅次于肺功能障

碍[2]。急性肾损伤(acute
 

kidney
 

injury,AKI)是导致

SAP死 亡 的 常 见 原 因 之 一,病 死 率 高 达 71% ~
84%[3]。另外,脂代谢紊乱也对肾脏损伤有着促进作

用,因此 HP并发的AKI很可能较单纯SAP诱发的

AKI更为严重。然而该并发症的病理表现和分子机

制目前并没有文章报道。

PPARγ激动剂作为胰岛素增敏剂被用于2型糖

尿病的治疗。研究表明,其代表药物罗格列酮(RSG)
能够 有 效 缓 解 牛 磺 胆 酸 钠(sodium

 

taurocholate,

sTCA)诱导的 AP症状,减轻炎性反应[4],并能够改

善AP并发的肺损伤[5]。本研究拟采用高脂饮食联合

牛磺胆酸钠逆行胰胆管注射方法,建立 HP大鼠模

型,观察HP并发AKI的病理特点,并在此基础上探

讨罗格列酮对肾小管上皮细胞凋亡的作用及其调控

机制。

1 材料与方法

1.1 主要药品与试剂 牛磺胆酸钠(T4009-250MG)
和罗格列酮(R2408-50MG)购自美国Sigma公司,大
鼠肾损伤分子1(Kim-1)检测试剂盒和NGAL检测试

剂盒购自美国 Uscn公司,In
 

Situ
 

Cell
 

Death
 

Detec-
tion

 

Kit
 

购自上海罗氏公司,抗体购自美国Cell
 

Sig-
naling

 

Technology公司。

1.2 动物分组及模型制备 36只清洁级健康雄性

SD大鼠,8周龄,体质量180~200
 

g,购自中国医科大

学实验动物中心[动物合格证号:SCXK(辽)-2013-
0001]。本实验中动物实验方案符合动物伦理学标

准。按随机数字表法将大鼠分为正常饮食对照组

(Normal组);正常饮食+逆行胰胆管注射5%牛磺胆

酸钠组(AP组);高脂饮食组(HFD组);高脂血症性

胰腺炎组(HP组);正常饮食+罗格列酮组(N+RSG
组)和高脂血症性胰腺炎+罗格列酮组(HP+RSG
组),每组6只。HFD、HP组和 HP+RSG组大鼠给

予高脂饲料喂养4周(高脂饲料配方为87.8%基础饲

料+10%猪油+2%胆固醇+0.2%胆酸钠),Normal、

AP组和N+RSG组给予正常饲料喂养4周。饲养4
周后行逆行胰胆注射法建立大鼠AP模型,术前禁食、
不禁水12

 

h,以保证肠道条件一致。以2
 

mL/kg(100
 

mg/kg)5%氯胺酮+10
 

mg/kg甲苯噻嗪腹腔注射麻

醉后固定、腹部脱毛、消毒、铺无菌巾;沿腹正中线作

1.5
 

cm
 

切口,AP、HP组和 HP+RSG组经上腹剑突

下正中切口进腹,切口2~3
 

cm,显露肝下间隙,暴露

十二指肠,将十二指肠翻出体外。暴露胰腺,确认胰

胆管及十二指肠乳头位置,以血管夹阻断近肝门处胰

胆管,用 BD 密闭式静脉留置针(规格24
 

G,批号

383408)于十二指肠乳头附近经十二指肠肠壁穿刺进

入肠腔,经乳头逆行刺入胰胆管,进入约5
 

mm,确认

针头已进入胰胆管后,在十二指肠乳头处用另一血管

夹夹毕、固定。使用微量注射泵将5%
 

sTCA溶液按

1
 

mL/kg用量注入胰胆管内,以0.2
 

mL/min的速度

注射完毕,保持压力5
 

min后除去血管夹,逐层关腹。
其余各组采用逆行胰胆管注射生理盐水。所有动物

术后立即皮下注射生理盐水10
 

mL抗休克,之后将动

物放回饲养笼中,待麻醉清醒后可自由活动、进食、饮
水。造模后24

 

h后,HP+RSG组和N+RSG组经腹

腔注射10
 

mg/kg罗格列酮,其余组给予等体积溶剂。

48
 

h后处死各组大鼠,心尖取血离心留血清及取材肾

组织,用于后续实验。

1.3 血清生化检测 取6组大鼠血清,送中国医科

大学附属盛京医院检验科用采用全自动生化分析仪

检测血清淀粉酶(AMY)活性、三酰甘油(TG)、总胆

固醇(TC)、高 密 度 脂 蛋 白(HDL)、低 密 度 脂 蛋 白

(LDL)水 平;检 测 血 清 肌 酐 (Scr)、尿 素 氮 含 量

(BUN)。酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测早期

AKI标记物尿KIM-1,血清及尿液中的NGAL水平。

1.4 大鼠肾脏组织 标本常规脱水、透蜡、包埋、切
成5

 

