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乌司他丁通过 SIRT1、PGC-1α调节氧化应激对失血性休克大鼠脑损伤

的保护作用 
    

赵天补，田昌俊*(苏州大学附属第二医院急诊外科，江苏 苏州 215004) 
 
摘要：目的  探讨乌司他丁对失血性休克大鼠脑损伤的影响及作用机制。方法  36 只♂ SD 大鼠随机分为对照组、模型

组和观察组，每组 12 只，对照组给予假手术，模型组造模后不予处理，观察组造模后予以乌司他丁静脉输注。记录造模

时采血开始、采血结束、回输开始以及回输结束时的平均动脉压(MAP)、pH、碱剩余(BE)以及乳酸浓度(La)。造模成功

24 h 后检测海马组织线粒体超氧化物歧化酶(SOD)活性以及丙二醛(MDA)含量，Western blotting 测定海马组织中沉默信息

调节因子(SIRT1)与过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子-1α(PGC-1α)蛋白的表达情况。结果  采血开始时和回输结

束时各组大鼠 MAP 无统计学差异；模型组和观察组在采血结束和回输开始时 MAP 均明显低于对照组(P<0.05)。采血开

始时 3 组大鼠 pH 值、BE 值和 La 值无统计学差异；与对照组比，采血结束时、回输开始时模型组和观察组 pH 值降低、

BE 值降低、La 值升高(P<0.05)；回输结束时 3 组 pH 值无统计学差异，与对照组比，模型组和观察组 BE 值降低、La 值

升高(P<0.05)。海马组织线粒体 SOD 活性由高到低分别为对照组、观察组和模型组，3 组间比较差异具有统计学意义

(P<0.05)。3 组 MDA 含量由高到低分别为模型组、观察组和对照组，3 组间的差异均具有统计学意义(P<0.05)。Western 
blotting 结果显示，SIRT1、PGC-1α蛋白表达水平由低到高均为对照组、模型组、观察组。结论  乌司他丁可通过促进

SIRT1、PGC-1α蛋白在海马组织中的表达，达到抗氧化应激的作用，发挥保护大鼠缺血再灌注脑损伤的效果。 
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Ulinastatin Regulates Oxidative Stress Through SIRT1 and PGC-1α to Protect Brain Injury in Rats with 
Hemorrhagic Shock 
 
ZHAO Tianbu, TIAN Changjun*(Department of Emergency Surgery, The Second Affiliated Hospital of Suzhou University, 
Suzhou 215004, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect and mechanism of ulinastatin on brain injury in rats with hemorrhagic shock. 
METHODS  Thirty-six ♂ SD rats were randomly divided into control group, model group and observation group, 12 rats in 
each group. The control group was given sham operation, the model group was not treated after modeling, and the observation 
group was given ulinastatin intravenous infusion after modeling. The mean arterial pressure(MAP), pH, base excess(BE) and 
lactic acid concentration(La) at the beginning of blood collection, the end of blood collection, the beginning of reinfusion and the 
end of reinfusion during modeling were recorded. The activity of superoxide dismutase(SOD) and the content of 
malondialdehyde(MDA) in hippocampus were measured 24 hours after the establishment of the model. The expression of SIRT1 
and PGC-1α in hippocampus were measured by Western blotting. RESULTS  There was no significant difference in MAP 
between groups at the beginning of blood collection and at the end of reinfusion. At the end of blood collection and the beginning 
of reinfusion, the MAP in the model group and the observation group was significantly lower than the control group(P<0.05). 
There was no statistical difference in pH, BE and La between the three groups at the beginning of blood collection. Compared 
with the control group, at the end of blood collection and the beginning of reinfusion, the pH, BE decreased, the La increased in 
the model group and observation group(P<0.05). At the end of reinfusion, there was no statistical difference in pH among the 
three groups, compared with the control group, the BE decreased, the La increased in the model group and observation 
group(P<0.05). The activity of SOD in the three groups from high to low were control group, observation group and model group, 
the difference was statistically significant(P<0.05). The content of MDA in the three groups from high to low were model group, 
observation group and control group, the difference was statistically significant(P<0.05). Western blotting showed that SIRT1 
and PGC-1α protein expression levels were from low to high in the control group, model group and observation group. 
CONCLUSION  Ulinastatin can promote the expression of SIRT1 and PGC-1α protein in hippocampus, achieve the effect of 
anti oxidative stress, and play the role of protecting the brain injury of ischemia-reperfusion rats.  
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失血性休克是临床常见的危急重症，主要是

