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【摘要】 目的  观察黄连解毒汤对脓毒症弥散性血管内凝血（DIC）的作用及其机制。方法  利用生物膜

干涉技术（BLI）分析黄连解毒汤沉淀醇洗部位与天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 11（caspase-11）的相互互作。

选择 24 只 Balb/c 小鼠，按随机数字表法分为对照组、模型组及给药组。采用尾静脉 2 次注射脂多糖（LPS）的

方法复制 DIC 模型，对照组给予相同剂量的生理盐水；给药组于制模前 3 d 连续灌胃黄连解毒汤沉淀醇洗液（含

药量 0.031 3 g/kg）每次 0.2 mL/20 g，连续 3 d。于制模后 8 h 麻醉小鼠，心尖取血并取肝和肺组织，采用酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测血清中白细胞介素（IL-18、IL-1α、IL-1β）、高迁移率族蛋白 1（HMGB1）、凝血酶、凝

血酶 - 抗凝血酶复合物（TAT）、纤溶酶原激活物抑制因子 1（PAI-1）、纤维蛋白原（Fib）和 D- 二聚体水平；处死

小鼠后取肺和肝组织，光镜下观察肺和肝组织病理学改变；采用荧光定量反转录 - 聚合酶链反应（qRT-PCR）检

测肝和肺组织中 HMGB1、caspase-11、焦亡相关蛋白 Gasdemin D（GSDMD）、跨膜蛋白 16F 和组织因子（TF）的

mRNA 表达水平；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测肺和肝组织中 caspase-11 和 GSDMD-N 端结

构域（GSDMD-N）的蛋白表达水平。结果  BLI 互作分析显示，黄连解毒汤沉淀醇洗部位呈现出与 caspase-11

具有较好的亲和力。光镜下可见，对照组视野内肝细胞数量丰富，排列紧密，胞质饱满；模型组肝组织结构中

度异常，可见部分细胞脂肪变性，胞质内可见细小圆形空泡及少量细胞坏死，胞核碎裂固缩深染。给药组上述

这些病理改变明显改善。对照组肺组织结构正常，肺泡轮廓清晰，肺泡无明显增厚。模型组肺组织结构重度

异常，视野内组织明显出血，肺泡结构萎缩，肺泡腔内可见大量红细胞，肺泡壁可见明显增厚，支气管上皮细胞

排列较紊乱，组织内可见炎性细胞浸润。给药组上述病理改变明显改善。ELISA 结果显示，模型组血清中细胞

因子（IL-18、IL-1α、IL-1β、HMGB1）及凝血因子（凝血酶、TAT、PAI-1、Fib 和 D- 二聚体）水平均明显高于对

照组；给药组血清细胞因子及凝血因子均较模型组显著降低〔IL-18（ng/L）：121.70±14.96 比 167.79±12.83，

IL-1α（ng/L）：475.51±27.31 比 600.30±50.92，IL-1β（ng/L）：93.00±9.88 比 106.07±6.87，HMGB1（μg/L）：

87.35±11.96 比 117.74±8.72，凝 血 酶（ng/L）：175.32±11.89 比 245.15±8.18，TAT（ng/L）：477.85±37.87 比

722.29±28.72，PAI-1（μg/L）：17.03±1.39 比 27.04±0.96，Fib（g/L）：7.51±0.46 比 12.67±0.64，D- 二聚体（μg/L）：
661.35±52.85 比 925.48±30.64，均 P＜0.05〕。qRT-PCR 结果显示，模型组肝和肺组织中 HMGB1、caspase-11、

GSDMD、跨膜蛋白 16F 和 TF 的 mRNA 表达水平均明显高于对照组；给药组肝和肺组织 HMGB1、caspase-11、

GSDMD、跨膜蛋白 16F 和 TF 的 mRNA 表达水平均较模型组显著降低〔肝组织：HMGB1 mRNA 表达（2-ΔΔCt）

为 0.13±0.01 比 1.82±0.45，caspase-11 mRNA 表达（2-ΔΔCt）为 0.66±0.05 比 1.45±0.09，GSDMD mRNA（2-ΔΔCt）

为 12.86±2.50 比 21.72±3.81，跨膜蛋白 16F mRNA 表达（2-ΔΔCt）为 0.61±0.08 比 3.61±0.77，TF mRNA 表达 

