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虎杖苷对脓毒症急性肾损伤大鼠炎症反应和
氧化应激的影响

高友光 林献忠 曾振华 曾凯 陈仲清 林财珠

  【摘要】 目的 观察虎杖苷在脓毒症急性肾损伤(acutekidneyinjury,AKI)大鼠中的抗炎和抗

氧化应激作用。方法 SD大鼠72只,体重180~220g,随机分为四组:假手术对照组(Sham组);盲
肠结扎穿刺术(CLP)+生理盐水组(CN组);CLP+溶媒组(CV组);CLP+虎杖苷组(CD组),每组

18只。对CN、CV和CD组大鼠施行CLP,模拟脓毒症AKI动物模型,Sham组大鼠盲肠既不被结扎

也不被穿孔,余步骤则与CLP组相同,未行其他任何处理。CLP术后6、12、18h,CN、CV和CD组经

大鼠尾静脉分别注射生理盐水、溶媒、虎杖苷30mg/kg。在CLP术后24h记录血清肌酐(Cr)和尿

素氮(BUN)等肾功能指标,观察肾脏组织病理形态改变并进行肾小管损伤评分,检测血清TNF-α、

IL-1β和IL-6浓度,测定肾组织中超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)浓
度。结果 与Sham组比较,CN组和CV组血清Cr、BUN、TNF-α、IL-1β和IL-6浓度、肾小管损伤评分

和肾组织 MDA浓度明显升高(P<0.01),肾组织SOD活性、GSH浓度明显降低(P<0.01)。与CN组

和CV组比较,CD组血清Cr、BUN、IL-1β和IL-6浓度、肾小管损伤评分和肾组织 MDA浓度明显降低

(P<0.05),肾组织SOD活性、GSH浓度明显升高(P<0.05)。结论 盲肠结扎穿刺术导致的脓毒症

可引起急性肾损伤,虎杖苷可通过显著的抗炎和抗氧化应激作用,减轻肾组织损伤,改善肾功能。
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【Abstract】 Objective Todetermineifpolydatininhibitedoxidativestressandinflammatory
responseinratswithsepsis-inducedacutekidneyinjury(AKI).Methods Seventy-tworats(weighing
180-220g)wererandomlydividedintothefollowinggroups:shamgroup,cecalligationandpuncture
(CLP)CLP+normalsalinegroup(groupCN),groupCLP+vehicle(groupCV),andgroupCLP+
polydatin(groupCD)(n=18each).RatsingroupsCN,CVandCDunderwentCLPtomimicsepsis-
inducedAKI.Inshamgroup,thececumwasnotligatedorpunched,andtheremainingprocedures
werethesameasingroupCLP.Normalsaline,vehicle,and30mg/kgpolydatinwereadministeredat
6,12,and18hoursafterCLPviathetailvein.At24hourpostCLP,twoclinicallyusedmarkersof
AKI,bloodureanitrogen(BUN),andcreatinine(Cr)weretested,pathologicalchangesofkidney
tissuewasobservedunderlightmicroscopyineachgroup.Renaltubulardamageassessmentwascar-
riedout.Malondialdehyde(MDA),superoxidedismutase(SOD),andglutathione(GSH)contentof
renaltissue,serumcytokinessuchasTNF-α,IL-1βandIL-6,werealsomeasuredineachgroupat24
hoursafterCLP.Results Comparedwithshamgroup,multipleindexessuchasBUN,Cr,tubular
injuryscores,MDAcontentofrenaltissue,andserumcytokinesincluingTNF-α,IL-1βandIL-6in-
creasedsignificantly(P<0.01),whileSODandGSHlevelsofrenaltissuesignificantlydecreasedin
groupsCNandCV(P<0.01).ComparedwithgroupsCNandCV,theindicatorssuchasBUN,Cr,
tubularinjuryscores,MDAcontentofrenaltissue,andserumcytokinessuchasIL-1βandIL-6sig-
nificantlydecreased(P<0.05);whileSODandGSHlevelsofrenaltissuesignificantlyincreased(P<
0.05).Conclusion Sepsiscausedbysepsiscecalligationandpuncturecancauseacutekidneyinjury.Poly-
datincouldalleviatekidneydamagebyattenuatingsystemicinflammatoryresponseandinhibitingoxi-
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dativestressofrenaltissue.
【Keywords】  Polydatin;Inflammatoryresponse;Oxidativestress;Sepsis;Acutekidneyinjury

