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【摘要】 目的  探讨胍丁胺抑制肠道细胞焦亡缓解脓毒症肠损伤的机制。方法  ① 生信分析：从基因表

达数据库（GEO）选取数据集 GSE13904，采用基因本体（GO）、京都基因与基因组百科全书数据库（KEGG）和蛋

白质 - 蛋白质相互作用（PPI）分析脓毒症患者血液中转录组变化。② 动物实验：将 10 只 C57BL/6J 小鼠按随

机数字表法分为假手术组（仅开腹不结扎）和脓毒症肠损伤模型组〔行盲肠结扎穿孔术（CLP）〕，每组 5 只。建

模成功 48 h 后处死小鼠，开腹取回肠组织。采用定量聚合酶链反应（qPCR）和蛋白质免疫印迹试验（Western 

blotting）检测小鼠肠组织含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白（ISLR）的表达。③ 细胞实验：将 ICE-6 细

胞分为对照组（完全培养基培养）、脂多糖（LPS）组（含 10 mg/L LPS 的完全培养基培养）、LPS+ 胍丁胺组（在

LPS 组基础上加入 120 μmol/L 胍丁胺处理）和 LPS+ 胍丁胺 +siRNA-ISLR 组〔在 LPS+ 胍丁胺组基础上转染小

干扰 RNA（siRNA）-ISLR〕，此外转染 siRNA 阴性对照（siRNA-NC）验证 siRNA-ISLR 对 ISLR 基因的沉默作用；

再将 ICE-6 细胞分为对照组、LPS 组、LPS+ 胍丁胺组和 LPS+ 胍丁胺 +Aconine 组〔在 LPS+ 胍丁胺组基础上加

入核转录因子 -κB（NF-κB）信号激活剂 Aconine 0.25 mmol/L 处理〕。采用 qPCR 和 Western blotting 检测各组细

胞 ISLR、NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）、白细胞介素 -1β（IL-1β）和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1（caspase-1）

的表达；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测各组细胞上清液 IL-6、IL-1β、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）及水平。

结果  ① 生信分析：GO、KEGG 和 PPI 分析显示，数据集 GSE13904 脓毒症患者的多个分子异常表达，其中

ISLR 的表达显著降低。② 动物实验：脓毒症肠损伤模型组小鼠肠道组织中 ISLR 表达水平均明显低于假手术

组〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：0.52±0.12 比 1.02±0.21，ISLR/GAPDH：0.55±0.01 比 1.00±0.01，均 P＜0.05〕，与生

信分析结果变化趋势一致，故将 ISLR 作为目标分子进行功能和机制探究。③ 细胞实验：与对照组和 siRNA-

NC 组比较，siRNA-ISLR 组的 ISLR 表达下调，证实 ISLR 基因成功被特异性敲低。与对照组比较，LPS 组细胞

ISLR 表达明显下调，NLRP3、IL-1β和 caspase-1 的表达均明显上调，上清液 IL-6、IL-1β和 TNF-α水平均明

显升高（均 P＜0.05），提示 LPS 诱导 AGI 模型建立成功。与 LPS 组比较，LPS+ 胍丁胺组细胞 ISLR 表达明显上

调〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：0.98±0.17 比 0.48±0.11，ISLR/GAPDH：0.95±0.08 比 0.71±0.05〕，NLRP3、IL-1β和

caspase-1 的表达均明显下调，上清液 IL-6、IL-1β和 TNF-α水平均明显降低（均 P＜0.05）。与 LPS+ 胍丁胺组

比较，LPS+ 胍丁胺 +siRNA-ISLR 组〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：0.62±0.20 比 0.98±0.17，ISLR/GAPDH：0.68±0.03

比 0.95±0.08〕和 LPS+ 胍丁胺 + Aconine 组〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：0.28±0.05 比 0.97±0.31，ISLR/GAPDH：

0.61±0.03 比 0.93±0.03〕细胞 ISLR 表达明显下调，NLRP3、IL-1β、caspase-1 的表达均明显上调，上清液 IL-6、

IL-1β和 TNF-α水平均明显升高（均 P＜0.05），提示胍丁胺的作用被 siRNA-ISLR 或 NF-κB 信号激活剂处理逆

转。结论  胍丁胺可能通过 ISLR 调控 NF-κB 信号抑制肠道细胞焦亡缓解脓毒症肠细胞损伤。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the mechanism  by which  agmatine  alleviates  sepsis-induced  intestinal 
injury  through  the  inhibition  of  intestinal  pyroptosis.  Methods  1)  Bioinformatic  analysis:  Dataset  GSE13904  was 
selected  from  the  gene  expression  omnibus  (GEO)  database,  gene  ontology  (GO),  Kyoto  encyclopedia  of  genes  and 
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  脓毒症是机体对感染反应失调导致的危及

生命的器官功能障碍，急性胃肠功能损伤（acute 

gastrointestinal  injury，AGI）是脓毒症患者常见的并

发症之一［1］。脓毒症期间，肠道会因炎症反应而受

损，随之出现各种症状，如腹痛、腹泻、出血等［2］。

有研究显示，含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复 

蛋白（immunoglobulin superfamily containing leucine rich  

repeat，ISLR）与肠道再生修复之间存在关联，炎症

信号能够诱导间充质细胞表达一种分泌型的 ISLR

蛋白，促进上皮细胞的增殖，进而加快肠上皮组织的

修复［3］。ISLR 是否参与脓毒症肠道损伤修复及相

关机制有待进一步探究。胍丁胺是一种由 L- 精氨

酸通过精氨酸脱羧酶（arginine decarboxylase，ADC）

作用生成的生物碱［4］。研究表明，胍丁胺对中枢

神经系统有广泛作用，如其在吗啡镇痛和吗啡依

赖中的作用［5］、抗抑郁和抗焦虑作用［6］、抗癫痫作 

用［7］。此外，胍丁胺具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等多

种生物活性，还可能是肠道菌群代谢的调节剂［8］。

胍丁胺是否参与脓毒症导致的 AGI 及其与 ISLR 基

因的关系均尚不明确。基于此，本研究拟在脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导的 AGI 模型中，探究

