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［［摘 要］］   目的目的：：探讨凉膈散 （LGS） 对脂多糖 （LPS） 诱导的急性肺损伤 （ALI） 的保护作用，并阐

明其作用机制。方法方法：：将 40只雄性的 C57BL/6小鼠随机分为假手术组（SHMA组）、模型组（LPS组）、

低剂量 LGS组 （LGSL 组，8. 58 g·kg-1 LGS） 和高剂量 LGS组 （LGSH 组，17. 16 g·kg-1 LGS），每组

10 只。LPS 组、LGSL 组和 LSGH 组小鼠采用气管滴注 LPS 诱导建立 ALI模型，造模 24 h 后取材。采

用 HE 染色法观察各组小鼠肺组织病理形态表现并进行病理评分，流式细胞术检测各组小鼠肺组织中

中性粒细胞和肺泡上皮细胞百分率，免疫组织化学染色法检测各组小鼠肺组织中髓过氧化物酶

（MPO） 水平，酶联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组小鼠肺泡灌洗液中相关炎性介质白细胞介素 18
（IL-18）、白细胞介素 1β （IL-1β） 和白蛋白水平，Western blotting 法检测各组小鼠肺组织中高迁移率

族蛋白 B1 （HMGB1）、NLR 家族 Pyrin 域蛋白 3 （NLRP3）、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 1
（Caspase-1） 和消皮素 D （GSDMD） 蛋白表达水平。结果结果：：HE 染色，与 SHMA 组比较，LPS 组小鼠

肺组织病理损伤加重，病理评分明显升高 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组

织病理学评分明显降低 （P<0. 05）。流式细胞术，与 SHMA 组比较，LPS 组小鼠肺组织中中性粒细

胞百分率明显升高（P<0. 05），肺泡上皮细胞百分率明显降低（P<0. 05）；与 LPS组比较，LGSL组和

LGSH 组小鼠肺组织中中性粒细胞百分率明显降低 （P<0. 05），肺泡上皮细胞百分率明显升高 （P<
0. 05）。免疫组织化学染色法，与 SHMA 组比较，LPS 组小鼠肺组织中 MPO 水平明显升高 （P<
0. 05）；与 LPS组比较，LGSL组和 LGSH 组小鼠肺组织中 MPO 水平明显降低 （P<0. 05）。ELISA 法，

与 SHMA 组比较，LPS 组小鼠肺泡灌洗液中 IL-18、 IL-1β 和白蛋白水平明显升高 （P<0. 05）；与

LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺泡灌洗液中 IL-18、IL-1β和白蛋白水平明显降低 （P<0. 05）。

Western blotting 法，与 SHMA 组比较，LPS 组小鼠肺组织中 HMGB1、NLRP3、Caspase-1和 GSDMD
蛋白表达水平均明显升高 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组织中 HMGB1、
NLRP3、Caspase-1 和 GSDMD 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。结论结论：：LGS 可通过降低中性粒细

