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不同浓度右美托咪定对大鼠心脏死亡后供体肾脏的影响
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　　［摘要］　目的　实验比较不同浓度右美托咪定（Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，Ｄｅｘ）对大鼠心脏死亡后供体
（ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｄｅａｔｈ，ＤＣＤ）静态冷藏期肾脏的保护作用，从而探讨 Ｄｅｘ适宜剂量。方法　将
４０只雄性ＳＤ大鼠随机分为（ｎ＝５）：对照组（ＮＣ组）、模型组（０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组）和６个不同浓度Ｄｅｘ组
（０．１、１、１０、１００、１０００、１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组）。大鼠麻醉和肝素化后放血法处死。热缺血３０ｍｉｎ时：
ＮＣ组灌注等体积的生理盐水，摘取肾脏、固定、－８０℃保存；其余按分组浓度灌注含 Ｄｅｘ的威斯康星大
学器官保存液（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＷｉｓｃｏｎｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＵＷ液），摘取肾脏、并置于相应保存液４℃保存２４ｈ模
拟供肾静态冷藏。光镜观察肾组织形态学变化，免疫组化法测定Ｃａｓｐａｓｅ３和肾组织损伤因子１（ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）的表达水平，比色法测定 ＮＡＧ活力，羟胺法测定 ＴＳＯＤ活力、ＴＢＡ法测定
ＭＤＡ含量，ＲＴｑＰＣＲ检测炎症相关因子 ＩＬ６、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ扩增水平。结果　①与 ＮＣ组比较：
０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾损伤评分、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＫＩＭ１水平、ＮＡＧ活力、ＭＤＡ含量和 ＩＬ６ｍＲＮＡ扩增水平增
加，ＴＳＯＤ活力降低（Ｐ＜０．０５）。②与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾损伤评分显著降
低 ［（１．３３±０．２６）分、（１．３０±０．１６）分 ｖｓ（２．１４±０．３４）分，Ｐ＜０．０５）］；１、１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组
ＫＩＭ１的表达水平降低（Ｐ＜０．０５）；１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＮＡＧ活力下降（Ｐ＜０．０５），Ｃａｓｐａｓｅ３表达水
平降低（Ｐ＜０．０５）；１、１０、１００、１０００、１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组 ＭＤＡ表达量降低（Ｐ＜０．０５）；０．１、１、１０、１００、
１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＩＬ６的ｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５）；０．１、１、１０、１００、１０００、１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组
ＴＮＦα的ｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５）。③与０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＫＩＭ１的
表达水平显著降低［（０．１９±０．０１）、（０．１８±０．０２）ｖｓ（０．２５±０．０２），Ｐ＜０．０５）］，ＭＤＡ表达量显著降低
（Ｐ＜０．０５）；１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＩＬ６、ＴＮＦα水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。④与１、１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ
组比较：１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组 ＴＮＦα水平降低（Ｐ＜０．０５）。⑤与 ０、０．１、１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：
１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＳＯＤ活力增加（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｄｅｘ对大鼠 ＤＣＤ供肾的保护效应随浓度增加而
增强，１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ剂量保护效果最佳；其机制可能涉及减少细胞凋亡、抑制炎症反应和抗氧
化应激。

　　［关键词］　心脏死亡后供体；右美托咪定；肾移植；器官保护
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０．０２，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＤＡ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅ１０，１００ａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘｇｒｏｕｐｓｏｂｔａｉｎｅｄ
ｒｅｄｕｃｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６ａｎｄＴＮＦα（Ｐ＜０．０５）．④ ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＴＮＦαｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ１００ａｎｄ
１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｔｈｅ１ａｎｄ１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．⑤ ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｎｏｔａｂｌｙ
ｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｈｅ１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅ０，０．１ａｎｄ１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤｅｘｓｈｏｗｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｒａｔＤＣＤｄｏｎｏｒｋｉｄｎｅｙｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｗｉｔｈｔｈｅ
ｄｏｓｅｓｏｆ１００ｎｍｏｌ／Ｌａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／Ｌｅｘｅｒｔｉｎｇｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｅｆｆｅｃｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｄｕｅｔｏｉｔｓｒｅｄｕｃｉｎｇ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｄｅａｔｈ；ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ；ｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ｏｒｇａｎｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＣｈｏｎｇｑｉｎｇＴａｌｅｎｔＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（ＣＱＹＣ２０２２０３０３５８８）ａｎｄｔｈｅＴａｌｅｎｔＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＸＺ２０１９５０５０２８）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧＵＪｉａｎｔｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｇｊｔ１９７６＠１６３．ｃｏｍ

