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摘要：目的  探讨血必净对脂多糖（LPS）诱导的脓毒症相关急性呼吸窘迫综合征（ARDS）小鼠模型的保护作用及其分子机制。

方法  体内实验：C57BL/6J小鼠随机分为对照组、LPS模型组、LPS+低剂量血必净注射液组（LPS+LXBJ）和LPS+高剂量血必净

注射液组（LPS+HXBJ）（n=15）。检测生存率、肺组织病理（HE染色、肺损伤评分、湿/干质量比）、炎症因子［肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）］水平、磷脂转运蛋白（PLTP）表达（转录组测序、实时荧光定量 PCR、

Western blotting、酶联免疫吸附试验、免疫荧光）。体外实验：RAW264.7巨噬细胞给予LPS与不同浓度血必净处理，检测细胞活

力、形态、炎症因子及PLTP表达，并利用过表达PLTP验证其功能。信号通路：检测 JNK/c-JUN和NF-κB通路蛋白表达。结果  

与LPS组相比，血必净治疗（尤其是高剂量组）提高脓毒症ARDS小鼠的 4 d生存率（P<0.05），降低肺组织病理学损伤评分

（P<0.001）和湿/干质量比（P<0.001）。血必净降低了血清及肺泡灌洗液中TNF-α、IL-6和 IL-1β的水平：在血清中，低剂量血必

净即可降低上述指标（P<0.05），高剂量血必净作用更为显著；在肺泡灌洗液中，低、高剂量血必净均可降低 IL-1β水平（P<0.05），

高剂量血必净降低TNF-α、IL-6（P<0.05）水平，而低剂量血必净的作用未达到统计学意义（P>0.05）。转录组测序及实验验证显

示，LPS下调肺组织PLTP表达（P<0.001），而血必净干预可逆转该趋势（P<0.05）。体外实验显示，血必净呈剂量依赖性地抑制

LPS诱导的RAW264.7细胞炎症因子释放（P<0.05），并上调PLTP表达。机制研究显示，血必净通过上调PLTP，抑制了 JNK/c-

JUN和NF-κB信号通路的磷酸化激活（P<0.05），而过表达PLTP则增强其效果（P<0.05）。结论  血必净通过上调PLTP表达，抑

制 JNK/c-JUN和NF-κB信号通路，减轻脓毒症相关ARDS的炎症反应与组织损伤，提示PLTP可能为其作用的关键靶点。
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Xuebijing Injection ameliorates sepsis-associated acute respiratory distress syndrome in 
mice by upregulating phospholipid transfer protein to regulate macrophage JNK/c-JUN 
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Abstract: Objective  To investigate the ameliorative effect of Xuebijing Injection in a mouse model of sepsis-associated acute 
respiratory distress syndrome (ARDS) and its molecular mechanisms. Methods In a C57BL/6J mouse model of sepsis-
associated ARDS induced by lipopolysaccharide (LPS), the ameliorative effect of pretreatment with Xuebijing injection at low 
and high doses prior to modeling were evaluated by analyzing survival rates, lung histopathology, levels of inflammatory 
cytokines, and expressions of phospholipid transfer protein (PLTP) using transcriptomics, qPCR, Western blotting, ELISA, and 
immunofluorescence staining. In the cell experiment, RAW264.7 macrophages treated with LPS and different concentrations of 
Xuebijing were examined for changes in cell viability, morphology, inflammatory cytokine levels, and PLTP expression. PLTP 
overexpression experiment was carried out to verify the function of PLTP, and the changes in expressions of JNK/c-JUN and 
NF-κB pathway proteins were detected. Results Xuebijing pretreatment, especially at the high dose, significantly increased the 

