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·基础研究·

双链RNA依赖的蛋白激酶活性抑制剂对
脓毒症小鼠器官损伤及炎症因子的影响
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【摘要】 目的 观察双链RNA依赖的蛋白激酶（PKR）抑制剂 2⁃氨基嘌呤（2⁃AP）对盲肠结扎穿

刺（CLP）的脓毒症模型小鼠器官损伤血浆炎症因子表达及死亡率的影响。方法 无特异病原体

（SPF）级C57BL/6小鼠40只，随机分为假手术（Sham）组、CLP组、2⁃AP组和CLP+2⁃AP组（n=10）。术后

24 h收集外周血血清，进行丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、血肌酐（Cr）、血尿素氮

（BUN）及炎症因子（IL⁃1β、IL⁃10和TNF⁃α）的检测；取肺组织进行病理检测；取外周血和腹腔灌洗液进

行细菌清除率检测。另外取60只C57BL/6小鼠，按照上述分组（n=15）进行7 d生存率观察。组间计

量资料比较采用独立样本 t检验。结果 CLP组和CLP+2⁃AP组小鼠肝损伤指标（ALT和AST水平）和

肾损伤指标（Cr和BUN）均较Sham组显著升高（均P<0.001）。CLP+2⁃AP组ALT和AST水平均显著低

于CLP组（t=27.88、11.33，均P<0.001）；肾功能损伤指标方面，CLP+2⁃AP组Cr和BUN水平均较CLP组
显著下降（t=11.02、7.15，均 P<0.001）。与 Sham组相比，CLP组血浆中促炎（IL⁃1β和 TNF⁃α）及抑炎

（IL⁃10）细胞因子水平均显著升高（均P<0.001）；CLP+2⁃AP组小鼠血浆 IL⁃1β和 IL⁃10水平均显著降低

（均P<0.001），而血浆TNF⁃α水平下降不明显（P=0.33）。Sham组小鼠 7 d生存率为 100%，CLP+2⁃AP
组为13.3%，2⁃AP组为86.7%，CLP+2⁃AP组为20.0%。抑制PKR活化可轻微改善CLP模型小鼠7 d生
存率趋势（Mantel⁃Cox检验分析，χ²=0.0012，P=0.97）。结论 在脓毒症小鼠模型中，抑制PKR活性可

对降低血浆中炎症因子表达，减少血液和腹腔中细菌负荷，对器官损伤具有保护作用，提示抑制PKR
活性在脓毒症治疗中具有应用潜力。
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【Abstract】 Objective To observe the effects of 2⁃aminopurine (2⁃AP), a double⁃stranded
RNA⁃dependent protein kinase (PKR) inhibitor, on organ function, plasma inflammatory factor expression
and 7 days mortality in sepsis mice induced by cecal ligation puncture (CLP). Methods Forty specific
specific pathogen free C57BL /6 mice were randomly divided into sham group (n=10), CLP group (n=10),
CLP+2⁃AP group (n=10) and 2⁃AP group (n=10). CLP was used to establish sepsis mice models.Peripheral
blood serum was collected 24 hours after operation, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), serum creatinine (Cr), blood urea nitrogen (BUN) and inflammatory factors (IL⁃1β,
IL⁃10 and TNF⁃α) were detected; peripheral blood and peritoneal lavage fluid were taken for bacterial
clearance detection. Another 60 C57BL/6 mice were selected to observe the 7⁃day survival rate according to
the above groups (n=15). Independent sample t test was used to compare the measurement data between
groups. Results The levels of ALT, AST, Cr and BUN in CLP Group and CLP + 2⁃AP group were
significantly higher than those in sham group (all P<0.001). The levels of ALT and AST in CLP+2⁃AP group
were significantly lower than those in CLP Group (t=27.88, 11.33, both P<0.001); the levels of Cr and BUN
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in CLP + 2⁃AP group were significantly lower than those in CLP Group (t=11.02, 7.15, bothP<0.001).
Compared with sham group, the levels of pro⁃inflammatory (IL⁃1β and TNF⁃α) and anti⁃inflammatory (IL⁃10)
cytokines in CLP group were significantly higher (all P<0.001); the levels of IL⁃1β and IL⁃10 in CLP+2⁃AP
group were significantly lower (all P<0.001), but the levels of TNF⁃α in CLP + 2⁃AP group were not
significantly lower (P=0.33). The 7⁃day survival rate was 100% in sham group, 13.3% in CLP+2⁃AP group,
86.7% in 2⁃AP group and 20.0% in CLP+2⁃AP group. Inhibition of PKR activation slightly improved the
trend of 7⁃days survival rate of CLP model mice (analysis by mantel Cox test, χ² =0.0012, P=0.97).
Conclusion In sepsis mice model, inhibition of PKR activity can reduce the expression of inflammatory
factors in plasma, decrease bacterial load in blood and abdominal cavity, and protect organ function, which
could suggest that inhibition of PKR activity has potential application in sepsis treatment.

