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血红素氧合酶１通过影响脓毒症大鼠血栓调节蛋白
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　　［摘　要］　目的：探讨血红素氧合酶１（ＨＯ１）对脓毒症大鼠肾脏的保护作用及其机制，观察肾脏血栓调节蛋
白（ＴＭ）表达的变化以及ＨＯ１对ＴＭ的影响。方法：采用盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）法制作脓毒症大鼠模型。将７２只
脓毒症大鼠随机分为对照组、ＣＬＰ组、ＣＬＰ＋ＨＯ１诱导剂组和ＣＬＰ＋ＨＯ１抑制剂组，每组１８只；按分组处理后分时
相处死大鼠，留取血浆和肾脏组织，分析各组之间血清肌酐（Ｃｒ）、胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）、碳氧血红蛋白（ＣＯＨｂ）、凝血酶
原时间（ＰＴ）和活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）的差别，ＥＬＩＳＡ法检测血浆 ＴＭ、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和白细胞
介素１β（ＩＬ１β）水平变化，肾脏组织经马休黄／猩红／天青石蓝染色（ＭＳＢ）法对比各组之间病理变化，并应用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ分析肾脏组织ＴＭ表达水平。结果：与对照组相比，脓毒症组中大鼠肾脏微血栓形成明显，凝血功能障碍，
炎症反应明显，肾脏功能受损；在ＨＯ１诱导剂组中大鼠肾脏微血栓及炎症反应较脓毒症组显著减轻（Ｐ＜００５），
肾脏功能得到改善，ＴＭ表达较脓毒症组上调（Ｐ＜００５）；而 ＨＯ１抑制剂起到了相反的作用。结论：ＨＯ１能够增
加脓毒症大鼠肾脏ＴＭ的表达，发挥抗凝血及抗炎作用，从而改善脓毒症大鼠的肾脏功能。
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　　脓毒症（ｓｐｅｓｉｓ）是指由感染引起的脏器功能障
碍，进一步发展可导致脓毒性休克和多器官功能障

碍综合征。肾脏功能障碍是脓毒症常见而且严重的

并发症，急性肾功能衰竭（ａｃｕｔｅｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ）发生率
在一般脓毒症患者约为 １９％，在重度脓毒症约为
２３％，在血培养阳性的脓毒性休克患者中约为
５１％［１］，而急性肾衰会加重病情导致患者死亡［２］。

脓毒症导致肾衰的发病过程中，凝血功能障碍及炎

症反应起到了重要作用［３］。

血栓调节蛋白（ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ，ＴＭ）是广泛表达
于血管内皮细胞表面的跨膜蛋白受体，作为蛋白 Ｃ
系统的重要组成部分，它是蛋白 Ｃ活化过程中重要
的调节因子，不仅具有改善凝血的功能，还具有抑制

炎症激活作用［４］。

血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）是体
内血红素代谢的重要起始酶和限速酶，能够催化血

红素分解为一氧化碳、胆绿素和铁离子，其代谢产物

具有抑制炎症因子，抗氧化活性，同时具有调节血管

张力、抗凋亡和细胞保护及改善凝血功能的作

用［５６］。Ｓａｍｂｕｃｅｔｉ等［７］和 Ｍａｒｕｙａｍａ等［８］在大鼠糖

尿病模型中及内毒素体外细胞实验中观察到 ＨＯ１
对于内皮细胞表面ＴＭ具有保护作用并促进其表达，
而且在脓毒性休克时ＨＯ１对肾脏具有保护作用［９］。

但是，脓毒症时 ＨＯ１的肾脏保护作用能否通过 ＴＭ
介导目前还没有研究。

本实验旨在探讨 ＨＯ１对于脓毒症大鼠肾脏的
保护作用机制，观察脓毒症大鼠肾脏ＴＭ表达的变化
以及ＨＯ１对其影响。

材　料　和　方　法

１　主要试剂
ＨＯ１诱导剂氯化血红素（ｈｅｍｉｎ）与抑制剂锌原

卟啉（ｚｉｎｃｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ，ＺｎＰＰ）ＩＸ购自 Ｓｉｇｍａ；兔抗
大鼠ＴＭ多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ＴＭ的 ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购自中国易利生物公司；肿瘤坏死因子

