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·论著·

苯乙醇苷通过 JNK 通路调控脓毒症肠道损伤中
铁死亡的机制研究
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【摘要】 目的  探讨管花肉苁蓉活性成分苯乙醇苷（PhGs）对脓毒症大鼠肠道屏障的保护作用及其是

否通过调控 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）信号通路抑制铁死亡。方法  选择 72 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，按随

机数字表法分为假手术组、脓毒症模型组、PhGs 组、PhGs+Erastin 组、铁死亡抑制剂去铁胺（DFO）组、铁死亡

激活剂 Erastin 组，每组 12 只。假手术组仅行开腹缝合，其余各组以盲肠结扎穿孔术（CLP）制备脓毒症模型。

PhGs 组制模后给予 200 mg/kg PhGs 灌胃，PhGs+Erastin 组同时给予 PhGs 灌胃（200 mg/kg）和 Erastin 腹腔注射 

（20 mg/kg），DFO 组皮下注射 DFO（20 mg/kg），Erastin 组腹腔注射 Erastin（20 mg/kg）。制模 24 h 后取血及小

肠组织，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-4、

IL-10）水平；采用比色法检测 D- 乳酸脱氢酶（D-LDH）、丙二醛（MDA）、Fe2+ 含量；采用蛋白质免疫印迹试验

（Western blotting）检测磷酸化 JNK（p-JNK）/JNK、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、酰基辅酶 A 合成酶长链家族

成员 4 （ACSL4）、紧密连接蛋白 -1（Claudin-1）、二胺氧化酶（DAO）的蛋白表达水平；采用苏木素 - 伊红（HE）

染色评估肠黏膜病理学损伤并行 Chiu 评分；采用免疫组化检测 GPX4、DAO、JNK 的阳性表达面积；在透射

电镜下观察线粒体超微结构。结果  PhGs 组 24 h 大鼠生存数量较脓毒症模型组明显提高（只：8 比 6，P＜
0.05），TNF-α（ng/L：30.30±5.06 比 62.20±3.41）、IL-1β（ng/L：273.90±7.99 比 433.30±8.42）、IL-4（ng/L：

15.24±1.86比 26.40±1.57）、、IL-10（ng/L：28.07±1.62比 53.07±3.36）、MDA（μmol/L：4.13±0.41比 6.67±0.51）、

D-LDH（kU/L：6.77±0.55 比 18.12±1.03）、Fe2+（μmol/L：16.13±0.45 比 19.20±0.56）水平均较脓毒症模型组

明显下降（均 P＜0.05），且上述指标与 DFO 组比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。Western blotting 检测

结果显示，PhGs 组 p-JNK/JNK 蛋白表达〔（p-JNK/JNK）/β-actin：2.31±0.13 比 3.41±0.11〕和 ACSL4 蛋白表

达（0.44±0.02 比 0.86±0.13）〕均较脓毒症模型组明显降低，GPX4 蛋白表达（GPX4/β-actin：0.48±0.03 比

0.31±0.01）、Claudin-1 蛋白表达（Claudin-1/β-actin：0.97±0.03 比 0.69±0.03）、DAO 蛋白表达（DAO/β-actin： 

0.68±0.04 比 0.32±0.03）均较脓毒症模型组明显回升（均 P＜0.05）。HE 染色结果显示，PhGs 组 Chiu 评分

较脓毒症模型组明显降低（分：1.75±0.71 比 3.17±0.41，P＜0.05）。免疫组化结果显示，PhGs 组 GPX4 阳

性表达面积百分比〔（24.29±2.53）% 比（16.55±2.64）%〕和 DAO 阳性表达面积百分比〔（16.99±2.34）% 比

（5.64±0.35）%〕均较脓毒症模型组明显升高，JNK 阳性表达面积百分比〔（14.32±0.77）% 比（38.06±1.72）%〕

较脓毒症模型组明显下降（均 P＜0.05）。透射电镜下观察显示，PhGs 组线粒体结构基本完整，损伤程度较脓毒

症模型组明显减轻。结论  PhGs 对 CLP 诱导的脓毒症大鼠肠道屏障具有保护作用，其机制可能与抑制 JNK 信

号通路活化、上调 GPX4 并下调 ACSL4 表达从而抑制铁死亡有关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  protective  effect  of  phenylethanoid  glycosides  (PhGs),  the  active 
constituents of Cistanche tubulosa, on the intestinal barrier in septic rats and to determine whether this effect is mediated 
through regulation of the c-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling pathway to inhibit ferroptosis.  Methods  Seventy-
two  specific  pathogen-free  (SPF)  male  Sprague-Dawley  (SD)  rats  were  randomly  assigned  to  six  groups,  12  rats  in 
each  group,  using  a  random  number  table:  sham  operation  group,  sepsis  model  group,  PhGs  group,  PhGs+Erastin 
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  脓毒症是一种由感染引起宿主炎症反应失调继

