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  [摘要] 目的 探讨血液透析对肾衰大鼠心功能的影响及机制。方法 将40只大鼠分为假手术组、模型

组、激动剂组和血液透析组,除假手术组外,其余组建立肾衰模型。结果 模型组大鼠心肌细胞肥大,细胞核溶

解,心肌纤维排列紊乱,大量炎症细胞浸润;激动剂组和血液透析组大鼠心肌组织病理损伤减轻;与模型组比

较,血液透析组左心室舒张末压(LVEDP)升高,左心室收缩压(LVSP)、左心室内压最大上升速率(+dp/dt-
max)、左心室内压最大下降速率(-dp/dtmax)、血肌酐、尿素氮、肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)、白

细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-1β水平及Toll样受体4(TLR4)、caspase-3
 

mRNA水平和蛋

白水平,以及p-NF-κB
 

p65
 

蛋白水平、p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65降低(P<0.05);与血液透析组比较,激动剂组

LVEDP降低,其余各指标升高(P<0.05)。结论 血液透析可减轻肾衰大鼠肾损伤及心肌炎症,改善心功能,
可能是通过抑制TLR4/NF-κB信号通路发挥作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

hemodialysis
 

on
 

the
 

heart
 

function
 

in
 

the
 

rats
 

with
 

renal
 

failure.Methods Forty
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,model
 

group,ago-
nist

 

group
 

and
 

hemodialysis
 

group,except
 

for
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

other
 

groups
 

were
 

established
 

the
 

renal
 

failure
 

model.Results In
 

model
 

group,there
 

were
 

the
 

myocardial
 

cell
 

hypertrophy,nucleolysis,myocar-
dial

 

fiber
 

arrangement
 

disorder
 

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

infiltration;the
 

pathological
 

damage
 

of
 

myocardial
 

tissue
 

in
 

the
 

agonist
 

group
 

and
 

hemodialysis
 

group
 

was
 

reduced.Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,LVEDP,LVSP,+dp/dtmax,-dp/dtmax,serum
 

creatinine,urea
 

nitrogen,CK,CK-MB,IL-6,TNF-α,

IL-1β,TLR4,caspase-3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

hemodialysis
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

protein
 

level
 

of
 

p-NF
 

-κB
 

p65,p-NF
 

-κB
 

p65/NF-κB
 

p65
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

hemodialysis
 

group,LVEDP
 

in
 

the
 

agonist
 

group
 

was
 

decreased,and
 

the
 

other
 

indexes
 

were
 

increased
 

(P<0.05).Conclu-
sion Hemodialysis

 

can
 

reduce
 

the
 

renal
 

injury
 

and
 

myocardial
 

inflammation
 

and
 

improve
 

the
 

cardiac
 

function
 

in
 

the
 

rats
 

with
 

renal
 

failure,which
 

plays
 

the
 

role
 

possibly
 

by
 

inhibiting
 

TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway.
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4;nuclear
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  肾衰患者病死率高,45%~60%的死亡患者死因

为心血管疾病,包括心脏结构改变、心力衰竭等[1-2]。
研究表明,炎症为肾衰患者发生心血管疾病的机制之

一。血液透析为肾衰常用肾脏替代治疗方式之一,可

经对流、弥散等方式进行物质交换,对体内代谢废物

进行清除,纠正酸碱、电解质失衡,提升心血管稳定

性[3-4]。此外,血液透析在缓解肾衰患者炎性反应、氧
化应激中有一定价值,有利于保护心功能,增强右心
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室游离壁纵向收缩功能,但其作用机制尚不明确[5]。
本研究通过建立肾衰大鼠模型,重点分析血液透析对

