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　　［摘要］　目的　探讨重组人ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒（ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ）对宫颈癌 ＨｅＬａ细胞增殖的抑制作用及机制。方法　
ＭＴＴ法检测细胞活力，ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测活性氧（ＲＯＳ）生成；ＥＬＩＳＡ检测８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）含量；Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ荧光染色检测细胞凋亡率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达；免疫共沉淀检测 ｐ６６Ｓｈｃ与 ｐ５３之间相互作用。
结果　 重组人ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒呈剂量依赖性地抑制ＨｅＬａ细胞增殖（Ｐ＜０．０５），而Ｎ乙酰半胱氨酸能够阻断重组人ｐ６６Ｓｈｃ
腺病毒的作用。ｐ６６Ｓｈｃ能引起细胞ＲＯＳ水平显著上升（Ｐ＜０．０５），同时伴随８ＯＨｄＧ含量的升高（Ｐ＜０．０５）；ｐ６６Ｓｈｃ能引
起ｐ５３蛋白和ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白表达及ｐ５３磷酸化修饰（ｐｐ５３）显著升高（Ｐ＜０．０５），但免疫共沉淀实验结果显示 ｐ６６Ｓｈｃ与
ｐ５３并非直接结合，提示ｐ６６Ｓｈｃ通过其他信号分子间接调控 ｐ５３的表达及活性。结论　 重组人 ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒通过使
ＨｅＬａ细胞ＲＯＳ水平上升，引起ＤＮＡ氧化损伤，从而诱导ｐ５３表达及其磷酸化修饰升高抑制ＨｅＬａ细胞增殖。
　　［关键词］　 ｐ６６Ｓｈｃ；ＨｅＬａ细胞；活性氧；ｐ５３
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　　 ｐ６６Ｓｈｃ是调节体内活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平、诱导细胞凋亡以及与寿命相关的
多功能蛋白。研究认为 ｐ６６Ｓｈｃ可促进线粒体中的活
性氧生成，在糖尿病、动脉粥样硬化、内皮功能损伤等

与氧化损伤密切相关的疾病的发生、发展中起重要作

用［１－３］。ｐ６６Ｓｈｃ还可通过抑制 ＭＡＰＫ通路发挥细胞
增殖抑制作用［４］。在肿瘤细胞中，有研究者认为

ｐ６６Ｓｈｃ可抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡［５］。为了观察

ｐ６６Ｓｈｃ对肿瘤细胞的抑制作用，我们将前期构建的人
重组ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒［６］感染人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞，观察
ｐ６６Ｓｈｃ高表达对ＨｅＬａ细胞增殖的抑制作用及机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　重组人ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒由本室应用腺病毒构建系统 Ａｄｅｎｏ
Ⅹ ＡｄｅｎｏｖｉｒａｌＳｙｓｔｅｍ３（ＣＭＶ，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，美国）自行构建，经
酶切及测序鉴定构建成功［６］；ＭＴＴ和 ＤＣＦＨＤＡ荧光探针
（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ，碧云天生物技术研
究所，江苏）；人８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）酶联免疫分析试剂
盒（北京科盈美科技有限公司，北京）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡
检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国）；ＰｒｏｔｅｉｎＡ／ＧＡｇａｒｏｓｅ（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，美国）；ｐ６６Ｓｈｃ抗体（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，美国）；
ｐ５３、ｐｐ５３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美
国），其余抗体（Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，美国）。人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞本
室保存；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及实验分组　　人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞在含有
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基中，置于５％ ＣＯ２、３７℃及
饱和湿度的培养箱中培养传代。取对数生长期的细胞用于实

