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ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠脓毒症肺损伤焦亡通路及炎症因子的影响
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　　［摘要］　目的　分析ｇｈｒｅｌｉｎ蛋白对小鼠脓毒症肺损伤焦亡通路及炎症因子表达的影响，探讨其在
脓毒症肺损伤中的保护机制。方法　将健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１８０只，分为假手术组（ｓｈａｍ，ｎ＝２４）、
盲肠结扎穿刺模型组（ｔｈｅｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅＣＬＰ，ｎ＝７８）和ｇｈｒｅｌｉｎ组（ｎ＝７８）。使用盲肠结扎穿
刺法建立脓毒症模型，ｇｈｒｅｌｉｎ组于造模后３、２０ｈ腹腔各给药 ｇｈｒｅｌｉｎ１２ｎｍｏｌ／ｋｇ，其他组给予等量生理
盐水。观察各组１２０ｈ的生存率，分别留取术后６、１２、２４ｈＣＬＰ组、ｇｈｒｅｌｉｎ组和２４ｈｓｈａｍ组小鼠肺泡灌
洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）以及肺组织，检测ＢＡＬＦ中总蛋白浓度和细胞总数，ＥＬＩＳＡ法检
测ｇｈｒｅｌｉｎ、ＩＬ１０、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ１８，免疫荧光染色法检测 ＧＳＤＭＤ表达，ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测焦亡信号通路ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ蛋白的表达。结果　与 ｓｈａｍ组比较，ＣＬＰ组的死亡
率、肺组织病理改变以及炎症因子（ＩＬ１０、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ１８）明显升高（Ｐ＜０．０５）；肺组织
ｇｈｒｅｌｉｎ水平降低，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１和ＧＳＤＭＤ蛋白水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。给予外源性 ｇｈｒｅｌｉｎ
后，ｇｈｒｅｌｉｎ组小鼠死亡率降低，肺组织病理结构损害减轻，炎症因子以及 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１和
ＧＳＤＭＤ蛋白水平表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ｇｈｒｅｌｉｎ改善脓毒症肺损伤小鼠生存率，减轻肺组织病理
学改变，可能通过抑制焦亡途径、降低炎症反应等发挥保护作用。
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　　脓毒症是儿童 ＩＣＵ常见的危重症，具有高发病
率、高病死率、高治疗费用等特点［１］。脓毒症疾病进

展过程中，肺脏常是第一个被攻击的靶器官［２］。临床

表现为急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ），甚至发展
为急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）［３］。过度失调的全身炎症反应综合
征是导致脓毒症相关性 ＡＬＩ发生的关键环节［４－５］。焦

亡作为炎症反应介导的程序性细胞死亡模式之一，主

要由 ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＮＬＲＰ３）炎症小体以半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）依赖的
方式触发，导致 ＧＳＤＭＤ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ）的切割和多聚
化，使细胞膜崩解穿孔，导致主要炎症因子 ＩＬ１β和
ＩＬ１８的释放。ＮＬＲＰ３炎症小体主要由 ＮＬＲＰ３炎症
小体受体蛋白、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１构成［６－７］。当其被重症

感染等病理刺激触发后，会裂解细胞释放出炎性介质，

引发生物体级联放大免疫反应，从而抵御病原体攻击，

但过度的免疫应答也会对机体的免疫功能造成损

害［８］。因此，了解细胞焦亡途径对脓毒症 ＡＬＩ的免疫
机制研究至关重要。

　　近年来研究发现，主要由胃黏膜细胞产生的
ｇｈｒｅｌｉｎ蛋白，除具有生长激素促分泌剂的最初特征外，
还具有抗炎、调节免疫等多种生理学特性［９－１０］。

ｇｈｒｅｌｉｎ在肺、肝、肾及胎盘等器官和免疫器官及 Ｔ、Ｂ
淋巴细胞、中性粒细胞、单核细胞等免疫细胞也可分

泌［９］，其可能对脓毒症 ＡＬＩ具有潜在的保护作用。因
此，本研究拟从ｇｈｒｅｌｉｎ对细胞焦亡途径及炎症因子表
达作用研究着手，探讨其对脓毒症肺损伤的保护机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　健康雄性６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１８０只，体质量

