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【摘要】 目的  探讨混合谱系激酶结构域（MLKL）介导的肺脏细胞坏死激活 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）

炎症小体引发的炎症反应在脓毒症小鼠急性肺损伤（ALI）中的作用及可能的致病机制。方法  采用随机数字

表法将 18 只 BALB/c 小鼠分为假手术组（Sham 组）、盲肠结扎穿孔术（CLP）致脓毒症模型组（CLP 组）和特异

性抑制剂坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）干预组（CLP+Nec-1 组，制模前 10 min 经尾静脉注射 Necrostatin-1 溶

液 20 mg/kg），每组 6 只。术后 2 d，经眼眶取血并断颈处死小鼠取肺组织，采用苏木素 - 伊红（HE）染色观察

肺组织形态学改变，干湿重法检测肺组织含水率，伊文思蓝（EB）法检测肺血管通透性，蛋白质免疫印迹试验 

（Western blotting）检测肺组织 MLKL 和 NLRP3 的蛋白表达，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清白细胞介

素 -1β（IL-1β）水平。结果  HE 染色显示，Sham 组肺组织形态学正常；CLP 组肺泡腔和肺间质充血水肿、中

性粒细胞浸润，肺泡壁明显增厚；CLP+Nec-1 组肺组织形态学改变较 CLP 组明显好转。与 Sham 组比较，CLP

组肺组织含水率明显增加〔（88.00±0.00）% 比（78.00±0.01）%〕，肺血管通透性明显增加〔EB 含量（mg/L）：

11.82±1.15 比 4.00±0.71〕，坏死性炎症反应相关分子，即肺组织磷酸化 MLKL（p-MLKL）和 NLRP3 的蛋白

表达及血清 IL-1β水平明显升高〔p-MLKL/GAPDH：0.34±0.04 比 0.12±0.01，NLRP3/GAPDH：0.47±0.07

比 0.16±0.04，IL-1β（ng/L）：183.56±9.61 比 44.14±6.95〕，差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。与 CLP 组

比较，CLP+Nec-1 组肺组织含水率明显下降〔（81.00±0.01）% 比（88.00±0.00）%〕，肺血管通透性降低〔EB

含量（mg/L）：7.90±0.00 比 11.82±1.15〕，肺组织 p-MLKL 和 NLRP3 的蛋白表达及血清 IL-1β水平明显下

降〔p-MLKL/GAPDH：0.13±0.03 比 0.34±0.04，NLRP3/GAPDH：0.18±0.04 比 0.47±0.07，IL-1β（ng/L）：

113.81±6.62 比 183.56±9.61〕，差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。结论  坏死性炎症反应信号通路蛋白

MLKL 和 NLRP3 的表达水平在脓毒症小鼠肺组织中显著上调；特异性抑制剂 Necrostatin-1 可明显减轻脓毒症

小鼠肺组织损伤程度，其机制可能与 MLKL-NLRP3 通路被抑制有关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  roles  and  underlying mechanisms  of mixed  lineage  kinase  domain 
like  (MLKL)-mediated  inflammatory  response  induced  by  NOD-like  receptor  protein  3  (NLRP3)  inflammatory 
corpuscles in the acute lung injury (ALI) after sepsis.  Methods  Eighteen BALB/c mice were randomly divided into 
sham  operation  group  (Sham  group),  cecal  ligation  and  puncture  (CLP)-induced  sepsis model  group  (CLP  group)  and 
specific  inhibitor Necrostatin-1  intervention group  [CLP+Nec-1 group, Necrostatin-1 solution  (20 mg/kg) was  injected 
intravenously 10 minutes before modeling], with 6 mice in each group. The mice were sacrificed by neck amputation at 
the 2nd day after operation, and the serum and lung tissue samples were collected. The morphological changes of lung 
tissue  were  observed  by  hematoxylin-eosin  (HE)  staining.  The  water  content  of  lung  tissue  was  detected  by  dry-wet 
weight method. The pulmonary vascular permeability was measured by Evans blue (EB) staining. The protein expressions 
of  MLKL  and  NLRP3  in  the  lung  tissue  were  detected  by Western  blotting,  and  the  level  of  serum  interleukin-1β  
(IL-1β)  was  detected  by  enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Results  HE  staining  showed  that  the 
lung morphological  structure  in  Sham  group was  normal.  In  CLP  group,  congestion  and  edema  in  the  alveolar  cavity 
and  interstitium,  infiltration  of  neutrophils  and  thickening  of  alveolar  wall  were  observed.  The  histopathological 
changes  of  lung  tissue  in  CLP+Nec-1  group  were  better  than  those  in  CLP  group.  Compared  with  Sham  group,  
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  肺脏是脓毒症病理过程中最早且最常衰竭的器

