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　　［摘要］　目的　探讨热休克蛋白２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７，ＨＳＰ２７）在脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）减轻小鼠

肾缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤中的作用。方法　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为４组：假手术组、ＬＰＳ＋

假手术组、肾ＩＲ组和ＬＰＳ＋肾ＩＲ组，每组又分为槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，２００ｍｇ／ｋｇ）亚组和溶剂对照亚组。采用右肾切

除＋左肾肾蒂夹闭２５ｍｉｎ后再灌注建立肾ＩＲ模型，在肾ＩＲ前３ｄ腹腔注射ＬＰＳ（３ｍｇ／ｋｇ）进行预处理，采用槲皮素

（２００ｍｇ／ｋｇ）灌胃抑制ＨＳＰ２７的表达。再灌注后２４ｈ，各组小鼠经腹主动脉采血检测血清肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）水平评

估肾ＩＲ损伤模型，取左肾评估炎症反应程度、ＨＳＰ２７蛋白表达水平及凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的活性。结果 ＬＰＳ预处

理可明显降低肾ＩＲ后的血清Ｃｒ、ＢＵＮ水平，并减少肾小管损伤程度，同时能提高肾内ＨＳＰ２７的表达水平（犘＜０．０５）；槲

皮素能明显抑制肾内ＨＳＰ２７的表达水平，且能明显削弱ＬＰＳ预处理对肾脏ＩＲ的减轻作用，包括升高Ｃｒ、ＢＵＮ水平和

造成更严重的炎症反应（犘＜０．０５）。另外，ＬＰＳ能明显降低肾脏ＩＲ后肾内ｃａｓｐａｓｅ３的活性，但槲皮素能明显削弱这种

作用（犘＜０．０５）。结论　ＬＰＳ通过上调ＨＳＰ２７的表达减轻小鼠肾脏ＩＲ损伤。
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第１期．夏　雷，等．脂多糖通过上调热休克蛋白２７的表达减轻小鼠肾缺血再灌注损伤