胞浸润和上皮细胞焦亡以减轻 LPS 诱导的病理肺损伤和炎症反应，其机制可能与其通过 HMGB1 信号

通路下调 NLRP3、Caspase-1 和 GSDMD 蛋白表达有关。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the protective effect of Liangge Powder （LGS） on lipopolysaccharide 
（LPS）-induced acute lung injury （ALI）， and to clarify its mechanism.  Methods：Forty male C57BL/6 
mice were randomly divided into sham operation group （SHMA group）， model group （LPS group）， 
low dose of LGS group （LGSL group， 8. 58 g·kg⁻¹ LGS）， and high dose of LGS group （LGSH group， 
17. 16 g·kg⁻¹ LGS）， with 10 mice in each group.  The mice in LPS group， LGSL group， and LGSH group 
were intratracheally instilled with LPS to induce the ALI model， and samples were taken 24 h after 
modeling.  HE staining was used to observe the pathomorphology of lung tissue of the mice in various 
groups and to perform the pathological scores； flow cytometry was used to detect the percentages of 
neutrophils and epithelial cells in lung tissue of the mice in various groups； immunohistochemistry staining 
assay was used to detect the level of myeloperoxidase （MPO） in lung tissue of the mice in various 
groups； enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the levels of related inflammatory  
mediators  interleukin-18 （IL-18）， interleukin-1β （IL-1β）， and albumin in bronchoalveolar lavage fluid of 
the mice in various groups； Western blotting method was used to detect the expression levels of high 
mobility group box 1 （HMGB1），  NLR family pyrin domain containing 3 （NLRP3），  cysteinyl aspartate 
specific proteinase-1 （Caspase-1）， and gasdermin D （GSDMD） proteins in lung tissue of the mice in various 
groups.  Results：The HE staining results showed that compared with SHMA group， the pathological injury 
of lung tissue of the mice in LPS group was aggravated， and the pathological score was significantly 
increased （P<0. 05）； compared with LPS group， the pathological scores of lung tissue of the mice in 
LGSL group and LGSH group were significantly decreased （P<0. 05）.  The flow cytometry results 
showed that compared with SHMA group，  the percentage of neutrophils in lung tissue of the mice in 
LPS  group  was  increased （P<0. 05）， and  the  percentage  of  epithelial  cells  was  decreased （P<0. 05）； 
compared with LPS group， the percentages of neutrophils in lung tissue of the mice in LGSL group and 
LGSH group were decreased （P<0. 05）， and the percentages of epithelial cells were increased （P<
0. 05）.  The immunohistochemistry staining results showed that compared with SHMA group，  the MPO 
level in lung tissue of the mice in LPS group was significantly increased （P<0. 05）； compared with 
LPS group， the MPO levels in lung tissue of the mice in LGSL group and LGSH group were significantly 
decreased （P<0. 05）.  The ELISA results showed that compared with SHMA group， the levels of IL-1β， 
IL-18， and albumin in bronchoalveolar lavage fluid of the mice in LPS group were significantly increased 
（P<0. 05）； compared with LPS group， the levels of IL-1β， IL-18， and albumin in bronchoalveolar lavage 
fluid of the mice in LGSL group and LGSH group were significantly decreased （P<0. 05）.  The Western 
blotting results showed that compared with SHMA group， the expression levels of HMGB1， NLRP3， 
Caspase-1， and GSDMD proteins in lung tissue of the mice in LPS group were significantly increased （P<
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0. 01）； compared with LPS group， the expression levels of HMGB1， NLRP3， Caspase-1， and GSDMD 
proteins in lung tissue of the mice in LGSL group and LGSH group were significantly decreased （P<
0. 05）.  Conclusion： LGS can alleviate LPS-induced pathological lung injury and inflammatory response by 
reducing neutrophil infiltration and epithelial cell pyroptosis， and its mechanism may be related to the down-

regulation of NLRP3， Caspase-1， and GSDMD protein expressions through the HMGB1 signaling 
pathway.
KEYWORDS Liangge San；   Acute lung injury；   Pyroptosis；   NOD-like receptor protein 3；  
Cysteinyl aspartate specific proteinase-1；   Gasdermin D

急性肺损伤 （acute lung injury，ALI） /急性呼

吸窘迫综合征 （acute respiratory distress syndrome，
ARDS） 是危重症患者最常见的死亡原因之一，其

特征是肺泡毛细血管屏障被破坏和过度炎症反应。

多数 ARDS 病例由感染性肺炎和脓毒症引起，是

ALI/ARDS 最重要的致病因素［1］。目前临床上除

了纠正原发病和呼吸支持以外，对 ALI/ARDS 仍

缺乏切实有效的预防和治疗措施［2］。但是关于

ARDS 发生和发展的确切机制尚未充分阐明，特别

是对 ARDS 过程中机体免疫功能紊乱的发病过程和

病理生理意义仍认识不足［3］。在机体发生 ARDS
时，毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞均受损，活

化的肺泡巨噬细胞释放趋化因子，激活炎症级联

反应，导致中性粒细胞不断迁移至肺部，导致肺

损伤的发生［4］。尽管中性粒细胞通过产生活性氧

（reactive oxygen  species，ROS）、细胞因子、蛋白

酶和基质金属蛋白酶来参与肺损伤调节，但中性粒

细 胞 胞 外 陷 阱 （neutrophil extracellular traps，
NETs） 在 ALI 发 病 机 制 中 发 挥 关 键 作 用［5］。

