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ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白表达增加与脓毒性休克大鼠肺血管通透性改变的关系

胡　畔，李　涛，丁晓莉，刘良明　　（４０００３８重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所第二研究室，创伤、烧伤与复合伤
国家重点实验室）

　　［摘要］　目的　研究脓毒性休克大鼠内质网应激模型中葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）和
Ｃ／ＥＢＰ环磷酸腺苷反应元件结合转录因子同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）蛋白表达的变化及其与血管通透
性改变的关系。方法　 ４２只成年ＳＤ大鼠，雌雄各半，体质量２００～２２０ｇ，随机分为３组：①假手术组；②盲肠造瘘组，按
照术后时间长短盲肠造瘘组又分为术后１、２、４、６、８ｈ等５个亚组；③盲肠造瘘＋牛磺酸组（ｎ＝６）。用异硫氰酸荧光素标
记的牛血清白蛋白注入肺组织，在术后１、２、４、６、８ｈ时分别取各组相应大鼠肺脏，牛磺酸干预组于术后６ｈ取出，生理盐
水进行肺灌洗，观察其荧光物质渗透率的变化测量肺毛细血管通透性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测量肺血管内皮细胞 ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ蛋白的表达并对各组进行比较。结果　 ①大鼠盲肠造瘘术后１、２、４、６、８ｈ后 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋白表达均呈递增
趋势［（Ｐ（ＧＲＰ７８）＜０．０５；Ｐ（ＣＨＯＰ）＜０．０５］，肺血管荧光物质渗透率也随着时间的延长呈直线递增的趋势（Ｐ＝０．００６＜
０．０５），盲肠造瘘组各组ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋白的表达与肺血管荧光物质渗透率的改变呈正相关（Ｒ２＝０７８５，Ｐ＜０．０５；
Ｒ２＝０．８８１，Ｐ＜０．０５）；②牛磺酸处理后，６ｈ点肺血管荧光物质渗透率显著低于单纯盲肠造瘘术后（Ｐ＝０００７＜０．０５），
ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白的表达也较盲肠造瘘组低（Ｐ＝０．００４＜０．０５）。结论　 脓毒性休克内质网应激参与了血管通透性增
高的发生，ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白为重要的参与分子。
　　［关键词］　 内质网应激；ＧＲＰ７８；ＣＨＯＰ；脓毒性休克；血管通透性
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ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄＧＲＰ７８ａｎｄＣＨＯＰａｒｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８；Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ；

ｓｅｐｔｉｃｓｈｏｃｋ；ｖａｓｃｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
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　　内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）是真核细胞中
重要的细胞器，对细胞内外环境的改变极为敏感，氧化

应激、缺血损伤、钙稳态紊乱以及正常或错误折叠蛋白

质高表达均可引起其功能紊乱，出现错误折叠与未折

叠蛋白在腔内聚集以及Ｃａ２＋平衡紊乱的状态，称为内
质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）［１］。现有
研究表明，长期或过度ＥＲ应激会触发ＥＲ相关性细胞
凋亡途径。已知有 ３条途径介导 ＥＲ相关性细胞死
亡：Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）
表达增加、ＪＮＫ活化和（或）ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白水解酶激
活［２］。以往研究表明，休克会触发血管内皮细胞的内

质网应激反应［３］，休克时存在血管通透性的增高［４］。

ＥＲＳ除了参与细胞分化与凋亡调控之外，是否参与了
休克时血管通透性的增高，目前尚少见报道。据此，本

研究在脓毒性休克大鼠内质网应激模型中研究了ＥＲＳ
分子ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白表达的改变，以及参与休克
时血管通透性增高的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
　　成年ＳＤ大鼠４２只，雌雄各半，体质量２００～２２０ｇ，第三军
医大学野战外科研究所实验动物中心提供。兔抗鼠 Ｇｒｐ７８抗
体：多抗 ａｂ２１６８５，Ａｂｃｏｍ公司；鼠抗鼠 Ｃｈｏｐ抗体：单抗
ａｂ１１４１９，Ａｂｃｏｍ公司；羊抗兔ＩｇＧ抗体：多抗ａｂ９７０５１，Ａｂｃｏｍ公
司；羊抗鼠 ＩｇＧ２ｂ抗体：多抗 ａｂ９７２５０，Ａｂｃｏｍ公司；牛磺酸：
Ｔ０６２５，Ｓｉｇｍａ公司；内切组织匀浆机：Ｔ１８，ＩＫＡ；荧光分光光度
计：ｆ４５００，ＨＩＴＡＣＨＩ。