4-day survival rate, reduced lung histopathological injury 
score, and decreased lung wet/dry weight ratio in mice 
with sepsis-associated ARDS. High-dose Xuebijing more 
effectively lowered serum levels of TNF-α, IL-6, and IL-1β 
than the low dose, while at both doses, Xuebijing 
significantly decreased IL-1β levels in the bronchoalveolar 
lavage fluid (BALF); Xuebijing at the high dose, but not 
the low dose, significantly reduced BALF levels of TNF‑α 
and IL-6. LPS significantly downregulated PLTP 
expression in mouse lung tissue, a trend effectively 
ameliorated by Xuebijing pretreatment. In cultured 
RAW264.7 cells, Xuebijing dose-dependently inhibited 
LPS-induced inflammatory cytokine release and 
upregulated PLTP expression, resulting also in suppressed 
phosphorylation and activation of the JNK/c-JUN and NF-
κB signaling pathways, and this effect was significantly 
enhanced by PLTP overexpression. Conclusion Xuebijing 
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alleviates sepsis-associated ARDS by upregulating PLTP and inhibiting JNK/c-JUN and NF-κB signaling pathways, suggesting 
the potential of PLTP as a therapeutic target for this condition.
Keywords: Xuebijing injection; sepsis; acute respiratory distress syndrome; phospholipid transfer protein; macrophages; JNK/c-
JUN pathway; NF-κB pathway

