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菌毒炎并治对脓毒症大鼠模型影响的肝基因芯片研究

李志军 王东强 胡顺鹏 王小飞 何英 张照健

【摘要】 目的应用基因芯片技术探讨菌毒炎并治对脓毒症大鼠基因的改变，以期从基因水平上探讨其

药物作用机制。方法将90只大鼠随机分为正常对照组、模型组、菌毒炎组，每组30只；采用盲肠结扎穿孔术

(CLP)复制脓毒症模型。菌毒炎组于制模后腹腔注射泰能0．18 g／kg、血必净注射液10 ml／kg、中药复方凉膈

散煎剂15 ml／kg(药物浓度6 kg／L)灌胃，每日2次；正常对照组和模型组腹腔给予生理盐水10 ml／kg。观察

大鼠存活时间及48 h和72 h的存活率；应用BiostarR一40 S芯片检测模型组／正常对照组，菌毒炎组／模型组

鼠肝基因，并以Cy3和Cy5二者荧光信号相对强度比值≥2．0或≤0．5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 菌毒炎组大鼠48 h和72 h存活率明显高于

模型组(83．3％比30．o％，76．7％比1 7．7％，P均<0．01)，模型组／正常对照组共筛选出305个差异基因，其

中上调159个、已知基因109个，下调基因146个、已知基因89个；菌毒炎组／模型组共筛选出500个差异基

因，其中上调292个、已知基因175个，下调基因208个、已知基因148个。模型组／正常对照组上调而菌毒炎

组／模型组下调的已知基因共有48个，模型组／正常对照组下调而菌毒炎组／模型组上调的已知基因共有

63个。结论菌毒炎并治可显著降低脓毒症大鼠48 h和72 h死亡率；通过调控免疫反应、炎症、信号转导、转

录调节、细胞周期、细胞凋亡、新陈代谢、蛋白翻译／加工／修饰／降解、细胞分化／增殖／生长等相关基因，能促使

脓毒症大鼠多系统功能恢复正常。

【美键词】基因芯片；菌毒炎并治； 脓毒症； 鼠；肝；动物模型

A gene chip study of“Jun Du Yan Bingzhi”on liver in a sepsis model of rat LI Zhi-Jun，WANG Dong-

qiang，HU Shun—peng，WANG Xiao-fei，HE Ying，ZHANG Zhao—jian．吼P First Central Hospital of

Tianfin，Tianjin 300192，China

[Abstract]Objective To study the effect of”Jun Du Yan Bingzhi”on genic change in liver of asepsis

rat model by gene chip technique，in order tO study the mechanism of the action of the drug on the gene level．

Methods Ninety rats were randomly divided into normal eontrol group。model group and”Jun Du Yan

Bingzhi”group，with 30 rats in each group．Sepsis was reproduced by cecal ligation and puncture(CLP)

method．In“Jun Du Yan Bingzhi”group the rats were treated with intraperitoncal injection of imipenem／

eilastatin(O．18 g／kg)，Xuebijing injection(10 ml／kg)and gavage of”Liangge San”(15 ml／kg)．In the

control group and model group intraperitoncal physiological saline(10 ml／kg)was given．Survival time，and

48-hour and 72-hour survival rates of every group were observed。and changes in liver genes were examined

with BiostarR一40 S chip．The ratio of Cy3／Cy5≥2．0 or≤0．5 was used to screen differential genes，and

NCBI database was used tO identity the function of differential genes．Results The 48一hour and 72一hour

survival rate of”Jun Du Yan Bingzhi“group was significantly higher than that of model group(83．3％VS。

30．0％，76．7％VS．17．7％，both P<0．01)，305 differential genes were found in model／crotrol groups，

with up—regulation in 159，down—regulation in 146，500 differential genes were found in”Jun Du Yan

