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　 　 【摘要】 　 目的　 观察右美托咪定对缺氧复氧诱导肾小管上皮细胞凋亡的作用，并探讨其作用机

制。 方法　 将人肾小管上皮细胞分五组干预：对照组（Ｃ 组），常氧环境中培养 ２８ ｈ；缺氧复氧组（ＨＲ
组），低氧环境中培养 ２４ ｈ 后常氧环境中培养 ４ ｈ；右美托咪定处理组（Ｄ 组），复制缺氧复氧模型前

以右美托咪定处理 ２ ｈ；Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理组（Ｕ 组），复制缺氧复氧模型前以 Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐ⁃
ｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理 １ ｈ；右美托咪定复合 Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理组（ＤＵ 组），复制缺氧复氧模型前先以

Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理 １ ｈ，再以右美托咪定处理 ２ ｈ。 采用 Ｅｌｌｓａ 法检测细胞上清中 ＴＮＦ⁃ɑ、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β 浓度，ＭＴＴ 法检测细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量。 结果　 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和 ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃ɑ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 浓度、细胞凋亡率、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５），细胞存活率、Ｂｃｌ⁃２、ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＲ 组比较，Ｄ 组和 ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃ɑ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度、细胞凋亡

率、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５），细胞存活率、Ｂｃｌ⁃２、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显升

高（Ｐ＜０ ０５）；Ｕ 组 ＴＮＦ⁃ɑ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度、细胞凋亡率、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显升高

（Ｐ＜０ ０５），细胞存活率、Ｂｃｌ⁃２、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ 组比较，Ｕ 组和 ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃
ɑ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度、细胞凋亡率、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５），细胞存活率、
Ｂｃｌ⁃２、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ 组比较，ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃ɑ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度、细胞凋亡率、
Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５），细胞存活率、Ｂｃｌ⁃２、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显升高

（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 右美托咪定可通过激活 Ａｋｔ 信号通路，抑制缺氧复氧造成的肾小管上皮细胞凋

亡，发挥保护作用。
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ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ； Ｈｙｐｏｘｉａ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ； Ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； Ａｋｔ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ； Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 创伤、出血以及心肺旁路手术、大血管手术、肾
移植等大手术引发的缺血－再灌注损伤，可导致急

性肾损伤［１⁃２］。 大量研究已表明，手术过程中应用

的麻醉药物不仅具有麻醉作用，还可抑制肾缺血－
再灌注损伤引发的细胞凋亡［３⁃５］。 右美托咪定是一

种高选择性的 α２ 肾上腺素受体激动药，具有良好的

镇静、镇痛、抗交感神经与稳定血流动力学的作用，
同时其还具有器官保护作用［６⁃７］。 临床研究与基础

研究均已证明右美托咪定对肾脏具有保护作用。
本实验观察右美托咪定对缺氧复氧诱导肾小管上

皮细胞凋亡的作用，并探讨其作用机制。

材料与方法

实验材料　 人肾小管上皮细胞（ＰＨ１０４８，货号：
ＱＣＰＨ１０４８）， 右 美 托 咪 定 （ 批 号： 国 药 准 字

Ｈ２００９０２４８ ）， Ａｋｔ 阻 断 剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ （ Ｓｙｎｏｎｙｍｓ：
ＧＳＫ２１４１７９５，批号：ＨＹ－１５９６５），Ｂａｘ（批号：ＹＴ１５０），
Ｂｃｌ⁃２（批号：ＹＴ１５１），ｃａｓｐａｓｅ⁃３（批号：ｏｒｂ２３８１６２）、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９（批号： ｏｒｂ３１０２１８），流式细胞仪 （型号：
Ｖ１３２４２），Ａｋｔ１ ／ ２ ／ ３ 抗体（批号：ＡＰ２０６５８ｃ），ｐ⁃Ａｋｔ
抗体（批号：Ｔｈｒ４７３），肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）检测

试剂盒（批号：ＦＫ－ＳＺ１０３８４），白细胞介素 ６（ ＩＬ⁃６）
检测试剂盒（批号：ＪＫＳＪ－１３０４），白细胞介素 １β（ＩＬ⁃
１β）检测试剂盒（批号：ＪＫ－ＳＪ－３２８６２）。