α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和白细胞介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）的 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自中
国蓝基生物公司；活化部分凝血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐａｒｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ，ＡＰＴＴ）和凝血酶原时间（ｐｒｏ
ｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）检测试剂盒购自北京中勤世帝公
司。

２　实验分组及动物模型
脓毒症模型的制作参照传统的盲肠结扎穿孔

（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）法。７２只雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠，６～８周，体重２２０ｇ±３０ｇ，由辽宁长生
生物技术有限公司提供，动物合格证编号为

２１１００２３０００１８２０６，随机分为４组：假手术（ｓｈａｍ）组、
脓毒症（ＣＬＰ）组、ＨＯ诱导剂（ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ）组和 ＨＯ
抑制剂（ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ）组，每组１８只。ＣＬＰ、ＣＬＰ＋ｈｅ
ｍｉｎ和ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ３组大鼠于术前１２ｈ分别腹腔内
注射 ＰＢＳ、ｈｅｍｉｎ（５０μｍｏｌ／ｋｇ）和 ＺｎＰＰ（５０μｍｏｌ／
ｋｇ）。动物术前禁食 １２ｈ，自由饮水，戊巴比妥（５０
ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧位固定大鼠，无菌条
件下作腹白线正中切口约１５ｃｍ，分离盲肠，用３０
丝线在距离盲肠根部１／３处环形结扎，保持肠道通
路正常，用１６码针头分别在盲肠的近端和末端各穿
一个孔，挤出少许粪便于腹腔内，回纳盲肠，分层缝

合腹腔。术后即刻给动物皮下注射生理盐水３０ｍＬ／
ｋｇ，补充术中液体丢失；假手术组仅做开腹、分离盲
肠远端与大肠系膜及关腹手术。术后动物均自由进

食及饮水。在术后６、１２和２４ｈ每组小鼠分别随机
选取６只，暴露腹主动脉，收集动脉血，将血液与
３８％枸橼酸钠以９∶１的比例充分混合，１６６０×ｇ离
心１０ｍｉｎ，留取上层血浆至－８０℃保存；取肾脏组织，
小部分于液氮冻存，其余常规冲洗后多聚甲醛固定。

３　主要方法
３．１　碳氧血红蛋白（ｃａｒｂｏｘｙｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＣｏＨｂ）浓度
测定　留取２５μＬ血浆，加入连二亚酸钠溶液还原
后通过双波长吸光度比值法检测血浆中碳氧血红蛋

白浓度：在同等实验条件下分别应用分光光度计测

得０％ＣＯＨｂ、１００％ＣＯＨｂ及待检样品在 ４２０ｎｍ和
４３２ｎｍ波长处的吸光度（Ａ）值，应用波尔定律计算
出血浆中血红蛋白及ＣＯＨｂ的比例，从而得出ＣＯＨｂ
的浓度，以反映大鼠体内ＨＯ１的活性。
３．２　血浆中ＴＭ、ＴＮＦα和ＩＬ１β的检测　血浆中以
上各种指标的检测应用酶联免疫吸附法按照试剂盒

说明书要求检测。

３．３　ＰＴ、ＡＰＴＴ、肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）及胱抑素 Ｃ
（ｃｙｓｔａｔｉｎＣ，ＣｙｓＣ）的检测　按照 ＰＴ和 ＡＰＴＴ试剂
盒说明书要求应用Ｍ６００Ｌ全自动凝血因子分析仪检
测ＰＴ和ＡＰＴＴ。Ｃｒ和ＣｙｓＣ应用ＦＲ４０全自动生化
分析仪检测。
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３．４　肾脏组织血栓形成情况观察　肾组织用１０％
缓冲福尔马林固定，石蜡包埋，切片（５μｍ）用马休
黄／猩红／天青石蓝（Ｍａｒｔｉｕｓｓｃａｒｌｅｔｂｌｕｅ，ＭＳＢ）染色
法［１０］确认血栓形成，红色代表微血栓，并用半定量的

光镜检查。随机选取５０例肾小球沿赤道切取并观
察。在每个肾小球中，评估肾小球毛细血管与微血

栓填充到肾小球总毛细血管面积的比率，并将肾小

球分为５类：５％、６％至 ２５％、２６％至 ５０％、５１％至
７５％和７６％至１００％。每组对应的肾小球数目代表
各组微血栓形成的情况。

３．５　应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＭ在肾脏的表达　液
氮冻存大鼠肾脏组织裂解，提取蛋白并纯化，用考马