Bingzhi”group／model group，with up-regulation in 292，down—regulation in 208，model group／control group

up—regulation and“Jun Du Yan Bingzhi“group／model group down-regulation were 48，model group／control

group down—regulation and
tf

Jun Du Yan Bingzhi“group／model group up—regulation were 63．Conclusion

”Jun Du Yan Bingzhi"can degrade the 48一hour and 72一hour death rate of sepsis rat．through control

immunization related，inflammation，signal transduction、transcription regulation，cell cycle，apoptosis，

substance metabolism，translation／processing／modify／degradation of protein，differentiation／proliferation／

growth of cell related gene，promote muhisystem function of sepsis rat to recover normal．

[Key words]gene chip； ”Jun Du Yan Bingzhi”；sepsis；rat；liver；animal model

重症感染即危及生命的感染性疾病，20世纪90

年代以来称之为脓毒症，其病情进展凶险，病死率可

高达30 o／6～100％。现代医学研究认为脓毒症具有
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复杂的病理生理机制，其内容涉及感染、炎症、免疫、

凝血及组织损害等一系列基本问题，并与机体多系

统、多器官病理生理改变密切相关。目前基因多态性

与脓毒症之间关系的研究刚刚起步，临床药物对基

因表达产物的影响等研究也尚未见报道。因此，我们

通过中西药联合应用的方法治疗脓毒症大鼠，观察
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其存活率，并比较治疗前后大鼠基因表达的变化，从

基因水平研究脓毒症的发病机制及菌毒炎并治的基

因调控机制

1材料与方法

1．1动物分组、模型制备及给药：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。按随机数字表法将大鼠分为正常对

照组、模型组、菌毒炎组，每组30只。按文献[1]方法

行盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症模型。菌毒炎

组制模后腹腔注射泰能0．18 g／kg、血必净注射液

lO ml／kg，灌胃凉膈散煎剂15 ml／kg(由大黄、芒

硝、栀子、连翘、黄芩、薄荷、甘草、竹叶组成，药物浓

度6 kg／L)，均每Et 2次，连用72 h；正常对照组和

模型组同时间腹腔给予生理盐水10 ml／kg。

1．2基因芯片杂交及检测分析：治疗后72 h处死

各组大鼠，无菌条件下取右叶上部分肝组织，于液氮

中保存备用。按TRIzol(Invitrogen，Gaithersburg，

美国)一步法提取肝组织细胞中的总RNA，使用

QIAGEN RNeasy圆试剂盒进一步纯化总RNA。反

转录并标记探针，与BiostarR一40 s鼠肝芯片(由上

海沪晶生物科技有限公司提供)杂交过夜，洗片、晾

干后扫描。应用Gene Pix Pro 3．0图像处理软件分

析Cy3和Cy5两种荧光信号的强度和比值，以两次

芯片两种荧光信号强度结果比值>2．o或<O．5的

基因为差异表达基因，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。

2结 果

2．1各组大鼠存活率比较(表1)：菌毒炎组存活时

间较模型组明显延长(P<o．05)，48 h和72 h存活

率也明显提高(P均<O．01)。

表1各组大鼠存活时间及48 h和72 h存活率比较

注：与模型组比较，8P<O．05，“P<O．Ol

2．2基因表达图谱：在模型组基因表达图谱(彩色

插页图1左)中，黄色基因点表示该基因在正常对照

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正常对照组(上调)；绿点表示

该基因在模型组的表达明显低于正常对照组(下

调)。在菌毒炎组基因表达图谱(彩色插页图1右)
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中，黄色基因点表示该基因在模型组和治疗组中的

表达无差异；红点表示该基因在治疗组中的表达明

显高于模型组(上调)；绿点表示该基因在治疗组中

的表达明显低于模型组(下调)。以Cy3荧光信号相

对强度为X轴，以Cy5荧光信号相对强度为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。45。直线上的点Cy3／Cy5比值

