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[摘要]　目的　探讨中性粒细胞胞外诱捕网(NETs)在热射病(HS)小

鼠急性肝损伤发病中的作用及其机制。方法　56只SPF级雄性C57BL/6小

鼠按随机数字表法随机分为对照组(予以假加热，n=8)、热打击(HS)组

(n=32)、氯脒(CA)组(给予假加热及CA预处理，n=8)及热打击+氯脒预处

理组(HS+CA组，n=8)4组；HS组进一步按热打击结束后的时间点分为4

个亚组，分别为HS 0 h组、HS 3 h组、HS 6 h组和HS 9 h组，每组8只。另

取48只C57BL/6小鼠，随机分为对照组、CA组、HS(9 h)组和HS+CA组，

每组12只，用于观察216 h生存率。通过人工气候舱制备热打击小鼠模

型，监测小鼠直肠温度(Tr)，记录Tr达到42.9 ℃的时间。于热打击结束

后根据分组时间点处死小鼠，采用全自动生化分析仪测定血清谷丙转氨

酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)活性，HE染色观察肝组织病理损伤情况，

试剂盒检测血浆游离DNA和髓过氧化物酶(MPO)-DNA复合物浓度，激光

共聚焦显微镜观察肝组织瓜氨酸化组蛋白(Cit H3)和MPO的表达，ELISA

法测定肝脏组织匀浆IL-1β浓度，Western blotting检测肝组织Nlrp3炎性小

体激活水平。结果　HS+CA组与HS组在热打击结束时热暴露时间和核心

体温上升速率比较差异均无统计学意义(P>0.05)，但HS+CA组的生存时

间与HS组相比延长(P＜0.05)。热打击结束后3 h、6 h和9 h，HS小鼠血清

ALT和AST活性，肝组织病理评分，血浆游离DNA和MPO-DNA浓度，以

及肝组织Cit H3和MPO水平均随时间呈进行性升高，且明显高于对照组

(P＜0.001)。肝组织HE染色显示，与HS组比较，HS+CA组肝细胞变性明

显减轻，炎症明显缓解，肝窦少量淤血，无出血。抑制NETs释放可显著

缓解热应激诱导的肝损伤(HS+CA组 vs. HS 9 h组，P＜0.001)。生存分析显

示，HS+CA组小鼠生存率高于HS组(χ2=4.719，P<0.05)。HS+CA组Nlrp3

和cleaved caspase-1蛋白表达水平，以及肝组织IL -1β表达水平低于HS组 

(P＜0.001)。结论　NETs在HS肝损伤的发病中起重要作用，其机制可能是

通过激活Nlrp3炎性小体/IL-1β信号通路介导热应激肝损伤。

[关键词]　热射病；中性粒细胞；胞外诱捕网；肝功能不全
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[Abstract]　Objective　To investigate the role and mechanism of neutrophil extracellular traps (NETs) in acute liver injury 

from heatstroke (HS) mouse model. Methods　Fifty-six C57BL/6 mice were randomly (random number table) assigned into sham 

heated control group (control group, n=8), sham heated with Chlorine amidine (CA) treatment group (CA group, n=8), heatstroke 

group (HS, n=32), and heatstroke with CA treatment group (HS+CA, n=8). In the HS group, after heat-shock treatment, mice were 

further subgrouped into HS 0 h, HS 3 h, HS 6 h, and HS 9 h (n=8/subgroup). Another forty-eight mice were randomized into the 

control group, CA group, HS(9 h) group, and HS+CA group (n=12/group). We tracked the survival rate of these mice up to 216 h. 

Mice were prepared with the pre-warm chamber to initiate HS. The change in rectum temperature (Tr) was monitored and the time 

point reaching 42.9 ℃ was recorded. At the end of heat stress, the mice were sacrificed according to the group time point, and the 

serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities were measured by the automatic biochemical 

analyzer. HE staining was used to observe the pathological injury of liver tissue. Plasma-free DNA and myeloperoxidase (MPO)-

DNA complex concentrations were detected by the kit. The expression of citrullinated histone (Cit H3) and MPO in liver tissue 

was observed by a laser confocal microscope. The concentration of IL-1β in liver tissue homogenate was determined by ELISA. 

