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·实验研究·

复方丹参注射液减轻缺氧／复氧性 ＨＫ２细胞损伤的作用及机制
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（泸州医学院附属医院 １．新生儿科；２．传染与免疫研究室，四川 泸州　６４６０００）

　　［摘　要］　目的　探讨丹参注射液减轻缺氧复氧性人肾近曲小管上皮细胞（ＨＫ２）细胞损伤的作用机制。
方法　以人近曲肾小管上皮细胞为研究对象，采用液体石蜡覆盖法建立缺氧／复氧模型。实验分为３组：对照组、
损伤组和丹参组，每个组均设立７个时间点：缺氧４，１２，２４ｈ和缺氧２４ｈ后复氧４，１２，２４，４８ｈ，其中丹参组设立４
个浓度亚组（生药浓度）：０．０５％，０．１０％，０．１５％，０．２０％。在倒置相差显微镜下观察细胞的形态学改变，ＭＴＴ法进
行活细胞计数，生化法检测培养上清液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）含量，放射免疫法检测肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的含
量。结果　缺氧处理后，损伤组在各时间点细胞数量均明显降低，在缺氧２４ｈ达最低值；与损伤组比较，在丹参各
组中，ＨＫ２细胞数量较多，其中以０．１０％丹参组细胞数量在各时间点均为最高。与对照组比较，损伤组 ＬＤＨ，
ＴＮＦα水平升高，在缺氧２４ｈ复氧４ｈ达最高值；与损伤组相比，丹参组在缺氧／复氧过程各时间点中ＬＤＨ，ＴＮＦα
水平降低。结论　 复方丹参注射液对ＨＫ２细胞缺氧复氧性损伤具有保护作用，作用机制可能与丹参注射液抑
制炎症细胞因子的产生有关。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５５９－５６２］
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　　新生儿窒息作为围生期的一种急重症，可导致
多器官损伤，其中，肾损伤的发生率很高。缺氧缺血

性肾损伤最为敏感、最早的部位即近曲小管。因此，

本实验以人肾近曲小管上皮细胞（Ｈｕｍａｎｋｅｄｎｅｙ

·９５５·
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ｐｒｏｘｉａｍａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｓ２，ＨＫ２）为研究对象，建立肾
小管细胞的缺氧／复氧模型，从细胞水平探讨其发生
机制。窒息后肾组织可有大量活性介质的产生，包

括氧自由基和细胞因子，如肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ
α）等，这些活性物质同时又会加重肾损伤，形成恶
性循环［１，２］。研究表明：丹参对缺氧／复氧具有显著
的保护作用［３］，其疗效也得到了较为普遍的肯定，

但其作用机制尚未完全阐明。本研究在前期建立

ＨＫ２缺氧／复氧的损伤模型基础上［４］，研究了复方

丹参注射液对 ＨＫ２细胞缺氧／复氧性损伤的保护
作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人近曲肾小管上皮细胞，引自 ＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉｃａｎ

ＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）；主要实验试剂（购自于
ＧＩＢＣＯ公司、Ｈｙｃｌｏｎｅ公司、Ｓｉｇｍａ公司等）；医用液
体石蜡；ＤＭＥＭ培养基，Ｆ１２；ＦＢＳ胎牛血清；胰蛋白
酶；二甲亚砜（Ｄｉｍａｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）；噻唑蓝
（ＭＴＴ）；丹参注射液（雅安三九制药厂生产的香丹
注射液，批号：Ｚ４２０２０３９２）。
１．２　实验方法与分组

ＨＫ２细胞缺氧／复氧模型的建立参照本实验室
建立的方法进行［４］，调整细胞密度后２４孔培养板的
每孔中置入４００００个细胞，或者在９６孔培养板中
置入１００００个细胞，在３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养
１２ｈ后，向实验组中每孔培养基表面滴加数滴经过
高温消毒灭菌的液体石蜡至其被完全覆盖。缺氧组

石蜡覆盖时间按预先设计分别为４，１２，２４ｈ。缺氧／
复氧实验组在石蜡覆盖２４ｈ后，去除表面的液体石
蜡，再分别培养４，１２，２４，４８ｈ，培养条件不变。实验
分为对照组、损伤组和丹参组，其中丹参组是在缺氧

处理前每组在培养体系中加入丹参注射液，一共４

个浓度组：０．０５％，０．１０％，０．１５％，０．２０％（生药浓
度的含量）。

１．３　指标检测
①培养细胞的形态学观察：倒置相差显微镜下

观察细胞生长状况，观察各组形态学改变并照相。

②ＨＫ２细胞的 ＭＴＴ法活细胞计数检测细胞存活
率：９６孔培养板在各个时间点，按培养液量的１０％
（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ加入ＭＴＴ溶液，继续培养３～４ｈ，
吸去培养液，加入１５０μＬＤＭＳＯ。然后振荡１０ｍｉｎ，
使结晶充分溶解后在酶联免疫检测仪上测定光吸收