为1，提示无表达差异，远离45。直线的点为差异表

达基因，越靠近X轴或Y轴的基因点表明该基因的

差异表达越显著。

2．3差异表达基因分析：涉及炎症、免疫反应、信号

转导、转录调节、细胞周期、细胞凋亡、新陈代谢、蛋

白翻译／加工／修饰／降解、生长因子相关基因。

2．3．1 模型组／正常对照组差异表达基因：以

BiostarR一40 s鼠肝芯片检测正常对照组和模型组

鼠肝基因，筛选出差异基因305个，其中上调159

个、已知基因109个，下调基因146个、已知基因89

个。在已知基因中上调差异表达基因前15位分别

为溶质运载有机阴离子一la4、杀伤细胞凝集素样受

体D1、微粒体环氧化物水解酶1、7一干扰素可诱导蛋

白一47、丝氨酸蛋白酶抑制剂、细胞色素P450—2j9、信

号转导激活转录蛋白一1、谷胱甘肽s一转移酶Q2、载

脂蛋白A一2、甘氨酸N一甲基转移酶、发育末配体携

带蛋白、酰基辅酶A合成酶长链家族成员1、干扰素

诱导蛋白一44、有丝分裂素激活蛋白激酶一1、醛脱氢

酶lal；下调差异表达基因的前15位基因分别为胰

腺炎相关蛋白、丝氨酸肽酶抑制剂E1、G一蛋白信号

调节剂一4、白细胞介素一1受体抑制剂、胰岛素样生长

因子一1、血清类黏蛋白一1、线粒体的超氧化物歧化

静2、固定蛋白激酶'12、G一蛋白信号调节剂一2、ADP
核糖基化因子一1、促分泌自细胞肽酶抑制剂、V型胶

原a1、H4生殖组蛋白、假钙调蛋白激酶一1、果蝇克

鲁拜尔样因子一6。

2．3．2菌毒炎组／模型组差异表达基因：以Biostar

R一40 s鼠肝芯片检测菌毒炎组和模型组鼠肝基因，

筛选出差异基因500个，其中上调292个、已知基因

175个，下调基因208个、已知基因148个。在已知

基因中上调差异表达基因前15位基因分别为趋化

因子配体一1、a2一巨球蛋白、血清类黏蛋白一1、胰腺炎

相关蛋白、一元羧酸运载体一1、胰岛素样生长因子结

合蛋白一1、丝氨酸肽酶抑制因子E1、G一蛋白信号调

节剂一4、金属蛋白酶组织抑制剂一1、脂笼蛋白一2、

S100钙结合蛋白A8、$100钙结合蛋白A9、激肽

原1、104序列相似性家族A、白细胞介素一1受体抑
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制剂、一氧化氮合酶一2；下调差

