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慢性肾衰大鼠血液和肾脏氧自由基指标的相关分析
`

衷发焕 序 立生 (第三军医大学新桥医院肾内科 ) 6 3。。 3 7

提 要 本文观察了 56/ 肾切除慢性肾衰大鼠血液和残肾组织氧 自由基有关指标
.

发现氧 自由基在残肾

的毁损中起重要作用
,

抗氧化剂维生素 E 能保护残肾
.

在正常和慢性肾衰情况下
,

血浆脂质过氧化物和维生

素 E 浓度及红细胞超氧化物歧化酶活力与残肾组织的相应指标相关非常显著
.

提示血液氧自由基有关指标

可很好地反应慢性肾衰患者残肾氧自由基代谢情况
.
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慢性 肾衰患者血液氧 自由基有关指标改变非常明

显 〔 , 〕 ,

但它们能否代表肾组织有关指标的相应改变
,

尚

不清楚
。

本文在 5 6/ 肾切除大鼠慢性 肾衰模型上同时

观察 了血液和残肾组织氧 自由基有关指标的改变
,

进

行了相关分析
。

1 材料与方法

雄性 w is at r

大 鼠 14 4 只 (本校动物所提供 )
,

体重 30 。 士 50

g
,

分成 3 组
。

I 组
,

假手术对照
,

48 只
,

不切肾
.

1 组
,

致伤组
,

48

只
,

经背切除右肾皮质 2 3/
,

l ~ 2 周后切除左肾川
.

1 组
,

维生

素 E 治疗组
,

48 只
,

切肾方法同 I 组
。

I
、

l 两组以我校动物所

提供的普通大颗粒饲料喂养
,

每公斤饲料含蛋白 61
.

3 9
,

脂肪

52
·

5 9
,

糖 27 0
.

2 9
,

维生素 E 38
.

8 m g
.

, 组每公斤饲料含维

生素 E 6 67 m g
,

余 同普通大颗粒饲料
。

全部大 鼠自由进食进

水
.

各组大鼠于术后 3 0
、
6 0

、
9 0

、
i Z o d 观察各指标

。

血浆和肾组织脂质过氧化物 (L P O )含量测定采用硫代 巴

比妥酸荧光微量法3[]
,

血浆和肾组织维生素 E 含量测定采用荧

光法 .[]
,

红细胞和肾组织铜锌超氧化物歧化酶 ( so D )活力测定

采用 核黄素法川
,

供扫描电镜检查用的肾小球毛细血管铸型采

用 A B S 灌注法川
。

其它测定按常规方法
。

文中数据以 厉 士 `
表

示
,

组间差异显著性用 t 检验
,

回归分析用本校数学教研室 的

M R A 一 1 程序包
.

2 结果

I 组术后 30 d 血浆尿素氮和肌醉浓度显著高于 l 组
,

并进

行性升高
,

, 组术后 30 ~ 1 2 o d 血浆尿素氮和肌酥浓度高于 I

组
,

但显著低于 l 组 (表 1 )
.

表 1 大鼠术后血桨尿紊氮和肌醉浓度

T a b 1 P U N a n d P C
r e o n e e n t r a t i o n o f

r a st a f t e r o P e r a t io n

T im
e a

f t
e r o p e r a t io n ( d a y s

)

G r o u P

P U N ( m m o l / L )

l 0

l 0

5
.

1士 1
.

6 4
.

6士 0
.

9 5
.

5士 0
.

8 5
.

7士 0
.

9

9
.

8士 1
.

5 汉 找

8
.

4 士 1
.

3 拭

2 0
.

8士 4
.

5汉 试 汉

1 4
.

6士 2
.

8拭 减△

2 2
.

9士 3
.

9减 拭 减

1 1
.

3士 3
.

2洲 斌 △△

6 4
.

6士 2 7
.

3 汉 拭 x

2 9
.

7士 6
.

