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［摘要］　目的：观察肾缺血再灌注损伤后ｐ３８活化的情况，并探讨应用氧自由基清除剂ｔｅｍｐｏｌ后对其的影响。方法：雄性

ＳＤ大鼠随机分为假手术组（ｎ＝１０）、缺血再灌注损伤组（ＩＲＩ，ｎ＝４５）和ｔｅｍｐｏｌ预处理组（ｎ＝１０）。ＩＲＩ组采用右侧肾摘除左肾

蒂夹闭５０ｍｉｎ后松开制备缺血再灌注模型，分别于再灌注０、５、１０、１５、３０、４５ｍｉｎ及１、２ｈ处死动物取肾组织，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法

观察ｐ３８活化情况。Ｔｅｍｐｏｌ处理组动物同样制备缺血再灌注模型，术前１ｈ尾静脉注射ｔｅｍｐｏｌ（１００ｍｇ／ｋｇ），再灌注４５ｍｉｎ
取肾组织；假手术组行右侧肾摘除但不夹闭左肾蒂，术后４５ｍｉｎ取肾组织。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法观察３组ｐ３８活化情况，分析肾组

织丙二醛（ＭＤＡ）含量，ＥＬＩＳＡ法检测肾组织肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）的含量。结果：大鼠肾组织磷酸

化ｐ３８含量在再灌注早期（５ｍｉｎ）开始升高，４５ｍｉｎ达到高峰，再灌注２ｈ仍较高（Ｐ＜０．０５）。与假手术组相比，ＩＲＩ和ｔｅｍｐｏｌ
预处理组磷酸化ｐ３８含量明显升高（０．１０３±０．００８ｖｓ２．０２５±０．１３６ｖｓ０．８３３±０．１９１，Ｐ＜０．０５），且ｔｅｍｐｏｌ预处理组低于ＩＲＩ

组（Ｐ＜０．０５）。３组间肾组织 ＭＤＡ、ＴＮＦα、ＩＬ１β的含量检测结果与磷酸化ｐ３８结果类似（Ｐ＜０．０５）。结论：氧自由基介导

的ｐ３８磷酸化在缺血再灌注引起的大鼠肾脏炎症性损害中具有重要作用；应用ｔｅｍｐｏｌ可以抑制ｐ３８磷酸化，防治缺血再灌注

损伤。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（２）：１６７１７０］

　　肾脏是发生缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）极为常见的器官之一，肾移植、严重
创伤休克后延迟复苏均会导致不同程度的肾脏

ＩＲＩ［１２］。如何采取简便、有效的措施防治肾脏ＩＲＩ一
直是国内外学者关注的重点和难点。肾脏对ＩＲＩ非
常敏感，其机制十分复杂，与活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）所致的脂质过氧化损伤、肾血管内皮
细胞生成和释放的舒张与收缩因子失调等因素有

关。近年来，随着对细胞因子网络认识的迅速提高，
有关器官缺血再灌注后细胞内信号通路的变化日益

受到重视［３］。ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通
路是调控机体应激和炎症反应的重要信号转导通

路，研究发现 ＲＯＳ 信号系统参与 了 ｐ３８ 的 活
化［４］。　　　　
　　本研究探讨ＲＯＳ清除剂ｔｅｍｐｏｌ对ｐ３８活化及
肾组织内促炎性细胞因子基因表达的影响，以初步
了解ＲＯＳ在ＩＲＩ发病中是否介导ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路的活化。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＲＩＰＡ组织蛋白提取试剂盒、蛋白
酶抑制剂ｃｏｃｋｔａｉｌ试剂盒、大鼠肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ＩＬ１β）ＥＬＩＳＡ试剂盒和

ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为美国Ｐｉｅｒｃｅ公司产品；兔抗
磷酸化ｐ３８（ｐｈｏｐｈｏｐ３８）和兔抗ｐａｎｐ３８多克隆抗
体为美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品；辣根
过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的驴抗兔ＩｇＧ抗体为美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；电化学发光（ＥＣＬ）试剂盒、硝
酸纤维素膜为英国 Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司产品；丙二醛
（ＭＤＡ）测试盒购自南京建成生物工程研究所。

ＲＯＳ清除剂ｔｅｍｐｏｌ为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　大鼠分组及处理　雄性ＳＤ大鼠６５只，清洁
级，８周龄，体质量２００～２５０ｇ，购于第二军医大学实
验动物中心，动物合格证号ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。
大鼠经适应性饲养１周后，随机分为假手术组（ｎ＝
１０）、缺血再灌注损伤组（ＩＲＩ，ｎ＝４５）和ｔｅｍｐｏｌ预处
理组（ｎ＝１０）。ＩＲＩ组采用右侧肾摘除左肾蒂夹闭左
肾动脉、静脉５０ｍｉｎ后松开制备缺血再灌注模型，
分别于再灌注０、５、１０、１５、３０、４５ｍｉｎ及１、２ｈ处死

