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目的
!

探讨氯胺酮致肾脏氧化损伤及褪黑素在其中的治疗作用机制$方法
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#水平!苏木精
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伊红"

TM

#染色及马松"
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#染色观察肾组织病理改变!脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导

的缺口末端标记法"
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检测血红素氧化酶
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#蛋白表达
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#'肾组织可见大量炎症细胞浸润!多处局灶性坏死!甚至出现肾小球萎缩%封闭!间质有条索状
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组织炎症浸润%肾小球萎缩%间质纤维化及细胞凋亡等肾损害减少$结论
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褪黑素可拮抗氯胺酮导致的大鼠肾

脏氧化应激损伤!其机制可能与增加
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氯胺酮是
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门冬氨酸受体的拮抗药*
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因其致幻及中枢兴奋等特性被滥用于各类娱乐场所"

现为当今流行毒品
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粉的主要成分'在
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重视"

UG]R

起初主要表现为尿频$尿急$急迫性尿失

禁$尿痛$血尿等"随着病情进展可导致膀胱挛缩和上

尿路损害"严重影响生活质量'目前氯胺酮滥用致泌

尿系统损害的相关研究大多停留在临床病例报道"临

床上更是缺乏统一有效的治疗手段'近期有研究表

明"氯胺酮通过氧化应激损伤的激活导致膀胱炎及细

胞凋亡的发生$发展*
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"
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+

'褪黑素作为安全$不良反应

小的抗氧化剂"可在机体氧自由基刺激下"活化和增

加血红素氧化酶
'!

%
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&表达出明显的抗氧化$抗炎

和抗凋亡的保护效应*
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'鉴于
UG]R

在临床上下尿

路症状突出表现"与之相关肾损害往往被忽视"而
#H'

FS%G

等*

+

+报道一些氯胺酮滥用导致肾功能不全者

的肾穿刺检查结果显示肾小管破坏$血管及间质再

生"提示氯胺酮导致上尿路损害可能是直接损伤为

主'本研究旨在建立氯胺酮导致大鼠肾损害模型"探

讨褪黑素对氯胺酮相关性肾损害的保护机制为揭示

其中相关的发病机制和治疗方案提供思路'
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材料与方法

C,C

!

材料
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主要试剂
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盐酸氯胺酮注射液%规格
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&购于福建古田制药有限公司#褪黑素
!

Y

购自
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公司#谷胱甘肽过氧化酶%
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&$超氧

化物歧化酶%

CSR

&$丙二醛%

FRG

&试剂盒购自南京

建成生物工程研究所#脱氧核糖核苷酸末端转移酶介

导的缺口末端标记法%
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&细胞凋亡检测试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司#
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一抗购自
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电动匀浆机购自德国
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公司#

低温离心机购自德国
M
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>AEB@V
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FU.

酶标仪

购自上海雷博生物技术有限公司#组织切片机购自德
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公司#微量加样器购自德国
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司#双垂直电泳槽$半干转膜仪购自上海天能科技有

限公司#

SE

O

<<>

O

双色红外荧光成像系统购自美国
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公司'
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实验动物
!

清洁级
CR

雄性大鼠
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只"体质

量
!20

'
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Y

"购于广西医科大学实验动物中心"饲

养于温度$湿度适宜的动物房"本研究已通过动物伦

理委员会审核'
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方法

C,!,C

!

建立氯胺酮致
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大鼠肾损害模型
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参考
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+成功造模及结合本课题组预实验经验"

将
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只大鼠按随机数字表法随机分为
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组%等量生

理盐水&$
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组%氯胺酮
.0D

Y

,

^

Y

&$

I

组%褪黑素
+

D

Y

,

^

Y

&及
R

组%氯胺酮
.0D

Y

,

^

Y

b

褪黑素
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&"各组大鼠每天
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!
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予以腹腔注射给药"持续
!4

周'褪黑素用量参照文献*
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+实验的最佳用量'建

模过程中"每
.

天称
!

次各组大鼠体质量以调整用药

量'大鼠于
!4

周后采用
!0c

水合氯醛腹腔注射麻

醉"固定$常规备皮"充分暴露大鼠腹主动脉及肾脏"

用采血针取腹主动脉血
+D[

并置于
3d

冰箱中静置

.0DQA

后取上清液送至广西医科大学药学院实验室

平台行血清肌酐及尿素氮检测'同时迅速分离右侧

新鲜肾脏"置于
J40d

保存"用于氧化指标及
7><?'

>@A1;B?

检测"随后应用
3c

多聚甲醛缓冲液灌注固定

后"取左侧肾脏浸泡于多聚甲醛缓冲液内用于组织学

相关检测'

C,!,!
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氧化指标测定
!