异表达基因的前15位分别为

丝氨酸蛋白酶抑制剂、醛脱氢

酶lal、美芬妥英4羟化酶、细胞

色素P450—2j9、脂肪酸结合蛋

白一7、乙酰化辅酶A氧化酶一l、环

氧化物水解酶一1、脂肪酸结合蛋

白一1、十二烯酸基一CoA艿一异构酶、

UDP～葡萄糖苷酸(基)转移酶

1A5、犬尿氨酸酶、含黄素单氧化

酶一1、甘氨酸甲基转移酶、肉毒碱

棕榈酰基转移酶一la、脂肪酸运载

体一2。

2．3．3模型组／正常对照组与菌

毒炎组／模型组差异表达基因的

比较：在已知基因中，模型组／正

常对照组上调而菌毒炎组／模型

组下调的基因有48个，模型组／

正常对照组下调而菌毒炎组／模

型组上调的基因有63个，其中变

化较大的前15位基因见表2～3。

3讨论

脓毒症常见于外伤(创伤、烧

伤)、休克、感染以及大手术等临

床急危重患者，对机体组织器官

损伤大，若进一步发展可导致感

染性休克、多器官功能障碍综合

征(MODS)，治疗难，常危及生

命心]。脓毒症可能的发病机制是

微生物引起的感染触发被致敏的

单核／巨噬细胞、内皮细胞和中性

表2模型组／正常对照组上调而菌毒炎组／模型组下调的前15位基因

基因编码 基因标识 基因名称 比值1比值2 倍数

012657 Spin2b 丝氨酸蛋白酶抑制刑E1 5．71 0．09 60．27

001034090 Ephxl 环氧化物水解酶 16．93 0．18 38．08

131906 Slcola4 溶质运载有机阴离子一la4 9．50 0．26 36．95

022407 Aldhlal 醛脱氢酶lal 3．52 0．11 30．90

175766 Cyp2j9 细胞色素P450—2j9 5．09 0．18 28．46

017084 Gnmt 甘氨酸N一甲基转移酶 3．75 0．24 15．95

012820 Acsll 酰基辅酶A合成酶长链1 3．69 0．26 14．40

172320 Arm 发育末配体携带蛋白 3．69 0．28 13．27

031736 S1c27a2 脂肪酸运载27 a2 3．10 0．25 12．61

022245 Cyb5a 细胞色素B5 3．52 0．29 12．05

017340 Acoxl 乙酰化辅酶A氧化酶12 2．12 0．18 11．64

053902 Kynu 犬尿氨酸酶 2．53 0．23 11．19

023103 Mugl 胰腺炎相关基因1 2．85 0．31 9．32

012879 Slc2a2 促葡萄糖运载体2a2 2．94 0．32 9．22

012597 Lipc 脂肪分解酵素 2．83 0．31 9．14

注：比值l为模型组／正常对照组的比值}比值2为菌毒炎组／模型组的比值；倍数为上调基因

是下调基因的倍数

表3模型组／正常对照组上调而菌毒炎组／模型组上调的前15位基因

注：比值1为模型组／正常对照组的比值}比值2为菌毒炎组／模型组的比值；倍数为上调基因

是下调基因的倍数

粒细胞等炎症细胞，细胞失控性释放出大量的炎症

介质，包括白细胞介素、肿瘤坏死因子、诱生型一氧

化氮合酶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“瀑布样”放大口]。

炎症介质的过度释放还可引起免疫瘫痪，进而导致

全身(包括远离感染灶)的组织器官损伤，从而演变

为MODS[“。

3．1脓毒症模型大鼠的基因改变：模型组／正常对

照组排除了未知基因及无功能基因外，有差异表达

的基因共198个。免疫相关基因中，33个基因上调，

14个基因下调，一些炎症介质如白细胞介素、肿瘤

坏死因子、干扰素等表达量上升，表明机体处于免疫

炎症反应状态。细胞周期调控基因中，3个上调，7个

下调，细胞周期调控放松，这可能与机体应对压力状

态有关。转录因子以及转录调节基因中检测出4个

上调，6个下调，这与机体应对代谢压力以及维持细

胞存活有关。抗凋亡基因下调居多，促凋亡基因上调

居多，细胞总体表现出易凋亡。新陈代谢相关基因

中，有关脂质代谢的基因表达量上调，这与脓毒症发

生时肝组织脂肪堆积有关。一些酶类如超氧化物歧

化酶、谷胱甘肽硫转移酶、环氧化物酶等表达量上

调，这与机体应对细胞压力有关。

3．2菌毒炎治疗大鼠的基因改变：菌毒炎组／模型

组排除了未知基因及无功能基因外，有差异表达的

基因共323个。免疫球蛋白基因如免疫球蛋白、单克

隆抗体Y13、载脂蛋白A一2等，在模型组中表达上
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调，在菌毒炎组中下调。调节免疫反应的基因如急性

