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热休克蛋白70在大鼠肾缺血／再灌注损伤中的表

及血必净注射液干预作用的研究

李锐，李润玖，张或
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【摘要】目的观察急性肾缺血／再灌注(I／R)热休克蛋白70(HSP70)的表达规律，及中药血必净注射液

对肾l／R损伤的保护作用机制，探索药物诱导机体产生HSP70的可行性。方法普通级雌性SD大鼠108只，

体重(200士20)g，随机分为3组：正常对照组(A组)；模型组(B组)于手术前5～10 min从股静脉注射生理盐水

5 ml／kg；活血化瘀中药组(C组)于手术前5～10 min从股静脉注射血必净注射液5 ml／kg，各组再分为再灌注

0、6、12、24、36和48 h 6个亚组，每个亚组6只。于各时间点取血测血肌酐(SCr)、尿素氮(BUN)}一侧肾组织用

蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测HSP70表达；另一侧。肾组织用于苏木素一伊红(HE)染色及免疫组化

检测。结果 B组与C组SCr和BUN于再灌注6 h起均显著高于A组，C组低于B组，差异有统计学意义

(P<o．05或P<0．01)，表明血必净注射液有对抗肾I／R损伤并保护肾功能的作用。Western blotting扫描及免

疫组化结果显示，C组HSP70表达在再灌注12 h较B组提前达到高峰，表明血必净注射液诱导HSP70表达提

前达高峰，发挥保护作用。结论血必净注射液通过刺激HSP70提前表达并显著升高，引发了内源性肾脏保护

机制，为临床上早期预防急性肾功能衰竭发生和寻找肾I／R损伤的药物治疗提供重要的理论依据。

【关键词】缺血／再灌注损伤，肾；热休克蛋白70，活血化瘀中药；肾脏
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A research of intervention of Xuebijing injection(血必净注射液)on expression of heat shock protein 70 in

rats with renal ischemia／reperfusion injury LI Rui，Lj Run—jiu，ZHANG Yu．Emergency Department，The

First Amliated Hospital，Dalian Medical University，Dalian 116011，Liaoning，China

[Abstract]Objective To explore the regularity of heat shock protein 70(HSP70)expression and its

function in renal ischemia／reperfusion injury(IRI)，and to reveal whether traditional Chinese medicine，

Xuebijing injection(血必净注射液)，induces HSPT0 synthesis and has a protective effect on IRI．Methods

One hundred and eight female Sprague-Dawley(SD)rats，(200士20)g in weight，were used in this

experiment，and randomly divided into three groups(each咒=36)：control(A)，model(B)and treatment

group(C)．The I／R model was established by clamping renal pedicles on both sides for 45 minutes to cause

ischemia and then reperfusion was made．In group A，a similar model procedure was performed，but without

ischemia．At 5—10 minutes before the IRl was performed，5 ml／kg of normal saline and 5 ml／kg of Xuebijing

injection was injected through the femoral vein in group B and C respectively．In B andC groups，according to

the durations of reperfusion for 0，6，1 2，24，36 and 48 hours，the rats were subdivided into six subgroups

(each n=6)．At the end of each time point，blood and renal tissue were collected to measure blood creatinine

(SCr)and urea nitrogen(BUN)，and Western blotting method was used to examine the expression of HSP70．

In another kidney。renal tissue was obtained for hematoxylin and eosin(HE)staining pathological and

immunohistochemical examinations．Results In B and C groups，the SCr and BUN levels at 6 hours after I／R

were significantly higher than those in the A group，and those in the C group were lower than those in the B

group(P<O．05 or P<O．01)，showing that Xuebijing injection has the action of anti—renal IRI and protective

effect on renal functions．Western blotting scanning and immunohistochemical results revealed that the peak

time of HSP70 expression in group B and C was at 24 hours and 1 2 hours respectively after reperfusion，

indicating that Xuebijing injection could induce HSP70 expression in advance to reach peak level to play a role

of protection．Conclusion Xuebijing injection may stimulate and increase the expression of HSP70，inducing

endogenous renal protection．Clinically，it may prevent the occurrence of acute renal failure in cases with IRI

at early stage，and provide an important theoretical base to look for medical treatment of renal IRI．