  脓毒症导致器官损伤的作用机制复杂。研究发

现,脓毒症时氧化应激、炎症反应和线粒体损伤之间

相互作用和恶性循环,最终导致脓毒症患者的器官功

能衰竭[1]。虎杖苷是从草药虎杖分离出来的一种多

酚类的单晶体药,具有抗炎、抑制氧化应激的作

用[2,3]。有报道虎杖苷对脓毒症急性肺损伤具有保护

作用[4]。肾脏是严重脓毒症最常受累的脏器之一,目
前急性肾损伤(acutekidneyinjury,AKI)作为一个独

立危险因素预测脓毒症患者的预后[5,6]。研究表明,
虎杖苷预处理对大鼠肾缺血-再灌注损伤有一定预防

作用[7]。本研究探讨虎杖苷能否通过抗炎和抗氧化

应激作用,减轻脓毒症大鼠的AKI。

材料与方法

动物选择与分组 无特定病原体(SPF)级的

SD大鼠72只,6周龄,体重180~220g,购买于南

方医科大学实验动物中心。所有动物的安置和饲

养依照《南方医科大学实验动物管理办法(试行)》
进行,动物实验则按《南方医科大学动物实验伦理

审查指南(试行)》的规定执行。随机均分为四组:
假手术对照组(Sham 组)、盲肠结扎穿刺术(CLP)

+生理盐水组(CN组)、CLP+溶媒组(CV组)和

CLP+虎杖苷组(CD组),每组18只。
大鼠脓 毒 症 模 型 的 建 立 脓毒症模型采用

CLP方法进行制作[8],大鼠经异氟醚吸入麻醉后,
于仰卧位固定在操作台上,局部剃毛消毒后,做2
cm长的腹正中线切口,暴露盲肠,在距回盲瓣1.5
cm的盲肠末端先用4-0丝线紧紧结扎,接着在已结

扎的盲肠远端用18号针头贯通穿刺2次,然后轻轻

挤压盲肠挤出肠腔内粪便少许,最后将盲肠推回腹

腔归位,用3-0丝线关闭腹腔,逐层缝合。术毕皮下

注射生理盐水20ml/kg用于液体复苏。所有实验

动物均在CLP术后6h皮下注射亚胺培南/西司他

丁钠14mg/kg和生理盐水40ml/kg。
给药方式 所有SD大鼠尾静脉行24G留置

针穿刺置管,导管尾部接肝素帽,以125U/ml肝素

0.2ml封管。虎杖苷溶解于溶媒(45%乙醇和20%
丙二醇的 Na2CO3/NaHCO3 溶液)。Sham组大鼠

盲肠既不被结扎也不被穿孔,余步骤则与CLP组相

同,未行其他任何处理。CN、CV和CD组均在CLP
术后6、12和18h经尾静脉分别缓慢推注生理盐水

0.5ml、溶媒0.5ml和虎杖苷30mg/kg[8,9]。肾脏

病理组织标本的动物样本量为每组10只,其余实验

的动物样本量为每组8只[8]。
标本处理 CLP术后24h,每组各取10只大

鼠,颈椎脱臼处死后于左侧肾脏上部取1cm×1cm
×1cm肾脏组织,用于病理组织学检测;每组剩余8
只大鼠经异氟醚麻醉后剖腹,由腹主动脉置入导管

抽血,一部分用于肾功能检测,其余血液离心取上

清液用于炎性因子检测,上一批病理取材的相同部

位取0.1g肾脏组织进行匀浆制备,用于氧化应激

指标的检测。
肾小管损伤病理评分 四组大鼠的肾脏病理

组织标本采用HE染色,分别由两名经验丰富的病

理科医师随机观察每张切片中的10个高倍视野(×
400)。显微镜下肾小管损伤定义为:肾小管扩张,
刷状缘脱落,空泡变性,节段性基底膜裸露,肾小管

细胞坏死。肾损伤严重程度评分标准:0分,无损

伤;1分,≤10%;2分,11%~25%;3分,26%~
45%;4分,46%~57%;5分,≥76%。两位医师采

用双盲法,根据上述标准进行肾小管损伤评分。
肾脏功能、炎症及氧化指标检测 取四组动物

血清,运用全自动生化分析仪采用比色法对血清肌

酐(Cr)和 尿 素 氮(BUN)浓 度 进 行 检 测。采 用

TNF-α、IL-1β、IL-6试剂盒进行相应炎症介质的检

测。取各 组 肾 组 织 匀 浆,采 用 超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)试剂盒进

行相应的氧化指标检测。
统计分析 采用SPSS13.0统计软件进行分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表
示,方差齐性资料组间比较采用单因素方差分析和

