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　　摘　要：目的　探讨ｌｉｖｉｎ在内毒素急性肾损伤大鼠肾组织中的表达情况及其在急性肾损伤细胞凋亡中的作用。方法　建立

内毒素急性肾损伤大鼠模型，应用苏木精伊红染色并检测血肌酐、尿素氮水平观察肾损伤情况；采用免疫组织化学，观察不同时

间点上，内毒素急性肾损伤大鼠肾组织中ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况，分析其变化与肾损伤的关系。结果　与对照组比较，内

毒素大鼠肾组织病理形态学损伤明显，血肌酐及尿素氮水平显著升高（犘＜０．０１），存在急性肾损伤表现。免疫组织化学检测提

示，ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３在内毒素大鼠肾组织中均有阳性表达（犘＜０．０１），且在ｌｉｖｉｎ出现较高水平表达后，随时间推移，ｃａｓｐａｓｅ３表

达增强趋势变缓。结论　ｌｉｖｉｎ参与了内毒素急性肾损伤的发病机制，并可能通过抑制ｃａｓｐａｓｅ３等重要凋亡效应蛋白，发挥减轻

肾损伤、保护肾功能的作用。
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　　内毒素血症极易引发多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）的

出现，而急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是导致 ＭＯＤＳ

的重要组成部分之一，其发生后的病死率可高达７０％
［１］。众

多文献显示，内毒素血症时，肾组织细胞凋亡是ＡＫＩ发生的重

要机制，当抑制肾组织细胞凋亡进程后，肾损伤程度可减

轻［２３］。基于以上研究，本课题拟通过观察内毒素大鼠 ＡＫＩ肾

组织中凋亡抑制蛋白家族新成员———ｌｉｖｉｎ的表达水平变化，

对内毒素ＡＫＩ发病机制进行探讨，为临床诊治内毒素 ＡＫＩ提

供新的途径。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　健康雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠４０只，体质

量２２０～２５０ｇ，由广东医学院实验动物中心提供。将大鼠随机

分为对照组和内毒素组，内毒素组按６、１２、２４ｈ时间点分为３

个亚组，每组１０只。实验前１２ｈ禁食，可自由饮水。对照组经

尾静脉注射生理盐水２ｍＬ，内毒素组经尾静脉注射内毒素

（５．０ｍｇ／ｋｇ，生理盐水稀释至２ｍＬ）。

１．２　主要试剂　内毒素（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｈ０５５：Ｂ５，Ｌ２８８０）美国

Ｓｉｇｍａ公司产品。兔抗大鼠ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３一抗均购自武汉

博士德公司。生物素化羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）购自

Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。

１．３　肾组织形态学观察　于不同时间点处死ＳＤ大鼠。取大

鼠肾组织，１０％福尔马林溶液固定，常规脱水、透明、浸蜡、包

埋、切片、苏木精伊红（ＨＥ）染色后，普通光学显微镜观察形态

学变化。

１．４　血肌酐（Ｃｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ）测定　在不同时间点处死

大鼠时，经心脏采血５ｍＬ，离心后取上清液，保存于－７０℃冰

箱中，待批量检测。用全自动生化分析仪检测 Ｃｒ和 ＢＵＮ

水平。

１．５　免疫组织化学ＳＡＢＣ法检测　按照ＳＡＢＣ法的实验步骤

对大鼠右肾组织进行ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３的免疫组织化学检测，

兔抗大鼠ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３抗体浓度为１∶１５０，阳性对照组滴

加磷酸盐缓冲液代替抗体，ＤＡＢ显色，镜下控制反应时间。显

色后常规脱水，透明，中性树胶封片。将细胞核或细胞质中存

在明确棕色染色作为判定阳性细胞的标准。取各组每时点切
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片５～６张，在相同放大倍数（１０×４０）和光强度下，随机取每张

切片上５个相同面积的视野拍照，并使用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０图

像分析系统测定相应积分光密度值（ＩＯＤ），计算ｌｉｖｉｎ和

ｃａｓｐａｓｅ３表达量。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，数据

均采用狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肾组织形态学改变　在光镜下观察（１０×４０，ＨＥ）可见，

