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阿魏酸哌嗪预处理对脓毒症大鼠急性肾损伤的保护作用及机制

李　堤１，２，王建刚２，刘新宇２

（１．新乡医学院研究生院，河南　新乡　４５３００３；２．南阳市中心医院血液净化科，河南　南阳　４７３０００）

摘要：　目的　探讨阿魏酸哌嗪（ＰＦ）对脓毒症大鼠急性肾损伤的保护作用及机制。方法　将２４只雄性Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ大鼠随机分为假手术组、模型组、低剂量ＰＦ组和高剂量ＰＦ组，每组６只。低剂量ＰＦ组、高剂量ＰＦ组大鼠每天

分别给予５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１ＰＦ混悬液灌胃，连续７ｄ；假手术组、模型组大鼠每天给予９ｇ·Ｌ－１氯化钠溶液（０．１ｍＬ·ｋｇ－１）

灌胃，连续７ｄ。假手术组大鼠行盲肠探查后关腹，不做盲肠结扎穿孔手术；模型组、低剂量ＰＦ组和高剂量ＰＦ组大鼠均

行盲肠结扎穿孔手术制备急性肾损伤模型。造模后２４ｈ，取各组大鼠颈动脉血并分离血清，应用生物化学法检测大鼠

血清肌酐（Ｓｃｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ）水平，酶联免疫吸附试验法检测大鼠血清中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白

（ＮＧＡＬ）、白细胞介素６（ＩＬ６）、降钙素原（ＰＣＴ）水平。断头处死各组大鼠，取肾脏，应用苏木精伊红（ＨＥ）染色观察

大鼠肾组织病理学变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肾组织中核因子κＢ（ＮＦκＢ）、Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）、ＮＯＤ样受体热蛋白

结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）蛋白的相对表达量。结果　模型组和低剂量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６、ＰＣＴ

水平显著高于假手术组 （Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、血清 ＰＣＴ水平显著高于假手术组 （Ｐ＜０．０５）；高剂量 ＰＦ

组与假手术组大鼠ＢＵＮ及血清ＮＧＡＬ和ＩＬ６水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；低剂量ＰＦ组和高剂量ＰＦ组大

鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６、ＰＣＴ水平显著低于模型组 （Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６、

ＰＣＴ水平显著低于低剂量ＰＦ组 （Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色显示，假手术组大鼠肾组织无明显异常改变；模型组大鼠肾小

管上皮细胞明显肿胀变性，细胞质内有较多红染物，可见肾小管充血、变性坏死，管腔有大量炎症细胞浸润，系膜毛细

血管间细胞增殖；低剂量ＰＦ组大鼠部分肾小管上皮细胞呈现轻、中度肿胀，部分肾小管上皮细胞变性坏死，未见大量

炎症细胞浸润；高剂量ＰＦ组大鼠肾小管上皮细胞轻度肿胀，未见明显变性坏死及炎症细胞浸润。模型组和低剂量ＰＦ

组大鼠肾组织中ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著高于假手术组 （Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组大鼠肾组织中ＴＬＲ４蛋白

水平显著高于假手术组 （Ｐ＜０．０５），高剂量ＰＦ组与假手术组大鼠肾组织中ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白水平比较差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）；低剂量ＰＦ组和高剂量ＰＦ组大鼠肾组织中ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著低于模型组 （Ｐ＜０．０５）；高

剂量ＰＦ组大鼠肾组织中ＮＦκＢ水平显著低于模型组 （Ｐ＜０．０５），低剂量ＰＦ组与模型组大鼠肾组织中ＮＦκＢ水平比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；高剂量 ＰＦ组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著低于低剂量 ＰＦ组 （Ｐ＜

０．０５），高剂量ＰＦ组与低剂量ＰＦ组大鼠肾组织中ＮＦκＢ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＰＦ干预可

有效降低脓毒症急性肾损伤大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６和ＰＣＴ水平，对脓毒症急性肾损伤大鼠肾脏发挥一定保

护作用；其作用机制可能与抑制ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３的表达，进而调控ＴＬＲ４／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３信号通路有关。

