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摘 要:目的 基于网络药理学探讨白花丹素(PLB)是否通过抑制细胞焦亡减轻脓毒症肝脏损伤的相关机制。方法 
通过网络药理学方法获得白花丹素与疾病的关键靶点白细胞介素6(IL-6)、信号转导及转录激活因子3(STAT3),进行

基因本体论分析、京都基因与基因组百科全书分析,并通过分子对接验证结合能。将32只C57BL/6雄性小鼠随机分为

4组,8只/组:Sham组、盲肠结扎穿孔组(CLP)、PLB(2mg/kg)+CLP组和PLB(4mg/kg)+CLP组。采用CLP诱导脓

毒症小鼠肝脏损伤。苏木精-伊红(HE)染色检测肝脏形态变化;检测小鼠血清谷草转氨酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶

(ALT)水平,酶联免疫吸附测定(ELISA)检测小鼠血清IL-6、白细胞介素1β(IL-1β)和白细胞介素18(IL-18)水平。蛋白

免疫印迹试验(WesternBlot)测定肝脏中靶蛋白(STAT3)及焦亡相关蛋白[磷酸化信号转导及转录激活因子3(p-
STAT3)、GasderminD蛋白(GSDMD)、GasderminD蛋白 N端片段(GSDMD-N)、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶11
(Caspase-11)、NLR家族Pyrin域蛋白3(NLRP3)和高迁移率族蛋白B1(HMGB1)]的蛋白水平。结果 从交集的19个

基因中筛选出核心靶点,分子对接显示PLB与STAT3、IL-6结合较好。与Sham组相比,CLP组血清ALT、AST及炎症

因子水平(IL-18、IL-1β、IL-6)升高(P<0.01,P<0.001),HE染色显示肝脏损伤,靶蛋白及焦亡相关蛋白表达水平升

高(P<0.05,P<0.01,P<0.001);与CLP组相比,PLB干预后血清ALT、AST及炎症因子水平(IL-18、IL-1β、IL-6)
降低(P<0.05,P<0.01,P<0.001),HE染色显示肝脏损伤减轻,靶蛋白及焦亡相关蛋白表达水平降低(P<0.05,

P<0.01)。结论 白花丹素可减轻小鼠脓毒症肝脏损伤,其机制可能与抑制IL-6/STAT3通路进而减轻细胞焦亡有

关。
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  Abstract: Objective Toinvestigatewhetherplumbagin(PLB)attenuatessepsis-inducedliverinjuryby
inhibitingpyroptosisandtoexploretheunderlyingmechanismbasedonnetworkpharmacology. Methods 
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NetworkpharmacologywasemployedtoidentifythekeytargetsofPLBinsepsis-inducedliverinjury,namely
interleukin-6(IL-6)andsignaltransducerandactivatoroftranscription3(STAT3).GeneOntology(GO)a-
nalysisandKyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)pathwayanalysiswereperformed,andmolec-
ulardockingwasconductedtovalidatethebindingenergies.Atotalof32maleC57BL/6micewererandomly
dividedintofourgroups(n=8pergroup):Shamgroup,cecalligationandpuncture(CLP)group,PLB(2
mg/kg)+CLPgroup,andPLB(4mg/kg)+CLPgroup.CLPwasusedtoinducesepsis-relatedliverinjuryin
mice.Hematoxylinandeosin(H&E)stainingwasusedtoassesshepaticmorphologicalchanges.Mouseserum
levelsofaspartateaminotransferase(AST)andalanineaminotransferase(ALT)weremeasured.Enzyme-
linkedimmunosorbentassay(ELISA)wasperformedtodeterminemouseserumconcentrationsofIL-6,inter-
leukin-1β(IL-1β),andinterleukin-18(IL-18).Westernblotanalysiswasconductedtoevaluatethehepatic
proteinlevelsofthetargetprotein(STAT3)andpyroptosis-relatedproteins,includingphosphorylatedsignal
transducerandactivatoroftranscription3(p-STAT3),GasderminD(GSDMD),N-terminalfragmentofGas-
derminD(GSDMD-N),cysteine-aspartate-specificprotease11(Caspase-11),NLRfamilypyrindomain-contai-
ningprotein3(NLRP3),andhigh-mobilitygroupbox1protein(HMGB1). Results Coretargetswere
screenedfrom19overlappinggenes,andmoleculardockingdemonstratedfavorablebindingofPLBtoSTAT3
andIL-6.ComparedwiththeShamgroup,theCLPgroupexhibitedelevatedserumlevelsofALT,AST,and
inflammatorycytokines(IL-18,IL-1β,IL-6)(P<0.01,P<0.001),H&Estainingrevealedliverinjury,and
theexpressionlevelsoftargetproteinsandpyroptosisrelatedproteinswereelevated(P<0.05,P<0.01,P
<0.001).ComparedwiththeCLPgroup,PLBinterventionreducedserumALT,AST,andinflammatorycy-
tokines(IL-18,IL-1β,IL-6)levels(P<0.05,P<0.01,P<0.001);H&Estainingshowedalleviatedliver
injury;andtheexpressionlevelsoftargetproteinsandpyroptosisrelatedproteinsweredecreased(P<0.05,
P<0.01). Conclusion PLBattenuatessepsis-inducedliverinjuryinmice,anditsmechanismmaybeassoci-
atedwiththeinhibitionoftheIL-6/STAT3pathway,therebyalleviatingpyroptosis
  Keywords: plumbagin;sepsis;liverinjury;pyroptosis;networkpharmacology

