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TLR4和NF—K Bp50在肾缺血再灌注损伤中的表达及意义 

余晓东，邓显忠，姜 果，廖 波，朱平宇，鲁栋梁，唐铁龙，杨雪松，陈双全，程树林 

(川北医学院附属医院泌尿外科，南充 637000) 

【摘 要】目的：观察大鼠肾缺血再灌注后 T0u样受体 4(Toll—like receptors 4，TLR4)和细胞核因子 kappa B(Nuclear fact0r 

kappa B，NF—K B)p50蛋白的表达情况，探讨它们参与。肾缺血再灌注损伤的作用机理。方法：sD雄性大鼠48只随机分为对照 

组(Control组，简称 c组)、缺血再灌注组(Ischemia—reperfusion组，简称Ir组)2个实验组，每组各4个时相(6、12、24、72 h)。 

采用切除右肾，夹闭左肾动脉45 min后恢复灌流建立肾缺血再灌注损伤模型。免疫组化二步法检测大鼠肾组织中TLR4和 

NF—KBp50蛋白的表达情况，测定髓过氧化物酶(Myeloperoxidase，Mpo)活性及血清肌酐(Serum creatinine，scr)水平以反映中 

性粒细胞活化及肾功能损害的程度。结果：TLR4和NF—KBp50蛋白在c组中几乎无表达，Ir组中表达明显增强(尸<0．O1)。与 c组 

比较，Ir组 Scr水平明显升高，Mpo活性显著增加( P<0．01)。结论：肾缺血再灌注损伤的发生可能与rI’LR4活化NF—KB诱导的 

炎症反应有关。 
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Expression of TLR4 and NF-KBp50 in renal ischemia-reperfusion injury 

and their significance 
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YANG Xue—song，CHEN Shuang-quan，CHENG Shu—Z 
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【Abstract】Objective：To investigate the expression of TLR4 protein and NF-KBp50 protein after renal ischemia-reperfusion and study 

their significance in renal ischemia：-reperfusion injury．Methods：48 normal male Sprague-Dawley rats were randomly divided into two 

groups：control group(C group)and isehemia—reperfusion group(Ir group)．The renal ischemia-reperfusion injury model was established 

by clamping the left renal artery for 45 min an d reperfusion for 6，12，24 h and 72 h，then the fight kidneys were removed before clam ping 

left renal vessels． Two-step immunohistochemical methods were used to detect the changes in the expression of ILR4 protein and 

NF-KBp50 protein．Myeloperoxidase(Mpo)activity and serum creatinine(Scr)levels were determined，which reflected neutmphil activation 

and kidney dysfunction． Results：Th e Mpo activity and the Scr levels were increased remarkably in Ir group，as compared with C group 

(P<0．O1)．The expression of TLR4 protein and NF—KBp50 protein were gradually increased with the progress of ischemia-reperfusion 

(P<0．01)．Conclusion：The occurrence of renalisehemia-reperfusioninjurymay correlatewiththeinflammatory responseinduced by 

TLR4 activating NF-KB． 
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T0Ⅱ样受体(Toll—like receptors，TLRs)是先天性免疫系 

统中的细胞跨膜受体及病原模式识别受体之一，在急性炎症 

反应的调节和细胞信号传导及细胞凋亡中起重要作用【1_。Toll 

样受体4(Toll—like receptor 4，TLR4)是发现最早，研究最多 

的Toll样受体，其信号通路激活后能启动多种炎症因子的转 

录和合成，与炎症因子的产生密切相关圜。而细胞核因子kappa 

B(Nuclear factor kappa B，NF—KB)广泛存在于多种细胞和病 
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毒中，在免疫、应激反应、炎症和细胞凋亡等方面同样具有重 

要作用目。本文研究缺血再灌注后TLR4和NF—KBp50蛋白的 

表达情况及相互关系，探讨它们参与。肾缺血再灌注损伤的作 

用机理。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

TLR4兔抗大鼠多克隆抗体(武汉博士德，BA1717)；兔抗 

大鼠NF—KBp50 睦 抗体(sc一1 14)(SANTACRUZBIOTECH— 



一 558一 重庆医科大学学报2011年第36卷第5期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 No．5) 

