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ＭＩＦ抑制剂 ＩＳＯ-１通过减轻氧化应激、
炎症反应和细胞凋亡缓解脓毒症诱导的急性肾损伤

殷富康，张晓霞，杨小军，李吉明
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摘要　目的　探究巨噬细胞移动抑制因子（ＭＩＦ）抑制剂（Ｓ，Ｒ）-３-（４-羟苯基）-４，５-二氢-５-异噁唑乙酸甲酯（ＩＳＯ-１）对脓毒症
诱导的急性肾损伤（ＡＫＩ）的作用及相关机制。方法　将人肾小管上皮细胞系ＨＫ-２分为Ｃｏｎ组（不做任何处理），ＩＳＯ-１组（１０
μｇ／ｍｌＩＳＯ-１处理２４ｈ），ＬＰＳ组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理２４ｈ），ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理２４ｈ后加入１０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１处
理２４ｈ）。ＥＬＳＩＡ检测各组细胞上清液中肿瘤坏死因子-α（ＴＮＦ-α）、白介素-１β（ＩＬ-１β）、白介素-６（ＩＬ-６）含量；６-羧基-２′，７′-二
氯二氢荧光素二乙酸酯荧光指示剂（ＤＣＦＨ-ＤＡ）法检测细胞中活性氧（ＲＯＳ）含量变化，ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞中核转录因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）、Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（Ｋｅａｐ１）、血红素加氧酶１（ＨＯ-１）和凋亡相
关蛋白Ｂ淋巴细胞瘤-２基因产物（Ｂｃｌ-２）、Ｂｃｌ-２关联Ｘ蛋白（Ｂａｘ）及裂解型半胱氨酸蛋白酶-３（ｃ-ｃａｓｐａｓｅ-３）的表达。采用盲
肠结扎穿刺法（ＣＬＰ）建立脓毒症小鼠模型，分为假手术（Ｓｈａｍ）组，ＩＳＯ-１对照（ＩＳＯ-１）组，盲肠结扎穿刺（ＣＬＰ）组和ＩＳＯ-１治疗
（ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１）组。实验结束后，取小鼠肾组织进行 ＨＥ染色观察各组小鼠肾组织病理改变，检测血尿素氮（ＢＵＮ）、血肌酐
（Ｓｃｒ）和肾组织中髓过氧化酶（ＭＰＯ）含量、谷胱甘肽（ＧＳＨ）及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，并通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾组织中
上述ＭＩＦ因子和Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路和凋亡相关蛋白的表达。结果　与 Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组和 ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组 ＨＫ-２细胞中
ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β、ＩＬ-６含量、ＴＵＮＥＬ阳性率和细胞中 ＲＯＳ含量及 Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与 ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３的蛋白表达均升高（Ｐ＜０.０５），而
Ｎｒｆ２、ＨＯ-１和Ｂｃｌ-２蛋白降低（Ｐ＜０.０５）；ＩＳＯ-１组无明显变化（Ｐ＞０.０５）。与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组细胞中 ＴＮＦ-α、ＩＬ-
１β、ＩＬ-６含量、ＴＵＮＥＬ阳性率和细胞中ＲＯＳ含量及Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３的蛋白表达均降低（Ｐ＜０.０５），而 Ｎｒｆ２、ＨＯ-１和
Ｂｃｌ-２蛋白表达升高（Ｐ＜０.０５）。小鼠实验结果显示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组与 ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组小鼠肾组织损伤严重，血清
ＢＵＮ、Ｓｃｒ含量及肾组织中ＭＩＦ、Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３蛋白表达升高（Ｐ＜０.０５），而ＧＳＨ、ＳＯＤ活性及Ｎｒｆ２、ＨＯ-１、Ｂｃｌ-２蛋白
表达降低（Ｐ＜０.０５）；ＩＳＯ-１组无明显变化（Ｐ＞０.０５）；与 ＣＬＰ组相比，ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组上述指标改善（Ｐ＜０.０５）。结论　ＭＩＦ
特异性抑制剂ＩＳＯ-１可能在体内外通过Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路抑制氧化应激、炎症反应和细胞凋亡，改善脓毒症诱导的ＡＫＩ。
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　　近年来，尽管抗生素广泛应用以及对症支持治
疗普及，脓毒症依然是重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅ
ｕｎｉｔｓ，ＩＣＵ）中死亡的主要原因［１］。据统计，我国

ＩＣＵ中脓毒症患者的病死率为３５.５％，而累及器官
功能障碍的重症脓毒症患者的病死率则高达５０％
以上，严重威胁着患者的生命和健康［１］。急性肾损

伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是重症脓毒症最常见
和最主要的并发症之一，然而，目前尚无有效的治疗

方法，这可能与其病理生理机制尚未完全阐明有

关［２］。研究［２］表明，脓毒症诱导的 ＡＫＩ发病机制复
杂，主要包括炎症损伤、氧化应激和细胞凋亡等。其

中，氧化应激与炎症反应相互促进，在 ＡＫＩ中起着
重要作用［３］。巨噬细胞移动抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）作为一种多功能的
促炎因子，已被证明是脓毒症的生物标志物［４］。

