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摘要 　 目的 　 探讨脂氧素 Ａ４ （ ＬＸＡ４） 通过抑制 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路减缓脓毒症性急性肾损伤（ＳＡＫＩ）。 方法

　 将 ４０ 只无特定病原体级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为

ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组、假手术组、假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组，每
组 １０ 只。 采用盲肠结扎穿孔术进行 ＳＡＫＩ 造模，ＳＡＫＩ ＋
ＬＸＡ４ 组、假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组在术后 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 ＬＸＡ４
（４０ ｎｇ ／ ｋｇ）。 各组小鼠在造模术后 ２４ ｈ 收集血清、尿液、肾
组织。 酶联免疫吸附试验 （ ＥＬＩＳＡ） 测定各组小鼠血肌酐

（Ｓｃｒ）、血尿素氮（Ｂｕｎ）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、肿瘤

坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α），尿液中性粒细胞明胶酶相关性脂质运

载蛋白（ＮＧＡＬ）及肾损伤分子 １（ＫＩＭ⁃１）；ＨＥ 及 ＰＡＳ 染色观

察小鼠肾脏损伤情况；实时荧光定量 ＰＣＲ 检测各组小鼠肾

脏 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、髓样分化因子 ８８（ＭｙＤ８８）、核因子⁃
κＢ ｐ６５（ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）ｍＲＮＡ 水平；免疫组化法、蛋白免疫印迹

实验检测各组小鼠 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５（ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）的表达。 结果　 ＥＬＩＳＡ 实验提示 ＳＡＫＩ 组
Ｓｃｒ、Ｂｕｎ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 水平均高于 ＳＡＫＩ
＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组 Ｓｃｒ、
Ｂｕｎ、ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 无明显上升；ＨＥ 及

ＰＡＳ 染色提示 ＳＡＫＩ 组肾损伤程度明显高于 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组

（Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组无明显肾损伤；实
时荧光定量 ＰＣＲ 提示 ＳＡＫＩ 组较 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 升高（Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组与假手

术 ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 均低于 ＳＡＫＩ
组及 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）；免疫组化法、蛋白免疫印

迹实验结果提示 ＳＡＫＩ 组较 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组与

假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表

达均低于 ＳＡＫＩ 组及 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路在 ＳＡＫＩ 发生发展中起重要作用，
ＬＸＡ４ 可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路减缓 ＳＡ⁃
ＫＩ。
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　 　 脓毒症是感染导致的全身炎症性反应，可引起

远离感染部位的各个器官功能障碍，是导致患者发

生急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＫＩ）的重要原

因之一［１］。 肾脏是脓毒症最容易受累的靶器官，当
脓毒症性急性肾损伤 （ ｓｅｐｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ， ＳＡＫＩ） 出现时， 患者的死亡率将升高至

７０％ ［２］。
脂氧素 Ａ４（ ｌｉｐｏｘｉｎ Ａ４， ＬＸＡ４ ）具有显著的炎

症负性调控作用［３］，可减轻脓毒症相关的炎症反应

并改善脓毒症患者的生存率［４］。 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ４， ＴＬＲ４）是一类重要的病原模式识别

受体，被认为是炎症反应的启动闸门［５］。 急性炎症

反应中，炎症细胞因子的产生可激活 ＴＬＲ４，经髓样

分 化 因 子 ８８ （ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ８８，
ＭｙＤ８８）依赖通路产生炎症级联反应。 随后，核因子

κＢ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）进入细胞核，ＮＦ⁃κＢ
核转位促进炎症因子产生及释放［６］。 该研究拟建

立 ＳＡＫＩ 小鼠模型，探讨 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路

在 ＳＡＫＩ 发生发展中的作用以及 ＬＸＡ４ 是否通过抑

制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路减缓 ＳＡＫＩ，为 ＳＡ⁃
ＫＩ 的诊治提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 材料 　 无特定病原体级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

４０ 只，体质量 １８ ～ ２２ ｇ，由南昌大学医学院动物科

学部提供。 ＬＸＡ４ 购于美国 Ｃａｙｍａｎ 公司；血清、尿
液生化指标及炎症因子测定相关的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

