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摘要： 目的　 探究金叶败毒颗粒改善脓毒症大鼠肺损伤的作用机制。 方法　 将大鼠随机分为空白组、 假手术组、 模型

组、 金叶败毒颗粒组 （金叶组， １􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ）、 地塞米松组 （地米组， ０􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ）、 金叶败毒颗粒＋地塞米松组（金叶＋
地米组， １􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ＋０􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 采用盲肠穿刺法构建大鼠脓毒症模型， 造模后立即、 造模后 ８ ｈ 分别灌

胃给药 １ 次。 造模 ２４ ｈ 后处死大鼠， 取肺组织， 计算肺系数以评估肺水肿情况； 比色法检测肺组织中总铁离子、
Ｆｅ２＋、 Ｆｅ３＋及丙二醛 （ＭＤＡ） 水平； ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织中白介素⁃６ （ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 水平； ＨＥ 染

色观察各组肺组织切片病理变化； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织铁

蛋白重链 （ＦＴＨ１）、 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达。 结果　 与假手术组比较， 模型组大鼠肺泡结构明显破坏， 肺间质和肺泡内明显

水肿， 炎症细胞浸润明显， ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ 表达、 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达、 Ｆｅ２＋、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平、 肺系数升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＴＨ１ 蛋白表达及 Ｆｅ３＋水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 各给药组大鼠右肺组织病理损伤均有不
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毒颗粒可通过抑制 ＲＩＯＫ３⁃铁蛋白自噬轴改善脓毒症大鼠肺组织的炎症反应、 肺水肿和肺上皮细胞损伤， 其与地塞米

松联合应用效果更佳。
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ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｘｉｓ ｏｆ ＲＩＯＫ３⁃ｆｅｒｒｉｔｉｎ， ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｉｓ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｊｉｎｙｅ Ｂａｉｄｕ Ｇｒａｎｕｌｅｓ； ｓｅｐｓｉｓ； ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； ＲＩＯＫ３⁃ｆｅｒｒｉｔｉｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｘｉｓ

　 　 脓毒症是指宿主机体对感染的反应失调而引发

的危及生命的器官功能障碍［１］。 ２０１７ 年全球疾病

负担研究 （Ｇｌｏｂａｌ Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｓｔｕｄｙ， ＧＢＤ）
报道全球的脓毒症患者大约有 ４ ８９０ 万， 死于该病

者有 １ １００ 万 人， 占 全 球 所 有 死 亡 人 数 的

１９􀆰 ７％ ［２］， 这给社会和患者带来了巨大的负担。 大

量患者因脓毒症早期发生的急性呼吸窘迫综合征

（ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＲＤＳ） 而死

亡。 尽管皮质类固醇已被用来治疗该病多年， 但它

的使用会带来更多的感染风险和不良反应， 因此，
对于脓毒症肺损伤而言， 从中药制品中寻求替代品

或者补充疗法是治疗的新方向。
金叶败毒颗粒由金银花、 大青叶、 蒲公英、 鱼

腥草组成， 具有清热解毒的功效， 符合脓毒症肺损

伤 “热毒” 的病机。 有研究证实， 抑制铁蛋白自

噬从而抑制肺上皮细胞铁死亡或许可成为治疗脓毒

症肺损伤的新方向［３⁃４］。 核受体共激活因子 ４
（ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ ４， ＮＣＯＡ４） 是执行铁

蛋白自噬的选择性自噬受体［５⁃７］。 ＲＩＯ 激酶 ３ （ＲＩＯ
ｋｉｎａｓｅ ３， ＲＩＯＫ３） 属于 ＲＩＯ 丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶家族成员之一， 也具有泛素结合蛋白活性［８］。
课题 组 对 脓 毒 症 分 子 诊 断 和 危 险 分 层 项 目

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ，
ＭＡＲＳ） 队列的转录组公共数据进行重分析发现，

ＲＩＯＫ３ 与 ＮＣＯＡ４ 的表达量呈显著正相关， 提示抑

制 ＲＩＯＫ３ 表达可以下调溶酶体 － 自噬途径中

ＮＣＯＡ４ 表达， 从而抑制铁蛋白自噬。 基于此， 本

研究拟探究金叶败毒颗粒通过干预 ＲＩＯＫ３⁃铁蛋白

自噬轴改善脓毒症肺损伤的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 雄性 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 体质量

２２０～２７０ ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限

公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃
０００６］， 饲养于山东中医药大学附属医院动物实验

中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁） ２０１８⁃
００１５］。 本动物实验已通过山东中医药大学附属医

