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【摘要】 目的  分析脓毒症外源性急性呼吸窘迫综合征（ARDS）大鼠的差异表达基因（DEG），从转录组水

平探讨脓毒症ARDS的早期诊断及防护机制。方法  将 12只 6～8周龄雄性SD大鼠按随机数字表法分为脂多

糖（LPS）致脓毒症ARDS模型组（模型组，腹腔注射LPS 15 mg/kg）与对照组（腹腔注射等量生理盐水），每组6只。

分别提取两组大鼠左肺组织RNA，采用 illumina Hiseq 测序平台的双端测序模式进行高通量测序。采用DESeq2

软件以 | log2 差异倍数（FC）|≥3 且 P＜0.001 筛选 DEG。对 DEG 进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因

与基因组百科全书数据库（KEGG）通路富集分析。使用 STRING 在线数据库和 CytoScape 软件构建蛋白质-蛋

白质相互作用（PPI）网络并筛选关键基因。分离并提取 2021 年 3 月至 11 月连云港市第一人民医院急危重症

医学部收治的 20 例脓毒症患者及 20 例年龄匹配的同期健康体检者的外周血单个核细胞（PBMC），采用实时荧

光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）对关键基因进行验证。结果  共筛选出 DEG 286 个，其中上调基因 202 个，下

调基因 84 个。GO 富集分析表明，DEG 主要参与了中性粒细胞趋化迁移、抗菌体液反应、宿主免疫应答及体液

免疫反应等生物学过程；KEGG 富集分析显示，DEG 主要通过参与白细胞介素-17（IL-17）信号通路、肿瘤坏死

因子（TNF）信号通路及趋化因子信号通路发挥生物学作用。PPI 分析共筛选出节点蛋白 262 个，相互作用关系 

852 条边；筛选出前 15 位关键基因，分别为 IL-6、TNF、IL-10、IL-1β、CXC 趋化因子配体 1（CXCL1）、CXCL10、

CXC 趋化因子受体 3（CXCR3）、CXCR2、CXCL9、CC 趋化因子配体 7（CCL7）、CXCL11、CCL1、CXCL13、CCL12、

CCL22。采用 RT-qPCR 对脓毒症 ARDS 患者与健康对照者 PBMC 进行差异基因测序验证，结果显示，脓毒症患 

者5个代表性关键基因表达明显高于健康对照者〔IL-6 mRNA（2-ΔΔCt）：2.803±1.081比0.951±0.359，TNF mRNA 

（2-ΔΔCt）：2.376±0.799 比 1.150±0.504，CXCL10 mRNA（2-ΔΔCt）：2.500±0.815 比 1.107±0.515，CXCR3 mRNA 

（2-ΔΔCt）：1.655±0.628比0.720±0.388，CCL22 mRNA（2-ΔΔCt）：1.804±0.878比1.010±0.850，均 P＜0.05〕，与RNA 

测序结果一致。结论  炎症细胞趋化迁移脱颗粒、细胞因子免疫应答反应等生物学过程和 CXCL10/CXCR3、IL-17

等信号通路在脓毒症外源性 ARDS 发生发展过程中起着重要的作用，可作为进一步研究肺损伤机制和临床防

治的新思路及新靶点。
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【Abstract】 Objective  To analyze the differentially expressed gene (DEG) in rats with sepsis-induced exogenous 
acute respiratory distress syndrome (ARDS) and explore the early diagnosis and protective mechanism of sepsis-induced 
ARDS at the transcriptome level.  Methods  Twelve 6 to 8 weeks old male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly 
divided  into  lipopolysaccharide  (LPS)  induced  sepsis-induced  ARDS  model  group  (model  group,  intraperitoneal 
injection of LPS 15 mg/kg) and control group (intraperitoneal injection of the same volume of normal saline), with 6 rats 
in each group. RNA was extracted from the left  lung tissue of  the two groups, and the paired-end sequencing mode of 
the  illumina Hiseq  sequencing  platform was  used  for  high-throughput  sequencing.  The DESeq2  software was  used  to 
screen DEG with  |  log2  (fold change, FC)  | ≥ 3 and P < 0.001. Gene ontology  (GO)  function enrichment analysis and 
Kyoto Encyclopedia  of Genes  and Genomes  (KEGG)  pathway  enrichment  analysis were  performed  on DEG.  STRING 
and CytoScape  software were used  to construct a protein-protein  interaction  (PPI) network and screen key genes. The 
peripheral  blood mononuclear  cell  (PBMC)  of  20  septic  patients  admitted  to  the  emergency  and  critical  care medical 
department of Lianyungang First People's Hospital from March to November 2021 and 20 age-matched healthy people 
in  the  same period were  isolated  and extracted,  and  the key  genes were  verified by  real-time  fluorescent  quantitative 
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  目前，脓毒症仍是全球性医学难题，全球发病率

