
 

血必净注射液干预 cGAS/STING通路对脓毒症
急性肺损伤的改善作用

秦响英，张力元，唐嘉辉，岳　孟，寇俊萍，张媛媛*

（中国药科大学中药学院中药药理与中医药学系, 南京 211198）

摘　要　探讨血必净注射液（Xuebijing injection，XBJ）干预 cGAS/STING 通路减轻脓毒症诱导的急性肺损伤（acute lung

injury，ALI）的作用。采用盲肠结扎与穿刺（CLP）建立小鼠脓毒症 ALI 模型，LPS 刺激 RAW264.7 细胞构建细胞炎症模

型。利用 HE 染色、ELISA 法、Western blot 等方法，考察 XBJ 对脓毒症小鼠肺组织损伤与 cGAS/STING 通路相关蛋白表达的

影响。结果发现，在体内，XBJ 干预能够缓解肺组织损伤，降低血清 IL-6、TNF-α、IFN-β、IL-1β 水平，肺组织 cGAS、STING、

p-TBK1 和 p-IRF3 蛋 白 的 表 达 。 在 体 外 ，XBJ 干 预 后 能 够 降 低 RAW264.7 细 胞 相 关 炎 症 因 子 mRNA 水 平 ， 以 及

cGAS/STING 通路蛋白的表达。结果表明，XBJ 能够通过抑制 cGAS/STING 通路活化，抑制炎症反应而发挥防治脓毒症

ALI 的作用。本研究为临床 XBJ 防治脓毒症 ALI 提供新的分子机制。
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Abstract    To investigate the effect of Xuebijing injection (XBJ) on cGAS/STING pathway in alleviating sepsis-
induced  acute  lung  injury  (ALI),  the  mouse  sepsis-induced  ALI  model  was  established  by  cecal  ligation  and
puncture  (CLP),  and  the  cell  inflammation  model  was  constructed  by  LPS  stimulating  RAW264.7  cells.  The
effects  of  XBJ on lung tissue  injury  and cGAS/STING pathway-related  protein  expression  in  septic  mice  were
investigated by HE staining, ELISA, and Western blot. The results showed that XBJ intervention could alleviate
lung  tissue  injury,  reduce  serum  IL-6,  TNF-α,  IFN-β,  IL-1-β  levels,  and  the  expression  of  cGAS,  STING,  p-
TBK1, and p-IRF3 proteins in lung tissue in vivo, and reduce the mRNA level of related inflammatory factors in
RAW264.7  cells  and  the  expression  of  cGAS/STING  pathway  proteins in  vitro.  The  results  showed  that  XBJ
could play a role in the prevention and treatment of sepsis-induced ALI by inhibiting the inflammatory response
via inhibition of the activation of cGAS/STING pathway. This study provides a new molecular mechanism for the
clinical prevention and treatment of sepsis-induced acute lung injury with XBJ.
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脓毒症是临床常见的危重症疾病之一，往往导