院实验动物伦理委员会审批 （伦理号 ＡＷＥ⁃２０２２⁃
０１８）。
１􀆰 ２　 药物　 金叶败毒颗粒 （国药集团中联药业有

限公司， 批号 Ｚ２００４００２０）； 地塞米松片 （三才石

岐制药股份有限公司， 批号 １３０９４１）。
１􀆰 ３　 试剂　 ＳＰＡＲＫｅａｓｙ 组织 ／细胞 ＲＮＡ 快速提取

试剂盒 （山东思科捷生物技术有限公司， 货号

ＡＣ０２０２）； ＲＩＯＫ３ 抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 货

号 １３５９３⁃１⁃ＡＰ ）； ＮＣＯＡ４ （ Ｅ８Ｈ８Ｚ） 抗体 （美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ６６８４９）； 过度

激活的铁蛋白重链 （ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ １， ＦＴＨ１）、
ＬＣ３Ｂ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （武汉爱博泰克生物科技有限
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公司， 货号 Ａ１９５４４、 Ａ１９６６５、 ＡＣ０２６）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ１５１０ 全波长酶标仪 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０Ⅱ
荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； 电泳电源、
电泳仪、 转膜仪、 电泳玻璃板、 电泳梳子、 切胶板

（武汉赛维尔生物科技有限公司）； 智跃 ＷＳ⁃１０
病理切片扫描仪及图像分析系统 ［智跃医疗科技

（江苏） 有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与造模　 运用随机数字表法将大鼠随机

分为空白组、 假手术组、 模型组、 金叶败毒颗粒组

（金叶组）、 地塞米松组 （地米组）、 金叶败毒颗

粒＋地塞米松组 （金叶＋地米组）， 每组 ６ 只。 模型

组和各给药组大鼠采用盲肠结扎穿刺法［９］ 构建脓

毒症模型。 大鼠腹腔注射戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）
进行麻醉， 仰卧固定于手术板上， 腹部手术区去

毛， 消毒后铺洞巾， 无菌条件下用手术刀在腹正中

线做一长 １～２ ｃｍ 的切口， 经切口进腹， 在回盲瓣

远端分离并以 ４ 号丝线结扎 １ ／ ３ 处盲肠， 用 ２２ 号

穿刺针进行盲肠穿刺 ２ 次， 挤出少许粪便， 穿刺完

毕后盲肠还纳入腹腔， 然后用 ４ 号丝线缝合腹膜

（连续缝合） 及皮肤 （间断缝合）， 再对缝合处进

行消毒， 术毕立即腹腔注射 １ ｍＬ 生理盐水防止休

克。 假手术组仅开腹取出盲肠再放回原位， 不做结

扎、 穿孔处理。 空白组不做任何处理。
２􀆰 ２　 给药　 造模后立即灌胃给药， 金叶败毒颗粒

组给予 １􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ 金叶败毒颗粒溶液 （成人每次用

量 １５ ｇ， 参照 “不同种类动物之间药物剂量换算

法” ［１０］， 人与大鼠给药剂量的系数设定为 ６）； 地

米组给予 ０􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ 地塞米松溶液［１１］； 金叶＋地
米组给予 １􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ 金叶败毒颗粒和 ０􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ 地

塞米松溶液； 模型组和假手术组给予生理盐水。 造

模后 ８ ｈ 再次灌胃给药 １ 次。
２􀆰 ３　 检测指标

２􀆰 ３􀆰 １　 肺系数计算　 造模 ２４ ｈ［１２］后， 称定大鼠体

质量， 处死后取肺组织， 称定肺质量， 计算肺系

数， 公式为肺系数＝ （肺质量 ／体质量） ×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察肺组织病理变化 　 将大鼠右

肺中叶用 １０％ 甲醛固定， 常规石蜡包埋， 切片，
ＨＥ 染色后于显微镜下观察肺组织黏膜有无受损、
腺体有无增生、 炎性细胞浸润等情况； 并采用

Ｓｍｉｔｈ 评分方法［１３］ 对肺水肿、 肺泡以及间质炎症、
肺泡及间质出血、 肺不张和透明膜形成， 分别进行

０～４ 分半定量分析。 无损伤， 计 ０ 分； 病变范围＜

２５％ ， 计 １ 分； 病变范围占 ２５％ ～ ５０％ ， 计 ２ 分；
病变范围占 ５０％ ～ ７５％ ， 计 ３ 分； 病变范围满视

野， 计 ４ 分。 总肺损伤评分为上述各项总和。 每只

大鼠观察 １０ 个高倍镜视野， 取其平均值。
２􀆰 ３􀆰 ３　 肺组织中总铁离子、 Ｆｅ２＋、 ＭＤＡ 水平检

测　 按照试剂盒说明书， 取 ０􀆰 １ ｇ 肺组织， 加入

０􀆰 ９ ｍＬ 提取剂进行匀浆， 离心后取上清。 使用酶

标仪分别测量 ５９３ ｎｍ （总铁离子、 Ｆｅ２＋ ） 和 ５３２
ｎｍ （ＭＤＡ） 波长处的光密度 （ＯＤ） 值。 Ｆｅ３＋水平

通过总铁离子中减去 Ｆｅ２＋水平来计算。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平　 取

右肺下叶组织 ２００～ ３００ ｍｇ， ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 次， 用

无尘纸快速吸取液体， 常规匀浆处理， 离心后取上

清液， 按照 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书操作， 检测

大鼠肺组织中 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ３􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４
ｍＲＮＡ 表达　 按照组织细胞 ＲＮＡ 快速提取试剂盒

