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摘要 目的 探讨热休克因子1（HSF1）减轻脓毒症凝血功能障碍，保护小鼠急性肺损伤的机制。方法 本研究采用盲肠

结扎穿孔术（cecal ligation and puncture，CLP）制备脓毒症小鼠模型，检测凝血相关指标和观察小鼠肺部病理变化，通过酶

联免疫吸附实验（ELISA）、qRT-PCR和蛋白质印迹法（Western blot）等方法检测蛋白质C表达水平，通过质粒转染抑制或

增强HSF1表达从而观察蛋白质C表达水平的变化，并利用生物信息学、凝胶电泳迁移实验（EMSA）和双荧光素酶报告基

因实验探讨HSF1调节蛋白质C转录的机制。结果 在CLP脓毒症小鼠模型中，HSF−/−组小鼠的凝血活性与HSF1+/+组相比明

显增强，肺损伤明显加重。ELISA、qRT-PCR和Western blot检测发现，HSF−/−脓毒症小鼠血浆和肺组织中的蛋白质C表达水

平显著低于野生型小鼠。体外bEnd.3血管内皮细胞的实验结果显示，HSF1抑制脂多糖（LPS）诱导的蛋白质C表达，HSF1

过表达则增强蛋白质C表达。生物信息学数据分析提示，蛋白质C启动子区含有HSF1结合元件（HSE），通过EMSA和双

荧光素酶报告基因实验显示HSF1与蛋白质C启动子区域的HSE结合，从而上调蛋白质C转录。结论 本研究揭示了HSF1

参与小鼠脓毒症急性肺损伤的发生，并通过上调蛋白质C转录，减轻脓毒症凝血功能障碍，从而对小鼠肺组织起到保护

作用。
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脓毒症（sepsis）是宿主在严重感染等因素作

用下，免疫反应失调引起器官功能障碍的一种威胁

生命的临床综合征［1-3］，是各种严重创伤、烧伤、

感染以及大手术后常见的并发症，其病情进展迅

速，病死率高，给临床救治带来许多挑战［4］。据

统计，全球每年住院的严重脓毒症病例数接近

1 900万，每年有多达500万人死于脓毒症［5-6］，是

当前危害人类健康的重要问题。脓毒症发病机制复

杂，当脓毒症发生时，病原体相关分子模式

（pathogen associated molecular patterns， PAMPs）

和损伤相关分子模式（damage-associated molecular

patterns，DAMPs）作用多个系统，导致各种细胞

内信号转导通路的激活和多种基因表达调控的改

变，引起复杂的病理生理改变和多种组织器官

损伤［7］。

凝血功能的紊乱是脓毒症发生发展过程中重要

的病理生理变化之一。当凝血系统被激活，触发凝

血级联反应，产生大量微血栓甚至弥散性血管内凝

血 （disseminated intravascular coagulation， DIC）

的形成，最终导致多器官功能衰竭，是患者死亡的

重要原因［8-9］。抗凝治疗可一定程度改善凝血功能

紊乱，提高患者脓毒症DIC患者的生存率［10］。研

究脓毒症凝血功能紊乱的发生机制，找到新的药物

干预靶标，对提高患者的生存率具有重要意义。
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热休克因子 1 （heat shock factor 1，HSFl）是

