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脓毒症大鼠炎症与凝血相关性及药物干预的实验研究

田永超-，张照健-，何英2，李静1，王东强3，李志军3

(1．天津中医药大学，天津300193； 2．天津医科大学，天津300070；3．天津市第一中心医院，天津300192)

【摘要】目的应用基因芯片技术探讨脓毒症大鼠炎症与凝血相关性及药物干预的影响，以期从基因水

平上研究药物对其的作用机制。方法 将90只Wistar大鼠随机分为对照组、模型组、药物组，每组30只。采用

盲肠结扎穿孔术(CLP)复制脓毒症大鼠模型。药物组制模后腹腔注射泰能0．1 g／kg、血必净注射液10 ml／kg、

连翘注射液10 ml／kg；对照组和模型组腹腔给予10 ml／kg生理盐水。72 h处死大鼠，用BiostarR一40 s芯片检

测模型组／对照组、药物组／模型组大鼠肝组织基因，并以Cy3和Cy5荧光信号相对强度比值>2．o或<o．5筛

选差异显著基因，通过美国国立生物技术信息中心(NCBI)数据库查询基因功能并加以分类。结果模型组／对

照组筛选出差异基因305条，其中上调基因159条，下调基因146条；药物组／模型组筛选出差异基因342条，

其中上调基因102条，下调基因240条；模型组、药物组已知功能共同差异表达基因36条，上调基因15条，下

调基因2l条；其中涉及免疫、代谢、物质转运、细胞凋亡等多种相关基因。结论药物组对脓毒症时发生紊乱的

相关基因进行调控，使异常表达基因发生回归，特别是免疫相关基因及代谢相关基因中的超氧化物歧化酶2

(SoD2)基因，使脓毒症病情得到良好的转归。
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[Abstract] Objective To apply gene chip technique to explore the correlation between inflammation

and blood coagulation of rats with sepsis and the effect of drug intervention to study the drug mechanism at

gene level．Methods Ninety Wistar rats were randomly divided into three groups：control，model and drug

groups(each以=30)．The septic rat models were established by cecum ligation perforation(CLP)method．

The drug group was treated by intraperitoneal injection of imipenem／cilastatin(O·1 g／kg)。Xuebijing injection

(血必净注射液，10 ml／kg)and forsythia injection(连翘注射液，10 ml／kg)after CLP；while in the control

and model groups，equal amount of normal saline was injected via the same route．BiostarR-40 S chip was used

to detect the rat liver gene of model group／control group and drug group／model group，the ratio of fluorescein

signal Cy3／Cy5>2．0 or<0．5 was applied to screen the institias difference gene，through the database of

American National Center of Biological Information(NCBI)，the gene function and classification were

inquired．Results Model group／control group had 305 institias difference gene，including up—regulation gene

159 institias，and down—regulation gene 146 institias；drug group／model group had 342 institias difference

gene，containing up—regulation gene 1 02 institias，and down—regulation gene 240 institias．In the model group

and drug group，there were 36 genes with known functions and differential expressions，including

up-regulation gene 15 institias and down—regulation gene 21 institias and involving immune，metabolism，

material transportation and apoptosis related genes，and SO on．Conclusion In the drug group，the drugs can

regulate the occurrence of disturbances of related genes in rats with sepsis and promote the regression of gene

abnormal expressions to take place。especially the superoxide dismutase·2(SoD2)gene in the immune and

metabolism related genes．Thus，the septic condition will have a good prognosis．
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凝血系统的激活和炎症反应相互促进、相互影

响，共同形成了脓毒症的病理生理过程，炎症和凝血

系统激活交叉也是临床弥散性血管内凝血(DIC)的

标志[1]，甚至导致多器官功能障碍综合征(MODS)