动物取肾组织，缺血前１ｈ尾静脉注射等渗生理盐水

１ｍｌ，４５ｍｉｎ时相点取１０只，其余各时相点取５只。
假手术组除未给予左肾动静脉夹闭外，余操作同ＩＲＩ
模型组。Ｔｅｍｐｏｌ处理组动物同样制备缺血再灌注
模型，术前１ｈ尾静脉注射ｔｅｍｐｏｌ（１００ｍｇ／ｋｇ），再
灌注４５ｍｉｎ取肾组织；假手术组行右侧肾摘除但不
夹闭左肾蒂，术后４５ｍｉｎ取肾组织，冰冷等渗盐水
冲洗后，置液氮冻存备用。

１．３　ＭＤＡ含量检测　用冰冷生理盐水制备肾组织
匀浆，ＢＣＡ法定量蛋白含量。取１ｍｌ匀浆，依次加
入１ｍｌ３０％三氯乙酸和１ｍｌ０．６７％ ＴＢＡ，沸水浴

３０ｍｉｎ后冷却至室温。３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ后，在

５３５ｎｍ处测上清液光密度（Ｄ）值，按标准曲线计算

ＭＤＡ含量，结果以ｎｍｏｌ／ｍｇ组织表示。

１．４　肾组织蛋白提取和蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹）分析　按 ＲＩＰＡ试剂盒说明书操作。取５０ｍｇ
组织，加液氮研磨成粉末状后，加入０．５ｍｌ含１．５×
蛋白酶抑制剂ｃｏｃｋｔａｉｌ的裂解液，匀浆后置冰上３０
ｍｉｎ，１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ后收集上清。ＢＣＡ法
定量蛋白浓度后，置－７０℃保存。取３０ｇ样品常规
进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）后，电转移至硝酸纤维素膜上，用含５％ 牛血
清白蛋白的０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨基甲烷
溶液（ＴＢＳＴ）封闭后，加入１５００稀释的抗ｐｈｏｓ
ｐｈｏｐ３８或抗ｐａｎｐ３８抗体于４℃ 过夜孵育，洗膜后
加入１３０００稀释的二抗于室温孵育４０ｍｉｎ，最后
加入ＥＣＬ试剂显色。采用４．１版本 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ
软件（美国ＢｉｏＲａｄ公司）分析各条带面积灰度值。

Ｐａｎｐ３８表达水平为内参照。

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测肾组织内ＴＮＦα、ＩＬ１β蛋白表
达　参照Ｒ＆Ｄ公司试剂盒说明测定ＴＮＦα、ＩＬ１β
的ＥＬＩＳＡ 方法，将待检测组织匀浆上清液加入

ＥＬＩＳＡ板中，按照实验步骤说明，检测每孔的光密
度。根据标准品的浓度，计算组织匀浆上清液中

ＴＮＦα、ＩＬ１β的浓度。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素
方差分析比较各组间差异，所有统计分析均经ＳＰＳＳ
１１．０软件处理完成。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意
义。
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２　结　果

２．１　ＩＲＩ后大鼠肾组织ｐ３８活化的动态变化　
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，未再灌注组大鼠肾组织仅
有微弱的ｐ３８活化，ＩＲＩ后５ｍｉｎ大鼠肾组织ｐ３８很
快被诱导活化，４５ｍｉｎ达到峰值，随后ｐ３８活化减
弱，但仍明显高于正常水平（Ｐ＜０．０５），再灌注后各
个时相点５、１０、１５、３０、４５ｍｉｎ及１、２ｈ大鼠肾组织

ｐ３８活化均与未再灌注组相比有明显差异（Ｐ＜
０．０５）。各个时相点总ｐ３８蛋白表达无明显差异（图

１）。说明在肾组织应激反应后早期２ｈ内ｐ３８是表
现为早期活化并呈持续性的。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＩＲＩ后ｐ３８活化的动态变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｐ３８ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｅｒｉｏｄｓａｆｔｅｒＩＲＩｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｍｉｎ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　Ｔｅｍｐｏｌ对ＩＲＩ后大鼠肾组织ｐ３８活化的影