脓毒症是由于对感染的失调免疫应答导致过度炎

症和器官损伤而引起的危及生命的器官功能障碍，具有

高发病率和死亡率［1］。约30%的脓毒症患者患有脓毒

症相关急性呼吸窘迫综合征，死亡率为30%~40%［2］。急

性呼吸窘迫综合征（ARDS）中重度ARDS住院病死率

仍超过40%［3，4］。

ARDS的病理生理机制复杂，涉及炎症反应失调、

肺泡-毛细血管屏障损伤、凝血异常及氧化应激等。在

此过程中，巨噬细胞作为关键的固有免疫细胞被激活，

参与炎症级联反应［3］。巨噬细胞是先天免疫系统中的

第一道防线［5］。调控巨噬细胞对控制脓毒症相关ARDS

的炎症强度以及疾病进程具有重要作用。

磷脂转运蛋白（PLTP）在脂质代谢中起关键作用［6］。

在脓毒症中，脂质代谢紊乱是其病理生理过程的重要组

成部分［7］。PLTP已被证明能增强内毒素的清除和灭活，

这在腹部脓毒症患者的临床研究中得到了证实［8］。细

菌内毒素，如脂多糖（LPS），是革兰氏阴性菌细胞壁的

组成部分。PLTP可以与LPS结合并减弱LPS的促炎作

用，PLTP介导的肝脏脂蛋白受体对LPS的摄取发挥关

键作用，可使血浆LPS减少50%［8， 9］。PLTP还能够提高

骨髓来源巨噬细胞的活力［10］。

血必净注射液是一种中药复方制剂，由5种传统中

药组成［11］。血必净在中国已被批准用于脓毒症的治疗，

并广泛用作脓毒症或脓毒症休克的辅助治疗［12］。血必

净可减轻炎症细胞因子释放，调节凝血通路并改善微循

环功能，并且显著降低脓毒症和脓毒症休克患者28 d的

死亡率［13， 14］。血必净可以通过减少巨噬细胞释放的炎

症因子，减轻内毒素引起的组织损伤，并维持重要器官

的生理功能［15］。

尽管血必净在脓毒症相关ARDS的临床应用中表

现出良好的抗炎与器官保护作用，但其具体分子靶点与

信号调控网络尚未完全阐明，其是否通过调控PLTP表

达及其下游信号通路来发挥保护作用，目前尚不清楚。

因此，本研究旨在探讨血必净是否通过调控PLTP表达

及下游 JNK/c-JUN/NF-κB信号通路，发挥对脓毒症相

关ARDS的保护作用，以期为其中西医结合治疗提供新

的依据。

1  材料和方法

1.1  实验材料

1.1.1  实验动物   野生型成年雄性C57BL/6J小鼠（杭州

子源实验动物有限公司），体质量22~24 g，7~8周龄。实

验小鼠饲养在恒温房间内，12 h光照/12 h黑暗的循环条

件下，保持无菌环境。实验经扬州大学实验动物中心动

物伦理委员会审查批准（伦理批号：202509041），且严格

遵守伦理委员会规定。

1.1.2  主要试剂   血必净注射液（天津红日药业股份有

限公司）为中药复方制剂，说明书中未标注原液浓度（规

格：10 mL/支），故体内实验以体积剂量（mL/kg）表示，体

外实验以体积稀释倍数表示。一抗包括PLTP（1∶1000）、

p-JNK（1∶1000）、JNK（1∶1000）、p-c-JUN（1∶1000）、

c-JUN（1∶1000）、p-NF-κB p65（1∶1000）、NF-κB p65

（1∶1000）、FLAG（1∶20 000）、GAPDH（1∶5000）（武汉三

鹰生物技术有限公司），二抗为HRP标记的山羊抗兔

IgG（1∶5000）（武汉三鹰生物技术有限公司）；引物由生

工生物工程股份有限公司设计合成；siRNA、质粒（和元

生物技术股份有限公司），RNA提取试剂盒（湖南艾科

瑞生物工程有限公司），BCA蛋白试剂盒、PAGE凝胶试

剂盒、ELISA试剂盒（上海雅酶生物医药科技有限公

司），特级南美胎牛血清（双洳生物），双抗（上海源培生

物科技股份有限公司），DMEM（上海富衡生物科技有

限公司），酶标仪（赛默飞世尔科技公司），电泳仪、电泳

槽、转膜仪、ChemiDoc™成像系统（BIO-RAD）。siRNA

序列见表1，qPCR引物序列见表2。

1.2  研究方法

1.2.1  动物分组、造模及给药方案   采用随机数字表法

将小鼠分为4组（n=15）：对照组（接受生理盐水腹腔注

表1　siRNA序列
Tab.1　　siRNA sequences

siRNA

siPLTP-sense

siPLTP-antisense

siNC-sense

siNC-antisense

Sequence (5'-3')

GGUUUCAAAUCUACUCAAATTT

UUUGAGUAGAUUUGAAACCTT

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

ACGUGACACGUUCGGAGAATT

表2　qPCR引物序列
Tab.2　　qPCR primer sequences

Primer

PLTP(mouse)-F

PLTP(mouse)-R

GAPDH(mouse)-F

GAPDH(mouse)-R

Sequence (5'-3')

TTCCTCCTCAACCAGCAGATCT

CAGGAGGGAGTTGAGCAACAC

TGACGTGCCGCCTGGAGAAA

AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG
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射），LPS模型组（LPS腹腔注射，10 mg/kg）、LPS+低剂

