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羟考酮预给药对大鼠肾缺血-再灌注损伤的影响

孔岚 卢锡华

  【摘要】 目的 评价羟考酮预给药对大鼠肾缺血-再灌注损伤的影响。方法 健康成年雄性SD
大鼠30只,采用随机数字表法,将其分为三组(n=10),假手术组(S组):仅切除右肾、分离左侧肾

动脉、肾静脉和输尿管;缺血-再灌注组(IR组):切除右侧肾脏,夹闭左侧肾动脉和肾静脉45min恢

复灌注2h;羟考酮预给药+缺血-再灌注组(O组):缺血-再灌注前5min静脉注射羟考酮2mg/kg。

于再灌注2h时经腹主动脉采集动脉血样,血清尿素氮(BUN)浓度采用脲酶法测定,血清肌酐(Cr)

浓度采用速率法测定。处死大鼠,取部分左肾组织,超氧化物歧化酶(SOD)活性采用黄嘌呤氧化酶

法测定,丙二醛(MDA)含量采用硫代巴比妥酸法测定。采用 Westernblot检测肾组织中B细胞淋

巴瘤/白血病-2(bcl-2)、B细胞淋巴瘤/白血病-2相关x蛋白(bax)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3
(Caspase-3)蛋白表达。结果 与S组比较,IR组和 O组血清BUN和Cr的浓度明显升高(P<
0.05),肾组织 MDA的含量明显升高,SOD活性明显降低(P<0.05),肾组织bax、Caspase-3蛋白

表达明显升高(P<0.05),而bcl-2蛋白表达明显降低(P<0.05)。与IR组比较,O组血清BUN和

Cr的浓度明显降低(P<0.05),肾组织 MDA的含量明显降低,SOD活性明显升高(P<0.05)肾组

织bax、Caspase-3蛋白表达明显降低(P<0.05),而bcl-2蛋白表达明显升高(P<0.05)。结论 羟

考酮预给药可减轻大鼠肾缺血-再灌注损伤,其机制可能与其抑制肾组织氧化应激反应和细胞凋亡

有关。
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【Abstract】 Objective Toevaluatetheeffectsofoxycodonepretreatmentonrenalischemia-
reperfusion(IR)injuryinrats.Methods ThirtyadultmaleSprague-Dawleyratswererandomly
dividedinto3groups(n=10each)usingarandomnumbertable:shamoperationgroup(groupS),
groupIR,andoxycodonepretreatment+IRgroup(groupO).Afterremovingtherightkidneyin
rats,therenalI/Rwasbuiltbyocclusionoftheleftrenalarteryandveinfor45minwithatraumatic
microclipsfollowedby2hreperfusioninI/RandOgroup.IngroupS,therightkidneywasperformed
andtheleftrenalartery,veinandureterwereisolatedwithoutoccludingbloodflow.IngroupO,oxy-
codone2mg/kgwereinfusedintravenously5minbeforeonsetofischemia.At2hofreperfusion,
bloodsamplesweretakenfromtheabdominalaortatodeterminetheconcentrationsofserumbloodu-
reanitrogen(BUN)andcreatinine(Cr).Afterbloodsampling,theratsweresacrificed,andtheleft
kidneywereremovedfordeterminationofmalondialdehyde(MDA)content(bythiobarbituricacid
method)andsuperoxidedismutase(SOD)activity(usingxan-thineoxidasemethod).Theexpression
levelsofB-celllymphoma-2(bcl-2),bcl-2AssaciatedXprotein(bax)andcycteinylaspirate-specific
protease-3(Caspase-3)proteinweredetectedbyWesternblotting,respectively.Results Compared
withgroupS,theserumBUNandCrconcentrations,andthecontentsofMDA,baxandCaspase-3
inrenaltissuesweresignificantlyincreased,thecontentofbcl-2andSODactivityinrenaltissues
weresignificantlydecreasedintheothertwogroups(P<0.05).ComparedwithgroupIR,theserum
BUNandCrconcentrations,andthecontentsofMDA,baxandCaspase-3inrenaltissuesweresig-
nificantlydecreased,thecontentofbcl-2andSODactivityinrenaltissuesweresignificantlyincreased
ingroupO(P<0.05).Conclusion OxycodonecanalleviaterenalI/Rinjuryinrats,andthemecha-
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nismisrelatedtoinhibitionofoxidativestressresponseandcellapoptosis.
【Keywords】  Oxycodone;Pretreatment;Ischemiareperfusioninjury