μm的薄片,行PAS染色,于显微镜下观察染色

效果。于400倍镜下拍照,行PAS半定量评分,依据

皮质肾小管上皮细胞坏死百分比评分:0分为无坏死;
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1分为坏死面积小于10%;2分为坏死面积10%~
25%;3分为坏死面积>25%~75%;4分为坏死面积

大于75%。电镜下观察肾脏超微结构变化。电镜标

本取厚度小于1
 

mm的组织,2.5%戊二醛固定,1%
 

锇酸-0.1
 

mmol/L二甲胂酸钠缓冲液固定,脱水,丙
酮浸透、包埋、聚合,制成1

 

μm厚半薄切片。
 

日立(H-
7650)透射电子显微镜下观察,拍片。

1.5 TUNEL染色检测大鼠肾脏组织凋亡情况 依

照 试 剂 盒 说 明 书,石 蜡 切 片 常 规 脱 蜡、水 化,加

TUNEL反应液,再加入转化剂-POD,然后 DAB显

色,于400倍光学显微镜观察并计数。TUNEL
 

阳性

表达率=
 

阳性表达细胞数/细胞总数×100%。

1.6 Western
 

blot检 测 大 鼠 肾 脏 Bax、Bcl-2 及

cleaved-caspase-3等相关凋亡蛋白表达 取肾脏组

织,加入等体积RIPA裂解液,冰浴下超声破碎制成

组织匀浆液,4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清

液,BAC法测定蛋白浓度,蛋白样本凝胶电泳分离后,
转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜室温封闭1

 

h,加入一

抗(β-actin抗体为1∶5
 

000,其他抗体为1∶1
  

000)
 

4
 

℃孵育过夜,羊抗兔IgG-HRP二抗(1∶5
 

000)室温

孵育1
 

h,滴加增强化学发光色液后于化学发光成像

仪内曝光显影,用凝胶图像处理系统(Gel-Pro-Analy-
zer软件)分析目标条带的光密度值。

1.7 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行统计学

分析,计量资料用x±s表示,多组间比较用单因素方

差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 实验动物一般情况 饲养期间各组大鼠无死

亡,手术造模过程顺利,各组大鼠全部存活至术后

48
 

h。Normal、HFD、N+RSG组大鼠的术后恢复较

快,4~6
 

h后可活动、饮水,生命状态平稳。AP、HP
组大鼠的一般情况最差,术后精神萎靡,平卧休息,有
呼吸急促、弓背竖毛寒战、动作呆滞等应激表现,少数

大鼠腹部切口周围可见黄色渗出。HP+RSG干预组

的大鼠不同程度地出现以上应激症状,但较 HP组都

有明显改善,活动、饮水、精神状况等有所好转。

2.2 实验动物的大体解剖观察 普通饲料喂养组

(Normal、N+RSG组)大鼠,肝脏呈暗红色,边缘锐

利;高脂饲料喂养组(HFD、HP、HP+RSG)大鼠肝脏

可见黄色条纹,边缘变钝,腹腔大网膜脂肪组织较多。

Normal组大鼠胰腺无充血水肿,肾脏颜色暗红,未见

明显异常。个别大鼠胰腺组织稍有水肿,可见少量淡

黄色腹腔积液。AP、HP组腹腔内存在大量血性腹腔

积液,胰组织胰腺体积较 Normal组增大、包膜紧张,
部分区域可见液化、出血、坏死等改变;有钙化斑附

着,肾脏暗红色,无明显肿胀。HP+RSG组可见大量

黄色腹腔积液,胰组织胰腺体积增大、包膜紧张,部分

可见液化、出血、坏死等改变;有钙化斑附着,肾脏暗

红色,无明显肿胀。

2.3 组织病理学检查

2.3.1 PAS染色肾小管间质损伤 PAS染色结果

见图1,Normal组及 N+RSG组大鼠肾小管排列整

齐,结构完整,肾小球及肾间质未见明显异常。HFD
组肾小管基底面增厚,少量炎症细胞浸润。

 