官，脓毒症患者于病程早期阶段即可出现肺部损伤，

很快进展为急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory 

distress syndrome，ARDS）［1-3］。脓毒症诱导急性肺

损伤（acute lung injury，ALI）的病理特征主要表现

为损伤应激活化肺泡巨噬细胞且分泌大量的促炎

介质和细胞因子，如肿瘤坏死因子（tumor necrosis 

factor，TNF）、趋化因子等，从而募集中性粒细胞不

受控制地向肺部迁移，聚集在肺泡内的中性粒细胞

通过释放大量的有毒介质触发失控性自我破坏和

持续放大的炎症“瀑布”效应，破坏肺泡 - 毛细血管

屏障使其完整性缺如、屏障功能丧失，透明膜形成，

肺微血管通透性增加，以致富含蛋白质的血液内容

物渗出至组织间隙和肺泡腔内，造成肺间质和肺泡

腔的充血水肿［4-6］。目前，关于脓毒症 ALI 确切的

发病机制尚不清楚。前期研究显示，通过使用药物

抑制剂坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）或基因敲除关

键分子受体相互作用蛋白激酶（receptor-interacting 

protein kinases，RIPK1、RIPK3）阻断 TNF 介导的细

胞程序性坏死（necroptosis）通路，可以有效减轻肺

脏的炎症反应和损伤相关分子模式的数量，从而保

护机体免受脓毒症的致命侵袭，表明细胞程序性坏

死在脓毒症ALI的病理过程中发挥一定的作用［7-8］。 

然而细胞程序性坏死通路触发的下游效应即坏死

性炎症反应在脓毒症 ALI 中的作用及其机制尚

未明确。本研究通过检测脓毒症小鼠体内坏死

性炎症相关分子，即混合谱系激酶结构域（mixed 

lineage kinase domain like，MLKL）、NOD 样受体蛋

白 3（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）和白细胞

介素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）的表达水平及肺

组织病理改变，观察特异性抑制剂 Necrostatin-1 对

MLKL-NLRP3 通路的影响，初步探索 MLKL-NLRP3

the  water  content  of  lung  tissue  [(88.00±0.00)%  vs.  (78.00±0.01)%],  pulmonary  vascular  permeability  [EB  content 
(mg/L):  11.82±1.15  vs.  4.00±0.71],  the  protein  expressions  of  phosphorylated  MLKL  (p-MLKL)  and  NLRP3  in 
lung  tissue  (p-MLKL/GAPDH:  0.34±0.04  vs.  0.12±0.01，NLRP3/GAPDH:  0.47±0.07  vs.  0.16±0.04),  and 
the  level  of  serum  IL-1β  (ng/L:  183.56±9.61  vs.  44.14±6.95)  in  CLP  group  were  all  significantly  increased  
(all  P  <  0.01).  Compared  with  CLP  group,  the  water  content  of  lung  tissue  [(81.00±0.01)%  vs.  (88.00±0.00)%], 
pulmonary vascular permeability [EB content (mg/L): 7.90±0.00 vs. 11.82±1.15], protein expressions of p-MLKL and 
NLRP3  in  lung  tissue  (p-MLKL/GAPDH:  0.13±0.03  vs.  0.34±0.04,  NLRP3/GAPDH:  0.18±0.04  vs.  0.47±0.07), 
and  the  level  of  serum  IL-1β  (ng/L:  113.81±6.62  vs.  183.56±9.61) were  all  significantly  decreased  (all P  <  0.01). 
Conclusion  MLKL-NLRP3-mediated  necroinflammation  was  significantly  up-regulatedin  the  lung  tissue  of  septic 
mice, which could be attenuated by specific inhibitor Necrostatin-1.
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介导的坏死性炎症反应在脓毒症 ALI 小鼠中的作