  肾缺血-再灌注损伤是临床上造成急性肾功能

衰竭的常见原因,多见于失血性休克复苏、心跳骤

停复苏等。也是临床麻醉中经常遇到的问题,因此

选择适合的麻醉药物以减轻肾缺血-再灌注损伤就

尤为重要。羟考酮作为一种新型的镇痛药,目前是

临床上唯一的阿片κ受体和μ受体双受体激动剂,
在临床麻醉中应用的越来越多。叶元梅等[1]研究表

明羟考酮预先给药可减轻大鼠心肌缺血-再灌注损

伤,那么羟考酮预给药是否可以减轻大鼠肾缺血-再
灌注损伤,本文加以探讨,以便为临床工作提供

参考。

材料与方法

动物选择与分组 本研究已经医院动物伦理

委员会批准。成年雄性健康SD大鼠30只,购自郑

州大学动物实验中心(合格证号20160312),体重

220~300g,置于恒温、清洁的环境中饲养,随机分

为假手术组(S组),缺血-再灌注组(IR组),羟考酮

预给药+缺血-再灌注组(O组),每组10只。
使用药物及器材 盐酸羟考酮注射液(批号:

AW123):规 格:1 ml,10 mg;肝 素 钠 (批 号:

H32025851): 规 格 2 ml,12500U;丙 二 醛

(MDA)、超 氧 化 物 歧 化 酶(SOD)试 剂 盒;bax、

Caspase-3、bcl-2及甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)
一抗、二 抗 工 作 液,HX-100E 小 动 物 呼 吸 机;电
泳仪。

