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红景天对大鼠重症急性胰腺炎相关性肾损伤

肾脏
<4DF :G4H

表达的影响

李之令!

#张#东#刘江伟#王#皓#李#瑞#许永华#高#婷#卢开柏#李建英

摘要#目的#探讨红景天对大鼠重症急性胰腺炎!

FHI

"相关性肾损伤肾脏诱生型一氧化氮合酶!

<4

"

DF

"

:G4H

表达的影响# 方法#将健康
7!

只
FC

大鼠随机分为$假手术组!

F

组"%

FHI

相关性肾损伤组

!

,

组"%红景天治疗组!

GJD

组"&每组
!5

只#

F

组和
,

组在建模前
& A

予以
#" :KELM

的生理盐水腹腔

注射&

GJD

组建模前
& A

各大鼠予以
#" :KELM

的红景天注射液腹腔注射#

,

组和
GJD

组开腹后钝性分

离胰腺周围韧带至胰头部&无创血管钳夹闭胰头
& A

后松开关腹后建立模型# 在造模完成后每组分别于

#!

%

!5

%

&% A

随机取
6

只大鼠检测其血淀粉酶%肌酐%尿素氮# 采用酶联免疫吸附试验!

9K)FH

"检测大鼠血

清
)K

"

#!

和
)K

"

#"

含量&再取左肾组织行病理组织学观察'右肾行实时定量聚合酶链反应!

G/;2

"

N<:/ I'G

"

检测
<4DF :G4H

的表达量# 结果#

,

组的血清淀粉酶活性%肌酐!

'O

"%尿素氮!

PQ4

"浓度及
)K

"

#!

%

)K

"

#"

的值%

<4DF :G4H

表达量显著高于
F

组 !

I R"

!

"#

"# 与
,

组比较&

GJD

组的肾脏和胰腺功能在各时

间点较
,

组明显改善&

GJD

组的
)K

"

#!

%

<4DF :G4H

的表达量显著降低&而
)K

"

#"

的值明显升高&差异均

有统计学意义!

I R"

!

"$

"# 结论#红景天对大鼠
FHI

相关性肾损伤有较好的治疗作用# 其作用主要通过

抑制促炎性因子
)K

"

#!

的表达&促进抗炎性因子
)K

"

#"

表达&下调
<4DF :G4H

的表达&减少氧自由基的生

成以及一氧化氮对细胞的损害和提高肾脏的耐缺氧能力有关#

关键词#重症急性胰腺炎'肾损伤'红景天'诱生型一氧化氮合酶
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!5 <. /;BA MO1-V3 G;N@ <. F ;.T , MO1-V@ >/O/ V/O<N1./;22X <.=/BN/T ><NA

#" :KELM @;2<./ &A ^/S1O/ :1T/2<.M
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1U<T/ @X.NA;@/
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1S )K

"

#!;.T <4DF @<M.<S<B;.N2X T/BO/;@/T

"

^-N )K

"

#" 2/W/2@ @<M.<S<B;.N2X <.BO/;@/T <. NA/ GJD MO1-V ><NA @N;

"

N<@N<B;2 T<SS/O/.B/

$

I R"

%

"$

%

3'1.B2-@<1.

$

GA1T<12; A;T ^/NN/O VO1N/BN<W/ /SS/BN 1. FHI ;@@1B<;N/T O/.;2 <.

"

=-OX

"

>A<BA :<MAN ^/ ;BA</W/T NAO1-MA <.A<^<N<.M NA/ /UVO/@@<1. 1S )K

"

#!

"

@N<:-2;N<.M NA/ /UVO/@@<1. 1S )K

"

#"

"

T1>.

"

O/M-2;N<.M <4DF :G4H /UVO/@@<1.

