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高原不同海拔地区大鼠严重烫伤延迟复苏后

肾组织细胞凋亡及低氧诱导因子一1Q的表达

姜疆 刘毅 张世范 蔡黔 张鲜英 张斌 肖斌
|

【摘要】 目的探讨高原不同海拔地区大鼠严重烫伤延迟复苏后肾组织低氧诱导因子一1a(HIF一1a)的表

达及与细胞凋亡的关系。方法 雄性wistar大鼠240只，建立高原烫伤模型[30％总体表面积(TBSA)Ⅲ度烫

伤]，分别在1 517 m和3 840 m两个海拔高度将大鼠随机分为延迟复苏组(DFR，”一50)、即时复苏组(IFR。

n一60)和正常对照组(CG，”一lo)。分别于伤后1、6、12、24、72和168 h从右肾组织取材，采用大组织芯片技术

和原位末端缺刻标记法(TUNEI，)检测肾组织细胞凋亡。用免疫组化染色技术与图像分析技术检测肾组织

HIF一1a的表达。结果 随海拔梯度上升，肾小管上皮细胞水肿、颗粒变性、坏死及崩解；肾小球毛细血管不同

程度扩张、充血，内皮细胞变性、坏死；肾间质充血、水肿，炎性细胞浸润。DFR组较IFR组、高海拔较低海拔地

区病变均明显加重。随海拔梯度上升，细胞凋亡和HIF一1a表达均增强。阳性表达均位于肾小管上皮细胞的胞

核上f其表达强度DFR组和lFR组均高于CG组，高海拔组高于低海拔组，同一海拔高度DFR组高于IFR组

(，均<o．01)。细胞凋亡指数与HIF一1d阳性表达灰度值呈负相关(r=一O．651，P<o．01)。结论 高原地区不

同海拔高度严重烫伤可导致HlF一1a表达增强，同时伴肾小管细胞凋亡增加。肾损伤与肾组织细胞凋亡有关；

表明HIF一1a可能参与了肾组织细胞凋亡。

【关键词】烧伤； 延迟复苏； 肾组织损伤； 低氧诱导因子一1a； 高原
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【Abstract】 objective To explore the relationship of cell apoptosis and expression regularity of

hypoxia—inducible transcription factor(HIF)一1a after severe burn with delayed fluid resuscitation in areas of

different aItitude．Methods A total of 240 male Wistar rats，which were raised in areas of different altitude

(1 5 1 7 and 3 84 O meters)，were employed as the experimental models [They received a 30％total body

surface area(TBSA)I degree scald injury]，and then they were randomly divided into 3 groups：delayed

fluid resuscitation group(DFR，，z一50)，immediate fluid resuscitation group(IFR，以一60)and control group

(CG，刀一10)． Renal tissue samples were harvested at 1，6， 12，24，72 and 168 hours after burn，

respectively．Cell apoptosis wa8 detected by tissue chip technology and terminal deoxynucleotidyl transferase—

mediated dUTP biotin nick end labe“ng (TUNEL)． The expression of HIF一1a was assessed by

immunohistochemjstry and image analysis．R船uIts With increase in altitude，ceJJuJar edema，degeneration，

necrosis and disintegration of renal tissue were gradually worsening，the capillaries of renal glomeruli became

diIated and engorged，with degeneration and necrosis of endothelial cel王s，engorgement and edema of renal

interstium，and infiltration of innamatory cells．Pathological changes in DFR group were more serious than

that of IFR group． Cell apoptosis and the expression of HIF一1 a were both enhanced， the latter mainly

appeared in nuclei of renal cells， and they were more marked at 3 840 meters compared with those at

1 51 7 meters． They were more marked in experimental groups than in control group，especially so in DFR

group(P<O．01)．Cell apoptosis was positiveIy correlated with the expression of HlF一1征(r一一O．651，

P<0．01)．ConcIusion Severe burn at high attitude plateau results in high expression of HIF一1口and an

increase in apoptosis of renal cells．HIF一1a plays a role in kidney celI apoptosis．
7

【Key words】 burn； delayed fluid resuscitation； kjdney tjssue jnjury； hypoxia—inducjble

transcription factor一1a； high altitu(1e

低氧诱导因子一1(HIF一1)是缺氧条件下广泛存

在于哺乳动物和人体内的一种转录因子，它通过调
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·论著·

控一系列与适应缺氧有关的基因表达，在保持机体

内氧稳态中发挥着重要的作用n’。HlF一1a是HIF一1

的主要活性亚单位，在缺氧条件下表达增加。3。受

HIF一1调控的靶基因、靶蛋白中有一些是与细胞凋

亡直接或间接相关的，其中既有促进因素，也有抑制

因素，这些因素决定着HIF一1发挥促凋亡和抗凋亡
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双重调节作用。本实验通过建立高海拔地区严重烫

