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SMO 保存液对犬肾低温保存期间皮质细胞凋亡的影响

牛 　强1 ,朱有华1 3 ,于常虎1 ,罗 　明1 ,缪明永2
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[摘要 ] 　目的 :探讨自制上海多器官保存液 (Shanghai multi2organ preservation solution ,SMO 液)对低温保存期间犬肾皮质细

胞凋亡的影响 ,以探讨 SMO 液的作用机制。方法 :犬肾分别以 0～4 ℃的 SMO 液、高渗枸橼酸盐腺嘌呤液 ( HC2A) 或 UW 液

(University of Wisconsin solution)灌洗保存 ,在低温保存各时间点取肾皮质标本作形态学观察 ;采用 TUN EL 法检测皮质细胞

凋亡发生情况 ;以硫代巴比妥酸法测定各保存液组肾皮质丙二醛 (MDA) 含量的改变 ,黄嘌呤氧化酶法测定超氧化物歧化酶

(SOD)活性变化。结果 :低温保存第 1 天光镜观察细胞水肿、胞质空泡化、肾小管坏死等改变 ,三组相似 ,但保存 2 d 后 SMO

组和 UW 组形态学改变明显轻于 HC2A 组。随低温保存时间延长 ,各保存液组肾皮质细胞凋亡的发生增加 ,而 SMO 组凋亡

指数显著低于同时点 HC2A 液组 ( P < 0. 05) 。随着低温保存时间延长 ,各保存液组肾皮质 MDA 含量增加 ,保存 1～3 d SMO

液组 MDA 含量显著低于 HC2A 液组 ( P < 0. 05) ;低温保存中 SMO 液组、HC2A 液组、UW 液组肾皮质 SOD 酶活性无明显差

异。结论 :SMO 液可以提高肾皮质保存效果 ,可能与其减少低温保存期间肾皮质细胞凋亡和抑制脂质过氧化损伤有关。
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[ ABSTRACT] 　Objective : To observe the influence of a self2designed multiple organ preservation solution , namely Shanghai

multi2organ preservation solution ( SMO) , on the apoptosis of canine renal cortical cells during cold storage and the related

mechanism. Methods : Canine kidneys were f reshly perfused and separately stored with cold (024 ℃) SMO , hypertonic adenine

cit rate solution ( HC2A) , and University of Wisconsin solution (UW solution) (the latter 2 as control) . At defined time point s

during storage , the morphologic changes of renal cortical samples were observed ; apoptosis of renal cortical cell was determined

by TUN EL ; changes of malonldialdehyde (MDA) in cortex homogenate were measured by thiobarbituric acid method ; and the

activity of superoxide dismutase (SOD) was determined by xanthine oxidase method. Results : Pathologic assessment s indicated

that the kidney damage was similar in 3 group s within 24 h. The kidney tubular cell swelling and necrosis in SMO group and

UW group were slighter than those in HC2A group after stored for 2 days. With the prolongation of storage time , apoptosis in2
creased in all groups , with the apoptotic index of SMO group significantly lower than that of HC2A group ( P < 0. 05) . The lev2
els of cortical MDA increased with storage time , and that in SMO group was significantly lower than that in HC2A group ( P <

0. 05) . The activities of cortical SOD were similar in the 3 groups. Conclusion : SMO solution can improve the efficiency for pro2
tection of renal cortex , which might be associated with the decrease of cells apoptosis and inhibition of lipid peroxidation injury.
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　　器官保存质量是影响移植物长期存活的重要因

素。研制国产多器官保存液是我国器官保存研究的

重点。在既往研究的基础上[1 , 2 ] ,结合国外多器官

保存液的优点 ,我们配制了新型多器官保存液 ———

SMO 保存液 ( Shanghai multi2organ preservation

solution) ,它以组氨酸/ 盐酸组氨酸为缓冲系统 ,以

多种氨基酸和川芎嗪作为细胞保护成分 ,渗透压为

350 mOsm/ L ,p H 值为 7. 3。本实验通过观察 SMO

液对犬肾低温保存期间皮质形态学、细胞凋亡和脂

质过氧化损伤的变化 ,并以高渗枸橼酸盐腺嘌呤
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( HC2A) 保存液及 U W 保存液 ( U niversity of Wis2
consin solution)为对照 ,研究 SMO 液对肾皮质低温

