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　　［摘要］　目的　观察失血性休克及复苏对大鼠肝脏ＥＰＨＸ２基因及预测转录因子Ｓｐ１表达的影响。方法　通过软件
预测ＥＰＨＸ２转录因子，筛选出Ｓｐ１为研究对象。将２５只ＳＤ大鼠随机平均分为５组：对照（ＣＯＮ）组、失血性休克（ＨＳ）组、休

克复苏１ｈ（ＨＳＲ１）组、休克复苏３ｈ（ＨＳＲ３）组、休克复苏６ｈ（ＨＳＲ６）组。采用ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测大鼠肝

脏中ＥＰＨＸ２和Ｓｐ１的表达。结果　ＨＳ、ＨＳＲ１、ＨＳＲ３、ＨＳＲ６组ＥＰＨＸ２ｍＲＮＡ 表达低于对ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），ＨＳＲ１、
ＨＳＲ３、ＨＳＲ６组ＥＰＨＸ２ｍＲＮＡ表达低于 ＨＳ组（Ｐ＜０．０５），ＨＳＲ１组ＥＰＨＸ２ｍＲＮＡ表达低于 ＨＳＲ３、ＨＳＲ６组（Ｐ＜０．０５）。

ＣＯＮ组Ｓｐ１ｍＲＮＡ表达和其他组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＨＳ、ＨＳＲ１组Ｓｐ１ｍＲＮＡ 表达低于 ＨＳＲ６组（Ｐ＜
０．０５）。ＨＳＲ１、ＨＳＲ３、ＨＳＲ６组ＥＰＨＸ２蛋白表达较ＣＯＮ组降低（Ｐ＜０．０５），Ｓｐ１蛋白在各组间表达差异无统计学意义。

结论　失血性休克可引起肝脏ＥＰＨＸ２基因表达下调，而复苏不能快速逆转这种趋势；失血性休克及复苏对预测转录因子
Ｓｐ１表达没有影响。
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　　重度失血性循环复苏后的救治一直是临床研究的重点， 其救治方法和病死率的控制尚不能令人满意［１］，针对炎症通
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路中已知基因的靶向治疗也未成熟，期望在重症失血性休克

的救治中有新的、确切的靶点。本课题组在一种特定创伤失

血性休克条件下，利用基因芯片对存活和死亡大鼠肝脏的基

因背景进行分析，筛选出１００个差异基因，进一步采用基因

网络分析后筛选出１８个已知基因，ＥＰＨＸ２（ｓＥＨ，环氧化物

水解酶２）是这群调控网络基因之一［２］。ＥＰＨＸ２与失血性休

克复苏的关系还不甚明了，本研究通过对大鼠失血性休克及

复苏后肝脏ＥＰＨＸ２（ｓＥＨ）及预测转录因子之一Ｓｐ１进行测

定，了解ＥＰＨＸ２和Ｓｐ１在失血性休克中的作用。

１　材料和方法

１．１　转录因子预测　在我们的前期工作［２］的基础上，从调

控网络中结合失血性休克研究方向，选取ＥＰＨＸ２和 ＡＯＣ３
基因作转录因子预测，提取２个基因转录起始位点上游

４５００ｂｐ至下游５００ｂｐ。转录因子数据库使用ＴＲＡＮＳＦＡＣ

７．０ｐｕｂｌｉｃ。转 录 因 子 结 合 位 点 预 测 使 用 Ｐａｔｓｅｒ程 序

（ｈｔｔｐ：／／ｕｒａｌ．ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ．ｈｔｍｌ），设置ｒｅｌａｔｉｖｅｓｃｏｒｅ