肾衰大鼠心功能的影响,并探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

40只清洁级健康雄性SD大鼠,购自北京生物制

品研究所有限责任公司,许可证号:SYXK(京)2016-
0051。

1.1.2 仪器与试剂

Toll样受体4(TLR4)/核因子-κB(NF-κB)通路

激动剂脂多糖(LPS,美国Sigma公司);磷酸肌酸激

酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)试剂盒(北京利德

曼生物技术有限公司);白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)ELISA试

剂盒(武汉博士德生物工程有限公司);兔抗大鼠

TLR4、p-NF-κB
 

p65、NF-κB
 

p65、caspase-3一抗(美
国CST公司);AK-200血液透析器(瑞典Gambro医

疗器械公司)。

1.2 方法

1.2.1 模型制备及分组

40只大鼠中取10只作为假手术组,其余30只制

备肾衰大鼠模型[6]。大鼠麻醉后,于左侧肋弓下0.5
 

cm、脊柱左旁1
 

cm处,作垂直于脊柱的切口,暴露左

肾,结扎、缝合左肾动脉2/3分支,1周后将右肾摘除。
建模4周后取尾静脉血检测肌酐、尿素氮水平高于假

手术组(P<0.05),表示建模成功。30只大鼠建模成

功24只,成功率80%。将24只大鼠随机分为模型

组、激动剂组、血液透析组,每组各8只,假手术组大

鼠不结扎左肾动脉,其余步骤同上。

1.2.2 动物干预

建模成功24
 

h后,血液透析组大鼠右股静脉留置

8
 

F双腔静脉导管,通过小儿专用动静脉透析管路,连
接血液透析器,透析面积0.7

 

m2。肝素抗凝,初始剂

量50
 

U/kg,维持剂量25
 

U/(kg·h)。血液透析速度

随大鼠血压变化而调整,维持55~90
 

mL/min,透析时

间1
 

h,1周3次,持续3周。激动剂组血液透析方法同

血液透析组,每次透析后,尾静脉注射10
 

μg/mL
 

LPS。
假手术组和模型组以1.5

 

mL
 

0.9%氯化钠溶液灌胃,
每天1次,持续3周。

1.2.3 心脏超声检查

治疗结束后72
 

h,超声检测左心室舒张期末压

(LVEDP)、左心室收缩压(LVSP)、左心室内压最大

上升速率(+dp/dtmax)、左心室内压最大下降速率

(-dp/dtmax)。

1.2.4 肾功能指标检测

处死大鼠,取下腔静脉血,离心取上清液,采用全

自动生化分析仪检测肌酐和尿素氮水平。

1.2.5 酶联免疫法

取下腔静脉血,离心,分离血清,采用全自动生化

分析仪检测CK、CK-MB水平。
1.2.6 HE染色法

切取心肌组织置于4%多聚甲醛,浸蜡、包埋、切
片,行HE染色,中性树胶封片,光学显微镜下观察、
拍照。
1.2.7 ELISA法

取部分心肌组织,匀浆,离心取上清液,严格按照

ELISA试剂盒说明书操作。
1.2.8 qRT-PCR法

取部分心肌组织,提取总RNA,逆转录为cDNA,
进行 RT-PCR反应,以β-actin为内参,2-ΔΔCT 计算

mRNA相对表达强度,引物序列见表1。
表1  RT-PCR引物序列

基因 引物序列

TLR4 F:5'-GAGGACTGGGTGAGAAAGGA-3'

R:5'-GAAACTAGGGATGGTGAGGA-3'

NF-κB
 

p65 F:5'-ATGTTCCADGTATGACTATCAGG-3'

R:5'-GAAGAGACCAGTAATCACGACA-3'

caspase-3 F:5'-AAACAAGAGCCAAGTCC-3'

R:5'-AATGAGGGTTGTGATGTG-3'

β-actin F:5'-TACGATTCTCCCATCAACT-3'

R:5'-GTCTGGTAATCTCGCACTC-3'

1.2.9 Western
 

blot法

取心肌组织,裂解,离心,取上清液,BCA法测定

蛋白水平,上样、电泳、湿转、封闭后,各蛋白抗体(1∶
500)4

 

℃孵育过夜,二抗(1∶5
 

000)室温孵育2
 

h,
ECL显影,Image

 

J分析条带灰度值,目的蛋白条带灰

度值/β-actin条带灰度值计算目的蛋白表达水平。

1.3 统计学处理

采用SPSS
 

19.0统计软件分析数据,计量资料以

x±s表示,多样本比较采用单因素方差分析,两样本

比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 心功能指标

与模型组比较,激动剂组和血液透析组LVEDP
升高,LVSP、+dp/dtmax、-dp/dtmax降 低(P<
0.05);与激动剂组比较,血液透析组LVEDP升高,

