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　　［摘要］　目的　研究姜黄素对小鼠肾小管上皮细胞体外再灌注损伤的保护作用及机制。方法　采用Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液密度
梯度离心法，分离并培养小鼠肾小管上皮细胞。培养的细胞分为空白对照组、缺氧再灌注组、姜黄素低剂量组（５μｍｏｌ／Ｌ）及高

剂量组（２５μｍｏｌ／Ｌ）。流式细胞仪分析细胞凋亡率；荧光定量ＰＣＲ及蛋白质印迹法检测细胞内ＴＬＲ４表达，蛋白质印迹法检

测ＮＦκＢｐ６５磷酸化；荧光定量ＰＣＲ检测各组细胞内ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＣＰ１的ｍＲＮＡ水平，ＥＬＩＳＡ法检测培养液上清

内上述因子的含量。结果　分离的肾小管上皮细胞纯度可以达到９５％以上，活性高于９３％。与缺氧再灌注组相比，姜黄素
低剂量及高剂量组细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１），细胞内ＴＬＲ４表达降低（Ｐ＜０．０１），ｐ６５磷酸化受到抑制，细胞内ＩＬ６、ＩＬ１β、

ＴＮＦα、ＭＣＰ１的ｍＲＮＡ水平以及培养液上清内上述因子含量降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论　姜黄素对小鼠肾小管上
皮细胞体外再灌注损伤具有保护作用，其机制可能与抑制细胞内ＴＬＲ４表达并减轻ＴＬＲ４所激发的炎性损伤有关。
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　　姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是从传统药用植物姜黄中提
取的生物碱，具有抗肿瘤、抗氧化以及抑制炎症反应
等药理学作用［１２］。新近研究显示，姜黄素具有减轻
肝脏、心肌等缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）
损伤的保护作用［３４］。然而，姜黄素保护作用的确切

机制尚有待进一步研究。本实验在分离并培养小鼠
肾小管上皮细胞的基础上，采用细胞体外“缺氧复
氧”模型模拟体内ＩＲ损伤，研究姜黄素对体外肾小
管上皮细胞“再灌注”损伤的保护作用及机制，以期
进一步丰富姜黄素的药理学作用，并为临床肾脏ＩＲ
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损伤的治疗提供新的途径及策略。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　８～１０周龄的健康雄性

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ２ｂ）购于上海西普尔必凯实验动
物有限公司，体质量２２～２５ｇ，自由进食、饮水。姜
黄素购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＦＩＴＣ标记的抗小鼠细胞
角质蛋白１８抗体、兔抗小鼠ＴＬＲ４多克隆抗体购自
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；内源性抗小鼠ＮＦκＢｐ６５单
克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；小鼠ＩＬ６、

ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＭＣＰ１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美
国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公 司；ＴＬＲ４、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα、

ＭＣＰ１引物由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成。ＢＣＡ 蛋 白 分 析 试 剂 盒 购 自 美 国 Ｐｉｅｒｃｅ
公司。　　　　
１．２　小鼠肾小管上皮细胞的分离及培养　小鼠麻
醉并固定于手术台上；碘酒消毒腹部、“十”字形切口
开腹，用生理盐水自腹主动脉原位灌注肾脏，至肾组
织变为苍白色；游离并去除肾蒂、肾周脂肪及肾包
膜，将肾皮质剪碎至１ｍｍ３块状大小，浸泡至含有１
ｍｇ／ｍｌ的Ⅰ型胶原酶的 Ｈａｎｋ平衡盐溶液中，３７℃消
化３０ｍｉｎ；用ＤＭＥＭＦ１２培养液将消化的组织块吹
打、混匀并过滤获得细胞悬液，３７℃孵箱孵育３ｈ；收
集未贴壁的细胞，２００×ｇ离心５ｍｉｎ，并用ＤＭＥＭ
Ｆ１２培养液重悬细胞沉淀；再次离心，用４５％Ｐｅｒｃｏｌｌ
溶液重悬沉淀，４℃、１２５００×ｇ离心３０ｍｉｎ；吸取近管
底第２层的细胞聚集层即为肾小管上皮细胞（含有少
量的肾小管节段）；含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭＦ１２培养液
调整细胞密度为５×１０５／ｍｌ，开始原代培养，４～５ｄ后
细胞长满瓶底，用０．０５％胰蛋白酶消化，流式细胞术
检测细胞纯度并用于后续实验。

１．３　体外“缺氧复氧”模型的建立　参照 Ｍｅｌｄｒｕｍ
等［５］方法并稍作修改：体外“缺氧”前２４ｈ，更换细胞
培养液为无血清培养液；收集细胞，并用无血清培养
液调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ；２４孔培养板铺板，１
ｍｌ／孔；稳定２ｈ后，吸掉培养上清，每孔加４００μｌ无
菌石蜡油，进行缺氧；缺氧１ｈ后，吸除石蜡油，加

