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ＲＩＰ３ 在脓毒血症 ＡＫＩ 小鼠氧化应激中的作用①
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（广州中医药大学第一附属医院肾病科，广东 广州　 ５１０４０５）

摘要　 目的：探讨受体相互作用蛋白激酶－３（ＲＩＰ３）在 ＬＰＳ 诱导的脓毒血症 ＡＫＩ 小鼠肾损伤中的作

用及相关机制。 方法：将 ２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为对照组、ＬＰＳ 刺激组、ＬＰＳ＋ＲＩＰ３ 抑制剂 ＧＳＫ′
８７２ 组。 对照组采用与 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 等体积的无菌生理盐水；ＬＰＳ 刺激组通过 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 作用

２４ ｈ；ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组则用 ５ μＭ ／ ｋｇ ＧＳＫ′８７２ 预处理１５ ｍｉｎ再给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 作用 ２４ ｈ。 给药

方式均为腹腔注射，２４ ｈ 后处死小鼠取血标本检测血中血肌酐、血尿素氮、ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 水平，ＰＡＳ
染色观察肾组织病理情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾组织中 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平。 结果：与对照组比，
ＬＰＳ 刺激组小鼠血中血肌酐、血尿素氮增加，肾组织中 ＭＤＡ 增加，ＳＯＤ 下降，ＰＡＳ 染色提示肾损伤明

显，ＲＩＰ３ 蛋白的表达增强。 与 ＬＰＳ 刺激组相比，ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组小鼠血血肌酐、血尿素氮水平降

低，肾组织中 ＭＤＡ 降低，ＳＯＤ 增加，ＰＡＳ 染色显示肾损伤减轻。 结论：抑制 ＲＩＰ３ 可减轻 ＬＰＳ 诱导的

肾小管上皮细胞氧化应激损伤，改善肾功能。
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ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，
ＭＤＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｕｔ ＳＯＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｏｃｃｕｒｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｂｌｏｏｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＬＰＳ ＋ＧＳＫ′８７２ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ＭＤＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｕｔ ＳＯＤ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ｌｅｓｓｅｎｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： Ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｅｐｓｉｓ；ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ⁃３ （ＲＩＰ３）；ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ

　 　 急性肾损伤（ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＫＩ）是脓毒血

症患者最常见的并发症之一［１］，在重症患者中，接近

５０％的脓毒血症患者并发 ＡＫＩ［２］。 脓毒血症 ＡＫＩ 是
指由于机体被致病菌感染所引发的肾脏功能急剧下

降及肾脏损伤的一组临床综合征。 在脓毒血症 ＡＫＩ
的临床治疗中，早期采取抗感染、免疫调节、肾脏替

代等方案，仍不能很好改善脓毒血症 ＡＫＩ 患者的预

后，据统计，重症患者中脓毒血症 ＡＫＩ 死亡率高达

５４％［３］。 因此，脓毒血症 ＡＫＩ 的防治仍是临床医生

面临的难题之一。
目前，脓毒血症 ＡＫＩ 的发病机制尚不清楚。 分

析已有的研究结果发现，炎症所致的肾脏微循环障

碍［４－５］、肾小管上皮细胞功能失调［６］、免疫抑制［７］ 均

可能参与 ＡＫＩ 疾病的发生发展，其中均可伴随不同

程度线粒体功能障碍以及氧化应激损伤的发生［８－９］。
这提示氧化应激损伤在 ＡＫＩ 疾病的发生发展中具有

重要作用。
受体相互作用蛋白激酶－３（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ⁃３，ＲＩＰ３）是受体相关作用蛋白家族成

