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丙酮酸乙酯对肾缺血／再灌注损伤小鼠炎症因子
及丝裂素活化蛋白激酶表达的影响

徐欣晖 陈琦 陈怡 吕利雄朱长清 戴慧丽 钱家麒

【摘要】目的观察丙酮酸乙酯(EP)对小鼠缺血／再灌注(I／R)损伤肾脏的保护作用，研究其对肾组织

中炎症因子及丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)信号通路相关蛋白表达的影响。方法将50只雄性BABL／c小

鼠按随机数字表法分为假手术组(砣=8)、模型组(n=10)和EP治疗组(行=32)；EP治疗组再分为EP预处理

组和EP 4、6、12 h处理组，每组8只，分别于制模前30 min及制模后4、6、12 h腹腔注射EP 40 mg／kg。采用

夹闭双肾动脉30 min制备肾1／R损伤模型。于I／R 24 h取肾组织，采用实时聚合酶链反应(PCR)检测白细胞

介素(IL一113、IL一6)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、细胞间黏附分子一1(ICAM一1)、高迁移率族蛋白B1(HMGBl)的

mRNA表达；采用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测MAPK信号转导通路中细胞外信号调节激酶

1／2(ERKl／2)、c—Jun氨基末端蛋白激酶(JNK)、p38MAPK等的蛋白表达。结果实时PCR结果显示，与假

手术组比较，模型组小鼠肾组织IL一1p、IL一6、TNF．a、ICAM一1及HMGBl的mRNA表达均显著增高(IL一16：

12．05士8．08比3．18士1．13；IL一6：10．26±6．85比0．81士0．34；TNF—a：5．83士3．85比0．67士0．34；ICAM一1：

3．87士2．02比0．29士0．13；HMGBl：652．82士78．50比112．31士32．50，均P<O．05)；而EP各处理组能显著

抑制上述炎症因子的表达，尤其以12 h处理组最为显著，分别为0．45士0．26、0．66士0．13、0．21士0．11、

0．05士0．02、212．26士3．20(均P<O．05)。Western blotting结果显示，与假手术组比较，模型组小鼠肾组织

磷酸化的ERKl／2、JNK、p38MAPK蛋白表达均显著升高(p—ERKl／2：1．13土0．38比0．48士0．34}P—JNK：

1．40士0．15比0．36士0．15，p—p38MAPK：0．47士0．15比0．21士0．17，均P<0．05)I与模型组比较，EP各处

理组在不同时间点均能显著抑制ERKl／2、JNK、p38MAPK的活化(均P<0．05)。结论EP能有效防治小鼠

I／R肾脏损伤，可能与其调控炎症相关因子及MAPK信号转导的表达有关。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of ethyl pyruvate(EP)on expression of proinflamma—

tory related gene and proteins of mitogen—activated protein kinase(MAPK)in renal tissues in ischemic／

reperfusion(I／R)injury in mice．Methods Fifty male BABL／c mice were randomly divided into sham

operation group(咒=8)，model group(咒一10)，and EP treatment group(，z一32)．EP treatment group was

subdivided into EP pretreatment group(administration of 40 mg／kg EP 30 minutes before reproduction of

model，n一8)，and 4，6 and 12 hours treatment groups(administration of 40 mg／kg EP 4，6 and 12 hours

after reproduction of model，respectively。n一8 in each group)．Bilateral renal artery was occluded with a

microvascular clamp for 30 minutes to reproduce kidney I／R injury model。and the kidney was harvested at

24 hours after I／R．The mRNA expressions of interleukins(IL一16，IL一6)，tumor necrosis factor—a(TNF—a)，

intercellular adhesion molecule一1(ICAM一1)and high—mobility group box 1(HMGBl)were determined by

real time reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)．The changes in protein levels of