购于无锡艾尔诺生物技术有限公司；兔抗小鼠 ＴＬＲ４
多克隆抗体、兔抗小鼠 ＭｙＤ８８ 多克隆抗体、兔抗小

鼠 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 多克隆抗体购于美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；鼠抗 β⁃Ａｃｔｉｎ 单克隆抗体购于石家

庄博海公司；辣根酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ、辣根酶标记羊
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抗兔 ＩｇＧ 购于无锡艾尔诺生物技术有限公司；免疫

细胞化学试剂盒购于江苏晶美公司；ＰＣＲ 试剂盒购

于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 动物分组及 ＳＡＫＩ 小鼠模型的制备 　 依据

随机数表法将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分为 ＳＡＫＩ 组、
ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组、假手术组、假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组，每组

小鼠各 １０ 只。 采用盲肠结扎穿孔术制备 ＳＡＫＩ 小

鼠模型［７］，小鼠予以 ２％戊巴比妥腹腔麻醉，以腹部

正中为手术切口，大约制备 １ ｃｍ 的切口，将小鼠腹

膜逐层打开，找到盲肠后对盲肠远端游离处理，并将

盲肠内的粪便挤向远端，使用 ３ 号丝线对小鼠盲肠

中段进行结扎，使用 １２ 号针头对盲肠远端进行穿孔

处理，将少许粪便挤压至盲肠表面，随后回纳盲肠、
缝合腹膜、关闭腹腔，术毕使用生理盐水 １ ｍｌ 皮下

注射以补充术中丢失的体液，术后小鼠自由饮水、进
食。 造模后小鼠直肠温度较造模前升高至少 １ ℃、
心率及呼吸频率为术前的 ２ 倍、尿量减少并出现精

神萎靡、竖毛、少动等表现，术后 ２４ ｈ 监测小鼠血肌

酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｓｃｒ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉ⁃
ｔｒｏｇｅｎ， Ｂｕｎ）、尿液中性粒细胞明胶酶相关性脂质运

载 蛋 白 （ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ，
ＮＧＡＬ）及肾损伤分子 １ （ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，
ＫＩＭ⁃１） 水平，若小鼠出现上述表现且 Ｓｃｒ、 Ｂｕｎ、
ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 较正常值升高则表示造模成功。 ＳＡＫＩ
＋ ＬＸＡ４ 组在 ＳＡＫＩ 造模术后 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 ＬＸＡ４
（４０ ｎｇ ／ ｋｇ） ［８］。 假手术组除不行盲肠结扎穿孔外，
余操作同 ＳＡＫＩ 组。 假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组在假手术术

后 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 ＬＸＡ４（４０ ｎｇ ／ ｋｇ） ［８］。
１． ２． ２　 标本留取　 尿液标本：各组小鼠分别在造模

术后 ２４ ｈ 给予 ３％戊巴比妥钠腹腔麻醉，行腹正中

纵行切口，分离小鼠膀胱行膀胱穿刺术以收集膀胱

内的尿液，离心后取上清液置于 － ８０℃冰箱；留取小

鼠尿液标本后，打开小鼠胸腔心脏取血，离心后取上

清液置于 － ８０℃冰箱；留取小鼠尿液及血液标本后，
立即剥离肾皮质周围结缔组织，切下肾脏组织，剥离

肾包膜，并沿肾脏矢状面切开肾脏，切取肾脏皮质，
予以 ９ ｇ ／ Ｌ 盐水冲洗，使用无菌纱布吸干表面水分，
将部分肾脏皮质置于 １０％ 中性甲醛固定，石蜡包

埋，用于病理染色以及免疫组化，将另一部分肾脏皮

质放置于 － ８０℃冰箱中用于免疫印迹实验及实时荧

光定量 ＰＣＲ 检测。
１． ２． ３　 血清、尿液生化指标及因子测定　 采用酶联

免疫吸附试验（ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）检测小鼠 Ｓｃｒ、Ｂｕｎ、白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏ⁃
ｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α），尿液 ＮＧＡＬ 及 ＫＩＭ⁃１ 水平。
１． ２． ４　 光镜检查及肾组织病理评分　 肾组织予以