致重症监护病房患者多器官衰竭。当脓毒症发生

后，大量的促炎细胞因子被全身释放，易导致过度

炎症、多器官衰竭，甚至死亡[1]。在脓毒症的所有并

发症中，急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是最早

和最严重的 [2]。脓毒症 ALI是一种炎症失衡的疾

病，目前相关治疗的关键是快速有效地控制或减少

其过度炎症反应[3]。

干扰素基因刺激因子（stimulator of interferon
genes，STING）是 cGAS/STING通路的重要下游调

节剂，可检测来自受感染病原体和受损宿主组织的

双链 DNA（dsDNA），从而形成Ⅰ型干扰素（IFN）并

产生严重的炎症反应，进而加重器官损伤[4]。在感

染、细胞损伤等情况下，cGAS/STING已成为关键炎

症介质 [5]。许多研究表明，cGAS/STING信号传导

的功能异常与脓毒症 ALI的发病机制密切相关[6]，

参与调节 NETs介导的 ALI[7]。因此，干预 cGAS/
STING通路介导的炎症反应可能是治疗脓毒症诱

导的 ALI的可行策略。

血必净注射液（Xuebijing injection，XBJ）是一

种中药复方注射液，由红花、赤芍、川芎、丹参、当

归组成[8]，具有活血化瘀，清热凉血的作用，临床上

广泛用于脓毒症的治疗。临床研究表明，XBJ治疗

可以降低脓毒症患者 28 d的病死率[9]，此外，也可以

通过减少炎性细胞因子，缓解凝血和微循环，改善

肺炎患者症状[10]。动物实验表明，XBJ可通过逆转

GSDMD相关途径来抑制 NETs形成，改善脓毒症

诱导的 ALI[11]。然而，XBJ是否通过干预 cGAS/
STING通路对脓毒症 ALI发挥保护作用尚不可

知。本研究主要探讨 XBJ干预 cGAS/STING通路

对脓毒症所致 ALI的影响及分子机制，为 XBJ的
临床应用提供新的依据。 

1    材　料
 

1.1    试　剂

血必净注射液（天津红日药业股份有限公司）；

脂多糖（LPS，美国 Sigma公司）；小鼠 IL-1β、IL-6、
TNF-α和 IFN-β ELISA试剂盒（上海恒远生物科技

有限公司）。cGAS和 STING抗体（美国 Proteintech

公司），p-TBK1、p-IRF3、TBK1、IRF3（美国 Abmart
公司），β-actin抗体（成都正能生物技术有限责任公

司），其他试剂均为市售分析纯。 

1.2    仪　器

NanoZoomer2.0RS型数码病理切片扫描仪（日

本 Hamamatsu公司）； Infinite200Pro酶标仪（瑞士

Tecan公司）；1645050型湿法电转膜仪、凝胶成像

仪（美国 Bio-Rad公司）。 

1.3    动　物

ICR小鼠，由华创信诺（江苏）医药科技有限公

司提供，实验动物生产许可证号为 SCXK（苏）2020-
0009，雄性，8周龄，体重（18~22 g）。所有动物实验

均符合动物伦理委员会标准。 

1.4    细胞系

小鼠单核RAW264.7细胞来源于ATCC细胞库。 

2    方　法
 

2.1    体内实验 

2.1.1　动物分组与模型制备　小鼠随机分为 6组：

假手术组（Sham）、模型组（Model）、低（1 mL/kg）、
中（2 mL/kg）、高（4 mL/kg）剂量 XBJ组和阳性对照

地塞米松组（5 mg/kg）。各组小鼠于造模前禁食

12 h，小鼠腹腔注射 1%戊巴比妥钠（60 mg/kg）进行

麻醉后，剔除腹部毛，消毒，沿腹中线剪开约 1
cm的伤口，找到盲肠，用 5-0缝合线结扎 1/3处盲

肠，20号注射针头于结扎端穿孔，并挤出少许粪便，

将盲肠塞回腹中，然后用 5-0缝合丝线间断缝合伤

口，随后皮下注射生理盐水 50 mL/kg以抗休克，假

手术组的小鼠除了盲肠结扎和穿刺外，其余均进行

相同的操作。术后 24 h处死小鼠，收集静脉血和肺

组织样本进行进一步分析[12]。 

2.1.2　HE 染色　取左上叶肺组织，用 PBS清洗，

4%多聚甲醛固定 24 h，经石蜡包埋，切片，染色后，

数字病理切片扫描仪扫描切片，参照文献 [13]对各

组小鼠肺损伤进行评分，评分范围为 0~4分，评分

越高损伤越严重。 

2.1.3　肺组织湿重/干重比值测定　取全肺称重记

为湿重，然后在 80 ℃ 的烘箱中孵育 48 h后称重，

并记为干重，计算湿重/干重比值。 
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2.1.4　ELISA 检测血清中炎症因子含量　取各组小

鼠的血清样本，采用 ELISA试剂盒检测 TNF-α、IL-
1β、IL-6、IFN-β含量，按照试剂盒说明书进行测定。 

2.1.5　Western blot 检测肺组织蛋白表达　称取肺

组织 100 mg，加入 RIPA裂解液 100 μL进行组织

研磨，4 ℃ 裂解 30 min，4 ℃，12 000 r/min，10 min
离心后取上清，采用 BCA进行蛋白定量。蛋白

定量后采用 SDS-PAGE凝胶电泳 80  V， 30  min；
120 V，1 h，200 mA湿法转膜 100 min。电泳转模结

束后，5% BSA室温封闭 2 h，加入 cGAS、STING、

p-TBK1、p-IRF3、TBK1、IRF3和 β-actin一抗 4 ℃
过夜孵育，回收一抗，TBST洗 3次（每次 5 min）；加
入对应二抗室温孵育 2 h后，TBST洗 3次（每次