验。实验分为空白对照组（不感染腺病毒）、阴性对照组（感染

ＡｄｅｎｏⅩＬａｃＺ）和治疗组（感染ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ）。
１．２．２　ＭＴＴ比色法测定不同感染剂量下的细胞增殖活性和ＮＡＣ
对其拮抗作用　　阴性对照组和治疗组分别设５个感染剂量组
（ＭＯＩ分别为１０、５０、１００、１５０和２００），治疗组增设ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ
（ＭＯＩ分别为５０、１００、１５０和２００）＋ＮＡＣ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）。感染４８ｈ
后，加ＭＴＴ继续培养４ｈ，弃培养液，每孔加ＤＭＳＯ１５０μＬ终止
反应，振荡，酶标仪检测各孔５７０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（５７０）］。
１．２．３　ＤＣＦＨＤＡ荧光探针结合流式细胞仪检测细胞内 ＲＯＳ
水平　　细胞接种于６孔板贴壁后，阴性对照组和治疗组按
ＭＯＩ＝１００分别加入ＡｄｅｎｏⅩＬａｃＺ和ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ，感染４８ｈ
后２ｍＬＰＢＳ／孔洗涤细胞１次，加入１ｍＬ稀释后的 ＤＣＦＨＤＡ
荧光探针，孵箱内避光孵育３０ｍｉｎ。胰酶消化细胞，吹打使细
胞分散，离心弃上清。ＰＢＳ洗涤细胞并离心，用５００μＬＰＢＳ重
悬细胞，吹散细胞后２００目滤网过滤，流式细胞仪检测分析。
１．２．４　细胞内８ＯＨｄＧ含量的测定　　细胞接种于６孔板贴
壁后，阴性对照组和治疗组按 ＭＯＩ＝１００分别加入 Ａｄｅｎｏ
ⅩＬａｃＺ和ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ，感染４８ｈ后按照试剂盒说明书要
求，检测并计算待测细胞培养上清及裂解液中８ＯＨｄＧ含量。
１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ荧光染色结合流式细胞仪检测细胞
凋亡率　　细胞接种于培养瓶中贴壁后，阴性对照组和治疗组
按 ＭＯＩ＝１００分别加入 ＡｄｅｎｏⅩＬａｃＺ和 ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ，感染

４８ｈ后收集细胞，分别加入５μＬＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和５μＬ
ＰＩ，室温避光孵育后，２００目滤网过滤，流式细胞仪检测分析。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达水平　　将对数生长期
的ＨｅＬａ细胞接种于细胞培养瓶中，感染 ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ４８ｈ
后，消化收集细胞，提取总蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各蛋白
表达情况。

１．２．７　免疫共沉淀反应　　将对数生长期的ＨｅＬａ细胞接种于
７５ｃｍ２细胞培养瓶中，按ＭＯＩ＝１００加入ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ，感染
４８ｈ后在非变性条件下提取总蛋白，将抗ｐ６６Ｓｈｃ和抗ｐ５３抗体
分别加到总蛋白提取物中，用偶联了琼脂糖珠的ＰｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ分
离抗原抗体复合物。沸水浴５ｍｉｎ变性，进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．３　统计学处理
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行单因
素方差分析。

２　结果

２．１　ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ对ＨｅＬａ细胞增殖的抑制作用
　　与空白对照组相比，治疗组 ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ的 ＭＯＩ为５０
时，ＨｅＬａ细胞的增殖活性即出现明显下降（Ｐ＜０．０５），且
ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ对ＨｅＬａ细胞增殖的抑制作用随感染剂量的增
加而增强。而阴性对照 ＡｄｅｎｏⅩＬａｃＺ的各个剂量组和空白对
照相比，ＨｅＬａ细胞的增殖活性均无统计学差异（Ｐ＞０．０５，
图１Ａ）。当应用２ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ与不同浓度ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ共
同处理ＨｅＬａ细胞时，ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ抑制细胞增殖的作用被
阻断（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
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Ａ：ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ对 ＨｅＬａ细胞增殖的抑制作用；Ｂ：ＮＡＣ阻断
ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ对ＨｅＬａ细胞增殖的抑制　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对
照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与治疗组（Ａｄｐ６６Ｓｈｃ）比较

图１　ＭＴＴ法检测ＨｅＬａ细胞的增殖活性
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：治疗组（Ａｄｐ６６Ｓｈｃ）；Ｄ：细胞内ＲＯＳ含量统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图２　感染ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ后ＨｅＬａ细胞的ＲＯＳ水平