量血必净组（LPS+LXBJ，5 mL∙kg-1∙d-1），LPS+高剂量

血必净组（LPS+HXBJ，10 mL∙kg-1∙d-1），血必净组小鼠

在注射LPS前连续3 d以及注射LPS后6 h腹腔注射相

应的血必净。在LPS注射后24 h获取血液、支气管肺泡

灌洗液和肺脏组织。肺脏迅速冷冻或固定于福尔马林

中用于后续检查。冷冻肺脏保存于-80 ℃。

1.2.2  小鼠一般情况观察   每日观察各组小鼠精神状态

（如小鼠聚团蜷缩、活动明显减少、精神萎靡、竖毛、眼角

分泌物等表现）以及生存情况。

1.2.3  小鼠肺组织病理学观察   通过HE染色评估肺脏

的病理变化。小鼠肺脏组织被切片并在4%多聚甲醛中

固定过夜，随后进行HE染色，并在光学显微镜下观察肺

脏组织的病理变化。根据先前建立的方案对肺损伤严

重程度进行盲法评分：0分表示无损伤；1分表示肺损伤

面积小于 25%；2分表示肺损伤面积 25%~50%；3分表

示肺损伤面积50%~75%；4分表示肺损伤面积超过75%。

1.2.4  细胞分组、造模及给药方案   RAW264.7细胞在

37 ℃、含5% CO2的条件下，用含10%胎牛血清（FBS）的改

良Eagle培养基培养，培养基中添加了双抗（100 μg/mL

青霉素和100 μg/mL链霉素）。LPS使用浓度为1 μg/mL。

1.2.4.1　筛选血必净适宜作用浓度及细胞表型观测的实

验分组   对照组：正常培养基处理；LPS组：给予LPS刺

激24 h；不同浓度血必净预处理+LPS组：分别在LPS刺

激前12 h给予1︰100、1︰50、1︰25及1︰10稀释的血必净

干预，再予LPS处理24 h。

1.2.4.2 　探究血必净调控PLTP表达及信号通路机制的

分组   对照组：正常培养基处理；LPS组：LPS刺激2 h；

LPS+XBJ组：1∶50稀释血必净预处理12 h后加入LPS

孵育2 h。

1.2.4.3　验证 PLTP 过表达与血必净协同效应的分组   

在RAW264.7细胞中分别转染空载对照或PLTP过表达

质粒，干预分组如下：Vector+LPS组：空载转染+LPS；

Vector+血必净（1∶50稀释）+LPS组：空载转染+血必净

预处理+LPS；PLTP-OE+LPS 组：PLTP 过表达+LPS；

PLTP-OE+血必净（1∶50稀释）+LPS组：PLTP过表达+

血必净预处理+LPS。

1.2.5  Real-time qPCR   总RNA通过RNA提取试剂盒

提取。测其浓度后并进行逆转录获得cDNA，按照荧光

定量试剂盒配制反应体系后，于荧光定量PCR仪中扩

增检测。结果以 GAPDH为内参照，目的基因相对含量

采用2-ΔΔCt 法计算。

1.2.6  Western blotting   实验细胞和小鼠组织使用RIPA

缓冲液进行裂解，并添加磷酸酶抑制剂和完整蛋白酶抑

制剂。蛋白质样品通过SDS-PAGE使用电泳槽分离，并

转移到PVDF膜上。该膜用1×无蛋白快速封闭溶液封闭

1 h，然后加入 PLTP、p-JNK、JNK、p-c-JUN、c-JUN、p-

NF-κB p65、NF-κB p65、FLAG、GAPDH抗体于 4 ℃孵

育过夜。次日取出后，在室温下与HRP偶联的二抗孵

育1 h。蛋白质条带通过化学发光显影，并使用 ImageJ

进行定量。

1.2.7  ELISA检测   ELISA检测支气管肺泡灌洗液、小

鼠肺组织匀浆和细胞培养上清液的炎症因子。将样品

加入ELISA板，然后加入特异性抗体和底物。最终酶

促反应产生可测量的颜色信号。使用酶标仪测量吸光

度A以计算各因子的浓度。

1.2.8  CCK-8检测细胞活性   将RAW264.7细胞接种于

96孔板中，细胞培养箱中培养24 h。使用LPS处理24 h

后，取10% CCK-8试剂液100 μL孵育细胞1~2 h，在酶

标仪检测吸光度A450 nm，确定LPS的合适浓度。

1.2.9  质粒构建及细胞转染   为构建 RAW264.7细胞

PLTP的过表达载体，将小鼠PLTP基因的完整编码序列

（GenBank ID：NM_001420692.1）通过 EcoRI 酶切位

点，克隆至 pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-MCS-

3xFLAG-WPRE空载体中。所构建的重组质粒命名为

pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-Pltp-3xFLAG-

WPRE。该载体在CMV启动子驱动下表达PLTP蛋白，

其C端融合有3×FLAG标签，并同时表达EGFP及嘌呤

霉素抗性基因作为筛选标记。所有克隆均经Sanger测

序验证（正向引物：CMV-F：5'-CGCAATAGGCGGTA 

GGCGTG-3'；反向引物：101-R：5'-AGAGACAGCAA 

CCAGGAT-3'）。为进行瞬时过表达，将上述构建的过表

达质粒或相应的空载体对照，使用 jetPRIME®转染试

剂按照说明书转染到RAW264.7细胞中。简言之，将质

粒DNA与 jetPRIME®试剂在 JetPRIME®缓冲液中混

合，孵育形成复合物后，加入细胞培养基中。转染6 h后更

换为完全培养基。在转染24 h后，通过Western blotting

使用抗FLAG抗体验证PLTP蛋白的瞬时过表达效率，

并随即进行后续的LPS刺激及药物处理等实验。

1.3  统计学分析

所有实验独立重复3次，使用 GraphPad Prism软件

（版本10.4.2）进行数据统计分析。计量资料以均数±标

准差表示，数据符合正态分布（Shapiro-Wilk检验）和方

差齐性（Levene检验），两组比较采用独立样本 t检验，多

组比较采用单因素方差分析后进行Bonferroni校正。

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  血必净对脓毒症相关ARDS小鼠具有保护作用

实验流程如图 1A，生存分析显示，对照组小鼠在

4 d内全部存活，与对照组相比，LPS组小鼠生存率明显

下降（P<0.001，图 1B）。而血必净治疗提高了脓毒症
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ARDS小鼠的存活率，并且LPS+HXBJ组的改善程度更

