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沉默凝血因子 V基因通过抑制 JNK1/2和 p38 MAPK 信号通路

对脓毒症大鼠的保护作用

王镜媛, 陈 芳, 刘艳存, 李士欣, 寿松涛

（天津医科大学总医院急诊医学科，天津  300052）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨凝血因子 V （FV） 对脓毒症大鼠免疫炎症反应和 c-Jun 氨基末端激酶 1/2
（JNK1/2） 及 p38 丝裂原活化蛋白激酶 （p38 MAPK） 信号通路的影响，阐明其可能的机制。方法方法：：将

150 只大鼠分为假手术组、模型组、sh-NC 组、sh-FV 组和茴香霉素组，每组 30 只。采用盲肠结扎穿

孔 （CLP） 法构建脓毒症模型。观察各组大鼠造模后 5 d 的生存率。采用苏木精-伊红 （HE） 染色法观

察各组大鼠肺、肾、肝和脾脏组织病理形态表现，实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组大鼠

肺组织中 FV mRNA 表达水平，Western blotting 法检测各组大鼠肺组织中 FV、JNK1/2 和 p38 MAPK
信号通路相关蛋白表达水平，酶联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组大鼠血清中白细胞介素 1β
（IL-1β）、白细胞介素 6 （IL-6） 和肿瘤坏死因子 α （TNF-α） 水平，流式细胞术检测各组大鼠血液中

中性粒细胞凋亡率和 T 淋巴细胞亚群百分率。结果结果：：与模型组和 sh-NC 组比较，sh-FV 组大鼠生存率

明显升高 （P<0. 05）；与 sh-FV 组比较，茴香霉素组大鼠生存率明显降低 （P<0. 05）。与假手术组比

较，模型组和 sh-NC 组大鼠肺组织中 FV mRNA 表达水平均明显升高 （P<0. 05）；与模型组和 sh-NC
组比较，sh-FV 组大鼠肺组织中 FV mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 05）。与假手术组比较，模型组

和 sh-NC 组大鼠肺组织中 FV 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），p-JNK1/2/JNK1/2 和 p-p38 MAPK/
p38 MAPK 比值明显升高 （P<0. 05）；与模型组和 sh-NC 组比较，sh-FV 组大鼠肺组织中 FV 蛋白表

达水平和 p-JNK1/2/JNK1/2 及 p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值明显降低 （P<0. 05）；与 sh-FV 组比较，

茴香霉素组大鼠肺组织中 p-JNK1/2/JNK1/2 和 p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值明显升高 （P<0. 05）。

与假手术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠血清中 IL-1β、 IL-6 及 TNF-α 水平均明显升高 （P<0. 05）；

与模型组和 sh-NC 组比较， sh-FV 组大鼠血清中 IL-1β、 IL-6 和 TNF-α 水平均明显降低 （P<0. 05）；

与 sh-FV 组比较，茴香霉素组大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平均明显升高 （P<0. 05）。流式细

胞术，与假手术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠中性粒细胞凋亡率、CD4+T 淋巴细胞百分率及 CD4+/
CD8+T淋巴细胞比值明显降低 （P<0. 05），CD8+T淋巴细胞百分率明显升高 （P<0. 05）；与模型组和

sh-NC 组比较，sh-FV 组大鼠中性粒细胞凋亡率、CD4+T淋巴细胞百分率和 CD4+/CD8+T淋巴细胞比

值明显升高 （P<0. 05），CD8+T淋巴细胞百分率明显降低 （P<0. 05）；与 sh-FV 组比较，茴香霉素组

大鼠中性粒细胞凋亡率、CD4+T 淋巴细胞百分率和 CD4+/CD8+T 淋巴细胞比值明显降低 （P<0. 05），

CD8+T淋巴细胞百分率明显升高（P<0. 05）。结论结论：沉默 FV 基因可减轻脓毒症大鼠肺、肝、脾脏和

肾脏组织损伤，诱导血液中性粒细胞凋亡，降低血清中炎症因子水平，提高血液中 CD4+T 淋巴细胞百

分率和 CD4+/CD8+T淋巴细胞比值，其机制可能与抑制 JNK1/2和 p38 MAPK 信号通路有关。
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Protective effect of silencing coagulation factor V gene on septic 
rats by inhibiting JNK1/2 and p38 MAPK signaling pathways

WANG Jingyuan, CHEN Fang, LIU Yancun, LI Shixin, SHOU Songtao
（Department of Emergency Medicine， General Hospital， Tianjin Medical University， 