【Key words】 Sepsis; Double⁃stranded RNA⁃dependent protein kinase inhibitor; Inflammatory
factors
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自 2002年起《国际拯救脓毒症运动脓毒症和

脓毒性休克治疗指南》制定了一系列针对脓毒症治

疗的策略和规范，但全球脓毒症发病率和病死率仍

未得到有效控制［1⁃4］。由于目前对脓毒症的发病机

制仍不甚明确，因此临床缺乏特异、有效的治疗手

段［5］。目前比较公认的观点认为细胞因子的释放

与失控性炎症反应的发生、免疫细胞凋亡与免疫功

能改变、血管内皮细胞活化与凝血系统功能障碍等

机制在脓毒症的发生发展中发挥重要作用［6⁃7］。双

链 RNA 依 赖 性 蛋 白 激 酶（double⁃stranded
RNA⁃dependent protein kinase，PKR）是一种丝/苏氨

酸蛋白激酶，位于人染色体 2p21⁃22或鼠染色体

17E2上［8］。目前发现它可通过调控炎症、凋亡和自

噬等相关通路影响机体炎症和免疫功能状态［8⁃11］。
由此我们推测在脓毒症中通过抑制PKR的活性可

能达到抑制细胞因子的释放与失控性炎症反应的

发生，从而改善脓毒症患者预后。因此，本研究以

盲肠结扎穿刺（CLP）脓毒症小鼠为疾病模型，通过

给予PKR抑制剂，检测其对小鼠器官损伤、血浆炎

症因子表达及 7 d死亡率的影响，评估其对脓毒症

的潜在治疗作用。

材料与方法

一、实验试剂

异氟烷（货号 DA0504，河北一品制药有限公

司），盐酸曲马多注射液（湖北潜江制药股份有限公

司），PKR抑制剂 2⁃氨基嘌呤（2⁃AP）（货号A3509，
美国Sigma公司），琼脂粉（广州艾斯金生物公司），

胰蛋白大豆肉汤（美国BD公司），肌酐测定试剂盒

（肌氨酸氧化酶法）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）

测定试剂盒（IFCC法）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）测
定试剂盒（中国迈瑞公司），尿素测定试剂盒（中生

北控生物公司），白细胞介素（IL）⁃1β、IL⁃10和肿瘤

坏死因子（TNF）⁃α检测试剂盒（美国 eBioscience公
司），安尔碘溶液、75%乙醇及其他试剂（广州艾斯

金生物科技有限公司）。

二、实验动物

雄性无特定病原体级（SPF级）C57BL/6小鼠，

10~12周龄，体重 22~30 g，购自南京大学南京生物

医药研究院。所有小鼠在进行实验之前均在中山

大学附属第一医院动物实验中心进行适应性饲养

至少 1周。本研究经中山大学附属第一医院伦理

委员会审查通过，所有实验均遵循实验动物保护和

使用指南。

三、CLP模型建立

对经检疫的小鼠进行称重、随机编号；使用小

动物麻醉机持续气体麻醉，异氟烷浓度（4%用于麻

醉诱导，1.5%~2.0%用于麻醉维持）；小鼠麻醉诱导

后仰面放置于鼠板上，沿着中下腹腹中线剪开0.5~
1.0 cm的切口，小心钳取盲肠（通常在左腹部）；充分

暴露盲肠，用6⁃0不可吸收丝线结扎盲肠远端1/2，并
在结扎之远端肠管的中部用18G针头贯穿（结扎位

置和穿孔数目决定了脓毒症的严重程度），挤出少许

肠内容物，造成肠梗阻穿孔腹腔感染状态，用生理盐

水湿润肠管，按生理位置轻柔还纳盲肠，而后用4⁃0
带针线逐层关腹；皮下注射曲马多（20 mg/kg）镇痛，

每12 h注射1次；术毕，所有实验小鼠均于背部皮下

注射 37 ℃的 0.9%生理盐水 1 ml进行液体复苏，术

后4 h内置于27℃保温毯上保温，妥善标记后放回鼠

笼，等待自由苏醒，假手术组小鼠除不进行盲肠结扎

和穿孔外，其余步骤与实验组相同。术后观察：小鼠
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术前及处死时体重测量，实验全程生命体征，活动状

