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颗粒蛋白前体对脓毒症急性肺损伤小鼠肺组织
核转录因子-κB的表达的影响

彭乔治，徐 昉，林时辉

（重庆医科大学附属第一医院重症医学科，重庆　400016）

【摘 要】目的：探讨颗粒蛋白前体（progranulin，PGRN）对脓毒症急性肺损伤（acute lung injury，ALI）的影响及可能机制。方法：

将C57BL/6小鼠随机分为对照组（Control组）、急性肺损伤组（CLP组）、颗粒蛋白前体治疗组（CLP+PGRN组）。采用盲肠结扎

穿刺术（cecal ligation and puncture，CLP）构建小鼠脓毒症 ALI模型，CLP+PGRN 组在 CLP处理半小时后使用 PGRN 腹腔注射。

24 h后麻醉并处死小鼠，取小鼠肺HE染色观察肺组织病理损伤；TUNEL法检测肺部细胞凋亡情况；免疫荧光染色检测肺组织

中核转录因子-κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）水平；Western blot法检测NF-κB、总p65和磷酸化p65表达水平；RT-qPCR检

测NF-κB和炎症细胞因子水平。结果：和Control组相比，CLP组和CLP+PGRN组肺损伤加重，促炎细胞因子升高，肺组织中细

胞凋亡增加，NF-κB、p65和 p-p65的表达水平明显增加；与CLP组相比，CLP+PGRN组肺组织损伤和凋亡减轻，促炎细胞因子

降低，抑炎细胞因子升高，NF-κB、p65和 p-p65的表达明显减少。结论：PGRN可以减轻脓毒症小鼠急性肺损伤，其机制可能

与抑制NF-κB、p65表达和p65磷酸化有关。
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Effect of progranulin on the expression of nuclear factor-kappa B 
in lung tissue of mice with acute lung injury

Peng　Qiaozhi，Xu　Fang，Lin　Shihui

（Department of Critical Care Medicine，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University）
【Abstract】Objective： To investigate the effect and possible mechanisms of progranulin（PGRN） on acute lung injury（ALI） in sepsis. 
Methods：C57BL/6 mice were randomly divided into normal control group（Control group），acute lung injury group（CLP group），and 
PGRN treatment group（CLP+PGRN group）. Cecal ligation and puncture（CLP） was used to establish a mouse model of septic ALI，and 
the mice in the CLP+PGRN group were given intraperitoneal injection of PGRN at half an hour after CLP treatment. The mice were 
anesthetized and sacrificed after 24 hours，and lung tissue was collected for HE staining to observe the pathological damage of lungs； 
the TUNEL method was used to observe cell apoptosis in lungs；immunofluorescent staining was used to measure the level of nuclear 
factor-kappa B（NF-κB） in lung tissue；Western blot was used to measure the expression levels of NF-κB，total p65，and phosphory⁃
lated p65（p-p65），and RT-qPCR was used to measure the levels of NF- κB and inflammatory factors. Results： Compared with the 
Control group，the CLP group and the CLP+PGRN group had aggravated lung injury and significant increases in proinflammatory cyto⁃
kines，cell apoptosis in lung tissue，and the expression levels of NF- κB，p65，and p-p65. Compared with the CLP group，the CLP+
PGRN group had alleviation of lung injury and apoptosis，a reduction in proinflammatory cytokines，increases in anti-inflammatory cy⁃
tokines，and significant reductions in the expression levels of NF-κB，p65，and p-p65. Conclusion： PGRN can alleviate ALI in mice 

with sepsis，possibly by inhibiting the expression of NF-κB and p65 
and the phosphorylation of p65. 
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急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 
syndrome，ARDS）是 1 类以顽固性低氧血症为明显

