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细胞膜泵活性在急性肾衰竭致多器官损伤中的机制

韩瑞 李宝亮 牛春雨 张玉平 侯亚利 赵自刚

【摘要】 目的 观察急性肾衰竭(ARF)致多器官损伤家兔肾、心肌、胰腺细胞膜泵活性的变化，探讨

ARF致多器官损伤的作用机制。方法将42只家兔按随机数字表法分为对照组、HgCI。组和甘油组，后两组

再分为12、24、48 h 3个亚组，每组6只。以皮下注射1％HgCI。(1．3 ml／kg)或肌肉注射50％甘油(10 ml／kg)

分别复制ARF模型。各组分别于不同时间点留取肾、心肌、胰腺组织并制备组织匀浆，采用定磷法检测上清

液中的ATP酶活性。结果 与对照组比较，两个ARF模型组肾组织匀浆Na+一K+-ATP酶、Ca”一ATP

酶、Ca“-Mg”一ATP酶活性均随ARF病情程度加重而逐渐降低，于48 h达最低水平fHgCl：组分别为

(O．84±0．16)、(O．52士0．17)、(O．45士0。09)}tmol·mg_1·h1。，甘油组分别为(o．85士0．22)、(O．49士0．21)、

(0．54士0．17)}tmol·m91·h-1]；心肌和胰腺组织匀浆Na4-_K4-_ATP酶、Ca“一ATP酶、Mgz+-ATP酶、

Ca”一M92+-ATP酶活性也逐渐降低，48 h时达最低[心肌HgCI。组分别为(o．56±0．11)、(o．51士0．19)、

(O．55士0．19)、(o．37士0．19)^tmol·mg_1·h～，甘油组分别为(O．52±0．19)、(0．62士0．10)、(0．61±0．16)、

(O．54士0．10)弘mol·mg-1·h～；胰腺HgCl2组分别为(0．81土0．12)、(0．71士0．15)、(0．73士0．18)、

(O．62士0．16)pmol·mg“·h～，甘油组分别为(0．72士0．13)、(0．57±0．18)、(0．66土0。14)、(0．59士

0．23)ttmol·m91·h“]，与对照组比较差异均有统计学意义(P<o．05或P<0．01)。结论ARF致心肌、

胰腺损伤的机制与组织细胞膜泵活性降低有关。
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[Abstract]Objective To observe the changes in membrane pump activity of kindey，myocardium and

pancreas in rabbits with acute renal failure(ARF)in rabbits，and inquire into the mechanism of multiple

organ injury subsequent to ARF．Methods Forty-two rabbits were randomly divided into control group，

HgCl2 group and glycerine group，and the latter two groups were subdivided into 12，24，48一hour subgroups，

with 6 rabbits in each group．The ARF model was reproduced by hypodermic injection 1％HgCIz

(1．3 ml／kg)in HgCl2 group，or intramuscularly injection 50％glycerine(10 ml／kg)in glycerine group，

respectively．At different time points，the kindey，myocardium and pancreas were harvested，and

homogenates of them were prepared．The ATPase activities of different organ homogenates were determined．

Results It showed that the activities of Na+一K+一ATPase。Ca2+一ATPase。Ca2+一M92+一ATPase of renal

homogenate in two model groups were reduced gradually with worsening of renal function，and they became

lowest at 48 hours[(0．84土0．16)，(0．52士0．17)，(O．45士0．09)gmol·mg．1·h-。in HgCIz group，

(O．854-0．22)，(0．49士0．21)，(0．54士0．17)／Ⅲmol·m91·h-1 in glycerine group]．The respective

activities of Na+一K+一ATPase，Ca2+一ATPase，M92+一ATPase，Ca2+．M92+一ATPase of myocardium and

pancreas homogenates in two model groups were reduced gradually following depression of renal function，

and they became lowest at 48 hours[(0．56士O．11)，(0．51土0．19)，(0．55士0．19)，(0．37士

0．19)pmol·mg_1·h-。in HgCl2 group and(0．52土0．19)，(0．62士O．10)，(O．6l士0．16)，(0．54土

0．10)／_￡mol·mg-1·h～in myocardium homogenate of glycerine group；(0．81±0．12)，(0．71士0．15)，

(O·734．0·18)，(O·62+0．16)／1mol·mg_1·h～in HgCl2 group and(O．724．0．13)，(O．57士0．18)，(O．664-

0·14)，(O·59土O·23)／imol·mg_1·h～in pancreas homogenate of glycerine group3．there was statistical

difference compared with control group(尸<0．05 or P<0．01)．Conclusion The mechanism of myocardial

and pancreatic injury subsequent to ARF might be related to reduction of the activity of cell membrane pump．

【Key words] Acute renal failure； Membrane pump； Myocardium；pancreas， Multiple organ

dysfunction syndrome
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·论著·

急性肾衰竭(ARF)是临床常见的危重病理过

程n]，由于其发生发展导致的内环境紊乱常诱发其

他器官功能障碍，导致多器官功能障碍综合征

(MODS)，病死率高幽。本课题组前期的研究表明，
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以汞中毒和甘油挤压所致ARF兔可出现血清心肌