The activation level of Nlrp3 inflammasome in liver tissue was detected by Western blotting. Results　There was no significant 

difference in heat exposure time and core body temperature rise rate between HS+CA group and HS group at the end of heat shock 

(P>0.05), but the survival time of HS+CA group was longer than that of HS group (P<0.05). At 3 h, 6 h, and 9 h after heat shock, the 

activities of serum ALT and AST, and the pathological scores of liver tissue increased progressively with time and were significantly 

higher than those in control group (P<0.001). At 3 h, 6 h, and 9 h after heat shock, the concentrations of plasma-free DNA and 

MPO-DNA, the levels of Cit H3 and MPO in liver tissue increased progressively with time and were significantly higher than those 

in control group (P<0.001). HE staining of liver tissue showed that, compared with HS group, the degeneration of hepatocytes 

in HS+CA group was significantly alleviated, inflammation was significantly alleviated, and there was little blood stasis in hepatic 

sinuses without bleeding. Inhibition of NETs release significantly alleviated heat stress-induced liver injury (HS+CA group vs. HS 9 h 

group, P<0.001). Survival analysis showed that the survival rate of mice in HS+CA group was higher than that in HS group (χ2=4.719, 

P<0.05). The expression levels of Nlrp3 and cleaved caspase-1 and IL-1β in liver tissue of HS+CA group were lower than those 

in HS group (P<0.001). Conclusion　NETs may play an important role in the pathogenesis of HS liver injury through the Nlrp3 

inflammasome/IL-1β signal pathway.
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热射病( h eat s t ro k e，H S)是最严重的环境热

病，救治难度大，病死率为10%~30%，且随着全球

热浪袭击频率和强度的增加，其病死率呈继续上

升趋势，一旦发生大规模HS，将对公共健康产生

灾难性影响[1]。急性肝衰竭(acute liver failure，ALF)
是HS的常见并发症，但具体发病机制目前尚不完

全清楚[1-7]。由于缺乏确切有效的治疗措施，ALF仍
然是从初始热打击中幸存下来的HS患者的主要死

亡原因之一[1-2]。动物研究证实，HS时肝组织存在

多形核中性粒细胞(polymorphonuclear neutrophil，
PMN)浸润，浸润水平与肝损伤程度呈正相关，推

测其可能在急性肝损伤(acute liver injury，ALI)的
发生中起重要作用，但具体机制尚不清楚 [3]。中

性粒细胞胞外诱捕网(neutrophil extracellular traps，
NETs)是由PMN释放到胞外的以DNA为骨架，富含

髓过氧化物酶(myeloperoxidase，MPO)、组蛋白及

弹性蛋白酶等多种PMN来源蛋白的网状结构，在

PMN的致病机制中起核心作用。NETs的主要成分

为DNA，MPO-DNA是NETs的特征性复合物，血浆

游离DNA浓度和MPO-DNA浓度均常用于检测外周

血NETs含量[4-6]。以血浆游离DNA和MPO-DNA复合

物等为NETs的标志物，越来越多的研究证实NETs
在多种因素介导的肝损伤发病中起重要作用，通过

药物抑制、基因敲除等方法抑制NETs释放对肝损

伤具有保护作用[8-10]，但在HS肝损伤领域的研究甚

少。基于NETs介导多种诱因所致肝损伤的报道，有

理由推测NETs也可能在HS肝损伤发病机制中发挥

作用。本研究利用前期改良的小动物HS模型[11-12]， 
在更接近自然状态的条件下观察NETs在HS小鼠ALI
发病中的作用，并初步探索其相关机制，为深入研

究HS肝损伤的可能机制提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物及主要仪器　SPF级雄性C57BL/6小
鼠104只，6~8周龄，体重20~25 g，由南方医科大

学实验动物中心提供(合格证号SYXK2016-0167)，
为避免雌激素对热打击发生及脏器损伤的影响[13]，

实验全部选用雄性小鼠。环境温度2 3  ℃，湿度

55%±5%，12 h昼/夜循环，提供啮齿动物标准饮

食，小鼠自由进食、饮水。模拟热气候动物舱由
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南方医科大学公共卫生与热带卫生学学院提供。

