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围生期肾小管上皮细胞$

DEFG

%急性损伤是否与窒息所致肾组织早期低氧环境直接相关&

始终是国内外学术界争论的焦点'该实验以处于细胞增殖周期关键性调控点
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界面的
DEFG

作为体外低氧损

伤的靶细胞&进行低氧对
@
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A

细胞增殖周期影响的研究&拟探讨低氧与
DEFG

急性损伤的关系'方法
!

以新生猪
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A

期
DEFG

作为研究对象&采用氰化钠体外低氧损伤制成细胞缺氧模型$缺氧组%&同时设干预组$斑螯素
H

氰

化钠%和未处理对照组'应用流式细胞术
I78

检测法&比较缺氧组+干预组和对照组细胞在恢复
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A

期细胞分布率以及凋亡细胞比率&同时应用免疫细胞化学比较三组细胞
/
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的表达'结果
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恢复
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&缺氧组
A

期细胞分布率明显低于干预组$

>6"JK#6=JLG?%6;JK>6!J

#

$6=JK$6?JLG??6$JK>6$J

#
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$6$>

%#在恢复
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缺氧组凋亡细胞的比率$

;;6!JK$6%J

&

;C6=JK>6#J

%明显高于干预组$

#$6?J

K>6CJ

&

##6=JK>6>J

%和对照组$

#=6!JK>6>

&

#;6!JK>6"J

%$均
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期细胞分布率与相应细胞内
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的表达呈正线性关系$
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%&而与凋亡细胞比率则无相关关系$

"M$6;"#
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%'结论

围生期
DEFG

急性损伤与低氧密切相关&其机制可能与低氧抑制
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窒息是引发围生期急性肾损伤的主要危险因

素!
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&其中&肾小管上皮细胞$

DEFG

%增殖周期紊乱

$增殖抑制和凋亡增加%+肾小管发育障碍是其导致

急性肾损伤的主要改变&但其损伤机制仍不明确&围

生期
DEFG

对低氧是否敏感&窒息所致肾组织缺氧

早期低氧与急性肾损伤的关系尚存在争议!

#
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此&该实验在既往成功建立新生猪
DEFG

体外同步

化培养的基础上&以新生猪
@

>

*

A

期
DEFG

细胞为

低氧损伤的靶细胞&研究低氧对新生猪
@

>

*

ADEFG

增殖周期的影响&探讨低氧与围生期急性肾损伤的

关系&为临床早期干预提供依据'

J

!

材料与方法

J6J

!

研究对象

采用机械碾磨加酶消化法进行新生猪
DEFG

体

外原代和传代培养&应用形态学$光镜和电镜%+

02)W

&Y

和
&YW>%

免疫细胞化学+酸性磷酸酶和碱性磷

酸酶组织化学+细胞纯度半定量
&YW>%

流式细胞术

进行细胞来源和纯度的鉴定#应用二次过量胸苷同

步化法进行新生猪
DEFG

体外同步化培养&采用流

式细胞术
I78

直方图进行鉴定&以
@

>
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A

新生猪

DEFG

作为研究对象!
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主要试剂及仪器

胸苷+

IZF

*
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+斑蝥素$
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%#

IZFZ

$

@(\T+

%#氰化钠$上海化学试剂公司%#胎牛血清

$天津生物制品研究所%#
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0̂ _A

I78

试剂盒$

\I
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#>

单克隆抗体+生物素化二

抗+

A8\&

+

I8\

显色试剂盒$博士德公司产品%'主

要仪器包括万级层流工作室+

\&ZW>$$

型生物洁净

工作台+

*̀W!&

型
&a

#

培养箱$日本平泽产品%+倒

置显微镜$

a5

R

.

/

9G

&

7(

//

+)

%+低温低速离心机+

[8&A&2)

流式细胞仪$

\I

公司产品%+

Z(2G#$$$

图像分析系统$四川大学研制%'

J6K
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实验方法

应用经典的氰化钠体外细胞化学缺氧模式&进

行新生猪
@
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期
DEFG

缺氧模型的制作!