实验分组与处理 　 复苏冻存的人肾小管上皮

细胞后，加入含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养

基，置于 ３７ ℃、５％二氧化碳与饱和湿度的培养箱内

贴壁培养。 当细胞融合达到 ８０％左右时，胰酶消化

后重悬离心，将细胞以 ５×１０３ ／孔的密度接种于 ９６
孔板内，分组干预。 将人肾小管上皮细胞分五组干

预：对照组（Ｃ 组）细胞置于含 ２１％Ｏ２、７４％Ｎ２、５％

ＣＯ２的培养箱内培养 ２８ ｈ；缺氧复氧组（ＨＲ 组）细胞

置于含 １％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２ 的培养箱内培养 ２４
ｈ，随后置于含 ２１％Ｏ２、７４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内

培养 ４ ｈ［８］；右美托咪定组（Ｄ 组）细胞预先以 ０ １
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的右美托咪定孵育 ２ ｈ，然后置于含 １％Ｏ２、
９４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ２４ ｈ，最后置于含

２１％Ｏ２、７４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ４ ｈ；Ａｋｔ 阻
断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理组（Ｕ 组）先以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａｋｔ
阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 孵育 １ ｈ，随后置于含 １％Ｏ２、９４％
Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ２４ ｈ，最后置于含 ２１％
Ｏ２、７４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ４ ｈ；右美托咪定

复合 Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 处理组（ＤＵ 组）细胞先

以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａｋｔ 阻断剂 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 孵育 １ ｈ，然后

以 ０ １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的右美托咪定孵育 ２ ｈ，随后置于含

１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ２４ ｈ，最后置

于含 ２１％Ｏ２、７４％Ｎ２、５％ＣＯ２的培养箱内培养 ４ ｈ。
四组环境温度均为 ３７ ℃。 预实验中以 ０ ０１、０ １、
１、１０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｕｐｒｏｓｅｒｔｉｂ 对 ＨＲ 组细胞进行干

预，实验结果显示在 ０ ０１ ～ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 剂量内 Ｕｐ⁃
ｒｏｓｅｒｔｉｂ 呈剂量依赖性抑制 Ａｋｔ 通路，而 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的剂量未较 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 表现出更好的抑制效果，所
以实验中选择了 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的抑制剂量。

炎性因子水平检测 　 将人肾小管上皮细胞按

照如上分组干预后，提取细胞培养上清，采用 Ｅｌｌｓａ
方法检测 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 与 ＩＬ⁃６ 浓度。 严格按照试

剂盒说明书操作进行：以包被缓冲液将标准品稀释

至蛋白质含量为 １０ ｍｇ ／ Ｌ。 在微孔内加入稀释好后

的 ５０ μｌ 标准品、５０ μｌ 待测样品，同时设计 ３ 个复

孔和阴性对照；立即加入 ５０ μｌ 的生物素标记的抗

体，３７ ℃温育 １ ｈ，洗涤，于各反应孔中加入 ＴＭＢ 底

物溶液 ５０ μｌ，３７ ℃反应 １０ ｍｉｎ，加入 ５０ μｌ 终止液，
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于 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔 Ａ 值，计算样品浓度。
细胞活力检测 　 将人肾小管上皮细胞按照如

上分组干预后，每孔内加入 ＭＴＴ 溶液 １０ μｌ，继续培

养 ４ ｈ，弃上清，每孔加入 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，置于摇床内

震荡 １０ ｍｉｎ，利用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处检测各孔

Ａ 值，计算细胞存活率。
细胞凋亡率检测 　 将人肾小管上皮细胞按照

如上分组干预后，胰酶消化细胞，以 ＰＢＳ 清洗 ２ 次。
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后弃上清，以 ＰＢＳ 重悬细胞

后计数。 取 １×１０６细胞重悬于结合缓冲液中，然后

加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ５ μｌ ＰＩ，混匀后于 ４ ℃
中避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后加入 ３００ μｌ 结合缓冲液，
进行流式细胞仪检测。

凋亡蛋白检测 　 将人肾小管上皮细胞按照如

上分组干预后，收集细胞，弃培养液后加入细胞裂

解液，冰上孵育 ２０ ｍｉｎ 后 １２ ０００ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
采用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 取适量的蛋白样品，加
入 ５×蛋白上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎ；将 ４０ μｇ 蛋白样