１．２　方法
１．２．１　脓毒性休克大鼠内质网应激模型建立及实验分组　　
将大鼠随机分成３组：①假手术组（空白组），即只进行左下腹
开腹、缝合；股动脉插管监测血压。②盲肠造瘘法（ｃｅｃｕｍｌｉｇａ
ｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎ，ＣＬＰ）诱导脓毒性休克组（ＣＬＰ组）：大鼠术前禁
食１２ｈ，常规麻醉（３％戊巴比妥，１．５ｍＬ／ｋｇ，ｉｖ．）固定四肢，在
无菌条件下，开腹，找到盲肠，用锥形器进行盲肠造瘘，完成脓

毒性休克大鼠模型建立，术后缝合伤口，消毒；股动脉插管监测

血压（血压降低３０％即模型成功）。③盲肠造瘘术 ＋牛磺酸处
理组，即术前从股静脉中以５ｍＬ／ｋｇ注入牛磺酸，再进行盲肠
造瘘术，术后６ｈ进行各项指标测量。按照手术后时间不同又
将盲肠造瘘组随机分为ＣＬＰ１、２、４、６、８ｈ５组。
１．２．２　大鼠肺血管通透性测量　　从大鼠静脉导管注入荧光

素，在术后１、２、４、６、８ｈ后分别打开大鼠腹腔、胸腔，从下腔静
脉缓慢注入生理盐水进行肺灌洗，待肺脏发白后，处死各组大

鼠，取肺组织，擦干，称量，记录质量（ｋｇ），剪碎、碾磨，在匀浆机
中匀浆，将匀好组织放入离心机中离心，离心机半径１３．５ｃｍ，
６０００ｒ／ｍｉｎ，５４３３．４８×ｇ离心１０ｍｉｎ，离心后，用分光光度计在
波长５３０ｎｍ处测定其Ｄ（５３０）值。
１．２．３　ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白的表达　　取不同时相点各组大
鼠肺组织，提取总蛋白，以Ｂｒｅａｄｆｏｒｄ法测量蛋白质含量，计算上
样量后，进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）并转膜。滴加
封闭液封闭２ｈ后，分别滴加１∶１０００兔抗大鼠 ＧＲＰ７８抗体及
１∶２００鼠抗大鼠ＣＨＯＰ抗体，置４℃ 过夜，用洗涤液洗膜；然后
滴加１∶８００ＡＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ，羊抗鼠 ＩｇＧ２ｂ抗体，置室温
摇动并洗膜，曝光，显影，扫描后进行灰度分析。将扫描后所得

各组ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ蛋白灰度值进行比较。
１．３　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，由ＳＰＳＳ１３．０统计软件包完成数据
分析，数值变量资料数据先经正态分布检验，符合正态分布数

据的两组均数间比较采用小样本 ｔ检验，线性增长趋势采用一
元线性方程，不符合正态分布的数值变量资料经数学变换处理

后再行方差分析或ｔ检验。数据相关性采用相关性分析。

２　结果

２．１　各组大鼠肺血管通透性的变化
　　术后１ｈ，各组反应肺血管通透性的荧光渗透率即发生改
变［ＯＤ＝（９１．６９３±０．８４９）］。随着术后时间的延长，盲肠造瘘
术组后肺血管荧光物质渗透率随着 ＣＬＰ时间的延长呈线性递
增关系（Ｐ＜０．０５，Ｒ２＝０．９３２），加入牛磺酸干预后，荧光物质渗
透率降低（图１）。
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１：空白组；２：ＣＬＰ１ｈ组；３：ＣＬＰ２ｈ组；４：ＣＬＰ４ｈ组；５：ＣＬＰ６ｈ
组；６：ＣＬＰ８ｈ组；７：ＣＬＰ６ｈ＋牛磺酸处理组
ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＬＰ８ｈ组比较
图１　脓毒性休克大鼠不同时间点肺血管通透性改变及