Bonferroni多重比较法;方差不齐资料组间比较采

用单因素方差分析(Welch法校正)和DunnettT3
多重比较法。肾小管损伤评分采用非参数Kruskal-
Wallis检验和Dunn多重比较检验进行分析。P<
0.05为差异有统计学意义。

结  果

Sham组大鼠肾脏组织未见明显病理改变;CN
组和CV组肾小管区大量炎性细胞浸润,部分肾小

管扩张,刷状缘脱落,空泡变性,节段性基底膜裸露

等改变(图1)。
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注:箭头示:肾小管扩张和刷状缘脱落

图1 脓毒症大鼠肾脏组织病理学改变(HE,×200)

CN组 和 CV 组 肾 小 管 损 伤 评 分 明 显 高 于

表3 四组大鼠CLP术后24h血清Cr、BUN、TNF-α、IL-1β和IL-6浓度的比较 (􀭵x±s)

组别 只数 TNF-α(pg/ml) IL-1β(pg/ml) IL-6(ng/ml) BUN(mg/dl) Cr(mg/dl)

Sham组 8 52.75±23.93 54.38±13.98 64.74±42.58 18.00±6.91 0.26±0.09

CN组 8 230.63±85.18a 186.30±30.65a 712.75±149.19a 59.75±19.37a 0.68±0.21a

CV组 8 257.63±83.33a 178.68±35.18a 656.75±123.82a 66.38±25.08a 0.65±0.22a

CD组 8 215.00±43.87a 120.70±25.06abc 365.38±134.11abc 31.38±18.59bc 0.34±0.08bc

  注:与Sham组比较,aP<0.01;与CN组比较,bP<0.01;与CV组比较,cP<0.01

Sham组和CD组(P<0.01或P<0.05)(表1)。

表1 脓毒症大鼠肾小管损伤病理评分的比较[M(IQR)]

组别 只数 肾小管损伤病理评分(分)

Sham组 10 0(0~1)

CN组 10 2.0(1.8~3.0)ab

CV组 10 2.0(2.0~3.3)ab

CD组 10 1.0(0.8~1.0)

  注:与 Sham 组 比 较,aP<0.01;与 CD 组 比 较,bP
<0.05

CN组和CV 组肾组织 MDA 浓度明显高于,

SOD活性、GSH 浓度明显低于Sham 组和CD组

(P<0.01或P<0.05)(表2)。
CN、CV和CD组血清TNF-α、IL-1β和IL-6浓

度明显高于Sham组(P<0.01);CN组和CV组血

清IL-1β和IL-6浓度明显高于CD组(P<0.01);
CN组和CV组血清Cr、BUN浓度明显高于CD组

(P<0.01)(表3)。

讨  论

根据AKI的诊断标准:血Cr绝对值升高≥26.4

表2 四组大鼠CLP术后24h肾组织SOD活性和 MDA、

GSH浓度的比较 (􀭵x±s)

组别 只数
SOD
(U/mg)

MDA
(nmol/mg)

GSH
(U/mg)