胍丁胺是否通过调节 ISLR 发挥肠道保护作用，现报

告如下。

1 材料与方法 

1.1  数据来源及处理：从基因表达数据库（gene 

expression omnibus，GEO）选取数据集 GSE13904，该

genomes  database  (KEGG),  and  protein-protein  interaction  (PPI)  analyses  were  performed  to  analyze  transcriptomic 
changes in the blood of sepsis patients. 2) Animal experiments: Ten C57BL/6J mice were randomly divided into a sham 
group (laparotomy only without ligation) and a sepsis-induced intestinal injury model group [cecal ligation and puncture 
(CLP)],  with  5 mice  in  each  group. Mice  were  euthanized  48  hours  after  successful modeling,  and  ileal  tissues  were 
harvested. The expression of immunoglobulin superfamily containing leucine rich repeat (ISLR) in the intestinal tissues 
of mice  was detected by quantitative polymerase chain reaction (qPCR) and Western blotting. 3) Cell experiments: ICE-
6 cells were divided  into  the  following groups: control group  (cultured  in complete medium),  lipopolysaccharide  (LPS) 
group  (cultured  in  complete medium containing 10 mg/L  lipopolysaccharide, LPS), LPS+agmatine group  (treated with 
120 μmol/L agmatine on the basis of the LPS group), and an LPS+agmatine+siRNA-ISLR group [transfected with small 
interfering RNA (siRNA)-ISLR on the basis of  the LPS + agmatine group]. Furthermore, cells  transfected with siRNA 
negative control (siRNA-NC) were used to verify the silencing effect of siRNA-ISLR on the ISLR gene. ICE-6 cells were 
divided into a control group, an LPS group, an LPS+agmatine group, and an LPS+agmatine+Aconine group [treated with 
0.25 mmol/L Aconine, a nuclear factor-κB (NF-κB) signaling activator, on the basis of the LPS + agmatine group]. The 
expression levels of ISLR, NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), interleukin-1β (IL-1β), and caspase-1 in cells from 
each group were detected by qPCR and Western blotting. The levels of IL-6, IL-1β, and tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
in  the cell  supernatants were measured by enzyme-linked  immunosorbent assay  (ELISA).  Results  1) Bioinformatic 
analysis:  GO, KEGG,  and  PPI  analyses  of  dataset GSE13904  revealed  abnormal  expression  of multiple molecules  in 
sepsis patients, among which ISLR expression was significantly decreased. 2) Animal experiments: The expression levels 
of ISLR in the intestinal tissue of mice in the sepsis-induced intestinal injury model group were significantly lower than 
those in the sham group [ISLR mRNA (2-ΔΔCt): 0.52±0.12 vs. 1.02±0.21; ISLR/GAPDH: 0.55±0.01 vs. 1.00±0.01, 
both P < 0.05], which was consistent with the trend observed in the bioinformatic analysis; therefore, ISLR was selected 
as  the  target  molecule  for  functional  and  mechanistic  investigation.  3)  Cell  experiments:  Compared  with  the  control 
and siRNA-NC groups,  ISLR expression was downregulated  in  the siRNA-ISLR group, confirming successful  specific 
knockdown of the ISLR gene. Compared with the control group, ISLR expression was significantly downregulated in the 
LPS group, while  the expression of NLRP3, IL-1β, and caspase-1 was significantly upregulated, and the  levels of IL-
6, IL-1β, and TNF-α in the supernatant were significantly increased (all P < 0.05), indicating successful establishment 
of  the LPS-induced injury model. Compared with the LPS group, ISLR expression was significantly upregulated in the 
LPS+agmatine  group  [ISLR mRNA  (2-ΔΔCt):  0.98±0.17  vs.  0.48±0.11,  ISLR/GAPDH:  0.95±0.08  vs.  0.71±0.05], 
while the expression of NLRP3, IL-1β, and caspase-1 was significantly downregulated, and the levels of IL-6, IL-1β, 
and TNF-α  in  the  supernatant were  significantly  decreased  (all P  <  0.05). Compared with  the LPS+agmatine  group, 
ISLR expression was significantly downregulated in both the LPS+agmatine+siRNA-ISLR group [ISLR mRNA (2-ΔΔCt): 
0.62±0.20 vs. 0.98±0.17,  ISLR/GAPDH: 0.68±0.03 vs. 0.95±0.08]  and  the LPS+agmatine+Aconine  group  [ISLR 
mRNA (2-ΔΔCt): 0.28±0.05 vs. 0.97±0.31, ISLR/GAPDH: 0.61±0.03 vs. 0.93±0.03], while the expression of NLRP3, 
IL-1β, and caspase-1 was significantly upregulated, and the levels of IL-6, IL-1β, and TNF-α in the supernatant were 
significantly increased (all P < 0.05), suggesting that the effects of agmatine were reversed by either siRNA-ISLR or the 
NF-κB  signaling  activator.  Conclusion  Agmatine may  alleviate  sepsis-induced  intestinal  cell  injury  by  inhibiting 
intestinal cell pyroptosis, potentially through regulating NF-κB signaling via ISLR.

