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天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3抑制剂对腹腔感染

脓毒症急性肾损伤小鼠血清炎症细胞因子的影响

刘丽霞 胡振杰 李勇 苏洁 霍焱 范立侨

【摘要】 目的 观察天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)抑制剂Ac．DEVD—CHO对腹腔感染

脓毒症急性肾损伤(AKI)小鼠血清炎症细胞因子的影响。方法将102只C57BL／6小鼠按随机数字表法均

分成假手术组、模型组和caspase一3抑制剂组(CI组)3组。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症AKI小鼠

模型；CI组在CLP术前给予Ac—DEVD—CHO 4弘g／g腹部皮下注射进行干预。各组均于术后6、12、24 h检测

血尿素氮(BUN)、肌酐(cr)浓度，用酶联免疫吸附法(ELISA)检测血清肿瘤坏死因子一a(TNF一口)、白细胞介素

(IL一6、IL一10)浓度；用流式细胞仪检测肾组织细胞凋亡率；用实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)检测肾组织

caspase一3 mRNA表达}并观察小鼠4 d和7 d的存活率。结果与假手术组比较，模型组各时间点血清BUN、

TNF—a、IL一6、IL—10及肾组织细胞凋亡率、caspase一3 mRNA表达均显著升高，术后6 h Cr显著升高，4 d、7 d

存活率显著下降。与模型组比较，CI组各时间点BUN显著下降；术后6 h Cr显著下降，12 h和24 h恢复至假

手术组水平，各时间点血清TNF—a、IL一6水平降低，IL一10水平升高[TNF—a(Fg／L)6 h：436．2士64．2比653．6士

8．9，12 h：233．4士85．4比579．7土137．1，24 h：151．0土90．3比551．0土119．8；IL一6(#g／L)6 h；1 033．2士

345．8比1 595．3士159．4，12 h；366．3士68．3比1 330．7士249．8，24 h：241．2士208．4比815．3±572。7lIL一10

(pg／L)6 h：33．6士10．4比26．6士4．5，12 h：37．2士5．0比24．5士4．3，24 h：38．3士5．5比18．2士1．6，均P<

0．053；肾组织细胞凋亡率及caspase一3 mRNA表达显著下降[凋亡率6 h：(13．9士3．2)％比(18．3士1．4)％，

12 h：(10．5士3．6)％比(15．9士3．5)％，24 h：(8．4士1．8)％比(12．5士2．1)％Icaspase一3 mRNA 6 h：1．95士

0．16比3．84士0．35，12 h：1．89土0．19比3．97士0．73，24 h：2．01士0．20比4．97士0．24，均P<o．053，并提高

了小鼠4 d存活率(80％比20％)，7 d存活率无变化(20％比20％)。结论caspase一3抑制剂对腹腔感染脓毒

症AKI小鼠血清促炎／抗炎细胞因子水平的影响可能与降低肾组织细胞凋亡有关。
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[Abstract] Objective To observe the effects of caspase一3 inhibitor Ac—DEVD—CHO on the concen—

trations of serum inflammatory cytokines in sepsis related acute kidney injury induced by peritoneal cavity

infeetion in mice．Methods One hundred and two male C57BL／6 mice were subjected to cecal ligation and

puncture(CLP，a model of polymicrobial sepsis)or sham operation．The animals were assigned into three

equal groups Q一34)according to random number table：sham group，model group，and caspase一3 inhibitor

(CI)group．Thirty minutes before CLP，Ac—DEVD—CH0(4 pg／g)was injected subcutaneously in CI group．

The levels of blood urea nitrogen(BUN)and creatinine(Cr)were determined，and the concentrations of

tumor necrosis factor—a(TNF—a)，interleukins(IL一6 and IL一10)were measured by enzyme linked

immunosorbent assay(ELISA)，the renal eell apoptosis rate was determined by flow cytometry and the

expression of caspase一3 mRNA was determined by real time reverse transcription—polymerase chain reaction