"

O/T-B<.M NA/ M/./O;N<1. 1S 1UXM/. SO// O;T<B;2@ ;.T 4D T;:

"

;M/ N1 B/22@

"

;.T <:VO1W<.M AXV1U<; N12/O;.B/ B;V;^<2<N</@ 1S NA/ L<T./X3

]9\+DGCF

$

@/W/O/ ;B-N/ V;.BO/;N<N<@

&

O/.;2 <.=-OX

&

GA1T<12;

&

<.T-B<^2/ .<NO<B 1U<T/ @X.NA;@/

##红景天$

GA1T<12;

%是蔷薇目景天科多年生草本

或亚灌木野生植物"它的药用价值很早就被应用于临

床疾病的治疗中"在藏医药著作'四部典医(及'本草

纲目(中都有它的记载" 具有益气活血)通络平喘的功

效* 但现代研究表明"红景天具有抗缺氧+

#

,

)抗菌)抗

氧化+

!

,

)提高免疫力+

&

"

5

,等作用* 在重症急性胰腺炎

$

@/W/O/ ;B-N/ V;.BO/;N<N<@

"

FHI

%相关性肾损伤

中"炎症反应在其肾损伤中起到重要的作用* 诱生型

一氧化氮合酶$

<.T-B<^2/ .<NO<B 1U<T/ @X.NA;@/

"

<4

"

DF

%是炎症反应中重要的诱导酶"在
FHI

相关性肾损

伤中起到重要的损害作用* 本研究目的是观察红景天

对
FHI

相关性肾损伤肾脏组织
<4DF :G4H

表达以

及对细胞因子
)K

"

#!

和
)K

"

#"

的影响"探讨红景天对

FHI

相关性肾损伤的治疗机制*

材料与方法

#

#动物#

6

$

#"

周龄
FC

大鼠"

FIa

级"

!5

只"

雌雄不限"平均体重$

&!"

%

!$

%

M

"购自新疆医科大学

实验动物中心"动物合格证号##新医动字
F\[]

$新%

!""&

&

"""#

"室温$

!#

%

#

% '"自由进食水*

!

#药物#

&b

戊巴比妥钠$武汉人福科技%)红景

天注射液$

$ :KE

支"相当于红景天生药
"

!

6 ME:K

"兰

州军区乌鲁木齐总医院药剂科%)生理盐水$四川科伦

医药%*

&

#试剂#

)K

"

#!

和
)K

"

#"

试剂盒$上海依科赛生物

制品有限公司%)

*O<`12

$北京康为世纪生物技术有限公

司%)氯仿$天津福晨化学试剂厂%)异丙醇$天津福晨化

学试剂厂%)无水乙醇$天津市化学三厂%)反转录试剂盒

$

<.WNO1M/.

"

QFH

%)

F\PG ZO//. F/2/BN ,;@N/O ,<U

$

K<S/ */BA.121M</@ '1OV1O;N<1.

%)

$

(

*P9

$上海生

工生物%)琼脂糖$

).W<NO1M/.

"

QFH

%)核酸染料)

,;OL

"

/O

)

K;TT/O

$北京天根生物有限公司%"引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成*

<4DF I'G

上游#

$

)"

Z*Z'*HH*Z'ZZHHZZ*'H*Z

"

&

)"下游#

&

)"

Z'*

"

*''ZH'***''*Z*'*'HZ*H

"

$

)" 扩 增 长 度 为

&5$ ^V

&

!

"

;BN<. I'G

上游#

$

)"

Z''HZZH*HZHZ'

"

'H''HH*'

"

&

)"下游#

&

)"

H'*Z'''*ZZ'*''*HZ

"

'H

"

$

)"扩增长度为
!## ^V

*

5

#仪器#全自动生化分析仪$迈瑞公司%"奥林

巴斯光学显微镜$日本%"电泳仪$北京六一仪器厂%"

分光光度计$

P<1

"

G;T

"

QFH

%"

I'G

基因扩增仪$

P<1

"

G;T

"

F<.M;V1O/

%"

G/;2

"

N<:/ I'G

仪 $

P<1

"

G;T

"

QFH

%*

$

#方法

$

!