５００μｌＰＢＳ轻轻吹打，清洗细胞，并去除残余的石蜡
油；重复清洗两次后，每孔加１ｍｌ３７℃含１０％ ＦＢＳ
培养液，进行“复氧”；复氧１ｈ后，收集部分细胞（４
个复孔／组），用于检测细胞内ＴＬＲ４表达以及炎症
介质表达；复氧１２ｈ后收集其余细胞，用于凋亡分
析，同时留取培养液上清用于ＥＬＩＳＡ检测。

１．４　实验分组　实验分为４组：空白对照（Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ）组，培养的细胞不做任何处理；体外缺氧再灌注
（ＨＲ）组，培养的细胞建立体外“缺氧复氧”模型，模

拟体内ＩＲ 损伤；姜黄素低剂量（ＣＭＬ）及高剂量
（ＣＭＨ）组，细胞体外缺氧前２４ｈ，培养液内分别加
入终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ及２５μｍｏｌ／Ｌ姜黄素，并建立
体外“缺氧复氧”模型。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡　收集上述各组细
胞；４℃ＰＢＳ调整细胞密度约为１×１０６／ｍｌ；将细胞
悬液加入ＥＰ管，每管１００μｌ；每管加入１０μｌＡｎ
ｎｅｘｉｎⅤ，４℃冰箱内静置１５ｍｉｎ；每管各加入１×缓
冲液３８０μｌ和７ＡＡＤ１０μｌ；流式细胞术检测凋亡率
并应用Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件对数据进行初步分析，每个样
本至少检测１×１０４个细胞。

１．６　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４及炎症因子表
达　收集各组细胞，采用ＲＮＡ抽提试剂盒并按说明
书操作获取细胞内总 ＲＮＡ。应用反转录试剂盒获
得互补ＤＮＡ，并以互补ＤＮＡ为模板建立荧光定量

ＰＣＲ反应体系，总量为２０μｌ。所用引物序列如下：

ＴＬＲ４上游引物 ５′ＧＣＣ ＴＴＴ ＣＡＧ ＧＧＡ ＡＴＴ
ＡＡＧＣＴＣＣ３′，下游引物５′ＡＧＡＴＣＡＡＣＣＧＡＴ
ＧＧＡＣＧＴＧＴＡＡ３′；ＩＬ６上游引物５′ＡＣＡＡＣＣ
ＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴ３′，下游引物５′ＣＡＣ
ＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡＴＧＴＧ３′；ＩＬ１β上
游引物５′ＧＣＡＣＡＣＣＣＡＣＣＣＴＧＣＡＧ３′，下游引
物５′ＡＡＣＣＧＣＴＴＴＴＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴ３′；

ＴＮＦα上游引物 ５′ＡＡＧ ＣＣＴ ＧＴＡ ＧＣＣ ＣＡＣ
ＧＴＣＧＴＡ３′，下游引物５′ＧＧＣＡＣＣＡＣＴ ＡＧＴ
ＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧ３′；ＭＣＰ１上游引物５′ＧＡＧ
ＣＡＴＣＣＡＣＧＴＧＴＴＧＧＣＴ３′，下游引物５′ＴＧＧ
ＴＧＡＡＴＧＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＧＧＴ３′；ＧＡＰＤＨ
上游引物 ５′ＡＧＧ ＴＣＧ ＧＴＧ ＴＧＡ ＡＣＧ ＧＡＴ
ＴＴＧ３′，下游引物５′ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴ
ＴＧＡＧＧＴＣＡ３′。反应条件如下：９５℃３０ｓ预变
性；９５℃５ｓ、５７℃４５ｓ、７２℃４５ｓ，４０个循环。所用
仪器 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＴＭ实时 ＲＴＰＣＲ仪为美国 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品。目的基因 ｍＲＮＡ表达
水平以相应标本内 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 为基准采用

２－ΔΔＣｔ方法计算［６］。将空白对照组内目的基因的表
达水平设定为１，对其他各组内相应基因的表达水平
进行标准化处理。

１．７　ＥＬＩＳＡ检测炎症因子水平　各组细胞培养液
上清内ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＣＰ１含量采用相应的

ＥＬＩＳＡ试剂盒并按说明书操作进行检测。

１．８　蛋白质印迹法检测ＴＬＲ４表达及Ｐ６５磷酸化
水平 　离心并收集各组细胞，加入裂解液裂解细
胞，并加入等体积含十二烷基硫酸钠的蛋白缓冲液，
水浴锅内煮沸１０ｍｉｎ，４℃、１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
收集上清并采用ＢＣＡ蛋白分析试剂盒测定蛋白浓
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度。调整各组样品蛋白浓度至一致，用１２％ＳＤＳ聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，并转移至硝酸纤维素
膜上。常温下用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ封闭２ｈ。

