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Nrf2 在氢气治疗严重脓毒症肠损伤中的作用

李媛 谢克亮 陈红光 王卫娜 王国林 于泳浩

【摘要】 目的 探讨 Nrf2 在氢气治疗严重脓毒症肠损伤中的作用。方法 将 152 只雄性 ICR 小鼠按随机

数字表法分为假手术组、氢气对照组、脓毒症组和氢气治疗组 4 组，每组 38 只。采用盲肠结扎穿孔术（CLP）制

备脓毒症模型，假手术组和氢气对照组不进行 CLP，其他操作相同。氢气对照组和氢气治疗组于假手术或 CLP

后 1 h、6 h 分别吸入 2％氢气 1 h。每组取 20 只小鼠，观察术后 7 d 内的生存率。每组剩余 18 只小鼠，分别于术

后 6、12 和 24 h 各处死 6 只，取部分肠组织，用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测 Nrf2、高迁移率族蛋白

B1（HMGB1）的蛋白表达；用逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测 Nrf2 mRNA 表达；于术后 24 h 取部分中段

空肠，行苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察肠组织损伤程度。结果 假手术组和氢气对照组各指标差异均无

统计学意义。脓毒症组小鼠 7 d 生存率较假手术组明显降低（0 比 100%，P＜0.05）；氢气治疗组小鼠 7 d 生存率

较脓毒症组明显升高（55%比 0，P＜0.05）。与假手术组比较，脓毒症组术后 6、12 和 24 h 肠组织 Nrf2 的蛋白表

达（灰度值）和 mRNA 表达均明显升高（Nrf2 蛋白 6 h：1.973±0.350 比 1.000±0.000，t＝4.411，P＝0.002；12 h：

2.367±0.186 比 1.000±0.000，t＝10.210，P＝0.000；24 h：2.517±0.280 比 1.000±0.000，t＝9.521，P＝0.000；

Nrf2 mRNA 6 h：1.606±0.271 比 1.000±0.000，t＝3.631，P＝0.002；12 h：1.692±0.399 比 1.000±0.000，t＝

3.233，P＝0.005；24 h：1.784±0.341 比 1.000±0.000，t＝3.894，P＝0.001），术后 24 h 肠组织 HMGB1 表达（灰度

值）明显升高（1.507±0.220 比 1.000±0.000，t＝3.948，P＝0.004）。与脓毒症组比较，氢气治疗组术后 6、12 和

24 h 肠组织 Nrf2 的蛋白和 mRNA 表达明显升高（Nrf2 蛋白 6 h：2.583±0.395 比 1.973±0.350，t＝2.765，P＝

0.024；12 h：2.725±0.235 比 2.367±0.186，t＝2.674，P＝0.028；24 h：2.930±0.212 比 2.517±0.280，t＝2.595，

P＝0.032；Nrf2 mRNA 6 h：2.008±0.400 比 1.606±0.271，t＝ 2.405，P＝0.029；12 h：2.188±0.475 比 1.692±

0.399，t＝2.317，P＝0.034；24 h：2.333±0.406 比 1.784±0.341，t＝2.728，P＝0.015），术后 24 h 肠组织 HMGB1

表达明显降低（1.147±0.152 比 1.507±0.220，t＝2.805，P＝0.023）。HE 染色结果显示，脓毒症组出现明显的肠

组织损伤；氢气治疗组肠组织损伤较脓毒症组有所减轻。结论 氢气可以通过激活 Nrf2- 抗氧化反应元件

（ARE）通路，使脓毒症小鼠肠组织中 Nrf2 蛋白表达增加，HMGB1 水平降低，最终对严重脓毒症小鼠肠组织起

到保护作用，并可明显提高脓毒症小鼠的生存率。
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【

Abstract

】

Objective To investigate the role of Nrf2 on hydrogen treatment for intestinal injury caused by
severe sepsis. Methods 152 male ICR mice were randomly divided into four groups：sham operation group，hydrogen
control group，sepsis group，and hydrogen treatment group，each n＝38. Sepsis model was reproduced by cecal ligation
and puncture （CLP）. The mice in sham operation group and hydrogen control group did not receive CLP，and the
operative procedure was the same as follows. The mice in hydrogen control group and hydrogen treatment group received
1-hour inhalation of 2% hydrogen 1 hour and 6 hours after sham operation or CLP. Twenty animals in each group were
selected and observed for 7-day survival rate．Eighteen animals in each group were selected and sacrificed at 6，12 and
24 hours after CLP. The intestinal tissues were obtained to determine the expression of Nrf2 and high mobility group B1
（HMGB1）protein by Western Blot，and the expression of Nrf2 mRNA by reverse transcription-polymerase chain
reaction （RT-PCR）. The middle portion of jejunum was obtained to evaluate the degree of septic injury by light
microscope after hematoxylin and eosin （HE）staining. Results There was no statistical significance in variables
between sham operation group and hydrogen control group. Compared with sham operation group，the 7-day survival rate
was significantly decreased in sepsis group （0 vs. 100%，P＜0.05）；compared with sepsis group，the 7-day survival
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脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征