１０％中性甲醛固定 ２４ ｈ 后，石蜡包埋，并予以切片，
厚度为 ２ μｍ，进行 ＨＥ 及 ＰＡＳ 染色，观察并拍照记

录。 每张切片在光镜（ × ４００）观察下，在病变严重

处用 Ｐａｌｌｅｒ 法对肾小管损伤程度进行评分，即每个

高倍视野随机选择 １０ 个有病变的肾小管，按 １００ 个

肾小管计分，标准如下：肾小管明显扩张、细胞扁平

（１ 分）、刷状缘损伤（１ 分）、刷状缘脱落（２ 分）、管
型（２ 分）、肾小管管腔内有脱落或坏死的细胞（１
分）。
１． ２． ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测　 ＴＲＩｚｏｌ 法以提取

细胞总 ＲＮＡ，并用紫外分光光度计以检测 ＲＮＡ 浓

度，要求 Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ 比值在 １. ８ 至 ２. ０ 之间，以
ＲＮＡ 为模板反转录生成 ｃＤＮＡ。 定量 ＰＣＲ 检测均

使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ 法，所有引物序列由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司提供。 各引物序列见表 １。

表 １　 基因引物序列

引物名称 　 　 　 引物序列（５′⁃３′） 长度（ｂｐ）
β⁃ａｃｔｉｎ 正义链 ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ ２４０

反义链 ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ
ＴＬＲ４ 正义链 ＣＣＧＣＴＣＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡ １０８

反义链 ＴＣＣＣＡＣＴＣＧＡＧＧＴＡＧＧＴＧＴＴ
ＭｙＤ８８ 正义链 ＴＧＡＴＣＣＧＧＣＡＡＣＴＡＧＡＡＣＡＧ １４６

反义链 ＡＴＣＧＴＣＡＧＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＣＡ
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 正义链 ＧＡＡＣＣＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＧＴＧＴＧ ５０４

反义链 ＴＣＡＣＴＧＡＧＣＴＣＣＣＧＡＴＣＡＧＡ

１． ２． ６　 免疫组织化学法　 石蜡切片二甲苯脱蜡 ２
次，并运用微波热修复抗原，冷却后用磷酸缓冲盐

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｔ， ＰＢＳ）液冲洗。 滴加 ３％ 过氧

化氢阻断内源性过氧化物酶，室温孵育 １５ ｍｉｎ，用
ＰＢＳ 液冲洗，滴加合适浓度的一抗：兔抗小鼠 ＴＬＲ４
（１ ∶ １００），兔抗小鼠 ＭｙＤ８８ （１ ∶ １５０），兔抗小鼠

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ １ ∶ １５０ ）， 兔 抗 小 鼠 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（１ ∶ １５０）以 ＰＢＳ 液替代一抗为阴性对照。 ＰＢＳ 液

冲洗切片，并滴加辣根过氧化物酶以标记二抗 ＩｇＧ
多聚体，滴加新鲜二氨基联苯胺显色剂，运用显微镜

观测，棕褐色或棕黄色则为阳性信号。 显色终止，使
用 Ｉｍａｇｅ⁃ＰｒｏＰｌｕｓ６. ０ 图片分析软件予以半定量分

析，同一条件下选取 ２０ 个不同的 ４００ 倍视野，以阳

性面积 ／视野总面积来表示相对阳性表达量。
１． ２． ７　 蛋白免疫印迹实验　 将 － ８０℃冰箱保存的
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小鼠肾皮质取出，加裂解液匀浆，测定各蛋白浓度，
取各样品 ５０ μｇ 总蛋白上样电泳，再转入聚偏二氟

乙烯膜。 加入封闭液稀释的兔抗 ＴＬＲ４ 多克隆抗体

（１ ∶ １ ０００），兔抗 ＭｙＤ８８ 多克隆抗体（１ ∶ ３００），兔
抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 多克隆抗体（１ ∶ ３００），兔抗 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 多克隆抗体（１ ∶ ３００），鼠抗 β⁃Ａｃｔｉｎ 单克隆抗体

（１ ∶ ２００）一抗。 ４ ℃过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤缓冲液洗膜，
再加入辣根过氧化物酶标记的二抗（１ ∶ ５００），室温

条件下孵育、洗膜，增强化学发光法显色并曝光。 运

用 ＬａｂＷｏｒｋ４. ５ 软件系统对其进行定量分析，光密

度（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值代表目的蛋白相对表达

量。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ １４. ０ 统计软件分析。
符合正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两组间比较采用独立样本 ｔ
检验；不符合正态分布的计量资料以［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］
表示，多组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验，两组

