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Ｈ２Ｓ通过抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路减轻
尿源性脓毒血症诱导的急性肾损伤

许武军，　谢娟娟△，　陈　仙
（南华大学附属第二医院泌尿外科，湖南 衡阳 ４２１０００）

　　［摘　要］　目的：探讨硫化氢（Ｈ２Ｓ）减轻尿源性脓毒血症诱导的急性肾损伤的作用机制。方法：４０只新西兰
白兔随机分为对照组、假手术组、脓毒血症模型组、脓毒血症模型ＮａＨＳ处理组和脓毒血症模型ＮａＨＳ联合ＴＡＫ２４２
（ＴＬＲ４抑制剂）处理组，每组８只。各组分别按分组处理７２ｈ后，采用ＨＥ染色观察兔肾组织病理学变化；使用全
自动生化分析仪检测血尿素氮（ＢＵＮ）和血清肌酐（ＳＣｒ）水平；采用 ＥＬＩＳＡ法检测血液中中性粒细胞明胶酶相关脂
质运载蛋白（ＮＧＡＬ）、肾损伤分子１（ＫＩＭ１）、降钙素原（ＰＣＴ）以及炎症因子白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６
（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路相关蛋白的表达。
结果：与对照组相比，脓毒血症兔肾组织呈现明显损伤，ＮａＨＳ处理后肾脏病理明显改善，且血液中 ＢＵＮ、ＳＣｒ、
ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１、ＰＣＴ、ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα水平显著提高（Ｐ＜００５），但ＮａＨＳ处理或联合ＴＡＫ２４２处理后显著降低；
脓毒血症兔肾脏组织中的ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ｐＰＩ３Ｋ和 ｐＡｋｔ蛋白水平显著升高；ＮａＨＳ处理或抑制 ＴＬＲ４则显著抑制
ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路激活。结论：Ｈ２Ｓ可能通过抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路减少炎症因子及肾损伤
因子的释放，从而有效减轻尿源性脓毒血症诱导的急性肾损伤。
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　　尿源性脓毒血症（ｕｒｏｓｅｐｓｉｓ）是由泌尿生殖系统
感染引起的全身性恶性炎症反应综合征，约占脓毒

血症的３０％［１］。近年来，随着医疗水平的不断提高，

抗感染治疗以及器官功能支持疗法获得快速发展，

但是脓毒血症的死亡率仍高达３０％～７０％［２］。肾脏

是尿源性脓毒血症中最易受损的脏器之一，急性肾

损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是脓毒血症常见的重
症并发症，脓毒血症诱导的 ＡＫＩ死亡率可达７５％左
右［３］。研究证实硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）作为
继ＮＯ和ＣＯ之后公认的第３种气体信号分子，具有
调节中枢神经的作用［４］。秦文瀚等［５］研究发现外源

性Ｈ２Ｓ能够显著降低内毒素脂多糖诱导的小鼠急性
肺损伤；舒维等［６］研究证实 Ｈ２Ｓ供体 ＮａＨＳ可以通
过调节炎症介质的释放减轻大鼠急性肺损伤。不仅

如此，Ｈ２Ｓ还可以通过调节感染性免疫应答反应减
轻脓毒血症引发的急性肺损伤［７８］。Ｔｏｌｌ样受体 ４
（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）可以通过激活下游髓样
分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）
依赖的信号通路，刺激炎症因子的合成以及释放。

磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）是细胞内重要的调控蛋白，参与细胞的生长、
分化、增殖和凋亡。ＴＬＲ４通路的激活可以促进ＰＩ３Ｋ
下游蛋白Ａｋｔ的磷酸化，从而激活核因子κＢ（ｎｕｃｌｅ
ａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ），最终诱导炎症反应。本研究通
过使用大肠杆菌建立兔上尿路感染所致的脓毒血症

模型，探究ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ通路在Ｈ２Ｓ保护尿源
性脓毒性肾损伤中的作用机制。