酶水平增高[3]、胰岛素水平降低[4]，提示ARF可诱

发心肌、胰腺损伤；其作用机制与ARF引起心肌、

胰腺的自由基损伤加重、一氧化氮释放增多有

关[4-s]。为迸一步阐明这种作用的本质，本研究中通

过注射HgCI。、甘油分别制备ARF兔模型，从组织

细胞膜泵角度探讨ARF致心肌、胰腺损伤的作用

机制，有利于揭示组织细胞膜活性的共性作用。

1材料与方法

1．1实验动物分组：42只纯种白兔，体重1．5～

2．5 kg，雌雄不限，由河北北方学院动物中心提供，

动物合格证号：SCXK(京)2006—001。按随机数字表

法分为对照组、HgCI。组、甘油组，后两组再分为12、

24、48 h 3个时间点亚组，每组6只。

1．2模型复制及标本制备：皮下注射1％的HgCl。

(1．3 ml／kg)或肌肉注射50％的甘油(10 ml／kg)分

别复制兔ARF模型；对照组给予等量生理盐水。分

别于注射HgCl。或甘油12、24、48 h，经兔耳缘静脉

注射乌拉坦(1 g／kg)全身麻醉，留取肾、心、胰腺制

备组织匀浆，离心取上清液；一80℃下冷冻待测。实

验过程中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．3检测指标及方法：采用考马斯亮蓝法进行匀浆

蛋白定量。采用定磷法检测肾、心肌及胰腺组织

Na+一K+一ATP酶、Ca2+-ATP酶、M92+_ATP酶、

Ca2+一M92+一ATP酶活性(以每小时每毫克组织蛋白

中ATP酶分解ATP产生1／zmol无机磷的量为

1个ATP酶活性单位)，严格按试剂盒(购自南京建

成生物工程研究所)说明书操作。

1．4统计学处理：采用SPSS 16．0统计软件，计量

资料以均数±标准差(；±s)表示，采用单因素方差

分析及t检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 肾组织匀浆膜泵活性变化(表1)：HgCIz组

与甘油组肾组织Na十一K+一ATP酶活性在制模后各

时间点均显著低于对照组(P<0．05或P<0．01)，

但组内比较无明显差异(均P>0．05)；而肾组织

CaZ+_ATP酶活性在24 h、48 h均显著低于对照组

及本组12 h(P<0．05或P<O．01)。MgZ+_ATP酶

活性仅甘油组48 h显著低于对照组(P<0．05)。

HgCl：组与甘油组肾组织Ca2十一M92十一ATP酶活性

在48 h均显著低于对照组，且HgCI：组在48 h显

著低于12 h及24 h，甘油组在48 h显著低于24 h

(P<O．05或P<0．01)。

2．2心肌组织匀浆膜泵活性变化(表1)：HgCl：组

与甘油组心肌组织Na+一K+一ATP酶活性48 h时

均显著低于对照组以及本组12 h，甘油组24 h低于

12 h及HgCl2组12 h(P<O．05或尸<O．01)。HgCl2

组与甘油组心肌组织CaZ+_ATP酶活性在24 h、

48 h均显著低于对照组及本组12 h，且甘油组

12h低于HgClz组12h(P<0．05或P<0．01)；而

表1急性肾衰竭家兔制模后各时间点肾、心、胰腺组织匀浆ATP酶活性的变化(；士s)

组别
动物

数

Na+一K+一ATP酶(pmol·mg一1·h一1) Ca2+一ATP酶(／1mol·mg一1·h-1)

肾 心 胰腺 肾 心 胰腺

对照组

HgClz组

甘油组

6 1．22士0．09 0．76士0．07 1．99士0．32 0．93士0．08 0．99士0．20 1．144-0．32

48 h 6 0．85士0．226 0．52+0．19sa 0．72士0．13bd 0．49+0．21bd 0．62+0．10bd 0．57土O．18bd

组别
动物 Mg”一ATP酶(,umol·mg一1‘h-1) Ca”一Mg“一ATP酶(pmol·mg一1·h-i)

数 肾 心 胰腺 肾 心 胰腺

对照组

HgClz组

甘油组

6 0．99士0．11 0．91士0．05 1．42士0．98 0．77士0．11 1．04士0．20 1．07土0．22

12 h 6 0．77士0．17 0．72士O．13‘ 1．19士0．29 0．79士0．22 0．90士0．15 1．02士0．14

24 h 6 0．844-0．15 0．544-0．195 0．81士O．18k 0．74士0．28 0．47士0．15“0．704-0．26M

48 h 6 0．83=t=0．20 0．554-0．196 0．73+0．18M 0．45+0．09‰0．37士0．19酣0．62-t-0．16“

12 h 6 0．90士O．22 0．55士0．14b 1．24士0．16 0．82士0．23 0．84士0．09- 1．04士0．18

24 h 6 0．84士0．25 0．58土0．15“0．67士0．11“0．63-4-0．23 0．40士0．17bd 0．74士0．18”

