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厄贝沙坦对肾缺血再灌注损伤小鼠氧化应激的影响
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摘　要　目的　探讨厄贝沙坦对肾缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）模型小鼠肾脏的保护作用及可能机制。方法　４０只 Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠随机分为 ４组，即假手术组、ＲＩＲＩ模型组、厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组和厄贝沙坦 １００ｍｇ／ｋｇ组，后 ３组均建立 ＲＩＲＩ小鼠模型，于术前

２４ｈ灌胃给药，连续 １周。再灌 ２４ｈ后处死各组小鼠，收集小鼠血清，分别检测各组小鼠血清肌酐（Ｓｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）和丙二醛

（ＭＤＡ）含量；光镜下观察小鼠肾脏病理变化；检测肾皮质 ＭＤＡ含量以及铜，锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ）、过氧化氢酶

（ＣＡＴ）活力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白的表达。结果　与假手术组比较，ＲＩＲＩ模型组小鼠血清 Ｓｃｒ、

ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量均明显升高（Ｐ＜０．０１），肾脏出现病理性变化，肾小管上皮细胞大量变性、坏死，炎性细胞浸润；肾皮质中 ＭＤＡ

含量明显升高（Ｐ＜０．０１），Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力均明显下降（Ｐ＜０．０１）；肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白表达均明显降低

（Ｐ＜０．０１）。厄贝沙坦预处理能够明显改善 ＲＩＲＩ模型组各指标（Ｐ＜０．０５），表现为血清 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量及肾皮质 ＭＤＡ含

量降低（Ｐ＜０．０５），肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力，Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）。结论　厄贝沙坦预处理

能减轻小鼠 ＲＩＲＩ损伤，其机制可能与抗氧化应激损伤有关。
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　　血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）在缺血性脏器损伤的发生、 发展中发挥着重要作用，抑制ＡｎｇⅡ的产生并干扰其作
用是缺血性脏器损伤治疗的关键所在

［１］
。厄贝沙坦是

一种新型且长效的 ＡｎｇⅡ受体（ＡＴ）拮抗剂，通过选择
性的与受体１（ＡＴ１）结合而完全阻断ＡｎｇⅡ的效应。众
所周知，厄贝沙坦因降低血压、预防心室重构而被广泛

应用于临床。现代药理研究证实其还具有多种生物活

性，如抗炎、抗氧化、抗凋亡等
［２～５］

。近年来发现其对

心、脑缺血再灌注损伤有确切的保护作用
［６～８］

。

·０７·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ａｕｇ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．８　　



肾缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）是临床常见的病理过
程，心脏暂停、休克、呼吸衰竭、肾移植等均可导致

ＲＩＲＩ。关于 ＲＩＲＩ的发生机制目前尚未完全阐明，有
研究证实可能与氧化应激损伤有关

［９］
。因此，从抗

氧化应激损伤角度出发探索药物防治 ＲＩＲＩ是一种举
措。抗氧化剂是一类能帮助捕获并清除自由基，从而

减轻对机体损害的一类物质。现存有很多种类抗氧

化剂，如维生素 Ｃ（ＶｉｔＣ）、脂溶性的维生素 Ｅ（Ｖｉｔ
Ｅ），此外，常见的还有超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧
化氢酶（ＣＡＴ）等。研究发现厄贝沙坦有强效的抗氧
化作用，可清除体内活性氧簇（ＲＯＳ），但是否对 ＲＩＲＩ
有效应，目前国内外尚未见相关报道

［３］
。本研究通

过建立 ＲＩＲＩ小鼠模型，观察厄贝沙坦对 ＲＩＲＩ的保护
作用，并初步探讨其作用机制，旨在为临床防治急性

肾损伤提供理论依据。

材料与方法

１．仪器：全自动生化分析仪（上海恒盛医疗器械
有限公司）；普通电冰箱（中国 Ｈａｉｅｒ公司）；超低温冰
箱（美国 ＮｕＡｉｒ公司）；Ｂｉｏ－Ｒａｄ垂直电泳槽（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；
Ａｌｐｈａ凝胶成像系统（美国 Ａｌｐｈａ公司）；智能型全自
动荧光倒置显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）等。

２．动物：健康 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ４０只［购自
上海斯莱克实验动物有限公司，生产许可证：ＳＣＸＫ
（沪）２００７－０００５，使用许可证：ＳＹＸＫ（沪）２００７－
０００５］，均为雄性，８～１２周龄，体质量２１～２６ｇ。购买
后标准条件饲养，自由进食饮水，每天交替进行 １２ｈ
光照、１２ｈ黑暗。