　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）常见于

器官移植、器官部分切除、创伤及休克等病理过程

中，ＩＲ损伤是指部分器官或组织缺血后再灌注，不

仅不能使组织器官功能恢复，反而使缺血所致的功

能和代谢障碍及结构破坏进一步加重。如何有效预

防和减轻ＩＲ损伤越来越受到临床医生的重视。已

有研究显示，在肾脏、肝脏、心脏等ＩＲ损伤模型中，

均可观察到低剂量脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，

ＬＰＳ）预处理可减轻器官ＩＲ损伤这一现象
［１３］，但其

机制仍不明确。

热休克蛋白２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７，ＨＳＰ２７）

是一种抗凋亡蛋白，能减轻细胞的坏死，在稳定纤维

型肌动蛋白细胞骨架中起关键作用［４５］。肾脏由于

其血流高灌注的特性，ＩＲ损伤发生率较高，我们既

往研究证明上调ＨＳＰ２７的表达能显著改善小鼠肾

脏ＩＲ损伤
［６］。据此我们推测在ＬＰＳ预处理减轻器

官ＩＲ损伤的机制中，ＨＳＰ２７可能起了关键作用。

本研究拟在小鼠肾ＩＲ模型中探索ＨＳＰ２７参与ＬＰＳ

减轻ＩＲ损伤的可能性。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＨＳＰ２７抗体（１∶５００，

＃２４４２）购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，β

ａｃｔｉｎ抗体购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；

ＰＣＲ引物购于ＴａＫａＲａ公司；ｃａｓｐａｓｅ３活性比色法

检测试剂盒购于Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）

购于上海碧云天生物技术有限公司。

１．２　实验动物及分组　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ＳＰＦ

级）购自中国科学院上海实验动物中心，动物生产许

可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２。８～１０周龄，体质量

２０～２８ｇ。清洁环境下自由进食、饮水、１２ｈ／１２ｈ

昼夜规律。

小鼠随机分为４组：假手术组、ＬＰＳ＋假手术

组、肾ＩＲ组和ＬＰＳ＋肾ＩＲ组，每组又分为槲皮素

（２００ｍｇ／ｋｇ）亚组和溶剂对照亚组，每亚组８只

小鼠。

１．３　肾ＩＲ动物模型制作及给药方法　肾ＩＲ组小

鼠切除右侧肾脏，用无损伤血管夹（蛇牌钛合金微血

管夹，Ａｅｓｃｕｌａｐ公司，德国）夹闭左侧肾蒂２５ｍｉｎ后

开放，随后关腹；假手术组仅切除右侧肾脏而不夹闭

左侧肾蒂，开放腹腔２５ｍｉｎ后关腹。ＬＰＳ＋假手术

组、ＬＰＳ＋肾ＩＲ 组于ＩＲ 造模前３ｄ给予 ＬＰＳ

（３ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射，假手术组和肾ＩＲ组注射相

同剂量的溶剂（生理盐水）。槲皮素亚组采用灌胃的

方式给予槲皮素（２００ｍｇ／ｋｇ），溶剂对照亚组灌注

相同剂量的溶剂（生理盐水）；给药时间为ＩＲ造模前

３ｄ。

１．４　肾ＩＲ损伤后肾功能检测　小鼠再灌注后２４ｈ

经腹主动脉采血，用德灵全自动生化仪测定小鼠血

清肌酐（Ｃｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平。

１．５　实时定量ＲＴＰＣＲ检测炎症因子和犎犛犘２７

ｍＲＮＡ的表达　小鼠再灌注后２４ｈ取左肾标本，行

实时定量ＲＴＰＣＲ，以βａｃｔｉｎ为参照，得出犜犖犉α、

犐犔６、犐犔１０及犎犛犘２７的ｍＲＮＡ相对表达量，实验

重复３次。

１．６　蛋白质印迹法检测ＨＳＰ２７蛋白的表达　小鼠

再灌注后２４ｈ取左肾标本，行蛋白质印迹分析，以

βａｃｔｉｎ为参照，得出ＨＳＰ２７在蛋白水平的相对表达

量，实验重复３次。

１．７　Ｃａｓｐａｓｅ３活性测定　按试剂盒说明，将肾组

织用磷酸盐缓冲液洗涤后，置入玻璃匀浆机，加入细

胞裂解液，然后加入ｃａｓｐａｓｅ３四肽荧光底物 Ａｃ

ＤＥＶＤＡＭＣ，于３７℃下反应１ｈ，用荧光分光光度

计分析荧光强度，激发光波长３８０ｎｍ，发射光波长

４３０～４６０ｎｍ。

１．８　肾组织病理学检查　小鼠再灌注后２４ｈ取左

肾组织，以１０％中性甲醛固定，脱水后进行石蜡包

埋，切片厚度为５μｍ，进行ＰＡＳ染色，显微镜下观

察肾脏病理改变。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

分析，各数据采用珔狓±狊表示，组间均数比较采用单

因素方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬＰＳ上调肾脏ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ和蛋白表达水

平　相比假手术组，ＬＰＳ预处理或ＩＲ损伤均能明显

上调肾脏内ＨＳＰ２７的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，而

且ＬＰＳ＋ＩＲ能更进一步增加 ＨＳＰ２７的表达（犘＜

０．０５，图１Ａ）。

２．２　ＬＰＳ预处理能明显减轻肾ＩＲ损伤　ＩＲ能明

显损伤小鼠肾脏功能，表现为血清Ｃｒ、ＢＵＮ水平明

显升高；与ＩＲ组相比，ＬＰＳ＋ＩＲ组小鼠的血清Ｃｒ、

ＢＵＮ水平均降低（犘＜０．０５，图２）。同样，ＬＰＳ能明

显改善肾脏ＩＲ损伤后所致的病理损伤，表现为急性

肾小管损伤明显减轻（图３）。另外，ＬＰＳ预处理降

低了ＩＲ后肾内炎症介质（犜犖犉α、犐犔１β和犐犔６）

ｍＲＮＡ的表达，与ＩＲ组之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５，图４）。
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２．３　抑制ＨＳＰ２７能消除ＬＰＳ对肾脏ＩＲ损伤的保

