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复方苹果酸钠对失血性休克大鼠小肠黏膜
细胞凋亡的影响

戴中亮 朱毅 王琳琳 李福菁 张雪萍 姚尚龙 张中军

  【摘要】 目的 观察复方苹果酸钠对失血性休克大鼠小肠黏膜细胞凋亡的影响。方法 雄性

SD大鼠48只,体重280~320g,随机分为假手术组(SS组)、生理盐水组(NS组)、复方乳酸钠组(RL
组)和复方苹果酸钠组(RM组),每组12只。SS组为空白对照组,其余三组制作失血性休克模型,放
血至 MAP降为(40±5)mmHg,休克60min后进行对应液体复苏,复苏后3h处死大鼠。检测小肠

黏膜中B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2)表达量和Bcl-2相关蛋白(Bax)含量,采用TUNEL法检测黏膜

细胞凋亡情况,计算凋亡指数。检测小肠组织中超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)浓度。

取小肠黏膜做病理切片,观察病理改变。结果 NS、RL、RM组Bcl-2表达量明显低于SS组,Bax含

量及凋亡指数明显高于SS组(P<0.05);RM组Bcl-2表达量明显高于 NS组和RL组,Bax含量及

凋亡指数明显低于NS组和RL组(P<0.05)。NS、RL、RM组SOD活性明显低于SS组,MDA浓度

明显高于SS组(P<0.05);RM组SOD活性明显高于NS组和RL组,MDA浓度明显低于NS组和

RL组(P<0.05)。病理组织切片显示RM组小肠黏膜损伤轻于NS组和RL组。结论 复方苹果酸

钠对于失血性休克大鼠小肠黏膜具有良好的抗凋亡作用,为临床晶体液的应用带来新的选择。
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【Abstract】 Objective Totesttheprotectiveeffectofanew Ringersmalatesolutionon
intestinesapoptosiscausedbyhemorrhagicshockinrats.Methods Forty-eightSprague-Dawleymale
rats,weighing280-320g,wererandomlyassignedintofourgroups:shamshockgroup(groupSS),
normalsalinegroup(groupNS),Ringerslactategroup(groupRL)andRingersmalate(group
RM),n=12each.ThegroupSSwasservedascontrolgroup,theothergroupsweresubjectedto60
minofhemorrhagicshock[MAP(40±5)mmHg]followedbycrystalloidresuscitation.Thoserats
weresacrificed3hafterresuscitation.IntestinaltissuewasharvestedtodetectBcl-2/Baxprotein
level,thebioactivityofsuperoxidedismutase(SOD)andmalondialdehyde(MDA)level.Thelevelof
intestinalcellapotosiswasmeasuredusingTUNELmethodandapoptosisindexwascalculated.The
intestinalhistopathologywasexamined.Results ComparedwithgroupSS,theexpressionofBcl-2
andthebioactivityofSODwerelower,thelevelofBaxprotein,MDAandapoptoticindexwerehigh-
eringroupsNS,RLandRM(P<0.05).ComparedwithgroupsNSandRL,theexpressionofBcl-2
andthebioactivityofSODwashigher,thelevelofBaxprotein,MDAandapoptoticindexwerelower
ingroupRM (P<0.05).HistopathologicalexaminationshowedthatgroupRM wasbetterthan
groupNSandgroupRL.Conclusion Ringersmalatealleviatedintestinalapoptosiscausedbyhemor-
rhagicshockinrats.ThestudysuggeststhatRingersmalatesolutioncouldbeapotentialnewthera-
peuticagentforfluidresuscitation.
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  失血性休克是临床围手术期最常见的急重症

之一,主要治疗方法是液体复苏[1]。液体复苏最

主要的方式是输入晶体溶液,晶体溶液的发展经

历了复方氯化钠、复方乳酸钠、复方醋酸钠等阶

段[2]。但是以上液体主要输入相应的离子成份,
不能增加休克期间脏器的能量供应。苹果酸是三

羧酸循环中的有机弱酸,通过苹果酸-天冬氨酸穿

梭系统能够将胞浆中的 NADH 转运至线粒体氧

化供能,对于休克期间的能量供应具有重要作用。
本课题组在前期研究中,发明合成一种新的晶体

溶液-复方苹果酸钠[3]。该溶液pH7.4,Na+140
mmol/L,K+ 4mmol/L,Cl- 117mmol/L,Ca2+ 2
mmol/L,苹果酸根离子15.4mmol/L,渗透压为296
mOsm/kg(国家发明专利授权201110149525.8)。本