6 袄 双 拭 △△

P C r (群m o l / L )

1 0

l 0

1 0 3
.

3士 3 0
.

9 9 2
.

4士 1 2
.

8 1 1 1
.

8士 1 5
.

7 1 0 7
.

5士 1 8
.

6

2 0 3
.

2士 2 3
.

6 炭 炭

1 7 3
.

1士 1 7
.

1 减

3 1 6
.

2士 4 1
.

8洲 拭减

2 3 1
.

3士 3 6
.

6减 减△

2 8 1
.

4士 4 0
.

1减 减 减

1 9 4
.

8士 1 9
.

7 x 减△

5 5 6
.

5士 1 6 6
.

8减 x 洲

23 1
.

6士 40
.

8 拭 x △ 0

汉
: C o m p a r e d w i t h g r o u p l

,

P < 0
.

0 5 ; 淡灭
:

P < 0
.

0 1
,

减 淡试
:

P < 0
.

0 0 2

△
:

C o m p a r e
d w i t h g r o u p l

,
P < 0

.

0 5
,

△△
:

P < 0
.

0 1
.

·
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I 组术后 30 d
,

残肾组织 L P ( ) 含量显著高于 I 组
,

以后持

续在高水平
,

血浆 L P O 浓度也显著高于 I 组
,

并进行性升高
.

I 组术后肾组织和血浆 L P O 无显著增高
,

显著低于 I 组同期

水平 (表 2)
.

血浆 L P O 浓度与肾组织 L P O 含量呈显著正相关
,

回归方程为
:

y ~ 2
.

86 十 1
.

6l x ( y
,

血浆 L
OP 浓度

,
” mo l /L

,

x ,

肾组织 L P O 含量
,
拜m ol / g 蛋 白牌 一 1 2 。 ; r 一 。

.

8 7 , 尸 <

0
.

0 0 1 )
。

表 2 大鼠术后肾组织和血桨 L P O 含 t

T a b 2 P l as m a a n d r e n a l t i s s u e L P O e o n te n t o f r a st af t e r o伴
r a t i o n

T im e a f t e r o 眯 r a t io n ( d a y s )

G or
u P

R e n a l t i s s u e L P〔】 (拌 m o l / 9 p r o t e i n )

1 0

l 0

1
.

3 7士 0
.

2 3 1
.

3 4士 0
.

1 9 1
.

5 2士 0
.

2 1 1
.

4 9士 0
.

2 1

4
.

1 4士 0
.

7 3拭拭城

0
.

7 5士 0
.

1 4城。 △△

3
.

5 2士 0
.

4 1拱试 拭

0
.

8 4士 0
.

1 0减△ △△

3
.

8 8士 0
.

3 9拭 x 减

0
.

8 3士 0
.

2 1汉 洲△△△

4
.

3 5士 0
.

7 5减城 减

1
.

5 5士 0
.

7 1△ △△

1 0

l 0

4
.

3 1士 0
.

4 8

6
.

7 3士 0
.

7 6 x

P l a s m a L P O (拜 m o l / L )

4
.

3 8士 0
.

4 4

8
·

6 2士 0
.

7 3找减

5
.

0 7士 士 0
.

6 8△

4
.

50士 0
.

3 4 4
.

4 8士 0
.

5 8

1 0
.

4 4士 0
.

7 8 找城汉

4
.

0 5士 0
.

5 3△ 5
.

50士 0
.

7 6△ △

1 1
.

5 6士 1
.

8 4拭 拭 x

6
.

0 8士 0
.

7 6减△△

谈
:

oC m p a r e
d w i t h g r o u p l

,
P < 0

.

0 5 ,
淡汉

:

P < 0
.

0 1
,

灭灭谈
:

P < 0
.

0 0 1

△
:

oC m p a r e d w it h g r o u p l
,

P < 0
.

0 5
,

△△ :
P < 0

.

0 1
,

△△△
:

P < 0
.

