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清瘟败毒饮抑制 TLR4/NF-κB 通路调控小鼠肺泡巨噬细胞 
自噬减轻脓毒症肺损伤的实验研究

易 琼1，2 戴飞跃1 王建湘1 丁 灿1 廖 杨2 张彬彬2 蔡 鹏2

摘要  目的 探讨清瘟败毒饮调控小鼠肺泡巨噬细胞自噬减轻脓毒症肺损伤的机制。方法 将 60 只 
C57BL/6 小鼠按随机数字表法分为空白组、模型组、清瘟败毒饮低、中、高剂量组及地塞米松组，每组 
10 只。采用腹腔注射脂多糖（LPS）建立脓毒症肺损伤动物模型。清瘟败毒饮各剂量组每天分别予 607.75、

1 215.5、2 431 mg/kg 灌胃，每日 1 次；地塞米松组予尾静脉注射地塞米松 1.3 mg/kg，每日 1 次；空白组

予以等量生理盐水腹腔注射，模型组予以腹腔注射生理盐水，干预时间均为 1 周。实验结束时，用 HE 染

色观察小鼠肺组织的病理学改变，计算肺组织病理学评分，取肺组织称重测定湿重 / 干重比，蛋白免疫印

迹法（Western Blot）检测小鼠肺组织中 Toll 样受体 4（TLR4）、核因子 -κB（NF-κB）、核苷酸结合寡

聚化结构域样受体蛋白 3（NLRP3）、微管相关蛋白 1 轻链 3-Ⅱ（LC3-Ⅱ）、自噬相关蛋白 beclin-1 的蛋白

表达水平，电子显微镜观察肺泡巨噬细胞超微结构。结果 光镜示空白组小鼠肺组织肺泡壁光滑，结构清

晰完整，肺泡腔无渗出。模型组小鼠肺泡腔内大量红细胞和炎性细胞浸润，肺泡间隔及肺泡壁增厚，部分

肺泡腔塌陷，肺组织病理学评分和肺组织湿重 / 干重比较空白组明显升高（P<0.01）。与模型组比较，清

瘟败毒饮各剂量组及地塞米松组小鼠肺组织水肿和炎性浸润均减轻，肺组织结构破坏改善，肺组织病理

学评分和肺组织湿重 / 干重比明显降低（P<0.05，P<0.01）。与清瘟败毒饮低剂量组比较，清瘟败毒饮

中、高剂量组和地塞米松组的小鼠肺组织水肿和炎性浸润进一步减轻，肺组织结构破坏改善，肺组织病理

学评分和肺组织湿重 / 干重比明显降低（P<0.05，P<0.01）。透射电镜示空白组肺泡巨噬细胞超微结构正

常，模型组肺泡巨噬细胞皱缩、胞质饱满度降低，游离面微绒毛变短、稀疏、排列不整齐，胞质内很少有

自噬小体形成，线粒体嵴消失，板层小体破溃，可见细胞核固缩、核碎裂及核溶解。与模型组比较，清

瘟败毒饮各剂量组和地塞米松组的肺泡巨噬细胞形态及细胞内超微结构均明显改善。与空白组比较，模型

组 TLR4、NF-κB、NLRP3 蛋白表达显著增加（P<0.01），LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达显著降低（P<0.01）。

与模型组比较，清瘟败毒饮各剂量组及地塞米松组 TLR4、NF-κB、NLRP3 蛋白表达显著降低（P<0.05，

P<0.01），LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达显著增加（P<0.05，P<0.01）。与清瘟败毒饮低剂量组比较，清瘟败毒

饮中、高剂量组及地塞米松组 TLR4、NF-κB、NLRP3 的蛋白表达显著降低（P<0.05，P<0.01），LC3-Ⅱ、 
beclin-1 的蛋白表达显著增加（P<0.05，P<0.01）。结论 清瘟败毒饮对脓毒症小鼠肺损伤有保护作用，其机

制可能是通过抑制 TLR4/NF-κB 信号通路，增加小鼠肺泡巨噬细胞自噬来实现的。
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脓毒症是指因感染引起的宿主反应失调导致的

