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【摘要】 目的  探讨烟酰胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）抑制剂 FK866 对脓毒症小鼠肝损伤的治疗效果

及作用机制。方法  按随机数字表法将 84 只健康雄性 C57BL/6J 小鼠分为假手术组（Sham 组）、盲肠结扎穿

孔术致脓毒症肝损伤模型组（CLP 组）、溶剂对照组（Vehicle+CLP 组）和 FK866 干预组（FK866+CLP 组），每

组 21 只。FK866+CLP 组和 Vehicle + CLP 组分别于制模前 24、12 和 0.5 h 腹腔注射 FK866 （10 mg/kg）或等体

积二甲基亚砜。每组 15 只小鼠用于观察术后 48 h 存活情况；剩余 6 只小鼠于术后 20 h 处死取下腔静脉血

和肝组织标本用于指标检测。采用比色法测定血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）水平，用酶

联免疫吸附试验（ELISA）检测血清 NAMPT、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和白细胞介素 -6（IL-6）含量，用实

时定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肝组织 TNF-α、IL-6 的 mRNA 表达，用蛋白质免疫印迹试验

（Western Blot）检测肝组织 NAMPT、胞质核转录因子 -κB（NF-κB）抑制因子 α（IκBα）和胞核 NF-κB 的蛋白

表达。结果  与 Sham 组比较，CLP 组小鼠 48 h 存活率显著下降，血清和肝脏 NAMPT 蛋白水平显著升高，血

清 ALT、AST、TNF-α、IL-6 水平和肝组织 TNF-α、IL-6 的 mRNA 表达明显升高，胞质 IκBα 蛋白表达明显下

降，胞核 NF-κB 蛋白表达明显升高，说明 CLP 可以诱导 NF-κB 活化和炎症反应及导致肝损伤。Vehicle+CLP

组与 CLP 组各指标比较差异均无统计学意义。与 Vehicle+CLP 组比较，FK866+CLP 组小鼠 48 h 存活率显著

提高（53.33% 比 26.67%），血清 ALT、AST、TNF-α、IL-6 水平和肝组织 TNF-α、IL-6 mRNA 表达显著降低

〔血 ALT（U/L）：128.94±32.48 比 237.24±58.61，血 AST（U/L）：289.89±68.74 比 468.00±82.17，血 TNF-α

（pg/L）： 65.17±18.74 比 127.64±48.18，血 IL-6（ng/L）：31.78±5.23 比 60.87±13.12，肝 TNF-α mRNA（2-ΔΔCt）：

8.37±4.17 比 18.24±6.12，肝 IL-6 mRNA（2-ΔΔCt）：18.58±7.12 比 34.24±6.71〕，胞质 IκBα 蛋白表达明显升

高（IκBα/GAPDH：0.23±0.03 比 0.12±0.04），胞核 NF-κB 蛋白表达显著下降（NF-κB/Lamin B1：0.25±0.04 比

0.42±0.05），差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。结论  NAMPT 抑制剂 FK866 可能通过抑制 NF-κB 活化，减

