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脓毒症中凝血酶一蛋白酶活化受体1-1一磷酸鞘氨醇

信号通路的研究进展

李岩(综述) 俞康龙(审校)
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脓毒症是重症监护病房患者最常见

的致死原因，其特征表现为促炎、抗炎和

凝血反应的失控。尽管应用了新的更有

效的抗生素和血管活性药物进行治疗，

脓毒症的病死率仍然保持在一个很高的

水平上Ⅲ。脓毒症造成的组织损害和器

官功能障碍不仅是由于微生物的侵入，

也是由于机体对感染的防御反应释放了

过多的炎症介质所致[2]。凝血系统对脓

毒症中内皮细胞的炎症反应有显著的调

节作用，因此，抑制凝血系统的反应可能

是脓毒症治疗更有希望的方向。凝血酶

是大家熟知参与凝血反应的物质之一，

目前的研究表明，凝血酶除了参与凝血

反应外，还可以通过直接激活蛋白酶活

化受体1(PARl)或通过活化蛋白C

(APC)间接激活PARl，并由此在脓毒

症中发挥更广泛的作用。下面就这个情

况进行综述。

1作用机制

凝血酶是一种丝氨酸蛋白酶，在凝

血级联反应的最后阶段被激活，将纤维

蛋白原转化成纤维蛋白。生理上凝血酶

能通过蛋白C(PC)系统自我限制活性，

使损伤血管的邻近部位具有防止凝血反

应发生和蔓延的抗栓作用[3]。PARs家

族是一个G蛋白耦联的有7个跨膜结

构的受体家族，是凝血酶的主要受体[4]。

PARs有4种亚型(PARl～4)，凝血酶

激活其中的PARl、PAR3和PAR4，胰

蛋白酶激活PAR2[5]。1-磷酸鞘氨醇

(SIP)为生物活性的鞘脂，位于PARl

信号通路的下游。其受体是一种G蛋白

耦联受体，属于内皮细胞分化基因家族，

共有5种(s1P1～5)。凝血酶作为PARl

配体与之结合后并不引起信号传递，只
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有当凝血酶发挥水解作用在特定部位剪

切受体的N一末端，使其作为配体结合于

自身的特定部位，才能引起受体活化并

传递信号。PARl再通过活化SIP来激

活G蛋白，触发钙动员及一系列第二信

使上调，引发下游级联反应[6]。

2对内皮细胞屏障的作用

2．1屏障破坏作用：Vogel等口]观察到

在脓毒症中存在内皮细胞屏障功能障碍

的情况。在一个灌注鼠肺实验中定量测

量了液体和白蛋白的通透性，显示凝血

酶增加了肺毛细血管对液体和蛋白的通

透性，并且在培养的内皮细胞中也观察

到相似的结果。PARl激动剂可诱导正

常小鼠肺组织增加对液体和白蛋白的通

透性，从而导致肺水肿的发生。这些研究

表明PARl是凝血酶增加肺微血管通透

性和血管舒缩节律作用的主要受体。

内皮细胞主要表达两种S1P受体，

即S1P1和$1P3，其中S1P3是内皮屏障

破坏的关键，它与细胞骨架肌动蛋白A

(RhoA)介导的信号通路有联系。研究表

明，凝血酶与内皮细胞表面的PARl结

合，通过RhoA／Rho激酶(ROCK)激活

S1P3，再通过Rho信号作用于Gal2和

Gal3重构细胞骨架蛋白，使肌动蛋白减

少导致屏障功能的破坏[8]。实验研究表

明，S1P通过S1P3受体可以破坏肺上皮

细胞的紧密连接，引起肺上皮细胞紧密

连接处的claudin一18分布减少，导致紧

密连接蛋白(Z0—1)从紧密连接下的胞

质中消失，紧密连接发生降解，这是急性

肺水肿肺上皮屏障功能受损的一个重要

机制o⋯。

2．2屏障保护作用：凝血酶活化PC生

成APCIl⋯，APC增强内皮细胞的屏障

保护作用需要PARl的参与。凝血酶激

活PARI导致内皮细胞屏障不稳定，而

APC作用于PARl却使屏障保持稳定。

凝血酶和APC介导的不同屏障作用依

赖于诱导的S1P水平，S1P受体介导的

第二信使有S1P浓度依赖的选择性[1“。
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被SIP活化的S1P1通过稳定细胞骨架