  脓毒症是一种由宿主对感染反应失控引起的危及

生命的器官功能障碍[1]。器官功能障碍是脓毒症的主

要并发症,肝脏作为重要的代谢与免疫器官,在脓毒症

期间负责清除细菌并合成急性期蛋白和细胞因子[2]。
脓毒症相关肝脏损伤(SALI)是脓毒症一种严重且常

见的并发症,发生于约34%~46%的患者[3]。细菌感

染可通过组装并激活炎性小体,从而引发宿主炎症反

应。细胞焦亡是近期发现的一种程序性细胞死亡方

式,可引发强烈的炎症反应。焦亡广泛参与多种肝脏

相关疾病,如肝衰竭、肝癌、非酒精性脂肪性肝病等。
研究表明[4],焦亡可调节炎症因子,干预脓毒症发病。
因此,寻找能够特异性靶向肝脏介导焦亡通路的新型

药物,已成为缓解脓毒症肝脏损伤的极具前景策略。
作为一种具有多种药理活性的天然化合物,白花

丹素(Plumbagin,PLB)是从白花丹根中提取的主要活

性成分,其抗癌、抗菌及抗炎特性备受关注[5]。PLB
的保肝作用在许多肝脏疾病中已得到证实,包括缺血

-再灌注肝损伤以及涉及抗氧化和抗炎作用的疾

病[6]。有研究表明[7],PLB可以通过调节氧化应激和

肝脏炎症反应来减轻大鼠酒精性脂肪肝。基于以上研

究,PLB在肝脏疾病治疗中效果显著。值得注意的

是,已有研究暗示PLB可能调控炎症信号[8],但其能

否通过干预细胞焦亡来缓解脓毒症肝脏损伤,少见系

统研究。
网络药理学可通过构建生物医学相互作用网络,

评估药物分子机制,进而研究源自各种自然资源的小

分子的生物学效应[9]。目前,关于PLB缓解脓毒症肝

损伤的相关研究中,尚缺乏利用网络药理学方法系统

阐释其“成分-靶点疾病”相互作用机制的报道,这正

是本研究旨在解决的关键问题。因此,基于上述问题,
本研究采用网络药理学方法初步筛选PLB干预脓毒

症肝损伤的潜在靶点,进一步通过基因本体功能富集

分析、京都基因与基因组百科全书分析揭示其关键信

号通路与生物学过程,并在动物模型中初步验证其药

理效应,从而为探讨PLB的治疗潜力与作用机制提供

新的实验依据和研究方向。

1 材料与方法

1.1 药品及试剂 白花丹素(PLB,MCE);天门冬氨

酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)试剂

盒(南京建成生物工程研究所);碱性磷酸酶强效裂解

液(Biosharp);苯甲基磺酰氟、BCA蛋白试剂盒、5×蛋

白上样缓冲液;十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
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试剂盒(上海雅酶生物医药科技有限公司);聚偏二氟

乙烯膜和电化学发光试剂盒(Millipore);白介素 6
(IL-6)、白介素18(IL-18)和白介素1β(Interleukin1β,

IL-1β)酶联免疫吸附测定试剂盒(江苏晶美生物科技

有限公司);信号转导及转录激活蛋白3(signaltrans-
ducerandactivatoroftranscription3,STAT3)(1∶
1000)、NLR家族 Pyrin域蛋白3(NLRfamilypyrin
domaincontaining3,NLRP3)(1∶2000)、重组人高迁

移率族蛋白B1(highmobilitygroupbox-1,HMGB1)
(Abcam,1∶1000)、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶

11(Caspase-11)(1∶1000)、GasderminD 蛋白(gas-
derminD,GSDMD)(1∶1000)、磷酸化的信号传导子

及转 录 激 活 子 3(phosphorylatedsignaltransducer
andactivatoroftranscription3,p-STAT3)(1∶
1000)、GasderminD 蛋 白(gasderminDn-terminal
domain,GSDMD-N)(Affinity,1∶1000)和甘油醛-3-
磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogen-
ase,GAPDH)(Absin,1∶6000);辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔免疫球蛋白G(IgG)二抗(Biosharp,1∶
20000)、超氧化物阴离子荧光探针;异氟烷(深圳瑞沃

德生命科技股份有限公司);Marker(赛默飞世尔科

技)。

1.2 实验动物 本研究所用32只C57BL/6雄性小

鼠均为SPF级,购自杭州子源实验动物科技有限公司

[许可证号:SCXK(浙)2024-0004]。小鼠周龄为6~8
周,初始体重为18~22g。所有动物饲养于屏障环境

中,室温恒定维持在22~26℃,相对湿度60%~70%,
光照/黑暗循环模式为12h/12h。动物自由摄取标准

灭菌饲料及纯净饮用水,垫料经高压灭菌并定期更换。
本研究所有动物实验操作均严格遵守蚌埠医科大学实

验动物福利与伦理审查委员会制定的相关准则和要求

(批准文号:[2024]第581号),并在实验开始前获得

该委员会审查通过。

1.3 PLB靶点的获取 在NPACT数据库(https://

ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/database/id/

440)、SwissTargetPrediction 数 据 库 (http://swis-
stargetprediction.ch/)、SEA数据库(https://sea.bk-
slab.org/)和STITCH 数据库(https://ngdc.cncb.
ac.cn/databasecommons/database/id/28) 中, 以

“Plumbagin”为关键词检索获取PLB药物靶点,靶点

种类设定为 MouseOnly,其余参数设为默认。

1.4 脓毒症肝脏损伤相关靶点的获取 通过Gene-
Cards(https://www.genecards.org/)数据库获取疾

病靶点。

1.5 PLB治疗脓毒症肝脏损伤潜在靶点的获取 利

用Venny2.1.0在线作图工具对PLB药物靶点和脓

毒症肝脏损伤相关疾病靶点进行交集分析,获得PLB
治疗脓毒症肝脏损伤的潜在靶点。

1.6 PLB-脓毒症肝脏损伤交集靶点蛋白质互作网

络的构建 利用在线韦恩图(https://www.bioinfor-
matics.com.cn/static/others/jvenn/example.html)
分析工具对筛选所得靶点进行比对,获得PLB与脓毒

症肝脏损伤的共同作用基因,分析PLB治疗脓毒症肝

脏损伤相关靶点之间的相互作用关系。将该交集基因

导入STRING数据库(https://string-db.org/cgi/in-
put.pl)构建蛋白质互作网络,进一步借助Cytoscape
3.7.2(http://www.cytoscape.org/)软件对网络进