NOLOGY)；PV6001二步法免疫组化试剂盒(北京中杉)；Mpo 

试剂盒(南京建成)。 

1．2 实验动物与分组 

选用健康雄性 sD大鼠48只，体重220～260 g。随机分成 

对照组(C组)、缺血再灌注组(Ir组)2组，每组24只动物， 

每组又按时相不同随机分为 6、12、24、72 h 4个亚组 ，每个亚 

组 6只动物。 

1．3 动物模型建立与标本采集 

参照文商 ，建 立动物模型，3％的水合氯醛(10ml／kg)腹腔 

注射麻醉，作腹部正中切口，切除右肾，分离左肾动脉，用无 

创动脉夹夹闭45 min后恢复灌流，肾脏由暗红色变为鲜红色， 

表明再灌注成功。C组开腹后切除右肾，分离左肾动脉，但不 

夹闭左肾动脉。于再灌注后 6、12、24、72 h处死动物，处死前 

下腔静脉采血2 ml，切除左肾，取约2 mm厚肾组织于4％多 

聚甲醛中保存，剩余组织冻存于一70℃冰箱中。 

1．4 方 法 

静脉采血检测血清肌酐 (Serum creatinine，Scr)水平反 

映肾功能损害程度；取左侧肾脏皮髓质各 100 mg，配成 10％ 

的组织匀浆 ，然后按照髓过氧化物酶(Myeloperoxidase，Mpo) 

检测试剂盒说明书进行操作，检测肾组织中Mpo活性反映中 

性粒细胞活化程度；取上述石蜡切片，常规二甲苯脱腊 ，梯度 

酒精入水后，采用免疫组化 PV6001二步法检测大鼠肾脏组 

织中TLR4和NF—KBp50蛋白表达情况，每张切片在 10×40 

倍光镜下随机选取 10个视野，用图像采集系统将图像输入计 

算机，应用 Olympus BX14型生物医学图像分析系统进行人 

工分析 ，不计染色强度 ，对每个高倍镜视野分别进行阳性细 

胞计数并计算阳性细胞数的平均值以反映阳性表达的强度。 

1．5 统计学处理 

标准差( ±S)表示，多组均数比较采用单因素方差分析或秩 

和检验 ，两两比较采用 SNK—q检验或 ’检验 ，相关性采用 

Pearson相关分析，P<0．05为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 肾缺血再灌注后 2组各时相 Scr水平的变化 

与C组比较，Ir组Scr水平于再灌注后6h开始升高，24 h 

达到峰值，72 h后已下降(P<0．01)，结果见表 1。 

2．2 肾缺血再灌注后2组各时相肾组织中Mpo活性的变化 

与C组比较，Ir组随再灌注时间延长，肾组织Mpo活性逐 

渐增强，24h达高峰，以后降低(P<0．01)，结果见表2。 

2．3 肾缺血再灌注后2组各时相肾组织中TLR4蛋白的表达 

C组中TLR4蛋白几乎无表达；Ir组中TLR4蛋白再灌注 

后6 h表达明显增强，24 h达到峰值，与c组比较差异具有统 

计学意义 (P<0．01)，结果见表 3。 

2．4 肾缺血再灌注后 2组各时相肾组织中 NF—KBp50蛋白 

的表达 

C组中 NF—t~Bp50蛋白几乎无表达 ；Ir组中 NF—KBp50 

蛋白再灌注后6h表达明显增强，24 h达到峰值，与C组比较 

差异具有统计学意义 (P<0．01)，结果见表4。 

2．5 缺血再灌注组TLR4蛋白表达水平、NF—KBp50蛋白表 

达水平、Mpo活性、Scr水平的相关性分析 

TLR4蛋白表达水平与 NF—KBp50蛋白表达水平 、Scr水 

平和 Mpo活性呈显著性正相关关系(r=-0．865，P<0．01；r=0．828， 

P<0．01；r=0．684，P<O．01)；NF—KBp50蛋白表达水平与 Scr水 

平和Mpo活性呈显著性正相关关系(r=0．836，P<O．01；r=0．655， 

P<0．01)：Mpo’活．性与Scr水平呈显著性正相关关系(r=0．652， 

采用SPSS 13．0软件进行结果分析，所有数据以均数± P<0．O1)。 

表 1 大鼠肾缺血再灌注后 2组各时相 Scr水平的变化(~mollL) 