实验拟探讨复方苹果酸钠对失血性大鼠小肠黏膜细

胞凋亡的影响,为临床失血性休克的液体复苏提供相

关依据。

材料与方法

动物选择及分组 本实验通过华中科技大学

同济医 学 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 (SCXK2010-
0004)。选择SPF级SD雄性大鼠48只,体重280
~320g,7~9周龄,按照随机数字表分为假手术组

(SS组)、生理盐水组(NS组)、复方乳酸钠组(RL
组)和复方苹果酸钠组(RM组),每组12只。

模型制备及取材 NS组、RL组和RM 组参照

文献[4,5]的方法制备失血性休克模型,腹腔注射

戊巴比妥钠50mg/kg,麻醉后大鼠仰卧位固定,无
菌剥离颈内动脉和颈内静脉进行插管,通过监护仪

连续记录 MAP。模型稳定10min后,放血至 MAP
降为(40±5)mmHg(约2.5ml/kg血液,放血时间

约10min),继续放血或回输部分血液维持此血压。

60min后每组输入失血量两倍体积的对应液体,输
液时间为30min。输液完成后观察记录1h内

MAP变化,缝合伤口。SS组只行颈内动脉置管监

测血压,无放血和液体复苏过程。3h后各组采用

颈内动脉快速抽血的方法处死大鼠。在距离盲肠

10cm处取小肠待测。
小肠黏膜中B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2)、Bcl-

2相关蛋白(Bax)检测 采用免疫组化法测定Bcl-2
表达量和Bax含量。光镜下观察,如小肠黏膜细胞

胞浆中出现棕黄色颗粒状物或呈匀质状,即标记为

免疫反应阳性细胞,如细胞胞质或胞膜不着色则为

阴性细胞。根据阳性细胞和阴性细胞不同的灰度

值计算Bcl-2表达量和Bax含量。采用HPIAS-100
型医学彩色图像分析系统测量光密度值(OD值)。
每组12只大鼠各取1张切片,每张切片取2个视野

分别测量,计算所测量 OD值的均值作为此组的代

表值。
小肠黏膜细胞凋亡情况检测 采用 TUNEL

法观察细胞凋亡情况,采用光学显微镜观察凋亡细

胞并拍照。高倍镜下胞核呈棕褐色的细胞即为凋

亡细胞。每张切片均在高倍镜下随机取2个视野,
用HPIAS-100型医学彩色图像分析系统计数凋亡

细胞数和总细胞数。凋亡指数=凋亡细胞数/总细

胞数×100%。取每组所有视野均值代表此组的凋

亡指数。
小肠组织中超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛

(MDA)浓度检测 低温保存的小肠组织,加入1
mol/L的HCl,碾磨制成组织匀浆后于4℃下3000
r/min离心10min,取上清液,按试剂盒说明采用黄

嘌呤氧化法测定SOD活性,硫代巴比妥酸比色法测

定 MDA浓度。
组织病理学观察 小肠组织经生理盐水冲洗3

遍后用4%中性多聚甲醛固定,常规脱水后石蜡包

埋、切片,HE染色后普通光学显微镜下观察小肠形

态学改变。
统计分 析 采用SPSS11.0软件进行分析。

正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组
间比较采用单因素方差分析,进一步两两比较采用

SNK检验。组内不同时点的比较采用重复测量数

据方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

小肠黏 膜 中Bcl-2表 达 量 和 Bax含 量 NS、

RL、RM组Bcl-2表达量明显低于SS组,Bax含量

明显高于SS组(P<0.05)。RL组Bax含量明显

低于NS组(P<0.05)。RM 组Bcl-2表达量明显

高于NS组和 RL组,Bax含量明显低于 NS组和

RL组(P<0.05)(图1,2)。
小肠黏膜细胞凋亡情况 NS、RL、RM 组凋亡

指数明显低于NS组和RL组,明显高于SS组(P<
0.05)。RM组凋亡指数明显低于 NS组和 RL组

(P<0.05)。
小肠组织中SOD活性及MDA浓度 NS、RL、

RM组SOD活性明显低于SS组,MDA浓度明显

高于SS组(P<0.05)。RL组 MDA浓度明显低于

NS组(P<0.05)。RM 组SOD活性明显高于 NS
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  注:与SS组比较,aP<0.05;与 NS组比较,bP<0.05;与