0 0 1
.

I 组术后 30 d
,

残肾组织和血浆维生素 E 含量显著低于 I

组
,

以后持续在低水平
.

1 组术后各时相点肾组织和血浆维生

素 E 含量显著高于 I 组和 I 组同期水平 (表 3)
.

血浆维生素 E

浓度与肾组织维生素 E 含量呈显著正相关
,

回归方程为
:

y ~

10
.

64 x 一 。
.

8 1 ( y
,

血浆维生素 E 浓度
,
拜m ol / L ; x ,

肾组织维

生素 E 含量
,
拌m o

l / g 蛋白
, n = 1 2 0 ; r = 0

.

9 5 ; p < 0
.

0 0 1 )
。

表 3 大鼠术后肾组织和血浆维生素 E 含 t

T a b 3 P l as m a a n d r e n a l t i s s u e 村 t E e o n t e n t o f r a
st

a f t e r o P e r a t io n

T i m e a f t e r o p e r a t i o n ( d a y s
)

G
r o u P

l 0

l 0

0
.

7 8士 0
.

0 8 0
.

7 4士 0
.

1 1

0
.

5 4士 0
.

0 8减

1
.

2 3士 0
.

19 找△ △

R e n a l t i s s u e v i t E (科m o l / 9 p or t e i n )

0
.

7 7士 0
.

0 6

0
.

5 2士 0
.

0 5找

1
.

0 6士 0
.

1 1拭△

P l a s m a v i t E (拌m o l / L )

7
.

2 7士 0
.

3 9

4
.

0 5士 0
.

3 6城

1 0
.

4 3士 0
.

8 1减△△

0
.

7 4士 0
.

1 0

0
.

5 2士 0
.

1 1x

1
.

0 1士 0
.

1 2拭△

0
.

4 8士 0
.

08 洲

0
.

8 4士 0
.

13△

l 0

1 O

7
.

3 4士 0
.

4 8

4
.

3 6士 0
.

5 3 减

7
.

3 3士 0
.

6 2 7
.

3 0士 0
.

73

1 1
.

5 9土 1
.

1 5拭 △△

4
.

5 7士 0
.

5 7减

9
.

4 0士 0
.

8 3△△

4
.

3 9士 1
.

06 狱

1 0
.

4 1士 1
.

93 城△△

灭
:

C o m p a r e d w i t h g r o u p l
,

p ( 0
.

0 5 ; △
:

C o m p a r e
d w i t h g r o u p l

,

p ( 0
.

0 5
,

△△
:

P ( 0
.

0 1
.

I 组术后 60 d
,

残肾组织和红细胞 S O D 活力显著低于 I

组
,

以后进一步降低
.

1 组术后各时相点
,

残肾组织和红细胞

S O D 活力与 I 组无显著差别
,

显著高于 I 组同期水平 (表 4 )
.

红细胞 S () D 活力与肾组织 S O D 活力呈显著正相关
,

回归方程

为
:

y = 59 9十 2 19
.

g x ( y
,

红细胞 S O D 活力
,

k U / g 血红蛋白 ;

x
,

肾组 织 SO D 活力
,

k U / g 蛋 白
; n ~ 1 2 0 ; r = 0

.

9 1 ,
p <

0
.

0 0 1 )
。
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表 4大鼠术后肾组织和红细胞 s0 D活力

T a b4 E r y t h r
oc y t e a n d r e n a l t is s u e SO D a e t i v it y o f r a t s a f t e r o
碑

r a t i o n

T
l
m

e a
f t

e r o p e r a t io n( d
a y s

)

G
r o u P

R
e n a

! t i, s u e S O D ( k U / 9 p r o t o i n )

l O

l 0

14
.

3 8士 2
.

1 8

1 4
.

1 9士 1
.

3 2

1 4
.

62士 1
.

60 12
.

9 1士 0
.

8 0 1 2
.

7 8士 0
.

