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细胞因子信号转导抑制因子一1在脓毒症小鼠 

肝脏和脾脏中表达的研究 

赵锋 潘雯 梁艳冰 唐皓 陈志斌 林妙霞 杨晓燕 周伟雄 马中富 

【摘要】 目的 观察细胞因子信号转导抑制因子一1(SOCS1)在脓毒症小鼠肝脏和脾脏中的变化情况， 

探讨SOCS在体内的可能作用机制。方法 采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症小鼠模型。提取肝脏和脾 

脏组织的总 RNA及蛋白，采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术测定组织中S0CS1 mRNA的相对含 

量；用免疫印迹法测定组织中SOCS1相对蛋白含量 ；用 SPSS统计软件分析上述指标之间的变化关系。结果 

脓毒症小鼠术后 6 h肝组织SOCS1的基因和蛋白表达均迅速升高，基因表达至 24 h达到高峰(尸<0．05)，蛋 

白表达一直保持高位；在脾脏中仅检测到 SOCS1基因表达，随时间延长逐渐上升，并一直保持高位；肝脏 中 

SOCS1的基因和蛋白表达量间呈明显正相关(j，一0．110±5．765×10 z，r一0．837，F=93．309，P<0．01)。结 

论 CLP导致的脓毒症可诱导SOCS1在肝脏和脾脏中进一步表达，提示SOCS1在脓毒症出现后的免疫变化 

中有重要作用，可利用它们对脓毒症进行干预，以改善脓毒症的预后。 
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[Abstract] Objective To investigate the change in supressors of cytokine signaling一1(SOCS1)gene 

in the liver and the spleen of septic mouse，and to find out its probable mechanisms of action in sepsis． 

Methods Cecal ligation and puncture (CLP)was adopted to reproduce sepsis mode1． The liver and the 

spleen tissues were harvested and RNA and protein were respectively extracted． The contents of the 

regulatory genes SOCS1 mRNA were determined by reverse transcription —polymerase chain reaction 

(RT —PCR)and regulatory content of protein was detected by W estern blotting．The SPSS statistics software 

was adopted to calculate the correlation．Results The expressions of SOCS1 on gene and protein in the liver 

were markedly upregulated at 6 th hour．The gene expression peaked at the 24 th hour(尸< 0．05)．The 

expression of protein was persistently high．However，the expression of SOCS1 was only detected in the 

spleen，and it obviously rose in strength with the passage of time，and it remained in a high leve1．By 

statistical analysis，positive correlations were found between the gene and protein expressions of SOCS1 

(y=0．110± 5．765×10～aT，r一0．837，F一 93．309，P<0．01)．Conclusion CLP induced sepsis can induce 

the up—regulation of the expressions of SOCS1，indicating that SOCS1 play important role in the change in 

immune system in sepsis．They may be used to intervene sepsis so as to improve the outcome of sepsis． 
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脓 毒 症 (sepsis)和 多器 官 功 能 障 碍 综 合 征 

(MODS)是 当今 国际医学界共同瞩 It的研究热点。 

作为调控炎症反应的关键环节，细胞信号转导系统 

以其数量少、但作用广泛的特点吸引了人们的注意， 
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细胞因子信号转导抑制因子(SOCS)就是其中的一 

员。SOCS家族蛋白，是一类可被多种细胞因子诱导 

产生，反过来又能以负反馈方式对信号转导途径进 

行抑制调节的蛋白分子。细胞培养模式，基因工程小 

鼠、各种损伤动物模型等体内及体外实验均证明 

SOCS1是这个家族中少有的对免疫系统有作用的 

成员，我们认为它与 MODS、脓毒症的发生发展也 

可能有密切关系。因此，本研究中拟用盲肠结扎穿孔 

术(CLP)致 MODS为研究模型，采用分子生物学等 

技术，通过观察 SOCS1在小鼠肝脏和脾脏中的变 

化，明确 SOCS1与脓毒症的关系及其意义，探讨 

SOCS1在体内的可能作用机制，从而为 MODS的 
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治疗提供新的策略。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型：SPF级健康雄性 BALB／c小鼠，体 

