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臭氧氧化后处理对肾脏缺血再灌注损伤的作用
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摘要：目的 研究臭氧O3氧化后处理对大鼠肾脏缺血再灌注所致肾脏慢性纤维化的作用及相关机制遥方法
将 72例 SD大鼠随机分为 4组院假手术组渊 S组冤尧单纯缺血再灌注组渊 I/ R 组冤尧O3氧化后处理组渊 I/ R+O3组冤尧
氧气 O2后处理组渊 I/ R+O2组冤袁 每组 4只遥 每组在模型复制成功后 2周检测血清肌酐渊 Scr冤 和血浆尿素氮
渊 BUN冤袁2和 10周取肾脏标本袁进行苏木精 - 伊红染色法染色尧Masson染色袁以及免疫组织化学法检测转化生
长因子 β 1渊 TGF- β 1冤尧α - 平滑肌肌动蛋白渊 α - SMA冤的表达遥 结果 术后 2周各组的血清 Scr尧血浆 BUN 基

本恢复到正常范围袁两组比较袁差异无统计学意义渊 >0.05冤遥 术后 10周 Masson染色显示袁肾纤维化程度袁其他
3组较 S组重渊 <0.05冤袁I/ R+O3组较 I/ R 组尧I/ R+O2组轻渊 <0.05冤袁而 I/ R 组与 I/ R+O2组比较袁差异无统
计学意义渊 >0.05冤遥与 S组比较袁其他 3组 TGF- β 1尧α - SMA的表达增强渊 <0.05冤曰与 I/ R 组比较袁I/ R+O3组

的表达减弱渊 <0.05冤曰I/ R 组与 I/ R+O2组比较袁差异无统计学意义渊 >0.05冤遥结论 O3后处理可以减轻缺血

再灌注损伤肾脏的慢性纤维化袁其机制可能与 O3后处理抑制转化生长因子 - β 1/ Smad信号通路激活有关遥
关键词： 缺血再灌注损伤曰肾纤维化曰臭氧氧化后处理
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Abstract: Objective To explore the effect of ozone oxidative post-conditioning on chronic renal fibrosis
induced by ischemia reperfusion injury in rats and the mechanism. Methods Totally 72 adult male SD rats
were randomly divided into four groups (18 in each): sham -operation control group (S group), ischemia
reperfusion group (I/R group), ozone oxidative post -conditioning group (I/R +O3 group) and oxygen post -
conditioning group (I/R+O2 group). Serum creatinine (Scr) and blood urea nitrogen (BUN) levels were evaluated
2 w after successful modeling. Renal specimens were obtained in the 2th and 10th week respectively, and the
renal tissues were stained by HE and Masson staining. The protein expressions of transforming growth factor-
茁1 (TGF-茁1) and 琢-smooth muscle actin (琢-SMA) were determined by immunohistochemistry analysis. Results
After two weeks of treatment, Scr and BUN of each group basically returned to normal levels, and there were
no significant differences among the four groups ( > 0.05). Ten weeks after operation, Masson staining
revealed renal fibrosis of the I/R, I/R+O2 and I/R+O3 groups was more serious than that of the S group ( <
0.05), renal fibrosis of the I/R+O3 group was milder than taht of the I/R and I/R+O2 groups ( <0.05), while
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there was no difference between the I/R group and the I/R+O2 group ( > 0.05). The protein expressions of
TGF-茁1 and 琢-SMA of the I/R, I/R+O2 and I/R+O3 groups were higher than those of the S group ( < 0.05);
and compared with the I/R group, the expressions of TGF-茁1 and 琢-SMA were lower in the I/R+O3 group ( <
0.05). There was no difference in the expression of TGF-茁1 or 琢-SMA between the I/R+O2 group and the
I/R group ( > 0.05). Conclusions Ozone oxidative post-conditioning can relieve chronic renal fibrosis caused
by ischemic reperfusion injury, and inhibition of activation of TGF-茁1/Smad signaling pathway may be one of
the mechanisms.

