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Ｎｒｆ２在脓毒症大鼠肝组织中的表达及姜黄素的干预作用
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　　摘　要：目的　探讨核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）在脓毒症发生、发展中的可能作用机制及其在脓毒症急性肝损伤（ＡＬＩ）中的作

用，以及姜黄素对Ｎｒｆ２表达的影响，为临床防治脓毒症提供理论依据。方法　将７２只ＳＤ雄性大鼠随机分成３组，即对照组、实

验组、干预组，３组按术后６、１２、２４、４８ｈ时间点分成不同亚组。实验组和干预组接受盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）法处理制备脓毒症急性

肝损伤（ＡＬＩ）大鼠模型，干预组大鼠制模后１ｈ按１００ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔内注射姜黄素。采用免疫印记法检测各组肝组织中 Ｎｒｆ２

蛋白的表达情况；采用心脏采血测定血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）；并行 ＨＥ染色观察肝组织的病理变化。结果　ＡＬＴ值：实验

组较对照组ＡＬＴ值显著升高（犘＜０．０５）；干预组较实验组明显改善（犘＜０．０５）。Ｎｒｆ２表达：对照组大鼠肝组织中含有Ｎｒｆ２；实验

组自６ｈ始逐渐上调但１２ｈ后又下调，较对照组Ｎｒｆ２蛋白水平明显下降（犘＜０．０５）；干预组自６ｈ时间点始逐渐上调至２４ｈ又

呈下调趋势，较实验组明显升高（犘＜０．０５）。病理改变：对照组大鼠肝脏结构未见明显异常改变，实验组肝组织大量炎症细胞聚

集、细胞肿胀，姜黄素干预后组织明显改善。结论　实验组脓毒症大鼠Ｎｒｆ２表达较对照组下调，提示Ｎｒｆ２直接参与了脓毒症的

发生和发展过程，且严重感染的打击损害了机体内源性保护系统，Ｎｒｆ２表达下降，机体抗氧化应激反应和自然免疫反应抑制，加

重了脓毒症氧化应激引起的ＡＬＩ。姜黄素在脓毒症时可增加肝组织Ｎｒｆ２水平，增强肝内总抗氧化能力，缓解氧化应激，对脓毒症

ＡＬＩ具有保护作用。
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　　脓毒症（Ｓｅｐｓｉｓ）是由感染因素引起的全身炎症反应综合

征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ），是一个

涉及大量局部和全身性反应的复杂病理过程，发病机制复杂，

临床治疗困难。目前，脓毒症发病率及病死率仍居高不下，尚

缺乏一有效的靶向干预目标治疗脓毒症。深入研究脓毒症的

发病机制及其相应治疗措施对于改善脓毒症的临床治疗效果、
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降低病死率有积极意义。脓毒症的本质是炎症介质的失控释

放和炎症反应紊乱［１］，伴有显著的氧化应激并与器官损伤和死

亡率相关［２］。核因子相关因子２（ＮＦＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）

是内源性抗氧化系统的核心转录调节因子［３］，是氧化应激的感

受器。由于目前Ｎｒｆ２在脓毒症中的研究大多是通过基因敲除

技术实现的，其在脓毒症中具体作用机制还待明确。本实验通

过构建脓毒症急性肝损伤（ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）动物模型，

诱导 Ｎｒｆ２表达，应用姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）治疗干预，探讨 Ｎｒｆ２

在脓毒症大鼠肝中的表达规律，初步分析Ｎｒｆ２在脓毒症发生、

发展中的可能作用机制及其在脓毒症 ＡＬＩ中的作用；通过观

测姜黄素干预后Ｎｒｆ２的表达变化，探讨姜黄素对脓毒症 ＡＬＩ

的干预作用及可能机制，为临床防治脓毒症提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物模型的建立　７２只健康雄性ＳＤ大鼠，清洁级，体质

