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·基础论著·

拮抗Toll样受体4的表达对内毒素血症小鼠

肾脏损伤的保护作用
冯莉芳  王鲁文  张海月  龚作炯

【摘要】目的  观察拮抗Toll样受体4（TLR4）的表达对内毒素血症小鼠肾脏损伤的保护作用以

及对细胞核因子-κB（NF-κB）p65的影响。方法  采用内毒素（LPS）诱导的小鼠急性肾功能衰竭模

型，并应用TLR4单克隆抗体进行干预，观察TLR4单克隆抗体对内毒素血症小鼠的肾脏组织学、血

清肌酐（Cr）、尿素氮（BUN）、胱抑素C、白细胞介素（IL）-1β、IL-6水平以及肾组织中TLR4及
NF-κB水平的影响。结果  与模型组比较，TLR4单克隆抗体能够明显改善内毒素血症小鼠肾脏组织病

理学损害；降低血清中Cr、BUN、胱抑素C、IL-1β和IL-6水平（t = 7.20、7.86、9.99、8.79、3.92，
P均＜ 0.05），并且降低肾组织中TLR4及NF-κB p65水平（t = 20.94、11.21，P均＜ 0.05）。结论  

TLR4单克隆抗体能够保护内毒素血症小鼠肾脏组织损伤，其作用机制可能与调节TLR4/NF-κB信号转

导通路有关。
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【Abstract】Objective   To investigate the protective effect of antagonism of toll-like receptor 4 (TLR4) 
expression on renal injury in LPS (lipopolysaccharide)-induced sepsis mice, and its influence on nuclear 
factor (NF)-κB p65. Methods   Acute kidney injury was induced by LPS. Anti-TLR4 monoclonal antibody 
was applied to treat the mice. The effects of TLR4 monoclonal antibody on renal histology, serum creatinine 
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protein levers in renal tissue of mice with endotoxemia were analyzed. Results   The pathological changes 
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BUN, cystatin C, IL-1β and IL-6 were decreased by treatment of TLR4 monoclonal antibody compared with 
model group (t =7.20, 7.86, 9.99, 8.79 and 3.92, respectively; all P < 0.05). The TLR4 and NF-κB protein 
levels in renal tissue were also decreased by blockade of TLR4 (t = 20.94, 11.21, respectively; both P < 0.05). 
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be related to the regulation of  TLR4/NF-κB signaling pathway.
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严重感染导致的脓毒血症可诱发全身炎

症反应综合征（systemic inflammatory response 
syndrome，SIRS），已成为临床上是患者主要的

死亡原因之一[1-2]。脓毒症严重威胁人类健康，尽

管目前临床上采用多种抗菌药物和器官支持疗法

有助于减少脓毒症患者的死亡，但病死率仍约为

25%[3]。内毒素是脓毒症发生发展最重要的启动因

子，可引起炎症介质的大量合成、释放，导致多

器官功能障碍综合征（multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS）[4-6]。其中，肾脏是脓毒症中最

易受累的器官之一，在危重症患者中极易导致急
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性肾功能损伤（acute kidney injury，AKI）[7-8]。研

究证实，AKI是脓毒症患者预后不良的独立危险

因素，一旦脓毒症患者合并AKI，其病死率是单

纯脓毒症患者的2倍[9-10]。因此，若能有效保护脓

毒症患者的肾功能将有助于降低病死率，改善患

者预后。然而，目前临床上能有效防治脓毒症诱

发AKI的措施非常有限[11-12]。Toll样受体（Toll-like 
receptor，TLR）是体内一种常见的病原相关模式

识别受体，广泛分布于固有免疫细胞。细菌、病

毒和真菌等病原微生物可通过激活TLR，启动体内

的固有免疫[13]。研究证实，TLR4作为TLR家族的

重要成员，是体内内毒素最重要的识别受体，在

内毒素诱发的炎症反应过程中起关键作用[14-15]。为

此，本研究采用内毒素诱导的小鼠急性肾功能衰竭

模型，并应用TLR4单克隆抗体进行干预，探讨其

对内毒素血症小鼠的肾脏保护作用以及相关机制，

现报道如下。

材料和方法

一、实验动物及主要试剂

36只SPF级C57BL/6小鼠，体重20～25 g，购于

湖北省动物实验中心（实验动物质量合格证号No. 
430047000220401）。内毒素（lipopolysaccharide，
LPS）购于Sigma-Aldrich公司。兔抗鼠TLR4单克隆

