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［摘要］　目的：探讨自制上海多器官保存液（ＳＭＯ液）对肾皮质线粒体低温缺氧损伤的保护作用。方法：以 ＨＣＡ液和 ＵＷ
液作对照，在犬肾低温保存各时间点，取皮质标本；通过电镜观察保存期间线粒体形态改变；差速离心法分离皮质线粒体，Ｃｌａｒｋ

氧电极法测定其活性，描记四态呼吸曲线，计算Ⅲ态、Ⅳ态耗氧速率、线粒体呼吸控制率（ＲＣＲ）及磷氧比（Ｐ／Ｏ）。结果：低温

保存期间，ＨＣＡ组肾皮质线粒体水肿、空泡样变明显重于ＳＭＯ组和ＵＷ组，而后两者改变相似；随着低温保存时间延长，实

验组和对照组肾皮质线粒体Ⅲ态呼吸耗氧速率、ＲＣＲ和Ｐ／Ｏ均明显降低；保存１～３ｄＨＣＡ组Ⅲ态呼吸耗氧速率显著低于

ＳＭＯ组（Ｐ＜０．０５）；保存各时间点ＳＭＯ组线粒体ＲＣＲ和Ｐ／Ｏ显著高于 ＨＣＡ组（Ｐ＜０．０５），与 ＵＷ 组无明显差异。结论：

ＳＭＯ液对肾皮质线粒体低温缺氧损伤的保护作用比 ＨＣＡ液强，与ＵＷ液相似。
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　　器官保存质量影响移植物长期存活［１］。研制长
效国产多器官保存液是目前我国器官保存研究的重

点。借鉴国外器官保存液优点，我们配制新型多器
官保存液———ＳＭＯ 保存液（Ｓｈａｎｇｈａｉｍｕｌｔｉｏｒｇａｎ
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ），其以组氨酸／盐酸组氨酸为
缓冲系统，含有多种氨基酸和川芎嗪作为细胞保护
成分，渗透压３５０ｍＯｓｍ／Ｌ，ｐＨ值７．３。

　　本实验通过观察犬肾低温保存期间皮质线粒体

超微结构和呼吸耗氧功能改变，以 ＨＣＡ液和 ＵＷ
液为对照，研究ＳＭＯ液对肾皮质线粒体低温缺氧
损伤的保护作用。
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１　材料和方法

１．１　实验动物　实验犬１８只，雌雄不限，体质量

（１５±２）ｋｇ（第二军医大学实验动物中心），随机分

为高渗枸橼酸盐腺嘌呤（ＨＣＡ）液组、ＵＷ（ｕｎｉｖｅｒ

ｓｉｔｙｏｆｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）液组和ＳＭＯ液组。

１．２　主要试剂　线粒体分离介质（甘露醇２２５

ｍｍｏｌ／Ｌ，蔗 糖 ７５ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ １ ｍｍｏｌ／Ｌ，

０．２５％小牛血清白蛋白，ＴｒｉｓＨＣｌ１０ ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．４），反应介质 （甘露醇２２５ｍｍｏｌ／Ｌ，蔗糖７５

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ

ＰＢＳ３ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），琥珀酸钠０．５ｍｏｌ／Ｌ，二

磷酸腺苷（ＡＤＰ）５０ｍｍｏｌ／Ｌ。上述试剂除甘露醇、

蔗糖、ＡＤＰ为Ａｍｅｒｓｃｏ公司产品，其余由上海生工

生物技术有限公司提供。ＨＣＡ液、ＵＷ 液及ＳＭＯ
液由第二军医大学长征医院药学部提供（组分见

表１）。

表１　ＵＷ、ＨＣＡ、ＳＭＯ保存液组分

Ｔａｂ１　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＵＷ，ＨＣＡａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＵＷ ＨＣＡ ＳＭＯ