量（２６０±２０）ｇ，由南通大学实验动物中心提供。随机分为３

组，即对照组、实验组、干预组，每组２４只，３组按术后６、１２、

２４、４８ｈ时间点分成不同亚组，每亚组６只大鼠。实验组和干

预组采用盲肠结扎穿孔术（ＣＬＰ）法制备脓毒症 ＡＬＩ大鼠模

型，ＣＬＰ模型的标准步骤主要参考文献［４５］介绍的ＣＬＰ造模

方法并予以改良。本实验结果显示，实验组模型光镜观察大鼠

肝细胞水肿、嗜酸性变及脂肪变性，肝血窦充血、炎症细胞浸

润，反映肝细胞损伤及其损伤程度肝功能敏感指标血清丙氨酸

氨基转移酶（ＡＬＴ）明显升高，实验组制模后出现了过度炎症

反应，有明显的脓毒症表现，制模一段时间后出现大鼠器官功

能障碍和死亡，模拟了临床上严重脓毒症的发病过程，与文献

报道符合，表明成功制备脓毒症 ＡＬＩ模型。对照组以同样方

法开腹，分离盲肠远端与大肠的系膜后关腹。在ＣＬＰ术后１ｈ

干预组按１００ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔内注射姜黄素，实验组及对照

组予以等量生理盐水。姜黄素液由姜黄素按５０ｍｇ／ｍＬ浓度

溶于二甲基亚砜配制而成。

１．２　标本采集　分别于制模后６、１２、２４、４８ｈ将大鼠麻醉，左

侧第３、４肋间心尖搏动最强处针尖刺入采血，分离血清，测定

肝功能，同时打开腹腔分离肝脏组织，一部分于－８０℃冰箱冻

存，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｎｒｆ２蛋白表达情况；另外一部分

１０％中性甲醛固定，石蜡包埋、切片、行苏木精伊红（ＨＥ）染

色，然后在光学显微镜下观察肝脏组织病理学改变。

１．３　组织匀浆制备　制备１０％肝组织匀浆：取０．５～１ｇ的组

织块在冰冷生理盐水中漂洗，滤纸拭干后称重，剪碎组织块，放

入小烧杯内，取９倍组织块重量的０．８６％的冷生理盐水，其中

２／３直接倒于烧杯内，与组织块混匀后倒入匀浆管中，再将剩

余的１／３冷生理盐水冲洗残留在烧杯中的碎组织块一起倒入

匀浆管，充分匀浆８～１０ｍｉｎ。将制备好的匀浆用离心机２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，留上清液去沉淀，－８０℃冰箱保存备用。

１．４　各项指标检测

１．４．１　肝功能血清ＡＬＴ测定　采血、分离血清，全自动生化

仪测定ＡＬＴ。

１．４．２　肝组织中Ｎｒｆ２蛋白水平测定　取约５０ｍｇ冻存的肝

组织碾碎、匀浆、离心，取上清液置于－８０℃冰箱冻存备用。

灌制聚丙烯酰胺凝胶，取制备好的蛋白样品进行垂直电泳，电

泳后，取下凝胶，一块用于考马斯亮蓝染色，确认电泳效果和分

子量标准；另一张用于电转印，将电转印好的膜进行杂交，最后

化学发光与成像。用凝胶图像处理系统将结果扫描成电子图

像，以条带分析软件 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４．０分析，计算出光密度

值，用目标带与内参照βａｃｔｉｎ的光密度比值来衡量表达情况，

作为Ｎｒｆ２蛋白的相对表达量。

１．５　统计学处理　所有计量数据采用狓±狊表示，数据分析的

统计学方法为具有一个重复测量因素的两因素方差分析，分析

软件采用Ｓｔａｔａｖ１０．０软件，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠不同时间点ＡＬＴ的比较　（１）对照组与实验组