AP、HP
组可见肾小管间质水肿,炎症细胞浸润,肾小管基底

面脱落、皱缩、部分小管上皮坏死,失去原有形态,另
HP组可见肾小管上皮细胞空泡变性。HP+RSG组

肾组织的上述损伤减轻。行PAS染色半定量评分结

果见图2A,与Normal组比较,AP、HFD、HP组肾小

管损伤指数明显增高(P<0.01);与 AP组相比,HP
组损伤指数增高(P<0.01);与 HFD组相比,HP组

损伤指数增高(P<0.01);与 HP组相比,HP+RSG
组损伤指数降低(P<0.01)。
2.3.2 电镜下观察肾脏超微病理变化 电镜下可见

高脂饮食组(HFD、HP组)肾小球基底膜(GBM)增
厚,足细胞内皮细胞孔增大,足细胞足突变形,排列异

常,内皮细胞孔变大或不清。HP组可见内皮孔隙消

失,足突大部分融合,结构紊乱,部分滤过膜薄厚不均

匀,足突宽度明显增加,大部分可见融合。HP+RSG
组足细胞结构不完整,体积增大,部分可见融合,并有

微绒毛形成,病变较HP组减轻,见图1。

2.3.3 TUNEL染色检测大鼠肾脏组织凋亡情况 
TUNEL染色显示(图1),阳性细胞核呈棕黑色,Nor-
mal、N+RSG组大鼠肾脏偶见凋亡细胞,AP

 

、HFD、

HP、HP+RSG组有不同程度的凋亡,凋亡细胞以肾

小管上皮细胞为主,肾小球细胞见少量凋亡。凋亡率

反映细胞凋亡的程度,显微镜下观察并计数凋亡率:
每张切片从不同的10个视野计数100个细胞/视野,
计算出凋亡率(图2B)。结果显示:Normal、N+RSG
组可见个别散在的细胞发生凋亡;与Normal组比较,

AP、HFD、HP、HP+RSG各组凋亡细胞明显增多,凋
亡率显著增加(P<0.01),以 HP组最为显著;与 HP
组比较,HP+RSG组凋亡细胞明显减少,凋亡率显著

降低(P<0.01)。
2.4 大鼠血清生化检测结果 各组大鼠的AMY活

性、TG、总胆固醇(TC)、HDL、LDL测定结果见表1。
与Normal组相比,AP、HFD、HP组血清淀粉酶明显

增高(P<0.01),与Normal组相比AP、HFD、HP组

血脂系列(TG、TC、HDL、LDL)明显增高(P<0.01)。
 

与HP组相比,HP+RSG组血清淀粉酶明显降低(P<
0.01),HP+RSG组血脂系列(TG、TC、HDL、LDL)明
显降低(P<0.01)。各组大鼠的血清尿素氮、肌酐测定

结果见表2。与Normal组相比,AP、HFD、HP组Scr
水平明显增高(P<0.01),与HP组相比HP+RSG组
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表1  各组大鼠血清生化结果(x±s)

组别 AMY TC(U/L) TG(mmol/L) HDL(mmol/L) LDL(mmol/L) SCr(μmol/L) BUN(mmol/L)

Normal组 100±29 1.60±0.37 0.52±0.13 0.70±0.16 0.90±0.23 13.02±2.91 6.15±1.35
AP组 244±48▲ 4.49±1.16▲ 1.68±0.46▲ 0.36±0.10▲ 4.12±1.09▲ 107.68±26.65▲ 16.34±4.31▲

HFD组 184±54▲ 3.85±0.82▲ 1.19±0.26▲ 0.42±0.11▲ 3.44±0.73▲ 87.76±21.33▲ 12.00±3.87▲

HP组 344±90▲ 4.85±1.01▲ 1.84±0.22▲ 0.30±0.08▲ 4.55±0.97▲ 147.01±33.00▲ 18.21±4.75▲

N+RSG组 90±26 1.85±0.38 0.51±0.14 0.76±0.26 1.12±0.17 16.67±5.01 6.15±1.24
HP+RSG组 140±41△ 2.42±0.54△ 0.83±0.17△ 0.67±0.19△ 1.76±0.35△ 39.06±10.12△ 9.27±2.19△

  
 ▲

 

:P<0.01,与Normal组比较;△:P<0.01,与 HP组比较

Scr水平明显下降(P<0.01)。与 Normal组相比,
AP、HFD、HP 组 血 清 BUN 水 平 明 显 增 高(P <
0.01),与HP组相比HP+RSG组BUN水平明显下