大约为 437/10 万，患病人数高达 3 150 万，占全球总

人口的 0.44%，年死亡人数约为 530 万［1］。2021 年

国际指南将脓毒症定义为机体对感染反应失调而导

致的危及生命的器官功能障碍，而肺脏是最早且最

易受累的器官之一［2］，临床大多表现为急性呼吸窘

迫综合征（acute respiratory distress syndrome，ARDS），

是重症医学领域最常见的急危重症之一［3-4］。国际

流行病学研究显示，脓毒症患者 ARDS 的发生率达 

40%以上［5］。尽管近20年来对ARDS病理生理的理 

解与治疗均已取得重大进展，但对脓毒症导致ARDS 

的机制尚未完全明确［6］，且仍无特异性生物标志物

及有效的防治靶点［7］。RNA 测序（RNA-sequencing，

RNA-Seq）是近年来发展较成熟的高通量测序技术，

并且具有快捷分析、高分辨率等优势。本研究拟采

用RNA-Seq技术观察脓毒症外源性ARDS亚型大鼠

基因表达，筛选脓毒症状态下外源因素导致 ARDS 

过程中的关键基因及信号通路，为阐明脓毒症外源

型 ARDS 机制、探索防治靶点及寻找相对特异性标

志物提供一定思路。

1 材料与方法 

1.1  伦理学：本研究中临床及动物实验过程均严格

遵守医学伦理学及动物伦理学规范要求，已通过连

云港市第一人民医院医学伦理委员会审批（审批号：

KY-20200311001）。

1.2  转录组学分析

1.2.1  实验动物及分组：12 只健康清洁级雄性 SD

polymerase chain reaction (RT-qPCR).  Results  A total of 286 DEG were screened, including 202 up-regulated genes 
and 84 down-regulated genes. GO enrichment  analysis  showed  that DEG was mainly  involved  in biological processes 
such as neutrophil chemotaxis migration, antibacterial humoral response, host  immune response, and humoral  immune  
response. KEGG analysis showed that DEG mainly played a biological role through interleukin-17 (IL-17) signaling pathway,  
tumor necrosis  factor  (TNF) signaling pathway, and chemokine signaling pathway.  In PPI analysis, a  total of 262 node 
proteins were screened, and the interaction relationship was 852 edges. The first 15 key genes were IL-6, TNF, IL-10, 
IL-1β, chemokine ligand 1 (CXCL1), CXCL10, chemokine receptor 3 (CXCR3), CXCR2, CXCL9, chemokine ligand 7  
(CCL7), CXCL11, CCL1, CXCL13, CCL12, and CCL22. Five representative key genes were performed on PBMC of blood 
samples  from  septic ARDS  patients  and  healthy  controls  by RT-qPCR.  The  results  showed  that  their  expression was 
significantly higher than that in the healthy controls [IL-6 mRNA (2-ΔΔCt): 2.803±1.081 vs. 0.951±0.359, TNF mRNA  
(2-ΔΔCt):  2.376±0.799  vs.  1.150±0.504,  CXCL10  mRNA  (2-ΔΔCt):  2.500±0.815  vs.  1.107±0.515,  CXCR3 mRNA  
(2-ΔΔCt): 1.655±0.628 vs. 0.720±0.388, CCL22 mRNA (2-ΔΔCt): 1.804±0.878 vs. 1.010±0.850, all P < 0.05], and the 
trends were  consistent with  the RNA-Seq  results.  Conclusion  Biological  processes  such  as  chemotactic migration 
and degranulation of inflammatory cells, cytokine immune response, and signal pathways such as CXCL10/CXCR3 and 
IL-17 play important roles in the occurrence and development of sepsis-related exogenous ARDS, which would provide 
new ideas and targets for further study of lung injury mechanisms and clinical prevention and treatment.
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大鼠，6～8 周龄，体质量 230～250 g，购于辽宁长生