２．２　ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ升高ＨｅＬａ细胞内活性氧水平
　　与空白对照组和阴性对照组相比，ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ感染
ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，细胞内ＲＯＳ生成的量显著升高（Ｐ＜０．０５），
阴性对照组与空白对照组相比无显著差异（Ｐ＞０．０５，图２）。
２．３　ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ升高８ＯＨｄＧ的含量
　　与空白对照组和阴性对照组相比，ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ感染
ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，细胞培养上清和细胞裂解液中８ＯＨｄＧ的
含量显著升高（Ｐ＜０．０５，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
Ａ：培养上清中８ＯＨｄＧ含量；Ｂ：细胞裂解液中８ＯＨｄＧ含量
图３　感染ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ后ＨｅＬａ细胞的８ＯＨｄＧ水平

２．４　ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ不能诱导ＨｅＬａ细胞凋亡
　　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ荧光染色检测细胞凋亡率结果显示，
感染ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，阴性对照组细胞早期凋亡和晚期凋亡

率总和为３．３３％，治疗组细胞早期凋亡和晚期凋亡率总和为
４．７７％，与空白对照组细胞凋亡率（１．７５％）相比，均无显著性
差异（Ｐ＞０．０５，图４）。
２．５　ＡｄｅｎｏⅩｐ６６Ｓｈｃ能够诱导 ｐ５３蛋白表达和磷酸

化水平升高
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：治疗组 ＨｅＬａ细胞感染 Ａｄｅｎｏ
Ⅹｐ６６Ｓｈｃ４８ｈ后，可见 ｐ６６Ｓｈｃ蛋白高表达，同时 ｐ５３蛋白表
达水平及 ｐｐ５３修饰水平显著升高（Ｐ＜０．０５），ＣｙｃｌｉｎＢ１和
ＣＤＫ１表达水平也明显升高（Ｐ＜０．０５）。而 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的蛋
白表达水平未发生改变（Ｐ＞０．０５）。阴性对照组的相关蛋白均
无明显改变（Ｐ＞０．０５，图５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：空白对照组；２：阴性对照组；３：治疗组
（Ａｄｐ６６Ｓｈｃ）；Ｂ：半定量分析结果　１：ｐ６６Ｓｈｃ；２：ｐ５３；３：ｐｐ５３；４：ｐ
ｐ５３／ｐ５３；５：ＣｙｃｌｉｎＢ１；６：ＣＤＫ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中蛋白表达
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：治疗组（Ａｄｐ６６Ｓｈｃ）
图４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ荧光染色检测细胞凋亡率变化
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２．６　免疫共沉淀反应
　　利用ｐ５３抗体进行免疫共沉淀后没有检测到 ｐ６６Ｓｈｃ的表
达，利用ｐ６６Ｓｈｃ抗体进行免疫共沉淀后也没有检测到 ｐ５３的
表达（图６）。实验重复３次，结果均一致。
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１：ａｎｔｉｐ５３；２：ａｎｔｉｐ６６Ｓｈｃ
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ａｎｔｉｐ５３ＣｏＩＰ产物中的ｐ６６Ｓｈｃ蛋白及

ａｎｔｉｐ６６ＳｈｃＣｏＩＰ产物中的ｐ５３蛋白表达

３　讨论

　　ｐ６６Ｓｈｃ是参与调控细胞氧化应激的关键蛋白，在
氧化损伤过程中发挥重要作用，并且与多种疾病，如动

脉粥样硬化、内分泌紊乱、肥胖诱发的胰岛素抵抗［７］

和酒精肝引起的肝损伤等密切相关［３］。人们对敲除

ｐ６６Ｓｈｃ基因的小鼠研究发现，ｐ６６Ｓｈｃ－／－小鼠细胞内
ＲＯＳ水平下降，氧化应激引起的内皮功能损伤程度也
降低［８－９］。目前，对ｐ６６Ｓｈｃ功能的研究多通过基因突
变或敲除降低其表达来阐明低水平 ｐ６６Ｓｈｃ对机体的
作用。本研究则采用前期构建的重组人 ｐ６６Ｓｈｃ腺病
毒［６］感染ＨｅＬａ细胞，探索高水平表达ｐ６６Ｓｈｃ下ＨｅＬａ
细胞的各项功能改变。