NETs 主要由核染色质、线粒体 DNA 和中性粒细

胞颗粒蛋白混合物组成，可显著促进微血管功能障

碍和血栓炎症［6］。在脂多糖 （lipopolysaccharide，  
LPS） 诱导的 ALI 期间形成的 NETs 可直接损伤器

官并加剧以白细胞积聚、弥漫性肺泡损伤和细胞因

子释放为特征的炎症反应［7］。肺泡上皮细胞的损伤

是 ALI/ARDS 的标志性致病事件，临床研究［8］ 结

果显示：细胞焦亡与 ALI 的发生和发展密切相关，

阻断细胞焦亡途径可明显改善 ALI/ARDS 的预后。

在小鼠中细胞焦亡的激活途径分为依赖于含半胱氨

酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 （cysteinyl aspartate 
specific proteinase，Caspase）-1 诱导的经典激活途

径和 Caspase-11 诱导非经典激活途径［9］。在经典细

胞 焦 亡 途 径 中 ， Caspase-1 将 全 长 的 消 皮 素 D
（gasdermin D，GSDMD） 蛋白剪切为 1 个相对分

子 质 量 为 31 000 的 氨 基 端 结 构 域 GSDMD-N，

GSDMD-N 结构域具有亲脂性和细胞毒性，可在细

胞膜上“打孔”，并使细胞膜通透性发生改变，细

胞肿胀、破裂，继而发生细胞焦亡［10］。研究［11］表

明：抑制肺上皮细胞焦亡可显著保护 LPS 诱导的

ALI。凉膈散 （Liangge San， LGS） 是中医方剂

“以泻代清”的清热泻火名方，现代药理研究发现

中医的清热泻火与西医的抗炎存在相似的作用效

果。LGS 可显著抑制 ALI 小鼠肺组织中核因子 -κB
（nuclear factor kappa-B， NF- κB） 信 号 通 路 的 活

化［12］，降低 ALI大鼠肺水肿以及肺水通道蛋白 1 和

水通道蛋白 5 的表达［13］。LGS 可通过诱导中性粒

细胞凋亡减轻 LPS 引起的 ALI 大鼠肺组织病理损

伤［14］。LGS 还可以降低肺组织中高迁移率族蛋白

B1 （high-mobility group box 1， HMGB1） 基因和

蛋白的表达，抑制肺组织炎症反应［15］。目前，国

内外关于中药复方调控细胞焦亡的研究较少，尤其

缺乏对肺泡上皮细胞焦亡与中性粒细胞浸润交互作

用的深入探讨。本研究结合体内模型与分子机制分

析，探讨 LGS 通过抑制 NLR 家族 Pyrin 域蛋白 3
（NLR family， Pyrin domain containing protein 3，
NLRP3） /GSDMD 信号通路减轻肺泡上皮焦亡、

减少中性粒细胞浸润及炎症因子释放的作用，为

LGS 治疗 ALI/ARDS 提供新机制依据，同时为中

药调控细胞程序性死亡提供理论参考。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、药物药物、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　40 只 6~
8 周的雄性 SPF 级 C57BL/6 小鼠购自北京华阜康实

验动物技术有限公司，动物生产许可证号：SCXK
（京） 2019-0008。LGS 的方药成分组成：大黄、芒

硝、生甘草、栀子、薄荷、黄芩和连翘，饮片购自

天津市第一中心医院。透明质酸酶、Ⅳ型胶原酶和

DNase Ⅰ和 LPS 购自美国 Sigma 公司，髓过氧化物

酶 （myeloperoxidase， MPO） 测定试剂盒购自南

京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 。 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