用，为进一步研究靶向坏死性炎症相关通路分子的

预防和治疗奠定基础。

1 材料与方法 

1.1  实验动物：清洁级雄性 BALB/c 小鼠，体质量

30～35 g，8～10 周龄，由湖北省宜昌市三峡大学动

物实验中心提供，动物生产许可证号：SCXK（鄂）

2017-0012。小鼠正常进食，自由饮水，人工光照和

阴暗时间交替各 12 h，相对湿度 50%～60%，温度

18～22 ℃，适应性饲养 7 d。

1.2  主要实验试剂：Necrostatin-1 购于美国 Sigma-

Aldrich 公司，0.5% 伊文思蓝（Evans blue，EB）染色

液购于北京索莱宝科技有限公司，兔多克隆抗体磷

酸化 MLKL（phosphorylated MLKL，p-MLKL，相对分

子质量 54 000）和 NLRP3（相对分子质量 118 000）

购于美国 Affinity 公司，辣根过氧化物酶（horseradish  

peroxidase，HRP）标记羊抗兔二抗购于武汉博士德

生物工程有限公司，IL-1β小鼠酶联免疫吸附试验

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒

购于上海吉泰依科赛生物科技有限公司。

1.3  实验分组及处置：采用随机数字表法将BALB/c 

小鼠分为假手术组（Sham 组）、盲肠结扎穿孔术

（cecal ligation and puncture，CLP）致脓毒症模型组

（CLP 组）和 Necrostatin-1 干预组（CLP+Nec-1 组），

每组6只。采用CLP构建脓毒症ALI小鼠模型［9-10］。 

饲养观察 24 h 后经腹腔注射 3.5% 水合氯醛 0.1 mL

麻醉小鼠，开腹并暴露盲肠；盲肠近端丝线结扎，远

端用 20 mL 注射器针头穿孔 3 个并挤出少许肠内容

物；还纳腹腔，缝合关腹。Sham 组开腹后只翻动盲

肠，不作其他任何处理，缝合关腹。CLP+Nec-1 组

于制模前 10 min 经小鼠尾静脉注射溶于二甲基亚

砜 的 Necrostatin-1 溶 液 20 mg/kg；Sham 组 和 CLP
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组注射等量 0.9% NaCl 溶液。

  实验过程中动物处理措施符合伦理学要求，获

得了西南交通大学实验动物伦理委员会批准（审批

号：201991）。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  小鼠一般情况观察：CLP 术后继续饲养，正