【Key words】  Agmatine;  Sepsis-induced  intestinal  injury;  Immunoglobulin  superfamily  containing  leucine 
rich repeat;  Nuclear factor-κB;  Pyroptosis
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数据集主要研究全身性炎症反应，其中健康对照样

本 18 例，脓毒症样本 158 例。首先对转录组数据

进行分析，筛选条件为“校正 P＜0.05 且 log2（倍数

变化）＞1 或 log2（倍数变化）＜-1”，筛选差异表达

的 mRNA；然后取交集，利用在线数据库分析平台

仙桃学术对共有分子基因 ID 进行基因本体（gene 

ontology，GO）富集分析、京都基因与基因组百科全

书 数 据 库（Kyoto encyclopedia of genesand genomes 

database，KEGG）富集分析和蛋白质 - 蛋白质相互作

用（protein-protein interaction，PPI）分析。

1.2  动物来源、分组及处理：选取 10 只 6～8 周

龄无特定病原体 C57BL/6J 小鼠（同一品系，体质量

20～25 g），均购自南京青龙山动物繁育场〔动物许

可证号：SCXK（浙）2023-0012〕。将 10 只小鼠按

随机数字表法分为假手术组和脓毒症肠损伤模型

组，每组 5 只。按 50 mg/kg 体质量的剂量经腹腔注

射戊巴比妥钠麻醉小鼠。假手术组麻醉成功后仅将

盲肠拉出腹腔，然后还纳腹腔；脓毒症肠损伤模型

组麻醉成功后开腹行盲肠结扎穿孔术（cecal ligation 

and puncture，CLP），术毕后关闭腹腔，建立脓毒症肠

损伤小鼠模型。造模成功 48 h 后，安乐死小鼠并打

开腹腔取回肠组织，-80 ℃冻存，用于后续实验。动

物实验符合动物福利伦理要求，并通过遵义医科大

学实验动物福利伦理委员会审查（审批号：ZMU21-

2105-110）。

1.3  细胞来源、分组及处理：肠道上皮细胞 ICE-6

来自中国科学院细胞库，将细胞置于含 1×105 U/L

青霉素、100 g/L链霉素和10%胎牛血清（fetal bovine  

serum，FBS）的 DMEM 培养基中，在 37 ℃、5% CO2

条件下的培养箱中培养，每日更换培养基。① ISLR

作用实验部分：待细胞汇合度达到 60%，将细胞分

为对照组、LPS 组、LPS+ 胍丁胺组、LPS+ 胍丁胺 

+siRNA-ISLR 组。对照组体外培养 IEC-6 细胞，取

对数生长期细胞用完全培养基正常培养；LPS 组体

外培养 IEC-6 细胞，用含 10 mg/L LPS 的完全培养基

培养，建立脓毒症细胞模型；LPS+ 胍丁胺组在 LPS

组基础上加入 120 μmol/L 胍丁胺处理；LPS+ 胍丁

胺 +siRNA-ISLR 组在 LPS+ 胍丁胺组基础上转染

特异性靶向 ISLR 的小干扰 RNA（small interfering  

RNA-ISLR，siRNA-ISLR）。siRNA 转染步骤：在 LPS 

与胍丁胺处理前 24 h，将细胞以适当密度接种于

培养板中，当细胞融合度达到 60%～70% 时，按照

转染试剂说明书转染 siRNA，即用 LipofectamineTM 

3000 将 siRNA-ISLR 或其阴性对照（siRNA negative 

control，siRNA-NC）与转染试剂混合，制备成转染

复合物，加入细胞中继续培养，验证 siRNA-ISLR 对

ISLR 基因的沉默作用。② 信号通路验证部分：将

细胞分为对照组、LPS 组、LPS+ 胍丁胺组、LPS+ 

胍丁胺 +Aconine 组。LPS+ 胍丁胺 +Aconine 组在

LPS+ 胍丁胺组基础上加入核转录因子 -κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）信号激活剂 Aconine 0.25 mmol/L

处理。

1.4  仪器和试剂：DMEM 培养基、RIPA 裂解缓

冲液购自美国 Gibco 公司，Trizol 试剂购自美国

Invitrogen 公 司，高 容 量 互 补 DNA（complementary 

DNA，cDNA）反转录试剂盒、定量检测试剂盒购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司，siRNA 购自安

徽通用生物股份有限公司，LipofectamineTM 3000 购

美国赛默飞公司，酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自上海酶联

生物技术有限公司，BCA 蛋试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司，兔源一抗 ISLR、NOD 样受体蛋

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

素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）、天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶 1（caspase-1）购自英国 Abcam 公司，

3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）购自美国 CST 公司，聚偏二

氟乙烯（polyvinylidenefluorid，PVDF）膜、增强化学

发光（enhanced chemiluminescence，ECL）发光液购

自美国 Millipore 公司，二抗 - 羊抗兔或鼠多克隆抗

体购自江苏康为世纪生物科技有限公司。

1.5  定量聚合酶链反应（quantitative polymerase chain  

reaction，qPCR）检测微小RNA-4465（microRNA-4465， 

miR-4465）、ISLR、NLRP3、IL-1β和 caspase-1 的相

对表达量：从样本中使用 Trizol 试剂提取总 RNA，

Qubit 荧光定量仪定量总 RNA；将提取的 RNA 逆

转录成 cDNA，取 2 g 总 RNA，使用高容量 cDNA 反

转录试剂盒进行反转录。反应程序为 25 ℃ 5 min，

50 ℃ 15 min，85℃ 5 s；准备 PCR 反应体系，将反转

录后的 cDNA 与引物等放入 PCR 反应管中，ABI-

7300 荧光定量 PCR 仪进行 PCR 反应，反应条件为

95 ℃变性 10 s、60 ℃退火 20 s、72 ℃延伸 15 s，重

复 40 个循环，使用定量检测试剂盒通过 PCR 仪测

定 mRNA。以 GAPDH 作为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算

miR-4465、ISLR、NLRP3、IL-1β和 caspase-1 的相对 

表达量。
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1.6  ELISA 法检测上清液 IL-6、IL-1β和 TNF-α