重 22~27 g，由中山大学北校区动物实验中心提供。 

CLP后多种微生物感染脓毒症动物模型的建立参 

照文献[1]方法进行，术前禁食 12 h，采用体积分数 

为 10 的水合氯醛(3 ml／kg)腹腔注射麻醉。腹部 

正中切 El，分离回肠和盲端，在距 回肠盲端 1．5～ 

2．0 cm处环形结扎盲肠根部 ，同时保持肠道 畅通。 

在回肠盲端用 9号针头贯穿穿刺肠壁 2次，关闭腹 

腔。术后皮下注射生理盐水50 ml／kg。该模型 72 h 

动物死亡率约 75％，符合要求。 

1．2 实验分组：共 42只小鼠，按随机数字表法分为 

7组：正常对照组、假手术组、以及 CLP后 2、6、12、 

24和 48 h组 ，每组 6只。 

1．3 观察指标及方法 

1．3．1 SOCS1 mRNA 表达 ：无 菌留取肝 、脾组织 

约 50 mg，以异硫氰酸胍一 步法 提取细胞总 RNA 

(美国MBI公司试剂盒)。采用半定量逆转录一聚合 

酶链反应(RT—PCR)技术对转录产物进行扩增， 

以8一actin作为 内参对照。引物序列：①p—actin 

(330 bp)：上 游 引物为 5，_AAG ATC ATT GCT 

CCT CCT GAG一3 ，下游 引物 为 5，_GAG TCA 

AAA GCG CCA AAA C一3 ；②SOCS1(135 bp)： 

上游 引物为 5，_TTG TAG CAG CTT GTG TCT 

GG 一3 ，下游 引 物 为 5，_GGA TAT TCT GCA 

CAG CAG AA一3 。取 10 l扩增产物，于质量分数 

为 1 0Z的琼脂糖凝胶中电泳，采用凝胶成像和化学 

发光图像分析系统，测定电泳条带的吸光度( )值， 

以p—actin为内参照，计算 SOCS1条带与 p—actin 

的 值比值，即为扩增产物定量相对值。 

1．3．2 SOCS1蛋 白表达 ：用 组织裂 解 液提 取蛋 

白后，4℃下 12 000 r／rain(离心半径 5．8 era)离心 

20 rain，加入 5×上样缓冲液，煮沸，用质量分数为 

10 的分离胶行十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶 

电泳(SDS—PAGE)后，30 V电压电转移，于冷库中 

4℃过夜，封闭 1 h后加入一抗 (SOCS1、羊抗 鼠多 

克隆抗体，稀释度 1：100，购于 Santa Cruz，USA)， 

4℃摇床过夜。加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的 

抗鼠二抗(稀释度 1：2 ooo)，室温孵育 1 h。加入发 

光液 LumiGLO，暗室中曝光，采用光密度扫描仪采 

集 X线片上的实验结果图像，以测定其感光密度。 

取CLP 24 h组的条带为标准条带，设定其单位数值 

为 100，其他条带数值即为(感光密度／标准条带的 

感光密度)×100。 

1．4 统计学分析：全部数据用 SPSSl1．0统计软件 

处理，以均数±标准差(z±s)表示，各组间比较用方 

差分析，相关分析用简单相关分析法，P<O．05为差 

异有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR检测结果(图 1，表 1)：正常对照组 

和假手术组小 鼠肝组织 SOCS1 mRNA 几乎 无表 

达，术后 2 h仅有微量表达，术后 6 h迅速上升，术 

后 12 h和 24 h SOCS1 mRNA表达量逐渐升高，至 

24 h达高峰，为正常对照组的 6．8倍，术后 48 h其 

表达量较 24 h下降。正常对照组和假手术组小鼠脾 

脏细胞 SOCS1 mRNA也低至不可探测，术后 2 h 

迅速上升，之后 SOCS1 mRNA表达量逐渐升高，至 

48 h仍维持较高水平(P均<0．05)。 

A：肝脏；B：脾脏；M：Marker；1～7依次为：正常对照组、 

假手术组及 CLP后 2、6、12、24和 48lh组 

图1 RT—PCR检测脓毒症小鼠肝脏和脾脏SOCSI基因的表达量 

Figure 1 Image of gene expression of SoCSl in septic 

mice s liver and spleen detected by RT —PCR 

表 1 各组脓毒症小鼠肝脏和脾脏 SOCS1 mRNA 

的表达量变化( 士s) 

Table 1 Expression of SOCS1 mRNA in liver and 

spleen of septic mice in each group(x~s) 

组别 动物数(只) 肝脏 脾脏 

注：与正常对照组比较 ： P<O．05；与假手术组比较： P<0．05 

2．2 Western blotting结果(图 2，表 2)：正常对照 

组和假手术组及 CLP后 2 h小 鼠肝组织 SOCS1蛋 

p p p p p p 

如：2∞∞ 

p  p p p p p 

加 如：2∞ ∞ 

l ，‘ 
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白几乎无表达 ，术后 6 h即迅速上升，之后表达量逐 