LVSP、+dp/dtmax、-dp/dtmax降低(P<0.05),见
表2。
2.2 血清肌酐、尿素氮水平

与模型组比较,激动剂组和血液透析组肌酐、尿
素氮水平降低(P<0.05);与激动剂组比较,血液透析
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组肌酐、尿素氮水平降低(P<0.05),见表3。

表2  各组LVEDP、LVSP、+dp/dtmax、-dp/dtmax比较(x±s)

组别 n LVEDP(mm
 

Hg) LVSP(mm
 

Hg) +dp/dtmax(mm
 

Hg/s) -dp/dtmax(mm
 

Hg/s)

假手术组 10 7.56±0.52 158.25±22.16 14
 

156.85±1
 

185.45 9
 

542.78±824.22

模型组 8 2.19±0.42a 258.75±28.65a 21
 

658.78±1
 

203.66a 13
 

984.96±802.55a

激动剂组 8 3.03±0.36ab 221.54±26.75ab 19
 

524.62±1
 

104.24ab 12
 

542.15±721.55ab

血液透析组 8 5.75±0.46abc 175.65±21.57abc 16
 

024.55±1
 

205.33abc 10
 

874.55±815.42abc

F 269.045 29.012 72.254 52.393

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与激动剂组比较。

表3  各组肌酐、尿素氮水平比较(x±s)

组别 n 肌酐(μmol/L) 尿素氮(mmol/L)

假手术组 10 61.02±5.63 6.24±0.41

模型组 8 135.84±8.62a 15.03±0.85a

激动剂组 8 126.35±6.22ab 13.65±0.57ab

血液透析组 8 112.13±7.02abc 10.65±0.74abc

F 217.910 326.072

P <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与激动剂组比较。

2.3 血清CK、CK-MB水平

与模型组比较,激动剂组和血液透析组CK、CK-
MB水平降低(P<0.05);与激动剂组比较,血液透析

组CK、CK-MB水平降低(P<0.05),见表4。

2.4 HE染色结果

模型组大鼠心肌细胞肥大,细胞核溶解、碎裂,心
肌纤维排列紊乱,大量炎症细胞浸润;激动剂组和血

液透析组大鼠肌纤维、肌外膜完整性及心肌细胞肥

大、炎症细胞浸润均有所改善,见图1。
表4  各组CK、CK-MB水平比较(x±s,U/L)

组别 n CK CK-MB

假手术组 10 182.54±20.15 20.45±4.45

模型组 8 382.11±22.16a 82.55±5.62a

激动剂组 8 358.61±20.06ab 67.51±6.02ab

血液透析组 8 224.65±20.54abc 42.84±5.02abc

F
 

196.177 241.187

P <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与激动剂组比较。

图1  各组大鼠心肌细胞形态变化比较(HE×400)

2.5 ELISA检测结果

与模型组比较,激动剂组和血液透析组IL-6、

TNF-α、IL-1β水平降低(P<0.05);与激动剂组比较,
血液 透 析 组IL-6、TNF-α、IL-1β 水 平 降 低 (P <
0.05),见表5。

2.6 PCR检测结果

与模型组比较,激动剂组和血液透析组 TLR4、

caspase-3
 

mRNA相对表达量降低(P<0.05);与激

动剂组比较,血液透析组TLR4、caspase-3
 

mRNA相

对表达量降低(P<0.05)。各组 NF-κB
 

p65
 

mRNA
相对表达量组间比较,差异无统计学意义(P>0.05),
见表6。

表5  各组IL-6、TNF-α、IL-1β水平比较(x±s)

组别 n IL-6(pg/mL) TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L)

假手术组 10 15.19±3.24 6.08±1.22 8.01±2.25

模型组 8 80.25±7.54a 44.52±3.88a 38.66±2.96a
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续表5  各组IL-6、TNF-α、IL-1β水平比较(x±s)

组别 n IL-6(pg/mL) TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L)

激动剂组 8 71.25±5.36ab 37.12±2.41ab 34.55±2.61ab

血液透析组8 45.84±3.52abc 20.04±2.47abc 28.16±2.52abc

F 296.832 394.905 258.215

P <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与激动剂组比较。

表6  各组TLR4、NF-κB
 

p65、caspase-3
 

mRNA相对

   表达量比较(x±s)