机体内一种重要的转录因子，在应激和炎症反应等

病理过程中起到了重要的调控作用。课题组的前期

研究显示，HSF1对小鼠内毒素血症具有明显的保

护作用，HSF1通过上调热休克蛋白70的表达，抑

制内毒素所致晚期炎症介质高迁移率族蛋白1的释

放，减轻全身炎症反应［11-12］，也可以通过直接调控

粒细胞集落刺激因子、白介素-10等多种炎症因子

的表达［13-15］，减轻内毒素血症小鼠的多器官损伤。

HSF1作为脓毒症发生发展过程中重要的保护因子，

对脓毒症凝血功能紊乱起到调控作用目前报道较

少。因此，本研究旨在探讨HSF1是否通过改善脓

毒症小鼠的凝血活性从而对小鼠的肺组织起到一定

的保护作用，以期揭示HSF1在脓毒症凝血功能障

碍中的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

实验小鼠为 HSF1 基因敲除（HSF1−/−）和野生

型（HSF1+/+）小鼠，由美国密尔沃基威斯康星州

医学院 Ivor J Benjamin教授惠赠［16］，中南大学湘雅

医学院实验动物中心负责饲养，SPF级，经过小鼠

基因型鉴定、筛选及配种繁殖，获取合格的

HSF1−/−和 HSF1+/+小鼠，性别和年龄同等匹配，雌

雄各半，年龄8~12周，体重20~25 g。动物实验得

到中南大学实验动物伦理委员会的批准。

1.2 小鼠行盲肠结扎穿孔术 （cecal ligation and
puncture，CLP）构建小鼠脓毒症模型

小鼠 CLP 实验模型建立参考文献方法进

行［17-18］。具体步骤如下：取HSF1−/−和HSF1+/+小鼠，

首先用 2% 异氟烷麻醉小鼠。充分暴露小鼠腹部，

沿腹中线垂直剪开腹部皮肤和肌层约 0.5～1 cm，

于左下腹腹腔中取出盲肠后，在靠近盲肠末端中外

1/3处穿线结扎，取 21号针在外 1/3 处给予盲肠对

穿孔，并用镊子轻轻挤出少许粪便以保证穿孔处通

畅，关闭腹腔，术后皮下注射 1 ml 温热生理盐水

液体复苏。实验结束，观察小鼠的变化以判断脓毒

症模型建模成功。

1.3 血液样本采集和处理

心脏穿刺法采血。在穿刺前，在注射器中加入

抗凝剂（3.8%柠檬酸钠，1∶9），提取血液并上下

颠倒充分混合。血液样本立即在4°C，1 000 g，离

心15 min。血浆样本立即用于凝血指标分析。剩余

的血浆样品在−80℃下冷冻，用于后续实验。

1.4 小鼠肺组织病理学观察

小鼠脱颈处死，迅速提取部分肺组织，置于

4%多聚甲醛中固定 24 h，经脱水、透明、透蜡和

石蜡包埋后切成3～5 µm厚度的薄片，切片再使用

二甲苯脱蜡后，各级浓度的乙醇水化及蒸馏水冲

洗，苏木精（hematoxylin，H）及伊红（eosin，E）

水溶液中染色 5～15 min，常规清洗、酒精脱水，

二甲苯透明后中性树胶封片。HE染色后的组织切

片置于光学显微镜下观察组织形态学的变化并进行

病理学评分以判断组织损伤程度。

1.5 肺组织湿/干重比（wet/dry ratio，W/D）检测

采用肺组织湿/干重比检测来评估小鼠肺水肿

的程度。小鼠在 CLP 后不同时间点脱颈处死，开

胸摘除一侧肺组织并称重（湿重）。肺组织在80°C

下加热24 h，以获得干重并计算W/D比值。

1.6 组织免疫荧光染色

在不同时间点处死 CLP 模型小鼠。立即取出

左肺，用 4%多聚甲醛固定 24 h。石蜡包埋后，将

组织切成4 μm的切片。经抗原修复后，加5%山羊

血清封闭液，室温放置20 min。随后，加入抗纤维

蛋白/纤维蛋白原一抗（1∶200，Abcam），4ºC 下

避光孵育过夜。加入FITC山羊抗兔 IgG （1∶250，

Abclonal） 的荧光二抗，37℃避光孵育 1～1.5 h。

加抗荧光衰减封片液封片。荧光显微镜 （全景

MIDI全景250，匈牙利）进行图像采集。

1.7 qRT-PCR