要素微管、微丝来稳定细胞的细胞骨架，

减少了内皮细胞的通透性，这依赖于

Rho家族的三磷酸鸟苷酶和丝裂素活化

蛋白激酶(MAPKs)的作用【l“。Single—

ton等[13]的研究表明，高分子质量的透

明质酸诱导CD44s介导S1P1受体和下

游的Racl信号增强了人肺上皮细胞屏

障功能。

Kaneider等n们在盲肠结扎穿孔术

(CLP)脓毒症动物模型中证实了肺血管

通透性的发展是呈双期的，早期应用

Plpal一12S(PARl的全拮抗剂),--I以保护

性地对抗肺水的形成，晚期应用则可加

重血管的渗漏。而晚期应用Plpal一13

(PARl的全激动剂)可以保护性地对抗

肺血管渗漏的进一步发展。在内毒素

(LPS)诱导的脓毒症模型中，凝血酶受

体激动肽SFLLRN(可活化PARl和

PAR2)可逆转LPS诱导的65％～70％

内皮细胞渗漏，而活化PARl没能恢复

内皮细胞的屏障功能，因此，屏障的保护

作用可能需要PAR2的活化。延迟用凝

血酶受体激动肽SLIGKV(活化PAR2)

可逆转LPS诱导的70％～100％的内皮

细胞渗漏。应用RNA干扰(RNAi)沉默

了PAR2以后，SFLLRN、SLIGKV和

Plpal一13的屏障保护作用消失，而在沉

默了PARl以后，SFLLRN和Plpal一13

的晚期屏障保护作用也明显减弱了。因

此，PARl和PAR2在屏障保护作用中都

很重要|l“。

3抗凋亡作用

凝血酶活化的APC信号通路显示

了体内和体外的抗凋亡活性，这个作用

需要内皮细胞蛋白C受体(EPCR)和

PARl的参与。APC下调了促凋亡的

p53和Bax蛋白，维持了保护性的抗凋

亡Bcl一2蛋白水平，调节了Bax／Bel一2比

值；它还能抑制组织型纤溶酶原激活物

(t—PA)诱导的凋亡蛋白酶一8的活化，及

缺氧或低血糖诱导的凋亡蛋白酶一3的

万方数据
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活化[1“。SIP不仅促进了内皮细胞屏障

稳定，而且介导了抗凋亡信号。鞘脂、酰

基鞘氨醇和鞘氨醇保持了一个动态的代

谢平衡，酰基鞘氨醇与鞘氨醇的比例有

时被认为是鞘脂的变阻器。是否是APC

介导的S1P上调以及伴发的酰基鞘氨

醇和鞘氨醇的下调导致了APC的抗凋

亡作用目前还未可知。葡萄糖苷酰基鞘

氨醇是酰基鞘氨醇主要的代谢产物，它

能增强APC抗凝的活性，提示鞘氨醇调

控通路和PC调控通路之间的相互作用

比预想的复杂[1”。在脓毒症中凋亡细胞

的减少与生存率的提高相关，提示脓毒

症中该通路的抗凋亡活性在减少病死率

方面有潜在的重要作用。

4抗炎作用

凝血酶通过激活APC发挥一定的

抗炎效应，其抗炎作用依赖于EPCR和

PARl来抑制内皮细胞中炎症基因的表

达。它下调了内皮细胞上黏附分子的表

达，如细胞间黏附分子一1(ICAM一1)、血

管细胞黏附分子一1(VCAM一1)和E选择

素(E—selectin)，并减少了白细胞黏附和

迁移。通过抑制白细胞炎症介质的释放，

如肿瘤坏死因子(TNF)和白细胞介素一1

