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【摘要】 目的  探讨核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1（NUFIP1）对脓毒症小鼠树突状细胞（DC）凋

亡的调节作用及机制。方法  构建 NUFIP1 基因敲低型（Nufip1+/-）C57BL/6J 小鼠，采用蛋白质免疫印迹试验

（Western blotting）验证脾脏 DC 中 NUFIP1 的蛋白表达水平。将 48 只 SPF 级雄性野生型（WT）小鼠及 Nufip1+/-

小鼠分为假手术（Sham）组（18 只）和脓毒症组（30 只），分别进行 3 次独立重复实验，每次实验按照随机数字表

法分组。脓毒症组采用盲肠结扎穿孔术（CLP）构建脓毒症模型；Sham 组仅开腹并分离盲肠，不结扎。术后 24 h 

取眼球血，处死小鼠取心脏、肺脏、肝脏、肾脏组织及脾脏，分离提取脾脏 DC。采用流式细胞术检测脾脏 DC 凋

亡率；采用 Western blotting 检测脾脏 DC 凋亡相关蛋白天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）、Bcl-2

及热休克蛋白 5（HSPA5）、真核生物翻译起始因子 2α激酶 3（EIF2AK3）、磷酸化 EIF2AK3（p-EIF2AK3）、真核

翻译起始因子 2A（EIF2A）、磷酸化 EIF2A（p-EIF2A）、转录激活因子 4（ATF4）、DNA 损伤诱导转录因子 3 蛋白

（DDIT3）的蛋白表达水平；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清白细胞介素（IL-2、IL-4、IL-10）、转化生长

因子 -β（TGF-β）及 γ- 干扰素（IFN-γ）水平；苏木素 - 伊红（HE）染色后于光镜下观察心脏、肺脏、肝脏、肾脏

损伤情况；激光共聚焦显微镜下观察脾脏 DC 内质网（ER）形态。另取 WT 小鼠和 Nufip1+/- 小鼠各 20 只，分为

Sham 组和脓毒症组，每组 10 只，观察各组 CLP 术后 7 d 存活率。结果  Western blotting 检测显示，Nufip1+/- 小

鼠脾脏 DC 中 NUFIP1 蛋白表达水平低于 WT 小鼠（NUFIP1/β-actin：1.080±0.233 比 2.178±0.440，P＜0.05），

提示 NUFIP1 基因缺陷小鼠构建成功。流式细胞术检测显示，Nufip1+/- 脓毒症组 CLP 术后 24 h 脾脏 DC 细胞

凋亡率较 WT 脓毒症组升高〔（43.41±1.70）% 比（30.43±4.99）%，P＜0.05〕。同时，Nufip1+/- 脓毒症组脾脏

DC 中 caspase-3 蛋白表达水平较 WT 脓毒症组升高，而 Bcl-2 蛋白表达水平较 WT 脓毒症组下降（caspase-3/ 

β-actin：1.23±0.17 比 0.59±0.14，Bcl-2/β-actin：0.46±0.13 比 0.72±0.08，均 P＜0.05）。与 WT 脓毒症组比

较，Nufip1+/- 脓毒症组血清 IL-2 和 IFN-γ水平降低〔IL-2（ng/L）：8.54±0.27 比 209.70±1.56，IFN-γ（ng/L）：

391.60±9.24 比 512.70±31.50，均 P＜0.05〕，而血清 IL-4、IL-10 和 TGF-β水平升高〔IL-4（ng/L）：73.19±2.38

比 28.52±0.98，IL-10（ng/L）：359.20±2.02比 267.60±5.05，TGF-β（ng/L）：826.20±26.73比 497.30±3.33，均 P＜
0.05〕，IFN-γ/IL-4 比值下降（7.98±0.46 比 16.59±0.40，P＜0.05），提示脓毒症时 Nufip1+/- 小鼠外周免疫抑制状

态较 WT 小鼠进一步恶化。HE 染色显示，Nufip1+/- 脓毒症组心脏、肺脏、肝脏及肾脏等组织损伤程度均较 WT

脓毒症组明显加重，而 7 d 存活率较 WT 脓毒症组降低〔20%（2/10）比 50%（5/10），P＜0.05〕。与 WT 脓毒症组

比较，Nufip1+/- 脓毒症组 CLP 术后脾脏 DC 中 HSPA5、p-EIF2AK3/EIF2AK3 比值、p-EIF2A/EIF2A 比值、ATF4

及 DDIT3 蛋白表达水平均上调〔HSPA5/β-actin：0.93±0.38 比 0.34±0.02，p-EIF2AK3/EIF2AK3 比值：1.67±0.28 

比0.59±0.05，p-EIF2A/EIF2A比值：0.90±0.09比0.61±0.08，ATF4/β-actin：1.71±0.77比1.60±0.48，DDIT3/β-actin： 

