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伤前或创伤后
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随着创伤的日益增加#肾脏损伤的发生率亦有明显增加趋

势)肾脏损伤在泌尿系统损伤中仅次于尿道损伤而居第
"

位)

有关创伤免疫的研究日益受到国内外学者的极大关注)本文

对外源性肾上腺髓质素$
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&对肾脏机械性损伤肿瘤坏死因

子
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&表达的影响进行研究#进一步探讨外源性
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是否具有调节肾脏损伤后免疫失衡的作用)
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材料与方法
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实验动物
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健康清洁级
120345

大鼠由兰州大学动物实

验中心提供$动物合格号!医动字
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&#雌雄各半#体质量

$

"!&g#&

&
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#鼠龄
#

个月#分笼饲养)
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实验药品及试剂
!

$

!

&固体石蜡*

!&X

福尔马林*苏木素

复染液*梯度乙醇*二甲苯*

%&8

7

"

9

水合氯醛*蒸馏水*去离子

水等由兰州大学法医学教研室提供%$
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&肾上腺髓质素$
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&购自美国
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公司#
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一抗及
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免疫组化

试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司)

=$?

!

主要仪器
!

$

!

&生物撞击仪!自行研制'

!

(

%$

"

&光学显微镜

及显微照相系统!日本
UN

M

8

P

G0

公司%$

#

&计算机
-240

图像分

析系统!四川大学图像图形研究所%$

%

&切片机!德国
FiD"&

%

$

E

&电子分析天平!上海天平仪器厂%$

'

&微量加样器$
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9
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$

!&

%

9
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03I8

公司%$
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&冰箱*恒温电烤箱*微波

炉*湿盒等)
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实验动物分组
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将
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只
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大鼠随机分为
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组#即

对照组$
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只&*创伤组$

#"

只&*伤前给药组$

#"

只&*伤后给药

组$

#"

只&)后
#

组分别在打击后
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各处死
D

只)
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的配制与使用
!
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使用前先用
&$AX

生理盐水
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稀释成
E&68@N

"

9

母液#置于
e"&Z

保存)实验时按照
&$!

68@N

"
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7

计算每只动物所需的量#再以
&$AX

生理盐水稀释为

&$E89

终体积腹部注射即可)

=$B

!

实验动物肾脏损伤模型的制作
!

建立肾脏
&

级损伤动物

模型及采集标本#动物不经任何麻醉处理#采用卧位将其四肢

固定于打击台上#自
%EH8

高度处释放
!'&

7

铁质打击锤以自

由落体下降直接打击脊肋区#分别间接打击双侧肾脏造成肾脏

&

级损伤$根据美国创伤外科学会器官损伤标准委员会制定的

肾脏损伤标准'

"

(

&)伤前给药组于打击前
!&826

及伤后给药

组于打击后
!&826

均腹部注射
FW-&$!68@N

"

]

7

#各组动物

均于
Df&&

采用快速心脏采血法处死)处死前仰卧固定#用水

合氯醛$

#8

7

"

]

7

&深度麻醉#剪去胸腹部毛发#消毒#开胸*腹

直视抽取心脏血致死)将采集到的血液迅速移入抗凝管中并

轻轻摇匀备用#解剖及采血过程控制在
"L

以内)各组肾脏经

T)

染色病理组织切片观察后符合肾脏
&

级损伤标准)根据

美国创伤外科学会器官损伤标准委员会指定的肾脏标准选择

打击强度)本实验选择
&

级损伤标准的致伤强度建立动物模

型#镜下观察选择标准是组织中不出现出血灶#但有红细胞

管型)
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组织的处理
!

迅速解剖动物取下肾脏标本#

!&X

甲醛固

定#经脱水*透明*石蜡包埋后#常规切片$
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%
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&#

T)

染色和免

疫组化染色观察)
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免疫组化过程
!

$

!

&采用
.F,/

法#将防脱片处理过的组

织捞片%$

"

&切片于
'"Z

烤片
!"L

#二甲苯及梯度乙醇脱蜡至

水%$

#

&热修复抗原#将切片放入有枸橼酸盐缓冲液$

P

T'$&

&

的容器中#置微波炉中加热#中低火持续
"826

#取出容器冷却

至室温%$

%

&用蒸馏水对切片清冼
!

$

"

次%$

E

&

?,.

洗
#

次#每

次
"826

%$

'

&

T

"

U

"

消化
E

$

"&826

%$

C

&在室温下用山羊血清

封闭
"&826

%$

D

&一抗$兔抗大鼠
=R+

&

% Z

过夜%$

A

&

&$&!

88@N

"

9?,/

漂洗
#

次#每次
"826

%$

!&

&室温下$

"&

$

#&Z

&生

物素化羊抗兔
_

7

*

$二抗&

"&826

%$

!!