[Key words]renal ischemia／reperfusion injury；heat shock protein 70；traditional Chinese medicine for

promoting blood circulation and removing blood stasis}kidney
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大量研究已经证明热休克蛋白70(HSP70)对

应激状态下的器官细胞有正性作用，能否合成或提

纯HSP并用于临床，或预先诱导机体自身产生

HSP以达到治疗疾病、减轻机体损伤、加快机体恢

复的作用，是目前探讨的热点，其中药物诱导由于技

术上的易行性更是受到广泛关注。肾缺血／再灌注

(I／R)损伤是临床上一种常见的病理生理现象，其

发病机制尚未完全清楚，且无很好的防治手段[1。2]。

近年来的研究表明，中医对肾I／R损伤辨证诊断主

要为“四证四法”，“四证”之一“血瘀证”表现为关格

期阴衰阳竭，虚损期气阴两虚；“四法”中的“活血化

瘀法”用活血化瘀中药对肾I／R损伤的“血瘀证”有

回阳救逆、益阴降浊、益气养阴的作用[3]，且具有良

好的应用前景。对于中药在I／R损伤中保护作用的

研究尚未系统化，为了将其更好地用于肾I／R损伤

的临床治疗实践，本研究中将探讨血必净注射液在

肾I／R时免疫方面的作用，报告如下。

1材料与方法

1．1 实验动物模型制备及分组：108只普通级雌性

SD大鼠，体重(200士20)g，由大连医科大学实验动

物中心提供。按随机数字表法将大鼠分为3组。正

常对照组(A组)；模型组(B组)：手术前5～10 min

从股静脉注射生理盐水5 ml／kg；活血化瘀中药组

(C组)：手术前5～10 rain从股静脉注射血必净

注射液5 ml／kg。各组按照再灌注0、6、12、24、36和

48 h再分为6个亚组，每个亚组6只。模型制作

方法：采用体积分数为4％的水合氯醛8．75 ml／kg

腹腔注射麻醉大鼠，于剑突至耻骨联合正中切口，开

腹游离左、右肾，充分显露肾蒂，夹闭肾蒂阻断肾血

流45 rain后松开动脉夹，手术过程中观察肾脏颜色

变化。

1．2标本采集及测定指标：于各时间点取血待测肌

酐(SCr)、尿素氮(BUN)。每个亚组再灌注结束后取

一侧。肾放于液氮罐中，保存于一80℃冰箱，用蛋白质

免疫印迹法(Western blotting)检测大鼠肾I／R后

不同时间点HSP70的表达。另一侧肾立即置于体积

分数为10％的甲醛水溶液固定24 h，常规石蜡包

埋，一4℃冰箱保存待做苏木素一伊红(HE)染色病理

切片及进行免疫组化检测。

1．3统计学方法：采用SPSS 11．5统计软件对数据

进行处理。计量资料以均数土标准差(；士s)表示，组

间比较采用t检验，等级资料采用秩和检验，两变量

作者简介：李锐(1975一)，女(汉族)，辽宁省人，主治医师。

间相关性分析采用直线相关分析法，P<O．05为差

异有统计学意义。

2结 果

2．1肾功能变化比较(图1)：随I／R损伤时间延长

SCr和BUN均改变，B组再灌注6 h SCr和BUN

较C组明显升高，12 h达峰值[B组为(123．83士

4．27)／1mol／L、(30．10士5．09)mmol／L，C组为

(53．92士2．74)／_￡mol／L、(12．31士3．09)mmol／L]，

以后逐渐好转。

注：与A组比较，·P<0．05，6P<0．01，与B组比较，cP<0．01

圈1各组大鼠肾I／R不同时问点SCr、BUN的变化