1.18±0.12比 0.56±0.34，均 P＜0.05〕。此外，激光共聚焦显微镜下显示，Nufip1+/- 脓毒症组脾脏DC的ER形态 

改变程度较 WT 脓毒症组更加明显，呈现不规则扭曲、膨胀及碎裂。结论  NUFIP1 基因缺陷可诱发脓毒症早

期脾脏 DC 大量凋亡，同时脓毒症动物外周免疫功能抑制加剧、多器官损害程度及存活率进一步恶化。
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【Abstract】 Objective  To investigate the regulatory effect and mechanism of nuclear fragile X mental retardation- 
interacting protein 1 (NUFIP1) on the apoptosis of dendritic cells (DCs) in septic mice.  Methods  Nufip1+/- C57BL/6J 
mice were generated, and Western blotting was performed  to verify  the protein expression  level of NUFIP1  in splenic 
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  脓毒症是由于机体对于感染反应失调引起的致

命性器官功能障碍，因此维持机体免疫反应平衡对

脓毒症患者生存及预后具有重要意义［1］。脓毒症

状态下固有免疫及适应性免疫均呈现异常改变，在

很大程度上促进了机体免疫抑制进一步发展，从而

导致院内感染、慢性危重疾病甚至长期死亡的风险

增加［2-3］。树突状细胞（dendritic cell，DC）是体内专

职抗原提呈细胞，系连接固有免疫与适应性免疫的

重要桥梁，能影响 T 细胞增殖分化状态，进而调节免

疫平衡状态，在机体免疫应答中发挥重要作用［3］。 

核脆性X精神发育迟滞相互作用蛋白1（nuclear fragile  

X mental retardation-interacting protein 1，NUFIP1）最

初被认定为一种核蛋白，在突触中与脆性 X 精神

发育迟滞蛋白（fragile X mental retardation protein，

FMRP）相互作用，穿梭于细胞核与细胞质之间［4］。

越来越多的研究揭示了 NUFIP1 的不同细胞功能，

例如，在饥饿时 NUFIP1 可易位至细胞质中核糖体、

自噬小体及溶酶体，介导核糖体自噬［5］。本课题组

前期研究表明，NUFIP1 介导的核糖体自噬可通过

抑制过度内质网应激（endoplasmic reticulum stress，

ERS）反应及调控未折叠蛋白反应（unfolded protein 

response，UPR）信号通路转导，从而缓解 T 细胞凋

亡［6］。在前期树突状细胞系DC2.4的研究中也发现，

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激后 DC2.4 中

DCs. A total of 48 SPF male wild-type (WT) mice and Nufip1+/- mice were divided into the sham group (18 mice) and the 
sepsis group (30 mice). Three independent replicate experiments were conducted, and mice were grouped using a random 
number table in each trial. The cecal ligation and puncture (CLP) procedure was performed to establish the sepsis model 
in the sepsis group; mice in the Sham group only underwent laparotomy and cecal separation without ligation. Twenty-
four hours after operation, orbital blood was collected. The mice were then sacrificed, and heart, lung, liver, kidney tissues 
as well as spleens were harvested for isolation and extraction of splenic DCs. Flow cytometry was applied to detect the 
apoptosis rate of splenic DCs. Western blotting was used to determine the protein expression levels of apoptosis-related  
proteins including caspase-3, Bcl-2, heat shock protein 5 (HSPA5), eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 
3 (EIF2AK3), phosphorylated EIF2AK3 (p-EIF2AK3), eukaryotic translation initiation factor 2A (EIF2A), phosphorylated 
EIF2A (p-EIF2A), activating transcription factor 4 (ATF4) and DNA damage-inducible transcript 3 protein (DDIT3) in 
splenic DCs. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was adopted to detect the serum levels of interleukins (IL-2,  
IL-4, IL-10),  transforming growth factor-β (TGF-β) and interferon-γ (IFN-γ). Hematoxylin-eosin (HE) staining was 
performed to observe the injury of heart, lung, liver and kidney under light microscope. The endoplasmic reticulum (ER) 
morphology of splenic DCs was observed under a laser confocal microscope. An additional 20 WT mice and 20 Nufip1+/-  
mice  were  respectively  assigned  to  the  sham  group  and  sepsis  group,  with  10  animals  in  each  subgroup.  The  7-day 