缺氧损伤的保护作用。

1 　材料和方法

1. 1 　实验动物及分组 　杂种犬 (第二军医大学实验

动物中心提供) ,雌雄不限 ,体质量 15 kg 左右 ,随机

分为 HC2A 液组 ( n = 6) 、U W 液组 ( n = 6) 和 SMO

液组 ( n = 6) 。

1. 2 　主要试剂和仪器 　TUN EL 法细胞凋亡检测

试剂盒 (Boehringer Mannheim 公司 ) , 蛋白酶 K

(Sigma 公司) 。丙二醛 ( MDA) 及超氧化物歧化酶

(SOD)试剂盒 (南京建成生物工程研究所) ,考马斯

亮蓝液 (上海化学试剂公司) 、BSA (Amersco 公司生

产 ,上海生工公司分装) 。所用保存液由第二军医大

学长征医院药学部配制 ( SMO 液和 HC2A 液) 或购

买 (U W 液) ,3 种保存液的组分参见文献[3 ] 。动物

外科手术器械一套 (上海手术器械厂) ,超薄切片机

(上海仪器厂) ,电热恒温水浴箱 (上海医疗器械公

司) ,岛津 3000 型分光光度计 (岛津公司) ,普通光学

显微镜 (上海光学仪器公司) 。

1. 3 　犬肾单纯低温保存模型的制备 　静推戊巴比

妥钠 30 mg/ kg ,麻醉实验犬。采用腹部正中切口 ,

分别切除双肾 ,冰生理盐水中降温 ,分别以 SMO 液

和 HC2A 液 (或 U W 液)灌洗 ,灌注压 100 cm H2 O (1

cm H2 O = 0. 098 kPa) ,灌至肾脏颜色变苍白 ,浸入无

菌的相应保存液 0～4 ℃保存。保存期间在不同的

观察时间点 ,按光镜病理要求取肾皮质标本 ,并制备

石蜡切片。

1. 4 　低温保存后犬肾皮质细胞凋亡的检测 　4μm

石蜡组织切片 ,常规脱蜡、水化 ,蛋白酶 K (20μg/

ml)消化 (37 ℃,15～20 min) ,切片用蒸馏水洗 4 次

共 2 min ,滴加含 2 %过氧化氢的 PBS 液 ,室温下放

置 5 min ,使内源性过氧化氢酶失活 ,1 ×PBS 洗 ,3

min ×3 次 ,切片浸入含有 Td T 的缓冲液 15 min ,准

备洋地黄毒苷配基结合位点 ,将携带报告酶 (过氧化

氢酶)的抗洋地黄毒苷抗体溶液滴在切片上 ,光学显

微镜下观察是否有阳性凋亡细胞 ,最后封片。凋亡

结果判定标准 :光镜下凋亡细胞呈棕黄色颗粒状 ,颗

粒位于凋亡细胞核内。计算出每 5 个随机 400 倍视

野中发生凋亡的细胞数平均值 ,作为凋亡指数。

1. 5 　低温保存后犬肾皮质 MDA 和 SOD 测定 　低

温保存期间取皮质标本 ,称量 ,制备匀浆 ,考马斯亮

蓝法测定其蛋白浓度 ,应用硫代巴比妥酸法测定各

保存液组肾皮质 MDA 含量的改变 ,应用黄嘌呤氧

化酶法测定 SOD 活性变化 ,具体测定步骤按试剂盒

使用说明进行。

1. 6 　统计学处理 　数据以珚x ±s 表示 ,两组间差异

比较采用 t 检验。

2 　结 　果

2. 1 　犬肾皮质低温保存期间光镜检查结果 　光镜

下 HC2A 液组保存 24 h 肾小球、肾小管结构基本完

整 ,肾小管上皮细胞少量肿胀变性 ;48 h 后肾小管上

皮广泛中重度空泡样改变 ,多处小灶状坏死 ,间质明

显水肿 ,细胞解离分开 ,刷状缘损害明显 ,基底膜裸

露 ;72 h 后肾小管上皮呈广泛点、大片状坏死 ,曲管

结构不清 (图 1A) 。U W 液组、SMO 液组光镜所见 :