Tianjin 300052， China）

ABSTRACT  Objective： To discuss the effect of coagulation factor V （FV） on the immune inflammatory 
response  and  the  c-Jun  N-terminal  kinase 1/2 （JNK1/2）  and  p38  mitogen-activated  protein  kinase 
（p38 MAPK） signaling pathways in the septic rats， and to clarify its possible mechanism.  Methods： A total 
of 150 rats were divided into sham operation group，  model group，  sh-NC group，  sh-FV group， and 
anisomycin group， with 30 rats in each group.  The sepsis model was established by cecal ligation and 
puncture （CLP） method.  The survival rates of the rats in various groups within 5 d after modeling were 
observed.  Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe the pathomorphology of lung， kidney， 
liver， and spleen tissues of the rats in various groups； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） 
was used to detect the expression levels of FV mRNA in lung tissue of the rats in various groups； Western 
blotting method was used to detect the expression levels of FV， JNK1/2， and p38 MAPK signaling 
pathway-related proteins in lung tissue of the rats in various groups； enzyme-linked immunosorbent assay 
（ELISA） was used to detect the levels of interleukin-1β （IL-1β）， interleukin-6 （IL-6） and tumor necrosis 
factor-α （TNF-α） in serum of the rats in various groups； flow cytometry was used to detect the apoptotic 
rates of neutrophils and the percentages of T lymphocyte subsets in blood of the rats in various groups.  
Results： Compared with model group and sh-NC group， the survival rate of the rats in sh-FV group was 
significantly increased （P<0. 05）； compared with sh-FV group， the survival rate of the rats in anisomycin 
group was significantly decreased （P<0. 05）.  Compared with sham operation group， the expression levels 
of FV mRNA in lung tissue of the rats in model group and sh-NC group were significantly increased （P<
0. 05）； compared with model group and sh-NC group， the expression level of FV mRNA in lung tissue of 
the rats in sh-FV group was significantly decreased （P<0. 05）.  The Western blotting results showed that 
compared with sham operation group， the expression levels of FV protein in lung tissue of the rats in model 
group and sh-NC group were significantly increased （P<0. 05）， and the ratios of p-JNK1/2/JNK1/2 and 
p-p38 MAPK/p38 MAPK were significantly increased （P>0. 05）； compared with model group and sh-NC 
group， the expression level of FV protein and the ratios of p-JNK1/2/JNK1/2 and p-p38 MAPK/p38 
MAPK in lung tissue of the rats in sh-FV group were significantly decreased （P<0. 05）；  compared with 
sh-FV group， the ratios of p-JNK1/2/JNK1/2 and p-p38 MAPK/p38 MAPK in lung tissue of the rats in 
anisomycin group were significantly increased （P<0. 05）.  The ELISA results showed that compared with 
sham operation group，  the serum levels of IL-1β， IL-6， and TNF-α of the rats in model group and sh-NC 
group were significantly increased （P<0. 05）； compared with model group and sh-NC group， the serum 
levels  of  IL-1β，  IL-6，  and TNF- α of the rats in sh-FV group were significantly decreased （P<0. 05）； 
compared with sh-FV group， the serum levels of IL-1β， IL-6， and TNF-α of the rats in anisomycin group 
were significantly increased （P<0. 05）.  The flow cytometry results showed that compared with sham 
operation group， the apoptotic rates of neutrophils， the percentage of CD4+ T lymphocytes， and the ratios 
of CD4+/CD8+ T lymphocytes of the rats in model group and sh-NC group were significantly decreased 
（P<0. 05），  while  the  percentages  of  CD8+ T lymphocytes  were  significantly  increased （P<0. 05）； 
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compared with model group and sh-NC group，  the apoptotic rate of neutrophils， the percentage of CD4+ 
T lymphocytes， and the ratio of CD4+/CD8+ T lymphocytes of the rats in sh-FV group were significantly 
increased （P<0. 05）， while the percentage of CD8+ T lymphocytes was significantly decreased （P<0. 05）； 
compared with sh-FV group， the apoptotic rate of neutrophils， the percentage of CD4+ T lymphocytes， 
and the ratio of CD4+/CD8+ T lymphocytes of the rats in anisomycin group were significantly decreased 
（P<0. 05）， while the percentage of CD8+ cells was significantly increased （P<0. 05）.  Conclusion： Silencing 
FV gene can alleviate the damage of lung， liver， spleen， and kidney tissues， induce the apoptosis of blood 
neutrophils，  reduce  the  serum  levels  of  inflammatory  factors，  and  increase  the  percentage  of  CD4+ 
T lymphocytes and the ratio of CD4+/CD8+ T lymphocytes in blood of the septic rats.  Its mechanism may 
be related to the inhibition of JNK1/2 and p38 MAPK signaling pathways.
KEYWORDS Coagulation factor V；c-Jun N-terminal kinase 1/2；p38 mitogen-activated protein kinase；
Sepsis；Immune inflammation

