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虾青素改善脓毒症小鼠肠道损伤及其作用机制初探
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４１０００８）

［摘　要］　目的　了解虾青素对脓毒症小鼠肠道损伤的作用，并初步探讨其作用机制。方法　采用盲肠结扎穿刺

（ＣＬＰ）所致脓毒症小鼠模型。采用随机数字法将６２只雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为假手术＋溶剂对照组（Ｓｈａｍ＋

Ｖｅｈｉ组，狀＝１１）、假手术＋虾青素组（Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组，狀＝１１）、脓毒症模型＋溶剂对照组（ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组，狀＝２０）、脓毒

症模型＋虾青素组（ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组，狀＝２０）。含虾青素组中，虾青素溶于食用橄榄油（４０ｍｇ／ｍＬ），术前连续７ｄ

１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃；含溶剂组中，溶剂采用等量橄榄油灌胃处理（２．５ｍＬ／ｋｇ）。假手术组随机选取５只小鼠、脓

毒症模型组随机选取１２只小鼠，观察术后７ｄ生存情况；剩余小鼠于术后１８ｈ采用ＦＤ４０灌胃，术后２４ｈ检测小

鼠肠道组织形态学、肠道功能损伤指标、肠组织氧化应激指标、炎症因子表达及过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（ＰＰＡＲγ）／核因子ＫａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）通路关键蛋白表达的变化。结果　Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组及Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠生存

率、各肠道损伤指标、肠道炎症因子水平、氧化应激指标、肠组织损伤评分差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）；与

Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠生存率明显降低，血清二胺氧化酶（ＤＡＯ）活性及ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、ＦＤ４０

水平均明显上升，肠组织中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、丙二醛（ＭＤＡ）水平均明显升高，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性降低，

肠道形态学损伤评分更高，肠道组织中ＰＰＡＲγ表达增加，ｐＩκＢα／ＩκＢα及ｐｐ６５／ｐ６５比值均增加（均犘＜０．０５）；与

ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠生存率提升，血清ＤＡＯ活性及ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、ＦＤ４０水平均明显降低，肠

组织中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＭＤＡ水平均明显下降，ＳＯＤ活性增加，肠道形态学损伤评分降低，肠道组织中ＰＰＡＲγ

表达进一步增加，ｐＩκＢα／ＩκＢα、ｐｐ６５／ｐ６５比值均下降（均犘＜０．０５）。结论　虾青素减轻ＣＬＰ所致脓毒症小鼠肠

道损伤，其机制可能与其调控ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路，抑制炎症反应及氧化应激有关。

［关　键　词］　虾青素；脓毒症；肠道损伤；ＰＰＡＲγ；ＮＦκＢ；炎症反应；氧化应激
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ｐｐ６５／ｐ６５ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌ犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡｓｔａｘａｎｔｈｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎＣＬＰｉｎｄｕｃｅｄｓｅｐｔｉｃ

ｍｉｃｅ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ；ｓｅｐｓｉｓ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙ；ＰＰＡＲγ；ＮＦκＢ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　脓毒症是宿主对感染反应失调导致的危及生命