降(P<0.01)。
2.5 ELISA检测尿KIM-1,NGAL表达 ELISA法

检测尿KIM-1,NGAL水平,与Normal组相比,AP、
HFD、HP 组 KIM-1 水 平 明 显 增 高 (P <0.01),
NGAL水平明显增高(P<0.01),见表2。
2.6 Western

 

blot检 测 大 鼠 肾 脏 Bax、Bcl-2 及

cleaved-caspase-3等相关凋亡蛋白表达 Western-
blot

 

检测显示(图2),Bax条带出现在23×103,Bcl-2
条带出现在26×103,cleaved-caspase-3条带出现在

17×103,β-actin出现在43×103,灰度分析显示:与
 

Normal组比较,AP、HFD、
 

HP组 Bax和cleaved-
caspase-3在肾组织中表达明显升高(P<0.01),而Bcl-
2却显著下降(P<0.01);经罗格列酮干预后HP+RSG
组较 HP组Bax和cleaved-caspase-3表达下降(P<
0.01),而Bcl-2表达却明显上调(P<0.01)。

表2  各组大鼠尿NGAL、KIM-1水平(x±s)

组别 NGAL(ng/mL) KIM-1(pg/mL)

Normal组 5.49±1.29 6.29±5.24

AP组 156.63±36.19▲ 6
 

654.72±2
 

027.35▲

HFD组 126.67±35.29▲ 4
 

797.16±1
 

006.22▲

HP组 208.92±42.53▲ 11
 

119.73±2
 

170.98▲

  ▲
 

:P<0.01,与Normal组相比

  1:PAS染色肾小管间质损伤,Normal组(1A)及 N+RSG组(1E)大鼠肾小管排列整齐,结构完整,肾小球及肾间质未见明显异常;HFD组

(1C)肾小管基底面增厚,少量炎症细胞浸润;AP组(1B)、HP组(1D)可见肾小管间质水肿,炎症细胞浸润,肾小管基底面脱落、皱缩、部分小管上皮

坏死,失去原有形态,另HP组可见肾小管上皮细胞空泡变性;HP+RSG组(1F)可减轻肾组织的上述损伤。2:电镜下观察肾脏超微病理变化Nor-

mal组(2A)肾小球滤过膜结构基本正常,基膜均匀完整、无增厚;内皮细胞空隙明显,分布均匀;足细胞结构完整,足突宽度正常,均匀排布于基膜

外侧;细胞质密度均匀,细胞器完整。AP
 

组(2B):基膜均匀完整、无增厚;内皮细胞空隙明显,分布均匀;足细胞结构不完整,部分足突宽度明显增

加,部分可见融合,并有微绒毛形成;HFD组(2C)足细胞结构尚完整,部分足突宽度明显增加,部分可见融合,并有微绒毛形成。HP组(2D)可见内

皮孔隙消失,足突大部分融合,结构紊乱,部分滤过膜薄厚不均匀,足突宽度明显增加,大部分可见融合;HP+RSG组(2F)足细胞结构不完整,体积

增大,部分可见融合,并有微绒毛形成。3:TUNEL染色检测大鼠肾脏组织凋亡情况,TUNEL染色阳性细胞核呈棕黑色,Normal组(3A)、N+

RSG(3E)组大鼠肾脏偶见凋亡细胞,AP、HFD、HP、HP+RSG组有不同程度的凋亡,凋亡细胞以肾小管上皮细胞为主,肾小球细胞见少量凋亡

图1  各组大鼠肾组织PAS染色、电镜、TUNEL染色结果
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  A:PAS染色半定量评分;B:TUNEL染色肾组织凋亡率;C:凋亡相关蛋白Western
 