比较：各时间点对照组肝功能 ＡＬＴ值基本正常，实验组较对

照组ＡＬＴ值显著升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

（２）干预组与实验组比较：干预组 ＡＬＴ值也升高，但较实验组

明显改善，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表１　　对照组与实验组各时间点血清ＡＬＴ值

　　　比较（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ４３．３４±１．１５ ４４．４７±２．０２ ４５．６５±１．４１ ４６．０３±１．４２

实验组 ８７．２３±４．１１１２２．７５±５．４０１８４．１５±５．３１２６２．４４±６．９７

χ
２ ４５４．３３ ８７０８．３１ ４０８４．３８ １４４４．８８

犘 ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００

表２　　实验组与干预组各时间点血清ＡＬＴ值

　　　比较（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

实验组 ８７．２３±４．１１ １２２．７５±５．４０１８４．１５±５．３１２６２．４４±６．９７

干预组 ６５．６６±２．４３ ９９．９０±２．２０１３４．３９±３．７５１６２．４５±６．５３

χ
２ ７０．９８ １１２８．３７ ３４２．６１ ７９．６１

犘 ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００

２．２　各组大鼠不同时间点肝组织中 Ｎｒｆ２蛋白含量的比较　

（１）对照组与实验组比较：正常大鼠肝组织中含有 Ｎｒｆ２，各时

间点实验组较对照组肝组织中 Ｎｒｆ２蛋白水平明显下降，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），实验组自６ｈ始逐渐上调，１２ｈ后又

下调。见表３、图１。（２）干预组与实验组比较：干预组自６ｈ

时间点始逐渐上调，至２４ｈ又呈下调趋势，各时间点较实验组

明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表４。

图１　　肝组织中Ｎｒｆ２蛋白的相对表达量

表３　　对照组与实验组各时间点Ｎｒｆ２蛋白

　　　比较（ＯＤ比值，狓±狊）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ０．５９±０．０２ ０．６０±０．０２ ０．６１±０．０２ ０．６１±０．０１

实验组 ０．２５±０．０１ ０．５０±０．０１ ０．１０±０．０１ ０．２０±０．０２

χ
２ １４４７．０７ １６４８．２９ ２８５９．７４ １３４．０４

犘 ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００

２．３　肝脏病理改变　光镜 ＨＥ染色实验组肝组织大量炎症细

胞聚集、肝细胞肿胀，姜黄素干预后组织改变明显改善。对照

组大鼠肝脏可见正常组织结构，未见明显异常改变（图２）。实

验组６ｈ亚组光镜下见肝血窦充血、炎症细胞浸润，肝细胞肿
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胀、脂肪及嗜酸性变性，６ｈ后呈进行性加重，镜下见肝组织细