的器官功能障碍，是重症监护病房（ＩＣＵ）常见的临

床综合征及死亡的主要原因之一［１］。肠道处于脓毒

症发生发展的中心环节，也被认为是多器官功能障

碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，

ＭＯＤＳ）的“始动器官”
［２］。多重应激可引起肠道黏

膜屏障损伤，引起肠道微生态失衡，上皮通透性增

加，细菌和内毒素移位，导致 ＭＯＤＳ，甚至死亡
［３４］。

肠功能障碍是导致脓毒症疾病快速发展、住院日数

延长、病死率升高的重要原因，也是影响其预后的独

立危险因素［５］。保护肠道功能是减少脓毒症并发

症，降低病死率的重要手段，是临床急危重症领域的

研究重点。

虾青素是从藻类、酵母、鱼虾等海产品中发现和

提取的类胡萝卜素含氧衍生物，具有抗炎、抗氧化、

抗肿瘤、降血脂、调控机体免疫等药理效应［６８］。虾

青素在自然界中广泛存在，来源丰富，安全无毒，美国

食品药物监督管理局及欧盟委员会相继批准其作为

饲料、食品及化妆品的添加剂［６８］。近年来，研究［９１１］

表明虾青素可缓解小鼠炎症性肠病及溃疡性结肠

炎，改善机制可能与抑制炎症，调控巨噬细胞极化，

保护黏膜屏障及维持微生物稳态有关；虾青素也可

通过抗炎、抗氧化减轻缺血再灌注所致的大鼠肠道

损伤［１２］；但有关虾青素能否保护脓毒症肠道损伤鲜

有报道。核因子ｋａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，

ＮＦκＢ）是经典炎症信号通路，其活化后可促进多种

炎症因子释放，介导炎症反应的发生［１３］。过氧化物

酶体增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃ

ｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）属于Ⅱ型核激素受体超

家族成员，为配体活化型的核转录因子，可负调控

ＮＦκＢ通路而发挥抑炎效应
［１４１５］。研究［１６１７］表明，

虾青素对ＮＦκＢ信号通路及ＰＰＡＲγ信号通路均具

有调控作用。但脓毒症时，虾青素是否影响ＰＰＡＲγ／

ＮＦκＢ信号通路，目前未见报道。本研究拟采用盲

肠结扎穿刺（ｃｅｃｕｍｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构

建小鼠脓毒症模型，检测小鼠肠道组织形态学、肠道

功能损伤指标、肠组织氧化应激指标及炎症因子表

达的变化，旨在了解虾青素对脓毒症小鼠肠道损伤

的作用，并围绕ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路初步探讨

其可能机制，为拓展虾青素的药理学作用及防治脓
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毒症肠道损伤提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　虾青素（美国Ｓｉｇｍａ公司），吸入

用七氟烷（上海恒瑞医药有限公司），ＴＮＦα、ＩＬ６、

ＩＬ１β、肠型脂肪酸结合蛋白（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆａｔｔｙａｃｉｄ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＦＡＢＰ）酶 联 免 疫 吸 附 测 定

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（武汉博士德公司），血清Ｄ乳酸试

剂盒（美国ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司），二胺氧化酶（ｄｉａｍｉｎｅ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）检测试剂盒（北京索莱宝公司），超

氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二

醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒（南京建成生物

公司），荧光异硫氰酸盐葡聚糖（ＦＤ４０，美国Ｓｉｇｍａ

公司），抗ＰＰＡＲγ抗体、ｐ６５抗体、ｐｐ６５抗体、ＩＫＢα

抗体、ｐＩＫＢα抗体、βａｃｔｉｎ抗体（美国ＣＳＴ公司），

实验室常规试剂（无锡耐思生物公司）。

１．２　试验动物与分组　无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠６２只，７周

龄，饲养于中南大学实验动物学部，预适应１周，饲

养条件为：温度２３～２５℃，湿度５０％～６０％，昼夜节

律。依据试验动物的“３Ｒｓ”原则—Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ（减

少）、Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ（替代）、Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ（优化），及考

虑到前期大量动物试验及文献均提示ＣＬＰ实施假

手术后几乎无死亡发生，最终确定试验分组及样本

量如下：假手术＋溶剂对照组（Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组，狀＝

１１）、假手术＋虾青素组（Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组，狀＝１１）、

脓毒症模型＋溶剂对照组（ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组，狀＝２０）、

脓毒症模型＋虾青素组（ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组，狀＝２０）。

采用随机数字法将６２只雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠分为四

组，简要操作如下。①编号：将小鼠从１～６２编

号。②获取随机数字：从随机数字表中任意一个数

开始，沿同一方向顺序获取６２个随机数。③求余

数：随机数除以组数（４）求余数。④分组：按余数分

组，若余数为１归 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组，余数为２归

Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组，余数为３归ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组，除尽则

归ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组；若随机数目小于除数４，则按随

机数目归组。⑤调整：初次分组后各组动物数目不

等，且本研究需要把假手术组多余小鼠调往手术组。

继续按顺序取一个随机数字（若随机数为０，则后推

一个随机数），除数变为假手术组动物数（假设为

ａ），得到的余数ｂ作为假手术组被抽的动物序号（若

整除则认为序号为ａ），即将假手术组第ｂ号动物调

到手术组，直到调到各组数目符合要求为止。

本研究经过该院伦理委员会审批，对试验动物的

所有处置均符合国家及本单位《实验动物管理办法》。

１．３　造模、给药及标本采集　采用ＣＬＰ模型制作

方法：小鼠术前８ｈ禁饮禁食；采用七氟烷吸入麻

醉，腹部正中作一长约０．８ｃｍ的切口，游离肠系膜

和盲肠，在距盲肠盲端１．５ｃｍ处结扎，２０号针头对

穿２次，确保穿孔通畅后缝合伤口。Ｓｈａｍ组不做盲

肠结扎穿孔，余操作同ＣＬＰ术。虾青素溶于食用橄

榄油中（４０ｍｇ／ｍＬ），术前连续７ｄ１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）

灌胃；溶剂采用等量食用橄榄油灌胃（２．５ｍＬ／ｋｇ）。

选取的虾青素处理剂量依据前期研究［１８］确定。假

手术组随机选５只小鼠，模型组随机选取１２只小

鼠，观察术后７天生存情况。剩余小鼠于术后１８ｈ

采用ＦＤ４０灌胃，２４ｈ麻醉后心脏采血留取血清冻

存于－８０℃低温冰箱；断颈处死小鼠留取小肠组织

用于组织形态学及相关指标检测。

１．４　观察指标检测

１．４．１　小鼠７天生存率　假手术组随机选取５只

小鼠、模型组随机选取１２只小鼠，每６ｈ观察一次，

观察术后７天生存情况，计算各组生存率，并绘制生

存曲线。

１．４．２　肠道形态学检测　依据文献
［１８］常规制作小

肠组织石蜡切片及镜下观察。采用Ｃｈｉｕ’ｓ的６级

评分法评价肠道组织形态学损伤，评分标准见表１。

表１　Ｃｈｉｕ’ｓ肠黏膜损伤评分法

犜犪犫犾犲１　Ｃｈｉｕ’ｓｓｃｏｒｉｎｇｆｏｒｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙ

光镜下表现 评分（分）

组织结构正常 ０

绒毛顶端上皮黏膜下出现间隙增宽，并有毛细血管充血 １

绒毛顶端上皮黏膜下间隙进一步增宽，绒毛尖端上皮抬

高，黏膜与黏膜下层分离

２

肠上皮的黏膜与黏膜下层进一步分离至绒毛两端，绒毛

上皮成块脱落

３

上皮完全脱落，仅剩固有层及其血管暴露，炎性细胞浸润 ４

固有层崩裂，出现出血与溃疡形成 ５

１．４．３　血清Ｄ乳酸检测　基于Ｄ乳酸脱氢酶可特

异性氧化Ｄ乳酸产生有色氧化产物这一原理，采用

酶偶联紫外分光光度法检测Ｄ乳酸水平，操作按说

明书进行，酶标仪于４５０ｎｍ处测定吸光度，标准曲

线法计算Ｄ乳酸浓度。

１．４．４　血清ＤＡＯ活性检测　采用多胺氧化比色

法测定血清ＤＡＯ活性，操作按说明书进行，可见分

光光度计于５００ｎｍ处测定吸光度，标准曲线法计
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算ＤＡＯ活性。