Keywords: ischemia/reperfusion injury; renal fibrosis; ozone oxidative post-conditioning

由于肾移植等泌尿外科手术中肾脏的缺血不可

避免袁因此如何预防和减轻缺血再灌注损伤袁一直是
临床上研究肾脏保护的热点课题遥臭氧 O3氧化预处

理可以减轻肾脏的缺血再灌注损伤遥 但是臭氧氧化
后处理对缺血再灌注损伤远期作用的相关文献少有

报道遥 本研究旨在进一步研究臭氧后处理对大鼠缺
血再灌注损伤肾脏纤维化的作用袁以及可能的机制袁
为临床保护缺血再灌注损伤提供基础理论依据遥

1 材料与方法

1.1 材料

Sprague- Dawley级渊 SD冤大鼠袁清洁级袁雄性袁体
重 250～300 g遥 室温 20～22℃袁12 h昼 /夜循环照

明袁湿度 60%～80%袁常规饮食袁大鼠适应性喂养 7 d

后使用遥
1.2 方法

1.2.1 模型 复制大鼠肾脏缺血再灌注模型院大鼠术
前禁食 12 h袁3%戊巴比妥钠 50 mg/kg腹腔注射麻醉

生效后袁将大鼠仰卧位固定于鼠台上袁去毛袁75%乙醇
消毒袁500 u肝素钠腹腔注射袁 实验中体温渊 直肠温
度冤保持在 37℃左右遥行腹部正中切口袁逐层切开皮
肤袁腹直肌及腹膜袁暴露左右肾脏袁游离左尧右肾蒂袁切
除右侧肾脏遥用无损伤动脉夹夹闭左侧肾蒂袁肾脏颜
色变为暗红色即确认将肾脏血流阻断袁50 min后松
开血管夹恢复肾脏血供袁肾脏颜色变为鲜红即为血流
恢复袁此为肾缺血再灌注模型遥
1.2.2 分组 72例 SD大鼠袁 随机分为 4组袁 每组
18 例遥 假手术组渊 sham- operated control group袁S
组冤袁单纯缺血再灌注组渊 ischemia reperfusion group袁
I/R 组冤 袁 臭氧氧化后处理组 渊 ozone oxidative

post- conditioning group袁I/R+O3组冤袁氧气O2后处理组

渊 oxygen post- conditioning group 袁I/R+O2组冤遥S组切
除右侧肾脏袁仅行游离左侧肾蒂而不夹闭袁切口用生
理盐水纱布覆盖袁暴露 50 min后关腹曰I/R组切除右
侧肾脏袁用无损伤动脉夹夹闭左侧肾蒂袁肾脏颜色变

为暗红色即确认将肾脏血流阻断袁50 min后松开血
管夹恢复肾脏血供袁肾脏颜色变为鲜红即为血流恢
复再灌注曰I/R+O3组在 I/R组基础上袁再灌注成功后袁
从SD大鼠肛门按照 1 mg/kg吹入 O3和氧气的混合

气体渊 臭氧浓度为 50μ g/ml冤袁1次 /d袁持续 2周曰I/R+
O2组在 I/R组基础上袁再灌注成功后袁按照 13mg/kg从

SD大鼠肛门吹入氧气袁1次 /d袁持续 2周遥
4组所有 SD大鼠经不同的手术及处理后袁缝合

伤口袁麻醉苏醒后回鼠笼遥 术后每只大鼠腹腔注射
青霉素 20万 IU/d袁抗感染袁连续 3 d遥 术后所有动物
在鼠笼中活动袁正常获得水和食物遥术后 2周分别于

下腔静脉采血袁并于术后第 2和 10周袁每组取 9只大

鼠肾脏标本遥 动物用静脉注射 10%氯化钾处死遥
1.2.3 标本采集 术后 2周袁3%戊巴比妥钠 50mg/kg

大鼠腹腔注射麻醉生效后袁大鼠仰卧位固定于手术
台上袁腹部消毒后剖腹袁在无菌条件下抽取下腔静脉
血液 2～3 ml袁将血液标本注入放有分离胶和促凝
剂的试管袁常温 3 000 r/min离心 15 min后留取上清