MAPKs[extracellular regulated protein kinase 1／2(ERKl／2)，coJun N—terminal kinase(JNK)，p38MAPK3

were determined by Western blotting analysis．Results Real—time PCR assay showed that the mRNA

expressions of IL一16，IL一6，TNF—a，ICAM一1，HMGBl in renal tissue were much higher than those in sham

operation group(IL一16：12．05士8．08 vs．3．18土1．13，IL～6：10．26±6．85 vs．0．81土O．34，TNF．a：5．83士

3．85 vs．0．67士O．34，ICAM一1：3．87土2．02 vs．0．29士O．13，HMGBl：652．82士78．50 vs．112．31士32．50，

all P<0．05)；and the expression in EP treatment groups was markedly down—regulated than that in model

group，especially in 12一hour treatment group(0．45±0．26，0．66±0。13，0．21士0．ii，0．05士0．02，

212．26士3．20，respectively，all P<0．05)．Western blotting analysis revealed that the expression of the

phosphorylated forms of ERKl／2，JNK，p38MAPK proteins was significantly higher than in sham operation

group(p—ERKl／2：1．13±O．38 vs．0．48土0．34，p-JNK：1．40土O．15 vs．0．36士O．15，p-p38MAPK：

0．47士0．15 vs．0．21士O．17，aIl P<0．05)；the expression of the phosphorylated forms of ERKl／z，JNK，

p38MAPK in each EP treatment group was significantly down—regulated compared with that in model group
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(all P<0．05)．Conclusion EP can effectively protect kidney from acute injury produced by I／R，which may

be related to the regulation of proinflammatory genes and the MAPKs in renal tissue．

[Key words]Ethyl pyruvate I Renal isehemia／reperfusion injury；Inflammatory factor Mitogen—

activated protein kinase， Kidney

目前，急性肾衰竭(ARF)在住院患者中发病率

为5％，在重症监护病房(ICU)患者中占30％，且病

死率高达45％。尽管支持替代技术有了长足进步，

但近40年来ARF的发病率及病死率仍居高不下。

在人及动物的缺血性ARF研究中，越来越多的证

据表明炎症起着重要的调节作用。

在体内外的研究中发现，丙酮酸乙酯(EP)具有

强大的抗炎症作用[1-3]。在许多动物及细胞缺血缺氧

性损伤模型中发现，EP能改善其导致的损伤[4。6]。为

此，本研究中拟观察肾缺血／再灌注(I／R)损伤小鼠

不同阶段使用EP后肾功能的改变，同时对炎症相

关因子及丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)3条通路的

蛋白表达进行分析，探讨EP对肾I／R损伤的防治

及可能机制。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型建立：50只雄性BABL／c小

鼠，8周龄，体重18～21 g，购自中国科学院上海实

验动物中心，动物合格证号：SCXX(沪)2007—0005，

SYXK(沪)2003—2007。按随机数字表法分为假手术

组(8只)、模型组(10只)、EP治疗组(32只)；EP治

疗组再分为EP预处理组和EP 4、6、12 h处理组，

每组8只。采用夹闭双肾动脉30 min制备小鼠肾

I／R损伤模型口]。EP治疗组于制模前30 min及制模

后4、6、12 h分别腹腔注射EP(购自美国Aldrich公

司，由乳酸林格液稀释成不同浓度)40 mg／kg；模型

组和假手术组给予等量生理盐水。各组于I／R

24 h取肾组织备检。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

1。2．1实时聚合酶链反应(PCR)检测细胞因子

mRNA表达：取50～100 mg小鼠肾组织，加1 ml

TRIzol匀浆后抽提RNA，测定并评估纯度。用表达

莫洛尼鼠白血病病毒(M—MLV)的逆转录酶将样品

RNA逆转录为eDNA。将标准样品和待测样品进行

实时PCR扩增和检测。使用ABI相关软件设计内

参照p肌动蛋白([3-aetin)、自细胞介素(IL、113、
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IL一6)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、细胞间黏附分子一1