１．４．５　肠道ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含量检测　采用黄

嘌呤氧化法及硫代巴比妥酸比色法分别检测肠道组

织ＳＯＤ活性与 ＭＤＡ含量。取低温保存的小肠组

织，冰浴碾磨制成组织匀浆，离心取上清液，按说明

书所述步骤进行操作，可见分光光度计／ＢｉｏＲａｄ５５０

酶标仪测定吸光度，计算ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含量。

１．４．６　肠道黏膜通透性的检测　小鼠术后１８ｈ予

７５０ｍｇ／ｋｇＦＤ４０灌胃，灌胃６ｈ后心脏采血，分离

血清，荧光分光光度仪测定吸光度（激发光４９０ｎｍ、

发射光５２０ｎｍ），标准曲线法计算血ＦＤ４０浓度。

１．４．７　小肠组织ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６及ＩＦＡＢＰ的

检测　采用ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６及

ＩＦＡＢＰ的水平，具体操作按说明书所述步骤进行，

酶标仪测定吸光度，标准曲线法计算出上述因子

浓度。

１．４．８　ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路相关蛋白表达　

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测相关蛋白表达。蛋白裂

解液ＲＩＰＡ（０．１ｍｇ／ｍＬ）匀浆裂解小肠组织，提取

蛋白并定量。经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离、转膜和

非特异性封闭后，加入特异性一抗４℃孵育过夜，加

入二抗孵育１ｈ，漂洗，显色并扫描，计算相对灰度。

１．５　统计学处理　数据采用均数±标准差（狓±狊）

表示，应用ＧｒａｐｈＰｒｉｓｍ５进行数据分析及作图，采

用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行多组生存率比较。组间分

析采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。方差

齐性时采用 ＬＳＤ狋法两两比较；方差不齐时采用

ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　虾青素对脓毒症小鼠７天生存率的影响　观

察小鼠ＣＬＰ术后７天生存情况发现，Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ

组及Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠７天生存率均为１００％；

ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组７天生存率为２５．００％；ＣＬＰ＋Ａｓｔａ

组７天生存率为６６．６７％。与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，

ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠７天生存率明显降低（犘＜０．０１）；

与Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠７天生

存率明显降低（犘＜０．０５）；与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，

ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠７天生存率明显升高（犘＜０．０５）。

见图１。说明脓毒症模型复制成功，且虾青素可改

善脓毒症小鼠７天生存率。
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　　注：表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组或Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０１；

＃表示与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组比较，犘＜０．０５。

图１　虾青素对脓毒症小鼠７天生存率的影响

犉犻犵狌狉犲１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎ７ｄａｙｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｓｅｐ

ｔｉｃｍｉｃｅ

２．２　虾青素对脓毒症小鼠肠道损伤的影响　ＣＬＰ

术后２４ｈ，对小鼠血清ＩＦＡＢＰ水平、血ＤＡＯ活性、

血Ｄ乳酸及ＦＤ４０进行检测，结果显示：Ｓｈａｍ＋

Ｖｅｈｉ组与Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠血清 ＤＡＯ 活性及

ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、ＦＤ４０水平比较，差异均无统计学

意义（均犘＞０．０５）；与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，ＣＬＰ＋

Ｖｅｈｉ组小鼠血清 ＤＡＯ 活性及ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、

ＦＤ４０水平均明显升高（均犘＜０．０１）；与 ＣＬＰ＋

Ｖｅｈｉ组相比，ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠血清ＤＡＯ活性及

ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、ＦＤ４０水平均出现不同程度的降

低，且差异均有统计学意义（均犘＜０．０１）。见图２。

说明脓毒症小鼠ＣＬＰ术后２４ｈ即出现了明显的肠

道损伤，而虾青素可有效改善脓毒症小鼠肠道功能。
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　　注：Ａ为血清ＩＦＡＢＰ水平；Ｂ为血清ＤＡＯ活性；Ｃ为血清Ｄ乳酸水平；Ｄ为血清ＦＤ４０水平。表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组

或Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０１；＃表示与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组比较，犘＜０．０１。

图２　虾青素对脓毒症小鼠肠道损伤的影响

犉犻犵狌狉犲２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙｏｆｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅ

·７７５·中国感染控制杂志２０２４年５月第２３卷第５期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２３Ｎｏ５Ｍａｙ２０２４



２．３　虾青素对脓毒症小鼠小肠组织炎症因子的

影响　ＣＬＰ术后２４ｈ，对小鼠小肠组织炎症因子

ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６进行检测，结果显示：Ｓｈａｍ＋

Ｖｅｈｉ组及Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织 ＴＮＦα、

ＩＬ１β及ＩＬ６均处于基线低水平，且两组比较差异

均无统计学意义（均犘＞０．０５，）；与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组

比较，ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠小肠组织ＴＮＦα、ＩＬ１β及

ＩＬ６水平均升高（均犘＜０．０１）；与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相

比，ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织各炎症因子均下降

（均犘＜０．０１）。见表２。说明脓毒症小鼠ＣＬＰ术后

２４ｈ肠道组织已发生明显炎症反应，而虾青素可有

效抑制肠道局部炎症。

表２　虾青素对脓毒症小鼠肠道组织ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６水平的影响（狓±狊）

犜犪犫犾犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＩＬ６ｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅ（狓±狊）