＞０．９。通过转录因子预测 ＥＰＨＸ２有１３个转录因子，研究

较多的是核转录因子（ＮＦκＢ）［３］，其在创伤、失血性休克、缺

血再灌注损伤病理方面起重要作用，而失血性休克与Ｓｐ１的

关系有待研究，因此本研究主要观察了Ｓｐ１在失血性休克及

复苏中表达趋势。

１．２　实验动物　健康８～９周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠共２５只［上

海西普尔必凯动物有限公司提供，生产许可证号ＳＣＸＫ（沪）

２００７０００３，使用许可证号 ＳＹＸＫ（沪）２００７０００３］，体质量

２８０～３１０ｇ，雄性，ＳＰＦ级条件下分笼饲养于屏障系统内（第

二军医大学实验动物中心），室温控制在（２５±１）℃，湿度控

制在（５５±１）％。实验动物按１２ｈ１２ｈ昼夜规律适应性饲

养２周以上，术前１２ｈ禁食，自由饮水。

１．３　模型制备　大鼠行戊巴比妥钠（上海西唐生物科技有

限公司）按５０ｍｇ／ｋｇ腹腔麻醉，麻醉起效后重新称量大鼠并

固定，直肠内置入恒温毯探头监测体温变化，恒温垫（ＡＬＣ

ＨＴＰ，上海奥尔科特生物科技有限公司）维持动物体温在

（３７±０．５）℃。无菌条件下用２２Ｇ密闭式静脉留置针（苏州碧

通医疗器械有限公司）行右侧颈总动脉插管并固定（管内预

充２５Ｕ／ｍｌ肝素钠溶液），经三通管连接多导生理记录仪

（ＭＰＡ２０００，上海奥尔科特生物科技有限公司）测血压及心

率，２２Ｇ密闭式静脉留置针行右侧股动脉及股静脉插管并固

定（管内预充１００Ｕ／ｍｌ肝素钠溶液０．１ｍｌ），操作结束动物

稳定１０ｍｉｎ后开始使用实验动物用微量注射系统（ＡＬＣ

ＩＰ９００，上海奥尔科特生物科技有限公司）经右侧股动脉２

ｍｌ／（ｋｇ·ｍｉｎ）匀速放血至平均动脉压（ＭＡＰ）为３０ｍｍＨｇ（１

ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），血压回升超过４０ｍｍＨｇ后再次放血，

通过多次放血使大鼠血压维持在３０～４０ｍｍＨｇ，１ｈ后按照

２ｍｌ／（ｋｇ·ｍｉｎ）匀速给予１／２失血和２倍失血量的乳酸林格

液体复苏。

１．４　实验分组　实验动物按照体质量随机分为５组（ｎ＝

５）：对照（ＣＯＮ）组、失血性休克（ＨＳ）组、休克复苏１ｈ
（ＨＳＲ１）组、休克复苏３ｈ（ＨＳＲ３）组，休克复苏６ｈ（ＨＳＲ６）

组。断头法处死实验动物，无菌条件下取肝脏左外叶，肝组

织分块后，经过 ４℃ ＰＢＳ漂洗后快速以液氮处理之后，

于－８０℃冻存备用。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测肝组织ＥＰＨＸ２、Ｓｐ１ｍＲＮＡ表

达　肝组织使用ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取总

ＲＮＡ，ＲＮＡ储存于－８０℃冻存备用。ＥＰＨＸ２上游引物５′

ＧＣＴＴＣＴＴＣＣＧＡＡＣＣＡＧＴＧＡＴＧ３′，下游引物３′ＣＴＴ

ＣＴＴＧＡＡＣＴＧＣＴＧＴＡＴＧＴＡＡＴＡＣＴＣＴ５′，产物长度

１５２ｂｐ；Ｓｐ１上游引物５′ＣＡＡＣＴＴＧＧＣＣＴＴＣＡＴＧＧＡ

ＣＣ３′，下游引物３′ＣＣＣＣＴＣＣＣＣＴＣＡＣＴＧＴＣＴＴＴＡ５′，

产物长度１５８ｂｐ；ｒＧＡＰＤＨ 上游引物５′ＴＧＧＣＡＴ ＧＧＡ

ＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧ３′，下游引物３′ＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣ

ＡＣＧＡＧＡＡＡ５′，产物长度１４４ｂｐ。取１．５μｇＲＮＡ进行反

转录，合成ｃＤＮＡ。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应体系为１０μｌ，

反应条件为５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ；９５℃２０ｓ，５８℃１５ｓ，

７２℃２０ｓ，共４０个循环；６０℃１５ｓ，９５℃１５ｓ。以ｒＧＡＰＤＨ
为内参，采用２－ΔΔＣｔ法计算ＥＰＨＸ２和Ｓｐ１ｍＲＮＡ相对表达

强度。

１．６　蛋白质印迹法检测肝组织ＥＰＨＸ２、Ｓｐ１蛋白表达　５０

ｍｇ肝组织匀浆后裂解、定量。ＥＰＨＸ２、Ｓｐ１蛋白表达检测按

试剂盒说明操作（ＥＰＨＸ２：美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，稀释比为

１４００；Ｓｐ１：美国Ａｂｃａｍ公司，稀释比为１２００）。以βａｃ

ｔｉｎ为内参。暗室胶片曝光并观察结果，用仪器自带软件行灰

度分析。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学

分析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ＡＮＯＶＡ检验或

非参数检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　模型制备结果　失血性休克模型制备中无动物意外死

亡，ＨＳＲ１、ＨＳＲ３、ＨＳＲ６组复苏后，动物亦无意外死亡。

２．２　失血性休克复苏对大鼠肝脏ＥＰＨＸ２、Ｓｐ１ｍＲＮＡ表达

的影响　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ结果显示，失血性休克后及复苏

后３个时间点 ＥＰＨＸ２ｍＲＮＡ 表达均低于 ＣＯＮ 组（Ｐ＜

０．０５），休克复苏后３个时间点表达低于 ＨＳ组（Ｐ＜０．０５），

其中 ＨＳＲ１组表达最低（图１Ａ）；休克及复苏后３个时间点

Ｓｐ１ｍＲＮＡ表达较ＣＯＮ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

ＨＳ组和 ＨＳＲ１组表达较 ＨＳＲ６组表达差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。

２．３　失血性休克复苏对大鼠肝脏ＥＰＨＸ２、Ｓｐ１蛋白表达的

影响　 蛋白质印迹分析结果显示，失血性休克复苏后

ＥＰＸＨ２蛋白表达出现减弱，与ＣＯＮ组比较差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），而Ｓｐ１蛋白在休克和复苏后均无明显变化

（图２）。

３　讨　论

　　在重度失血性休克救治中，人们期望找到病理过程中的

靶点并能有效阻断，但目前临床上还没有为大家接受的针对

某一病理靶点的治疗手段和药物。最有可能在创伤失血性

休克救治中成为靶点的是肿瘤坏死因子［４６］，其在创伤失血
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性休克中的作用为大家所接受，但目前罕见肿瘤坏死因子单

抗在失血性休克中的临床应用。其他例如一氧化氮酶抑制

剂［７］、金属基质蛋白酶抑制剂［８］等仅局限于实验研究。加倍

酯［９］针对炎症通路的多个靶点，在临床虽有应用，但数据缺

乏说服力。因此需要重新认识创伤、失血性休克病理过程，

找到新的干预靶点。

图１　失血性休克及复苏后大鼠肝脏

ＥＰＨＸ２和Ｓｐ１ｍＲＮＡ表达
ＣＯＮ：对照组；ＨＳ：失血性休克组；ＨＳＲ１：休克复苏 １ｈ组；

ＨＳＲ３：休克复苏３ｈ组；ＨＳＲ６：休克复苏６ｈ组．Ａ：ＥＰＨＸ２ｍＲ

ＮＡ；Ｂ：Ｓｐ１ｍＲＮＡ．Ｐ＜０．０５与ＣＯＮ组比较；△Ｐ＜０．０５与 ＨＳ
组比较；▲Ｐ＜０．０５与 ＨＳＲ１组比较；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图２　失血性休克及复苏后各组大鼠