（Ｓ，Ｒ）-３-（４-羟苯基）-４，５-二氢-５-异噁唑乙酸甲酯
［（Ｓ，Ｒ）-３-（４-ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）-４，５-ｄｉｈｙｄｒｏ-５-ｉｓｏｘ-
ａｚｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＩＳＯ-１］是ＭＩＦ特异性抑制剂，已被
证明可通过抑制氧化应激和炎症反应在缺血性脑损

伤和缺血／再灌注肝损伤中发挥保护作用［５］。然

而，外源性给予 ＩＳＯ-１是否能够缓解脓毒症 ＡＫＩ尚
不清楚。该研究旨在通过体内外实验探讨 ＩＳＯ-１缓
解脓毒症ＡＫＩ的疗效及其作用机制。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系和实验动物　人肾小管上皮细胞系
ＨＫ-２（中国科学院上海细胞库，货号：ＳＣＳＰ-５２０７）。
４０只８周龄雄性 Ｃ５７Ｂ６小鼠购自新疆医科大学实
验动物中心，体质量２２～２５ｇ，饲养于恒温（２２～２５
℃）、恒湿（５５％～７５％）、配备１２ｈ／１２ｈ光照／黑暗
循环的标准 ＳＰＦ级鼠房。小鼠饲喂标准啮齿类动
物饲料，可以自由采食和饮水。适应性饲养一周。

所有动物实验均经本院伦理委员会批准（伦理号：

ＩＡＣＵＣ２０２００３１８-１４）
１．１．２　主要试剂和仪器　ＣＣＫ-８细胞增殖检测试
剂盒（货号：９６９９２）、６-羧基-２′，７′-二氯二氢荧光素
二乙酸酯荧光指示剂（ＤＣＦＨ-ＤＡ）试剂盒（货号：
Ｄ６８８３）、ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒（货号：ＱＩＡ３３）（美
国 Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ公司）。ＤＭＥＭ 培养基（货号：
ＳＨ３００２１.０１）、胎牛血清（货号：ＳＨ３０４０６.０２）（美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）。青－链霉素混合液（美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，货号：１５１４０-１２２）；脂多糖（ｌｉｐｏｌｙａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，货号：００-４９７６-９３）。肿瘤坏
死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，ＴＮＦ-α）（货号：
ＱＴＡ００Ｃ）、白 介 素 （ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ，ＩＬ）-１β（货 号：
ＱＬＢ００Ｂ）和 ＩＬ-６（货号：Ｑ６０００Ｂ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（美
国 Ｒ＆Ｄ公司）。血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ＢＵＮ）（货号：Ｃ０１３-２-１）、血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）（货号：Ｃ０１１-２-１）、髓过氧化酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉ-
ｄａｓｅ，ＭＰＯ）（货号：Ａ０４４-１-１）、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉ-
ｏｎｅ，ＧＳＨ）（货号：Ａ００５-１-２）、超氧化物歧化酶（ｓｕ-
ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）（货号：Ａ００１-３-１）的商品
化检测试剂盒（南京建成生物科技有限公司）。ＩＳＯ-
１（货号：Ｓ７７３２，美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）。苏木精 －伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，ＨＥ）试剂盒（货号：Ｃ０１０５）、
ＲＩＰＡ裂解液（货号：Ｐ００１３Ｂ）（上海碧云天生物科技
有限公司）。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司，货号：２３２２５）。兔抗Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋
白１（Ｋｅｌｃｈ-ｌｉｋｅｅｐｉｃｈｌｏｒｏｈｙｄｒｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｋｅａｐ１）（货号：８０４７）、核转录因子 Ｅ２相关因子 ２
（ｎｕｃｌｅａｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２-ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，Ｎｒｆ２）（货号：
１２７２１）、血红素加氧酶-１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ-１）
（货号：４３９６６）、ＭＩＦ（货号：８７５０１）、Ｂ细胞淋巴瘤相
关蛋白-２（Ｂ-ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ-２，Ｂｃｌ-２）（货号：４２２３）、
Ｂｃｌ-２关联Ｘ蛋白（Ｂｃｌ-２ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）（货号：５０２３）和裂解型半胱氨酸蛋白酶-３