保存 24 h ,肾组织结构轮廓清晰 ,少量肾小管轻度浊

肿变性 ;保存 48 h 后 ,肾小管上皮细胞小灶状坏死 ,

间质轻度水肿 ,刷状缘破坏 ;72 h 后肾小管上皮广泛

且严重的浊肿变性 ,部分细胞破碎、坏死 (图 1B、

1C) 。

2. 2 　犬肾皮质低温保存期间细胞凋亡水平的改

变 　保存期间肾皮质细胞凋亡逐渐增加 ,镜下可见

远曲和近曲小管凋亡细胞核染为棕黄色。保存初期

凋亡细胞常单个出现、散在分布 ,保存 48 h 后凋亡

细胞数量增加 ,常呈局灶性分布于多个近曲或远曲

小管。保存当天 (2 h) SMO 液组、HC2A 液组和 U W

液组细胞凋亡发生处于相似的低水平 (2 %～3 %) ,

凋亡指数无明显差异。随保存时间的延长 ,SMO 液

组细胞凋亡在保存第 1、2 天内缓慢增加 ,保存第 3

天 SMO 液组凋亡指数可以达到 (17. 0 ±2. 7) % ,而

HC2A 液组细胞凋亡增加迅速 ,保存第 3 天凋亡指

数为 (22. 0 ±2. 1) % ;低温保存的第 1～3 天 SMO

液组凋亡指数均显著低于 HC2A 液组 ( P < 0. 05) 。

而低温保存各时点 , U W 液组与 SMO 液细胞凋亡

指数变化相似 ,两组差别不显著。见图 2 和表 1。

2. 3 　低温保存期间犬肾 MDA 含量和 SOD 活性变

化 　随低温保存时间延长 , SMO 组、U W 组和 HC2
A 组肾皮质 MDA 含量增加。SMO 液组皮质中

MDA 含量增加较缓慢 ,而 HC2A 液组肾皮质 MDA

含量增加较迅速 ,在保存 24～72 h 内 SMO 液组

MDA 含量显著低于 HC2A 液组 ( P < 0. 05) 。U W

液组和 SMO 液组低温保存期间 MDA 增加趋势相

似 ,且两组间差异不明显 (表 2) 。低温保存各时点 ,

SMO 液组和 U W 液组 SOD 活性改变与 HC2A 液

组相似 ,3 组间差异无统计学意义 (表 2) 。
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图 1 　经 HC2A液、UW液和 SMO液保存 72 h后肾皮质的光镜下改变

Fig 1 　Pathologic changes of cortical cells after 72 h cold storage in HC2A, UW and SMO solutions( ×100)

A , B , C : After 72 h storage in HC2A , UW and SMO solutions ,respectively

图 2 　HC2A液、UW液和 SMO 液保存肾皮质 24 h和 48 h 后的细胞凋亡变化

Fig 2 　Changes of cortical cells apoptosis after 24 h and 48 h cold storage in HC2A, UW and SMO solutions

A , B , C : After 24 h storage in HC2A , UW and SMO solutions ,respectively ( ×400) ; D , E , F : After 48 h storage in HC2A , UW and SMO so2

lutions ,respectively ( ×100)

表 1 　低温保存期间肾皮质细胞凋亡指数的改变

Tab 1 　Apoptosis index of kidney cortical cells in cold storage

( % , n = 6 ,珚x ±s)

Group
Storage time ( t/ h)

2 24 48 72 96

HC2A 2. 3 ±0. 4 11. 5 ±1. 5 3 18. 3 ±2. 7 3 22. 0 ±2. 1 3 22. 5 ±3. 5

UW 2. 1 ±0. 7 6. 2 ±0. 9 11. 3 ±2. 2 15. 2 ±3. 5 19. 3 ±3. 1

SMO 2. 5 ±0. 5 7. 4 ±1. 2 12. 1 ±1. 6 17. 0 ±2. 7 20. 8 ±4. 1

　3 P < 0. 05 vs SMO group

3 　讨 　论

　　凋亡在低温保存期间的细胞死亡中占有较大的

比重 ,影响心脏低温保存后的功能[4 ] 。肾脏低温保存

中 ,细胞凋亡也造成功能性肾小管上皮细胞数量减

少、肾小管基底膜裸露 ,成为移植肾功能延迟恢复的

病理生理基础[5 ] 。抑制低温保存期间细胞凋亡的发

生可以提高器官保存效果平均。本实验证实 SMO 液

组皮质细胞保存 72 h 后平均凋亡指数达到 17 % ,而

HC2A 液组凋亡指数随保存时间延长较快增加 , 72 h

后可达到 22 %。低温保存同一时点 ,SMO 液组凋亡

指数显著低于 HC2A 液组 ,而与 UW 液组无明显差

异 ,说明 SMO 液能抑制低温保存期间肾皮质细胞凋

亡 ,保存效果好于 HC2A 液而与 UW 液相当。
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表 2 　低温保存期间肾皮质 MDA含量及 SOD 活性的改变