抗体和兔抗鼠IgG购于Abcam公司。

二、动物模型制备及分组

36只小鼠随机分为正常组、模型组及TLR4单
克隆抗体组。正常组小鼠无腹腔注射；模型组小鼠

腹腔注射兔抗鼠IgG，剂量为100 µg/kg；TLR4单克

隆抗体组小鼠腹腔注射兔抗鼠TLR4单克隆抗体，

剂量为100 µg/kg。2 h后，模型组及TLR4单克隆抗

体组小鼠均腹腔注射大剂量LPS（20 mg/kg），诱

导小鼠急性肾功能衰竭模型。给予干预剂24 h后处

死所有大鼠，并收集大鼠肾脏、血液等标本备检。

三、肾脏组织病理学检测

取部分肾脏组织（约0.4 cm2），固定于4%多

聚甲醛溶液中，经石蜡常规包埋，切片后行HE染
色，光镜下观察肾脏组织病理学改变。

四、肾脏功能及细胞因子检测

血清肌酐（Cr）和尿素氮（BUN）采用全自

动生化分析仪检测；血清胱抑素C、IL-1β和IL-6采
用ELISA检测；操作流程均按照试剂盒说明书进

行。

五、肾脏组织中TLR4及NF-κB p65蛋白水平检

测

采用Western blot方法，取肾组织进行匀浆，提

取总蛋白，BCA法测蛋白浓度，按40 μg/孔加样，行

10% SDS-PAGE电泳后转膜，于5%脱脂奶粉37 ℃摇

床封闭1 h；加入一抗于4 ℃摇床过夜，洗膜；加入

IRDye 800远红外标记二抗，室温下孵育1 h，洗膜；

Odyssey系统扫描分析。

六、统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计分析。实验数据

（血清Cr、BUN、胱抑素C、IL-1β、IL-6水平以及

肾组织中TLR4、NF-κB水平）为计量资料且呈正

态分布，以 x  ± s表示，两组比较采用成组设计资

料的t检验，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、TLR4单克隆抗体可以改善肾脏组织的病

理损害

HE染色显示对照组肾脏组织结构完整，未见

组织细胞水肿及坏死现象；模型组可见肾小管水

肿，肾小球毛细血管扩张、充血，肾间质内血管扩

注：A：正常组；B：模型组；C：TLR4单克隆抗体组

图1  肾脏组织HE染色（200 ×）
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张、充血水肿，炎性细胞浸润；与模型组相比，

TLR4单克隆抗体组小鼠肾小球及肾小管充血水肿

及炎性细胞浸润显著减轻，见图1。
二、TLR4单克隆抗体可以改善肾脏功能

模型组小鼠血清Cr、BUN和胱抑素C水平显

著高于对照组（t = 11.04、13.43、27.07， P均＜ 
0.001）；与模型组相比，TLR4单克隆抗体组小鼠

血清Cr、BUN和胱抑素C水平明显降低（t = 7.20，
7.86、9.99，P均＜ 0.001）见图2。

三、TLR4单克隆抗体可以降低血清中炎症因

子水平

血清中IL-1β和IL-6水平检测，结果显示模型

组小鼠血清中IL-1β和IL-6水平较正常组显著升高

（t = 19.99、7.05，P均＜ 0.001）；与模型组相

比，TLR4单克隆抗体组小鼠血清中IL-1β和IL-6水
平显著降低（t = 8.79、3.92，P均＜ 0.001），见图

3。

四、TLR4单克隆抗体可以降低血清及肾脏组

织中TLR4及NF-κB p65蛋白水平

模型组小鼠肾组织中TLR4及NF-κB p65蛋白

水平较正常组显著升高（t = 38.99、18.91，P均＜ 
0.001）；而TLR4单克隆抗体组小鼠肾组织中TLR4
及NF-κB p65蛋白水平显著低于模型组（t = 20.94、
11.21，P均＜ 0.001），见图4。

