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TLR2促进大鼠肾缺血再灌注损伤中的炎症反应和氧化应激 *

刘尊伟 郭启航 胡筱筠 丁晨光 郑 瑾 李 杨△

（西安交通大学第一附属医院肾移植科 陕西西安 710061）

摘要 目的：探究肾缺血再灌注损伤对 Toll样受体 2（Toll-like receptors 2, TLR2）信号路径的影响，以及 TLR2在肾缺血灌注中的

作用。方法：将 21只Wistar大鼠随机分为假手术组（Sham）、肾缺血再灌注模型组（I/R）和 T2.5处理组（T2.5）。缺血再灌注 24小时

后，采集心脏血和左肾组织。对肾组织进行病理学分析，采用试剂盒检测血清肌酐（Cr）和血尿素氮（BUN）水平，采用酶联免疫吸

附试验（ELISA）和免疫印迹分析（Western blot）检测肾组织炎症和氧化应激变化。结果：与假手术组相比，模型组大鼠肾组织出现

明显损伤，T2.5处理能有效改善肾组织损伤，差异具有统计学意义（P＜0.05）。与假手术组相比，模型组大鼠血清 Cr、BUN水平显

著上升，而 T2.5能显著抑制血清 Cr、BUN升高、减轻肾损伤（P＜0.05）。与假手术组相比，模型组大鼠肾组织 TLR2、TLR4相对表

达量显著上升，T2.5能显著抑制肾组织 TLR2、TLR4的升高，调节 TLR信号通路（P＜0.05）。与假手术组相比，模型组大鼠的

NF-kB表达及磷酸化水平显著上升（P＜0.05），T2.5能够显著下调 I/R大鼠的 NF-kB磷酸化水平（P＜0.05），对 NF-kB的表达则无

明显影响（P＞0.05）。与假手术组相比，模型组大鼠肾组织中促炎因子 IL-6、IL-1茁和 TNF-琢的浓度均显著上升（P＜0.05），T2.5能

通过显著下调 IL-6和 IL-1茁水平来改善 I/R大鼠的炎症水平（P＜0.05），但对 TNF-琢的水平无明显影响（P＞0.05）。与假手术组相

比，模型组大鼠的 SOD活力显著下降，T2.5能显著逆转该下降趋势（P＜0.05）；而模型组大鼠的 MDA活力显著上升（P＜0.05），

T2.5处理对 I/R大鼠的MDA活力无明显影响（P＞0.05）。结论：TLR2在缺血再灌注损伤中促进了炎症反应和氧化应激，其机制

与激活 TLR信号路径，促进 NF-kB磷酸化，进一步调节促炎因子的释放和抗氧化酶的活性有关。
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TLR2 Promotes Inflammatory Response and Oxidative Stress in Rat Renal

Ischemia-Reperfusion Injury*

To explore the effects of renal ischemia-reperfusion injury (RIRI) on the TLR2 signaling pathway and the

role of TLR2 in RIRI. Twenty-one Wistar rats were randomly divided into sham operation group (Sham), renal ischemia reper-

fusion model group (I/R) and T2.5 treatment group (T2.5). After 24 hours of ischemia-reperfusion, heart blood and left kidney tissue were

collected. Pathological analysis of renal tissue was observed, and serum creatinine (Cr) and blood urea nitrogen (BUN) were detected by

kit. Inflammation and oxidative stress of renal tissue were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and Western blot

analysis. Compared with the sham group, the renal tissue of the model group showed obvious damage, and the renal structure of

the T2.5 group performed well, the difference was statistically significant (P<0.05). Compared with the sham group, the Serum Cr and