(ICAM一1)、高迁移率族蛋白B1(HMGBl)等PCR

引物序列，并由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。反应总体系10肛l，每个标本2--一3个复孔。

用SYBR Green法严格按试剂盒(美国ABI公司)

说明书进行。反应条件：50℃2 min；95℃10 min；

95℃15 S；60℃1 min；95℃15 S；60℃15 S；95℃

15 S，共40个循环。定量值来自阈循环值(Ct)，每个

样本根据其[3-actin的含量进行校正。待测基因的

mRNA相对表达量一2一蛐。

1．2．2蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

细胞因子蛋白表达：取250～500 mg小鼠肾组织，

匀浆后抽提总蛋白。将样品和生物素标记的蛋白质

标准分别上样，经十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS—PAGE)分离，按Bio—Rad蛋白转移装置

说明操作，行膜封闭和抗体孵育，加辣根过氧化物酶

(HRP)标记的三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)抗体

(—抗p38MAPK、磷酸化p38MAPK(p—p38MAPK)、

细胞外信号调节激酶1／2(ERKl／2)、磷酸化

ERKl／2(p—ERKl／2)、c—Jun氨基末端蛋白激酶

(JNK)、磷酸化JNK(p—JNK)、GAPDH及HRP结

合的二抗、抗生物素抗体购自上海康成生物工程公

司]，化学发光法检测、孵育，X线胶片曝光显影，图

片扫描，用图像分析软件将特异条带灰度值数字化。

以目的蛋白的灰度值与内参照GAPDH的灰度值

比值来校正误差，所得结果为蛋白相对含量。

1．3统计学分析：数据以均数土标准差(z±s)表

示，采用SPSS 10．0软件进行成组间方差分析和两

样本均数比较的t检验，P<0．05为差异有统计学

意义。

2结 果

2．1 EP对肾I／R损伤小鼠肾功能的影响(表1)：

模型组尿素氮(BUN)和肌酐(Cr)显著高于假手术

组(均P<0．05)。EP各处理组BUN、Cr显著低于

模型组(均尸<o．05)。说明EP防治均可减轻肾I／R

损伤。

2．2 EP对肾I／R损伤中肾组织炎症因子mRNA

表达的影响(表1)：模型组肾组织中促炎症因子

IL一1B、IL一6、TNF—a、ICAM一1及HMGBl的mRNA

表达明显高于假手术组(均P<O．05)；EP在不同时
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裹l EP对肾缺血／再灌注损伤小鼠肾功能及肾组织炎症因子mRNA表达的影响(z±s)

组别 动物数BUN(mmol／L)Cr(pmol／L)IL一16 mRNA IL一6 mRNA TNF一口mRNA ICAM一1 mRNA HMGBI mRNA

假手术组8 6．4+-1．0 12．3士6．0 3．18士1．13 0．81士0．34 0．67士0．34 0．29士0．13 112·31士32·50

模型组 10 41．8士5．2t 33．4土15．3a 12．05士8．08‘10．26士6．858 5．83士3．85。 3．87士2．02。 652．82士78·504

EP预处理组 8 12．7土3．3Ib 27．1士3．8- 1．92士0．856 7．97士3．828 1．64土0．956 0．35土0．186 91．53士42·70。

EP 4 h处理组 8 16．94-7．2,b 17．2士3．3‘ 1．27士0．84“4．56士2．87”0．87士0．486 0．62士0．21” 99．83士39．20。

EP 6 h处理组 8 17．6士2．9ab 21．4士5．1- 1．06+0．58”4．02士2．95”0．59士0．326 1．35土0．924 176．50+51．70”

EP 12 h处理组 8 19．9±15．9ab 16．6士0．4‘0．45士0．26”0．66±0．136 0．21士0．116 0．05士0．025 212．26士3．200

注：EP：丙酮酸乙醇，BUN：尿素氮，Cr：肌酐，IL一16：白细胞介素一1p，IL一6：白细胞介索一6，TNF—a：肿瘤坏死因子一a，ICAM一1：细胞间黏附分