特征的临床综合征，多急性起病，且伴随呼吸窘迫，

用常规氧疗难以纠正[1]。导致ARDS的原因较复杂，

可以由肺内、肺外等多种因素引起，在众多致病因

素中脓毒症导致的 ARDS 发病率高、死亡率高 [2]。

1 项全球 50多个国家进行的多中心研究表明，重症

监护病房中约 10.4% 的患者患有 ARDS，重症监护

室和医院 ARDS 患者的死亡率分别为 35.3% 和

40.0%，有高占比、高死亡率的特点[2]。尤其是在新

冠肺炎的初期阶段，ARDS 患者进入重症监护病房

的死亡率从 26% 到 61.5% 不等[3]。尽管 ARDS 的临

床治疗标准在不断演变，例如临床实体定义、分组

和精确治疗等，但ARDS是 1种异质性综合征，寻找

针对ARDS早期ALI阶段的个性化药物是未来治疗

的发展方向[4]。颗粒蛋白前体（progranulin，PGRN）
是 1种富含半胱氨酸的蛋白，在包括癌症、炎症、代

谢疾病中发挥重要作用[5]。有研究表明 PGRN 与肿

瘤坏死因子受体-2（TNF receptor-2，TNFR2）的相互

作用在PGRN对内毒素诱导的ALI的保护作用中起

关键作用[6]。NF-κB 是 1 种蛋白质复合物，参与控

制 DNA 转录、细胞因子生产和控制细胞凋亡等活

动，在免疫应答的调节中发挥关键作用[7]。多项研

究表明，药物可以通过降低NF-κB的表达来缓解炎

症状态[8]。本文从动物实验角度研究 PGRN 对 NF-
κB表达的影响，探讨PGRN对脓毒症致急性肺损伤

的影响及可能的机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

实验小鼠购自重庆医科大学实验动物中心，均为无特定

病原体（specific pathogens free，SPF）级。随机选择年龄 8~12
周龄，体质量20~25 g健康的雄性C57BL/6小鼠。

1.2　主要试剂

PGRN（MCE，美国）；兔抗NF-κB抗体、兔抗p65抗体、兔

抗 p-p65抗体、小鼠抗GAPDH抗体购买于美国Abcam公司；

TUNEL试剂盒（罗氏公司，瑞士）。

1.3　方法

1.3.1　动物分组及给药　取正常健康雄性 C57BL/6小鼠 15
只，随机分为 3 组：对照组（Control 组，n=5）、急性肺损伤组

（CLP组，n=5）、PGRN治疗组（CLP+PGRN 组，n=5）。在实验

开始前，将小鼠置于稳定的无特定病原体环境（室温 25~
27 ℃）中 1周后，采用 CLP法构建脓毒症 ALI模型，PGRN 治

疗组（CLP+PGRN 组）在建立 CLP 模型 PGRN 半小时后给予

PGRN（2 μg/只，腹腔注射）。在给药后 24 h 用吸入异氟烷

（RWD，美国）麻醉小鼠，取小鼠肺脏。

1.3.2　小鼠肺组织学染色　取小鼠左肺新鲜组织，在 4%多

聚甲醛中完全、充分浸泡24 h。对组织进行酒精梯度脱蜡、复

水，并制备厚度为 4 μm 的石蜡包埋切片。苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin staining，HE）染色后光镜下观察肺组织

