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!基础研究!

参附注射液对猪创伤性心脏骤停复苏后

肾损伤的保护作用研究

夏森林#

"
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"徐杰丰#
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"沈"鹏#
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"高玉芝#

"刘少云#
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摘要"目的"探讨参附注射液对猪创伤性心脏骤停复苏后肾损伤的保护作用# 方法"国产健康雄性白

猪
!#

头"采用随机数字表法分为假手术组$

LM+B

组"

, N:

%&创伤性心脏骤停复苏$

(%O

组"

, N=

%和参附

组$

L7'

组"

, N<

%#

LM+B

组只经历气管插管及动静脉置管"不经历放血&复苏等过程#

(%O

组匀速释放总

血容量的
$"P

"然后经电刺激法室颤
: BC,

"心肺复苏
: BC,

后常规液体复苏治疗#

L7'

组在
(%O

组基础

上于复苏后
: BC,

进行参附注射液的干预# 于放血前
#" BC,

&复苏后
#

&

;

&

@

&

!$ M

检测血清
(47

$

!

&

'5

$

@

&

肌酐$

%.

%&尿素氮$

QR4

%水平# 复苏后
!$ M

经右侧耳缘静脉注射
#"P

氯化钾液
!" B5

处死猪"迅速获取

肾组织标本"应用原位末端标记法$

(4RA5

法%检测细胞凋亡情况"免疫组织化学法检测半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶$

;

$

%+ST+S?

$

;

%的蛋白表达水平# 结果"

(%O

组中有
8

头猪复苏成功"

L7'

组和
LM+B

组中所有猪

复苏成功# 与
LM+B

组比较"

(%O

组血清
%.

水平在复苏后
!$ M

&

QR4

水平在复苏后
#

&

;

&

@

&

!$ M

均明显

增高$均
U V"

!

":

%"

(47

$

!

&

'5

$
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水平在复苏后
;

&

@

&

!$ M

明显增高$均
U V"

!

":

%"复苏后
!$ M

后肾组织细

胞凋亡指数及
%+ST+S?

$

;

表达增加$均
U V"

!

":

%# 与
(%O

组比较"

L7'

组
QR4

水平复苏后
;

&

@ M

明显降

低$均
U V"

!
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$

!
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$
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水平在复苏后
;

&

@

&
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明显降低$均
U V "

!

":

%"肾组织细胞凋亡指数和

%+ST+S?

$

;

蛋白表达有所降低"但差异无统计学意义$均
U W"

!

":

%# 结论"在猪
(%O

复苏模型中"早期应

用参附注射液能够明显减轻复苏后肾损伤# 其机制可能与抑制系统炎症反应&减轻细胞凋亡有关#

关键词"创伤性心脏骤停' 心肺复苏' 肾损伤' 参附注射液' 炎症反应' 细胞凋亡
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#
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"

@ +,H !$ M +ZX?. .?S-SICX+XC1,

$

+22 U V"

%
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XM? FCH,?/ +T1TX1SCS C,H?`

+,H ?`T.?SSC1, 1Z %+ST+S?

$

; c?.? b1XM C,I.?+S?H C, (%O ].1-T +X !$ M +ZX?. .?S-SICX+XC1,

$

+22 U V"

%

":

%

3

%1BT+.?H cCXM (%O ].1-T

"

XM? QR4 2?Y?2 +X ;

"
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$
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#

', + T1.IC,? B1H?2

1Z X.+-B+XCI I+.HC+I +..?SX +,H .?S-SICX+XC1,

"

?+.2/ +TT2CI+XC1, 1Z L7' I+, SC],CZCI+,X2/ +22?YC+X? T1SX

$

.?

$

S-SICX+XC1, FCH,?/ C,E-./

"

cMCIM B+/ b? .?2+X?H X1 C,MCbCXC1, 1Z S/SX?BCI C,Z2+BB+X1./ .?ST1,S? +,H I?22

+T1TX1SCS 3
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#

X.+-B+XCI I+.HC+I +..?SX

&

I+.HC1T-2B1,+./ .?S-SICX+XC1,

&

FCH,?/ C,E-./

&

LM?,Z- ',E?I

$

XC1,

&

C,Z2+BB+X1./ .?ST1,S?

