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乌司他丁预处理对脓毒症大鼠肾组织基因表达的影响

刘勇 林建东 肖雄箭 叶宝国 吴彼得 林玉霜

【摘要】 目的 应用基因芯片技术研究乌司他丁(UTI)预处理对脓毒症大鼠肾组织基因表达的调

控。方法按随机数字表法将45只Wistar大鼠分为对照组、脓毒症组、UTI组，每组15只。采用盲肠结扎穿

孔术(CLP)复制脓毒症大鼠模型；对照组行开腹、关腹，但不予CLP。UTI组于制模前1 h肌肉注射UTI

100 kU／kg，脓毒症组及对照组给予平衡液5 ml／kg。采用含有22 523个大鼠基因cDNA克隆的表达谱基因

芯片进行检测，以Cy3和Cy5两种荧光信号强度结果比值均>2．0或<o．5的基因为表达差异基因，用计算

机软件筛选并分析脓毒症组／对照组、UTI组／脓毒症组大鼠肾组织的基因表达变化，并初步分析差异表达基

因与脓毒症及UTI预处理之间的关系。结果 脓毒症组／对照组共筛选出327个表达差异基因，占基因芯片

总点数的1．45％；其中表达上调者181个，已知功能基因78个；表达下调者146个，已知功能基因51个。UTl

组／脓毒症组共筛选出127个表达差异基因，占基因芯片总点数的0．56％；其中表达上调者41个，已知功能

基因14个；表达下调者86个，已知功能基因37个。脓毒症组／对照组下调的同时在UTI组／脓毒症组中上调

的基因22个，其中已知功能基因11个；脓毒症组／对照组上调的同时在UTI组／脓毒症组中下调的基因

51个，其中已知功能基因24个。结论UTI预处理可减轻脓毒症大鼠肾组织的损害，具有一定的肾脏保护效

应，其机制涉及UTI对免疫反应、细胞物质能量代谢、炎症反应、信号转导、防御应答、氧化还原反应、DNA复

制、转录调节等方面相关基因表达的调控。
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[Abstract]Objective To investigate the modulation effect of ulinastatin(UTI)preconditioning on

gene expression of kidney tissue in septic rats by DNA microarrays．Methods Forty-five male Wistar rats

were divided into control group，sepsis group and UTI group，with 15 rats in each group by means of random

number table．Cecal ligation and puncture(CLP)was used tO reproduce rat sepsis model．The control group

only experienced a simulated operation without CLP．In UTI group the rats were treated with intramuscular

injection of UTI(100 kU／kg)．In sepsis group and control group intramuscular balanced solution(5 ml／kg)

was given．Gene expression spectrum WSS studied with oligonucleotide gene expression profile microarray

that contained 22 523 rat cDNA clones tO detect the changes in gene expression pattern of rat kidney tissue

24 hours after CLP．Genes with fluorescent signal of Cy3／Cy5 of ratio average(RA)>2．0 or RA<0．5 were

identified as differential genes，then those highly correlated tO sepsis and UTl were screened by means of

related computer software，and their relationship was analyzed．Results Three hundred and twenty—seven

differential genes were found in sepsis group／control group，accounting for 1．45％，and among them

181 genes showed up—regulation，with 78 known functional genes，and 146 genes showed down—regulation，

with 51 known functional genes．One hundred and twenty—seven differential genes were found in UTI

group／sepsis group，accounting for 0．56％，and among them 41 genes showed up—regulation，with 14 known

functional genes，and 86 genes showed down-regulation，with 37 known functional genes．Twenty—tWO genes

were down—regulated in sepsis group／control group but up—regulated in UTI group／sepsis group，with

1 1 known functional genes。51 genes were up—regulated in sepsis group／control group but down—regulated in

UTI group／sepsis group，with 24 known functional genes．Conclusion UTI preconditioning can alleviate the

damage of kidney tissue in rat sepsis model，thus showing a protective effect On kidney，and the mechanism

may be attributable to effect of UTl on modulation of immune reaction，energy metabolism，inflammatory

reaction，signal transduction。defense reaction，oxydation—reduction reaction，DNA replication，and

transcription related genes．
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目前重症监护病房(ICU)患者出现急性肾损伤