（2-ΔΔCt）为 1.29±0.33 比 2.54±0.15；肺 组 织：HMGB1 mRNA 表 达（2-ΔΔCt）为 0.13±0.03 比 2.13±0.48，

caspase-11 mRNA 表 达（2-ΔΔCt）为 0.57±0.08 比 4.48±0.59，GSDMD mRNA 表 达（2-ΔΔCt）为 0.26±0.03 比

1.83±0.05，跨膜蛋白 16F mRNA 表达（2-ΔΔCt）为 0.69±0.38 比 2.19±0.53，TF mRNA 表达（2-ΔΔCt）为 0.35±0.07

比 7.68±0.32，均 P＜0.05〕。Western blotting 结果显示，模型组肝和肺组织中 caspase-11 和 GSDMD-N 端的蛋

白表达水平均明显高于对照组；给药组肝和肺组织中 caspase-11 和 GSDMD-N 的蛋白表达水平均较模型组显

著降低〔肝组织：caspase-11 蛋白表达（caspase-11/GAPDH）为 0.79±0.02 比 1.15±0.03，GSDMD-N 蛋白表达

（GSDMD-N/GAPDH）为 0.77±0.06 比 1.24±0.03；肺组织：caspase-11 表达（caspase-11/GAPDH）为 0.76±0.01