水平：收集各组细胞上清液，具体操作过程严格遵

循 ELISA 试剂盒要求，低温离心后用酶标仪 450 nm

检测细胞上清液 IL-6、IL-1β和 TNF-α及水平。

1.7  蛋白免疫印迹试验（Western blotting）检测ISLR、 

NLRP3、IL-1β和 caspase-1 的蛋白表达：首先使用 

RIPA 裂解缓冲液提取细胞或组织中蛋白质，获得总 

蛋白样品。十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

（sodium dodecylsulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis，SDS-PAGE），采

用BCA蛋试剂盒确定蛋白质浓度， 

以体积分数为 12% 的 SDS-PAGE

进行电泳，上样质量每孔 40 μg；经 

80 V电压电泳120 min后在300 mA、 

90 min条件下将蛋白转印至PVDF 

膜上，用质量分数为 5% 脱脂奶粉

室温封闭 1 h；用含 Tween 20 的磷 

酸盐缓冲液（phosphate buffered saline  

with Tween 20，PBST）洗4次PVDF 

膜（每次 5 min），根据 Marker 的位

置切割目的蛋白条带，放入赋育

盒，分别加入目的蛋白兔源一抗 

ISLR（1  :   1  000，ab232986）、

NLRP3（1  :  1 000，ab263899）、

IL-1β（1  :  1 000，ab254360）、

caspase-1（1 : 1 000，ab207802）和 

GAPDH（1 : 1 000，97166），然后用 

PBST洗3次PVDF膜（每次6 min）， 

根据抗体种属来源加入辣根过氧

化物酶结合的二抗 - 羊抗兔或鼠

多克隆抗体（1 : 10 000），以 70～ 

80 r/min的速度在摇床上室温避光

孵育 1 h；用 PBST 洗 3 次 PVDF

膜（每次 6 min），利用 ECL 显色检

测二抗与一抗结合的信号，通过

化学发光检测系统拍照，Image J 

软件检测目标条带与 GAPDH 光

密度值比值。

1.8  统计学分析：采用 SPSS 29.0

软件和 Prism 7.0 软件进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料

以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组间比较采用双侧 t 检验，多组

注：KLR 为杀伤细胞凝集素样受体，ZNF 为锌指蛋白，GPR 为 G 蛋白耦联受体，NLRC3 为
NOD 样受体家族含 CARD 结构域蛋白 3，DDHD2 为含 DDHD 结构域 2，IL10RB-AS1 为

IL10RB 反义 RNA1，BMX 为 X 染色体骨髓酪氨酸激酶，CA4 为碳酸酐酶Ⅳ，PADI4 为肽基 
精氨酸脱亚胺酶 4，RARA-AS1 为视黄酸受体 α反义 RNA1，USB1 为 U6snRNA 生物发生 
磷酸二酯酶 1，RP11-295G20.2 为长链非编码 RNARP11-295G20.2，CARD6 为胱天蛋白酶募
集域蛋白 6，LRG1 为富含亮氨酸 α2- 糖蛋白 1，WDFY3 为含 WD 重复域和 FYVE 结构域 
蛋白 3，CYSTM1 为富含半胱氨酸跨膜模块 1，SOCS3 为细胞因子信号转导抑制因子 3， 
GAS7 为生长停滞特异性蛋白 7，PGD 为磷酸葡萄糖酸脱氢酶，UPP1 为尿苷磷酸化酶 1，

AGFG1 为带有 FG 重复序列的环状 RNAArfGAP1，IRAK3 为白细胞介素 -1 受体相关激酶 3，
GYG1 为糖原蛋白 1，SERPINB1 为丝氨酸蛋白酶抑制剂 B1，SLC2A3 为溶质载体家族 2 
成员 3，ACER3 为碱性神经酰胺酶 3，SLC26A8 为溶质载体家族 26 成员 8，MMP 为基质 
金属蛋白酶，DYSF 为 Dysferlin 基因，KIF1B 为驱动蛋白家族成员 1B，METTL9 为甲基 

转移酶样蛋白 9，MKNK1 为与有丝分裂原活化蛋白激酶相互作用的丝氨酸 / 苏氨酸激酶 1，
BCL6 为 B 细胞淋巴瘤 6，TLR5 为 Toll 样受体 5，S100 为 S100 钙结合蛋白，MCEMP1 为 
肥大细胞表达膜蛋白 1，ANXA3 为膜联蛋白 A3，VNN1 为泛酰巯基乙胺酶 1，ARG1 为 

精氨酸酶 1，FGD4 为含有 FYVE、RhoGEF 和 PH 结构域蛋白 4，RAB13 为 RAS 
相关蛋白 RAB13，HP 为触珠蛋白

图 1  全身性炎症反应相关数据集中健康对照人群与脓毒症患者 
血液转录组差异表达基因的聚类热图

间比较采用单因素方差分析。检验水准α值取双 

侧 0.05。

2 结 果 

2.1  ISLR 在脓毒症相关肠道组织中低表达：使

用 GSE13904 数据集，比较健康对照人群与脓毒症

及脓毒性休克患者血液中转录组差异（图 1～2），

获得脓毒症和脓毒性休克患者血液中转录组共有

差异表达基因（图 3），分别进行 GO 和 KEGG 分析 
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注：FC 为差异倍数

图 2  全身性炎症反应相关数据集中健康对照人群与脓毒症患者 
血液转录组差异表达基因的火山图

图 3  全身性炎症反应相关数据集中脓毒症与脓毒性休克患者的 
共有差异表达基因的韦恩图

注：GO 为基因本体，KEGG 为京都基因与基因组 
百科全书数据库，IgA 为免疫球蛋白 A

图 4  全身性炎症反应相关数据集中脓毒症与脓毒性休克患者 
血液中转录组共有差异表达基因 GO 和 KEGG 富集分析

（图 4）、PPI 分析（图 5）。结果显示，在脓毒症患者

中多个分子异常表达。结合文献分析，ISLR 的表

达显著降低，且在相关研究中报道较少。动物实验

中，qPCR 和 Western blotting 检测结果均显示（图

6），脓毒症肠损伤模型组小鼠肠道组织中 ISLR 表

达水平明显低于假手术组〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：

0.52±0.12 比 1.02±0.21，ISLR/GAPDH：0.55±0.01

比 1.00±0.01，均 P＜0.05〕，与生信分析结果变化趋

势一致，故后续将 ISLR 作为目标分子进行功能和机

制探究。

表 1 各组 ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、caspase-1 的表达水平以及细胞上清液 IL-6、IL-1β、TNF-α的含量（x±s）