使用 TRIzol®试剂 （Invitrogen Thermo Fisher，

美 国） 提 取 肺 组 织 或 细 胞 中 的 总 RNA， 经

PrimeScript 逆转录酶 （TaKaRa，日本） 和随机引

物逆转录成 cDNA。采用 Applied Biosystems 7500

PCR 仪器进行 PCR 反应。反应条件为：预变性

95℃ 30 s；变性 95℃ 5 s；退火延伸 60℃ 34 s；40

个循环。在 60℃设置荧光检测点。qRT-PCR 的引

物序列为：蛋白质 C （Pro C） 上游引物， 5ʹ -

ATCTGTGACTTCGAGGAGGC-3ʹ，下游引物，5ʹ-

ATTGTTCACCCGACAGTCCT-3ʹ； β -actin 上游引

物，5ʹ-CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG-3ʹ，下

游引物，5ʹ-TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG-3ʹ。

以2−△△Ct表示每个样本mRNA的相对表达量。

1.8 酶联免疫吸附试验（ELISA）
小鼠心脏采血后，立即 4°C，1 000 g，离心

15 min，收集上清即血浆于新的灭菌EP管中用于

BCA 蛋白定量和活化蛋白质 C （APC）（CSB-

E09914m，湖北武汉）的含量检测。方法按照厂家



·790· 2022；49（4）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

提供的标准操作进行。

1.9 蛋白质印迹法（Western blot）
从肺组织或细胞中分离的蛋白质样品经SDS-

PAGE电泳分离，转移到PVDF膜后，5%牛奶封闭

液中 （TBST 配制） 封闭 2 h，加入蛋白质 C

（1∶1 000，GeneTex） 和 β -actin （1∶2 500，Cell

Signalling Technology）抗体，4°C孵育过夜。加入

用 5% BSA配制的相应二抗，室温摇床孵育 1.5 h。

TBST洗膜 3次后进行化学发光法显色，结果采用

ImageJ软件对图像进行定量分析。

1.10 质粒构建及提取

组成活化型HSF1质粒pcDNA3.1（+）/HSF1（+）

（mHSF1）和空载体质粒 pcDNA3.1（+）/HSF1-wt 由

瑞士Pharmaceuticals S.A.的Richard Voellmy博士提

供。蛋白质 C 全长质粒 pGL3-ProC-wt （ProC-wt，

−621~−1 bp）和突变质粒 pGL3-ProC-mut （HSE1-

mut，−584~−577 bp突变）的构建由上海生物有限

工程公司完成，通过测序结果验证了合成序列的真

实性。质粒提取（D6950-01，Omega）根据厂家说

明书进行，提取后的质粒−20°C下存储，用于后续

实验。

1.11 细胞核蛋白的提取

bEnd. 3 细胞在细胞培养皿中 43° C 热处理

60 min［19］ 。 细 胞 核 蛋 白 提 取 （20126ES50，

Yeasen）按以下步骤进行：细胞收集于离心管中，

在细胞沉淀中按每 20 µl 加入含 PMSF 的试剂 A

200 µl。最高速剧烈涡旋5 s，完全悬浮分散细胞沉

淀，冰浴 10～15 min。加入胞浆蛋白抽提试剂 B

（试剂B） 10 µl，最高速剧烈涡旋5 s，冰浴1 min。

最高速剧烈震荡涡旋 5 s， 4℃离心， 12 000～

16 000 g，5 min。去除上清，加入含PMSF的试剂

C 50 µl。最高速剧烈涡旋15～30 s，完全悬浮分散

沉淀，置于冰中，每隔 1～2 min 再高速剧烈涡旋

15～30 s，共持续 30 min。然后，4℃，12 000～