(IL—1)，可以减弱全身性炎症反应的启

动，减弱脓毒症相关的细胞因子风暴。抗

炎效应的机制并不完全清楚，可能与

EPCR和PARl、单独的EPCR或其他

的受体有关n“。蛋白酶3(PR3)是一种

有弹性蛋白酶特性的丝氨酸蛋白酶，可

以与CDllb／CDl8和可溶性的EPCR

结合。一旦EPCR、PR3和CDllb／CDl8

形成的可溶性复合物结合到PC和

APC，这个复合物可以介导APC信号和

(或)白细胞上PC的作用。

5对树突细胞的作用

脓毒症时树突细胞的PAR 1与S1P3

相互耦联，对失控的炎症反应有关键作

用。树突细胞促进了全身性凝血反应的

放大，并且是淋巴系统内炎症和凝血相

互作用的主要枢纽。丧失了PARl一S1P3

信号的树突细胞可与炎症细胞进入引流

的淋巴结，减少IL一1p扩散进入肺部。因

此，被凝血反应活化的树突细胞促进了

全身性炎症反应并提高了致死率n⋯。

树突细胞在天然免疫的活化和消退

中扮演重要角色，炎症反应使树突细胞

从外周迁移进入淋巴结[2⋯。有研究分析

了引流的肠系膜淋巴结内的局部炎症反

应情况，研究发现PARl一／一、SlP3一／一

和SphKl一／-d,鼠在肠系膜淋巴结内有

IL一1p水平的增加，在肺内IL一1p水平反

而减少。肺是胸导管下游的第一个毛细

血管床，这支持了树突细胞PARl一S1P3

信号丧失，在引流淋巴结内可特异性限

制炎症反应的观点。因此，给予野生型小

鼠S1P3一／一的树突细胞增加了肠系膜淋

巴结内的局部炎症，而输注野生型的树

突细胞到S1P3-／-d、鼠则促进了炎症向

肺的扩散。相同的结果出现在CLP模型

中，应用PARl拮抗剂诱导了引流的肠

系膜淋巴结内炎症的局限，并阻止了炎

症向肺的扩散。因此，丧失了PARl信号

的树突细胞在引流的淋巴结内被限制迁

移。树突细胞的出现有两个目的，即促炎

和促凝，这提出了一个耦联炎症反应和

凝血反应的简单机制。我们了解树突细

胞能够调控炎症反应[2“，强调了树突细

胞可能作为全身性炎症和脓毒症死亡启

动者的角色[2“。阻断PARl足以中断放

大的全身性炎症和凝血反应，促进脓毒

症患者的康复。为了对抗炎症，需要阻断

淋巴系统内的凝血酶通路，这解释了静

脉应用血浆蛋白酶抑制剂如抗凝血酶为

什么作用有限[2“。

6问题和展望

通过干预凝血酶一PARl一SIP信号

通路可以调节PARl在内皮细胞中的作

用，使其从内皮屏障的破坏作用转换到

内皮屏障的保护作用上来，从而改善毛

细血管的通透性，减少液体渗出和肺水

肿的发生。再通过APC途径发挥抗炎和

抗凋亡的作用，从而提高脓毒症患者的

存活率。但是该通路的许多作用机制还

需要进一步的研究。树突细胞在脓毒症

中有促炎和促凝的作用，通过阻断淋巴

系统内树突细胞的PARl一S1P3信号通

路，把炎症限制于下游淋巴结内来减弱

全身性炎症反应，这为我们提供了一个

抗炎的新思路。
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白细胞介素一1受体激酶M介导的免疫抑制能增加脓毒症患者的病死率