164



于 鑫， 等 . 凉膈散对 LPS 诱导的急性肺损伤的保护作用及其机制

（enzyme-linked immunosorbent assay， ELISA） 试

剂盒购自杭州联科生物技术有限公司，抗 CD362、
CD11b、CD45 和 Ly6G 流式抗体购自 Biolegend 公

司，HMGB1、NLRP3、Caspase-1、GSDMD 和甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH） 蛋白抗体购自美国 CST
公司，MPO 抗体购自美国 Abcam 公司，免疫组织

化学试剂盒购自北京中杉金桥公司。流式细胞仪

（型号：CytoFLEX S） 购自美国贝克曼库尔特有

限公司，酶联免疫检测仪 （型号：ST-360） 购自

上 海 科 华 实 验 系 统 有 限 公 司 ， 包 埋 机 （型 号 ：

EG1150H）、切片机 （型号：RM2235） 和聚焦光

学显微镜 （型号：DM2500） 购自德国 Leica 公司，

化 学 发 光 仪 （型 号 ： iMark） 购 自 美 国 Bio-Rad
公司。

1. 2　　小鼠小鼠 ALI 模型制备和分组模型制备和分组　　按随机数字表法

将 40 只雄性小鼠随机分为 4 组：假手术组 （SHAM
组）、模型组 （LPS组）、低剂量 LGS组（LGSL组，

8. 58 g·kg-1 LGS） 和高剂量 LGS 组 （LGSH 组，

17. 16 g·kg-1 LGS），每组 10 只。本研究采用气管

滴注 LPS 制备 ALI 小鼠模型。小鼠适应环境 7 d
后，腹腔注射氯胺酮进行麻醉，固定小鼠的四肢和

牙齿，用酒精棉签对气管周围皮肤进行消毒，沿颈

正中线环状软骨下缘约 5 mm 处作横向切口，长度

约为 5 mm，逐层分离皮下组织并暴露气管。用

1 mL 的注射器将 LPS 溶液 （3 mg·kg-1） 缓慢滴注

到小鼠气管中，用缝合线缝合切口后，进行皮肤的

消毒。假手术组小鼠气管中滴注等体积的磷酸盐缓

冲溶液 （phosphate buffer saline，PBS），小鼠术后

自由正常饮水和饮食。造模 24 h 后过量麻醉处死小

鼠，取肺组织进行相关检测。

1. 3　　 HE 染色染色观观 察各组小鼠肺组织病理形态表现察各组小鼠肺组织病理形态表现

和肺组织病理评和肺组织病理评分分　　造模 24 h 后，过量麻醉后处

死各组小鼠，取右上肺叶，放入到 4% 的多聚甲醛

中，固定 48 h，制备石蜡切片，行 HE 染色，光镜

下观察各组小鼠肺组织的病理形态表现并进行肺

组织病理评分。病理评分标准：正常 （未见肺组

织学改变） 记为 0 分；肺泡壁毛细血管扩张和充血

记为 1 分；肺泡壁增厚、毛细血管扩张充血记为

2 分；肺泡内存在渗出物、壁增厚和毛细血管扩张

充血记为 3 分；肺泡内存在渗出物、壁增厚、毛细

血管扩张充血、肺泡融合成肺大泡和大量炎症细胞

浸润记为 4 分。

1. 4　　流式细胞术检测各组小鼠肺组织中中性粒细流式细胞术检测各组小鼠肺组织中中性粒细

胞和肺泡上皮细胞百分率胞和肺泡上皮细胞百分率　　造模 24 h 后处死各组小

鼠，取肺组织用剪刀剪碎，加入透明质酸酶、Ⅳ型

胶 原 酶 和 DNase Ⅰ 在 37 ℃ 水 浴 中 消 化 30 min。
用 70 μm 过滤器的组织滤器研磨肺组织，离心后加

入红细胞裂解液，常温裂解 15 min，离心后加入

PBS 缓冲液重选细胞。进行抗体标记，中性粒细胞

标记方法：抗 Ly6G-APC 和抗 CD11b-FITC；肺泡

上 皮 细 胞 标 记 方 法 ： 抗 CD326-PE 和 抗 CD45-

FITC。染色 20 min 后，加入 PBS 缓冲液清洗 2 次，

离心后用 100 μL 的 PBS 缓冲液重新悬浮细胞，并

上机检测。使用 NovoCyte 流式软件分析流式细胞

术检测结果。

1. 5　　免疫组织化学染色法检测各组小鼠肺组织中免疫组织化学染色法检测各组小鼠肺组织中

MPO 水平和免疫组织化学评分水平和免疫组织化学评分　　取各组小鼠肺组

织石蜡切片，采用免疫组织化学染色法进一步检测

各组小鼠肺组织中 MPO 水平，先进行脱蜡处理，

用柠檬酸缓冲液进行抗原修复后，加入 H2O2 溶液