Ｍａｎｎｉｔｏｌ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） － ３０．２ －
Ｌａｃｔｂｉｏｎａｔｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １００ － －
Ｃｉｔｒａｔｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － ５５ ４８．５
Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｓｔａｒｃｈ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ５０ － －
Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３０ － －
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － １６５
Ｈ２ＰＯ４－／ＨＰＯ４２－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２５ － －
ＯＨ－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － －
Ｎａ＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２５３０ ８０ ７０．５
Ｋ＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １２５１３０ ８０ ７５
Ｍｇ２＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５ ４１ ５
Ｃａ２＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － －
Ｃｌ－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － １５
ＳＯ４２－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５ － ５
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３ － －
Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １ － －
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５ － －
Ａｄｅｎｉｎ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － ０．３８ －
Ｌａｒｇｉｎｉｎ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － ２
Ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） － － ２０
Ｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅ（ρＢ／ｍｇ·Ｌ－１） － － ４
ｐＨ ７．４０ ７．０ ７．３０
Ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ（ｃＢ／ｍＯｓｍ·Ｌ－１） ３２０ ３８０ ３５０

１．３　主要仪器　动物外科手术器械一套（上海手术

器械厂），高速低温离心机（ＨｉｍａｃＣＲ２１ 日立公

司），ＳＰ２溶氧测定仪（中科院上海植物生理研究

所），岛津３０００型分光光度计（岛津公司），台式自动

平衡记录仪（上海大华仪表厂），日立８００型扫描电

镜（日立公司）。

１．４　犬肾单纯低温保存模型的制备　静推戊巴比

妥钠３０ｍｇ／ｋｇ麻醉犬，腹部正中切口，双肾分别切

除，冰生理盐水中降温，分别灌注０～４℃保存液，灌

注压１００ｃｍＨ２Ｏ（１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ），灌至肾脏

变苍白，置相应保存液中保存。按电镜病理要求取

肾实质标本送检。

１．５　肾皮质线粒体分离及活性测定　低温保存期

间取皮质标本，称重，制备匀浆。差速离心法分离线

粒体，制成线粒体悬液，双缩脲法测定其蛋白浓度。

Ｃｌａｒｋ氧电极法测定线粒体活性。反应室加线粒体

悬液后，依次加入呼吸链反应底物０．５ｍｏｌ／Ｌ琥珀

酸２０μｌ及５０ｍｍｏｌ／ＬＡＤＰ１０μｌ，分别出现Ⅱ态及

Ⅲ态呼吸，待ＡＤＰ完全磷酸化后，出现Ⅳ态呼吸，连

续描记四态呼吸曲线。根据反应室体积和氧饱和度

计算记录纸每小格代表的氧含量，Ⅲ态或Ⅳ态耗氧

速率（Ｒ３或Ｒ４）＝每小格氧含量×Ⅲ态或Ⅳ态每分

钟耗氧格数（ｎｍｏｌ／ｍｉｎ）。计算线粒体呼吸控制率

（ＲＣＲ＝Ｒ３／Ｒ４）和磷氧比（Ｐ／Ｏ，ＡＤＰ量／Ⅲ态耗氧

量）［２］。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，同一时点两
组间差异用单因素方差分析比较。