常进食，自由饮水。其间观察并记录各组小鼠的一

般情况，包括精神状态、进食饮水、背部毛发状况、

触觉反应、行为活动改变、排便情况及眼睑周围是

否存在脓性分泌物等。

1.4.2  血清和肺组织标本采集：术后 2 d 经眼眶取

血并提取血清。采血后腹腔注射 4% 水合氯醛麻醉

小鼠，通过右心腔注入 1 mL 肝素化生理盐水冲洗实

现抗凝处理，断颈处死小鼠，收集肺组织标本。

1.4.3  苏木素 - 伊红（HE）染色观察肺组织形态学

改变：取小鼠右肺下叶组织，进行组织切片和 HE

染色，光镜下观察肺组织形态结构改变并采集图像

分析。

1.4.4  干湿重法检测肺组织含水率：使用滤纸充分

吸干左侧肺组织标本表面的血迹及液体后，称湿质

量，然后将标本置于 75 ℃电热恒温干燥箱中 24 h，

烘干完全脱水后，称干质量。肺组织含水率（%）＝

（湿质量－干质量）/ 湿质量 ×100%。

1.4.5  EB 法检测肺血管通透性：CLP 术后 2 d，经小

鼠颈静脉注入 0.5% EB 染色液，直到小鼠眼睛、皮

肤出现蓝色。0.5 h 后开胸取肺组织，用荧光光度计

测定吸光度，绘制 EB 含量与吸光度的标准曲线（波

长为 620 nm），根据标准曲线获得 EB 含量。

1.4.6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

MLKL 和 NLRP3 蛋白表达：取右肺尖叶组织，进行

蛋白定量，经 10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝

胶电泳 1.5 h，电转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 

fluoride，PVDF）膜上，洗膜后加入 p-MLKL、NLRP3

一抗和 3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）内参蛋白（稀释

度均为 1∶1 000）4 ℃孵育过夜。次日洗膜，加入

HRP 标记的山羊抗兔二抗（稀释度均为 1∶50 000）

37 ℃摇床孵育 2 h，含吐温 20 的 Tris-HCl 缓冲盐

溶液（Tris-HCl buffered saline with Tween-20，TBST）

充分洗膜。电化学发光法显色曝光，采集图像，用

Image J 软件分析各组条带灰度值，以目标蛋白与内

参蛋白的灰度值比值反映目标蛋白表达量。

1.4.7  ELISA 检测血清 IL-1β水平：将采集的血

液标本自然存放 1～2 h 后，3 000 r/min（离心半径 

为 10 cm）离心 15 min 取血清。按照 ELISA 试剂

盒说明书步骤操作，用多功能酶标分析仪测定血清

IL-1β含量。

1.5  统计学方法：使用 SPSS 21.0 软件进行统计学

分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采

用 Kolmogorov-Smirnov 检验评估定量变量的正态

性。多组间及组内样本均数采用 Levene 法进行方

差齐性检验，方差齐时用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）比较各组间的定量资料，采用 LSD-t 检验

进行组间差异的多重比较。P＜0.05 为差异有统计

学意义。使用 GraphPad Prism 6 软件制图。

2 结 果 

2.1  各组小鼠一般情况：Sham 组小鼠精神状态良

好，进食饮水较积极，活动量不减，未发现其他明显

的异常反应；开腹后腹腔内未见明显渗液，肠管表

面整洁无粘连。CLP 组小鼠意识不清、嗜睡、触觉

迟钝、身体蜷缩，体力活动减少，进食饮水次数明显

减少，大便呈稀水样，腥臭味加重，有时出现腹泻，少

部分小鼠眼睛周围可见脓性分泌物；腹腔内可见脓

血性渗液，部分可见包裹性积液，肠管水肿扩张、粘

连，盲肠呈黑色。CLP+Nec-1 组小鼠精神状态优于

CLP 组，活动量轻微减少，进食饮水次数基本正常；

开腹检查时可见结扎的盲肠坏死变黑，腹腔脓血性

渗液量少于 CLP 组。

2.2  肺组织病理改变

2.2.1  肺组织形态学改变（图 1）：Sham 组肺组织支

气管结构清楚，肺泡大小均匀、结构完整，肺泡上皮

细胞形态正常，肺泡间隔未见异常，肺微血管无异常

变化，肺间质无炎性浸润、出血。CLP组肺泡壁增厚、

损伤和断裂，肺血管充血扩张，肺间质和肺泡腔内充

血水肿、中性粒细胞广泛浸润。CLP+Nec-1 组肺组

织病理形态学改变介于 Sham 组与 CLP 组之间，肺

组织轻微水肿，肺泡壁稍微增厚，肺泡及肺间质发生

中性粒细胞浸润及出血现象较 CLP 组明显减轻。

2.2.2  肺组织含水率（表 1）：与 Sham 组比较，CLP

组肺组织含水率明显增加（P＜0.01）。CLP+Nec-1组 

肺组织含水率则较 CLP 组明显减少（P＜0.01）。

2.2.3  肺血管通透性改变（表 1）：与 Sham 组比较，

CLP 组肺组织 EB 含量显著增加（P＜0.01）。CLP+ 

Nec-1 组肺组织 EB 含量显著下降（P＜0.01）。表明

CLP 组小鼠肺血管通透性较 Sham 组显著升高，而

在注射 Necrostatin-1 后，小鼠肺血管通透性下降。
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3 讨 论 