组别 ISLR mRNA
（2-ΔΔCt）

NLRP3 mRNA
（2-ΔΔCt）

IL-1β mRNA
（2-ΔΔCt）

caspase-1 mRNA
（2-ΔΔCt）

IL-6
（ng/L）

IL-1β
（ng/L）

TNF-α
（ng/L）

对照组 1.01±0.14（9） 1.04±0.31（9） 1.02±0.22（9） 1.01±0.15（9） 32.43±4.84（3） 33.06±10.35（3） 17.84±6.89（3）
LPS 组 0.48±0.11（9） a 1.99±0.28（9） a 2.01±0.40（9） a 1.79±0.61（9） a 79.33±8.96（3） a 92.72±1.27（3） a 59.96±0.64（3） a

LPS+ 胍丁胺组 0.98±0.17（9） b 1.07±0.32（9） b 0.98±0.18（9） b 1.09±0.23（9） b 41.35±10.59（3） b 50.47±6.19（3） b 21.81±3.47（3） b

LPS+ 胍丁胺
　+siRNA-ISLR 组 0.62±0.20（9） c 1.64±0.35（9） c 1.87±0.32（9） c 1.64±0.58（9） c 68.78±16.63（3） c 82.81±9.17（3） c 52.11±2.36（3） c

F 值   24.790   19.270   31.160 6.990 12.000   40.110   82.340
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 0.002   0.002 ＜0.001 ＜0.001

注：括号内为样本量；ISLR为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3为NOD样受体蛋白3，IL-1β为白细胞介素 -1β，caspase-1 

为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，IL 为白细胞介素，TNF-α为肿瘤坏死因子 -α，LPS 为脂多糖，siRNA 为小干扰 RNA；与对照组比较，
aP＜0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05；与 LPS+ 胍丁胺组比较，cP＜0.05

2.2  胍丁胺通过 ISLR 缓解 LPS 诱导的肠上皮细胞 

焦亡：与对照组和 siRNA-NC 组比较，siRNA-ISLR

组细胞 ISLR 表达下调，证实 ISLR 基因成功被特异 

性敲低〔ISLR mRNA（2-ΔΔCt）：0.30±0.05比1.02±0.20、 

0.97±0.17，ISLR/GAPDH：0.49±0.03 比 1.00±0.01、

0.97±0.03，均 P＜0.05；图 7〕。与对照组比较，LPS

组细胞 ISLR 表达明显下调，焦亡相关蛋白 NLRP3、 

IL-1β和caspase-1的表达均明显上调，上清液IL-6、 

IL-1β和 TNF-α水平均明显升高（均 P＜0.05），提

示LPS组细胞炎症因子表达和细胞焦亡均增加，LPS

诱导 AGI 模型建立成功（表 1～2；图 8）。与 LPS

组比较，LPS+ 胍丁胺组细胞 ISLR 表达明显上调，

NLRP3、IL-1β和 caspase-1 的表达均明显下调，上

清液IL-6、IL-1β和TNF-α水平均明显降低（均 P＜
0.05）；而胍丁胺的作用被 siRNA-ISLR 所逆转，与
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注：PPI 为蛋白质 - 蛋白质相互作用，CDH 为钙黏蛋白，ITG 为整合素，SLITRK6 为 SLIT 和 NTRK 样蛋白 6，LOC728392 为预测 LOC728392，
TSPAN 为四跨膜蛋白，CC2D2B 为含 coiled-coil 和 C2 结构域蛋白 2B，G0S2 为 G0/G1 期开关蛋白 2，ADGRE5 为黏附 G 蛋白耦联受体 E5，

CDKN2C 为周期蛋白依赖性激酶抑制因子 2C，S1PR 为 1- 磷酸鞘氨醇受体，FAM 为序列相似性家族，FLVCR2 为猫白血病病毒亚组 
C 受体相关蛋白 2，FCER2 为免疫球蛋白 E Fc 段受体Ⅱ，FCRLA 为 Fc 受体样蛋白 A，HLA-DR 为主要组织相容性复合体 II 类 DR 链， 
HLA-DP 为主要组织相容性复合体Ⅱ类 DP 链，HLA-DM 为主要组织相容性复合体Ⅱ类 DM 链，BTLA 为 B 淋巴细胞和 T 淋巴细胞衰减 
因子，CCR 为 CC 趋化因子受体，TCL1A 为 T 细胞白血病 1A，LY 为淋巴细胞抗原，IRF8 为干扰素调节因子 8，BLNK 为 B 细胞连接蛋白， 
MPEG1 为巨噬细胞表达基因 1，SLC51A 为溶质载体家族 51 成员 A，CEACAM 为癌胚抗原相关细胞黏附分子，NLRP 为 NOD 样受体蛋白，

DENND10 为 DENN 结构域包含蛋白 10，KLF 为 Krüppel 样因子，CYP19A1 为细胞色素 P450 家族 19 亚家族 A 成员 1，TOP3A 为 
DNA 拓扑异构酶Ⅲα，TTLL12 为微管蛋白酪氨酸连接酶样家族成员 12，ZDHHC 为锌指 DHHC 型含蛋白，PCSK 为前蛋白转化酶 