危及生命的器官功能障碍 [1]。脓毒症肺损伤是脓毒

症器官衰竭中最主要的致死性并发症，病死率高达

30%~50%[2]，目前尚无有效的治疗药物，探索防治脓

毒症肺损伤的药物具有重要意义。脓毒症属于中医学

中的“温疫热毒”，证型以热毒内盛、气血两燔为主，

清瘟败毒饮具有气血两清、清热解毒、凉血泻火之功

效。课题组前期研究证实，清瘟败毒饮可改善脓毒症

ABSTRACT Objective To study the mechanism of Qingwen Baidu Decoction （QWBDD） in regulating 
autophagy of mouse alveolar macrophages and alleviating sepsis induced lung injury. Methods A total of 60 
C57BL/6 mice were divided into blank group，model group，low， medium， high dose QWBDD groups， and 
dexamethasone group （DXM） by random digit table， 10 mice in each group. The animal model of sepsis induced 
lung injury was established by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide （LPS）. QWBDD at 607.75， 1215.5， 
2431.0 mg/（kg · d） was respectively administered to mice in corresponding groups by gastrogavage， once per 
day. DXM at 1.3 mg/（kg · d） was injected to mice in DXM group from the tail vein， once per day. Mice in the blank 
group were administered with the same amount of normal saline by gastrogavage. Mice in the model group were 
intraperitoneally injected with normal saline. All intervention course was 1 week. By the end of the experiment， 
HE staining was used to observe the pathological changes of lung tissues. The pathological scores of lung tissues 
were calculated. The wet weight/dry weight （W/D） ratio of the lung tissue was weighed. Western Blot was used 
to detect protein expressions of Toll - like receptor 4（TLR4）， nuclear factor-κB （NF-κB）， nucleotide binding 
oligomerization domain like receptor protein 3 （NLRP3）， microtubule-associated protein 1 light chain3 - Ⅱ 

（LC3- Ⅱ ） ，and beclin-1 in mouse lung tissues. The ultrastructure of alveolar macrophage was observed under 
electron microscope. Results The alveolar wall of the lung tissue in the blank group was smooth， the structure 
was clear and complete，with no exudation in the alveolar cavity. In the model group， numerous erythrocytes and 
inflammatory cells infiltrated in the alveolar cavity， the alveolar septum and alveolar wall were thickened， parts of 
the alveolar cavity were  collapsed， and the lung pathological score and W/D significantly increased than those in 
blank group （P<0.01）. Compared with the model group， the alveolar tissue edema and inflammatory infiltration 
were attenuated， the destruction of alveolar tissue structure was alleviated， and the lung pathological score 
and W/D significantly decreased in each dose QWBDD group  and DXM group（P<0.05， P<0.01）. Compared 
with low dose QWBDD group， edema and inflammatory infiltration of the alveolar tissue were further attenuated 
in medium and high dose QWBDD groups， the destruction of alveolar tissue structure was alleviated，and the 
lung pathological score and W/D were significantly lowered （P<0.05， P<0.01）. The ultrastructure of alveolar 
macrophage in the blank group was normal. The alveolar macrophage in the model group shrank，the plumpness 
of cytoplasm decreased，the microvilli on the free surface became shorter and sparser， and were irregularly 
arranged. There were few autophagy bodies in the cytoplasm， the mitochondrial cristae disappeared， the lamellar 
bodies collapsed. Cell nuclear pyknosis， nuclear fragmentation， and nucleolysis were observed. Compared with 
the model group， the morphology and intracellular ultrastructure of alveolar macrophages in each dose QWBDD 
group and DXM group were significantly improved. Compared with the blank group， the protein expressions of 
TLR4，NF-κB，NLRP3 significantly increased （P<0.01）， protein expressions of LC3-Ⅱ and beclin-1 significantly 
decreased （P<0.01） in the model group. Compared with the model group， protein expressions of TLR4，NF-
κB，NLRP3 decreased significantly in each dose QWBDD group and DXM group （P<0.05，P<0.01），  protein 
expressions of LC3 - Ⅱ and beclin-1 significantly increased （P<0.05，P<0.01）. Compared with low dose 
QWBDD group，the protein expressions of TLR4，NF-κB，NLRP3 significantly decreased （P<0.05，P<0.01）， 
and protein expressions of LC3 - Ⅱ and beclin-1 significantly increased （P<0.05，P<0.01） in medium/high dose 
QWBDD and DXM group. Conclusion QWBDD had protective effect on sepsis induced lung injury mice， and 
its mechanism might increase autophagy of mouse alveolar macrophages via inhibiting TLR4/NF-κB signaling 
pathway.