&

I?22 +T1TX1SCS

""心脏骤停$

I+.HC+I +..?SX

"

%O

%复苏成功后机体

常常继发出现急性肾损伤"发生率在
#!P

%

!8P

"并

成为仅次于复苏后心脑损伤影响预后的重要因素(

#

)

*

如何早期防治复苏后的急性肾损伤"对提高心肺复苏

患者的存活率及生活质量具有重要的临床意义* 近年

来越来越多的研究证实参附注射液能够对心脏骤停复

苏后的脏器损伤提供保护作用(

!

#

$

)

"而针对复苏后肾

损伤的影响研究很少(

:

"

@

)

* 本研究旨在通过建立创伤

性心脏骤停$

X.+-B+XCI I+.HC+I +..?SX

"

(%O

%复苏

猪模型"通过早期应用参附注射液观察其对复苏后肾

损伤的影响及可能机制*

材料与方法

#

"动物"国产健康雄性白猪
!#

头"由上海甲干生

物医学公司提供"月龄
;

%

$

个月"体重$

;;

!

#

&

;

!

@

%

F]

*

动物合格证号
L%\[

$沪%

!"#:

#

""":

* 所有动物标

准饲料喂养"实验前动物禁食
#! M

"不禁水* 本实验

通过浙江大学医学院动物伦理委员会批准 $批号#

'O%R%

$

U!"#<"!

%"动物处置方法符合动物伦理学

标准*

!

"药物及主要试剂"参附注射液$

:" B5>

瓶"雅安

三九药业有限公司提供"批号#

!""$;##<

%"

(R4A5

试剂

盒$武汉博士德生物工程有限公司提供"批号#

!"#<"@"#

%"

%+ST+S?

$

;

抗体+

(47

$

!A5'LO

试剂盒+

'5

$

@ A5'LO

试剂盒$均由上海美轩生物科技有效公司提

供"批号分别为
!"#<"!":

+

!"#<"$"=

+

!"#<":"8

%*

;

"动物模型的制备"参照徐杰丰+

6R )

等(

<

#

=

)

的方法"臀部肌肉注射氯胺酮
!" B]>F]

和咪达唑仑

"

!

! B]>F]

诱导麻醉"经右侧耳缘静脉丙泊酚注射液

负荷剂量
"

!

# ]

注射后"微泵
!

!

"

%

$

!

$ B]>

$

F]

!

M

%

维持镇静&芬太尼注射液
# "]>

$

F]

!

M

%维持镇痛* 经

口气管插管连接呼吸机&呼吸机调节参数#潮气量

#" B5>F]

"吸入氧浓度
!#P

"呼气末正压$

T1SCXCY?

?,H ?`TC.+X1./ T.?SS-.?

"

UAAU

%

; IB 9

!

K

"并调

节呼吸频率维持呼吸末
%K

!

分压$

?,H

$

XCH+2 I+.b1,

HC1`CH?

"

A(%K

!

%在
;:

%

$: BB9]

* 多参数监护仪

进行实时监测* 暴露右侧股动脉"置入
87 7+SX

$

%+XM

导管"用于失血&右侧股静脉置入
O..1c

单针双腔中

心静脉导管"用于输血+输液&右侧颈外静脉置入诱颤

电极"用于诱发室颤&空调控制室温
!;

%

!@

'* 外科

手术完成后"利用血泵经右股动脉
!" BC,

内匀速释

放
$"P

总血容量* 经右室诱颤电极放电"当出现室颤

波形并且平均动脉压降到
!" BB9]

以下视为诱颤成

功"维持无治疗室颤
: BC,

"然后开始心肺复苏$

I+.

$

HC1T-2B1,+./ .?S-SICX+XC1,

"

%Ua

%#人工胸外按压

和球囊辅助通气比例
;"

(

!

"保证按压深度
:

%

@ IB

+

频率
#""

%

#!"