比 0.96±0.01，GSDMD-N 蛋白表达（GSDMD-N/GAPDH）为 0.79±0.01 比 1.03±0.02，均 P＜0.05〕。结论  黄连

解毒汤沉淀醇洗部位通过与 caspase-11 结合可抑制炎症因子和凝血因子的释放，减少 GSDMD 的激活，降低 TF 

的表达及凝血级联反应的发生，进而改善 LPS 诱导的 DIC。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effect  and  mechanisms  of  the  active  fraction  of  Huanglian  Jiedu 
decoction on sepsis-induced disseminated intravascular coagulation (DIC).  Methods  Using bio-layer interferometry 
(BLI),  the  interaction  between  the  ethanol-precipitated  fraction  of  Huanglian  Jiedu  decoction  and  caspase-11  was 
analyzed.  A  total  of  24  Balb/c  mice  were  selected  and  randomly  divided  into  the  control  group,  model  group,  and 
treatment group according  to a  random number  table. The DIC model was established by  intravenous caudal  injection 
of  lipopolysaccharide  (LPS)  twice,  the  control  group  received  an  equal  volume  of  normal  saline.  The  treatment  group 
received  the  ethanol-precipitated  fraction  of Huanglian  Jiedu  decoction  (0.031 3  g/kg  )  by  oral  gavage  (0.2 mL/20  g) 
once daily  for 3 consecutive days before modeling. Eight hours after modeling,  the mice were anesthetized, and blood 
was collected via cardiac puncture. Serum levels of interleukins (IL-18, IL-1α and IL-1β), high mobility group protein 
B1  (HMGB1),  thrombin,  thrombin-antithrombin  complex  (TAT),  plasminogen  activator  inhibitor-1  (PAI-1),  fibrinogen 
(Fib),  and  D-dimer  were  measured  using  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  After  sacrificing  the  mice, 
the  liver  and  lung  tissues were  removed,  histopathological  changes  in  the  liver  and  lung  tissues were  observed under 
a  light microscope. The mRNA expression  levels  of HMGB1,  caspase-11,  pyroptosis-associated protein Gasdermin D 
(GSDMD),  transmembrane  protein  16F,  and  tissue  factor  (TF)  in  liver  and  lung  tissues were  detected  by  quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR). The protein expression levels of caspase-11 and GSDMD-N 
in  lung  and  liver  tissues  were  detected  by  Western  blotting.  Results  BLI  interaction  analysis  demonstrated  that 
the  ethanol-precipitated  fraction  of  Huanglian  Jiedu  decoction  exhibited  favorable  binding  affinity  for  caspase-11. 
Under  light  microscopy,  the  control  group  exhibited  abundant  hepatocytes  with  compact  arrangement  and  plump 
cytoplasm  within  the  field  of  view.  In  the  model  group,  the  liver  tissue  exhibited  moderately  abnormal  architecture, 
characterized by partial steatosis,  the presence of small round vacuoles within  the cytoplasm, as well as  focal necrosis 
with  karyopyknosis,  karyorrhexis,  and  hyperchromasia.  These  pathological  alterations  were  markedly  ameliorated 
in  the  treatment  group.  The  model  group  exhibited  severely  abnormal  pulmonary  architecture,  characterized  by 
marked  hemorrhage,  alveolar  collapse,  abundant  red  blood  cells  within  the  alveolar  spaces,  significant  thickening 
of  the  alveolar  walls,  disordered  arrangement  of  bronchial  epithelial  cells,  and  inflammatory  cell  infiltration  in  the 
tissue.  These  pathological  changes  were  markedly  ameliorated  in  the  treatment  group.  ELISA  results  indicated  that, 
compared with the control group, the model group exhibited significantly elevated serum levels of IL-18, IL-1α, IL-1β  
and HMGB1,  as well  as  the  coagulation  factors  thrombin,  TAT,  PAI-1,  Fib,  and D-dimer.  Compared with  the model 
group,  the  treatment  group  showed  a  significant  reduction  in  serum  levels  of  both  cytokines  and  coagulation  factors 
[IL-18  (ng/L):  121.70±14.96  vs.  167.79±12.83,  IL-1α  (ng/L):  475.51±27.31  vs.  600.30±50.92,  IL-1β  (ng/L): 
93.00±9.88  vs.  106.07±6.87, HMGB1  (μg/L):  87.35±11.96  vs.  117.74±8.72,  thrombin  (ng/L):  175.32±11.89  vs. 
245.15±8.18, TAT  (ng/L): 477.85±37.87 vs. 722.29±28.72, PAI-1  (μg/L): 17.03±1.39 vs. 27.04±0.96, Fib  (g/L): 
7.51±0.46 vs. 12.67±0.64, D-dimer  (μg/L): 661.35±52.85 vs. 925.48±30.64, all P < 0.05]. The qRT-PCR results 
revealed  that, compared  to  the control group,  the model group demonstrated significantly  increased mRNA expression 
levels of HMGB1, caspase-11, GSDMD, transmembrane protein 16F, and TF in both liver and lung tissues. Compared 
to  the model  group,  the  treatment  group  exhibited  a  significant  reduction  in  the mRNA expression  levels  of HMGB1, 
caspase-11, GSDMD, transmembrane protein 16F, and TF in both  liver and lung tissues  [liver  tissue: HMGB1 mRNA 
(2-ΔΔCt) was 0.13±0.01 vs. 1.82±0.45, caspase-11 mRNA  (2-ΔΔCt) was 0.66±0.05 vs. 1.45±0.09, GSDMD mRNA  
(2-ΔΔCt) was 12.86±2.50 vs. 21.72±3.81, transmembrane protein 16F mRNA (2-ΔΔCt) was 0.61±0.08 vs. 3.61±0.77, 
TF mRNA (2-ΔΔCt) was 1.29±0.33 vs. 2.54±0.15; lung tissue: HMGB1 mRNA (2-ΔΔCt) was 0.13±0.03 vs. 2.13±0.48, 
caspase-11 mRNA  (2-ΔΔCt) was 0.57±0.08 vs. 4.48±0.59, GSDMD mRNA  (2-ΔΔCt) was 0.26±0.03 vs. 1.83±0.05, 
transmembrane  protein  16F mRNA  (2-ΔΔCt)  was  0.69±0.38  vs.  2.19±0.53,  TF mRNA  (2-ΔΔCt)  was  0.35±0.07  vs. 
7.68±0.32, all P < 0.05]. Western blotting analysis showed that, compared to  the control group,  the model group had 
significantly  increased  protein  expression  levels  of  caspase-11  and  the  N-terminal  fragment  of  GSDMD  (GSDMD-N) 
in  both  liver  and  lung  tissues.  Compared  to  the  model  group,  the  treatment  group  exhibited  significantly  reduced 
protein expression  levels of caspase-11 and GSDMD-N in both  liver and lung  tissues  [liver  tissue: caspase-11 protein 
expression  (caspase-11/GAPDH) was 0.79±0.02 vs. 1.15±0.03, GSDMD-N protein expression  (GSDMD-N/GAPDH) 
was  0.77±0.06  vs.  1.24±0.03;  lung  tissue:  caspase-11 protein  expression  (caspase-11/GAPDH) was  0.76±0.01  vs. 
0.96±0.01,  GSDMD-N  (GSDMD-N/GAPDH)  was  0.79±0.01  vs.  1.03±0.02,  all  P  <  0.05].  Conclusions  The 
ethanol-precipitated  fraction  of  Huanglian  Jiedu  decoction  binds  to  caspase-11,  thereby  inhibiting  the  release  of 
inflammatory and coagulation factors, reducing GSDMD activation, down-regulating TF expression, and suppressing the 
coagulation cascade. Consequently, it ameliorates LPS-induced DIC.