病理改变情况。每组选择 5个不同视野，通过盲法进行独立

打分，最后汇总统计结果。根据肺泡充血、出血、中性粒细胞

浸润和透明膜形成情况，以MIKAWA[9]评分标准评价病理损

伤，打分标准为：无或极轻，0分；轻，1分；中，2分；重，3分；极

重，4 分。肺损伤评分结果以盲法获得，总分越高，损伤越

严重。

1.3.3　肺组织TUNEL检测　肺组织切片中的细胞凋亡率通

过 TUNEL检测试剂盒，遵循制造商提供的方案，在 400倍放

大倍数下测定显示 TUNEL阳性的细胞数。每组选择 5个不

同视野，通过盲法独立计数，最后汇总结果进行统计。

1.3.4　小鼠肺组织炎症细胞因子、NF-κB mRNA 检测　用

RNAiso Plus（Takara，日本）从细胞和器官中提取细胞总

RNA。用 SYBR 聚合酶链式反应试剂盒（Takara，日本）和

ABI PRISM 7 000聚合酶链式反应系统（Bio-Rad，美国）合成

cDNA。用特异性定量引物分析 NF-κB、炎症细胞因子与

GAPDH 的相对量。NF-κB、TNF-α 和 IL-10 引物由上海生

工公司设计并合成，NF-κB序列为F：5’-ATGGCAGACGATG
ATCCCTAC-3’，R；5’-CGGAATCGAAATCCCCTCTGTT-3’；
TNF-α序列为F：5’-CCAGGAGAGGCATTATGAGCA-3’，R：

5’-ACTGTCGGAGGTAGGAGTGC-3’；IL-10序列为F：5’-CT
TACTGACTGGCATGAGGATCA-3’，R：5’-GCAGCTCTAGGA
GCATGTGG-3’；GAPDH序列为 F：5’-AGGTCGGTGTGAAC
GGATTTG-3’，R；5’-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3’。
1.3.5　小鼠肺组织 NF-κB、p65和 p-p65蛋白检测　肺组织

和细胞在RIPA缓冲液（碧云天，中国）中裂解并添加蛋白酶

和磷酸酶抑制剂，最后进行匀浆。使用BCA分析试剂盒（碧

云天，中国）定量蛋白质浓度。通过 PAGE 胶分离蛋白质并

转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上，在 NF-κB、p65、p-p65 和

GAPDH抗体溶液中 4 ℃孵育过夜。洗膜后与抗兔抗体常温

孵育 1 h，使用 Bio-Rad 系统进行条带成像和密度分析。以

上涉及实验均重复3次或以上。

1.3.6　小鼠肺组织免疫荧光检测　取小鼠右肺上叶使用二

甲苯进行脱蜡，然后用梯度酒精进行再水化。随后，将切片

在正常山羊血清中浸泡 30 min，将切片浸于 NF-κB 多克隆

抗体溶液，并 4 ℃孵育过夜。用二氨基联胺显影，苏木素核

染色，中性胶封口。使用 VS200扫描仪（奥林巴斯，日本）获
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取实验图像，通过盲法进行计数并分析。

1.4　统计学方法

用 GraphPad Prism 8.0和 SPSS 21.0软件进行统计分析，

计量资料以均数±标准差（x±s）呈现。多组间计量资料比

较采用单因素方差分析，其组间两两比较采用 SNK-q法，检

验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　PGRN缓解小鼠脓毒症ALI模型肺组织损伤

Control组、CLP 组和 CLP+PGRN 组的肺部 HE 染色盲评

损伤评分分别为 4.670±0.471、15.670±0.471和 9.33±1.24；
两两相比，相对于Control组，CLP组肺部损伤程度明显升高

（P=0.000），CLP组可见血管周围和间质充血水肿，肺泡间隙

明显破坏，大量炎症细胞浸润（如黄色箭头所示）；相对于

CLP 组，CLP+PGRN 组治疗组肺部损伤程度得到缓解，肺泡

间隙破坏程度减轻，充血水肿得到改善，炎症细胞浸润同样

减少（如黄色箭头所示），差异有统计学意义（P=0.002）（图1）。

2.2　PGRN降低肺部促炎因子表达，升高抑炎因子表达

造模、治疗后取小鼠肺组织提取RNA，检测炎症因子在

mRNA水平的表达情况，从而评估PGRN对损伤肺组织的炎

症因子表达影响。其中，对于促炎细胞因子 TNF-α，各组表

达水平分别为 Control 组 1.000±0.237、CLP 组 3.09±1.07、
CLP+PGRN 组 1.330±0.148，CLP 组相较于 Control 组表达水