态、毛发、腹部形态、进食、排便等的观察；每只小鼠

的死亡时间，术后出血、伤口感染等情况。

四、实验分组及样本收集

将 40只小鼠随机分成假手术组（Sham组，n=
10），盲肠结扎穿刺模型组（CLP组，n=10），假手术

加 2⁃AP处理组（2⁃AP组，n=10）及CLP模型加 2⁃AP
处理组（CLP+2⁃AP组，n=10）。Sham和CLP组术后

30 min腹腔注射溶剂（含 2.7‰蚁酸的生理盐水），

剂量为 5 μl/g体重；2⁃AP组和CLP+2⁃AP组为术后

30 min腹腔注射 2⁃AP，剂量为 0.01 mmol/kg体重。

CLP模型建立 24 h后，异氟烷麻醉，采用 2 ml 0.9%
生理盐水进行腹腔灌洗，收集灌洗液；使用腹主动

脉采血方式采集小鼠外周血（每组中随机5只采用

抗凝血采集，5只采用促凝血采集）；采血完毕后立

即使用颈椎脱臼方法处死小鼠，分离小鼠左肺，采

用4%多聚甲醛固定。

五、肺组织染色

肺组织经固定、脱水、包埋、切片后进行苏木

精⁃伊红染色（HE染色）后，光镜下观察拍照，评估

肺部病理损伤情况，包括炎症浸润、渗出等。

六、肝肾损伤指标检测

ALT和AST的测定均采用谷丙转氨酶检测试

剂盒法。血肌酐（Cr）测定采用肌氨酸氧化酶法，血

尿素氮（BUN）的测定是采用酶偶联速率法。均采

用日立全自动生化检测仪，每个指标所需的血清用

量约为100 μl。
七、血浆炎症因子检测

采用ELISA方法检测 IL⁃1β、IL⁃10和TNF⁃α在

血浆中的浓度水平，方法参考检测ELISA检测试剂

盒内提供方法（美国eBioscience公司）。

八、细菌清除率检测

采用营养琼脂平板培养法检测倍比稀释后的

小鼠外周血和腹腔灌洗液菌落形成单位（CFUs）。

用去离子水配制营养琼脂，称重 15g琼脂粉和 15g
胰蛋白大豆肉汤粉加入可高压窄口玻璃容器中，加

入 1 000 ml去离子水，用活塞封口，震荡混匀后立

即放入高压锅中进行高压蒸汽灭菌，使用前维持

琼脂温度在 55~60 ℃，以保持液体状态。在超净

台内用移液器将100 μl预先倍比稀释（1∶10、1∶100、
1∶1 000、1∶10 000、1∶100 000）的对应浓度的样品

与琼脂混匀，待琼脂凝胶在室温凝固，凝固后加盖，

倒置于 37 ℃恒温培养箱中培养 18 h。选取适合浓

度梯度的琼脂平板，计数上面的菌落数，计算实验

小鼠外周血及腹腔灌洗液中细菌菌落数，单位为

CFU/ml。所有血标本和腹腔灌洗液在培养之前保

存于冰上或 4 ℃冰箱中。本步实验目的是以外周

血和腹腔灌洗液细菌负荷量（培养后的细菌菌落

数）反应小鼠细菌感染程度。

九、7 d生存率检测

另取60只C57BL/6小鼠，随机分4组（Sham组、

CLP组、2⁃AP组和CLP+2⁃AP组），每组 15只，术后

观察7 d，记录小鼠的死亡时间，计算生存率。

十、统计学方法

采用SPSS13.0软件进行统计学分析，组间计量

资料比较采用独立样本 t检验，采用生存分析

（Mantel⁃Cox检验）比较 7 d生存率的组间差异，以

P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、抑制 PKR活化可减低肺部炎症反应和减

轻CLP模型小鼠肝、肾损伤

如图1所示，Sham组和2⁃AP组肺组织中肺泡、

支气管结构清晰，处于正常状态；CLP组中肺泡间

质增厚，肺泡内有大量的炎性细胞浸润和液体渗

出；CLP+2⁃AP组中肺泡间质增厚，且肺泡内出现少

量炎性细胞浸润。与CLP组相比，CLP+2⁃AP组中

肺部病理损伤明显改善，炎症细胞浸润和肺泡间质

增厚均明显低于CLP组。CLP组和CLP+2⁃AP组小

鼠肝损伤指标（ALT和 AST水平）和肾损伤指标

（Cr和 BUN）均较 Sham组显著升高（均 P<0.001）。

CLP+2⁃AP组 ALT和 AST水平均显著低于 CLP组

（t=27.88、11.33，均 P<0.001）；肾功能损伤指标方

面，CLP+2⁃AP组Cr和BUN水平均较CLP组显著下

降（t=11.02、7.15，均P<0.001）（表1）。
二、抑制 PKR活化显著改善小鼠外周血和腹

腔灌洗液细菌感染程度

Sham组和2⁃AP组血培养平板中未发现细菌菌

落形成，而CLP组和CLP+2⁃AP组血培养平板中均发

现大量菌落。与CLP组相比，CLP+2⁃AP组血培养平

板中细菌菌落数显著减少［（1.10±0.04）×104 CFU/ml
比（3.23±0.22）×104 CFU/ml，t=30.12，P<0.001］。

Sham组和2⁃AP组腹腔灌洗液培养平板中未见

细菌菌落，而CLP组和CLP+2⁃AP组腹腔灌洗液培

养平板中均发现大量菌落。与CLP组相比，CLP+
2⁃AP组腹腔灌洗液培养平板中细菌菌落数显著减

少［（5.10±0.22）×107 CFU/ml比（9.40±0.59）×107
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CFU/ml，t=21.59，P<0.001］。
三、抑制 PKR活化可降低 CLP模型小鼠血浆

