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【摘要】 目的  探讨碳水化合物反应元件结合蛋白 / 低氧诱导因子-1α（ChREBP/HIF-1α）信号通路在大
鼠脓毒症相关性脑病（SAE）中的作用。方法  ① 实验 1：将 42 只健康雄性 SD 大鼠按照随机数字表法分为对
照组（n＝6）、LPS 处理 24 h 组（n＝12）、LPS 处理 48 h 组（n＝12）及 LPS 处理 72 h 组（n＝12）。对照组注射等
量生理盐水；LPS 处理组腹腔注射 LPS 10 mg/kg 处理不同时间（24、48、72 h），诱导 SAE 模型。通过行为学检测
评估大鼠的认知功能；光镜下观察海马组织形态学变化；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测海马组织促炎
介质及糖酵解水平；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测海马组织 ChREBP、HIF-1α蛋白表达，评
估 ChREBP、HIF-1α表达变化与 SAE 进展的关系。② 实验 2：将 48 只健康雄性 SD 大鼠按照随机数字表法分
为对照组（n＝12）、LPS诱导SAE组（SAE组，n＝12）、SAE+ChREBP特异性拮抗剂ChREBPα/14-3-3调节因子-1 

（CR1）组（n＝12）及 SAE+CR1+高浓度葡萄糖（Glu）组（n＝12）。对照组注射等剂量载体溶剂；SAE 组腹腔注射
LPS 10 mg/kg；SAE+CR1 组大鼠在 SAE 建模后，每 24 h 腹腔注射 CR1（15 mg/kg）；SAE+CR1+Glu 组大鼠在 SAE 
建模后，每 24 h 腹腔注射 CR1（15 mg/kg），每 6 h 腹腔注射 Glu（1 g/kg）。通过行为学检测评估大鼠认知功能；光
镜下观察海马组织形态学变化；荧光显微镜下观察海马组织小胶质细胞变化；采用 ELISA 检测血脑屏障通透性
及炎症介质、糖酵解、神经细胞损伤标志物水平；采用 Western blotting 检测海马组织糖酵解酶和凋亡相关蛋白 
表达，评估SAE 与 ChREBP/HIF-1α信号通路的关系。结果  ① 实验 1结果：与对照组相比，LPS暴露 48 h 起大
鼠僵直时间比例和识别指数降低，ChREBP、HIF-1α表达上调，白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、 
IL-10含量及乳酸/丙酮酸比值（LPR）升高，退行性变神经元数量增加而神经细胞数量减少（均 P＜0.05），伴随神
经元排列紊乱，尼氏体减少，细胞核固缩、深染增多。因此，后续实验选择腹腔注射 10 mg/kg LPS 48 h 作为构建 
SAE 模型的条件。② 实验 2 结果：与对照组相比，SAE 组大鼠出现显著的认知功能损害和神经炎症，表现为僵
直时间比例和识别指数降低，海马组织伊文思蓝、IL-6、TNF-α、IL-10水平及PLR升高，外周血神经元特异性烯
醇化酶（NSE）和 S100β水平升高，海马组织神经细胞变性增多、密度减少，小胶质细胞活化及 M1 型极化明显， 
ChREBP、HIF-1α、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase-3）蛋白表达上调（均 P＜0.05）。与
SAE 组相比，给予 CR1 处理后，大鼠认知功能、代谢、炎症、细胞极化及凋亡相关改变均得到显著改善，僵直时
间比例和识别指数升高〔僵直时间比例：（15.1±2.2）%比（6.9±1.6）%，识别指数：（53.0±5.6）%比（41.0±6.0）%， 
均 P＜0.05〕，海马组织伊文思蓝、IL-6、TNF-α水平及 LPR 降低〔伊文思蓝（mg/g）：2.09±0.26 比 2.94±0.42，
IL-6（ng/g）：96.56±11.50 比 176.50±21.20，TNF-α（ng/g）：176.50±21.20 比 298.66±34.60，LPR：14.76±3.65
比 25.62±3.44，均 P＜0.05〕，小胶质细胞活化及M1型极化程度减轻，血清NSE和 S100β含量降低〔NSE（ng/L）：
20.37±2.65比31.22±4.13，S100β（ng/L）：100.83±11.25比165.55±21.26，均P＜0.05〕，神经细胞变性减少、密度 
增多，ChREBP、HIF-1α、cleaved caspase-3蛋白表达下调（均 P＜0.05）。给予高浓度Glu干预后，CR1上述作用均
得到逆转。结论  LPS暴露可上调ChREBP、HIF-1α表达，促进神经炎症和认知功能损害。ChREBP特异性拮抗 
剂可通过抑制 ChREBP/HIF-1α通路，减轻小胶质细胞促炎极化和神经炎症，进而减轻海马组织病理损伤和认
知功能损害。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the role of  the carbohydrate response element-binding protein/hypoxia- 
inducible  factor-1α  (ChREBP/HIF-1α)  signaling  pathway  in  sepsis-associated  encephalopathy  (SAE)  in 
rats.  Methods  1) Experiment 1: Forty-two healthy male Sprague-Dawley  rats were  randomly  assigned  to  a  control 
group (n=6), a 24-hour LPS group (n=12), a 48-hour LPS group (n=12), and a 72-hour LPS group (n=12). The control 
group  was  injected  with  an  equal  volume  of  normal  saline.  Rats  in  the  LPS  groups  were  treated  with  intraperitoneal  
lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg) for 24, 48, or 72 hours to induce SAE. Cognitive function was evaluated by behavioral 
tests. Histopathological changes in the hippocampus were observed under light microscopy. Levels of pro-inflammatory  
mediators  and  glycolytic  metabolites  in  the  hippocampus  were  determined  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay 
(ELISA).  Hippocampal  protein  expressions  of  ChREBP  and  HIF-1α  were  measured  by  Western  blotting  to  assess 
their association with SAE progression. 2) Experiment 2: Forty-eight healthy male Sprague-Dawley rats were randomly 
assigned  to  a  control  group  (n=12),  an  LPS-induced  SAE  group  (SAE  group,  n=12),  an  SAE+ChREBP-specific 
antagonist ChREBPα/14-3-3 regulator-1 (CR1) group (n=12), and an SAE+CR1+high-glucose (Glu) group (n=12). The 
control group was injected with an equal dose of vehicle. SAE was induced in the SAE group by intraperitoneal injection 