去除内源性过氧化物酶，加入稀释好的 MPO 一抗

（抗体稀释比为 1∶200），放入 4 ℃的冰箱中避光孵

育过夜。依次加入生物素标记的二抗和辣根过氧化

物酶（horseradish peroxidase，HRP）-生物素偶联的

三抗，并进行 DAB 显色和苏木精染色，脱水后进

行封片处理，并在光学显微镜下观察各组 MPO 的

表达。MPO 评分方法：MPO 免疫组织化学染色结

果采用 H-score 评分法 （0~300 分） 进行半定量分

析，镜下定位肺泡间隔及血管周围组织为观察有效

区域并严格排除坏死、出血区域，于 400 倍高倍镜

下随机选取 5~10 个不重叠视野，依据细胞胞质

内颗粒显色程度将阳性中性粒细胞分为 4 级，其中

0 级 （阴性） 为无显色、1 级 （弱阳性） 为淡黄色、

2 级 （中度阳性） 为棕黄色、3 级 （强阳性） 为深

棕褐色，分别计数各级阳性细胞占视野内总中性粒

细胞的百分比，按照公式 （H-score=1×弱阳性细

胞百分比+2×中度阳性细胞百分比+3×强阳性细

胞百分比） 计算单个视野评分，取所有选取视野评

分的平均值作为该样本最终 H-score 值。

1. 6　　ELISA 法检测各组小鼠肺泡灌洗液中法检测各组小鼠肺泡灌洗液中 IL--18、、

IL--1β 和白蛋白水平和白蛋白水平　　造模 24 h 后，进行肺泡灌洗，

将 1 mL 的预冷 PBS 缓冲液缓慢注射到小鼠气管

中，灌洗 2 次，离心取上清进行 ELISA 法检测，按

照 ELISA 试剂盒说明依次加入待测样品、标准品

和 相 关 显 示 试 剂 后，用 酶 标 仪 测 定 各 孔 波 长
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450 nm 处的吸光度 （A） 值，按照标准品 A 值绘制

标准曲线，计算各样本中炎症因子和白蛋白水平。

1. 7　　 Western blotting 法 检 测 各 组 小 鼠 肺 组 织 中法 检 测 各 组 小 鼠 肺 组 织 中

NLRP3、、Caspase--1、、GSDMD 和和 HMGB1 蛋 白 表 达蛋 白 表 达

水平水平　　造模 24 h 后过量麻醉处死各组小鼠，取小鼠

肺组织提取蛋白，取离心后、没有加热变性的蛋白

进行定量，使用 BCA 蛋白质测试剂盒检测各组

蛋白浓度，加入十二烷基硫酸钠 （sodium  dodecyl 
sulfate，SDS） 上样缓冲液，放到金属浴中，加热

变性后进行蛋白电泳，根据目的蛋白的相对分子质

量，切割分离胶，并裁剪与分离胶同样大小的聚偏

二氟乙烯 （polyvinylidene fluoride，PVDF） 膜，将

蛋白转运到 PVDF 膜上，转膜结束后，取出 PVDF
膜，加入 10 mL 的 5% 的脱脂奶粉进行封闭，加入

目的蛋白的抗体，抗体稀释比例为 1∶1 000，4 ℃
冰箱中孵育过夜。在膜上滴加适量增强化学发光

（enhanced chemiluminescence， ECL） 显色液，并

使用化学发光仪进行显影，使用 Image J 软件进行

蛋白的定量，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表

达水平=目的蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋白条带

灰度值。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 20. 0 软件进行统计

学分析，采用 GraphPad Prism 8 软件作图。各组小

鼠肺组织病理评分、中性粒细胞和肺泡上皮细胞百

分率、MPO 水平和免疫组织化学评分、炎症因子

和白蛋白水平以及 NLRP3/GSDMD 焦亡通路相关

蛋白表达水平均服从正态性分布，以 x±s 表示，

多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组间样

本均数两两比较采用 SNK-q 检验。以 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组小鼠肺组织病理形态表现和肺组织病理各组小鼠肺组织病理形态表现和肺组织病理

