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摘要 目的：探讨 z-VAD-FMK与 Necrostatin-1联合对 MODS大鼠器官的保护作用。方法：采用失血性休克-内毒素"二次打击"
建立大鼠 MODS动物模型。将 80只雄性 SD大鼠随机分为 4组：z-VAD-FMK组、Nec-1组、z-VAD-FMK+Nec-1组、模型组，每
组 20只，观察 72 h死亡率。另取 40只雄性 SD大鼠随机分为 5组：假手术组、z-VAD-FMK组、Nec-1组、z-VAD-FMK+Nec-1
组、模型组，每组 8只，分别于注射内毒素和生理盐水后 24 h收集血清和肝、肺、肠组织。全自动生化仪检测血清 ALT、AST的
变化，血气分析仪检测 PaO2的变化，ELISA检测血清 TNF-琢、IL-1茁的变化，HE染色观察肝、肺、肠组织的病理学改变。结果：大
鼠遭受失血性休克-内毒素“二次打击”后，血清 ALT、AST明显升高（P<0.01），PaO2显著下降（P< 0.01），血清炎性因子 TNF-琢、
IL-1茁水平明显升高（P<0.01）。光镜下见肝窦明显扩张、淤血，肝小叶结构紊乱，肝细胞部分变性、坏死；肺泡壁结构被破坏，肺
间质充血，大量炎性细胞浸润；肠绒毛结构被破坏，部分绒毛顶部细胞、隐窝细胞变性、坏死，大量炎性细胞浸润。而 z-VAD-
FMK组、Nec-1组及 z-VAD-FMK+Nec-1组 ALT、AST升高程度、PaO2下降程度、TNF-琢、IL-1茁升高程度均显著低于模型组（P<
0.01），以 z-VAD-FMK+Nec-1组变化最明显。72 h死亡率均较模型组显著降低（P<0.05）。结论：z-VAD-FMK、Nec-1、z-VAD-
FMK+Nec-1联合治疗均可显著减轻 MODS大鼠的器官损伤，联合治疗效果更佳。
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Abstract Objective: To investigate the protective effect of z-VAD-FMK and Necrostatin-1 on the organs of rats with MODS. Methods:
Adult male SD rats were used and rat model was produced by hemorrhagic shock based on injecting LPS. A total of 80 rats were randomly
divided into four groups: z-VAD-FMK group; Nec-1 group; z-VAD-FMK+Nec-1 group and model group with 20 rats in each group. And
the 72 h mortality was observed. In addition, other 40 rats were randomly divided into five groups: sham group; z-VAD-FMK group; Nec-1
group; z-VAD-FMK+Nec-1 group; model group, with 8 rats in each group. The samples of different groups were collected at 24 h after
injecting LPS or normal saline. Serum ALT and AST were detected by automatic biochemistry analyzer. PaO2 was detected by blood gas
analyzer. And serum TNF-琢 and IL-1茁 were detected by ELISA. The pathological changes of liver, lung and intestine were observed by
H&E staining. Results: After hemorrhagic shock, the expression of ALT, AST, TNF-琢 and IL-1茁 significantly increased (P<0.01) while the
level of PaO2 markedly reduced (P<0.01). Under light microscopy, hepatic sinus expansion, liver cells degeneration, necrosis, as well as
infiltration of abundant inflammatory cells were observed; the structure of alveolar walls were destroyed and the pulmonary interstitial
hyperemia and infiltration of abundant inflammatory cells were observed; the structure of intestinal villi were destroyed and the top part of
villi cells and crypt cells degeneration, necrosis, as well as infiltration of abundant inflammatory cells were observed. Compared with model
group, the up-regulation degree of ALT, AST, TNF-琢 and IL-1茁 and the PaO2 reduction were smaller in z-VAD-FMK group, Nec-1 group
and z-VAD-FMK+Nec-1 group (P<0.01). And the changes in z-VAD-FMK+Nec-1 group were the most significant. In addition, the 72 h
mortality significantly reduced (P<0.05). Conclusion: The z-VAD-FMK, Nec-1 and z-VAD-FMK+Nec-1 can significantly reduce the
organ damage of rats with MODS, and combining z-VAD-FMK and Nec-1 can bring marked results.
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多器官功能障碍综合征（MODS）是危重病患
者死亡的主要原因之一，国内外有很多学者研究表

明，MODS对体内重要脏器：肝、肺、肠等均可出现损
害[1]，目前临床上仍缺乏有效的特异性治疗手段。器
官损伤时细胞死亡方式包括：凋亡和坏死。z-VAD-
FMK是一种人工合成的广谱半胱氨酸酶（caspase）
抑制剂，静脉给予可抑制细胞凋亡，从而减轻器官