（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ-３，ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３）（货号：９５７９）及
ＧＡＰＤＨ（货号：２１１８）单克隆抗体，山羊抗兔二抗（货
号：７０７４）（美国 ＣＳＴ公司）。ＥｃｌｉｐｓｅＴｉ-ｓ型荧光显
微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司），Ｆ５０型酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ
公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞分组、处理和细胞增殖实验　细胞实验
１：ＨＫ-２细胞培养于含１０％胎牛血清和１％青 －链
霉素的ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中。将生长状态良好的 ＨＫ-２细胞按１×１０４个／
孔接种至９６孔板中，培养贴壁后，加入不同浓度的
ＬＰＳ（０、０.１、１、５、１０、５０、１００μｇ／ｍｌ）刺激２４ｈ，每个
浓度设置５个复孔，０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理的细胞作为对
照组。刺激结束后，每孔加入１０μｌＣＣＫ-８试剂，孵
育２ｈ后，在４５０ｎｍ波长处检测吸光度值。细胞实
验２：选择１０μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ与不同浓度的ＩＳＯ-１（０、
０.１、１、５、１０、５０、１００μｇ／ｍｌ）继续处理ＨＫ-２细胞２４
ｈ，并以１０μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ和０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１联合处理
的细胞为对照组（Ｃｏｎ组）。按上述方法检测每孔
４５０ｎｍ波长处吸光度值，计算细胞增殖率。细胞实
验３：将细胞分为 Ｃｏｎ组（不做任何处理），ＩＳＯ-１组
（１０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１处理２４ｈ），ＬＰＳ组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ
处理２４ｈ），ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组（１０μｇ／ｍｌＬＰＳ处理２４ｈ
后加入１０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１处理２４ｈ），作为后续细胞实
验分组。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ实验　收集各组细胞培养上清液，
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上清液，按照ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明书检测ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β和ＩＬ-６的分泌水平。
１．２．３　活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测
　按５×１０５个／孔接种 ＨＫ-２细胞至１２孔板中，待
细胞贴壁后按细胞实验３要求处理细胞。弃去培养
液，ＤＭＥＭ洗涤细胞后，每孔加入１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨ-
ＤＡ试剂，３７℃避光孵育４５ｍｉｎ，再次用 ＤＭＥＭ洗
涤。荧光显微镜下观察细胞中ＲＯＳ的绿色荧光量。
１．２．４　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　各组细胞固定于
４％多聚甲醛溶液中３０ｍｉｎ，７０％预冷乙醇溶液中固
定１５ｍｉｎ后，ＰＢＳ中透化５ｍｉｎ，加入 ＴＵＮＥＬ试剂
３７℃避光染色１ｈ。ＰＢＳ洗涤后，加入抗荧光猝灭
封闭液，荧光显微镜下观察，用 ＤＡＰＩ染色细胞核，
计算凋亡率。凋亡率＝ＴＵＮＥＬ阳性细胞数（绿色）／
总细胞数（蓝色）×１００％。
１．２．５　小鼠分组和建模　将小鼠随机分为假手术
组（Ｓｈａｍ组）、ＩＳＯ-１对照组（ＩＳＯ-１组）、盲肠结扎穿
刺组（ＣＬＰ组）和ＩＳＯ-１治疗组（ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组）（每
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组１０只）。参考文献［６］通过盲肠结扎穿刺法建立

脓毒症小鼠模型。ＩＳＯ-１组和 ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组在术
前６ｈ和术后每 １２ｈ，按 ３.５ｍｇ／ｋｇ经腹腔注射
ＩＳＯ-１溶液，Ｓｈａｍ组和 ＣＬＰ组注射等体积的 ＤＭＳＯ
溶液。术后７２ｈ采集血液样本，颈椎脱臼法处死小
鼠，取双侧肾组织，一侧固定于４％甲醛溶液中用于
病理学检测，一侧用于生化检测和蛋白提取。

１．２．６　ＨＥ染色观察小鼠肾组织病理学改变　取
固定于４％甲醛溶液中的肾组织，石蜡包埋后切片
至５μｍ，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，使用 ＨＥ试剂
盒进行染色后于倒置显微镜下观察拍照。

１．２．７　生化检测　随机选取各组５只小鼠的血液
标本，静置后取上层血清，按试剂盒说明书检测

ＢＵＮ和Ｓｃｒ含量。取肾组织匀浆，溶解于提取缓冲液
中，按试剂盒说明书测定ＧＳＨ、ＭＰＯ和ＳＯＤ活性。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　加入含蛋白酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解缓冲液，在液氮中研磨肾脏组织制备组织
匀浆，并提取总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。１０％
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分离蛋白样品，电泳转膜至 ＰＶＤＦ膜，
５％牛血清白蛋白封闭。然后，加入稀释后的一抗：
ＭＩＦ（１∶１０００）、Ｋｅａｐ１（１∶１０００）、Ｎｒｆ２（１∶
１０００）、ＨＯ-１（１∶１０００）、Ｂｃｌ-２（１∶１０００）、Ｂａｘ
（１∶１０００）、ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ（１∶
２０００），４℃下孵育过夜，次日加入山羊抗兔二抗
（１∶３０００）。滴加增强型化学发光液在电化学发光
系统中进行蛋白质条带显影。以 ＧＡＰＤＨ条带灰度

为内参，ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白质条带的灰度值。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄ７.０软件进行统
计分析，所有数据均以均值 ±标准差（�ｘ±ｓ）表示。
两组间均数比较比较采用 ｔ检验，多组间均数比较
采用单因素方差分析，事后组间两两比较采用