KEYWORDS Qingwen Baidu Decoction； sepsis induced lung injury； alveolar macrophage；Toll-like 
receptor 4；nuclear factor-κB； autophagy
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苏木素染液（北京中杉金桥生物技术有限公司，批

号：ZLI-9610）；伊 红 染 色 液（ 北 京 索 莱 宝， 批

号：G1100）；超 净 高 级 封 片 胶（BASO， 批 号：

YZB）；放射免疫沉淀（radio-immunoprecipitation 
assay lysis buffer，RIPA） 细 胞 裂 解 液（ 北 京

普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司， 批 号：C1053）；蛋

白 定 量（protein quantification kit，BCA） 试

剂 盒（Elabscience， 批 号：E-BC-K318-M）；

聚 偏 二 氟 乙 烯（polyvinylidenefluoride， 
PVDF）膜（Millipore，批号：IPVH00010）；牛血清

白蛋白（北京索莱宝，批号：A8020）；超敏发光液

（赛默飞，批号：RJ239676）；目的一抗：抗鼠 TLR4
抗体和抗鼠 NF-κB 抗体 （美国 Proteintech 公司，批

号分别是 19811-1-AP、14220-1-AP）；抗鼠 NLRP3
抗体、抗鼠 beclin-1 抗体、抗鼠 LC3-Ⅱ抗体（英国

Abcam 公司，批号分别是 ab263899、ab289864、
ab192890）；抗鼠 GAPDH 抗体、辣根酶标山羊抗

鼠 IgG（H+L）和辣根酶标山羊抗兔 IgG（H+L）（北

京中杉金桥，批号分别是 TA-08、ZB-2305、ZB-
2301）。主要仪器：光学显微镜（Olympus，型号：

BX43）；切片机（Leica，型号：2235）；低温高速

离心机（德国 Eppendorf 公司，型号：5424R）；电

热恒温水浴锅（上海助蓝仪器科技有限公司，型号：

HH-11-2）；全自动酶标仪（北京市六一仪器厂，型

号：WD-2102B）；蛋白垂直电泳仪（北京市六一仪

器厂，型号：DYY-6C）；全自动样品快速研磨仪（上

海净信实业发展有限公司，型号：Tiss-12）；超高灵

敏度化学发光成像系统（伯乐生命医学产品上海有

限公司，型号：Chemi DocTM XRS+）；全自动化学

发光图像分析系统（上海天能科技有限公司，型号：

Tanon-5200）；透射电镜（日本 JEOL 公司，型号：

JEM-1230）。
4 动物分组及给药方法 C57BL/6 小鼠 60 只，

随机数字表法随机抽取 10 只做为空白组，参照文 
献 [10]的方法，其余 50 只予以 LPS 10 mg/kg 腹腔

注射进行造模，空白组给予等量生理盐水腹腔注射。

采用 HE 染色评价模型的成功与否，造模成功的标准

是在 HE 染色下肺泡结构破坏，肺间隔增厚、水肿，

局部有透明膜形成，肺泡腔内可见大量炎性细胞浸润

和红细胞渗出 [11]。将其余大鼠随机分为 5组，模型组、

清瘟败毒饮低、中、高剂量组、地塞米松组，每组

10 只。空白组用等体积生理盐水灌胃，按照人 - 小
鼠体表面积给药剂量换算表 [12] 对小鼠给药剂量进行

换算，清瘟败毒饮的 70 kg 成人用药剂量为 187 g/d 

患者的呼吸衰竭 [3]，可降低脓毒症兔的 Toll 样受体 4
（Toll-like receptor 4，TLR4）/ 核因子 -κB （nuclear 
factor-κB，NF-κB）信号通路及炎症因子白细胞介

素 - 6（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子 α（tumor 
necrosis factor-α，TNF-α） 的 表 达 [4，5]。TLR4/
NF-κB 信号通路是经典的炎症识别通路，细胞自噬

是 TLR4 受体激活后产生的一种效应 [6]，自噬是巨

噬细胞吞噬和清除体内病原微生物的重要机制，自

噬的标志性蛋白微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-
associated protein 1 light chain3-Ⅱ，LC3-Ⅱ）和自