survival rate after CLP was observed in all groups.  Results  Western blotting results showed that the protein expression 
level  of NUFIP1  in  splenic DCs  of Nufip1+/- mice was  lower  than  that  of WT mice  (NUFIP1/β-actin:  1.080±0.233  
vs. 2.178±0.440, P<0.05), indicating the successful construction of NUFIP1 gene-deficient mice. Flow cytometry results 
revealed that the apoptosis rate of splenic DCs at 24 h after CLP in the Nufip1+/- sepsis group was higher than that in 
the WT sepsis group  [(43.41±1.70)% vs.  (30.43±4.99)%, P<0.05]. Meanwhile,  compared with  the WT sepsis group, 
the protein expression level of caspase-3 in splenic DCs was increased, while the protein expression level of Bcl-2 was 
decreased in the Nufip1+/- sepsis group (caspase-3/β-actin: 1.23±0.17 vs. 0.59±0.14, Bcl-2/β-actin: 0.46±0.13 vs. 
0.72±0.08, all P<0.05). Compared with the WT sepsis group, the serum levels of IL-2 and IFN-γ in the Nufip1+/- sepsis 
group were decreased  [IL-2  (ng/L): 8.54±0.27 vs. 209.70±1.56;  IFN-γ (ng/L): 391.60±9.24 vs. 512.70±31.50, all 
P<0.05], whereas the serum levels of IL-4, IL-10 and TGF-β were increased [IL-4 (ng/L): 73.19±2.38 vs. 28.52±0.98;  
IL-10  (ng/L):  359.20±2.02  vs.  267.60±5.05;  TGF-β  (ng/L):  826.20±26.73  vs.  497.30±3.33,  all P<0.05],  and  the 
IFN-γ/IL-4  ratio  was  decreased  (7.98±0.46  vs.  16.59±0.40,  P<0.05).  These  findings  suggested  that  peripheral 
immunosuppression was further aggravated in Nufip1+/- mice during sepsis relative to WT mice. HE staining demonstrated  
that the injury of heart, lung, liver, kidney and other tissues in the Nufip1+/- sepsis group was markedly severer than that 
in the WT sepsis group, and the 7-day survival rate was lower in Nufip1+/- mice [20% (2/10) vs. 50% (5/10), P<0.05). 
Compared with the WT sepsis group, the protein expression levels of HSPA5, the ratio of p-EIF2AK3 to EIF2AK3, the 
ratio of p-EIF2A to EIF2A, ATF4 and DDIT3 in splenic DCs after CLP were all up-regulated in the Nufip1+/- sepsis group 
(HSPA5/β-actin: 0.93±0.38 vs. 0.34±0.02, p-EIF2AK3/EIF2AK3 ratio: 1.67±0.28 vs. 0.59±0.05, p-EIF2A/EIF2A  
ratio: 0.90±0.09 vs. 0.61±0.08, ATF4/β-actin: 1.71±0.77 vs. 1.60±0.48, DDIT3/β-actin: 1.18±0.12 vs. 0.56±0.34, 
all P<0.05). Laser confocal microscopy showed that the morphological changes of ER in splenic DCs of the Nufip1+/- sepsis 
group were more obvious than those in the WT sepsis group, presenting irregular distortion, swelling and fragmentation.   
Conclusions  NUFIP1 gene deficiency induces extensive apoptosis of splenic DCs in the early stage of sepsis, further  
aggravate peripheral immunosuppression, exacerbate multiple organ damage and worsen survival outcomes in septic animals.
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NUFIP1 介导核糖体自噬明显活化，且对 DC2.4 细胞

凋亡具有显著保护效应［7］。然而，虽然 DC2.4 细胞

系保留了一些 DC 的特性，但其功能可能与原代细

胞有所不同，尤其在复杂的免疫反应中，难以充分反

映体内实际状态。本研究将验证对象转向更具生理

相关性的原代脾脏 DC，以提升结论的真实性与外推

价值；通过调控 NUFIP1 基因表达，探讨 DC 内在应

激 / 自噬稳态与 DC 凋亡及机体外周免疫抑制之间

的关系，拓展脓毒症免疫抑制机制的新视角；评估

NUFIP1 是否有望作为逆转脓毒症免疫抑制、改善

免疫平衡与预后的新靶点，并为脓毒症患者的免疫

重建与个体化干预提供依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物：SPF 级雄性野生型（wild type，WT）