准确称取预先保存的各组大

鼠新鲜右侧肾脏制备成
!0c

的组织匀浆%冰浴下&"

3d4+000@

,

DQA

"离心
+DQA

'取上清液后用冰生理

盐水稀释成
!c

的匀浆'各组
FRG

水平用硫代巴比

妥酸%

$9G

&法测定"各组肾组织中
CSR

及
#CT'"=

水平采用直接比色法检测"组织蛋白水平用微量酶标

法%

9IG

&测定'

C,!,#

!

肾组织切片苏木精
'

伊红%

TM

&及马松%

F/<'

<BA

&染色
!

各组大鼠肾组织用
3c

多聚甲醛固定
35L

后"常规行脱水$透明$浸蜡$包埋后"切成
+

(

D

厚度

石蜡切片"随后行贴片$脱蜡$水化$

TM

染色及
F/<'

<BA

染色和封片等步骤"在显微镜下观察各组大鼠肾

实质$间质等形态变化'
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$]%M[

法检测肾组织细胞凋亡
!

各组肾脏

石蜡切片常规脱蜡后"用
.c

过氧化氢甲醇溶液清除

内源性过氧化物酶的活性'随后"滴加蛋白酶
U

工作

液
40

(

Y

,

D[

"室温下孵育
.0DQA

"用
"9C

冲洗
.

次

后"滴加
$]%M[

反应液"置于孵育盒中室温下孵育

*0DQA

'滴加转化剂
'

酶标记抗荧光素抗体%

"SR

&之

后"再次置于孵育盒中孵育
4+DQA

"随后用加入配好

的二氨基联苯胺%

R9G

&显色液"显色
+DQA

并在显微

镜下观察颜色深浅控制染色强度"将切片置于
TM

染

液复染"常规脱水$透明及封闭后显微镜下观察凋亡

细胞并计数'

C,!,D

!

7><?>@A1;B?

测定组织蛋白表达
!

称取新鲜

保存肾组织置于
!,+D[

离心管"剪碎后加入蛋白质

裂解液%

NH"G

&和蛋白酶抑制剂%

"FC&

&"冰浴下匀浆

之后静置
.0DQA

"

3d!+000@

,

DQA

$离心
+DQA

"取上

清液采用
9IG

法测蛋白水平以调整上样量'随后加

入上样缓冲液"高温至蛋白质变性"进行十二烷基硫

酸钠
'

聚丙烯酰胺凝胶电泳%

CRC'"G#M

&"之后进行转

膜$封闭及漂洗'将膜置于一抗
TS'!

%兔抗鼠"

!e

!+000

&及内参
%

'/:?QA

%

!e+00

&孵育盒"

3 d

摇床过

夜"

$9C$

洗膜后"二抗按照
!e!0000

稀释"

3d

摇床

孵育
.L

"

SE

O

<<>

O

双色红外荧光成像系统下扫膜$拍

照并测量灰度值"分析结果'计算目的蛋白的灰度值

和内参
%

'/:?QA

蛋白灰度值的比值作为目的蛋白的相

对表达率'

C,#

!

统计学处理
!

使用
C"CC44,0

统计软件进行分

析"计量资料以
!("

表示"组间比较采用方差分析"
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两两比较采用
C%U

检验"方差不齐时用
RXAA>??

.
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$.

检验"以
$

"

0,0+

为差异有统计学意义'

!

!

结
!!

果

!,C

!

各组大鼠行为及肾功能指标比较
!

与
G

组比

较"

9

$

R

组大鼠立即出现活动增加$共济失调"随后平

静不动#而
R

组大鼠活跃持续及平静到恢复正常的时

间均比
9

组短'以体质量为协变量调整后"各组大鼠

血肌酐及尿素氮采用协方差分析结果显示"

9

组血肌

酐$尿素氮水平较其余各组明显升高%

$

"

0,0+

&"而

I

$

R

两组大鼠血肌酐$尿素氮与
G

组比较"差异无统

计学意义%

$

#

0,0+

&"见图
!

'

!,!

!

各组大鼠肾组织中
CSR

$

#CT'"=

及
FRG

水

平比较
!

与
9

组比较"

G

$

I

$

R

组
FRG

水平明显降

低"

CSR

$

#CT'"=

水平明显升高"差异均有统计学意

义%

$

"

0,0+

&#而
I

组中
FRG

水平与
G

组无明显差

异"

CSR

及
#CT'"=

水平与
R

组无明显差异%

$

#

0,0+

&"见表
!

'

!!

/

!

$

"

0,0+

"与
G

组比较#

1

!