脓毒症是一种由宿主对广泛感染产生过度免疫

反应而导致的危及生命的器官功能障碍［1］，其特

征是促炎和抗炎细胞因子的过度产生，导致短暂

严重淋巴细胞减少和长期免疫功能障碍。2020 年

数据［2］显示：全球每日有超 14 000 人死于脓毒症，

其高发病率和高死亡率严重威胁人类健康。随着器

官支持技术和替代疗法的不断进步，多数脓毒症患

者能度过急性炎症反应阶段，但恢复期可能出现以

免疫麻痹为特征的长期免疫功能障碍，增加继发

机会性感染风险［3］。因此，明确脓毒症特异性的免

疫炎症生物标志物，对该疾病的早期识别和精准干

预有重大意义。脓毒症常并发弥散性血管内凝血

（disseminated intravascular coagulation， DIC）， 进

一步加剧微循环衰竭和多器官损伤，形成炎症与凝

血的恶性循环［4］。然而，目前针对脓毒症免疫炎

症机制及其干预靶点的认识仍不完全，尤其是凝血

因子在免疫调节中的具体作用尚未完全阐明。凝血

因子 V （coagulation factor V，FV） 作为凝血级联

反应的核心辅助因子，其传统功能主要为促进凝血

酶原激活［5］。FV 在脓毒症中的直接作用尚不明确，

但已有研究［6］ 证实 FV 在脓毒症“炎症 -凝血交叉

反应”中发挥关键作用。p38 激酶和 c-Jun 氨基末端

激酶 （c-Jun N-terminal kinase， JNK） 作为丝裂原

活 化 蛋 白 激 酶 （mitogen-activated protein kinase，
MAPK） 家族成员，是经典的炎症相关信号通

路［7］，但 FV 与 MAPK 信号通路的交互作用尚未得

到系统研究。有研究［8］ 提示凝血因子可能通过蛋

白酶激活受体或直接细胞内信号转导影响炎症反

应，但缺乏针对 FV 在脓毒症免疫调节中具体机制

的直接证据。本研究通过构建脓毒症大鼠模型，初

步探讨 FV 对脓毒症大鼠免疫炎症反应的影响，并

探索其对 MAPK 信号通路的影响，以期为开发脓毒

症靶向治疗策略提供新思路。

1 材料与方法  

1. 1　　 实 验 动 物实 验 动 物 、、主 要 试 剂 和 仪主 要 试 剂 和 仪 器器　　 150 只 雄 性

SPF 级 SD 大鼠，体质量 250 g~300 g，均购自天

津科德生物科技有限公司，实验动物生产许可证号：

SCXK （津滨） 2021-0001。所有大鼠在无特定病原

体、温度 （25±1） ℃且湿度 55%~65% 环境下饲

养，每笼 5 只，并可自由获取无菌饲料和饮用水。

靶 向 沉 默 FV 基 因 的 短 发 夹 （short hairpin， sh）
RNA sh-FV 及其阴性对照均购自上海吉玛制药技

术有限公司， JNK1/2 和 p38 MAPK 通路激活剂茴

香霉素购自上海翌圣生物科技有限公司；HE 染

色试剂盒、 TRIzol 试剂和 SYBR Green Mix 试剂

购自北京索莱宝生物技术有限公司，白细胞介素

（interleukin， IL）-1β、  IL-6 和  肿  瘤  坏  死  因  子  α
（tumor necrosis factor-α，TNF-α） 的酶联免疫吸附

试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）

检 测 试 剂 及 CD4- 异 硫 氰 酸 荧 光 素 （fluorescein 
isothiocyanate， FITC） /CD8- 藻 红 蛋 白

（phycoerythrin，PE） 抗体购自美国 eBioscience 公

司，  FV 抗  体、  JNK1/2 抗  体、  磷  酸  化  JNK1/2
（phosphorylated JNK1/2， p-JNK1/2）抗体、p38 MAPK
抗   体、磷   酸   化   p38 MAPK （phosphorylated  p38 
MAPK，p-p38 MAPK） 抗体和甘油醛 -3-磷酸脱

氢 酶 （glyceraldehyde-3-phosphate   dehydrogenase，
GAPDH） 抗体购自美国 Abcam 公司，外周血分离

试剂 Histopaque 1119 和 Histopaque 1083 购自美国

Sigma 公司。多功能酶标仪购自美国 Thermo Fisher
公司，奥林巴斯Ⅸ -83 显微镜购自上海普赫光电科
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技有限公司，Tannon-420 凝胶成像系统购自上海