护作用　槲皮素（２００ｍｇ／ｋｇ）能显著抑制 ＨＳＰ２７

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（图１Ｂ），可以作为明确的

ＨＳＰ２７抑制剂在本研究模型中使用。在对小鼠进

行槲皮素预处理后，ＬＰＳ对小鼠肾脏ＩＲ所致的保护

作用被消除，ＬＰＳ＋ＩＲ组血清Ｃｒ和ＢＵＮ水平有所

升高，槲皮素＋ＬＰＳ＋ＩＲ组的Ｃｒ和ＢＵＮ水平有明

显升高（犘＜０．０５），但其和ＩＲ组比较差异无统计学

意义（图２）。同样，槲皮素的使用能显著抵消ＬＰＳ

对肾脏ＩＲ损伤后病理损伤的改善作用和炎症介质

的降低作用（图３、４）。

图１　犔犘犛（犃）和槲皮素（犅）对肾脏犎犛犘２７蛋白（上）和犿犚犖犃（下）表达的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犔犘犛（犃）犪狀犱狇狌犲狉犮犲狋犻狀（犅）狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犎犛犘２７狆狉狅狋犲犻狀（狌狆狆犲狉）犪狀犱犿犚犖犃（犾狅狑犲狉）犻狀狋犺犲犽犻犱狀犲狔

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＨＳＰ２７：Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７．犘＜０．０５．狀＝８，珔狓±狊

图２　犔犘犛和槲皮素对肾犐犚后肾功能的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犔犘犛犪狀犱狇狌犲狉犮犲狋犻狀狅狀狉犲狀犪犾犳狌狀犮狋犻狅狀犪犳狋犲狉狉犲狀犪犾犐犚

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ．犘＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５

ｖｓｖｅｈｉｃｌｅ＋ＬＰＳ＋ＩＲｇｒｏｕｐ．狀＝８，珔狓±狊

图３　犔犘犛和槲皮素对肾脏犐犚后肾脏病理损伤的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犔犘犛犪狀犱狇狌犲狉犮犲狋犻狀狅狀狉犲狀犪犾

犺犻狊狋狅犾狅犵犻犮犪犾犻狀犼狌狉狔犪犳狋犲狉狉犲狀犪犾犐犚

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．ＰＡＳｓｔａｉｎｅｄ

ｒｅｎａｌｓｅｃｔｉｏｎ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　犔犘犛和槲皮素对肾犐犚后肾炎症介质表达的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犔犘犛犪狀犱狇狌犲狉犮犲狋犻狀狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳

犻狀犳犾犪犿犿犪狋狅狉狔犮狔狋狅犽犻狀犲狊犻狀狋犺犲犽犻犱狀犲狔犪犳狋犲狉狉犲狀犪犾犐犚

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ＩＬ１β：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β；ＩＬ６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６．
犘＜

０．０５．狀＝８，珔狓±狊
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第１期．夏　雷，等．脂多糖通过上调热休克蛋白２７的表达减轻小鼠肾缺血再灌注损伤

２．４　抑制 ＨＳＰ２７能增加肾脏ＩＲ所致的凋亡作

用　ＬＰＳ预处理能明显抑制肾ＩＲ所致的凋亡相关

蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达，但槲皮素的使用能抵消这一

作用，即上调组织内ｃａｓｐａｓｅ３的表达（犘＜０．０５，

图５）。

图５　犔犘犛和槲皮素对肾犐犚后犮犪狊狆犪狊犲３表达的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犔犘犛犪狀犱狇狌犲狉犮犲狋犻狀狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳

犮犪狊狆犪狊犲３犻狀狋犺犲犽犻犱狀犲狔犪犳狋犲狉狉犲狀犪犾犐犚

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＩＲ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．犘＜０．０５．