Powlalr 8sp生理记录仪购自澳大利亚ADInstruments
公司。实验动物的相关方案通过动物伦理学委员会

批准(批准号2018041003)。实验过程符合国家和单

位有关实验动物的管理和使用规定。

1.2　实验动物分组及给药　56只C57BL/6小鼠按

随机数字表法分为对照组(予以假加热，n=8)、氯

脒(chlorine amidine，CA)组(予以假加热及CA预处

理，n=8)、热打击组(HS组，n=32)、热打击+CA
预处理组(HS+CA组，n=8)共4组，其中HS组进一

步按热打击结束后的时间点分为4个亚组，分别为

热打击后0 h、3 h、6 h和9 h组(HS 0 h、3 h、6 h和
9 h组)，每组8只。CA预处理组和HS+CA组于建模

开始前即刻予CA(Cayman，美国，1373232-26-8)
腹腔注射1次，剂量为1mg/kg。HS组和HS+CA组

小鼠接受热打击，对照组和CA组小鼠在实验期间

室温饲养，不予热打击。热打击结束后，HS组各

个亚组分别在热打击后的0 h(HS 0 h组)、3 h(HS 3 h
组)、6 h(HS 6 h组)和9 h(HS 9 h组)处死留取标本，

HS+CA组在热打击结束后9h处死留取标本，对照组

组和CA组也在同一时间处死留取标本。另备48只
C57BL/6小鼠，随机分为对照组、CA组、HS(9 h)
组和H S + C A组，每组 1 2只，用于观察 2 1 6  h生 
存率。

1.3　HS模型制备　参考前期实验建立的方法[11-12,14-15] 

构建清醒状态热打击小鼠模型，具体如下：热打

击前将高温舱预热到30 ℃，将HS组与HS+CA组小

鼠置于预热到30 ℃的仿真热气候动物舱，于30 min
内将舱内温度升至39 ℃，湿度65%。每隔10 min将
小鼠连接Powlalr 8sp生理记录仪，直肠内放置热电

偶，记录直肠温度(Tr)用于代表核心体温(Tc)。在

Tr达到42.9 ℃后将小鼠从气候舱中取出。对照组和

CA组小鼠接受相同的处理，但不予热打击。热打

击期间，小鼠禁食、禁水，热打击结束后，小鼠恢

复进食、饮水，放回原饲养环境中。

1.4　观察指标

1.4.1　热应激计算方法　参考Leon等[15]的方法，通

过量化方法对比小鼠热应激反应的异同。以热打击

开始到Tr达到42.9 ℃的时间代表热暴露时间。核心

体温上升速率(%)=(42.9－基线核心体温)/总热暴露

时间×100%。

1.4.2　血浆及肝脏组织NETs含量检测　用血浆游

离DNA和MPO-DNA复合物含量代表血浆中NETs含
量。血浆游离DNA含量采用试剂盒(Quant-iTTM Pico 
Green® ds DNA，Invitrogen，美国)按说明书步骤检

测。血浆MPO-DNA复合物含量检测参考Huang等[4] 

的方法，采用小鼠MPO检测ELISA试剂盒(Hycult 

Biotech，荷兰)按说明书步骤捕获血浆中的MPO-
DNA复合物，再采用细胞死亡检测试剂盒(Roche，
瑞士)按说明书步骤检测MPO-DNA复合物，以样品

孔与对照孔405 nm吸光度的比值代表MPO-DNA复

合物的相对含量。肝脏组织中NETs含量检测参考

Yipp等[16]的方法，用瓜氨酸化组蛋白3(citrullinated 
histone，Cit H3)含量代表NETs含量，利用兔抗Cit 
H3一抗(Sigma，美国)标记，通过免疫组化SP法标

志肝脏组织冷冻切片中的Cit H3，浓度为1:1000，
二抗为FITC标记的羊抗兔IgG(Sigma，美国)，细胞

核染色选择Hoechst33258(蓝色荧光，碧云天，中

国)，在激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光表达情

况，用Image-Pro Plus 6.0软件比较绿色荧光强度，

代表NETs含量。

1.4.3　肝脏病理分析　剖取小鼠肝右叶1/3用于病

理分析。按常规方法制备石蜡切片，进行苏木精-
伊红(HE)染色，将所有切片随机编码后请病理医师

在光学显微镜下进行盲法病理损伤评分。病理损伤

评分参照Heijnen等[17]的标准。

1.4.4　生化及炎症因子测定　采用心脏采血法留

取血液样本，常规方法分离血清。血清谷丙转氨

酶(alanine aminotransferase，ALT)和谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase，AST)水平采用全自动