１６～２２ｇ，购于重庆医科大学实验动物中心。提供小鼠
标准的食物和水，小鼠饲养在室温（２０～２２℃），湿度
３０％～７０％并且保持每隔 １２ｈ的光暗循环的环境中。
所有实验方案均经重庆医科大学附属儿童医院实验动

物伦理委员会批准（２７１／２０１９），按机构指南执行。随
机数学表法分为３组：假手术（ｓｈａｍ，ｎ＝２４）组、盲肠结
扎穿刺模型（ｔｈｅｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ，ｎ＝
７８）组、ｇｈｒｅｌｉｎ组（ｎ＝７８）。
１．２　脓毒症模型的建立
　　根据有关脓毒症模型的文献［１１］，使用盲肠结扎穿

刺法建立脓毒症动物模型。小鼠腹腔注射０．５％戊巴
比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ），无菌手术环境下腹部脱毛、消毒，
腹部正中逐层切开 １～２ｃｍ显露盲肠，在距离盲肠末
端大约１／３处用外科４０带针缝合线进行结扎。用２０
号针从盲肠远端３／４处穿盲肠２次，并从穿刺点挤出
少量粪便，以确保穿刺口通畅，后将肠道送回腹部。用

６０号无菌丝绸缝合切口。ｓｈａｍ组小鼠不结扎盲肠，
不穿孔，其他手术步骤一致。术后皮下注射０．５ｍＬ预
温无菌生理盐水进行复苏。ｇｈｒｅｌｉｎ组于造模后３、２０ｈ
腹腔给药 ｇｈｒｅｌｉｎ（１２ｎｍｏｌ／ｋｇ，ｐｈｏｅｎｉｘ０３１３１，溶于
０．５ｍＬ生理盐水中），ｓｈａｍ组和ＣＬＰ组给予等量的生
理盐水。各组行１２０ｈ观察生存率。收集小鼠６、１２、
２４ｈＣＬＰ组、ｇｈｒｅｌｉｎ组和２４ｈｓｈａｍ的肺泡灌洗液和
肺组织，于－８０℃中保存。
１．３　支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，

ＢＡＬＦ）中细胞计数和蛋白量
　　造模后６、１２、２４ｈ，用０．５％戊巴比妥钠腹腔注射
麻醉小鼠，颈部消毒，分离小鼠颈部支气管，将留置针

置入气管中固定，缓慢将预冷的０．５ｍＬ磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）注入肺中，吸出后再次注入，反复 ３次，抽出的
灌洗液置于无菌ＥＰ管中，反复灌洗２次，保证回收率
在８０％以上为合格。将灌洗液在 ４℃下 ３０００ｒ／ｍｉｎ
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离心１０ｍｉｎ，收集上清液并分装后冻存于－８０℃冰箱
保存。其沉淀用ＰＢＳ进行重悬，计数板计数各组细胞
数，用 ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（ＢｉｏＲａｄ实验室）测定
ＢＡＬＦ蛋白含量。
１．４　小鼠肺组织病理检查
　　取小鼠左上肺组织 ４％多聚甲醛固定，行石蜡包
埋，５μｍ厚度切片后行ＨＥ染色。观察肺泡腔中性粒
细胞数目、肺间质中性粒细胞数目、透明膜、肺泡腔蛋

白碎片及肺泡间隔厚度［１２］。

１．５　ＢＡＬＦ中ｇｈｒｅｌｉｎ和炎症因子 ＩＬ１０、ＩＬ６、ＴＮＦα、
ＩＬ１β和ＩＬ１８水平检测

　　按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测 ＢＡＬＦ中 ｇｈｒｅｌｉｎ
（Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）浓度及 ＩＬ１０、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β和
ＩＬ１８（欣博盛）浓度。
１．６　ｇｈｒｅｌｉｎ水平及通路蛋白在脓毒症肺损伤小鼠中