blot结果;D:凋亡相关蛋白Western
 

blot结果分析;*:P<

0.01,与Normal组相比;#:P<0.01,与 HP组相比

图2  病理染色半定量评分结果及凋亡相关蛋白 Western
 

blot结果

3 讨  论

  近年来随着人们生活水平的提高和饮食习惯的

改变,由高TG血症诱发的HP逐年增多,其临床表现

除特征性的乳糜血外,常伴有严重的代谢紊乱,并发

急性肺损伤、急性肾损伤等器官功能障碍,预后差,且
易复发。HP患者发生AKI的机制尚未完全明确,可
能与HP时细胞因子、炎症介质的大量释放,肾脏血

流动力学及微循环障碍,中晚期肠道细菌移位,内毒

素作用加重肾脏损伤等相关。近期研究表明:肾细胞

的凋亡也在HP肾损伤中起到重要作用。
本研究选取 HP肾损伤动物模型,前期实验证实

HP大鼠早期有肾损伤发生,早期肾损伤标记物,如尿

KIM-1、NGAL等均升高(P<0.01)。尿KIM-1是一

种敏感性和特异性都较高的早期诊断肾小管损伤的

标记物[3]。缺血早期近端肾小管上皮细胞大量表达

KIM-1,尿KIM-1表达在缺血后12
 

h即可检测出,并
持续升高数天。肾近曲小管细胞在损伤后可高表达

NGAL,在动物及人体研究中均发现肾脏缺血损伤

2
 

h后,血清及尿液中的 NGAL明显升高,NGAL水

平越高,肾脏损伤越重,临床预后越差。这些结果表

明,本研究的HP模型中早期便存在急性肾损伤。
进一步对大鼠肾组织进行病理分析,行PAS染

色,HP组病变主要集中在肾小管内膜部位,半定量评

分显示HP组肾小管损伤指数明显增高,罗格列酮干

预可减轻HP肾小管损伤程度。TUNEL染色检测大

鼠肾脏组织凋亡情况,TUNEL染色显示 HP组肾脏

有不同程度的凋亡,凋亡细胞以肾小管上皮细胞为

主。与 HP模型组比较,罗格列酮干预可显著降低肾

组织凋亡率,笔者推测抑制凋亡可能可以修复损伤。
细胞凋亡即程序性细胞死亡,是细胞遵循自身程

序自己结束其生命的主动死亡方式,由精确的基因调

控执行。细胞凋亡是组织正常发育及重构的关键因

素,在HP肾损伤的发生、发展过程中同样有重要的

意义。本实验通过TUNEL原位检测各组大鼠肾组

织证实HP大鼠肾组织存在细胞凋亡。细胞凋亡在

肾功能下降及肾脏病理损伤中发挥了一定的作用。
细胞凋亡受多种凋亡相关基因及其蛋白的调控,与凋

亡相关的基因通常分为抗凋亡基因和促凋亡基因。

Bcl-2是一种重要的抗凋亡蛋白,而Bax为
 

Bcl-2家族

成员,其作用为促凋亡。caspase-3
 

是半胱氨酸蛋白酶

家族的重要成员,是各种凋亡途径下游的必经之路,
被认为是执行细胞凋亡最关键的蛋白酶。caspase-3

 

一旦被激活,凋亡的发生不可避免,故又称细胞凋亡

的终末剪切酶[7]。caspase-3活化会激活 DNA断裂

因子,导致失活状态下的核酸内切酶激活,降解多聚

聚合酶和核纤层蛋白等,引起染色体断裂,造成细胞

凋亡[8]。抑制caspase酶活性可能成为防治 HP肾损

伤的关键环节[9]。
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罗格列酮在不同种类细胞的凋亡过程中起到不

同的作用,罗格列酮通过调节氧化应激、内质网应激

和炎性反应,可抑制胰腺β细胞、骨骼肌细胞、肝细胞

和神经元细胞的凋亡[10-13]。本实验研究结果显示,应
用罗格列酮治疗后可使 HP肾损伤过程中凋亡指数

下降,Bcl-2
 

表达增强,Bax表达减弱,它可抑制HP诱

发AKI过程中肾脏凋亡的发生,且其肾脏保护作用

与抑制
 

Bcl-2/Bax,capases-3介导的细胞凋亡密切相

关,与文献[14]报道一致。
本实验观察罗格列酮通过减少肾小管上皮细胞

凋亡减轻高脂血症胰腺炎所导致的肾损伤,为今后研

究打下一定基础,但实验存在一定局限,未进行相关

凋亡蛋白mRNA水平的检测,及进一步细胞信号通

路的深入探讨。另针对脓毒症肾损伤的研究显示,自
噬能够拮抗细胞凋亡,对LPS介导的肾小管上皮细胞

损伤发挥保护作用,抑制自噬作用能够加重LPS介导

的AKI。今后本课题组将继续就自噬在 HP所导致

的肾损伤中的功能及具体机制作进一步探索。
综上所述,罗格列酮能降低高脂血症胰腺炎大鼠

肾脏Bax、caspase-3表达,增加Bcl-2的表达,减少肾

小管上皮细胞凋亡,保护肾脏。
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