of LPS (10 mg/kg). In the SAE+CR1 group, CR1 (15 mg/kg) was intraperitoneally administered once every 24 hours after 
SAE induction. In the SAE+CR1+Glu group, CR1 (15 mg/kg) was administered once every 24 hours after SAE induction 
in combination with high-concentration Glu (1 g/kg, once every 6 hours). Cognitive function was assessed by behavioral 
tests. Histopathological changes in the hippocampus were observed under light microscopy. The changes of microglia in the  
hippocampus were observed under a fluorescence microscope. Blood-brain barrier permeability, inflammatory mediator, 
glycolytic metabolism, and neuronal injury markers levels were measured by ELISA. Expressions of glycolytic enzymes 
and  apoptosis-related  proteins  in  the  hippocampus  were  determined  by Western  blotting  to  evaluate  the  relationship 
between SAE and the ChREBP/HIF-1α signaling pathway.  Results  1) Results of experiment 1: Compared with the 
control group, from LPS exposure for 48 hours on, the freezing time ratio and discrimination index reduced, the expressions 
of ChREBP and HIF-1α increased, interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α), IL-10 levels and lactic acid/
pyruvate  ratio  (LPR) elevated, and  the number of degenerative neurons  increased and neuronal number decreased  (all 
P<0.05). These  changes were  accompanied by disordered neuronal  arrangement,  reduced Nissl bodies,  and  increased 
nuclear pyknosis and hyperchromasia. Therefore, intraperitoneal injection of 10 mg/kg LPS for 48 hours was selected as 
the condition for SAE model establishment in subsequent experiments. 2) Results of experiment 2: Compared with the 
control group, rats in the SAE group exhibited significant cognitive impairment and neuroinflammation, as evidenced by 
decreased freezing time ratio and discrimination index, increased hippocampal Evans blue, IL-6, TNF-α, IL-10 levels 
and LPR, elevated peripheral blood levels of neuron specific enolase (NSE) and S100β, increased neuronal degeneration 
and reduced neuronal density, and the obvious microglial activation and M1 polarization in the hippocampus, as well as 
the upregulated protein expressions of ChREBP, HIF-1α, and cleaved caspase-3 (all P<0.05). Compared with the SAE 
group,  CR1  treatment  significantly  improved  the  cognitive  function,  metabolism,  inflammation,  cell  polarization,  and 
apoptosis in rats. The freezing time ratio and the discrimination index were increased [freezing time ratio: (15.1±2.2)% 
vs. (6.9±1.6)%, discrimination index: (53.0±5.6)% vs. (41.0±6.0)%, both P<0.05]. The hippocampal Evans blue, IL-6,  
TNF-α  levels  and  LPR were  reduced  [Evans  blue  (mg/g):  2.09±0.26  vs.  2.94±0.42,  IL-6  (ng/g):  96.56±11.50  vs. 
176.50±21.20, TNF-α (ng/g): 176.50±21.20 vs. 298.66±34.60, LPR: 14.76±3.65 vs. 25.62±3.44, all P<0.05]. The 
activation of microglia and the degree of M1 polarization were reduced. Serum NSE and S100β levels were also reduced 
[NSE  (ng/L): 20.37±2.65 vs. 31.22±4.13, S100β (ng/L): 100.83±11.25 vs. 165.55±21.26, both P<0.05]. Neuronal 
degeneration was alleviated and neuronal density increased. The protein expressions of ChREBP, HIF-1α, and cleaved 
caspase-3 were all downregulated (all P<0.05). However, these effects of CR1 were reversed by high-Glu intervention.   
Conclusions  LPS  exposure  upregulates  the  expressions  of  ChREBP  and  HIF-1α  and  promotes  neuroinflammation 
and  cognitive  dysfunction.  A  ChREBP-specific  antagonist  attenuates  pro-inflammatory  microglial  polarization  and 
neuroinflammation by inhibiting the ChREBP/HIF-1α pathway, thereby alleviating hippocampal histopathological injury 
and cognitive dysfunction in SAE.
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  脓毒症相关性脑病（sepsis-associated encephalo- 