组别（狀＝６） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ）

Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组 ４１．２６±６．５３ ３３．６８±５．３５ ９２．１５±２０．３６

Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组 ３８．４５±５．９４ ３０．２８±７．５２ ８５．３６±１７．３７

ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组 １７６．３５±２０．４３ ２２４．７２±１８．４５ ７６３．２５±８５．２３

ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组 ９５．３７±１２．６８＃ １０４．５３±１１．６５＃ ３５４．２７±４６．２７＃

　　注：表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组或Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０１；＃表示与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组比较，犘＜０．０１。

２．４　虾青素对脓毒症小鼠小肠组织 ＭＤＡ含量及

ＳＯＤ活性的影响　ＣＬＰ术后２４ｈ，对小鼠小肠组织

ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活性进行检测，结果显示：Ｓｈａｍ

＋Ｖｅｈｉ组与Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织 ＭＤＡ含

量及ＳＯＤ活性比较，差异均无统计学意义（均犘＞

０．０５）；与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠

小肠组织 ＭＤＡ含量明显升高（犘＜０．０１），ＳＯＤ活

性却明显下降（犘＜０．０１）；与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，

ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织 ＭＤＡ含量明显下降

（犘＜０．０１），而ＳＯＤ活性明显上升（犘＜０．０５）。见

表３。说明虾青素能有效抑制脓毒症小鼠肠道氧化

应激反应。

２．５　虾青素对脓毒症小鼠小肠组织形态学的影响

　ＣＬＰ术后２４ｈ，观察各组小鼠小肠组织损伤情况

并进行Ｃｈｉｕ’ｓ损伤评分，结果显示：Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ

组及Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织光镜下结构未见

异常，肠绒毛结构正常，未见明显组织水肿；两组

Ｃｈｉｕ’ｓ评分比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与

Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠小肠组织

表３　虾青素对脓毒症小鼠肠道组织 ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活

性的影响（狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＳＯＤ

ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅ（狓±狊）

组别（狀＝６） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）

Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组 ８．１４±１．０６ ７１．３２±９．１２

Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组 ７．２４±０．８５ ７３．２６±８．３５

ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组 ２９．３６±３．２７ ３５．７５±６．５３

ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组 １２．７３±２．１４＃ ６３．１０±６．５２△＃

　　注：表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组或Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０１；

＃表示与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组比较，犘＜０．０１；△表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组或

Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０５。

出现了明显形态学损伤，表现为肠壁变薄，黏膜明显

萎缩甚至断裂、脱落，部分区域出现绒毛断裂缺失，

大量炎性细胞浸润；Ｃｈｉｕ’ｓ评分上升（犘＜０．０１）。

见图３。与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠小

肠组织损伤相对较轻，肠黏膜、绒毛病变及炎性细胞

浸润均相对轻微；Ｃｈｉｕ’ｓ评分明显下降（犘＜０．０１）。

!"#$%&'"( )"*$+,-.* /01+,-.*/01+&'"(

图３　虾青素对脓毒症小鼠肠道组织形态学的影响（ＨＥ染色，２００×）

犉犻犵狌狉犲３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，２００×）
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２．６　虾青素对脓毒症小鼠小肠组织ＰＰＡＲγ／ＮＦ

κＢ信号通路的影响　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

小鼠肠道ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路相关蛋白的表

达，包括ＰＰＡＲγ、ｐ６５、ｐｐ６５、ＩＫＢα、ｐＩＫＢα，结果显

示：与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组比较，Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组、ＣＬＰ＋

Ｖｅｈｉ组及ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织ＰＰＡＲγ表

达均增加（均犘＜０．０５）；与 ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，

ＣＬＰ＋Ａｓｔａ组小鼠小肠组织ＰＰＡＲγ表达进一步增

加（犘＜０．０５）。Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ与Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组小