组别 n TLR4 NF-κB
 

p65 caspase-3

假手术组 10 0.23±0.02 0.35±0.03 0.65±0.11

模型组 8 0.71±0.08a 0.36±0.04 1.82±0.15a

激动剂组 8 0.62±0.07ab 0.36±0.05 1.61±0.11ab

血液透析组8 0.35±0.09abc 0.37±0.02 1.21±0.13abc

F 95.431 0.452 153.641

P <0.001 0.718 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与激动剂组比较。

2.7 Western
 

blot法检测结果

与模型组比较,激动剂组和血液透析组TLR4、p-
NF-κB

 

p65、caspase-3
 

蛋白相对表达量及p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p6降低(P<0.05);与激动剂组比较,血
液透析组TLR4、p-NF-κB

 

p65、caspase-3
 

蛋白相对表

达量及p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p6降低(P<0.05)。各

组NF-κB
 

p65
 

蛋白相对表达量组间比较,差异无统计

学意义(P>0.05),见图2、表7。

图2  心肌组织TLR4、p-NF-κB
 

p65、NF-κB
 

p65、

caspase-3
 

蛋白灰度值比较

表7  各组TLR4、p-NF-κB
 

p65、NF-κB
 

p65、caspase-3蛋白相对表达量及p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65比较(x±s)

组别 n TLR4 p-NF-κB
 

p65 NF-κB
 

p65 caspase-3 p-NF-κB
 

p65/NF-κB
 

p65

假手术组 10 0.31±0.11 0.29±0.10 0.82±0.11 0.35±0.13 0.44±0.09

模型组 8 1.02±0.14a 1.13±0.12a 0.83±0.10 0.98±0.19a 1.36±0.08a

激动剂组 8 0.68±0.11ab 0.65±0.12ab 0.82±0.10 0.62±0.15ab 0.79±0.07ab

血液透析组 8 0.41±0.10abc 0.37±0.13abc 0.82±0.11 0.39±0.12abc 0.45±0.09abc

F 64.546 89.016 0.018 31.789 223.668

P <0.001 <0.001 0.997 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与激动剂组比较。

3 讨  论

目前,肾衰患者心功能损伤具体机制尚不明确,
其中,炎症为肾衰患者发生心血管疾病的独立危险因

素[7]。血液透析属于血液净化技术的一种,可减轻炎

性反应、氧化应激反应[8]。目前,国内尚无肾衰大鼠

血液透析的相关报道。
章颖虹[9]研究认为血液透析与心功能指标、炎症

状态有一定相关性。此外,血液透析还被证实能通过

对心血管相关蛋白结合毒素进行清除,发挥保护心血

管作用[10]。本研究结果显示,血液透析可促使大鼠

LVEDP升高,LVSP、+dp/dtmax、-dp/dtmax、血肌

酐、尿素氮、CK、CK-MB及心肌组织IL-6、TNF-α、IL-
1β水平下降;病理学分析发现,血液透析可改善大鼠

心肌纤维、肌外膜完整性,减轻心肌细胞肥大、炎性细

胞浸润,这说明血液透析可保护肾衰大鼠心功能,减
轻炎性反应,减少心肌损伤。

TLR4是一种信号转导受体蛋白,与免疫炎性反

应密切相关,在巨噬细胞、内皮细胞、心肌细胞内广泛

表达,可启动氧化应激、炎性反应[11]。TLR4激活后

可通过髓样分子依赖途径,对下游NF-κB进行激活,
介导下游炎症级联反应,导致IL-6、TNF-α、IL-1β等

大量炎症因子分泌、释放,促进心肌细胞凋亡[12]。而

心肌细胞凋亡在心功能损伤中也发挥重要作用,且由

相关基因调控,其中caspase家族较常见[13]。本研究

结果 显 示,血 液 透 析 可 抑 制 TLR4、p-NF-κB
 

p65、

caspase-3
 

蛋白相对表达量并降低p-NF-κB
 

p65/NF-
κB

 

p65,且经应用TLR4/NF-κB通路激动剂进一步验

证,这提示血液透析可抑制TLR4/NF-κB信号通路,
这可能是血液透析发挥大鼠心功能保护作用的机制

之一。
综上所述,血液透析可减轻肾衰大鼠肾损伤及炎

性反应,保护心功能,并可能通过抑制 TLR4/NF-κB
信号通路发挥作用。由于本研究涉及的样本量较少,
今后仍需进一步扩大样本量,进行后续实验分析。
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