炎症因子 IL⁃1β、IL⁃10和TNF⁃α水平

与 Sham组相比，CLP组血浆中促炎（IL⁃1β和

TNF⁃α）及抑炎（IL⁃10）细胞因子水平均显著升高

（均P<0.01）；CLP+2⁃AP组小鼠血浆 IL⁃1β和 IL⁃10
水平均显著降低（均P<0.001），而血浆TNF⁃α水平

下降不明显（P=0.33）（表1）。
四、抑制 PKR活化可轻度改善 CLP模型小鼠

7 d生存率

Sham组小鼠 7 d生存率为 100%，CLP组为

13.3%，2⁃AP组为86.7%，CLP+2⁃AP组为20.0%。抑

制PKR活化可轻微改善CLP模型小鼠7 d生存率趋

势（Mantel⁃Cox检验分析，χ²=0.0012，P=0.97）（图2）。

讨 论

本研究发现使用PKR活性抑制

剂 2⁃AP可减轻 CLP脓毒症模型小

鼠的炎症反应、缓解器官损伤及提

高细菌清除能力，提示PKR蛋白活

性抑制对脓毒症小鼠具有保护效

应。

PKR作为应对细胞内、外应激

的哨兵激酶，近年来大量研究已经

证实其在调控炎症反应、细胞凋亡

和免疫调节等方面发挥重要作

用［8，10，12］。PKR在多种细胞内、外因

素如 dsRNA、TNF⁃α及 LPS等刺激

下发生活化，通过介导和调控多条

信号转导通路和多种免疫炎症相关

的 核 转 录 因 子 的 表 达 如 IRF3、
NF⁃κB、c⁃Jun和ATF等对炎症产生

影响［13⁃17］。PKR活化对细胞和机体

炎症反应的影响在于可以激活炎症

小体导致多种炎症因子的释放增加，如炎症因子

IL⁃1β、IL⁃10、TNF⁃α和HMGB1等释放增加［9］。同

时PKR活化还可导致多种促炎性细胞因子的大量

释放，致使机体免疫相关细胞如巨噬细胞和杀伤T
细胞凋亡增加［12］，而抑制 PKR活化具有明显地降

低高炎症状态［9-10］。我们推测，抑制PKR活化可能

有助于降低脓毒症模型小鼠的炎症反应，减少免疫

细胞凋亡，可在宏观水平上减轻脓毒症小鼠的器官

损伤和增加其细菌清除能力，并最终改善脓毒症模

型小鼠预后。

本研究发现腹腔注射 2⁃AP的CLP模型小鼠，

血浆中促炎因子 IL⁃1β和抑炎因子 IL⁃10表达同时

出现下降，通过对脓毒症发生时最易受侵袭的肺部

进行病理观察，发现肺部的炎症浸润明显下降，提

表1 各组小鼠肝肾损伤检测指标和外周血炎症因子水平（n=5，x̄ ± s）
组别

Sham
CLP
2⁃AP
CLP+2⁃AP
t值

P值

ALT (U/L)
26.0±1.3
273.7±7.0
35.2±1.1
132.4±8.9
27.88
<0.001

AST (U/L)
67.2±5.5
424.7±10.1
98.4±2.2
358.3±8.3
11.33
<0.001

Cr (μmol/L)
12.13±0.27
38.65±1.07
7.50±0.33
32.24±0.74
11.02
<0.001

BUN(mmol/L)
5.4±0.6
13.7±0.4
10.1±0.6