狀＝８，珔狓±狊

３　讨　论

ＬＰＳ又称内毒素，是革兰阴性菌细胞壁中的主

要成分，可引起发热、微循环障碍、内毒素休克、播散

性血管内凝血及多器官功能衰竭等。然而，近年来

的动物实验研究发现，用低剂量ＬＰＳ预处理不仅能

改善随后大剂量ＬＰＳ所致的内毒素血症，而且能明

显减轻器官ＩＲ损伤，这一现象在肾脏、肝脏、小肠、

脑、心脏等脏器的ＩＲ损伤模型中均有发现
［１３］，但其

机制尚不明确。

ＨＳＰ２７是小分子热休克蛋白（ｓｍａｌｌｈｅａｔｓｈｏｃｋ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ｓＨＳＰ）家族成员，广泛存在于各种组织中。

作为一种伴侣蛋白，其序列高度保守，能够协助细胞

内其他多肽链完成正确的折叠、组装、转运和降解，

在调节细胞迁移、凋亡、收缩、氧化应激状态等方面

发挥重要作用，是一种有效的抗凋亡蛋白，能减轻细

胞的凋亡［５］。既往的体内、外实验均证实ＬＰＳ能上

调ＨＳＰ２７的表达
［７１０］。我们的前期研究成果显示，

ＬＰＳ预处理能激活肾脏内缺氧诱导因子２α的表达，

同时输尿管结扎所致的缺氧诱导因子２α激活能上

调肾脏内 ＨＳＰ２７的表达，继而减轻肾脏ＩＲ 损

伤［１，１０］。因此，我们推测，ＬＰＳ对肾脏ＩＲ损伤的保

护可能是通过上调ＨＳＰ２７表达实现的。

本研究用ＬＰＳ预处理肾脏ＩＲ损伤小鼠模型，

结果显示ＬＰＳ预处理组小鼠肾功能优于ＩＲ组，肾

脏病理及炎症因子表达均明显低于ＩＲ组，验证了既

往研究对ＬＰＳ在器官ＩＲ损伤中保护作用的报道。

本研究结果显示，单独运用ＩＲ损伤或ＬＰＳ预处理，

均能引起肾脏内ＨＳＰ２７表达增加，而ＬＰＳ＋ＩＲ则能

更显著增加ＨＳＰ２７的表达。Ｋｉｍ等
［１１］报道相比于

野生型小鼠，ＨＳＰ２７过表达小鼠肾ＩＲ损伤有明显

减轻，提示ＨＳＰ２７能减轻肾脏ＩＲ损伤。据此推测，

本研究中ＬＰＳ预处理联合ＩＲ损伤，可能起到了类

似ＨＳＰ２７过表达的作用，从而减轻了肾脏的ＩＲ损

伤。随后，我们通过抑制ＨＳＰ２７的合成来观察ＬＰＳ

预处理是否还能起到肾脏ＩＲ损伤保护作用，结果发

现给予小鼠ＨＳＰ２７合成抑制剂槲皮素处理后，ＬＰＳ

上调ＨＳＰ２７表达的作用被明显抑制，同时该组小鼠

肾脏ＩＲ损伤程度显著加重。说明槲皮素抑制

ＨＳＰ２７合成后，也抑制了ＬＰＳ预处理对肾脏ＩＲ损

伤的保护作用。

在肾ＩＲ损伤的众多病理生理机制中，如电解质

失衡、激活细胞凋亡机制［１２］、氧化应激［１３］等，细胞凋

亡的作用越来越受到人们的重视。研究发现

ｃａｓｐａｓｅ依赖的细胞凋亡途径在肾脏ＩＲ损伤诱导的

肾小管上皮细胞凋亡中发挥主要作用［１２］。本研究

发现ＬＰＳ能明显降低小鼠ＩＲ后凋亡效应蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３的表达，而这一效应通过槲皮素的干预后

有明显减弱，提示ＬＰＳ上调的ＨＳＰ２７可能通过减

少凋亡的途径参与对肾脏ＩＲ损伤的保护过程。

综上所述，ＬＰＳ预处理能有效减轻小鼠肾脏ＩＲ

损伤，而这种保护效应需要关键分子 ＨＳＰ２７的参

与；另外，ＬＰＳ／ＨＳＰ２７通路改善小鼠肾脏ＩＲ损伤可

能与降低肾脏ＩＲ后细胞凋亡有关。
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