　　肾移植是终末期肾衰竭患者的最佳治疗选
择［１－２］。然而，供体器官短缺仍是全球亟待解决的重

大医疗问题［３］。因此在供体器官严重缺乏的背景下，

拓展心脏死亡后供体（ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｄｅａｔｈ，
ＤＣＤ）的应用能在一定程度上缓解器官移植来源不足
的状况，扩大供体池［４］。但是 ＤＣＤ供体因热缺血时
间长限制了其临床应用，发生移植物短期和长期功能

障碍的风险增加［５］。因此，任何提高 ＤＣＤ供体保存
质量的策略均有利于扩大器官移植供体库，同时也

将有助于改善移植器官术后功能。右美托咪定

（Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，Ｄｅｘ）是一种高选择性 α２肾上腺素
能受体激动剂，能通过减少炎症反应，抗氧化应激，激

活抗凋亡信号通路减轻缺血再灌注损伤，进而保护细

胞，并对神经系统、心、肺、肾、肝、小肠等多种器官具有

保护作用［６］。故本研究通过构建大鼠ＤＣＤ供肾模型，
在常用器官保存液（威斯康星大学器官保存液，

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＷｉｓｃｏｎｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＵＷ液）中添加不同浓
度Ｄｅｘ，探索不同浓度Ｄｅｘ对ＤＣＤ供肾的保护作用及
潜在机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６～７周龄健康清洁级雄性 ＳＤ大鼠４０只，体质量
１８０～２００ｇ，购自陆军军医大学实验动物中心。所有动

０８１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



物实验经过大学实验动物福利伦理审查委员会批准，

并获得动物伦理证明（ＡＭＵＷＥＣ２０２２４００９），动物实验
的操作过程符合动物伦理和动物福利要求。

１．２　药品与试剂
　　Ｄｅｘ购自美国ｓｉｇｍａ公司；ＵＷ液购自美国器官修
复医疗科技股份有限公司；肾组织损伤因子１（ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）一抗购自武汉博士德生物工
程有限公司；丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒、总超氧化物
歧化酶（ＴＳＯＤ）测试盒、Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶
（ＮａｃｅｔｙｌβＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡＧ）试剂盒购自南京
建成生物工程研究所；注射用苯巴比妥钠购自福建省

闽东力捷迅药业有限公司；肝素钠注射液购自常州千

红生化制药股份有限公司；Ｃａｓｐａｓｅ３一抗和 ＨＥ染色
试剂盒购自武汉赛维尔生物科技有限公司；链霉卵白

素生物素免疫组化检测试剂盒、ＤＡＢ显色液购自北
京中杉金桥生物技术有限公司；总ＲＮＡ提取试剂盒购
自北京天根生化科技有限公司；反转录试剂盒、ｑＰＣＲ
试剂盒购自南京诺唯赞 （ｖａｚｙｍｅ）生物科技股份有限
公司。

１．３　仪器与耗材
　　手术器械购自山东新华手术器械有限公司；灭菌
离心管购自浙江硕华生命科学研究股份有限公司；酶

标仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；移液器购自北京大龙兴
创实验仪器公司；电动吸引器购自江苏鱼跃医疗设备

股份有限公司；正置荧光显微镜购自德国ＺＥＩＳＳ公司；
ＰＣＲ仪购自成都百乐科技有限公司；高速冷冻离心机
购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ中国有限公司。
１．４　方法
１．４．１　实验分组　　将４０只雄性 ＳＤ大鼠随机分为
８组（ｎ＝５）：对照组（ＮＣ组）、模型组（０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ
组）和 ６个不同浓度 Ｄｅｘ组（０．１、１、１０、１００、１０００、
１００００ｎｍｏｌ／Ｌ）。ＮＣ组大鼠ＤＣＤ供肾（热缺血３０ｍｉｎ）
获取后部分直接 ４％多聚甲醛固定，一部分－８０℃保
存，不经过冷保存２４ｈ。其余组ＤＣＤ供肾分别经含相
应浓度 Ｄｅｘ的 ＵＷ液冷保存 ２４ｈ，一部分固定，一部
分－８０℃保存。
１．４．２　大鼠ＤＣＤ供体肾脏模型构建和静态冷藏　　
大鼠禁食水１２ｈ后腹腔注射１％苯巴比妥钠１ｍＬ，待
其麻醉后固定于操作台上。股静脉注射肝素