关键词：　阿魏酸哌嗪；急性肾损伤；脓毒症；降钙素原；核因子κＢ；Ｔｏｌｌ样受体 ４
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ａｎｄｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒ，ＢＵＮａｎｄｓｅｒｕｍＮＧＡＬ，ＩＬ６ａｎｄＰＣＴｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＦ
ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒ，ＢＵＮａｎｄ
ｓｅｒｕｍＮＧＡＬ，ＩＬ６ａｎｄＰＣＴｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｂｎｏｒｍａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｗｉｔｈａｌａｒｇｅ
ａｍｏｕｎｔｏｆｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ；ｔｈｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｈａｄｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ，ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｗｉｔｈａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｌｕｍｅｎ，ａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｅｓａｎｇｉａｌｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓｓｐａｃｅ．ＩｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐ，
ｓｏｍｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｓｈｏｗｅｄｍｉｌｄｔｏｍｏｄｅｒａｔｅｓｗｅｌｌｉｎｇ，ｓｏｍｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ，ａｎｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅ
ｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｍｉｌｄｓｗｅｌｌｉｎｇ，ｗｉｔｈｏｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４，ＮＦκＢａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＴＬＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅ
ＰＦｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅ
ＰＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅ
ｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ
ｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｗｄｏｓｅＰＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＦｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒ，ＢＵＮａｎｄｓｅｒｕｍＮＧＡＬ，ＩＬ６ａｎｄＰＣＴｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｐｔｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｐｌａｙａｃｅｒｔａｉｎｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｏｎ
ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｐｔｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４，
ＮＦκＢａｎｄＮＬＲＰ３，ｔｈｅｒｅｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴＬＲ４／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅｆｅｒｕｌａｔｅ；ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｓｅｐｓｉｓ；ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ；Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４

　　脓毒症是造成急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，
ＡＫＩ）的主要原因之一［１］，约６０％的脓毒症患者并发
ＡＫＩ［２］，而重症监护病房中脓毒症并发 ＡＫＩ患者病
死率高达４１％［３］。既往研究表明，脓毒症在ＡＫＩ的
病因和发病机制中起重要作用，肾组织对脓毒症的

反应机制与ＡＫＩ有关［４］。目前，脓毒症并发 ＡＫＩ患

者的治疗方法有限，主要包括抗生素控制感染、及时

应用液体复苏、血液净化技术等治疗手段［５］。阿魏

酸哌嗪（ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅｆｅｒｕｌａｔｅ，ＰＦ）是由川芎的有效成
分阿魏酸和哌嗪环缩合成的化合物，通过抗凝血、舒

张血管、抑制血小板聚集和炎症、减少血管内膜、松弛

血管平滑肌、扩张肾血管等作用，改善肾血流动力学
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和微循环；ＰＦ在临床中主要应用于慢性肾小球肾炎、
肾病综合征、高血压肾病以及糖尿病肾病的治疗［６７］。

有研究表明，ＰＦ联合黄芪注射液能有效降低 ＡＫＩ患
者β２微球蛋白、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋
白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）
水平，从而改善肾功能［８］。有研究报道，ＰＦ可抑制
转化生长因子β１和纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）的表

达，从而改善高血压肾病大鼠的肾功能［９］。但是，

目前ＰＦ治疗ＡＫＩ患者的具体机制仍不清楚。本研
究主要观察ＰＦ对Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，
ＴＬＲ４）／核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）／ＮＯＤ
样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）
信号通路的影响，探讨 ＰＦ在 ＡＫＩ治疗中的作用机
制，以期为ＰＦ的临床应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　清洁级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠３２只，购
自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物许可证：

ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４，体质量（３００±２０）ｇ；饲养于南
阳医学高等专科学校动物实验室，温度（２３±２）℃，
湿度５０％，１２ｈ／１２ｈ光暗循环；用标准的实验室饲料
喂养，自由饮水。所有动物实验程序均按照中国《实