斯亮蓝法进行蛋白定量，各组取５０μｇ蛋白行１２％
ＳＤＳＰＡＧＥ（８０Ｖ，３ｈ）后，转入硝酸纤维素膜，应用
２％的脱脂奶粉（ＰＢＳ稀释，ｐＨ７１４）４℃封闭硝酸
纤维素膜过夜，加入ＴＭⅠ抗，３７℃孵育２ｈ。洗膜
后，应用辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗孵育后显影曝
光，经图像分析系统分析蛋白条带。

４　统计学处理
用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行分析。数据均采用

均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采
用最小显著性差异法（ＬＳＤ法），以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　ＨＯ１的活性
与ｓｈａｍ组相比，其余３组大鼠血浆 ＣＯＨｂ浓度

均显著升高（Ｐ＜００５），且 ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组 ＣＯＨｂ浓
度显著高于 ＣＬＰ组（Ｐ＜００５），ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ组则显
著低于 ＣＬＰ组和 ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组（Ｐ＜００５），表明
ｈｅｍｉｎ能够增强大鼠体内ＨＯ１的活性，见表１。
２　肾功能指标

与ｓｈａｍ组相比，术后各时点其余３组大鼠肾功
能均减低（Ｐ＜００５），血浆中 Ｃｒ和 ＣｙｓＣ水平显著
增高（Ｐ＜００５）；与 ＣＬＰ组相比，ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组 Ｃｒ
和ＣｙｓＣ水平下降显著（Ｐ＜００５），ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ组较
ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组显著升高（Ｐ＜００５），见表１。
３　凝血功能指标

大鼠 ＣＬＰ后 ＰＴ和 ＡＰＴＴ较 ｓｈａｍ组显著缩短
（Ｐ＜００５），ｈｅｍｉｎ的干预使大鼠ＰＴ和ＡＰＴＴ较ＣＬＰ
组显著延长（Ｐ＜００５），ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ组 ＰＴ和 ＡＰＴＴ
较ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组显著缩短（Ｐ＜００５），见表１。
４　炎症因子水平

３组大鼠血浆炎症因子明显较ｓｈａｍ组显著增高
（Ｐ＜００５），ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ组 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平较
ＣＬＰ组显著降低（Ｐ＜００５），ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ组较ＣＬＰ＋
ｈｅｍｉｎ组显著升高（Ｐ＜００５），见表１。

表１　血浆中各项指标检测
Ｔａｂｌｅ１．Ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｔａｋｅｎｆｒｏｍｔｈｅｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣＯＨｂ，Ｃｒ，ＣｙｓＣ，ＴＮＦα，ＩＬ１β，ｓｏｌｕｂｌｅＴＭ

（ｓＴＭ），ＰＴａｎｄＡＰＴＴｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＣＯＨｂ（％） Ｃｒ（ｍｇ／ｄＬ）
ＣｙｓＣ
（μｇ／ｄＬ）

ＰＴ（ｓ） ＡＰＴＴ（ｓ）
ＴＮＦα
（ｎｇ／Ｌ）

ＩＬ１β
（ｎｇ／Ｌ）

ｓＴＭ
（μｇ／Ｌ）

Ｓｈａｍ
　６ｈ ０．９６±０．０５　 ０．２５±０．０４ １３６．０±１２．８ １１．３５±０．６８ ２３．５４±０．７７ １４３．１±１１．６ ４３．９±４．８ ８５．２±５．２　
　１２ｈ ０．９７±０．０５ ０．２７±０．０６ １２９．０±１３．２ １１．４１±０．８２ ２３．４６±０．９７ １５８．５±１３．５ ４８．６±４．９ ８６．６±６．１
　２４ｈ ０．９７±０．０４ ０．２４±０．０５ １３１．０±１３．３ １１．３９±０．８８ ２３．６９±１．２３ １６３．５±１５．１ ５２．１±５．１ ８４．８±５．４
ＣＬＰ
　６ｈ ２．５８±０．０５ ０．４５±０．０４ ３８１．０±２９．４ ９．７１±０．６０ ２０．１２±０．９８ ２５３２±１１３ ３４６±３５ １６３．５±１１．４