次
>

分"持续
: BC,

* 按压开始即予液

体复苏#

# M

匀速输入
@"P

总血容量的晶体液"然后

# M

匀速回输
!"P

总血容量的自体血液*

%Ua

!

!

: BC,

时"肾上腺素
!" "]>F]

静脉注射"

%Ua
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#

: BC,

时"予除颤监护仪双向波
#:" &

电除颤
#

次"电

除颤后即刻观察监护仪
#

导联心电图波形及动脉血

压"当出现规则的自主心律且平均动脉压
!@" BB9]

并持续维持
: BC,

以上视为恢复自主循环$

.?X-., 1Z

ST1,X+,?1-S IC.I-2+XC1,

"

aKL%

%成功*

aKL%

未

恢复则继续
%Ua ! BC,

+电除颤
#

次"重复此流程
"

:

次&

: BC,

若还未
aKL%

"则放弃按压"视为复苏失

败&连续监测
@ M

后动物脱机+拔管"拔除各处导管"缝

合伤口"送回猪笼并继续观察
#8 M

*

$

"动物分组及干预方法"所有动物采用随机数

字表法分为假手术组$

LM+B

组"

, N:

%+创伤性心脏

骤停复苏组$

(%O

组"

, N =

%和参附组$

L7'

组"

, N

<

%* 其中
LM+B

组只经历气管插管及动静脉置管"但

不经历失血+室颤+

%Ua

等过程*

(%O

组经历失血+

室颤$

Y?,X.CI-2+. ZCb.C22+XC1,

"

07

%+

%Ua

及液体复苏

$输血+输液%全过程* 而
L7'

组在
(%O

组基础上于

复苏后
: BC,

静脉注射参附注射液
#

!

" B5>F]

"然后

以
# B5>F]

的总量静脉微泵维持
@ M

"其用量用法与临

床治疗严重感染成人患者剂量相近(

#"

#

#!

)

*

:

"检测指标及方法

:

!

#

"复苏前一般情况及复苏结果比较"记录

;

组动物在复苏前的体重"

A(%K

!

+心率$

M?+.X .+X?

"

9a

%+平均动脉压$

B?+, +.X?.C+2 T.?SS-.?

"

*OU

%

以及放血前所使用的丙泊酚的药物用量"观察
;

组动

物的复苏结果*

:

!

!

"血清肾功能指标"放血前
#" BC,

+复苏后

#

+

;

+

@

+

!$ M

采集血液标本采用全自动生化分析仪检

测血清肌酐$

I.?+XC,C,?

"

%.

%+尿素氮$

b211H -.?+ ,C

$

X.1]?,

"

QR4

%水平*

:

!

;

"血清炎症因子指标"放血前
#" BC,

+复苏

后
#

+

;

+

@

+

!$ M

采集血液标本利用
A5'LO

法检测

(47

$

!

及
'5

$

@

的血清浓度*

:

!

$

"细胞凋亡检测"复苏后
!$ M

经右侧耳缘静

脉静注
#"P

氯化钾
!" B5

"猪安乐死"迅速获取肾组

织标本"用
(R4A5

法"将组织切片置于
!""

倍光镜下

随机选取
;

个视野"取平均值"计算棕黄色阳性细胞数

占总细胞数的百分比"即凋亡指数$

P

%

N

阳性细胞数
>

总细胞数)

#""P

&用免疫组织化学染色法"将切片在

!""

倍光镜下随机选取
;

个视野"以胞浆内出现棕黄

色颗粒为阳性细胞"运用
'B+]? U.1T2-S

图像分析系

统检测每个视野中半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶$

;

$

%+ST+S?

$

;

%阳性表达的累积光密度值 $

C,X?].+2

1TXCI+2 H?,SCX/

"

'KJ

%"取平均值作为
%+ST+S?

$

;

的

表达水平*

@

"统计学方法"采用
LULL #=

!

"

统计软件进

行分析"计量资料进行正态性检验"正态分布者以

`

&

S

表示&计量资料采用重复测量的方差分析"每个

时间点的组间比较采用单因素方差分析"多重比较采

用
Q1,Z?..1,C

* 计数资料比较采用
$

! 检验*

U V

"

!