液袁置入 - 20℃冰箱冷冻保存袁分别测定血血清肌酐
渊 serum creatinine袁Scr冤和血浆尿素氮渊 blood urea ni-

trogen袁BUN冤遥
于术后 2和 10周袁每组各取 9例 SD大鼠袁3%戊

巴比妥钠 50 mg/kg大鼠腹腔注射麻醉生效后袁大鼠
仰卧位固定于手术台上袁去毛袁75%乙醇消毒袁500 u
肝素钠腹腔注射袁实验中体温渊 直肠温度冤保持在
37℃左右遥切取左侧肾脏标本袁并处死动物遥用生理
盐水通过肾动脉将肾脏灌注至变白袁充分冲净肾脏
血管中积存的血液袁冲洗肾脏表面血液袁滤纸吸干表
面水份袁冠状剖开肾脏袁切取皮质块袁经 10%中性多

聚甲醛固定后制备切片遥 常规苏木精 - 伊红染色法

渊 hematoxylin- eosin staining袁HE冤染色尧Masson染色及
免疫组织化学法检测遥
1.3 观察指标

1.3.1 Scr尧BUN 浓度 将血液标本注入放有抗凝

剂和分离胶的试管常温 1 500 r/min离心 15 min袁取
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表 1 4组大鼠术后第 2周 Scr、BUN水平比较

渊 =18袁x± s冤

组别 Scr/渊 μ mol/L冤 BUN/渊 mmol/L冤

S组 29.8± 3.17 7.01± 1.68

I/R组 29.7± 3.08 7.78± 1.52

I/R+O3组 28.9± 4.04 7.12± 1.70

I/R+O2组 29.8± 3.37 7.72± 1.67

值 0.290 1.059

值 0.833 0.372

上层血清置入 - 20℃冰箱冷冻保存袁将血液标本送至
本院检验科使用 7170全自动生化分析仪渊 日本日立
公司冤测定 Scr尧BUN浓度遥
1.3.2 组织形态学观察 在事先设计的时间点处死

大鼠袁切取左侧肾脏组织袁10%多聚缓冲甲醛溶液固
定 24 h袁制备切片袁分别使用 HE染色观察肾组织形

态学变化曰Masson染色观察肾组织纤维化变化袁肾
小管间质纤维化程度根据皮质和外髓质部受损面

积占每高倍镜面积渊 × 200冤的百分比来判断曰免疫组
织化学法检测转化生长因子 β 1渊 transforming growth

factor- β 1袁TGF- β 1冤尧α - 平滑肌肌动蛋白渊 α - smooth

muscle actin袁α - SMA冤的表达曰用图像分析软件 Im-

age- Pro Plus 6.0渊 美国 Media Cybernetics公司冤进行
分析袁根据公式院累计光密度 /阳性表达区面积 =平

均光密度值渊 optical delnsity袁OD冤袁计算 OD值袁进而
定量比较各组的差异遥
1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0统计软件袁计量资料以
均数± 标准差渊 x± s冤表示袁多组间比较用单因素方