（３１２．５Ｕ／ｍＬ）０．５～０．６ｍＬ行全身肝素化，等待５ｍｉｎ。
暴露切开颈动脉（放血法处死大鼠），利用吸引器于此

处吸血，死亡时开始记录热缺血时间。开胸开腹暴露

腹主动脉、肾脏，剪开右心耳，待热缺血 ３０ｍｉｎ时用
２４Ｇ留置针经腹主动脉插入肾动脉开始灌注肾脏（肾

脏的灌注压力约为４０ｍｍＨｇ，流速为２０ｍＬ／ｍｉｎ）：ＮＣ
组肾脏灌注５ｍＬ生理盐水；其余组灌注相应器官保存
液（０～４℃）５ｍＬ。ＮＣ组摘取肾脏后剥去包膜，一侧
肾脏直接４％多聚甲醛固定，另一侧肾脏置于－８０℃冰
箱保存，未经历冷保存２４ｈ。其他各组灌注保存液后
将剥去包膜的肾脏置于含相应浓度 Ｄｅｘ的保存液中
４℃保存２４ｈ。冷藏后的肾脏部分用４％多聚甲醛固
定，用于石蜡包埋、ＨＥ染色和免疫组化，部分置于
－８０℃冰箱保存，用于ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＮＡＧ、ｑＰＣＲ检测。
１．４．３　肾脏组织病理学观察　　肾脏经固定后行石
蜡包埋切片（４μｍ），脱蜡和 ＨＥ染色，于光镜下观察
肾皮质病理学结果。每张切片随机选取１０个不重复
视野，采用双盲法行组织损伤评分，并计算样本平均

值。根据Ｂａｎｆｆ标准［７］，对肾皮质损伤进行 ０～４级评
分。根据肾小管损伤的严重程度进行半定量评

分［７－８］：无损伤记 ０分，≤２５％为轻度记 １分，２６％～
５０％为中度记２分，５１％～７５％为重度记３分，＞７５％为
极重度记４分。
１．４．４　免疫组化法检测肾组织Ｃａｓｐａｓｅ３和ＫＩＭ１的
表达　　石蜡切片于６０℃烘箱烤片２ｈ，依次经新鲜
二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 １０ｍｉｎ，无水乙醇Ⅰ、无水乙
醇Ⅱ、９５％酒精、８５％酒精、７５％酒精、５０％酒精各５ｍｉｎ
脱蜡至水，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ。采用 ＥＤＴＡ（ｐＨ＝８．０）抗
原修复液于高压锅内热修复５ｍｉｎ，自然冷却后３％双
氧水封闭内源性过氧化氢酶室温 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗
３次，每次５ｍｉｎ，１０％牛血清白蛋白和 １０％山羊血清
封闭内源性抗原，室温６０ｍｉｎ。后分别滴加 Ｃａｓｐａｓｅ３
一抗（１∶２００）、ＫＩＭ１一抗（１∶２００），４℃ 孵育过夜，复
温０．５ｈ，滴加二抗（生物素标记山羊抗兔ＩｇＧ）室温孵
育１５ｍｉｎ，滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液室温孵育
１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色、苏木精复染后依次分化、反蓝、脱水，
滴加中性树胶封片。于光镜下观察并采集图片，ＩｍａｇｅＪ
软件进行灰度计算与半定量分析（ＡＯＤ＝ＩＯＤ／Ａｒｅａ）。
１．４．５　肾脏组织中 ＮＡＧ、ＴＳＯＤ、ＭＤＡ测定　　将肾
组织从－８０℃冰箱中取出，称取２０ｍｇ后通过在研钵
内加液氮的方法研磨肾组织，再加入０．９％的生理盐
水，制备成浓度约为 １０％的匀浆液，立即放入高速冷
冻离心机离心１０ｍｉｎ后取上清液，分别按照试剂盒说
明书操作，采用比色法测定 ＮＡＧ活力，羟胺法测定
ＴＳＯＤ活力、ＴＢＡ法测定 ＭＤＡ含量。
１．４．６　ＲＴｑＰＣＲ法测定ＩＬ６ｍＲＮＡ和ＴＮＦαｍＲＮＡ
扩增水平　　用总 ＲＮＡ提取试剂盒提取肾组织的
ＲＮＡ，使用超微量分光光度计确认ＲＮＡ样品的纯度和
浓度，重复测量３次取平均值。ＲＮＡ样品按反转录第
一链ｃＤＮＡ合成试剂盒（ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒ

１８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２０）



ｑＰＣＲ）说明书配制反转录反应体系，离心混匀后进行
反转录反应合成 ｃＤＮＡ。按照 ｑＰＣＲ试剂盒说明书
（ＴａｑＰｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ）以 ｃＤＮＡ
为模板配制ＰＣＲ反应体系，离心混匀，扩增反应条件：
９５℃，３ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ，６０℃，３０ｓ，４０个循环。以采
集到的循环阈值（Ｃｔ值）作为统计数据，ＧＡＰＤＨ为内
参基因，使用表达倍数＝２－△△Ｃｔ法计算各组目的基因
相对表达水平。本研究所使用的引物序列见表１。
１．５　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软
件进行统计分析和作图，数据分析采用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ）、Ｔｕｒｋｅｙ多重比较，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　各组肾脏病理形态学变化
　　ＨＥ染色显示：ＮＣ组结构保存完好，肾小管、肾小
球形态与组织结构清晰，核仁清晰，细胞质染色均匀，

肾小球壁层（单层扁平细胞）和脏层足细胞完整连续，

未见肾小管明显扩张。冷保存 ２４ｈ后的肾脏部分肾
小球壁层和脏层细胞完整性被破坏，肾小管扩张。其

他各组肾组织损伤评分较之 ＮＣ组增加；与 ０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组（肾损伤评分２．１４±０．３４）比较，１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ
组和１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织损伤评分分别降低至
（１．３３±０．２６）和（１．３０±０．１６），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图１）。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列 （３′—５′）
引物 上游序列 下游序列

ＧＡＰＤＨ ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ
ＩＬ６ ＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＧＡＡＴＣＣＣＡＧＡＣ ＴＴＧＴＴＴＴＴＡＣＡＧＧＡＧＡＧＧＧＴＡＧＡＣＡ
ＴＮＦα ＴＣＡＧＴＴＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＡＣ ＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＴ
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Ａ：肾脏病理学观察；Ｂ：肾组织损伤评分（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
１：ＮＣ组；２：０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；３：０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；４：１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；５：１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；６：１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；
７：１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；８：１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较

图１　各组大鼠肾脏病理学观察及损伤评分
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Ａ：免疫组化检测ＫＩＭ１表达；Ｂ：ＫＩＭ１的平均光密度值；Ｃ：ＮＡＧ活力
１：ＮＣ组；２：０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；３：０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；４：１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；５：１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；６：１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；７：１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组；８：１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较

图２　各组大鼠肾脏组织ＫＩＭ１和ＮＡＧ表达水平比较　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

２．２　各组肾脏组织ＫＩＭ１和ＮＡＧ的表达情况
　　免疫组化结果显示：ＫＩＭ１的表达主要分布于肾
小管。与ＮＣ组比较，经冷缺血２４ｈ后其余各组肾组
织ＫＩＭ１的表达量增加。与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较，１、
１０、１００和 １０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织 ＫＩＭ１的表达
量显著降低 （Ｐ＜０．０５）；与 ０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较，
１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织ＫＩＭ１的表达量降低
（Ｐ＜０．０５），见图 ２Ａ、Ｂ。经比色法测定 ＮＡＧ活力显
示：与ＮＣ组比较，０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组的 ＮＡＧ活力增加
（Ｐ＜０．０５）；与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较，１００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组ＮＡＧ活力降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图２Ｃ。
２．３　免疫组化检测各组肾脏细胞凋亡情况
　　免疫组化结果显示，Ｃａｓｐａｓｅ３的表达分布于肾小
球和肾小管。与ＮＣ组比较，经冷缺血２４ｈ后其余各
组肾组织 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量均增加。与 ０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组比较，１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织Ｃａｓｐａｓｅ３