　１２ｈ ２．８６±０．０３ ０．５４±０．０６ ４５２．０±３７．３ ９．０３±０．７７ １９．８７±１．２６ ３２１３±１３１ ４１７±３８ １８３．１±１３．９

　２４ｈ ２．６４±０．０５ ０．５７±０．０５ ５７１．０±４９．５ ８．５２±０．９３ １８．０４±１．６３ ２８５７±１２６ ３６３±３４ １７５．６±１２．３

ＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎ
　６ｈ ３．５５±０．０４△ ０．３６±０．０３△２８４．０±２２．６△１０．６４±０．６３△２２．０５±１．１２△ １７８２±７６△ ２１２±２７△１１７．５±１０．２△

　１２ｈ ３．８６±０．０５△ ０．４１±０．０５△３６７．０±３５．８△１０．０６±０．７２△２０．８４±１．２４△ ２１９０±９１△ ２６１±２６△１３１．４±１２．１△

　２４ｈ ３．６０±０．０５△ ０．４４±０．０６△４１８．０±３８．６△ ９．７５±０．９１△２０．０５±１．７５△ １９２５±９０△ ２３７±２９△１２８．７±１１．６△

ＣＬＰ＋ＺｎＰＰ
　６ｈ １．７８±０．０２△＃ ０．４９±０．０６＃３９２．０±３５．９＃ ９．３２±０．６８＃２０．０３±１．１３＃ ２６６１±１１９＃ ３５２±４０＃１７１．３±１２．８＃

　１２ｈ １．８２±０．０４△＃ ０．５９±０．０７＃４８９．０±３９．８＃ ９．０１±０．９７＃１９．４６±１．４８＃ ３３７０±１２８＃ ４３１±３９＃１８６．９±１５．１＃

　２４ｈ ２．０１±０．０６△＃ ０．６１±０．０７＃５８９．０±５０．１＃ ８．３１±０．９６＃１８．０３±１．７５＃ ２９９５±１２９＃ ３７４±３７＃１８０．７±１５．７＃

　　Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎｇｒｏｕｐ．
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５　肾脏血栓形成情况
对肾脏ＭＳＢ染色切片中血栓形成的分析表明，

在ＣＬＰ组中，所有肾小球充满微血栓，占肾小球毛细

血管的大部分；与 ＣＬＰ相比，ｈｅｍｉｎ预给药可显著降
低肾小球微血栓形成；ＺｎＰＰ的预处理对肾小球微血
栓形成无影响，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＨＯ１ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｍｉｃｒｏｔｈｒｏｍｂｕｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌｉｄｕｒｉｎｇｓｅｐｓｉｓ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ．
图１　ＨＯ１减轻脓毒症大鼠肾小球微血栓形成

６　ＴＭ的表达
与ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组大鼠肾脏 ＴＭ表达显著

下降（Ｐ＜００５），血浆游离 ＴＭ显著增加（Ｐ＜

００５），而ｈｅｍｉｎ干预可以使 ＣＬＰ大鼠肾脏 ＴＭ表达
显著增加（Ｐ＜００５），血浆游离 ＴＭ显著下降（Ｐ＜
００５），ＺｎＰＰ则起到相反作用，见图２、表１。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＨＯ１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＭｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｄｕｒｉｎｇｓｅｐｓｉｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．
Ｐ＜００５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣＬＰ＋ｈｅｍｉｎｇｒｏｕｐ．

图２　ＨＯ１增加脓毒症大鼠肾脏组织ＴＭ的表达

讨　　论

在本实验中，我们通过盲肠结扎穿孔制备脓毒

症大鼠模型，分别给予 ＨＯ１诱导剂 ｈｅｍｉｎ和 ＨＯ１
抑制剂ＺｎＰＰ，观察 ＨＯ１在脓毒症大鼠肾脏功能损
伤中的作用，结果显示脓毒症大鼠血浆中炎症因子

及游离ＴＭ增加，凝血功能障碍，肾脏ＴＭ表达下降，
肾小球微血管内血栓形成明显，肾脏功能障碍；Ｈｅ
ｍｉｎ干预使肾脏ＴＭ表达增加，血浆游离ＴＭ下降，炎
症减轻，凝血功能改善，肾小球微血栓形成减少，肾