天能生命科学有限公司。

1. 2　　实验实验动物分组和脓毒症大鼠模型的制备动物分组和脓毒症大鼠模型的制备　　将

大鼠分为假手术组、模型组、sh-NC 组、sh-FV 组

和茴香霉素组，每组 30只。造模前 7 d，sh-NC组和

sh-FV 组 大 鼠 尾 静 脉 注 射 给 予 100 μ L sh-NC 及

sh-FV；茴香霉素组为 sh-FV 和茴香霉素共处理，

大鼠尾静脉注射 sh-FV 后腹腔注射 5 mg·kg-1 茴香

霉素［9］；假手术组和模型组大鼠注射等量的生理盐水，

每日1次。脓毒症动物模型的构建参照文献 ［10］ 中

描述的盲肠结扎穿孔  （cecal  ligation  and puncture，
CLP） 方法。大鼠通过腹腔注射 0. 01 g·mL-1 戊巴

比妥溶液进行麻醉 （剂量为每 20 g 体质量给药

120 μL），随后进行腹部区域的剃毛与消毒处理。

在无菌条件下，小心剖开腹腔以暴露盲肠，使用 3-0
规格的丝线结扎盲肠总长度的 60% 部分。使用 27号

针头在盲肠的头端和尾端各穿刺 1 个孔，并轻微挤

压以排出少量肠内容物。操作完成后，将盲肠重新

置回腹腔，并使用无菌缝合线对腹部进行逐层关

闭。假手术组采用相似的盲肠操作过程，但未进行

结扎与穿刺步骤。

1. 3　　各组大鼠存活情况和组织样品采集各组大鼠存活情况和组织样品采集　　从各组

大鼠中随机选择 10 只，监测造模后 5 d 各组大鼠的

存活率。剩余大鼠分别于术后 24 h，抽取下腔静脉

血后，将其安乐死，分离肺、肾、肝和脾脏组织，

用于后续实验。

1. 4　　 实实 时 荧 光 定时 荧 光 定 量量 PCR（（real--time  fluorescence 

quantitative PCR，，RT--qPCR）） 法检测各组大鼠肺组法检测各组大鼠肺组

织中织中FV mRNA 表达水平表达水平　　采用 TRIzol试剂从肺组

织中提取总RNA，并选取10 μg RNA反转录为 cDNA。

RT-qPCR 实验采用 SYBR Green Mix 作为荧光标记

物，以GAPDH作为内参基因，对目的基因表达水平

进行标准化处理。反应程序：95 ℃预变性 60 s；随后

进行 40个循环，每个循环包括 95 ℃变性 30 s，60 ℃
退火与延伸 40 s。引物序列：FV F，5'-AATTCT-

ATACCTTCCTTCAAGA-3'， FV R，5'-AGTT-

GCTAGATCGTGG-3'； GAPDH F，5'-GTGTTC-

CTACCCCCAATGTG-3'，GAPDH R，5'-CATCG-

AAGGTGGAAGAGTGG-3'。采用 2-ΔΔCt法计算肺组

织中 FV mRNA 表达水平。每组设置 3个重复样本。

1. 5　　Western blotting法检测各组大鼠肺组织中法检测各组大鼠肺组织中 FV、、

p--JNK1/2、、JNK1/2、、p--p38 MAPK 和和 p38 MAPK 蛋蛋

白表达水平白表达水平　　取各组 10 只大鼠肺组织样本，研磨

后加入 RIPA 裂解缓冲液进行蛋白质提取。使用二

喹啉甲酸蛋白质定量试剂盒对提取的蛋白质浓度进

行精确测定。将等量的蛋白质样本通过 100 g·L-1十

二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE） 进行分离，  并转移到聚偏二氟乙烯

（polyvinylidene fluoride，PVDF） 膜上。用含 5% 脱

脂牛奶对膜进行封闭处理。经过含 Tween-20的 Tris
缓冲盐溶液洗涤后，将膜与一抗在 4 ℃条件下孵

育过夜。次日，加入二抗在室温下孵育 2 h。采用

Tannon 4200 凝胶成像系统对蛋白质条带进行可视

化处理，分析蛋白条带灰度值，以 GAPDH 为内

参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=
目的蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋白条带灰度值。

1. 6　　HE 染色观察各组大鼠肺染色观察各组大鼠肺、、肝肝、、脾和肾脏组织脾和肾脏组织

病理形态表现病理形态表现　　取各组 10 只大鼠各脏器样本，采

用 4% 甲醛溶液进行固定处理，随后实施石蜡包埋

步骤。利用试剂盒制备得到切片，切片经去石蜡和

复水步骤后，使用 HE 染色法进行染色，于显微镜

下对处理后的切片拍照。

1. 7　　采 用 试 剂 盒 检 测 各 组 大 鼠 血 清 中采 用 试 剂 盒 检 测 各 组 大 鼠 血 清 中 IL--1 β、、

IL--6 和和 TNF--α 水水平平　　取各组 10 只大鼠血液样本，

离心后获得血清，  严格依照说明书操作，  使用

ELISA 试剂盒测定各组大鼠血清中 IL-1β、 IL-6 和

TNF-α 水平。

1. 8　　各组大鼠血液中中性粒细胞的分离各组大鼠血液中中性粒细胞的分离　　取各组10只
大鼠下腔静脉采集的血液样本与 Histopaque 1119
和 Histopaque 1083 混合后， 700 g 离心 30 min 后，

可见样本分层，分离并收集富含中性粒细胞的富集

层。随后使用磷酸盐缓冲液 （phosphate  buffered 
saline，PBS） 对收集的细胞进行洗涤，共洗涤 3次，

前 2 次洗涤主要目的是去除溶解的红细胞成分，最

后一次洗涤则可进一步纯化细胞。采用瑞氏 -姬姆

萨染色法对中性粒细胞进行染色鉴定，中性粒细胞

纯度超过 95% 时可用于后续的实验研究。

1. 9　　流式细胞术检测各组大鼠血液中中性粒细胞流式细胞术检测各组大鼠血液中中性粒细胞

凋亡率和凋亡率和 T 淋巴细胞亚群百分率淋巴细胞亚群百分率　　各组取实验大鼠

下腔静脉血液样本 450 μL，分别向样本中加入 5 μL 
Annexin Ⅴ -FITC 荧光标记溶液和 50 μL 碘化丙啶

（propidium iodide，PI） 染液，于室温条件下避光孵

育 15 min。采用流式细胞术检测各组大鼠血液中中

性粒细胞凋亡率。

另取各组10只大鼠血液样本，每只500 μL。设置
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实验组 （标记为管 1） 和对照组 （标记为管 2）。实