噬相关蛋白 beclin-1 是 TLR4/NF-κB 通路的作用靶

点之一 [7]。肺泡巨噬细胞的自噬在脓毒症肺损伤中具

有清除炎症、提高免疫等作用 [8]，提高细胞自噬可抑

制炎症反应，减轻脓毒症肺损伤 [9]。清瘟败毒饮抑

制 TLR4/NF-κB 信号通路的抗炎作用与肺泡巨噬

细胞自噬是否相关，值得探索。

本实验通过脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）

腹腔注射构建脓毒症小鼠急性肺损伤实验模型，通过

肺组织 HE 染色、蛋白质印迹法（Western Blot）、电

子显微镜等方法，探讨清瘟败毒饮通过抑制 TLR4/
NF-κB 信号通路调控肺泡巨噬细胞自噬来减轻脓毒

症肺损伤的潜在机制。

材料与方法

1 动物 60 只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，6~8 周 
龄，体重（20±2）g，购于湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，许可证号：SYXK（湘）2020-0010，
合格证号：430727211101438538。动物实验均遵

照《中华人民共和国实验动物管理条例》，并通过

湖南中医药大学第一附属医院伦理委员会审查批准

（No.20201010-10）。
2 药物 清瘟败毒饮组成（按照课题组前期研

究 [4, 5] 的给药组成和剂量制备）：生石膏 30 g 知母

10 g 黄连 6 g 黄芩 10 g 栀子 10 g 生地黄 15 g  
水牛角 30 g 牡丹皮 10 g 赤芍 10 g 淡竹叶 10 g  
连 翘 10 g 玄 参 10 g 桔 梗 10 g 白 参 10 g  
甘草 6 g。上述中药饮片按照标准流程煎煮、浓

缩、纯化制成药粉，每克药粉相当于生药 20 g。由

湖南中医药大学第一附属医院药剂科提供，批号：

20210705，所有中药饮片均由湖南中医药大学第一

附属医院主任药师张志国鉴定，均符合 2020 年版《中

国药典》要求。

3 主要试剂及仪器 脂多糖（lipopolysaccharide， 
LPS，北京索莱宝科技有限公司，批号：04163579）； 
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生药，相当于 9.35 g/d 药粉，70 kg 人与 20 g 小鼠

的换算系数为 0.0026，换算成小鼠（中剂量组）每

日给药剂量为 1 215.5 mg/kg，因此，换算成清瘟败

毒饮组低、中、高剂量组每天给药（成品药粉）分别

为 607.75、1 215.5、2 431mg/kg，灌胃容积为每只

小鼠 2 mL，每天灌胃 1 次，灌胃 7 天。地塞米松成

人给药剂量 10 mg/d，按体表面积折算公式 [12] 计算

后，小鼠每天给予地塞米松 1.3 mg/kg 尾静脉注射，

每天 1 次，连续 7 天。末次给药后 1 h，戊巴比妥麻

醉动物，颈椎脱臼法予以安乐死，取肺组织备用。

5 检测指标与方法

5.1 组织病理学形态观察 分离并取出左肺下叶

组织，流水下冲洗数小时，经 70%、80%、90% 各级

乙醇溶液脱水，纯酒精、二甲苯等量混合液 15 min， 
二甲苯Ⅰ、Ⅱ各 15 min（至透明为止）。放入二甲

苯和石蜡各半的混合液 15min，再放入石蜡Ⅰ、石

蜡Ⅱ透蜡各 50~60 min。石蜡包埋，切片（厚度

4~5μm）。将石蜡切片进行烤片，然后脱蜡，水

化。将已入蒸馏水后的切片放入苏木精水溶液中染色 
3 min，盐酸乙醇分化液分化 15 s，稍水洗，返蓝液

返蓝 15 s，流水冲洗，伊红染色 3 min，流水冲洗，

脱水，透明，封片，镜检。

5.2 肺组织湿重 / 干重比 实验结束时，剪断小

鼠气管、取右肺组织，称湿重，然后将右肺置于 65 ℃ 
恒温箱重干燥，24 h 后取出，称干重，计算肺湿重 /
干重比值。肺湿重 / 干重比值 = 湿重 / 干重。