材　料　和　方　法

１　实验动物
４０只雄性新西兰白兔，体重（２０±０２）ｋｇ，购自

南华大学实验动物学部，许可证号为 ＳＹＸＫ（湘）
２０１５０００１。实验开始前，实验动物先在动物室适应
性喂养 ２周，温度（２３±２）℃。大肠杆菌（ＡＴＣＣ
２５９２２）由南华大学附二医院微生物室提供。
２　主要试剂

ＮａＨＳ购自 Ｓｉｇｍａ；抗 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＰＩ３Ｋ、ｐ
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和 ｐＡｋｔ抗体购自 Ａｂｃａｍ；白细胞介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、ＩＬ６和肿瘤坏死因子 α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自
Ｂｉｏｓｗａｍｐ；中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）、肾
损伤分子１（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＫＩＭ１）和血降
钙素原（ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ，ＰＣＴ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海远
慕生物科技有限公司；ＴＬＲ４通路抑制剂ＴＡＫ２４２购

自ＭｅｄｃｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ；ＢＣＡ试剂盒购自碧云天生物公
司。

３　主要方法
３．１　尿源性脓毒血症动物模型的建立　根据随机
数字表法将 ４０只新西兰白兔随机分为正常对照
（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、假手术（ｓｈａｍ）组、模型（ｓｅｐｓｉｓ）组、
ＮａＨＳ处理（ＮａＨＳ）组及 ＮａＨＳ联合 ＴＡＫ２４２处理
（ＮａＳＨ＋ＴＡＫ２４２）组，每组８只。对照组８只白兔
给予正常饲料和水喂养，不做处理。造模前腹腔注

射戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉动物，假手术组８只
白兔麻醉后左下腹腹直肌旁切口打开腹腔分离出左

输尿管中段，肠管复位后关闭并缝合切口；２４只白兔
分离并结扎左侧输尿管中段，将１×１０１１／Ｌ的大肠杆
菌悬液注入输尿管管腔内，注射剂量 ０５ｍＬ／ｋｇ。
ＮａＨＳ处理组在造模后经耳缘静脉注射浓度为 ５０
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＨＳ，注射剂量为８４μｍｏｌ／ｋｇ，ＴＡＫ２４２
组术后耳缘静脉注射０５ｍｇ／ｋｇＴＡＫ２４２。所有白
兔术后给予正常颗粒饲料和水喂养。术后７２ｈ将所
有白兔安乐死，动脉取血，取适量肾组织固定于４％
多聚甲醛中用于组织病理学检测，另取适量肾组织

于ＥＰ管中保存于－８０℃备用。
３．２　肾组织的ＨＥ染色　取适量肾脏组织使用４％
多聚甲醛固定、石蜡包埋制作病理切片。将石蜡切

片经脱蜡、苏木精染色、分化以及蓝化后伊红染色、

洗涤脱水以及透明后封片。使用光学显微镜观察组

织变化情况并摄片。

３．３　血液指标的检测　静脉取血 ５ｍＬ，３０００ｒ／
ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清。使用全自动生化分析仪
检测血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）和血尿素氮
（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）水平。使用ＥＬＩＳＡ法检测
血清中ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１、ＰＣＴ以及炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６
和ＴＮＦα的水平。
３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平　取兔肾脏组织５０
ｍｇ于２０ｍＬＥＰ管中，加入１ｍＬ含蛋白酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解液，每管加入 ２粒玻璃珠，均浆器匀浆 ５
ｍｉｎ后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。取上清使用
ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。每组取３０μｇ蛋白进行
ＳＤＳＰＡＧＥ，检测 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和
ｐＡｋｔ的蛋白水平。以 ＧＡＰＤＨ作为内参照，使用
ＢａｎＳｃａｎ５０软件进行灰度值分析。
４　统计学处理

使用ＳＰＳＳ１９０软件进行所有数据的统计学分
析。实验数据均采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表
示，各组之间的比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＳＮＫｑ检验，以 Ｐ＜
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００５表示差异有统计学意义。

结　　果

１　ＮａＨＳ对脓毒血症兔肾脏组织病理学影响
ＨＥ染色结果显示，ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ｓｈａｍ组的兔肾