脏功能明显改善，表明在脓毒症大鼠模型中，ＨＯ１
能通过ＴＭ发挥抗炎和抗凝血作用，从而起到肾脏保
护作用。

近年研究认为，凝血功能障碍和炎症反应是脓

毒症引发各种器官功能障碍的重要病理过程［１１］，两

者相互协同，共同加重了脓毒症的病理损伤。在组

织严重受损时，毒素及炎症激活凝血和纤溶系统，全

身呈高凝血状态，引起弥散性血管内凝血，肾小球内

微血栓形成，从而形成机械性梗阻，降低肾小球滤过

率［３，１２］。

在多种病理状态下，ＨＯ１可被血红素和内毒素
等多种因素诱导表达增加［１３］，能够改善肾脏血流动

力学抑制肾脏炎症反应［１４］，改善肾功能［１５］。在我们

的研究中，ＣＬＰ诱导的脓毒症大鼠血浆中 ＣｙｓＣ和
Ｃｒ水平显著升高，说明肾脏功能损伤明确存在，ＨＯ
１的诱导能够显著降低 ＣｙｓＣ和 Ｃｒ水平，改善肾脏
功能。ＨＯ１通过调控ｃＧＭＰ抑制血小板聚集［１６］，而

且外源性给予 ＨＯ１的代谢产物一氧化碳可以下调
脓毒症小鼠及人脐静脉内皮细胞 ＮＦκＢ的表达，并
抑制组织因子及 ＰＡＩ１，从而抑制微循环血栓形
成［１７］。尽管研究表明在脓毒症大鼠模型中 ＨＯ１表
达增强具有肾脏保护作用，但是之前的研究并没有

评估肾脏血栓形成情况［９］。

ＴＭ是表达于内皮细胞表面的跨膜蛋白受体蛋
白，它可与凝血酶结合降低凝血酶的活性，凝血酶结

合ＴＭ后能使凝血酶的灭活速度比在自然下快了２０
倍，直接导致循环中的凝血酶清除［１８］。同时它们的

复合物特异性激活蛋白Ｃ使其转化为具有抗凝及抗
炎活性的活化蛋白Ｃ；ＴＭ所含有的特定结构域可以
维持细胞功能和细胞间连接的完整性，直接抑制炎

性细胞黏附，阻止炎性细胞迁移，还可与 ＮＦκＢ等
促炎因子结合抑制其活性从而起到抗炎作用［１９］，因

此ＴＭ是蛋白Ｃ系统行使抗凝及抗炎作用的重要因
素［２０２１］。脓毒症时肾脏受到炎症因子介导的损伤，

主要是ＴＮＦα和ＩＬ１β，二者均可以引发其它炎症因
子的释放，同时也可以导致血管的收缩，中性粒细胞

的集聚，活性氧的生成，组织因子的释放和促进血栓

的形成［２２］，而且 ＴＮＦα和 ＩＬ１β造成血管内皮细胞
损伤，抑制 ＴＭ转录造成内皮细胞 ＴＭ表达下降［２３］，

血浆游离 ＴＭ增加，ＴＭ在血浆中的增加是由于 ＴＭ
从受损的血管内皮细胞释放到血流中引起的，提示

炎症介导的内皮损伤确实发生［２４］。

脓毒症时给予 ＨＯ１激动剂可以通过 ＭＡＰＫ等
多个途径抑制内毒素刺激的炎症因子 ＩＬ１β和 ＴＮＦ
α的释放［２５］。在本研究，脓毒症大鼠血浆中 ＴＮＦα
和ＩＬ１β及游离 ＴＭ增加，凝血功能障碍，肾脏 ＴＭ
表达下降，肾小球微血管内血栓形成明显；Ｈｅｍｉｎ干
预使肾脏ＴＭ表达增加，血浆ＴＮＦα和ＩＬ１β及游离
ＴＭ下降，凝血功能得到改善，肾小球微血栓形成减
少，表明在脓毒症大鼠模型中，ＨＯ１能通过ＴＭ发挥
肾脏保护作用。

血红素氧合酶在多种病理过程中表现出了明显

的作用，但具体机制至今尚未完全阐明，本实验进一

步从ＴＭ途径研究了 ＨＯ１对于肾脏功能的保护作

·４３５·



用，丰富了ＨＯ１改善凝血功能障碍及抗炎的机制，
为ＨＯ１的临床应用提供参考资料。
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