BUN levels significantly increased in the I/R group, while T2.5 inhibited that increase of serum Cr and BUN and reduced renal damage

of I/R rats (P<0.05). Compared with the sham group, the relative expression of TLR2 and TLR4 significantly increased in the renal tissue

of the I/R group, while T2.5 regulated TLR signaling pathway by inhibiting that increase of TLR2, TLR4 in injured renal tissue (P<0.05).
Compared with the sham group, the expression of NF-kB and its phosphorylation both significantly increased in the I/R group (P<0.05).
T2.5 significantly down-regulated the phosphorylation of NF-kB in I/R rats (P<0.05), while had no significant effect on NF-kB expres-

sion (P>0.05). Compared with the sham group, the concentrations of pro-inflammatory factors IL-6, IL-1茁 and TNF-琢 significantly in-

creased in the renal tissue of I/R group(P<0.05). T2.5 can promote the inflammation of I/R rats by down-regulating IL-6 and IL-1茁 levels

(P<0.05), while had no significant effect on TNF-琢 level (P>0.05). Compared with the sham group, the SOD activity significantly de-
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creased in the I/R group, T2.5 significantly reversed this decreasing by upregulating SOD activity(P<0.05). MDA activity in the I/R group

was significantly increased than sham group (P<0.05), while T2.5 had no significant effect on MDA activity in I/R rats (P>0.05).
TLR2 promotes inflammatory response and oxidative stress in ischemia-reperfusion injury by activating TLR signaling pathway,

up-regulating the phosphorylation of NF-资B, further regulating the release of pro-inflammatory factor and activity of antioxidant en-

zymes.

Kidney injury; Ischemia-reperfusion; TLR2; Inflammation; Oxidative stress

前言

肾缺血再灌注损伤（Renal ischemia-reperfusion injury, RIR-

I）是造成急性肾损伤的主要原因之一，缺血性急性肾损伤的死

亡率高达到 50%。氧化应激和炎症反应被认为在急性肾缺血损

伤中起到了关键作用[1]。氧化应激是由自由基在体内产生的一

种负面作用，能够引发氧化性 DNA损伤与细胞死亡等多种不

可逆后果[1,2]。炎症则是 RIRI中的常见现象，在病理生理学中表

现出重要的作用。

Toll样受体（Toll-like receptors, TLRs）是参与非特异性免

疫的一类重要蛋白质分子，也是连接非特异性免疫和特异性

免疫的桥梁，在缺血再灌注损伤中发挥了重要作用[3-7]。急性肾

损伤期间，TLRs的激活能引发机体的炎症反应[3]。TLR2和 TLR4

敲除的小鼠肾损伤减轻[5,8]。TLR介导的信号途径与氧化应激

间也有着相互影响。由 ROS介导的氧化应激能够诱导 TLR10

的表达[9]。抑制 SOD2可改善人胃癌细胞中 TLR2诱导的代谢

转变[10]。在慢性肾病模型中，抑制 TLR/NF-资B 途径不仅能下
调 TLR2、TLR4和 NF-资B的表达，还能下调过氧化物歧化酶
（Superoxide Dismutase, SOD）水平[11,12]。