（SIRS）［1］。在世界范围内，脓毒症仍是死亡的主要原

因之一［2-3］。然而，对脓毒症的发生及结局的预测还

不十分理想［4］，其诊断依据也不十分明确［5］。脓毒症

最常累及肠道，黎君友等［6］的研究显示，脓毒症大鼠

的小肠吸收和蠕动功能均下降。韩磊和任爱民［7］认

为，脓毒症可以造成肠黏膜上皮水肿，上皮细胞膜及

细胞间连接断裂，细胞坏死，从而使肠道通透性增

加，肠屏障受损，进而使病情加剧，危及患者生命。

因此，探究脓毒症肠损伤的根本原因，寻找有效的治

疗措施已成为一个十分迫切的问题。Nrf2 是 CNC

（cap'n'collar）转录因子家族成员中活性最强的转录

调节因子，普遍表达于各种细胞［8］。当机体受到氧化

应激刺激时，Nrf2 被激活，并通过上调其下游的一些

保护性蛋白来达到氧化还原反应的平衡［9］。Nrf2 的

破坏会导致脂多糖（LPS）及盲肠结扎穿孔术（CLP）

诱导的脓毒症模型动物的死亡率升高［10］。本课题组

前期研究发现，氢气对脓毒症小鼠有一定的治疗作

用［11］，但其作用机制还不十分明确。本实验拟探讨

Nrf2 在氢气治疗严重脓毒症肠损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组及模型制备：成年雄性 ICR 小

鼠，由军事医学科学院实验动物中心提供，动物合格

证号：SCXK-（军）2007-004，体质量 20～25 g，按随

机数字表法分为假手术组、脓毒症组、氢气对照组、

氢气治疗组，每组 38 只。参考文献［12-13］的方法，

采用 CLP 制备脓毒症动物模型；假手术组和氢气对

照组动物不进行 CLP，其他操作相同。

本研究经天津医科大学实验动物管理委员会批

准，动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.2 氢气治疗：参考文献［14］的方法，将小鼠放置

在一个密封的塑料盒子中，使用 GCH-300 高纯氢气

发生器向管子里输注氢气和空气的混合气体。氢气

对照组、氢气治疗组于假手术或 CLP 制模 1 h 和 6 h

分别吸入 2%氢气 1 h，其他动物不进行氢气吸入。

1.3 检测指标及方法：每组取 20 只小鼠观察制模

后 7 d 内的生存情况；剩余 18 只小鼠分别于术后

6、12、24 h 各处死 6 只备检。

1.3.1 肠组织病理观察：制模后 24 h 取小鼠中段空

肠 0.5 cm，用 4%多聚甲醛溶液固定 24 h，经脱水、石

蜡包埋、切片，用苏木素 - 伊红（HE）染色，封片后

400 倍镜下观察小肠黏膜出血、水肿及连续性改变。

1.3.2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测定肠

组织中 Nrf2 及高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）的蛋白

表达：于制模后 6、12 和 24 h 取肠组织制备匀浆，离

心取上清即为肠组织总蛋白。提取蛋白后用湿式电

转移法经十二烷基硫酸钠（SDS）凝胶电泳，转至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜。5％脱脂奶粉封闭，洗膜后分