#

#实验分组#将
7!

只
FC

大鼠按体重及窝别

随机分为假手术组$

F

组%)

FHI

相关性肾损伤组$

,

组%)红景天治疗组$

GJD

组%"每组
!5

只"每组又设

#!

)

!5

)

&% A &

个时间点*

$

!

!

#术前准备#术前
#! A

禁食"自由饮水* 在

建模前
& A

"

F

组和
,

组分别予以
#" :KELM

的生理

盐水腹腔注射"

GJD

组予以
#" :KELM

的红景天注射

液腹腔注射*

&b

戊巴比妥$

&" :MELM

%腹腔注射麻醉

成功后固定)备皮)碘伏消毒手术区后常规铺巾*

$

!

&

#实验造模#

F

组开腹后仅翻动胰腺
&

次"将

胰腺放回其解剖位置后无菌辅料覆盖
& A

后关腹*

,

组和
GJD

组采用胰头夹闭法+

$

,建立实验模型*

$

!

5

#术后处理#术后放回饲养箱"

5 A

后可进

食水* 每隔
% A

"

F

组和
,

组予以
#" :KELM

生理盐

盐水腹腔注射"

GJD

组予以
#" :KELM

的红景天注射

液腹腔注射*

$

!

$

#标本的采集#

F

)

,

)

GJD

组分别于
#!

)

!5

)

&% A

麻醉大鼠"常规消毒)铺巾)拆线进入腹腔观察腹

腔内各脏器的大体情况后寻找并充分暴露下腔静脉用

两只促凝管各抽取
& :K

静脉血液"

#

只立即行血淀

粉酶)肌酐$

BO/;N<.<./

"

'O

%)尿素氮$

^211T -O/; .<

"

NO1M/.

"

PQ4

% 检测&另
#

只血液经
& """ O E:<.

离心

机离心
#" :<.

"小心吸取上层血清保存于 &

7"

'备

测
)K

"

#!

)

)K

"

#"

含量* 取左肾脏一大小约
# B:

(

# B:

的组织用
#"b

福尔马林
IPF

液固定后石蜡包

埋"切片后行苏木素&伊红染色$

J9

%"进行组织形态

学观察* 取右肾用无菌盐水纱布擦净血迹后放入冻存

管中密封编号后液氮冷冻保存*

$

!

%

#血清
)K

"

#!

)

)K

"

#"

含量的测定#采用双抗体

夹心
9K)FH

法检测"具体步骤严格按试剂盒使用说明
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%

书进行操作* 通过绘制标准曲线得出样品中相应细胞

因子含量"该法检测
)K

"

#!

)

)K

"

#"

灵敏度为
#$ VME:K

*

$

!

7

#

G/;2

"

N<:/ I'G

检测肾组织中
<4DF :G

"

4H

表达#从冻存管中取
"

!

# M

肾组织放入加有液氮的

研钵中"不断加入液氮转动杵子直至肾组织研磨成均匀

粉末状后加入
# :K *O<`12

按说明书提取肾
G4H

* 通

过分光光度计测定其
G4H

的浓度"根据分光光度计

!%" .:E!6" .:

处的比值测定其纯度"满意后取样品

的
G4H $ "M

进行反转录合成
BC4H

* 再取待测样品的

BC4H

按说明书配制成总体积为
!" "K

的
G/;2

"

N<:/

I'G

反应体系*

!

"

;BN<.

反应条件#

8$

'

& :<.

&

8$

'

#" @

"

%"

'

&" @

"

5"

个循环&

%$

'

#" @

"

%#

个循环*

<4DF

反应条件#

8$

'

& :<.

&

8$

'

#" @

"

$%

'

&" @

"

5"

个循环&

%$

'

#" @

"

%#

个循环* 取一
I'G

产物在

!b

琼脂糖凝胶电泳回收后稀释
6

个浓度梯度制作
C4H

标准曲线"各样本的基因浓度结果直接由机器生成* 每

个样本的
<4DF

基因的浓度与其
!