":

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组动物复苏前一般情况比较及复苏结果

$表
#

%"

(%O

组中的
=

头猪有
8

头复苏成功"

L7'

组和

LM+B

组中的所有猪均复苏成功* 各组动物在复苏前

体重+

A(%K

!

分压+

9a

+

*OU

及放血前所使用的丙泊酚

的药物用量组间差异均无统计学意义$均
U W"

!

":

%*

表
#

#各组动物复苏前一般情况比较$

`

&

S

%

组别
,

体重

$

F]

%

A(%K

!

$

BB9]

%

9a

$

bTB

%

*OU

$

BB9]

%

丙泊酚

$

B]

%

LM+B : ;:

*

"

&

#

*

@ $"

&

! 8@

&

#! ##<

&

@ ##@

&

;

(%O 8 ;!

*

$

&

;

*

= $"

&

; =#

&

!! #":

&

#; #"$

&

;$

L7' < ;!

*

;

&

!

*

; $"

&

! 8<

&

#: #"$

&

#@ ##$

&

!

!

"各组复苏后
%.

+

QR4

水平比较$表
!

%"与

LM+B

组比较"

(%O

组复苏后
!$ M

血清
%.

水平及复

苏后
#

+

;

+

@

+

!$ M QR4

水平均明显增高 $均

U V"

!

":

"

U V "

!

"#

%&与
(%O

组比较"

L7'

组复苏后

;

+

@ M QR4

水平明显降低$均
U V "

!

":

%"

%.

水平在

复苏后虽有所降低"但差异无统计学意义$

U W"

!

":

%*

;

"各组血清
(47

$

!

+

'5

$

@

水平比较$表
;

%"与

LM+B

组比较"

(%O

组
(47

$

!

+

'5

$

@

水平在复苏后
#

+

;

+

@

+

!$ M

明显增高$均
U V "

!

"#

%&与
(%O

组比较"

L7'

组
(47

$

!

+

'5

$

@

水平在复苏后
;

+

@

+

!$ M

明显降低

$均
U V"

!

":

%*

表
!

#各组血清
%.

+

QR4

水平比较"$

`

&

S

%

组别
,

%.

$

"B12>5

%

Q5 Ua # M Ua ; M Ua @ M Ua !$ M

QR4

$

BB12>5

%

Q5 Ua # M Ua ; M Ua @ M Ua !$ M

LM+B : <$

&

; @8

&

$ @=

&

## <!

&

## @8

&

8 !

*

$

&

"

*

: !

*

:

&

"

*

$ !

*

$

&

"

*

$ !

*

:

&

"

*

$ !

*

$

&

"

*

$

(%O 8 <=

&

< #"8

&

;= ##!

&

$# ##@

&

:!

=$

&

#!

#

;

*

"

&

"

*

=

:

*

!

&

!

*

@

#

:

*

8

&

!

*

@

#

@

*

:

&

!

*

#

##

:

*

8

&

#

*

8

##

L7' < <=

&

@ 8!

&

#! 8$

&

#; ==

&

$; 88

&

## !

*

$

&

"

*

8 ;

*

;

&

"

*

<

;

*

#

&

"

*

@

$

;

*

=

&

#

*

"

$

$

*

$

&

#

*

!

""注#

Q5

为基线值&

Ua

为复苏后&与
LM+B

组同时点比较"

#

U V"

!

":

"

##

U V"

!

"#

&与
(%O

组同时点比较"

$

U V"

!

":

"

$$

U V"

!

"#

&下表同
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!

#
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表
;

#各组血清
(47

$

!

+

'5

$

@

水平比较$

T]>B5

"

`

&

S

%

组别
,

(47

$

!

Q5 Ua# M Ua; M Ua@ M Ua!$ M

'5

$

@

Q5 Ua# M Ua; M Ua@ M Ua!$ M

LM+B : ;!"

&

#$ ;;"

&

= ;!!

&

!$ ;!!

&

#@ ;!=

&

;" #:#

&

## #:8

&

8 #:@

&

#" #:$

&

#: #@#

&

!#

(%O 8 ;$$

&

==

:!!