肝脏ＥＰＨＸ２和Ｓｐ１蛋白表达

ＣＯＮ：对照组；ＨＳ：失血性休克组；ＨＳＲ１：休克复苏 １ｈ组；

ＨＳＲ３：休克复苏３ｈ组；ＨＳＲ６：休克复苏６ｈ组．Ｐ＜０．０５与

ＣＯＮ组比较；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　基于这种需要，本课题组在一种特定的肝切除＋定容失

血性休克大鼠模型中，比较死亡和存活大鼠的基因背景，筛

选出１００个差异基因，采用进一步的网络分析，有１８个已知

基因入选，ＥＰＨＸ２就是其中之一［２］。在已发表的文献数据

库中，罕见失血性休克和ＥＰＨＸ２的研究，但对于ＥＰＨＸ２的

底物ＥＥＴｓ（内源性环氧二十碳三烯酸）却有相关报道，如

ＥＥＴｓ的缺失与肺动脉高压及肺血管收缩相关［１０］，ＥＥＴｓ对

于缺血再灌注后心肌细胞起保护作用［１１］等。ＥＰＨＸ２（ｓＥＨ）

为环氧化物水解酶，系ＥＥＴｓ水解为二羟基二十碳三烯酸的

关键酶。作为ＥＥＴｓ的水解酶，ＥＰＨＸ２与血压调节有关，敲

除ＥＰＨＸ２基因的小鼠基础血压较野生型小鼠明显下降，针

对ＥＰＨＸ２的阻断剂也能有效改善高血压动物的血压［１２１３］。

另外也有研究发现ＥＰＨＸ２基因的多态性和脑卒中后神经细

胞缺血再灌注损伤有关［１４］。这些研究都提示ＥＰＨＸ２和以

全身脏器缺血再灌注损伤为核心的失血性休克救治相关。

本研究结果表明在可逆性失血性休克动物模型中，失血性休

克后大鼠肝脏ＥＰＨＸ２ｍＲＮＡ表达下调，蛋白表达变化不明

显。乳酸林格液复苏能有效改善休克后的循环，且被认为能

有效抑制失血性休克后的多种炎症因子的过度释放［１５］，但本

研究结果表明失血性休克后循环复苏不能带来ＥＰＨＸ２表

达恢复，而是呈现出持续低水平表达状态。

　　基因的调控是个复杂的过程，对于失血性休克基因调控

网络中为人们所熟知的转录因子有 ＮＦκＢ等，已知 ＮＦκＢ
参与了重症创伤、失血性休克后炎症级联反应，与脏器细胞

的凋亡相关［３］，但目前并没有在实验动物和临床上见到 ＮＦ

κＢ在失血性休克中的实质性应用。因此在ＥＰＨＸ２预测的

十余个转录因子中，我们没有对 ＮＦκＢ进行检测，而是将

Ｓｐ１作为进一步测试的靶基因。已知转录因子Ｓｐ１和转录因

子Ｅ２Ｆ１共调节细胞生长［１６］，且有众多基因存在Ｓｐ１结合位

点，但Ｓｐ１和失血性休克的关系不甚明了。而本研究结果显

示，无论是失血性休克还是休克后复苏与Ｓｐ１表达均无明显

关系。

　　本研究采用可逆性失血性休克大鼠模型，发现失血性休

克可引起肝脏ＥＰＨＸ２基因表达下调，而复苏不能快速逆转

这种趋势；失血性休克及复苏对预测转录因子Ｓｐ１表达没有

影响。有关不可逆性失血性休克模型及不同低血压维持的

失血性休克模型的相关实验数据有待补充，另鉴于在创伤失

血性休克研究中动物模型和临床的脱节［１７１８］，尚无法将本研

究中的结果外延到人体。
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