而危及生命的器官功能障碍综合征，最新一项全球

性调查报告显示，每年约有 1 300 万例患者因脓毒

症死亡［1］，这一数据占全球全因病死率的 19.7%，是

同期全球早发癌症病死率的 10 倍［2］，可见脓毒症

给人类健康带来的损失比癌症更加严重。而肠道作

为与各个器官交互的“枢纽”，其功能不仅是消化吸

收，更在免疫防御中发挥着重要作用［3］。因脓毒症肠

损伤发生时间较早而临床症状出现较晚，常易被忽

视，肠屏障受损后会导致炎症级联放大和多器官功

能障碍［4］，此时患者出现腹泻、腹腔高压、肠麻痹、

胃潴留等症状，治疗复杂度显著增加，故早期关注 

并保护肠道屏障，对脓毒症的治疗和转归至关重要。

  既往研究显示，脓毒症肠上皮细胞损伤主要与

凋亡和焦亡有关［5］，鲜见与铁死亡相关的研究报告。

但脓毒症相关的其他器官（肺［6］、肝［7］、心［8］、肾［9］、

脑［10］）中的铁死亡研究已开展多年，这为脓毒症肠

道的铁死亡研究提供了丰富依据。铁死亡主要是

细胞受到炎症刺激，大量活性氧在胞内聚集，加速

消耗和破坏了抗氧化系统［11］，使细胞膜中的多不饱

和脂肪酸发生脂质过氧化，出现了细胞膜变硬、流

动性变差，最终导致细胞膜破裂、生理功能消失的

一个过程，属于可调控的细胞程序性死亡。c-Jun 氨

基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）通路在

脓毒症背景下对肺、肠、肝、脑等多个器官有调控

作用［12］，而且与铁死亡和细胞氧化应激反应密切相 

group,  ferroptosis  inhibitor  deferoxamine  (DFO)  group,  and  ferroptosis  activator  Erastin  group.  The  sham  operation 
group  underwent  laparotomy  with  closure  only,  while  sepsis  was  induced  in  the  remaining  groups  by  cecal  ligation 
and  puncture  (CLP).  The  PhGs  group  received  intragastric  administration  of  PhGs  at  200 mg/kg  after  modeling;  the 
PhGs+Erastin  group  received  both  intragastric  PhGs  (200  mg/kg)  and  intraperitoneal  Erastin  (20  mg/kg);  the  DFO 
group received subcutaneous DFO (20 mg/kg); and the Erastin group received intraperitoneal Erastin (20 mg/kg). Blood 
and small intestinal tissues were collected 24 hours after modeling. Serum levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
and  interleukins  (IL-1β,  IL-4,  IL-10)  were measured  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Colorimetric 
assays  were  performed  to  determine  D-lactate  dehydrogenase  (D-LDH),  malondialdehyde  (MDA),  and  Fe2+  levels. 
Western  blotting  was  used  to  detect  the  protein  expression  levels  of  phosphorylated  JNK  (p-JNK)/JNK,  glutathione 
peroxidase 4 (GPX4), acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 (ACSL4), Claudin-1, and diamine oxidase (DAO). 
Hematoxylin-eosin  (HE)  staining was performed  to evaluate  intestinal mucosal pathological damage, and Chiu scoring 
was applied. Immunohistochemistry was used to assess the percentage of positive expression areas for GPX4, DAO, and 
JNK. Transmission  electron microscopy  (TEM) was  employed  to  observe mitochondrial  ultrastructure.  Results  The 
number  of  surviving  rats  at  24  hours  in  the PhGs  group was  significantly  higher  than  that  in  the  sepsis model  group 
(8  vs.  6,  P  <  0.05).  Serum  levels  of  TNF-α  (ng/L:  30.30±5.06  vs.  62.20±3.41),  IL-1β  (ng/L:  273.90±7.99  vs. 
433.30±8.42),  IL-4  (ng/L: 15.24±1.86 vs. 26.40±1.57),  IL-10  (ng/L: 28.07±1.62 vs. 53.07±3.36), MDA (μmol/L:  
4.13±0.41 vs. 6.67±0.51), D-LDH (kU/L: 6.77±0.55 vs. 18.12±1.03), and Fe2+  (μmol/L: 16.13±0.45 vs. 19.20± 
0.56) were all significantly decreased in  the PhGs group compared with  the sepsis model group (all P < 0.05). Among 
the above indicators, no statistically significant differences were observed between the PhGs group and the DFO group 
for  all  parameters  (all  P  >  0.05).  Western  blotting  results  showed  that  the  p-JNK/JNK  protein  expression  [(p-JNK/
JNK)/β-actin:  2.31±0.13  vs.  3.41±0.11]  and  ACSL4  protein  expression  (0.44±0.02  vs.  0.86±0.13)  in  the  PhGs 
group were  significantly  lower  than  those  in  the  sepsis model  group, while GPX4 protein  expression  (GPX4/β-actin: 
0.48±0.03 vs. 0.31±0.01), Claudin-1 protein expression  (Claudin-1/β-actin: 0.97±0.03 vs. 0.69±0.03), and DAO 
protein expression (DAO/β-actin: 0.68±0.04 vs. 0.32±0.03) were all significantly restored compared with the sepsis 
model group (all P < 0.05). HE staining demonstrated that the Chiu score in the PhGs group was significantly lower than 
that  in  the  sepsis model group  (1.75±0.71 vs. 3.17±0.41, P < 0.05).  Immunohistochemical  results  revealed  that  the 
percentages of GPX4-positive expression area [(24.29±2.53)% vs. (16.55±2.64)%] and DAO-positive expression area 
[(16.99±2.34)% vs. (5.64±0.35)%] in the PhGs group were significantly higher than those in the sepsis model group, 
while the percentage of JNK-positive expression area [(14.32±0.77)% vs. (38.06±1.72)%] was significantly lower (all 
P < 0.05). Transmission electron microscopy observation showed that the mitochondrial structure in the PhGs group was 
largely intact, with markedly attenuated damage compared with the sepsis model group.  Conclusions  PhGs exert a 
protective effect on the intestinal barrier in CLP-induced septic rats. The underlying mechanism may be associated with 
the  inhibition  of  JNK  signaling  pathway  activation,  upregulation  of  GPX4,  and  downregulation  of  ACSL4  expression, 
thereby suppressing ferroptosis.