牛磺酸的作用　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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２．２　各组大鼠肺组织中ＧＲＰ７８蛋白的表达
　　ＣＬＰ术后１ｈ，盲肠造瘘组ＧＲＰ７８蛋白与βａｃｔｉｎ蛋白的相
对灰度值为（０．３６２±０．１０７），随着术后时间的延长，盲肠造瘘
组ＧＲＰ７８蛋白表达呈持续上升趋势（Ｐ＜０．０５）（图２），用牛磺
酸干预后，ＧＲＰ７８蛋白的表达较单纯ＣＬＰ处理后表达显著下调
（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋白的表达；Ｂ：ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ蛋白定量分析（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
１：空白组；２：ＣＬＰ１ｈ组；３：ＣＬＰ２ｈ组；４：ＣＬＰ４ｈ组；５：ＣＬＰ６ｈ
组；６：ＣＬＰ８ｈ组；７：ＣＬＰ６ｈ＋牛磺酸处理组；ＧＲＰ７８：ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８葡萄糖调节蛋白７８；ＣＨＯＰ：Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ｃ／ＥＢＰ环磷酸腺苷反应元件结合转录因子同源蛋白；ａ：Ｐ＜
００５，与同系列空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同系列ＣＬＰ８ｈ组比较
图２　脓毒性休克各组大鼠不同时间点ＣＨＯＰ蛋白表达及

牛磺酸的作用

２．３　各组大鼠肺组织中ＣＨＯＰ蛋白的表达
　　ＣＬＰ术后 １ｈ，盲肠造瘘组 ＣＨＯＰ蛋白的相对灰度值为
（０１７６±０．０２４），随着术后时间的延长，盲肠造瘘组 ＣＨＯＰ蛋
白表达呈持续上升趋势（Ｐ＜０．０５）（图２）。用牛磺酸干预后，
ＣＨＯＰ蛋白的表达较单纯 ＣＬＰ处理后表达显著下调（Ｐ＜
００５）。

２．４　各组大鼠血管通透性变化与 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋
白表达的相关性

　　盲肠造瘘组随着时间延长，各组反应血管通透性的荧光物
质渗透率指标与 ＧＲＰ７８蛋白表达含量呈显著正相关（Ｒ２＝
０７８５，Ｐ＜０．０５），与 ＣＨＯＰ蛋白表达含量亦呈显著正相关
（Ｒ２＝０８８１，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　血管通透性是指血液成分通过微血管壁透出到血
管外的能力，它是衡量不同脏器、组织、细胞和血液进

行物质交换能力的重要指标。血管通透性增高涉及休

克、炎症、烧伤、免疫、肿瘤转移等一系列病理过程的发

生和发展，甚至是晚期休克患者死亡的主要原因之一，

尤其是脓毒性休克晚期，会发生明显的血管通透性增

高［５］。但是，目前关于休克时血管通透性改变的发生

机制一直未能充分阐明。休克后血管通透性升高现有

的机制主要包括：内皮细胞连接及其相关蛋白的改变

引起血管通透性增高；第二信使蛋白激酶介导的信号
通路改变引起内皮细胞屏障的破坏导致血管通透性的

升高；小 Ｇ蛋白介导的信号通路引起细胞骨架的重
组，从而导致血管通透性的变化等。内质网应激（ｅｎ
ｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）为机体对细胞内外环
境改变而引起的内质网功能紊乱，从而引起机体平衡

紊乱的状态［６］。机体休克会触发内质网应激。未折

叠或错误折叠的蛋白质在内质网中聚集促使细胞做出

适应性反应，包括上调位于内质网的各种酶和分子伴

侣，抑制蛋白质合成，启动ＥＲＳ相关基因转录，即未折
叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。ＥＲＳ触
发ＵＰＲ以维持 ＥＲ的稳态。ＵＰＲ既是细胞抵抗应激
的保护机制，也是应激损伤细胞的重要机制［４］。ＵＰＲ
最初是一种适应性反应，但如果不及时消除，能导致细

胞凋亡。现有研究表明，ＥＲＳ分子主要参与细胞的分
化与凋亡途径。长期或过度ＥＲＳ会触发ＥＲ相关性细
胞凋亡途径。以往研究表明，休克时会触发血管内皮

细胞的内质网应激反应，休克还会导致血管通透性的

增高。那么ＥＲＳ分子除了参与细胞分化与凋亡之外，
是否参与了休克时血管通透性的增高，目前尚少见报

道。在ＥＲＳ分子参与细胞分化与凋亡途径中，ＥＲＳ早
期主要是糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ７８，
ＧＲＰ７８）、ＧＲＰ９４、剪切型 Ｘ盒结合蛋白１（Ｘｂｏｘｐｒｏ
ｔｅｉｎ１，ＸＢＰ１）、钙网蛋白等表达上调［７］。ＧＲＰ７８作为
ＵＰＲ最主要调控子和ＥＲＳ发生的标志性分子，参与了
细胞的分化。