鼠小肠组织ｐ６５、ｐｐ６５、ＩκＢα、ｐＩκＢα表达比较，差

异均无统计学意义（均犘＞０．０５）；与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ

组比较，ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组小鼠小肠组织ｐ６５及ＩκＢα

表达差异均无统计学意义（均犘＞０．０５），ｐｐ６５、

ｐＩκＢα表达及ｐＩκＢα／ＩκＢα及ｐｐ６５／ｐ６５比值却均

上升（均犘＜０．０５）；与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组相比，ＣＬＰ＋

Ａｓｔａ组小鼠小肠组织ｐ６５及ＩＫＢα表达差异亦均无

统计学意义（均犘＞０．０５），ｐｐ６５、ｐＩＫＢα表达及

ｐＩκＢα／ＩκＢα、ｐｐ６５／ｐ６５比值却均下降（均犘＜０．０５）。

见图４。说明虾青素可能通过促进脓毒症小鼠肠道

ＰＰＡＲγ信号、抑制ＮＦκＢ信号通路发挥保护作用。

!"#$%&'"(

)"*$+,-.*

/01+&'"(

/01+,-.*

!"*$+&'"(

!"*$+,-.*

/01+&'"(

/01+,-.*

11,2!

3!345

365

3!7"8#

7"8#

$!*9.(:

1

1

,

2

!

3

!

3

6

5

3

6

5

3

!

7

"

8

%

7

"

8

#

;<=

><?

@A=

@AB

BA=

B

相
对
表
达
量

3!36=C36= 3!7"8#C7"8#

>AB

@A=

@AB

BA=

B

D

D

D

E

E

E

E

!

"

*

$

F

&

'

"

(

/

0

1

F

G

-

.

*

H

"

*

$

F

G

-

.

*

/

0

1

F

I

'

"

(

相
对
表
达
量

E

D

D

D

D

D

　　注：表示与Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉ组或Ｓｈａｍ＋Ａｓｔａ组比较，犘＜０．０５；＃表示与ＣＬＰ＋Ｖｅｈｉ组比较，犘＜０．０５。

图４　虾青素对脓毒症小鼠小肠组织ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路的影响

犉犻犵狌狉犲４　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｏｎＰＰＡＲγ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅ

３　讨论

脓毒症是临床常见复杂综合征，病情进展快，病

死率高。脓毒症时，肠道既是受累的主要器官，也是

导致 ＭＯＤＳ的始动器官
［２］。脓毒症可引起全身炎

症免疫紊乱，释放的炎症介质反过来也影响肠道免

疫功能，可导致肠道上皮细胞凋亡增加、黏液产生减

少、上皮细胞通透性增加；肠道菌群失调，潜在致病

微生物增多和致病力增强；肠道产生的脂类及蛋白

类损伤因子增多；这些致病介质均可通过肠系膜淋

巴结－胸导管－下腔静脉途径进入循环系统，诱发

或加重全身炎症反应及器官功能障碍，导致病情

恶化［５］。本研究采用经典动物模型ＣＬＰ构建脓毒

症小鼠模型。结果发现，ＣＬＰ小鼠７天病死率高达

７０％；且ＣＬＰ术后２４ｈ，肠道组织即发生了明显的

病理学改变，包括肠壁变薄、绒毛损伤或脱落、黏膜

与黏膜下层分离、出血，以及炎性细胞浸润等；肠黏

膜受损致屏障功能障碍，通透性增加，反映肠道功

能／损伤的指标血清ＤＡＯ活性及ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、

ＦＤ４０水平均较假手术组明显上升。同时肠道组织

中ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６水平增加，ＭＤＡ 含量上

升，ＳＯＤ活性下降，表明肠道局部炎症及氧化应激

反应明显。说明脓毒症所致肠道损伤模型制备成

功。虾青素可有效提升ＣＬＰ小鼠７天生存率，明显

降低血清 ＤＡＯ活性及ＩＦＡＢＰ、Ｄ乳酸、ＦＤ４０水

平，减轻ＣＬＰ小鼠肠道组织病理损伤。

炎症和氧化应激在脓毒症肠道损伤过程中起重

要作用。脂多糖（ｌｉｐｏｐｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）可激发各

种炎症介质，如ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６的级联反应，

引起肠道上皮细胞损伤、凋亡甚至坏死，肠道黏膜通

透性增高、屏障破坏，导致细菌移位，引起远隔器官

损伤［１９］。各种危重症情况下，机体为维持重要脏

器，如心、脑、肺的血供可出现选择性内脏血管痉挛，

肠道缺血缺氧，肠道上皮细胞及免疫细胞水肿、凋亡

或坏死，导致肠黏膜机械屏障及免疫屏障功能均明

显受损［２０］。而且肠道黏膜内表达丰富的黄嘌呤氧

化酶，在缺血缺氧时可催化产生大量氧自由基，引发

膜脂质过氧化反应，加重肠黏膜功能损伤［２０２１］。天

然虾青素为共轭双键长，且其两侧的紫罗酮环上均

有羟基和不饱和酮基侧链，可向自由基提供电子或

吸引自由基的未配对电子［２２］。因为其独特的化学
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结构，虾青素有超群的抗氧化活性，其抗氧化活性分

别是β类胡萝卜素和维生素Ｅ的１０、５５０倍
［２２］。本

研究也发现虾青素可明显降低小肠组织早期炎症因

子包括ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６的水平，降低 ＭＤＡ水

平，上调ＳＯＤ活性，表明其可抑制脓毒症小鼠肠道

组织局部炎症反应及氧化应激，与既往报道［６８］的虾

青素抗炎抗氧化药理学效应相符。

ＮＦκＢ信号通路，是调控细胞炎症和免疫反应

的重要转导通路，也是对氧化应激最敏感的胞内信

号转导通路之一，是调控转录众多炎症介质的共同

通路［１３］。ＮＦκＢ抑制子（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢ，ＩκＢ）

是ＮＦκＢ最重要的抑制蛋白。静息状态时，胞质中

ＮＦκＢ与ＩκＢ结合，呈失活状态；当受到氧化应激等

因素刺激时，ＩκＢ磷酸化，与 ＮＦκＢ解离并降解，

ＮＦκＢ活化，从胞质移位到胞核内，与相应炎症相

关基因启动子区结合，促进炎症因子转录表达［１３］。

活化的ＰＰＡＲγ可通过抑制ＮＦκＢ的激活及转录活

性，从而抑制炎症反应，ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ通路可作为

调控肠道炎症／氧化应激的重要靶点［２３２４］。本研究

发现虾青素干预可使假手术组小鼠肠道组织中

ＰＰＡＲγ表达增强，也发现与假手术组相比ＣＬＰ小

鼠肠道组织中ＰＰＡＲγ表达增强，ｐＩκＢα和ｐｐ６５

蛋白表达明显上调，ｐＩκＢα／ＩκＢα及ｐｐ６５／ｐ６５比值

明显增加，表明脓毒症小鼠肠道组织ＰＰＡＲγ信号

通路激活，同时 ＮＦκＢ信号通路过度活化；而虾青

素干预组脓毒症小鼠肠道组织ＰＰＡＲγ表达进一步

增强，同时伴 ｐＩκＢα和 ｐｐ６５蛋白表达下降，ｐ

ＩκＢα／ＩκＢα及ｐｐ６５／ｐ６５比值降低，表明虾青素可

逆转脓毒症所致的ＰＰＡＲγ信号通路受抑现象，上

调ＰＰＡＲγ并发挥对ＮＦκＢ信号的抑制作用。

综上所述，本研究首次表明虾青素可保护脓毒

症小鼠肠道损伤，其机制可能与其调控 ＰＰＡＲγ／

ＮＦκＢ信号通路，抑制炎症及氧化应激有关，为虾

青素防治脓毒症肠道损伤提供了理论依据。但本研

究仍存在以下局限：仅采用单一治疗剂量及预防性

灌胃给药方式，对于最佳剂量、给药时间及给药方式

仍需进一步研究；虽研究结果显示虾青素影响脓毒

症ＰＰＡＲγ／ＮＦκＢ信号通路，对肠道损伤发挥抗炎、

抗氧化效应，但其中的具体靶点及机制仍需探究。

此外，尚需开展相关临床试验，以期为脓毒症肠道

损伤防治及虾青素的临床应用提供更为可靠的理

论依据。
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