品加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶泳道内，８０ Ｖ 恒压电泳，当
蛋白变为一条直线时将电压转换为 １２０ Ｖ，当染料

到达下层分离胶的底部时停止电泳；将凝胶中的蛋

白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，在洗膜缓冲液内以 ５％脱脂奶

粉封闭 １ ｈ， 然后加入稀释的一抗 （ Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９），４ ℃ 孵育 １２ ｈ；ＴＢＳＴ 清洗 ３
次，加入稀释的 ＨＲＰ 标记的二抗，室温孵育 ６０ ｍｉｎ，
ＥＣＬ 显色，曝光，利用图像软件分析胶片灰度值。

Ａｋｔ 通路蛋白检测　 将人肾小管上皮细胞按照

如上分组干预后，收集细胞，弃培养液后加入细胞

裂解液，冰上孵育 ２０ ｍｉｎ 后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，采用 ＢＣＡ 法检测蛋白含量。 按照上述方法检

测 Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量。
统计分析　 实验数据采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计软件

进行分析，每组实验重复 ３ 次。 正态分布计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异

有统计学意义。

结　 　 果

炎性因子　 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和

ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。
与 ＨＲ 组比较，Ｄ 组和 ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓

度明显降低（Ｐ＜０ ０５），Ｕ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓

度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ 组比较，Ｕ 组和 ＤＵ 组

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ

组比较，ＤＵ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度明显降低（Ｐ
＜０ ０５）（表 １）。

表 １　 五组肾小管上皮细胞分泌炎性因子的比较

（ｎｇ ／ Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β

Ｃ 组 ５ ７８±１ ２３ ８ ３６±０ ２１ ６ ２５±０ ７９

ＨＲ 组 １５ ２４±３ ３５ａ ２１ ３４±３ ７５ａ １８ １９±３ ４２ａ

Ｄ 组 ９ ５５±２ １３ａｂ １２ ０９±１ １８ａｂ ９ ３６±１ １０ａｂ

Ｕ 组 ２２ ６３±２ ４８ａｂｃ ３０ ０２±５ ２１ａｂｃ ２７ ６９±４ ４７ａｂｃ

ＤＵ 组 １２ ３６±３ ２４ａｂｃｄ １７ ２５±２ ２４ａｂｃｄ １４ ３１±０ ９７ａｂｃｄ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５； 与 ＨＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与
Ｄ 组比较，ｃＰ＜０ ０５；与 Ｕ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

　 　 细胞活力 　 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和

ＤＵ 组细胞存活率明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＲ 组比

较，Ｄ 组与 ＤＵ 组细胞存活率明显升高（Ｐ＜０ ０５），Ｕ
组细胞存活率明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ 组比较，Ｕ
组与 ＤＵ 组细胞存活率明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ 组

比较，ＤＵ 组细胞存活率明显升高（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５； 与 ＨＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；
与 Ｄ 组比较，ｃＰ＜０ ０５；与 Ｕ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

图 １　 五组肾小管上皮细胞存活率的比较

细胞凋亡率　 Ｃ 组、ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和 ＤＵ 组

的细胞凋亡率分别为 （ ８ ９５ ± ０ １２）％、 （ ４７ ６８ ±
３ ０１）％、 （ １９ ２７ ± ３ １８）％、 （ ５９ ８８ ± ４ ０３ ）％ 和

（３０ １２±４ １６）％。 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组、
和 ＤＵ 组细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＲ
组比较，Ｄ 组与 ＤＵ 组细胞凋亡率明显降低 （Ｐ ＜
０ ０５），Ｕ 组细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ
组比较，Ｕ 组与 ＤＵ 组细胞凋亡率明显升高 （Ｐ ＜
０ ０５）。 与 Ｕ 组比较，ＤＵ 组细胞凋亡率明显降低

（Ｐ＜０ ０５）（图 ２）。
Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白含量　 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ

组、Ｕ 组和 ＤＵ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显降低 （ Ｐ ＜
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图 ２　 五组肾小管上皮细胞的凋亡图（×２００）