C57BL/6J 小鼠，周龄 6～8 周，体质量 20～25 g，购

自北京华阜康生物科技股份有限公司〔动物许可证

号：SCXK（京）2024-0003〕。委托上海南方模式生

物科技有限公司定制并提供 NUFIP1 基因缺陷型

C57BL/6J 小鼠，因其纯合子（Nufip1-/-）小鼠胚胎致

死率高且无法正常繁殖，故构建NUFIP1基因敲低型

（Nufip1+/-）小鼠〔动物许可证号：SCXK（沪）2017- 

0010〕。由公司代培育至6～8周龄，体质量20～25 g。 

本研究经中国人民解放军总医院医学伦理委员会批

准（审准号：2024-X20-40）。

1.2  主要材料及试剂：兔抗小鼠 NUFIP1 多抗购自 

武汉三鹰生物技术有限公司；鼠抗 DNA 损伤诱导

转录因子 3 蛋白（DNA damage-inducible transcript 3  

protein，DDIT3）单抗购自英国 Abcam 公司；兔抗

小鼠天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）

抗体、兔抗小鼠 Bcl-2 抗体、兔抗小鼠热休克蛋白 

5（heat shock protein 5，HSPA5）单抗、兔抗小鼠磷酸 

化真核翻译起始因子2A（phospho-eukaryotic translation  

initiation factor 2A，p-EIF2A）单抗、兔抗小鼠 EIF2A 

单抗、兔抗小鼠转录激活因子4（activating transcription  

factor 4，ATF4）单抗均购自美国Cell Signaling Technology 

公司；内质网（endoplasmic reticulum，ER）探针购自 

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；AnnexinⅤ- 藻红蛋 

白（phycoerythrin，PE）凋亡试剂盒购自美国 BD 公

司；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标 

记羊抗兔二抗及羊抗鼠二抗、鼠抗 β- 肌动蛋白

（β-actin）、BCA 蛋白定量试剂盒、超敏增强化学发

光（enhanced chemiluminescence，ECL）试剂盒均购

自北京华兴博创基因技术有限公司。

1.3  实验分组与脓毒症模型构建：将小鼠置于 SPF

级动物实验室屏障环境下适应性饲养 3 d（温度

20～26 ℃，日温差≤4 ℃，相对湿度 40%～70%），实

验前禁食不禁水 12 h。将 48 只 WT 小鼠及 Nufip1+/-

小鼠分为假手术（Sham）组（18 只）和脓毒症组 

（30 只），分别进行 3 次独立重复实验，每次实验按照

随机数字表法分组。脓毒症组采用盲肠结扎穿孔术

（cecal ligation and puncture，CLP）构建脓毒症模型：

采用 0.3% 戊巴比妥钠溶液（10 mL/kg）腹腔注射麻

醉小鼠，麻醉后将小鼠仰卧位固定于手术操作板上，

于剑突下 1 cm 处用眼科剪沿腹白线作纵向切口，分

离盲肠并在距离盲肠末端约 1 cm 处进行结扎；随后

用22 G穿刺针头于盲肠末端、避开血管处穿刺1次， 

挤压盲肠使粪便溢出，然后将盲肠还纳原位，缝合腹

部切口；最后在小鼠颈后皮下注射 0.9% 生理盐水

1 mL。Sham 组仅进行麻醉、开腹、分离暴露盲肠操

作，随后将盲肠还纳原位，缝合腹部切口。另取 WT

小鼠和 Nufip1+/- 小鼠各 20 只，分为 Sham 组和脓毒

症组，每组 10 只，用于观察 CLP 术后 7 d 存活率。

1.4  小鼠脾脏 DC 分离方法

1.4.1  MiniMACS 磁珠法分离小鼠脾脏 CD11c+ DC：

处死小鼠后取脾脏至磷酸盐缓冲溶液 （phosphate 

buffered saline，PBS）中，去除脾脏筋膜并撕碎后移

至 75 μm 细胞滤网上进行研磨，收集细胞悬液。应

用小鼠器官淋巴细胞分离液分离获取外周血单个核

细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），并进

行细胞计数。按每 1×107 细胞加入 10 μL 抗小鼠

CD11c+ 免疫磁珠及 40 μL PBS，混匀后 4 ℃避光孵

育 15 min。将分选柱置于 MiniMACS 磁场中，先用

PBS 润洗柱子 1 遍，再向磁场中柱子内加入细胞悬

液，待细胞快滴完时加入 PBS 洗涤 3 遍；将磁场中

柱子取下置于 15 mL 离心管中，向柱子内加入 PBS，

迅速用柱子活塞将柱子中细胞推出，即为实验所需

DC，离心计数。

1.4.2  EasySep CD11c Pos 免疫磁珠细胞分选技术

分离小鼠脾脏 CD11c+ DC：分离提取脾脏细胞悬液

方法同上。按每 1×108 细胞加入 50 μL 大鼠血清

混匀，室温封闭 5 min；同时将 25 μL A 液与 25 μL 
B 液混匀静置。将 50 μL AB 混合液加入细胞悬液，

混匀后室温静置 5 min。震荡 RapidSpheres 30 s，加

入 60 μL RapidSpheres 至细胞悬液，室温孵育 5 min。

用含有 2% 胎牛血清（fetal calf serum，FBS）的 PBS

将细胞重悬至 10 mL 并转移至 15 mL 圆底离心管
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中，放入 EasySep 磁场中，静置 3 min；将 EasySep 分