评分评分　　肺组织 HE 染色结果显示：SHAM 组小鼠肺

组织形态正常，未见炎症细胞浸润；LPS 组小鼠可

见肺泡壁明显增厚，上皮细胞间炎性细胞的浸润明

显增加；LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺泡壁增厚明显

减少，上皮细胞间炎性细胞的浸润数目明显减少。

肺 组 织 病 理 评 分 结 果 显 示 ： 与 SHAM 组 比 较 ，

LPS 组小鼠肺组织病理评分明显升高 （P<0. 05）；

与 LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组织病

理评分明显降低 （P<0. 05）。见图 1。
2. 2　　 各 组 小 鼠 肺 组 织 中 中 性 粒 细 胞 百 分 率各 组 小 鼠 肺 组 织 中 中 性 粒 细 胞 百 分 率　　与

SHAM 组比较，LPS 组小鼠肺组织中中性粒细胞

百 分 率 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与 LPS 组 比 较 ，

LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组织中中性粒细胞百分

率明显降低 （P<0. 05）。见图 2。

2. 3　　各组小鼠肺组织中各组小鼠肺组织中 MPO 水平和免疫组织化学水平和免疫组织化学

评 分评 分　　 与 SHAM 组比较， LPS 组小鼠肺组织中

MPO 水平明显升高 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，

LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组织中 MPO 水平和免

疫组织化学评分明显降低 （P<0. 05）；与 LGSL 组

比较，LGSH 组小鼠肺组织中 MPO 水平和免疫组

织化学评分明显降低 （P<0. 05）。见图 3 和表 1。
2. 4　　各组小鼠肺组织中肺泡上皮细胞百分率各组小鼠肺组织中肺泡上皮细胞百分率　　与

SHAM 组比较，LPS 组小鼠肺组织中肺泡上皮细

胞百分率明显降低 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，

LGSL 组和 LGSH 组小鼠肺组织中肺泡上皮细胞百

分率明显升高 （P<0. 05）。见图 4。
2. 5　　各组小鼠肺泡灌洗液中各组小鼠肺泡灌洗液中 IL-18、、IL-1β 和白蛋白和白蛋白

水平水平　　与 SHAM 组比较，LPS 组小鼠肺泡灌洗液

中 IL-18、 IL-1β 和 白 蛋 白 水 平 明 显 升 高 （P<
0. 05）；与 LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组小鼠
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A： SHAM group； B： LPS group； C： LGSL group； D： LGSH group； E： Pathologicalscore. *P<0.05  compared  with  SHAM  group； 
△P<0.05 compared with LPS group.

图图 1　各组小鼠肺组织病理形态表现　各组小鼠肺组织病理形态表现（（A~D））及病理评分及病理评分（（E）（）（HE））

Fig. 1　　Pathomorphology（（A-D）） and pathological scores（（E）） of lung tissue of mice in various groups （（HE））
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肺泡灌洗液中 IL-18、IL-1β 和白蛋白水平明显降低

（P<0. 05）。见表 2。
2. 6　　 各 组 小 鼠 肺 组 织 中各 组 小 鼠 肺 组 织 中 NLRP3、、Caspase--1、、

GSDMD 和和 HMGB1 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与 SHAM 组比

较 ， LPS 组 小 鼠 肺 组 织 中 NLRP3、 Caspase-1、
GSDMD 和 HMGB1 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 升 高