间比较采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 实验小鼠观察　 ＳＡＫＩ 组 １０ 只小鼠术后 ２４ ｈ
均出现精神萎靡、毛发蓬乱、活动迟缓，伴有呼吸及

心跳加快、发热、少尿等表现，１ 只小鼠于 ６ ｈ 死亡，
剩余 ９ 只小鼠术后 ２４ ｈ 经检测 Ｓｃｒ、Ｂｕｎ、ＮＧＡＬ、
ＫＩＭ⁃１ 均较正常值升高，表示造模成功。 ＳＡＫＩ ＋
ＬＸＡ４ 组 １０ 只小鼠术后 ２４ ｈ 均存活，并出现 ＳＡＫＩ
组类似表现，但症状均较 ＳＡＫＩ 组小鼠轻，且 Ｓｃｒ、

Ｂｕｎ、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 也较正常值升高。 假手术组及假

手术 ＋ ＬＸＡ４ 组小鼠术后无死亡，一般情况良好，
Ｓｃｒ、Ｂｕｎ、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 均在正常范围值内。
２． ２　 各组小鼠血清、尿液生化指标、因子测定结果

　 ＳＡＫＩ 及 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组 Ｓｃｒ、 Ｂｕｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 均高于假手术组、假手术 ＋
ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组小鼠各项指标

均低于 ＳＡＫＩ 组小鼠（Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组与假手术

＋ ＬＸＡ４ 组各项指标无明显升高，且两组相比差异

无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 各组小鼠各项指标测定

结果见表 ２。
２． ３　 各组小鼠光镜结果及肾组织病理评分比较　
ＳＡＫＩ 组肾小球体积明显增大，系膜细胞以及基质明

显增多，肾小管明显扩张，可见大量刷状缘损伤及刷

状缘脱落，并可见大量管型、部分肾小管管腔内有脱

落或坏死的细胞；ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组肾小球体积稍增

大，系膜细胞以及基质增多，肾小管可见扩张，少量

肾小管上皮细胞出现肿胀、空泡变性，未见刷状缘脱

落，可见少量管型，少量肾小管管腔内有脱落或坏死

的细胞；假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组肾小球形态

和系膜细胞正常，肾小管基本正常，未见明显坏死和

凋亡。 小鼠 ＨＥ 及 ＰＡＳ 染色见图 １。 ＳＡＫＩ 组肾脏组

织病理评分（１６. ４１ ± ２. ２２）高于 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组

（９. １７ ± ２. ０１），且 ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组肾脏组

织病理评分均高于假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｆ
＝６. ４３２，Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组（１. ６８ ± ０. １６）及假手

术 ＋ ＬＸＡ４ 组（１. ６９ ± ０. １４）肾脏组织病理评分相比

差异无统计学意义。

图 １　 各组小鼠肾脏病理 × ４００
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表 ２　 各组小鼠血清、尿液生化指标、炎症因子测定结果（�ｘ ± ｓ）

指标 ＳＡＫＩ 组（ｎ ＝ ９） ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组（ｎ ＝ １０） 假手术组（ｎ ＝ １０） 假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组（ｎ ＝ １０） Ｆ 值

Ｓｃｒ（μｍｏｌ ／ Ｌ） １６８． ８３ ± １． ０１∗ １０１． ３５ ± ０． ４８∗＃ １５． ２９ ± ０． ３６ １５． ３７ ± ０． ３９ ２１． ８５９
Ｂｕｎ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １４． ８１ ± ２． ０１∗ １０． ８７ ± １． ９７∗＃ ７． ３３ ± １． ８７ ７． ３５ ± １． ８９ ５． ８０４
ＩＬ⁃１β（ｎｇ ／ Ｌ） ４９． ８７ ± １． ３３∗ ３９． ５７ ± １． ４８∗＃ ２７． ５４ ± ０． ６９ ２７． ２４ ± ０． ８７ ９． ８０４
ＩＬ⁃６（ｎｇ ／ Ｌ） ６８． ４１ ± ０． ７７∗ ５８． ９１ ± ０． ６９∗＃ ３６． ４４ ± １． ５８ ３６． ５４ ± １． ３３ １２． ６５７
ＴＮＦ⁃α（ｎｇ ／ Ｌ） ２８８． ５７ ± １３． １３∗ ２３８． ８８ ± １６． １１∗＃ １３９． ５９ ± ８． ８９ １３８． ３１ ± ９． ２８ １６． １２１
ＮＧＡＬ（μｇ ／ Ｌ） ４１． ３３ ± １． ３２∗ ２３． ７７ ± ０． ６３∗＃ １３． ６９ ± ０． ３３ １３． ４７ ± ０． ４８ ８． ４５３
ＫＩＭ⁃１（μｇ ／ Ｌ） ９９． ４３ ± １０． ３２∗ ７８． ９６ ± １３． ４７∗＃ １７． ４６ ± ２． ２５ １７． ４３ ± ２． ２７ ６． ８９９