  采用 CLP 构建的脓毒症动物模型与人类脓毒

症具有相似的血流动力学改变和炎症特征，高度再

现了人类脓毒症的病程进展［9-10］。实验结果显示，

CLP 致脓毒症模型大鼠的肺泡腔内具有更高水平的

中性粒细胞和 IL-1β，表明 CLP 诱导的脓毒症在大

鼠机体引发了肺部炎症［11-12］。

  本实验采用 CLP 构建脓毒症 ALI 小鼠模型，术

后观察各组小鼠一般情况，结果显示，Sham 组小鼠

精神状态良好，摄食饮水较积极，活动量不减，未见

其他异常反应。CLP 组小鼠神态低靡、嗜睡、触觉

迟钝、身体蜷缩、竖毛，体力活动减少，进食饮水次

数明显减少，大便呈稀水样，腥臭味加重，少许小鼠

眼睛周围可见脓性分泌物；腹腔内含有脓血性渗液，

盲肠呈黑色，肠管水肿粘连，部分可见包裹性积液，

符合脓毒症的特征性表现；CLP 术后 2 d，小鼠肺组

织病理改可见肺泡壁增厚、损伤和断裂，肺血管充

血扩张，肺间质和肺泡腔内充血水肿、中性粒细胞

广泛浸润；肺组织含水率增加；肺组织 EB 含量显

著增加，肺血管通透性明显增加。以上实验结果表

明脓毒症能够诱导小鼠发生 ALI，促使肺组织形态

结构发生病理性改变，这与既往的研究结果即肺脏

是脓毒症最早且最易浸润的人体器官相契合。虽然，

在脓毒症诱导 ALI 的致病过程中已存在诸多研究证

据，但是其确切的病理机制仍不清楚。本实验在脓

毒症 ALI 小鼠模型的基础上，探索脓毒症诱导 ALI

可能的致病机制。

  细胞死亡已成为驱动 ALI 发展的一个致病机

制，在各种发病因素如严重创伤、脓毒症等诱导 ALI

的病理机制中，细胞程序性坏死而不是细胞凋亡起

着关键性作用［13］。细胞程序性坏死主要涉及 3 种

关键性激酶，即 RIPK1、RIPK3 和 MLKL。TNF-α

诱导 RIPK1 和 RIPK3 相互作用形成坏死小体，募

表 1 各组小鼠肺组织含水率及血管通透性比较（x±s）

组别
动物数

（只）

肺组织含水率

（%）

EB 含量

（mg/L）

Sham 组 6 78.00±0.01 4.00±0.71
CLP 组 6 88.00±0.00 a 11.82±1.15 a

CLP+Nec-1 组 6 81.00±0.01 b 7.90±0.00 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+Nec-1 为坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）干预组；EB 为伊

文思蓝；与 Sham 组比较，aP＜0.01；与 CLP 组比较，bP＜0.01

表 2 各组小鼠肺组织 p-MLKL 和 NLRP3 的蛋白表达 
及血清 IL-1β水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

肺 p-MLKL/

GAPDH

肺 NLRP3/

GAPDH

血 IL-1β

（ng/L）

Sham 组 6 0.12±0.01 0.16±0.04 44.14±6.95
CLP 组 6 0.34±0.04 a 0.47±0.07 a 183.56±9.61 a

CLP+Nec-1 组 6 0.13±0.03 b 0.18±0.04 b 113.81±6.62 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+Nec-1 为坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）干预组；p-MLKL