Ｔｕｋｅｙ多重比较进行分析。以 Ｐ＜０.０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＩＳＯ-１对 ＬＰＳ诱导 ＨＫ-２细胞损伤的保护作
用　ＣＣＫ-８法检测结果显示，与 Ｃｏｎ组（０μｇ／ｍｌ）
相比，１、５、１０、５０、１００μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ刺激时ＨＫ-２细
胞增殖率降低（Ｆ＝７６０.７，Ｐ＜０.０００１；Ｔｕｋｅｙ检验
均Ｐ＜０.０５）（见图 １Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，与 Ｃｏｎ组（０μｇ／ｍｌ）相比，随 ＬＰＳ浓度的增加
（１、５、１０、５０、１００μｇ／ｍｌ），ＨＫ-２细胞中 ＭＩＦ蛋白表
达水平升高（均 Ｐ＜０.０５）（Ｆ＝４２.４，Ｐ＜０.０００１，
Ｔｕｋｅｙ检验均Ｐ＜０.０５），并在１０μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ刺激
时达到峰值（图１Ｂ），因此选择以１０μｇ／ｍｌＬＰＳ刺
激２４ｈ为适宜条件。ＣＣＫ-８检测ＩＳＯ-１对ＬＰＳ刺激
下ＨＫ-２细胞增殖率影响，结果显示，与０μｇ／ｍｌ组
相比，５、１０μｇ／ｍｌ的 ＩＳＯ-１可提升 ＨＫ-２细胞的增
殖率，且以１０μｇ／ｍｌ的ＩＳＯ-１作用最为明显，而５０、
１００μｇ／ｍｌ的 ＩＳＯ-１则降低 ＨＫ-２细胞的增殖率（Ｆ
＝９１.４，Ｐ＜０.０００１，Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜０.０５）（见图
１Ｃ）。因此，选择１０μｇ／ｍｌＬＰＳ与１０μｇ／ｍｌ的ＩＳＯ-１

图１　ＩＳＯ-１改善ＬＰＳ诱导的ＨＫ-２细胞损伤

Ｆｉｇ．１　ＩＳＯ-１ａｌｌｅｖｉａｔｅｄＬＰＳ-ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ-２ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ

　　Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＰＳｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ-８；Ｂ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ-

ｔｉｏｎｓｏｆＬＰＳｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＩＦｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＳＯ-１ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ-８；*Ｐ＜０.０５ｖｓ０μｇ／ｍｌ．
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进行后续实验。

２．２　各组ＨＫ-２细胞中炎症因子分泌、活性氧表达
和细胞的凋亡水平　ＬＰＳ组和 ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组 ＨＫ-２
ＴＮＦ-α（Ｆ＝５８８.７，Ｐ＜０.０００１）、ＩＬ-１β（Ｆ＝９１１.０，Ｐ
＜０.０００１）、ＩＬ-６（Ｆ＝１８０７.０，Ｐ＜０.０００１）含量、
ＲＯＳ水平（Ｆ＝１９６.２，Ｐ＜０.０００１）以及 ＴＵＮＥＬ细
胞阳性率（Ｆ＝５８.６，Ｐ＜０.０００１）与 Ｃｏｎ组相比均
明显升高（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜０.０５），ＩＳＯ-１组差异无
统计学意义（Ｐ＞０.０５）；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１
组ＨＫ-２细胞中 ＴＮＦ-α、ＩＬ-１β、ＩＬ-６含量、ＲＯＳ水平

以及ＴＵＮＥＬ细胞阳性率均降低（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜
０.０５）（见图２）。提示 ＩＳＯ-１能够降低 ＬＰＳ诱导的
ＨＫ-２细胞的炎症因子水平、氧化应激和细胞凋亡水
平。

２．３　各组ＨＫ-２细胞中Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路和凋
亡相关蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＫ-２细
胞中Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路中Ｋｅａｐ１（Ｆ＝１４４.２，Ｐ＜
０.０００１）、Ｎｒｆ２（Ｆ＝１１３.１，Ｐ＜０.０００１）、ＨＯ-１（Ｆ＝
８３.５，Ｐ＜０.０００１）和凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ-２（Ｆ＝
１５０.５，Ｐ＜０.０００１）、Ｂａｘ（Ｆ＝１８６.５，Ｐ＜０.０００１）

图２　ＬＰＳ和ＩＳＯ-１处理对ＨＫ-２细胞炎症水平、氧化应激和细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬＰＳａｎｄＩＳＯ-１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓＴＮＦ-α，ＩＬ-１βａｎｄＩＬ-６ｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；Ｂ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＤＣＦＨ-ＤＡｍｅｔｈｏｄ×４００；Ｃ：ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＴＵＮＥＬ

ｓｔａｉｎｉｎｇ×１００；*Ｐ＜０.０５ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．
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与ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３（Ｆ＝１４１.７，Ｐ＜０.０００１）的蛋白表
达，结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组和 ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１
组中Ｎｒｆ２、ＨＯ-１和Ｂｃｌ-２蛋白表达降低（Ｔｕｋｅｙ检验
均Ｐ＜０.０５），Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３蛋白表达升
高（Ｔｕｋｅｙ检验均Ｐ＜０.０５），ＩＳＯ-１组无明显改变（Ｐ
＞０.０５）；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１组中Ｎｒｆ２、ＨＯ-
１、Ｂｃｌ-２蛋白表达升高（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜０.０５），而
Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与 ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３蛋白表达降低（Ｔｕｋｅｙ检
验均Ｐ＜０.０５）（图３），提示 ＩＳＯ-１能够降低 ＬＰＳ诱
导的ＨＫ-２细胞内Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路和凋亡相关
蛋白的活化水平。

２．４　ＩＳＯ-１改善ＣＬＰ诱导的小鼠肾损伤　各组小
鼠肾组织 ＨＥ染色结果显示，Ｓｈａｍ组与 ＩＳＯ-１组小
鼠肾小球结构完整，而ＣＬＰ组小鼠肾小球细胞损伤
严重，炎症细胞浸润，刷状缘消失，肾小管细胞空泡