建立大鼠模型和实施药物干预 大鼠肾缺血-
再灌注损伤模型按照文献[2]介绍的方法制备。注

射2%戊巴比妥钠50mg/kg于大鼠腹腔实施麻醉

后,将大鼠仰卧位固定在有保温设施的实验台上,
行气管切开术,然后连接小动物呼吸机行机械通

气,潮气量15~20ml/kg,通气频率60次/分,吸呼

比1∶2,股静脉穿刺置入24G静脉留置针用于输液

和给药。取腹部正中切口,分别显露右肾及肾蒂、
左肾及肾蒂。结扎右侧肾蒂切除右侧肾脏;用血管

夹夹闭左侧肾蒂45min,可见左肾从红色变为暗红

色,表明缺血成功,缺血45min后移除血管夹恢复

血供,可见肾脏从暗紫色转成红色表明再灌注成

功[3]。S组仅切除右肾,分离左侧肾动脉、肾静脉和

输尿管,O组于缺血前5min经股静脉注射羟考酮

2mg/kg,S组和IR组注射等量生理盐水。模型制

备过程中采用BWZ-50C6微量注射泵静脉输注复

方乳酸钠6ml·kg-1·h-1。
血清尿素氮(BUN)和肌酐(Cr)浓度的测定 

于再灌注2h时采集腹主动 脉 血 样2ml,采 用

AU5400全自动生化分析仪测定BUN和Cr浓度,

BUN浓度采用脲酶法测定,Cr浓度采用速率法

测定。
肾组织丙二醛(MDA)含量以及超氧化物歧化

酶(SOD)活性的测定 采集血样10min后采用断

头方式处死大鼠,取左肾组织用来制备10%组织匀

浆,低温离心,后取上层悬液,用AU2700全自动生

化分析仪测定 MDA、SOD,MDA含量采用硫代巴

比妥酸法测定,SOD 活性采用黄嘌呤氧化酶 法

测定。

bax、Caspase-3、bcl-2蛋白表达的测定 取部

分肾组织反复研磨,使之成为组织匀浆,用低温高

速离心,后取上清液,蛋白浓度用Bradford法测定。
先将蛋白煮沸变性,后将蛋白质转移至硝酸纤维素

膜(聚丙烯酰胺凝胶电泳),5%脱脂奶粉封闭,37℃
下 反 应 后,加 入 bax、Caspase-3、bcl-2 一 抗 及

GAPDH一抗,于4℃下过夜,后加入二抗,于室温

下反应1.5h,进行化学发光以及显影和定影。半

定量分析使用QuantityOne图像分析软件。
统计分析 采用SPSS19.0统计分析软件分

析数据。正态分布计量资料采用均数±标准差(􀭺x
±s)表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较

采用SNK法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

血清中BUN和Cr浓度 IR组和 O 组血清

BUN和Cr浓度明显高于S组(P<0.05),O组血

清中BUN和Cr浓度明显低于IR组(P<0.05)(表

1)。

表1 三组大鼠血清中BUN和Cr浓度比较(􀭵x±s)

组别 只数 BUN(mmol/L) Cr(μmmol/L)

S组 10 5.1±0.6 22.3±5.1

IR组 10 17.9±2.1a 96.2±15.3a

O组 10 13.8±3.2ab 75.1±10.2ab

  注:与S组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05
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肾组织中 MDA含量和SOD活性 IR组和O
组肾 组 织 中 MDA 的 含 量 明 显 高 于 S组(P<
0.05),SOD活性明显低于S组(P<0.05),O组肾

组织中 MDA 的含量明显低于IR组(P<0.05),

SOD活性明显高于IR组(P<0.05)(表2)。

表2 三组大鼠肾组织中 MDA含量和SOD活性比较(􀭵x±s)

组别 只数 MDA(nmol/mg) SOD(U/mg)

S组 10 0.39±0.02 115.12±7.23

IR组 10 0.78±0.04a 58.13±6.24a

O组 10 0.59±0.06ab 79.30±5.03ab

  注:与S组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

肾组织bax、Caspase-3、bcl-2蛋白表达 IR组

和O组肾组织bax、Caspase-3蛋白表达明显高于S
组 (P<0.05),bcl-2蛋白表达明显低于S组 (P<
0.05)。O组肾组织bax、Caspase-3蛋白表达明显

低于IR组(P<0.05),bcl-2蛋白表达明显高于IR
组(P<0.05)(表3)。

表3 三组大鼠肾组织bax、Caspase-3、bcl-2蛋白表达比较

(􀭵x±s)