别加入一抗鼠单克隆抗体 Nrf2（1∶200，美国 Santa

公司）、兔多克隆抗体 HMGB1 （1∶1 000，英国

Abcam 公司）和兔单克隆抗体 茁- 肌动蛋白（茁-actin，

1∶1 000，杭州华安公司），4 ℃孵育过夜，含吐温 20

的磷酸盐缓冲液（TBST）清洗 5 次，每次 5 min；

β-actin 及 HMGB1 使用羊抗兔二抗（1∶2 000，北

京中杉金桥生物有限公司）室温孵育 1 h，Nrf2 使用

羊抗小鼠二抗（1∶2 000，北京中杉金桥生物有限公

rate was significantly increased in hydrogen treatment group （55% vs. 0，P＜0.05）. Compared with sham operation
group，the expression of Nrf2 protein （gray value）and Nrf2 mRNA were up-regulated in sepsis group at 6，12 and 24
hours after CLP（Nrf2 protein 6 hours：1.973±0.350 vs. 1.000±0.000，t＝4.411，P＝0.002；12 hours：2.367±0.186
vs. 1.000±0.000，t＝10.210，P＝0.000；24 hours：2.517±0.280 vs. 1.000±0.000，t＝9.521，P＝0.000；Nrf2
mRNA 6 hours：1.606±0.271 vs. 1.000±0.000，t＝3.631，P＝0.002；12 hours：1.692±0.399 vs. 1.000±0.000，
t＝3.233，P＝0.005；24 hours：1.784±0.341 vs. 1.000±0.000，t＝3.894，P＝0.001），and it was also the expression
of HMGB1 （gray value）at 24 hours after CLP operation （1.507±0.220 vs. 1.000±0.000，t＝3.948，P＝0.004）.
Compared with sepsis group，the expression of Nrf2 protein and Nrf2 mRNA in intestines were up-regulated at 6，12 and
24 hours after CLP in hydrogen treatment group（Nrf2 protein 6 hours：2.583±0.395 vs. 1.973±0.350，t＝2.765，P＝
0.024；12 hours：2.725±0.235 vs. 2.367±0.186，t＝2.674，P＝0.028；24 hours：2.930±0.212 vs. 2.517±0.280，
t＝2.595，P＝0.032；Nrf2 mRNA 6 hours：2.008±0.400 vs. 1.606±0.271，t＝ 2.405，P＝0.029；12 hours：2.188±
0.475 vs. 1.692±0.399，t＝ 2.317，P＝0.034；24 hours：2.333±0.406 vs. 1.784±0.341，t＝ 2.728，P＝0.015）.
Compared with sepsis group，the expression of HMGB1 was down-regulated significantly at 24 hours after CLP in
hydrogen treatment group （1.147±0.152 vs. 1.507±0.220，t＝2.805，P＝0.023）. HE staining showed that there was
significantly aggravated intestinal pathological injury in the mice of sepsis group；compared with sepsis group，the
pathology was significantly less marked in hydrogen treatment group. Conclusion Through activation of
Nrf2-antioxidant response element （ARE）pathway，hydrogen may increase the level of Nrf2，which is a kind of
protective protein，in the intestine of mice，thus decreases the level of late pro-inflammatory factor，HMGB1，and it may
protect the intestinal tissues in septic mice and increase the survival rate significantly.

【
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司）室温孵育 1 h，TBST 清洗，最后暗室内加显色底