的发生，最终导致患者死亡。脓毒症发病机制非常复

杂，属多基因疾病。本研究中利用中药药效靶点广的

优势，以基因芯片技术为观察平台，研究脓毒症时大

鼠炎症与凝血的相关性及血必净注射液、连翘、泰能

干预的影响，以期从基因水平上研究上述药物对其

作用的机制，为临床治疗脓毒症筛选有效药物。

1材料与方法

1．1动物模型制备及分组：清洁级雄性Wistar大

鼠90只，体重(250士10)g，由中国医学科学院实验

动物中心提供。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓

毒症大鼠模型[2]。将90只大鼠按随机数字表法分为

对照组、模型组、药物组3组。药物组制模后腹腔注

射泰能(美国默沙东，批号：06525)0．1 g／kg、血必净

注射液(天津市红日药业股份有限公司生产，批号：

060812)10 ml／kg、连翘注射液(天津市红日药业股

份有限公司提供)10 ml／kg，每日2次。对照组和模

型组制模后腹腔给予生理盐水10 ml／kg。

1．2基因芯片杂交及检测分析：各组均于治疗后

72 h处死大鼠，无菌条件下取右上叶肝组织，于液

氮中保存备用。用本课题组前期报道的方法[33进行

基因芯片杂交及检测。

2结果

2．1基因芯片杂交结果：①不同RNA样本双色荧

光标记以叠加图表示：观察组RNA采用Cy3荧光

标记，对照组RNA采用Cy5荧光标记。对于某一点

的两种叠加荧光信号，如果Cy3信号加强，该点多

显绿色；如果Cy5信号加强，该点多显红色；如果强

度相似，即显黄色。不同RNA样本杂交信号强度以

散点图表示：以Cy3荧光信号相对强度值为X轴，

以Cy5荧光信号相对强度值为Y轴，每个基因相对

于第一象限的一个点，这样形成了基因表达谱的散

点图。中间45。直线上的点Cy5／Cy3比值为1．0，表

示无表达差异，其上面直线上的点Cy5／Cy3比值为

2．o，下面直线上的点Cy5／Cy3比值为o．5；远离45。

直线的点(即Cy5／Cy3比值>2．0或<O．5)为差异

表达基因，越靠近X轴或Y轴，则表明该点基因差

异表达越显著。②模型组／对照组、药物组／模型组基

因表达谱芯片双色荧光标记叠加图(图l～2)中，黄

色基因点代表该基因在对照组和模型组中表达无差

异，红点表示该基因在模型组中的表达明显高于对

照组(上调)，绿点表示该基因在模型组中的表达明

显低于对照组(下调)。模型组／对照组、药物组／模型

组基因表达杂交信号强度散点图(图3---4)中，黄色

基因点表示该基因在模型组和药物组中表达无差

异，红点表示该基因在药物组中的表达明显高于模

型组(上调)，绿点表示该基因在药物组中的表达明

显低于模型组(下调)。

圈1模型组／对照组基因表达谱芯片双色荧光标记叠加图

图2药物组／模型组基因表达谱茄片双色荧光标记叠加豳

圈3模型组／对照组基因表达杂交信号强度散点圈

图4药物组／模型组基因裹达杂交信号强度散点圈
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2．2差异表达基因分析(表1)：以BiostarR一40 s芯