&

&$&!88@N

"

9?,/

漂洗

#

次#每次
"826

%$

!"

&室温下$

"&

$

#&Z

&

.F,/"&826

%$

!#

&

&$&!88@N

"

9?,/

漂洗
#

次#每次
"826

%$

!%

&

WF,

显色
!"

826

%$

!E

&苏木素复染%$

!'

&脱水$同
T)

染色中的相应处理&%

$

!C

&透明$同
T)

染色中的相应处理&%$

!D

&封片$阴性对照用

?,.

代替一抗#阳性对照采用预实验中表达较好的组织&)

=$T

!

阳性标准
!

在高倍视野下出现棕黄色颗粒#特异性分布

于细胞胞浆*胞核或胞膜)

=$=U

!

图像采集分析方法
!

根据
[5446

等标准略做修改#采用

计算机图像分析系统分别对免疫组化染色切片
.F,

中免疫组

化染色进行计量分析)在开机
"&826

后#用计算机图像分析

系统在
!&

倍物镜下采集图像#从每张切片中随机选取带有
!

$

"

个近皮质肾小球的区域#作为采集图像标准)在该视野中

选取
E

个显色较好且非特异性背景染色控制良好的面积近似

的肾小管区域进行平均黑度值测量)数据导出为
)SHIN

格式)

=$==

!

统计学方法
!

采用
.?..!!$&

统计软件分析及处理数

据#以
Ng9

表示#组间比较采用方差分析#以
L

$

&$&E

为差异

有统计学意义)

>

!

结
!!

果

伤前给药组于伤后
!

*

!"L

处于高表达水平#伤后
'L

低表

达#且较该时间点创伤组明显降低$

L

$

&$&E

&#伤后
"%L

接近

对照组水平#其余各时间点比较均无统计学意义)伤后给药组

于伤后
!L

明显低于该时间点创伤组和伤前给药组$

L

$

&$&!

#

L

$

&$&!

&#伤后
"%L

其表达明显高于伤后
!L

$

L

$

&$&!

&#其

余时间点之间比较均无统计学意义)创伤组各时间点与对照

组比较及各时间点之间比较均无统计学意义$表
!

*插页
-

图

!

&)

表
!

!!

各组大鼠肾组织
=R+>

"

阳性表达#

Ng9

&

组别
- =R+>

"

$黑度值&

正常对照组
D !!!$"'DEgE$A#%&

创伤组

!

伤后
!L D !"&$&%&%gD$&D"#

!

伤后
'L C !"!$DD&EgA$!D!'

!

伤后
!"L D !!!$##'Ag'$'EC'

!

伤后
"%L D !!#$%'&CgC$#CCD

伤前给药组

!

伤后
!L D !!%$EEDCg'$"!"&

!

伤后
'L C !&C$##EAg'$#&E'

(

!

伤后
!"L D !!'$D"CAg#$A"#&

!

伤后
"%L C !!!$DA%AgD$D"&D

伤后给药组

!

伤后
!L C !&#$#DDDg%$EDE&

))

!

伤后
'L D !!"$A&E&g!&$D'%"

!

伤后
!"L ' !!!$CCE'g'$CA%C

!

伤后
"%L D !!C$ECE!gE$"!AC

!!

)

!与创伤组伤后
!L

比较#

QhA$'A&

#

L

$

&$&E

%

(

!与创伤组伤后

'L

比较#

Qh%$#'E

#

L

$

&$&E

%

)

!与伤前给药组同时间点比较#

Qh

!"$"#'

#

L

$

&$&E

)

?

!

讨
!!

论

FW-

是于
!AA#

年从人嗜铬细胞瘤中发现一种由
E"

个氨

基酸残基组成的活性肽'

#>E

(

#其具有广泛的生物学作用!$

!

&可

抑制致炎因子释放%$

"

&有细菌脂多糖存在时能降低肺泡巨噬

细胞白细胞趋化物分泌水平%$

#

&可提高
_9>'

而降低
=R+>

"

的分泌%$

%

&降低炎性渗出%$

E

&扩张血管#增加管壁通透性#增

强
_9>'

诱导的中性粒细胞聚集%$

'

&对炎症血管反应具有抑制

作用)有研究显示#创伤性炎症诱导
=

细胞产生免疫源性降

钙素基因相关肽$

/*<?

&#可负性调节免疫细胞的功能%

FW-

属于
/*<?

家族#具有炎症调节作用#而致炎因子又可促使

FW-

自分泌而发挥作用)

近年来国内外许多学者研究发现#

=R+>

"

与缺血再灌注

损伤密切相关)

=R+>

"

主要是由激活的单核细胞*巨噬细胞*

内皮细胞产生的细胞因子)

=R+>

"

是细胞因子家族中最强效

的炎症介质#通过与
"

种特定的膜结合受体...