轻炎症反应，进而对脓毒症肝损伤小鼠肝组织起到保护作用。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effects of nicotinamide phosphoribosyl transferase (NAMPT) inhibitor 
FK866  on  polymicrobial  sepsis-induced  liver  injury  in mice.  Methods  Eighty-four  healthy male  C57BL/6J mice 
were divided into four groups by random number table method (n = 21): sham group, sepsis-induced liver injury model by 
cecal ligation and perforation group (CLP group), vehicle+CLP group and FK866+CLP group. FK866 (10 mg/kg) or same 
volume dimethyl sulfoxide were given intraperitoneally into mice 24, 12 and 0.5 hours prior to CLP in the FK866+CLP 
group or  the vehicle+CLP group,  respectively. Fifteen mice  in each group were used  to  observe  the 48-hour  survival 
after operation. The remaining 6 mice were sacrificed 20 hours after operation to harvest venous blood and liver tissue 
samples for index detection. The levels of serum alanine transaminase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were 
measured by colorimetry; the levels of serum NAMPT, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) were 
measured by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA); the mRNA expressions of TNF-α and IL-6 were measured 
by real-time quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR); the protein expressions of hepatic 
NAMPT,  cytoplasmic  IκBα  and  nuclear  factor-κB  (NF-κB)  were measured  by Western  Blot.  Results  Compared 
with the sham group, the 48-hour survival in the CLP group was significantly decreased; serum and liver NAMPT protein 
levels were  significantly  increased,  serum ALT, AST, TNF-α,  IL-6  levels  and mRNA expressions of TNF-α,  IL-6 
in  liver  tissue  were  significantly  increased;  the  expression  of  cytoplasmic  IκBα protein  was  significantly  decreased, 
and  the  expression  of  nuclear NF-κB  protein  was  significantly  increased;  which  indicated  that  CLP  induced NF-κB  
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activation,  inflammation  and  liver  injury.  There  was  no  significant  difference  between  the  vehicle+CLP  group  and 
the CLP group. Compared with  the  vehicle+CLP group,  the 48-hour  survival  in FK866+CLP group was  significantly 
increased  (53.33%  vs.  26.67%);  serum  ALT,  AST,  TNF-α,  IL-6  levels  and  mRNA  expressions  of  TNF-α,  IL-6 
in  liver  tissue  were  significantly  decreased  [serum ALT  (U/L):  128.94±32.48  vs.  237.24±58.61,  serum AST  (U/L): 
289.89±68.74 vs.468±82.17, serum TNF-α (pg/L): 65.17±18.74 vs.127.64±48.18, serum IL-6 (ng/L): 31.78±5.23 
vs. 60.87±13.12, liver TNF-α mRNA (2-ΔΔCt): 8.37±4.17 vs. 18.24±6.12, liver IL-6 mRNA (2-ΔΔCt): 18.58±7.12 
vs.34.24±6.71],  the expression of cytoplasmic  IκBα protein was significantly  increased  (IκBα/GAPDH: 0.23±0.03 
vs. 0.12±0.04), while expression of nuclear NF-κB protein was significantly decreased (NF-κB/Lamin B1: 0.25±0.04 
vs. 0.42±0.05), with statistically significant differences (all P < 0.05).  Conclusion  NAMPT inhibitor FK866 protects 
polymicrobial sepsis-induced liver injury via the inhibition of NF-κB activation and inflammation.

【Key words】  Nicotinamide  phosphoribosyl  transferase;  FK866;  Sepsis;  Liver  injury;  Inflammation;   
Nuclear factor-κB
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  脓毒症是以全身炎症反应导致休克及多器官

功能损伤为特征的复杂临床综合征，病情凶险，病死

率高。尽管抗感染治疗及器官功能支持治疗取得了

显著疗效，但脓毒性病死率仍高达 30%～50%［1-2］。 

肝脏是脓毒症过程中最易损伤的器官之一，肝损伤

是脓毒症患者常见且严重的并发症，减轻肝损伤可

降低脓毒症患者的病死率［3］。研究表明，烟酰胺

磷酸核糖转移酶（NAMPT）是一种炎性因子，在多

种炎症相关疾病中起重要作用［4-7］。脓毒症患者 

NAMPT 显著升高［7］；而 NAMPT 抑制剂 FK866 可以 

减轻小鼠急性肝衰竭［8-9］，但其在脓毒症肝损伤中

的作用及机制尚不明确。本研究通过盲肠结扎穿孔

术（CLP）建立脓毒症小鼠模型， 观察 NAMPT 的表

达变化及其抑制剂 FK866 对脓毒症肝损伤的保护

作用，进一步探讨其可能的作用机制。

1 材料与方法 

1.1  主要实验试剂：FK866 购自美国 Cayman 公

司；NAMPT 抗体购自美国 Santa Cruz 公司；小鼠血

清 NAMPT 酶联免疫吸附试验（ELISA）检测试剂盒

购自美国 RayBiotech 公司；小鼠血清丙氨酸转氨

酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所；血清肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）和白细胞介素 -6（IL-6）ELISA 检测试