16 000 g 离心 10 min。立即吸取上清 （细胞核蛋

白）至另一预冷的离心管中。BCA法检测蛋白质

浓度后立即使用或−80℃冻存备用。

1.12 细胞培养和转染

bEnd. 3 细 胞 在 含 10% 的 胎 牛 血 清 （FBS）

（Gibco，Thermo Fisher Scientific） 的高糖 DMEM

（Gibco，Thermo Fisher Scientific）培养基中进行培

养。细胞铺板后，待生长密度控制在70%～80%进

行细胞转染，使用 Lipofectamine®3000 Reagent

（L3000015，Invitrogen）进行质粒细胞转染。

1.13 凝 胶 电 泳 迁 移 实 验 （electrophoretic
mobility shift assay，EMSA）

根据蛋白质C启动子区的HSE［20-21］ 序列进行

设计并由上海生物工程技术公司合成寡核苷酸探针

（包括标记探针、竞争探针和突变探针）（表 1）。

蛋 白 质 C 寡 核 苷 酸 探 针 （显 示 为 单 链） 如

下 ： 5′-ctggtcctgagctgaGAAGTTTCagacaacagcattt-

3 ′。EMSA 使用 EMSA 试剂盒 （20148，Thermo

Fisher Scientific）操作，方法参照文献进行［22］。用

链霉亲和素-辣根过氧化物酶结合物和化学发光底

物检测生物素标记的 DNA。超迁移实验加用抗

HSF1 抗体 （ab2923，Abcam） 2 μl 加入到反应体

系中。

1.14 双荧光素酶报告基因实验

bEnd.3细胞培养并铺 24孔板，用 500 ng蛋白

质 C 报告基因质粒、500 ng mHSF1 质粒或空载体

质粒 pcDNA3.1 和 20 ng 内参质粒 pRL-TK 共转染

（L3000015，Invitrogen） 48 h。使用双荧光素酶报

告基因检测试剂盒（E1910，Promega）进行操作，

并使用 SynergyHI 荧光酶标仪 （BioTek） 分析检

测。数据以萤火虫荧光量与海肾荧光量的比值

表示。

1.15 统计学分析

收集并整理数据，使用 SPSS21.0 和 GraphPad

Prism7.0进行统计学分析。数据以均数±标准差表

示。两两比较采用 t 检验，多组比较采用 ANOVA

单因素方差分析，然后采用 Bonferroni 事后检验

（Bonferroni post hoc test）。以 P＜0.05 表示有统计

学意义。

2 结 果

2.1 HSF1减轻脓毒症小鼠的急性肺损伤

首先采用 CLP 构建小鼠脓毒症模型，在不同

的时间点观察CLP后小鼠肺组织病理形态学变化。

HE染色结果表明，CLP后，小鼠的肺组织出现了

Table 1 Pro C probe sequence

Probe

Labeled probe F

Labeled probe R

Competitive probe F

Competitive probe R

Mutant probe F

Mutant probe R

Probe Sequences（5′-3′）

Biotin-ctggtcctgagctgagaagtttcagacaacagcattt

Biotin-aaatgctgttgtctgaaacttctcagctcaggaccag

ctggtcctgagctgagaagtttcagacaacagcattt

aaatgctgttgtctgaaacttctcagctcaggaccag

ctgatcctgagctgagcagtgtcagacaatagcagtt

aactgctattgtctgacactgctcagctcaggatcag
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不同程度的损伤，如肺脏血管充血、肺泡腔及肺间