pathy，SAE）是重症监护病房（intensive care unit，ICU） 

中常见的神经系统并发症，在脓毒症患者中的发生 

率高达40%～70% ［1-2］。SAE的发生发展与循环炎症 

诱导的急性中枢神经系统功能障碍密切相关［3］。有 

研究表明，神经炎症、血脑屏障（blood-brain barrier，

BBB）破坏、神经递质失衡等是 SAE 的关键致病机

制，这些因素相互作用，共同导致SAE患者出现急性

意识障碍和脑功能连接降低，甚至遗留长期认知和

心理障碍［4-5］。越来越多的证据表明，神经内分泌紊

乱诱导的糖代谢异常可显著增强小胶质细胞极化， 

进而加剧炎症级联反应和神经元损伤［6］；而药理学

抑制小胶质细胞糖酵解或增强氧化磷酸化，则有助

于缓解神经炎症［7］。因此，靶向小胶质细胞糖代谢调 



·  364  · 中华危重病急救医学 2026 年 4 月第 38 卷第 4 期　Chin Crit Care Med, April 2026, Vol.38, No.4

控有望成为 SAE 的潜在治疗策略。

  脓毒症期间机体通常呈现出显著的“Warburg

效应”，导致高乳酸血症、应激性高血糖等代谢紊乱

现象的发生［8］。低氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible  

factor-1α，HIF-1α）作为调控缺氧适应的关键转录因

子，在代谢重编程中发挥重要作用 ［9］。有文献报道，

缺氧或脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激可显著

上调巨噬细胞中 HIF-1α的表达，进而增强糖酵解，

并促进其促炎极化［10］。碳水化合物反应元件结合蛋

白（carbohydrate-responsive element-binding protein， 

ChREBP）作为调控糖脂等营养物质代谢的关键枢

纽，对于维持代谢稳态和免疫平衡至关重要。有证据 

表明，在高糖或缺氧条件下，ChREBP 能够结合并激

活 HIF-1α，增强其下游糖酵解相关基因转录，进而

调控缺氧适应和免疫应答过程［11-12］。然而，目前鲜

有研究系统评估 ChREBP/HIF-1α通路在 SAE 进展

中的作用。因此，本研究拟通过腹腔注射 LPS 构建

SAE 大鼠模型，系统探讨 ChREBP/HIF-1α通路是否

及如何参与 SAE 的发生发展，以期为 SAE 的治疗提

供新的潜在靶点和研究思路。

1 材料与方法 
1.1 实验动物及分组：SPF 级健康雄性 SD 大鼠购

于南京麦瑞斯生物科技公司，动物许可证号：SCXK

（浙）2021-0006，饲养于武汉科技大学动物房。通过

实时监测的标准环境控制系统饲养动物，维持温度

24～26 ℃，相对湿度 50%～60%，自由摄取水和标

准饲料。根据孝感市中心医院《实验动物管理条例》

的规定和伦理标准严格进行实验，并通过了医院基

础伦理委员会审批（审批号：XGLY2021-08-03）。

1.1.1 实验 1：按照随机数字表法将 42 只大鼠分为

对照组（n＝6）、LPS 处理 24 h 组（n＝12）、LPS 处理

48 h 组（n＝12）及 LPS 处理 72 h 组（n＝12）。通过

行为学检测、组织病理学观察、酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunoadsordent assay，ELISA）及蛋