子一1，HMGBl：高迁移率族蛋白B1}与假手术组比较，8P<0．05；与模型组比较，6P<0．05

表2 EP对肾缺血／再灌注损伤小鼠肾组织MAPK信号通路蛋白表达的影响。士s)

组别 动物数 ERKl／2 JNK p38MAPK p-ERKl／2 p-JNK p-p38MAPK

假手术组 8 1．09士0．19 1．10士0．23 0．46士0．08 0．48土0．34 0．36土0．15 0．21士0·17

模型组 10 1．13士0．28 1-27士0．39 0．47士0．06 1．13士0．38。 1．40土0．155 0．47士0．15。

EP预处理组 8 1．09士0．42 1．29士0．23 0．42士0．09 1．OO士0．27‘ 1．06士0．35”0．33士0．19”

EP 4 h处理组 8 1．23士0．57 1．29士0．27 0．48士0．10 0．95士0．44。0．82士0．16”0．21士0．136

EP 6 h处理组 8 1．10士0．22 1．08士0．27 0．44士0．03 0．74土0．396 0．88士0．12”0．08士0．060

EP 12 h处理组 8 1．19士0．24 1．39士0．50 0．44士0．08 0．86±0．44“0．93±0．14”0．32士0．21

注：EP：丙酮酸乙酯，MAPK；丝裂素活化蛋白激酶，ERKl／2：细胞外信号调节激酶1／2，JNK：e-Jun氨基末端蛋白激酶，p-ERKl／2：磷酸化

ERKl／2。P—JNK：磷酸化JNK，p-p38MAPK：磷酸化p38MAPK}与假手术组比较，4P<O．05；与模型组比较，6P<O．05

间点进行干预对上述细胞因子均有不同程度的抑制

作用，尤其在I／R后6 h、12 h使用EP，对早、晚期

炎症因子的释放更有显著抑制效应。

2．3 EP对肾I／R损伤MAPK信号通路蛋白表达

的影响(表2；图1)：各组间非磷酸化的ERKl／2、

JNK、p38MAPK蛋白表达差异均无统计学意义。假

手术组P—ERKl／2、P—JNK、P—p38MAPK蛋白表达

很低；模型组p-ERKl／2、P—JNK、P—p38MAPK呈高

表达(均P<O．05)；EP在不同时间点进行干预对

P—ERKl／2、p-JNK、P—p38MAPK蛋白表达均有抑

制作用(均P<O．05)。

3讨论

有证据表明，ARF是一种炎症性疾病[8]。在肾

I／R损伤中，炎症反应可导致内皮激活和损伤，提高

内皮和白细胞黏附及捕获功能，亦能上调黏附分子

来促进内皮细胞反应。ICAM一1在肾损伤中的作用

已初步阐明，使用抗ICAM一1抗体能有效保护肾

I／R损伤，而ICAM一1剔除的小鼠肾I／R损伤减

轻Ⅲ。还有研究发现，小管上皮细胞在缺血性损伤后

也可能产生某些介质导致炎症反应，包括促炎症因

子及某些趋化因子；并发现炎症介质在上皮细胞脱

落中起作用，且参与了小管损伤的病理过程；促炎症

因子如TNF—q、IL一1和*干扰素(IFN一-／)能破坏细

胞基质连接依赖的p1整联蛋白，诱导细胞脱落人小

管腔[10|。另外，HMGBl由坏死细胞被动释放能引发

EP：丙酮酸乙醇，MAPK：丝裂索活化蛋白激酶，GAPDH：三磷

酸甘油醛脱氢酶，ERKl／2：细胞外信号调节激酶1／Z，

p—ERKl／2：磷酸化ERKl／2，JNK：c-Jun氨基末端蛋白激酶，

p—JNK：磷酸化JNK，P—p38MAPK：磷酸化p38MAPK；1：假手

术组，2：模型组，3：EP预处理组，4～6：EP 4、6、12 h处理组

田1蛋白质免疫印迹法检测EP对肾缺血／再灌注