"

;BN<.

基因浓度的比

值即为
<4DF :G4H

的相对表达量*

$

!

6

#统计学方法#应用
FIFF #7

!

"

软件包进

行统计学处理"计量资料以
U

%

@

表示* 多组间比较选

用单因素方差分析"两组比较采用
KFC

"

N

检验*

I R"

!

"$

为差异有统计学意义*

结##果

#

#

&

组大鼠胰腺组织大体及病理学变化比较

$图
#

%#

F

组在各时间点"胰腺组织无充血水肿及出

血*

,

组在造模完成后大体可见胰腺组织轻度肿胀"

#! A

时见腹腔有血性腹水"胰腺出现出血)坏死"

!5 A

时见皂化斑形成* 但
GJD

组较
,

组胰腺损伤减轻"

胰腺出血坏死不如
,

组明显"有少量的皂化斑出现"

腹腔血性腹水也较
,

组减少* 病理切片见
F

组胰腺

组织结构正常"无出血坏死及炎性细胞的浸润*

,

组

胰腺充血肿胀"胰腺间质和腺小叶大量炎性细胞浸润"

部分胰腺组织呈弥漫性出血及坏死"胰周脂肪坏死"部

分腺泡细胞溶解"只剩下解体细胞残留* 而
GJD

组

见胰腺仍充血肿胀"但间质只有少量的炎性细胞浸润"

血管充血不如
,

组明显"仅有片状出血与坏死*

!

#

&

组大鼠肾脏组织大体及病理学变化比较

$图
!

%#各组在造模完成时肾脏体积和外观无明显变

化* 造模完成后
!5 A

肾脏病理切片见
,

组肾小管上

皮细胞水肿)个别细胞坏死脱落进入管腔"管腔变窄)

肾小球中度瘀血"血管周围见炎性细胞浸润* 而
GJD

组病理切片见肾小管上皮细胞水肿不如
,

组明显"管

腔轻度变窄"肾小球轻度瘀血"未见明显坏死细胞*

图
#

$

&

组大鼠胰腺组织病理变化情况#$

J9

染色" (

5""
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组大鼠肾脏组织病理变化情况#$
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染色" (
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组大鼠血清淀粉酶水平比较$表
#

%#

F

组

血清淀粉酶在各时间点无明显变化"

,

组血清淀粉酶

较
F

组明显升高$

I R"

!

"#

%"各时间点
GJD

组血清

淀粉酶升高不如
,

组明显"差异有统计学意义$

I R

"

!

"$

%*

表
#

$
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组大鼠血清淀粉酶水平比较#$

QEK

"

U

%

@

%

组别
.

血清淀粉酶

#! A !5 A &% A

F !5 8#$

*

#

%

&8

*

$ 8""

*

&

%

5%

*

7 8#7

*

5

%

55

*

"

, !5

! "!7

*

!

%

##7

*

6

"

& %$6

*

7

%

#7&

*

7

"

5 #$$

*

"

%

!5"

*

#

"

GJD !5

# $7$

*

"

%

7!

*

%

!

& &#&

*

7

%

#&7

*

%

!

& %$%

*

6

%

#%!

*

5

!

##注#与
F

组同期比较"

"

I R"

!

"#

&与
,

组同期比较"

!

I R"

!

"$

5

#

&

组大鼠血清
'O

及
PQ4

结果比较$表
!

%

各时间点
F

组的
'O

和
PQ4

的检测值无明显变化*

,

组较
F

组的
'O

)

PQ4

检测值升高明显$

I R"

!

"#

%"但

GJD

组较
,

组的
'O

)

PQ4

的检测值升高幅度要小"

差异均有统计学意义$

I R"

!

"$

%*
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组血清中细胞因子
)K

"

#!