片检测大鼠肝组织基因，模型组／对照组筛选出差异

基因305条，其中上调基因159条，已知基因109

条；下调基因146条，已知基因89条。药物组／模型

组筛选出差异基因342条，其中上调基因102条，已

知基因75条；下调基因240条，已知基因120条；模

型组、药物组已知功能共同差异表达基因共36条，

其中上调基因15条，下调基因21条。

3讨论

3．1炎症与凝血相关性分析：脓毒症可能的发病机

制是微生物引起的感染触发了被致敏的单核／巨噬

细胞、内皮细胞和中性粒细胞等炎性细胞失控性释

放出炎症介质，包括白细胞介素(ILs)、肿瘤坏死因

子(TNF)、诱生型一氧化氮合酶(iNOS)及其代谢产

物一氧化氮(NO)等进入循环系统，使炎症反应在体

内进一步呈级联“瀑布样”放大。过度释放的细胞因

子通过各种途径激活凝血系统，使机体处于高凝状

态，机体产生抗凝物质和启动纤维蛋白溶解系统，纤

维蛋白大量沉积，微血管内凝血且功能受损，造成组

织灌注减少，进而导致器官功能衰竭。如：①促炎因

子IL一6激活核转录因子一KB(NF—loB)，使内皮细胞、

巨噬细胞等炎性细胞上调组织因子(TF)表达与释

放，启动外源性凝血系统；②细胞损伤使位于细胞内

膜的氨基磷脂(一种强烈的促凝物质)翻转、暴露而

促进凝血；③炎症反应损伤血管内膜，暴露其下胶原

组织而激活内源性凝血系统。炎症引起的血管内皮

功能紊乱是凝血反应过度激活的重要步骤，而内皮

损伤又造成炎症反应加剧，引起中性粒细胞活化及

其与内皮细胞黏附和炎症介质进一步释放，即凝血

系统和免疫系统间“交叉对话，，[4’5]。血必净注射液可

通过调节TNF—a改善脓毒症的凝血功能[6]。本课题

组前期的研究显示：脓毒症涉及一系列基因的表达

异常，分析某些表达量下调或上调基因，显示出机体

处于免疫功能紊乱及免疫炎症状态；血液中与凝血

功能相关基因表达量上调，说明血液处于高凝状态[7]，

而且炎症与凝血功能紊乱同时存在、相互影响。

3．2药物干预机制分析：王今达教授将中医学的

。三证三法”用于脓毒症治疗的理论[8]已被广泛采

用。连翘注射液主要成分为连翘苷、连翘酯苷和黄

酮。文献报道，连翘有明显的抗炎作用，能降低毛细

血管的脆性和通透性，减少炎性渗出，并能增强机体

的防御功能；腹腔注射连翘醇提取物水溶液有非常

明显的抗渗出作用，能降低炎症部位血管壁脆性，促

进炎性屏障的形成[9]。此外，连翘可直接摧毁内毒

素，显著抑制细菌内毒素诱发的炎症因子如IL一1的

过度表达；同时，连翘苷具有一定的清除氧自由基及

襄1模型组、药物组已知功能的36条差异表达基因

基因编号 基因名称 模型组药物组 基因编号 基因名称 模型组药物组

代谢相关基因 免疫相关基因

XM 001060853三磷酸腺苷酶 2．011 0．469 NM 053288 类黏蛋白4．227 0．370

NM 024391 羟类固醇(17一B)脱氢酶2 2．532 0．278 NM 053587$100钙结合蛋白A9 4．822 0．115

NM 017051 超氧化物歧化酶2(SOD2) 2．240 0．344 NM 030845 趋化因子配基1 10．480 0．302

NM 012716 单羧酸转运蛋白1 5．433 0．131 NM 012488 a2巨球蛋白 34．770 0．480

XM 217138 尼克酰胺N一甲基转移酶 2．682 0．350 NM 022194 白细胞介索一1(几-1) 2．081 0．422

NM 031987 肉毒碱0一辛酰基转移酶0．438 3．249 受体拮抗剂

NM 001034090环氧化物水解酶1 0．432 2．297 NM 053289 再生岛衍生的3p 5．019 0．156

NM 178091 胰岛素诱导的基因2 0．200 2．175 细胞凋亡相关基因

NM 053902 犬尿素酶0．460 2．530 NM 023987 杆状病毒3 2．102 0．338

NM 032082 羟酸氧化酶2 0．274 3．431 NM 130741 人脂质运载蛋白2 4．739 0．393

NM 012597 肝脂肪酶0．485 2．488 细胞周期、增殖相关基因

NM 012624 丙酮酸激酶(肝型、红细胞型)0．383 2．333 NM 012843 上皮膜蛋白l 3．384 0．260

NM 012545 二羟基苯丙氨酸脱羧酶0．491 2．304 X84004 二元特异磷酸酶1 0．250 2．394

NM 019292 碳酸酐酶3 0．345 2．952 转录调节相关基因

NM 019184 细胞色素P450 I C 0．337 2．177 XM 001077437 维甲酸诱导1 0．411 2．733

物质运输相关基因 NM 013060 DNA结合蛋白抑制物2 0．486 2．669

XM一575216 空泡的蛋白质分选39同系物2．441 0．333 细胞附着相关基因

NM 138826 金属硫蛋白1a 9．404 0．350 NM 134452 胶原V a1 2．278 0．422

NM 145677 溶质传递族25 0．439 2．754 其他相关基因

细胞骨架相关基因 XM 342793 类似假定的蛋白FLJ22490 2．532 0．251

NM 057191 无中文名称 3．596 0．297 NM 019125 无中文名称 2．191 0．276

xM一001058799猫眼综合征染色体2同系物 2．034 20．331 NM 173293 嗅觉感受器59 0．383 3．246
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抗氧化作用，从而保护血管内皮，减轻脓毒症的程