的表达

１．６．１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肺组织中ｇｈｒｅｌｉｎ水平及通
路蛋白的表达　　使用ｅａｓｔｅｐＴＭＳｕｐｅｒＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）提取小鼠肺脏组织中的ＲＮＡ，通
过 ＱｕａｎｔｉＮｏｖａＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）反
转录为 ｃＤＮＡ，引物由生工生物工程（上海）股份有限
公司合成，运用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料法，数据分析
根据公式２－ΔΔＣｔ计算各组与 ｓｈａｍ组之间目的基因相
对表达含量的变化。ＧＡＰＤＨ作为内参，每个样本
３个复孔。
１．６．２　免疫荧光检测ＧＳＤＭＤ　　将石蜡切片于６０℃
烘烤至少１ｈ，脱蜡后经枸橼酸钠抗原修复液进行修
复，ＰＢＳ洗 ３次／５ｍｉｎ，通过 ５％浓度 ＢＳＡ孵育封闭
３０ｍｉｎ，将封闭液轻轻甩干，加入一抗 ＧＳＤＭＤ（抗体用
缓冲液按１∶２００稀释）在４℃孵育过夜，在室温黑暗条
件下与荧光二抗（北京中杉金桥生物公司）孵育 １ｈ，
ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ后，防荧光淬灭剂封片，显微镜下观察。
１．６．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测焦亡通路蛋白的表达　　试
剂盒提取组织蛋白（上海贝博科技有限公司），通过

ＢＣＡ试剂盒（凯基生物公司）测定蛋白浓度，蛋白样品
经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转移到 ＰＶＤＦ膜上，用
５％脱脂奶粉封闭，与一抗在４℃孵育过夜，在室温下
与二抗孵育 ７０ｍｉｎ，使用 ＢｉｏＲａｄ成像系统检测蛋白
条带。ＩｍａｇｅＪ软件分析各组焦亡通路及内参ＧＡＰＤＨ
（Ｚｅｎｂｉｏ，１∶５０００）的灰度值，ＮＬＲＰ３（Ａｂｃａｍ，１∶１０００）、
ＡＳＣ［ＡＳＣ（Ｆ９），ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１∶１０００］、
Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｇｅｎｅｔｅｘ，１∶１０００）、ＧＳＤＭＤ［ＧＳＤＭＤＣ１（Ａ７），
ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１∶１０００］水平分别用ＮＬＲＰ３／
ＧＡＰＤＨ、ＡＳＣ／ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＡＰＤＨ和 ＧＳＤＭＤ／
ＧＡＰＤＨ表示。

１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件，所有数据以 珋ｘ±ｓ表示，
组间差异通过单因素方差分析，组间两两比较采用最

小显著性差异法（ＬＳＤ法）。通过 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法
（ｌｏｇｒａｎｋ检验）分析各组存活率，并且绘制生存曲线，
生存时间组间比较采用秩和检验。

２　结果

２．１　ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症小鼠存活率的影响
　　观察３组小鼠１２０ｈ生存率发现，ｓｈａｍ组存活率
为１００％，ＣＬＰ小鼠２４ｈ存活率为５０％，４８ｈ为２０％，
而ｇｈｒｅｌｉｎ干预组提高了存活率，２４ｈ为８０％，４８ｈ为
７０％，显著高于ＣＬＰ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图１。
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图１　Ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症小鼠存活率的影响　（ｎ＝２４，珋ｘ±ｓ）