生物技术股份有限公司，动物许可证号：SCXK（辽） 

2020-0001，动物合格证号：210726210100856072。按 

照随机数字表法将大鼠分为对照组和脓毒症 ARDS

模型组（模型组），每组 6 只。通过腹腔注射脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）15 mg/kg 建立脓毒症 ARDS 

模型；对照组给予等量生理盐水。

1.2.2  肺组织病理学观察：制模后 36 h 所有大鼠腹

腔注射甲苯噻嗪8 mg/kg和氯胺酮80 mg/kg麻醉，效 

果满意后经心脏穿刺放血处死大鼠，并收集标本备

检。取大鼠右肺上叶，乙醇脱水，石蜡包埋、切片，光 

镜下观察肺组织损伤情况。

1.2.3  肺组织总 RNA 提取：采用柱式法提取大鼠左

肺总 RNA，分别采用超微量分光光度计及生物分析

仪检测RNA样本的纯度和RNA完整系数等，以确保 

RNA 质量能满足后续测序要求。

1.2.4  文库构建及测序：提取总 RNA，富集 mRNA，

将RNA片段化，反转录合成cDNA并进行末端修复，

连接产物通过特异的引物进行桥式聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）扩增，建立测序用 

cDNA文库。文库构建成功后，应用illumina Hiseq平 

台（美国 Illumination 公司）进行高通量测序。

1.2.5  数据处理及分析：利用 Skewer 软件（v0.2.2

版本）对测序数据从 3' 端动态去除接头序列片段和

低质量片段，利用 FastQC 软件（v0.11.5 版本）对预

处理数据进行质量控制分析，并针对每个样本利用 

STAR 软件将预处理序列与测序物种的参考基因组
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序列进行序列比对。用 DESeq2 软件（R4.1.2 版本）， 