)

)K

"

#"

平水比较

$表
&

%#

,

组肾组织中血清中
)K

"

#!

)

)K

"

#"

含量的表达

量明显高于
F

组$

I R"

!

"#

%* 但在
GJD

组"

)K

"

#!

的

表达量相对于
,

组下降明显"而
)K

"

#"

的表达量较
,

组明显升高"差异均有统计学意义$

I R"
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!
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%

#

&

组大鼠肾脏
<4DF :G4H

表达量比较$表
5

%

F

组肾组织中
<4DF :G4H

无表达"而
,

组和
GJD

组

肾组织中
<4DF :G4H

表达量又较
F

组明显升高

$

I R"

!

"#

%"但
GJD

组升高幅度较小"差异有统计学意

义$

I R"

!

"$

%*

表
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$

&

组大鼠肾脏
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表达量比较#$ (

#"
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讨##论

FHI

肾损伤的因素很多"常见原因有微循环障

碍)内毒素)细胞因子)氧自由基)电解质紊乱)胰源性

肾毒)高尿酸血症等"但
FHI

肾损伤中微循环障碍所

导致的一氧化氮$

4D

%过量生成在
FHI

肾损伤中起

到主要的作用+

%

,

" 一氧化氮合酶$

4DF

%是机体内
4D

生成的主要限速酶+

7

,

"

4D

产生量的多少主要受到

4DF

的调控"

4DF

通过催化
K

"精氨酸$

K

"

HOM

%"把
K

"

HOM

降解为胍氨酸并释放出
4D

* 红景天具有活血化

瘀的作用"可以改善血液黏度)减小血流阻力"减轻肾

脏的微循环障碍减少氧自由基的产生达到治疗
FHI

肾损伤的作用"其治疗机制可能是通过红景天的抗氧

化作用和机体免疫调节作用实现*

4DF

可以分为机构型 $

B4DF

%和诱导型 $

<4

"

DF

%"前者又分为内皮细胞型$

/4DF

%和神经元型

$

.4DF

%*

/4DF

广泛分布于心)肾及血管内皮细胞"

主要负责
4D

的基础合成"满足机体对
4D

的生理需要

量*

<4DF

为一种机体内重要的促炎性酶"在正常生理

条件下不表达+

6

,

*

4DF

是一种血红素蛋白"激活位点

上需要两个血红素分子+

8

,

* 由于当机体发生
FHI

时"

红细胞受内毒素)促炎性细胞因子)胰蛋白酶等的共同

作用"同时还伴有血小板活化因子$

IHa

%)血栓素
H!

$

*[H!

%的促凝物质的影响"血液黏度的增加"以及机体

处于缺氧状态"红细胞的受到的破坏相对增加"机体内

的血红素浓度也相应的增加"

<4DF

被激活*

4DF

又属

于细胞色素
I5$"

酶"

I5$"

酶在肝和肾上腺的微粒体

中含量最多"在其他组织的线粒体内膜上也存在* 当

FHI

进一步发展时"由于细菌的感染)氧自由基的生成

增加"

I5$"

酶的表达量也相应增加"因此
<4DF

酶的生

成量也相应的增加"也可以促进内皮细胞生成大量的

4D

*

4D

的生物活性多样"不同的浓度具有不同的生物

效应* 低浓度时能扩张血管"改变血管通透性"改善微

循环以及减少多种促炎症因子的表达"减少全身炎症反

应* 高浓度时可以强烈舒张肾皮质和肾髓质的微小血

管"导致微小血管的内皮间隙增宽"血管通透性改变"大

量炎性损害因子与内皮细胞的相互作用"促使大量活性

氧弹性蛋白酶和溶酶体酶释放"激活补体"对肾小球及

肾小管血管内皮细胞产生损害"导致肾脏内血管出现瘀

血及出血"肾小球及肾小管细胞出现充血水肿以及坏

死*

4D

过量生成还可以与呼吸链复合体
#

所释放的超

氧化物结合形成过氧化亚硝酸盐"对线粒体造成损

伤+

#"

,

&而且局部过量的
4D

与氧自由基相互作用后对

肾组织细胞起直接毒性作用+

##

,

* 因此在模型组中"肾

小球及肾小管的细胞充血水肿甚至坏死"肾脏功能受到

严重损害"

'O

和
PQ4

的值相对于正常对照组明显升

高* 在
GJD

组中"由于红景天含有铜&锌"

FDC

与锰"

FDC

是很好的氧自由基的清除剂+

#!