选仪倒扣弃上清，重复 3 次。管壁上黏附的 CD11c+

细胞即为 DC，离心计数。

1.5  流式细胞术鉴定 DC 纯度：将方法 1.3 中提取

的 DC 按 3×105 细胞数置于流式管中，用 PBS 洗涤

1 遍，离心后用 100 μL PBS 重悬细胞沉淀，随后加入

1 μL 表面标记分子 PE-CD11c 抗体标记 DC，室温避

光孵育 30 min，PBS 洗涤 1 遍，1% 多聚甲醛固定，

采用流式细胞分析术鉴定脾脏 DC 中 CD11c+ 比值。

1.6  流式细胞术检测 DC 凋亡率：收集 3×105 DC/ 

管，PBS 洗涤样本 1 次，结合缓冲液清洗 1 次，各

管留 100 μL 结合缓冲液重悬细胞，空白对照组设

置 1 管阴性对照、1 管单染 7- 氨基放线菌素 D（7- 

Aminoactinomycin D，7-AAD）、1 管单染 PE-Annexin 

Ⅴ；各实验组按 2.5 μL/ 管加入 PE-Annexin Ⅴ，按 

5 μL/ 管加入 7-AAD，室温避光孵育 15 min，结合缓

冲液清洗 1 次，各管加入 200 μL 结合缓冲液重悬细

胞，1 h 内上机检测各组细胞凋亡率。

1.7  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 

DC 中蛋白表达水平：收集各组细胞并进行裂解，采 

用 BCA 法检测蛋白浓度。通过十二烷基硫酸钠 - 聚 

丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecylsulfate-polyacrylamide  

gel electrophoresis，SDS-PAGE）使蛋白样本分离，采 

用湿转法转膜使蛋白转移至聚偏二氟乙烯（polyviny 

lidenefluoride，PVDF）膜上，然后置于快速封闭液室

温封闭 10 min，一抗（1 : 1 000） 4 ℃过夜、室温条件

下孵育二抗（1 : 5 000） 1 h，使用超敏 ECL 试剂盒进

行显影，使用 Image Quant LAS 4000 凝胶成像系统

进行观察和成像，使用 Image J 软件分析各组目的

蛋白条带灰度值，以 β-actin 为内参，以目的蛋白与

β-actin 的比值反映目的蛋白表达量，检测 NUFIP1

表达量、细胞凋亡水平及 ERS 活化水平。

1.8  脓毒症小鼠整体状态评估：① 于CLP术后24 h 

收集小鼠眼球血，按照酶联免疫吸附试验（enzyme- 

linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒说明书操

作，检测血清中白细胞介素（interleukins，IL-2、IL-4、 

IL-10）、转化生长因子 -β（transforming growth factor-β， 

TGF-β）及 γ- 干扰素（interferon-γ，IFN-γ）含量，以 

评估外周免疫抑制状态。② 解剖小鼠心脏、肺脏、肝

脏和肾脏，用 4% 多聚甲醛固定，随后用石蜡包埋。

取厚度为 4～5 μm 的组织切片进行脱蜡处理，并用 

苏木素 - 伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色进行组织

学评价。③ 观察小鼠 CLP 术后 7 d 存活率。

1.9  激光共聚焦显微镜观察 ER 形态：将不同组

细胞按 2×106/ 管收集于流式细胞管中，PBS 清洗 

1次，4%多聚甲醛固定1 h以上，PBS清洗3次，0.3% 

Tritonx-100 破膜 10 min；PBS 清洗 3 次，将 ER 探针 

（1 : 1 000）加入 1% BSA 中室温孵育 1 h，PBS 清洗

3 次；将细胞重悬于 60 μL PBS 中，取 35 μL 细胞

重悬液滴加于防脱载玻片上，再滴加 5 μL 含封片

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

phenylindole，DAPI），盖上防脱盖玻片。在倒置激光

扫描共聚焦显微镜下观察 ER 形态改变。

1.10  统计学方法：使用 GraphPad Prism 9.5 软件进

行数据分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用 LSD-t 检验，多组间均数比较应用

双因素方差分析（two-way ANOVA）。绘制 Kaplan-

Meier 生存曲线分析各组小鼠 CLP 术后 7 d 存活率。

检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  调节脾脏 DC 中 NUFIP1 基因表达对脓毒症小

鼠 DC 凋亡的影响

2.1.1  流式细胞术鉴定脾脏 DC 纯度（图 1）：脾脏

DC 中 CD11c+ 细胞比值为 92.11%。

2.1.2  Nufip1+/- 小鼠脾脏 DC 中 NUFIP1 蛋白表达

水平验证（图 2）：Nufip1+/- 小鼠脾脏 DC 中 NUFIP1

注：DC 为树突状细胞，SSC 为侧向散射光，FSC 为前向散射光，PE 为藻红蛋白

图 1　磁珠分选法分离小鼠脾脏 DC 后流式细胞术鉴定 CD11c+ 细胞比例



·  512  · 中华危重病急救医学 2026 年 6 月第 38 卷第 6 期　Chin Crit Care Med, June 2026, Vol.38, No.6

蛋白表达水平较 WT 小鼠降低（NUFIP1/β-actin：

1.080±0.233 比 2.178±0.440，P＝0.019）。

表 2 各组小鼠术后 24 h 血清 IL-2、IL-4、IL-10、TGF-β、IFN-γ水平及 IFN-γ/IL-4 比值比较（x±s）

组别 动物数（只） IL-2（ng/L） IL-4（ng/L） IL-10（ng/L） TGF-β（ng/L） IFN-γ（ng/L） IFN-γ/IL-4 比值

WT Sham 组   9 146.00±2.84 43.34±2.26 184.30±5.97 577.50±9.08 144.80±1.62   6.56±0.16
Nufip1+/- Sham 组   9     8.41±0.17   3.30±0.24 249.40±8.02 564.40±3.54 481.60±1.27 12.09±0.96
WT 脓毒症组 15 209.70±1.56 28.52±0.98 267.60±5.05 497.30±3.33   512.70±31.50 16.59±0.40
Nufip1+/- 脓毒症组 15       8.54±0.27 a   73.19±2.38 a   359.20±2.02 a     826.20±26.73 a   391.60±9.24 a     7.98±0.46 a