度[1¨引。连翘的应用符合毒热证的治疗原则。

血必净注射液具有强效拮抗内毒素及其诱导的

单核／巨噬细胞产生的内源性炎症介质失控性释放

作用[13‘1们；增加血小板、纤维蛋白原含量和血小板聚

集，并可保护血管内皮细胞，从而改善DIC的凝血

机制异常，防止毛细血管内微血栓形成(153；改善微

循环，提高SOD活性；同时能够调节过高或过低的

免疫反应，保护和修复应激状态下受损的脏器[1副。

血必净注射液的应用可缓解脓毒症血瘀证。

泰能、血必净、连翘同时应用，针对细菌感染、炎

症反应及凝血功能障碍进行综合治疗，实现“细菌一

内毒素一炎症介质并治”的防治策略，即“菌毒炎并

治巩14]。用中药拮抗内毒素，并抑制炎症介质失控性

释放，提高SOD活性，从而保护血管内皮，阻断炎症

与凝血相互影响的恶性循环，保护受损脏器，减轻脓

毒症的程度，达到明显提高存活率的目的。

3．3药物干预后基因表达分析：药物组在已检测出

的各功能分类异常表达基因中均有较好的回归调

节，从基因水平上使脓毒症病情得到良好的转归。特

别是一些调节免疫反应的基因，如急性时相反应蛋

白(类黏蛋白、a。巨球蛋白等)、炎症因子($100钙结

合蛋白A9、趋化因子配基1等)、IL一1受体拮抗剂

等在模型组表达异常，而经连翘、血必净、泰能方案

治疗后回归到基线水平，说明机体免疫系统的紊乱

得到了有效调节，炎症反应好转；另外，代谢相关基

因中SOD2基因在模型组中表达明显上调，治疗后

发生了回归，推测可能是由于药物清除了部分自由

基，使机体SOD反射性降低调节幅度所致，从而防

止了炎症放大化及血管内皮损伤。由于炎症的好转

及血管内皮损伤的减轻，阻断了炎症与凝血系统间

的恶性循环，从基因水平体现出炎症及凝血系统紊

乱同时得到改善，脓毒症病情得到良好的转归。

综上所述，本研究中从基因水平显示泰能、血必

净加连翘注射液能很好地阻断炎症与凝血问交叉影

响的恶性循环，从而减少了DIC和MODS的发生，

明显提高了脓毒症大鼠的存活率。
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i 2008年度中国百种杰出学术期刊 i
； i

2 目前科技部中国科技信息研究所公布了2008年度的中国科技论文统计结果。根据《中国科学技术期刊综合评价指：

i标体系》，采用分层分析法，由专家打分确定了重要指标的权重，对各学科的每种期刊进行了综合评定，评出了2008年度i
2。中国百种杰出学术期刊”，其中医药卫生类期刊有30种，分别为：CHINESE MEDICAL JOURNAL、中华医学杂志、中：

：华外科杂志、中华心血管病杂志、中华儿科杂志、中华结核和呼吸杂志、中华神经科杂志、中华流行病学杂志、中华口腔医；

；学杂志、中华肿瘤杂志、中华骨科杂志、中华放射学杂志、中华检验医学杂志、中华耳鼻咽喉头颈外科杂志、中华护理杂i
2志、中国危重病急救医学、中国病理生理杂志、中国药理学通报、中国中西医结合杂志、中国组织工程研究与临床康复、中：
2国感染与化疗杂志、中国心理卫生杂志、中国中药杂志、遗传学报、药学学报、营养学报、中草药、WORLD JouRNAL OF；

；GASTROENTEROLOGY、第三军医大学学报、第四军医大学学报。 j
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