5.3 Western Blot 测定肺泡组织 TLR4、NF-κB、 
NLRP3、LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达 分离肺组织，

将组织样品用镊子取出，剪取 50 mg 样品置于离心

管内，加入 1 mL 的裂解液。将离心管放入研磨仪内，

设置 65 Hz、60 s 条件，可增加研磨次数，直至研磨

充分。4 ℃ 12 000 r/min 高速离心机离心 10 min，取

上清液，加入缓冲液，沸水煮 5 min，测定蛋白含量。

根据配方配制 SDS-PAGE 凝胶。在样本蛋白中加入

5×Loading buffer，100 ℃水浴加热煮沸 10 min 使

蛋白变性。加入已经架好的制胶板中，缓慢加入至

板的 2/3 的位置，加入无水乙醇压胶。待分离胶凝固

后，加入浓缩胶，并插上齿梳，等到浓缩胶完全凝固

后，配置 1× 电泳液，将架子放入到电泳液里拔去齿

梳，加入一定体积的蛋白样品和 Marker。配制 1×
电泳液，用 1× 电泳液浸没胶板，开始电泳，60 V
压缩蛋白，80 V 分离蛋白（120 min），当条带跑至

胶板一半的时候配置 1× 转膜液，并预冷，根据预计

条带的位置裁剪好 PVDF 膜（约 1~2 cm），甲醇激

活 15 s，切好大小合适含有内参或目的条带的胶，放

好“三明治”（海绵 - 滤纸 - 胶 - 膜 - 滤纸 - 海绵），

用 1× 转膜液将“三明治”浸没，用 300 mA 恒流转

膜，依据不同蛋白相对分子质量设定转膜时间。转膜

成功后，取出 PVDF 膜，用 1×Tris-HCl 缓冲盐溶液

（Tris-buffered saline and tween，TBST） 配 置 3%
的脱脂牛奶封闭液，封闭 1 h。配置 1 抗稀释液（根

据抗体说明书推荐浓度），将 PVDF 膜孵育一抗（抗

鼠 TLR4 抗体、抗鼠 NF-κB 抗体、抗鼠 NLRP3 抗体、

抗鼠 beclin-1 抗体、抗鼠 LC3-Ⅱ抗体）过夜，洗

膜，用 1×TBST 浸泡 10 min 后弃掉 1×TBST， 重
复 3 次。配置二抗稀释液（根据抗体说明书推荐浓度， 
1：  2 000 稀释），将 PVDF 膜孵育二抗（抗鼠 GAPDH
抗体、辣根酶标山羊抗鼠 IgG、辣根酶标山羊抗兔

IgG）2 h。洗膜，用 1×TBST 浸泡 10 min 后弃掉

1×TBST，重复 3 次。配置超敏增强型化学发光试剂

（enhanced chemiluminescence，ECL）显影液，与

PVDF 膜反应 5 min 后，放置于超高灵敏度化学发光

成像系统显影成像，测定蛋白条带并拍照记录。

5.4 透射电镜观察肺泡巨噬细胞的超微结

构 取右肺下叶，2.5% 戊二醛，磷酸缓冲液配制固

定 2 h，磷酸漂洗液漂洗 3 次，1% 锇酸固定液固定

2~3 h，再次磷酸漂洗液漂洗，乙醇脱水、丙酮脱水，

包埋过夜，超薄切片机切片，7.3% 醋酸铀 - 枸橼酸

铅双染色，透射电镜观察肺泡巨噬细胞的超微结构并

拍片、记录。

6 统计学方法 使用统计学软件 SPSS 23.0 进

行数据分析，结果以 x–±s 表示。数据进行正态分布

和方差齐性分析，若符合正态分布，多组比较采用

单因素方差分析。两两比较时，方差齐采用 LSD 法，

方差不齐采用 Dunnett’s T3 法。P<0.05 为差异有

统计学意义。

结  果

1 实验小鼠死亡情况 60 只小鼠实验过程中，

死亡 8 只。模型组 3 只，其中 1 只造模后因气道内出

血死亡，1 只造模后出现严重的腹泻脱水死亡，1 只

造模后迅速出现多脏器功能衰竭死亡；清瘟败毒饮低

剂量组死亡 1 只，由于造模后迅速出现多脏器功能衰

竭死亡；清瘟败毒饮中剂量组死亡 2 只，1 只灌胃后

返流窒息死亡，1 只灌胃时药物进入气道造成窒息死

亡；清瘟败毒饮高剂量组死亡 1 只，由于灌胃时药物

进入气道造成窒息死亡；地塞米松组死亡 1 只，造模

后迅速出现难以控制的感染性休克死亡。
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2 各组小鼠肺组织湿重 / 干重比及肺泡组织病