本研究的目的在于探究肾缺血再灌注损伤对 TLR2信号

路径的影响，以及 TLR2在肾缺血灌注中的作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和实验动物

TLR2、TLR4、NF-资B、p-NF-资B抗体和 T2.5（TLR2单抗）均

购自 Abcam Inc公司；特异性酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂

盒、SOD活力检测试剂盒、MDA水平检测试剂盒、血清肌酐

（Cr）和血尿素氮（BUN）检测试剂盒均购自南京建成生物工程

研究所。

雄性 Wistar 大鼠（200-250 g）21 只来自西安交通大学

(SYXK (陕 )2018-001)，将其置于温度（22 ± 2℃）、湿度

（62-65%）、12小时光照和黑暗交替的房间中，给予标准食物和

水喂养。

1.2 方法

1.2.1 实验分组和处理 实验分为假手术组（Sham）、缺血再

灌注模型组（I/R）和 T2.5处理组（T2.5）（每组 n=7）。缺血再灌

注损伤造模[13]过程为：通过腹膜内注射戊巴比妥钠（40 mg/kg）

麻醉大鼠。在腹部正中切口后，迅速用动脉夹将左肾动脉夹闭

45 min，之后松开夹子恢复血流，观察肾脏恢复情况后缝合切

口。假手术组大鼠在不夹闭动脉、不注射 T2.5的情况下进行相

同的手术操作。T2.5处理组在即将再灌注前，在无菌环境中迅

速通过静脉注射 T2.5，注射量为：根据大鼠体重每克注射 10 滋g
T2.5。手术后，将大鼠置于 37℃的加热垫上直至恢复意识。再灌

注 24小时后，取心脏血液并处死所有动物。取出左肾，一部分

固定在 10%福尔马林中并包埋在石蜡中，另一部分立即储存在

-80℃中备用。

1.2.2 组织病理学检查 肾脏组织经过固定和包埋处理，得到

4 滋m厚的切片用于苏木精和伊红（H&E）染色。根据以下标准
从组织学上评估 I/R诱导的肾损伤[14]，从 0到 4分级：0级，无

肾小管坏死；1级，个别近曲小管细胞坏死；2级，坏死涉及邻近

近曲小管中的所有细胞，周围肾小管存活；3级，坏死局限于近

曲小管的远端三分之一，内皮质受影响；4级，坏死扩散到所有

近曲小管节段。随机选择每个切片中的十个不同视野，在× 400

倍光学显微镜下观察并计算管状损伤评分。

1.2.3 肾功能评估 将血样在 4℃下以 2000× g离心 15 min

以获得血清。按照试剂盒制造商的说明测量血清肌酐（Cr）和血

尿素氮（BUN），用以评估肾功能。

1.2.4 MDA和 SOD水平 用预冷的 PBS洗涤后，将肾组织

切成片段并用玻璃匀浆器在冰上匀浆。将匀浆以 12000× g离

心 10 min，收集上清液。按照试剂盒制造商的说明测量肾组织

中的MDA水平和 SOD活性。

1.2.5 酶联免疫吸附测定（ELISA） 根据 ELISA试剂盒制造

商的说明，检测肾组织中 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的水平。在 450nm

测量 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的光密度（OD）值并计算表达量。

1.2.6 免疫印迹分析（Western blot） 将匀浆的肾组织经裂解

液裂解 30 min，离心提取总蛋白。采用 Bradford法对蛋白进行

定量后，进行 SDS-PAGE电泳分离蛋白，转膜。使用 5% BSA

常温封闭 1 h后加入一抗，4℃孵育过夜后加入二抗，室温孵育

1 h。化学发光法显色，扫描胶片并用 Image J进行灰度分析，以

茁-actin作为内参。
1.3 统计分析

运用 SPSS 20.0软件对实验数据进行统计分析。所有数据

均以平均值± 标准差表示，组间比较采用单因素方差分析

（One-Way ANOVA），多重比较采用 Student-Newman-Keuls检

验（SNK检验）。P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 肾组织病理学

组织切片结果显示，与假手术组相比，缺血再灌注模型组

有显著的组织损伤（P＜0.05），肾小管阻塞，小管细胞脱落，髓

质出血。经过 T2.5处理过后，这些肾损伤发现得到改善（P＜0.05）。

见图 1。

2.2 肾功能变化
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结果显示，模型组大鼠血清 Cr、BUN 水平（2.50± 0.27

mg/dL, 190.09± 15.45 mg/dL）与假手术组（0.78± 0.03 mg/dL,

64.24± 3.52 mg/dL）相比显著上升（P＜0.05）。给予 T2.5处理显

著逆转了因缺血再灌注引起的血清 Cr 和 BUN 水平的升高

（1.02± 0.16 mg/dL, 95.25± 9.73 mg/dL; P＜0.05）。见图 2。

图 1 肾组织病理图和损伤评分

Fig.1 Histopathological examination of the renal tissues and damage score

Note: (a) Histopathological examination of the renal tissues(× 400); (b) Damage score; Compared with sham group,

*P<0.05; Compared with I/R group, #P<0.05.

图 2 血清肌酐与血尿素氮水平变化

Fig. 2 The change of Serum Cr and BUN levels

Note: Compared with sham group, *P<0.05; Compared with I/R group, #P<0.05.