０ ０５），Ｂａｘ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＲ
组比较，Ｄ 组和 ＤＵ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜
０ ０５）、Ｂａｘ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５），Ｕ 组 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）、Ｂａｘ 蛋白含量明显

升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ 组比较，Ｕ 组和 ＤＵ 组 Ｂｃｌ⁃２
蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）、Ｂａｘ 蛋白含量明显升

高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ 组比较，ＤＵ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量

明显升高（Ｐ＜ ０ ０５）、Ｂａｘ 蛋白含量明显降低（Ｐ ＜
０ ０５）（图 ３）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５； 与 ＨＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｄ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５；与 Ｕ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

图 ３　 五组肾小管上皮细胞的 Ｂｃｌ⁃２蛋白与 Ｂａｘ 蛋白含量

的比较

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量　 与 Ｃ 组比较，
ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和 ＤＵ 组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白

含量明显升高（Ｐ＜ ０ ０５）。 与 ＨＲ 组比较，Ｄ 组和

ＤＵ 组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜
０ ０５），Ｕ 组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显升高

（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｄ 组比较，Ｕ 组和 ＤＵ 组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ 组比

较，ＤＵ 组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白含量明显降低（Ｐ
＜０ ０５）（图 ４）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５； 与 ＨＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｄ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５；与 Ｕ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

图 ４　 五组肾小管上皮细胞的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３与 ｃａｓｐａｓｅ⁃９蛋白

含量的比较

Ａｋｔ 通路蛋白含量　 五组 Ａｋｔ 蛋白含量差异无

统计学意义。 与 Ｃ 组比较，ＨＲ 组、Ｄ 组、Ｕ 组和 ＤＵ
组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＲ 组比

较，Ｄ 组和 ＤＵ 组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显升高 （ Ｐ ＜
０ ０５），Ｕ 组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜ ０ ０５）。
与 Ｄ 组比较，Ｕ 组和 ＤＵ 组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明显降

低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｕ 组比较，ＤＵ 组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量

明显升高（Ｐ＜０ ０５）（图 ５）。

讨　 　 论

急性肾损伤的主要原因为缺血－再灌注损伤，
而肾小管上皮细胞发生脂质过氧化损伤是肾缺血－
再灌注损伤的主要病理生理基础。 肾小管上皮细

胞为肾脏的主要实质细胞，较其他肾单位更容易发
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５； 与 ＨＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｄ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５；与 Ｕ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

图 ５　 五组肾小管上皮细胞的 Ａｋｔ 通路蛋白含量的比较

生缺血性损伤。 肾缺血－再灌注损伤可导致肾小管

上皮细胞的凋亡或坏死［９］。 因此，减轻肾缺血－再
灌注损伤的治疗靶点主要是肾小管上皮细胞。 近

年来，右美托咪定的器官保护作用受到了人们的广

泛关注，不仅可以通过减少去甲肾上腺素释放，抑
制炎性因子生成，减少应激所致机体损伤，还可减

少氧化应激反应所致促炎性因子生成，保护脏器功

能［１０］，作用于神经传导通路，减少细胞凋亡，发挥器

官保护作用。 Ｃｈｏ 等［１１］ 临床研究表明，右美托咪定

治疗可显著降低瓣膜心脏手术后患者急性肾损伤

的发生率，并且减少其在重症监护室的治疗时间。
Ｚｈａｉ 等［１２］研究表明，体外循环心脏瓣膜置换术中使

用右美托咪定，可显著降低患者术后中性粒细胞明

胶酶相关脂质运载蛋白、血尿素氮、肌酐水平，证实

了右美托咪定对肾脏的保护作用。 因此，本实验研

究以肾小管上皮细胞为对象建立缺氧复氧细胞模

型，探讨右美托咪定抑制肾小管上皮细胞凋亡的作

用机制。
缺氧复氧诱导肾小管上皮细胞分泌炎性因子，

而炎性因子有进一步刺激肾小管上皮细胞，导致肾

小管上皮细胞损伤［１３－１４］。 本实验研究结果显示，缺
氧复氧后的肾小管上皮细胞培养液内 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β 浓度明显升高，细胞活力明显下降，细胞凋亡