为显著（P=0.0449，图1B）。组织病理学检测结果显示，

与对照组相比，LPS组小鼠肺组织出现肺泡充血、炎细

胞浸润等改变，与LPS组相比，LPS+LXBJ组和LPS+

HXBJ组有所改善，并且LPS+HXBJ组更明显（图1C）。

LPS+LXBJ组和LPS+HXBJ组的肺损伤评分和肺组织

湿干质量比W/D均低于LPS组（P<0.001，图1D、E）。

2.2  血必净可改善脓毒症相关ARDS小鼠的炎症反应

免疫荧光共定位技术显示，在CD31⁺肺内皮细胞

中，TNF-α和 IL-6的表达在各组间无明显变化（图2A）。

而在F4/80⁺巨噬细胞中，两者的表达水平在LPS刺激后

升高，并在XBJ干预后下降（图2B）。ELISA检测结果

显示（图2C~H），与对照组相比，LPS组小鼠血清及支气

管肺泡灌洗液（BALF）中的TNF-α、IL-6和 IL-1β水平

均升高（P＜0.001）。与LPS组相比，血必净降低了血清

及肺泡灌洗液中TNF-α、IL-6和 IL-1β的水平，在血清

中，低剂量血必净即可降低上述指标（P<0.05），高剂量

血必净作用更为显著（P<0.01）；在肺泡灌洗液中，低、高

剂量血必净均可降低 IL-1β水平（P<0.05），高剂量血必

净显著降低TNF-α、IL-6（P<0.05）水平，而低剂量血必

净的作用未达到统计学意义（P>0.05）。

2.3  血必净可升高脓毒症相关ARDS小鼠的PLTP水平

转录组测序结果显示，与对照组相比，LPS 组中

PLTP表达下调，而血必净干预后，PLTP表达明显回升

（图3A）。热图分析显示，PLTP表达在不同组间呈现清

晰的分组聚集趋势（图3B）。两组差异基因交集分析共

鉴定出1111个共有基因，其中包含PLTP（图3C）。qRT-

PCR 结果显示，与对照组相比，LPS 组肺组织 PLTP 

mRNA水平降低（P<0.001）；与LPS组相比，LPS+LXBJ

组和LPS+HXBJ组PLTP mRNA水平升高（P<0.05，图

3D）。Western blotting结果显示，与对照组相比，LPS组

肺组织PLTP蛋白表达降低（P<0.05）；与LPS组相比，

LPS+HXBJ组PLTP蛋白表达升高（P<0.05，图 3E、F）。

ELISA结果显示，与对照组相比，LPS组血清PLTP水平

降低（P<0.01）；与 LPS 组相比，LPS+LXBJ 组和 LPS+

HXBJ组的血清PLTP水平升高（P<0.05，图3G）。相比

于肺内皮细胞（图 3H），PLTP在LPS刺激后其表达下

降，血必净干预后回升，这一变化在巨噬细胞中更显著

（图3I）。因此，后续将研究重点聚焦于巨噬细胞。

2.4  血必净可增强RAW264.7细胞的活力，并降低LPS

诱导的RAW264.7细胞炎症因子的水平

稀释25~100倍的血必净对小鼠单核巨噬细胞白血

病细胞（RAW264.7）无毒性作用， 稀释 10倍的血必净

处理后细胞活力下降（P<0.01，图4A）。光学显微镜观

察显示，对照组RAW264.7细胞为圆形，细胞边缘光滑。
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图1　血必净对脓毒症相关ARDS小鼠的保护作用
Fig.1　Protective effect of Xuebijing against sepsis-associated ARDS in mice. A: Schematic diagram of the experimental procedure. 
B: Four-day survival curves of the mice in each group (n=15). C: HE staining of mouse lung tissues. D: Lung injury scores (n=6). E: 
Lung wet/dry weight (W/D) ratio (n=10). ###P<0.001 vs Control group; ***P<0.001 vs LPS group.
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LPS刺激后的RAW264.7细胞体积增大，由圆形变为不