员，由 ５１８ 个氨基酸残基组成，ＲＩＰ３ 参与机体多条

重要的信号通路转导过程。 有研究结果显示，ＲＩＰ３
作为关键分子参与感染及炎症反应的发展过

程［１０－１１］。 同时也有学者发现脓毒血症 ＡＫＩ 患者血、
尿中 ＲＩＰ３ 水平高于非脓毒血症患者［１２］，这提示

ＲＩＰ３ 可能参与脓毒血症 ＡＫＩ 的发生。 据此，本文旨

在探讨 ＲＩＰ３ 在脓毒血症 ＡＫＩ 中的作用，希望为 ＡＫＩ
的发病机制及临床防治提供新的思路。

１　 材料与方法

１．１　 实验动物和试剂

　 　 实验用 ２４ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购自广州永诺

生物科技有限公司，脂多糖（ＬＰＳ）购于美国 Ｓｉｇｍａ 公

司，丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒

购于南京建成生物工程研究所有限公司，血肌酐、血

尿素氮试剂盒购于美国博世生物技术有限公司，糖

原 ＰＡＳ 染色试剂盒购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，

ＲＩＰ３（ Ａｂ５６１６４） 购于美国 Ａｂｃａｍ 公司。 ＧＳＫ′ ８７２

（ＧＳＫ２３９９８７２Ａ）购于美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，蛋白酶抑制

剂（ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＩ）和 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶快速配

制（Ｐ００１２ＡＣ）试剂盒购于上海碧云天生物技术有限

公司。

１．２　 动物分组及模型建立

将 ２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为对照组、ＬＰＳ 刺

激组、ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组，每组 ８ 只。 全部小鼠在给药

前均禁食 １２ ｈ，不禁饮。 模型建立如下：对照组小鼠

予以腹腔注射与 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 等体积的无菌生理盐

水，ＬＰＳ 刺激组小鼠腹腔注射 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 作用

２４ ｈ。ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组予以腹腔注射 ５ μＭ ／ ｋｇ ＧＳＫ′

８７２ 预处理 １５ ｍｉｎ，再给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 腹腔注射

作用 ２４ ｈ。

１．３　 标本留取

２４ ｈ 后麻醉、固定小鼠，开腹经下腔静脉收集小

鼠静脉血标本，离心后取上清检测血中血肌酐、血尿

素氮。 游离双侧肾脏，剥离肾皮质，快速留取适量肾

组织做如下处理：①于 ４％多聚甲醛固定肾组织，脱

水、石蜡包埋后切片，行 ＰＡＳ 染色；②肾组织保存于

液氮中，做蛋白检测；③适量肾组织行组织匀浆，用

于检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平。

１．４　 血肌酐、血尿素氮、ＭＤＡ、ＳＯＤ 检测

血中血肌酐和血尿素氮检测按照试剂盒说明书

·３１·
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操作，此试剂盒采用比色法，借助全自动生化分析仪

对血肌酐和血尿素氮浓度进行检测。 采用黄嘌呤氧

化酶法对肾组织中 ＳＯＤ 的活性进行检测，采用硫代

巴比妥酶法检测肾组织中 ＭＤＡ 的水平。

１．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印记法检测蛋白表达

约 ５０ ｍｇ 小鼠肾组织放入研钵中，添加液氮，研

磨成粉末状，并将研磨好的肾组织移至 ＥＰ 管，向 ＥＰ

管加入含 ＰＭＳＦ 及蛋白酶抑制剂的组织裂解液

ＲＩＰＡ 约 ５００ μｌ，将装有肾组织的 ＥＰ 管置于冰上裂

解 １５ ｍｉｎ，裂解后于 ４℃ ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ２０ ｍｉｎ。

留取上清液，－８０℃保存备用。 根据试剂盒配置聚丙

烯酰胺凝胶，进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳，并依次进行

转膜、抗体封闭、一抗孵育过夜、孵二抗、ＥＣＬ 显影。

１．６　 肾小管损伤病理评分

小鼠肾脏组织采用 ＰＡＳ 染色，分别由两名病理

科医师随机观察切片，每张切片随机选取 １０ 个视

野。 显微镜下观察肾组织切片，根据肾小管损伤范

围进行肾损伤评分，肾小管损伤范围定义为：肾小管

管腔变窄、刷状缘脱落、肾小管上皮细胞空泡变性、

肾小管上皮细胞肿胀、基底膜裸露。 肾损伤程度评

分标准如下：无损伤为 ０ 分，损伤范围＜２５％为 １ 分，

损伤范围 ２５％～５０％为 ２ 分，损伤范围 ５０％ ～７５％为

３ 分，损伤范围＞７５％为 ４ 分。

１．７　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件进行数据统计分析。 所有

数据均进行正态性检验及方差齐性检验，正态分布

的计量资料采用均数±标准差（�ｘ±ｓ）表示，多组比较

采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。 肾小管损伤评分

数据统计，采用非参数 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 检验。 Ｐ＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ＬＰＳ 刺激下小鼠肾功能水平及肾脏病理表现