【Key words】  Sepsis-associated  intestinal  injury;  Phenylethanoid  glycosides;  c-Jun  N-terminal  kinase; 
Ferroptosis
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关［13-14］。既往研究证实，JNK 作为丝裂素活化蛋

白激酶（mitogen activated protein kinase，MAPK）下

游经典的炎症信号通路［15-17］，在脓毒症和铁死亡发

生过程中发挥着重要作用［18］，该通路“级联放大”

的特征与脓毒症“炎症瀑布”效应密切相关［19］，故

积极寻找经 JNK 通路调控铁死亡且有临床转化价

值的活性物质，对脓毒症的预后和早期干预有现实 

意义。

  管花肉苁蓉作为荒漠肉苁蓉的良好替代品，有

着更高的药用价值，同时也具备“药食同源”的潜

在属性［20］。现代药理学研究证实，管花肉苁蓉的活

性成分苯乙醇苷（phenylethanoid glycosides，PhGs）

具有抗氧化、抗炎、抗应激、调节免疫、抗衰老等作

用［21］，并且中医学理论认为 PhGs 有补肾益精、润

肠通便的功效［22-23］，这与脓毒症肠道损伤的防治

需求高度契合，因此，本研究以临床实际困难为导

向，通过构建 SD 雄性大鼠脓毒症肠道损伤模型，

验证 PhGs 经 JNK 信号通路调控铁死亡核心蛋白，

如谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4， 

GPX4）、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（acyl-

CoA synthetase long-chain family member 4，ACSL4）

来实现保护大鼠肠道屏障及抑制炎症的作用，从而

为靶向肠道保护、铁死亡抑制剂的研发及临床转化

提供实验依据和理论支撑。

1  材料和方法

1.1  实验动物：选择 72 只 8～12 周龄、体质量

（200±20）g 的 SPF 级雄性 SD 大鼠适应性饲养 3 d

（环境温度24 ℃、环境湿度40%、光照/黑暗各12 h、

自由进食水），制模前 12 h 禁食不禁饮。实验动物

生产许可证：SCXK（新）2023-0001，实验动物使用

许可证号：SYXK（新）2023-0004。

1.2  实验动物分组及处理：将大鼠按随机数字表

法分为假手术组、脓毒症模型组、PhGs 组、PhGs+
铁死亡激活剂 Erastin 组、铁死亡抑制剂去铁胺

（deferoxamine，DFO）组、Erastin 组。其中假手术

组仅在左下腹行切开缝合术〔切口长度（1.5± 

0.3）cm〕；脓毒症模型组〔采用盲肠结扎穿孔术（cecal 

ligation and puncture，CLP）制备脓毒症大鼠模型。

具体操作：结扎盲肠近心端 1 cm 处（第一切迹），并

用 20G 的针头穿刺 2 次，挤出芝麻粒大小的粪便后

还纳至腹腔，缝合腹壁〕；PhGs 组于制模后，在大鼠

完全复苏清醒后给予 200 mg/kg PhGs 灌胃（药物容

积控制在 2 mL 内）；PhGs+Erastin 组于制模复苏后

给予大鼠 PhGs 灌胃（200 mg/kg）和腹腔注射 Erastin

（20 mg/kg）；铁死亡抑制剂 DFO 组于制模后皮下注

射 DFO（20 mg/kg）；Erastin 组于制模后腹腔注射

Erastin（20 mg/kg）作为阳性对照。

1.3  伦理学：本研究符合医学伦理学标准，并

经新疆医科大学动物伦理委员会批准（审批号： 

IACUC-JT-20250527-08），实验过程中动物处置方

法遵循 3R 原则。

1.4  检测指标及方法：采用异氟烷吸入麻醉（诱导

条件：氧气流速 2 L/min，异氟烷浓度 4%，3～5 min；

维持条件：氧气流速 1.2 L/min，异氟烷浓度 2%），各

组大鼠麻醉满意后先进行腹主动脉采血，室温静置

30 min，3 600 r/min（离心半径 8.7 cm）离心 15 min

后用1.5 mL EP管分装冻存于-80 ℃冰箱，以备后期

检测血中 D- 乳酸脱氢酶（D-lactate dehydrogenase，

D-LDH）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、Fe2+、白

细胞介素（interleukins，IL-1β、IL-4、IL-10）、肿瘤

坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水

平。采血后取全段小肠，截成若干份，分别保存至

4% 的多聚甲醛、液氮、2.5% 戊二醛，其中多聚甲

醛固定标本用于苏木素 - 伊红（hematoxylin-eosin， 

HE）染色观察肠道机械屏障的完整度和免疫组化染

色检测靶标蛋白的阳性表达面积；液氮冻存的标本

用于蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测靶

标蛋白的表达水平；戊二醛固定的标本用于透射电

镜观察各组小肠平滑肌内线粒体的铁死亡情况。

1.5  各组大鼠 24 h 存活率统计：制模后 24 h 内动

态观察各组大鼠存活情况，统计 24 h 存活率。

1.6  各组大鼠血浆中 D-LDH、MDA、Fe2+、IL-1β、

IL-4、IL-10、TNF-α 水平测定：取冻存的血浆，采

用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent  

assay，ELISA）的双抗体夹心法测定促炎因子IL-1β、 

TNF-α 和抑炎因子 IL-4、IL-10 水平，操作严格按

试剂盒说明书步骤进行。将各组大鼠血浆按预实验

比例稀释 3 倍加入 96 孔板，37 ℃孵育 2 h 后洗板 

5次，再加入检测抗体继续孵育1 h，显色反应终止后

于 450 nm 波长处测定吸光度（absorbance，A）值；采

用比色法测定上清液中 D-LDH、MDA 及 Fe2+ 含量，

操作按试剂盒说明书进行。通过酶标仪采集 A 值，

其中 D-LDH 在 450 nm 下采集 A 值，MDA 在 532 nm 

和 600 nm 处检测两组数据后以二者的差值表示最

终的 A 值，最后根据标准曲线方程换算成实际浓度；

Fe2+ 在 593 nm 处采集 A 值，各指标检测均设置标准
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品孔与空白对照孔，所有样本设立 2 个副孔，取平均

值进行统计分析。

1.7  采用 Western blotting 测定各组大鼠肠组织中

JNK、磷 酸 化 JNK（phosphorylated，p-JNK）、GPX4、

ACSL4、紧密连接蛋白 -1（Claudin-1）、二胺氧化酶

（diamine oxidase，DAO）的蛋白表达水平：提取各

组大鼠肠组织蛋白，所有实验操作均在冰上完成，

尽可能减少蛋白降解，在组织裂解液中提前加入新

鲜的蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂，用二喹啉甲酸 

（bicinchoninic acid，BCA）法定量后，将各组蛋白统

一调整为 2 g/L 浓度，跑胶时每组上样 5 μL，用 10%

的十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 

dodecyl  sulfate-polyacrylamide gel  electropheresis，

SDS-PAGE）分离，用孔径为 0.45 μm 的聚偏二氟

乙烯（polyvinylidene difluoride，PVDF）膜转膜，5%

脱脂牛奶封闭 2 h（快速封闭液 15 min），分别加入 

JNK（1∶2 000）、p-JNK（1∶2 000）、GPX4（1∶1 500）、 

ACSL4（1∶2 000）、 Claudin-1（1∶2 000）、 DAO 

（1∶1 000）及 β- 肌动蛋白（β-actin，1∶10 000）等

一抗，4 ℃摇床孵育过夜，含吐温的 Tris 缓冲盐溶

液（Tris-buffered saline solution with Tween 20，TBST） 

洗 膜 5 次，每 次 7 min，加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的二抗（1∶10 000） 