响　由于ＩＲＩ后肾组织内ｐ３８在４５ｍｉｎ达到高峰，

本研究选择此时相点观察ｐ３８活化与ＲＯＳ的关系。

发现ＩＲＩ前给予ｔｅｍｐｏｌ明显阻滞了ｐ３８的活化（图

２）：假手术组ｐ３８活化不明显（０．１０３±０．００８），与假

手术组相比ＩＲＩ组ｐ３８明显活化（２．０２５±０．１３６，

Ｐ＜０．０５），ｔｅｍｐｏｌ处理组明显抑制了ＩＲＩ引起的

ｐ３８的活化（０．８３３±０．１９１，Ｐ＜０．０５），并且可以明

显减少ＩＲＩ诱发的肾组织内 ＭＤＡ含量（假手术组

ＭＤＡ含量为０．４４±０．０５ｎｍｏｌ／ｍｇ；ＩＲＩ组２．８２±

０．４７ｎｍｏｌ／ｍｇ，与假手术组相比Ｐ＜０．０５；ｔｅｍｐｏｌ
处理 组０．５８±０．０６ ｎｍｏｌ／ｍｇ，与 ＩＲＩ 组 相 比

Ｐ＜０．０５）。

２．３　Ｔｅｍｐｏｌ对ＩＲＩ后大鼠肾组织促炎性细胞因子

表达的影响　ＥＬＩＳＡ结果表明，ＴＮＦα和ＩＬ１β的

蛋白表达被ｔｅｍｐｏｌ的干预所抑制（图３）。

图２　ＩＲＩ后４５ｍｉｎ大鼠肾组织ｐ３８活化的变化

Ｆｉｇ２　ｐ３８ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ４５ｍｉｎａｆｔｅｒＩＲＩｉｎｒａｔｋｉｄｎｅｙ

图３　ＩＲＩ后４５ｍｉｎ大鼠肾组织

ＴＮＦα和ＩＬ１β蛋白表达变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαａｎｄ

ＩＬ１β４５ｍｉｎａｆｔｅｒＩＲＩｉｎｒａｔｋｉｄｎｅｙｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩＲＩｇｒｏｕｐ；ｎ＝

１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肾缺血再灌注损伤是导致医院内获得性急性肾

衰竭的主要原因之一，临床上诸如肾移植、休克、机

械通气、肝硬化、脓毒血症、腹内压增加、肾毒性物质

（内源性和外源性）等均能导致肾脏再灌注损伤。急

性肾损伤的一个重要病理学特征就是肾组织存在大

量炎性细胞浸润及明显的炎症反应［２，５］。炎症细胞

通过释放ＲＯＳ和促炎性细胞因子等多种炎症介质，

产生瀑布级联效应，其过程可涉及中性粒细胞、细胞

因子、黏附分子、趋化因子等的协同效应。灌注早

期，大量注入的血氧一时不能充分利用，作为各种氧

化酶的底物而产生ＲＯＳ，再灌注时往往存在红细胞

外渗，同时红细胞又易受到ＲＯＳ攻击。ＲＯＳ对缺血

再灌注肾损伤的影响已有大量报道，但目前尚无有

效的防治方法［２］。因此如何保护肾功能，防止不可

逆病理损害的进展是关系着治疗全局的严峻问题。
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　　ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路是

调控机体应激和炎症反应的重要信号转导通路，在

调控机体炎症反应方面具有重要作用［６７］，已有研究

发现ＲＯＳ信号参与了ｐ３８的活化
［４］。氮氧化物 （４

羟基Ｔｅｍｐｏ，分子式：Ｃ９Ｈ１８ＮＯ２）具有类似ＳＯＤ歧

化超氧阴离子的作用，它具有相对分子质量小、稳定

性强、细胞膜通透性好及无毒性等优点，是一种ＲＯＳ
清除剂，ｔｅｍｐｏｌ是其代表成员之一。本研究采用经

典方法制备了大鼠ＩＲＩ模型，观察了ＩＲＩ早期以及

ｔｅｍｐｏｌ清除ＲＯＳ后ｐ３８活化情况，以了解ＲＯＳ在

ＩＲＩ发病中是否介导ｐ３８的活化，揭示ｐ３８／ＲＯＳ信

号通路在急性肾组织损伤的发病机制中的作用。实

验发现在大鼠缺血再灌注后早期ｐ３８很快被诱导活

化，４５ｍｉｎ达到峰值，随后ｐ３８活化减弱，表明ｐ３８
信号通路在再灌注损伤后是灵敏的、短暂的、重要的

信号通路。给予ＲＯＳ清除剂ｔｅｍｐｏｌ可以明显抑制

ｐ３８的活化，同时可以减少促炎性细胞因子的表达，

说明ＲＯＳ参与了ｐ３８的活化，推测ｔｅｍｐｏｌ抑制ｐ３８
的活化可能与调节炎性细胞因子的表达有关，这还

有待于进一步验证。

　　总之，本研究证实 ＲＯＳ信号参与了ｐ３８的活

化，说明ｐ３８／ＲＯＳ信号通路在肾再灌注后引起急性

炎症损伤中有重要作用，通过抑制ｐ３８活化可能在

预防和治疗缺血再灌注损伤中颇具前景。
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