由于各种原因导致血容量短时间内急剧降低。严

重的失血性休克可引起机体众多器官组织的循环

障碍、缺血缺氧，诱发多器官功能的障碍。脑组

织是人体中枢器官，最不耐受缺血缺氧的环境，

若不能及时补充血容量、恢复组织的供血供氧，

容易导致病情进一步恶化，进而死亡[1]。临床上目

前首选的治疗方法是补液扩容，但液体复苏在短

时间内补充大量血容量，容易导致脑组织的再灌

注损伤，引发二次损害。目前已开展大量相关研

究探寻治疗失血性休克再灌注脑损伤的有效方

案，但由于各种原因，能应用于临床上的案例较

少[2-4]。乌司他丁是一种蛋白酶抑制剂，具有多脏

器保护作用，是常用的危急重症治疗药物。有研

究显示，乌司他丁可改善缺血性损伤脑组织的能

量代谢，减轻损伤程度，可能与氧化应激相关[5]，

但其具体的作用机制尚不明确，有待进一步探究。

沉默信息调节因子(SIRT1)与过氧化物酶体增殖物

激活受体γ共激活因子-1α(PGC-1α)是 2 种与氧化

应激密切相关的因子，这 2 种因子的表达上调能

够改善线粒体功能，减轻氧化应激反应。本研究

拟从氧化应激探讨乌司他丁对失血性休克大鼠脑

损伤的保护作用以及对 SIRT1、PGC-1α表达的影

响，探讨乌司他丁保护脑损伤的机制，以期为临

床治疗失血性休克脑缺血再灌注损伤的治疗提供

思路。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

SPF 级健康成年♂ SD 大鼠 36 只，购自郑州大

学实验动物中心，许可证号：SCXK(豫)2012-0003，

体质量 300~350 g，自由进食饮水，饲养环境温度

20~25 ℃，湿度 50%~55%，黑暗和光照各 12 h。 
1.2  试剂和仪器 

乌司他丁注射液(国药准字 H20040505，广东

天普生化医药股份有限公司，批号：X200409；规

格：1 mL)；线粒体提取试剂盒(美国 GENMED 公

司，批号：C3606-3)；超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase，SOD)活性测定试剂盒(批号：BC0170)、
丙二醛(malondialdehyde，MDA)检测试剂盒(批号：

20180803)、RIPA 裂解液(批号：P0013B)、BCA
蛋白浓度测定试剂盒(批号：P0011)均购自南京卡

米 洛 生 物 工 程 有 限 公 司 ； β-actin 单 抗 (货 号 ：

130565) 、 PGC-1α 单 抗 ( 货 号 ： 2178S) 均 购 自

Proteintech 公司；SIRT1 单抗(美国 Cell Signaling 
Technology 公司，货号：11748-MM02)；ECL 显

影液(南京知凡生物技术有限公司，货号：R21313)。
美国 OPTI 血气分析仪(北京冠远科技有限公司)。 
1.3  方法 

将 36 只大鼠随机分为对照组、模型组和观察

组，每组 12 只，适应性喂养 7 d 后进行造模。造

模前禁食 8 h，称重，腹腔注射 3%戊巴比妥钠

50 mg·kg−1，仰卧固定在试验手术台，予以经口

气管插管自由呼吸。头颈部使用碘伏消毒，颈正

中逐层切开，分离出右侧颈总动脉和左颈静脉，

插入 PE-50 管，管端连接三通，一端用于血液的

采集，另一端用于检测平均动脉压(mean arterial 
pressure，MAP)。采集大鼠总血容量的 40%制作

失血性休克模型，1 h 后通过左侧颈静脉回输采集

的全部血液，回输时间控制在 30 min 内，建立再

灌注损伤模型。对照组进行假手术，在分离出血管

后仅监测 MAP 和采血检测，不进行血液采集和回

输，在 1.5 h 后缝合关闭颈部切口。观察组在回输

血液的同时混入每千克 1×105 单位的乌司他丁。 
1.4  观察指标 
1.4.1  动态 MAP 监测  监测记录造模时采血开

始、采血结束、回输开始以及回输结束时的 MAP。 
1.4.2  动脉血气指标  在“1.4.1”项下监测 MAP
的 4 个时间点分别采集 0.2 mL 动脉血进行血气分