渐升高，至 48 h未出现明显下降，一直保持高位，最 

高为正常对照组的5．9倍。小鼠脾脏细胞 SOCS1蛋 

白在任意时间点皆未测出。 

l 2 3 4 5 6 7 

1～7依次为：正常对照组、假手术组及 

CLP后 2、6、12、24和 48 h组 

图2 Western blotting检测脓毒症小鼠肝脏SOCS1蛋白表达量 

Figure 2 Expression of SOCS1 image of protein in septic mice S 

liver detected by W estern blotting 

表 2 各组脓毒症小鼠肝脏和脾脏 SOCS1 

蛋白的表达量变化 ( ± ) 

Table 2 Expression of SOCS1 protein in liver and 

spleen of septic mice in each group( ± ) 

注 ：与正常对照组 比较 ： 尸<O-05；与假手术组 比较 ： P<O．05； 

⋯ 为未发现 

2．3 相关性分析 ：肝脏 中 SOCS1 mRNA表达量与 

SOCS1蛋 白表达量 问呈 明显正相关 ( 一0．11O+ 

5．765×10 z，r一0．837，F一93．309，P<0．01)，提 

示蛋白与基因的表达量基本一致。 

3 讨 论 

脓毒症以及多器官功能衰竭(MOF)是手术和 

创伤重症加强治疗病房(ICU)患者的主要死亡原 

因。在临床和动物实验中，脓毒症自身表现为生理上 

和免疫上 的两个阶段 。免疫系统中，在全身免疫细胞 

反应性降低的条件下有一个初发、放大的全身炎症 

反应。除了细菌产物外 ，细胞因子被认为在脓毒症的 

调节上发挥了重要作用，他们的水平反映了脓毒症 

的发展程度 。脓毒症期问各种炎症和(或)感染刺 

激激活广泛的信号转导通路，其中许多通路能被产 

生的受体和蛋白所调节。虽然目前我们对细胞激活 

的负性调节机制所知不多，但已有的研究证明，脓毒 

症小鼠取出的免疫细胞在体外实验中对内毒素的刺 

激表现出抑制反应。 。最近发现SOCS蛋白家族对 

脓毒症期间由细胞因子介导的反应有负性调节作 

用。虽然 SOCS蛋 白被首先证明是 JAK—STAT路 

径的抑制剂，但其家族中也有参与提升信号蛋白退 

化的细胞信号，并且与其他许多信号转导因子都有 

联系。系列研究表明，S0CS蛋白在脓毒症出现后的 

免疫抑制方面有作用。在脂多糖(LPS)诱导动物模 

型中无论是体外还是体内实验，都表明SOCS蛋白 

是 LPS耐受的关键介质“ ；在脓毒症免疫反应中 

SOCS也很重要，SOCS蛋白在 T细胞 分化至 T辅 

助 细胞 分型 (Th1／SOCS1，Th2／SOCS3)时也有 重 

要作用 。最后，S0CS蛋白还通过调节Bcl一2家族 

成员来调节细胞凋亡∞ ；Hotchkiss等 发现，在脓 

毒症患者和老鼠的免疫细胞中，凋亡数量均上升 ；另 

外，该研究还发现，从脓毒症小鼠中分离出的巨噬细 

胞对 LPS刺激产生的细胞因子有抵抗作用，这种抑 

制与其凋亡增多的倾向有关 。 

本研究是为 了说明 CI P所致多重细菌脓毒症 

诱导 的 SOCS表达 ，结果与预料的一致，即 CLP可 

诱导 SOCS1表达，而且表现出时间和细胞特异性， 

这使我们对其在免疫系统中的作用更感兴趣。从本 

组实验 中可以看 出：小 鼠肝组织 SOCS1 mRNA 在 

正常对照组和假手术组仅有微量表达，术后 6 h即 

迅速上升，之后表达量逐渐升高，至 24 h达到高峰， 

为正常对照组的6．8倍，术后 48 h其表达量较 24 h 

明显下降。蛋白表达量较基因无明显滞后，术后6 h 

即迅速上升，之后表达量逐渐升高，至 48 h仍未出 

现明显下降，一直保持高位，最高为正常对照组的 

5．9倍。很明显，SOCS1受其他因素影响较小，而对 

脓毒症 的刺激相对较敏感 。最近 Nakagawa等 发 

现巨噬细胞在受到 LPS刺激时可迅速诱导产生 

SOCS1，SOCS1缺陷小鼠对 LPS诱导的休克高度敏 

感，且炎症细胞因子的水平升高，SOCS1预处理可 