RL组比较,cP<0.05

图1 四组大鼠肠黏膜细胞中Bcl-2表达量的比较

  注:与SS组比较,aP<0.05;与 NS组比较,bP<0.05;与

RL组比较,cP<0.05

图2 四组大鼠肠黏膜细胞中Bax含量的比较

组和RL组,MDA浓度明显低于NS组和RL组(P
<0.05)(图3,4)。

小肠病理学改变 NS组小肠绒毛顶端上皮下

间隙明显扩大,绒毛尖端上皮抬高与固有膜剥离,
绒毛尖端坏死;RL组中绒毛顶端上皮下间隙增宽,
绒毛尖端上皮与固有膜剥离,见部分绒毛上皮成块

脱落;RM组绒毛顶端上皮下轻度变宽,绒毛上皮仅

见少量坏死脱落;SS组结构正常(图5)。

讨  论

在临床工作中,出血导致血容量不足的失血性

休克非常普遍。该类休克患者最主要的病理生理

改变是有效循环血量减少导致的机体缺氧,进而引

起机体的能量代谢障碍和过氧化还原反应[6]。能量

不足和大量氧自由基的产生严重损害机体各脏器

的功能,导致多器官功能障碍,对小肠功能的损伤

尤为明显[7]。既往液体治疗强调输入细胞外液相应

的离子成分,从最早的生理盐水到后来的复方乳酸

钠。由于上述晶体液只强调补充相应的离子成分,
在血管内停留时间短,因此对休克导致的全身脏器

  注:与SS组比较,aP<0.05;与 NS组比较,bP<0.05;与

RL组比较,cP<0.05

图3 四组大鼠小肠组织中SOD活性的比较

  注:与SS组比较,aP<0.05;与 NS组比较,bP<0.05;与

RL组比较,cP<0.05

图4 四组大鼠小肠组织中 MDA浓度的比较

图5 四组大鼠小肠组织病理学改变(HE,×100)

功能损伤不能提供保护作用[8]。
苹果酸是一种二元有机弱酸[9],是苹果酸-天冬

氨酸穿梭的重要组成部分,对还原当量的 NADH
转移到线粒体供能起重要的作用,在机体内具有重

要的能量代谢意义[10,11]。本研究结果显示,复方苹

果酸钠对失血性休克大鼠具有良好的抗凋亡作用,
可能与其能迅速补充机体能量、提高线粒体能量代
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谢效率、加强体内抗氧化、加速自由基的清除有关。

SOD活性及 MDA浓度是反映脂质过氧化反应的

指标,增加SOD活性可提高机体清除氧自由基的能

力,MDA浓度可间接反映细胞受损程度。本实验

结果提示复方苹果酸钠具有良好的氧自由基清除

功能。同时,病理切片也证实复方苹果酸钠能明显

减轻肠黏膜损伤。
综上所述,复方苹果酸钠对失血性休克导致的

小肠黏膜损伤具有良好的抗凋亡和减轻损伤作用,
其研制有望为临床晶体液的应用带来新的选择,具
体作用机制仍有待进一步研究。
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·消息·

《中国科技期刊引证报告(核心版)》2016年版发布

2016年10月12日,中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心发布了2016年版《中国科技期刊引证报告(核心

版)》。共有1985种期刊入选本年度中国科技核心期刊。本刊核心总被引频次3236,核心影响因子1.364,在外科学综合类期

刊中分别排在第3和第2位,在所有核心期刊中分别排在第157和第107位。会上,同时公布了2016年度领跑者5000—中国

精品科技期刊顶尖论文(F5000)。据统计,2011~2015年累积被引用次数达到其所在学科领域和发表年度基准线以上的论文

有近2万篇。其中通过定量分析方式获得精品期刊顶尖论文提名的论文共有2225篇。本刊有20篇论文入选。
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