（P<0. 05）；与 LPS 组比较，LGSL 组和 LGSH 组

小 鼠 肺 组 织 中 NLRP3、 Caspase-1、 GSDMD 和

HMGB1 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 05）。

见图 5。
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图图 2　各组小鼠肺组织中中性粒细胞百分率　各组小鼠肺组织中中性粒细胞百分率（（A~D））及直条图及直条图（（E））

Fig. 2　　Percentages（（A-D）） and histogram（（E）） of neutrophils in lung tissue of mice in various groups

A B C D

A：SHAM group；B：LPS group；C：LGSL group；D：LGSH group.
图图 3　各组小鼠肺组织中　各组小鼠肺组织中 MPO 的表达情况的表达情况（（免疫组织化学免疫组织化学，，×200））

Fig. 3　　Expressions of MPO in lung tissue of mice in various groups （（Immunohistochemistry，，×200））

表表 1　　各组小鼠肺组织各组小鼠肺组织 MPO 水平和免疫组织化学评分水平和免疫组织化学评分

TabTab.. 11　　 Levels of MPO and immunohistochemistry scores in Levels of MPO and immunohistochemistry scores in 
lung tissue of mice in various groups          lung tissue of mice in various groups                            （n=10， x±s）

Group
SHAM
LPS
LGSL
LGSH

MPO [λB/(U·g-1)]
0.12±0.01
0.35±0.03*

0.22±0.01△

0.17±0.01△#

Immunohistochemistry score
8.50±0.96

88.50±3.95*

29.67±4.02△

13.07±1.07△#

*P<0.05  compared with SHAM group； △P<0.05 compared 
with LPS group； #P<0.05 compared with LGSL group.
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3 讨  论  

LGS 是中医清热解毒活血化瘀的代表方剂。

临床研究［16］表明：LGS 加减辅助治疗 ALI/ARDS
可显著降低患者炎症反应和凝血功能障碍。网络

药理学研究［17］结果表明：LGS 中的核心成分是连

翘苷、槲皮素、豆甾醇和光甘草定等，可作用于

磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶 （phosphoinositide  3-kinase，
PI3K） /蛋白激酶 B （protein  kinase  B，AKT） 和

晚 期 糖 基 化 终 产 物 （advanced glycation end 
products，AGE）/晚期糖基化终产物受体  （receptor 

for advanced glycation end products， RAGE） 信号

通路，从抗炎、抗氧化、抗菌和免疫调节等方面发

挥治疗 ALI 的作用。本研究通过 LPS 诱导 ALI 小
鼠模型，探讨 LGS 对 LPS 诱导 ALI 的保护作用，

通过气管滴注 LPS 成功构建 ALI 小鼠模型，结果

显示：LPS 组小鼠肺组织病理评分明显升高，表现

为肺泡壁增厚、炎性细胞浸润和肺泡内渗出物积

聚，符合 ALI典型病理特征；同时，LPS 组小鼠支

气管肺泡灌洗液中白蛋白水平较 SHAM 组明显升

高，提示肺泡毛细血管屏障完整性被破坏，与临床

ARDS 患者肺水肿形成机制一致［18］；小鼠肺组织中

中性粒细胞百分率 （Ly6G+CD11b+） 和 MPO 水平

明显升高，反映中性粒细胞浸润和活化，这一现象

与 LPS 通 过 Toll 样 受 体 4 （Toll-like receptor 4，
TLR4） 激活 NF-κB 信号、诱导趋化因子 CXC 基序

配体 1［chemokine （C-X-C motif） ligand 1，CXCL1］/
趋 化 因 子 CXC 基 序 配 体 2 ［chemokine （C-X-C 
motif）  ligand 1，CXCL2］ 等趋化因子分泌的机制

相符［19］。上述结果与既往研究中 LPS 诱导的 ALI
模型表现高度一致，表明本实验条件下小鼠 ALI模
型构建成功。本研究结果显示：LGS 可显著降低

表表 2　　各组小鼠肺泡灌洗液中各组小鼠肺泡灌洗液中 IL--18、、IL--1β 和白蛋白水平和白蛋白水平

TabTab.. 22　　Levels of Levels of IL--18, IL--1β  and albumin levels in alveoand albumin levels in alveolalar r 
lavage fluid of mice in various groupslavage fluid of mice in various groups