(RT—PCR)at 6，1 2 and 24 hours after operation．The 4-day and 7-day survival rates of three groups of mice

were observed．Results Compared with sham group，the concentrations of serum BUN，TNF—a，IL一6，

IL一10 and the renal eel】apoptosis rates，the caspase一3 mRNA expression were increased significantly at all

time points after CLP，the concentrations of serum Cr were increased significantly at 6 hours，with the 4-day

and 7-day survival rates were decreased significantly．Compared with model group，in CI group，the

concentrations of serum BUN were decreased significantly at all time points after operation and those of Cr

were decreased significantly at 6 hours，then restored to those of the sham group at 12 hours and 24 hoursI

the concentrations of serum TNF—a。IL一6 were decreased and those of IL一10 elevated significantly at all time

points ETNF—d(pg／L)6 hours：436．2士64．2 vs．653．6±8．9，12 hours：233．4士85．4 vs．579．71137．1，

24 hours：151．0士90．3 vs．551．0士119．8；IL一6 Q19／L)6 hours：1 033．2士345．8 vs．1 595．3士159．4，

12 hours：366．3士68．3 vs．1 330．7士249．8，24 hours：241．2士208．4 vs．815．3士572．7；IL一10(pg／L)
6 hours：33·6士10．4 vs．26．6士4．5，12 hours：37．2士5．0 vs．24．5士4．3，24 hours：38．3土5．5 vs．18．2士
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1．6，a11 P<0．05)；the renal eell apoptosis rate and the expression of caspase一3 mRNA were decreased

significantly at all time points[apoptosis rates 6 hours：(13．9士3．2)％VS．(18．3士1．4)％，12 hours：

(10．5士3．6)％vs．(15．9士3．5)％，24 hours：(8．4土1．8)％VS．(12．5士2．1)％；caspase一3 mRNA 6 hours：

1．95士0．16 V8．3．84士0．35，12 hours：1．89士O．19 VS．3．97士0．73，24 hours：2．01士0．20 VS．4．97士

0．24，an P<O．05]．The 4-day survival rate of CI group was improved(80％VS．20％)，but that of 7-day

did not change(20％VS．20％)．Conclusion The modulation of caspase一3 inhibitor on the concentrations of

serum inflammatory cytokines in sepsis related acute kidney injury induced by peritoneal cavity infection may

be associated with a decrease in renal eell apoptosis by Ac—DEVD—CHO．
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腹腔感染继发脓毒症，导致多器官功能不全是

外科常见问题之一，其中急性肾损伤(AKI)是危重

病患者不良预后的独立危险因素n]，但其病理生理

机制尚不十分清楚L2]，缺乏有效的治疗手段[3]。近年

来有研究认为，炎症反应和肾组织细胞凋亡可能是

其主要机制[3。4]，但是有关二者之间相关性的研究尚

少。Ac—DEVD—CHO是天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶3(caspase一3)的选择性四肽抑制剂，本研究中

应用Ac—DEVD—CHo对脓毒症AKI小鼠进行干

预，观察其血清炎症细胞因子的变化，从而为进一步

研究脓毒症AKI发病机制及其防治提供理论依据。

1材料与方法

1．I动物分组及脓毒症AKI小鼠模型的制备：健

康清洁级雄性C57BL／6小鼠，体重18～22 g，由河

北医科大学实验动物中心提供，动物合格证号：

1007161。采用随机数字表法将102只小鼠分为假手

术组、模型组和caspase一3抑制剂组(CI组)，每组

34只。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症AKI

小鼠模型[5]，术毕皮下注射生理盐水1 ml以补充手

术过程中丢失的体液，术后3 h腹部皮下注射抗菌

药物连续2 d抗感染。假手术组除不行CLP外，

其他操作同模型组。CI组在CLP前30 min腹部皮

下注射Ac—DEVD—CHO(瑞士Alexis公司产品)