&

88

##

@==

&

#!$

##

8$!

&

=:

##

#";#

&
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##

#@$

&

$=

!!8

&

$"

##

;;8

&

@"

##

$"8

&

$@

##

$#@

&

#@

##

L7' < !8=

&

@$ $:@

&

==

:::

&

@:

$

:=:

&

:!

$$

:"=

&

@"

$$

#;<

&

;# #=;

&

$<

!@<

&

;!

$

!88

&

!:

$

#=8

&

!:
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$

"各组复苏后
!$ M

肾组织细胞凋亡程度比较

$表
$

"图
#

%"

(%O

组复苏后
!$ M

肾组织细胞凋亡指

数较
LM+B

组明显增高$

U V"

!

"#

%"

%+ST+S?

$

;

蛋白

阳性表达亦明显增高$

U V "

!

"#

%&

L7'

组肾组织细胞

凋亡指数和
%+ST+S?

$

;

蛋白阳性表达
'KJ

值虽较

(%O

组均有所降低"但差异均无统计学意义$均
U W

"

!

":

%*

表
$

#各组复苏后
!$ M

肾组织细胞凋亡程度比较"$

`

&

S

%

组别
,

细胞凋亡指数$

P

%

%+ST+S?

$

;

阳性
'KJ

值

LM+B : #

*

$

&

"

*

= "

*

8

&

"

*

!

(%O 8

##

*

=

&

$

*

;

##

$

*

:

&

#

*

!

##

L7' < #"

*

:

&

!

*

8 ;

*

;

&

"

*

8

""注#

O

+

J

为
LM+B

组&

Q

+

A

为
(%O

组&

%

+

7

为
L7'

组

图
#

#光镜下各组肾组织细胞凋亡情况$

(R4A5

" )

!""

%和

%+ST+S?

$

;

表达$

LU

" )

!""

%

讨""论

创伤失血性休克后机体血容量急剧减少"组织灌注

不足"细胞代谢紊乱伴器官继发性损伤* 而随着心脏骤

停+

%Ua

及复苏后自主循环的恢复"机体不可避免的出

现氧化应激+炎性细胞浸润游走"细胞内钙超载+微循环

血栓形成伴无复流+细胞凋亡等病理生理反应"易导致

复苏后多脏器功能损伤* 复苏后的肾损伤仅次于复苏

后心+脑损伤"是导致心脏骤停复苏后综合症患者最终

死亡的重要原因之一(

#;

)

* 参附注射液采方于参附汤"

由红参+附片提取物组成"主要有效成分为人参皂苷及

乌头类生物碱"具益气+回阳"固脱之功效"主治,手足逆

冷"头晕喘促"面色苍白"大汗淋漓"脉微欲绝-等,阳气

暴脱-的症候* 本研究建立创伤失血性休克后心脏骤停

的猪复苏模型"结果发现参附注射液对
(%O

复苏后的

急性肾损伤具有一定的保护作用* 何宇红等(

:

)在大鼠

肠系膜上动脉夹闭制作的肠缺血再灌注所致肾损伤模

型中"在缺血前
;" BC,

通过参附注射液预处理

$

#" B5>F]

%"在缺血
# M

+再灌注
@ M

发现
L7'

组的肾

组织中血红素加氧酶#

#

表达较生理盐水组明显升高"

而诱生型一氧化氮合酶表达及血浆
%.

+

QR4

水平均明

显降低* 进一步光镜下发现生理盐水组肾小管上皮及

肾小球毛细血管内皮细胞肿胀明显加重"管腔变窄或闭

合"肾小球及球后毛细血管内有破坏的红细胞及血红蛋

白堆积"而
L7'

组的病理损伤明显减轻* 提示参附注射

液在肠缺血再灌注所致肾损伤中也具有保护作用"并与

其抗氧化能力有关"与本研究结果较为一致* 进一步分

析可能与参附注射液的药理作用有关"其主要药理表现

为强心+利尿以及血压的双向调节"我们推测参附注射

液通过提高
(%O

复苏后的肾脏灌注水平"并且有效清

除自由基和过氧化物"提高肾组织的抗缺氧及抗应激能

力"从而减轻复苏后肾损伤"促进肾功能的恢复* 炎症

反应持续存在于心肺复苏期间"并且
'5

$

@

+

'5

$

#"

+

(47

$

!