抑制LPS诱导的核转录因子一~B(NF—fcB)及转录 

活化蛋 白 1(STAT1)活化，而且 S0CS1缺陷小鼠不 

会出现 LPS耐受(即二次接受LPS刺激时的无反 

应状态)。上述结果表明，SOCS1是机体对感染刺激 

的重要负调节因子。我们还发现 ，蛋白出现后迅速升 

高，一直保持较高水平的表达，与基因表达曲线不同 

步，考虑可能是转录水平受到调控。现 已明确， 

STAT 家 族 对 SOCS1表 达 的上 调 有重 要 意 义。 

SOCS1基 因的启 动子包 含有 STAT1、STAT3及 

STAT6的结合点，STAT通过与 SOCS1基因的启 

动子结合而调节其表达，抑制 STAT3的作用可以 

抑制白细胞介素一6(IL一6)或 白血病抑制因子 

(LIF)诱导的 SOCS1 mRNA表达 。 

小鼠脾脏细胞 SOCS1 mRNA与肝脏同步，在 
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正常对照组和假手术组几乎无表达，术后 2 h开始 

出现，之后表达量逐渐升高，48 h SOCS1 mRNA 表 

达量仍维持较高水平，但其蛋白表达却始终低至测 

定不出。Gregorieff等“̈ 发现，在小鼠胸腺 T细胞 

中，内源性 S0CS1蛋白水平很低，而 SOCS1的转录 

子水平却较高，SOCS1的表达在翻译起始 阶段可被 

明显抑制。结构和功能分析表明，该抑制效应是由 

SOCS1基因的 5 端非翻译区(5 2 UTR)介导的，该 

区域上游的两个 AUG序列对其抑制作用尤为重 

要。提示在细胞免疫器官中，除了通过转录水平调节 

SOCS生物学活性外，蛋白合成水平调节也十分重 

要。不过这种现象也有可能是因为脾脏蛋白含量较 

低以致于测不到而产生的 。 

脓毒症时 SOCS产生的机制我们并不清楚，对 

SOCS3的翻译调控研究发现，当细胞受到生理或环 

境压力时，S0CS3的翻译从第 12个氨基酸 Met处 

起始，由于缺失了N端的泛素化位点Lys6，这种蛋 

白质和缺失了C端的SOCS框一样，泛素化作用减 

弱，而稳定性则大大增强，对细胞因子信号通路的阻 

断作用也加强“ 。最近的研究热点是 SOCS3通过 

改变T细胞的分化方向在炎症疾病中发挥作用。对 

S0CS3组织特异性功能缺失研究发现，它可以增加 

IL一6对肥大细胞的刺激强度，延长 STAT3的活化 

时间，并导致基因表达谱变化，最终使得 IL一6的细 

胞学效应发生质 的变化，即由通常的炎症信号变成 

了抗炎症信号 。SOCS3也可与活化的细胞因子受 

体结合，但并不与STAT5b竞争。与SOCS1相比， 

SOCS3对 JAK激酶的抑制作用很弱，但当SOCS3 

与细胞因子受体结合后，其抑制作用会明显增强。 

SOCS1通过抑制 STAT1丝氨酸和酪氨酸磷酸化而 

抑制 LPS的信号转导，并且这种抑制是不依赖 

MyD88和其他蛋白质因子的一种直接抑制。SOCS1 

也作用于 NF—fcB途径中的信号分子，抑制LPS诱 

导的 NF—xB途径“ 。SOCS1是 JAK／STAT通路 

的重要负调控蛋 白之一 ，可与 JAK1、JAK2、JAK3 

及非受体酪氨酸激酶 2(TYK2)直接结合，抑制这些 

激酶的催化活性。 

现在我们最大 的问题是 了解 SOCS1在脓毒症 

时的作用。按照现有的知识，SOCS的主要功能是抑 

制JAK／STAT通路。现已明确，SOCS1在细胞系中 

的过量表达可抑制众多细胞因子、激素和生长因子 

的信号转导。SOCS表达应该是病理的，是被用来控 

制免疫反应的。结合我们当初的设想，SOCS应该是 

全身炎症反应综合征(SIRS)和代偿性抗炎反应综 

合征(CARS)冲突中的平衡者，其表达的增多和减 

少将对控制病情有怎样的影响，这些我们还不能回 

答。新的研究方法和技术需要被引入，这在 SOCS未 

来的功能研究中也是一个不小的挑战。 
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