理评分比较（表 1，图 1） 空白组小鼠肺泡壁光滑，

肺泡腔无渗出且结构清晰完整。模型组小鼠肺泡腔出

现大量红细胞、炎性细胞及血浆样物质渗出，肺泡

间隔及肺泡壁明显增厚，部分肺泡腔塌陷。与模型组

比较，清瘟败毒饮各剂量组及地塞米松组的肺组织

水肿及炎性浸润均减轻，肺泡间隔及肺泡壁增厚程度

明显改善；与清瘟败毒饮低剂量组比较，清瘟败毒饮

中、高剂量组及地塞米松组小鼠肺组织的炎症程度

进一步减轻，肺泡间隔及肺泡壁增厚程度明显改善。

与空白组比较，模型组小鼠肺病理学评分明显升高

（P<0.01）；与模型组比较，清瘟败毒饮各剂量组及地

塞米松组的小鼠肺病理学评分均明显降低（P<0.05，
P<0.01）；与清瘟败毒饮低剂量组比较，清瘟败毒饮

中、高剂量组及地塞米松组的小鼠肺病理学评分均明

显降低（P<0.05，P<0.01）。与空白组比较，模型组

小鼠肺组织湿 / 干比明显升高（P<0.01）；与模型组

比较，清瘟败毒饮各剂量组及地塞米松组的小鼠肺组

织湿 / 干比均明显降低（P<0.05，P<0.01）；与清瘟

败毒饮低剂量组比较，清瘟败毒饮中、高剂量组及地

塞米松组的小鼠肺组织湿 / 干比均明显降低（P<0.05，
P<0.01）。

表达显著降低，LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达显著增

加（P<0.05，P<0.01）；与清瘟败毒饮低剂量组比

较，清瘟败毒饮中、高剂量组及地塞米松组小鼠肺泡

组织中 TLR4、NF-κB、NLRP3 蛋白表达显著降低

（P<0.05，P<0.01），LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达显

著增加（P<0.05，P<0.01）。

表 1 各组小鼠肺组织湿 / 干比及组织病理评分的比较 （x–±s）
组别 n 肺组织湿 / 干比 肺组织病理评分（分）

空白 10 3.282±0.523 0.667±0.095

模型   7 5.531±0.675 3.524±0.131

清瘟败毒饮低剂量   9 4.924±0.551 △ 2.185±0.106 △

清瘟败毒饮中剂量   8 4.165±0.524 △△▲ 1.061±0.098 △△▲

清瘟败毒饮高剂量   9 4.168±0.517 △△▲▲ 0.856±0.125 △△▲▲

地塞米松   9 3.863±0.512 △△▲▲ 0.842±0.063 △△▲▲

  注：与 空 白 组 比 较， P<0.01；与 模 型 组 比 较，△P<0.05，
△△P<0.01；与低剂量组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为清瘟败毒饮低剂量组；D 为清
瘟败毒饮中剂量组；E 为清瘟败毒饮高剂量组；F 为地塞米松组；箭头
所示为典型病变处

图 1 各组小鼠肺泡组织病理学变化（HE，×400）

A B

ED

C

F

表 2 各组小鼠肺泡组织中 TLR4、NF-κB、NLRP3、LC 3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达比较 （x–±s）
组别 n TLR4 NF-κB NLRP3 LC3-Ⅱ beclin-1

空白 10 0.574±0.192 0.618±0.214 0.425±0.158 1.163±0.325 1.053±0.287

模型 7 0.843±0.175 0.989±0.256 1.562±0.243 0.654±0.219 0.503±0.125

清瘟败毒饮低剂量 9 0.603±0.142 △ 0.693±0.197 △ 0.721±0.182 △ 1.068±0.275 △ 0.732±0.187 △

清瘟败毒饮中剂量 8 0.541±0.153 △△▲ 0.564±0.165 △△▲ 0.597±0.145 △△▲ 1.201±0.264 △△▲ 0.896±0.184 △△▲

清瘟败毒饮高剂量 9 0.538±0.149 △△▲▲ 0.445±0.173 △△▲▲ 0.401±0.152 △△▲▲ 1.173±0.281 △△▲▲ 0.872±0.193 △△▲▲

地塞米松 9 0.515±0.126 △△▲▲ 0.369±0.162 △△▲▲ 0.298±0.113 △△▲▲ 1.048±0.312 △△▲▲ 0.902±0.165 △△▲▲