室温孵育 35 min，再次洗膜 5 次，每次 7 min，之后

电化学发光（electrochemiluminescentimm unoassay，

ECL）显色，凝胶成像系统采集条带，用 Image J 软件

分析目标蛋白灰度值，以 β-actin 为内参，计算相对

表达量，评估铁死亡、肠道损伤及炎症通路相关蛋

白在不同组别间丰度的变化。

1.8  采用HE染色观察肠组织机械屏障的病理学改

变：将各组大鼠小肠组织在冰板上切割成 3 cm 左

右的片段，迅速分装在有 4% 多聚甲醛水溶液的离

心管中，固定 7 d 后进行石蜡包埋、切片、HE 染色，

于光学显微镜下观察肠黏膜结构完整性、炎症细胞

浸润情况，以及绒毛形态、上皮连续性和固有层炎

症程度。参照 Chiu 评分标准对肠道损伤情况进行

分级，0 分为正常黏膜，5 分为严重坏死脱落，最终

取每组均值作为该样本的肠组织病理学评分。

1.9  采用免疫组化法检测各组大鼠 GPX4、DAO、

JNK 蛋白的阳性表达面积：前期处理过程与 HE 染

色相同，每组肠组织进行石蜡包埋后连续切片，厚

度为 4 μm，60 ℃烤箱烤片 2 h 后进行常规脱蜡至

水，后将切片浸泡在柠檬酸盐缓冲液中用微波炉加

热 100 ℃、8 min 进行抗原修复，再用 3% 过氧化氢

溶液室温孵育 20 min 消除内源性过氧化物酶活性，

滴加山羊血清室温封闭 30 min，去除多余液体后加

入 GPX4、DAO、JNK 蛋白一抗，4 ℃湿盒避光孵育

过夜；次日室温复温 1 h 后用 TBST 洗涤 3 次，每次 

5 min，加 HRP 标记的二抗室温孵育 1 h，3，3’- 二

氨基联苯胺（3，3’-diaminobenzidine，DAB）显色，苏

木素复染，脱水透明，中性树脂封片。每张切片在光

学显微镜下随机选取 5 个视野，采用 Image J 软件分

析各组 GPX4、DAO、JNK 蛋白的平均阳性面积，然

后用阳性面积占总面积的百分比来表示目标蛋白在

肠组织中的实际表达量。

1.10  透射电镜下观察小肠平滑肌细胞内线粒体形

态：将新鲜的小肠组织切割成 1 mm×1 mm×3 mm

的条状，立即放入提前 4 ℃预冷的 2.5% 戊二醛中，

避光固定 24 h，再经 1% 四氧化锇固定 2 h，梯度丙

酮脱水，环氧树脂包埋，用超薄切片机切片后再次

用醋酸铀 - 柠檬酸铅染色，置于透射电镜下观察线

粒体结构变化，重点观察线粒体双膜结构的完整性、

嵴的排列密度、颜色及大小等情况，从亚细胞形态

观察 PhGs 对炎症通路及铁死亡的调控作用。

1.11  统计学方法及样本量估算：使用 GraphPad 

Prism 10.0 软件进行统计分析，符合正态分布的计量

数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用

两独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，所有数据均进行正态性和方差齐性检验。P＜
0.05 为差异有统计学意义。本研究样本量计算使用

G*Power 3.1 软件进行，基于前期文献调阅，设定检

验效能 1-β＝0.8，α＝0.05，预期效应量f＝0.4，针

对6组单因素方差分析，计算出每组至少需要10只，

考虑到脓毒症模型动物病死率约 20%，最终确定每

组 12 只，以确保最终获得足够的有效数据，故后期

每组大鼠的统计数量由制模、干预后的实际数量 

为主。

2 结 果

2.1 各组大鼠制模后 24 h 死亡率统计：各组大鼠

在制模后进行存活统计，动态观察 24 h，各组每 2 h

统计一次，存活状态记“0”，死亡记“1”，之后将数

据汇总，输入 GraphPad Prism 10.0 软件生存模块进

行分析，假手术组无死亡（12 只），PhGs 组于制模后

24 h 内存活数量较脓毒症模型组提高（只：8 比 6），

