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丹参酮’D联合右美托咪定通过 DVZgJYLg$
自噬通路减少肾缺血再灌注损伤作用的研究"
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摘!要!目的!探讨丹参酮’D联合右美托咪定通过DVZgJYLg$通路对肾缺血再灌注后细胞自噬与凋亡的影响& 方法!选取健
康c,1+(3雄性大鼠 =#只%随机均分为五组%即D组"丹参酮’Do右美托咪定#$[组"右美托咪定#$9组"丹参酮’D#$F组"缺血
再灌注模型组#和&组"假手术组#& 采用夹闭双侧肾蒂 A= Q,.建立肾缺血再灌注模型& 在缺血前 ?# Q,.%D组大鼠腹腔注射丹
参酮提取物o右美托咪定 "= #4J_4%[组大鼠腹腔注射右美托咪定 "= #4J_4%9组大鼠腹腔注射丹参注射液%F$&组大鼠给予等量
#I%i氯化钠溶液& 再灌注 "A 7后%采用苏木精5伊红染色法观察肾组织病理变化’采用免疫印迹法测定 DVZg$YLg$ 的表达’取
血标本测定血清肿瘤坏死因子!"M<N5!#$白细胞介素"HL#>和HL5$#水平& 结果!D组大鼠肾组织病理学改变较F组减轻& &组
大鼠细胞凋亡不明显’F组大鼠可见大量的凋亡细胞和严重的组织损伤’D组大鼠的组织损伤较轻%仅见散在的凋亡细胞’[$9组
大鼠组织损伤轻微%可见少量的凋亡细胞& 与F组比较%D$[和9组大鼠的凋亡指数明显降低%差异均有统计学意义"!R#I#=#&
与F组比较%D组大鼠肾组织中的DVZg$YLg$表达明显减少%差异均有统计学意义"!R#I#=#& 与 [$9和 F组比较%D组大鼠
的HL5>$M<N5!水平明显降低%而HL5$#水平明显升高%差异均有统计学意义"!R#I#=#& 结论!肾缺血再灌注时%丹参酮’D联合
右美托咪定能够减轻组织的炎症反应%减少肾脏细胞凋亡%缓解组织损伤%可能是通过DVZgJYLg$通路抑制自噬水平来实现的&
关键词!肾缺血再灌注损伤’ 丹参酮联合右美托咪定’ 自噬’ 炎症因子’ 细胞凋亡
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!!肾缺血再灌注损伤可以导致原发性移植肾功能障碍&并
且是肾移植早期失败的主要原因($) % 因此&进一步深入研究
肾缺血再灌注损伤的机制&对于临床上肾移植损伤的防治和
相关理论研究有着重要意义% 研究结果发现&细胞自噬在改
善肾缺血再灌注损伤的病理过程中极为重要(") % 传统中药丹
参具有活血化瘀的功效&其主要有效成分为丹参酮’D&丹参
酮’D被广泛应用于临床&对肾缺血再灌注损伤有一定的保
护作用(?) % 右美托咪定为肾移植过程中常用的镇静镇痛药&

研究结果显示&其在缺血再灌注损伤中具有一定的器官保护
作用(A5>) % 但丹参酮’D联合右美托咪定的抗肾缺血再灌注
效应是否增强尚不清楚% 本研究旨在探讨丹参酮联合右美托
咪定通过单磷酸腺苷激活蛋白激酶#DVZg$JY.P5=$ 样自噬
激活激酶 $#YLg$$通路介导的自噬减轻肾缺血再灌注损伤的
作用&现报告如下%

MN材料
MOMN仪器

FM"###型计算机图像采集分析系统#日本尼康公司$’
VO5MO型电子天平#中国上海第二天平仪器厂$’? PQ无创动
脉夹#上海医疗器械有限公司$’W=## 型电子显微镜#日本日
立公司$’OF$型全自动生化测定仪#瑞士罗氏公司$%
MOPN药品与试剂