生化分析仪(Hitachi 7600，日本日立公司)检测。肝

脏组织匀浆中IL -1β水平采用酶联免疫吸附试剂盒

(RayBiotech，美国)按照说明书步骤检测。

1 . 4 . 5　PM N浸润程度检测　参考Wree等 [ 1 8 ]的报

道，利用兔抗MPO一抗(Sigma，美国)，通过免疫

组化SP法标志肝脏组织冷冻切片中的PMN，浓度

为1:1000，二抗为罗丹明标记的羊抗兔IgG(Sigma，
美国)，细胞核染色选择Hoechst33258(蓝色荧光，

碧云天，中国)，在激光共聚焦显微镜下计数每个

高倍镜视野下PMN(红色荧光)的数量，代表PMN浸

润程度。

1.4.6　Western blotting检测通路相关蛋白的表达

　从肝组织匀浆中提取总蛋白，加入兔抗核苷酸

寡聚化结构域(nucleotide-binding oligomerization 
domain，NOD)样含py rin功能域受体家族(NOD -
like receptor pyrin domain containing，Nlrp)3、pro 
caspase-1和cleaved caspase-1一抗(Abcam，美国)，
二抗为HRP标记的羊抗兔IgG(Abcam，美国)，常规

Western blotting方法检测蛋白表达情况。UVI凝胶成

像系统摄像，Image-Pro Plus 6.0软件分析条带灰度

值，用与β-actin的比值代表相对表达量。每个实验

重复3次，结果取均值。

1.5　统计学处理　采用GraphPad Prism 9.0和SPSS 
23.0软件进行统计分析。计量资料以x±s表示，在
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方差齐性基础上应用单因素方差分析比较各项测

量值及检测指标的总体差异，进一步两两比较采

用Bonferroni法；采用Kaplan-Meier生存曲线和Log-
R ank检验进行生存分析。P＜0.05为差异有统计学 
意义。

2　结　　果

2.1　小鼠热应激反应特征　HS组与HS+CA组小鼠

的热暴露时间和Tr上升速率均明显高于对照组与

CA组(P<0.001)，而HS组与HS+CA组小鼠之间比较

差异无统计学意义(P＞0.05)。提示热打击条件诱导

小鼠Tr逐渐上升直至突破体温调节阈，而未接受热

打击的小鼠体温保持稳定(表1)。

2 . 2　热应激对小鼠肝脏组织损伤、P M N浸润和

NETs释放的影响　HS 0 h组在HS起始阶段的组织

病理评分及血清A LT、A ST水平与对照组比较差

异无统计学意义(P>0.05)。恢复期Tr恢复正常，但

HS 3 h、6 h和9 h组的肝组织病理评分，血清ALT、

AST水平，血浆游离DNA含量和MPO-DNA复合物

相对含量均明显高于对照组(P<0.001，图1A、B)，
且随时间延长呈进行性加重。相关分析显示，血浆

游离DNA含量与MPO-DNA复合物含量呈显著正相

关(P<0.001，图1C)，提示血浆游离DNA含量的变

化主要来源于NETs，NETs可能参与了HS肝损伤的 
发生。

肝组织PMN浸润水平(图2A)和NETs含量(图2B) 
也表现出类似的时程变化。对照组、HS 0 h组、

H S  3  h组、H S  6  h组、H S  9  h组的红色荧光数量

(代表P M N浸润程度 )分别为 ( 5 . 3 1±0 . 4 8 )个、

(10.17±2.66)个、(22.87±7.91)个、(38.64±10.08)
个和(58.39±14.91)个，HS 9 h组的PMN浸润程度明

显高于其他各组(P＜0.001)。对照组、HS 0 h组、HS 
3 h组、HS 6 h组、HS 9 h组的绿色荧光面积占比(代
表Cit H3含量)分别为(4.9±0.7)%、(7.3±0.8)%、