与 DFO 组（8 只）比较差异无统计学意义（P＞0.05），

较 Erastin 组（5 只）亦明显提高，差异有统计学意义
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（P＜0.05）。提示PhGs可提高脓毒症大鼠的存活率，

并且这种效果与铁死亡抑制剂类似。

2.2 各组大鼠血中炎症因子含量比较：因 SD 大

鼠的 24 h 脓毒症模型属于中晚期脓毒症，大多数

炎症因子血中含量会在此时达峰，故在此刻收集血

样检测，不但能评估药物干预的效果，还能判断模

型的稳定性。为了使结论更客观，故选择了促炎因

子 TNF-α、IL-1β 和抗炎因子 IL-4 和 IL-10，从两

个方向综合判断炎症峰值时各组炎症因子的表达

水平（表 1）。6 组大鼠中假手术组各指标均为最低

值，代表生理状态下炎症指标的基线水平，Erastin

组各炎症指标水平最高，代表脓毒症状态下铁死亡

激发后的阳性对照。现将各组数据进行综合分析，

与脓毒症模型组比较，PhGs 组、PhGs+Erastin 组、

DFO 组的“TNF-α、IL-1β、IL-4、IL-10”均有不同

程度的下降（均 P＜0.05）；与 PhGs 组比较，DFO 组

的上述指标与其均无统计学差异（均 P＞0.05），而

PhGs+Erastin 组和 Erastin 组的上述指标与其均有

统计学差异（均 P＜0.05），提示 PhGs 在脓毒症背景

下的抗炎、抗氧化效果与 DFO 相当，且具有一定的

抗铁死亡属性，具体作用机制会在本实验后半部分

进一步验证。

D-LDH 及 Fe2+ 水平均明显升高（均 P＜0.05）；各药

物干预组与脓毒症模型组比较，除了 PhGs+Erastin

组的 MDA 差异无统计学意义（P＞0.05），其余各组

的 MDA、D-LDH、Fe2+ 水平差异均有统计学意义

（均 P＜0.05）；与 PhGs 组比较，DFO 组各指标差异

均无统计学意义（均 P＞0.05），PhGs+Erastin 组中

除 D-LDH 外，MDA 和 Fe2+ 差异均有统计学意义 

（均 P＜0.05）。

表 1 各组大鼠血中炎症因子水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

TNF-α

（ng/L）

IL-1β

（ng/L）

假手术组 12 7.90±1.34 11.09±  0.38
脓毒症模型组   6 62.20±3.41 a 433.30± 8.42 a

PhGs 组   8 30.30±5.06 b 273.90±  7.99 b

PhGs+Erastin 组   7 38.02±1.07 bc 373.00±  9.75 bc

DFO 组   8 30.56±2.98 b 234.20±16.04 b

Erastin 组   5 91.37±3.35 bc 547.50±20.60 bc

F 值 634.80 1 823.00
P 值 ＜0.05    ＜0.05

组别
动物数

（只）

IL-4

（ng/L）

IL-10

（ng/L）

假手术组 12 6.81±1.99 14.20±2.88
脓毒症模型组   6 26.40±1.57 a 53.07±3.36 a

PhGs 组   8 15.24±1.86 b 28.07±1.62 b

PhGs+Erastin 组   7 21.64±2.39 bc 35.81±2.09 bc

DFO 组   8 15.91±1.31 b 23.87±1.73 b

Erastin 组   5 42.01±0.15 bc 121.10±6.49 bc

F 值 308.60 983.40
P 值 ＜0.05 ＜0.05

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与脓毒症模型组比较，bP＜
0.05； 与 PhGs 组比较，cP＜0.05