损伤。坏死通常被认为是被动的、无序的、不可逆的

过程，但随着对细胞死亡机制的不断研究，Degterev
等[2]提出了一种细胞坏死的新概念，并将其命名为
程序性坏死（necroptosis）。同时还筛选了一种能够
抑制这种非凋亡性程序性细胞死亡的小分子物质

Nec-1（necrostatin-1）。Nec-1可通过抑制 RIP1（受
体相互作用蛋白酶 1）激酶活性，从而发挥作用[3]。本
实验采用联合静脉微量注射 Nec-1和 z-VAD-FMK
治疗 MODS大鼠的器官损伤，并观察其治疗效果。
1 材料与方法

1.1 主要试剂 DMSO（二甲基亚砜）购自美国
Amresco 公司，Nec -1 购自美国 ENZO 公司，z -
VAD-FMK 购自瑞士 Bachem 公司，TNF-琢、IL-1茁
购自上海 Biovalue公司。
1.2 实验分组 清洁雄性 SD大鼠 120只，体质量
（250依20）g，购自中国人民解放军军事医学科学院
实验动物中心［许可证号 SCXK-（军）2007-004］。大
鼠实验前禁食 12 h，自由饮水。将 80只雄性 SD大
鼠随机分为 4 组：z-VAD -FMK 组、Nec-1 组、z-
VAD-FMK+Nec-1组、模型组，每组 20只，观察 72 h
死亡率。另取 40只雄性 SD大鼠同法分为 5组：假
手术组、z-VAD-FMK 组、Nec-1 组、z-VAD-FMK+
Nec-1组、模型组，每组 8只，分别于注射内毒素和
生理盐水后 24 h收集血清和肝、肺、肠组织。
1.3 实验方法 本实验采用失血性休克-内毒素
“二次打击”建立大鼠 MODS动物模型[4]。大鼠称重
后，10%水合氯醛（300 mg/kg）腹腔注射麻醉后固
定，左侧颈动脉置导管连接多导生理监护仪（天津

医科大学药理学教研室提供）监测血压、放血，股静

脉置导管回输血液及液体复苏，股静脉注射肝素

（500 U/kg）后，10 min内自颈动脉放血至平均动脉
压降至 30 mmHg，并维持在 30耀40 mmHg之间，90
min后开始液体复苏，在 30 min内由股静脉回输全
部采集的血液及 2倍林格液，使血压复苏到放血前
的 97%以上为复苏成功。复苏 30 min后腹腔注射内
毒素（2 mg/kg）。然后拔出导管，结扎血管，缝合切
口。假手术组：仅进行麻醉、分离血管、结扎血管以

及腹腔注射等体积生理盐水。z-VAD-FMK组：模型

制备+z-VAD-FMK（z-VAD-FMK溶于 DMSO中，于
复苏前 5 min股静脉给药 3 mg/kg）。Nec-1组：模型
制备+Nec-1（Nec-1溶于 DMSO中，于复苏前 5 min
股静脉给药 1 mg/kg）。z-VAD-FMK+Nec-1组：模型
制备+z-VAD-FMK+Nec-1（z-VAD-FMK和 Nec-1分
别溶于DMSO中，于复苏前 5min股静脉给药，z-VAD-
FMK：3 mg/kg，Nec-1：1 mg/kg）。模型组：模型制备
（复苏前 5 min股静脉给予等量的 DMSO溶剂）。
1.4 血清和肝、肺、肠组织的收集 分别于注射内毒

素和生理盐水后 24 h用 10%水合氯醛麻醉大鼠，腹
主动脉取血，行血气分析及肝功能检测。分别取出

肝左叶、左肺及空肠上段放入 10%多聚甲醛中 4 益
固定保存 48 h，行 HE染色。
1.5 检测指标及方法
1.5.1 记录 72 h各组大鼠死亡率。
1.5.2 应用全自动生化仪，采用速率法测定血清
ALT、AST的浓度。
1.5.3 采用 ELISA测定血清 TNF-琢、IL-茁的浓度，
严格按照 ELISA试剂盒说明书进行操作。
1.5.4 1 mL血气针腹主动脉采血，采用血气分析仪
测定动脉血氧分压。