验动物护理与使用指南》执行。

１．２　主要试剂与仪器
　　ＰＦ分散片购自山东希尔康泰药业有限公司（国
药准字Ｈ２００５２３３３），９ｇ·Ｌ－１氯化钠溶液购自石家
庄第四制药有限公司，血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）检测试剂
盒购自南京建成生物工程研究所，ＮＧＡＬ、白细胞介
素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、降钙素原（ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ，
ＰＣＴ）酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ
ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自上海酶联生物科
技有限公司，多聚甲醛固定液购自武汉赛维尔生物

科技有限公司，苏木精染色液购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
伊红染色液、无水乙醇、二甲苯、盐酸、包埋石蜡、中

性树胶均购自上海国药集团化学试剂有限公司，磷

酸酶抑制剂和放射免疫沉淀法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ
ｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液购自大连美仑生物技术有
限公司，二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白
检测试剂盒购自广州捷倍斯生物科技有限公司，鼠

单抗ＴＬＲ４购自武汉三鹰生物技术有限公司，甘油

醛３磷 酸 脱 氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体购自杭州贤至生物有限
公司，兔多抗ＮＦκＢ、兔多抗ＮＬＲＰ３购自美国Ａｆｆｉｎｉｔｙ
公司；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，ＤＳＦｉ３光学显微镜购自日本尼康公司，ＤＫ
２００００ＩＩＩＬ电热恒温水浴锅购自河北菲斯福仪器有限
公司。

１．３　实验方法
１．３．１　动物分组与处理
　　ＰＦ混悬液制备：将ＰＦ分粉碎，溶于９ｇ·Ｌ－１氯
化钠溶液，充分摇匀震荡。按照随机数字表法将３２
只ＳＤ大鼠分为假手术组、模型组、低剂量 ＰＦ组、高
剂量ＰＦ组，每组８只。低剂量ＰＦ组、高剂量 ＰＦ组
大鼠每天分别给予 ５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１ＰＦ混悬液灌
胃，连续 ７ｄ；假手术组、模型组大鼠每天灌胃
９ｇ·Ｌ－１氯化钠溶液（０．１ｍＬ·ｋｇ－１），连续７ｄ。假
手术组大鼠仅打开大鼠腹腔缓慢翻动并找到盲肠后

将其归位，缝线关闭腹腔。模型组、低剂量 ＰＦ组、
高剂量ＰＦ组大鼠采用盲肠结扎穿孔手术构建大鼠
ＡＫＩ模型［１０１１］：术前禁食１２ｈ，可自由饮水。在无菌
条件下，大鼠腹腔注射０．０４ｍＬ·ｋｇ－１水合氯醛麻
醉。麻醉下进行腹部正中线切开约２ｃｍ，缓慢找到
盲肠，在回肠盲肠瓣下３０缝线结扎盲肠，维持肠道
连续性。在盲肠表面上３个间隔约０．８ｃｍ的位置
用１８Ｇ针头贯穿３次盲肠，轻轻挤压，挤出少量粪
便。之后按大鼠肠道生理位置还纳盲肠，逐层缝合

关闭腹腔，手术操作后立即用９ｇ·Ｌ－１氯化钠溶液
（０．１ｍＬ·ｋｇ－１）皮下注射，防止大鼠出现休克死
亡。术后大鼠可以自由进食饮水。造模前药物灌胃

后出现２只大鼠死亡（高剂量ＰＦ组１只，低剂量ＰＦ
组 １只），造模过程出现４只大鼠死亡（模型组２只，
高低剂量ＰＦ组和低剂量ＰＦ组各１只），最后分别剔
除假手术组Ｓｃｒ最高和最低值各１只，纳入后续实验
共２４只大鼠，假手术组、模型组、低剂量ＰＦ组、高剂
量ＰＦ组各６只。
１．３．２　血液及肾脏组织标本收集
　　造模２４ｈ后，各组大鼠腹腔注射０．０４ｍＬ·ｋｇ－１

水合氯醛进行麻醉，在麻醉状态下剪开大鼠颈动脉，

取血并置于不含抗凝剂的血液生化管中，室温静置

２ｈ后，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集血清备用。
断头处理各组大鼠，打开腹腔，切除肾脏，采用