平明显升高，差异有统计学意义（P=0.007），经过治疗后

CLP+PGRN 组 TNF- α 表达水平相比 CLP 组降低明显（P=
0.030）。而对于抑炎细胞因子 IL-10，各组表达水平分别为

Control 组 1.000±0.121、CLP 组 0.949±0.176、CLP+PGRN 组

1.430±0.237，经过 PGRN 治疗后 CLP+PGRN 组 IL-10 表达

水平升高，差异有统计学意义（P=0.011）（图2）。

2.3　PGRN抑制肺部凋亡

Control 组、CLP 组和 CLP+PGRN 组的肺部 TUNEL 染色

结果显示凋亡细胞所占比例分别为（15.700±0.172）%、

（43.000±0.300）%、（33.300±0.133）%。其中，CLP 组凋亡

细胞占比相较于 Control 组明显升高（P=0.000），而 CLP+
PGRN组则比CLP组明显降低（P=0.005）（图3）。

2.4　PGRN抑制NF-κB表达

通过 WB检测小鼠肺组织 NF-κB蛋白水平，Control组、

CLP组和CLP+PGRN组的结果分别为 0.891±0.011、1.990±
0.207、0.862±0.122，CLP+PGRN组相比CLP组明显降低（P=
0.000）（图 4A）。通过 qRT-PCR 检测各组 NF-κB 在 mRNA
层面的表达水平，Control组、CLP 组和 CLP+PGRN 组的表达

水平分别为 1.000±0.031、4.220±0.188、2.970±0.103。CLP
组相比 Control 组，NF-κB 的表达水平明显升高（P=0.000），

而CLP+PGRN组相较于CLP组明显降低（P=0.030）（图 4B）。

根据免疫荧光染色的 Merge 结果统计，Control 组、CLP 组和

CLP+PGRN 组的 NF- κB 阳性细胞占比分别为（13.40±
3.17）%、（32.600±0.573）%、（16.20±3.37）%，NF-κB阳性细

注：a，与Control组比较，P=0.000；b，与CLP组比较，P=0.002
图 1　HE 染色检测 PGRN 对 CLP 介导的肺部损伤的缓解情况

（x±s，n=5）

    注：a，与Control组比较，P=0.007；b，与CLP组比较，P=0.011
图 2　PGRN 改变肺组织炎症因子表达（x±s，n=5）

  注：a，与Control组比较，P=0.000；b，与CLP组比较，P=0.005
图 3　TUNEL 染色检测肺组织凋亡水平（x±s，n=5）
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胞占比在CLP+PGRN治疗组中相比CLP组明显降低，2组差

异有统计学意义（P=0.002）（图4C）。

2.5　PGRN抑制p65和p-p65表达

通过检测小鼠肺部 p65和 p-p65的蛋白水平来探究 p65
和 p-p65 的变化情况。在 WB 结果中可见，CLP 组（1.830±
0.049）使 p65 水平相较于对照组（1.100±0.110）明显升高，