【Key words】  Huanglian  Jiedu  decoction;  Sepsis;  Disseminated  intravascular  coagulation;  Inflammatory 
response
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  脓毒症并发弥散性血管内凝血（disseminated 

intravascular coagulation， DIC）是脓毒症死亡的重要

原因之一，已成为脓毒症临床治疗的热点和难点问

题。近年来有研究显示，中医药对脓毒症 DIC 有较

好的疗效，脓毒症 DIC 属于中医温热病范畴，清热

解毒是温病祛邪的重要方法，是防止温病传变的关 

键［1］。黄连解毒汤是清热泻火解毒的中药名方，由

黄连、黄芩、黄柏和栀子四味药组成，其中黄连为

君，可清心火、清中焦火热；黄芩为臣，清泄上焦之

火；黄柏泄下焦之火，与能宣泄三焦之火的栀子配

伍作为佐药，共清上、中、下三焦热毒，具有泻火除

烦，清热利湿，凉血解毒之功效。已有临床经验显

示，黄连解毒汤治疗脓毒症的疗效确切，但其化学成

分十分复杂，药效物质目前尚不清楚和作用机制尚

不明确。本课题组前期的研究结果显示，黄连解毒

汤能与脂多糖（lipopolysaccharide， LPS）结合，通过

抑制 LPS/Toll 样受体 4- 髓样分化蛋白 -2（toll-like 

receptor 4-myeloid differentiation protein-2， TLR4-

MD-2）/ 核转录因子 -κB （nuclear factor-κB， NF-κB）
通路发挥治疗脓毒症的作用［2-3］。还有研究表明，

LPS 可激活天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 11

（cysteinyl aspartate specific proteinase， caspase-11）及

其下游的焦亡相关蛋白 Gasdemin D（GSDMD），激

活组织因子（tissue factor，TF）活性启动凝血反应，

诱发脓毒症 DIC［4］。陈桂荣等［5］研究发现，黄连

解毒汤沉淀醇洗部位体外可抑制 caspase-11 的表 

达［5］，因此选取黄连解毒汤沉淀醇洗部位，对其进行

抗脓毒症 DIC 的研究。生物膜干涉技术（bio-layer 

interferometry， BLI）可用于对生物分子相互作用进

行检测和分析，且检测结果误差小，操作简单，检测

快速，无需对样品进行处理，对寻找和确认中药活性

成分靶点具有较大优势［6-8］。因此本实验采用 BLI

技术对黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11 进行

互作分析，进一步进行体内活性研究，探讨黄连解毒

汤有效部位改善 DIC 的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 黄连解毒汤沉淀醇洗部位的制备：药材的提