丹参酮’D磺酸钠注射液#上海上药第一生化药业有限
公司&规格为每支 " Q)q$# Q4&批准文号为国药准字
W?$#""==d$’盐酸右美托咪定注射液(江苏恒瑞医药股份有
限公司&规格为每支 " Q)q"## #4#按右美托咪定计$&批号为
$%$#$$[Z&批准文号为国药准字 W"##%#"Ad)’"i戊巴比妥
钠##I#$= Q)J_4&湖南中医药大学实验室配制$’抗 $5(P+,. 兔
多克隆抗体(圣克鲁斯生物技术#上海$有限公司)’白细胞
介素#HL$$# 酶联免疫吸附试剂盒#武汉艾美捷科技有限公
司$’DVZg一抗 (圣克鲁斯生物技术 #上海$有限公司)’
YLg$一抗(圣克鲁斯生物技术#上海$有限公司)’肿瘤坏死
因子!#M<N5!$酶联免疫吸附试剂盒#武汉艾美捷科技有限公
司$’HL5>酶联免疫吸附试剂盒#武汉艾美捷科技有限公司$%

PN方法
POMN动物模型及分组

OZN级健康c,1+(3大鼠 =#只&体重 "##j"=# 4#湖南中医
药大学动物中心提供$&随机均分为五组"D组#丹参酮’Do右
美托咪定$*[组#右美托咪定$*9组#丹参酮’D$*F组#缺血
再灌注模型$和&组#假手术组$% 五组大鼠称重后&采用苯巴
比妥钠 >= Q4J_4腹腔注射麻醉后制备大鼠急性肾缺血再灌注

损伤模型% D*[*9和F组大鼠用无损伤血管夹阻断双侧肾蒂
A= Q,.&如果肾脏颜色先由鲜红色变苍白&再转为暗红色&则表
明肾血管夹闭成功&同时用超声探头监测肾动脉血流情况%
D*[和9组大鼠分别在缺血前 ?# Q,.经腹腔注射丹参酮’D

注射液o右美托咪定 "= #4J_4*右美托咪定 "= #4J_4和丹参
酮’D注射液% F*&组大鼠给予等量 #I%i氯化钠溶液% 再
灌注 "A 7后&取五组大鼠的肾组织和血标本% 本研究方案已
得到湖南省脑科医院伦理委员会批准%
POPN观察指标
"I"I$!病理切片观察"经过脱水&石蜡包埋处理后&将肾组织
切片 ?jA #Q&苏木精5伊红染色&光学显微镜下 A##倍观察&得
出病理学结果%
"I"I"!细胞凋亡检测"细胞凋亡用 MY<&L法检测% 将 ? #Q

厚度的肾组织石蜡切片进行脱蜡后&分别用核苷酸*MFM酶混
合液*辣根过氧化物酶和蛋白酶g标二抗孵育&FD[显色% 阴
性对照组是没有MFM酶的基液% 细胞核呈棕黄色颗粒或棕褐
色为MY<&L阳性反应% 随机抽取每张切片的 = 个高倍视野
#A##倍$&统计凋亡细胞数和细胞总数&根据公式计算凋亡指
数#DH$&DHl凋亡细胞数J细胞总数k$##i%
"I"I?!DVZg和 YLg$ 蛋白表达的检测"取肾组织标本
#I= PQk#I= PQk#I= PQ&加入组织裂解液&离心 "# Q,.
#> ### 3JQ,.&离心半径 $# PQ$&设定 A h*$# ### 4&用上清液
进行蛋白定量检测’接着进行 OFO5ZDb&蛋白电泳&将其转移
至硝酸纤维素膜中’最后使用含 =i脱脂乳的 M[OM溶液在室
温#"= h$密封保存 $ 7&分别加入抗YLg$一抗和抗DVZg过
夜&维持 A h&M[OM洗膜 ?次各 = Q,.&加入上述二抗室温孵育
$ 7&将抗$5(P+,.兔多克隆抗体作为对照&在 OQ(3+976Q,&9L

下显影并分析灰度值#HQ(46\"f软件$&以目的蛋白条带与对
照#$5(P+,.$蛋白条带的灰度值比值来反映 YLg$ 和 DVZg蛋
白的表达水平%
"I"IA!细胞因子水平测定"将血标本 " Q)于室温下静置
?# Q,.&离心 = Q,.#> ### 3JQ,.&离心半径 $# PQ$&留血清% 参
照说明书&采用酶联免疫吸附法测定血清M<N5!*HL5>和HL5$#