胞变性，结构紊乱，大量炎症细胞浸润（图３）。干预组内可见

细胞水肿、肝窦充血、炎症细胞浸润及组织结构紊乱等改变，但

较实验组减轻（图４）。

表４　　实验组和干预组各时间点Ｎｒｆ２蛋白

　　　　比较（ＯＤ比值，狓±狊）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

实验组 ０．２５±０．０１ ０．５０±０．０１ ０．１０±０．０１ ０．２０±０．０２

干预组 ０．５２±０．０１ ０．９０±０．０２ ０．８８±０．０１ ０．３０±０．０１

χ
２ １０５２．１９ １０４．７８ ７７３４．５７ ２２９１．０６

犘 ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００００

图２　　正常大鼠肝脏光学显微镜下影像学表现（ＨＥ，×２００）

图３　　实验组大鼠术后１２ｈ肝脏光学显微镜下

影像学表现（ＨＥ，×２００）

图４　　干预组大鼠术后１２ｈ肝脏光学显微镜下

影像学表现（ＨＥ，×２００）

３　讨　　论

脓毒症是由各种严重烧伤、创伤、休克及外科大手术后常

见并发症，也是引起多脏器功能障碍综合症（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎ

ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）和脓毒性休克的重要原因
［６］。

迄今为止，严重脓毒症或脓毒性休克的病死率仍高达５０％左

右，且呈逐年增长的趋势，故加强对脓毒症的研究无疑具有十

分重要的理论价值和临床意义。尽管近年来有关脓毒症发病

机制的研究已取得了较大进展，但其发病涉及诸多环节和机

制，尚待明确。目前认为脓毒症时大量促炎因子和抗炎因子释

放诱导活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生，造成体内

氧化还原状态失衡，引起氧化性应激，最终导致组织细胞损

伤［７］。肝脏是全身最大的网状内皮系统，脓毒症时摄取和聚集

了大量的毒素，是最早出现能量代谢障碍的器官［４］，它主要通

过启动膜脂质过氧化改变生物膜功能、与生物大分子共价结合

及破坏酶的活性等在细胞因子（如ＮＦκＢ，ＴＮＦα）的共同作用

下引起不同程度的肝损伤［８］。相比之下，肝细胞比其他细胞有

更高的超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、还原型

谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）等抗氧化剂水平，从而具有更强

的抗氧化功能，因此，构建脓毒症ＡＬＩ动物模型对于研究脓毒

症具有代表性，为探讨脓毒症的发病机制和防治措施提供依

据。Ｎｒｆ２作为ＣＮＣ家族（ｃａｐ′ｎ′ｃｏｈａｒ，ＣＮＣ）转录因子家族

成员，是氧化应激的感受器，是机体完整的内源性抗氧化系统

的核心转录调节因子，是细胞内对抗氧化应激最重要的机制。

正常状况下Ｎｒｆ２与其抑制物Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ相关蛋白（Ｋｅｌｃｈ

ｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）以异源二聚体的形式存

在于细胞质，激活后二者分离，转位进入细胞核，与小 Ｍａｆ蛋

白结合成异二聚体，激活靶基因的表达、调节抗氧化酶和蛋白

的转录［９］。Ｎｒｆ２缺失或激活障碍，可加重氧化应激源的细胞

毒性，导致细胞功能障碍、凋亡甚至死亡。在本实验对照组肝

组织中可检测到 Ｎｒｆ２蛋白，提示正常肝组织存在 Ｎｒｆ２的表

达。在实验组Ｎｒｆ２表达明显降低，先逐渐上升，至１２ｈ后又

逐渐下调，提示猛烈的氧化应激反应可损害机体内源性保护系

统，从而使核内Ｎｒｆ２水平降低、转录调节活性下调。由于脓毒

症时肝脏摄取并聚集了大量毒素，大量的毒素作用于炎症细胞

诱导多种炎性介质的表达，使得在脓毒症早期 Ｎｒｆ２出核和入

核反应增加，增加了Ｎｒｆ２蛋白在肝组织中的表达，转录调节活

性上调，细胞抗内源性损伤能力增强。但是，随着时间的延长，

强烈的氧化应激反应产生大量ＲＯＳ，造成氧化还原失衡，进一

步损害组织和细胞，使 Ｎｒｆ２出核减少，转录活性下降，从而引