的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）；与１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比
较，１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量降
低（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．４　各组肾脏组织总ＳＯＤ活力和ＭＤＡ含量的变化
　　与ＮＣ组比较：经冷缺血２４ｈ后其余各组肾组织
总ＳＯＤ活力降低。与 ０、０．１、１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较，
１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织总 ＳＯＤ活力增加，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）。经冷缺血２４ｈ后其余
各组肾组织 ＭＤＡ含量较 ＮＣ组增加。与 ０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组比较：１、１０、１００、１０００和１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组
肾组织ＭＤＡ含量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
与０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组
肾组织ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。
２．５　各组肾脏组织ＩＬ６和ＴＮＦα的ｍＲＮＡ的变化
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果提示（图 ５）：与 ＮＣ组比较，
０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组肾组织 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜
０．０５）。与 ０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：０．１、１、１０、１００和

３８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２０）



１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜
０．０５），所有不同浓度 Ｄｅｘ组 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达显
著降低（Ｐ＜０．０５）。与０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１０、１００
和１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组 ＩＬ６和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达

量降低（Ｐ＜０．０５）。与 １ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１０、１００
和１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜
０．０５）。与 １０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较：１００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：免疫组化检测Ｃａｓｐａｓｅ３表达；Ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ３的平均光密度值
１：ＮＣ组；２：０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；３：０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；４：１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；５：１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；６：１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；７：１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组；８：１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较

图３　各组大鼠肾脏组织Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平比较　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

!""

#""

$%"

&%%

'""

(%%

%

肾
组
织
总

)
*
+

活
力

,（
-
,
.
/

）

0 1 & $ 2 ! 3 4

5组别

6

789

$

&

1

(

"

肾
组
织

:
+
5

含
量

;
<
=
.
>
?
,
.
/

）

( 1 & $ 2 ! 3 4

@组别

6

7

7

78

78

7

Ａ：总ＳＯＤ活力；Ｂ：ＭＤＡ含量
１：ＮＣ组；２：０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；３：０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；４：１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；５：１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；６：１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；７：１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组；８：１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；
ｄ：Ｐ＜０．０５，与１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较

图４　各组大鼠肾脏组织总ＳＯＤ和ＭＤＡ表达水平比较　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＩＬ６；Ｂ：ＴＮＦα
１：ＮＣ组；２：０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；３：０．１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；４：１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；５：１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；６：１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；７：１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组；８：１００００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与０．１ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｄｅｘ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与１ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，与１０ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组比较

图５　各组大鼠肾脏组织ＩＬ６和ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平比较　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

３．１　ＤＣＤ供体应用背景及意义
　　器官移植被认为是治疗各种器官（如肾、肝、肠、
心和肺等）终末期疾病的成功方法［９］。但供体器官严

重短缺使器官移植受到很大限制［１０］。为缓解供体器

官的供需严重不平衡，ＤＣＤ供体器官的使用正在逐渐
增加。然而ＤＣＤ供体器官热缺血时间较长，发生移植
物原发性无功能（ｐｒｉｍａｒｙｎｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＮＦ）和功能延
迟（ｄｅｌａｙｅｄｇｒａｆｔｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＤＧＦ）的比例较高［１１］。因此，

任何提高ＤＣＤ供体保存质量和利用率的有效策略，是
解决供体器官缺乏的重要手段，有利于扩大供体库，改

善移植后的移植物功能，从而使更多的终末期器官疾

病患者得到器官移植的机会，具有重要的现实意义。

ＤＣＤ多为车祸、创伤等意外因素所致，故器官热缺血
时间较长，器官远距离运输及冷藏保存可进一步加重

供体器官损伤。根据《中国移植器官保护专家共识

（２０１６版）》［１２］：在无血压情况下，热缺血时间＞２０ｍｉｎ
则肾移植效果较差，供肾可接受热缺血时间一般不超

过６０ｍｉｎ，肾脏冷保存时间不超过２４ｈ。据此，本研究
所建立的ＤＣＤ供肾模型选择热缺血３０ｍｉｎ，冷缺血时
间２４ｈ。
３．２　研究结果及原因分析
　　本研究通过建立大鼠ＤＣＤ供肾模型，将肾脏置于
含不同浓度Ｄｅｘ的保存液中冷保存２４ｈ，模拟ＤＣＤ供
肾静态冷藏状态。在构建ＤＣＤ供肾模型中，心脏停搏
后相关的缺氧和低血压导致全身血流动力学紊乱和代