(15.1±1.1)%、(37.1±2.1)%和(51.7±3.1)%，HS 9 h
组的NETs含量明显高于其他各组(P＜0.001)。进一

步提示NETs可能参与了HS肝损伤的发生。

2.3　抑制NETs释放对HS小鼠肝损伤的保护作用

表1　各组小鼠热应激反应特征定量分析(x±s)

Tab.1　Responses in mice subjected to heat stress in each 

group (x±s)

组别 热暴露时间(min) Tr上升速率(%)

对照组(n=8) 0 0

CA组(n=8) 0 0

HS组(n=32) 113.23±17.43(1) 4.15±0.08(1)

HS+CA组(n=8) 110.58±20.37(1) 4.11±0.06(1)

F 185.9 18195

P 0.000 0.000

　　CA . 氯脒；HS. 热打击；Tr.  直肠温度；与对照组比较， 

(1)P<0.001

图1　热打击对小鼠肝损伤及NETs相关指标的影响(n=8)

Fig.1　The influence of heat stress on the level of liver injury and NETs releases of mice (n=8) 
　　HS. 热打击；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；MPO. 髓过氧化物酶；A. 肝损伤指标；B. NETs相关指标；C. 血浆MPO-DNA复

合物浓度与血浆游离DNA浓度的相关性；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与HS 0 h组比较，(3)P＜0.001；与HS 3 h组比较，

(4)P＜0.001；与HS 6 h组比较，(5)P＜0.001
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图2　热打击对小鼠肝组织PMN浸润和NETs释放水平的影响(激光共聚焦显微镜，n=8)

Fig.2　The influence of heat stress on the level of PMN infiltration and NETs releases in liver tissues of mice (laser confocal 

microscope, n=8)
　　HS. 热打击；MPO. 髓过氧化物酶；NETs.中性粒细胞胞外诱捕网；PMN.多形核中性粒细胞；A. 肝组织PMN浸润(白色箭头所示)； 

B. 肝组织NETs(白色箭头所示)；PMN为红色荧光，NETs为绿色荧光，细胞核为蓝色荧光

表2　各组小鼠肝组织损伤评分、NETs释放水平和IL-1β水平比较(x±s, n=8)

Tab.2　Comparison of liver tissue injury, NETs release level and IL-1β level in each group of mice (x±s, n=8)

组别 游离DNA (ng/ml) MPO-DNA复合
物含量(倍数)

组织损伤
评分(分) ALT (U/L) AST (U/L) IL-1β (pg/mg)

对照组 449.81±48.63 1.98±0.07 0.35±0.07 57.19±6.26 49.11±5.97 1.13±0.04

CA组 458.26±45.77 1.91±0.06 0.33±0.08 58.00±5.90 47.31±6.23 1.16±0.03

HS组 1203.17±158.26(2)(4) 4.07±0.12(2)(4) 12.11±1.91(2)(4) 2011.03±226.00(2)(4) 2239.37±208.31(2)(4) 6.10±0.08(2)(4)

HS+CA组 674.38±87.08(1) (3)(5) 2.29±0.09(1)(3)(5) 3.78±0.21(1) (3)(5) 118.26±16.80(1) (3)(5) 106.71±19.23(1) (3)(5) 2.83±0.15(1)(3)(5)

　　CA. 氯脒；HS. 热打击；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；MPO. 髓过氧化物酶；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与

CA组比较，(3)P＜0.05，(4)P＜0.001；与HS组比较，(5)P＜0.001
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　对照组、CA组、HS组和HS+CA组的绿色荧光

面积占比(代表Cit H3含量)分别为(5.3±0.8)%、

(4.7±0.5)%、(56.1±5.3)%和(10.7±1.8)%，HS+CA
组的NETs含量较HS组明显下降(P＜0.001，图3A)。
HS+CA组的血浆游离DNA和MPO-DNA复合物含量