ＬＰＳ 通过腹腔注射方式刺激小鼠 ２４ ｈ（ＬＰＳ 刺

激组），检测小鼠血肌酐及血尿素氮水平明显高于对

照组（Ｐ＜０．０５），见图 １Ｃ、Ｄ。 ＰＡＳ 染色观察小鼠肾组

织病理情况，与对照组相比，ＬＰＳ 刺激后出现肾小管

管腔闭塞，刷状缘脱落、基底膜裸露，近段肾小管上

皮细胞肿胀，细胞出现空泡变性，见图 １Ａ。 通过肾

小管损伤评分量化肾小管损伤情况，ＬＰＳ 组肾小管

损伤评分明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），见图 １Ｂ。 以上

结果提示，ＬＰＳ 刺激后，小鼠近段肾小管上皮细胞出

现明显损伤，同时伴随小鼠肾功能下降。

Ａ：光镜下观察小鼠在不同条件下对照组、ＬＰＳ 刺激组、ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组肾脏病理情况（ＰＡＳ 染色，标尺＝ ５０ μｍ）；Ｂ：图 Ａ 中不同

处理组中小鼠肾小管损伤评分（每组 １０ 个视野）；Ｃ、Ｄ：不同条件下对照组、ＬＰＳ 刺激组、ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组小鼠的血肌酐及血尿

素氮水平。∗Ｐ＜０．０５ 相较于对照组，＃Ｐ＜０．０５ 相较于 ＬＰＳ 刺激组。

图 １　 各组小鼠肾组织病理情况（ＰＡＳ 染色）及肾功能水平

·４１·
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２．２　 ＬＰＳ 诱导下小鼠肾小管上皮细胞发生氧化应