物显色曝光，扫描，内参照为 β-actin，采用 Gene

Tools 图像分析软件测定条带灰度值，以假手术组目

的条带灰度值与 β-actin 灰度值的比值为基准，用

其他 3 组的比值与假手术组的相对比来反映目的蛋

白的表达。

1.3.3 逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测 Nrf2

mRNA 表达：于制模后 6、12、24 h 提取总 RNA。用

RevertAidTM 第一链 cDNA 合成试剂盒逆转录合成

cDNA，42 ℃孵育 60 min，70 ℃加热 5 min 终止反

应。使用 SYBR Green 法进行模板的荧光定量 PCR

检测（天根 Real Master Mix 荧光定量 PCR 试剂盒）。

Nrf2 mRNA 表达水平以三磷酸甘油醛脱氢酶

（GAPDH）为内参照。PCR 引物和探针设计参照文献

［15］。用 iQTM5 多重实时荧光定量 PCR 仪进行扩增

并分析处理数据。相对表达量用 2-驻驻Ct 法计算。

1.4 统计学处理：应用 SPSS 18.0 软件进行统计学

分析，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组间比

较采用单因素方差分析；计数资料比较采用 字

2 检

验；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 动物生存率（图 1）：假手术组和氢气对照组动

物于实验过程中全部存活。脓毒症组术后 7 d 动物

生存率较假手术组明显降低（0 比 100%，P＜0.05）。

氢气治疗组 7 d 时动物生存率较脓毒症组明显升高

（55%比 0，P＜0.05），但仍低于假手术组（P＜0.05）。

2.2 肠组织 Nrf2、HMGB1 蛋白表达（表 1；图 2）：

假手术组和氢气对照组术后各时间点肠组织 Nrf2、

HMGB1 蛋白表达比较差异均无统计学意义。与假手

术组比较，脓毒症组和氢气治疗组术后 6、12 和 24 h

肠组织 Nrf2 蛋白表达量明显升高（均 P＜0.01）；且

氢气治疗组肠组织 Nrf2 蛋白表达量明显高于脓毒

症组（P＜0.05 或 P＜0.01），呈时间依赖性。与假手

术组比较，仅脓毒症组术后 24 h 肠组织 HMGB1 表

达明显升高（P＜0.05）；氢气治疗组术后 24 h 肠组

织 HMGB1 表达较脓毒症组明显降低（P＜0.05）。

HMGB1 为高迁移率族蛋白 B1；A 为脓毒症组，

B 为氢气治疗组，C 为假手术组，D 为氢气对照组

图 2 蛋白质免疫印迹试验检测各组小鼠术后不同时间点

肠组织 Nrf2 和 HMGB1 的蛋白表达

表

1 氢气对 CLP 所致脓毒症小鼠术后不同时间点肠组织 Nrf2 和 HMGB1 蛋白表达的影响（x±s）

注：CLP 为盲肠结扎穿孔术，HMGB1 为高迁移率族蛋白 B1

组别
动物数

（只）

HMGB1 蛋白相对表达量（灰度值）

术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h 术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h

假手术组（1） 18 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000
氢气对照组（2） 18 1.133±0.166 1.063±0.133 1.731±0.170 1.027±0.205 1.087±0.125 0.953±0.165
脓毒症组（3） 18 1.973±0.350 2.367±0.186 2.517±0.280 1.083±0.131 1.180±0.154 1.507±0.220
氢气治疗组（4） 18 2.583±0.395 2.725±0.235 2.930±0.212 1.057±0.136 1.093±0.136 1.147±0.152
组间比较 1∶2 的 t /P 值 0.604 / 0.562 0.473 / 0.649 1.088 / 0.308 0.237 / 0.818 0.883 / 0.403 0.364 / 0.726

1∶3 的 t /P 值 4.411 / 0.002 10.210 / 0.000 9.521 / 0.000 0.733 / 0.485 1.834 / 0.104 3.948 / 0.004

3∶4 的 t /P 值 2.765 / 0.024 2.674 / 0.028 2.595 / 0.032 0.235 / 0.821 0.883 / 0.403 2.805 / 0.023

1∶4 的 t /P 值 7.176 / 0.000 12.884 / 0.000 12.116 / 0.000 0.498 / 0.632 0.951 / 0.369 1.143 / 0.286
2∶3 的 t /P 值 3.807 / 0.005 9.737 / 0.000 8.433 / 0.000 0.495 / 0.634 0.951 / 0.369 4.312 / 0.003
2∶4 的 t /P 值 6.572 / 0.000 12.411 / 0.000 11.027 / 0.000 0.261 / 0.801 0.068 / 0.947 1.507 / 0.170

Nrf2 蛋白相对表达量（灰度值）

1
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注：CLP 为盲肠结扎穿孔术；与假手术组比较，aP＜0.05；

与脓毒症组比较，bP＜0.05

图

1 氢气对 CLP 所致脓毒症小鼠术后不同时间点

生存率的影响
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2.3 肠组织 Nrf2 mRNA 表达（表 2）：假手术组和氢