行拓扑优化,并基于cytoHubba插件辨识关键靶点。

1.7 基因本体论和京都基因与基因组百科全书富集

分析 基因本体论功能分析可用于阐释交集基因在分

子功能、生物过程及细胞组成层次中对脓毒症肝损伤

的调控机制,而京都基因与基因组百科全书富集分析

则用于系统揭示这些基因参与抗脓毒症肝损伤过程的

关键信号通路。随后利用 Metascape在线分析平台

(https://metascape.org/gp/index.html),以 “Mus
musculus”为物种背景,对筛选得到的关键核心靶点进

行京都基因与基因组百科全书通路与基因本体论功能

富集分析。

1.8 PLB与脓毒症肝脏损伤分子对接 采用中药系

统药理学数据库鉴定PLB的核心成分,并直接获取小

分子结构文件。从蛋白质结构数据库(https://www.
rcsb.org/)获 取 目 标 蛋 白 的 三 维 结 构 后,采 用

AutoDock4进行配体-靶点分子对接及结合模式的

可视化分析。结合自由能越低,表明配体与受体的结

合稳定性越强,对接结果越理想。分子对接结果通过

PyMOL软件实现可视化呈现。

1.9 实验方法

1.9.1 药品制备与使用 溶剂由二甲亚砜、聚乙二醇

300、吐温-80与生理盐水组成(配比:10%二甲亚砜、

40%聚乙二醇300、5%吐温-80、45%生理盐水)。称

量小鼠总体重,将PLB按2mg/kg和4mg/kg的剂

量溶解于溶剂中,配制成溶液。

1.9.2 动物模型建立 手术当日,将小鼠置于诱导箱

中,以2.5% 异氟烷/氧混合气体诱导麻醉,待角膜反

射消失、呼吸平稳后,进行手术。术中通过面罩持续吸

入1%异氟烷维持麻醉状态。术区皮肤经碘伏消毒

后,取腹正中线切口约2cm,逐层分离,暴露腹膜并剪

开,轻柔提取盲肠。在盲肠远端1/2~1/3处用3-0无

菌丝线结扎,避免闭锁肠系膜血管。结扎后使用18G
无菌针头贯穿穿刺盲肠壁,从穿刺孔中轻柔挤压出约

米粒大小体积的肠内容物,确认穿孔通畅后,将盲肠还

纳腹腔。使用可吸收缝线连续缝合腹膜及皮肤切口。
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术后每只小鼠立即皮下注射预温至37℃的生理盐水

1mL进行液体复苏,持续观察至苏醒。术后允许小

鼠自由饮水并恢复饲料供应。每日记录小鼠体重、活
动状态及伤口愈合情况[10]。造模后24h处死小鼠并

取材。模型建立成功的判定标准为:小鼠毛发杂乱、身
形消瘦;活动减少,受刺激时保持静止并出现震颤;眼
结膜有乳白色分泌物,眼睑半睁;呼吸减少,体温下

降[11]。

1.9.3 动物分组及处理 实验小鼠饲养于温度22~
26℃、相对湿度60%~70%的环境中,适应1周后。
采用随机数字表法将小鼠分为4组(n=8):假手术

组、模型对照组、PLB低剂量治疗组和PLB高剂量治

疗组。除假手术组(Sham,仅接受开腹手术)外,其余

3组均通过盲肠结扎穿孔术(cecalligationandpunc-
ture,CLP)构建脓毒症模型。其中,CLP组为疾病模

型对照组;另外两组定义为治疗组,分别经单次腹腔注

射2mg/kg和4mg/kg[12]剂量的PLB进行干预。给

药组小鼠于CLP术前24h腹腔注射不同剂量的PLB
(以生理盐水配制),Sham组和CLP组注射等体积生

理盐水。术前12h禁食,自由饮水。

1.9.4 标本采集 小鼠造模结束后,以异氟烷进行吸

入麻醉。麻醉达标后,采用眼球取血法收集血液样本

于离心管中,室温静置1h使其充分凝固。随后在4
℃条件下以1000r/min离心15min,分离得到上层

血清,分装后保存于-20 ℃冰箱,用于后续 AST、

ALT活性测定及ELISA试剂盒检测。取血完成后采

用颈椎脱位法处死小鼠,解剖并留取各组小鼠肝右叶

相同部位的组织样本。部分肝组织立即置于4%多聚

甲醛溶液中固定,用于后续石蜡切片及组织学分析;其
余样本迅速转移至-80 ℃超低温冰箱保存,以备

ELISA、WesternBlot检测使用。

1.9.5 肝脏组织 HE染色 各组肝脏组织经4%多

聚甲醛固定48h以上,进行苏木精-伊红(hematoxy-
lin-eosinstaining,HE)染色。切片置预处理液处理1
min后,使用苏木精染液染色5min,洗去染液,置入分

化液中分化并洗净,经返蓝液处理及流水冲洗后,用

95%乙醇脱水1min,伊红染液染色15s,依次用

80%、90%、95%、100%的梯度乙醇脱水,经正丁醇和

二甲苯透明化处理,最后用中性树胶封片。镜下观察

肝脏组织形态并采集图像。

1.9.6 ELISA法检测各组小鼠血清中炎症因子IL-
6、IL-18和IL-1β的表达 取各组小鼠血清样本,每孔

吸取50μL,加入等体积50μL样品稀释液混匀。严

格按照ELISA试剂盒说明书操作,依次添加标准品、
待测样本及相应检测抗体,经温育、洗涤、显色等步骤

后,于特定波长下测定各孔吸光度值。根据标准曲线

计算各组血清中IL-6、IL-18及IL-1β的浓度。

1.9.7 WesternBlot检测相关蛋白表达水平 取各

组小鼠肝脏组织约10mg,加入适量磁珠及碱性磷酸

酶强效裂解液(含1%苯甲基磺酰氟)进行机械匀浆,
冰上裂解30min后,于4℃条件下12000r/min离心

15min,收集上清液即为总蛋白提取物。采用BCA法

测定蛋白浓度,每组样本取等量蛋白(20μg)与5×蛋

白上样缓冲液混合,金属浴变性5min。经十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后,通过湿转法将蛋