(AKI)的最主要原因之一是脓毒症[1]。乌司他丁

(UTI)是一种广谱蛋白水解酶抑制剂，在临床上广

泛用于危重患者的救治。本研究中应用基因芯片检

测技术，研究UTI预处理对脓毒症大鼠肾组织基因

表达的调控，从基因水平初步探讨其对脓毒症大鼠

AKI防治作用的机制，为临床有效防治脓毒症AKI

提供实验依据。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：健康Wistar大鼠45

只，体重(200士20)g，购自上海斯莱克实验动物有

限公司(动物合格证号：SCXK(沪)2007—00053。按

随机数字表法将大鼠分成对照组、脓毒症组、UTI

组，每组15只。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)复制大

鼠肠源性脓毒症模型[2]，对照组仅开腹、关腹，不予

结扎。UTI组于制模前1 h肌肉注射UTI(天普洛

安，广东天普生化医药股份有限公司)；对照组、脓毒

症组给予平衡液5 ml／kg。3组术毕均皮下注射平衡

液50 ml／kg以补充术中丢失的体液并抗休克治疗。

1．2标本收集与处理：术后24 h腹腔麻醉大鼠，开

腹摘取右侧肾脏，立即置人液氮中，一70℃保存。

1．3基因芯片杂交及处理：选择RatRef一12大鼠表

达谱基因芯片(由联合基因技术有限公司制作)，

每个芯片含有22 523个大鼠基因eDNA克隆。以

上述两个相同的基因芯片分别进行检测：①脓毒症

组组织制备的eDNA探针以脱氧三磷酸尿苷

(Cy5一dUTP)标记，对照组组织制备的eDNA探针

以Cy3一dUTP标记；②UTI组组织制备的cDNA探

针以Cy5一dUTP标记，脓毒症组组织制备的eDNA

探针以Cy3一dUTP标记。均按文献[3]介绍的方法

进行基因芯片杂交及处理。

1．4芯片扫描与信号分析处理：用激光共聚焦扫描

仪以两种不同波长扫描芯片，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均>-2．0或均<o．5

的基因为差异表达基因，前者显示基因表达显著上

调，后者显示基因表达显著下调。通过美国国立生物

技术信息中心(NCBI)数据库查询基因功能关加以

分类。

2结 果

2．1脓毒症组／对照组差异表达基因：在22 523个

基因中，存在差异表达的基因327个，占基因芯片总

点数的1．45％；其中表达上调基因181个，表达下

调基因146个。

2．I．1上调基因：在已知功能基因中，78个表达上

调，其中氧化反应相关基因4个，免疫反应相关基因

2个，凝血相关基因3个，细胞凋亡相关基因1个，

调控细胞生长基因3个，细胞物质能量代谢相关基

因23个，细胞信号转导相关基因6个，炎症反应相

关基因9个，应激反应相关基因8个，黏附分子相关

基因2个，转录因子相关基因5个，转运蛋白相关基

因5个，氧化还原反应相关基因1个，其他6个。

2．1．2下调基因：在已知功能基因中，51个表达下

调，其中转运蛋白相关基因3个，DNA结合相关基

因3个，骨架蛋白相关基因2个，离子通道相关基因

2个，免疫反应相关基因3个，生长因子相关基因

5个，细胞物质能量代谢相关基因12个，细胞分化

相关基因2个，信号转导相关基因4个，炎症反应相

关基因4个，转录因子相关基因2个，神经发生相关

基因2个，DNA修复、应激反应相关基因各1个，其

他5个。

2．2 UTI组／脓毒症组差异表达基因：22 523个基

因中存在差异表达基因127个，占基因芯片总点数

的0．56％；其中表达上调41个，表达下调86个。

2．2．1上调基因：在已知功能基因中，表达上调基

因14个，其中炎症反应相关基因3个，应激反应、转

运蛋白、细胞物质能量代谢、蛋白水解、热休克反应、

离子通道、免疫反应、信号转导、中枢神经系统发育、

离子运输、防御应答相关基因各1个；其基因功能分

类、基因代码、Genebank登陆号、基因名称、比值见

表1。

2．2．2下调基因：在已知功能基因中，表达下调基

因37个，其中调控细胞生长相关基因2个，免疫反

应相关基因3个，凝血相关基因2个，细胞物质能量

代谢相关基因11个，炎症反应相关基因7个，氧化

还原反应相关基因3个，应激反应相关基因3个，

DNA复制、调控转录、钙结合蛋白、感觉感知、结构

分子、热休克反应相关基因各1个；其基因功能分

类、基因代码、Genebank登陆号、基因名称、比值见

表2。

2．3表达量发生回归的基因：共有73个基因表达

量发生了回归，即脓毒症组／对照组中下调的同时

UTI组／脓毒症组中却上调的基因共有22个，其中

已知功能基因11个，见表3；脓毒症组／对照组中上

调的同时UTI组／脓毒症组中却下调的基因共有

51个，其中已知功能基因24个，见表4。表达量发生

回归的基因数(73个)占全部异常表达基因数(脓毒

症组／对照组，327个)的22．32％。
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寒冷可诱导RNA结合蛋白