２．２　脓毒症小鼠肺组织中ｇｈｒｅｌｉｎ水平
　　ＣＬＰ小鼠肺组织和 ＢＡＬＦ中 ｇｈｒｅｌｉｎ水平低于
ｓｈａｍ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。给予外源
性ｇｈｒｅｌｉｎ后，ＣＬＰ小鼠 ｇｈｒｅｌｉｎ水平明显升高，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２Ａ、Ｂ。
２．３　肺组织病理学检查
　　ｓｈａｍ组肺泡结构完整，ＣＬＰ组肺泡腔与肺泡间质
中性粒细胞增加以及肺泡壁增厚，２４ｈＣＬＰ组病理学
改变更明显，ｇｈｒｅｌｉｎ组改善了以上病理组织改变。与
ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组 ＢＡＬＦ中细胞总数、总蛋白均显
著增加，ｇｈｒｅｌｉｎ干预后ＢＡＬＦ中细胞总数、总蛋白明显
减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２Ｃ～Ｅ。
２．４　ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症小鼠炎症因子的影响
　　ＣＬＰ小鼠 ＢＡＬＦ中炎症因子 ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＩＬ１０
明显高于ｓｈａｍ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ｇｈｒｅｌｉｎ组促炎因子 ＩＬ６和 ＴＮＦα水平低于 ＣＬＰ组，
抗炎因子 ＩＬ１０水平明显高于 ＣＬＰ组，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），见图３Ａ～Ｃ。
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图２　ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症小鼠肺组织病理的影响　（ｎ＝１４，珋ｘ±ｓ）
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２．５　ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症肺损伤小鼠中 ＧＳＤＭＤ通路的
影响

２．５．１　ｑＰＣＲ检测ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠肺组织中ＧＳＤＭＤ通
路ｍＲＮＡ的影响　　ＣＬＰ组和ｇｈｒｅｌｉｎ组肺组织ＧＳＤＭＤ
通路ｍＲＮＡ相对表达升高，与 ｓｈａｍ组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），与 ＣＬＰ组相比，ｇｈｒｅｌｉｎ组显著降
低了 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤｍＲＮＡ的表达
（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。
２．５．２　免疫荧光检测小鼠肺组织 ＧＳＤＭＤ的表达　
　通过免疫荧光观察小鼠肺组织 ＧＳＤＭＤ定位表达，
与ｓｈａｍ组相比，ＣＬＰ组 ＧＳＤＭＤ共定位表达明显增
强，ｇｈｒｅｌｉｎ降低了其表达（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）。
２．５．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠肺组织中
ＧＳＤＭＤ通路蛋白的影响　　与 ｓｈａｍ组比较，ＣＬＰ组
的ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ蛋白表达水平明显
升高（Ｐ＜０．０５），ｇｈｒｅｌｉｎ组蛋白表达水平显著低于ＣＬＰ
组（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ～Ｆ）。
２．５．４　ＥＬＩＳＡ检测 ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠 ＢＡＬＦ中焦亡相关
炎症因子的影响　　ＥＬＩＳＡ检测ＢＡＬＦ中ＩＬ１β和ＩＬ１８
的表达水平，ＣＬＰ组高于 ｓｈａｍ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ｇｈｒｅｌｉｎ组降低了焦亡相关炎症因子 ＩＬ１β
和ＩＬ１８的水平，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　脓毒症是宿主对感染的反应失调而导致的危及生
命的器官功能障碍，机体表现过度的炎症反应和免疫

抑制［１３］，患者短期死亡风险高［１４］。作为炎性细胞程

序性死亡的焦亡模式，广泛参与了多种疾病的细胞死

亡过程。焦亡有３种类型，依赖Ｃａｓｐａｓｅ１炎症小体的
经典途径、Ｃａｓｐａｓｅ１１的非经典炎症小体途径以及
Ｃａｓｐａｓｅ３的凋亡向焦亡转化途径。焦亡途径会释放
ＩＬ１β和 ＩＬ１８等炎症因子，导致炎症级联放大反
应［１５］。经典焦亡途径主要是 ＮＬＲＰ３炎性小体激活
Ｃａｓｐａｓｅ１，将前体ＩＬ１β和前体ＩＬ１８裂解成有活性的
ＩＬ１β和ＩＬ１８［１６］。其中ＧＳＤＭＤ是焦亡的一个关键靶
点，Ｃａｓｐａｓｅ１通过裂解ＧＳＤＭＤ为ＩＬ１β和ＩＬ１８释放
提供条件，是焦亡的执行者［１７］。如能有效地调控细胞