　　实验结果显示，ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒能够抑制 ＨｅＬａ细
胞增殖，并使细胞中ＲＯＳ水平升高。正常情况下体内
ＲＯＳ水平维持在一个稳定的范围内，ＲＯＳ升高能造成
ＤＮＡ的氧化损伤，促使细胞发生转化、导致恶性肿瘤
的发生［１０］。虽然ＲＯＳ对肿瘤的形成和发展起重要作
用，但同时 ＲＯＳ亦具有抗肿瘤作用［１１］。ＮＡＣ是一种
抗氧化剂，具有干扰自由基生成和清除已生成自由基

的功能［１２］。结果显示２ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ可阻断 ｐ６６Ｓｈｃ
腺病毒对ＨｅＬａ细胞的抑制作用。提示这一抑制作用
是通过升高细胞内ＲＯＳ水平实现的。８ＯＨｄＧ是ＲＯＳ
攻击ＤＮＡ后致核酸损伤的特异性标志物［１３－１４］。实验

结果显示ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒可使ＨｅＬａ细胞８ＯＨｄＧ水平
显著升高，说明ｐ６６Ｓｈｃ通过升高ＨｅＬａ细胞的ＲＯＳ水
平，导致ＤＮＡ发生氧化损伤，从而抑制细胞增殖。
　　ｐ５３是生物体内重要的抑癌基因，激活的 ｐ５３可
诱导细胞周期抑制、衰老和凋亡等效应［１５］。本研究发

现ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒感染 ＨｅＬａ细胞后，ｐ５３表达和磷酸
化水平明显升高。文献［１６］报道在人肝癌 ＨｅｐＧ２细
胞中，ＤＮＡ损伤可引起 ｐ５３蛋白磷酸化，Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２
蛋白表达增多，继而导致细胞凋亡。但是我们的实验

结果显示，ｐ６６Ｓｈｃ对 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达并无影响，
ｐ６６Ｓｈｃ不能诱导ＨｅＬａ细胞发生凋亡。文献［１７－１８］
报道ＤＮＡ损伤可以引起ｐ５３发生磷酸化，诱导细胞周
期阻滞。我们前期研究发现 ｐ６６Ｓｈｃ能升高 ＣｙｃｌｉｎＢ１
和ＣＤＫ１表达［１９］，而对其他周期蛋白表达无影响。

ＣｙｃｌｉｎＢ１和 ＣＤＫ１是在 Ｇ２期结合促进细胞进入 Ｍ期
的周期调控蛋白［２０］，ＣｙｃｌｉｎＢ１是在晚 Ｓ期和 Ｇ２期合
成［２１］，在分裂中期开始降解。提示 ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒能
够通过引起 ＨｅＬａ细胞 ｐ５３磷酸化，升高 ＣｙｃｌｉｎＢ１和
ＣＤＫ１表达，诱导ＨｅＬａ细胞发生 Ｇ２／Ｍ期阻滞。我们
在研究中发现 ｐ６６Ｓｈｃ高表达能够引起 ｐ５３蛋白表达
升高，且存在明显的正相关［１９］。蛋白质免疫共沉淀结

果显示ｐ６６Ｓｈｃ与 ｐ５３并非直接结合，提示 ｐ６６Ｓｈｃ通
过其他信号分子间接调控ｐ５３的表达及活性。
　　综上所述，本研究发现重组人ｐ６６Ｓｈｃ腺病毒感染
ＨｅＬａ细胞后，使细胞 ＲＯＳ水平升高，引起 ＤＮＡ氧化
损伤，诱导 ｐ５３表达及活化，使细胞发生 Ｇ２／Ｍ期阻
滞。而ｐ６６Ｓｈｃ与ｐ５３之间的分子调控还需进一步研
究，同时高表达的ｐ６６Ｓｈｃ水平是否在其他肿瘤细胞也
产生类似的抑制效应值得进一步观察。
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　　（上接１９８６页）
伤患儿治疗难度大，死亡率高［２］。本例患儿诊断明确，术后逐