质水肿、肺泡隔增厚、中性粒细胞浸润等；通过半

定量分析评估［23］脓毒症小鼠的肺组织损伤程度，

显示肺组织损伤随着时间的推移而逐渐增加（图

1a，b），而且，脓毒症小鼠肺组织湿/干比增大

（图 1c）。与HSF1+/+组相比，HSF1−/−组小鼠的肺损

伤表现更明显（图1a-c）。结果表明，HSF1对脓毒

症所致肺组织损伤起到保护作用。

2.2 HSF1改善脓毒症小鼠的凝血紊乱以及减少肺

微血栓的形成

凝血功能的异常是脓毒症的一个重要的病理生

理学变化，为了了解脓毒症小鼠的凝血功能，检测

了小鼠 CLP 后凝血指标的变化。活化部分凝血活

酶 时 间 （activated partial thromboplastin time，

APTT） 和凝血酶原时间 （prothrombin time，PT）

是反映机体凝血功能的重要检测指标，分别反映内

源性凝血系统功能紊乱和外源性凝血系统功能紊

乱。结果显示，CLP术后 12 h和 24 h，小鼠APTT

和PT均升高，HSF1−/−组明显低于HSF1+/+组，两组

比较有统计学差异（图 2a，b）。结果表明，脓毒

症发生后，凝血系统被激活，与脓毒症早期高凝状

态相符合，也说明HSF1对凝血过程激活产生了有

效的抑制作用。微血栓形成是脓毒症后凝血活化的

重要标志，而纤维蛋白原是血栓形成的重要反应底

物，在凝血过程中网罗红细胞、血小板等形成稳定

血栓结构，微血栓的形成与纤维蛋白（原）的沉积

有着密切联系［24-25］。因此，观察了脓毒症小鼠肺组

织中纤维蛋白（原）的沉积。组织免疫荧光结果显

示（图2c，d），在CLP后12 h，即可观察到小鼠肺

组织中有纤维蛋白（原）沉积，24 h时逐渐增多，

HSF1−/−组小鼠相比 HSF1+/+组纤维蛋白（原）沉积

明显增多，说明脓毒症小鼠的凝血系统被激活，大

量的纤维蛋白（原）形成，从而促进了微血栓的形

成导致组织损伤。同时，也说明HSF1能够通过减

少小鼠肺组织中纤维蛋白（原）的沉积改善脓毒症

肺损伤。

2.3 HSF1通过增强蛋白质C的表达改善脓毒症小

鼠凝血功能障碍

本课题组前期运用组织芯片已发现， 蛋白质

C 在 HSF1−/−组和 HSF1+/+组内毒素血症小鼠模型中

存在明显差异［26］。分别收集HSF1−/−和HSF1+/+脓毒

症小鼠的血浆并提取肺组织中的mRNA和蛋白质，

检测蛋白质C的表达。结果发现，CLP后血浆中蛋

白质 C 水平升高，于术后 12 h 达到高峰，而

HSF1−/−小鼠血浆中的蛋白质 C 水平明显低于

HSF1+/+小鼠（图 3a）。脓毒症造模后 24 h，小鼠肺

组织中蛋白质 C mRNA 和蛋白质水平显著降低，

其中 HSF−/−小鼠显著低于 HSF+/+小鼠（图 3b，c）。

Fig. 1 Effects of HSF1 on the morphological changes in lung tissue of mice with sepsis
(a) HE staining detected morphological changes in the lungs of septic mice; (b) lung tissue damage score; (c) lung tissue wet/dry ratio. ##P<0.01, vs

HSF1+/+ control; **P<0.01, vs HSF1+/+ CLP; n=6.
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以上结果提示，脓毒症发生后，凝血系统功能紊乱

同时伴随抗凝血系统的激活，蛋白质C等抗凝血蛋

白被释放到血液中，参与了凝血平衡调控，HSF1

可能通过调节蛋白质C表达从而抑制脓毒症小鼠凝

血系统活化。

Fig. 2 Effects of HSF1 on the coagulatory function and pulmonary microthrombosis in septic mice
(a) Activated partial prothrombin time (APTT); (b) prothrombin time (PT); (c) immunofluorescence observation of fibrin/fibrinogen deposition in the

lung tissue of septic mice; (d) fluorescence quantitative analysis of fibrin/fibrinogen. #P<0.05, ##P<0.01, vs HSF1+/+ control; *P<0.05, **P<0.01, vs

HSF1+/+ CLP; n=6.

Fig. 3 Effects of HSF1 on the gene expression and protein expression of activated protein C in plasma and lung tissue of
septic mice

(a) Activate protein C (APC); (b) qRT-PCR detection of protein C mRNA level in lung tissue; (c) Western blot detection of protein C protein level in

lung tissue. #P<0.05, ##P<0.01, vs HSF1+/+ control; *P<0.05, vs HSF1+/+ CLP; n=6.
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2.4 HSF1调控bEnd.3细胞中脂多糖（LPS）诱导