F 值 1 145.000 1 736.000   16.360 427.600 581.700 452.600
P 值    ＜0.001    ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，IL 为白细胞介素，TGF-β 为转化生长

因子 -β，IFN-γ 为 γ- 干扰素；a 与 WT 脓毒症组比较，P＜0.05

注：Nufip1+/-为核脆性X精神发育迟滞相互作用蛋白1（NUFIP1）基因 
敲低型，DC 为树突状细胞，WT 为野生型，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 2　Nufip1+/- 小鼠脾脏 DC 中 NUFIP1 蛋白表达量验证

一步分析存活率显示，两种品系 Sham 组小鼠均存

活，而 Nufip1+/- 脓毒症组小鼠 CLP 术后 7 d 存活率

较 WT 脓毒症组降低（P＜0.05；图 6）。

表 1 各组小鼠脾脏 DC 的细胞凋亡率及 caspase-3 
和 Bcl-2 的蛋白表达水平比较（x±s）

组别 动物数
（只）

细胞凋亡率
（%）

caspase-3/
β-actin

Bcl-2/
β-actin

WT Sham 组   9 20.24±1.04 0.22±0.03 0.83±0.05
Nufip1+/- Sham 组   9   7.58±1.62 0.69±0.02 0.47±0.10
WT 脓毒症组 15 30.43±4.99 0.59±0.14 0.72±0.08
Nufip1+/- 脓毒症组 15   43.41±1.70 a 1.23±0.17 a 0.46±0.13 a

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发

育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，caspase-3 为天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶 3，Bcl-2 为抗凋亡蛋白，β-actin 为 β- 肌动蛋白；a 与

WT 脓毒症组比较，P＜0.05

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育
迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，DC 为树突状细胞，caspase-3 为
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，Bcl-2 为抗凋亡蛋白，β-actin

为 β- 肌动蛋白

图 4　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 
脾脏 DC 中 caspase-3 和 Bcl-2 的蛋白表达

2.1.3  NUFIP1 基因敲低对脓毒症小鼠脾脏 DC 凋

亡的影响：流式细胞术检测显示，Nufip1+/- 脓毒症

组小鼠 CLP 术后 24 h 脾脏 DC 细胞凋亡率较 WT 脓

毒症组升高（P＜0.05；图 3；表 1）。同时，Nufip1+/-

脓毒症组小鼠脾脏DC中凋亡相关蛋白caspase-3表

达水平较WT脓毒症组升高，而抗凋亡蛋白Bcl-2表 

达水平较WT脓毒症组降低（均P＜0.05；图4；表1）。

2.2  NUFIP1 基因敲低对脓毒症小鼠整体状态的影 

响：与 WT 脓毒症组比较，Nufip1+/- 脓毒症组小鼠

血清 IL-2、IFN-γ水平降低，而抗炎细胞因子 IL-4、

IL-10、TGF-β水平升高，IFN-γ/IL-4 比值下降（P＜
0.05；表 2）；提示 Nufip1+/- 脓毒症组小鼠外周免疫

抑制状态较 WT 脓毒症组进一步恶化。HE 染色显

示，Nufip1+/- 脓毒症组小鼠心脏、肺脏、肝脏及肾脏

组织损伤程度较 WT 脓毒症组明显加重（图 5）。进

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，DC 为树突状细胞，7-AAD 为 7- 氨基放线
菌素 D，PerCP-Cy5.5 为 PerCP-Cy5.5 串联染料，PE 为藻红蛋白

图 3　流式细胞仪检测各组小鼠脾脏 DC 细胞凋亡情况
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表 3 各组小鼠脾脏 DC 中 ERS 反应及 UPR 信号活化相关蛋白的蛋白表达水平比较（x±s）

组别 孔数（孔） HSPA5/β-actin p-EIF2AK3/EIF2AK3 比值 p-EIF2A/EIF2A 比值 ATF4/β-actin DDIT3/β-actin

WT Sham 组 3 0.16±0.01 0.28±0.05 0.73±0.13 1.33±0.95 0.51±0.14
Nufip1+/- Sham 组 3 0.32±0.02 1.16±0.05 0.74±0.13 1.67±0.90 0.40±0.13
WT 脓毒症组 3 0.34±0.02 0.59±0.05 0.61±0.08 1.60±0.48 0.56±0.34
Nufip1+/- 脓毒症组 3   0.93±0.38 a   1.67±0.28 a   0.90±0.09 a   1.71±0.77 a   1.18±0.12 a