ＴＢＳＴ洗脱２次，每次１５ｍｉｎ；加入１１０００稀释的
第一抗体，４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗脱３次，每次１５
ｍｉｎ；加入辣根过氧化物酶偶联的第二抗体孵育１ｈ；

ＢＳＴ洗脱３次，每次１５ｍｉｎ；最后加入底物并曝光、
显影。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计
量资料用珚ｘ±ｓ表示，多组样本均数之间的比较采用
单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验。检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肾小管上皮细胞纯度及活性　根据肾小管上皮
细胞特异性表达细胞角质蛋白１８，采用相应的流式细
胞仪检测抗体检测细胞纯度。结果细胞纯度高于９５％
（图１）。锥虫蓝拒染实验显示细胞活性大于９３％。

图１　流式细胞术分析细胞纯度

Ｆｉｇ１　Ｃｅｌｌｐｕｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．２　各组细胞凋亡率　由图２可见，ＨＲ组细胞凋
亡率较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），而ＣＭＬ组及ＣＭＨ 组细胞凋亡率均
较 ＨＲ组降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），表明
姜黄素对体外 ＨＲ模型诱导的肾小管上皮损伤具有
保护作用。

图２　各组肾小管上皮细胞凋亡率

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＨＲ：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＣＭＬ：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ＣＭＨ：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．３　各组细胞 ＴＬＲ４表达　ＨＲ组细胞内 ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ水平较Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显升高，而ＣＭＬ组及

ＣＭＨ组细胞 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ 水平较 ＨＲ 组降低
（Ｐ＜０．０１，图３）；各组细胞内 ＴＬＲ４蛋白表达水平
的变化趋势与ｍＲＮＡ水平一致（图４）。

２．４　各组细胞ＮＦκＢ活化情况　各组细胞标本内

ＮＦκＢ活性亚单位Ｐ６５磷酸化水平见图５。与Ｃｏｎ

ｔｒｏｌ组相比，ＨＲ组细胞内磷酸化Ｐ６５表达水平升

高；而ＣＭＬ组及ＣＭＨ组细胞内磷酸化Ｐ６５表达

水平均较 ＨＲ组降低（图５）。

２．５　各组细胞炎性细胞因子表达　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组

相比，ＨＲ组细胞内炎性细胞因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦ

α、ＭＣＰ１的 ｍＲＮＡ 相对表达水平升高（均 Ｐ＜
０．０１），而ＣＭＬ组及ＣＭＨ 组细胞内上述炎症介

质的 ｍＲＮＡ 相对表达水平较 ＨＲ 组降低（Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１，图６）。各组细胞培养上清内上述

各因子变化趋势与细胞内ｍＲＮＡ一致（图７）。

图３　各组肾小管上皮细胞内ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ３　ＴＬＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ＨＲ：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＣＭＬ：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕ

ｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ＣＭＨ：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（２５

μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＲ

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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图４　各组肾小管上皮细胞ＴＬＲ４蛋白表达

Ｆｉｇ４　ＴＬＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌ

ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；４：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ
（２５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ

图５　各组肾小管上皮细胞内ＮＦκＢ亚单位Ｐ６５磷酸化水平

Ｆｉｇ５　Ｐ６５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；４：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ
（２５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ

图６　各组肾小管上皮细胞内炎症因子ｍＲＮＡ相对表达水平

Ｆｉｇ６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＨＲ：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＣＭＬ：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ＣＭＨ：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图７　各组肾小管上皮细胞培养液上清内细胞因子含量

Ｆｉｇ７　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＨＲ：Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＣＭＬ：Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ＣＭＨ：Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｃｕｍｉｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＲｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肾小管上皮细胞是肾脏最重要的实质细胞之
一，对于维持肾脏正常的生理功能具有重要意义；肾
脏的多种病理性损害如 ＨＲ损伤等往往首先诱发肾
小管上皮细胞的凋亡、坏死，进而造成肾功能障
碍［７８］。深入研究 ＨＲ引发肾小管上皮细胞损害的
机制，探寻并评价治疗措施的保护效果是目前肾脏
病学研究领域的重要课题。然而，体内尤其是肾脏
内复杂的微环境给上述研究带来诸多困难，因此，建
立完善的肾小管上皮细胞体外培养体系就显得十分

必要。目前，国内外关于分离、纯化小鼠肾小管上皮
细胞的报道并不多见。有研究者采用胶原酶消化法
分离肾小管上皮细胞，虽然操作简单，但得到的细胞
纯度较低［９］；也有研究者采用胶原酶消化并结合密
度梯度离心法分离肾小管上皮细胞，由于没有原位
灌注过程，分离的肾小管上皮细胞内容易掺杂肾脏