等炎症介质与复苏后多脏器功能衰竭综合征的危重程

度密切相关(

#$

)

* 而
'5

$

@

作为一种多效性因子"是参与

免疫调节和炎性反应的重要细胞因子* 本研究选择

(47

$

!

+

'5

$

@

两种重要的促炎介质"结果发现
(%O

组心

脏骤停复苏后"

(47

$

!

和
'5

$

@

水平迅速上升并持续至

复苏后
!$ M

"提示在创伤性心脏骤停复苏后"机体存在

严重的炎症反应"而参附组的
(47

$

!

和
'5

$

@

水平较

(%O

组在复苏后明显降低"提示参附注射液能够明显

减轻复苏后机体的系统炎症反应* 庄育刚(

#"

)研究显

示"在脓毒症患者中应用参附注射液能够明显抑制炎性

因子
(47

$

!

+

'5

$

@

过量表达"防止多脏器功能衰竭综合

征的发生与发展*

)- )

等(

#:

)在大鼠盲肠结扎穿孔所

致的重症脓毒症模型中"应用参附注射液干预"并于
8 M

后处死"发现回肠组织结构+病理评分+黏膜上皮细胞凋

亡指数及抗凋亡蛋白
QI2

#

!

均有明显改善"血清
(47

$

!

明显降低"且高剂量的参附注射液具有更强的保护效

应"提示参附注射液改善肠损伤可能与抑制机体炎症反

应+减轻细胞凋亡有关*

_M+,] d

等(

#@

)在猪
%O>%Ua

模型中"在经历
8 BC,

室颤+

! BC, %Ua

后"应用参附
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!

#

注射液干预"发现
L7'

组较肾上腺组和生理盐水组在复

苏后的
'5

$

@

+

'5

$

8

和
(47

$

!

明显降低"而抗炎介质
'5

$

$

和
'5

$

#"

明显增加"其补体
%;

+

%$

和
%:Q

#

=

的值也

明显降低"证明参附注射液能够减轻复苏后的机体系统

炎症反应和免疫损伤*

心脏骤停复苏是全身缺血再灌注损伤的特殊形

式"而凋亡是缺血再灌注损伤的重要机制之一"并受多

基因严格调控"而凋亡标志性蛋白
%+ST+S?

$

;

在启动

凋亡程序中起关键作用*

%+ST+S?

$

;

蛋白活性认为

能够一定程度地反应细胞凋亡程度(

#<

)

* 本研究结果

显示参附注射液能够明显减轻
(%O

复苏后的细胞凋

亡* 参附注射液中的主要成分人参皂苷能够提高心肌

收缩力"增加心排血量"并且能够减轻氧自由基损伤"

抑制中性粒细胞黏附"减轻再灌注时的线粒体肿胀"从

而改善复苏后的肾缺血再灌注损伤"表现为细胞凋亡

减轻*

_M+,] *^

等(

$

)在猪
%O>%Ua

模型应用参附

注射液"发现在复苏后
@ M

的肺脏细胞凋亡指数和

%+ST+S?

$

;

蛋白较生理盐水组明显降低"抗凋亡蛋白

Q+2

$

!

+超氧化物歧化酶+

4+

e

$

[

e

$

O(U

酶和
%+

! e

$

O(U

酶表达增加"证明参附注射液通过减轻肺脏的细

胞凋亡+改善能量代谢和抗氧化能力来减轻复苏后的

肺损伤* 但参附注射液抑制细胞凋亡的具体路径尚不

清楚"有待进一步深入的研究* 综上所述"在猪创伤性

心脏骤停复苏模型中"早期应用参附注射液能够明显

改善复苏后的肾损伤* 其机制可能与抑制系统炎症反

应+减轻细胞凋亡有关*
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