取及各组分群的制备参照文献［5］。黄连解毒汤按

黄连∶黄芩∶黄柏∶栀子＝3∶2∶2∶3 的比例称取 

1 kg，将药材粉碎，加入 10 L 水，在常温下浸泡 1 h，

水煎煮回流提取 1 h，趁热过滤，获得第 1 次滤液；

再将药渣中加入 8 L 水，水煎煮回流提取 1 h，趁热

过滤，获得第 2 次滤液；合并 2 次滤液，静置，沉降 

3 d，沉淀干燥，得到沉淀部位。使用预处理完毕的

聚酰胺分离沉淀，以 50% 乙醇洗脱聚酰胺柱，洗脱

液颜色浅至无色，收集洗脱液，减压浓缩，冷冻干燥

得到黄连解毒汤沉淀醇洗部位粉末。

1.2  黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11 的

亲和力检测：用氨基酸传感器 APS 特异性捕获

caspase-11 蛋白后与黄连解毒汤沉淀醇洗部位

结合，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline， 

PBS）稀释 caspase-11 蛋白至 2 mg/L，固化 600 s，用

样本稀释缓冲液 buffer+5% 二甲基亚砜（dimethyl 

sulfoxide， DMSO）稀释 0.9 mg 黄连解毒汤沉淀醇

洗部位，配制成 1.000 0、0.500 0、0.250 0、0.125 0、 

0.062 5 mmol/L 5 个 浓 度。 使 用 ForteBio Data 

analysis 12.0 对数据进行分析。

1.3  实验动物分组及给药：选择雄性 Balb/c 小鼠，体

质量18～22 g，由辽宁长生生物技术有限公司实验动

物中心提供，动物合格证号：SCXK（辽）2010-0001。 

动物在 SDF 级实验室饲养 1 周后，按随机数字表

法分为对照组、模型组及给药组。通过尾静脉注射

LPS 复制 DIC 模型，第 1 次注射剂量为 0.4 mg/kg，

间隔 7 h 第 2 次注射剂量为 10 mg/kg。对照组给予

相同剂量的生理盐水；给药组于制模前 3 d 连续灌

胃黄连解毒汤沉淀醇洗液（含药量 0.031 3 g/kg）每

次 0.2 mL/20 g，连续 3 d。

1.4  检测指标及方法：制模后 8 h 麻醉小鼠，心尖

取血，处死小鼠后取肝和肺组织用于后续实验。

1.4.1  组织病理观察：肝和肺组织固定于 4% 多聚

甲醛中，石蜡包埋，制备 4 μm 的病理切片，经苏木

素 - 伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色，在光学显微

镜下观察肝和肺组织的病理学改变。

1.4.2  血清细胞因子和凝血指标测定：将全血于 

3 000 g（离 心 半 径 8 cm）4  ℃ 下 离 心 10 min 取

血 清，采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）检测血清白细胞介素

（interleukins，IL-18、IL-1α和 IL-1β）、高迁移率族

蛋 白 B1（high mobility group protein B1，HMGB1）、

凝 血 酶、凝 血 酶 - 抗 凝 血 酶 复 合 物（thrombin-

antithrombin complex，TAT）、纤溶酶原激活物抑制因

子 1（plasminogen activator inhibitor 1，PAI-1）、纤维蛋

白原（fibrinogen，Fib）和 D- 二聚体水平，操作严格

按试剂盒说明书进行。

1.4.3  肝和肺组织 RNA 表达水平测定：取冻存的

肝和肺组织用 RNA 提取试剂盒提取 RNA，计算各
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组浓度，并用逆转录试剂盒逆转录和合成 cDNA，将

逆转录得到的 cDNA 用 PCR 仪进行荧光定量反转

录 - 聚合酶链反应（quantitative reverse transcription-

polymerase chain reaction，qRT-PCR）分 析。 根 据

2-ΔΔCt 的方法计算 HMGB1、caspase-11、GSDMD、跨

膜蛋白 16F 和 TF mRNA 表达水平。

1.4.4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测肝和肺组织中的蛋白：取冻存的肝和肺组织，加

入裂解液裂解 20 min，离心收集上清液，测定上清

液蛋白浓度。在 10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰

胺 凝 胶 电 泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electropheresis，SDS-PAGE）凝胶中进行电泳、转

膜、封闭、孵育、洗膜后，于室温下与二抗孵育，加

入电化学发光显影液进行曝光，用凝胶成像分析系

统完成显色成像，获取清晰的蛋白条带图像。使用 

Image J 图像分析软件对蛋白条带灰度值定量分析

caspase-11 和 GSDMD-N 端结构域（GSDMD-N）的蛋

白表达水平，以目的蛋白与内参蛋白 3- 磷酸甘油醛

脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达 

水平。

1.5  统计学分析：使用 SPSS 25.0 统计软件进行分

析，采用 Graphpad. Prism 9.5 软件绘制图表。符合

正态分布的计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，

组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）。P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11 的互