均较HS组明显下降(P＜0.001，表2)。光镜病理观察

发现，HS组出现大量肝细胞肿胀，呈空泡样及气

球样变性，部分坏死，肝窦淤血及出血，炎性细

胞浸润明显。与HS组比较，HS+CA组肝细胞变性

明显减轻，炎症明显缓解，肝窦少量淤血，无出

血(图3B)。HS+CA组血清ALT和AST活性较HS组明

显下降(P<0.001，表2)。对照组和CA组小鼠实验期

间未发生死亡，HS组小鼠死亡率为66.7%(8/12)，
H S + C A组小鼠死亡率为2 5 . 0 % ( 3 / 1 2 )。生存分析

显示，HS+CA组小鼠生存率高于HS组(χ2=4.719， 
P＜0.05，图3C)。
2.4　抑制NETs释放对肝组织Nlrp3/IL -1β炎性小

体信号通路的影响　与CA组比较，HS组肝组织匀

浆中IL -1β水平明显升高(P<0.001，表2)；与HS组

比较，HS+CA组肝组织匀浆中IL -1β水平明显降低

(P<0.001，表2)，提示CA腹腔注射预处理可明显抑

制HS小鼠肝组织IL-1β水平的升高。以Nlrp3表达上

调及caspase-1切割激活作为Nlrp3炎性小体激活的标

志，如图4所示，与CA组比较，HS组的Nlrp3表达

明显上调，caspase-1切割激活(P<0.001)，CA预处

理可明显抑制HS诱导的肝组织Nlrp3炎性小体激活

(P<0.001)。

3　讨　　论

肝脏是HS常见的损伤部位，HS病例几乎均存

在肝损伤的生化或病理学证据，但由于HS肝损伤

的机制尚不完全清楚，缺乏有效的特异性治疗手

段，所以尽管目前采取积极的降温和脏器支持措

施[19]，ALF在HS患者中仍频繁出现，是HS患者的

主要死亡原因之一[1,20]。本研究利用更接近自然状

态的清醒的热打击小鼠模型，证实NETs在HS肝损

伤的发病机制中起重要作用，其机制可能与激活

Nlrp3/IL-1β信号通路有关。
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图3　抑制NETs释放对各组小鼠肝损伤的影响

Fig.3　Inhibition of NETs releases could ameliorate liver injury in HS mice
　　CA. 氯脒；HS. 热打击；NETs.中性粒细胞胞外诱捕网；A. 肝组织NETs浓度(激光共聚焦显微镜，NETs为绿色荧光，细胞核为蓝色

荧光，n=8)；B. 肝组织HE染色(×100，n=8); C. Kaplan-Meier生存分析(n=12)
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图4　HS组、HS+CA组及CA组小鼠肝组织Nlrp3炎性小体激活(Western blotting, n=8)

Fig.4　NETs attributed to HS induced Nlrp3 inflammasomes activation in liver tissues (Western blotting, n=8)
CA. 氯脒；与CA组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与HS组比较，(3)P＜0.001
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本研究中使用了NETs抑制剂CA，为避免CA干

扰小鼠热应激反应，影响实验结果的可靠性，首先

观察了CA预处理对于小鼠热应激反应的影响，结

果显示，CA预处理不会干扰小鼠的热应激反应。

有研究显示，HS患者血清ALT通常在热应激发

生后30 min升高，3~4 d达到峰值[21]。本研究中小鼠

热打击模型也观察到类似热应激反应，小鼠在刚结

束热打击时(HS 0 h组)肝损伤并不明显，但随时间

延长呈进行性加重，在热打击结束后9 h(HS 9 h组)
达到峰值，提示HS肝损伤可能不仅是高热直接物

理损伤的结果。进一步研究发现，伴随热打击小鼠

肝损伤的进展，肝组织和外周循环血中的NETs含
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量，以及肝组织PMN浸润程度均呈进行性增加，提

示NETs可能参与了HS肝损伤的发生。

P M N是组织损伤固有免疫应答中的关键环

节，既可参与宿主本身的防御功能，又可对致炎因

素产生过度反应而加重组织损伤，在多种因素介

导的肝损伤发病机制中起核心作用[8,10]。NETs是由

PMN释放到胞外的包含多种致炎物质的网状结构，

不但可增强P M N的免疫功能，还可使P M N在死

亡后继续发挥致炎作用 [20]。尽管NETs最早在感染

性炎症中被发现，但越来越多的研究证实，NETs
在非感染性炎症中也起到广泛且重要的作用 [22]。 
von Meijenfeldt等[23]的研究证实，ALF患者的肝组织