析，观察 pH、碱剩余(base excess，BE)以及乳酸

浓度(lactic acid concentration，La)等指标，同时回

输时增加 0.8 mL 生理盐水作为补充。 
1.4.3  氧化应激标志物  造模完成 24 h，每组随

机选取 6 只大鼠，3%戊巴比妥钠 50 mg·kg−1 腹腔

麻醉，断头取脑，分离出海马组织，称重，剪碎，

加入线粒体裂解液，在 4 ℃、1 500 ×g 离心 15 min，

取上层清液，10 000 ×g 离心 15 min 后取沉淀物即

为线粒体。BCA 试剂盒测定线粒体蛋白浓度，按

照 SOD 试剂盒说明书，测定线粒体样本 SOD 活

性；其余每组 6 只大鼠断头取出海马组织，加入

RIPA 裂解液，充分研磨， 4 ℃、13 200 r·min−1

下离心 30 min，取上清，按照 MDA 试剂盒说明书

进行操作，比色法测定 MDA 含量。 
1.4.4  Western blotting 检测 SIRT1、PGC-1α的表

达  取“1.4.3”项下各组剩余海马组织蛋白加入
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缓冲液 100 ℃变性 10 min，8% SDS-PAGE 电泳分

离，5%脱脂牛奶封闭 1 h，TBST 洗涤，加入 β-actin
单抗、SIRT1 单抗以及 PGC-1α单抗，4 ℃孵育过

夜。暗室行 ECL 显影，SIRT1、PGC-1α条带与

β-actin 条带进行比对，灰度值比值反映目的蛋白

的表达水平。 
1.5  统计学方法 

采用 SPSS 22.0 统计分析。计量资料以 sx ±
表示，采用方差分析，组间比较采用 LSD-t 检验。

P<0.05 为差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  动态 MAP 比较 

采血开始时和回输结束时各组大鼠 MAP 无统

计学差异；模型组和观察组在采血结束和回输开

始时 MAP 均低于对照组(P<0.05)。结果见表 1。 
2.2  动态血气比较 

采血开始时 3 组大鼠 pH 值、BE 值和 La 值无

统计学差异；与对照组相比，采血结束时、回输

开始时模型组和观察组 pH 值降低、BE 值降低、

La 值升高(P<0.05)；回输结束时 3 组 pH 值无统计

学差异。回输结束时，与对照组比较，模型组 BE
值降低，观察组和模型组的 La 值升高，差异均具

有统计学意义(P<0.05)。结果见表 2。 
2.3  SOD 活性和 MDA 含量比较 

3 组海马组织线粒体 SOD 活性由高到低分别

为对照组、观察组和模型组，各组间的差异均具

有统计学意义(P<0.05)。3 组 MDA 含量由高到低

分别为模型组、观察组和对照组，各组间的差异

均具有统计学意义(P<0.05)。结果见表 3。 
2.4  Western blotting 检测 SIRT1、PGC-1α 蛋白表

达水平 
SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平由低到高均为

对照组、模型组、观察组。结果见图 1。 
 

表 1  动态 MAP 对比( x s± ，n=12) 
Tab. 1  Comparison of dynamic MAP( x s± , n=12)  kPa 

组别 采血开始 采血结束 回输开始 回输结束

对照组 13.92±0.82 13.56±0.82 13.66±0.87 13.89±0.82

模型组 13.96±0.77 4.33±0.621) 7.16±0.631) 13.91±0.88

观察组 14.01±0.83 4.47±0.681) 7.22±0.411) 14.01±0.75

注：与对照组比较，1)P<0.05。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05. 

 
表 2  动态血气指标对比( sx ± ，n=12) 
Tab. 2  Comparison of dynamic blood gas indexes( sx ± , n=12) 

项目 组别 采血开始 采血结束 回输开始 回输结束 

pH 

对照组 7.39±0.03 7.37±0.02 7.39±0.02 7.39±0.03 

模型组 7.38±0.03 7.21±0.031) 7.28±0.021) 7.39±0.04 

观察组 7.40±0.04 7.25±0.061) 7.30±0.011) 7.38±0.03 

BE/mmol·L−1 

对照组 1.35±0.74 2.01±0.72 2.13±0.77 1.71±0.61 

模型组 1.32±0.53 –9.85±1.031) –5.91±0.931) 1.06±0.661) 

观察组 1.39±0.85 –9.79±1.121) –5.70±0.811) 1.55±0.921) 

La/mmol·L−1 

对照组 1.62±0.27 1.56±0.17 1.45±0.22 1.69±0.44 

模型组 1.59±0.22 9.27±0.841) 5.57±0.721) 2.15±0.731) 

观察组 1.69±0.34 9.66±1.131) 5.54±0.661) 2.39±0.831) 

注：与对照组比较，1)P<0.05。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05. 
 