值，测定波长为４９０ｎｍ，以只加培养液的孔为空白
对照组。③生化指标的检测：２４孔培养板分别吸取
各孔上清液于－７０℃低温冰箱保存备检。全自动生
化分析仪检测培养上清液乳酸脱氢酶（Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）含量，放射免疫分析法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ，ＲＩＡ）检测上清液ＴＮＦα含量。
１．４　统计学处理

所有数据均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各实
验组间进行单因素方差分析，组间进行 ＬＳＤ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有显著的统计学意义。采用
ＳＰＳＳ１１．５统计软件完成 。

２　结果

２．１　丹参对ＨＫ２细胞缺氧／复氧形态学的影响
倒置相差显微镜下示：对照组细胞贴壁较好，数

量较多，呈扁平的多角形，折光性、分裂相增多，连接

成片；损伤组随着缺氧时间的延长，细胞数量逐渐减

少，贴壁率、折光性下降，细胞中颗粒增多，连接松

散；缺氧２４ｈ，改变达到高峰，镜下荒凉，复氧后细胞
数量有所增加，其折光性减弱，形态改变不明显。丹

参组在同一时间点细胞损伤明显得到改善，细胞数

量逐渐增加，细胞分裂相增多，折光性增加。其中以

０．１０％为最好（见图１）。

图１　丹参对ＨＫ２细胞缺氧／复氧形态学的保护作用 （相差显微镜，×１００）。Ａ：对照组：细胞贴壁好，数量多，呈扁平多
角形；Ｂ：损伤组：贴壁差，数量减少；Ｃ：０．１０％丹参组：给予丹参后细胞损伤明显改善，细胞数量增加，分裂相增多。

·０６５·
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２．２　丹参对缺氧／复氧ＨＫ２细胞活力的影响
ＭＴＴ法检测各组ＨＫ２细胞活力提示丹参组活

细胞数量总体上多于损伤组，其中以０．１０％丹参组
在各时间点为最高，差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）。
各组细胞生长情况曲线见图２。
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　　图２　丹参对缺氧及复氧条件下 ＨＫ２细胞生长的影
响曲线图

２．３　丹参对ＨＫ２细胞缺氧／复氧ＬＤＨ的影响
在ＭＴＴ法基础上，筛选出０．１０％丹参组对细胞

的保护作用最强（以下简称丹参组）。故选择正常

组、损伤组、丹参组做ＬＤＨ测定。结果：与对照组比
较，损伤组ＬＤＨ活性升高，最高值在缺氧２４ｈ复氧
４ｈ，达（４２．２０±１．１３）ＩＵ／Ｌ和（４４．２５±５．４４）ＩＵ／Ｌ；
与损伤组相比，丹参组 ＬＤＨ活性下降，在缺氧 ４，
１２，２４ｈ，复氧 ２４ｈ差异有显著性（Ｐ＜０．０５或
０．０１）。见图３。
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　　图３　丹参对缺氧及复氧条件下 ＨＫ２细胞培养液中
ＬＤＨ活性的影响（ａ：Ｐ＜０．０５）。

２．４　丹参对ＨＫ２细胞缺氧／复氧ＴＮＦα的影响
选择正常组、损伤组、０．１０％丹参组做 ＴＮＦα

测定。与对照组比较，损伤组水平升高，在缺氧２４
ｈ复氧４ｈ，达最高值；与损伤组相比，丹参组在缺
氧／复氧过程各时间点中 ＴＮＦα水平降低，在缺氧
４，１２，２４ｈ，复氧２４，４８ｈ差异具有显著性（均 Ｐ＜
０．０５）。见图４。
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　　图４　丹参对缺氧及复氧条件下 ＨＫ２细胞培养液中
ＴＮＦα水平的影响（ａ：Ｐ＜０．０５）

３　讨论

缺氧复氧所致肾损伤是围生期新生儿窒息、肺
炎、休克，以及肾移植、切肾取石等临床共同面临的

问题。从缺氧炎症反应的角度研究其损伤的机制
已成为国内外研究的热点。研究［１，２，５］显示，ＴＮＦα
是激活细胞因子级联反应的始动因子，也是缺氧缺

血性组织损伤中的重要介质，可引起肾小球和间质

的损伤。可进一步激活磷脂酶 Ａ２，诱发白细胞介
素１、白细胞介素８等多种细胞因子和炎症介质的
大量释放，导致组织细胞的一系列炎症改变，如破坏

脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）结构及抑制细胞呼吸和 ＤＮＡ
复制有关酶的活性，而直接造成肾细胞的损伤。研