２　结　果

２．１　电镜检查结果　由电镜肾脏病理专家单盲评

估 ＨＣＡ组、ＵＷ 组和ＳＭＯ组犬肾保存期间皮质

细胞线粒体形态结构的改变，结果发现保存２４ｈ
后，ＳＭＯ组皮质线粒体肿胀、空泡化改变轻于 ＨＣ

Ａ组，与ＵＷ 组相似；超过４８ｈ后 ＨＣＡ组线粒体

水肿破裂、嵴断裂等改变明显重于ＳＭＯ组和 ＵＷ
组（图１）。

２．２　线粒体活性改变　随着低温保存时间延长，实

验组和对照组肾皮质线粒体功能均明显降低。保存

１～３ｄＨＣＡ组Ⅲ态呼吸耗氧速率下降明显且显著

低于ＳＭＯ组（Ｐ＜０．０５）；低温保存各时间点 ＨＣＡ
组、ＳＭＯ组和ＵＷ 组Ⅳ态呼吸耗氧轻度增加，但是

多个时点组间差异不显著（表２）。

　　低温保存的各时间点，ＳＭＯ组皮质ＲＣＲ、Ｐ／Ｏ
显著高于 ＨＣＡ组（Ｐ＜０．０５）；而 ＵＷ 组和ＳＭＯ
组ＲＣＲ、Ｐ／Ｏ呈现相似的下降趋势，两组间差异不

显著（表３）。
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图１　ＨＣＡ液、ＵＷ液和ＳＭＯ液保存肾皮质２４、４８ｈ后线粒体超微结构改变

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｏｒｔｅｘｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｆｔｅｒ２４ｈａｎｄ４８ｈｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＣＡ，ＵＷａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ａ，Ｂ，Ｃ：２４ｈｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＣＡ，ＵＷ，ＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（×１００００）；Ｄ，Ｅ，Ｆ：４８ｈｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＣＡ，ＵＷ，ＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ（×１３０００）

表２　低温保存期间肾皮质线粒体呼吸Ⅲ态、Ⅳ态耗氧速率改变

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅｓｉｎｓｔａｔｅⅢａｎｄⅣ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｎｍｏｌ· ｍｉｎ－１）

Ｓｔｏｒａｇｅ
（ｔ／ｄ）

ＳｔａｔｅⅢ
ＨＣＡ ＵＷ ＳＭＯ

ＳｔａｔｅⅣ
ＨＣＡ ＵＷ ＳＭＯ

０ １９２±１５ １８４± ９ １８６±１２ ７２±５ ５６± ５ ５９±７
１ １５７± ９ １７８± ８ １８１± ７ ７７±９ ６４±１０ ７０±９
２ １４３± ８ １７６±１０ １６９±１０ ７９±７ ７５± ７ ７５±９
３ １３５±１０ １６３± ９ １６２±１１ ８４±９ ７７± ７ ８０±７

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳＭＯｇｒｏｕｐ

表３　低温保存期间肾皮质线粒体功能变化

Ｔａｂ３　Ｃｏｒｔｅｘｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｋｉｄｎｅｙｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｓｔｏｒａｇｅ
（ｔ／ｄ）

ＲＣＲ
ＨＣＡ ＵＷ ＳＭＯ

Ｐ／Ｏ（ｎｍｏｌ／Ｏ）

ＨＣＡ ＵＷ ＳＭＯ
０ ２．６８±０．５２ ３．２６±０．４１ ３．１２±０．２８ １．３４±０．４７ １．５６±０．３６ １．４９±０．４２
１ ２．０９±０．３３ ２．７８±０．１３ ２．６２±０．４０ １．２１±０．２０ １．４９±０．２１ １．４６±０．２４
２ １．８２±０．２８ ２．３０±０．２７ ２．２３±０．２６ １．１２±０．１７ １．３６±０．２６ １．３８±０．３１
３ １．６２±０．２５ ２．１１±０．１２ ２．０５±０．２２ ０．９０±０．１７ １．１８±０．２５ １．２２±０．３５

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳＭＯｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　２０世纪８０年代长征医院研制了 ＨＣＡ肾脏保

存液，２０多年来为国内多数肾移植单位使用［３］。随

着目前国内大器官移植、联合器官移植不断增加，

ＨＣＡ液的缺点逐渐暴露，研制更优的国产多器官

保存液是当务之急。我们吸取国内外成熟保存液如

ＵＷ 液的优点，结合长征医院既往器官保存研究的

成果［４］，配制了ＳＭＯ器官保存液，并通过观察离体

犬肾低温保存期间皮质病理形态和细胞线粒体功能

改变，研究ＳＭＯ液对犬肾脏的低温保存效果。

　　近来研究［５］表明，在低温保存中加强对线粒体
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功能的保护，能明显减轻低温缺血／再灌注损伤，提