白质免疫印迹试验（Western blotting）评估 ChREBP、

HIF-1α表达变化与 SAE 进展的关系。

1.1.2 实验 2：将 48 只大鼠按照随机数字表法分为

对照组（n＝12）、LPS 诱导 SAE 组（SAE 组，n＝12）、 

SAE+ChREBP特异性拮抗剂ChREBPα/14-3-3调节因 

子-1（ChREBPα/14-3-3 regulator-1，CR1）组（n＝12）、 

SAE+CR1+高浓度葡萄糖（glucose，Glu）组（n＝12）。 

通过行为学检测、组织病理学观察、ELISA、Western 

blotting 评估 SAE 与 ChREBP/HIF-1α通路的关系。

1.2 SAE 模型构建及给药处理：基于前期研究中报

道的建模方法［13-14］，腹腔注射 10 mg/kg LPS 处理不

同时间，基于行为学、组织病理学等确定 SAE 的最

佳建模条件。SAE+CR1组和 SAE+CR1+Glu组在此

基础上，参考文献报道的给药剂量［15］并结合预实验

结果，于注射LPS后每 24 h腹腔注射15 mg/kg CR1， 

SAE+CR1+Glu组每6 h联合注射1 g/kg Glu。LPS和 

CR1 均预先溶于二甲基亚砜，随后使用生理盐水稀

释。对照组注射等剂量载体溶剂。

1.3 条件性恐惧实验：在适应阶段，将大鼠放入不

透明的实验箱中自由探索 5 min，同时给予噪声刺激

和0.75 mA足底放电10 s，随后休息2 min，重复上述

操作 15 次。在测试阶段（适应训练结束 24 h 后），将 

大鼠放入实验箱中适应 5 min，随后给予噪声刺激

10 s，观察刺激结束后 60 s 内大鼠僵直状态（四肢僵

直）持续时间，重复上述步骤 10 次。通过 VisuTrack

系统记录并分析大鼠刺激期间的僵直时间比例。每

次操作结束后喷洒乙醇并擦拭箱体。

1.4 新旧物识别实验：在训练阶段，将大鼠面向箱

壁放入测试箱中，箱底放置 2 个完全相同的圆柱形

塑料块，大鼠自由探索 10 min，以适应训练环境。在

测试阶段（训练结束 24 h 后），将一个圆柱体更换为

大小相似的圆锥体，再次将大鼠放入测试箱中，并允

许其自由活动 5 min，通过 VisuTrack 系统记录大鼠

对新物体（圆锥体）和熟悉物体（圆柱体）的探索时

间。每次操作结束后喷洒乙醇并擦拭箱体和物体。

根据识别指数评价大鼠工作记忆能力，识别指数为

新物体探索时间占新旧物体探索总时间的百分比。

1.5 BBB 通透性检测：行为学检测后，每组取 3 只

大鼠，使用小动物固定器固定大鼠，50 ℃生理盐水

中预热鼠尾，消毒后经尾静脉注射 0.5% 伊文思蓝染 

液 5 mL/kg，6 h 后麻醉并处死大鼠，取脑后称重。取

100 mg 脑组织，加入 0.5 mL 磷酸盐缓冲液后充分匀

浆，随后加入等体积三氯乙酸，4 ℃孵育过夜。次日，

4 ℃ 10 000 r/min（离心半径 12 cm）离心 15 min 后

取上清液，使用全自动酶标仪检测 620 nm 处吸光度

值，计算伊文思蓝含量。

1.6 海马组织形态学观察：行为学检测后，腹腔注

射 50 mg/kg 戊巴比妥钠处死大鼠，使用生理盐水从

心尖部持续灌流，直至流出液清亮。断颈取脑，每组

取 3 只大鼠，4% 多聚甲醛固定 24 h。石蜡包埋后制 

备切片。随后，55 ℃加热箱烘片2 h，二甲苯脱蜡、梯 

度乙醇脱水。使用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，
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HE）染液进行HE染色，或使用焦油紫染液进行尼氏 

染色，脱水、透明后，使用中性树胶封片。光镜下观

察海马组织形态学变化。

1.7 免疫荧光染色：取石蜡切片，在室温下用 0.3% 

曲通X-100处理10 min，随后使用5%胎牛血清封闭

液封闭切片 30 min，阻止非特异性结合。滴加一抗

〔离子钙接头蛋白 1（ionized calcium-binding adapter  

molecule 1，IBA1）抗体、CD86 抗体等，1∶200 稀释〕

与切片孵育过夜，在 4 ℃冰箱中保存。次日，洗涤

切片 3 次，每次 5 min，再加入相应的荧光标记二抗

（1∶500 稀释），在室温下孵育 1 h。最后，使用 4'，6-

二脒基-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）染液染色10 min，标记细胞核。所有染色完成 