微循环内的血细胞及免疫细胞［１０］。我们采用原位
灌注、离体消化并结合Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度法分离、纯
化小鼠肾小管上皮细胞，使细胞纯度达到９５％以
上，细胞活性也大于９３％，为后续体外研究奠定了
基础。

　　ＴＬＲ４是生物体内重要的病原相关分子模式识
别受体之一，在生物进化过程中具有高度保守性及
稳定性。ＴＬＲ４体内分布比较广泛，在多种类型细
胞如单核巨噬细胞、中性粒细胞、自然杀伤细胞、树
突状细胞等免疫细胞以及肝细胞、心肌细胞、肾小管
上皮细胞等脏器实质细胞上均有表达，其配体包括
外源性配体如细菌胞壁成分脂多糖以及内源性配体

如细胞外基质成分透明质烷、纤维结合蛋白、二聚糖
等［１１１２］。大量的研究显示表达于脏器实质细胞上的

ＴＬＲ４受体在器官ＩＲ损伤中可能发挥更加重要的
作用［１３１４］。Ｚｈａｉ等［１３］利用小鼠部分肝脏ＩＲ损伤模
型发现ＴＬＲ４－／－小鼠与同窝野生型小鼠相比，肝脏
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再灌注后血清转氨酶水平降低，肝脏病理损害减轻，
证实ＴＬＲ４参与介导器官ＩＲ损伤。此后，研究者利
用骨髓移植技术，构建了 ＴＬＲ４－／－背景 ＴＬＲ４＋／＋

免疫系统小鼠以及ＴＬＲ４＋／＋背景ＴＬＲ４－／－免疫系
统小鼠，进一步证实肝实质细胞表达的ＴＬＲ４介导
了再灌注造成的肝细胞损害［１４］。相似地，肾小管上
皮细胞表达的ＴＬＲ４介导了肾脏ＩＲ损伤也得到了
证实［１１］。本实验结果也表明肾小管上皮细胞体外
再灌注后ＴＬＲ４的表达明显上调，同时伴随着细胞
凋亡率显著增加；而姜黄素则显著抑制了再灌注所
激发的ＴＬＲ４表达进而降低了细胞ＩＲ损伤，表现为
姜黄素降低了体外再灌注后细胞凋亡率。提示姜黄
素对肾小管上皮细胞体外再灌注损伤的保护作用与

抑制ＴＬＲ４表达有关。

　　ＴＬＲ４受体活化后，其下游存在两条信号途径，
分别经 ＭｙＤ８８分子及Ｔｏｌｌ白介素１受体（Ｔｏｌｌ／ＩＬ
１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＩＲ）诱导ＩＦＮβ分子（ＴＩＲｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｄａｐｔｅｒｉｎｄｕｃｉｎｇＩＦＮβ，ＴＲＩＦ）介导，因
此分别称为 ＭｙＤ８８依赖性途径及非 ＭｙＤ８８依赖
性途径［１５］。ＭｙＤ８８通过自身ＴＩＲ与ＴＬＲ４胞质内
同源ＴＩＲ相结合，接下来，ＭｙＤ８８促进ＩＲＡＫ（ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ）分 子 与

ＴＬＲ４分子上的死亡结构域相互作用，使ＩＲＡＫ连
接至ＴＬＲ４并被活化。活化的ＩＲＡＫ分子作用于

ＴＮＦ受体相关因子６，进而活化转录因子 ＮＦκＢ；

ＴＲＩＦ信号途径最终也促进ＮＦκＢ活化［１５］。Ｐ６５亚
单位是ＮＦκＢ的重要活性组分，其磷酸化水平能够
直接反映ＮＦκＢ的活化程度［１６］。我们采用蛋白质
印迹法检测Ｐ６５磷酸化情况进而分析 ＮＦκＢ的活
化，结果显示姜黄素可以明显抑制 ＮＦκＢ活化，表
明姜黄素能够抑制肾小管上皮细胞体外再灌注后

ＴＬＲ４受体信号活化。尽管确切机制尚不清楚，但
抑制ＴＬＲ４表达及ＴＬＲ４受体二聚化至少部分介导
了姜黄素抑制ＴＬＲ４信号活化的作用［１７］。

　　转录因子 ＮＦκＢ参与调控多种炎性细胞因子
基因的表达［１８］。正如我们的结果所示，姜黄素明显
抑制了ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＣＰ１的表达，进一步
证实姜黄素对ＴＬＲ４信号活化的抑制作用。

　　总之，我们的研究结果表明姜黄素对小鼠肾小
管上皮细胞体外再灌注损伤具有保护作用，其机制
可能与抑制细胞内ＴＬＲ４表达并减轻ＴＬＲ４信号活
化所激发的炎症性损伤有关。然而，姜黄素抑制

ＴＬＲ４表达的确切机制尚不清楚，这也是本课题下
一步的研究方向。
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