脏组织结构完整，无充血以及炎性细胞浸润；ｓｅｐｓｉｓ组
兔肾小球变形，肾曲小管浊肿变形坏死，肾小管管腔变

大，肾间质充血，大量炎性细胞浸润；ＮａＨＳ和ＮａＨＳ联
合ＴＡＫ２４２处理后上述变化显著减轻，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｂｂｉｔｋｉｄｎｅｙｓｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａｒｒｏｗ：ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｈｙ
ｐｅｒｅｍｉａａｎｄｅｄｅｍａ，ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａ
ｔｉｏｎ；ｏｖａｌ：ｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｄｅｔａｃｈｍｅｎｔｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

图１　ＨＥ染色观察兔肾脏组织病理变化

２　ＮａＨＳ处理显著改善脓毒血症兔血清ＳＣｒ和ＢＵＮ
水平

Ｓｅｐｓｉｓ组兔血清中ＳＣｒ和 ＢＵＮ水平显著高于对
照组（Ｐ＜００５），但 ＮａＨＳ处理后兔血清中 ＳＣｒ和
ＢＵＮ水平显著降低（Ｐ＜００５），且 ＴＡＫ２４２联合
ＮａＨＳ处理后脓毒血症兔血清中 ＢＵＮ水平显著低于
ＮａＨＳ组（Ｐ＜００５），见图２。
３　ＮａＨＳ处理显著改善脓毒血症兔血清 ＮＧＡＬ、
ＫＩＭ１和ＰＣＴ水平

Ｓｅｐｓｉｓ组兔血清中 ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１和 ＰＣＴ水平与
对照组比显著升高（Ｐ＜００５）；与 ｓｅｐｓｉｓ组相比，
ＮａＨＳ处理后兔血清 ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１和 ＰＣＴ的水平显
著降低（Ｐ＜００５）；与 ＮａＨＳ组相比，ＮａＨＳ联合
ＴＡＫ２４２处理组兔血清中ＮＧＡＬ和ＰＣＴ进一步降低
（Ｐ＜００５），见图３。
４　ＮａＨＳ处理显著改善脓毒血症兔血清炎症因子水
平

脓毒血症模型组兔血清中的促炎因子ＩＬ１β、ＩＬ

６和ＴＮＦα水平显著高于对照组（Ｐ＜００５）；ＮａＨＳ
处理７２ｈ后能显著降低脓毒血症兔血清中 ＩＬ１β、
ＩＬ６和 ＴＮＦα的水平，说明 ＮａＨＳ能在一定程度上
缓解脓毒血症诱发的炎症反应（Ｐ＜００５）；使用
ＴＡＫ２４２抑制ＴＬＲ４通路以后，血清炎症因子ＩＬ６和
ＴＮＦα水平进一步降低（Ｐ＜００５），见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＢＵＮａｎｄＳＣｒｉｎｔｈｅｒａｂｂｉｔｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓ
ＮａＨＳｇｒｏｕｐ．

图２　各组兔ＢＵＮ和ＳＣｒ水平的变化

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮＧＡＬ，ＫＩＭ１ａｎｄＰＣＴｉｎｔｈｅｒａｂｂｉｔｓｅ
ｒｕｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８．Ｐ＜００５ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５
ｖｓＮａＨＳｇｒｏｕｐ．

图３　各组兔血清中ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１和ＰＣＴ含量的变化
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５　ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ通路参与 ＮａＨＳ减轻脓毒
血症诱导的急性肾损伤的作用

脓毒血症兔肾组织中 ＴＬＲ４和 ＭｙＤ８８蛋白水平
显著上升（Ｐ＜００５），ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路激活，ｐＰＩ３Ｋ和
ｐＡｋｔ的蛋白水平显著上升（Ｐ＜００５）；ＮａＨＳ处理
后ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ通路激活受到显著抑制，说明
ＮａＨＳ可以通过抑制ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路激
活减轻脓毒血症型肾损伤，见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｒａｂｂｉｔｓｅｒ
ｕｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８．Ｐ＜００５ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５
ｖｓＮａＨＳｇｒｏｕｐ．