$

"

0,0+

"与
9

组比较

图
!

!!

各组大鼠血清肌酐及尿素氮水平比较"

#)5

$

表
!

!!

各组大鼠肾组织中
CSR

及
FRG

等水平比较"

!("

$

组别
FRG

%

ADB;

,

D

YK

@B?

&

CSR

%

]

,

D

YK

@B?

&

#CT'"=

%

]

,

D

YK

@B?

&

G

组
4,*5(0,!3

/

.+2,+.(.,-*

/

+*4,..(*,54

/

9

组
3,0+(0,.- .42,.+(!0,!. +.-,5-(-,03

I

组
4,55(0,.*

/

.3+,-+(!4,..

/1

+3+,.2(+,.4

/1

R

组
.,**(0,.4

/1

.3.,4*(*,4-

/1

+3-,.*(-,+0

/1

!!

/

!

$

"

0,0+

"与
9

组比较#

1

!

$

"

0,0+

"与
G

组比较

图
4

!!

大鼠肾组织
TM

染色及
F/<<BA

染色结果"

f400

$

图
.

!!

各组大鼠肾组织凋亡细胞病理图"

f300

$

!,#

!

肾脏组织
TM

及
F/<<BA

染色结果
!

光镜下

TM

染色可见
G

$

I

组大鼠肾组织无明显单核炎症细

胞浸润"肾小球及肾小管形态正常#

9

组大鼠肾间质

和肾小球周围可见大量炎症细胞浸润"多处局灶性坏

死"甚至出现肾小球萎缩$封闭#与
9

组比较"

R

组大

鼠炎症细胞浸润减少"肾小球及肾小管尚完整"间质

破坏不明显'

F/<<BA

染色切片显示"

9

组可见肾组

织胶原染色加深"有条索状纤维形成"

R

组胶原染色

与
G

$

I

组无明显差别"见图
4

'

!,"

!

各组
$]%M[

细胞凋亡结果
!

G

$

I

组大鼠中肾

组织偶见呈棕黄色的阳性细胞%凋亡细胞&"可能是正

常细胞凋亡的假阳性结果#

9

组大鼠无论在肾实质还

在间质阳性染色细胞明显增多%

$

"

0,0+

&#与
9

组比

较"

R

组大鼠肾组织的阳性细胞减少明显%

$

"

0,0+

&"

只出现少许凋亡细胞'凋亡细胞数半定量结果显示"

与
G

组比较"

9

组大鼠肾组织凋亡细胞明显增加%

$

"

0,0+

&"而
R

组凋亡细胞数量比
9

组明显减少%

$

"

0,0+

&"

I

$

G

组大鼠肾凋亡细胞比较差异无统计学意
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义%

$

#

0,0+

&"见图
.

$

3

'

!!

/

!

$

"

0,0+

"与
G

组比较#

1

!

$

"

0,0+

"与
9

组比较#

:

!

$

"

0,0+

"与

I

组比较

图
3

!!

各组大鼠肾组织凋亡细胞数半定量水平比较

!,D

!

各组大鼠肾组织
TS'!

蛋白表达水平
!

与
G

组

比较"

9

$

I

$

R

组大鼠
TS'!

蛋白水平均明显升高%

$

"

0,0+

&#而
R

组中
TS'!

蛋白水平升高更明显%

$

"

0,0+

&"见图
+

'

!!

/

!

$

"

0,0+

"与
G

组比较#

1

!

$

"

0,0+

"与
9

组比较#

:

!

$

"

0,0+

"与

I

组比较

图
+

!!

各组大鼠肾组织
TS'!

蛋白水平比较"

#)5

$

#

!

讨
!!

论

!!

氯胺酮作为毒品(

U

粉)的主要成分"非法滥用情

况逐年递增"不容乐观'氯胺酮的滥用对神经$心血

管系统及肝脏的毒副作用已有充分认识"但关于

UG]R

研究目前仅限于临床治疗"相关的基础研究也

大多呈现单一性"未能系统深入的探究"导致临床上

尚无统一规范的治疗"其发病机制有待进一步研

究*

5'2

+

'

氯胺酮滥用导致的泌尿系统损害由于突出的膀

胱刺激症状"其相关性肾损害往往被忽视'