白转移至聚偏二氟乙烯膜,使用快速封闭液室温封闭

30min。随 后 将 膜 与 以 下 一 抗 4 ℃ 孵 育 过 夜:

STAT3、P-STAT3、HMGB1、Caspase-11、NLRP3、

GSDMD、GSDMD-N及 GAPDH。用含0.1%吐温-
20的磷酸盐缓冲盐水(TBST)洗膜3次后,与辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G(IgG)二抗室

温孵育1h。再次充分洗膜后,采用化学发光试剂显

影,并使用ImageJ软件对目标条带进行灰度值分析,
以GAPDH作为内参进行标准化处理。

1.10 统计学方法 数据采用 GraphPadPrism9.0
进行统计学处理,正态分布计量资料数据以(췍x±s)表
示。组间数据比较采用单因素方差分析,P<0.05时

认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 PLB相关靶点获取 在NPACT数据库、Swis-
sTargetPrediction数据库、SEA数据库和STITCH数

据库中,以“Plumbagin”为关键词检索,共获得PLB潜

在靶点75个。将靶点名称上传至 UniProt数据库

(http://www.uniprot.org/),限定物种为“Mouse”,
校正靶点名称并剔除得分较低的靶点,最终获得30个

靶点。

2.2 脓毒血症急性肝损伤相关靶点获取 在Gene-
Cards数据库中以“Sepsis-associatedliverinjury”为关

键词检索相关基因,共筛选出1378个基因,将其全部

保留作为疾病靶点。

2.3 PLB与脓毒症肝脏损伤的共同靶点 将PLB潜

在靶点信息与脓毒症肝脏损伤靶点取交集,得到PLB
中与脓毒血症急性肝损伤相关发病机制的19个作用

靶点基因,包括IL-6、蛋白激酶B(Akt1)、肿瘤坏死因

子(Tnf)、促分裂原活化蛋白激酶3(Mapk3)、成纤维

细胞生长因子2(FGF2)、白细胞介素-4(IL-4)、白细胞

介素-17A(IL-17A)、磷 酸 肌 醇3-激 酶 γ催 化 亚 基

(PIK3CG)、STAT3、哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mTOR)、B 细 胞 淋 巴 瘤/白 血 病-2 相 关 X 蛋 白

(Bax)、双特异性磷酸酶1(DUSP1)、半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶3(Caspase-3)、B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、聚腺

苷二磷酸核糖聚合酶1(PARP1)、丝裂原活化蛋白激
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酶 8(MAPK8/JNK1)、丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 1
(MAPK1/ERK2)、细胞色素 C(CYCS)、干扰素-γ
(IFN-γ)。交集靶点韦恩图,见图1。