　 　 与假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＡＫＩ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 对比各组小鼠肾脏

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 水平 　 ＳＡＫＩ 组

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 水平均高于 ＳＡＫＩ
＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 水平均高于假手术

组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｆ ＝ ６. ３３８，Ｐ ＜ ０. ０５），假手

术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｍＲＮＡ 相比差异无统计学意义。 运用实时荧光定量

ＰＣＲ 技术，ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组、假手术组、假
手术 ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ
水平见图 ２。

图 ２　 各组小鼠 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 的比较

与假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＡＫＩ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５ 　 免疫组化法对比各组小鼠肾脏 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达 　 ＳＡＫＩ
组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达量均

高于 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ
＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
表达量均高于假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｆ ＝
４. ４５６，Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达量相比

差异无统计学意义。 运用免疫组化法，ＳＡＫＩ 组、ＳＡ⁃
ＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组、假手术组、假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、

ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达见图 ３、４。
２． ６ 　 蛋白免疫印迹实验检测对比各组小鼠肾脏

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平

　 ＳＡＫＩ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
表达量均高于 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＳＡＫＩ
组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 表达量均高于假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组

（Ｆ ＝ ７. ３３８，Ｐ ＜ ０. ０５），假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４
组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达量相

比无统计学差异（Ｐ ＞ ０. ０５）。 运用蛋白免疫印迹实

验，ＳＡＫＩ 组、ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组、假手术组、假手术 ＋
ＬＸＡ４ 组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的

表达情况见图 ５。

３　 讨论

　 　 ＳＡＫＩ 患者肾组织出现毛细血管内皮损伤、肾间

质中性粒细胞等炎性细胞浸润，炎症因子高表达，提
示炎症反应在 ＳＡＫＩ 发病过程中发挥重要调控作

用［９］。 脓毒症早期积极抑制炎症反应，对 ＳＡＫＩ 的

预防和治疗具有较好的效果。 对脓毒症和非脓毒症

的重症监护室患者的肾脏病理进行分析，脓毒症患

者肾脏病理改变以炎症细胞浸润为主要特征，非脓

毒症患者并无相关病理改变［１０］。 以上研究表明炎

症反应与 ＳＡＫＩ 发生发展密切相关。
ＴＬＲｓ 是一类重要的病原模式识别受体，是固有

免疫的启动因子和连接固有免疫与获得性免疫的桥

梁，被认为是炎症反应的启动闸门。 在炎症反应中，
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的激活是普遍认可的机

制之一。 该通路激活后促进 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等

多种促炎细胞因子和黏附分子等基因的转录。 这些

炎症介质又可以进一步激活机体的防御系统，二者

互为因果，形成炎症瀑布，造成炎症介质持续过度释

放，最终导致以细胞自身破坏为特征的全身炎症反

应综合征［１１］。
ＬＸ是Ｓｅｒｈａｎ ｅｔ ａｌ［１２］ 于１９８４年发现的二十烷
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图 ３　 各组小鼠肾脏组织中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达情况 免疫组化染色 × ４００

图 ４　 各组小鼠免疫组化各指标定量积分比较

与假手术组及假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＡＫＩ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

类家族中一类花生四烯酸的产物，通过作用于多种

细胞表面的受体发挥其强大的抗炎作用。 ＬＸ 的抗

炎作用可通过调控多种炎症信号通路以抑制炎症因

子的产生及释放，其中就包括了 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路。 最近的研究［１３］表明，ＬＸＡ４ 通过调控