对照组大鼠肾组织中肾小球、肾小管结构完整正常。内毒素６

ｈ组大鼠可见肾小球轻度肿胀，肾小管肿胀较明显，肾间质有

少量炎性细胞浸润；内毒素１２ｈ组大鼠肾小球、肾小管肿胀明

显，游离至肾间质中的炎性细胞数量增多；内毒素２４ｈ组肾小

球可见肿胀明显，结构不清晰，肾小囊腔明显变小狭窄，内皮细

胞和上皮细胞增生，并伴有大量炎性细胞浸润，肾小管排列紊

乱，上皮细胞变性，管腔闭塞。

２．２　各组血清Ｃｒ、ＢＵＮ水平变化　与对照组相比，注射内毒

素大鼠的血清Ｃｒ和ＢＵＮ水平均随时间明显升高，肾功能损

伤明显，见表１。

表１　　不同时间点内毒素ＡＫＩ大鼠血清Ｃｒ和ＢＵＮ

　　　水平（狓±狊，狀＝１０）

组别 Ｃｒ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（μｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ４．１±０．７ ４０．８±４．６

内毒素６ｈ组 ８．８±１．６ａ ６７．９±１２．３ａ

内毒素１２ｈ组 １９．１±３．１ａ １３６．７±１６．８ａ

内毒素２４ｈ组 ２９．２±３．２ａ ２０１．１±２７．７ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．３　各组肾组织ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学表达情况　

对照组中ｌｉｖｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３未见明显表达；内毒素组中，ｌｉｖｉｎ

在注射内毒素６ｈ后的肾小管和肾小球中出现明显表达，肾间

质细胞中也有散在表达，ＩＯＤ 值较对照组显著增高（犘＜

０．０１），之后表达水平逐渐升高，１２ｈ达到最高峰，２４ｈ有所降

低，但ＩＯＤ值与对照组比较，差异仍有统计学意义（犘＜０．０１）；

同时与对照组比较，ｃａｓｐａｓｅ３在内毒素组表达显著增加（犘＜

０．０１），并随时间推移逐渐增高，见表２。

表２　　不同时间点内毒素ＡＫＩ大鼠肾组织ｌｉｖｉｎ和

ｃａｓｐａｓｅ３的ＩＯＤ表达情况（狓±狊，狀＝１０）

组别 ｌｉｖｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ３

对照组 １０３±５７ ６１±２６

内毒素６ｈ组 １８０２±１１５ａ ２０６±４８ａ

内毒素１２ｈ组 ６０２２±１９４ａ ６２２±３３ａ

内毒素２４ｈ组 ４７８０±１８２ａ ７８６±５２ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

３　讨　　论

本研究显示，内毒素组随着时间延长，肾脏的病理性损伤

越来越严重；同时，判定 ＡＫＩ的血清Ｃｒ和ＢＵＮ也明显升高，

且随着时间的推移呈逐渐上升趋势。这与内毒素导致ＡＫＩ的

相关报道一致［４］。

众多研究证实，内毒素血症发生时，肾组织细胞凋亡是内

毒素导致 ＡＫＩ发生的重要机制，此时急性损伤的肾组织中

ｃａｓｐａｓｅ３表达显著增高，而ｃａｓｐａｓｅ３正是决定细胞凋亡的关

键效应酶［２，５７］。本研究也发现，注射内毒素的大鼠肾组织中

ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平也显著升高，并随时间推移逐渐上升，呈

现出与ＡＫＩ逐渐加重表现相一致的规律。

１９９３年，Ｍｉｌｌｅｒ等发现了有着强大抗凋亡作用的ＩＡＰ家

族，ｌｉｖｉｎ是该家族的最新成员，其含有的ＢＩＲ２功能区具有能

与ｃａｓｐａｓｅ３结合并抑制其活性的作用，而ＢＩＲ３功能区更能直

接与ｃａｓｐａｓｅ３结合发挥抑制凋亡的作用
［８］。本研究中，内毒

素组各时间点肾组织中ｌｉｖｉｎ表达水平均显著高于对照组，当

其在１２ｈ表达最强后，一直呈快速增高的ｃａｓｐａｓｅ３水平出现

表达上升趋势变缓的表现，这与同是ＩＡＰ家族成员的ｓｕｒｖｉｖｉｎ

在ＡＫＩ表达情况相类似
［９１０］。因此，ｌｉｖｉｎ在内毒素 ＡＫＩ大鼠

肾组织中的表达可能起着通过抑制肾细胞凋亡来减轻肾脏组

织损伤，促进其修复再生的作用。ｌｉｖｉｎ表达的高低与肾组织损

伤的严重程度存在一定关系，但具体在其中发挥作用的机制和

实际意义还需要进行更为深入的研究。
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