伤延迟复苏后肾组织损伤模型，应用组织芯片技术、

免疫组化染色方法和图像分析技术，研究高原地区

严重烫伤延迟复苏后肾组织HIF一1a的表达规律及

与细胞凋亡的关系。

l材料与方法

1．1 主要试剂和仪器：细胞凋亡检测试剂与原位末

端标记试剂盒、H1F—la兔多克隆抗体(工作浓度

1：100)、过氧化物酶标记的链霉卵白素(SP)试剂

盒(武汉博士德生物工程有限公司)。

1．2动物模型的建立与分组：健康雄性wistar大

鼠240只(兰州军区兰州总医院动物实验科提供)，

体重(250士30)g。用质量分数为l％的戊巴比妥

(40 mg／kg)腹腔注射麻醉大鼠，分别在中度高原地

区(1 517 m)和高原地区(3 840 m)建立大鼠背部

30％总体表面积Ⅲ度烫伤模型(病理证实)，致伤条

件为90℃、20 s。每一海拔梯度按随机数字表法分

3组：即时复苏组(IFR，以=60)予致伤后即刻腹腔注

射等渗盐水4 ml／kg；延迟复苏组(DFR，”=50)

于致伤后6 h开始按4 ml／kg补液；正常对照组

(CG，以=10)模拟烫伤，不补液。

1．3检测指标及方法：分别于伤后1、6、12、24、72

和168 h 6个时间点取10只动物断头处死，取右肾

切成约O．5 cm×0．5 cm×0．3 cm组织块，置于体积

分数为lO％的中性甲醛水溶液中固定，4℃保存。将

各组每个时间点10份肾组织标本包埋在同一个蜡

块内制成大组织芯片共24个即完成整个实验。

1．3．1病理学观察：各组肾组织标本经脱水，石蜡

包埋制片，苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察。

1．3．2肾组织细胞凋亡检测：采用DNA原位末端

缺刻标记法(TUNEL)检测肾组织细胞凋亡。肾脏

细胞凋亡计数：用计算机图像分析系统捕获图像，连

续获取6个高倍视野(40×10)，计数视野阳性细胞

率(阳性细胞／视野内整个细胞数)，凋亡指数以凋亡

细胞／100个细胞表示。

1．3．3 肾组织HIF一1a的表达：采用SP法免疫组

化染色，按试剂盒操作说明进行，3，3 7一二氨基联苯

胺(DAB)显色，苏木素复染。CG组用磷酸盐缓冲液

(PBS)代替一抗。免疫组化图像分析：每张切片随机

选取5个视野，测量每个视野面积内阳性信号平均

灰度值，染色越深、灰度值越小，即阳性表达越强。

1．4统计学分析：采用SPSS 11．O统计软件，计量

资料用均数±标准差(z±s)表示，组间比较用单因

素方差分析和f检验，双变量相关分析用Pearson

相关分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 大组织芯片整体观察：HE染色无掉片、重叠

和扭曲现象，适合免疫组化染色的观察和结果判定。

2．2病理学观察

2．2．1 海拔1 517 m肾组织：①CG组肾小管、肾小

球形态、结构正常。②IFR组伤后6 h肾组织结构清

晰，肾小球毛细血管轻度扩张；伤后12 h肾小球血

管内皮细胞肿胀明显、肾小球囊腔结构基本正常，肾

小管上皮细胞水肿明显，肾间质轻度充血、水肿，散

在炎性细胞浸润。③DFR组伤后6 h和12 h上述病

变明显加重。

2．2．2海拔3 840 m肾组织：①CG组肾小管、肾小

球形态、结构基本正常，但可见少数毛细血管轻度扩

张。②IFR组伤后早期(1 h和6 h)肾小球毛细血管

不同程度扩张、充血，内皮细胞肿胀，肾近曲小管上

皮细胞颗粒变性，间质血管扩张；伤后12 h损害达

到高峰，肾小球多呈分叶状，肾小球囊腔相对变小，

肾小管上皮细胞明显水肿，空泡变性，腔内可见管型

形成，肾间质充血、水肿，散在炎性细胞浸润；伤后

24 h病变有所好转，至伤后168 h肾小球、肾小管及

间质基本恢复正常。⑧DFR组伤后6 h肾小球毛细

血管扩张、充血、内皮细胞肿胀，核固缩，少量炎性细

胞渗出，肾小管上皮细胞明显水肿，管腔变小或消

失，间质血管扩张；伤后12 h损害达高峰，肾小球毛

细血管内皮、系膜细胞及上皮细胞广泛变性，核固

缩，毛细血管腔闭塞，血栓形成，炎性细胞渗出，部分

肾小球坏死，肾小管上皮细胞广泛变性、坏死及崩

解，核溶解消失，管腔内大量蛋白管型及颗粒管型形

成，间质水肿、血管扩张，较多炎性细胞浸润；伤后

24 h病变有所缓解；伤后168 h肾小球、肾小管仍未