的蛋白质C表达

为了探究 HSF1 对蛋白质 C 表达的调节机制，

采用 HSF1 siRNA 或 HSF1 过表达质粒干预 LPS 刺

激的血管内皮 bEnd.3 细胞。结果发现，LPS 刺激

bEnd.3 细胞后，蛋白质 C mRNA 和蛋白质的表达

水平均显著增加。当细胞转染HSF1 siRNA，蛋白

质 C mRNA 和蛋白质表达水平与对照组细胞比较

有显著降低（图4a，b），而HSF1过表达使蛋白质

C mRNA 和蛋白质表达水平显著高于对照组（图

4c，d）。以上结果表明，LPS刺激显著上调bEnd.3

细胞中蛋白质 C 表达，转染 HSF1 siRNA 或 HSF1

过表达质粒分别抑制或促进蛋白质C的上调。

2.5 HSF1通过上调蛋白质C转录保护脓毒症小鼠

凝血功能障碍

HSF1作为转录因子，主要与靶基因的启动子

HSE 元件结合调控它们的转录。利用生物信息学

分析发现在蛋白质C启动子区存在HSF1结合元件

（HSE）（图 5a，b），推测HSF1可能通过与蛋白质

C启动子区域的HSEs结合，直接调控蛋白质C的

转录。运用 EMSA 和双荧光素酶报告基因实验探

究HSF1是否调控蛋白质C的转录。EMSA实验结

果显示，HSF1 可以直接结合蛋白质 C 启动子区

HSE1 （−584~−577 bp）（图 5c）。此外，双荧光素

酶报告基因检测显示，共转染mHSF1质粒和ProC-

wt报告质粒后，荧光强度显著增强。然而，共转

染mHSF1质粒和ProC-mut报告质粒后，荧光强度

显著降低，与EMSA的结果相一致（图5d）。以上

结果证实了HSF1在蛋白质C的启动子区域与HSEs

结合，从而直接上调蛋白质C的转录。

Fig. 4 Effects of HSF1 on protein C mRNA and protein expression level in LPS-stimulated bEnd.3 cells
mRNA (a) and protein (b) levels of protein C in bEnd.3 cells after LPS-stimulated HSF1 interference; mRNA (c) and protein (d) levels of protein C in

bEnd.3 cells after LPS-stimulated HSF1 overexpression detection. #P<0.05, ##P<0.01, vs HSF1 control+PBS; *P<0.05, **P<0.01, vs HSF1 control+