CLP+PGRN 组治疗（1.280±0.066）使 p65水平相较于 CLP组

明显降低，且差异有统计学意义（P=0.000）（图 5A）。小鼠肺

组织检测 p65磷酸化蛋白水平，各组表达水平分别为Control
组（1.000±0.122）、CLP 组（1.360±0.123）和 CLP+PGRN 组

（0.945±0.132）。相比于 Control 组，CLP 组 p65 磷酸化水平

升高明显（P=0.030），PGRN 治疗后 CLP+PGRN 组相比 CLP
组明显降低（P=0.032）（图5B）。

3　讨 论

急性呼吸窘迫综合征是重症医学领域高风险、

高死亡率临床综合征，随着我国人口的老年化，

ARDS的发病人数逐年提高。调查显示现重症监护

室内 ARDS 发病率达到 10% 以上，死亡率达到 40%
以上[10]。近年新型冠状病毒感染的全球大流行，更

是增高 ARDS 在重症监护室中的占比和病死率，武

汉初期救治的危重型 COVID-19 患者中，ARDS 发

病率高达 67%，给社会和公共卫生资源带来沉重的

负担[11]。目前对 ARDS 的临床治疗手段较局限，主

要分为机械通气治疗和非机械通气治疗 2 大类缺

乏，特异性药物治疗手段的缺乏仍是 ARDS 所面临

的巨大挑战[12]。在 ARDS 的发病机制中，错综复杂

的细胞因子网络由通路构成级联反应，最终导致肺

实质损伤、凋亡增加，早期阶段的诊疗至关重要[13]。

因此，寻找能有效控制细胞因子的 ALI特异性治疗

药物并研究其作用机制有十分重要的意义。

PGRN 是一种多功能糖蛋白，在中枢和外周内

广泛表达，在上皮细胞、神经元和巨噬细胞中高度

注：a，与Control组比较，P=0.000；b，与
CLP组比较，P=0.000

注：a，与Control组比较，
P=0.000；b，与 CLP 组比
较，P=0.030

A. 肺组织NF-κB蛋白相对表达量 B. 肺组织NF-κB mRNA
相对表达量

注：a，与Control组比较，P=0.001；b，与CLP组比较，P=0.002
C. 肺组织NF-κB阳性细胞占比

图 4　PGRN 对肺组织 NF-κB 表达的影响（x±s，n=5）

注：a，与Control组比较，P=0.000；b，与CLP组比较，P=0.000
A. 肺组织p65蛋白相对表达量

注：a，与Control组比较，P=0.030；b，与CLP组比较，P=0.032
B. 肺组织p-p65蛋白相对表达量

图 5　PGRN 对肺组织 p65 和 p-p65 表达的影响
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表达，在一些免疫细胞，如T细胞和树突状细胞中也