后，用抗荧光衰减封片液封片，荧光显微镜下观察、

拍照并记录细胞的标记情况。

1.8 ELISA：每组取 3 只大鼠，于冰上取出双侧海马

组织，使用匀浆器匀浆。取500 mL组织匀浆液，4 ℃  

10 000 r/min（离心半径12 cm）离心15 min，收集上清

液于小离心管中，使用 Bradford 法测定蛋白质浓度。 

对于血液样本，4 ℃ 3 000 r/min（离心半径 12 cm）离 

心 10 min，收集上清液于小离心管中，按照操作说明

书配置并加入工作液和待测液，使用酶标仪检测样

本吸光度值。随后根据标准液浓度及吸光度值绘制

标准曲线，计算白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、 

IL-10和乳酸（lactic acid，Lac）、丙酮酸（pyruvate，Pyr） 

的含量及其比值（lactic acid/pyruvate ratio，LPR），以

及外周血神经元特异性烯醇化酶（neuron specific 

enolase，NSE）、S100β水平。

1.9 Western blotting：取组织匀浆液，加入等体积组

织裂解液充分裂解细胞。4 ℃ 10 000 r/min（离心半

径12 cm）离心15 min，收集上清液至小离心管中，采 

用 Bradford 法测定蛋白浓度。制备 10% 十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳凝胶，取 20 μg 蛋白样品

加入缓冲液中，以 80 V 电压电泳 50 min，随后将蛋

白转移至聚偏氟乙烯膜上。转膜后，使用5%脱脂奶

粉封闭 2 h，然后与特异性抗体 ChREBP（ab92809）、 

HIF-1α（ab179483）、活化的天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶3（cleaved caspase-3，ab2302）、β-肌动蛋白 

（β-actin，ab8226），4 ℃条件下孵育过夜。洗涤 3 次

后，使用辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 2 h。

最后，使用化学发光试剂检测蛋白信号，以目的蛋白

与β-actin 的灰度值比值作为蛋白表达量。

1.10 统计学处理：应用 SPSS 19.0 软件处理分析数

据。计量资料符合正态分布，以均数±标准差（x±s）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比

较采用 SNK-q 检验。检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 
2.1 LPS暴露加重大鼠认知功能损害和海马组织病

理损伤（图 1～2）：与对照组相比，LPS 暴露 24 h 大

鼠识别指数和神经细胞数量减少（均 P＜0.05），但僵

直时间比例和退行性变神经元数量差异无统计学意

义；LPS 暴露 48 h 起大鼠僵直时间比例和识别指数 

较对照组降低，伴随退行性变神经元数量增加而神

经细胞数量减少（均 P＜0.05）。因此，后续实验选择 

腹腔注射 10 mg/kg LPS 48 h 作为 SAE 制模条件。

图 1　光镜下观察各组大鼠海马组织形态学变化　苏木素-伊红（HE）染色显示，对照组海马 CA1 区神经元排列整齐、形态完整；脂多糖（LPS）
处理24 h组部分神经元轻度水肿，胞体稍肿胀，核仁尚可见；LPS处理48 h组神经元排列紊乱，胞体明显肿胀，部分细胞核固缩、深染；LPS处理 
72 h组神经元胞体肿胀、细胞核固缩进一步加重。尼氏染色显示，对照组海马CA1区尼氏体丰富，呈深蓝色颗粒状，分布均匀；LPS处理24 h组 
尼氏体略有减少，着色变浅；LPS 处理 48 h 组尼氏体显著减少，染色变淡；LPS 处理 72 h 组尼氏体进一步减少　中倍放大
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2.2 LPS 暴露上调 ChREBP、HIF-1α表达及促炎介