起抗氧化系统的破坏，抗氧化系统损害与氧化应激形成了恶性

循环，最终导致严重的器官功能障碍。因此，Ｎｒｆ２在脓毒症中

发挥了重要的抗氧化应激的作用，有可能成为脓毒症预防和治

疗的靶标。结合本课题的研究和文献内容，对脓毒症的发病机

制有了进一步的了解，至于其深入的作用机制，有待于进一步

研究。

姜黄素是从姜科植物的根茎中提取的一种天然化合物。

对姜黄素的研究发现，其具有广泛的生物活性，如抗氧化、抗

癌、降血脂、抗菌以及抑制人类免疫缺陷病毒１（ｈｕｍａｎｉｍｍｕ

ｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ１，ＨＩＶ１）整合酶活性，而且毒性小
［１０１２］。

姜黄素是一个对称分子结构，它由２个酚羟基，２个不饱和酮

双键，１个中性活性亚甲基和１个β二酮组成，其中酚羟基和

β二酮是其抗氧化活性部位
［１３］。酚羟基具有捕获和清除自由

基的能力。姜黄素的不饱和羰基具有亲电性，可直接与Ｋｅａｐ１

的关键性半胱氨酸巯基作用，从而降低其与Ｎｒｆ２的亲和力，释
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放Ｎｒｆ２。本实验用姜黄素干预脓毒症大鼠，Ｎｒｆ２蛋白表达在

干预组较实验组明显提高，肝细胞肿胀及炎症渗出明显改善，

提示姜黄素发挥抗氧化应激作用可能与Ｎｒｆ２信号转导途径有

关，且Ｎｒｆ２对肝细胞具有保护作用。国外文献表明姜黄素能

激活Ｎｒｆ２核转位，上调 Ｎｒｆ２水平并诱导其下游产物表达，增

加具有抗氧化功能的Ⅱ相代谢酶的合成，减轻细胞活性氧族／

活性氮族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ／ｒｅａｃｔｉｖｅｎｉｔｒｏｇｅｎｅｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ／ＲＮＳ）水平，发挥着广泛的细胞保护功能
［３］。大量文章还

提示姜黄素能抑制超氧阴离子、过氧化氢等多种自由基的产

生，并对它有很强的清除能力，从而抑制自由基对机体的损伤；

姜黄素还可提高抗氧化酶ＳＯＤ、ＧＳＨ等活性，降低缺血及炎症

组织中的氧化产物，减轻氧化应激反应。姜黄素在发挥抗氧化

应激作用的同时，通过过氧化物酶系统产生苯氧基团，表现一

定程度的促氧化作用，后者协同氧化细胞内谷胱甘肽或烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸，在细胞摄入氧时产生ＲＯＳ。Ｓａｎｄｕｒ等
［１４］证

实姜黄素的这种双向作用与其在体内的药物浓度有关，二者之

间可以相互转化；Ｈａｔｃｈｅｒ等
［１５］也证实了同样的看法，并进一

步指出姜黄素是一个自由基清除剂和氢供体，具有双重活性。

以上研究为脓毒症的治疗提供了新的思路和实验依据。

本实验不足：（１）本实验采用ＣＬＰ改良模型，未对实验动

物病死率进行观察，针对该模型的稳定性会在后续的实验中予

以进一步研究，缺点主要是感染细菌的量难以控制。（２）本实

验中姜黄素的用药剂量参考于相关文献，而对于给药的最佳剂

量和方式尚需进一步研究确定。（３）姜黄素对 Ｎｒｆ２表达影响

的分子机制仍需进一步研究证实。尽管近年来关于脓毒症发

病机制的研究取得一定进展，但脓毒症、脓毒性休克、ＭＯＤＳ

的临床疗效并未能取得预期成果。随着内源性系统保护因子

Ｎｒｆ２的出现，通过增强子序列顺式作用对细胞具有最基本的

抗氧化保护作用并诱导多种激酶表达［１６１８］。因此，临床上可

以通过增强一些核因子的转录，提高机体对抗多种不同的环境

应激反应的能力［１７１９］。对脓毒症的研究不仅仅限于分子水

平，可以延伸为基因对抗氧化系统各个环节的作用，为 Ｎｒｆ２／

抗氧化反应原件（ａｎｔｉｏｘｃｉｄｅｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）信号转

导途径研究开辟了新的道路。对此通路全面、精确的了解，将

为脓毒症预防和治疗开辟新的途径。当然，脓毒症是一个涉及

多因素的复杂病理、生理过程，不能孤立地探讨某个因素的作

用，还需要多层次、多方向、系统全面的研究，才能弄清它的本

质，攻克这一世界难题。
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