图1 PLB-脓毒症肝脏损伤韦恩图

2.4 PPI网络及PLB治疗脓毒症肝脏损伤的关键靶

点 将 PLB 与 脓 毒 症 肝 脏 损 伤 交 集 靶 点 导 入

STRING数据库,物种限定为 Musmusculus,获得蛋

白互作网络。利用cytoHubba插件筛选出Degree值

较高的治疗脓毒症肝脏损伤的关键靶点,包括IL-6、

Tnf、Akt1、Mapk3、Bcl-2等,提示其可能在治疗中发

挥重要作用,关键靶点详细信息见图2A。为进一步筛

选关键靶点,利用Cytoscape软件计算度中心性(de-
greecentrality,DC)值并按大小降序排列,得到靶点排

名见图2B。节点颜色越深,排名越靠前,表明该节点

与PLB治疗脓毒症肝脏损伤的相关性越大,可能成为

核心靶点。排名前5的核心靶点分别为IL-6、Akt1、

Tnf、Mapk3和STAT3,提示这些靶点在PLB治疗脓

毒症肝脏损伤中起主要作用。

图2 蛋白质互作(PPI)网络及核心靶点网络图

2.5 京都基因与基因组百科全书通路富集分析结果

 京都基因与基因组百科全书通路富集分析共筛选出

139个富集项,其中低氧诱导因子-1(HIF-1)信号通

路、糖基化终产物受体(AGE-RAGE)信号通路、白细

胞介素-17(IL-17)信 号 通 路 等 可 能 为 重 要 通 路。
“PLB-主要通路-脓毒症急性肝损伤”网络见图3,其中

通路图中红色区域表示信号上调。在HIF-1信号通路

中可见IL-6/STAT3位于该通路上游,见图4。

2.6 分子对接结果 将PLB与STAT3和IL-6进行

分子对接,PLB与STAT3的结合能为-4.97kcal/

mol,PLB与IL-6的结合能为-5.62kcal/mol。分子

对接结果提示PLB与STAT3和IL-6结合良好,结构

较稳定,见图5。

2.7 各组小鼠一般情况 Sham 组小鼠整体状态良

好,被毛光滑顺贴,眼神清澈,无分泌物;行为活跃,表

现为频繁自主摄食与饮水,运动协调性强,攀爬、打斗

等探索与社会行为明显;对声音、轻触等外界刺激反应

迅速敏捷,逃避或探究行为典型;呼吸平稳,节律均匀,
无异常呼吸音。CLP组小鼠呈现典型疾病状态,被毛

杂乱无光、明显竖毛,体重明显减轻;眼部可见大量脓

性分泌物,精神萎靡,蜷缩少动;摄食与饮水行为显著

减少;多数个体行动迟缓或长时间静止不动;呼吸频率

显著低于正常,部分可见呼吸困难表现。PLB干预组

(PLB2mg/kg+CLP及PLB4mg/kg+CLP)小鼠

整体状态较CLP组有明显改善:被毛略显蓬松但较模

型组整齐,眼角分泌物减少;精神状态回升,开始恢复

自主活动,摄食与饮水次数有所增加;部分小鼠可进行

短距离移动;呼吸频率趋于平稳,呼吸窘迫表现减轻;
体重较CLP组减轻幅度较小。其中,高剂量组(PLB4
mg/kg)在行为改善、体重减轻程度和体征恢复方面总
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体优于低剂量组。为清晰展示小鼠体重变化趋势,对
每次称重数据取平均值(n=8),共进行3次称重,分
别为给药前(即腹腔注射PLB之前)、术前(即CLP手

术之前)及术后(即CLP后24h),结果显示术后CLP
组较sham组小鼠体重下降更为明显(P<0.001),见
图6。

图3 京都基因与基因组百科全书富集分析

图4 HIF-1信号通路
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注:A为PLB与STAT3对接图;B为PLB与IL-6对接图。

图5 分子对接结果

注:A为给药前体重;B为术前体重;C为术后体重。
***P<0.001vsSham组;##P<0.01,###P<0.001vsCLP组。

图6 给药前、术前及术后小鼠体重变化结果

2.8 各组小鼠AST、ALT的表达变化 与Sham组

相比,CLP 组 血 清 中 AST、ALT 含 量 升 高(P <
0.001);与CLP组相比,PLB2mg/kg+CLP组、PLB
4mg/kg+CLP组小鼠血清AST及ALT水平均出现

不同程度降低,且呈剂量依赖性下降趋势,其中PLB4
mg/kg+CLP组降低更为明显(P<0.01),见图7。

注:***P<0.001vsSham组;##P<0.01,
###P<0.001vsCLP组。

图7 各组小鼠血清AST和ALT水平

2.9 各组小鼠肝脏形态学变化 小鼠肝脏 HE染色

显示,Sham组小鼠肝脏组织中细胞形态完整,边界清

晰,肝细胞索呈放射状,排列规律且整齐,细胞核清晰

可见,无炎症细胞浸润。CLP组小鼠肝组织排列紊乱,
局部出现肝细胞肿胀,偶见炎症细胞浸润。与CLP组

相比,PLB2mg/kg+CLP组和PLB4mg/kg+CLP
组肝组织细胞仍有部分肿胀,但肝脏小叶结构完整性

及炎症坏死病变均有所改善,见图8。

2.10 各组小鼠血清中炎症因子IL-18、IL-1β和IL-6
的表达变化 与Sham 组相比,CLP组血清中IL-18
含量升高(P<0.001);与CLP组相比,PLB2mg/kg
+CLP组和 PLB4mg/kg+CLP组IL-18含量降低

(P<0.001)。与Sham组相比,CLP组血清中IL-1β
含量升高(P<0.01);与CLP组相比,PLB2mg/kg
+CLP组和 PLB4mg/kg+CLP组IL-1β含量降低

(P<0.01)。与Sham组相比,CLP组血清中IL-6含

量升高(P<0.01);与CLP组相比,PLB2mg/kg+
CLP组和PLB4mg/kg+CLP组IL-6含量降低(P
<0.05)。见图9。
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图8 各组小鼠肝脏组织 HE染色

注:**P<0.01,***P<0.001vsSham组;#P<0.05,##P<0.01,###P<0.001vsCLP组。
图9 各组小鼠血清IL-18、IL-1β和IL-6的变化