３．药品与试剂：厄贝沙坦（批号：ＣＡＳ１３８４０２－
１１－６）购自青岛捷世康生物科技有限公司；脂质氧化
（ＭＤＡ）检测试剂盒（批号：Ｓ０１３１）、Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ活性
检测试剂盒（ＷＳＴ－８法）（批号：Ｓ０１０３）、ＣＡＴ活性检
测试剂盒（批号：Ｓ００５１）、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记
二抗（批号：Ａ０２１６）和彩色预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ（批号：
Ｐ００６８）均购自上海碧云天公司；ａｎｔｉ－Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ（批
号：ａｂ１３４９８）、ａｎｔｉ－ＣＡＴ（批号：ａｂ－１６７３１）和 ａｎｔｉ－
β－ａｃｔｉｎ（批号：ａｂ８２２７）均购自英国 Ａｂｃａｍ公司。

４．方法：（１）ＲＩＲＩ模型小鼠的制备和动物分组：雄
性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４０只，适应性饲养１周后随机分成４
组，即假手术组、ＲＩＲＩ模型组、厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组和
厄贝沙坦１００ｍｇ／ｋｇ组，每组１０只。后３组制备 ＲＩＲＩ
模型，具体操作过程如下：２％的戊巴比妥钠（４０ｍｇ／
ｋｇ）腹腔内注射麻醉小鼠，腹部正中线做切口，暴露双

侧肾蒂，以无创动脉夹夹闭双侧肾蒂，４５ｍｉｎ后去除动
脉夹，缝合切口，２４ｈ取出双肾［１０］

。假手术组小鼠不夹

闭双侧肾蒂，其余同 ＲＩＲＩ模型组。厄贝沙坦组小鼠在
术前２４ｈ分别按 ５０ｍｇ／ｋｇ和 １００ｍｇ／ｋｇ灌胃给药［１１］

，

假手术组和 ＲＩＲＩ模型组小鼠仅接受等体积０．９％氯化
钠注射液，４组均连续给药１周。（２）血清 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和
ＭＤＡ含量的测定：各组小鼠再灌２４ｈ后分别从下腔静
脉取血，血液经离心后收集血清，全自动生化分析仪检

测血清 Ｓｃｒ和 ＢＵＮ含量；按照试剂盒说明书测定血清
ＭＤＡ含量。（３）肾皮质 ＭＤＡ含量以及 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ、
ＣＡＴ活力的测定：各组小鼠处死后，取出一侧肾脏，切
取部分皮质进行匀浆，按试剂盒说明书检测肾皮质匀

浆中 ＭＤＡ含量以及 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ的活力。（４）
肾脏病理组织学检查：各组小鼠再灌２４ｈ后，迅速取出
另一侧肾脏，置于４％多聚甲醛液中固定，常规脱水、石
蜡包埋、切片（约 ３μｍ厚）、ＨＥ染色，光镜下观察肾组
织病理变化。（５）肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白
表达的检测：每组小鼠各取５只，全部处死后取出部分
肾皮质，制备肾皮质匀浆，按相应比例（２０ｍｇ／２００μｌ）加
入预冷的组织裂解液，充分裂解后吸取上清，提取肾皮

质总蛋白，浓度采用 ＢＣＡ法测定。小鼠肾皮质中 Ｃｕ，
Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白水平采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测
定。取 ３０μｇ总蛋白加样于预灌制的聚丙烯酰胺凝
胶中，电泳 ２．５ｈ后电转移至硝酸纤维膜（ＰＶＤＦ），
５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，洗膜后加入ａｎｔｉ－Ｃｕ，
Ｚｎ－ＳＯＤ抗体及 ａｎｔｉ－ＣＡＴ抗体，４℃冰箱摇床孵育
过夜，洗膜后与 ＨＲＰ标记的二抗混合，室温孵育
２ｈ，采用化学发光 ＥＣＬ显影、定影，选用 β－ａｃｔｉｎ作
为内参照，目的蛋白与 β－ａｃｔｉｎ的灰度比值作为目
的蛋白的相对表达量。

５．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
数据统计，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．厄贝沙坦对小鼠血清中 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含