为磷酸化混合谱系激酶结构域，NLRP3为NOD样受体蛋白3，IL-1β 

为白细胞介素 -1β，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与 Sham 组

比较，aP＜0.01；与 CLP 组比较，bP＜0.01

2.3  坏死性炎症相关分子表达（图 2；表 2）：与

Sham 组比较，CLP 组肺组织中坏死性炎症相关分子

p-MLKL 和 NLRP3 的蛋白表达及血清中细胞因子

IL-1β水平均显著上调（均P＜0.01）。与CLP组比较，

CLP+Nec-1 组肺组织中 p-MLKL 和 NLRP3 的蛋白

表达及血清 IL-1β水平均显著下调（均 P＜0.01）。

Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模型组， 
CLP+Nec-1 为坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）干预组； 

p-MLKL 为磷酸化混合谱系激酶结构域，NLRP3 为 NOD 样 
受体蛋白 3，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 
肺组织中 p-MLKL 和 NLRP3 的蛋白表达

图 1  光镜下观察各组小鼠肺组织病理改变　假手术组
（Sham 组）肺组织形态及结构未见明显异常；盲肠结扎穿孔
术致脓毒症模型组（CLP 组）肺组织结构破坏，炎性细胞浸
润；坏死抑制素 -1（Necrostatin-1）干预组（CLP+Nec-1 组）
肺组织病理形态学改变介于 Sham 组与 CLP 组之间    HE
染色
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集 RIPK3 诱发 RIPK3 聚合、自身磷酸化，磷酸化

的 RIPK3 招募并磷酸化下游分子 MLKL，使激活

的 MLKL 转移至细胞质膜，形成膜孔，破坏细胞质

膜完整性，造成细胞裂解死亡［14］。大量实验及临

床结果已显示，组织坏死与包括 ARDS 在内的多

种人类综合征具有潜在的相关性，例如：一项采

用 CLP 诱导的脓毒症小鼠模型研究显示，基因敲

除 RIPK3 可以延长脓毒症小鼠的存活时间，明显减

轻脓毒症诱导的肺损伤程度［7］；另一项关于脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导脓毒症小鼠和创