水平%
POQN统计学方法

采用 OZOO "AI#软件对本研究的数据进行分析&细胞调亡
数量&DVZg和YLg$蛋白表达的检测结果&血清 M<N5!*HL5>

和HL5$#水平等计量资料用均数e标准差#"#e$$表示&采用&检
验进行两样本的组间比较&如果 !R#I#=&则认为差异有统计
学意义%
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QN结果
QOMN肾组织病理学改变

D组大鼠肾小管扩张程度和肾小管上皮细胞肿胀程度均
不明显&肾小球改变不明显’[组大鼠肾小球扩张程度轻&肾小
管上皮细胞肿胀程度轻&肾小管扩张程度为中度’9组大鼠肾
组织病理学改变与 D组类似’F组大鼠肾组织则有明显病理
变化&可见肾组织切片标本部分有凝固性坏死*脱落&光学显
微镜下可见肾小球部分坏死&肾小管上皮细胞高度肿胀*变
性&肾小管明显扩张&管壁增厚&管腔狭窄’&组大鼠肾组织在
光学显微镜下可见肾小管排列整齐&间质无充血水肿&见图 $%

D;D组’[;[组’9;9组’F;F组’&;&组
D;43-*8 D’ [;43-*8 [’ 9;43-*8 9’ F;43-*8 F’ &;43-*8 &

图 MN五组大鼠肾组织苏木精8伊红染色结果
=)- MNY!*%/),),- &"1#,/3%)**2#&"1/%*),")B#-1&2A*

QOPN细胞凋亡情况
D*[*9*F和&组大鼠细胞的 DH分别为#$>IdBe?Id"$*

#$dI?AeAI"d$* # $dI>$ e?I>"$* # ?AIB= e>I#?$ 和 # "IBd e
#I=$$% &组大鼠细胞凋亡不明显’F组大鼠可见大量的凋亡
细胞和严重的组织损伤’D组大鼠的组织损伤较轻&仅见散在
的凋亡细胞’[*9组大鼠组织损伤轻微&可见少量的凋亡细
胞% 与&组比较&D*[*9和 F组大鼠细胞的 DH明显升高&差
异有统计学意义#!R#I#=$’与 F组比较&D*[和 9组大鼠细
胞的DH明显降低&差异有统计学意义#!R#I#=$% MY<&L法
检测的五组大鼠细胞凋亡情况见图 "%
QOQNE4@I和cUIM蛋白表达

与F组比较&D组大鼠肾组织中的 DVZg及 YLg$ 表达
明显减少&差异有统计学意义#!R#I#=$&且 D组大鼠肾组织
中的DVZg和 YLg$ 表达较 [*9组少#!R#I#=$’与 &组比
较&D组大鼠肾组织中的 DVZg和 YLg$ 表达较多&差异有统
计学意义#!R#I#=$% 免疫印迹法检测的五组大鼠肾组织中
DVZg*YLg$蛋白表达情况见表 $*图 ?%
QORN组织因子水平

与&组比较&D*[*9和 F组大鼠的炎症指标#HL5$#*HL5>

和M<N5!$水平均升高&差异有统计学意义#!R#I#=$’与 [*9

和F组比较&D组大鼠的 HL5>*M<N5!水平明显降低&HL5$# 水
平明显升高&差异有统计学意义#!R#I#=$&见表 "%

D;D组’[;[组’9;9组’F;F组’&;&组
D;43-*8 D’ [;43-*8 [’ 9;43-*8 9’ F;43-*8 F’ &;43-*8 &

图 PN+c<!U法检测的五组大鼠细胞凋亡情况
=)- PNH#33/A&A%&*)*:#%#$%#:D5 +c<!U;#%(&:

),")B#-1&2A*

表 MN五组大鼠肾组织中E4@I$cUIM蛋白表达比较"#!V"#
+/DMNH&;A/1)*&,&"E4@I/,:cUIM A1&%#),#ZA1#**)&,

),1#,/3%)**2#*&"")B#-1&2A*&"1/%*"#!V"#
组别 DVZg YLg$
D组 #I?dAe#I#%" #I?$>e#I#AA
[组 #I?%Be#I#?A( #I?"Be#I#A$(