验组加入 20 µL 特异性标记抗体，对照组则加入同

型对照抗体。充分混匀后，2管中分别加入 100 µL 抗

凝全血，于暗处孵育 10~15 min 以完成细胞染色。

加入 PBS 缓冲液漂洗 1 次，去除上清液后，再加入

0. 5 mL PBS 缓冲液以重悬细胞。使用流式细胞仪，

依据正向和侧向散射光信号对淋巴细胞进行分群，并

准确评估特异性标记阳性细胞 CD4+和 CD8+ T淋巴

细胞所占百分比，计算CD4+/CD8+ T淋巴细胞比值。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 0 软件

进行统计学分析。各组大鼠肺组织中 FV mRNA 和

蛋白表达水平，血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平，

血液中中性粒细胞凋亡率、CD4+和 CD8+ T淋巴细

胞百分率、CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值及肺组织

中 p-JNK1/2/JNK1/2 和 p-p38 MAPK/p38 MAPK

比值均符合正态分布，以
-
x±s 表示，2 组间样本均

数比较采用两独立样本 t 检验，多组间样本均数比

较采用单因素方差分析，组间样本均数两两比较采

用 Tukey 法。各组大鼠生存率为计数资料，以 n
（%）表示，组间比较采用 χ2检验。以 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组大鼠肺组织中各组大鼠肺组织中FV mRNA 和蛋白表达水和蛋白表达水平平　　

 与假手术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠肺组织

中 FV mRNA 及蛋白表达水平均明显升高 （P<
0. 05）；与模型组和 sh-NC 组比较， sh-FV 组大鼠

肺 组 织 中 FV mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低

（P<0. 05）。 sh-FV 组和茴香霉素组大鼠肺组织中

FV mRNA 及蛋白表达水平比较差异无统计学意义

（P>0. 05）。见图 1。

2. 2　　各组大鼠生存率各组大鼠生存率　　造模后观察 5 d，假手术组大

鼠生存率为 100%。与假手术组比较，造模后第 1、
3和 5天模型组及 sh-NC组大鼠生存率明显降低（P<
0. 05）；与模型组比较，造模后第 3 和 5 天 sh-FV 组

大鼠生存率明显升高（P<0. 05）；与 sh-NC组比较，

造模第 1、 3 和 5 天 sh-FV 组大鼠生存率明显升高

（P<0. 05）；与 sh-FV组比较，造模第 1、3和 5天茴

香霉素组大鼠生存率明显降低（P<0. 05）。见表 1。
2. 3　　各组大鼠肺各组大鼠肺、、肝肝、、脾和肾脏组织病理形态表脾和肾脏组织病理形态表现现　　 

 假手术组大鼠肺、肝、脾和肾脏组织的结构保持完

整。模型组和 sh-NC组大鼠肺组织出现肺泡间隔明显

增宽、大量炎症细胞浸润及血管周围出血的情况；

sh-FV组大鼠肺泡结构有所恢复，接近正常状态，出
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△P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with sh-NC group.

图图 1　　各组大鼠肺组织中各组大鼠肺组织中 FV mRNA 和蛋白表达水平和蛋白表达水平

Fig. 1　　Expression levels of FV mRNA and protein in lung tissue of rats in various groups

表表 1　　各组大鼠生存情况各组大鼠生存情况

TabTab.. 11　　Survival of rats in various Survival of rats in various groupsgroups
[n=10， n（η/%）］

Group

Sham
    operation
Model
Sh-NC
Sh-FV
Anisomycin

Survival number
(t/d)  0

10（100.00）

10（100.00）
10（100.00）
10（100.00）
10（100.00）

1

10（100.00）

8（80.00）*

9（90.00）
10（100.00）#

8（80.00）○

3

10（100.00）

5（50.00）*

5（50.00）*

8（80.00）△#

6（60.00）○

5

10（100.00）

2（20.00）*

3（30.00）*

6（60.00）△#

3（30.00）○

*P<0.05 compared with sham operation group； △P<0.05 
compared with model group； #P<0.05 compared with sh-NC group；
○P<0.05 compared with sh-FV group.
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血情况得到缓解，炎性细胞浸润程度降低；茴香霉