剂盒购自美国 R&D Systems 公司；细胞核蛋白与细

胞质蛋白提取试剂盒、二喹啉甲酸（BCA）蛋白分

析试剂盒和免疫化学发光（ECL）试剂盒均购自美

国 Thermo Fisher 公司；核转录因子 -κB（NF-κB）抗

体、核纤层蛋白 B1（Lamin B1）抗体、3- 磷酸甘油醛

脱氢酶（GAPDH）抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标

记羊抗兔 IgG 抗体购自英国 Abcam 公司；NF-κB
抑制因子 α（IκBα）抗体购自美国 Cell Signaling 

Technology 公司；TRIzol 试剂购自美国 Invitrogen 公

司；反转录（RT）试剂盒及实时定量聚合酶链反应

（PCR）试剂盒购自日本 TaKaRa 公司。

1.2  实验动物及分组处理：84 只清洁级健康雄性

C57BL/6J 小鼠，体重 20～25 g，购自湖北省疾病控

制中心，动物合格证号：42000600006808。按随机

数字表法将小鼠分为假手术组（Sham 组）、肝损伤

模型组（CLP 组）、溶剂对照组（Vehicle+CLP 组）和 

FK866 干 预 组（FK866+CLP 组）4 组，每 组 21 只。

采用 CLP 制备脓毒症肝损伤模型：腹腔注射戊巴

比妥钠麻醉小鼠后仰卧位固定，开腹，游离盲肠，在

距离盲肠盲端 1.5 cm 处用 4-0 丝线结扎，以 12G 针

头在结扎处远端贯通穿孔，轻轻挤出肠内容物，最

后将盲肠还纳于腹腔，缝合切口。Sham 组除不结

扎、穿刺盲肠外，其余操作相同。FK866+CLP 组和

Vehicle+CLP 组分别于制模前 24、12 和 0.5 h 腹腔

注射 FK866 （10 mg/kg）或等体积二甲基亚砜。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准，

经华中科技大学同济医学院附属同济医院伦理委员

会批准（审批号：2013-3-1）。

1.3  检测指标及方法：每组 15 只小鼠用于观察术

后 48 h 存活情况；剩余 6 只小鼠于术后 20 h 处死，

取下腔静脉血和肝组织标本备检。

1.3.1  血清 ALT、AST 水平检测：取血标本，离心后

分离血清，采用比色法测定血清 ALT、AST 水平，严

格按照试剂盒说明书步骤操作。

1.3.2  血清 NAMPT、TNF-α 和 IL-6 水平检测：取

血标本，离心后分离血清，按照 ELISA 试剂盒步骤

检测血清 NAMPT、TNF-α 和 IL-6 水平。

1.3.3  RT-PCR检测肝组织TNF-α、IL-6的mRNA 

表达：提取肝组织总 RNA，合成 cDNA，进行 PCR 反

应。TNF-α、IL-6 及内参照 GAPDH 引物由苏州金

唯智生物科技有限公司合成。反应条件：95 ℃预变
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性 3 min；95 ℃变性 10 s、55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸

15 s，共 40个循环。采用2-ΔΔCt 法分析mRNA表达。

1.3.4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肝

组织 NAMPT、胞质 IκBα 和胞核 NF-κB 的蛋白表

达：分别提取肝组织总蛋白、胞质蛋白和胞核蛋白，

BCA 法测定蛋白浓度。蛋白煮沸变性后，行十二烷

基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）、转

膜；封闭后加入一抗工作液 4 ℃孵育过夜；加入二

抗工作液室温孵育 1 h，ECL 显色，上机检测。使用

Image J 图像软件测定各条带灰度值，以目的条带与

内参的灰度值比值作为蛋白表达量。

1.4  统计学方法：使用 SPSS 13.0 软件分析数据。

用 Kolmogorov-Smirnow 法对计量资料进行正态性

检验，正态分布的数据以均数 ± 标准差（x±s）表

示，组间比较采用单因素方差分析，方差齐时组间两

两比较采用 LSD 检验，方差不齐时组间两两比较采

用 Tamhane T2 检验；非正态分布的数据以中位数 

（四分位数）〔M（QL，QU）〕表示，多组间比较采用非

参数 Kruskal-Wallis H 检验，两组间比较采用 Mann-

Whitney U 检验。48 h累积存活率采用Kaplan-Meier 

生存曲线分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  小鼠存活情况（图 1）： Sham 组小鼠全部存活。

CLP 组和 Vehicle+CLP 组小鼠 48 h 存活率分别为

20.00% 和 26.67%，差异无统计学意义（P＞0.05）。

FK866+CLP组小鼠48 h存活率为53.33%，明显高于

CLP组和Vehicle+CLP组（均 P＜0.05），说明NAMPT 

抑制剂 FK866 可显著提高脓毒症小鼠存活率。

Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症 
肝损伤模型组，NAMPT 为烟酰胺磷酸核糖转移酶， 

GADPH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组 
小鼠肝组织 NAMPT 蛋白表达

2.3  血清 ALT、AST 水平（表 2）：与 Sham 组比较，

CLP组、Vehicle+CLP组和FK866+CLP组血清ALT、

AST 水平均显著升高（均 P＜0.01）；但 FK866+CLP

组血清 ALT、AST 水平均较 CLP 组和 Vehicle+CLP 

组明显下降（均 P＜0.05）。

表 1 脓毒症小鼠血清和肝组织中 NAMPT 蛋白表达（x±s）

组别 动物数（只） 血清 NAMPT（μg/L） 肝 NAMPT/GAPDH

Sham 组 6 51.38±11.29 0.23±0.08
CLP 组 6 123.47±31.74 a   0.56±0.11 a

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症肝

损伤模型组；NAMPT 为烟酰胺磷酸核糖转移酶，GADPH 为 3- 磷

酸甘油醛脱氢酶；与 Sham 组比较，aP＜0.01

表 2 FK866 对脓毒症小鼠血清 ALT、AST 
水平的影响（x±s）

组别 动物数（只） ALT（U/L） AST（U/L）

Sham 组 6 24.68±  8.74 47.45±12.38
CLP 组 6 219.61±42.37 a 459.78±67.58 a

Vehicle+CLP 组 6 237.24±58.61 a 468.00±82.17 a

FK866+CLP 组 6 128.94±32.48 ab 289.89±68.74 ab

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症

肝损伤模型组，Vehicle+CLP 组为溶剂对照组，FK866+CLP 组为烟

酰胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）抑制剂 FK866 干预组；ALT 为丙氨

酸转氨酶，AST 为天冬氨酸转氨酶；与 Sham 组比较，aP＜0.01；与

CLP 组和 Vehicle+CLP 组比较，bP＜0.05

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症肝损伤
模型组，Vehicle+CLP 组为溶剂对照组，FK866+CLP 组为烟酰胺 