以 | log2 差异倍数（fold change，FC）|≥3 且 P＜0.001

为标准筛选出差异表达基因（differentially expressed 

gene，DEG）。应用 R 软件（3.6.3 版本）进行统计学分

析与可视化，绘制火山图及热图以直观体现两组基

因表达水平差异。对 DEG 采用 TopGO 软件进行基

因本体（gene ontology，GO）功能富集分析及京都基

因与基因组百科全书数据库（Kyoto Encyclopedia of  

Genes and Genomes，KEGG）通路富集分析，对 DEG

进行功能注释和分类。将DEG导入 STRING在线数

据库并进行蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein  

interaction，PPI）分析，PPI 网络图中综合得分＞0.7

的蛋白具有统计学意义，利用 CytoScape 软件（3.9.1

版本）的 cytoHubba 插件筛选出最有意义的前 15 位

关键基因。

1.3  验证试验

1.3.1  实时荧光定量聚合酶链反应（real-time quanti- 

tative polymerase chain reaction，RT-qPCR）：选取差异 

表达明显的 DEG 进行 RT-qPCR 验证。分离并提取

2021 年 3 月至 11 月连云港市第一人民医院急危重

症医学部收治的 20 例脓毒症 ARDS 患者以及 20 例

年龄匹配的同期健康体检者的外周血单个核细胞 

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）。提取PBMC 

总RNA，经反转录得到相应的cDNA。以3-磷酸甘油

醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase， 

GAPDH）为内参基因，应用 PCR 仪进行扩增，检测

基因表达水平。反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s、

60 ℃ 60 s，45 个循环。基因引物序列由上海捷瑞生

物工程有限公司设计并合成。采用 2-ΔΔCt 方法计算

基因表达量。

1.3.2  统计学方法：采用 R 软件（3.6.3 版本）进行统

计学分析，采用 R 软件 ggplot2 包（3.3.3 版本）制作 

可视化图。计量资料均符合正态分布，以均数±标准 

差（x±s）表示，组间比较采用Student-t检验。P＜0.05 

为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  转录组学分析结果

2.1.1  脓毒症肺损伤病理学改变（图 1）：光镜下观

察大鼠肺组织病理学改变，结果显示，对照组肺组织

均未见明显病理学改变；而模型组大鼠制模后 36 h

肺组织出现较为严重的病理损伤，表现为弥漫性肺

泡损伤，可见肺泡腔和间质内充血水肿、炎症细胞

浸润、肺不张、透明膜形成等。

2.1.2  肺组织 RNA 提取及质量控制：两组样本所

提取 RNA 总量＞0.2 μg，各样本数据具有较好的对

称性，分布的分散程度质量符合要求，并且 RNA 纯

度较高，完整性良好，符合建库标准（图 2A）。为评

估组内数据的可重复性进行了主成分分析（principal 

component analysis，PCA），通过降维方式观察样本间

的相似程度，结果显示（图 2B），对照组基因表达高

度一致，模型组基因表达趋势一致性较强；同时，样

本相关系数聚类分析显示（图 2C），两组大鼠 mRNA

转录组数据之间相关性及重复性良好。

2.1.3  DEG鉴定：利用DESeq2软件（R4.1.2版本）筛 

选出两组DEG，去掉空值后的DEG总数为2 857个。

根据不同筛选条件设置方案筛选出两组之间的主要

DEG：① | log2FC |≥2 且 P＜0.001：经鉴定，模型组

与对照组比较有644个 DEG，其中 389个上调基因，

255个下调基因（图3A）；② | log2FC |≥3且P＜0.001：

使用欧氏距离聚类分析显示，模型组与对照组比较

有 286 个 DEG，其中 202 个上调基因，84 个下调基

因，可视化热图见图 3B。

2.1.4  GO 功能及 KEGG 通路富集分析（表 1；图 4）： 

对 286 个 DEG 的 GO 功能及 KEGG 通路进行富集

分析表明，在满足校正 P 值＜0.01 且 q 值＜0.2 的条

件下，生物过程共有 590 条，细胞组分共有 4 条，分

子功能共有 45 条。DEG 参与的生物过程主要有中

性粒细胞趋化迁移、抗菌体液反应，同时在宿主免

疫应答、体液免疫反应及肥大细胞趋化脱颗粒中发

挥关键作用。在细胞组分中，DEG 主要富集于细胞

外基质、质膜外侧、分泌颗粒及血小板α颗粒等细

图 1　光镜下观察两组大鼠肺组织病理学改变　对照组肺泡
组织（A，低倍放大）和肺动脉血管组织（B，中倍放大）均无明
显异常。脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组肺间质
增厚，炎症细胞浸润（C，低倍放大）；肺动脉血管平滑肌炎症细
胞浸润，呈血管炎症表现（D，中倍放大）　HE 染色
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胞器中。对于分子功能，DEG 在细胞因子活性、趋

化因子活性、受体调节活性、趋化因子受体结合及

受体配体活性方面显著富集。KEGG 通路富集结果

表明，在模型组显著富集的信号通路有 33 条，DEG

主要参与了细胞因子-细胞因子受体相互作用、病毒

蛋白与细胞因子和细胞因子受体相互作用、白细胞

介素-17（interleukin-17，IL-17）信号通路、肿瘤坏死 

因子（tumor necrosis factor，TNF）信号通路及趋化因

子信号通路等的生物学过程。

2.1.5  PPI分析：将筛选出的286个DEG导入STRING 

在线数据库，绘制 PPI 网络图，初步筛选出 262 个节

点蛋白，852 条相互作用边数（预期边数为 123 条），

平均节点度为 6.5，平均局部聚类系数为 0.449，富集

P 值＜0.001。选择相关系数＞0.9 的节点蛋白再次

表 1　对照组与脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组大鼠 
肺组织 DEG 的 GO 功能及 KEGG 通路富集分析