11.9±0.3
7.15
<0.001

IL⁃1β(μg/L)
9.6±1.2

150.5±18.8
9.1±1.0
86.5±7.9
7.01
<0.001

IL⁃10(μg/L)
8.3±1.4

1 795.5±199.5
9.4±1.0

638.1±91.2
11.80
<0.001

TNF⁃α(μg/L)
6.1±1.3

1 087.3±154.4
7.3±1.4

989.6±143.0
1.04
0.330

注：Sham为假手术组；CLP为盲肠结扎穿刺模型组；2⁃AP为假手术加2⁃AP处理组；CLP+2⁃AP为CLP模型+2⁃AP处理组；t值和P值为CLP
组与CLP+2⁃AP组比较获得

图1 各组小鼠肺组织苏木精⁃伊红染色结果（×200）：A为假手术组（Sham组），镜下可见

清晰的肺泡和支气管结构；B为盲肠结扎穿刺模型组（CLP组），镜下可见肺泡间质增厚，

肺泡内有大量的炎性细胞浸润和液体渗出；C为2⁃AP处理组（2⁃AP组），镜下可见清晰的

肺泡和支气管结构；D为CLP+2⁃AP处理组，镜下可见肺泡间质增厚，肺泡内有少量的炎

性细胞浸润和液体渗出
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示虽然2⁃AP同时降低脓毒症小鼠血浆内促炎和抑

炎因子水平，但总体表现是降低了脓毒症小鼠的整

体高炎症状态。研究结果还显示了促炎因子

TNF⁃α并未出现具有统计学意义的下降，但存在下

降趋势，可能由于本研究只选取 CLP模型建立后

24 h进行研究，未能完整展示TNF⁃α表达改变，需

进一步验证。另外，我们检测了肝肾损伤指标

（ALT和AST、Cr和BUN），发现 2⁃AP可减轻脓毒症

发生时机体重要器官肝肾损伤。同时我们还发现

在注射2⁃AP的CLP模型组中外周血和腹腔灌洗液

中细菌清除率明显提高，这可能与抑制 PKR活性

可减少免疫相关细胞如巨噬细胞等凋亡的功能相

关，这一推测需进一步证实。

通过观察 PKR抑制剂对脓毒症小鼠 7 d生存

率的影响，我们发现使用抑制剂组小鼠 7 d生存率

上升至20%，虽然无统计学差异，但是有改善趋势。

这也提示了单一地通过降低机体的炎症状态但并

不能达到改善预后的目的，需要结合其他治疗手

段，这需要进一步的摸索。结果还发现注射 2⁃AP
组的小鼠也出现死亡，均在 24 h内出现，这可能与

2⁃AP的急性毒性相关或是操作相关，需进一步确证。

总之，本研究结果提示：抑制PKR活化可改善

CLP脓毒症模型小鼠炎症反应、减轻肝、肾损伤和

肺组织炎性浸润，增强脓毒症小鼠对细菌的清除能

力，提示抑制 PKR活化可能成为脓毒症治疗新的

治疗方向，但尚需进一步研究加以证实。
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图2 各组小鼠7d生存曲线（n=15）
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