量的影响：与假手术组比较，ＲＩＲＩ模型组小鼠血清
Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量均明显升高（Ｐ＜０．０１）。与
ＲＩＲＩ模型组比较，厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组和厄贝沙坦
１００ｍｇ／ｋｇ组的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量均明显降低
（Ｐ＜０．０５），且厄贝沙坦 １００ｍｇ／ｋｇ组小鼠血清中
Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量明显低于厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表１。
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表 １　厄贝沙坦对小鼠血清中 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量的影响 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ）
假手术组 － ４１．４２±３．６４ ９．２５±１．３６ ３．５２±１．９４
ＲＩＲＩ模型组 － １２６．７３±１５．８１ ５１．３７±８．４５ １２．２８±２．６６

厄贝沙坦组 ５０ ８１．２２±１０．９４＃ ３７．５８±４．３９＃ ７．１２±２．１８＃

１００ ６４．５６±８．９５＃＃Δ ２１．４６±３．６１＃＃Δ ５．９３±２．０６＃＃Δ

与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＲＩＲＩ模型组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与厄贝沙坦５０ｍｇ／ｋｇ组比较，ΔＰ＜０．０５

　　２．厄贝沙坦对小鼠肾皮质中 ＭＤＡ含量以及 Ｃｕ，
Ｚｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ活力的影响：与假手术组比较，ＲＩＲＩ
模型组小鼠肾皮质中 ＭＤＡ含量明显升高 （Ｐ＜
００１），Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力均明显下降（Ｐ＜
００１）。与ＲＩＲＩ模型组比较，厄贝沙坦５０ｍｇ／ｋｇ组和
厄贝沙坦１００ｍｇ／ｋｇ组小鼠肾皮质中 ＭＤＡ含量均明

显降低（Ｐ＜０．０５），Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力均明显
升高（Ｐ＜０．０５），且厄贝沙坦 １００ｍｇ／ｋｇ组小鼠肾皮
质中 ＭＤＡ含量明显低于厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜
０．０５），Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力明显高于厄贝沙坦
５０ｍｇ／ｋｇ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见
表２。

表 ２　厄贝沙坦对小鼠肾皮质中 ＭＤＡ含量以及 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活力的影响 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ）
肾皮质

ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ＣＡＴ（Ｕ／ｍｌ）

假手术组 － ０．７３±０．１１ １９．３５±４．６９ ２４．６８±２．３６

ＲＩＲＩ模型组 － ２．１４±０．３７ ５．２６±２．１８ １１．５４±１．５３

厄贝沙坦组 ５０ １．５８±０．２６＃ １１．３２±２．７４＃ １７．２９±１．８２＃

１００ １．１６±０．２３＃＃Δ １５．５９±３．６３＃＃Δ ２１．１８±１．９４＃＃Δ

　　与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＲＩＲＩ模型组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与厄贝沙坦５０ｍｇ／ｋｇ组比较，ΔＰ＜０．０５

　　３．肾脏病理组织学改变：光镜下假手术组小鼠肾
组织切片中肾小管上皮细胞无明显肿胀，未见明显炎

性细胞浸润；ＲＩＲＩ模型组小鼠肾小管上皮细胞肿胀
明显，可见不同程度的坏死、脱落，间质充血与炎性细

胞浸润。厄贝沙坦５０ｍｇ／ｋｇ组和厄贝沙坦 １００ｍｇ／ｋｇ
组小鼠肾组织病理性损伤有不同程度缓解，以厄贝沙

坦１００ｍｇ／ｋｇ组更为明显。各组小鼠肾脏病理性变
化见图１。

图 １　各组小鼠肾脏组织切片 ＨＥ染色图（×２００）
Ａ．假手术组；Ｂ．ＲＩＲＩ模型组；Ｃ．厄贝沙坦５０ｍｇ／ｋｇ组；Ｄ．厄贝沙坦１００ｍｇ／ｋｇ组；

白色箭头代表肾小管上皮细胞脱落；绿色箭头代表肾间质炎性细胞浸润

　　４．肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白水平：与
假手术组比较，ＲＩＲＩ模型组小鼠肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－
ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白表达水平均明显降低（Ｐ＜０．０１）；
与 ＲＩＲＩ模型组比较，厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组和厄贝沙
坦１００ｍｇ／ｋｇ组小鼠肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ
蛋白表达水平均明显升高（Ｐ＜０．０５），且厄贝沙坦厄

贝沙坦１００ｍｇ／ｋｇ组较 ５０ｍｇ／ｋｇ组两蛋白表达更高，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组小鼠肾皮质
中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ蛋白表达的电泳图见图２。

讨　　论
缺血再灌注损伤可出现在多种脏器中，其中 ＲＩ

ＲＩ在临床上十分常见，可使移植肾功能恢复延迟、肾

·２７·
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图 ２　各组小鼠肾皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和