磷酸核糖转移酶（NAMPT）抑制剂 FK866 干预组

图 1  各组小鼠术后 48 h Kaplan-Meier 生存曲线

2.4  血清和肝组织 TNF-α、IL-6 表达（表 3）：与

Sham组比较，CLP组、Vehicle+CLP组和FK866+CLP 

组血清 TNF-α、IL-6 含量以及肝组织 TNF-α、

IL-6 的 mRNA 表达水平均显著升高（均 P＜0.01）；

但 FK866+CLP 组血清 TNF-α、IL-6 含量以及肝组

织 TNF-α、IL-6 的 mRNA 表达水平均较 CLP 组和

Vehicle +CLP 组明显下降（均 P＜0.05）。

2.5  肝组织 NF-κB 活化情况（图 3）：与 Sham 组比

较，CLP 组、Vehicle +CLP 组和 FK866+CLP 组胞质

IκBα 蛋白表达水平明显下降，胞核 NF-κB 蛋白表

达水平明显升高（均 P＜0.01）；但 FK866+CLP 组胞

质IκBα蛋白表达和胞核NF-κB蛋白表达水平均较

CLP 组和 Vehicle+CLP 组下降或升高幅度明显减小 

（均 P＜0.05）。

2.2  血清和肝组织 NAMPT 表达（图 2；表 1）：CLP

组血清和肝组织 NAMPT 蛋白水平均较 Sham 组明

显升高（均 P＜0.01）。
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反应及氧化损伤，促进细胞凋亡，进而发生内毒素致

心肌损伤。李新明等［12］研究显示，NAMPT 抑制剂

FK866 可抑制炎症反应，减少细胞凋亡，进而减轻肠

缺血 / 再灌注所致的肾损伤。Jia 等［7］研究表明，在

脓毒症患者及脓毒症模型动物中，NAMPT 含量明

显升高，抑制 NAMPT 表达可减少脓毒症时中性粒

细胞凋亡及抑制炎症反应。Guo 等［8］研究表明，在 

D- 半乳糖胺 / 脂多糖（LPS）、刀豆蛋白 A 两种急性

肝衰竭小鼠模型中，血清及肝脏中 NAMPT 含量升

高，NAMPT 抑制剂 FK866 可以显著减轻肝细胞损

伤。本研究结果显示，NAMPT 蛋白在脓毒症小鼠血

清及肝组织中显著增加；NAMPT 抑制剂 FK866 可

显著提高脓毒症小鼠的存活率，减轻肝细胞损伤，降

低血清 ALT、AST 水平。以上研究均表明，NAMPT

抑制剂 FK866 可减轻脓毒症肝损伤，对肝脏发挥保

护作用。

  脓毒症是由细菌和（或）其产物 LPS 等有害物

质进入体循环，主要通过 Toll 样受体 4（TLR4）激

活单核 / 巨噬细胞系统，释放大量的促炎因子如

TNF-α、IL-6、IL-8 及 IL-1β 等；同时，机体产生

抗炎因子如 IL-4、转化生长因子 -β（TGF-β）和

IL-10 等，控制炎症反应，随着病情的进展，导致全

身炎症反应综合征（SIRS）与代偿性抗炎反应综合

征（CARS）并存。脓毒症是严重感染、创伤及大手

术后常见的并发症［13］。脓毒症引起的肝损伤与炎

性因子的过度产生、一氧化氮（NO）生成、氧自由基

损伤、氧供需失衡、能量合成障碍等因素有关［14］，从

3 讨 论 

  NAMPT 又称前 B 细胞克隆增强因子（PBEF）

和脏脂肪素（visfatin），是合成烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（NAD）最关键的限速酶，通过合成 NAD 参与细

胞物质代谢、DNA 修复及染色体结构和功能调节

等过程，在细胞发育分化、能量代谢及信号转导等

过程中起着重要的作用。另外有研究表明，NAMPT

参与了炎症反应的调控，与多种炎症相关性疾病密

切相关［4-6］。刘畅等［10］研究表明，NAMPT 可促进

炎性细胞移行、浸润及其诱导炎症反应，在急性肺

损伤 / 急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）中起重要

作用。赵邦术等［11］研究表明，NAMPT 可诱导炎症

Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症肝损伤模型组，Vehicle+CLP 组为溶剂对照组，FK866+CLP 组为烟酰胺磷酸核糖 
转移酶（NAMPT）抑制剂（FK866）干预组；IκBα 为核转录因子 -κB 抑制因子 α，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，Lamin B1 为 