９ｇ·Ｌ－１氯化钠溶液清洗肾脏组织；取部分肾组织，
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定液固定；剩余肾组织置于
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－８０℃ 冰箱保存备用。
１．３．３　生物化学法检测大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平
　　取各组大鼠血清标本，应用生物化学法检测
Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平，严格按试剂盒说明书进行操作。
１．３．４　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清 ＮＧＡＬ、ＩＬ６和
ＰＣＴ水平
　　取各组大鼠血清标本，应用 ＥＬＩＳＡ法检测血清
ＮＧＡＬ、ＩＬ６和 ＰＣＴ水平，严格按照试剂盒说明书进
行操作。

１．３．５　苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
观察大鼠肾组织病理变化

　　取固定于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中的肾组织，
流水冲洗，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，制

作厚约４μｍ切片；取组织切片，行ＨＥ染色，显微镜
下观察大鼠肾组织病理变化。

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白表达
　　取保存于冰箱中的大鼠肾组织，使用 ２００μＬ
ＲＩＰＡ裂解液裂解肾组织，用含蛋白酶磷酸酶抑制剂
混合物提取总蛋白，ＢＣＡ蛋白检测试剂盒检测蛋白
浓度；应用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离蛋白样品，电转移至聚偏二氟乙烯膜，用脱脂奶粉

溶液在室温下封闭 ２ｈ；然后，滴加 ＴＬＲ４（滴度为
１４０００）、兔多抗 ＮＦκＢ（滴度为１１０００）、兔多
抗ＮＬＲＰ３（滴度为１１０００）和ＧＡＰＤＨ（滴度为１
１０００）一抗，４℃孵育过夜；滴加二抗辣根过氧化物
酶，室温孵育２ｈ；使用增强型电化学发光溶液显影，
应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析灰度值，以ＧＡＰＤＨ为内
参对照，目的蛋白相对表达量以目的蛋白条带灰度值

与内参蛋白条带灰度值的比值表示。

１．４　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计学分析。计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析，两两比较采用最小显著性差异法 ｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　４组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平比较
　　模型组和低剂量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著
高于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂
量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ水平显著高于假手术组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组与假手术组大鼠
ＢＵＮ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；低剂

量ＰＦ组和高剂量 ＰＦ组大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著低
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂量
ＰＦ组大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著低于低剂量 ＰＦ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果见表１。

表１　４组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒａｎｄＢＵＮｏｆ

ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｓｃｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
假手术组 ６ ７０．０７±６．１７ ８．２５±１．１９

模型组 ６ １４１．１９±５．０８ａ １６．７４±０．４７ａ

低剂量ＰＦ组 ６ １１９．７５±４．４５ａｂ １４．３５±０．５２ａｂ

高剂量ＰＦ组 ６ ８９．０８±３．８３ａｂｃ ９．１５±０．３９ｂｃ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与低剂

量ＰＦ组比较ｃＰ＜０．０５。

２．２　４组大鼠血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６和ＰＣＴ水平比较
　　模型组和低剂量 ＰＦ组大鼠血清 ＮＧＡＬ、ＩＬ６、
ＰＣＴ水平显著高于假手术组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组大鼠血清ＰＣＴ水平显著高
于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂量
ＰＦ组与假手术组大鼠血清 ＮＧＡＬ和 ＩＬ６水平比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。低剂量 ＰＦ组和高
剂量ＰＦ组大鼠血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６和ＰＣＴ水平显著低
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂量
ＰＦ组大鼠血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６和 ＰＣＴ水平均显著低于
低剂量ＰＦ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果
见表２。

表２　４组大鼠血清ＮＧＡＬ、ＩＬ６和ＰＣＴ水平比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍＮＧＡＬ，ＩＬ６ａｎｄＰＣＴｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ｎｇ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＧＡＬ ＩＬ６ ＰＣＴ