4弘g／g(溶于含1％二甲亚砜的磷酸盐缓冲液中)。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2检测指标及方法：各组分别于术后6、12、24 h

取8只小鼠，取眼球采血，分离血清一80℃冻存备

检。开腹取肾，1／2左肾置于70％乙醇中，一20℃保

存备检细胞凋亡率；右肾置入液氮中，--80℃冻存，

行实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)检测。每组余

10只小鼠观察4 d和7 d存活率。
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1．2．1 血清生化指标检测：血清尿素氮(BUN)应

用邻苯二甲醛法(OPA法)试剂盒测定；肌酐(cr)利

用苦味酸不除蛋白法试剂盒测定；分别应用肿瘤坏

死因子一a(TNF—a)、白细胞介素(IL一6、IL一10)酶联

免疫吸附法(ELISA)试剂盒，采用双抗夹心ELISA

法检测其血清浓度。

1．2．2肾组织细胞凋亡率检测：取肾组织制备单细

胞悬液，用流式细胞仪在激发波长为488 nm处检

测细胞凋亡率。

1．2．3肾组织caspase一3 mRNA表达的检测：采用

实时荧光定量PCR法检测caspase一3 mRNA表达

水平。采用TRIzol(美国Invitrogen公司)一步法

提取组织总RNA，用反转录试剂盒(美国Promega

公司)合成cDNA，实时PCR仪(美国ABI公司)

检测caspase一3 mRNA表达。caspase一3：上游引物

5'-GGAGAAATTCAAAGGACGG一3’，下游引物

5 7一AACAAAACAGAAACACGCCC一3’；三磷酸甘

油醛脱氢酶(GAPDH)：上游引物5’一TGAACGGG

AAGCTCACTGG一37，下游引物5'-GCTTCACCAC

CTTCTTGATGTC一37。反应总体积20肛1，反应条

件为96℃4 min；94℃30 S，58℃30 S，72℃30 S，

进行40个循环，予每个循环的第3步收集荧光信

号。扩增完毕后，进入结果分析界面，以目的基因与

内参照GAPDH基因相比得到相对定量值(RQ

值)，将RQ值用于统计分析。

1．3统计学处理：采用SPSS 13．0统计软件分析，

计量资料以均数士标准差(z土s)表示，多组间比较

用LSD单因素方差分析；采用Kaplan—Meier法计

算累计存活率并绘制生存曲线，生存曲线比较采用

log—Rank检验；P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1各组血清BUN、Cr浓度变化(表1)：与假手术

组比较，模型组各时间点BUN浓度均显著升高(均

P<O．05)；Cr浓度术后6 h显著升高(P<0．05)，

12 h和24 h虽高于假手术组，但差异无统计学意义

(均P>O．05)。与模型组比较，CI组各时间点BUN
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表1各组腹腔感染脓毒症急性肾损伤小鼠血清BUN、Cr、TNF—a、IL一6、IL一10浓度

以及肾组织细胞凋亡率和肾脏caspase一3 mRNA表达的比较Cr士s)

组别 时间 BUN(mmoI／L) Cr(Pmol／L)TNF—a(pg／L) IL一6(pg／L) IL—lO(ug／L) 凋亡率(％) caspase‘3 mRNA

假手术组术后6 h 8．7士2．3(8) 75．5士14．5(8) 29．5士19．0(8) 38．2士 8．5(8) 5．1士1．2(8) 6．2士0．9(8) 1．0210．29(3)

术后12 h 8．2士2．3(8) 66．9士15．4(8) 28．3土9．3(8) 32．O士9．O(8)4．9士1．0(8) 5．6士0．6(8) 1．OO士0．18(3)

术后24 h 7．3土2．8(8) 64．O士11．9(8) 26．3士8．9(8) 24．31 9．7(8) 4．9士1．2(8) 5．610．5(8) 1．Ol士0．10(3)