"

"

'预实

验结果显示&

>$.Z

氰化钠终浓度组镜下细胞生长

情况和细胞计数与未处理组无显著差异&台盼兰染

色细胞存活均达
?=J

以上&故将此浓度作为实验剂

量'将新生猪
@
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期
DEFG

细胞$每培养瓶细胞

数约为
"6=!b>$

!个%分为
;

组(

"

缺氧组(将诱导

的
@

>

*

A

期细胞悬浮于
>$.Z

的
72&7

的
IZF

*

[W>#

培养液中#

#

干预组(将诱导的
@
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A

期细胞悬

浮于含斑蝥素
$6#

$

Z

和
>$.Z

的
72&7

的
IZF

*

[W>#

培养液中#

%

对照组(将诱导的
@
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A

期细胞悬

浮于
IZF

*

[W>#

培养液中&含配制斑蝥素所用的稀

释液
$6>.5

&生理盐水
$6>.5

'同时将各组细胞置

于
;Cc

&

=J &a

#

培养箱中培养
>'

&弃去原培养

液&

0\A

洗
#

次&加入新鲜培养液&分别收集恢复
$

&

!$

&

>#$

&

>%$.()

的
;

组细胞
>

瓶&

0\A

洗
#

次&

$6#=J

胰酶消化&

>$J[&A

的
IZFZ

终止消化&离

心去上清&加
0\A>$.5

冲洗并离心去上清
#

次&用

0\A

制成单个细胞悬液&计数调定为
>b>$

!个*
.5

的细胞悬液&备用'

J6#
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A

期细胞分布率和凋亡细胞比率的检测

采用流式细胞
I78

直方图检测方法&检测缺

氧后恢复
$

&

!$

&

>#$

&

>%$.();

组细胞增殖周期时

相的分布率和凋亡细胞的比率'

J6%

!

细胞
/

!J

免疫细胞化学染色

细胞
/

#>

单抗免疫细胞化学染色按说明书进

行&用
Z(2G#$$$

图像分析系统进行平均目标灰度

值分析&灰度值愈高&则
/

#>

表达愈低'

J6$

!

统计学处理

细胞周期
@

>

&

A

时相的分布率和凋亡细胞比率

用平均百分率
K

标准差表示&

/

#>

表达的目标灰度

值用均数
K

标准差表示&应用国际通用
A0AA

$

L+56

>$6$

%统计软件进行单因素的方差分析'两变量之

间的关系应用线性回归分析或相关分析'

!

!

结果

!6J
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缺氧组和干预组与对照组
@

J

#

A

期细胞分

布率

恢复
$.()

和恢复
!$.()

&干预组以
A

期细胞为

主&

A

期细胞的分布率显著高于缺氧组和对照组$

!

"

$6$>

%&而缺氧组和对照组则以
@

>

期细胞为主&两

组
@

>

期细胞分布率差异无显著性$

!

#

$6$=

%#恢复

>#$

和
>%$.()

&缺氧组
@

>

期细胞分布率均高于干预

组和对照组$

!

"

$6$>

%&

A

期细胞的分布率明显低于

)
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干预组和对照组$
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$6$=

%'见表
>

'

!6!

!

缺氧组'干预组和对照组凋亡细胞比率

在恢复
$

&

!$.()

时&三组细胞凋亡率差异无显

著性$

!

#

$6$=

%&恢复
>#$

&

>%$.()

&缺氧组凋亡细

胞比率明显高于干预组和对照组&其差异有显著性

$
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$6$>

%&见表
#
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表
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缺氧组+干预组和对照组各时间段
@
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+

A

期细胞分布率

L3:5*J
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'2G-T-55G(),'-X
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&
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LKD
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J
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组别
恢复

$.()

@
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恢复
!$.()

@
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恢复
>#$.()

@
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A

恢复
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A

对照组
??6=K$6? $6=K$6? ?!6!K;6# ;6!K;6; $6!K$6!

2

??6"K$6!

U

>6>K$6=

2

?C6!K$6?

U

缺氧组
?%6!K#6= >6"K#6= ??6=K$6? $6=K$6? "#6>K?6# ==6!K!6$ ;6!K$6= ?$6>K#6$

干预组
>6CK>6!

2

?%6;K>6!

2

$6CK$6!

2

??6$K>6$

2

>6>K$6=

2

?%6$K$6C

U

$6?K$6C

2

?!6!K>6>

U
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注(

2

与缺氧组比较
!
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$6$

#
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U

与缺氧组比较
!

"
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表
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!

缺氧组+干预组和对照组各时间段凋亡细胞比率结果
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缺氧组'干预组和对照组细胞
/

!J

表达

在恢复
>#$.()

时&干预组+缺氧组和对照组细

胞
/

#>

平均目标灰度值分别为
>=#6;K#6"

&

>"=6CK>6C

&

>";6#K#6;

&其中干预组细胞灰度值高

于缺氧组和对照组&其差异均有显著性$

!

"

$6$=

或
$6$>

%&

;

组细胞
/

#>

的表达均低于缺氧前
@

>

*

A

期细胞$

!