  注：与空白组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与低剂量组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为清瘟败毒饮低剂量组；D 为清

瘟败毒饮中剂量组；E 为清瘟败毒饮高剂量组；F 为地塞米松组

图 2 各组小鼠肺泡组织 TLR4、NF-κB、NLRP3、 

LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白电泳图

TLR4

NF-κB

NLRP3

LC3-Ⅱ

beclin-1

GAPDH

A         B         C         D        E         F

96 kD

50 kD

118 kD

14 kD

60 kD

36 kD

3 各 组 小 鼠 肺 泡 组 织 中 TLR4、NF-κB、

NLRP3、LC3-Ⅱ、beclin-1 蛋白表达比较（表 2，图 2）  
与模型组比较，清瘟败毒饮各剂量组及地塞米松

组小鼠肺泡组织中 TLR4、NF-κB、NLRP3 蛋白

4 各组小鼠肺泡巨噬细胞超微结构比较（图 3）  
模型组的肺泡巨噬细胞形态不规则，游离面微绒毛变

短、稀疏、排列不整齐；细胞皱缩、胞质饱满度降低，
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讨  论 

脓毒症肺损伤是急危重症医学面临的重要临床

问题，全球每年脓毒症患者数超 1 900 万，其中有 
600 万患者死亡，病死率超过 1/4，存活的患者中约

有 300 万人存在认知功能障碍 [13]。肺脏是最常见和

最早受损的器官，重症监护室高达 50% 的脓毒症患

者会出现急性肺损伤 [14]。脓毒症肺损伤是一种弥散

性的、非均质性的肺部炎症，以肺毛细血管通透性增

高和肺泡肺间质水肿为特征性病理改变，临床表现为

肺顺应性下降和进行性低氧血症，其发病机制包括细

胞内的炎症反应、细胞凋亡、细胞焦亡、氧化应激损

伤等 [15-17]。肺泡巨噬细胞是肺组织的免疫细胞，维持

巨噬细胞正常自噬，对脓毒症肺损伤具有重要的治疗

价值 [18]。脓毒症属中医学的“痈毒内陷”“温疫热毒”，

治当以清热凉血、解毒化瘀为主。张仲景在《金匮要

略 · 肺痿肺痈咳嗽上气病脉证治》中所言“上气”即

是指气喘、肩息、不能平卧的证候，可归属于中医学

的“喘脱”“暴喘”范畴 [19]。本研究采用的清瘟败毒

饮由生石膏、知母、黄连、黄芩、栀子、生地、水牛

角、牡丹皮、赤芍、淡竹叶、连翘、玄参、桔梗、白参、

甘草等饮片组成。方中重用生石膏、知母以清气分实

热、益胃生津；栀子、黄芩、黄连能清泻上焦和中焦

实火；犀角、牡丹皮、生地、赤芍为犀角地黄汤组方，

有凉血化瘀解毒之功效；连翘、玄参清散上焦浮游之

火；桔梗、竹叶载药上行，竹叶导热下行；白参补气

生津，宁神益智。诸药配伍，共奏清热凉血、解毒化

瘀之功。近年来较多的研究表明，清瘟败毒饮对于脓

毒症合并急性呼吸窘迫综合征、脓毒症肺损伤具有

显著疗效，清瘟败毒饮可通过 TLR4 通路调节炎症反 
应 [20-22]，但清瘟败毒饮可否通过降低 TLR4 表达增加

巨噬细胞自噬，从而减轻脓毒症肺损伤，尚缺乏研究，

因此本研究具有重要意义。

目前，针对 TLR4/NF-κB 信号通路与感染相关

的研究较多。TLR4 在感染的诱因下，识别脂多糖，

启动病原体相关损伤模式，诱导炎症反应。吴华兵 [23]