F 值 3.791     1.463 5.120 1.624 9.461
P 值 0.011 ＜0.001 0.022 0.020 0.012

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，DC 为树突状细胞，ERS 为内质网应激，

UPR 为未折叠蛋白反应，HSPA5 为热休克蛋白 5， β-actin 为 β- 肌动蛋白， p-EIF2AK3 为磷酸化真核生物翻译起始因子 2α 激酶 3，EIF2AK3

为真核生物翻译起始因子 2α 激酶 3，p-EIF2A 为磷酸化真核翻译起始因子 2A，EIF2A 为真核翻译起始因子 2A，ATF4 为转录激活因子 4，

DDIT3 为 DNA 损伤诱导转录因子 3 蛋白；a 与 WT 脓毒症组比较，P＜0.05

2.3  NUFIP1 基因敲低对 ERS 反应及 UPR 信号活

化的影响：与 WT 脓毒症组比较，Nufip1+/- 脓毒症组

小鼠脾脏 DC 中 HSPA5、磷酸化真核生物翻译起始 

因子2α激酶3（phospho-eukaryotic translation initiation  

factor 2-alpha kinase 3，p-EIF2AK3）/EIF2AK3 比值、

p-EIF2A/EIF2A 比值、HSPA5、ATF4 及 DDIT3 表达

水平均上调（P＜0.05；图 7；表 3）。激光共聚焦显

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育迟
滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，CLP 为盲肠结扎穿孔术

图 6　各组小鼠 CLP 术后 7 d 的 Kaplan-Meier 生存曲线

注：WT 为野生型，Sham 为假手术，Nufip1+/- 为核脆性 X 精神发育
迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型，DC 为树突状细胞，ERS 为内质网
应激，UPR 为未折叠蛋白反应，HSPA5 为热休克蛋白 5，p-EIF2AK3
为磷酸化真核生物翻译起始因子 2α激酶 3，EIF2AK3 为真核生
物翻译起始因子 2α激酶 3，p-EIF2A 为磷酸化真核翻译起始因
子 2A，EIF2A 为真核翻译起始因子 2A，ATF4 为转录激活因子 4，
DDIT3 为 DNA 损伤诱导转录因子 3 蛋白，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 7　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 
脾脏 DC 中 ERS 反应及 UPR 信号活化相关蛋白的蛋白表达

微镜下显示（图 8），Nufip1+/- 脓毒症组脾脏 DC 的

ER 形态改变较 WT 脓毒症组更明显，ER 形态呈现

不规则扭曲，ER 膨胀及碎裂程度更加明显。提示

图 5　光镜下观察各组小鼠心脏、肺脏、肝脏和肾脏组织病理学改变　野生型（WT）脓毒症组心脏无显著病理改变；肺泡上皮细胞层次增多，
形态及大小发生显著改变，排列紊乱，细胞肥大（体积及胞核均增大）；肝组织内可见少量空泡，体积较小，肝组织轻度脂肪变性，组织间质内
可见红细胞积聚；肾脏局部肾小管上皮可见少量空泡形成，呈轻度脂肪变性。核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型（Nufip1+/-）
脓毒症组心肌组织内可见少量空泡形成（将细胞核挤向一侧），呈轻度脂肪变性；肺泡腔内弥漫性出血、水肿伴炎性细胞浸润，组织结构模糊紊 
乱；肝细胞疏松水肿，伴局灶性坏死及炎性浸润；局部肾小管上皮可见少量空泡形成，呈轻度脂肪变性　苏木素 - 伊红（HE）染色　低倍放大
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图 8　激光共聚焦显微镜下观察各组小鼠脾脏树突状细胞（DC）的内质网（ER）形态改变　4’，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）染细胞核呈蓝色，
ER 探针染内质网呈红色。高倍镜视野（×126）显示 ER 呈核周聚集分布；局部放大 4 倍显示，野生型（WT）假手术（Sham）组 ER 排列规则、
结构清晰；WT 脓毒症组发生轻度肿胀与碎裂；核脆性 X 精神发育迟滞相互作用蛋白 1 基因敲低型（Nufip1+/-）Sham 组 ER 排布尚规则，但可
见明显肿胀；Nufip1+/- 脓毒症组 ER 结构受损最剧烈，表现为不规则扭曲、重度肿胀及明显碎裂