枯草溶菌素 /kexin，CBX7 为染色盒同源物 7，IQCG 为 IQ 模体包含 G，SHLD2 为屏蔽复合体亚基 2，PADI4 为肽基精氨酸脱亚胺酶 4， 
BCL11A 为 B 细胞淋巴瘤 / 白血病 11A，TGFBI 为转化生长因子 β诱导基因，SLCO4A1 为溶质载体有机阴离子转运蛋白家族成员 4A1，
BIRC6 为杆状病毒 IAP 重复序列包含蛋白 6，ATP 为 ATP 酶磷脂转运酶，SSBP4 为单链 DNA 结合蛋白 4，ATP2C2 为 ATP 酶分泌途径 

Ca2+ 转运酶 2，CCNQ 为细胞周期蛋白 Q，LDLR 为低密度脂蛋白受体，MROH6 为主要精子尾部丰富蛋白同源物 6，MAP1LC3A 为微管相关
蛋白 1 轻链 3α，RTN 为网状蛋白，UPB1 为 β- 脲基丙酸酶 1，METTL7B 为甲基转移酶样蛋白 7B，ADA2 为腺苷脱氨酶 2，ZNF 为锌指蛋白，
BTN2A2 为嗜乳脂蛋白 2A2，EXOSC 为外切体复合体组分，PRKAR2A 为蛋白激酶 cAMP 依赖性Ⅱ型调节亚基 α，TBC1D 为 TBC1 结构域 

家族成员，NDST 为 N- 脱乙酰酶 /N- 磺转移酶，RAB 为 RAS 癌基因家族成员 RAB，HVCN1 为氢电压门控通道 1，CXXC5 为 CXXC 
锌指蛋白 5，CACNB3 为电压依赖性 L 型钙通道 β3 亚基，DHCR 为脱氢胆固醇还原酶，CST 为半胱氨酸蛋白酶抑制剂，ADAM33 为 
解整合素样金属蛋白酶结构域 33，MAP3K7CL 为 MAP3K7 C 端样，NFIB 为核因子 I B，C10orf143 为 10 号染色体开放阅读框 143， 
DDAH2 为二甲基精氨酸二甲胺水解酶 2，PADI3 为肽基精氨酸脱亚胺酶 3，SRSF8 为丝氨酸 / 精氨酸丰富剪接因子 8，PTGR1 为 

前列腺素还原酶 1，SYN2 为突触素 II，ERFE 为红铁调素调节蛋白，KPTN 为 kaptin，NIBAN2 为 Niban 凋亡调节因子 2， 
TMC 为跨膜通道样蛋白，TSPAN 为四跨膜蛋白，CLMN 为钙介蛋白，RETN 为抵抗素，HP 为触珠蛋白， 

PRICKLE3 为 PRICKLE 平面细胞极性蛋白 3

图 5  全身性炎症反应相关数据集中脓毒症与脓毒性休克患者血液中转录组共有差异表达基因的 PPI 分析

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白， 
GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测假手术组 
和脓毒症肠损伤模型组小鼠肠道组织 ISLR 的蛋白表达

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白， 
GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，siRNA 为小干扰 RNA，NC 为对照

图 7  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 
各组 ICE-6 细胞 ISLR 的蛋白表达
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表 3 各组 ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、caspase-1 的表达水平以及细胞上清液 IL-6、IL-1β、TNF-α的含量（x±s）

组别 ISLR mRNA
（2-ΔΔCt）

NLRP3 mRNA
（2-ΔΔCt）

IL-1β mRNA
（2-ΔΔCt）

caspase-1 mRNA
（2-ΔΔCt）

IL-6
（ng/L）

IL-1β
（ng/L）

TNF-α
（ng/L）

对照组 1.03±0.25（9） 1.02±0.19（9） 1.02±0.23（9） 1.01±0.16（9） 42.99±5.52（3） 30.93±5.28（3） 26.24±3.52（3）
LPS 组 0.29±0.04（9） a 3.53±0.46（9） a 2.93±0.38（9） a 3.26±0.49（9） a 74.57±10.89（3） a 79.72±14.35（3） a 68.57±12.19（3） a

LPS+ 胍丁胺组 0.97±0.31（9） b 1.11±0.28（9） b 0.94±0.12（9） b 0.98±0.15（9） b 46.76±4.29（3） b 40.49±8.54（3） 27.70±1.12（3） b

LPS+ 胍丁胺
　+Aconine 组 0.28±0.05（9） c 3.61±0.58（9） c 3.03±0.62（9） c 2.90±0.67（9） c 87.19±16.91（3） c 66.21±29.14（3） c 64.66±9.66（3） c

F 值   36.500 112.900   80.750   71.900 12.200 5.280   24.760
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001   0.002 0.026 ＜0.001

注：括号内为样本量；ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，IL-1β为白细胞介素 -1β，

caspase-1 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，IL 为白细胞介素，TNF-α为肿瘤坏死因子 -α，LPS 为脂多糖，Aconine 为核转录因子 -κB 信

号激活剂；与对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05；与 LPS+ 胍丁胺组比较，cP＜0.05

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3 为
NOD 样受体蛋白 3，IL-1β为白细胞介素 -1β，caspase-1 为天冬氨
酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶， 

LPS 为脂多糖，siRNA 为小干扰 RNA

图 8  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 
ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、caspase-1 的蛋白表达

LPS+ 胍丁胺组比较，LPS+ 胍丁胺 + siRNA-ISLR 组

细胞 ISLR 表达明显下调，NLRP3、IL-1β、caspase-1 

的表达均明显上调，上清液 IL-6、TNF-α和 IL-1β

水平均明显升高（均 P＜0.05），提示胍丁胺能够通

过 ISLR 缓解 LPS 导致的肠道上皮炎症反应和细胞

焦亡（表 1～2；图 8）。

LPS+ 胍丁胺 + Aconine 组细胞 ISLR 表达明显下调，

NLRP3、IL-1β、caspase-1 的表达均明显上调，上清

液 IL-6、TNF-α和 IL-1β水平均明显升高（均 P＜
0.05），提示胍丁胺可通过 NF-κB 调节 LPS 诱导的肠

道细胞损伤。

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3 为
NOD 样受体蛋白 3，IL-1β为白细胞介素 -1β，caspase-1 为天冬氨
酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶， 