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路以抑制牙龈炎的发

生，同样 ＬＸＡ４ 也可通过调控 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ
通路以抑制百草枯相关急性肺损伤的进展［１４］。 然

图 ５　 各组小鼠 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达情况

１：ＳＡＫＩ 组；２：ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组；３：假手术组；４：假手术 ＋ ＬＸＡ４ 组

而 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路在 ＳＡＫＩ 发生发展中的

作用以及 ＬＸＡ４ 是否通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路减缓 ＳＡＫＩ 却鲜有研究报道。 本研究中，
依据文献制备 ＳＡＫＩ 小鼠模型，造模术后 ２４ ｈ 小鼠

出现精神萎靡、毛发蓬乱、活动迟缓，伴有呼吸及心

跳加快、发热、少尿等 ＳＡＫＩ 相关表现且 Ｓｃｒ、Ｂｕｎ 明

显升高，诊断 ＡＫＩ 的有效生物学标志 ＮＧＡＬ 及 ＫＩＭ⁃
１ 也明显升高，提示 ＳＡＫＩ 小鼠造模成功，处死各组

小鼠后收集血清、尿液、肾脏标本。
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ＨＥ 及 ＰＡＳ 染色显示 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组较 ＳＡＫＩ
组小鼠肾脏损伤轻，应用 Ｐａｌｌｅｒ 法对肾小管损伤程

度进行评分，ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组评分明显低于 ＳＡＫＩ 组
小鼠。 同时课题组也运用 ＥＬＩＳＡ 法对 Ｓｃｒ、 Ｂｕｎ、
ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 进行检测，显示 ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组小鼠

Ｓｃｒ、Ｂｕｎ、ＮＧＡＬ、ＫＩＭ⁃１ 较 ＳＡＫＩ 组小鼠减低，由此推

测 ＬＸＡ４ 可以减缓 ＳＡＫＩ 的肾损伤。 运用 ＥＬＩＳＡ 法

对 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 炎症因子进行检测，显示 ＳＡ⁃
ＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组小鼠上述炎症因子较 ＳＡＫＩ 组明显减

低，这说明 ＬＸＡ４ 作用于 ＳＡＫＩ 小鼠可以减少炎症因

子的产生。
实时荧光定量 ＰＣＲ、免疫组化法、免疫印迹实

验显示 ＳＡＫＩ 小鼠 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ 在肾组织中

表达升高，使用 ＬＸＡ４ 作用于 ＳＡＫＩ 小鼠， ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ 在肾组织中的表达则明显减低。 在

炎症反应中，ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路促进炎

症因子如 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的产生及释放。 脓毒

症早期减少炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 产生及释

放，对肾功能的保护及 ＳＡＫＩ 的预防和治疗具有较

好的效果［１５］。 本研究也表明 ＳＡＫＩ 小鼠 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 在肾组织中高表达，且血液炎症因子

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 明显升高，推测 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／
ＮＦ⁃κＢ 通路介导 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 在内的炎症因

子高表达，ＬＸＡ４ 则抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路

介导 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 在内的炎症因子高表达。
目前的共识是，肾小管损伤在 ＳＡＫＩ 的进展中起着

重要作用。 脓毒症发病期间，肾小管上皮细胞可被

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 在内的炎症因子直接损伤，受损

的肾小管上皮细胞反过来可以调节和放大肾内炎症

反应［１５］，而课题组应用 Ｐａｌｌｅｒ 法对肾小管损伤程度

进行评分，ＳＡＫＩ ＋ ＬＸＡ４ 组小鼠肾小管损伤程度明

显低于 ＳＡＫＩ 组小鼠。 由此推测 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路通过介导 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 在内的炎

症因子的产生及释放，加重肾组织损伤，参与 ＳＡＫＩ
的发生发展。 ＬＸＡ４ 则通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路以减少 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等炎症因子

产生及释放，减缓肾损伤从而抑制 ＳＡＫＩ 的发生发

展。 此项研究为 ＳＡＫＩ 的发病机制及治疗提供了新

的依据，但 ＬＸＡ４ 作用于 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路的具体机制仍需体内及体外实验进一步探讨。
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