1.5.5 常规石蜡包埋，HE染色，光学显微镜下观察
肝、肺、肠组织病理学变化。

1.6 统计学处理 采用 SPSS17.0统计软件进行统
计学处理，计量资料以 曾依泽 表示，多组间比较采用单
因素方差分析（One-Way ANOVA），方差齐时，组间
多重比较采用 LSD-t检验；方差不齐时，组间多重
比较采用 Tamhane’s T2检验。率以百分数（%）表
示，计数资料采用 字2检验，P<0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 大鼠死亡率的比较 与模型组比较，z-VAD-
FMK 组、Nec-1 组及 z-VAD-FMK+Nec-1 组 72 h
死亡率显著降低（P<0.05）；联合应用 z-VAD-FMK
及 Nec-1虽较单独应用 z-VAD-FMK、Nec-1 死亡
率有所下降，但差异无统计学意义（表 1）。

2.2 肝、肺功能的变化 与假手术组比较，模型组

表 1 各组大鼠死亡率的比较

Tab 1 The comparison of rat mortality in each group

分组 n 死亡/只 存活/只 死亡率/%
z-VAD-FMK组 20 07 13 35.00翌

Nec-1组 20 07 13 35.00翌

z-VAD-FMK+Nec-1组 20 03 17 17.64裕

模型组 20 14 06 70.00
与模型组比较：☆P<0.05，＃P<0.01
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血清 ALT、AST浓度显著升高（P<0.01），动脉氧分压
（PaO2）明显下降（P<0.01）；与模型组比较，z-VAD-
FMK组、Nec-1组及 z-VAD-FMK+Nec-1组肝、肺
功能均有明显改善（P<0.01）；而联合应用 z-VAD-
FMK 及 Nec-1 效果显著优于单独应用 z-VAD-
FMK、Nec-1（P<0.05，表 2）。

2.3 血清炎性因子 TNF-琢、IL-1茁的变化 与假手

术组比较，模型组血清炎性因子 TNF-琢、IL-1茁水
平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，单独应用 z-
VAD -FMK、Nec -1 及联合应用 z -VAD -FMK 及
Nec-1均可明显降低血清炎性因子水平（P<0.01）；
而联合应用 z-VAD-FMK及 Nec-1血清炎性因子
水平下降更明显，效果显著优于单独应用 z-VAD-
FMK、Nec-1（P<0.05，表 3）。
2.4 各组大鼠肝、肺、肠的病理学变化 肝脏：光镜

下假手术组未见明显异常；模型组显示肝窦明显扩

张、淤血，肝小叶结构紊乱，肝细胞部分变性、坏死；

z-VAD-FMK组、Nec-1组、z-VAD-FMK+Nec-1组
肝窦扩张程度减轻，肝细胞变性、坏死减少，以 z-
VAD-FMK+Nec-1组病理改变为最轻。肺脏：光镜
下假手术组未见明显异常；模型组显示肺泡结构被

破坏、肺泡壁增厚、肺间质充血、大量炎性细胞浸

润；z-VAD-FMK组、Nec-1组、z-VAD-FMK+Nec-1
组肺泡受压程度、肺间质充血及炎性细胞浸润程度

减轻，以 z-VAD-FMK+Nec-1组病理改变为最轻。
肠：假手术组未见明显异常；模型组显示肠绒毛结

构大量被破坏、部分绒毛顶部细胞、隐窝细胞变性、

坏死，大量炎性细胞浸润；z-VAD-FMK组、Nec-1
组、z-VAD-FMK+Nec-1组肠绒毛结构破坏、炎性细
胞浸润程度减轻，隐窝细胞变性、坏死减少，以 z-
VAD-FMK+Nec-1组病理改变为最轻（图 1）。

表 2 各组大鼠肝脏及肺脏功能的变化（曾依泽）
Tab 2 The changes of liver and lung function of rats（曾依泽）

分组 ALT/（U/L） AST/（U/L） PaO2/（mmHg）
假手术组 62.72依9.23 250.15依24.67 92.21依7.68
z-VAD-FMK组 153.78依10.83裕吟 685.47依23.98裕银 59.36依5.27裕银

Nec-1组 151.11依11.14裕 672.13依43.29裕银 63.76依6.14裕吟

z-VAD-FMK+Nec-1组137.58依10.79裕 548.83依25.01裕 71.01依4.94裕

模型组 191.27依18.46* 948.79依42.92* 42.15依6.05*
与假手术组比较，*P<0.01；与模型组比较，#P<0.01；与

z-VAD-FMK+Nec-1组比较，△P<0.05，▲P<0.01

表 3 各组大鼠血清炎性因子 TNF-琢、IL-1茁的表达（曾依泽）
Tab 3 Expression of TNF-琢 and IL-1茁 in the serum of rats（曾依泽）