假手术组 ６ １７０．８７±３０．７２ ７．６３±１．６０ ６２．２６±４．３７

模型组 ６ ５０５．９４±５７．５６ａ ２３．４６±３．３５ａ ２１４．４７±１６．９９ａ

低剂量ＰＦ组 ６ ４３０．３２±５４．３８ａｂ １５．０５±１．７０ａｂ １５５．２５±６．９９ａｂ

高剂量ＰＦ组 ６ ２３１．９０±３８．９１ｂｃ ９．７０±２．３０ｂｃ ９０．４７７±８．９４ａｂｃ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与低剂

量ＰＦ组比较ｃＰ＜０．０５。

２．３　４组大鼠肾组织病理学变化
　　假手术组大鼠肾组织无明显异常改变（图
１Ａ）。模型组大鼠肾小管上皮细胞明显肿胀变性，
细胞质内有较多红染物，可见肾小管充血、变性坏

死，管腔有大量炎症细胞浸润，系膜毛细血管间细胞

增殖（图１Ｂ）。低剂量 ＰＦ组大鼠部分肾小管上皮
细胞呈现轻中度肿胀，部分肾小管上皮细胞变性坏

死，未见大量炎症细胞浸润（图１Ｃ）。高剂量 ＰＦ组
大鼠肾小管上皮细胞轻度肿胀，未见明显变性坏死

及炎症细胞浸润（图１Ｄ）。
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Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＰＦ组；Ｄ：高剂量ＰＦ组。
图１　４组大鼠肾组织病理学（ＨＥ染色，×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
ｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．４　４组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ和 ＮＬＲＰ３
蛋白水平比较

　　模型组和低剂量 ＰＦ组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著高于假手术组，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高剂量ＰＦ组大鼠肾组织中
ＴＬＲ４蛋白水平显著高于假手术组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。高剂量 ＰＦ组与假手术组大鼠肾组
织中ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白水平比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；低剂量 ＰＦ组和高剂量 ＰＦ组大鼠肾
组织中ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著低于模型组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＰＦ高剂量组大鼠肾组
织中ＮＦκＢ水平显著低于模型组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；低剂量ＰＦ组与模型组大鼠肾组织中
ＮＦκＢ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。高
剂量ＰＦ组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显
著低于低剂量 ＰＦ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；高剂量ＰＦ组与低剂量 ＰＦ组大鼠肾组织中
ＮＦκＢ水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结
果见表３。

表３　４组大鼠肾组织中ＴＬＲ４、ＮＦκＢ和
ＮＬＲＰ３蛋白相对表达量比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＬＲ４，
ＮＦκＢａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＴＬＲ４／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＮＦκＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＮＬＲＰ３／（ｎｇ·Ｌ－１）
假手术组 ６ ０．０９２±０．０４１ ０．６１９±０．０４２ ０．０４９±０．０１０
模型组 ６ ０．６２４±０．０７９ａ ０．８２０±０．０７１ａ ０．４４０±０．０５２ａ

低剂量ＰＦ组 ６ ０．４３７±０．０６９ａｂ ０．７４２±０．０４８ａ ０．３０５±０．０６２ａｂ

高剂量ＰＦ组 ６ ０．２３４±０．０６１ａｂｃ ０．６８４±０．０３１ｂ ０．０９４±０．０２８ｂｃ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与低剂
量ＰＦ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论
　　脓毒症是目前临床中急危重症患者主要面临的

并发症之一［１２］。ＮＧＡＬ是近年来发现的与脓毒症
并发ＡＫＩ相关的生物标志物；正常情况下，ＮＧＡＬ主
要在中性粒细胞及肾小管上皮细胞中呈低水平表

达［１３］。而在ＡＫＩ模型大鼠尿液及血浆中 ＮＧＡＬ水
平会明显升高，认为其可作为 ＡＫＩ的判断依据［１４］。

Ｓｃｒ和ＢＵＮ是常用的反映肾功能的指标。本研究结
果显示，模型组、低剂量ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清
ＮＧＡＬ水平显著高于假手术组，高剂量 ＰＦ组大鼠
Ｓｃｒ水平显著高于假手术组，低剂量 ＰＦ组和高剂量
ＰＦ组大鼠Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清 ＮＧＡＬ水平显著低于模
型组，高剂量 ＰＦ组大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清 ＮＧＡＬ水
平显著低于低剂量 ＰＦ组。另外，肾组织病理学检
测显示，假手术组大鼠肾组织无明显异常改变；模型