伤患者组成的队列研究显示，血浆 RIPK3 水平升

高与 ALI/ARDS 高度相关，可作为一种潜在的鉴定

肺损伤的标志分子［15］。这些研究结果可以表明，

RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的细胞程序性坏死通路

可能在 ALI/ARDS 病理过程中具有重要的促进作

用。本实验结果也具有类似发现，CLP 组小鼠肺组

织中程序性坏死相关分子 MLKL 过表达，肺组织含

水率增加，肺血管通透性增加，肺组织形态结构发生

病理性改变，表明 CLP 诱导的脓毒症小鼠可能通过

RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的细胞程序性坏死通路诱

发 ALI。然而另一项研究显示，通过 RIPK3 基因缺

失阻断由 RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的细胞程序性

坏死通路对 LPS 诱导的脓毒症模型小鼠并没有产

生保护作用［16］。由于目前存在的研究证据有限，并

未阐明其具体的原因，认为可能与构建脓毒症小鼠

模型采用的诱导方式不同有关［14］。总之，普遍的观

点认为，程序性坏死在 ARDS 患者和 CLP、缺血 / 再

灌注损伤、机械通气等诱导的 ALI 动物模型中发挥

促进作用［17］。

  已知在诱导细胞坏死的病理过程中可以伴随

强烈的炎症反应［18］。由 RIPK1-RIPK3-MLKL 介

导的程序性坏死作为坏死性炎症反应的触发因

素，通过激活 NLRP3 炎症小体引发下游的炎症反

应。NLRP3 炎症小体是先天免疫系统细胞内的蛋

白质复合物，在内源性危险信号损伤相关分子模式

如三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）、尿酸

晶体等刺激下，形成 NLRP3 炎症小体，将细胞因子

前体 IL-1β和 IL-18 加工成具有活性的 IL-1β及 

IL-18，促发炎症反应［19］。有报道，NLRP3 炎症小体

的激活可能参与了 ALI 的病程进展，在促进 IL-1β

和 IL-18 的释放及诱导肺部炎症中也发挥着关键

作用；此外，NLRP3 的缺失可以防止高氧血症诱发

的 ALI［4，20］。有研究显示，过表达的微小 RNA-495 

（microRNA-495，miR-495）通过负调控 NLRP3 分

子的基因表达，抑制 NLRP3 炎症小体的活化，从而

减轻 LPS 诱导的 ALI 模型大鼠的肺损伤程度，表明

NLRP3 炎症小体在 ALI 的病理过程中发挥了促进

作用［4，21］。本实验结果也显示，CLP 组小鼠肺组织

中的坏死性炎症相关分子 p-MLKL、NLRP3 表达和

血清 IL-1β水平显著升高，表明在脓毒症病理条件

下，肺组织通过 RIPK1-RIPK3-MLKL 介导程序性坏

死，驱动免疫细胞 NLRP3 炎症小体的激活，触发炎

症反应。CLP 组小鼠肺组织损伤加重，表明 MLKL-

NLRP3 介导的坏死性炎症反应在 CLP 诱导脓毒症

小鼠促发 ALI 的病理过程中发挥了一定的促进作

用。因此，以 MLKL-NLRP3 介导的坏死性炎症反应

途径为靶点可能成为一种新的治疗策略。

  Necrostatin-1 作为 RIPK1 激酶的特异性抑制

剂，可以有效阻断 RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的程

序性坏死通路，从而发挥保护作用。有研究表明，

通过使用 Necrostatin-1 或基因敲除 RIPK1 阻断

RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的程序性坏死通路可能成

为治疗的新靶点［7，22］。另外一些研究也表明，通过

Necrostatin-1 抑制 RIPK1 可以有效减轻小鼠的肺损

伤，显著延长小鼠的存活时间［23-24］。这些在构建脓

毒症动物模型基础之上的研究结果可以表明，通过

抑制剂 Necrostatin-1 特异性抑制 RIPK1 激酶的过表

达，能够有效阻断 RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的细胞

程序性坏死通路，从而显著改善脓毒症诱导的 ALI，

明显延长存活时间。

  本实验中给脓毒症小鼠注射特异性坏死抑制

剂 Necrostatin-1 后，肺组织中 MLKL 分子表达水平

被抑制，并且有效减少了 NLRP3 炎症小体的激活和

炎性因子 IL-1β的释放，肺组织病理改变也出现好

转，可见中性粒细胞浸润减轻，肺泡腔及间质充血水

肿程度明显好转，肺组织含水率下降，肺血管通透性

下降。以上结果提示，通过 Necrostatin-1 特异性抑

制 RIPK1-RIPK3-MLKL 介导的程序性坏死通路可

有效减轻 NLRP3 触发的炎症反应，从而减轻脓毒症

小鼠 ALI，表明 Necrostatin-1 可能通过特异性阻断

MLKL-NLRP3 介导的分子途径，抑制坏死性炎症反

应的发生，从而有效减轻脓毒症导致的 ALI，在 CLP

诱导的脓毒症 ALI 小鼠模型中发挥保护性作用。

因此，使用 Necrostatin-1 特异性抑制 MLKL-NLRP3

介导的坏死性炎症反应通路有望成为脓毒症诱发

ALI/ARDS 的一种潜在治疗方法。
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  综上，本实验表明 MLKL 和 NLRP3 的表达水

平在脓毒症小鼠肺组织中显著上调，坏死性炎症

反应可能通过 MLKL-NLRP3 的分子途径在脓毒症

ALI 小鼠模型中发挥促进作用。使用特异性抑制剂

Necrostatin-1 后，脓毒症小鼠肺组织的急性损伤程

度明显减轻，其机制与 MLKL-NLRP3 通路被抑制有

关。这可能是脓毒症诱发 ALI 的病理机制之一，可

为脓毒症 ALI 的诊疗提供新型的有价值的临床策

略。但是本实验也具有不足之处，动物实验不能完

全说明临床问题。后期还需要开展更深入的临床试

验和体外细胞实验来验证当前的发现及探索更多潜

在的病理机制，特别是坏死性炎症反应的过程非常

复杂，参与因素众多，需要深入揭示脓毒症 ALI 其他

未被发掘的致病机制，为临床工作提供更加确切有

效的理论基础。
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