作分析（图 1）：结果显示，黄连解毒汤沉淀醇洗部

位与 caspase-11 的平衡解离常数为 6.18×10-5，说明

黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11 有较好的亲

和力。

2.2  黄连解毒汤沉淀醇洗部位对 DIC 小鼠肝和肺

组织病理学的影响（图 2）：HE 染色结果显示，对照

组肝细胞数量丰富，排列紧密，胞质饱满，未见病理

学改变；模型组肝组织结构中度异常，可见部分细

胞脂肪变性，胞质内可见细小圆形空泡及少量细胞

坏死，胞核碎裂固缩深染；给药组上述病理改变均

明显改善。对照组肺组织结构正常，肺泡轮廓清晰，

肺泡无明显增厚，未见病理学改变；模型组肺组织

结构重度异常，视野内组织明显出血，肺泡结构萎

缩，肺泡腔内可见大量红细胞，肺泡壁可见明显增

厚，支气管上皮细胞排列较紊乱，组织内可见炎性细

胞浸润；给药组上述病理改变均明显改善。

图 1  黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11 的互作分析

图 2  光镜下观察各组小鼠肝和肺组织的病理学改变
HE 染色　中倍放大

表 1 各组小鼠血清细胞因子水平比较（x±s）

组别 动物数（只） IL-18（ng/L） IL-1α（ng/L）

对照组 8 79.01±12.44 384.59±41.76
模型组 8 167.79±12.83 a 600.30±50.92 a

给药组 8 121.70±14.96 b 475.51±27.31 b

组别 动物数（只） IL-1β（ng/L） HMGB1（μg/L）
对照组 8 61.30±9.18 60.82±  9.04
模型组 8 106.07±6.87 a 117.74±  8.72 a

给药组 8 93.00±9.88 b 87.35±11.96 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

2.3  黄连解毒汤沉淀醇洗部位对 DIC 小鼠细胞因

子及凝血功能的抑制作用（表 1～2）：与对照组比

较，模型组血清细胞因子 IL-18、IL-1α和 IL-1β、

HMGB1，以及凝血指标凝血酶、TAT、PAI-1、Fib 和

D- 二聚体水平均明显升高（均 P＜0.05）。与模型组

比较，给药组血清细胞因子 IL-18、IL-1α、IL-1β、

HMGB1、凝血酶、TAT、PAI-1、Fib 和 D- 二聚体水

平均明显降低（均 P＜0.05）。说明黄连解毒汤沉淀

醇洗部位能明显抑制细胞因子及凝血相关因子的释

放，改善炎症反应和凝血状况。
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表 2 各组小鼠血清凝血功能指标比较（x±s）

组别 动物数（只） 凝血酶（ng/L） TAT（ng/L） PAI-1（μg/L） Fib（g/L） D- 二聚体（μg/L）

对照组 5 77.54±  8.86 213.10±26.27 9.41±1.08 4.68±0.48 332.96±33.96

模型组 5 245.15±  8.18 a 722.29±28.72 a 27.04±0.96 a 12.67±0.64 a 925.48±30.64 a

给药组 5 175.32±11.89 b 477.85±37.87 b 17.03±1.39 b 7.51±0.46 b 661.35±52.85 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

表 3 各组小鼠肝组织 HMGB1、caspase-11、GSDMD、
跨膜蛋白 16F 和 TF 的 mRNA 表达水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

HMGB1 mRNA

表达（2-ΔΔCt）

caspase-11 mRNA

表达（2-ΔΔCt）

GSDMD mRNA

表达（2-ΔΔCt）

跨膜蛋白 16F mRNA

表达（2-ΔΔCt）

TF mRNA 表达

（2-ΔΔCt）

对照组 3 1.01±0.21 1.01±0.16   1.01±0.13 1.03±0.31 1.00±0.11

模型组 3 1.82±0.45 a 1.45±0.09 a 21.72±3.81 a 3.61±0.77 a 2.54±0.15 a

给药组 3 0.13±0.01 b 0.66±0.05 b 12.86±2.50 b 0.61±0.08 b 1.29±0.33 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

表 4 各组小鼠肺组织 HMGB1、caspase-11、GSDMD、
跨膜蛋白 16F 和 TF 的 mRNA 表达水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

HMGB1 mRNA

表达（2-ΔΔCt）

caspase-11 mRNA

表达（2-ΔΔCt）

GSDMD mRNA

表达（2-ΔΔCt）

跨膜蛋白 16F mRNA

表达（2-ΔΔCt）

TF mRNA 表达

（2-ΔΔCt）

对照组 3 1.02±0.30 1.01±0.17 1.00±0.00 1.00±0.00 1.05±0.40

模型组 3 2.13±0.48 a 4.48±0.59 a 1.83±0.05 a 2.19±0.53 a 7.68±0.32 a

给药组 3 0.13±0.03 b 0.57±0.08 b 0.26±0.03 b 0.69±0.38 b 0.35±0.07 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