CLP 12 h; n≥3.
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3 讨 论

脓毒症发病机制复杂，病情进展迅速，病死率

高。全球每年住院的严重脓毒症病例数接近 1 900

万，其中高达 25%的严重脓毒症患者和 50%的脓

毒性休克患者遭受死亡威胁［27］。凝血功能紊乱是

脓毒症发生发展过程中的重要病理过程，加速脓毒

症及多器官功能的恶化［28-29］。当脓毒症发生时，

凝血系统被激活，触发凝血级联反应，血小板消耗

减少，微血栓形成，严重者引起DIC，患者可能出

现明显的血栓栓塞并发症或临床上表现不易察觉的

微血管血栓形成，最终导致多器官功能衰竭［8-9］。

本研究基于 HSF1 敲除小鼠的 CLP 模型，证实了

HSF1通过参与并抑制脓毒症凝血系统激活，从而

减轻小鼠脓毒症所致肺损伤，并首次证实了HSF1

通过直接上调蛋白质C的转录对脓毒症凝血功能紊

乱起到部分保护作用。

本研究采用的是 CLP 动物模型，该模型较好

地模拟人类的脓毒症，已被认为是研究脓毒症的金

标准模型［30］。在该模型的基础上，首先探讨了

HSF1在整体动物水平对组织器官的保护作用，并

观察了HSF1是否参与了脓毒症凝血过程。组织病

理学结果显示，HSF1敲除小鼠在脓毒症所致肺组

织损伤中比野生型小鼠更明显。凝血相关指标

APTT、PT以及肺组织中大量的纤维蛋白（原）沉

积也反映了脓毒症后，小鼠凝血系统激活，触发了

凝血活化过程，导致微血栓形成，从而加重了肺组

织的缺血缺氧和肺功能损伤，且该病理变化在

HSF1−/−组小鼠中比在HSF1+/+小鼠更明显，这表明

HSF1 参与了脓毒症的凝血活化过程，而且 HSF1

能够有效抑制脓毒症的凝血系统活化从而对脓毒症

所致肺损伤起到保护作用。

蛋白质C是一种维生素K依赖的血浆酶原，被

凝血酶-凝血调节蛋白复合物激活后形成APC，在

凝血的生理调节中起着重要作用［31］。蛋白质C能

够通过 APC 和凝血酶激活的纤溶抑制剂 （TAFI）

来调节凝血和纤溶［32-33］。已有研究表明，在动物

模型中，蛋白质C系统的损伤可显著恶化DIC，增

加发病率和死亡率，而恢复APC的功能可预防凝

血功能障碍，减轻器官功能障碍［34］。蛋白质C水

平的降低和蛋白质C系统的抑制与脓毒症相关凝血

功能障碍的发生密切相关［35］。然而，HSF1是否能

通过调控蛋白质C减轻脓毒症的凝血功能障碍尚不

清楚。因此，首先构建了HSF1敲除小鼠的脓毒症

模型，通过结合前期芯片结果，发现蛋白质C在内

毒素血症的HSF1−/−和HSF1+/+小鼠之间存在差异表

达。基于此，推测蛋白质C可能在HSF1敲除小鼠

的脓毒症肺损伤过程中发挥了重要作用。为了验证

Fig. 5 HSF1 directly upregulates protein C transcription
(a, b) HSE analysis in the promoter region of protein C gene; (c) EMSA result of the binding of HSF1 to HSE in the promoter region of protein C;

(d) dual-luciferase reporter gene assay to evaluate the effect of HSF1 on the transcriptional regulation of protein C gene. **P<0.01 vs pcDNA3.1+

ProC-wt; #P<0.05 mHSF1+ProC-mut vs mHSF1+ProC-wt; n≥3.
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这一假设，通过对脓毒症小鼠血浆和肺组织进行了