表 2 各组大鼠血中铁死亡及肠道损伤指标比较（x±s）

组别
动物数

（只）

MDA

（μmol/L）

D-LDH

（kU/L）

Fe2+

（μmol/L）

假手术组 12 3.14±0.09 2.01±1.79 14.15±0.88
脓毒症模型组   6 6.67±0.51 a 18.12±1.03 a 19.20±0.56 a

PhGs 组   8 4.13±0.41 b 6.77±0.55 b 16.13±0.45 b

PhGs+Erastin 组   7 5.95±0.14 c 7.87±1.05 b 17.89±0.36 bc

DFO 组   8 3.55±0.18 b 5.49±1.05 b 15.35±0.68 b

Erastin 组   5 8.02±0.48 bc 36.34±1.08 bc 27.22±1.40 bc

F 值 210.20 635.10 231.90
P 值 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与脓毒症模型组比较，bP＜
0.05； 与 PhGs 组比较，cP＜0.05。

2.4  各 组 大 鼠 肠 组 织 中 JNK、p-JNK、GPX4、

ACSL4、Claudin-1、DAO 蛋白表达水平比较（图 1；

表 3）：与假手术组比较，脓毒症模型组中的 p-JNK/

JNK 和 ACSL4 蛋白表达量明显升高（均 P＜0.05），

GPX4、Claudin-1、DAO蛋白表达量明显下降（均P＜
0.05），提示炎症通路激活、铁死亡被触发；与脓毒症

模型组比较，PhGs 组、PhGs+Erastin 组、DFO 组的

p-JNK/JNK 和 ACSL4 蛋白表达量明显下降（均 P＜
0.05），GPX4、Claudin-1、DAO 蛋白表达量明显升

高（均 P＜0.05），而 Erastin 组的上述指标水平较脓

毒症模型组进一步恶化（均 P＜0.05），提示各组干

预有效且铁死亡阳性激发组设立成功。与 PhGs 组

比较，DFO 组各指标比较差异均无统计学意义（均

P＞0.05），而 PhGs+Erastin 组 p-JNK/JNK 和 ACSL4

的蛋白表达水平进一步升高（均 P＜0.05），GPX4、

Claudin-1、DAO的蛋白表达水平进一步下降（均P＜
0.05），提示 Erastin 可在一定程度上减弱 PhGs 的抑

炎和肠道保护作用。上述指标综合分析可知，“炎

症 - 铁死亡”双循环是构成脓毒症肠屏障损伤的

主要“驱动”因素，而 PhGs 可以同步参与抗炎、抗

氧化、铁死亡调控机制，较单靶点干预更具系统稳 

定性。

2.3  各组大鼠血浆中铁死亡及肠道损伤指标比较

（表 2）：与假手术组比较，脓毒症模型组的 MDA、
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分值均有不同程度的下降，且差异均有统计学意义

（均 P＜0.05）。与 PhGs 组比较，除 Erastin 组分值进

一步升高外（P＜0.05），PhGs+Erastin 组、DFO 组分

值差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

表 3 各组大鼠肠组织中相关蛋白的表达情况（x±s）

组别
动物数

（只）

（p-JNK/JNK）/

β-actin

GPX4 蛋白表达

（GPX4/β-actin）

ACSL4 蛋白表达

（ACSL4/β-actin）

Claudin-1 蛋白表达

（Claudin-1/β-actin）

DAO 蛋白表达

（DAO/β-actin）

假手术组 12 2.04±0.07 0.63±0.03 0.22±0.02 1.27±0.01 0.89±0.03
脓毒症模型组 6 3.41±0.11 a 0.31±0.01 a 0.86±0.13 a 0.69±0.03 a 0.32±0.03 a

PhGs 组 8 2.31±0.13 b 0.48±0.03 b 0.44±0.02 b 0.97±0.03 b 0.68±0.04 b

PhGs+Erastin 组 7 2.46±0.13 bc 0.41±0.01 bc 0.64±0.02 bc 0.90±0.04 bc 0.52±0.05 bc

DFO 组 8 2.58±0.10 b 0.51±0.02 b 0.45±0.02 b 1.11±0.07 b 0.67±0.02 b

Erastin 组 5 3.83±0.15 bc 0.22±0.03 bc 1.21±0.09 bc 0.56±0.03 bc 0.21±0.02 bc

F 值 107.200 111.800 79.940 126.700 169.100
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与脓毒症模型组比较，bP＜0.05；与 PhGs 组比较，cP＜0.05

表 4 各组大鼠肠组织 Chiu 评分比较（x±s）

组别 动物数（只） Chiu 评分（分）

假手术组 12 0.58±0.51
脓毒症模型组   6 3.17±0.41 a

PhGs 组   8 1.75±0.71 b

PhGs+Erastin 组   7 1.78±0.83 b

DFO 组   8 1.88±0.84 b

Erastin 组   5 4.60±0.55 bc

F 值 29.820
P 值   0.001

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与脓毒症模型组比较，bP＜
0.05；与 PhGs 组比较，cP＜0.05