功能分类 编号 功能
基因数

（个）
校正 P 值 q 值

功能分类

或通路
编号 功能或通路

基因数

（个）
校正 P 值 q 值

GO 功能 　分子功能 GO：0005125 细胞因子活性 30  3.26×10-22  2.71×10-22

　生物过程 GO：0030593 中性粒细胞趋化性 23  2.18×10-19  1.57×10-19 GO：0008009 趋化因子活性 16  9.86×10-19  8.21×10-19

GO：1990266 中性粒细胞迁移 24  3.91×10-19  2.82×10-19 GO：0030545 受体调节活性 36  1.76×10-15  1.46×10-15

GO：0071621 粒细胞趋化性 23  1.16×10-17  8.35×10-18 GO：0042379 趋化因子受体结合 16  1.76×10-15  1.46×10-15

GO：0006959 体液免疫反应 27  1.34×10-17  9.68×10-18 KEGG
　通路

rno04060 细胞因子-细胞 
　因子受体通路

35  8.73×10-22  6.83×10-22

　细胞组分 GO：0031012 细胞外基质 21 2.14×10-6 2.05×10-6

GO：0009897 质膜外侧 18 4.86×10-4 4.66×10-4 rno04657 IL-17 信号通路 21  6.73×10-18  5.27×10-18

GO：0030141 分泌颗粒 14 2.50×10-2 2.40×10-2 rno04668 TNF 信号通路 15 3.53×10-9 2.77×10-9

GO：0031091 血小板α颗粒   3 7.90×10-2 7.60×10-2 rno04062 趋化因子信号通路 17 3.40×10-8 2.66×10-8

注：DEG 为差异表达基因，GO 为基因本体，KEGG 为京都基因与基因组百科全书数据库，IL-17 为白细胞介素-17，TNF 为肿瘤坏死因子

注：火山图中差异表达基因（DEG）筛选条件为 | log2 差异倍数（FC）|≥2 且 P＜0.001，共筛选出 644 个 DEG。热图中 DEG 筛选条件为 
| log2FC |≥3 且 P＜0.001，共筛选出 286 个 DEG，其中红色代表上调，蓝色代表下调；颜色越深，说明基因表达丰度越高

图 3  对照组与脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组（模型组）大鼠肺组织 DEG 火山图（A）及热图（B）

注：A 为两组肺组织 RNA 表达丰度图，提示各样本数据具有较好的对称性，分布的分散程度质量符合要求；B 为两组肺组织样本 
主成分分析（PCA）图，PC1、PC2 表示选定的主成分，样本间距离越近，说明基因表达趋势相似性越高；C 为两组肺组织样本 

相关系数矩阵热图，不同颜色代表相关系数，颜色越深，相关系数越接近于 1，说明各样本间相关性就越强

图 2  对照组与脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组（模型组）大鼠肺组织整体基因表达水平比较分析
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绘制 PPI 网络图发现（图 5A），该 PPI 网络较预期有

更多的相互作用关系，这种富集现象也说明差异蛋

白组在脓毒症 ARDS 发生发展过程中可能作为一个

整体来发挥生物学活性，并在功能上存在着明确的

相互关联性。应用CytoScape插件 cytoHubba筛选出

度值＞10 且度值最高的最有意义前 15 位关键基因 

（图 5B）。

2.2  RT-qPCR 验证分析：从前 15 位关键基因中挑

选出 IL-6、TNF、CXC 趋化因子配体 10（chemokine  

ligand 10，CXCL10）、CXC趋化因子受体3（chemokine 

receptor 3，CXCR3）、CC 趋化因子配体 22（chemokine 

ligand 22，CCL22）作为关键基因，对其在大鼠肺脏

组织中的表达进行分析，结果显示（图 6A），模型组

大鼠肺组织中 5 个关键基因表达均显著高于对照组

（均 P＜0.01）。采用 RT-qPCR 对 20 例脓毒症 ARDS 

患者及20例健康对照者PBMC进行DEG测序验证， 

结果显示（图 6B），上述 5 个关键基因的表达趋势与

RNA-Seq 结果一致。

注：DEG 为差异表达基因，PPI 为蛋白质-蛋白质相互作用，IL 为白细胞介素，CCL 为 CC 趋化因子配体，IFNG 为可溶性细胞因子， 
CSF3 为集落刺激因子 3，SEL 为选择蛋白，CXCL 为 CXC 趋化因子配体，TNF 为肿瘤坏死因子，MMP9 为基质金属蛋白酶 9， 