素组大鼠肺组织损伤程度与 sh-FV组比较更为严重。

模型组和 sh-NC 组大鼠肝脏组织中出现肝索结

构紊乱及肝细胞排列散乱，伴有坏死及炎性细胞浸

润；sh-FV 组大鼠肝细胞排列较整齐，肝组织中炎

性细胞浸润减轻。模型组和 sh-NC 组大鼠脾脏组织

可见大量炎症细胞聚集，并伴随细胞肿胀与浸润；

sh-FV 组大鼠脾组织细胞水肿减轻，结构紊乱及炎

症细胞浸润程度均有明显改善；与 sh-FV 组比较，

茴香霉素组大鼠脾组织损伤程度加剧。

模型组和 sh-NC 组大鼠出现了肾小球肥大及肾

小管铸型形成，并伴有炎性细胞浸润；sh-FV 组大

鼠肾脏组织中上述症状有所减轻；茴香霉素组大鼠

肾脏组织损伤程度更为严重。见图 2。

2. 4　　 各 组 大 鼠 血 清 中各 组 大 鼠 血 清 中 IL--1β、、IL--6 和和 TNF-- α 水 平水 平　　

 与假手术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠血清中

IL-1β、  IL-6 及  TNF-α 水  平  均  明  显  升  高 （P<
0. 05）；与模型组和 sh-NC 组比较， sh-FV 组大鼠

血清中 IL-1β、IL-6及 TNF-α水平均明显降低 （P<
0. 05）；与 sh-FV 组比较，茴香霉素组大鼠血清中

IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平均明显升高 （P<0. 05）。

见图 3。
2. 5　　各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率　　与假手

术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠血液中中性粒细

胞凋亡率明显降低（P<0. 05）；与模型组和 sh-NC组

比较，sh-FV 组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率明显

升高 （P<0. 05）；与 sh-FV 组比较，茴香霉素组大

鼠血液中中性粒细胞凋亡率明显降低 （P<0. 05）。

见图 4 和 5。
2. 6　　各组大鼠血液中各组大鼠血液中 T 淋巴细胞亚群百分率淋巴细胞亚群百分率　　与

假手术组比较，模型组和 sh-NC 组大鼠血液中

CD4+ T 淋巴细胞百分率及 CD4+/CD8+ T 淋巴细

胞比值明显降低 （P<0. 05），CD8+ T 淋巴细胞百

分率明显升高 （P<0. 05）；与模型组和 sh-NC 组比

较，sh-FV 组大鼠血液中 CD4+ T淋巴细胞百分率和

CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值明显升高 （P<0. 05），

CD8+ T 淋巴细胞百分率明显降低 （P<0. 05）；与

sh-FV 组比较，茴香霉素组大鼠血液中 CD4+ T 淋

巴细胞百分率和 CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值明显

降低 （P<0. 05），CD8+ T 淋巴细胞百分率明显升

高 （P<0. 05）。见图 6 和 7。
2. 7　　 各 组 大 鼠 肺 组 织 中各 组 大 鼠 肺 组 织 中 p--JNK1/2/JNK1/2 和和

p--p38 MAPK/p38 MAPK 比值比值　　与假手术组比较，

模型组和 sh-NC 组大鼠肺组织中 p-JNK1/2/JNK1/2
及 p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值均明显升高 （P<
0. 05）；与模型组和 sh-NC 组比较， sh-FV 组大鼠

肺 组 织 中 p-JNK1/2/JNK1/2 及 p-p38 MAPK/p38 
MAPK 比值明显降低 （P<0. 05）；与 sh-FV 组比

Sham operation Model Sh-NC Sh-FV Anisomycin

Lung

Liver

Spleen

Kidney

图图 2　　各组大鼠各脏器组织病理形态表现各组大鼠各脏器组织病理形态表现（（HE，，×200））

Fig. 2　　Pathomorphology of various organ tissues of rats in various groups（（HE，，×200））

423



第  52 卷  第  2 期  2026 年  3 月吉林大学学报  （医学版）  

较，茴香霉素组大鼠肺组织中 p-JNK1/2/JNK1/2
和 p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值明显升高 （P<
0. 05）。见图 8。

3 讨  论  

脓毒症是一种高危临床综合征，特征为宿主对

病原体入侵反应失调，导致严重的器官功能障碍，

然而其机制尚未完全明确。CLP 是构建啮齿类动

物脓毒症模型的常用方法，通过人为制造盲肠穿孔，

引发细菌性腹膜炎，使肠道细菌进入血液循环，触

发全身炎症反应，模拟临床脓毒症的病理过程［11］。

本研究选用 SD 大鼠，采用 CLP 法建立脓毒症模

型。结果显示：模型组大鼠多脏器受损，HE 染色

可见炎性细胞广泛浸润。脓毒症期间，坏死组织和

微生物释放的破坏性物质可激活先天免疫系统，释

放大量 TNF-α 和 IL-6 等促炎细胞因子，引发“细

胞因子风暴”及持续炎症级联反应，导致组织损

伤［12］。因此，炎症因子水平不仅反映机体炎症反

应程度，也可作为脓毒症预后评估的重要指标。本

研究中，模型组大鼠血清中 IL-1β、 IL-6 和 TNF-α
水平均明显上调，进一步证实脓毒症模型的成功

构建。
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*P<0.05 compared with sham operation group； △P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with sh-NC group； ○P<0.05 
compared with sh-FV group.