2.11 WesternBlot检 测 相 关 蛋 白 表 达 水 平 与

Sham组相比,CLP组小鼠肝脏GSDMD、Caspase-11、
HMGB1、NLRP3、p-STAT3、STAT3 和 GSDMD-N
蛋白表达水平显著升高(P <0.05,P <0.01,P <
0.001);与CLP组相比,PLB(2mg/kg)+CLP组和

PLB(4mg/kg)+CLP组小鼠肝脏 GSDMD、Caspase-
11、HMGB1、NLRP3、p-STAT3、STAT3和 GSDMD-
N蛋白表达水平呈不同程度降低(P <0.05,P <
0.01),见图10。

注:*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001vsSham组;#P<0.05,##P<0.01vsCLP组。
图10 各组小鼠肝脏组织GSDMD、Caspase-11、HMGB1、NLRP3、p-STAT3、STAT3和GSDMD-N蛋白表达水平
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3 讨论

脓毒症是由感染引发的致命性并发症,已成为全

球范围内导致死亡的重要原因之一,对各国医疗保健

系统构成严峻的公共卫生挑战[13]。其特点是严重的

炎症和免疫应答异常,导致危及生命的器官功能障碍,
具有高发病率和高死亡率[14]。肝脏由于其特殊的解

剖位置,是受脓毒症影响最严重的器官之一[15]。中草

药在几个世纪以来一直被用于治疗炎症。有研究发

现,中药“复方振珠”胶囊可保护糖尿病小鼠免受肾损

伤和炎症[16],伪麻黄碱可减轻炎症引起的肺损伤[17]。
目前,关于中草药活性成分缓解脓毒症诱导的肝损伤

的作用机制研究仍相对有限,其具体的药理靶点与通

路尚未被充分阐明。近期有研究发现,传统中草药可

改善脓毒症患者的血清炎症指标,提高免疫力并降低

死亡率[18],但未分析具体的有效成分及其对应靶点。
为此,采用网络药理学探究PLB与脓毒症肝脏损

伤机制之间的关系,利用生物信息学方法锁定与药物

及疾病相关的关键靶点[19]。本研究基于网络药理学

筛选出PLB治疗脓毒症肝脏损伤的19个核心靶点,
包括IL-6、Akt1、Tnf、Mapk3、STAT3等,这些靶点可

能是PLB发挥抗脓毒症诱导肝脏损伤保护作用的关

键。其中,IL-6是一种具有炎症特性的多效性细胞因

子,在感染和自身免疫中起关键作用,其大部分作用发

生在肝脏,在那里它被加工并启动炎症级联反应[20]。

STAT3蛋白介导响应细胞刺激的多种基因表达,因此

在许多细胞过程中起关键作用[21],其激活可调控免疫

反应、细胞凋亡、增殖、炎症和血管生成相关的转录过

程[22]。STAT3信号通路的活化与多种炎症疾病的发

生发展密切相关,如胃癌[23]、食管炎[24]、骨关节炎[25]

等。京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析结果显

示,涉及肝炎通路、IL-17信号通路、HIF-1信号通路

等,提示PLB可能通过调控多个信号通路发挥抗肝脏

损伤作用。有研究表明[26],促炎性IL家族成员(包括

IL-1β、IL-6、IL-17A 和IL-29)可 通 过 激 活 NF-κB、

STAT3及 NLRP3炎性小体促进氧化应激和细胞焦

亡。同时,分子对接结果显示,PLB与STAT3和IL-6
的受体结合界面均存在稳定相互作用;PLB与STAT3
的结合能为-4.97kcal/mol,与IL-6的结 合 能 为