差分析袁组间两两比较用 SNK- 检验袁 <0.05为差

异有统计学意义遥

2 结果

2.1 缺血再灌注 2 周后大鼠肾功能和组织病理形

态学的变化

根据尿素氮和肌酐来评价肾功能袁2周后各组
的肌酐尧尿素氮基本恢复到缺血前水平袁组间比较袁
差异无统计学意义渊 >0.05冤遥 见表 1和图 1遥

但是通过 HE染色可以看出肾组织形态学改变

却不尽一致袁I/R+O3组引起的肾小管间质损伤已恢

复袁并接近正常袁组织形态学接近于 S组袁而 I/R组

和 I/R+O2组却仍有小管变形尧水肿尧空泡尧炎症细胞
浸润尧间质区变宽等病理改变遥 见图 2遥

Masson染色显示袁I/R组尧I/R+O2组小管间质已

经有纤维化趋势袁 而 S组尧I/R+O3组尚无明显变化遥

见图 3遥
2.2 缺血再灌注 10 周后大鼠肾组织病理形态学

变化

HE染色切片观察袁各组肾小球未见明显改变袁
I/R组皮质及外髓质部分肾小管上皮细胞肿胀变性袁
少量炎症细胞浸润遥 总体来看 4组间差异无统计学

图 1 术后 2周各组 Scr、BUN的变化 渊 =18袁x± s冤
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图 2 术后 2周各组肾组织病理形态学变化 渊 HE染色× 200冤
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S组 I/R组 I/R+O3组 I/R+O2组

图 5 术后 10周各组α-SMA表达的变化 渊 免疫组织化学法× 400冤

组别 α - SMA的 OD值 TGF- β 1的 OD值

S组 0.057± 0.0072 0.0416± 0.0062

I/R组 0.3021± 0.00751冤 0.2387± 0.00551冤

I/R+O3组 0.1485± 0.00691冤2冤 0.1085± 0.00491冤 2冤

I/R+O2组 0.2997± 0.00631冤3冤 0.2321± 0.00531冤 3冤

值 2709.119 2606.613

值 0.000 0.000

表 2 各组大鼠α-SMA、TGF-β1的表达比较

渊 =9袁x± s冤

注院1冤与 S组比较袁 <0.05曰2冤与 I/R组比较袁 <0.05曰3冤与 I/R

组比较袁 >0.05

S组 I/R组 I/R+O3组 I/R+O2组

图 3 术后 2周各组肾组织病理形态学变化 渊 Masson染色× 200冤

S组 I/R组 I/R+O3组 I/R+O2组

图 4 术后 10周各组肾组织病理形态学变化 渊 Masson染色× 200冤

意义遥
肾小管间质纤维化程度根据皮质和外髓质部

受损面积占每高倍镜面积渊 × 200冤的百分比来判断遥
S组大鼠肾纤维化程度为 渊 1.12± 0.19冤%袁I/R组为
渊 39.01± 1.56冤%袁I/R+O3组为渊 18.02± 1.58冤%袁I/R+
O2组为渊 37.80± 5.89冤%遥 Masson染色表现为院I/R组
肾小管有萎缩尧管腔扩张尧胶原纤维沉积尧间质区增
宽袁有炎症细胞浸润袁出现呈条索状和片状分布的纤
维化表现并且与 I/R+O2组相似袁S组无明显纤维化袁

而 I/R+O3组纤维化明显减轻遥4组间Masson染色比

较袁差异有统计学意义渊 =294.394袁 =0.000冤袁且 I/R

组尧I/R+O3组尧I/R+O2组与 S组比较袁 差异有统计学
意义渊 =25.494尧11.360和 24.686袁 =0.000冤 袁I/R+
O2组与 I/R组比较袁差异无统计学意义渊 =0.808袁
=1.000冤袁I/R+O3组与 I/R组尧I/R+O2组肾小管间质

纤维化程度比较袁 差异有统计学意义渊 =14.133和

13.326袁 =0.000冤袁I/R+O3组较 I/R组尧I/R+O2组低遥
见图 4遥

2.3 缺血再灌注 10 周后大鼠肾组织 α-SMA、

TGF-β1的表达

免疫组织化学法检测结果显示袁α - SMA 的表

达主要在间质和血管袁而 TGF- β 1的表达主要在肾

小管上皮细胞内袁两者的阳性区域与纤维化分布位置
较为一致遥用图像分析软件 Image- Pro Plus 6.0分析袁
计算平均 OD值来比较各组差异遥α - SMA尧TGF- β 1