完全恢复正常，部分肾小管腔内仍可见管型。

2．3 肾组织细胞凋亡(表l；彩色插页图1)：①CG

组海拔1 517 m肾组织无细胞凋亡，海拔3 848 m

可见少量肾组织细胞凋亡，两者比较差异无统计学

意义(P>0．05)。②不同海拔高度IFR组和DFR组

伤后各时间点细胞凋亡指数均高于CG组(P均<

o．01)。③与1FR组同一海拔高度比较，DFR组伤后

各时间点细胞凋亡指数均明显升高(P均<o．01)。

④与低海拔IFR组和DFR组比较，高海拔IFR组

和DFR组在伤后各时问点细胞凋亡指数均增加

(P均<O．01)；阳性表达位于肾小管上皮细胞核。

2．4 肾组织HIF—la的表达(表2；彩色插页图2)：

①与CG组比较，不同海拔高度IFR组和DFR组
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表l高原不同海拔高度烫伤大鼠肾组织细胞凋亡指数的比较(三士s，”=10)
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注：与CG组比较·4P<o．01；与IFR组同海拔同期比较，6P<o．01l与本组低海拔比较，cP<O．01；空白为无此项

表2高原不同海拔高度烫伤大鼠肾组织H1F一1a表达的比较(；±s，雄=10)

注：与CG组比较，1P<o．ol，与IFR组同海拔同期比较，“P<O．01；与本组低海拔比较，cP<o．oll空白为无此项

的HIF一1a阳性表达除伤后168 h差异无统计学意

义外，其余各时间点差异均有统计学意义(P均<

o．01)。②IFR组伤后1 h阳性表达强度先降低，6 h

阳性表达强度上升至高峰，12 h后呈逐渐下降趋

势，至168 h接近正常；阳性表达主要分布在肾小管

上皮细胞的胞核上；DFR组伤后6 h阳性表达强度

先降低，12 h阳性表达强度上升至高峰，24 h后呈

逐渐下降趋势，至168 h接近正常。③与IFR组同一

海拔高度比较，DFR组在伤后12、24和72 h表达强

度均明显升高(P均<o．01)。④与低海拔IFR组和

DFR组比较，高海拔IFR组和DFR组在伤后各时

间点均增强(P均<0．01)。

2．5相关性分析(图3)：严重烧伤后大鼠肾组织

HIF一1a阳性表达灰度值与肾组织细胞凋亡指数呈

负相关关系(，-=一o．651，P<o．01)，即严重烧伤后

大鼠肾组织HIF一1a阳性表达强度与细胞凋亡指数

呈正相关。

伤后时问(h)

圈3高原严重烧伤后大鼠肾组织HIF一1a阳性表达灰度值

与肾组织细胞凋亡指数的相关分析

3讨论

20世纪以来，高原成为对人类最具挑战性的环

境之一。这不仅是面对各种进入高山的人和居住在

高原地区的人群，更是面对医学和生理学关于缺氧

问题的挑战。高原低氧对人体的损伤是全身性的，各

脏器均可受累，肾脏是其中最易受损的靶器官之一。

有关研究表明，高原缺氧应激反应是机体在高原环

境最早产生的一种独特的生物应激反应链，这一特

征性的病理生理机制既有经典的垂体一肾上腺体液

机制，也有丘脑一垂体水平上的肽能神经调控㈨。本

研究是在海拔3 840 m的高原实地环境条件下研究

高原大鼠严重烫伤延迟复苏后肾组织HIF一1a的表

达规律及其与肾组织细胞凋亡的关系。

HIF一1a在缺氧控制的细胞生长和凋亡中有重

要作用“’，并参与多种缺氧引起的病理生理过程。有

文献报道，在氧分压正常时，人和小鼠体内绝大多数

组织中不能检测到HIF一1a∞3。Yu等¨。在培养各型

肺组织细胞时发现，常氧时除肺动脉平滑肌细胞内

有少量HIF一1蛋白表达外，其他细胞内不能检测到

HIF一1蛋白；给予低氧条件，所有培养的肺细胞都能

检测到HIF—l表达。本实验结果显示：HIF一1Q在海

拔1 517 m CG组肾组织中不表达；随复苏时间的延

长，海拔3 840 m各组较1 517 m相应组、DFR组较

IFR组的HIF一1a表达均逐渐增强。其原因可能是常

氧条件下，HIF一1a经泛素化被蛋白酶体所降解；而

在低氧条件下，HIF—h的泛素化和降解过程受抑

制，导致HIF一1a迅速累积¨3。严重烫伤延迟复苏后

HIF一1a的持续表达提示，大鼠肾脏经过延迟复苏
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后，血供虽然恢复，但肾脏组织中的氧含量可能并未