化，ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组小鼠肾组织损伤较ＣＬＰ组明显减
轻（图４）。与 Ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组和 ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１
组小鼠血清ＢＵＮ（Ｆ＝２３５.９，Ｐ＜０.０００１）、Ｓｃｒ（Ｆ＝
８６.８，Ｐ＜０.０００１）浓度（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜０.０５）及

肾组织ＭＰＯ（Ｆ＝１４９.８，Ｐ＜０.０００１）含量明显升高
（Ｔｕｋｅｙ检验均Ｐ＜０.０５），肾组织 ＧＳＨ（Ｆ＝５２７.１，
Ｐ＜０.０００１）和 ＳＯＤ（Ｆ＝１８３.５，Ｐ＜０.０００１）含量
减少（Ｔｕｋｅｙ检验均Ｐ＜０.０５），ＩＳＯ-１组差异无统计
学意义（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＞０.０５）；与 ＣＬＰ组相比，
ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组小鼠血清 ＢＵＮ和 Ｓｃｒ浓度（Ｔｕｋｅｙ检
验均Ｐ＜０.０５）及肾组织 ＭＰＯ含量（Ｐ＜０.０５）降
低，而 ＧＳＨ和 ＳＯＤ活性增加（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜
０.０５）。提示ＩＳＯ-１能够降低 ＣＬＰ组的氧化应激和
肾损伤。

２．５　各组小鼠肾组织中 ＭＩＦ、Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通
路和凋亡相关蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组和 ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组中
Ｎｒｆ２（Ｆ＝２１３.５，Ｐ＜０.０００１）、ＨＯ-１（Ｆ＝１７１.７，Ｐ＜
０.０００１）和Ｂｃｌ-２（Ｆ＝１２４.２，Ｐ＜０.０００１）蛋白表达
降低（Ｔｕｋｅｙ检验均 Ｐ＜０.０５），ＭＩＦ（Ｆ＝８５.４，Ｐ＜
０.０００１）、Ｋｅａｐ１（Ｆ＝２７２.５，Ｐ＜０.０００１）、Ｂａｘ（Ｆ＝
５２.１，Ｐ＜０.０００１）和 ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３（Ｆ＝２３９.９，Ｐ＜
０.０００１）蛋白表达升高（Ｔｕｋｅｙ检验均Ｐ＜０.０５），

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＫ-２细胞Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路和凋亡相关蛋白的表达

Ｆｉｇ．３　Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

　　ａ：Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；ｂ：ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＬＰＳｇｒｏｕｐ；ｄ：ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；ａ：Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；ｂ：ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＬＰＳｇｒｏｕｐ；ｄ：ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；*Ｐ

＜０.０５ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．

图４　ＨＥ染色观察各组小鼠肾组织病理学改变 ×２００

Ｆｉｇ．４　ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅｒｅｎａｌｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ×２００
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图５　各组小鼠血清ＢＵＮ、Ｓｃｒ含量和肾组织中

ＭＰＯ含量和ＧＳＨ、ＳＯＤ活性的比较

Ｆｉｇ．５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍＢＵＮａｎｄＳｃｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ａｎｄＭＰＯｌｅｖｅｌｓａｓｗｅｌｌａｓＧＳＨａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
*Ｐ＜０.０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．

ＩＳＯ-１组差异无统计学意义（Ｔｕｋｅｙ检验 Ｐ＞０.０５）；
与ＣＬＰ组相比，ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ-１、Ｂｃｌ-２
蛋白表达升高（Ｔｕｋｅｙ检验 Ｐ＜０.０５），而 ＭＩＦ、
Ｋｅａｐ１、Ｂａｘ与 ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３蛋白表达降低（Ｔｕｋｅｙ检
验Ｐ＜０.０５）。见图６。

３　讨论

　　既往研究［７］表明，抑制氧化应激和细胞凋亡可

以改善脓毒症诱导的肾组织中的炎症损伤。具有抗

炎活性的药物可通过下调氧化应激和炎症反应来保

护脓毒症诱导的器官功能障碍［７］。本研究结果显

示，ＭＩＦ特异性抑制剂 ＩＳＯ-１在体内外可能通过
Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路抑制氧化应激、炎症反应和细