时相反应蛋白、白细胞介素一1受体的抗体、一氧化

氮合酶一2等也回归了基线水平，说明机体免疫系统

的紊乱得到了有效调节，炎症反应趋于缓和。信号转

导相关基因(G蛋白调节因子2、干扰素相关调节因

子1、胰岛素生长因子结合蛋白)在模型组中都下

调，而在菌毒炎组中都上调，回复了基线水平。在模

型组中，信号转导系统由于炎症的发生而被打乱，

G蛋白耦联的信号转导途径被下调，使得机体处于

功能紊乱的状态。在菌毒炎组中，这些信号通路恢复

了功能，机体趋于好转；细胞周期相关基因(转录调

节因子、细胞分裂调节因子、G蛋白调节因子等)在

模型组都表现为下调，而菌毒炎组都表现为上调。模

型组中细胞周期相关基因下调，说明机体细胞周期

的调控放松，这与机体应对细胞压力有关；菌毒炎组

中这些基因表达的上调，回复了细胞周期的调控，说

明机体在向健康状态回复。转录调节相关基因(信号

转导子及转录激活子、磷脂酶A：激酶、核糖核酸酶

等发生上调，转录调节因子、库普弗细胞因子、细胞

间支持分子)模型组表现为下调，这与脓毒症发病

时，机体需要开启和关闭一些应急信号通路有关；在

菌毒炎组中，这些基因都回到了基线水平，说明脓毒

症症状减轻，机体在向健康的方向变化。模型组的抗

凋亡基因(如细胞凋亡抑制因子1、细胞凋亡抑制因

子2、超氧化酶歧化酶一2)表达下调，促进凋亡的基

因(如醛脱氢酶、膜内在蛋白质)表达上调，机体处于

一种容易凋亡的衰竭状态。在菌毒炎组中，这些基因

的表达发生了回复，机体表现为不易凋亡。新陈代谢

相关基因如超氧化物歧化酶、谷胱甘肽硫转移酶、环

氧化物酶等表达量上调，这与机体应对细胞压力有

关。在菌毒炎组中，脂质代谢的基因表达下调，脂肪

堆积的症状解除，脓毒症症状减轻，说明细胞压力解

除，机体向健康状态恢复。模型组中物质运输相关基

因胶原蛋白、溶质载体、ADP糖基化因子等表现下

调趋势，而溶质载体21、溶质载体2等基因表现上

调趋势，说明脓毒症状态下，机体细胞内外的物质转

运发生紊乱；菌毒炎组的上述基因发生回归，机体的

物质运输过程趋于好转。
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临床及实验研究证实活血化瘀法不仅具有改善

凝血／抗凝失衡，抑制有害血管活性介质释放的作

用，还能阻断病因及不同病机的凝血功能紊乱触发

因素，在凝血功能紊乱不同阶段发挥有益的作用[5]。

血必净注射液能在体内外有效拮抗内毒素，抑制体

内多种炎症介质的病理生理作用，恢复受到抑制的

免疫反应，对应激性脏器损伤具有良好的保护作

用邛。，并通过保护血管内皮细胞，改善内毒素引起的

大鼠器官超微结构损伤。具有通腑泻热、清热解毒功

效的中药凉膈散能促进肠道功能恢复，保护肠道屏

障，遏制肠道细菌和内毒素移位，从而有效调控脓毒

症患者血中内毒素及促炎因子水平，提高与机体免

疫功能相关的细胞因子，发挥多途径、多靶点、多环

节的免疫调理及遏制全身炎症反应的双向作用，进

一步可防治MODS，降低病死率n]。凉膈散同时还

具有清热解毒、通里攻下的作用，能减少内毒素诱导

的炎症介质产生，减轻炎症反应，阻断某些信号转导

通路可能是该类中药发挥解毒作用的机制之一[8]。

综上所述，菌毒炎并治通过调控机体的免疫、细

胞周期与凋亡、物质运输与代谢、信号转导、转录调

、节、细胞分化与增殖、蛋白质代谢等相关基因，调节

机体各系统之间的平衡，起到治疗脓毒症的作用。
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