渐出现少尿、血肌酐、尿素进行性增高，提示急性肾损伤（ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ），利用成人 ＣＲＲＴ机，红细胞预充，联合
ＣＲＲＴ和ＤＣＲＲＴ两种模式，治疗过程平稳，患儿对治疗反应好，
肾功能完全恢复，并未出现危及生命的并发症发生。

　　本例患儿ＴＯＦ根治术后合并ＡＫＩ，首先接受了７６ｈＣＲＲＴ
治疗，缓慢等渗地清除水和溶质，治疗过程中血流动力学稳定，

明显改善了患儿的心肺功能和水钠潴留，有效维持营养状况和

电解质平衡。ＤＣＲＲＴ是介于 ＣＲＲＴ与间歇性血液透析
（ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｈｅｍｏｄｉａｌｙｓｉｓ，ＩＨＤ）之间的治疗模式，每天根据患者
临床需求确定治疗时间，不需要持续２４ｈ［３］，可减少抗凝剂的
使用，降低抗凝剂相关的出血风险，还可以降低对抗菌药物的

药代动力学影响、减少营养物质的丢失等，同时又避免了短时

的ＩＨＤ治疗模式时血流动力学不稳定的特点。本例患儿
ＣＲＲＴ治疗７６ｈ后尿量虽然有所增加，但体内毒素水平升高，
仍伴有水钠潴留和酸碱紊乱，因此我们采用了ＤＣＲＲＴ，每日治
疗７～１４ｈ，患儿治疗过程中血流动力学稳定，仍能维持良好的
水、电解质和酸碱平衡，低的毒素水平。故我们认为在 ＣＲＲＴ
治疗后患儿病情渐趋平稳，ＤＣＲＲＴ治疗可能是更好的选择，有
利于患儿术后的恢复。

　　至今世界范围内除了欧洲的ＣａｒｄｉｏＲｅｎａｌＰｅｄｉａｔｒｉｃＤｉａｌｙｓｉｓ
ＥｍｅｒｇｅｎｃｙＭａｃｈｉｎｅ［４］在临床试验阶段外，还没有婴幼儿专用
ＣＲＲＴ设备的存在，因此不同的医疗单位会依据自身的条件选
择相应的成人 ＣＲＲＴ设备用于婴幼儿。本例患儿选择金宝
ＰｒｉｓｍａｆｌｅｘＣＲＲＴ机，其可设置最小血流量为１０ｍＬ／ｍｉｎ，依据
小儿透析所需血流量３～５ｍＬ／（ｋｇ·ｍｉｎ）和患儿体质量，我们
设定血流量为２５～３０ｍＬ／ｍｉｎ［５］。配套透析器为 Ｍ６０，预充量
为８４ｍＬ，超过患儿血容量１０％，故予红细胞预充，治疗过程患
儿血流动力学稳定、耐受良好。这提示在现有条件下，采用成

人ＣＲＲＴ机，红细胞预充，成人 ＣＲＲＴ机及配套耗材可以用于
婴幼儿 ＣＲＲＴ治疗。我们选择了以前稀释为主的前后稀释治

疗模式，既可以减少抗凝剂的使用，又可以避免完全前稀释治

疗导致的静脉壶堵塞的风险。通过选择普通肝素抗凝，顺利完

成了ＣＲＲＴ和ＤＣＲＲＴ治疗，但治疗过程中仍出现了血小板的
明显下降，在严密监控下实施枸橼酸抗凝仍可能是小儿 ＣＲＲＴ
治疗抗凝方式的更好选择。

　　法洛四联症本身及手术均可能引起 ＡＫＩ。由于小儿本身
的特点如有效血管通路建立困难、心血管稳定性差、体外循环

预充量占有效循环血容量比例大等，导致其合并 ＡＫＩ时 ＣＲＲＴ
在实施技术上更困难、风险更大。因此，合理评估合并有 ＡＫＩ
危重患儿的疾病状态，掌握 ＣＲＲＴ应用的指征，结合自身技术
条件，合理实施ＣＲＲＴ可促进多器官功能恢复并降低死亡率，
对危重患儿预后有重要意义。
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