2.3 TLR信号表达变化

结果显示，模型组大鼠肾组织 TLR2、TLR4相对表达量

（0.92± 0.09, 1.21± 0.13）与假手术组（0.38± 0.04, 0.75± 0.03）

相比显著上升（P＜0.05），T2.5处理组的 TLR2、TLR4相对表达

量受到明显抑制（0.62± 0.03, 0.80± 0.02; P＜0.05）。模型组大

鼠的 NF-kB表达及磷酸化水平（0.28± 0.05, 0.18± 0.01）与假

手术组（0.22± 0.02, 0.05± 0.01）相比显著上升（P＜0.05）。T2.5

处理组 NF-kB的磷酸化水平与模型组相比显著下降（0.061±

0.012; P＜0.05），NF-kB的表达无明显变化（P＞0.05）。见图 3。

2.4 炎症反应

结果显示，模型组大鼠中肾组织中促炎因子 IL-6、IL-1茁和
TNF-琢的浓度（0.35± 0.02 ng/mL, 1.2± 0.10 ng/mL, 0.62± 0.02

ng/mL）与假手术组（0.11± 0.02 ng/mL, 0.60± 0.09 ng/mL,

0.34± 0.02 ng/mL）相比均显著升高（P＜0.05）。T2.5的处理能

显著下调因缺血再灌注诱导的 IL-6 和 IL-1茁的上升（0.14±
0.01 ng/mL, 0.73± 0.08 ng/mL; P＜0.05），对 TNF-琢的水平无明
显影响（P＞0.05）。见图 4。

2.5 氧化应激

结果显示，模型组大鼠的 SOD活力（15.03± 2.26 U/mL）与

假手术组（40.89± 1.87 U/mL）相比显著下降（P＜0.05），MDA

活力（42.93± 2.01 U/mL）与假手术组（18.35± 1.44 U/mL）相比

显著上升（P＜0.05）。T2.5能有效逆转因缺血再灌注损伤导致

的 SOD活力下降（31.19± 2.55 U/mL; P＜0.05），对 MDA活力

无明显影响（P＞0.05）。见图 5。

3 讨论

缺血再灌注损伤的特征在于限制器官的血液供应，之后恢

复血流和再氧合。对于机体而言，梗死、败血症和器官移植可能

会带来不可避免的损伤，更可能因此引发炎症级联反应，包括

活性氧自由基，细胞因子，趋化因子和白细胞的激活等，从而进

一步加剧组织损伤[15]。在肾脏中，缺血再灌注损伤能导致急性

肾损伤的发生和发展，后者能引发快速肾功能不全，在临床上

有很高的死亡率[16]。肾脏中 IRI的病理生理学非常复杂，涉及多

种病理途径，例如嗜中性粒细胞的活化，活性氧物质的释放和

其他炎症介质，包括粘附分子和多种细胞因子等。

在本研究中，通过手术成功构建了大鼠肾缺血再灌注损伤

模型，通过组织病理切片观察到缺血再灌注大鼠有显著的肾组

织损伤，肾小管阻塞，小管细胞脱落，髓质出血。肾功能也由于

缺血再灌注出现了异常，在本研究中表现为血清肌酐和血尿素

氮水平显著升高。这些组织与功能的变化与此前多种关于肾损

伤模型研究中的结果相一致[11,14,17-20]。
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图 5 SOD和MDA活力变化

Fig.5 The change of SOD and MDA activity

Note: (a) SOD; (b) MDA; Compared with sham group, *P<0.05; Compared with I/R group, #P<0.05.

图 3 TLR信号表达变化

Fig.3 The expression change of TLR signal pathway

Note: (a) Protein bands of TLR2, TLR4, NF-资B and p-NF-资B in each group; (b) TLR2; (c) TLR4; (d) NF-资B; (e) p-NF-资B; Compared with sham group,

*P<0.05; Compared with I/R group, #P<0.05.