胞凋亡，从而改善脓毒症诱导的ＡＫＩ，这与之前报道
的ＩＳＯ-１通过抑制 ＮＬＲＰ３缓解急性胰腺炎致急性
肾损伤的结果类似［８］。

　　ＭＩＦ作为一种促炎因子，大量储存于单核／巨噬
细胞中，能被低浓度的 ＬＰＳ触发从胞内分泌至循环
系统中，进一步激活炎症途径，诱导免疫细胞分化并

募集至炎症区域［９］。在脓毒症中，ＭＩＦ可在早期迅
速升高并诱导内皮细胞损伤，加剧疾病进展，具有作

为脓毒症诊断生物标志物的潜在价值［１０］。ＩＳＯ-１作
为ＭＩＦ的特异性抑制剂，通过抑制ＭＩＦ的活性功能
可有效治疗多种炎症性疾病，如脓毒症诱导的急性

胰腺炎和缺血再灌注导致的肝损伤等［１１－１２］。在肾

组织中，ＭＩＦ含量丰富，参与调控多种急慢性肾脏疾
病，如慢性肾脏疾病、肾小球肾炎、多囊肾、ＡＫＩ和糖
尿病肾病等［１３］。既往使用抗 ＭＩＦ抗体疗法或 ＭＩＦ
缺陷小鼠的研究［１３－１４］证明，抑制 ＭＩＦ活性有利于
抑制肾脏炎症及组织损伤。本研究通过 ＬＰＳ刺激
ＨＫ-２细胞后显示，ＬＰＳ可升高细胞中 ＲＯＳ含量，而
ＩＳＯ-１能降低 ＬＰＳ诱导的 ＲＯＳ和炎症因子 ＴＮＦ-α、
ＩＬ-１β、ＩＬ-６的升高；此外，ＬＰＳ促进了 ＨＫ-２细胞的
凋亡，而ＩＳＯ-１能明显抑制这一作用；在ＣＬＰ诱导的
脓毒症小鼠模型中，ＩＳＯ-１显著改善了肾组织病理
损伤、氧化应激水平和炎症反应。

　　氧化应激在 ＡＫＩ中起着至关重要的作用，能够
直接诱导ＲＯＳ和 ＮＡＤＰＨ氧化酶的产生，ＲＯＳ在肾
脏组织中含量丰富，并参与诱导肾组织结构损伤与

功能障碍［１５］。Ｎｒｆ２是氧化应激中的关键核因子，起
着重要的保护作用。在生理条件下，Ｎｒｆ２与其抑制

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肾组织中Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路和凋亡相关蛋白的表达
Ｆｉｇ．６　Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；ｂ：ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＣＬＰｇｒｏｕｐ；ｄ：ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．

·４８０２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



剂Ｋｅａｐ１结合，保存在细胞质中。当氧化应激发生
时，Ｋｅａｐ１释放 Ｎｒｆ２，Ｎｒｆ２移位到细胞核，激活抗氧
化反应元件，启动细胞防御机制［１６］。研究［１７］表明，

当ＡＫＩ发生时，Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信号通路被抑制，导致
氧化应激加剧。而一些抗炎物质可通过激活 Ｎｒｆ２／
Ｋｅａｐ１信号改善 ＡＫＩ［１８］。本研究显示，在 ＬＰＳ刺激
的ＨＫ-２细胞与ＣＬＰ诱导的ＡＫＩ小鼠模型中，Ｎｒｆ２／
Ｋｅａｐ１信号通路被抑制，而 ＩＳＯ-１可激活该通路，降
低Ｋｅａｐ１蛋白表达，并促进Ｎｒｆ２和ＨＯ-１蛋白水平。
此外，ＩＳＯ-１还可降低促凋亡蛋白 Ｂａｘ和 ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ３
水平，提升凋亡抑制蛋白 Ｂｃｌ-２的表达，改善脓毒症
诱导的肾组织／细胞损伤。
　　本研究结果提示ＩＳＯ-１能够激活Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１信
号通路并能够抑制氧化应激、炎症反应和细胞凋亡，

在脓毒症 ＡＫＩ中起到缓解疾病进展的作用。这一
发现为 ＭＩＦ特异性抑制剂在脓毒症 ＡＫＩ治疗中的
应用提供了新的理论依据。然而，本研究存在一些

局限性。首先，尽管结果具有统计学显著性，但样本

量有限，需进行更大样本量的验证研究。其次，ＩＳＯ-
１缓解脓毒症 ＡＫＩ的分子机制仍需进一步深入探
讨。此外，本研究主要基于细胞和小鼠模型，临床应

用的可行性和安全性尚需进一步研究。

　　综上所述，本研究表明 ＭＩＦ特异性抑制剂 ＩＳＯ-
１通过改善氧化应激和细胞凋亡途径，在体内外对
脓毒症诱导的 ＡＫＩ具有保护作用。这一发现为脓
毒症ＡＫＩ的治疗提供了新的思路和潜在的治疗策
略。

参考文献

［１］ ＸｉｅＪ，ＷａｎｇＨ，ＫａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆｓｅｐｓｉｓｉｎ

ＣｈｉｎｅｓｅＩＣＵｓ：ａｎａｔｉｏｎａｌｃｒｏｓｓ-ｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｕｒｖｅｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅ

Ｍｅｄ，２０２０，４８（３）：ｅ２０９ －１８． ｄｏｉ：１０．１０９７／ＣＣＭ．

００００００００００００４１５５．

［２］ Ｍａｎｒｉｑｕｅ-ＣａｂａｌｌｅｒｏＣＬ，ＤｅｌＲｉｏ-ＰｅｒｔｕｚＧ，ＧｏｍｅｚＨ．Ｓｅｐｓｉｓ-ａｓ-

ｓｏｃｉａｔｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＣｌｉｎ，２０２１，３７（２）：

２７９－３０１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｃｃ．２０２０．１１．０１０．

［３］ ＯｗＣＰＣ，Ｔｒａｓｋ-ＭａｒｉｎｏＡ，ＢｅｔｒｉｅＡＨ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｘｉｄａ-

ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｓｅｐｔｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ：ｆｒｏｍｔｈｅｏｒｙｔｏｐｒａｃｔｉｃｅ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｅｄ，２０２１，１０（１７）：３７９８．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｊｃｍ１０１７３７９８．