ELISA、qRT-PCR和Western blot。结果显示，脓毒

症后小鼠血浆中蛋白质 C 水平升高，于 12 h 达峰

值，随后降低，且HSF1−/−组水平明显低于HSF1+/+

组。脓毒症后，小鼠肺组织中蛋白质C的蛋白质和

mRNA 水平均显著下降，相比 HSF1+/+组，HSF1−/−

降低更明显，有明显统计学意义。细胞实验也发

现，LPS刺激增加了对照组bEnd.3细胞中蛋白质C

的蛋白质和 mRNA 的表达水平；而在细胞在转染

HSF1 siRNA后，蛋白质C的蛋白质和mRNA的表

达水平相比对照组明显降低，在 HSF1 过表达后，

结果发生了相反的变化，与肺组织的实验相一致。

既往研究表明，在脓毒症中，凝血系统的激活导致

活化蛋白质C系统严重破坏，是由于其持续的消耗

和蛋白质降解［36］，致其水平显著降低。在严重脓

毒症时，内源性不活跃的前体蛋白质C的水平由于

其在肝脏产生减少以及酶降解作用（如中性粒细胞

弹性蛋白酶）而降低，以及显著下调血栓调节蛋白

和内皮蛋白质C受体，导致蛋白质C活化为APC量

受损明显［37-38］。研究的结果与这些报告相一致。本

研究表明，蛋白质C在脓毒症早期阶段快速分泌以

增加其抗凝功能，之后因快速消耗和蛋白质降解大

量减少，削弱了其对凝血过程的抑制作用从而加速

了微血栓的形成。在此过程中，也发现HSF1对肺

组织和细胞中蛋白质C的表达变化具有调控作用从

而抑制凝血系统激活从而减轻脓毒症器官损伤。

HSF1是机体内重要的转录因子，通过对多种

基因的调控影响了疾病的发病过程。在应激状态

下，HSF1被激活形成三聚体，然后移位到细胞核

中，与基因启动子区域的特定HSE元件结合，启

动热休克 （应激） 基因的转录激活［39-40］。此外，

HSF1也通过调节多种炎症因子的表达，参与了炎

症反应过程［15，41］。本研究中，分析了蛋白质C启

动子区域的序列，并确定了在基因启动子区域含有

HSEs，基于HSF1的作用机制，推测HSF1可能通

过与蛋白质C启动子的HSEs结合，直接调控蛋白

质 C 的转录。为了验证上述假说，分别进行了

EMSA和双荧光素酶报告基因分析，EMSA结果显

示 HSF1 可以与蛋白质 C 启动子区域的一个 HSE

（−584~−577 bp）结合。双荧光素酶报告基因检测

结果进一步揭示了HSF1直接上调蛋白质C的转录。

以上结果一致证实HSF1通过与蛋白质C启动子中

HSEs结合，上调蛋白质C的转录水平，抑制脓毒

症的凝血活化过程，从而减轻小鼠肺组织损伤。

4 结 论

本研究探讨了HSF1在脓毒症发生发展中的作

用，揭示了HSF1参与脓毒症急性肺损伤的发生过

程。HSF1通过直接上调蛋白质C的转录抑制脓毒

症凝血活化过程从而减轻急性肺损伤的发生发展。

本研究不仅揭示了脓毒症凝血功能障碍的发生机

制，而且为脓毒症中凝血功能障碍的干预提供了新

的理论依据。

推荐编委 熊炜
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HSF1 Attenuates Coagulatory Dysfunction and Protects Mice From Acute Lung
Injury by Upregulating Protein C in Sepsis*

WANG Hao1,2,3), LI Tao4), XIAO Gui5), LIU Mei-Dong1,2,3), LIU Ke1,2,3), ZHANG Hua-Li1,2,3),

ZHU Ya-Xi1,2,3)**, XIAO Xian-Zhong1,2,3)**

(1)Department of Pathophysiology, School of Basic Medicine Science, Central South University, Changsha 410008, China;
2)Sepsis Translational Medicine Key Laboratory of Hunan Province, Central South University, Changsha 410008, China;

3)National Medicine Functional Experimental Teaching Center, Central South University, Changsha 410078, China;
4)Department of Pathophysiology, Medicine College of Jiaying University, Meizhou 514031, China;

5)Xiangya School of Nursing, Central South University, Changsha 410008, China)

Abstract Objective To explore the mechanism of heat shock factor (HSFl) alleviating coagulatory

dysfunction in sepsis and protecting mice from acute lung injury. Methods In this study, a mouse model of

sepsis was established by cecal ligation and puncture (CLP). We tested the coagulation indexes and pathological

changes in the lungs of mice. Protein C expression was detected by ELISA, qRT-PCR and Western blotting. The

expression level of protein C was observed by inhibiting or enhancing the expression of HSF1 by plasmid

transfection, and the mechanism of HSF1 regulating protein C transcription was explored by bioinformatics,

EMSA and dual luciferase reporter gene experiments. Results In the mouse model of sepsis, we discovered that

the coagulatory activity of the HSF−/− mice was significantly enhanced and the lung injury was aggravated after

CLP, compared with the HSF1+/+ mice. ELISA, qRT-PCR and Western blot showed that the expression level of

protein C in the plasma and lung tissue of the HSF−/− mice was lower than that in the wild-type mice in sepsis. In

vitro studies also demonstrated that HSF1 interference inhibited lipopolysaccharide (LPS) -induced protein C

expression, while HSF1 overexpression enhanced protein C expression in bEnd. 3 vascular endothelial cells.

Further bioinformatics analysis indicated that the protein C promoter region contains HSF1 binding element

(HSE). EMSA and dual luciferase reporter gene experiments showed that HSF1 bound to the HSE in the promoter

region of protein C, thereby directly upregulating protein C transcription. Conclusion This study revealed that

HSF1 was involved in acute lung injury in sepsis mouse model. HSF1 alleviated the coagulatory dysfunction in

sepsis by directly upregulating protein C transcription, thus playing a protective role in mouse lung tissue.
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