讨    论

严重创伤、烧伤、休克、重症感染等应激状

态下极易导致脓毒症的发生。感染部位产生的内毒

素（LPS）大量进入体内，诱发炎症因子大量合成

及释放，从而导致细胞变性和坏死，最终表现为组

织的病理学损害和器官功能衰竭。脓毒症引发的多

器官系统功能障碍是重症患者死亡的重要原因。而

肾脏是其中最常见的受累器官，可导致AKI，其发

  

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05

图2  各组小鼠血清Cr、BUN和胱抑素C的水平

 

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，#P ＜ 0.05

图3  各组小鼠血清IL-1β和IL-6水平
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生率为20%～35%[3]。尽管AKI经临床治疗后，部

分患者可逆转，但仍然有可能进一步发展为慢性肾

功能衰竭或终末期肾功能衰竭。因此，AKI可增加

脓毒症患者的病死率，严重影响患者的预后[9-10]。

由革兰阴性菌引发的脓毒血症占50%～60%，

其发病机制与革兰阴性菌产生的内毒素密切相

关。内毒素能诱发各种炎性因子释放，包括IL-1、
TNF-α、IL-2、IL-6和IL-8等。其中，TNF-α和
IL-1β能引发自由基、NO和类花生酸类物质的释放

刺激多种血管活性物质生成，诱发肾组织细胞凋

亡、降低肾小球血流和肾小球滤过率[16-17]。因此，

TNF-α和IL-1β被认为是脓毒血症病情发展的重要

介质 [18]。本研究应用TLR4单克隆抗体作为干预

剂，观察其对内毒素血症小鼠肾脏的保护作用以

及对炎症因子的影响。

血清胱抑素C（cystatin C）是13 kDa的小分子

蛋白，人体所有有核细胞都能产生。研究证实，血

液循环中的胱抑素C可经肾小球几乎完全滤过，接

着被近曲小管重吸收而完全代谢。因此，胱抑素C
的血液浓度只受肾小球滤过率（glomerular filtration 
rate, GFR）的影响，而不受年龄、性别、饮食、炎

症、药物、肝脏疾病等因素影响。血清中胱抑素C
水平在肾小球轻微损伤时即可升高，并随肾小球损

伤的加重而明显增高，与GFR呈显著的负相关。因

此，胱抑素C是一种理想的反映GFR变化及肾功能

损害的评价指标[19-20]。本研究观察小鼠肾脏组织病

理学改变，以及血清中Cr、BUN和胱抑素C水平变

化发现，应用TLR4单克隆抗体拮抗TLR4表达，能

够明显改善小鼠肾脏组织的病理损伤，减轻肾小球

及肾小管充血水肿及炎性细胞浸润，降低肾功能的

损害程度。本研究进一步检测血清中细胞因子水平

发现，模型组小鼠血清中细胞因子IL-1β和IL-6水
平显著升高，而治疗组中TLR4单克隆抗体可显著

降低小鼠血清中IL-1β和IL-6水平。提示TLR4信号

转导途径在LPS导致的脓毒血症过程中发挥重要作

用，拮抗TLR4表达能够有效保护内毒素血症小鼠

的肾脏功能和降低炎症因子水平。

本研究进一步检测肾脏组织中TLR4及NF-κB 
p65的水平变化，发现模型组小鼠肾组织中TLR4及
NF-κB p65水平较正常组显著升高，而TLR4单克隆

抗体组小鼠肾组织中TLR4及NF-κB p65水平较模型

组显著降低。提示TLR4单克隆抗体保护内毒素血

症小鼠肾脏组织损伤的作用机制可能与调节TLR4/
NF-κB信号转导通路有关。TLR4信号转导途径可作

为今后治疗脓毒症的一个潜在靶点。
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图4  各组小鼠血清及肾脏组织中TLR4和NF-κB p65的水平 
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