LPS 为脂多糖，Aconine 为核转录因子 -κB 信号激活剂

图 9  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 
ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、caspase-1 的蛋白表达

表 2 各组 ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、 
caspase-1 的蛋白表达水平比较（x±s）

组别 孔数
（孔）

ISLR/
GAPDH

NLRP3/
GAPDH

IL-1β/
GAPDH

caspase-1/
GAPDH

对照组 3 1.00±0.07 1.00±0.05 1.00±0.06 1.00±0.04
LPS 组 3 0.71±0.05 a 2.81±0.17 a 1.53±0.08 a 1.29±0.02 a

LPS+ 胍丁胺组 3 0.95±0.08 b 1.02±0.02 b 0.97±0.07 b 0.95±0.06 b

LPS+ 胍丁胺
　+siRNA-ISLR 组 3 0.68±0.03 c 2.89±0.16 c 1.45±0.18 c 1.31±0.03 c

F 值   20.870 221.500   20.690   53.650
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3

为 NOD 样受体蛋白 3，IL-1β为白细胞介素 -1β，caspase-1 为天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，LPS 为脂多糖，siRNA 为小干扰 RNA， 

GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与对照组比较，aP＜0.05；与 LPS

组比较，bP＜0.05；与 LPS+ 胍丁胺组比较，cP＜0.05

表 4 各组 ICE-6 细胞 ISLR、NLRP3、IL-1β、 
caspase-1 的蛋白表达水平比较（x±s）

组别 孔数
（孔）

ISLR/
GAPDH

NLRP3/
GAPDH

IL-1β/
GAPDH

caspase-1/
GAPDH

对照组 3 1.00±0.03 1.00±0.03 1.00±0.02 1.00±0.02
LPS 组 3 0.66±0.04 a 3.63±0.15 a 1.36±0.07 a 1.74±0.05 a

LPS+ 胍丁胺组 3 0.93±0.03 b 0.93±0.04 b 1.02±0.05 b 1.07±0.03 b

LPS+ 胍丁胺
　+Aconine 组 3 0.61±0.03 c 2.55±0.05 c 1.25±0.09 c 1.71±0.09 c

F 值 119.200 699.200 23.650 161.000
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：ISLR 为含免疫球蛋白超家族亮氨酸丰富重复蛋白，NLRP3

为 NOD 样受体蛋白 3，IL-1β为白细胞介素 -1β，caspase-1 为天冬

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，LPS 为脂多糖，Aconine 为核转录因

子 -κB 信号激活剂，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与对照组比

较，aP＜0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05；与 LPS+ 胍丁胺组比较， 
cP＜0.05

2.3  胍丁胺通过 NF-κB 信号缓解 LPS 诱导的肠上

皮细胞损伤（表 3～4；图 9）：与 LPS+ 胍丁胺组比较， 
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3 讨 论 