-5.62kcal/mol,结合能越低表明结合效能越好。以

上结果提示,PLB可能通过抑制核心成分STAT3和

IL-6,减轻脓毒症炎症反应和肝脏损伤。因此,本实验

旨在证实PLB能否通过STAT3和IL-6缓解脓毒症

诱导的肝损伤。
细胞焦亡在脓毒症相关多器官功能障碍的发病机

制中至关重要,除肝脏损伤外,细胞焦亡还被证实广泛

参与脓毒症急性肺损伤[4]、脓毒症相关脑病[27]和脓毒

症急性肾损伤[28]等。在脓毒症发病初期,宿主免疫系

统迅速启动防御机制,通过激活免疫细胞的程序性死

亡以清除受损或感染的细胞。细胞焦亡作为程序性细

胞死亡的一种重要形式,积极参与免疫应答过程,可有

效抑制细胞内病原体的复制,还能促进免疫细胞对病

原体的吞噬和杀伤作用,从而增强机体对感染的清除

能力[29]。这不仅会导致直接的细胞破坏,还会诱发脓

毒症中的炎症级联反应[30]。有研究表明[31],PLB可

以通过抑制核转录因子κB信号通路和激活核红细胞

2相关因子2通路,降低促炎细胞因子水平,发挥抗炎

作用。鉴于PLB具有显著的抗炎特性,本研究旨在探

讨其是否通过调控细胞焦亡这一与炎症反应密切相关

的细胞死亡方式,从而减轻脓毒症所致的肝脏损伤。

IL-6/STAT3通路与炎症及焦亡密切相关。已有

实验证明,抑制IL-6/STAT3信号通路可减轻脓毒症

中的过度炎症反应,从而改善脓毒症小鼠的全身血液

循环和肝损伤[32]。Janus激酶-信号转导子和转录激

活因子3(JAK/STAT3)信号转导轴是IL-6激活的经

典下游通路。抑制JAK/STAT3信号通路可改善脓

毒症肝功能,降低肝细胞凋亡水平、凋亡相关蛋白表达

和炎症因子释放,减轻肝脏损伤。本研究重点观察了

非经典焦亡途径在脓毒症发病机制中的作用。非经典

炎症小体通路通过Caspase-11与革兰氏阴性菌产生

的胞内脂多糖直接结合而启动。Caspase-11的活化可

诱导 NLRP3 炎 性 小 体 的 激 活 及 成 熟IL-1β的 产

生[33]。活化的Caspase-11裂解GSDMD的连接区,释
放其N端成孔结构域;该结构域在质膜中寡聚化并形

成孔洞,允许细胞内容物(如促炎细胞因子IL-1β和

IL-18、ATP 及 其 他 警 报 蛋 白)外 泄[34]。有 研 究 表

明[35],在致死性脓毒症中,HMGB1可介导Caspase-11
诱导的细胞焦亡。因此,本研究测定IL-1β、IL-18水平

及Caspase-11、GSDMD、GSDMD-N、NLRP3、HMGB1
蛋白表达,以观察脓毒症肝损伤中细胞焦亡的变化。

本研究中,应用脓毒症动物模型金标准———CLP
诱导小鼠肝脏损伤。造模过程中,CLP组小鼠损伤显

著;HE染色结果显示,CLP组小鼠肝组织排列紊乱,
局部出现肝细胞肿胀,偶见炎症细胞浸润等变化;CLP
组小鼠AST、ALT明显升高,提示脓毒症小鼠模型构

建成功。本实验结果观察到,CLP组小鼠肝脏组织中

IL-6、p-STAT3/STAT3表达水平增加,表明脓毒症诱

导的肝损伤与IL-6/STAT3信号通路的异常激活密切

相关。经 不 同 剂 量 PLB 干 预 后,IL-6、p-STAT3/

STAT3表达均降低。上述结果表明,PLB可能通过抑

制IL-6/STAT3信号通路活化,减轻炎症反应,从而有

效改善脓毒症所致的小鼠肝脏组织损伤。本研究通过

动物实验,系统评价了PLB对脓毒症肝损伤中IL-6/
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STAT3信号通路的调控作用。以上结果提示,PLB可

能通过抑制核心靶点IL-6、STAT3,减轻脓毒症炎症

反应和肝脏损伤。为了明确PLB对脓毒症肝损伤的

保护作用是否与调控细胞焦亡通路相关,本研究从组

织形态学、炎症因子释放及焦亡关键蛋白表达3个层

面进行了系统评价。HE染色结果显示,不同浓度

PLB干预后,小鼠肝脏病理损伤减轻,组织中IL-18与

IL-1β等 炎 症 因 子 释 放 减 少,同 时 焦 亡 相 关 蛋 白

Caspase-11、GSDMD、GSDMD-N、NLRP3及 HMGB1
表达减少。上述结果表明,PLB可能通过抑制细胞焦

亡通路,降低炎症反应,从而有效缓解脓毒症诱导的肝

脏损伤。
综上所述,本研究通过网络药理学系统筛选出

PLB-脓毒症肝脏损伤关键靶点,基因本体论分析和京

都基因与基因组百科全书分析揭示了核心信号通路及

分子机制。利用分子对接技术验证了PLB与核心靶

点之间具有良好的结合活性,进一步通过动物实验证

实,PLB可能通过调控IL-6/STAT3通路,减轻细胞

焦亡及相关炎症反应,改善脓毒症肝脏损伤。本研究

可为PLB临床应用于脓毒症肝脏损伤治疗提供研究

依据,为相关抗炎药物研发提供新的思路和方法。
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