图图 3　　各组大鼠血清中各组大鼠血清中 IL--1β、、IL--6 和和 TNF--α 水平水平

Fig. 3　　Levels of IL--1β, IL--6 and TNF--α in serum of rats in various groups
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A： Sham operation group； B： Model group； C： Sh-NC group； D： Sh-FV group； E： Anisomycin group.
图图 4　　各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡情况各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡情况

Fig. 4　　Apoptosis of neutrophils in blood of rats in various groups
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图图 5　　各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率各组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率

Fig. 5　　Apoptotic rates of neutrophils in blood of rats 

in various groups
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在脓毒症中，炎症与凝血相互促进，形成恶性

循环。研究［13］ 显示：炎症损伤内皮细胞，促使细

胞因子表达增加，进而激活凝血系统，造成广泛生

理性抗凝系统受损及功能减退，同时促进纤维蛋白

生成及血栓形成。研究［14］ 表明：在脓毒症动物模

型中，凝血酶可通过与巨噬细胞蛋白酶激活受体结
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A： Sham operation group； B： Model group； C： Sh-NC group； D： Sh-FV group； E： Anisomycin group.
图图 6　　各组大鼠血液中各组大鼠血液中 T 淋巴细胞亚群分布情况淋巴细胞亚群分布情况

Fig. 6　　Distribution of T lymphocyte subsets in blood of rats in various groups
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*P<0.05 compared with sham operation group； △P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with sh-NC group； ○P<0.05 
compared with sh-FV group.

图图 7　　各组大鼠血液中各组大鼠血液中 CD4+和和 CD8+ T 淋巴细胞百分率及淋巴细胞百分率及 CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值淋巴细胞比值

Fig. 7　　Percentages of CD4+ and CD8+ T lymphocytes and ratios of CD4+/CD8+ T lymphocytes in blood of rats in 

various groups
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Lane 1： Sham operation group，  Lane 2： Model group；  Lane 3： Sh-NC group；  Lane 4： Sh-FV group；  Lane 5： Anisomycin group. 
B： JNK1/2/JNK1/2 ratio； C：p-p38 MAPK/p38 MAPK ratio. *P<0.05 compared with sham operation group； △P<0.05 compared with 
model group； #P<0.05 compared with sh-NC group； ○P<0.05 compared with sh-FV group.

图图 8　　各组大鼠肺组织中各组大鼠肺组织中 JNK1/2 和和 p38 MAPK 信号通路相关蛋白表达电泳图信号通路相关蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B、、C））

Fig. 8　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B，，C）） of expressions of JNK1/2 and p38 MAPK signaling pathway 

related proteins in lung tissue of rats in various groups
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合加剧炎症反应；抑制 IL-6 或 IL-1 表达可明显减