[n=6， x±s， ρB/（ng·L-1）］

Group
SHAM
LPS
LGSL
LGSH

IL-18
34.74±7.23

221.23±9.65*

129.30±29.60△

76.61±9.28△

IL-1β
54.00±1.03

128.47±5.58*

98.63±0.92△

86.30±8.94△

Albumin
5.71±0.26

18.78±0.28*

15.51±0.63△

10.05±0.57△

*P<0.05  compared with SHAM group； △P<0.05 compared 
with LPS group.
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图图 4　各组小鼠肺组织中肺泡上皮细胞百分率　各组小鼠肺组织中肺泡上皮细胞百分率（（A~D））及直条图及直条图（（E））

Fig. 4　　Percentages（（A-D）） and histogram（（E）） of epithelial cells in lung tissue of mice in various groups
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小鼠肺组织的病理损伤并降低组织血管通透性。通

过降低炎症细胞浸润和抑制炎症因子 IL-1β 和 IL-18
的分泌来改善肺部炎症反应。

本研究结果表明：LGS 可能通过抑制 NLRP3/
Caspase-1/GSDMD 信号通路的活化，降低炎症因

子的表达，抑制上皮细胞的焦亡，从而保护 LPS 
诱导的 ALI。尽管肺组织包含多种细胞类型，但以

下证据可能支持肺泡上皮细胞是焦亡主要发生部

位。本研究流式细胞术检测结果显示：LPS 组小鼠

肺组织中CD326+CD45-肺泡上皮细胞比例下降43%，

提示该群体细胞数量减少可能与焦亡性死亡有关；

肺泡上皮细胞特异性表达 NLRP3 炎症小体组分，

且既往研究［20］证实 LPS 可通过 Toll样受体 4 （Toll 
like receptor 4，TLR4） 直接激活肺泡上皮细胞的

焦亡通路。因此，综合焦亡蛋白表达、上皮细胞数

量变化及文献证据，本研究结果可能主要反映

LGS 对肺泡上皮细胞焦亡的调控作用。但未来仍

需要通过细胞特异性敲除模型 （上皮细胞条件性

GSDMD 敲 除 小 鼠） 明 确 焦 亡 的 细 胞 来 源 。 研

究［21］ 表明：中性粒细胞在肺组织的大量聚集在

ALI 发生和发展中发挥关键性调控作用，是 ALI 的
早期进展的关键标志。在 ARDS 患者肺泡灌洗液中

中性粒细胞的数目显著增加，并且中性粒细胞百分

率与 ARDS 的严重程度和预后呈正相关关系，中性

粒 细 胞 的 大 量 浸 润 是 造 成 ALI 死 亡 的 主 要 原

因［22-24］，因此降低中性粒细胞百分率是保护 ALI 的
重要措施之一。本研究采用流式细胞术检测小鼠肺

组织中中性粒细胞百分率，结果显示：LGS 可显

著降低其百分率。NETs的形成依赖于 ROS 和颗粒

酶释放，而焦亡相关因子 IL-18 可进一步趋化中性

粒细胞，形成“焦亡 -炎症 -细胞浸润”的正反馈环

路。LGS 可能通过打破这一恶性循环，既减少初

始中性粒细胞募集，又通过降低 IL-18 水平来抑制

后续 NETs 形成。但本研究未直接检测 NETs 相关

标志物 （人瓜氨酸组蛋白 H3、中性粒细胞弹性蛋

白酶-DNA 复合物），未来将进一步进行实验验证。

综上所述，LGS 可减轻 LPS 诱导的小鼠 ALI
和炎症反应，减少肺组织中中性粒细胞浸润和

MPO 的释放，其机制可能与抑制小鼠肺组织中

NLRP3、Caspase-1 和 GSDMD 蛋白表达有关。然

而，LGS 对中性粒细胞的作用及机制仍需要进一

步研究。中性粒细胞与上皮细胞之间的相互关系以

及 LGS 治疗 ALI 多通路之间的相互作用，仍需要

进行更加深入研究。
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