48 h 6 O．72士0．24"0．61+0．16b 0．664-0．14“0．54+0．17”0．54士0．10M 0。59±0．23“

注：与对照组比较，。P<0．05,bP<0．01I与本组12 h比较JP<0．05,ap<o．01；铽fl 24 h比较JP<O．05，‘P<o．OlI与HgCl2组同期

比较，gPd0．05
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M92+_ATP酶活性在各时间点均显著低于对照组

(P<0．05或P<O．01)。HgCl2组24 h、48 h与甘油

组各时问点心肌组织Ca2．_M92十一ATP酶活性均显

著低对照组，且两组24 h、48 h时均显著低于本组

12 h(P<0．05或P<O．01)。

2．3胰腺组织匀浆膜泵活性变化(表1)：HgCl。组

与甘油组胰腺组织Na+一K+一ATP酶活性在各时间

点均显著低于对照组，且两组24 h、48 h均低于12 h

(均P<0．01)。HgCl：组48 h及甘油组24 h、48 h

胰腺组织Ca2十一ATP酶活性均显著低于对照组

及本组12 h；且两组24 h和48 h Mg抖一ATP酶活

性均显著低于对照组及本组12 h(尸<0．05或

P<0．01)。HgCl2组及甘油组24 h、48 h胰腺组织

CaZ+_MgZ+_ATP酶活性均显著低于对照组和本组

12 h(P<O．05或P<O．01)。

3讨论

随着透析疗法用于ARF患者的不断增加，直

接死于ARF本身的病例在显著减少[6’7]，但严重创

伤、大面积烧伤、大手术等外科病因和脓毒症所致

ARF的病死率仍高达50％以上，主要原因是ARF

引起了其他重要器官损伤并导致MODS。因此，对

于ARF发生发展过程中诱发MODS的机制以及防

治的研究，仍然是当前的重要课题。本研究在课题组

前期研究证实ARF可导致心肌、胰腺损伤的基础

上[3-53，进一步观察了ARF时组织细胞膜泵活性的

变化，从能量及离子代谢等方面探讨其作用机制。

在分别注射HgCI：和甘油制备ARF兔模型

中，汞中毒反映了由重金属、毒素等造成的急性肾小

管坏死后引起的ARF，甘油挤压显示了由肌红蛋白

阻塞肾小管后引起的泌尿功能障碍以及由阻塞引起

的肾小管缺血、缺氧和胆红蛋白毒性所致肾小管坏

死后的ARF。因此，这两种模型基本能反映出临床

上各种病因所致ARF。ATP酶为依赖ATP的膜结

合蛋白酶，存在于组织细胞及细胞器的膜上，它们对

建立跨膜的离子梯度，维持细胞膜电位、容量、体温、

代谢以及营养的转运等生理活动具有重要作用，细

胞的损伤程度与膜ATP酶活性高低极其相关阳]，提

升组织细胞膜泵活性有利于器官保护[9]。本研究表

明，两个ARF模型组肾组织匀浆Na十一K+一ATP

酶、CaZ+_ATP酶、Mg计一ATP酶、Ca2十一M92+一ATP

酶活性在多个时间点均显著低于对照组，在组内随

ARF程度加重而降低，提示组织细胞膜泵活性降低

在肾组织细胞损伤的发病学中具有重要作用，其作

用机制除与毒性物质对肾组织细胞直接的损伤作用

有关外，还可能与ARF所导致的内环境紊乱有关，

同时针对心肌、胰腺组织细胞膜泵活性的研究还发

现，整体上在ARF发生后，心肌和胰腺组织匀浆

Na+-K4-ATP酶、Ca2+一ATP酶、M92+一ATP酶、

Ca2+一M92+一ATP酶活性也逐渐降低，说明膜泵活性

降低是ARF致心肌、胰腺损伤的发病机制之一，其

作用机制可能与ARF导致的水盐代谢障碍、酸碱

失衡、能量代谢障碍等因素有关。肾、心肌、胰腺组织

细胞膜泵活性降低，可进一步导致相关组织细胞内

外的Na+、K+、Ca2+、M92+等离子转运过程受抑

制ll⋯，引起细胞内外离子浓度分布异常，可出现细

胞内高钾、钙超载等变化，发生细胞膜超极化等变

化，又加重组织细胞功能障碍及形态学损伤。

本研究结果提示，细胞膜泵活性降低在ARF

的发病学中具有重要作用，也是ARF诱发心肌、胰

腺损伤的重要作用机制。同时提示在临床上应用提

高组织细胞膜泵活性的药物，纠正细胞膜离子转运

功能，对ARF导致的MODS具有干预作用。
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