注：#，与C组对应时间点比较，P<0．01；①与④比较P>O．05，其余时间亚组间比较，P<O．O1 

表 2 大鼠肾缺血再灌注后 2组各时相肾组织中Mpo活性的变化(单位／g湿片 ) 

注：#，与 c组对应时间点比较，P<0．01；①与④比较 P>0．05，其余时间亚组1~7l：h较，P<0．05 

表 3 TLR4蛋白表达强度变化统计表(阳性细胞数 ) 

注：样，与C组对应时间点比较，P<0．01；各时间亚组间比较，P<0．05 

注：#。与 C组对应时间点比较，P<O．01；各时间亚组间比较，P<0．05 
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3 讨 论 

缺血再灌注损伤的发生机制目前尚未完全阐明，根据大 

量实验与临床研究发现，虽然再灌注损伤主要与氧自由基损 

伤及钙超载有关，但是炎症因子链式释放和中性粒细胞活化 

在发病过程中可能起重要的作用。本实验发现，Ir组中，反映 

中性粒细胞活化程度的Mpo活性明显增强，与升高的Scr水 

平呈显著性正相关关系(r=0．652，P<0．01)。表明中性粒细 

胞活化程度与肾功能变化密切相关，中性粒细胞活化可能对 

肾功能损害具有促进作用。有学者认为，中性粒细胞对肾组 

织灌注呈负性影响，增加肾血管阻力，降低肾小球滤过率，甚 

至可能引起无复流现象 ，使肾组织进一步缺血。同时中性粒 

细胞本身也被激活，引起代谢爆发，氧耗量突增，产生大量的 

氧自由基，使膜的流动性降低和完整性受到破坏，导致组织 

进一步损伤[6-81。 

有研究表明多种炎症因子介导缺血再灌注后中性粒细 

胞的活化，而这些炎症因子可受转录因子 NF—KB的调节 “l。 

本实验发现 ，c组 中NF—KBp50蛋白几乎无表达，Ir组中 

NF—KBp50蛋白表达于再灌注后 6 h明显增强，24 h达到峰 

值，与c组比较差异具有统计学意义(P<0．01)。在Ir组中， 

NF—KBp50蛋白表达水平与Mpo活性呈显著性正相关关系 

(r=0．655，P<O．01)。缺血再灌注使 NF—KB活化，进而激活 

炎症因子和中性粒细胞，造成组织器官的炎症反应 。因 

此，NF—KB间接介导的中性粒细胞活化 、浸润是缺血再灌注 

损伤的关键一步。 

NF—KB的激活是 TLRs激活的下游事件，而且 TLRs所 

激活的细胞内信号正是控制着各种效应基因表达的转录因 

子 NF—KBt15]。本实验发现，c组中TLR4蛋白几乎无表达，Ir 

组中TLR4蛋白表达于再灌注后6 h明显增强，24 h达到峰 

值，与c组比皎差椭 统计学意义(P<0．01)。在Ir组中，TLR4 

蛋白表达水平与NF—KBp50蛋白表达水平呈显著性正相关 

关系(r=0．865，P<0．01)。说明TLR4蛋白活化对NF—KBp50 

蛋白表达可能具有正性影响。u和Coworker指出缺血再灌注 

诱导成纤维细胞 、巨噬细胞、树状突细胞里 NF—K B和中性 

白细胞特异性化学因子基因KC和巨噬细胞炎症蛋白2的激 

活，这些效应是通过TLRs／MyD88一TRAF6信号途径介导的【l61。 

活化的TLRs细胞内 TIR区域与衔接蛋白MyD88结合，从而 

激活肿瘤坏死因子受体相关因子6(TRAF6)，使有丝分裂原结 

合蛋白激酶家族活化，促进NF—KB转位到细胞核，其活性二 

聚体启动细胞因子(如TNF—ot、IL一1、IL-6、IL一8、IL-12等)和 

辅助刺激分子 CD80和CD86基因的转录。这是TLRs介导活 

化NF—KB所公认的信号通路 。 

综上，肾缺血再灌注损伤的发生可能与TLR4活化NF—KB 

诱导的炎症反应有关，但TLRs信号通路错综复杂，其机制有 

待进一步研究与探索。 
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