NUFIP1 基因缺陷可促进脓毒症时 ERS 反应及 UPR

信号通路活化。

3 讨 论 

  脓毒症作为重症监护病房（intensive care unit，

ICU）的“隐形杀手”，其复杂的发病过程和高病死率

始终是危重病急救医学领域亟待攻克的难题［8］。尽

管集束化治疗降低了住院病死率，但存活患者出院

后仍面临高死亡风险及远期的器官功能缺陷，凸显

出现有治疗在免疫稳态调控上的不足［9］。研究表

明，脓毒症诱导的免疫抑制状态与 T 细胞、B 细胞及

DC 等凋亡增加密切相关［10-11］。DC 作为目前已知

体内功能最强的专职抗原提呈细胞，是连接固有与

适应性免疫的桥梁［3］。在严重感染发生发展中，DC

数量减少和功能障碍深刻参与了脓毒症免疫抑制及

多器官功能障碍综合征（multiple organ dysfunction 

syndrome，MODS）的病理进程［12］。针对性改善 DC

凋亡有助于减轻脓毒症小鼠免疫抑制状态及 MODS

程度，显著提高存活率［13］。据此，剖析 DC 凋亡机

制将为脓毒症精准免疫治疗提供新思路。

  近年来，NUFIP1 作为细胞应激反应的“多面

手”逐渐进入研究视野。该蛋白在核质穿梭中呈现

动态特性，其在神经发育、代谢调控等生理过程中

扮演重要角色［14-15］。有研究表明，NUFIP1 在细胞

应对饥饿等应激条件时，能被诱导转移至细胞质，

参与核糖体自噬的过程，这一过程涉及细胞内大分

子（如核糖体和溶酶体）的清除和再利用，有助于细

胞适应营养匮乏的环境［5，16-17］。在胰腺导管腺癌研

究中观察到，肿瘤相关成纤维细胞利用 NUFIP1 依

赖的核糖体自噬功能分泌核苷，以促进胰腺肿瘤细

胞生长，而靶向间质中 NUFIP1 抑制核苷分泌则有

效抑制肿瘤生长及进展［18］。另一项研究证实，氨基

酸缺乏通过降低 NUFIP1 蛋白水平影响 DNA 损伤

反应，导致炎症性肠病动物肠组织中 DNA 损伤的

积累，引发坏死性凋亡并加剧肠炎表型［19］。既往研

究显示，脓毒症早期 DC 及 T 细胞中 NUFIP1 介导

的核糖体自噬显著激活，而 Nufip1 缺失会导致细胞

凋亡上调［6-7］。本研究通过构建 NUFIP1 基因缺陷

小鼠进一步证实，在脓毒症打击下，Nufip1+/- 小鼠

脾脏 DC 呈现异常改变：NUFIP1 蛋白表达锐减，且

细胞凋亡率较 WT 小鼠显著升高。这种细胞应答失

调引发了严重的不良结局——外周免疫抑制恶化，

MODS 损害加剧，术后 7 d 病死率明显增加。结果有
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力印证了“DC 凋亡 - 免疫崩溃 - 器官衰竭”的恶性

循环，而 NUFIP1 恰似该循环的“安全阀”。另有研

究显示，人骨髓间充质干细胞来源的 NUFIP1 工程

化外泌体具有调节新生大鼠神经细胞凋亡和减轻丙

泊酚诱导神经损伤的潜力［20］。由此可见，NUFIP1

参与调节自噬和细胞应答过程，在神经退行性疾病、

感染性疾病及肿瘤等方面具有潜在临床应用价值，

NUFIP1 可能成为治疗多种疾病的潜在靶点。

  ER 是蛋白质折叠加工的重要场所，其功能受扰

诱发的 ERS 与细胞凋亡高度相关。当 ERS 无法通

过 UPR 机制缓解时，会启动促凋亡信号造成细胞死

亡［21］。本课题组曾证实，NUFIP1 对免疫细胞凋亡

的保护效应与抑制过度活化的 ERS 及相关途径有

关［6］。本研究显示，Nufip1+/- 脓毒症小鼠较 WT 脓

毒症小鼠脾脏 DC 的 ERS 反应过度活化，EIF2AK3

磷酸化水平及 ATF4、DDIT3 蛋白表达显著上调；同

时，ER 形态的不规则扭曲、膨胀及碎裂更加明显。 

这提示NUFIP1基因通过调控ERS反应及EIF2AK3- 

ATF4-DDIT3 信号轴，维持 ER 稳态，进而缓解脾脏

DC 凋亡。

  值得一提的是，靶向 NUFIP1 的临床转化潜力

亟待加强。结合本研究发现的DC特异性保护效应，

设计靶向递送NUFIP1的纳米载体或基因编辑疗法，

可能成为突破现有免疫调节治疗瓶颈的新方向。例

如，利用纳米技术递送信使 RNA（messenger RNA，

mRNA）以增加 NUFIP1 表达，或通过基因编辑工具

CRISPRa 精细调控其关键功能位点，可有效干预自

噬依赖性免疫通路。当然，NUFIP1 在全身广泛表达 

的特性犹如双刃剑，其在非免疫细胞中的生物学效

应及长期干预的安全性，仍需通过条件性敲除模型

深入阐明。建立脓毒症患者 DC 亚群的 NUFIP1 表

达谱系也将增强该研究的临床相关性。

  综上所述，NUFIP1 基因缺陷可引发脓毒症早期

脾脏 DC 大量凋亡，加剧动物外周免疫抑制、多器官

损害及恶化存活率。靶向维持 NUFIP1 表达有助于

调节机体免疫反应，对防治脓毒症具有潜在应用价 

值。在脓毒症治疗从“抗感染”向“免疫重塑”转型

的今天，这种以关键分子为枢纽、多机制联动的策

略，或将成为破局重症感染免疫治疗困境的新希望。
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