中高表达NETs标志物Cit H3，并发现NETs标志物水

平与ALF预后不良呈正相关，推测其机制为NETs促
进肝组织的炎症反应，激活止血系统，从而加重肝

脏缺血性损伤。肽酰基精氨酸脱亚氨基酶4(peptidyl 
arginine deiminase 4，PAD4) 介导染色质的去致密

化和释放，在NETs的释放过程中起核心作用。作

为应用最为广泛的PAD抑制剂之一，CA生物利用

度高，可有效抑制体内PAD4活性，从而抑制NETs
的释放[24]。van der Windt等[10]证实，非酒精性脂肪

肝患者血清NETs标志物MPO-DNA显著升高，通过

DNase或敲除PAD4基因抑制NETs生成，可显著缓

解非酒精性脂肪肝小鼠的肝脏炎症反应。Zhang等
[25]的研究显示，肝脏缺血再灌注模型小鼠外周血

NETs标志物游离DNA和肝组织NETs标志物Cit H3
浓度显著增高，诱导NETs形成的关键酶PAD4 的
mRNA表达水平也显著增高，NETs 表达水平与肝

损伤指标成正相关。Duarte等[26]证实，通过转基因

技术抑制NETs生成，可显著缓解肝脏缺血再灌注

模型小鼠的肝损伤，推测其机制可能为抑制缺血再

灌注介导的炎症反应。Huang等[4]证实，利用PAD4
抑制剂抑制NETs生成，对于肝脏缺血再灌注模型

小鼠的肝损伤具有显著的保护作用。尽管越来越多

的研究证实NETs在多种因素介导的肝损伤发病机

制中起重要作用[23,25-31]，但对热应激情况下NETs在
肝损伤发病机制中的作用目前尚无报道。本研究结

果显示，热打击小鼠外周血和肝组织NETs标志物

含量显著增加，且随着肝损伤进展呈进行性加重。

NETs抑制剂CA对于热打击小鼠的肝损伤有显著保

护作用，表现为肝组织病理损伤改善及血清ALT、

A ST活性显著下降，且可提高热打击小鼠的生存

率，提示NETs在HS肝损伤的发生中起重要作用。

NETs介导肝损伤的机制目前尚不完全清楚。

NETs表面富含PMN功能蛋白，不但具有直接的细

胞毒性作用，还具有很强的促炎效应，能激活肝巨

噬细胞和PMN，释放炎症介质，加重肝损伤[4]。随

着对NETs促炎机制的深入研究，NETs与Nlrp3炎性

小体的关系受到越来越多的关注。Wright等[32]的研

究证实，NETs可通过其组分抗菌肽LL37激活Nlrp3
炎性小体，促进炎症反应，介导脏器损伤。Yu等[33] 

的研究显示，慢性乙型肝炎患者在NETs释放能力

下降的同时，肝组织Nlrp3炎性小体的活化也明显

降低。已有研究证实，Nlrp3炎性小体/IL -1β信号

通路在HS肝损伤的发病机制中起重要作用 [3]，因

此，我们进一步研究了Nlrp3炎性小体/IL -1β信号

通路在NETs介导HS肝损伤中的作用。结果显示，

抑制NETs生成可显著抑制HS诱导的肝组织Nlr p3
炎性小体激活，降低肝组织IL -1β浓度，提示NETs 
可能通过Nlrp3炎性小体/IL -1β信号通路介导HS肝
损伤。

本研究的局限主要在于：(1)尽管CA是目前使

用最为广泛的PAD抑制剂，可有效抑制NETs的生

成，但使用转基因动物可进一步增加研究结果的可

信度；(2)NETs的功能与PMN的表型关系密切，本

研究缺乏热打击对于PMN表型影响的相关内容；

(3)对于NETs与Nlrp3炎性小体/IL -1β信号通路关

系的研究尚停留在现象层面，缺乏多层次的干预 
研究。

综上所述，N ETs在H S肝损伤的发生中起重

要作用，其机制可能是通过激活Nlr p3炎性小体/
I L - 1β信号通路促进炎症反应、加重组织损伤，

进一步开展相关研究有助于深入阐明HS肝损伤的 
机制。
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