高器官保存效果。而线粒体通透性转变（ｍｉｔｏｃｈｏｎ

ｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭＰＴ）是低温保存期

间和再灌注后细胞凋亡和坏死信号转导途径中的关

键事件。因此本实验把低温保存期间线粒体形态、

功能改变作为反映保存效果的重要指标。

　　电镜检查发现线粒体对低温缺氧损伤敏感，线

粒体水肿（ＭＰＴ所致）在保存２ｈ后就出现了。保

存期间 ＨＣＡ组肾皮质线粒体形态改变（线粒体肿

胀、空泡化、嵴溶解、破裂）最明显，显示 ＨＣＡ组细

胞低温缺血损伤最严重，而 ＵＷ 液和ＳＭＯ液可能

通过抑制 ＭＰＴ的发生，减轻线粒体水肿、破裂。

　　线粒体Ⅲ态呼吸反映ＡＤＰ对呼吸链活性的控

制，Ⅳ态呼吸反映无ＡＤＰ存在的情况下呼吸链耗氧

速率，ＲＣＲ反映线粒体结构完整性及整体功能，Ｐ／

Ｏ反映其氧化释放能量转化为 ＡＴＰ的效率。上述

指标常用于器官低温保存中监测细胞损伤［７，８］。随

低温缺血损伤加重，ＨＣＡ组皮质线粒体Ⅲ态呼吸

耗氧速率下降，导致ＲＣＲ、Ｐ／Ｏ明显低于ＳＭＯ组；

而ＵＷ组和ＳＭＯ组Ⅲ态呼吸耗氧速率、ＲＣＲ、Ｐ／Ｏ
呈现相似的下降趋势，两组间差异不显著。这说明

ＳＭＯ液对线粒体低温缺血损伤的保护作用比 ＨＣ

Ａ液强，而与 ＵＷ 液相似。低温保存多个时间点

ＨＣＡ组、ＳＭＯ组和ＵＷ组Ⅳ态呼吸耗氧增加可能

与呼吸链解偶联后，线粒体为维持自身膜电位病理

性耗氧增加有关。

　　ＳＭＯ液具有多种细胞保护成分。其含有的组

氨酸缓冲对能够进入细胞内，较好的抑制细胞内酸

中毒，减少由Ｎａ＋／Ｈ＋交换导致的细胞内钠离子增

多和细胞水肿［９］；组氨酸具有结合钙离子的作用，可

以减轻细胞内和线粒体钙超载。ＳＭＯ液含有的川

芎嗪目前是临床上常用的抗缺血性疾病的药物。其

药理特性主要是增进微循环，提高组织对缺氧缺血

的耐受性，而且川芎嗪也有钙离子拮抗作用［１０］。低

温保存期间细胞钙离子超载会导致线粒体内膜通透

性增加，线粒体内膜电位消失，氧化磷酸化解偶

联［１１］。ＳＭＯ液具有的多重钙离子拮抗特性，对线

粒体功能有保护作用。ＳＭＯ液含有Ｌ精氨酸（一

氧化氮前体），能够通过 ＮＯ／ｃＧＭＰ途径增加鸟苷

酸环化酶活性，增加环鸟苷（ｃＧＭＰ）的合成，促进线

粒体活性升高［１２］。

　　总之，本实验通过检测皮质线粒体形态和功能

改变，证实ＳＭＯ液能够抑制低温缺氧损伤导致的

线粒体水肿，提高线粒体活性，与其抑制细胞内酸中

毒、线粒体钙超载等作用有关。低温保存期间ＳＭＯ
液对线粒体的保护作用比 ＨＣＡ液强，而与 ＵＷ 液

的保护能力无明显差异，可以认为ＳＭＯ保存液能

够有效抑制肾皮质低温缺血损伤。
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