=R+

受体
!

和
=R+

受体
"

结合而发挥生物学作用)

=R+>

"

大量表达后

可通过直接的细胞毒作用#收缩血管以降低肾脏血流及聚集中

性粒细胞和单核细胞等#导致肾脏细胞凋亡*肾小球纤维蛋白

沉积*清蛋白滤过增加*滤过率下降*中性粒细胞浸润等#而这

些因素可进一步加重肾脏损伤)

=R+>

"

还可能进一步导致缺

"!!"

重庆医学
"&!&

年
D

月第
#A

卷第
!'

期



血再灌注损伤后出现肾脏失去功能和细胞死亡)本实验结果

表明#创伤后
!

*

'L=R+>

"

表达均高于对照组#并于
'L

达到

峰值#

!"

*

"%L=R+>

"

表达降低并接近对照组)说明
=R+>

"

在

创伤早期即参与了肾组织炎症的急性期反应并加重损伤)

=R+>

"

可促进内皮细胞表达黏附因子#增强白细胞与之黏着#

促进中性粒细胞聚集和激活间质释放蛋白水解酶诱发炎症反

应'

E

(

)

=R+>

"

可以刺激单核巨噬细胞和其他类型的细胞分泌

_9>!

*

_9>'

*

=R+>

"

*

_9>"

等炎性细胞因子以放大或间接增强其

本身的效应#这些效应加重了创伤局部的炎症反应)另一方面

渗出的炎性细胞及其释放的蛋白水解酶促进了创伤坏死组织

的吞噬和分解#有利于坏死组织的清除和创伤的修复#减少

=R+>

"

的释放#故表现在本实验创伤组中
!"

*

"%L=R+>

"

表达

降低并接近对照组)创伤组各时间点与对照组比较及各时间

点之间比较差异均无统计学意义#提示
=R+>

"

参与炎症的过

程既有放大本身的效应#又可间接地减少自身的释放)

伤前给药组
=R+>

"

表达于伤后
!

*

!"L

处于高表达水平)

伤后
'L

低表达#且较该时间点创伤组明显降低$

L

$

&$&E

&#伤

后
"%L

接近对照组水平#其余各时间点比较差异均无统计学

意义)血循环中
FW-

以
"&826

的半衰期 迅速代谢'

'

(

)伤前

!&826

注射#外源性
FW-

刚好处于半衰期内#与机体遭受创

伤时产生的内源性
FW-

一起对创伤器官发挥了良好的保护

作用)伤前给药组
=R+>

"

在
!

*

'L

的表达低于创伤组同时间

点的表达#并与
'L

比较差异有统计学意义)证实了
FW-

能

降低巨噬细胞白细胞趋化物分泌水平#降低
=R+>

"

分泌)此

效应及时地下调了急性创伤后
=R+>

"

的级联放大作用#避免

创伤对肾脏组织的过度损害)

伤后给药组
=R+>

"

的表达于伤后
!L

明显低于该时间点

创伤组和伤前给药组$

L

$

&$&!

&)说明创伤后注射
FW-

可明

显抑制
=R+>

"

在伤后
!L

的表达#且其效果优于创伤前给药)

伤后
"%L=R+>

"

表达明显高于伤后
!L

$

L

$

&$&!

&)分析其

原因可能是伤后
"%L

外源性
FW-

基本已完全代谢#仅有内

源性
FW-

发挥效应)

血浆中
FW-

主要来源于血管内皮细胞$

()/

&和血管平

滑肌细胞$

(.-/

&#正常人血浆
FW-

浓度较低#大多为具有

免疫反应性的
FW->

7

N

M

#它是
FW-

的一种中间形式#这也反

映了
FW-

在组织中的产生过程'

C

(

)

_9>!

'

*

=R+>

"

*脂多糖

$

9?.

&*内皮素
>!

$

)=>!

&*血管紧张素
>

-

均可刺激
(.-/

分泌

FW-

#而
FW-

能降低
=R+>

"

的分泌#抑制
=R+>

"

的级联放

大作用#本实验结果与多数学者观点相吻合)

=R+>

"

是一种具有多种生物学功能的炎性细胞因子#参

与了肾脏损伤的炎症发展过程#随着对
=R+>

"

研究的深入#可

能为揭示肾脏损伤的发病机制提供新的理论依据#并为治疗肾

脏损伤性疾病提供新的手段#如采用控制
=R+>

"

产生量*中和

=R+>

"

触发的细胞反应来防止
=R+>

"

所引起的组织损伤#利

用转基因技术直接在炎症部位使
=R+>

"

等炎症介质失去生物

学活性等)
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