Sham组 8 50.12±5.79 9.13±2.17 46.84±4.36

CN组 8 26.76±4.08a 23.13±6.40a 27.10±6.13a

CV组 8 28.86±4.66a 21.50±4.78a 30.00±6.24a

CD组 8 39.41±6.64bc13.13±5.49bc38.34±4.53bc

  注:与Sham 组比较,aP<0.01;与 CN 组比较,bP<

0.05;与CV组比较,cP<0.05

μmol/L(0.298 mg/dl);或 血 Cr相 对 值 升 高 ≥
50%[10]。本研究中,CLP术后24h,CN组和CV组

血清Cr升高数值均超过此标准,参照急性肾脏损伤

网络(AKIN)中AKI的定义,本研究中CLP大鼠在

术后24h可以诊断为AKI。
本研究中CN组和CV组大鼠术后24h肾脏病

理切片存在肾小管区大量炎性细胞浸润,部分肾小

管扩张,刷状缘脱落,空泡变性,节段性基底膜裸露

等病理改变,表明本研究复制的CLP脓毒症大鼠模

型确实出现AKI。
细胞内活性氧(ROS)通过激活关键的信号途

径,包括氧化还原敏感的核因子κB转录因子途径

(NF-κB)和炎性蛋白,促进炎症反应[11];另一方面,

IL-1β和IL-6也可破坏抗氧化系统的作用,导致氧

化应激[12]。脓毒症时炎症发生,ROS的产生增加,
抗氧化保护作用减弱,线粒体发生损伤。接着电子

传递链中的酶功能丧失,线粒体功能障碍,随后发

生了ATP生成受损、心磷脂的过氧化作用与细胞

色素C的解离,进一步减少ATP和ROS产生。在

ROS产生、炎症反应和线粒体损伤之间的这种自我

维持和放大循环,促进脓毒症患者的器官功能衰

竭[1]。因此,抗炎、抑制氧化应激、保护线粒体、改善

器官功能是干预脓毒症 AKI的目标之一。虎杖苷

是从中药虎杖的根茎中提取的第4种单体,又名白
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藜芦醇苷,是我国自主研发的Ⅰ类新药。在果糖诱

导的小鼠尿酸肾病模型中,虎杖苷通过抑制氧化应

激相关的炎症反应减轻肾损伤[2]。
体内ROS攻击生物膜中的多价不饱和脂肪酸

发生过氧化反应,氧化的最终产物是 MDA。MDA
水平反映了机体细胞受ROS攻击的严重程度[13]。

SOD是超氧阴离子自由基清除的一种特异 酶。

GSH是非酶促抗氧化系统中的重要一员,可清除

O-
2 、H2O2等氧自由基,体内GSH的含量成为衡量

机体抗氧化能力的一个重要指标。本研究CLP术

后24h,大鼠肾组织 MDA浓度升高,SOD活性和

GSH浓度均下降,提示脓毒症AKI时肾脏ROS生

成增加,内源性的酶促和非酶促抗氧化作用均减

弱,出现了强烈的氧化应激;虎杖苷可以抑制上述

的变化,故其具有显著的抗氧化应激作用,这与既

往文献报道结果一致[2]。

TNF-α主要由单核巨噬细胞、淋巴细胞等分

泌,是炎症反应的启动者。IL-1是早期炎症介质。
感染早期,Toll样受体(TLRS)与病原结合后,即可

激活巨噬细胞、内皮细胞等释放大量IL-1,后者与细

胞IL-1受体结合,参与早期感染免疫应答,导致组

织损伤。IL-6可通过介导多种免疫细胞参与脓毒

症早期的炎症反应,影响器官的功能。IL-6的相对

水平还被认为是确定脓毒症严重程度的关键因

素[14]。本研究CLP术后24h,大鼠血清 TNF-α、

IL-1β和IL-6浓度升高,表明脓毒症AKI时机体发

生强烈的炎症反应;虎杖苷治疗后,血清IL-1β和

IL-6浓度均显著下降,表明虎杖苷具有抗炎作用。
这与既往文献报道虎杖苷在肾脏中的抗炎作用的

结果一致[4]。但CLP术后的6、12和18h给予虎

杖苷治疗后,血清TNF-α浓度无明显改变,这可能

与CLP术后血清TNF-α浓度高峰出现较早,而虎

杖苷却是延迟性干预有关。
本研究的不足之处在于:(1)本研究中虎杖苷

实验剂量的确定是依据本课题组之前关于虎杖苷

剂量效应反应的研究结果[9],本研究如果能够重复

虎杖苷的剂量效应反应实验,可能更有说服力。
(2)本研究局限于脓毒症急性肾损伤的研究,而在

肾损伤的同时,是否合并其他脏器损伤及对肝肾的

影响,有待进一步研究。
综上所述,盲肠结扎穿刺术诱导的脓毒症发生

了明显的全身炎症反应,肾脏组织出现强烈的氧化

应激,肾脏的病理组织学和肾功能受损。在盲肠结

扎穿刺术后6、12、18h经尾静脉给予虎杖苷具有抗

炎作用,并抑制肾脏的氧化应激,减轻肾脏损伤。
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