分组 TNF-琢/（pg/mL） IL-1茁/（pg/mL）
假手术组 30.69依7.28 1.36依0.27
z-VAD-FMK组 70.71依7.85裕银 2.87依0.16裕银

Nec-1组 64.83依6.13裕吟 2.63依0.31裕吟

z-VAD-FMK+Nec-1组 55.68依5.60裕 2.27依0.21裕

模型组 93.07依8.49* 3.75依0.39*
与假手术组比较，*P< 0.01；与模型组比较，裕P<0.01；与 z-VAD-

FMK+Nec-1组比较，吟P<0.05，银P< 0.01

图 1 各组大鼠肝、肺、肠组织病理学改变（HE伊200）
Fig 1 Pathological changes in the liver, lung and intestine tissue of rats(HE伊200)
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3 讨论
MODS的发生、发展是机体在感染与非感染因

素的应激打击下，引起的炎症反应的启动、放大、组

织细胞损伤及死亡，导致严重的病理生理紊乱，进

而出现瀑布式的连锁效应的急性器官损伤过程。以

往研究认为器官损伤中细胞死亡的机制包括：细胞

凋亡及坏死，凋亡是主动的、有序的、基因调控的过

程；而坏死被认为被动的、无序的、不可逆的过程。

凋亡有两条信号通路，即细胞膜上死亡受体介导的

非线粒体依赖性途径和线粒体释放细胞色素 C启
动的线粒体依赖性途径。两条途径均需 caspase的
活化及其诱发的级联反应，最终导致某些蛋白质的

裂解进而引起 DNA断裂[5]。如何抑制 caspase的激
活从而阻断凋亡信号通路则是研究的重点。z-
VAD-FMK是一种人工合成的广谱 caspase抑制剂，
能结合 caspase蛋白酶的活性位点。一旦程序性细
胞死亡被引起时，它能阻断细胞内蛋白降解，从而

阻断了细胞凋亡，对器官起到保护作用。本研究结

果表明，静脉注射 z-VAD-FMK后，可降低 72 h死
亡率，降低血清炎性因子水平，改善肝脏及肺脏功

能，减轻肝、肺、肠组织的病理学改变。

程序性坏死与凋亡是由死亡受体介导的两种

不同的细胞死亡方式，它不依赖于 caspase，也不需
线粒体释放细胞色素 C，而是由 RIP1/RIP3介导的
一系列有序的信号调控过程。细胞在 caspase活性
被抑制而不能发生凋亡的情况下会启动程序性坏

死。 Nec-1作为程序性坏死的特异性抑制剂，可通
过抑制 RIP1-RIP3复合物的形成，抑制 RIP1调节
的程序性坏死[6]。已有研究表明，Nec-1能够保护心
肌缺血再灌注损伤 [7]，同时还能抑制视网膜的缺血
再灌注损伤及视网膜脱离引起的光感受器细胞的

坏死[8-9]。由于坏死在失血性休克-内毒素“二次打
击”模型中器官损伤中起重要作用，而程序性坏死

是坏死的重要组成部分，因此研究 Nec-1对失血性
休克-内毒素“二次打击”致大鼠 MODS的器官是否
起到保护作用具有重要意义。本研究结果显示，静

脉给予小剂量 Nec-1，可以明显降低 72 h死亡率，
降低血清炎性因子水平，改善肝脏及肺脏功能，减

轻肝、肺、肠组织的病理学改变。

一般情况下，当 caspase活性被抑制，细胞不能
发生凋亡的情况下会启动程序性坏死[2]。目前也有
研究表明，在一些细胞内凋亡与程序性坏死同时存

在[10]。由于MODS发生、发展是多种因素共同参与的
复杂过程，联合阻断细胞死亡的两条信号通路，是

否会起到更为有效的治疗效果？本实验尝试对

MODS大鼠应用 z-VAD-FMK的基础上，联合静脉
应用 Nec-1。结果显示在降低血清炎性因子 TNF-
琢、IL-1茁的水平，改善肝脏及肺脏功能，减轻重要器
官的病理学改变方面联合效果更加明显，优于单用

z-VAD-FMK或 Nec-1。
综上所述，我们的研究证实了静脉联合应用

caspase 抑制剂和程序性坏死特异性抑制剂对
MODS大鼠器官具有明显的保护作用，提示抑制细
胞死亡信号通路可能具有重要的临床意义，为延缓

MODS 的发生及改善器官损伤提供新的思路及靶
点，但分子机制仍需进一步深入研究。
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