等的研究表明，脓毒症小鼠肺组织 TLR4 和 NF-κB
的蛋白表达显著上调，抑制 TLR4/NF-κB 通路的活

化，可以改善炎性反应，减轻肺损伤。自噬是依赖

溶酶体途径对胞质蛋白和细胞器进行降解的一种过

程，治疗性的自噬对细胞具有保护作用 [24]。肺泡巨

噬细胞是维持肺泡结构和防御功能的重要细胞，脓

毒症肺损伤过程中，肺泡巨噬细胞的结构和功能遭

受破坏，均可加重肺损伤程度 [25]。脓毒症诱导的自

噬是以病原体相关分子模式与模式识别受体的结合

开始启动，TLR4 是细胞自噬最常见的模式识别受

体，细菌的脂多糖与 TLR4 结合后通过促进 p38 丝

裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen-activated protein 
kinases，p38MAPK） 信 号 通 路 的 激 活 自 噬 [26]。 
在实验研究中，自噬的检查方法有直接和间接两种

方法，电镜下观察自噬小体的形成是直接观察方式，

自噬发生时，细胞内会形成一种吞噬泡的小囊泡结

构，首先与需要降解的细胞质成分结合、包裹，形

成双层膜结构的“自噬小体”，自噬体与溶酶体融

合形成自噬溶酶体 [27]。间接法是通过免疫组化、免

疫荧光、Western Blot 法对自噬体表面标记蛋白

beclin-1、LC3-Ⅱ进行检测。本研究采用电镜下直接

观察和 Western Blot 检测自噬体表面蛋白 LC3-Ⅱ、 
beclin-1，共同评价肺泡巨噬细胞自噬的情况。聂成

的实验研究表明，上调肺泡巨噬细胞自噬可减轻大鼠

的脓毒症肺损伤 [28]。可见，TLR4/NF-κB 和细胞自

噬与脓毒症肺损伤密切相关，但是目前对于清瘟败毒

饮抑制 TLR4/NF-κB 通路来上调自噬的研究较少，

因此本课题选用 TLR4/NF-κB 信号通路作为脓毒

症肺损伤的治疗靶点，巨噬细胞自噬作为治疗途径，

胞质内很少有自噬小体形成；内质网和高尔基体显著

扩张；线粒体嵴大部分消失，呈空泡化改变；板层小

体破溃、脱颗粒较严重；可见细胞核固缩、核碎裂及

核溶解。与模型组比较，清瘟败毒饮各剂量组及地塞

米松组的肺泡巨噬细胞形态明显改善，游离面微绒毛

排列较为规则，脱落较少，细胞质的饱满度增加，胞

质内可见较多自噬小体形成；内质网和高尔基体扩张

不明显；线粒体轻微肿胀，线粒体嵴较清晰，空泡化

不明显；板层小体边界较为清楚，脱颗粒较少；细胞

核固缩的情况显著改善。与低剂量组比，清瘟败毒饮

中、高剂量组及地塞米松组的改善情况均优于清瘟败

毒饮低剂量组。

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为清瘟败毒饮低剂量组；D 为清
瘟败毒饮中剂量组；E 为清瘟败毒饮高剂量组；F 为地塞米松组 ；箭头
所示为典型病变处

图 3 各组小鼠肺泡巨噬细胞超微结构的改变（×5 000）

A B

D E F

C



• •320 • •321 中国中西医结合杂志 2023 年 3 月第 43 卷第 3 期 CJITWM，March 2023，Vol. 43，No. 3中国中西医结合杂志 2023 年 3 月第 43 卷第 3 期 CJITWM，March 2023，Vol. 43，No. 3

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

来进一步探索清瘟败毒饮减轻脓毒症肺损伤的具体

机制。

本研究发现，通过 LPS 腹腔注射联合气管内滴

入可造成脓毒症肺损伤的动物模型。清瘟败毒饮可以

减少肺泡内炎性渗出、肺泡间隔水肿和肺泡腔塌陷，

降低小鼠肺泡组织 TLR4、NF-κB、NLRP3 的蛋白

表达，增加自噬蛋白 LC3-Ⅱ和 beclin-1 的表达，减

轻脓毒症小鼠肺泡组织的炎症反应。清瘟败毒饮治疗

后，小鼠肺泡巨噬细胞的结构改善，自噬小体增加。

说明清瘟败毒饮可通过下调 TLR4/NF-κB 信号通路

的表达，减轻肺泡组织炎症反应，增加肺泡巨噬细胞

自噬，从而减轻脓毒症肺损伤。课题组后续的研究中，

将进一步探索清瘟败毒饮对肺泡巨噬细胞生物学特征

和分子过程的影响，从体外研究进一步阐释清瘟败毒

饮的作用机制，为清瘟败毒饮减轻脓毒症肺损伤提供

更多的研究线索。

利益冲突：无。
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