激损伤

ＬＰＳ 刺激下，检测小鼠肾组织中ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平

发现，ＬＰＳ 刺激组小鼠肾组织中 ＭＤＡ 含量明显高于

对照组，而 ＳＯＤ 活力较对照组下降，见图 ２Ａ、Ｂ（Ｐ＜

０．０５），提示 ＬＰＳ 刺激下，小鼠肾组织发生氧化应激

损伤。

Ａ：检测不同条件下对照组、ＬＰＳ 刺激组、ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２

组小鼠肾脏 ＭＤＡ 含量；Ｂ：检测不同条件下小鼠肾脏

ＳＯＤ 水平。∗Ｐ＜０．０５ 相较于对照组，＃Ｐ＜０．０５ 相较于 ＬＰＳ

刺激组。

图 ２　 各组小鼠肾组织中 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 水平

２．３　 抑制 ＲＩＰ３表达可减轻小鼠肾损伤

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现， ＬＰＳ 刺激组小鼠肾

组织中 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平较对照组明显增加，提

示 ＬＰＳ 刺激后，小鼠肾组织中 ＲＩＰ３ 蛋白表达增加，

见图 ３。 为进一步明确 ＲＩＰ３ 在 ＬＰＳ 诱导的小鼠肾

功能损伤中的作用，应用 ＲＩＰ３ 抑制剂 ＧＳＫ′８７２ 预处

理了 ＬＰＳ 诱导的小鼠（ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组），发现与

ＬＰＳ 刺激组相比，ＬＰＳ＋ＧＳＫ′８７２ 组 ＲＩＰ３ 表达减少。

同时，检测小鼠血肌酐、血尿素氮水平发现，ＧＳＫ′８７２

预处理后，ＬＰＳ 诱导的 ＡＫＩ 小鼠血肌酐、尿素氮水平

下降，ＰＡＳ 染色发现近段肾小管上皮细胞损伤程度

明显减轻，这提示 ＧＳＫ′８７２ 预处理后可减轻肾脏损

伤。 检测肾组织中 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活力发现，

ＧＳＫ′８７２ 预处理后 ＭＤＡ 含量下降、ＳＯＤ 活力增加，

提示抑制 ＲＩＰ３ 的表达可减轻小鼠肾组织氧化应激

反应，同时减轻肾损伤。

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测的各组小鼠肾组织中 ＲＩＰ３ 表达

水平；Ｂ：ＲＩＰ３ 蛋白灰度分析结果。∗Ｐ＜０．０５ 相较于对

照组，＃Ｐ＜０．０５ 相较于 ＬＰＳ 刺激组。

图 ３　 各组小鼠肾组织中 ＲＩＰ３ 表达水平

３　 讨论

目前，有关脓毒血症 ＡＫＩ 的发病机制尚不清楚，

研究结果显示，肾脏氧化应激损伤、微循环障碍、炎

症介导的免疫抑制所致的肾小管功能障碍均可能参

与脓毒血症 ＡＫＩ 的发生［４－９］。 本研究主要探究了肾

小管上皮细胞氧化应激损伤在脓毒血症 ＡＫＩ 中的作

用及相关机制。

脓毒血症过程中将产生大量的炎症介质，进而

诱发机体发生氧化应激反应，其间机体将产生大量

的 ＲＯＳ，攻击生物膜发生过氧化反应，最终产生大量

的 ＭＤＡ，因此，ＭＤＡ 可反映机体氧化损伤的严重程

度。 ＳＯＤ 可清除体内的超氧阴离子自由基，是机体

重要的抗氧化酶。 因此，ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 是反映机体氧

化应激过程的常用指标［１３－１６］。 据此， 本文应用

ＳＯＤ、ＭＤＡ 两个指标评估了 ＬＰＳ 诱导下小鼠氧化应

激损伤的情况。

ＲＩＰ３ 是一种丝 ／苏氨酸激酶，参与体内多个重

要的病理生理反应，如凋亡性坏死通路、氧化应激通

路、炎症反应等［１０－１１］。 有研究结果显示，ＲＩＰ３ 在脓

毒血症 ＡＫＩ 患者血、尿中表达增加［１１］，这提示 ＲＩＰ３

可能参与脓毒血症 ＡＫＩ 的发展。 因此，进一步明确

ＲＩＰ３ 在脓毒血症 ＡＫＩ 中的作用，有可能为脓毒血症

ＡＫＩ 的防治提供新的靶点。

本研究通过 ＬＰＳ 建立脓毒血症 ＡＫＩ 小鼠模型，

检测出小鼠肾组织中 ＭＤＡ 含量升高、ＳＯＤ 活力下

降，这提示 ＬＰＳ 诱导的脓毒血症 ＡＫＩ 小鼠发生氧化

·５１·
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应激损伤。 同时，检测肾组织中 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水

平，发现 ＬＰＳ 组小鼠肾组织中 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平

明显高于对照组，这提示 ＬＰＳ 诱导的脓毒血症 ＡＫＩ

小鼠肾组织中 ＲＩＰ３ 蛋白表达增加。 为此，本研究进

一步应用 ＲＩＰ３ 激酶抑制剂 ＧＳＫ′８７２ 来预处理小鼠，

结果显示 ＧＳＫ′８７２ 可抑制 ＲＩＰ３ 的表达，减轻肾组织

氧化应激损伤，改善小鼠肾功能。 这提示 ＲＩＰ３ 参与

ＬＰＳ 诱导的肾小管上皮细胞氧化应激损伤，抑制

ＲＩＰ３ 可改善肾小管上皮细胞损伤，并减轻肾损伤。

目前，对脓毒血症 ＡＫＩ 发病机制的研究有一定

进展，但脓毒血症 ＡＫＩ 的防治仍是临床研究需要攻

克的难题。 一方面，对脓毒血症 ＡＫＩ 的发病机制的

研究尚不清楚，临床无有效的治疗时机；另一方面，

目前临床上缺乏对脓毒血症 ＡＫＩ 敏感的早期预测的

生物学标记物，使得部分患者错过了最佳治疗时机。

本研究初步验证了 ＲＩＰ３ 在 ＬＰＳ 诱导的脓毒血症

ＡＫＩ 小鼠肾组织中表达增加，并参与 ＡＫＩ 的进展，可

能成为脓毒血症 ＡＫＩ 有效的预测指标，为脓毒血症

ＡＫＩ 的防治提供了新的思路。 但 ＲＩＰ３ 在脓毒血症

ＡＫＩ 的具体调控信号通路方面需进一步研究。
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