规则多边形或多突触状且贴壁能力显著增强，细胞边缘

可见明显的丝状伪足。经25~100倍稀释的血必净预处

理12 h后，RAW264.7细胞的伪足形成显著减少，形态

异常得到改善。虽然经过稀释 10倍的血必净处理的

RAW264.7细胞伪足形成减少，但漂浮细胞占比超过

10%，部分细胞胞质皱缩，细胞核模糊不清（图 4B）。

ELISA 检 测 结 果 显 示 ，与 对 照 相 比 ，LPS 上 调

RAW264.7细胞中 IL6、TNF-α和 IL-1β的水平，而血必

净呈剂量依赖性抑制该效应（P<0.05，图4C~E）。

2.5  血必净通过调节PLTP介导的JNK/c-JUN和NF-κB

通路激活发挥作用

qRT-PCR 检测结果显示，与对照组相比，LPS 组

RAW264.7细胞PLTP mRNA水平降低（P<0.01，图5A）。
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图2　血必净改善脓毒症相关ARDS小鼠的炎症反应
Fig.2　Xuebijing ameliorates inflammatory response in mice with sepsis-associated ARDS. A: Expressions of TNF-α and 
IL-6 in CD31+ endothelial cells detected by immunofluorescence co-localization (Scale bar=50 μm). B: Expression of 
TNF‑α and IL-6 in F4/80+ macrophages detected by immunofluorescence co-localization (Scale bar=50 μm). C-H: 
Results of ELISA for measuring concentrations of TNF-α, IL-6, and IL-1β in serum (C-E) and bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) (F-H) of the mice (n=6). ###P<0.001 vs Control group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs LPS group.
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downregulation of PLTP by LPS and upregulation by Xuebijing. B: Heatmap of PLTP expression in different groups. C: Venn 
diagram of differentially expressed genes between LPS and XBJ groups (n=3). D: qRT-PCR analysis of PLTP mRNA levels in mouse 
lung tissue. E, F: Western blotting for detecting PLTP protein expression in mouse lung tissue. G: ELISA measurement of serum 
PLTP levels. H: Immunofluorescence co-localization analysis of PLTP (green) with CD31+ endothelial cells (orange) in mouse lung 
tissue (Scale bar=50 μm). I: Immunofluorescence co-localization analysis of PLTP (red) with F4/80+ macrophages (green) in mouse 
lung tissue (Scale bar=50 μm). #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs Control group; *P<0.05, ***P<0.001 vs LPS group.
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Western blotting检测结果显示，与对照组相比，LPS组