少凝血酶生成，抑制凝血激活，进而改善病情。因

此，抑制凝血酶活性和缓解凝血功能障碍可成为降

低脓毒症死亡率的关键策略。FV 是凝血因子 X 的

辅助因子，二者结合可形成凝血酶原复合物，将凝

血酶原裂解为凝血酶，在凝血级联中起关键作

用［15］。本研究以脓毒症大鼠为模型，通过下调 FV
表达系统探究其作用机制，结果显示：与模型组比

较，sh-FV 组大鼠存活率明显升高，其肺、肝、脾

和肾脏组织损伤及炎性浸润减轻，血清中炎症因子

水平明显降低。这一结果与前述研究在炎症与凝血

交互作用方面的发现一致，进一步证实了 FV 在脓

毒症炎症-凝血级联反应中的核心地位。

中性粒细胞是免疫系统抵御感染的第一道防

线，其产生于骨髓，后广泛释放至循环中，构成先

天免疫的基本组成部分。脓毒症中，中性粒细胞凋

亡延迟，导致未成熟中性粒细胞数量增加，进而引

发免疫功能障碍和持续炎症，此状态即使在症状缓

解后仍可持续存在［16］。抑制中性粒细胞凋亡可能

对宿主免疫系统产生不利影响，加剧组织浸润导致

的器官功能损害，并加速脓毒症相关免疫抑制的

进程。本研究结果显示：与假手术组比较，模型组

大 鼠 血 清 中 性 粒 细 胞 凋 亡 率 明 显 降 低，这 与

LUO 等［17］的发现高度一致，证实脓毒症大鼠体内

中性粒细胞凋亡存在延迟现象。这一病理变化可能

通过延长未成熟中性粒细胞存活时间，持续释放炎

症介质，从而加剧免疫紊乱与组织损伤。一项基因

富集分析［18］ 显示：FV 参与调控中性粒细胞活化、

免疫应答及炎症反应的关键信号通路。然而，脓毒

症背景下 FV 与中性粒细胞凋亡的直接作用机制尚

未阐明。本研究进一步探讨了 FV 对脓毒症中性粒

细胞凋亡的调控作用，结果显示：敲低 FV 基因后，

sh-FV 组大鼠血液中中性粒细胞凋亡率明显升高。

这一发现提示：FV 可能通过调控中性粒细胞凋亡

进程参与脓毒症免疫病理反应。

免疫抑制是导致脓毒症患者对原发性和继发性

感染易感性增加的重要原因。细胞免疫功能受损会

削弱机体抵抗感染的能力，主要表现为 T 淋巴细胞

数量减少和功能减退。CD4+ T 淋巴细胞在脓毒症

免疫应答中起关键作用，可激活 CD8+ T 淋巴细胞，

促进 B 细胞反应中的免疫球蛋白类别转换，并通过

分泌细胞因子参与免疫炎症反应调节。研究［11］ 显

示：脓毒症期间 CD4⁺ T 淋巴细胞凋亡明显增加，

与患者生存率呈负相关。CD8+ T 淋巴细胞则负责

清除感染，产生记忆细胞。在细胞因子和共刺激分

子的作用下，结合同源抗原的 CD8+ T 淋巴细胞可

激发其细胞毒性功能，导致细胞快速增殖，分化为

效应细胞，通过释放 TNF-α 和 IFN-γ 等发挥免疫抑

制作用［19］。本研究分析脓毒症大鼠 T 淋巴细胞亚

群变化，结果显示：与假手术组比较，模型组脓毒

症大鼠血清 CD4⁺ T 淋巴细胞百分率和 CD4⁺/CD8⁺ 
T 淋巴细胞比值明显降低，而 CD8⁺ T 淋巴细胞百

分率明显升高，与既往研究［20］ 结果一致。这一变

化提示脓毒症发生后大鼠出现明显的免疫抑制，

CD4⁺ T 淋巴细胞减少和 CD8⁺ T 淋巴细胞过度活化

可能共同导致免疫功能紊乱。FV 来源的调节肽作

为 CD4⁺ T 淋巴细胞效应反应的有效抑制剂，具有

体内外免疫调节作用［21］。本研究结果显示：下调

FV 基因表达后，sh-FV 组脓毒症大鼠 CD4⁺ T 淋巴

细胞百分率和 CD4⁺/CD8⁺ T 淋巴细胞比值明显升

高，CD8⁺ T 淋巴细胞百分率明显降低，T 淋巴细

胞异常凋亡得到逆转。这一结果提示，下调 FV 基

因表达可能通过减少 CD4⁺ T 淋巴细胞凋亡和调节

CD8⁺ T 淋巴细胞功能，改善脓毒症大鼠的免疫抑

制状态。

研究［22］ 表明：脓毒症引发的全身性炎症反应

综合征包括炎症细胞因子和炎症信号通路的广泛激

活。其中，MAPK 信号通路，尤其是 p38 MAPK
和 JNK1/2，作为细胞增殖与存活的关键调控因子，

可被多种炎症介质和环境刺激激活，是脓毒症治疗

的重要靶点［23］。研究［24］显示：在 CLP 诱导的脓毒

症模型中，JNK 和 p38 MAPK 表达水平明显上调，

进而加剧炎症介质释放和细胞死亡，导致组织损

伤。因此，阻断这些信号通路的激活是治疗败血症

的关键策略。ZHANG 等［25］研究显示：抑制 JNK/
p38 MAPK 轴可减少炎症、氧化应激和细胞凋亡，

减轻脓毒症急性肾损伤。CUI 等［26］ 研究表明：抑

制 p38 MAPK 和 JNK 的磷酸化，可通过抗凋亡、

抗炎和促自噬作用改善脓毒症诱导的心肌损伤。另

有研究［27］ 表明：p38 MAPK 和 JNK 通路激活不仅

抑制中性粒细胞延迟凋亡，促进其组织浸润，还可

能影响胸腺细胞发育，干扰 CD4+ T 淋巴细胞和

CD8+ T 淋巴细胞稳态。然而，目前关于 FV 对 p38 
MAPK 和 JNK 通路起直接调控作用的研究仍存在空

白。本研究结果显示：模型组脓毒症大鼠肺组织中

p-JNK1/2/JNK1/2 和 p-p38 MAPK/p38 MAPK 比
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值明显升高，这进一步支持了 MAPK 信号通路在

脓毒症炎症反应中的核心作用；下调 FV 表达的 sh-

FV 组 大 鼠 肺 组 织 中 p-JNK1/2/JNK1/2 和 p-p38 
MAPK/p38 MAPK 比值明显降低；与 sh-FV 组比

较，茴香霉素组大鼠肺组织中 p-JNK1/2/JNK1/2和

p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值明显升高。上述结果

提示：下调 FV 基因表达可能通过抑制 JNK1/2 和

p38 MAPK 通路的磷酸化，调节中性粒细胞和 T 淋

巴细胞亚群，从而改善脓毒症大鼠炎症反应。

综上所述，沉默 FV 基因可减轻脓毒症大鼠多

器官组织损伤，诱导血液中性粒细胞凋亡，降低血

清中炎症因子水平，提高血液中 CD4+ T 淋巴细胞

百分率和 CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值，其机制可

能与抑制 JNK1/2 和 p38 MAPK 信号通路有关。本

研究为脓毒症提供了新的治疗靶点，未来研究仍需

进一步探讨其对下游靶基因的调控作用及其他信号

通路的相互作用。
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