图 3  Western blotting 检测各组小鼠肝和肺组织中
GSDMD-N 和 caspase-11 的蛋白表达

表 6 各组小鼠肺组织 caspase-11 和 GSDMD-N 的
蛋白表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

caspase-11 蛋白表达

（caspase-11/GAPDH）

GSDMD-N 蛋白表达

（GSDMD-N/GAPDH）

对照组 3 0.18±0.01 0.43±0.01

模型组 3 0.96±0.01 a 1.03±0.02 a

给药组 3 0.76±0.01 b 0.79±0.01 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

表 5 各组小鼠肝组织 caspase-11 和 GSDMD-N 的
蛋白表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

caspase-11 蛋白表达

（caspase-11/GAPDH）

GSDMD-N 蛋白表达

（GSDMD-N/GAPDH）

对照组 3 0.23±0.01 0.60±0.01

模型组 3 1.15±0.03 a 1.24±0.03 a

给药组 3 0.79±0.02 b 0.77±0.06 b

注：与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

2.4  黄连解毒汤沉淀醇洗部位对 DIC 小鼠肝肺组

织焦亡水平的影响：qRT-PCR 结果显示（表 3～4），

与对照组比较，模型组肝和肺组织中 HMGB1、

caspase-11、GSDMD、跨膜蛋白 16F 和 TF mRNA 表

达水平均明显增加（均 P＜0.05）。与模型组比较，

给药组肝和肺组织中 HMGB1、caspase-11、GSDMD、

跨膜蛋白 16F 和 TF 的 mRNA 表达水平均显著减

少（均 P＜0.05）。Western blotting 结果显示（图 3； 

表 5～6），与 对 照 比 较，模 型 组 肝 和 肺 组 织 中

caspase-11 和 GSDMD-N 的蛋白表达水平均显著增

加（均 P＜0.05）；与模型组比较，给药组肝和肺组织

中 caspase-11 和 GSDMD-N 的蛋白表达水平均显著

减少（均 P＜0.05）。

3 讨 论

  中医学认为脓毒症 DIC 是热毒之邪侵袭深入

营血，毒热内蕴，络脉损伤，迫血妄行，因毒致瘀，毒

邪内蕴是导致脓毒症出现血瘀的重要原因［9-10］。研

究显示，脓毒症早期凝血激活有助于感染的局限，但

凝血活化与炎症反应相互作用，一旦超过机体的调

控能力甚至转化为失控的 DIC 形成可导致器官损
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害［11］。通过前期研究表明，黄连解毒汤可能与胞内