5 min），使用 ECL显影液，通过凝胶成像仪拍照。 

2.1.6　免疫组化法检测肺组织 cGAS、STING 蛋白

表达　取各组肺组织石蜡切片，根据免疫组化试剂

盒说明书，采用进行抗原修复，封闭内源性过氧化

物酶，孵育 cGAS和 STING抗体。经切片扫描仪拍

照后，使用 Image J软件进行统计分析。 

2.2    体外实验 

2.2.1　细胞培养与处理　将 RAW264.7细胞用

10% FBS，DMEM培养基，置于条件为 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养，待细胞密度到 80%~90% 时，进

行传代。将 RAW264.7细胞接种于培养皿，培养 12
h贴壁后，随机分为空白对照组、模型组（LPS组）、

3个不同剂量 XBJ组（2, 5, 10 μL/mL）。除空白对

照组外，其余组加入 1 μg/mL LPS刺激 24 h。 

2.2.2　RT-qPCR　待 RAW264.7细胞经造模给药

处理后，采用 TRIzol法提取总 RNA，再严格按照反

转录和荧光试剂盒说明进行逆转录和荧光定量。 

2.2.3　Western blot 检测 RAW264.7 细胞相关蛋白

表达　处理细胞后，随机分为空白对照、空白对照+
XBJ（10 μL/mL）、LPS、LPS + XBJ（10 μL/mL）组，

收集细胞，加入 RIPA细胞裂解液提取蛋白，采用

BCA进行蛋白定量，按“2.1.5”项方法进行 Western
blot检测。 

2.3    统计学分析

x̄± s所有数值均以 表示进行表述 ，并通过

GraphPad Prism 9软件进行统计分析。两组数据间

的差异性通过 Student’s t 检验进行评估，而当涉及

多组比较时，则首先应用单因素方差分析（One-Way

ANOVA），随后进行相应检验。P < 0.05时，认为数

据间存在统计学上的显著差异。 

3    结　果
 

3.1    XBJ 改善脓毒症 ALI 小鼠导致的肺组织损伤

通过 CLP构建小鼠脓毒症 ALI模型，考察

XBJ对 CLP小鼠肺组织损伤的影响。HE染色结

果显示，假手术组小鼠肺组织结构清晰，无明显损

伤，在模型组小鼠的肺部组织中，观察到明显的组

织损伤，表现为血管破裂，伴随血细胞的外渗现

象，出现明显的炎性细胞浸润，支气管及血管周围

局部可见明显水肿，然而给予不同剂量 XBJ（1, 2,
4 mL/kg）干预后，肺部损伤较模型组均有不同程

度的减轻（图 1-A）。肺组织病理学评分结果显示，

与假手术组比，模型组的病理损伤评分显著升高

（P < 0.001），而高剂量 XBJ组能够显著降低其损

伤评分（图 1-B, P < 0.001）。如图 1-C所示，与假

手术组比，模型组小鼠肺湿重/干重比值显著升高

（P < 0.001），给予中、高剂量 XBJ后小鼠肺湿重/
干重比值显著降低（P < 0.001, P < 0.001）。如图 1-
D所示，模型组小鼠肺组织匀浆中髓过氧化物

酶 (MPO)活力显著增强（P < 0.001），其中高剂量

XBJ可显著抑制其 MPO活力（P < 0.001）。表明

XBJ尾静脉注射可改善脓毒症小鼠肺组织损伤。 

3.2    XBJ 降低脓毒症 ALI 小鼠血清中炎症因子水平

采用 ELISA测定小鼠血清中炎症因子表达变

化。与假手术组比，模型组小鼠血清中 IL-1β、IL-
6、TNF-α和 IFN-β水平均显著升高（P < 0.001），而
不同剂量 XBJ治疗后，TNF-α和 IFN-β水平均剂量