气对照组术后各时间点肠组织 Nrf2 mRNA 表达差

异均无统计学意义（均 P＞0.05）。与假手术组比较，

脓毒症组和氢气治疗组术后 6、12 和 24 h 肠组织

Nrf2 mRNA 表达明显升高（均 P＜0.01）；且氢气治疗

组肠组织 Nrf2 mRNA 表达均明显高于脓毒症组（均

P＜0.05），呈时间依赖性。

2.4 肠组织病理改变（图 3）：光镜下观察，假手术组

与氢气对照组肠组织结构正常，肠绒毛结构清晰。脓

毒症组肠组织绒毛排列不规则，黏膜及黏膜下出现

水肿、出血，肠黏膜连续性断裂；而给予氢气治疗后，

肠黏膜充血减少，间质出血减轻，黏膜缺损、断裂现

象较脓毒症组有所改善。

3 讨 论

CLP 是诱发脓毒症的经典方法 ［16-17］，因此本研

究采用该方法制备脓毒症模型，结果提示 CLP 诱发

脓毒症模型制备成功。同时本研究结果显示，CLP 后

1 h 和 6 h 分别吸入 2％氢气 1 h 可明显提高脓毒症

小鼠生存率，与本课题组前期研究结果［18］一致。

HMGB1 可以介导炎症反应，并可以被分泌到细

胞外与各种炎症因子相互作用，是一种重要的晚期

炎症介质［19-20］。HMGB1 在诸多炎症性疾病如脓毒

症、关节炎、肺炎、胰腺炎等的发病机制中起着重要

作用［21］。邵义明等［22］和 Gentile 等［23］提出：HMGB1 的

表达量与脓毒症严重程度有关，是脓毒症致死的重

要原因。本研究结果表明，CLP 后 24 h HMGB1 明显

升高，经氢气治疗后 HMGB1 表达降低。由此可见，

氢气可以减少 CLP 诱导的脓毒症 HMGB1 释放。

正常肠道黏膜屏障由机械屏障、化学屏障、免疫

屏障与生物屏障共同构成，能有效阻止细菌及内毒

素等有害物质透过肠黏膜进入血液。当机体受到感

染等严重疾病威胁时，机体的免疫系统将会释放大

量的炎症介质，其结果将导致肠黏膜损伤、肠道细菌

移位并大量入血，最终引起多器官损伤，导致病情恶

化［24］。Nrf2 可以感受外源性有毒物质和氧化应激的

刺激，并在细胞抗氧化应激和外源性有毒物质诱导

的主要防御机制中发挥重要的作用［25-26］。Nrf2 受胞

质接头蛋白（Keap1）的负性调控，Keap1 可以将 Nrf2

限制于细胞质中，当机体受到氧化应激刺激时，

Keap1 与 Nrf2 分离，Nrf2 转移至细胞核内，与一种

被称为抗氧化反应元件（ARE）的顺式作用元件相结

合，并介导其下游基因的表达。Nrf2 的下游基因可以

根据其作用及相关性分为几类，即细胞的生长和

凋亡、细胞氧化还原、炎症反应及泛素介导的降解途

径［27］。Nrf2-ARE 通路是内源性抗氧化应激通路中最

为重要的一条［28］。氢气治疗脓毒症的同时不仅没有

破坏内源性抗氧化系统，而且可以明显地提高内源

性抗氧化系统的活性。由此可以得出结论：氢气可以

通过激活 Nrf2-ARE 通路，使脓毒症小鼠肠组织中

Nrf2 蛋白表达增加，降低 HMGB1 的水平，最终对严

重脓毒症小鼠肠组织起到保护作用，并明显提高脓

毒症小鼠的生存率。

综上所述，氢气对脓毒症小鼠肠组织的保护作

用与内源性抗氧化系统 Nrf2-ARE 通路的激活及

HMGB1 的减少有关。
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本刊常用的不需要标注中文的缩略语（二）

RIFLE 分级（危险、损伤、衰竭、肾功能丧失、终末期肾病）

早期目标导向治疗（early goal-directed therapy，EGDT）

随机对照临床试验（randomized controlled trial，RCT）

肠内营养（enteral nutrition，EN）

肠外营养（parenteral nutrition，PN）

连续性肾脏替代治疗

（continuous renal replacement therapy，CRRT）

连续性血液净化（continuous blood purification，CBP）

连续性静 - 静脉血液滤过

（continuous veno-venous hemofiltration，CVVH）

脉冲式高容量血液滤过

（pulsed high volume hemofiltration，PHVHF）

肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）

白细胞介素（interleukin，IL）

核转录因子 -资B（nuclear factor-资B，NF-资B）

转化生长因子 -茁

（transforming growth factor-茁，TGF-茁）

降钙素原（procalcitonin，PCT）

C- 反应蛋白（C- reactive protein，CRP）

超敏 C- 反应蛋白（high sensitivity C-reactive protein，hs-CRP）

高迁移率族蛋白 B1（high mobility group protein B1，HMGB1）

Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）

低氧诱导因子 -1琢（hypoxia-inducible factor-1琢，HIF-1琢）

环氧化酶 -2（cyclooxygenase-2，COX-2）

细胞外信号调节激酶

（extracellular signal-regulated kinase 2，ERK）

c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）

丝裂素活化蛋白激酶（mitogen actived protein kinase，MAPK）

髓样分化抗原 88（myeloid differential protein-88，MyD88）

病原相关分子模式

（pathogen associated molecular pattern，PAMP）

白细胞介素 -1 受体相关激酶 1

（interleukin-1 receptor-associated kinase 1，IRAK-1）

肿瘤坏死因子受体相关因子 6

（tumor necrosis factor receptor-associated factor 6，TRAF-6）

肿瘤坏死因子 -α 诱导蛋白 6

（tumor necrosis factor-α induced protein 6，TSG-6）

线粒体融合蛋白 2（mitochondrial fusion protein 2，Mfn2）

人白细胞 DR 抗原（human leukocyte antigen-DR，HLA-DR）

肝素结合蛋白（heparin-binding protein，HBP）
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