2.5  各组大鼠肠组织病理学观察及 Chiu 评分比较

（图 2；表 4）：光镜下观察显示，假手术组小肠绒毛

细长、规整，绒毛顶端无破损、溶解现象，小肠隐窝

排列紧密，毛细血管未扩张充血，小肠隐窝丰富、上

皮完整；脓毒症模型组肠道绒毛变短、变宽，顶端

出现绒毛破裂，绒毛内部及基底层炎症细胞浸润明

显；PhGs 组较脓毒症模型组绒毛顶端崩解现象减

轻；PhGs+Erastin 组绒毛顶端崩解现象较脓毒症模

型组有所缓解，但小肠隐窝仍大部分消失。DFO 组

小肠绒毛顶端虽有破裂、崩解，但较脓毒症模型组、

PhGs+Erastin 组明显缓解；Erastin 组小肠绒毛大量

溶解、脱落，黏膜肌层与黏膜下层出现分离，毛细血

管扩张，炎症细胞浸润明显。对各组 HE 切片进行

肠道 Chiu 评分，与假手术组比较，脓毒症模型组的

评分明显升高（P＜0.05），提示造模成功；与脓毒症

模型组比较，PhGs 组、PhGs+Erastin 组、DFO 组的

2.6  各组大鼠肠道损伤中线粒体形态及铁死亡相

关指标阳性表达情况比较（图 3～4；表 5）：与脓毒

症模型组比较，PhGs 组、PhGs+Erastin 组、DFO 组

中 GPX4 和 DAO 的阳性面积百分比均有不同程度

图 1  Western blotting 检测各组大鼠肠组织中 JNK、p-JNK、
GPX4、ACSL4、Claudin-1、DAO 的蛋白表达水平

注：A 为假手术组，B 为脓毒症模型组，C 为 PhGs 组， 
D 为 PhGs+Erastin 组，E 为 DFO 组，F 为 Erastin 组； 
黄色箭头代表小肠隐窝，红色箭头代表小肠绒毛

图 2  光镜下观察各组大鼠肠组织的病理学改变 
HE 染色　低倍放大
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的升高，且差异均有统计学意义（均 P＜0.05），而

JNK 的阳性面积百分比则出现回落（P＜0.05）；与

PhGs 组比较，PhGs+Erastin 组中的上述指标阳性面

积百分比差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；提示

PhGs 在肠道保护、炎症抑制方面存在积极意义，并

且与铁死亡激动剂存在拮抗作用。为了进一步确定

铁死亡在各组中作用，本研究在透射电镜下观察线

粒体结构变更，结果显示，假手术组线粒体形态规

整、双膜结构存在、线粒体嵴丰富，脓毒症模型组线

粒体膜部分溶解、线粒体嵴消失，PhGs 组线粒体存

在损伤，但与脓毒症模型组比较，形态及基础结构

均较好。PhGs+Erastin 组线粒体水肿明显，尤其是

线粒体嵴出现空泡现象，但未出现崩解，线粒体的主

要结构得到了一定程度的保留。DFO 组线粒体形

态也较脓毒症模型组有所恢复，主要体现在双膜结

构的修复和线粒体嵴的完整度方面。而 Erastin 组

出现线粒体体积变小、嵴消失、颜色加深，部分线粒

体膜溶解，这是铁死亡在线粒体上的典型表现，综合

来看，PhGs 组线粒体结构被很大程度保留，其效果

较 PhGs+Erastin 组好，与 DFO 组类似，进一步说明

PhGs 可通过抑制铁死亡实现对线粒体结构的保护

作用。

表 5 各组大鼠肠组织中 GPX4、DAO 以及
JNK 的阳性面积百分比比较（x±s）

组别
动物数

（只）

GPX4

（%）

DAO

（%）

JNK

（%）

假手术组 12 45.06±3.37 18.47±4.34 7.41±0.45
脓毒症模型组   6 16.55±2.64 a 5.64±0.35 a 38.06±1.72 a

PhGs 组   8 24.29±2.53 b 16.99±2.34 b 14.32±0.77 b

PhGs+Erastin 组   7 21.78±3.53 b 13.90±1.95 b 15.56±1.05 b

DFO 组   8 31.68±2.95 bc 18.38±3.17 b 12.19±1.57 bc

Erastin 组   5 6.82±1.14 bc 2.22±0.11 c  48.53±1.95 bc

F 值 162.500 52.480 916.600
P 值     0.001   0.001     0.001

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与脓毒症模型组比较，bP＜
0.05；与 PhGs 组比较，cP＜0.05

图 3  透射电镜下观察各组大鼠肠组织线粒体结构改变　醋酸铀 - 柠檬酸铅染色　低倍放大

图 4  免疫组化观察各组大鼠肠组织中 GPX4、DAO、JNK 的阳性面积表达　免疫组化染色　低倍放大

3 讨 论

  脓毒症的发病机制复杂、治疗困难与诱发炎症

的通路较多、个体差异大、炎症级联放大的时间窗

口较短、免疫功能紊乱有关［24］，因常伴多器官功能

障碍，单一器官、单一靶点的干预难以扭转病情进

展，故积极保护炎症“枢纽”器官 - 肠道屏障的完整

性对其他器官的恢复有积极意义。铁死亡的研究

已有十几年的发展历程［25］，近几年来，在脓毒症背

景下的研究日益受到关注［26］，但在脓毒症肠道损伤

的领域中，铁死亡的报告仍较少，肠道作为与外界相
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通、体内最大的消化和排泄器官，除了吸收营养物