组别 只数 bax Caspase-3 bcl-2

S组 10 99.98±12.25 99.98±13.02 99.98±11.12

IR组 10 235.63±27.46a 195.76±21.15a 37.71±5.01a

O组 10 174.55±17.02ab146.51±15.72ab68.91±7.93b

  注:与S组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

讨  论

肾缺血-再灌注损伤(AKI)在心肺复苏、失血性

休克、肾脏移植、累及肾动脉的腹主动脉瘤切除术

等过程均可以发生[4]。肾再灌注后的缺血性损伤是

肾缺血-再灌注损伤的主要临床表现[5,6]。预防和减

轻肾缺血-再灌注所引起的肾缺血-再灌注损伤一直

都是临床重点研究的课题。羟考酮是阿片类生物

碱的半合成蒂巴因衍生物,是阿片κ受体和μ受体

双受体激动剂,静脉注射药效达峰时间为3~5
min,因而本研究选择缺血前5min给予羟考酮静

脉注射。Sithisarn等[7]研究表明,大鼠妊娠后8~
21d内每天静脉注射羟考酮2mg/kg,对子代大鼠

无明显的认知功能损害,因此本实验选择羟考酮2
mg/kg作为注射剂量。

在本实验模型中,切除右侧肾脏后再夹闭左

侧肾蒂,即在左侧肾脏缺血前切除了右肾,从而避

免了右肾对损伤左肾功能的代偿,更准确地反映

了肾缺血-再灌注损伤。在本研究中三组大鼠的肾

脏均是在正常范围内使用的肾脏,本研究是通过

建立肾缺血-再灌注损伤模型来研究药物的相关作

用。正常生理状态下体内BUN和Cr主要从肾小

球滤出,当肾小球功能受损时,其因潴留导致血液

浓度升高。本研究中三组大鼠血清BUN和Cr浓

度比较的结果显示,羟考酮能够减轻大鼠肾功能

的损伤。
组织器官缺血-再灌注时,体内氧自由基生成增

多,氧自由基与膜磷脂中的多不饱和脂肪酸发生脂

质过氧化反应,产生大量有毒的脂质过氧化产物,
造成并加重组织损伤[8~11]。SOD是体内最主要的

抗氧化酶和自由基清除剂,可以将脂质过氧化产物

(如 MDA等)歧化为过氧化氢和水,清除氧自由基

并终止自由基病理性连锁反应,保护细胞免受损

伤,其活 性 高 低 可 反 映 机 体 清 除 氧 自 由 基 的 能

力[12]。MDA含量可直接反映机体脂质过氧化反应

的程度,间接反映细胞损伤的程度[13]。本研究中三

组大鼠肾组织 MDA含量及SOD活性相比较的结

果,提示羟考酮可减轻大鼠肾缺血-再灌注损伤,机
制可能与其抑制氧化应激反应有关。

细胞凋亡在肾缺血-再灌注损伤中具有重要作

用[14]。Hatcher等[15]研究结果表明在缺血-再灌注

损伤中,细胞凋亡是再灌注后炎性反应和组织损伤

的一个重要因素。bcl-2和bax是调节细胞凋亡的

重要途径,bcl-2具有减少细胞色素C释放、抑制细

胞凋亡的效应,而bax则能够拮抗bcl-2所介导的

抑制凋亡作用。缺血-再灌注会影响细胞中bcl-2和

bax的平衡,导致细胞色素C大量释放进入胞质,进
而引起细胞Caspase凋亡途径被激活、细胞发生凋

亡、组织功能发生损伤[16]。本研究中三组大鼠肾组

织中bax、Caspase-3及bcl-2的表达量比较的结果

显示,羟考酮可以抑制细胞凋亡。
国内外研究阿片类药物如吗啡和瑞芬太尼通

过激动阿片受体,可以减轻肾或心肌缺血-再灌注损

伤[17,18]。羟考酮为阿片μ受体和κ受体激动剂,其
抑制肾组织氧化应激反应和肾组织细胞凋亡的机

制可能与其激动阿片受体有关。
羟考酮预给药减轻大鼠肾缺血-再灌注损伤的

机制也可能与其上调bcl-2表达从而抑制细胞自

噬有关。自噬,又称Ⅱ型程序性细胞死亡,可有效
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清除细胞中的生物大分子及损伤或衰老的细胞

器,细胞自噬过度或不足都可能导致细胞死亡。缺

血-再灌注、中毒等都可诱导自噬的发生,从而导致

肾功能受损[19]。有实验观察到人肾小管细胞系和

大鼠缺血-再灌注模型中自噬增强;提高bcl-2表达

可以抑制细胞自噬及凋亡,减轻肾缺 血-再 灌 注

损伤[20]。
综上所述,羟考酮预给药可减轻大鼠肾缺血-再

灌注损伤,其机制可能与其抑制肾组织氧化应激反

应和肾组织细胞凋亡及自噬有关。本研究亦可提

示我们在临床工作中可通过羟考酮预给药来减轻

患者肾缺血-再灌注损伤。
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