Tab 2 　Changes of MDA and SOD contents in renal cortex during cold storage

( n = 6 ,珚x ±s)

Group
MDA ( mB/ nmol ·mg - 1)

0 h 24 h 48 h 72 h

SOD( zB/ U ·mg - 1)

0 h 24 h 48 h 72 h

HC2A 0. 47 ±0. 12 0. 61 ±0. 06 0. 66 ±0. 09 0. 68 ±0. 07 136. 6 ±46. 2 162. 5 ±28. 7 135. 7 ±27. 1 150. 8 ±59. 3

UW 0. 49 ±0. 10 0. 51 ±0. 05 3 0. 53 ±0. 11 3 0. 57 ±0. 10 3 127. 2 ±25. 3 178. 5 ±31. 0 125. 1 ±21. 2 149. 1 ±27. 4

SMO 0. 47 ±0. 11 0. 50 ±0. 04 3 0. 56 ±0. 07 3 0. 60 ±0. 06 3 126. 2 ±26. 8 182. 1 ±39. 4 134. 0 ±22. 3 152. 1 ±26. 5

　3 P < 0. 05 vs HC2A group

　　低温保存期间细胞凋亡与反应性氧族 ( ROS) 对

肾皮质细胞的损伤有关[6 ] 。ROS 损伤部位主要是

线粒体膜 ,增加线粒体通透性 (MP T) ,而 MP T 同时

可以增加 ROS 的生成 ,二者相互促进 ,导致线粒体

释放细胞色素 C ,细胞出现凋亡样改变[7 ,8 ] 。测定组

织中 MDA 的含量可反映 ROS 损伤的程度 ,我们发

现随低温缺氧时间延长 ,各组肾皮质 MDA 含量增

加。SMO 液组和 U W 液组低温保存期间 MDA 增

加不明显且两组间差异不显著 ,而 HC2A 液组肾皮

质 MDA 含量增加最明显。在保存 1～3 d 内 SMO

液组 MDA 含量显著低于 HC2A 液组 ( P < 0. 05) 。认

为 SMO 液能够抑制 ROS 的损伤 ,从而抑制凋亡的

发生 ,提高犬肾保存效果。

　　SMO 液含有多种直接抑制 ROS 损伤和保护线

粒体功能的成分 ,比如它使用组氨酸缓冲系统 ,酸碱

缓冲能力强 ,有效抑制细胞内酸中毒 ,组氨酸可以结

合氧自由基 ,抑制脂质过氧化损伤[ 9 ,10 ] ;含有 L2精氨

酸可以提高保存期间线粒体的活性 ,增加 A TP 的生

成[11 ] ;川芎嗪具有钙离子拮抗作用 ,能够抑制低温

保存期间钙超载造成的线粒体通透性改变 ,减少

ROS 的生成 ;研究证实川芎嗪能减少缺血再灌注损

伤导致的大鼠肾脏细胞凋亡[12 ] ,和缺血性损伤导致

的大鼠视网膜细胞凋亡[13 ] 。可见 SMO 液具有较强

的抗凋亡活性 ,能够抑制低温保存期间凋亡的发生。

实验证明保存期间不同保存液组肾皮质 SOD 酶活

性改变无明显差异 ,低温诱导的 ROS 的损伤作用不

受 SOD 酶活性改变的影响 ,可能是由于 SOD 酶的

作用底物是超氧化物阴离子 (O2

Η

) ,而低温保存期

间产生的 ROS 主要是可螯合铁离子催化生成的高

反应性氧族 :氢氧自由基 ( ·O H)和铁离子氧[7 , 14 ] 。

　　本实验发现 SMO 保存液能够减少保存期间肾

皮质细胞凋亡 ,提高保存效果 ,其机制可能与 SMO

液含有多种抑制低温诱导的 ROS 损伤的成分有关。

认为保存期间 SMO 液抑制肾皮质细胞凋亡的效果

强于 HC2A 液 ,而与 U W 液无明显差异 ,且该保存

液具有成分简单、价格低廉、使用方便等特点 ,因此

具有临床应用前景。
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