模型组 术后6 h 14．o士3．5(8)4 123．1土33．5(8)。 653．6士8．9(8)8 1 595．31159．4(8)8 26．61 4．5(8)。18．3士1．4(8)8 3．84士0．35(3)4

术后12 h 15．9士4．9(8P 77．5士41．8(8) 579．7士137．1(8)’ 1 330．7士249．8(8)3 24．5士4．3(8)8 15．9士3．5(8)。 3．97士0．73(3)8

术后24 h 14．81 6．8(8)a 75．5士48．4(8) 551．O土119．8(8)8 815．3士572．7(8)” 18．2士1．6(8)“12．5士2．1(8)”4．97士0．24(3)”

CI组 术后6 h 9．1士2．8(8)o 84．9士27．6(8)¨436．2士64．2(8)Ib 1 033．2士345．8(8)曲 33．6士10．4(8)8 13．9士3．2(8)ab 1．95士0．16(3)丑b

术后12 h 8．1士4．9(8)b 70．7士9．7(8) 233．4士85．4(8)8“ 366．3士68．3(8)。”37．2士5．0(8)”10．5士3．6(8)“1．89士0．19(3)”

术后24 h 5．6士1．5(8)“ 72．8士13．0(8) 151．0±90．3(8)4k 241．2土208．4(8)8bc 38．3士5．5(8)丑b 8．4土1．8(8)ab‘2．01士0．20(3)ab

注：BUN：尿素氮，Cr：肌酐，TNF—a：肿瘤坏死因子一口，IL一6：白细胞介素一6，IL一10：白细胞介素一10，caspase一3：天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3，

CI组：caspase．3抑制剂组f与假手术组同期比较JP<O．05；与模型组同期比较hP<O．05；与本组术后6 h比较，。P<o．05；括号内为动物数

浓度均显著降低(均P<0．05),Cr浓度术后6 h显

著降低(P<o．05)，并于12 h和24 h持续降低至假

手术组水平(均P>O．05)。

2．2各组血清TNF—a、IL一6、IL一10浓度变化(表1)：

与假手术组比较，模型组各时间点TNF—a、IL-6、

IL一10浓度均显著升高(均P<O．05)。与模型组比

较，CI组各时间点TNF—a、IL一6浓度显著降低，

IL一10浓度显著升高(均P<0．05)。

2．3各组肾组织细胞凋亡率及caspase-3 mRNA

表达变化(表1)：与假手术组比较，模型组各时间点

肾组织细胞凋亡率和caspase一3 mRNA表达显著升

高(均P<o．05)。与模型组比较，CI组各时间点肾

组织细胞凋亡率和caspase一3 mRNA表达显著降低

(均Pd0．05)，Ae—DEVD—CHO对caspase一3 mRNA

表达抑制率在53％左右。

2．4各组存活率变化(图1)：假手术组、模型组、CI

组4 d存活率分别为100％、40％、80％，模型组与假

手术组比较差异有统计学意义(P<o．05)；CI组与

模型组比较差异虽无统计学意义，但CI组死亡小鼠

的存活时间可延长24 h左右。假手术组、模型组、CI

组7 d存活率分别为100％、20％、20％，假手术组与

后两组比较差异有统计学意义(均P<O．05)。

3讨论

研究证明，炎症反应在脓毒症AKI病理生理机

制中起着关键性的作用‘3“]。无论是腹腔注射细菌脂

多糖(LPS)，还是CLP所致的小鼠脓毒症模型，均

证明血清中TNF—a、IL一6水平显著升高，并与随后

发生的器官损伤及死亡密切相关"]。Holly等[8]的研

究发现，CLP术后AKI大鼠血清中IL一6水平显著

高于非AKI大鼠,Chawla等口1研究证明，严重脓毒

症患者是否继发AKI，及是否需要肾脏替代治疗与

血清IL一6水平的升高密切相关，而与血流动力学异
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注：CI组：天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3抑制荆组