组大鼠肾小管上皮细胞明显肿胀变性，细胞质内有

较多红染物，可见肾小管有充血变性坏死，管腔有大

量炎症细胞浸润，系膜毛细血管间细胞增殖；低剂量

ＰＦ组大鼠部分肾小管上皮细胞呈现轻中度肿胀，部
分肾小管上皮细胞变性坏死，未见大量炎症细胞浸

润；高剂量ＰＦ组大鼠肾小管上皮细胞轻度肿胀，未
见明显变性坏死及炎症细胞浸润；提示 ＰＦ预处理
对ＡＫＩ具有保护性作用，且这种作用呈一定的剂量
依赖性。

　　ＩＬ６和 ＰＣＴ在全身炎症反应中起重要作用，与
机体感染严重程度及脓毒症患者的预后密切相

关［１５］。有研究表明，ＩＬ６对脓毒症具有较高的诊断
效能、敏感度及特异度［１６１７］。ＰＣＴ水平在全身炎症
反应尤其是细菌感染导致的炎症反应时会明显升

高，可作为脓毒症或脓毒性休克早期诊断的血清标

志物，且动态监测ＰＣＴ水平有助于指导脓毒症感染
患者的治疗［１８］。本研究结果显示，模型组和低剂量

ＰＦ组大鼠血清 ＩＬ６、ＰＣＴ水平显著高于假手术组，
高剂量 ＰＦ组大鼠血清 ＰＣＴ水平显著高于假手术
组，低剂量ＰＦ组和高剂量ＰＦ组大鼠血清ＩＬ６、ＰＣＴ
水平显著低于模型组，高剂量 ＰＦ组大鼠血清 ＩＬ６、
ＰＣＴ水平显著低于低剂量 ＰＦ组；提示 ＰＦ预处理可
能通过抑制ＩＬ６和 ＰＣＴ水平对脓毒症肾损伤发挥
保护效应。

　　ＴＬＲ４受体是免疫细胞表面识别病原的识别受体
家族成员之一，在脓毒症发生过程，可激活ＮＦκＢ，引
起ＩＬ６、ＰＣＴ及肿瘤坏死因子α等炎症因子的表
达，加重炎症反应［１９２０］。ＮＬＲＰ３炎症复合体是一组
多蛋白组成的分子，由 ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋
白和半胱天冬酶前体１组成的多蛋白复合体［２１２２］。

研究表明，ＮＬＲＰ３炎症复合体主要参与 ＡＫＩ病理过
程，可促进 Ｓｃｒ水平升高，增加中性粒细胞浸润，促
进炎症反应［２３］。本研究结果显示，模型组和低剂量

ＰＦ组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白水平
显著高于假手术组，高剂量 ＰＦ组大鼠肾组织中
ＴＬＲ４蛋白水平显著高于假手术组，低剂量ＰＦ组和高
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剂量ＰＦ组大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显
著低于模型组，高剂量ＰＦ组大鼠肾组织中ＮＦκＢ水
平显著低于模型组，高剂量 ＰＦ组大鼠肾组织中
ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３蛋白水平显著低于低剂量 ＰＦ组；提示
ＡＫＩ大鼠肾组织中ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３蛋白表达水
平显著升高，而ＰＦ可抑制ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３的表
达，进而调控ＴＬＲ４／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３信号通路，从而对
脓毒症ＡＫＩ发挥保护作用。

４　结论

　　ＰＦ干预可有效降低大鼠 Ｓｃｒ、ＢＵＮ及血清
ＮＧＡＬ、ＩＬ６和ＰＣＴ水平，对 ＡＫＩ大鼠肾脏发挥一定
保护性作用，其作用机制可能与抑制 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、
ＮＬＲＰ３的表达，进而调控 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３信号
通路有关。
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