9 8

1 4
.

7 7士 1
.

4 9

8
.

9 1士 0
.

68 丫

1 2
.

78士 1
.

2 9△

7
.

0 2士 0
.

8 3洲

1 2
.

3 3士 2
.

〔) 2△

5
.

4 4士 0
.

8 2 找 炭

1 2
.

3 0士 1
.

8 6△△

10 3 7 3 1
.

0 士 2 2 1
.

9

10 3 4 2 3
.

4 士 2 6 8
.

5

10 3 8 8 7
.

8 士 2 1 0
.

5

E
r y r h

r o e y t e S O D ( k U / 9 H b )

36 5 6
.

8士 2 72
.

9

22 9 0
.

6士 3 0 5
.

Zx

3 6 7 3
.

7士 1 5 2
.

1 △

3 7 9 9
.

8士 1 7 4 3 6 7 7
.

1士 3 2 9
.

9

1 9 8 1
.

3士 1 8 6
.

9 减拭

3 3 3 9
.

9士 2 6 2
.

1△

1 99 2
.

7士 5 4 1
.

9找 淡

3 0 5 4
.

4士 5 8 6
.

4△

减
:

C
o
m p a r e d w i t h g r o u p l

,
P < 0

.

0 5
,

淡减
:

P < 0
.

0 1 ; △
:

C o m p a r e d w it h g r o u p l
,
P < 0

.

0 5
,

△△
:

P < 0
.

0 1
.

光镜下
,

I 组术后 30 d
,

残肾有大量单个核炎性细胞浸润
;

术后 60 d
, ’

肾小球肥大
, ’

肾小管扩张
;

术后 1 20 d
, ’

肾小球高度肥

大
,

实变
,

纤维化
.

肾小管高度扩张
,

管腔内有蛋 白沉积
, ’

肾间质

纤维化
。

, 组术后
,

残肾炎性细胞浸润不 明显
,

残肾纤维化程度

显著轻于 I 组
。

透射电镜下
,

I 组术后 1 2 o d
.

残肾肾小球滤过

膜增厚
,

足细胞足突融合
。

l 组术后无类似表现
。

扫描电镜下
,

I 组术后 1 2 o d
, ’

肾小球肥大
, ’

牙小球毛细血管失去正 常自然曲

度
,

有充盈缺损
。

I 组术后肾小球毛细血管形态叹创
.

无充盈缺

损
。

3 讨论

本文 I 组术后 30 d
.

残肾有显著炎性细胞浸润
,

血

浆尿素氮和肌醉浓度显著升高
,

并逐渐出现 肾小球肥

大
、

实变
、

纤维化
, ’

肾小管扩张
, ’

肾间质纤维化等病变
,

残 肾逐渐 毁 损
,

残 肾功 能逐 渐恶 化
.

与文 献 报道 一

致「’
一 。

本文 I 组术后在残肾形态和功能损害逐渐加重的

同时
,

伴有残肾组织 L P O 含量逐渐升高
,

维生素 E 含

量和 S O D 活性逐渐降低
。

L P O 是氧 自由基作用于细

胞膜性 结构 多不饱和 脂肪酸 的代谢 产物
,

残肾组 织

L P O 含量增多
,

说 明残肾增多的氧 自由基 已对残 肾组

织细胞产生了破坏作用 ’ 8
一 。

维生素 E 是一种重要的抗

氧化物 质
,

能从多个 环节发 挥抗氧 自由基的作用 t ,
」 。

SO D 是 一种 重 要 的 抗 氧化 酶 类
,

能 将 超 氧 阴 离 子

( O 三)变成过氧 化氢 ( H
Z
O

Z
)