谢异常，可能导致热缺血期间的细胞损伤。此外，静态

冷藏期间细胞代谢减缓但并不停止，腺嘌呤核苷三磷

酸（ＡＴＰ）需求过程仍在继续，静态冷藏可能进一步加
重热缺血引起的肾损伤［１３］。本研究结果显示，大鼠

ＤＣＤ供肾经热缺血３０ｍｉｎ后再静态冷藏２４ｈ，引起了
供体肾脏不同程度的结构损伤，包括肾小管扩张，刷状

缘脱落或消失，核染色部分消失。Ｄｅｘ干预后可降低
肾组织损伤评分，以 １００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组形态学
组织结构保存更佳。

　　判断肾脏损伤常采用血肌酐、尿素氮、肾小球滤过
率、尿常规、渗透压等几项指标，但多数情况下当这些

指标增高时，很多肾脏损害已经非常严重或已产生了

不可逆的损伤，这些显然不是早期发现肾脏损伤的敏

感指标。肾损伤分子１（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）
是一种Ｉ型跨膜蛋白，具有免疫球蛋白和粘蛋白结构
域，在缺血后肾近端小管中表达明显上调［１４］。正常情

况下，肾脏组织几乎不表达 ＫＩＭ１蛋白，但是在肾脏
损伤后数小时内 ＫＩＭ１的表达水平即显著升高。在
检测到估算肾小球滤过率改变之前，ＫＩＭ１已被证明
是肾损伤的良好预测指标，ＫＩＭ１上调是肾近端肾小
管损伤的公认结果［１５］。Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶
（ＮＡＧ）是一种细胞内溶酶体糖苷酶，可催化糖脂和糖
蛋白中末端葡萄糖残基的水解，组织损伤时ＮＡＧ的快
速升高和稳定性使其成为各种病理状况早期诊断和严

重程度评估的敏感临床标志物［１６］。ＫＩＭ１联合 ＮＡＧ
酶检测早期急性肾损伤，具有准确性高、特异性好、假

阳性率低等优点，因此本研究选择这两项指标评估肾

损伤。本研究发现 ＫＩＭ１、ＮＡＧ的检测结果与前述形
态学表现一致。

　　Ｄｅｘ作为α２肾上腺素能受体（α２ＡＲ）激动剂，据
报道Ｄｅｘ可以通过减少氧化应激、抑制炎症反应［１７－１９］，

５８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２０）



抗凋亡［１８，２０］减轻缺血再灌注损伤，对细胞提供保护作

用。缺血再灌注损伤是器官移植过程中不可避免的损

伤［２１－２２］。本课题组前期研究也已证实，Ｄｅｘ可改善肾
缺血再灌注损伤［２３］；Ｄｅｘ可激活ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路抑
制肺细胞凋亡，减轻肾缺血再灌注所致急性肺损

伤［２０］；Ｄｅｘ除了直接作用于α２ＡＲ外，还通过副交感神
经系统激活的抗炎作用，减轻缺血再灌注损伤后的肾

损伤，提供肾脏保护效果［２４］。据此，本研究在探索

Ｄｅｘ对ＤＣＤ供肾保护作用的机制中选择了细胞凋亡、
氧化应激和炎症反应的关键信号分子进行检测验证。

　　细胞凋亡标志物 Ｃａｓｐａｓｅ３是一种促凋亡蛋
白［２５］。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）是评
价氧化应激过程中使用最多的两个指标。ＳＯＤ催化
超氧阴离子分解为氧（Ｏ２）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２），是一
种生物体内清除超氧阴离子自由基的重要的抗氧化

酶，有效地去除活性氧，保护细胞免受氧自由基的损

害，维持活性氧的正常代谢［２６］。ＭＤＡ是脂质与氧自
由基反应形成的产物之一，其含量代表脂质过氧化的

程度。ＳＯＤ与ＭＤＡ分别作为评价氧化应激在抗氧化
能力和氧化能力方面的重要指标［２７］。研究发现 Ｄｅｘ
通过抑制ＲＯＳ／ＪＮＫ途径减少细胞凋亡和抗氧化应
激，下调Ｂａｘ，细胞色素Ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ９和 Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达，减少 ＭＤＡ、活性氧（ＲＯＳ）的产生和提高 ＳＯＤ活
力，从而防止大鼠急性应激引起的肾损伤［２８］。本研究