9组 #IA"Be#I#$%( #I?A"e#I#?"(

F组 #Id>$e#I#%A( #I=d=e#I$%d(

&组 #I"%$e#I#=>( #I"$Be#I#BB(

!!注"与D组比较&(!R#I#=
<-+6" ’1;43-*8 D& (!R#I#=

图 QN免疫印迹法检测的五组大鼠E4@I$cUIM蛋白
表达情况

=)- QNE4@I/,:cUIM A1&%#),#ZA1#**)&,:#%#$%#:D5
K#*%#1,D3&%),")B#-1&2A*

表 PN五组大鼠血清+<=8!$6U89和6U8MX水平比较"#!V"#
+/DPNH&;A/1)*&,&"*#12;3#B#3*&"+<=8!% 6U89 /,:

6U8MX /;&,- ")B#-1&2A*&"1/%*"#!V"#
组别 M<N5!J#.4JQ)$ HL5>J#.4JL$ HL5$#J#.4JL$
&组 %I==e$I=A ?$I#?e=Id% >"I=>e$$Id?
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!!注"与&组比较&(!R#I#=’与D组比较&]!R#I#=
<-+6" ’1;43-*8 && (!R#I#=’ ’1;43-*8 D& ]!R#I#=

RN讨论
传统中药丹参通过独特的辨证治疗和多靶点机制发挥
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护肾*改善气滞血瘀的功效% 现代对丹参有较多的药理学研

究% 丹参酮是丹参的主要成分&丹参酮’D注射液被广泛应

用于临床&并且不良反应少% 有研究结果认为&术前积极应

用丹参酮’D注射液可提高血清超氧化物歧化酶和血清谷

胱甘肽过氧化物酶活性&有效改善术后肾缺血再灌注损伤&

其机制是减少了缺血再灌注过程中产生的氧自由基从而减

轻组织细胞的损伤(B) % 缺血再灌注损伤属于西医的概念&在

中医的范畴中并没有提及&但从中医学角度来看&人的精神

活动由五脏精气化生和充养&存储精气&若精气不足&则肾

虚&缺血即所谓气血亏虚&肾精亏损% 缺血再灌注后&因肾精

气不足&气血的运行受阻&血瘀气滞% 丹参具有活血化瘀之

功效% 五脏藏精气而不泄&以藏为贵% 气血运行通畅&则气

血满盈&肾精得藏而复其功用% 众多研究结果表明&丹参在

脑*心肌及肾缺血再灌注损伤等方面均有较好的疗效(d5$?) %

可见丹参在活血化瘀通络方面发挥着重要作用&使脏得藏&

腑得通&各得其用%

自噬是一种维持细胞内稳态和细胞完整性的/自我进

食0过程% 以微管相关蛋白轻链 ?#L9?$&J’和 [6P),.$ 的

变化为特征的自噬功能障碍参与了各种肾损伤($A) % 通常通

过测定自噬标志性指标来检测所有活细胞中自噬的动态过

程&除了上述 " 个指标外&还包括哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

复合物 $*DVZg和 YLg$ 复合物($=) % 据文献报道&活化的
DVZg可磷酸化 YLg$&YLg$ 作为调节自噬的关键分子&可

提高NY<F9$与L9?结合的效率($>) % 提示DVZg可能通过

上游启始蛋白YLg$的调节作用从而发挥细胞自噬功能% 自

噬与细胞凋亡有着密切关系% 在某些情况下&上调自噬能抑

制细胞调亡($B) ’而抑制自噬则能导致细胞调亡($d) % 相关研

究结果揭示了自噬与炎症因子的关系&细胞因子的转录*调

控和分泌在某种程度上受自噬的直接影响($%) % 以上研究结

果表明&自噬作用可能减轻炎症因子的释放&从而减轻肾缺

血再灌注损伤%

本研究结果发现&肾缺血再灌注导致自噬关键分子
DVZg和YLg$表达升高&HL5>*M<N5!表达增强&HL5$#表达轻

度升高’丹参酮’D联合右美托咪定降低了DVZg和YLg$的

表达及其磷酸化&抑制了炎症因子HL5>*M<N5!的表达&同时大

幅增加了抗炎因子 HL5$# 的表达% 由此推断&肾缺血再灌注

时&使用丹参酮’D联合右美托咪定对肾功能有保护作用&可

能是通过调控 DVZgJYLg$ 信号通路&进而调控炎症相关因

子#M<N5!*HL5>和HL5$#$的表达水平&减轻组织一系列连锁炎

症反应&抑制细胞凋亡&从而减少肾组织病理学改变&最终缓

解肾功能损害%
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