图４　各组兔血清炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα含量的变
化

讨　　论

脓毒血症的致病机制是诱发全身性恶性炎症反

应，急性肾损伤是其常见的并发症，若不及时采取有

效的治疗措施极易诱发多器官功能衰竭。炎症介质

的释放在脓毒血症诱导的机体损伤中起关键作用，

与病情发展的严重程度以及预后明显相关［９］。在脓

毒血症急性肾损伤发展过程中，炎症反应介导血管

内皮损伤和肾小管功能紊乱，提示抑制机体炎症免

疫反应可能为有效治疗脓毒血症急性肾损伤提供新

的治疗策略。

本研究中兔尿源性脓毒血症造模 ７２ｈ后血清
ＳＣｒ和ＢＵＮ浓度显著升高，说明脓毒血症造模成功；
且脓毒血症相关ＡＫＩ标志物ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１和ＰＣＴ含
量也显著升高，说明发生了急性肾功能损伤。此外，

免疫调节因子ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα在 ｓｅｐｓｉｓ模型动
物血液中的水平也显著提高，说明炎症反应在尿源

性脓毒血症肾损伤中发挥重要作用。ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８
通路在调节炎症因子释放过程中发挥重要作用。

ＴＬＲ４作为炎症上游因子可以通过识别细胞表面抗
原，发挥信号转导功能以及介导炎症反应［１０］；ＭｙＤ８８
作为ＴＬＲ４的下游信号分子，可以通过与 ＴＬＲ４结合
调控炎症因子的合成与释放，参与炎症反应［１１］；ＰＩ３Ｋ

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４，ＭｙＤ８８，ＰＩ３Ｋ，ｐＰＩ３Ｋ，ＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｉｎｔｈｅｒａｂｂｉｔｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜
００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＮａＨＳｇｒｏｕｐ．

图５　兔肾组织中ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和ｐＡｋｔ蛋白水平的变化
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作为细胞内重要的调节因子，在细胞的生长和凋亡

中发挥重要作用；ＴＬＲ４可以通过作用于 ｐ８５亚基激
活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检
测ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８以及 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路蛋白的表达情
况，结果发现在尿源性脓毒血症兔肾组织中ＴＬＲ４和
ＭｙＤ８８蛋白表达显著升高，且 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激
活，表明尿源性脓毒血症 ＡＫＩ与 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ
信号通路相关。

研究表明肾组织可以通过胱硫醚β合成酶和胱
硫醚γ裂解酶作用于含硫氨基酸产生内源性 Ｈ２Ｓ，
发挥肾功能调节作用［１２］。越来越多的研究证实Ｈ２Ｓ
在脓毒血症肾损伤中发挥重要保护作用。我们的前

期研究也证实Ｈ２Ｓ可以通过抑制ＮＦκＢ信号通路阻
断炎症因子的表达，减轻尿源性脓毒血症肾损伤［１３］。

本研究结果也发现 ＮａＨＳ处理后，ｓｅｐｓｉｓ兔血液中炎
症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα及Ｓｃｒ、ＢＵＮ水平显著降
低，肾损伤相关标志物 ＮＧＡＬ、ＫＩＭ１和 ＰＣＴ也显著
降低，说明ＮａＨＳ处理能够显著缓解尿源性脓毒血症
性急性肾损伤。ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８信号通路作为 ＮＦκＢ
的上游调节因子可以调控ＮＦκＢ的表达。为进一步
探究ＮａＨＳ在保护尿源性脓毒血症性肾损伤中的作
用机制，我们检测了肾组织中 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信
号通路，以及使用 ＮａＨＳ联合 ＴＬＲ４抑制剂 ＴＡＫ２４２
处理，结果发现 ＮａＨＳ显著抑制肾组织中 ＴＬＲ４／
ＭｙＤ８８／ＰＩ３Ｋ信号通路的激活，且使用联合 ＴＬＲ４抑
制剂处理后对损伤肾脏的保护作用加强。陈克研

等［１４］研究也证实抑制 ＴＬＲ４信号通路，可以通过抑
制炎症反应发挥对肾脏的保护作用。
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