PLTP蛋白表达降低（P<0.05，图5B、C）。不同稀释倍数

血必净干预结果显示，与LPS组相比，稀释50倍血必净

处理组PLTP蛋白水平升高（P<0.05，图5D、E）。KEGG

富集分析结果显示，与 siNC+LPS组相比，siPLTP+LPS

组中差异基因显著富集于 TNF 信号通路（图 5F）。

Western blotting检测结果显示，与对照组相比，LPS组

p-JNK、p-c-JUN、p-NF-κB p65蛋白表达水平均升高；与

LPS 组相比，LPS+XBJ 组 p-JNK、p-c-JUN、p-NF-κB 

p65蛋白表达水平均降低（P＜0.05，图5G~K）。

2.6  PLTP过表达增强血必净对LPS诱导的 JNK/c-JUN

和NF-κB通路激活以及炎症因子产生的抑制作用

在 RAW264.7 细胞中过表达 PLTP 后，qPCR 和

Western blotting 检测结果显示，PLTP 过表达组 PLTP 

mRNA和蛋白水平均高于对照组（P＜0.05，图6A~C）。

与 Vector+LPS 组相比，PLTP-OE+LPS 组 p-JNK、c-

JUN、p-c-JUN及p-NF-κB蛋白表达水平降低；与PLTP-

OE+LPS组相比，PLTP-OE+XBJ+LPS组上述蛋白表达

水平进一步降低（P<0.05，图6D~H）。ELISA检测结果

显示，与Vector+LPS组相比，PLTP-OE+LPS组细胞上

清液中 IL-6、IL-1β和 TNF-α水平降低；与 PLTP-OE+

LPS组相比，PLTP-OE+XBJ+LPS 组上述炎症因子水

平进一步降低（P<0.05，图6I~K）。

3  讨论

脓毒症是由宿主对感染反应失调所导致的危及生

命的器官功能障碍，脓毒症时，全身免疫细胞激活和全

身炎症反应导致器官损伤［16］。肺是炎症因子介导的炎

症反应的主要靶点，进而导致ARDS，合并ARDS的脓

毒症患者的 ICU死亡率和住院死亡率明显升高［17， 18］。

在中医中，脓毒症相关ARDS归于“暴喘、喘脱”等疾病

范畴，其临床常见证型有热毒闭肺、肺热腑实、营热炽

盛、痰瘀阻肺、阴阳两虚等［19］。有学者认为，活血化瘀法

应贯穿于ARDS治疗的全过程，因活血化瘀可祛除致病

之瘀血，使肺络血行正常，减轻局部毒瘀阻滞［20］。

近年来，中医药在脓毒症多靶点调控方面的价值日

益受到重视。血必净注射液是中国国家药品监督管理

局批准的静脉用注射剂，是王今达教授以清代名医王清

任《医林改错》的血府逐瘀汤为基础，集活血与解毒为一

体，通过红花、赤芍、川芎、丹参、当归5味中药制成的［21］。

作为一种标准化的中药提取物，该药物已被证实对脓毒

症、多器官功能障碍综合征及新型冠状病毒肺炎具有明
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of Xuebijing at different dilutions on RAW264.7 cell viability measured by CCK-8 assay (n=3). B: Morphological changes of 
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group; **P<0.01,***P<0.001 vs LPS group.
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确疗效［22］。并且，脓毒症相关ARDS患者在接受100 mL/

12 h、持续5 d的血必净输注后，28 d死亡率显著降低，机

械通气持续时间和 ICU住院时间缩短［13］。既往研究提

示，血必净可减轻脓毒症相关ARDS的炎症反应，但其

具体作用靶点与深层分子机制尚未完全阐明［23-25］。在这

一复杂的病理生理网络中，巨噬细胞作为固有免疫的关

键效应细胞，在维持肺泡微环境稳态中起着关键作用，

包括释放促炎因子、招募炎症细胞、分泌抗炎介质以及
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图5　血必净通过调节PLTP介导的JNK/c-JUN和NF-κB通路激活发挥作用
Fig.5　Xuebijing  regulates PLTP-mediated activation of JNK/c-JUN and NF-κB pathways. A: qPCR analysis of the effects of LPS 
and Xuebijing on PLTP mRNA expression in RAW264.7 cells (n=3). B, C: Western blotting for detecting PLTP protein expression 
in response to LPS stimulation (n=3). D, E: Western blotting for detecting PLTP protein expression following treatment with 
different concentrations of Xuebijing (n=4). F: KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes between PLTP 
knockdown (siPLTP) +LPS group and control (siNC) +LPS group. G-K: Western blotting for analyzing the effects of LPS and 
Xuebijing treatment on the expressions of p-JNK, JNK, p-c-JUN, c-JUN, p-NF-κB p65, and NF-κB p65 proteins in RAW264.7 cells 
(n=3). #P<0.05, ##P<0.01 vs Control group; *P<0.05, **P<0. 01 vs LPS group.
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图6　PLTP过表达增强血必净对炎症通路及因子产生的抑制作用
Fig.6　PLTP overexpression enhances the inhibitory effect of Xuebijing on inflammatory pathways and cytokine production.
A-C: Validation of PLTP overexpression efficiency in RAW264.7 cells by qPCR (A) and Western blotting (B, C) (n=3; ##P<0.01,
###P<0.001 vs Flag-Vector group). D-H: Western blotting for analyzing the effects of PLTP overexpression and Xuebijing 
treatment on LPS-induced expressions of p-JNK, JNK, p-c-JUN, c-JUN, p-NF-κB p65, and NF-κB p65 proteins (n=3). I-K: 
Results of ELISA for measurement of the levels of IL-6 (I), IL-1β (J), and TNF‑α (K) in the supernatant of LPS-stimulated 
RAW264.7 cells with PLTP overexpression and XBJ treatment (n=3). #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs Flag-Vector+LPS group; 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Flag-PLTP+LPS group.
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清除细胞碎片［26， 27］。本研究通过免疫荧光共定位技术