依赖性地明显下降。IL-1β和 IL-6水平在中、高剂

量 XBJ干预后均显著降低（图 2 A-D, P < 0.001）。
结果表明 XBJ可改善脓毒症小鼠全身炎症反应。 

3.3    XBJ 抑制脓毒症ALI 小鼠肺组织 cGAS/STING
通路活化

为了评估 XBJ对 STING通路的影响，采用

Western  blot和免疫组化检测 CLP小鼠肺组织

cGAS和 STING的表达。在正常生理条件下，给予

XBJ不会引起 STING和 cGAS表达变化，CLP小

鼠肺组织中 cGAS和 STING水平上调（P < 0.001），
而给予 XBJ干预后小鼠肺组织中 cGAS（P < 0.001）
和 STING（P < 0.05）水平明显下调（图 3-A，图 3-B）。
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免疫组化结果与 Western  blot结果一致（图 3-C~

图 3-E）。继续考察 STING通路下游蛋白的变化情

况，与 Sham组比，仅给予 XBJ小鼠肺组织中 TBK1、

IRF3磷酸化水平无明显变化，而 CLP组小鼠肺

组织中 p-TBK1/TBK1和 p-IRF3/IRF3比值显著升

高（P < 0.001），XBJ能够显著降低小鼠肺组织中

p-TBK1/TBK1和 p-IRF3/IRF3比值（图 3-F~图 3-G,

P  <  0.001, P  <  0.01）。结果表明 XBJ可以抑制
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Figure 1    Xuebijing injection (XBJ) alleviates lung tissue injury caused by sepsis-induced acute lung injury（ALI） mice
x ± s

x ± s
x ± s

A: Histopathological changes in the lung measured by HE staining (200 ×); B: Comparison of lung injury scores ( , n = 3); C: Lung
wet/dry (W/D) ratio was determined at 24 h after cecal ligation and puncture (CLP) ( , n = 8); D: Myeloperoxidase (MPO) activity in
lung tissue were determined at 24 h after CLP ( , n = 8)
Dex：Dexamethasone. ###P < 0.001 vs sham group； *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model group
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x ± sFigure 2    XBJ reduced the level of inflammatory factors in serum of sepsis-induced ALI mice ( , n = 6)
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cGAS/STING通路活化。
 

3.4    XBJ 抑制 LPS 刺激 RAW264.7 细胞产生炎症

因子

为了在体外验证 XBJ对 LPS刺激 RAW264.7

细胞炎症的影响，采用 RT-qPCR测定细胞中相关

炎症因子的转录水平。LPS刺激 RAW264.7细胞

24 h后，模型组 IL-1β、IL-6、TNF-α和 IFN-β mRNA

水平均显著升高（P < 0.001），不同剂量 XBJ（2, 5, 10

μL/mL）均可显著降低 IL-1β mRNA水平（图 4-A, P

< 0.01, P < 0.001）；其中 XBJ（5, 10 μL/mL）显著降

低 IL-6  mRNA水平 （图 4-B, P  <  0.001）；而只有

XBJ（ 10  μL/mL）能显著降低 TNF-α  mRNA水平

（图 4-C, P < 0.001）；同时 XBJ可显著降低 IFN-β

mRNA水平，并呈剂量依赖性（图 4-D, P < 0.001）。

表明在体外 XBJ能够抑制巨噬细胞炎症因子

转录。
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3.5    XBJ 抑 制 LPS 刺 激 RAW264.7 细 胞 cGAS/
STING 通路活化

为了考察体外 XBJ对 STING通路的影响，采

用 Western blot测定 RAW264.7细胞相关蛋白含量

的变化。给予正常培养细胞 XBJ对 STING通路蛋

白无明显影响，而 LPS刺激 24 h后，模型组 cGAS、
STING蛋白表达量相较于对照组显著升高（P <
0.001）；而相较于模型组，XBJ给药干预后 cGAS、

STING蛋白表达量显著降低（图 5-A，图 5-B, P <
0.001）；RAW264.7细胞正常状态下给予 XBJ不会

引起 TBK1、 IRF3磷酸化水平升高，LPS刺激后

TBK1、 IRF3磷酸化水平相比对照组明显升高

（P  <  0.001） ，而 XBJ给药后显著抑制了 TBK1、
IRF3磷酸化水平升高（图 5-C，图 5-D, P < 0.05, P <
0.001）。表明 XBJ可抑制细胞 cGAS/STING通路