质、糖酵解水平（图 3～4）：与对照组相比，LPS 暴露

24 h 大鼠海马组织 HIF-1α表达上调，IL-6、TNF-α、 

IL-10 含量及 LPR 升高（均 P＜0.05），而 ChREBP 表

达差异无统计学意义；LPS 暴露 48 h 起大鼠海马组

织 ChREBP、HIF-1α表达上调，IL-6、TNF-α、IL-10

含量及 LPR 升高（均 P＜0.05）。

2.3 抑制 ChREBP 可减轻 SAE 大鼠认知功能损害

及神经细胞损伤、变性（图 5～6）：为了进一步探讨

ChREBP 在 SAE 中的作用，使用 ChREBP 特异性拮

抗剂CR-1处理SAE大鼠，结果显示，与对照组相比， 

SAE 组大鼠僵直时间比例和识别指数降低、血清神

经细胞损伤标志物 NSE 和 S100β水平升高（均 P＜
0.05），组织病理染色提示神经细胞变性增多、密度

减少。与SAE组相比，SAE+CR1 组大鼠僵直时间比 

例和识别指数升高、血清 NSE 和 S100β水平降低 

（均P＜0.05），神经细胞变性减少、密度增多。与SAE+ 

CR1 组相比，SAE+CR1+Glu 组大鼠僵直时间比例

和识别指数降低、血清 NSE 和 S100β水平升高（均

P＜0.05），组织病理损伤加重，提示高浓度 Glu 能够

逆转 CR1 对 SAE 的神经保护作用，从而加重神经退

行性变和认知功能损害。

注：LPS 为脂多糖；与对照组比较，aP＜0.05

图 2　各组大鼠认知功能及海马组织病理损伤指标比较

注：LPS 为脂多糖，ChREBP 为碳水化合物反应元件结合蛋白，HIF-1α为低氧诱导因子-1α，β-actin 为β-肌动蛋白；与对照组比较，aP＜0.05

图 3　Western blotting 检测各组大鼠海马组织 ChREBP、HIF-1α表达的电泳图（A）及组间比较（B、C）

注：LPS 为脂多糖，IL 为白细胞介素，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，LPR 为乳酸 / 丙酮酸比值；与对照组比较，aP＜0.05

图 4　各组大鼠海马组织促炎介质和糖酵解水平比较
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2.4 抑制 ChREBP 可降低 BBB 通透性及炎症介质、 

糖酵解水平（图 7）：与对照组相比，SAE 组大鼠海马

组织伊文思蓝、IL-6、TNF-α、IL-10 水平及 LPR 升

高（均 P＜0.05）。与 SAE 组相比，SAE+CR1 组大鼠

海马组织伊文思蓝、IL-6、TNF-α水平及 LPR 降低， 

IL-10 进一步升高（均 P＜0.05）。与 SAE+CR1 组相

比，SAE+CR1+Glu 组上述指标变化均得到逆转（均

P＜0.05）。说明抑制 ChREBP 能够通过降低糖酵解

水平并减轻炎症反应，从而减轻SAE的神经损伤；而 

高浓度 Glu 干预则通过激活 ChREBP/HIF-1α信号

通路，逆转了CR1的神经保护作用，进而加重了SAE 

的病理损害。

2.5 抑制 ChREBP 可减轻 HIF-1α介导的小胶质细

胞 M1 极化（图 8）：与对照组相比，SAE 组大鼠海马 

组织 IBA1阳性细胞（小胶质细胞）和 IBA1+CD86双

阳性细胞（促炎型小胶质细胞，M1 型）明显增加；与

SAE 组相比，SAE+CR1 组 IBA1 阳性细胞和 IBA1+ 

CD86 双阳性细胞显著减少；与 SAE+CR1 组相比，

SAE+CR1+Glu 组 IBA1 阳性细胞和 IBA1+CD86 双

阳性细胞明显增加。说明抑制 ChREBP 能够有效减

轻小胶质细胞的促炎型极化，减轻SAE的神经损伤； 

而高浓度Glu通过激活ChREBP/HIF-1α信号通路加 

剧了小胶质细胞介导的炎症反应。

2.6 抑制ChREBP/HIF-1α可降低海马组织糖酵解

酶和凋亡相关蛋白表达（图 9）：与对照组相比，SAE 

组大鼠海马组织ChREBP、HIF-1α、cleaved caspase-3 

表达均升高（均 P＜0.05）。与SAE组相比，SAE+CR1 

组ChREBP、HIF-1α及cleaved caspase-3表达均降低

（均 P＜0.05）。与 SAE+CR1 组相比，SAE+CR1+Glu 

组上述蛋白表达均升高（均P＜0.05）。说明ChREBP/ 

HIF-1α信号通路激活能够有效减轻 SAE 诱导的神

经细胞凋亡。

图 6　光镜下观察各组大鼠海马组织形态学变化　苏木素-伊红（HE）染色显示，对照组大鼠海马 CA1 区神经元排列紧密，形态结构完整；脓
毒症相关性脑病（SAE）组神经元排列紊乱，细胞肿胀明显，可见大量核固缩深染的变性神经元；SAE+碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）
特异性拮抗剂ChREBPα/14-3-3调节因子-1（CR1）组神经元损伤明显减轻，仅见部分神经元轻度水肿，胞体稍肿胀，核仁尚清晰；SAE+CR1+高 
浓度葡萄糖（Glu）组神经元损伤程度较 SAE+CR1 组加重，接近 SAE 组。尼氏染色显示，对照组大鼠海马 CA1 区神经元排列紧密，细胞形态完
整，胞质内尼氏体丰富、呈深染斑块状；SAE 组神经元排列稀疏，大量神经元丢失，残存神经元胞体肿胀，尼氏体溶解消失；SAE+CR1 组神经元 
损伤显著改善，排列较整齐，密度增加，多数神经元胞质内尼氏体丰富、染色加深；SAE+CR1+Glu组尼氏体减少、染色变浅，神经元损伤程度加 
重，形态接近 SAE 组　中倍放大