成肾细胞瘤过表达基因

金属肤酶抑制因子1

核转录因子，白细胞介素一3调控

$100钙结合蛋白A8／钙粒蛋白A

棘皮类微管关联蛋白样2

神经元分化相关基因

白细胞介素一1a

白细胞介素一1p

白细胞介素1受体1型

选择蛋白P

组织因子途径抑制因子2

热休克蛋白2

碳酸酐酶■

细胞色素C氧化酶亚基Ⅶ一H

细胞色素P450，家族2，亚家族C，肤70

细胞色素P450，家族2，亚家族F，肽2

细胞色素P450，家族4，亚家族A，肤12

氧化物水解酶1

UDP葡糖醛酸基转移酶

溶质载体有机阴离子转运蛋白家族，成员4A1

丝氨酸蛋白酶抑制物

解耦联蛋白1

UDP葡糖醛酸基转移酶2家族，肤B4

趋化因子(C—c基元)配体2

趋化因子(C-C基元)配体3

趋化因子(C—C基元)配体4

趋化因子(C-C基元)受体1

趋化因子(C-X—C基元)配体1

趋化因子(e-X—C基元)配体2

氯化修饰低密度脂蛋白(凝集素样)受体1

还原型辅酶I脱氢酶，醌1

前列腺素内过氧化物台成酶2

醇辅酶A脱饱和酶1

细胞外肽酶抑制物

结合珠蛋白

脂质运载蛋白～2

0．408 335

0．426 449

0．356 141

0．486 522

0．388 333

0．457 052

0．446 117

——0．110 050

0．206 795

0．149 101

0．252 789

0．207 014

0．487 077

0．018 445

0．057 452

0．100 261

0．346 710

0．459 721

0．461 143

0．036 747

0．290 241

0．362 584

0．017 428

0．450 490

0．364 965

0．021 577

0．283 960

O．413 397

O．183 724

0．036 705

0．294 525

O．419 809

0．335 824

O．163 196

一O．045 560

0．260 227

0．241 243
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表3脓毒症组／对照组大鼠肾组织表达下调并在鸟司他丁组／脓毒症组表达上调的11个已知功能基因

注：比值1为脓毒症组／对照组的比值，比值2为乌司他丁组／脓毒症组的比值

表4脓毒症组／对照组大鼠肾组织表达上调并在乌司他丁组／脓毒症组表达下调的24个已知功能基因

注：比值1为脓毒症组／对照组的比值，比值2为乌司他丁组／脓毒症组的比值

3讨论

脓毒症是全身性、系统性的炎症应答，可损伤包

括肾脏在内的全身各主要器官，所以10年来ICU

患者脓毒性AKI的发生率仍很高H]。一项多中心大

样本的回顾性研究显示：42．1％的脓毒症患者并发

AKI，而全部AKI患者中32．4％由脓毒症所致；与

对照组相比，ICU脓毒性AKI患者在RIFLE标准

的各个层次上病情均更危重、粗病死率更高(19．8％

比13．4％，P<0．001)；脓毒性AKI是高病死率及

长住院时间的独立影响因素‘引。因此，对脓毒性AKI

的防治水平亟待提高。

脓毒性AKI的发生发展机制目前尚不完全清

楚，其作用机制涉及肾脏细胞的物质能量代谢紊乱

(相关基因表达上调者22个，下调者13个)、免疫反

应紊乱(上调者2个，下调者3个)、细胞生长与增殖

紊乱(上调者3个，下调者5个)、细胞信号转导紊乱

(上调者6个，下调者4个)、DNA转录紊乱(上调者

5个，下调者2个)以及凝血系统、细胞凋亡、氧化反

应、DNA修复、细胞骨架等方面的紊乱，具有鲜明的

过度炎症反应特征(炎症反应相关基因表达上调者
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9个，下调者4个)。