  脓毒症是宿主对感染反应失调导致的危及生命

的器官功能障碍，常见于严重创伤或感染性疾病患

者，发病原因包括细菌、真菌、病毒及寄生虫等引起

的感染，导致机体炎症反应及免疫调节失衡［9］。脓

毒症患者的主要症状包括寒战、发热、心慌、气促、

精神状态改变等，可进展为严重脓毒症和脓毒性休

克，导致器官功能不全及循环障碍，危及生命［10］。 

全球每年脓毒症患病人数超过 4 890 万例，其中约

110 万例患者死亡，病死率为 19.7%［11］。男性、高

龄及合并糖尿病是脓毒症患者发生住院死亡的危

险因素［12］，IL-6 水平对脓毒症患者的预后均有一定

预测价值，IL-6 水平越高，脓毒症患者死亡风险越

大［13］。此外，肠屏障功能障碍在脓毒症进展中起重

要作用。由于肠道屏障功能减弱，肠道是危重个体

全身感染的来源，促进了严重脓毒症的发生［14］。有

研究显示，脓毒症大鼠肠道损伤过程存在铁死亡，

通过核因子 E2 相关因子 2/ 谷胱甘肽过氧化物酶 4

（nuclear factor erythroid 2-related factor 2/Glutathione 

peroxidase 4，Nrf2/GPX4）通路激发或抑制铁死亡可

实现对机体炎症状态的有效干预［15］。目前，对于脓

毒症的治疗主要是通过抗菌药物治疗感染源，以及

支持性治疗来维持患者的生命体征。然而，由于脓

毒症的病因复杂，治疗效果并不总是理想的。因此，

研究人员正在努力寻找新的治疗方法，以改善脓毒

症患者的预后。

  ISLR 是免疫球蛋白超家族的新成员，该家族包

含具有保守侧翼序列的 LRR 和 C2 型免疫球蛋白样

结构域［16］。据文献报道，ISLR 可以影响结肠肿瘤

的发生［3，17］。ISLR 可被肠道炎症反应基质细胞中

致癌转录因子 ETS1 诱导分泌表达，这种蛋白通过

与肠上皮细胞表面的特定膜蛋白结合抑制上皮细胞

内的 Hippo 信号通路，从而激活 YAP，促进上皮细胞

的增殖，进而加快肠上皮组织的修复，当在小鼠肠道

间质细胞中特异性敲除 ISLR 后，小鼠肠道上皮组织

损伤后的再生修复能力显著下降［3］。因此，ISLR 在

肠道损伤的发生发展和治疗过程中扮演着重要的角

色。本研究通过生信分析和 Western blotting 明确了

ISLR 在脓毒症肠损伤中的低表达量，这提示 ISLR

在脓毒症肠损伤的发生发展中起着关键作用。

  当肠上皮细胞受到损伤或感染时，可能触发细

胞焦亡过程。细胞焦亡是一种由炎症小体介导的程

序性细胞死亡方式，这种细胞死亡方式不仅导致肠

道屏障的进一步破坏，还可能激活强烈的炎症反应，

加剧肠损伤程度。经典的细胞焦亡分子通路为由

caspase-1 介导，通过 Gasdemin D（GSDMD）切割后导

致质膜破裂形成的溶解性细胞死亡方式，伴有细胞

因子 IL-1β和 IL-18 的释放［18-19］。本研究采用 LPS

处理肠上皮细胞建立细胞模型，检测 ISLR、NLRP3、 

IL-1β和 caspase-1的表达及 IL-6、IL-1β、TNF-α的

含量，结果显示，LPS组中ISLR的表达降低，NLRP3、 

caspase-1、IL-6、IL-1β和 TNF-α的含量均显著升

高，这提示 LPS 组中细胞炎症因子增加，并可能通

过 ISLR 调节肠上皮细胞的细胞焦亡。

  胍丁胺是 L- 精氨酸在体内脱羧酶的作用下形

成的内源性阳离子聚胺，它作为一种神经递质和神

经调质，广泛分布于中枢神经系统，具有多种生物

学功能，包括调节血管舒缩和抗炎作用［20］。有研究

表明，胍丁胺能阻止 LPS 诱导的诱导型一氧化氮合

酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）mRNA 表达

升高，降低 C- 反应蛋白水平和总亚硝酸盐 / 硝酸盐

水平，减轻炎症因子损伤，保护组织内皮细胞，防治

过度氧化应激，改善脓毒症死亡率［21］。胍丁胺还可

能影响肠道细菌的多胺代谢［4］。为探究胍丁胺对

脓毒症肠损伤的影响，本研究在 LPS 处理细胞的同

时用胍丁胺处理，结果显示，胍丁胺可以抑制 IL-6、 

IL-1β、TNF-α的释放及 NLRP3、IL-1β、caspase-1

的表达，同时上调 ISLR 的表达，并且胍丁胺更能够

抵消 LPS 的影响。进一步研究表明，胍丁胺的这一

作用可以被 siRNA-ISLR 抑制，这提示胍丁胺能够

通过 ISLR 缓解 LPS 对肠道细胞的影响。研究显示，

胍丁胺可以通过抑制 NF-κB 介导的炎症反应来保

护小鼠的脓毒症急性肺损伤［22］。为进一步探究胍

丁胺缓解 LPS 诱导的肠上皮细胞损伤与 NF-κB 信

号通路的关联，本研究在胍丁胺处理 LPS 建立的肠

道上皮细胞模型的基础上加入 NF-κB 信号通路的

激活剂，结果显示，NF-KB 信号激活剂处理后各因

子的表达水平均有所回升，这提示胍丁胺可以通过

NF-κB 信号通路来调节 LPS 诱导的肠道细胞损伤。

  综上所述，ISLR 在脓毒症肠损伤中低表达，胍

丁胺可以促进其表达并通过 ISLR 和 NF-κB 信号抑

制细胞焦亡，从而抑制 LPS 诱导的肠道细胞炎性损

伤，表明胍丁胺在脓毒症肠损伤中可能是一种潜在

的治疗药物，同时为脓毒症肠损伤的治疗提供了潜

在的靶点。但是本研究仅在细胞水平证明了胍丁胺

在肠炎性损伤中的作用，未来还需要结合动物实验
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和临床试验等研究，进一步揭示胍丁胺在脓毒症中

的保护作用。
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基于人工智能的脓毒性休克病死率预测模型： 
一项多中心回顾性研究

  脓毒性休克是重症监护病房（ICU）中致命的病症之一，早期风险预测可能有助于降低病死率。尽管已有研究利用电子病

历数据和机器学习技术构建了多种脓毒症早期预警模型，但这些模型大多针对脓毒症患者，缺乏对脓毒性休克患者的专门预

测，且存在样本量小、单一模型应用及缺乏多中心验证等局限，难以广泛应用于临床。近期我国学者通过融合多种机器学习

模型，构建了一种基于 TOPSIS 方法的多模型融合预测工具，旨在提高模型的泛化能力和预测准确性，为 ICU 脓毒性休克患者

提供可靠的 28 d 死亡风险早期预警，辅助临床决策，实现早期干预和降低病死率的目标。研究开发了一种基于 TOPSIS 的分

类融合（TCF）模型，利用2003年2月至2023年11月来自三家医院的4 872例 ICU患者数据，预测脓毒性休克患者的死亡风险。

研究采用多中心回顾性设计，收集了来自普通 ICU、儿科 ICU 和呼吸 ICU 的患者数据。通过特征选择和优化流程，最终确定

了 34 个预测特征。采用 7 种机器学习模型进行训练，并使用 TOPSIS 方法进行模型融合。研究进行了内部验证、跨专科验证

和多中心外部验证。结果显示：TCF 模型在内部验证中曲线下面积（AUC）为 0.733，在儿科 ICU 和呼吸 ICU 验证中 AUC 分别

为 0.808 和 0.662。两个外部验证集的 AUC 分别为 0.784 和 0.786。模型表现出高稳定性和准确性，特别是在识别高风险患者

方面。重要预测特征包括复苏次数、机械通气持续时间、ICU 住院时间和舒张压等。研究人员据此得出结论：TCF 模型为临

床医生提供了一个可靠的可解释性工具，用于早期预测脓毒性休克患者的 28 d 死亡风险。该模型在跨专科和多中心验证中

表现出良好的泛化能力，有助于临床早期干预以降低病死率。未来研究需要更大规模的前瞻性验证。
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