损伤小鼠肾组织MAPK信号通路蛋白表达的影响

炎症，产生多种细胞因子，无论是体外还是体内的实

验均可说明HMGBl在炎症中的核心地位[1¨，也提

示HMGBl可能成为治疗干预的新靶点。

MAPK在炎症条件下被激活，并与炎症因子问

存在调控关系，炎症生成的介质可通过激活MAPK

通路增加细胞表面黏附分子的表达，并促进细胞间

黏附和炎症的进展。在细胞应激和应用顺铂导致肾
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细胞DNA损伤的实验中，发现其激活了ERKl／2

和JNK两条MAPK途径，这两条途径激活后的平

衡被认为能决定I／R细胞的命运，通过上调内源性

ERKl／2或抑制JNK能改善氧化导致的坏死n 2‘。相

对于JNK信号通路的活化，预缺血后ERKl／2信号

通路本身既与预后良好有关，也是预后良好的标志，

但ERKl／2通路的激活也可能参与了肾小管细胞

的损伤。在体外小鼠近端肾小管上皮细胞中证实

ERKl／2通路的激活能减轻H202对细胞的损伤}

而使用ERK抑制剂U0126能减轻顺铂诱导的小鼠

肾损害[13|。这些均显示MAPK途径在决定细胞命

运上起着决定性的作用。

本研究显示：EP能降低小鼠肾I／R损伤后升

高的BUN和Cr，I／R后促炎症因子IL一18、IL一6、

TNF-a、ICAM一1及HMGBl的mRNA表达增高，

而EP防治对上述因子能产生不同程度的抑制作

用，说明炎症参与了BABL／c小鼠I／R损伤的发生；

I／R 24 h后有MAPK信号通路的蛋白表达，且

P—ERKl／2、p-JNK及p—p38MAPK表达较假手术

组显著增高，I／R后4"12 h使用EP虽然对总胞内

激酶的表达无明显影响，但能明显抑制MAPK信

号转导3条通路蛋白的磷酸化活性，结合其对肾功

能血清学的改善，我们有理由认为EP通过抑制

MAPK通路减轻I／R诱导的损伤。由于我们没能对

MAPK活性进行动态监测，对肾组织中MAPK的

表达并没有做到精确的定位分析；且由于MAPK

信号通路问的交互作用，是否存在着其他的调节途

径，亟需今后进一步的研究。
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在高级生命支持期间用人体模型随机研究社会情绪压力对心肺复苏质量的影响

·科研新闻速递·

近期一项由挪威Stavanger教育与研究模拟医学中心设立的Stavanger急症医学基金支持的研究拟通过人体模型，评估

社会情绪压力是否会影响心肺复苏时高级生命支持(ALS)的效果。研究者使用随机交叉试验，由19个参与ALS的院前救护

组随机分为对照组(无社会情绪压力)、试验组(有社会情绪压力)。社会情绪压力包括作为模拟医师身份患者的失望朋友，讲

一门外语，不熟悉当前的复苏准则，手边的临床资料不充分，总是怀疑院前急救工作；并利用电视和电话形成视听干扰。主要

指标是评判心肺复苏质量的胸部按压深度、胸部按压速率、胸部按压暂停时间(无流量比)及气管插管后机械通气率；次要指

标是评价社会情绪压力、医务人员主观工作量、挫折感和现实感。在试验组和对照组中，胸部按压深度、速率、胸部按压暂停时

间、机械通气率均无明显差异，而试验组医务人员的主观工作量、挫折感和现实感则明显升高了。可见，在有社会情绪压力下，

实施ALS增加了主观工作量、挫折感和现实感，但对心肺复苏的质量无明显影响。

崔倩，编译自(Crit Care Med》，2010—11—11(电子版)；尹明，审校
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