ＣＡＴ蛋白电泳图和蛋白表达（ｘ±ｓ，ｎ＝５）

与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＲＩＲＩ模型组比较，
＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与厄贝沙坦 ５０ｍｇ／ｋｇ组比较，

ΔＰ＜０．０５

功能恶化，严重者出现多脏器衰竭，甚至导致患者死

亡。其发生机制复杂，研究表明，与肾内 ＲＯＳ水平堆
积等因素密切相关

［９］
。因此，减少肾脏内 ＲＯＳ的水

平有望减轻 ＲＩＲＩ。厄贝沙坦是继氯沙坦之后的又一
种新型长效的 ＡＴ拮抗剂，有临床资料报道，厄贝沙
坦对急性肾损伤患者具有很好的疗效，减少了患者外

周血中炎性介质的水平，减轻了炎症损伤
［１１，１２］

。最

新的研究发现其可抗脂质过氧化和清除 ＲＯＳ，可对抗
ＲＯＳ对机体组织、细胞的损伤，对重要脏器缺血再灌
注损伤具有确切的保护作用

［３，６～８］
。

肾脏血流量大，氧供丰富，ＲＯＳ产生的机会较
多，是体内最容易发生氧化应激损伤的脏器之一。研

究发现指标 ＭＤＡ在一定程度上能够反映 ＲＩＲＩ模型
小鼠氧化应激损伤，且损伤程度的高低与肾功能指标

Ｓｃｒ和 ＢＵＮ等密切相关［１３］
。本研究结果显示，ＲＩＲＩ

时 Ｓｃｒ、ＢＵＮ和 ＭＤＡ含量均明显升高，进一步支持了
上述观点。ＲＩＲＩ过程中产生大量 ＲＯＳ，主要包括超
氧阴离子（Ｏ２

－
）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２），同时机体内源

性抗氧化防御系统功能受损，特别是体内超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性降低，不能有效
清除 ＲＯＳ，导致 ＲＯＳ大量堆积。堆积的 ＲＯＳ能够破

坏细胞膜的生物结构和功能，导致细胞功能和能量障

碍进而引起一系列病理变化
［１４～１６］

。本研究结果中同

样发现上述抗氧化酶 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性降
低，提示模型制备成功，且厄贝沙坦预处理后能够减

少 ＲＩＲＩ血清和肾皮质中 ＭＤＡ含量，减轻肾脏病理性
损伤，并提高肾皮质 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性。
Ｗａｎｇ等［１７］

在 ＲＩＲＩ大鼠模型的肝、肾组织中检测出
ＳＯＤ活性均降低，而薛芳等［１８］

发现 ＲＩＲＩ时肺组织中
Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ蛋白表达均升高，机体通过上调 Ｃｕ，
Ｚｎ－ＳＯＤ的含量来清除过多 ＲＯＳ，进而保护肺组织
免遭过氧化损伤。与此不一致的是，本实验中肾皮质

中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ的蛋白表达均下降，考虑可
能与被检测的组织不同有关。厄贝沙坦预处理后肾

皮质中 Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ和 ＣＡＴ的蛋白表达均升高。以
上结果表明厄贝沙坦预处理能够减少 ＲＯＳ堆积，提
高肾组织抗氧化防御系统功能，减轻肾脏病理性损

伤，最终减轻 ＲＩＲＩ。
综上所述，厄贝沙坦预处理对小鼠 ＲＩＲＩ有保护

作用，其作用机制与对抗氧化应激损伤、提高抗氧化

防御系统功能有关，但由于厄贝沙坦的作用广泛，而

ＲＩＲＩ病理机制复杂，厄贝沙坦抗 ＲＩＲＩ的其他机制有
待进一步研究。
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在较为显著的差异性，且 ＡＭＨ水平与不同证型 Ｐ
ＣＯＳ患者临床指标间存在部分相同相关性及不同相
关性。目前研究者有关于 ＡＭＨ与 ＰＣＯＳ之间的关系
尚存在较多异议，而且本研究纳入的样本量较小，患

者来源也较为局限，仍然有许多不足之处。希望通过

本研究分析痰湿型及非痰湿型 ＰＣＯＳ患者的临床特
征差异性以及 ＡＭＨ及其相关性，从而提供临床诊疗
思路及指导意义。
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表达变化［Ｊ］．国际呼吸杂志，２０１７，３７（８）：６０５－６０９

（收稿日期：２０１８－１０－１５）
（修回日期：２０１８－１１－１０）

·９７·

　　医学研究杂志　２０１９年 ８月　第 ４８卷　第 ８期 ·论　　著·　