#HFS%G

等*

+

+发现一些氯胺酮滥用导致肾功能不全者的肾穿

刺检查结果显示"肾小管破坏$血管及间质再生"提示

氯胺酮导致上尿路损害可能是直接损伤为主"间接损

害为辅的病理过程'本研究发现"长期予以氯胺酮注

射后"大鼠的血清肌酐及尿素氮水平明显高于其余各

组"同时在大鼠肾病理组织切片可见大量炎症细胞浸

润"出现肾小球萎缩"间质纤维化严重等"甚至在

$]%M[

凋亡结果中发现"肾间质和实质细胞凋亡数

量明显增加"提示氯胺酮长期作用可导致肾脏的多种

直接损害'尽管已发现长期滥用氯胺酮可导致严重

泌尿系统损伤"可其治疗方案却无相关研究证据可

循"对于一些严重肾积水并感染者"可行患侧肾切除

术"由于滥用氯胺酮患者主要为青少年群体"不主张

轻易行外科手术治疗"对于此类患者临床上迫切需要

有效而明确的药物和治疗手段的出现'

本研究发现长期予以氯胺酮后大鼠肾组织匀浆

的
FRG

水平明显增加"而抗氧化蛋白
CSR

$

#CT'"=

水平明显降低"而在予以抗氧化剂褪黑素作用后能有

效地降低
FRG

水平"并提高
CSR

$

#CT'"=

水平"另

外仅予以褪黑素后
CSR

$

#CT'"=

水平也有不同程度

提高"说明褪黑素能有效抵抗氯胺酮导致的肾组织氧

化损伤和提高抗氧化相关蛋白表达'近年来"氧化应

激损伤成为学者们研究肾脏疾病的热点"氧化损伤与

反应氮原子和活性氧%

NSC

&的过量产生相关"

NSC

使

体内自由基增加"自由基中超氧化物和脂质过氧化产

物%如
FRG

&可诱导细胞和组织相应靶分子累积氧化

变性或损伤"是造成细胞代谢和功能紊乱的基本环节

和重要病理生理基础*

!0'!!

+

"褪黑素是哺乳动物中松果

体产生的一种激素"研究表明其具有促进睡眠和强大

的抗氧化作用"其作为一种高效的抗氧化剂"能够直

接清除氧自由基从而减轻氧自由基对抗氧化酶的破

坏"不仅其清除羟自由基的能力及清除烷过氧化物能

力是维生素
M

的
4

倍*

!4

+

"而且其几乎无任何有害不良

反应*

!.'!3

+

"可在临床上安全推广'

相比于抗氧化酶
CSR

和
#CT'"=

"

TS'!

拥有更

为强大的抗氧化特性"例如
TS'!

能促进抗氧化代谢

产物胆红素和胆绿素的形成"可分解血红素%具有强

烈氧化毒性的底物&且减少细胞内氧化剂铁和铁蛋白

的合成*

!+

+

'由于
TS'!

具有上述突出的抗氧化特性"

使得其成为近年来预防氧化损伤备受瞩目的靶基

因*

!*'!-

+

'为了更进一步阐明褪黑素治疗氯胺酮对肾

脏的氧化损伤是否与激活
TS'!

高表达相关"本研究

通过
7><?>@A1;B?

技术观察各组大鼠肾组织
TS'!

蛋白表达水平"发现仅长期予以氯胺酮注射后大鼠肾

组织
TS'!

的蛋白水平增加并不明显"但在增加褪黑

素干预后
TS'!

蛋白水平明显增加%

$

"

0,0+

&"并且

单独予以褪黑素的大鼠肾组织
TS'!

水平也明显增

加%

$

"

0,0+

&"说明氯胺酮可导致肾组织产生氧化应

激"使得
TS'!

表达略微升高"只是机体的自身加强

氧化系统防御的机制"但是远不足以抵抗氯胺酮所致

的
NSC

和
FRG

水平的增加'相比之下"褪黑素可以

有效增加
TS'!

蛋白水平"从而明显抑制
FRG

水平"

表明在氯胺酮导致肾氧化应激性损伤后应用褪黑素

可有效增加
TS'!

蛋白水平"进而拮抗
CSR

$

#CT'"=

耗竭"其机制可能与上调
TS'!

相关靶基因转录的激

活有关'

综上所述"本研究结果表明"褪黑素能很大程度

上改善氯胺酮导致肾脏氧化损伤"降低脂质过氧化产

物%如
FRG

&水平"提高组织抗氧化蛋白
CSR

$

#CT'

"=

及
TS'!

的水平"从而减少炎症细胞浸润"细胞凋

亡"肾小球萎缩$封闭及间质纤维形成等"其保护机制

可能与增加
TS'!

蛋白表达有关"而抵抗氧化损伤有

望成为研究
UG]R

的药物靶点'本研究对于揭示氯
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胺酮相关性肾损害的发病机制$设计合理的药物治疗

靶点"为发掘更精确和个性化的诊断和治疗方法可提

供研究基础'
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