　　在ＥＲＳ分子参与细胞分化与凋亡途径中，ＥＲＳ
相关因子ＧＲＰ７８作为内质网稳态的感受器，是启动
ＥＲＳ和内质网稳态调节的关键因子之一。ＧＲＰ７８的
表达在一定程度上可反映 ＥＲＳ的启动和稳态调节能
力［８］。ＣＨＯＰ蛋白是ＥＲＳ诱导产生的凋亡信号分子，
它在细胞增殖分化和死亡中起重要的作用［９］，同时其

也是ＥＲＳ细胞凋亡反应的直接结果［１０］。目前国内外

各项研究中对于这两种蛋白均有报道，如 ＧＲＰ７８蛋白
和ＣＨＯＰ的表达差异已在高血压大鼠心肌细胞凋亡过
程中观察到［１１］。在结直肠癌细胞中 ＧＲＰ７８蛋白的高
表达能调节细胞分化和凋亡［１２］。离体与在体实验结

果显示，抑制ＣＨＯＰ表达可以减轻缺血和再灌注引起
的细胞凋亡，延缓肥大心肌转向心衰。牛磺酸作为同

型半胱氨酸代谢的终末产物之一，具有维持细胞内外
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渗透压平衡，稳定细胞膜，维持钙离子稳态，抗脂质过

氧化损伤，调节血管活性物质合成释放等多种生物学

效应。有研究者使用牛磺酸饲养肥胖糖尿病鼠后，发

现其高血糖、胰岛素敏感性和脂肪肝得到改善［１３］。牛

磺酸具有稳定蛋白构象，提高内质网对蛋白折叠处理

能力和促进突变蛋白转运的功能，因而能提高改善内

质网应激。因此，本研究在脓毒性休克大鼠内质网应

激模型上监测 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋白表达的改变及其
与血管通透性改变的关系得出，随着 ＣＬＰ时间的延
长，内质网应激分子ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ的表达呈递增趋
势，且与肺血管通透性增高呈正相关，应用内质网应激

抑制剂牛磺酸干预后，改善内质网应激，ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ蛋白表达较单纯ＣＬＰ降低，血管通透性也降低。
结果表明内质网应激在脓毒性休克血管通透性增高起

重要作用，但具体机制尚需进一步阐明。

　　目前针对休克血管通透性改变的防治措施，主要
围绕其引起血管通透性增高的诱发因素及发生机制进

行。降低血管通透性的方法主要有以下几种：一是减

少炎症因素的发生，降低炎性反应，Ｈａｍａｍｏｔｏ等［１４］通

过对小鼠模型的研究发现磷酸二酯酶４（ＰＤＥ４）对抑
制ＥＣＣ后的ＣＤ１１ｂ、ＴＮＦα、弹性蛋白酶的上升均具有
明显作用。Ｓｃｈｒｏｔｈ等［１５］通过随机对照双盲试验，采

用高渗高张溶液（ＨＨＳ）对患有房室缺的患儿行开心
修补术后的动脉压，静脉压，心指数，肺血管外液体指

数，心脏收缩容积，体循环阻力等多个指标进行术前及

术后各时间段的对照，发现ＨＨＳ能够增加患儿术后的
心肌收缩力，减少体内儿茶酚胺的含量，同时ＨＨＳ能
够降低体循环血管阻力，减轻血管的渗透性，改善微循

环，二是抑制上述引起血管通透性增高的发生机制，明

佳等［１６］研究发现Ｃｘ４３可能参与了ＬＰＳ诱导的血管通
透性的调节；二者呈负相关关系；Ａｏｓａｓａ等［１７］揭示

ＵＴＩ通过抑制单核细胞内蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）及核转录
因子κＢ（ＮＦκＢ）信号转导通路来直接抑制 ＴＮＦα的
翻译和分泌。ＴＮＦα可刺激单核巨噬细胞产生 ＩＬ１、
ＩＬ２、ＩＬ６和ＩＬ８等炎细胞因子，并可因“级联放大”
作用引起组织损伤。本研究发现，牛磺酸可以通过下

调ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白表达降低 ＣＬＰ后肺血管通透
性升高。研究结果初步明确了内质网应激相关分子

ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ蛋白参与了休克血管通透性的发生，
牛磺酸有一定的保护作用，为休克防治研究提供潜在

靶点和防治措施，但具体机制需要深入研究。
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