说明书提取右肺组织总 ＲＮＡ， 反转录合成 ｃＤＮＡ。
以 ｃＤＮＡ 为模板， 进行 ｑＰＣＲ。 反应体系为 ２ ×
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ、 正反向引物各 ０􀆰 ８ μＬ、
ｃＤＮＡ ２ μＬ， 加 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应条

件为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退

火 ／延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
采用 ２－ΔΔＣＴ法进行相对定量分析。 引物由山东思科

捷生物技术有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列

ＲＩＯＫ３ 正向 ５′⁃ＡＴＧＣＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧＡＣＴＣＴＣＣＡＣ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＣＣＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＡＡＣＣ⁃３′

ＮＣＯＡ４ 正向 ５′⁃ＣＡＣＧＣＴＡＡＧＡＣＡＣＣＣＡＡＧＡＣＴＡＣＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＣＣＣＡＡＴＡＡＧＣＣＡＣＴＣＴＧＡＣＡＡＧＧ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＣＧＴＧＡＧＴＧ⁃３′

２􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＦＴＨ１、 ＬＣ３Ｂ 蛋

白表达 　 取 ２００ ｍｇ 冷冻的肺组织样本， 加 ＲＩＰＡ
裂解液提取蛋白， 使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒检测

蛋白含量， 蛋白样本加热变性， 上样， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶电泳， 转膜， 加入一抗 ＦＴＨ１、 ＬＣ３Ｂ、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ １ ０００） ４ ℃孵育过夜， 洗膜后加二抗室温孵

育 １ ｈ， 滴加 ＥＣＬ 发光液于化学发光仪中显影、 曝

光， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 以目的蛋

白灰度值与 β⁃ａｃｔｉｎ 内参蛋白灰度值的比值表示蛋

白相对表达量。
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２􀆰 ４　 统计学分析　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ １０ 软件进

行处理， 实验结果以均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示，
多组间比较采用单因素方差分析， 方差齐时采用普

通单因素方差检验， 方差不齐用 Ｗｅｌｃｈ 方差检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １ 　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠肺系数的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠肺系数升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠肺系数

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与假手术组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠肺系数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠右肺组织病理形

态的影响　 空白组和假手术组大鼠肺组织结构清

晰、 完整， 肺泡间隔均匀， 无明显增宽， 毛细血管

内皮细胞无明显肿胀， 无出血和炎症细胞浸润。 模

型组大鼠肺泡结构破坏， 肺泡壁明显增厚， 肺间质

和肺泡内明显水肿， 伴有大量红细胞渗出和明显炎

症细胞浸润， 肺泡间隔增大， 其毛细血管内皮细胞

可见高度肿胀， 与假手术组比较， 其肺组织 Ｓｍｉｔｈ
评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 各给药组大鼠肺组织病理损

伤可见不同程度改善， 与模型组比较， 肺组织

Ｓｍｉｔｈ 评分均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果见图 ２～３。
３􀆰 ３　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠肺组织中 Ｆｅ２＋、
Ｆｅ３＋、 ＭＤＡ 水平的影响 　 与假手术组比较， 模型

组大鼠肺组织 Ｆｅ２＋ 及 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｆｅ３＋水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地米组

和金叶＋地米组大鼠肺组织 Ｆｅ２＋ 及 ＭＤＡ 水平均降

低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｆｅ３＋ 水 平 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 金叶组大鼠肺组织 ＭＤＡ 水平均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ４。

图 ２　 各组大鼠右肺组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×２００）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠肺组织 Ｓｍｉｔｈ 评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｓｍｉｔｈ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ４　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠肺组织 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠

肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 地米组和金叶＋地米组大鼠肺组织 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 金叶组大

鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ５　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠肺组织 ＲＩＯＫ３、
ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与假手术组比较， 模

型组大鼠肺组织 ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地米组和金叶＋地米

组大鼠肺组织大鼠肺组织 ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 金叶组大鼠肺组织 ＲＩＯＫ３
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３􀆰 ６　 金叶败毒颗粒对脓毒症大鼠肺组织 ＦＴＨ１、
ＬＣ３Ｂ 蛋白表达的影响　 与假手术组比较， 模型组