,

"能提高细胞内

FDC

的量"清除部分氧自由基"细胞内氧自由的量相应

减少"肾脏受到氧自由基的损伤减轻* 而且肾脏在红景
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%

天的抗凝+

#&

,

)抗缺氧作用下血液黏稠度下降"肾脏小血

管扩张"肾脏微循环得到很好的保护"血红素生成量减

少"

<4DF :G4H

的表达也明显下降$

I R"

!

"# !

* 在

GJD

组中大鼠肾脏组织
<4DF :G4H

的表达受到了

明显的抑制"故红景天可以通过下调
<4DF :G4H

的

表达"减少机体产生大量的
4D

"抑制大量
4D

的生成对

肾脏细胞的破坏作用* 故在
GJD

组中肾功能得到了很

好的保护"血
'O

和
PQ4

的值相对于
,

组得到了明显

的下降$

I R"

!

"$

%"病理损伤也明显减轻"无明显的坏

死脱落的细胞和炎细胞的浸润*

红景天的机体免疫调节作用* 由于
FHI

发生时"

机体常出现革兰氏阴性菌感染+

#5

,所释放出大量的内毒

素及促炎性因子$如
*4a

"

$

)

)K

"

#

)

)K

"

%

等%* 内毒素可

以促使单核巨噬细胞释放"刺激粒细胞的活化"活化了

的粒细胞与内皮细胞黏附刺激巨噬细胞功能的激活"释

放出活性氧自由基)蛋白酶和水解酶* 大量炎性介质的

活化和氧自由基产生可以互相起协同作用造成肾脏细

胞膜的损伤"而且大量活化了的炎性细胞黏附在肾脏血

管内皮上进一步造成了肾毛细血管壁的严重受损* 同

时由于血液黏度的增加"促进微循环血栓的形成"加之

机体的低血容量加重了肾血容量灌注不足"进一步加重

肾损伤+

#$

,

* 红景天可以通过抑制促炎性因子的释放"

促进抗炎性因子的释放调节机体的免疫再平衡达到治

疗目的* 在
GJD

组中促炎性细胞因子
)K

"

#

的表达受

到明显的抑制"表达量明显减少&而抗炎症因子
)K

"

#"

却

得到了进一步的激活"血清中的表达明显升高

$

I R"

!

"#

%"很好地证明了红景天的免疫调节作用* 抗

炎性因子
)K

"

#"

表达不断增强"不但可以抑制炎性因子

的表达"而且还可以通过诱导合成促炎性因子拮抗剂来

发挥对促炎性因子的抵抗作用+

#%

,

*

总之"红景天主要通过抑制促炎性因子
)K

"

#

的表

达"促进抗炎性因子
)K

"

#"

表达"调节机体的免疫再平

衡&下调
<4DF :G4H

的表达"抑制大量
4D

的产生

以及氧自由基的生成对细胞的损害作用来保护肾小球

和肾小管免受损伤因子的进一步损害"维持了正常的

肾脏功能"对肾脏起到很好的保护作用* 但红景天对

FHI

的保护作用还有其他机制的共同参与"还需要更

进一步的阐述* 在此次实验中"红景天治疗
FHI

肾损

伤的大鼠模型取得了较好的实验效果"但红景天用于

FHI

相关性肾损伤治疗还处于探索阶段"还需要更多

的实验的研究来证实它的有效性及安全性*
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