究发现［１］，围生期窒息的新生儿和新生鼠体液中

ＴＮＦα等炎症细胞因子的浓度升高，且与肾小管损
伤的程度相关。本研究显示，肾小管上皮细胞在缺

氧及复氧条件下可产生 ＴＮＦα，且与肾小管的缺氧
性损伤呈正相关，提示缺氧后 ＨＫ２细胞可遭到损
伤，同时也可被活化产生炎症细胞因子，参与缺氧性

损伤的过程。

丹参系唇形科多年生草本植物，具有活血化瘀、

凉血消火、宁心安神之功效。其已知的脂溶性成分

有丹参酮 Ｉ、丹参酮 ＩＩＡ、丹参酮 ＩＩＢ等；水溶性成分
有儿茶酚、丹参酚和丹参素等。临床上有复方丹参

注射液、丹参注射液、复方丹参滴丸等制剂［３］。本

研究选用复方丹参注射液，通过观察细胞形态、活细

胞计数和检测细胞培养上清液中 ＬＤＨ，ＴＮＦα发
现，当丹参浓度（生药浓度）＜０．２０％时，对体外培
养ＨＫ２细胞的缺氧复氧性损伤具有显著的保护作
用，０．１０％时最为明显。

丹参可能通过以下几种途径来发挥保护作

用［３，６～８］：①抑制促炎细胞因子的作用。本研究结果
显示：丹参组 ＴＮＦα水平显著低于损伤组，证明了
上述作用的存在；②可改善能量代谢。能量代谢障
·１６５·
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碍是缺氧／复氧损伤发病的基础；③减轻钙超载。缺
血再灌注时细胞内外 Ｃａ２＋通过钙通道、钙泵、Ｎａ＋
Ｃａ２＋和 Ｃａ２＋Ｈ＋交换平衡紊乱，引起细胞及细胞器
内钙超载。丹参作为一种钙拮抗剂，通过降低膜通

透性、阻断细胞膜钙通道、提高细胞色素Ｐ４５０或促
进细胞色素Ｐ４５０依赖性混合功能氧化酶合成，恢
复微粒体主动转运钙的功能以及保护Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰ
酶，Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性等作用，阻断钙内流，促进钙泵
出细胞外［９，１０］。本研究丹参组活细胞数量增多、

ＬＤＨ活性明显低于损伤组，可能与上述机制有关。
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２００８年上海交通大学医学院附属
上海儿童医学中心儿科高级研修班招生简章

上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心是上海市人民政府与美国世界健康基金会（ＰｒｏｊｅｃｔＨＯＰＥ）
的合作建设项目。是一所集医疗、科研、教学于一体的儿科综合性医院，核定病床３５８张，拥有一流的楼宇自
动化设备和完备的医疗保障设施，医院技术力量雄厚，设施齐全，拥有目前国内最先进的诊断、治疗设备，医

院不但以精湛的技术为患儿服务、回报社会，同时自开院以来上海儿童医学中心始终秉承“培训→培训者”
（ＴｒａｎｉｎｇＴｒａｉｎｅｒ）理念，为全国各地尤其是贫困和欠发达地区培训了大批儿科方面的骨干型人才，并通过他
们又培养了一大批儿科专业人士，从而为提高和推动当地的儿童医疗健康事业提供了最有力的支持，而本次

设立的儿科高级研修班，就是这一理念的继续和延伸。

招生地区：不限

要　　求：①进修医生；本科毕业；二级医院，工作５年以上；三级医院，工作４年以上。
②进修护士；中专以上学历；二级医院，工作５年以上；三级医院，工作３年以上。

培训科目：招生专业；急救与 ＰＩＣＵ科、新生儿与 ＮＩＣＵ科、儿内科（包括消化、呼吸、肾脏、风湿免疫、神
经、内分泌）、血液肿瘤科、小儿外科、小儿骨科、麻醉科。

培训时间：２００８年３月———２００９年２月（１年）
奖 学 金：一俟被录取，均属获得奖学金者，将享有免收进修费、住宿费并给予生活津贴（医生１００００元／

年，护士８０００元／年）。
报名办法：请报名者将个人简历、进修科目、一位正高级职称医师推荐信、盖有单位公章的介绍信于

２００８年１月１５日前寄联系人。面试时间和面试地点另行通知。
联系地址：上海东方路１６７８号，上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心。邮编：２００１２７

电话：０２１３８６２６１６１×３０８１／３０８０　　传真：０２１５０９０４６１２
请从医院网站索取申请表，网址：ｗｗｗ．ｓｏｍｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
联系人：金燕梁　包文婕

上海交通大学医院附属上海儿童医学中心
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