迅速恢复，不能使H1F一1a完全降解。另外，活性氧

离子等大量自由基和生长因子进一步激活和稳定

HIF一1a的表达。而且高原HIF一1a的表达变化幅度

较平原大，其原因可能与高原严重烫伤后肾功能损

害发生早、缺血性损伤重、ATP耗竭大等因素有关。

本实验结果显示，随海拔梯度上升和复苏时间的延

长，大鼠HIF一1a表达逐渐增强，同时伴随肾组织细

胞凋亡逐渐增多。肾脏为高灌注器官，对缺血以及缺

血／再灌注均敏感，而高原缺氧又可快速刺激

HIF一1a蛋白表达增加；文献报道，HIF一1可介导缺氧

诱导的细胞凋亡似3，提示HIF—ln表达的增高与细胞

凋亡密切相关。本研究结果表明，高原缺氧、严重烫

伤、延迟复苏共同诱导了HIF～1a的表达，后者转录

调节众多下游靶基因，最终共同促进肾组织细胞的

凋亡，HIF一1a起着“最后通路”的作用，阻断HIF—la

的活性可能会减轻高原严重烫伤后延迟复苏肾组织

细胞的凋亡。
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用于心搏骤停的家用型自动除颤器

当心搏骤停发生在院外需要及时救治的情况下，家用自动除颤器(AED)可能起到及时救治、使患者脱离危险的作用。西

雅图研究人员对AED的作用进行了评估。随机选取7 001例患有前壁心肌梗死但未植入电复律除颤器的患者，平均年龄为

62岁，17％为女性。当患者在家中发生心搏骤停时，在进行急救和心肺复苏(cPR)前应用AED，对照组不用AED。对所有患者

进行37．3个月的随访，有450例死亡，其中对照组228例(占对照组的6．5％)，AED组222例(占AED组的6．4％)，两组病死

率并无明显差异(危害比o．97，95％可信区间o．8l～1．17，P—o．77)。死亡患者有160例(占总死亡人数的35．6％)的死因与

快速性心律失常引起的心搏骤停有关；117例发生在家中；32例用了AED；14例给予了适度的电击，4例出院。评估结果表明，

与传统救治措施相比，AED并无明显降低前壁心肌梗死患者病死率的作用。

包呈梅，编译自《N Engl J Med》，2008一04—0l(电子版)‘胡森，审校

HBoC一20l对猪严重失血合并脑外伤的复苏效果

血红蛋白氧载体HBoC一201是人工合成的以血红蛋白结构为基础的氧载体。最近美国学者以HB()C一201对猪不可控性

失血合并脑外伤的复苏效果进行了研究。实验以幼猪肝撕裂伤出血复合脑外伤为模型，在75 min的“人院前阶段”分别给予

HBOC一201复苏、乳酸林格液复苏(LR组)和不复苏处理。“入院后阶段”按需要给予输血或生理盐水并施行肝损伤修补，伤后

6 h处死动物，观察脑组织血流、大体标本和镜下组织病理学变化，并进行免疫组化分析。结果显示，HB()C一20l复苏组6 h存

活率显著高于其他两组。与I。R组比较，HBOC一201复苏组动脉压、心脏指数、脑灌注压、脑组织氧压明显较高，而乳酸盐和碱

缺乏较低，需要输血量也明显减少。HBOC一201复苏组蛛网膜下腔出血和脑实质出血程度显著轻于I。R组；神经纤维酸性蛋白

和微管蛋白2水平差异无统计学意义。因此研究者认为，HBoC一201复苏不但能够显著提高存活率，改善全身及脑血管生理指

标。还能减少复苏所需输血量。

侯经元，周国勇，编译自《Shock》，2008—05—26(电子版)l胡森，审校

机械心脏助推器可改善失血性休克的预后

为了研究机械心脏助推器在失血性休克中的作用，休斯顿科研人员将小牛麻醉制成失血性休克模型，在休克后30 min或

120 min分别给予常规液体和血液复苏或植入机械心脏助推器，并对各组血流动力学指标、血液学指标、炎症介质、终末器官

功能生化参数以及存活期进行r比较。发现，两种复苏方法心排血量和左前降支血流量均明显下降，但植人机械心脏助推器

组下降程度明显小于常规液体复苏组。此外，生化检测结果显示植入机械心脏助推器组肝、肾功能和存活期均优于常规液体

复苏组。失血性休克后炎症介质含量增加，导致细胞和器官功能障碍．而植入机械心脏助推器组炎症介质增加量远低于单纯

液体复苏组。结果表明：植入机械心脏助推器与常规液体和血液复苏联合应用，可明显改善失血性休克存活率和终末器官功

能障碍，减轻心肌炎症反应。 包呈梅，编译自《Shock》，2008一05—02(电子版)；胡森·审校
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