,

后者在过氧化氢酶 的作

用下变成氧和水
! 8

一 。

残肾维生素 E 含量和 s O D 活力下

降使残
`

肾氧 自由基的降解减少
,

氧 自由基含量更高
,

损

伤更严重
。

本文 m组大 鼠饲 以高维生素 E 后
,

残 肾维

生素 E 含量和 S O D 活力显著高于 I 组
,

残 肾 L P O 含

量显著低于 l 组
,

同时残肾形态和功能损害也显著轻

于 l 组
,

说明氧 自由基在残肾的毁损中起重要作用
,

而

抗氧化剂能防止氧 自由基引起 的残肾毁损
。

由此可见
,

探明慢性肾衰患者残 肾的氧 自由基反

应状况对这类患者使用抗氧化剂治疗有指导意义
。

但

目前
,

在患者身上取 肾组织来作生化检查
,

几乎是不可

能的
。

本研究表明
,

I
、

l
、
皿三组大 鼠的血浆 L P O 和

维生素 E 浓度及红细胞 S O D 活力与肾组织 L P O 和维

生素 E 含量及 S O D 活力呈显著的正 相关
,

相关系数
r

达 。
.

87 一 。
.

9 5
,

说明无论是在正常
.

还是在 慢性肾衰

有或无抗 氧化剂治疗情 况下
,

血浆 L P O 和维生 素 E

浓度及红细胞 S O D 活力都能很好地反应残肾组织相

应指标的变化
。

为临床上用血液氧 白由基有关指标来

估计慢性肾衰患者 肾组织氧 自由墓代谢状 况
,

指导抗

氧化剂的应用提供了实验 依据
。
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抗内毒素类脂 A 单克隆和基因工程单链抗体的研究
`

S t u d 、 0 11 m o n o e l o n a l a n d a n t i b o d y o f g e n e t i c e n g i n e e r i n g s i n g l e c h a i l l

a g a i n s t l i P i d A o f b a e t e r i o
一 e n d o t o x i n

府伟灵 肖尤 夏 (第三军 医大学烧伤研究所 ) 6 3 。 。 3 8

本研究用 5J 突变株免疫 B A L B /C 小鼠经 细胞融合技术获

得 了一侏分泌抗 L P S 类脂 A 的单克隆的杂交瘤细胞系
,

命名

为 9 G 6 M A b
。

坛 亚类分析证 明其属 I g M 抗体
.

体内外的一系列

实验证实 9 G 6 单克隆抗体对革兰 氏阴性杆菌的菌体和 L P S 具

有广谱和高效价中和 能力
。

在 小鼠体内可抵抗多种革兰 氏阴性

杆菌的菌体和 L P S 对小鼠的攻击
,

表现 了良好的保护活性
,

临

床的初步应 用研究表 明抗 L P S 类脂 A 抗体
,

可以明显 降低严

重烧伤病 人血 中内毒素水平
.

同时降低由 L P S 入血而 引起的

体内炎症细胞因子和 介质的高水平表达
,

显示 了初步的治疗效

果
。

在此基础上
,

本文应用基因工程技术从分泌 9G 6单克隆抗

体的杂交瘤细胞中提取 m R N A 后 反转录成
。 D N A 第一链

。

用

特 异性轻
、

重链引物扩增 反应产物
,

获 得重链 ( 3 4 0 b p )和 轻链

( 3 2 0 b p )基因片段
,

经纯化后将 V 。
和 v

L

基因用一多肤连接物

连接
,

构成单链抗体基因
。

单链抗体基因经再次扩增并加入酶

切位点后克隆于 p C A N T A B S 噬菌粒中再转化于感受态的 T G
I

细菌中
,

在援助 噬菌体 K O 7 的救援下产生可表达 cS F v

抗体的

重组噬菌体
。

通过噬菌体抗体库技术筛选重组 噬菌体
,

最后在

E
.

C ol i T G
、

中表达了 9G 6 单链抗体基因
。

E L is A 阻断试验初

步证 明了该单链抗体能特异性阻断其 9 G 6 M A b 对 L P S 的结

合
,

表明具有较好的抗 原结合活性
。
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