显示Ｄｅｘ可减轻ＤＣＤ供肾的细胞凋亡和抗氧化应激，
以１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组较为显著。
ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６是最常用的促炎细胞因子［２９］。

ＴＮＦα和ＩＬ６的释放可进一步加剧促炎反应，加重细
胞的损伤。研究发现，Ｄｅｘ预处理可减轻大鼠原位自
体肝移植后急性肾损伤，通过抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／
ＮＦκＢ通路激活，减少促炎因子 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的释
放，降低尿素和 ＳＣｒ水平，有肾脏保护作用［３０］。胰肾

同时移植患者术中持续输注 Ｄｅｘ，Ｄｅｘ通过减少炎症
因子 ＴＮＦα和 ＩＬ６的释放来减轻对术后的心肌损
伤［３１］。本研究显示Ｄｅｘ可降低促炎因子ＴＮＦα和ＩＬ６
的表达，炎症因子随 Ｄｅｘ浓度的增加而降低，但在
１００００ｎｍｏｌ／Ｌ时未见进一步降低。这些结果表明，
Ｄｅｘ对ＤＣＤ供肾发挥器官保护效应的机制涉及抑制
细胞凋亡、氧化应激和炎症反应。且 Ｄｅｘ对肾脏保护
是剂量依赖性的，这与以前的报道一致。

３．３　Ｄｅｘ的作用机制及在肾移植中的临床应用
　　Ｄｅｘ是目前临床应用的一种高选择性 α２ＡＲ激动

剂，激活α２ＡＲ是发挥器官保护作用的主要机制。Ｄｅｘ

与Ｇ蛋白（Ｇ蛋白由α、β和γ三个亚基组成）偶联，通
过细胞内不同信号传导机制，产生不同的效应。激活

腺苷酸环化酶的 Ｇ蛋白被称为 Ｇｓ，其他抑制剂称为
Ｇｉ。Ｄｅｘ主要与 Ｇｉ结合，一方面，通过 Ｇαｉ蛋白直接
抑制ＡＣｃＡＭＰＰＫＡ通路［３２］；另一方面，Ｇβ、Ｇγ亚基
与 Ｇαｉ分离激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，影响 ＭＥＫ／ＥＲＫ、
ＨＧＭＢ１／ＴＬＲ４／ＮＦκＢ等一系列下游信号通路［３３－３４］。

但在高浓度的激动剂和高受体表达情况下，Ｄｅｘ可能
与Ｇｓ偶联，产生相反的生理效应［６］。因此本研究结

果显示随着Ｄｅｘ浓度增加呈现出双相效应，太高浓度
Ｄｅｘ的保护效果无进一步增加或效果变差。
　　Ｄｅｘ在临床肾移植应用中，据一项随机临床试验
研究，围术期静脉输注Ｄｅｘ２４ｈ可降低ＤＣＤ肾移植术
后ＤＧＦ的发生率［３５］。在另一项前瞻性、随机、对照、

单盲研究中，术中及术后２ｈ接受 Ｄｅｘ输注的肾移植
受者术后肌酐水平降低，早期肾功能更好［３６］。但也有

研究报道，术中输注 Ｄｅｘ对选择性活体供肾移植患者
的肾功能或ＤＧＦ没有任何有益影响［３７］。

３．４　研究优势及局限性
　　本研究基于ＤＣＤ供肾模型，通过改变保存液介质
的技术扩展ＤＣＤ供体的应用，扩大供体池。该策略操
作简单易实施，易推广应用。但本研究未能验证 Ｄｅｘ
在体内实验肾移植中的保护作用，有待进一步研究；未

深入探索Ｄｅｘ抑制细胞凋亡、炎症反应和氧化应激的
具体分子机制。

３．５　研究意义
　　综上所述，Ｄｅｘ可通过抑制细胞凋亡、氧化应激
和炎症反应，减少肾组织损伤，实现对 ＤＣＤ供肾的保
护作用。在不同浓度的 Ｄｅｘ组中，以 １００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ
组和１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ组展现出对 ＤＣＤ供体肾脏更
好的保护效应。这对于拓展 ＤＣＤ供体器官的有效应
用，扩大供体库，提高供体器官的保存质量和存活率具

有重要的参考意义。
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