注：A 组为对照组，B 组为脓毒症相关性脑病（SAE）组，C 组为 SAE+碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）特异性拮抗剂
ChREBPα/14-3-3 调节因子-1（CR1）组，D 组为 SAE+CR1+高浓度葡萄糖（Glu）组；NSE 为神经元特异性烯醇化酶；与 A 组 

比较，aP＜0.05；与 B 组比较，bP＜0.05；与 C 组比较，cP＜0.05

图 5　各组大鼠认知功能及海马组织病理损伤指标比较
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注：SAE 为脓毒症相关性脑病，CR1 为碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）特异性拮抗剂 ChREBPα/14-3-3 调节因子-1， 
Glu 为葡萄糖，IL 为白细胞介素，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，LPR 为乳酸 / 丙酮酸比值；与对照组比较，aP＜0.05；与 SAE 组 

比较，bP＜0.05；与 SAE+CR1 组比较，cP＜0.05

图 7　各组大鼠血脑屏障通透性及海马组织炎症介质、糖酵解水平比较

图 8　荧光显微镜下观察各组大鼠海马组织离子钙接头蛋白 1（IBA1）阳性细胞（小胶质细胞）和 IBA1+CD86 双阳性细胞（促炎型小胶质细胞， 
M1型）变化　对照组大鼠海马区IBA1阳性细胞较少，呈静息态分支状形态，IBA1+CD86双阳性细胞罕见；脓毒症相关性脑病（SAE）组IBA1阳 
性细胞增多，胞体增大、突起缩短，呈阿米巴样激活态形态，同时 IBA1+CD86 双阳性细胞增加；SAE+碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）
特异性拮抗剂ChREBPα/14-3-3调节因子-1（CR1）组 IBA1阳性细胞较SAE组减少，细胞形态趋向静息态，IBA1+CD86双阳性细胞减少；SAE+ 
CR1+高浓度葡萄糖（Glu）组 IBA1 阳性细胞及 IBA1+CD86 双阳性细胞较 SAE+CR1 组增多，接近 SAE 组　免疫荧光染色　中倍放大
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3 讨 论 
  SAE 是一种以急性意识障碍为特征的弥散性中