2．2免疫组化染色结果比较(彩色插页图1)：B组

和C组在再灌注后0 h HSP70均有轻度表达，再灌

注6 h后HSP70表达开始逐渐增强，B组在再灌注

24 h达高峰，36 h后HSP70表达减少，48 h后逐渐

降低。C组在再灌注12 h达高峰，36 h后HSP70表

达减少，48 h后恢复到原来水平。C组HSP70表达

高峰较B组提前至12 h达高峰，提示活血化瘀中药

促进HSP70表达。

2．3肾组织HSP70 Western blotting扫描结果分

析(图2)：B组、C组在再灌注各时间点HSP70表达

均有差异，再灌注6 h起B组HSP70表达随再灌注

时间延长逐渐增加，于24 h表达达高峰；C组

HSP70表达也随再灌注时间延长而逐渐增加，较
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B组提前至12 h达高峰，与A组和B组比较差异均

有统计学意义(P<o．05或P<o．01)。

注：与A组比较，-P<0．05，。P<0．01}与B组比较，。P<0．01

圈3各组大鼠肾组织HSP70 Western blotting

扫描结果比较

3讨论

I／R损伤的发病基础是能量代谢障碍。在阻断

器官血液供应后造成组织缺血、缺氧、ATP合成减

少、细胞功能损伤。早期ATP的供应可由无氧酵解

补充，但是随着无氧酵解产生的乳酸堆积、糖原减

少、细胞内酸度下降都能加重细胞的损伤。长时间的

缺血和缺氧造成ATP供应进行性减少，引起细胞

膜上的钠泵功能障碍，继发Na+／Ca2+、Na+／H+通

道功能障碍，细胞内Ca2+增多，Ca2+超负荷，细胞功

能受影响。再灌注使组织重新获得血液供应，但是再

灌注本身会冲去许多ATP合成的前身物质，如次

黄嘌呤、腺苷，使组织失去再合成高能磷酸化合物的

物质基础；另一方面，再灌注带来很多分子氧参与形

成大量自由基，进一步加重钙超载，并与Ca2+一起

引起组织和器官严重的功能和结构障碍H]。HSP是

广泛存在于原核和真核生物细胞内的一种蛋白质，

其基本功能为帮助新生蛋白质的正确折叠、移位、维

持，以及受损蛋白质的修复、移除、降解，被人们形象

的称之为“分子伴娘，，[引。HSP70家族成员在不同生

物中的数量和功能有所不同，且在不良环境下可以

显著升高，尤其在肾损伤中如此[7]。目前对HSP的

认识是，它参与了一些重要的生物功能：免疫应答、

增强细胞对损伤的耐受能力、提高细胞生存率等，所

以HSP可能在对抗肾损伤中具有很大潜力。

器官或组织局部缺血可导致细胞ATP合成不

足，影响基本的代谢过程。当器官从缺血状态再迅速

暴露于有氧状态时，会产生活性氧(ROS)而造成进

一步的氧化损伤‘引。在许多肾脏疾病中，氧化损伤都

扮演重要的角色，如缺血和毒物诱导的肾功能衰竭、

移植肾排斥反应、移植肾的I／R损伤和急性肾小球

肾炎等。ROS能引起细胞合成HSP70和其他应激

蛋白。所以预先用热休克(HS)在许多细胞和动物模

型中对于氧化损伤有交叉保护作用‘9。。国外有人通

过实验提出HSP70可能在I／R过程中细胞修复和

增强细胞对后继损伤的拮抗具有重要作用，说明

HSP70在I／R损伤的治疗方面有很大潜力m]。

本研究中发现，血必净注射液较生理盐水减轻

肾I／R损伤的机制可能与HSP的表达增强，从而引

发内源性保护机制有关。血必净注射液可能减轻肾

脏I／R损伤的这一作用，将为临床上急危重症患者

早期预防急性肾功能衰竭发生和寻找肾I／R损伤

的药物治疗提供重要的理论依据。
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