质和水分外，还参与免疫调节和代谢重编程［27］。肠

道内数以亿计的神经元能独立完成蠕动、吸收、分

泌等功能［28］，并且通过负向调控与大脑进行沟通，

调整神经递质的释放，从而对情绪、认知行为产生

影响。此外，肠道菌群通过对物质的分解、合成来保

持机体的生理平衡，同时与各个器官存在关联［29］，

如“脑 - 肠轴［30］ ”“心 - 肠轴［31］ ”“肺 - 肠轴［32］ ” 

“肾 - 肠轴［33］ ”“肝 - 肠轴［34］ ”等，所以在脓毒症

背景下，保护肠道功能非常重要。从生理发育的角

度看，肠道拥有的“机械屏障”“化学屏障”“免疫屏

障”“生物屏障”多重屏障保护，也说明肠道在维护

机体健康中发挥着不可替代的作用。

  JNK 是 MAPK 信号通路的下游靶点，是真核生

物中调控增殖、凋亡、应激、炎症的关键通路［35］，主

要通过 MAPK 激酶的激酶—MAPK 激酶—MAPK 

（MAP3K—MAP2K—MAPK）3 层 级 联 放 大 效 应，

将细胞外的信号转移到细胞内，该通路包括细

胞 外 信 号 调 节 激 酶（extracellular signal-regulated 

kinase，ERK1/2/3/4）、p38 MAPK、JNK1/2/3、ERK5

几个亚族，其中与炎症应激和免疫调节最相关的

是 JNK 亚族［36］，当细胞膜接收到 TNF-α、IL-6、

IL-1β 等炎症因子刺激或 Toll 样受体 4/ 髓样分 

化因子 88（Toll-like receptor 4/myeloid differentiation 

factor 88，TLR4/MyD88）等 通 路 活 化 的 信 号 后，

JNK1/2/3 会进一步被激活，上调核转录因子 -κB 
（nuclear factor-κB，NF-κB）等通路实现炎症的指

数级放大效应，若能有效抑制该通路，会对脓毒

症的炎症“瀑布”反应起到很好的抑制作用［37］。 

既往研究显示，PhGs 通过改善肠道菌群丰度可增

强肠道屏障功能、提升抗氧化能力［38］，这为后期进

行肠道菌群和相关代谢产物的研究提供了线索。

本研究结果显示，PhGs 除了能增加 GPX4 在肠道

组织中的表达量、减少铁死亡代谢产物 MDA 的

生成、保护线粒体物理结构的完整性外，还能抑制

炎症放大的 JNK 信号通路，从抗炎和抑制铁死亡 

2 个角度实现对肠道屏障的保护作用。从 PhGs 组、

PhGs+Erastin、Erastin 组各项数据中可以看出，采用

PhGs 干预后，Erastin 的药效被显著削弱，提示二者

存在拮抗作用；从脓毒症模型组、PhGs 组、Erastin

组线粒体形态的改变程度上，再次验证了 PhGs 有

修复线粒体膜结构和抵抗铁死亡的功能。又因管花

肉苁蓉有“药食同源”的潜在特性，在向大众普及应

用中有天然优势，其安全性高、不良反应小［23］，与现

代医学倡导的“治未病”理念高度契合，为开发脓毒

症肠道保护药物提供了初步的实验依据。   

  本研究结果显示，脓毒症背景下肠屏障损伤

与 JNK 通路的激活高度关联，而 PhGs 干预后不仅

能显著抑制铁死亡相关线粒体损伤，更能通过调控

JNK 信号通路抑制炎症因子的级联放大，减轻肠道

上皮细胞损伤及紧密连接蛋白降解，从而有效维持

肠道屏障的完整性。本研究的局限性：① 本研究涉

及的药物安全性依据由文献获得［39］，所使用的药物

浓度属于安全范围，但未进行“量效关系”的探索。 

② 因实验条件限制，未进行靶向 JNK 通路的抑制或

激发实验，主要依据文献［5-19］阐明 JNK 参与铁死亡

路径，本实验是通过 PhGs 和 Erastin 对 JNK 通路进

行双向调节，来同步观察炎症指标和铁死亡指标的

变化。③ 未在细胞实验中验证上述通路的表达和

铁死亡的干预情况；故该研究结果仅代表 PhGs 对

脓毒症大鼠肠道屏障有保护作用，人体的应用目前

仅停留在保健品阶段，达到急救应用和重病预防的

层面还需后期严格的临床研究。

4 结 论

  本研究在 SD 大鼠 CLP 模型中探讨管花肉苁蓉

活性成分 PhGs 对 JNK 信号通路及铁死亡的调控作

用，观察肠道屏障损伤是否与二者存在关联。研究

组别上本研究设置了铁死亡激动剂和抑制剂的“拯

救实验”及“药物互作”验证，旨在说明 PhGs 具有

阻断“炎症 - 铁死亡”循环、保护肠道屏障的潜在

作用。故本研究初步得出以下结论：① 苯乙醇苷

可显著提高脓毒症大鼠 24 h 存活率（PhGs 组 8 只

较脓毒症模型组 6 只存活率提升 17%）。② 苯乙醇

苷能抑制 JNK 通路的活化、降低血中有关炎症、铁

死亡及肠道损伤指标水平。③ 苯乙醇苷通过上调

GPX4、下调 ACSL4 表达，减轻肠黏膜病理损伤并维

持线粒体结构完整。
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