大鼠肺组织 ＦＴＨ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＣ３Ｂ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药

组大鼠肺组织 ＦＴＨ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＬＣ３Ｂ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ７～８。
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注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠肺组织 Ｆｅ２＋、 Ｆｅ３＋、 ＭＤＡ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆｅ２＋， Ｆｅ３＋ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠肺组织 ＲＩＯＫ３、 ＮＣＯＡ４ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲＩＯＫ３ ａｎｄ ＮＣＯＡ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

４　 讨论

脓毒症肺损伤的发病机制主要与血管内皮损伤

以及肺泡上皮损伤有关， 而血管内皮损伤又主要表

现为炎症反应、 氧化应激、 细胞凋亡与自噬等［１４］。
脓毒症病理特征为肺泡性和间质性水肿以及炎症细

胞浸润［１５⁃１６］。 炎症刺激可破坏肺泡微血管屏障导

致肺水肿［１７］。 同时， 在脓毒症引起的肺损伤中，
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平异常升高［１８］。 从中医病机来看，
“热毒” 是脓毒症肺损伤的重要特点。 金叶败毒颗

粒由金银花、 大青叶、 蒲公英、 鱼腥草组成。 方中

金银花善清气分、 血分热； 大青叶善清肺热； 蒲公

英善解各类热毒； 鱼腥草为治肺痈要药［１９］， 诸药
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为假手术组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为金叶组， Ｅ
为地米组， Ｆ 为金叶＋地米组。

图 ７　 各组大鼠肺组织 ＦＴＨ１、 ＬＣ３Ｂ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＦＴＨ１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 　

合用， 重在清热解毒， 恰和脓毒症肺损伤 “热毒”
的病机。 本研究结果显示， 金叶组、 地米组和金叶＋
地米组大鼠肺组织促炎因子水平、 肺系数及病理损

伤均有不同程度的改善， 其中金叶＋地米组作用最

显著， 说明金叶败毒颗粒可减轻炎症反应， 改善肺

水肿， 减轻肺上皮细胞损伤， 且与地塞米松联用效

果更佳。
有研究表明， 高水平血清铁蛋白和血清铁浓度

是脓毒症不良预后的危险因素［２０］。 多项研究也揭

　 　 　

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠肺组织 ＦＴＨ１、 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＴＨ１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

示， 铁死亡是脓毒症器官损伤的关键机制， 包括肺

损伤［２１⁃２２］、 心肌损伤［２３］、 肝损伤［２４］、 肾损伤［２５］。
以上结果提示， 肺上皮细胞的铁死亡是脓毒症肺损

伤的重要原因。 ＦＴＨ１ 自噬会导致铁过载， 从而增

加细胞对铁死亡的敏感性［２６⁃２７］。 ＬＣ３Ｂ 是目前公认

的自噬分子标记物［２８］。 本研究结果显示， 模型组

大鼠出现了铁蛋白自噬， 其导致的氧化应激反应对

肺上皮细胞造成了损伤。 而各给药组大鼠的肺损伤

及氧化应激均有不同程度改善， 尤以金叶＋地米组

大鼠表现最佳。
ＮＣＯＡ４ 是执行铁蛋白自噬的选择性受体［５⁃６］，

可直接识别 ＦＴＨ１， 然后将其转运至自噬体进行溶

酶体降解和铁释放［７］。 研究发现， 烟草可通过上

调 ＮＣＯＡ４ 介导的铁蛋白自噬促进肺上皮细胞铁死

亡［２９］。 以上结果提示， ＮＣＯＡ４ 介导的铁蛋白自噬

可能参与脓毒症肺损伤的病理过程。 ＲＩＯＫ３ 属于

ＲＩＯ 丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶家族成员之一［８］。 课

题组前期研究发现， ＲＩＯＫ３ 与 ＮＣＯＡ４ 的表达量呈

显著正相关。 本研究结果显示， 模型组大鼠肺组织

中 ＮＣＯＡ４ 及 ＲＩＯＫ３ ｍＲＮＡ 表达升高， 而各给药组

大鼠肺组织中 ＮＣＯＡ４ 及 ＲＩＯＫ３ ｍＲＮＡ 表达降低，
其中金叶＋地米组表达最低， 说明金叶败毒颗粒可

能是通过抑制 ＲＩＯＫ３⁃铁蛋白自噬轴改善脓毒症大

鼠的肺损伤， 且与地塞米松联用效果最佳。
综上 所 述， 金 叶 败 毒 颗 粒 可 能 通 过 抑 制

ＲＩＯＫ３⁃铁蛋白自噬轴改善脓毒症大鼠肺组织的炎

症反应、 肺水肿和肺上皮细胞损伤， 且与地塞米松

联合应用效果更佳。
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