［４］ ＴｏｌｄｉＪ，ＫｅｌａｖａＬ，ＭａｒｔｏｎＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｉｎｃｔｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｓｅｒｕｍａｎｄ

ｕｒｉｎｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｋｉｎｅｔｉｃｓｐｒｅｄｉｃｔｄｅａｔｈ

ｉｎｓｅｐｓｉｓ：ａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ，ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｓｃｉ

Ｒｅｐ，２０２３，１３（１）：５８８．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５９８－０２３－２７５０６－

６．

［５］ ＬｉＹ，ＺｏｕＣ，ＣｈｅｎＣ，ｅｔａｌ．Ｍｙｅｌｏｉｄ-ｄｅｒｉｖｅｄＭＩＦｄｒｉｖｅｓＲＩＰＫ１-

ｍｅｄｉａｔｅｄｃｅｒｅｂｒｏｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｄｅａｔｈｔｏｅｘａｃｅｒｂａｔｅ

ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０２３，１２０

（５）：ｅ２２１９０９１１２０．ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．２２１９０９１１２０．

［６］ ＸｉｅＳ，ＬｉＪ，ＬｙｕＦ，ｅｔａｌ．ＮｏｖｅｌｔｒｉｐｅｐｔｉｄｅＲＫＨｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＡｋ-

ｋｅｒｍａｎｓｉａｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｌｅｔｈａｌｓｅｐｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｕｔ，

２０２３，７３（１）：７８－９１．ｄｏｉ：１０．１１３６／ｇｕｔｊｎｌ－２０２３－３２９９９６．

［７］ ＪｏｆｆｒｅＪ，ＨｅｌｌｍａｎＪ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ

ｓｅｐｓｉｓａｎｄａｃｕｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０２１，

３５（１５）：１２９１－３０７．ｄｏｉ：１０．１０８９／ａｒｓ．２０２１．００２７．

［８］ ＬｉｕＹ，ＬｉｕＹ，ＷａｎｇＱ，ｅｔａｌ．ＭＩＦｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩＳＯ-１ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｓｅ-

ｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓ-

ｉｎｇｔｈｅＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏ-

ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，９６：１０７５５５．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｉｎｔｉｍｐ．２０２１．

１０７５５５．

［９］ ＪａｌｃｅＧ，ＧｕｉｇｎａｂｅｒｔＣ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｏｌｅｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎ-

ｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇ

ＣｅｌｌＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０２０，３１８（１）：Ｌ１－９．ｄｏｉ：１０．１１５２／ａｊｐｌｕｎｇ．

００２３４．２０１９．

［１０］ＴｏｌｄｉＪ，ＮｅｍｅｔｈＤ，ＨｅｇｙｉＰ，ｅｔａｌ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉ-

ｔｏｒｙｆａｃｔｏｒａｓａｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｂｉｏｍａｒｋｅｒｉｎｓｅｐｓｉｓ：ｍｅ-

ｔａ-ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２１，１１（１）：８０５１．

ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５９８－０２１－８７６１３－０．

［１１］ＺｈｏｕＹ，ＺｈａｏＬ，ＭｅｉＦ，ｅｔａｌ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｆａｃｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ（Ｓ，Ｒ）３-（４-ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）-４，５-ｄｉｈｙｄｒｏ-５-ｉｓｏｘ-

ａｚｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｔｔｅｎｕａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｌｕｎｇｉｎ-

ｊｕｒｙｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ

Ｒｅｐ，２０１８，１７（５）：６５７６－８４．ｄｏｉ：１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１８．８６７２．

［１２］ＯｈｋａｗａｒａＴ，ＯｋｕｂｏＮ，ＭａｅｈａｒａＯ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ

ＩＳＯ-１ｗｉｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＲＩＰＫ３ｕｐ-ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃａｃ-

ｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｎａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ-ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．

ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０２１，３３９：５１－９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２０２０．

１２．０１５．

［１３］ＫｏｎｇＹＺ，ＣｈｅｎＱ，ＬａｎＨＹ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｆａｃｔｏｒ（ＭＩＦ）ａｓａｓｔｒｅｓｓｍｏｌｅｃｕｌｅｉｎｒｅｎａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

ＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（９）：４９０８．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３０９４９０８．

［１４］ＬｉＪＨ，ＴａｎｇＹ，ＬｖＪ，ｅｔａｌ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃ-

ｔｏｒｐｒｏｍｏｔｅｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ

ＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１９，２３（６）：３８６７－７７．ｄｏｉ：１０．１１１１／ｊｃｍｍ．

１４２３４．

［１５］ＤａｅｎｅｎＫ，ＡｎｄｒｉｅｓＡ，ＭｅｋａｈｌｉＤ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｃｈｒｏ-

ｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＮｅｐｈｒｏｌ，２０１９，３４（６）：９７５－

９１．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ００４６７－０１８－４００５－４．

［１６］ＴａｎａｓｅＤＭ，ＧｏｓａｖＥＭ，ＡｎｔｏｎＭＩ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄ

ＮＲＦ２／ＫＥＡＰ１／ＡＲＥｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ（ＤＫＤ）：

ｎｅｗｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２２，１２（９）：１２２７．ｄｏｉ：

１０．３３９０／ｂｉｏｍ１２０９１２２７．

［１７］ＷｅｉＷ，ＭａＮ，ＦａｎＸ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＮｒｆ２ｉｎａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎ-

ｊｕｒｙ：ｎｏｖｅｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓ

［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０２０，１５８：１－１２．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．

ｆｒｅｅｒａｄｂｉｏｍｅｄ．２０２０．０６．０２５．

［１８］ＨａｓｓａｎｅｉｎＥＨＭ，ＳｈａｌｋａｍｉＡＳ，ＫｈａｌａｆＭＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｐａｃｔ

ｏｆＫｅａｐ１／Ｎｒｆ２，Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＮＦ-κＢａｎｄＢａｘ／Ｂｃｌ２／ｃａｓｐａｓｅ-３ｓｉｇ-

ｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅａｇａｉｎｓｔｍｅｔｈ-

·５８０２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



ｏｔｒｅｘａｔｅ-ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１９，１０９：４７－５６．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１８．１０．０８８．

ＭＩＦｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩＳＯ-１ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｓｅｐｓｉｓ-ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ
ｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＹｉｎＦｕｋａｎｇ，ＺｈａｎｇＸｉａｏｘｉａ，ＹａｎｇＸｉａｏｊｕｎ，ＬｉＪｉｍｉｎｇ
（ＥｍｅｒｇｅｎｃｙＩｎｔｅｎｓｉｖｅＣａｒｅＵｎｉｔ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｕｒｕｍｑｉ　８３００５４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｔｈｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ（ＭＩＦ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｓ，Ｒ）-３-（４-ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）-４，５-ｄｉｈｙｄｒｏ-５-ｉｓｏｘａｚｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ（ＩＳＯ-１）ｏｎ
ｓｅｐｓｉｓ-ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ（ＡＫＩ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨｕｍａｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＨＫ-２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
Ｃｏｎｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ（１０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈ）ａｎｄＬＰＳｇｒｏｕｐ（１０μｇ／ｍｌ
ＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈ），ＬＰＳ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐ（１０μｇ／ｍｌＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ１０μｇ／ｍｌＩＳＯ-１ｔｒｅａｔ-
ｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈ）．ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α（ＴＮＦ-α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１β（ＩＬ-
１β），ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-６（ＩＬ-６）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｕ-
ｓｉｎｇｔｈｅ６-ｃａｒｂｏｘｙｌ-２′，７′-ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｏｒ（ＤＣＦＨ-ＤＡ）ｍｅｔｈｏｄ．Ａｐｏｐｔｏ-
ｓｉｓｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ
ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｋｅａｐ１），ＮＦＥ２ｌｉｋｅｂＺＩＰｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２），ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ-１
（ＨＯ-１），ａｓｗｅｌｌａｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＢｃｌ-２，Ｂａｘ，ａｎｄｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ-３（ｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３）．Ａｓｅｐｓｉｓｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ（ＣＬＰ）ｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍ-ｏｐｅｒａｔｅｄ（Ｓｈａｍ），ＩＳＯ-１ｃｏｎｔｒｏｌ（ＩＳＯ-１），ＣＬＰ，ａｎｄＩＳＯ-１ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＣＬＰ＋ＩＳＯ-１）．Ａｆｔｅｒｔｈｅｅｘ-
ｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｏｂｓｅｒｖｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ．Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ
（ＢＵＮ），ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｓｃｒ），ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＭＰＯ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ａｎｄｓｕ-
ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓａｌｓｏｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＩＦ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＮｒｆ２／Ｋｅａｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍ-
ｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＣｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＬＰＳａｎｄＬＰＳ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ-α，ＩＬ-１β，
ＩＬ-６，ＴＵＮＥＬ-ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓ，ＲＯＳｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫｅａｐ１，Ｂａｘ，ａｎｄｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３ｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｓ
（Ｐ＜０.０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｒｆ２，ＨＯ-１，ａｎｄＢｃｌ-２ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）．ＴｈｅＩＳＯ-１
ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓ（Ｐ＞０.０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＬＰＳ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ-α，ＩＬ-１β，ＩＬ-６，ＴＵＮＥＬ-ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓ，ＲＯＳｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆＫｅａｐ１，Ｂａｘ，ａｎｄｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｒｆ２，ＨＯ-１，ａｎｄＢｃｌ-２ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
０.０５）．Ｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＳｈａｍｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＣＬＰａｎｄＣＬＰ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｓｅｖｅｒｅ
ｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍＢＵＮ，Ｓｃｒ，ａｎｄｋｉｄｎｅｙＭＩＦ，Ｋｅａｐ１，Ｂａｘ，ａｎｄｃ-Ｃａｓｐａｓｅ-３ｐｒｏ-
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ（Ｐ＜０.０５），ｗｈｉｌｅＧＳＨ，ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｒｆ２，ＨＯ-１，ａｎｄＢｃｌ-２ｓｉｇ-
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）．ＴｈｅＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓ（Ｐ＞０.０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅ
ＣＬＰｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＣＬＰ＋ＩＳＯ-１ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（Ｐ＜０.０５）．
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