活化。
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4    讨　论

肺部炎症是许多呼吸系统疾病（包括 ALI）的
常见病理生理特征 [14]。ALI的主要特征是炎症

因子的过度产生，以及肺部大量的炎症细胞浸

润 [15]。其中 IL-6和 TNF-α是最有效的炎症因子，

可触发、催化和放大全身炎症反应[16]。此外，IFN-
β在急性气道炎症的发展中也起着重要作用 [17]。

在脓毒症的早期阶段，中性粒细胞是防御病原体

的重要组成部分，MPO活性被用作中性粒细胞活

化的指标 [18]。本研究中给予不同剂量 XBJ干预

后，观察到小鼠肺湿重/干重比值明显下降，表明肺

水肿情况得到有效缓解。同时，肺组织结构明显

趋于完整，炎性细胞和淋巴细胞的浸润现象减少，

肺组织中 MPO活性也明显降低。检测血清中的

炎症因子含量，结果显示其含量显著降低，这证实

了 XBJ在治疗脓毒症 ALI中的积极作用。具体而

言，XBJ能够显著缓解肺肿胀，明显改善肺部的炎

性损伤，并有效抑制 ALI小鼠体内促炎细胞因子
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的释放，从而在治疗脓毒症 ALI方面展现出良好

的疗效。

XBJ的有效成分研究表明，复方中主要含有菲

醌类、内酯类、黄酮类和酚酸类等成分[19]，其中没食

子酸、绿原酸、氧化芍药苷、咖啡酸、洋川芎内酯Ⅰ

和丹酚酸 B显示出抗凝血活性[20]。洋川芎内酯Ⅰ

能够调节 MAPK和 NF-κB通路，减少 NET的形成

来改善脓毒症诱导的 ALI[21]。XBJ及其有效成分原

儿茶酸和丹酚酸 C能够通过抑制足细胞炎性损伤

缓解肾病综合征[22]。但 STING通路在 XBJ治疗脓

毒症中的作用，尚未见文献报道。因此，本文主要

探讨了 XBJ通过 cGAS/STING通路发挥其治疗脓

毒症 ALI的作用。

本文研究结果发现，在 CLP诱导的小鼠 ALI
模型中，肺组织的 cGAS、STING蛋白表达显著上

调，TBK1与 IRF3磷酸化水平升高，且血清中的炎

症因子 IL-6、IFN-β等的释放也呈现出显著增加的

趋势。然而，经 XBJ干预后，上述现象得到了明显

的逆转。为了深入探究 XBJ是否通过干预 cGAS/
STING通路来减轻细胞炎症，进而改善脓毒症

ALI，进一步在体外培养了 RAW264.7细胞，并研究

了 XBJ对 LPS诱导的 RAW264.7细胞炎症的影响

及其作用机制。结果显示，XBJ显著抑制了细胞炎

症的发生，并降低了 cGAS/STING通路相关蛋白的

表达水平以及 IL-6、IL-1β、TNF-α和 IFN-β的基因

水平，这与动物实验的结果相吻合。他人研究表

明，在 LPS诱导的巨噬细胞和肺组织中，mtDNA
和 STING的表达显著上调，抑制 STING可有效抑

制 ALI的发展 [23]。综上所述，XBJ可能通过抑制

cGAS/STING通路活化，从而抑制过度炎症反应，改

善脓毒症 ALI症状。

上述的研究结果丰富了 XBJ防治脓毒症

ALI的作用机制。然而，本研究仅对 cGAS/STING
通路进行了初步探索，对 STING通路上游以及更

深的影响机制尚未完全阐明，比如 STING的降

解。此外，XBJ作为复方制剂，成分复杂，药效物

质基础不明。鉴于此，仍需开展更为详尽和深入

的实验研究来丰富和发展脓毒症 ALI的相关理论

基础，并深入挖掘 XBJ中的药效物质，以期为改善

疾病预后、开发新型治疗药物提供科学依据。
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