
雾中富含氧化剂 ,后者可抑制α1-抗胰蛋白酶的活性 , 从而引起

肺内弹性蛋白酶/抗蛋白酶失衡 , 致使肺弹力纤维破坏[ 5] ;同

时 ,吸烟可以抑制弹性蛋白的合成和修复 , 加重肺气肿的病变。

肺气肿的自然发展是一个慢性过程。本组结果表明 , 吸烟作为

一个辅助因素 ,不但可引起小气道炎症 , 而且能强化弹性蛋白

酶的作用 ,加快肺气肿的病程。这有利于科研工作者在相对短

期内制作出理想的阻塞性肺气肿动物模型 , 为利用这一模型完

成其它重要的科研项目赢得宝贵的时间。
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文章编号:1000-5404(2004)19-1789-02　　 经验交流

兔肾体外灌注的形态学变化及损伤机制

Morphologic changes of perfused rabbit kidney and its corresponding mechanisms

王贵波 ,吴　军　　(第三军医大学西南医院烧伤研究所 , 创伤 、烧伤与复合伤国家重点实验室 ,重庆 400038)

　　由于目前待移植肾脏采取单纯冷藏法保存
[ 1]
, 其较短的保

存时限以及低温状态使得目前在实验研究中非常有效的以基

因治疗为主减轻移植器官排斥反应和诱导受者免疫耐受状态

的方法不能在临床实施。本实验即对待移植肾脏进行常温下

体外灌注 ,观察不同灌注液对肾脏的形态学影响并探讨其损伤

机制 ,为进一步的常温下待移植肾脏的免疫修饰条件研究提供

实验依据。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组
　　健康成年大耳白兔 50 只(第三军医大学实验动物中心提

供),雌雄不拘 ,体质量 2.5 ～ 3.0 kg ,随机分为正常对照(5只)、

DMEM组(15 只)、血浆组(15 只)、血液+DMEM 组(15 只)。 观

察时相点为灌注后 1、3 、6 h , 每组每时相点 5 只动物。

1.2　主要试剂
　　DMEM(Gibco), Bcl-2 小鼠 IgG1 单抗 、Bax 小鼠 IgG2b 单抗
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(Santa Cruz),细胞凋亡 POD 试剂盒(Roche), DAB 显色试剂盒 、

SP9002 免疫组化试剂盒(北京中山生物技术有限公司)。

1.3　实验模型及方法
　　实验兔3%戊巴比妥钠耳缘静脉麻醉(1 ml/ kg)后无菌条件

下取左肾 ,肝素钠抗凝冲洗残存血液 ,迅速接入灌注系统。 灌

注系统由可调式蠕动泵(2 台)、氧合器 、储液器 、器官保存器及

连接管道组成[ 2] 。将肾脏的动静脉插管接头分别与灌注装置

动静脉管接头相连 ,将输尿管接头与排尿管连接。氧合器供氧

浓度为99.9%, 氧流量为2 L/ h , 氧分压大于95 mmHg , 灌注液经

过两道过滤装置滤除杂质后供给离体肾 , 流量调节为

20 ml/min[ 3] ,灌注温度控制在 21 ～ 25 ℃。 DMEM 组灌注液为

DMEM ,血浆组灌注液为新鲜的猪血浆 , 血液+DMEM 组灌注液

为两者 1∶3 混合液。

1.4　检测指标及方法
　　在确定的时相点终止灌注 , 观察肾脏大小 、色泽和形态变

化。将离体肾脏用 4%多聚甲醛固定 , 常规脱水 、透明 、包埋 、

5 μm 切片 ,HE染色后光镜下观察分析。

　　凋亡原位末端标记法(terminal deoxynucleotidyl transferase

TdT-mediated biotin dUTP nick end-labeling , TUNEL)染色并苏木素

复染行凋亡率分析 ,每时相点各 5 张切片 , 在 10×40 倍视野下

计阳性细胞率。

　　Bcl-2 、Bax LAB-SA法(labeled strept avidin-biotin)免疫组化染

色及半定量分析 ,按试剂盒说明书行 Bcl-2 、Bax 免疫组化染色。

每时相点各 5张切片 ,MIG2000 图像分析软件(重庆大学)行其
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阳性表达的半定量分析。

1.5　统计学分析
　　数据以 x±s表示 , 采用 SPSS 10.0 统计程序进行 t检验。

2　结果

2.1　肾脏病理变化
　　正常肾脏色泽红润 、质软 , 灌注后肾脏体积增大 , 颜色发

白 , DMEM 组尤为明显。正常肾脏肾小球 、髓放线 、集合管结构

清晰 ,细胞密度中等 , 着色良好。灌注各组肾小球细胞数量早

期无明显变化 , 6 h 时肾小球细胞数量显著减少 , 尤以 DMEM 组

明显。灌注组均出现显著的细胞间质水肿 , 细胞结构不清 , 肾

小管上皮细胞脱落 ,以 DMEM组最明显。肾髓质集合管也有细

胞脱落现象 ,但脱落程度不如肾皮质部。

2.2　细胞凋亡染色结果
　　正常对照TUNEL阳性细胞主要见于肾皮质的肾小管和髓

质集合管 , 平均凋亡率为(2.3±0.4)%。灌注后细胞凋亡率明

显增高 , 细胞凋亡主要发生在肾小管和集合管 , 肾小球阳性细

胞较少。结果见表 1。

表 1　肾脏凋亡细胞比率 [ n=5, ( x±s)%]