核纤层蛋白 B1；与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 CLP 组和 Vehicle+CLP 组比较，bP＜0.05

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组小鼠肝组织胞质 IκBα 蛋白和胞核 NF-κB 蛋白表达

表 3 FK866 对脓毒症小鼠血清及肝组织 
TNF-α、IL-6 表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

血 TNF-α

（pg/L）

血 IL-6 

（ng/L）

Sham 组 6 23.38±  6.14 1.23±  0.07
CLP 组 6 123.13±34.64 a 57.37±  7.54 a

Vehicle+CLP 组 6 127.64±48.18 a 60.87±13.12 a

FK866+CLP 组 6 65.17±18.74 ab 31.78±  5.23 ab

组别
动物数

（只）

肝 TNF-α

mRNA（2-ΔΔCt）

肝 IL-6

mRNA（2-ΔΔCt）

Sham 组 6 1.00±0.17 1.00±0.32
CLP 组 6 16.65±4.75 a 32.87±5.34 a

Vehicle+CLP 组 6 18.24±6.12 a 34.24±6.71 a

FK866+CLP 组 6 8.37±4.17 ab 18.58±7.12 ab

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症肝

损伤模型组，Vehicle+CLP 组为溶剂对照组，FK866+CLP 组为烟酰

胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）抑制剂 FK866 干预组；TNF-α 为肿

瘤坏死因子 -α，IL-6 为白细胞介素 -6；与 Sham 组比较，aP＜0.01；

与 CLP 组和 Vehicle+CLP 组比较，bP＜0.05
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以上因素治疗可以减轻脓毒症肝损伤。有研究显示，

CLP 致脓毒症时血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 等细胞

因子及肝细胞凋亡指数显著升高；而抑制脓毒症大

鼠肝细胞炎症反应、减少肝细胞凋亡可减轻脓毒症

肝损伤［15］。诱导型一氧化氮合酶（iNOS）被激活时

可产生大量的 NO，NO 可通过线粒体途径参与脓毒

性炎症反应所介导的肝损伤；而抑制 iNOS 的过度

表达，降低炎性因子水平，可减轻脓毒症肝损伤［16］。

本研究结果显示，血清炎性因子 TNF-α、IL-6 在脓

毒症小鼠中显著升高；NAMPT 抑制剂 FK866 可显

著降低 TNF-α、IL-6 的血清含量。以上研究结果

提示，FK866 对脓毒症小鼠肝损伤的保护作用与其

抑制炎症反应有关。

  NF-κB 是多种炎症基因转录的重要转录因

子。体外实验显示，LPS 可引起 RAW264.7 巨噬细

胞 NF-κB 核转位，启动炎症反应；而抑制 NF-κB 活

化可起到抗炎作用［17］。王君等［18］研究显示，抑制

NF-κB 表达可抑制 CLP 致脓毒症小鼠过度炎症反

应，从而减轻急性肝损伤。Matsuda 等［19］研究显示，

在肠缺血 / 再灌注小鼠模型中，FK866 可以通过抑

制 NF-κB 活性从而减轻肺损伤。本实验结果显示，

脓毒症可以活化肝组织 NF-κB，从而介导多种炎性

因子如 TNF-α 和 IL-6 的表达及释放；而 FK866

可以抑制脓毒症诱导的 NF-κB 活化。提示 FK866

可能通过下调 NF-κB 炎症通路，从而抑制炎症反

应，进而对脓毒症肝损伤起到保护作用。

  综上，本研究显示，NAMPT 抑制剂 FK866 可能

通过下调 NF-κB 活化，抑制炎症反应，从而减轻脓

毒症小鼠肝脏损伤。NAMPT 可能是脓毒症潜在的

治疗靶点。
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