LPS 结合，通过清热解毒法发挥清热解毒、凉血化

瘀，进而改善脓毒症 DIC 的作用［12］。

  胞内 LPS 是活化 caspase-11 的关键。非经典炎 

性体是指依赖caspase-11的炎性体，小鼠caspase-11

与人细胞的炎性体 caspase-4 和 caspase-5 是同源蛋

白，可被胞内 LPS 的活性中心脂质 A 识别活化并介

导细胞焦亡，即 caspase-11 活化，炎性小体激活介

导亮氨酸重复序列和含 Pyrin 结构域 3 （nucleotide-

binding oligomerization domain，leucine-rich  repeat 

and pyrin domain- containing 3，NLRP3）/ 细 胞 凋

亡相关含 CARD 结构域斑点样蛋白（apoptosis-

associated  speck-like protein  containing  a CARD， 

ASC1）/caspase-1 及下游 GSDMD 蛋白剪切，诱导细

胞焦亡，进而导致炎症风暴的发生［13］。脓毒症初

期主要引起全身炎症反应综合征，炎症因子风暴在

脓毒症的早期阶段起着重要作用。炎症反应和凝

血系统激活是机体抗感染的两大防御机制，二者相

互作用组成复杂的网络系统［14-15］。当免疫系统被

脓毒症中的细胞因子刺激后，凝血级联反应必然会

被启动，以应答脓毒症对于机体所造成的损伤［16］。

IL-18、IL-1α、IL-1β是促炎细胞因子，IL-18 的过

量产生会导致炎症负担加重并导致组织损伤［17］；

IL-1α和 IL-1β的合成和分泌是诱发全身炎症的关

键，也是机体清除病原微生物的重要途径。适度的

炎症对身体是有益，过度则会引起脓毒症。有研究

表明，GSDMD 的激活能使 IL-1α释放增加，且能促

进 IL-1β的前体成熟，转变为 IL-1β［18］。还有研究

显示，脓毒症死亡患者血清中 IL-1β和 IL-1α的水

平显著高于脓毒症存活患者，进一步说明 IL-1α和

IL-1β与脓毒症严重程度有关［19］。HMGB1 是一种

普遍存在的核蛋白，存在于几乎所有细胞当中，并

且 HMGB1 可以作为受损的宿主细胞释放的损伤相

关分子模式，活化血小板，进一步促进血栓形成［20］。

HMGB1 的分泌除了可活化血小板外，还可使白细胞

募集和清除细菌［21］。HMGB1 可以从活化的先天免

疫细胞或坏死的细胞中释放出来，使炎症反应加剧，

对器官造成损伤，最近有证据表明，在细菌感染诱导

的 DIC 时，血中 HMGB1 增加，在血液中 HMGB1 结

合 LPS，并将 LPS 递送到宿主细胞的细胞质中，从

而激活 caspase-11 依赖性免疫反应和内皮细胞功能 

障碍［22-23］。

  脓毒症时炎症因子的大量释放会激活凝血级

联反应，失控的凝血反应将发展为危及生命的 DIC。

LPS 激活 caspase-11 及其下游的 GSDMD，进而激活

TF 活性启动凝血反应，诱发脓毒症 DIC。Shi 等［24］ 

研究发现，用 LPS 刺激 caspase-11 基因敲除小鼠后，

小鼠的凝血情况有所改善，TF 表达降低。跨膜蛋白

16F 是一种 Ca2+ 依赖性磷脂重组酶，可在质膜小叶

间双向转运磷脂［25］。有研究显示，脓毒症时 LPS 与

HMGB1 结合形成复合体，通过细胞膜在细胞内激活

caspase-11，活化的 caspase-11 剪切 GSDMD 通过跨

膜蛋白 16F 使 Ca2+ 内流，导致细胞膜上的磷脂酰丝

氨酸外化，进而促使 TF 释放，诱发成 DIC［19， 26］。目

前普遍认为，脓毒症发生时 TF 的过度表达是引发

凝血酶过度生成最主要的因素［27］。凝血酶是凝血

系统中的关键酶，对维持循环系统的完整性和防止

过度出血至关重要［28］。TAT 是凝血酶的生物标志

物，DIC 时患者体内 TAT 增加，并促进凝血酶生成，

凝血酶的过量产生能抑制纤维蛋白溶解。PAI-1 被

认为是 DIC 中纤维蛋白溶解的主要抑制剂［29］，可

使纤维蛋白沉积，促进血栓形成。纤维蛋白裂解能

产生 D- 二聚体，D- 二聚体是循环中发现的最小的

纤维蛋白溶解特异性降解产物［30］，可提示凝血系

统被激活，其对血管内血栓非常敏感，在 DIC 时可

能显著升高。有研究显示，预后较差的脓毒症患者 

D- 二聚体水平较高，可能诱发成 DIC［31］。

  在总结前期研究基础之上，结合本研究结果，表

明黄连解毒汤沉淀醇洗部位对LPS诱导的动物模型

具有保护作用。本研究中，通过 BLI 技术进行互作

分析，发现黄连解毒汤沉淀醇洗部位与 caspase-11

有较好的亲和力，说明可用黄连解毒汤沉淀醇洗部

位进行后续研究。制模后小鼠肝和肺组织发生了明

显病理改变，给药后得到明显改善，且模型组小鼠

炎症因子 IL-18、IL-1α、IL-1β和 HMGB1 以及凝血

因子凝血酶、TAT、PAI-1、Fib 和 D- 二聚体明显增

加，说明发生了炎症反应及凝血系统被激活，并且与

凝血相关的 caspase-11、GSDMD、跨膜蛋白 16F 和

TF 的 mRNA 和蛋白表达水平均明显增加。在使用

黄连解毒汤沉淀醇洗部位干预以后，与之相关的炎

症因子、凝血因子和相关的蛋白表达水平均显著减

少，降低了 DIC 发生的风险。

4 结 论

  黄连解毒汤的沉淀醇洗部位能与 capase-11 结

合，降低 caspase-11/GSDMD 活化，减少炎症风暴的

发生和凝血系统的激活，进而改善脓毒症 DIC。本
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研究为可为黄连解毒汤抗 DIC 的药效物质和作用

机制研究奠定基础，为脓毒症 DIC 的预防提供研究

方法和技术支持。
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