枢神经系统功能障碍综合征，也是脓毒症多器官功 

能衰竭和全因病死率升高的独立危险因素。既往研

究表明，SAE患者28 d病死率高达30%，且幸存者往

往遗留严重的认知、运动或心理功能障碍［1］。SAE 

的病理生理机制复杂，涉及 BBB 功能障碍、脑灌注

不足、神经炎症反应、神经递质紊乱等多个环节［6］。

这些因素相互作用、级联放大，最终导致以额叶皮

质、海马等关键脑区为主的神经元变性及凋亡［5］。

研究显示，脓毒症患者外周血 S100β、NSE 水平与

脑电图弥漫性θ波比例及谵妄评分呈正相关［16-17］。 

动物实验进一步证实，SAE 大鼠海马区神经细胞数

量和密度显著降低，并伴有神经退行性改变，该结果

与影像学观察到的神经元丢失和结构改变一致［4］。 

以上结果提示，海马区神经细胞数量减少和神经退

行性改变可能是SAE重要的病理生理机制之一。本 

课题组前期研究显示，5、10、15 mg/kg LPS 暴露可分

别诱导轻度感染、脓毒症、脓毒性休克模型［14］。本研 

究基于前期研究结果，通过腹腔注射 10 mg/kg LPS 不 

同时间建立 SAE 模型，结果显示，LPS 暴露 48 h 大

鼠即表现出显著的海马组织病理损伤和认知功能减 

退，伴随 ChREBP、HIF-1α表达上调，促炎介质和糖

酵解水平升高。说明 SAE 模型建立成功，同时提示

ChREBP和HIF-1α表达可能与SAE严重程度有关。

  内毒素诱导的全身炎症反应可在脓毒症发病数

小时内迅速导致急性脑功能障碍和长期认知功能损

害［6］。研究表明，失控的巨噬细胞极化是脓毒症免疫

紊乱和多器官功能障碍的关键始动因素［18］。在感染

或损伤刺激下，病原或损伤相关分子模式激活小胶 

质细胞模式识别受体，进而启动代谢重编程和表型

转变［19］。在脓毒症病程中，活化的小胶质细胞大量

释放促炎介质和活性氧，同时伴随葡萄糖摄取和糖

酵解通量增加，以响应氧化磷酸化到糖酵解的代谢

重编程［20］。后续研究表明，这些分子生物学改变与

临床研究结果一致，即 SAE 患者常表现出应激性高

血糖、高乳酸血症等神经内分泌功能紊乱，且其严

重程度与病死率显著相关［21-22］。进一步研究表明，

循环促炎介质可通过跨细胞扩散、受体介导或胞吞

作用激活小胶质细胞，进而诱发神经炎症和 BBB 破

坏［23］。因此推测，失控的神经炎症、代谢重编程和

BBB 破坏可能形成一个难以打破的恶性循环，最终

导致神经细胞损伤和认知功能障碍。在本研究中观

察到，SAE 大鼠海马组织糖酵解通量增加，小胶质

细胞和促炎型小胶质细胞数量、促炎介质水平均升

高，神经细胞变性增加、密度减少，且存在显著的认

知功能损害。说明 LPS 诱导的糖酵解通量增加可

能是神经炎症和认知功能损害的重要驱动因素。

  HIF-1α通过募集共激活因子，调控一系列糖酵

解相关基因的表达，进而促进细胞在缺氧环境下的

存活和功能维持。在脓毒症期间，HIF-1α不仅参

与代谢重塑，还能与多种信号通路相互作用，调控巨

噬细胞、中性粒细胞、T 细胞等免疫细胞的功能状

态［8，10］。例如：HIF-1α与核转录因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinases， MAPK）及磷脂酰肌醇 3 激

酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）信号通路的相互 

作用，能够调控促炎介质或抗炎细胞因子的生成，进

而影响免疫炎症反应的进程［8-9，24］。值得注意的是，

巨噬细胞中 HIF-1α的表达受到氧分压及琥珀酸、

乳酸等糖代谢中间产物的精细调控，这些因素共同

驱动脓毒症病程中的炎症级联反应。这些结果表明，

HIF-1α在脓毒症进展中发挥重要作用，提示抑制其

激活可能是脓毒症器官功能障碍的潜在治疗手段。

注：A 组为对照组，B 组为脓毒症相关性脑病（SAE）组，C 组为 SAE+碳水化合物反应元件结合蛋白（ChREBP）特异性拮抗剂
ChREBPα/14-3-3 调节因子-1（CR1）组，D 组为 SAE+CR1+高浓度葡萄糖（Glu）组；Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验， 
HIF-1α为低氧诱导因子-1α，cleaved caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，β-actin 为β-肌动蛋白；与 A 组比较， 

aP＜0.05；与 B 组比较，bP＜0.05；与 C 组比较，cP＜0.05

图 9　Western blotting 检测各组大鼠海马组织 ChREBP、HIF-1α、cleaved caspase-3 蛋白表达的电泳图（A）及组间比较（B、C、D）
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ChREBP 作为一种重要的代谢转录因子，可通过调

控 HIF-1α表达调节免疫炎症反应和代谢稳态［25］。

已有研究报告，ChREBP 可识别并结合 HIF-1α启动 

子ChRE序列，进而调节多种代谢和免疫过程［11］。例 

如：高浓度Glu条件下，ChREBP激活能上调HIF-1α 

表达，促进糖酵解和细胞凋亡［12］。此外，CD4+ T 细

胞中，ChREBP 被证实能够通过转录激活 HIF-1α，

抑制 1 型辅助性 T 细胞（T helper 1 cell，Th1）反应和 

IL-1 生成，缓解糖尿病肾病和神经功能损害［26］。本 

研究表明，LPS 暴露可呈时间依赖性上调 ChREBP、 

HIF-1α表达，促进了糖酵解通量和神经炎症水平增

加。有趣的是，当使用 ChREBP 特异性拮抗剂 CR1

处理后发现，HIF-1α介导的糖酵解通量降低，促炎

型小胶质细胞和促炎介质减少，海马组织病理损伤

减轻，认知功能改善。然而，高浓度 Glu 暴露显著可

上调 ChREBP 和 HIF-1α表达，并逆转 CR1 介导的

神经保护作用。这些数据表明，CR1 能够通过抑制

ChREBP/HIF-1α通路，减轻小胶质细胞促炎极化和

神经炎症，减轻海马组织病理损伤和认知功能损害。

  综上所述，LPS暴露可上调ChREBP、HIF-1α表 

达，促进神经炎症和认知功能损害。ChREBP特异性 

拮抗剂可通过抑制 ChREBP/HIF-1α通路，减轻小胶

质细胞促炎型极化和神经炎症，进而减轻海马组织

病理损伤和认知功能损害。
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