表 3  各组 SOD 活性和 MDA 含量比较( sx ± ，n=6) 
Tab. 3  Comparison of SOD activity and MDA content of 
each group ( sx ± , n=6) 

组别 SOD/U·mg−1 MDA/μmol·g−1 

对照组 108.62±6.85 0.43±0.13 

模型组 50.26±3.071) 1.26±0.231) 

观察组 68.67±7.101)2) 0.71±0.041)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the 
model group, 2)P<0.05. 

 
 

图 1  SIRT1、PGC-1α 蛋白表达情况水平 
Fig. 1  SIRT1 and PGC-1α protein expression levels 
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3  讨论 
大脑是人体中枢，最不耐缺氧环境，在失血

性休克时容易出现损伤，休克后液体复苏时又容

易出现再灌注损伤，因此在失血性休克时对脑组

织的保护十分重要。在动物模型中已有多种脑损

伤保护措施，但临床上尚无公认有效的治疗方法。

乌司他丁是一种蛋白酶抑制剂，可通过抗炎、清

除氧自由基来达到多脏器保护的功能，是一种强

效的抗氧化剂，在临床危急重症患者中常用[6-8]。

本研究采用临床常用药物乌司他丁对失血性休克

复苏的大鼠模型进行干预，观察其对脑损伤的影

响，并探索其作用机制。 
本研究采用失血性休克复苏的大鼠模型进行

实验，通过动脉采血，静脉回输的方式进行造模，

不仅能体现疾病本质，同时其可重复性好。结果

显示，采血开始时和回输结束时各组大鼠 MAP 无

统计学差异；模型组和观察组在采血结束和回输

开始时 MAP 均低于对照组。此外，动态血气分析

显示，采血开始时 3 组大鼠 pH 值、BE 值和 La 值

无统计学差异；采血结束时、回输开始时，与对

照组比较，模型组和观察组 pH 值降低、BE 值降

低、La 值升高；回输结束时 3 组 pH 值无统计学

差异，模型组和观察组较对照组 BE 值降低、La
值升高。MAP、pH 值、BE 值以及 La 值的动态变

化符合失血性休克及复苏成功的表现，且各组大

鼠均未出现死亡，说明此次造模成功，能够体现

失血性休克复苏的主要病理特征。 
脑组织的缺血再灌注损伤是一个复杂的病理

过程，包括炎性反应、氧化应激反应、代谢产物

增加、组织不良反应等等[9-11]。MDA 和 SOD 是重

要的氧化应激标志物，MDA 可反应氧化应激严重

程度，而 SOD 是机体关键的抗氧化物质，能够反

映机体抗氧化应激的能力[12]。本研究结果显示，3
组 SOD 活性由高到低分别为对照组、观察组和模

型组，3 组 MDA 含量由高到低分别为模型组、观

察组和对照组。分析其原因，可能是大脑组织由

于缺血缺氧导致活性氧蓄积，线粒体功能障碍，

ATP 生成减少，因而模型组 MDA 最高，SOD 水

平最低，说明氧化应激反应较为严重，而观察组

大鼠 MDA 较模型组低且 SOD 水平较模型组高，

提示乌司他丁通过提高机体抗氧化应激反应的能

力，减轻氧化应激，从而达到保护脑组织的作用。 

为进一步探讨其机制，本研究分析了各组大

鼠海马组织中 SIRT1、PGC-1α 蛋白的表达情况。

SIRT1 是一种去乙酰化酶，可调控氧化应激、细胞

凋亡以及神经元保护等过程，而 PGC-1α 是 SIRT1
的底物之一，在维持线粒体功能方面具有重要作

用[13-14]。有研究表明[15]，SIRT1 的表达增加可激

活 PGC-1α，从而调控线粒体功能，达到抗氧化、

修复线粒体损伤的作用，进而提升机体或局部的

抗氧化应激能力。本研究显示，SIRT1、PGC-1α
蛋白表达水平由低到高均为对照组、模型组、观

察组。说明缺血再灌注导致了大鼠体内氧化应激

反应，机体为抵抗氧化应激，海马组织线粒体内

相关的抗氧化物质如 SIRT1、PGC-1α 等蛋白表达

上调。观察组乌司他丁可在机体抗氧化应激的基

础上进一步提升 SIRT1、PGC-1α 蛋白在海马组织

中的表达水平，以增强脑组织抵抗氧化应激损伤

的能力。 
综上，乌司他丁可通过促进 SIRT1、PGC-1α

蛋白在海马组织中的表达，达到抗氧化应激的作

用，发挥保护大鼠缺血再灌注脑损伤的效果，值

得进一步在临床试验中进一步探讨。 
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