在 S组表达很弱袁在 I/R组肾脏表达较强袁并且与 I/R+

O2组比较袁差异无统计学意义曰而在臭氧氧化后处理
组较 I/R组及 I/R+O2组表达减弱渊 <0.05冤遥 4组α -

SMA尧TGF- β 1表达比较袁差异有统计学意义渊 =

2 709.119和 2 606.613尧 =0.000冤袁且 I/R组尧I/R+O3

组尧I/R+O2组的 α - SMA尧TGF- β 1与S组比较袁差异有
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3 讨论

自从再灌注损伤现象被报道后袁围绕保护或减轻
缺血再灌注损伤的研究就没有停止过遥 2002年缺血
后处理的概念被提出[1]袁由于其现实的可行性高而备
受关注遥其实广义的后处理还包括药物干预尧化学干
预等缺血再灌注发生以后其他人为干预措施袁如本
研究中用臭氧氧化后处理发生缺血再灌注损伤的

肾脏遥
国内外一些研究证实袁臭氧氧化预处理可以对

缺血再灌注损伤的肾脏及其他器官有保护作用[2- 3]遥
JOSE等[4]报道,臭氧氧化后处理对再灌注损伤导致

的急性肾衰竭也有保护作用袁并指出可能的机制有院
刺激内源性抗氧化系统袁诱导组织对氧自由基的抵
抗力曰增加血液循环和加快氧代谢曰降低氧化应激曰
降低钙超载曰增加内源性腺苷和 NO的水平曰减弱肾
脏细胞凋亡的水平遥 但国内外有关臭氧后处理对缺
血再灌注损伤远期保护作用的相关报道却不多遥 同
时袁动物实验和临床实验均表明袁严重的缺血再灌注
损伤不仅可以引起急性肾功能衰竭袁而且可以导致
慢性肾小管间质纤维化[5]遥 而肾间质纤维化是各种病
因肾脏疾病进展到终末期肾病的共同通路遥
有学者称袁再灌注期间袁肾小管有很强的增殖修

复能力袁再灌注损伤可以完全改善[6]遥但有研究发现袁
一旦损伤程度超过某一临界值袁肾小管损伤就是不
可逆的袁肾小管的结构和功能就不能完全恢复[7]遥 轻
度的肾缺血再灌注损伤随着时间的推移袁肾功能及
肾脏的病理改变会逐步恢复正常袁但是当发生的肾缺
血再灌注损伤较严重时袁由损伤导致的肾小管会发
生不可逆性改变袁表现为肾小管间质纤维化[8]遥 另有
研究表明袁中度的肾小管间质纤维化病变尽管没有

引起血尿素氮袁肌酐等指标异常升高袁但是缺血性肾
衰竭的存活者遗留有不同程度的慢性肾脏功能和结

构损害[9- 10]遥
关于大鼠缺血再灌注模型的复制方法袁相关文

献报道不一袁基本包括 COHRANCE[11]和 LEE等[12]复

制的模型袁其中肾缺血时间尤为重要遥缺血时间过短袁
远期纤维化不明显袁而缺血时间过长则会大大提高
大鼠死亡率袁本研究所采用的缺血 50 min是在 LEE

等[12]复制模型的基础上袁结合预实验而确立遥本研究
术后 2周各组血 Scr 和 BUN显示肾功能虽然基本

恢复正常袁但是病理形态学上仍存在异常袁Masson染
色显示有纤维化趋势遥 而术后 10周袁缺血再灌注组
出现的间质纤维化就十分明显袁与此相对应的是肉眼
观肾脏体积增大袁肾脏表面不再光滑袁粗糙呈颗粒样
凹凸不平遥 这说明在本研究中缺血再灌注已经造成
不可逆的肾脏慢性损伤袁10周出现较明显的肾间质
纤维化遥 可以理解为 50min的较长时间缺血袁造成肾
脏持续的明显损伤袁使肾脏在血流复灌后第 10周出

现较明显的肾间质纤维化遥 说明本实验通过缺血再
灌注损伤复制的大鼠肾纤维化模型是成功遥 但是具
体缺血时间的长短袁对应引起肾脏纤维化的程度的
轻重袁以及两者是否一致袁还有待进一步研究遥