组别 1 h 3 h 6 h

正常对照组 2.3±0.4

DMEM组 15.9±1.7＊＊ 23.8±3.4＊＊ 20.2±2.2＊＊

血浆组 10.8±2.2＊＊ 19.8±3.0＊＊ 23.4±2.9＊＊

血液+DMEM组 11.6±2.0＊＊ 20.6±2.3＊＊ 24.2±2.6＊＊

与正常对照组比较 ＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01

2.3　Bcl-2和 Bax表达变化结果

　　正常对照 Bcl-2在部分肾小管表达 , 肾小球和肾髓质均不

表达。Bcl-2 表达部位在胞浆 , 胞核不表达。灌注后 Bcl-2 在肾

脏的表达部位和程度均降低 , 其降低程度以 DMEM 组最为显

著 , 6 h 时基本无 Bcl-2表达 。正常对照 Bax在肾皮质和髓质均

有表达 , 胞浆和部分胞核表达 , 灌注后 Bax 表达程度加深 ,

DMEM组 6 h 时 Bax表达减少。结果见表 2 、3。

表 2　肾脏 Bcl-2表达相对灰度值( x±s , n=5)

组别 1 h 3 h 6 h

正常对照组 67.4±6.1

DMEM组 46.9±5.7＊＊ 19.3±1.7＊＊ —

血浆组 56.3±5.8 41.4±4.4＊＊ 31.4±3.0＊＊

血液+DMEM组 58.7±4.2 42.6±3.3＊＊ 34.35±2.5＊＊

与正常对照组比较 , ＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01

表 3　肾脏 Bax表达相对灰度值( x±s , n=5)

组别 1 h 3 h 6 h

正常对照组 69.8±6.5

DMEM组 82.5±5.5＊ 71.0±7.5 60.7±6.7

血浆组 85.3±8.5＊ 89.9±5.5＊＊ 74.4±5.0

血液+DMEM组 83.2±6.8＊ 85.0±6.9＊ 78.1±5.6

与正常对照组比较 , ＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01

3　讨论

　　无论是常规冷藏保存还是机器灌注保存 ,器官活力往往受

水肿程度的影响 ,器官保存研究中较重要的一点就是避免器官

水肿的发生[ 4] 。在本研究中 , DMEM 组发生较严重的水肿 , 说

明适于细胞培养的 DMEM 并不适于器官的保存 , 而新鲜的猪血

浆和血液+DMEM灌注液保存的肾脏水肿程度小于 DMEM 组 ,

故采用血液制品可能更有利于肾脏的体外灌注保存 , 病理观察

也证实了这一结果。在对细胞损伤的研究中我们采用了细胞

凋亡作为研究指标 ,结果发现灌注后肾脏皮质区和髓质区均有

阳性细胞 ,可以认为 , 凋亡机制参与了灌注后的肾脏损伤过程。

凋亡相关蛋白的表达变化在肾脏灌注损伤中也应有其一定的

作用 ,本研究结果表明 , 在正常条件下 , 肾脏组织即有抗凋亡作

用的 Bcl-2蛋白和促凋亡的 Bax 蛋白表达 , 这正是正常条件下

肾脏细胞维持其一定的凋亡率的可能机制[ 5] , 而在灌注后 , 选

择性表达在肾小管的 Bcl-2 无论是表达部位还是表达程度均减

少 ,因此 ,灌注条件下肾脏细胞保护性蛋白的合成减少参与了

细胞凋亡的发生。Bax 的表达基本呈现升高后降低的趋势 , 结

合病理观察可以发现 , Bax 的晚期降低与肾脏细胞的脱落时相

一致 , 此时单位面积上的细胞数量下降 , 因此 Bax 的表达降低

与肾脏细胞数量的减少有直接的关系。目前条件下的灌注尚

不能完全模拟体内的血液供应情况 , 因此 , 能量和氧份的供应

不足和失衡是损伤发生的重要原因。此外在无神经调节的情

况下 , 无法调节灌流的分布 , 肾皮质部位的灌流远不如髓质充

分 ,这是肾脏皮质部细胞脱落现象较髓质部位明显的重要解剖

依据。本研究结果表明 , 水肿和上皮细胞脱落是常温时(21 ～

25 ℃)肾脏体外灌注时重要的病理学改变 ,凋亡参与了其损伤

过程 ,减轻肾脏水肿程度和抑制细胞凋亡的发生应是提高肾脏

常温灌注保存效果的途径。
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