焦亡通路中的关键分子或蛋白复合体，有助于了解脓

毒症肺损伤复杂的发病机制，并为寻找干预治疗的靶

点提供理论依据。本研究结果表明，脓毒症肺损伤时

小鼠 ＢＡＬＦ中 ＩＬ１β和 ＩＬ１８水平升高，肺组织含量
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ明显升高，免疫荧光共
聚焦提示ＧＳＤＭＤ表达明显，提示脓毒症肺损伤其炎性
反应与焦亡途径激活来促进炎性因子大量释放有关。
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图３　ｇｈｒｅｌｉｎ对脓毒症小鼠的炎症因子及ＧＳＤＭＤ通路ｍＲＮＡ的影响　（ｎ＝１４，珋ｘ±ｓ）
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图４　ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠肺组织中ＧＳＤＭＤ通路蛋白表达的影响
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图５　ｇｈｒｅｌｉｎ对小鼠ＢＡＬＦ中焦亡相关炎症因子表达的影响　（ｎ＝１４，珋ｘ±ｓ）

　　ｇｈｒｅｌｉｎ是ＧＨＳＲ１ａ的内源性配体，近年来研究表
明ｇｈｒｅｌｉｎ具有调节免疫和炎症的功能［１８－１９］。在油酸

诱导的大鼠 ＡＬＩ模型，ＡＬＩ大鼠血浆和肺组织 ｇｈｒｅｌｉｎ
含量降低，ｍＲＮＡ表达下调，ｇｈｒｅｌｉｎ可改善油酸诱导的
大鼠ＡＬＩ模型肺损伤、炎性细胞浸润等［２０］。本研究中

ＣＬＰ脓毒症模型可导致肺间质充血水肿、炎症细胞浸
润和肺内出血，表现为典型急性肺损伤病理改变。研

究还显示，ＣＬＰ组 ｇｈｒｅｌｉｎ水平降低，给予外源性 ｇｈｒｅ
ｌｉｎ后，ＢＡＬＦ中炎性细胞数及总蛋白明显减少，肺泡壁
结构改善，肺泡间质炎症浸润减轻，中性粒细胞减少，

同时ＢＡＬＦ中促炎细胞因子 ＴＮＦα和 ＩＬ６水平降低，
抗炎因子 ＩＬ１０水平升高。结果表明，ｇｈｒｅｌｉｎ对 ＣＬＰ
诱导的脓毒症ＡＬＩ具有保护作用。
　　多项研究发现，ｇｈｒｅｌｉｎ蛋白在多种危重疾病状态
下，表现出其对细胞焦亡的积极影响［２１－２３］。在创伤性

脑损伤诱导的 ＡＬＩ中，ｇｈｒｅｌｉｎ减弱了 ＩＬ１β、ＩＬ６、
ＴＮＦα和ＩＬ１８ｍＲＮＡ水平与凋亡相关的蛋白ＮＬＲＰ３
炎症小体和 ＧＳＤＭＤ，因此认为 ｇｈｒｅｌｉｎ通过调节细胞
焦亡减轻炎症反应，从而减轻ＡＬＩ的病情［２２］。在实验

性自身免疫性脑脊髓炎中发现，ｇｈｒｅｌｉｎ可抑制 ＮＬＲＰ３
炎性体信号传导途径和焦亡，以及促炎细胞因子的分

泌，使实验组大鼠的神经系统症状得以延迟，行为功能

得到改善［２４］。本研究结果显示，脓毒症小鼠给予外源

性ｇｈｒｅｌｉｎ干预后，ＩＬ１β和ＩＬ１８显著降低，ＧＳＤＭＤ的
共聚焦定位明显弱于 ＣＬＰ组，脓毒症 ＡＬＩ肺组织中
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的表达水平明显低于
ＣＬＰ组，生存率也明显提高。
　　综上所述，急性肺损伤是脓毒症多器官功能障碍
的重要组成部分，过度失调的炎症反应是其发生发展

的关键环节，而焦亡途径参与了脓毒症肺损伤的病理

生理过程。近年来ｇｈｒｅｌｉｎ多系统效应中，其减轻炎症
的能力受到越来越多的关注，本研究提示 ｇｈｒｅｌｉｎ提高

了脓毒症ＡＬＩ小鼠生存率，改善了肺组织病理损伤，对
ＣＬＰ诱导的脓毒症ＡＬＩ具有保护作用，其机制可能与
抑制焦亡信号通路及降低炎症因子的表达相关。
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