本研究结果显示袁臭氧氧化后处理减轻肾小管
间质纤维化病变袁同时还使肾组织 α - SMA尧TGF- β 1

的表达降低遥
α - SMA是肌成纤维细胞的标志袁而肌成纤维细

胞是成纤维细胞的活化形式袁同时也是细胞外基质
胶原成分的主要来源[13]遥在正常肾组织中 α - SMA仅

在动脉平滑肌细胞中表达袁而本研究术后 10周的肾

间质中可以看到其表达增加袁说明早期肾间质中成

S组 I/R组 I/R+O3组 I/R+O2组

图 6 术后 10周各组 TGF-β1表达的变化 渊 免疫组织化学法× 400冤

统计学意义渊 α -SMA=76.213尧27.772和 72.753袁 α -SMA=

0.000曰 TGF-β 1=76.086尧25.825和 68.906袁 TGF-β 1=0.000冤曰
I/R+O2组与 I/R组的α - SMA尧TGF- β 1比较袁差异无
统计学意义渊 =3.460和 7.180袁 =0.061和 0.082冤 曰

I/R+O3组 α - SMA尧TGF- β 1与 I/R组尧I/R+O2组比较袁
差异有统计学意义渊 α -SMA=48.442和 44.981袁 α -SMA=

0.000曰 TGF-β 1=50.261和 43.081袁 TGF-β 1=0.000冤 袁I/R+
O3组较 I/R组尧I/R+O2组低遥 见表 2和图 5尧6遥
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纤维细胞已活化遥
TGF- β 1被公认为是众多纤维因子中的重要一

个袁其与受体结合袁通过细胞内信号转导而活化靶基
因袁从而产生一系列靶蛋白袁该蛋白可以通多种途径
或其他机制使肌成纤维细胞增多遥 TGF- β 1有多条

下游信号通路袁 其中又以 Smad信号通路在多种组

织器官的纤维化过程中发挥重要作用 [14]遥 许多对
TGF- β 1/Smad通路的研究发现袁通过拮抗 TGF- β 1

活化可以减轻肾间质纤维化[15]遥 OVERSTREET等[16]

研究也发现袁通过激活 TGF- β 1信号传导通路可导

致肾脏纤维化遥
而笔者研究发现袁术后 10周单纯缺血再灌注组

的 α - SMA尧TGF- β 1表达较假手术组增强袁与此同
时其纤维化程度也较对照组假手术组增强遥 提示缺
血再灌注所导致的肾小管间质纤维化可能与肌成纤

维细胞增多及 TGF- β 1/Smad信号通路激活有关遥
另外袁在笔者的研究中发现袁α - SMA尧TGF- β 1

在 I/R组肾脏表达都增强袁并且与 I/R+O2组比较差异

无统计学意义袁而在 O3后处理组与之比较袁表达减
弱袁在假手术组无明显表达遥 这提示 O3后处理对缺

血再灌注损伤造成的肾纤维化无明显作用袁同时排
除其对观察臭氧后处理对肾纤维化作用效果的干

扰遥 O3后处理组肾间质纤维化程度较单纯缺血再灌

注组明显减轻袁同时其 α - SMA尧TGF- β 1表达减弱袁
两者相一致袁则提示臭氧氧化后处理减轻组织纤维
化的作用可能与其抑制 TGF- β 1/Smad信号通路激

活有关遥
综上所述袁本研究提示较严重的肾脏缺血再灌

注则可以引起肾小管间质纤维化袁其机制可能与肌成
纤维细胞增多袁以及 TGF- β 1/Smad信号通路激活有

关曰而臭氧氧化后处理则可能通过抑制该信号通路
而减轻肾脏的纤维化改变遥 至于更详细的抑制该信
号通路机制袁还有待进一步探讨遥臭氧氧化后处理在
临床上较具有现实可行性袁有一定的运用前景袁本课
题研究为其提供一定的理论基础遥
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