TLR10 为 Toll 样受体 10，CXCR 为 CXC 趋化因子受体，TIMP1 为组织金属蛋白酶抑制因子 1， 
IL-1RN 为白细胞介素-1 受体拮抗因子，LCN2 为脂质运载蛋白 2

图 5  对照组与脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组（模型组）大鼠肺组织 DEG 的 PPI 网络图（A） 
及前 15 位关键基因的自网络分析图（B）

注：A 为差异表达基因（DEG）生物过程、细胞组分和分子功能分布气泡图。B 为不同基因本体 / 京都基因与基因组百科全书数据库 
（GO/KEGG）联合 log2 差异倍数（FC）进行功能富集中 DEG 分布；圆心周围不同颜色代表基因表达丰度，颜色越深，说明丰度就越高

图 4  对照组与脓毒症急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组（模型组）大鼠肺组织 DEG 的 GO 功能及 DEGG 通路富集分析
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3 讨 论 

  众所周知，虽然目前对于脓毒症及 ARDS 均有

不断更新的国际指南作为临床诊疗依据，但对于指

南的应用及解读有时仍令临床医生难以适从，原因

在于这类综合征的概念过于广泛［8］。因此，在脓毒

症及 ARDS 等危重疾病综合征中定义同质亚群是当

前急危重症领域的研究热点。随着认识的逐步深入，

人们也逐渐发现，各危重症亚群在临床特征（表型）

或与分子机制相关的治疗反应（内生型）和（或）预

后风险（预后）等方面均存在着较大的差异［9］。已

有临床研究结果表明，脓毒症 ARDS 表型患者的病

情较非脓毒症相关 ARDS 患者更严重，肺损伤恢复

能力更差，拔管成功率更低，近期病死率更高，远期

预后也不佳［10］。因此，对于脓毒症 ARDS 患者的早

期有效防治尤为重要［11］。然而，由于脓毒症外源性

ARDS 的发生机制复杂多样，尽管目前对其研究较

多，但确切机制尚未完全明确，同样也缺乏相对有效

的治疗手段及早期预警生物标志物。基于此，本研

究以转录组学为切入点，从动物及临床水平探讨脓

毒症外源性 ARDS 这一特殊但常见亚型发病过程中

的关键基因和信号通路，探索肺损伤机制，以期寻找

预防及治疗靶点。

  本研究中通过腹腔注射LPS建立脓毒症大鼠模

型，并根据大鼠呼吸窘迫症状、氧合指数及肺组织

病理学改变确定合并 ARDS，该疾病模型完全符合

临床常见的脓毒症外源性 ARDS 患者病情及病理学

改变［12］。本研究在对大鼠肺组织病理学改变的观察

中发现，模型组出现较严重的病理损伤，表现为弥漫 

性肺泡损伤，可见肺泡腔和间质内充血水肿、肺不

张、透明膜形成等，并且在肺泡、支气管尤其是肺部

小动脉周围存在显著的炎症细胞浸润。

  本研究采用 RNA-Seq 技术全面分析了脓毒症

外源性 ARDS 大鼠肺组织的转录组学，通过设定筛

选条件获得了与外源性 ARDS 相关的 286 个 DEG，

其中 202 个上调基因，84 个下调基因，对其进行 GO

功能及 KEGG 信号通路富集分析发现，中性粒细胞

等炎症细胞的趋化迁移、宿主免疫应答及体液免疫

反应在脓毒症外源性 ARDS 生物学过程中发挥了关

键作用；而 DEG 的细胞定位集中在细胞外基质、质

膜外侧、分泌颗粒、血小板α颗粒等主要参与炎症

细胞趋化颗粒释放及炎症免疫反应的细胞成分中。 

DEG 通过转录蛋白发挥趋化因子活性，与趋化因子

受体相结合，进一步介导炎症细胞在肺泡、支气管

周围、肺动脉及肺部毛细血管周围侵袭浸润，通过

自分泌、旁分泌及脱颗粒过程释放炎症因子，发挥

受体调节活性及受体配体活性，介导炎症“瀑布反

应”［13］，导致肺泡上皮细胞损伤及肺部毛细内皮损