同样表达[14]。中枢也可参与神经发育、神经炎症、自

噬等生命活动，其功能障碍可能引起神经退行性疾

病，外周参与免疫细胞功能的调节，促进癌细胞的

增殖和转移[15-16]。PGRN可在炎症疾病中发挥作用，

有研究表明，PGRN可以通过调节免疫细胞的分化，

参与免疫应答的过程，对免疫系统功能产生影响，

如抑制巨噬细胞 M1型极化，同时减低 TNF-α 等炎

症因子产生[17]。此外，PGRN 在组织修复和再生过

程中发挥作用，能诱导细胞迁移和增殖，并在适当

条件下参与皮肤和脊髓损伤的修复[18]。该作用可能

是通过促进细胞增殖、血管生成和胶原合成介导

的[19]。在一些神经系统疾病中，如阿尔茨海默病和

帕金森病，PGRN 可通过将衰老和功能障碍的小胶

质细胞转化为抗病细胞，从而清除错误折叠的蛋白

质和碎片[20]。PGRN 与神经炎症的发生和发展相

关，可通过调控大脑免疫系统，将其从炎症状态转

变为生理平衡状态，从而纠正神经退行性疾病[21]。

PGRN的水平或功能改变可能与炎症疾病的严重程

度和预后相关，PGRN 水平的降低可能导致较差的

疾病结局[22-23]。同时 PGRN通过调控巨噬细胞功能

和成纤维细胞外基质分泌对抗肺部炎症疾病中常

见的纤维化的发生和发展[24-25]。适当的细胞凋亡对

于清除受损或异常的细胞是重要的，PGRN 促进肿

瘤坏死因子受体介导的内质网应激诱导调节细胞

凋亡过程，有助于维持肺部的正常结构和功能[26]。

ARDS 新生儿血清中 PGRN 高表达，miR-34b-5p 可

通过介导 PGRN 和炎症因子参与 ARDS 的发展[6]。

由此可见，PGRN可广泛参与炎症反应调节，调控巨

噬细胞、中性粒细胞和淋巴细胞等免疫细胞的功

能，在肺部炎症疾病中发挥作用[17]。

为了探究 PGRN 在 ALI 中发挥的作用，本研究

通过小鼠 CLP造模诱导构建 ALI模型，经过腹腔注

射 PGRN 溶液治疗，观察相关损伤恢复和细胞因子

表达情况。肺部HE染色结果表明，PGRN能有效缓

解肺部损伤状态（图 1）；TUNEL 染色检测肺组织凋

亡水平，结果说明 PGRN能抑制肺组织凋亡（图 3）；

RT-qPCR 检测肺组织炎症因子 mRNA 水平，在

PGRN 处理后促炎因子 TNF-α明显降低，抑炎因子

IL-10 明显升高（图 2）。以上结果提示 PGRN 作为

新靶向治疗药物应用于ALI的潜力。

NF-κB是一种重要的转录因子，参与许多疾病

的发生和发展。最新研究发现，NF-κB在炎症反应

中发挥关键作用，可通过介导细胞因子和免疫细胞

活化等方式参与类风湿关节炎、哮喘等炎症性疾

病[27]。NF-κB也可参与免疫应答调节，如系统性红

斑狼疮、多发性硬化等，NF-κB 的活化加重相关组

织损伤[28]。NF-κB 可以促进细胞增殖、抵抗凋亡，

同时促进血管生成促进肿瘤的发生、发展和转移，

与多种癌症的形成和演进相关[29]。在ARDS中，NF-
κB可通过促进多种细胞因子基因转录导致炎症和

组织损伤加重[30]。NF-κB 由 2 类亚基形成二聚体，

一类亚基包括 p65（RelA）、RelB和 C-Rel；另一类亚

基包括 p50 和 p52。p65 是 NF-κB 最常见的亚基之

一，它参与细胞增殖、炎症以及免疫等多种病理生

理性过程。当受到外界因素刺激时，p65 活化后启

动多种炎症基因的转录，诱导各种细胞因子表达[31]。
在 ARDS 中，p65 通过活化生成磷酸化 p65（p-p65）
促进炎症细胞的活化和浸润，影响肺泡上皮细胞和

血管内皮细胞的功能，加重肺泡上皮细胞的高凝和

纤溶，进一步加重炎症反应[32-33]。此外，p-p65还可

能参与 ARDS 中的氧化应激和细胞凋亡等过

程[34-35]。因此，降低 NF-κB、p65 以及 p-p65 水平或

可成为ARDS治疗的关键。

为了进一步探究PGRN在ALI中发挥作用的可

能机制，本研究在PGRN治疗后通过免疫荧光、RT-
qPCR和 WB对 NF-κB途径相关蛋白进行不同层次

的检测。小鼠肺部免疫荧光结果显示 NF-κB 阳性

细胞占比明显降低（图 4C），且在WB（图 4A）和RT-
qPCR（图 4B）的重复实验中出现相同结果；蛋白水

平检测 p65 在小鼠肺部含量，结果显示 PGRN 治疗

后明显降低 p65含量（图 5A）；进一步验证 p65活化

情况，通过WB检测 p-p65水平，结果显示CLP组小

鼠肺组织 p65 活化明显升高，在 PGRN 治疗后明显

降低（图 5B）。以上结果提示，PGRN 可能通过 NF-
κB途径，即抑制NF-κB及其亚基p65表达、抑制p65
活化来发挥肺部损伤治疗作用。

综上所述，外源性给予 PGRN 可明显降低 ALI
肺部损伤程度，能有效保护肺部，达到治疗效果。

同时，PGRN降低肺部NF-κB及其亚基 p65水平，抑

制了 p65 活化，这可能是 PGRN 治疗作用的介导途

径。这些研究结果提示，PGRN 可能通过抑制 NF-
κB 表达和活化，减轻脓毒症急性肺损伤，这为

ARDS的药物治疗提供了新的潜在靶点，为挽救ALI
高死亡率提供新思路。
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