机体免疫抑制常以循环血中单核细胞释放促炎细胞因子减少为特征，与脓毒症远期病死率相关。在南亚，革兰阴性菌感

染导致的类鼻疽病死率高达40％。体外试验和鼠类实验中发现，Toll样受体(TLR)在免疫抑制信号转导中发挥关键作用。荷

兰研究人员采用体外试验研究了类鼻疽患者TLR的表达。34例类鼻疽患者与32例健康志愿者参与研究。测定指标包括血浆

细胞因子水平和用于TLR合成的mRNA水平。研究结果显示，类鼻疽患者血中促炎细胞因子肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细

胞介素一1(IL一1)以及趋化细胞因子IL一8显著降低，IL一1受体激酶M(IRAK—M)升高，IRAK一1降低。类鼻疽死亡患者入院时

IRAK—M水平高于幸存者。研究者认为，IRAK—M水平升高提示类鼻疽患者预后不良。

白慧颖，编译自《Crit Care Med》，2008—12—26(电子版)；胡森，审校

乳脂球表皮生长因子一8通过脂多糖一CDl4途径影响脓毒症的预后

乳脂球表皮生长因子一8(MFG—E8)参与凋亡细胞的清除，其吞噬作用能够预防死亡细胞可能造成的免疫损伤。以往研究

已经证明，通过应用骨髓细胞来源的MFG—E8能增强对凋亡细胞的吞噬作用，提高脓毒症的生存率。最近，美国研究人员应用

野生型小鼠、Toll样受体4(TLR4)突变小鼠及CDl4缺陷小鼠，采用盲肠结扎穿孔术(CLP)和腹腔注射脂多糖制备脓毒症模

型。CLP后5 h、20 h分别检测脾细胞MFG—E8表达、吞噬细胞活性及凋亡细胞。野生型脓毒症小鼠MFG—E8、MFG—E8 tuRNA

分别下降33％和49％。脂多糖使MFG—E8 mRNA表达减少且呈剂量依赖性，多黏菌素B可减弱其影响。TLR4突变小鼠及

CDl4缺陷小鼠未观察到MFG—E8 mRNA表达减少。CLP可显著降低野生型小鼠腹膜巨噬细胞吞噬能力(下降30％)，但对

CDl4缺陷小鼠无影响。CLP同时诱导野生型小鼠脾脏细胞凋亡(凋亡率61％)，但对CDl4缺陷小鼠影响较小。因此，美国研

究者认为MFG—E8可能通过脂多糖一CDl4途径影响对凋亡细胞的吞噬作用。

白慧颖，编译自《J Immunol》，2009，182(1)：581—587，胡森，审校

碱性磷酸盐改善严重脓毒症和脓毒性休克患者的肾功能

碱性磷酸盐(AP)能够减轻脂多糖引起的炎症反应，因而，其可能在感染性休克病理过程中发挥器官保护作用。最近，荷兰

的研究人员通过多中心随机双盲安慰剂对照I期临床试验，研究了AP对严重脓毒症和脓毒性休克患者急性肾损伤的保护作

用。研究纳入36例重症监护病房(ICU)患者，其中男16例，女20例，平均年龄(58士3)岁，均已证实或怀疑革兰阴性菌感染，

全身炎症反应综合征和器官功能障碍出现时间分别在24 h和12 h内。入院10 rnin内分别快速静脉推注AP和安慰剂

(67．5 U／kg)，之后23 h连续静脉滴注AP和安慰剂(132．5 U／kg)。结果显示，AP治疗后血清肌酐水平由91 nmol／L(73～

138 nmol／L)降至70 nmol／L(60～92 nmol／L)，安慰剂组不降低。15例肾功能损害患者经AP治疗后一氧化氮合酶(NOS)水

平降低(80士5)％，一氧化氮(N0)代谢产物含量也显著降低，近端肾小管损伤标记物谷胱甘肽S一转移酶A1含量较安慰剂组

降低70％(50 0A～80％)。研究者认为，AP治疗能降低肾脏NO和NOS含量，保护肾小管，改善严重脓毒症和脓毒性休克患者

的肾功能。 白慧颖，编译自《Crit Care Med》，2008—12—26(电子版)，胡森，审校
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