伤，通透性改变，出现顽固性肺水肿、肺不张，从而

导致顽固性低氧血症及呼吸窘迫症状［14］。而在肺

小动脉血管周围的大量炎症细胞浸润可导致血管平

滑肌细胞水肿，纤维结缔组织炎性增生，同时因合

并严重低氧血症，介导了 ARDS 急性肺动脉高压症 

的病理生理改变［15］。本研究中KEGG通路富集分析

结果表明，在模型组显著富集的信号通路有 33 条， 

DEG 主要参与了趋化因子信号通路、IL-17 信号通

路及 TNF 信号通路的生物学过程。

  本研究在对 286 个 DEG 进行的 PPI 分析中累

计筛选出节点蛋白 262 个，相互作用关系 852 条边，

平均节点度为 6.5，这种 DEG 间较强的相互作用富

集现象也说明差异蛋白组在脓毒症 ARDS 发生发展

注：ARDS 为急性呼吸窘迫综合征，PBMC 为外周血单个核细胞，IL-6 为白细胞介素-6，TNF 为肿瘤坏死因子， 
CXCL10 为 CXC 趋化因子配体 10，CXCR3 为 CXC 趋化因子受体 3，CCL22 为 CC 趋化因子配体 22； 

与对照组或健康对照组比较，aP＜0.01

图 6  脓毒症 ARDS 大鼠肺组织（A）及脓毒症 ARDS 患者 PBMC（B）中关键基因表达分析
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过程中可能作为一个整体发挥生物学活性，并且在

功能上存在着明确的相互关联性。进一步分析筛选

出的排名前 15 位的关键基因发现，其主要生物学活

性均集中在两大类，即以 IL-6、TNF、IL-10 等为代

表的炎症细胞因子类和以 CXCL10、CXCR3、CCL22 

为代表的趋化因子类。在临床水平验证分析中，采

用 RT-qPCR 对 ARDS 患者 PBMC 中 IL-6、TNF-α、 

CXCL10、CXCR3 及 CCL22 基因表达水平进行定量

分析，结果也得到了相同的趋势，证明 RNA-Seq 技

术的可信度高，也表明未来阻断趋化因子信号通路，

调节炎症细胞的肺组织特异性趋化可能是控制病因

及呼吸支持治疗之外，减轻肺脏损伤的生物靶向治

疗的研发方向。

  CCL22 属于巨噬细胞源性趋化因子，主要由单

核 / 巨噬细胞、中性粒细胞等外周免疫细胞分泌产

生，在趋化诱使外周免疫细胞向受损的组织迁移并

参与炎症反应中发挥了重要作用［16］。CXCL10 又称

干扰素诱导蛋白-10（interferon inducible protein-10， 

IP-10），属于 CXC 趋化因子亚家族［17］，主要由γ-干 

扰素（interferon-γ，IFN-γ）刺激单核细胞、内皮细

胞、成纤维细胞等产生，可与其受体CXCR3结合，诱

导中性粒细胞、T 淋巴细胞、肥大细胞、自然杀伤细

胞等到炎症损伤部位，在机体免疫系统中发挥重要

作用［18-20］。本研究表明，CXCL10 和 CXCR3 表达水

平在 LPS 诱导的脓毒症外源性 ARDS 大鼠肺组织中

显著上调，CXCL10 能通过与 CXCR3 结合促进肺脏 

损伤发生发展进程。此外，在 ARDS 患者中 CXCL10

水平也明显升高［21］，并且不断增强的炎症反应促进

了肺脏损伤的病情进展，因此提示 CXCL10/CXCR3

通路可能是预防和治疗脓毒症外源性 ARDS 的重要

研究方向。

4 结 论 

  综上所述，炎症细胞趋化迁移脱颗粒和细胞因子

免疫应答反应等生物学过程，以及 CXCL10/CXCR3、 

IL-17 等信号通路，在脓毒症外源性 ARDS 的发生发

展过程中起着重要的作用，对其进一步深入研究有

望为解释肺损伤发病机制和临床诊治提供新的思路

及靶点。
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