圈1各组腹腔感染脓毒症急性肾损伤小鼠存活率的比较

常所致的低血压无关。这些研究提示，血循环中促炎

细胞因子水平增高与脓毒症AKI发病率、病死率增

加密切相关[1川。本研究结果与文献相符。

IL一10作为抗炎介质，与脓毒症严重程度、免疫

麻痹相关，同样影响脓毒症AKI的发生和预后，众

多有关IL一10功能的动物实验研究结果口¨列不一，

可能与动物模型及观察的时间点不同有关。本研究

结果显示，CLP后各时间点血清IL一10水平显著升

高，但6 h后即逐渐下降，24 h显著降低。

研究表明，肾细胞凋亡可能是脓毒症AKI的主

要病理生理机制之一[3“引。体外研究证实，将LPS

或脓毒症患者的血浆作用于肾实质细胞，包括肾小

球血管内皮细胞Ds]、系膜细胞[1 6|、足细胞、肾小管上

皮细胞等[1川，可导致TNF—Ct及肿瘤坏死因子受体一1

(TNF—a／TNFR一1)表达上调，Bax／Bel—2表达增加，

caspasc一3活性增加，凋亡增加，TNF—a产生增加；用

LPS灌注鼠离体肾脏可导致TNF—a、IL一1B、单核细

胞趋化蛋白一1(MCP一1)表达增加[183；脓毒症AKI

时，肾脏表达TNF—a、MCP一1增加，而且这些增加的
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炎症介质可以释放入血[19|。这些研究证明，脓毒症

AKI时，凋亡的肾小球血管内皮细胞、肾小管上皮

细胞可以产生并释放炎症介质，促进炎性细胞浸润，

从而加重局部及全身炎症反应。凋亡和炎症反应之

间的相关性是很复杂的，caspase一1是caspase家族

炎症组中最重要成员，其主要功能是促进炎症反应。

而caspase一3是细胞凋亡过程中激活的关键激酶，是

细胞凋亡的最重要执行因子之一。本实验中尽管在

使用的Ac—DEVD—CH0剂量范围内被认为是能特

异性和选择性抑制caspase一3活性，但这种特异性和

选择性是相对的[20|。本研究显示：Ac—DEVD—CHO

能够明显降低CLP术后升高的血清TNF—a、IL一6水

平，改善小鼠4 d存活率；而应用Ac—DEVD—CHO

后，IL一10水平进一步升高，与IL一6变化相反；最后

结局是肾功能改善，4 d存活率升高，但7 d存活率

无变化，可能与应用选择性caspase一3抑制剂后

IL一10升高程度有关(术后24 h较假手术组升高约

7．884倍，较模型组升高约2．112倍)，从而导致机

体免疫功能抑制、清除病原微生物能力下降。同时本

研究还显示，应用Ac—DEVD—CH0后减少了肾组织

细胞凋亡，同时调整了血清中促炎／抗炎细胞因子的

水平，但是二者之间的相关性还不明确。本研究中通

过下调肾组织细胞caspase一3 mRNA表达，显著降

低了肾组织细胞凋亡率，从而可能平衡了血清促炎／

抗炎细胞因子的水平。反过来，炎症介质也影响着细

胞凋亡。隰建成和周宝桐[2¨观察促炎介质TNF—a、

IL一1、IL一6及抗炎介质IL一10对凋亡的影响，或促进

或抑制。凋亡和炎症反应之间的相关性还需进一步

研究探讨。

在腹腔感染脓毒症AKI中，选择性caspase一3

抑制剂通过降低肾组织细胞凋亡，下调血清促炎介

质水平，上调抗炎介质水平，平衡全身炎症反应综合

征和代偿性抗炎反应综合征(SIRS／CARS)，改善肾

功能，降低病死率，此结果为进一步研究脓毒症

AKI发病机制及进行抗凋亡的临床研究提供了理

论依据。
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