图 4 炎症因子水平变化

Fig. 4 The change of inflammatory cytokines level

Note: (a) IL-6; (b) IL-1茁; (c) TNF-琢; Compared with sham group, *P<0.05; Compared with I/R group, #P<0.05.
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炎症作为 RIRI的常见异常反应，能将各种细胞联系起来，

并在病理生理学中发挥重要作用。炎症介质、ROS和细胞粘附

分子募集白细胞和中性粒细胞浸润到缺血组织，导致白细胞和

内皮细胞相互作用增强，从而促进内皮细胞损伤、肿胀，限制血

流。氧化应激也在 RIRI期间发挥重要作用。受损组织产生 ROS

的量过多从而引起氧化应激，其改变线粒体的氧化磷酸化和加

速 ATP损耗，增加细胞内钙浓度和引起膜磷脂蛋白酶的活化。

再灌注期间的血液可以产生氧自由基，导致脂质过氧化，这是

自由基损伤组织的主要途径。过量的自由基导致膜脂过氧化，

蛋白质和 DNA氧化损伤，促进细胞凋亡和死亡。此外，抗氧化

酶的下调，如过氧化氢酶、超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化

物酶可能也是缺血再灌注损伤的病理生理学原因之一[21,22]。超

氧化物歧化酶（SOD）是生物体内存在的一种抗氧化金属酶，能

够催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和过氧化氢，在机体氧化

与抗氧化平衡中起到至关重要的作用[23,24]。因此，SOD的水平一

定程度上反映了机体氧化应激的水平。而丙二醛（MDA）是膜

脂过氧化最重要的产物之一。在本研究中，缺血再灌注大鼠有

明显的炎症反应和氧化应激，3种典型促炎因子（IL-1茁，IL-6和
TNF-琢）水平显著上升，抗氧化酶 SOD的活力显著降低，MDA

活力显著上升。这些结果进一步证实了炎症反应和氧化应激确

实在缺血再灌注损伤中发挥着重要作用。

先天免疫和炎症反应可以显著调节不同器官的缺血再灌

注损伤[16,25]。而 Toll样受体（TLRs）已被证明在诱导先天免疫和

炎症反应中发挥关键作用[2,25]。Shirali等人的证据表明 TLR2能

在无菌炎症条件下（例如 RIRI）被内源性配体激活，影响肾[26]，

心肌和脑缺血后的恢复[27,28]。在本研究中，通过对缺血后大鼠静

脉注射 TLR2抗体 T2.5，RIRI大鼠肾组织损伤得到改善，血清

肌酐和血尿素氮水平的升高得到下调。由缺血引起的肾脏炎症

显著增强了远端肾小管上皮细胞和集合管内 TLR2 mRNA的

合成[29]。TLR2在肾脏中表现为组成型表达，并通过依赖或不依

赖髓样分化因子 88（MyD88）的途径参与缺血性肾损伤，揭示

内源性肾细胞中的 TLR2相关信号在调节肾缺血性损伤中起

到了主导作用[5,30]。在本研究中，肾脏经过缺血再灌注 24小时

后，TLR2、TLR4 的表达和 NF-kB的磷酸化水平显著上升，抑

制 TLR2后，这些上升趋势随之得到明显抑制。证实 TLR2信

号路径与肾缺血再灌注的重要相关性。Urbschat等人通过在

TLR2-/-和 TLR2+/+小鼠，白细胞或肾 TLR2缺陷的嵌合小鼠中

诱导缺血再灌注损伤，指出肾脏相关 TLR2是导致肾损伤和缺

血再灌注炎症反应的重要引发因子[31]。本研究发现，T2.5的处

理能显著逆转因缺血再灌注诱导的 IL-1茁和 IL-6的上升，以及

SOD活力的下降。而 TNF-琢 和 MDA 水平未受到 T2.5 的影

响。证实 TLR2在缺血再灌注损伤中一定程度的促进了炎症反

应和氧化应激。

综上所述，本研究发现 TLR2在缺血再灌注损伤中促进了

炎症反应和氧化应激，其机制与激活 TLR 信号路径，促进

NF-kB磷酸化，从而进一步调节促炎因子的释放和抗氧化酶的

活性有关。
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