UTI是糖蛋白，能够同时抑制胰蛋白酶、透明

质酸酶、a一糜蛋白酶、弹性蛋白酶、组织蛋白酶G等

多种水解酶的活性，具有稳定细胞膜和溶酶体膜的

生理功能，可减少溶酶体酶、粒细胞弹性蛋白酶的释

放【63；还可抑制许多炎症介质的产生，清除氧自由

基，抑制凝血系统活化[7]。因此，UTI能够减轻SIRS

对全身组织、器官的损害，促使内环境趋向稳定，改

善组织灌注，保护重要器官功能。既往已有研究证实

UTI预处理可减轻大鼠肺组织的炎症反应阳]。

本实验中脓毒症组／对照组的基因差异表达分

析显示出较典型的脓毒症基因表达特点：炎症反应、

应激反应及细胞物质能量代谢、黏附分子、转运蛋白

等方面的相关基因表达以上调为主，符合脓毒症的

高应激、高代谢及过度炎症反应特征；免疫反应相关

基因表达显示免疫功能紊乱状态；信号转导相关基

因及转录因子相关基因表达与脓毒症时部分应激细

胞信号转导通路的增强及部分非应激通路的减弱有

关；细胞凋亡及氧化还原反应相关基因及DNA修

复、骨架蛋白相关基因表达显示，均在不同程度上造

成了组织器官的损伤口’9]。

本实验中UTI组／脓毒症组的基因差异表达分

析显示了UTI预处理后脓毒症大鼠肾组织的基因

表达具有如下特点：①UTI具有明确、直接的抑制

过度炎症反应作用；②UTI通过下调IL一1a、IL一1p、

IL一1R2的表达，在一定程度上缓解了IL一1大量产

生所导致的过度炎症反应；⑧UTI通过抑制过度炎

症反应时亢进的细胞物质能量代谢，进而保护肾组

织功能；④UTI具有抗氧化应激作用，这种作用减

轻了脓毒症时经该途径所致的肾损伤；⑤UTI具有

增强肾组织抗严重脓毒症应激反应的作用。脓毒症

时部分异常表达基因的表达量发生了回归，显示

UTI可通过部分纠正脓毒症所致的基因异常表达，

在基因水平上抑制SIRS的发生发展，保护重要组

织器官功能。

如防御应答相关基因三叶形因子3基因

(Tff3)，其表达产物三叶形因子3(TFF3)是目前已

知的三叶形因子家族3个成员(TFFl、TFF2、

TFF3)之一，由Suemori在1991年首次发现，既往

的研究证实，TFF3主要产生于小肠及结肠杯状

细胞，故发现之初曾被命名为小肠三叶形因子3

(ITF3)，主要起保护胃肠黏膜、修复胃肠损伤黏膜

的作用。随后的研究发现TFF3在肠道外组织如角

膜、生殖器官、心脏、淋巴组织等处均有不同程度的

表达，并与多种恶性肿瘤的发生、增殖、转移也有着

复杂的联系[10。。本研究则显示脓毒症时肾组织也存

在TFF3的表达，但其表达量下调，与张萌等m1的

研究结果即脓毒症时大鼠回肠黏膜TFF3 mRNA

表达水平显著下降相似，其原因可能与脓毒症时众

多炎症介质对TFF3的表达抑制有关；而经过UTI

预处理可使其表达量发生回归。TFF3的上皮细胞

保护、修复作用机制涉及以下几方面：①与表皮生长

因子(EGF)及转化生长因子一a(TGF—q)协同作用，

诱导上皮细胞的增殖、迁移；②通过短时而非持续性

的方式激活核转录因子一KB(NF一诏)，上调扭蛋白

Twist的表达，进而抑制IL一8的产生，拮抗过度炎

症反应；③参与免疫调节；④抑制细胞凋亡[12。。以上

机制也可能在胃肠黏膜外组织起作用，如Greeley

等[133报道了TFF3对气道上皮细胞损伤修复不同

阶段的细胞增殖、迁移都可起到一定的促进作用；

Rinnert等n41研究认为TFF3在泌尿道上皮的再生

与重建过程中发挥重要作用。因此，TFF3表达量的

回归可能对脓毒症肾损伤产生相应的保护作用。

综上所述，脓毒症所导致的AKI可升高ICU

患者的病死率，在其发生发展过程中，肾组织细胞的

物质能量代谢、炎症与免疫反应、细胞生长与增殖、

信号转导等方面一系列相关基因表达都发生了紊

乱，显示出严重脓毒症的基因表达特点。经过UTI

预处理，过度炎症反应所致的基因表达异常得以不

同程度的纠正，表明UTI可从细胞基因、分子水平

上拮抗SIRS，保护组织器官。而部分异常表达基因

发生了回归，更直接体现了UTI的这种作用。
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