明显增加，凋亡蛋白 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 含

量明显升高，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 含量明显降低，说明

实验构建缺氧复氧肾小管上皮细胞损伤模型成功。

而在缺氧复氧模型的基础上抑制 Ａｋｔ 信号通路后，
细胞的损伤程度进一步加重，Ａｋｔ 信号通路参与了

缺氧复氧肾小管上皮细胞的损伤过程。
预实验中分别观察了 ０ ０１、０ １、１、１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

右美托咪定对缺氧复氧肾小管上皮细胞的作用，结
果显示 ０ １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 右美托咪定预处理 ２ ｈ 可明显抑

制缺氧复氧造成的肾小管上皮细胞损伤，因此本实

验采用 ０ １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的右美托咪定预处理肾小管上

皮细胞 ２ ｈ。 本实验研究结果显示，采用右美托咪定

预处理可提升缺氧复氧肾小管上皮细胞的细胞活

力，降低其 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 浓度与减轻细胞凋

亡，凋亡蛋白 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 含量降低，
抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 含量升高，提示右美托咪定对缺

氧复氧造成的肾小管损伤具有减轻作用。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路能够通过促进 Ｂａｘ 相关联

诱导细胞死亡蛋白的磷酸化失活及抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃
２ 等的合成而共同抑制细胞内的凋亡通路［１５］。 有

研究表明，右美托咪定通过激活 Ｐ１３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路减少凋亡前体蛋白 Ｂｃｌ⁃Ｘ 的合成，并且增加抗凋

亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 的合成来抑制由缺血－再灌注损伤诱

导产生的凋亡级联反应［１６］。 本实验研究结果显示，
缺氧复氧损伤后肾小管上皮细胞 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量明

显降低，而右美托咪定预处理可明显提高缺氧复氧

肾小管上皮细胞的 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量，提示 Ａｋｔ 信号

通路参与了右美托咪定的肾小管上皮细胞保护作

用。 为了进一步验证该通路的作用，进行了信号通

路阻断实验，结果显示：抑制 ｐ⁃Ａｋｔ 表达后，右美托

咪定预处理的缺氧复氧 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 浓度明

显升高，细胞活力明显下降，细胞凋亡明显升高，凋
亡蛋白 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 含量明显升高，
抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 含量明显降低，提示右美托咪定

通过激活 Ａｋｔ 信号通路发挥了对缺氧复氧肾小管损

伤的减轻作用。 本实验研究结果还显示，抑制 Ａｋｔ
信号通路的表达并未完全抑制右美托咪定的肾损

伤保护作用，提示我们还有其他通路参与了右美托

咪定的抗缺氧复氧肾小管凋亡作用，其具体的作用

机制还有待进一步的研究验证。
综上实验结果，右美托咪定可通过激活 Ａｋｔ 信

号通路抑制缺氧复氧造成的肾小管上皮细胞凋亡，
发挥保护作用。 但是肾脏缺氧－再灌注损伤引发的

肾小管上皮细胞损伤是一个多因素共同作用的病

理生理过程，有关右美托咪定的作用机制尚需更深

入的探讨。
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·读者·作者·编者·

《临床麻醉学杂志》关于一稿两投问题的声明

为维护学术刊物的严肃性和科学性，也为了维护作者的名誉和向广大读者负责，本刊编辑部重申坚决反对一稿两投并采

取以下措施：（１）作者和单位对来稿的真实性和科学性均应自行负责。 刊出前需第一作者在校样首页亲笔签名，临床研究和

实验研究来稿的通信作者也需亲笔签名。 （２）来稿需附单位推荐信，应注明稿件无一稿两投，署名无争议，并加盖公章。 （３）
凡接到编辑部收稿回执后 ３ 个月内未接到退稿通知，系稿件仍在审阅中，作者欲投他刊，或将在他刊上发表，请先与编辑部联

系撤稿，切勿一稿两投。 （４）编辑部认为来稿有一稿两投嫌疑时，在认真收集有关资料和仔细核对后通知作者，并由作者就此

问题作出解释。 （５）一稿两用一经证实，将择期在杂志上刊出其作者单位和姓名以及撤销该文的通知；向作者所在单位和同

类杂志通报；２ 年内拒绝发表该作者为第一作者所撰写的任何来稿。
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