"

$6$>

%'

!6#

!

细胞
/

!J

表达与相应
@

J

细胞分布率和凋亡

细胞比率的相关性分析

@

>

期细胞分布率与相应细胞内
/

#>

表达呈线

性关系$直线方程式为(

@

>

M!%=6%=<"6;!b

/

#>

&

U

M<"6;!

&

"M$6!"

&

!

"

$6$>

%'细胞凋亡比率与

其相应细胞内
/

#>

表达无相关关系$

"M$6;"#

&

!

#

$6$=

%'

K

!

讨论

!!

围生期窒息主要病理生理特点是缺氧导致的组

织细胞一系列代谢紊乱和器官损伤!

=

&

!

"

&其中肾脏

损伤占窒息发病率的
";J

&

C=J

'围生期急性肾

损害常以
DEFG

增殖抑制和凋亡增加&肾小管发育

障碍为其主要病理特点&但其病理机制尚不明确'

有人认为&围生期
DEFG

损伤与肾组织缺氧后酸中

毒直接相关&对早期氧分压降低并不敏感!

#

"

'本研

究结果显示&恢复
$

&

!$.()

&干预组以
A

期细胞为

主&而缺氧组和对照组则以
@

>

期细胞分布为主#恢

复
>#$

&

>%$.()

&缺氧组
@

>

期细胞分布率仍高于干

预组和对照组&氰化钠能导致细胞生长增殖过程中

必备的胞内支架成分,

[W2T,()

骨架系统发生紊

乱!

C

&

%

"

'而斑蝥素作为蛋白磷酸酶抑制剂!

?

"

&具有稳

定低氧条件下细胞
[W2T,()

骨架系统的作用!

%

"

'

急性肾小管细胞损伤与细胞凋亡增加密切相

关!

>$

"

'体外试验显示&细胞凋亡多数发生在
@

>

*

A

界面!

>>

"

&然而&近年来越来越多研究显示&缺氧导致

A

期细胞凋亡增加的发生率并非少见'但机制不明

确'有人认为&因
@

>

*

A

界面具有修复损伤蛋白质

和
I78

的抗细胞凋亡调控系统$如热休克蛋白系

统等%&

A

期细胞凋亡增加可能与此时损伤蛋白质和

I78

修复不完善相关'本研究以新生猪
@

>

*

A

期

DEFG

为缺氧损伤的靶细胞&根据斑蝥素具有防止

低氧状态下热休克蛋白脱磷酸化及稳定细胞
[W2TW

,()

骨架系统的抗细胞凋亡作用!

%

"

&将其作为实验干

预组'研究结果显示&在恢复
>#$.()

和
>%$.()

时&缺氧组凋亡细胞的比率明显高于干预组和对照

组&此时
;

组细胞均以
A

期为主&由此提示&

A

期细

胞凋亡的增加可能与低氧直接损伤
@

>

*

A

界面细胞

相关'而在恢复
$

&

!$.()

&缺氧组凋亡细胞比率与

干预组和对照组的却无显著性差异&而此时&缺氧组

细胞仍停留在
@

>

*

A

界面&而干预组细胞已进入
A

期&说明低氧仅能够延缓
@

>

*

A

细胞向
A

期转化&并

不能增加
@

>

*

A

界面的细胞凋亡'由此提示(

"

低

氧对
@

>

*

A

界面已形成的抗细胞凋亡系统可能无显

著性影响&细胞转化调控系统可能处在抗细胞凋亡

调控系统的下游#

#

相同的调节因子对细胞转化和

)

C!#

)
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6#$$"

抗细胞凋亡的调节作用不仅相同&如细胞周期素依

赖性激酶抑制因子$

/

#>

等%'

/

#>

是关键性细胞周期素依赖性激酶的抑制因

子&在肾脏急性缺血损伤中&

/

#>

表达增加!

>#

"

&高水

平的
/

#>

对
@

>

*

A

过渡的控制作用大于对发生细胞

凋亡的作用!

>;

"

'本研究结果显示&干预组细胞
/

#>

的表达明显低于缺氧组和对照组#且
;

组细胞
/

#>

的表达均低于缺氧前
@

>

*

A

界面细胞&细胞
/

#>

的

表达与相应
@>

时相分布率呈正相线性关系&却与

凋亡细胞比率则无相关关系&进一步验证了上述论

点'

综上&我们推测&围生期
DEFG

急性损伤与窒息

所致肾组织早期低氧环境密切相关&其损伤机制可

能与低氧导致
@

>

*

A

界面细胞转化抑制&

A

期细胞凋

亡增加相关'
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