分别检测了TNF-α、IL-6及PLTP在CD31⁺肺内皮细胞

与F4/80⁺巨噬细胞中的表达特征。结果发现，TNF-α和
IL-6的表达水平在LPS刺激后升高、血必净干预后下降

的变化也主要定位于巨噬细胞。同时，PLTP在LPS刺

激后表达下降、血必净干预后回升的变化主要发生于巨

噬细胞，在内皮细胞中无明显改变。上述结果表明，尽

管肺内皮细胞是肺组织中的主要细胞成分，但本研究中

PLTP的表达调控及其介导的炎症反应主要依赖于巨噬

细胞。因此，本研究将后续机制研究聚焦于巨噬细胞。

本研究发现，血必净能剂量依赖性地改善LPS刺激

下RAW264.7巨噬细胞的异常形态，抑制促炎细胞因子

分泌，且无明显细胞毒性，提示其具有直接调控巨噬细

胞炎症表型的作用。这一结果与先前研究认为血必净

可拮抗内毒素、抑制单核/巨噬细胞炎症介质释放的结

论相一致［13］。更重要的是，通过转录组测序分析，我们

首次发现血必净干预与 PLTP表达及功能高度相关。

PLTP是一种磷脂转运蛋白，能结合并转运多种两亲性

化合物，包括磷脂、胆固醇、甘油二酯、生育酚和 LPS

等［28］。这种功能使PLTP在脂蛋白代谢、心血管疾病、炎

症、感染和脓毒症等疾病中发挥着重要作用［9， 29-31］。我

们前期研究证实了PLTP在脓毒症相关急性肾损伤中的

作用。具体为，PLTP敲除的脓毒症小鼠的肾功能损害

程度较野生型脓毒症小鼠更为严重，其次对脓毒症小鼠

给予 rhPLTP处理后，提高了10 d生存率，调节了免疫炎

症反应并且改善了肾功能损害［32］。有研究表明PLTP激

活对于巨噬细胞的炎症反应至关重要［31］。本研究进一

步拓展了PLTP在脓毒症相关ARDS中的角色，并明确

血必净通过激活PLTP，进而抑制下游 JNK/c-JUN/NF-

κB通路，减轻炎症级联反应。这一发现得到功能实验

的支持：敲低PLTP后，血必净的抗炎作用被削弱，从而

反向验证了PLTP在其药理机制中的关键地位。本研究

结果提示，在LPS诱导的ARDS模型中，血必净通过激

活PLTP，可能促进了巨噬细胞向抗炎表型转换，或抑制

其过度活化的促炎方向，从而减轻肺泡炎症浸润与组织

损伤。此外，血必净对PLTP-NF-κB轴的影响，也为其

改善脓毒症小鼠生存率及肺功能提供了解释。

本研究仍存在一定局限。首先，尽管本研究在细胞

与动物模型中明确了血必净-PLTP-JNK/c-JUN/NF-κB

轴的作用，但PLTP是否为血必净的唯一直接靶点，仍需

进一步通过结合实验予以验证。其次，血必净作为复方

制剂，成分复杂，究竟是哪一类化合物主导了PLTP激活

效应，值得深入分离鉴定。此外，本研究主要聚焦于巨

噬细胞，而脓毒症中其他免疫细胞（如中性粒细胞、T细

胞）及内皮细胞、上皮细胞等在PLTP调控网络中的作

用，也有待后续探索。最后，临床患者中PLTP表达水平

与血必净疗效的相关性，仍需前瞻性队列研究加以

证实。

综上所述，本研究从“瘀毒互结”理论出发，结合现

代分子生物学技术，不仅证实了血必净在脓毒症相关

ARDS中的保护作用，更首次揭示其通过靶向PLTP、抑

制 JNK/JUN/NF-κB信号通路，调控巨噬细胞介导的全

身炎症反应的新机制。这为血必净的临床应用提供了

更深入的科学依据，也为脓毒症多靶点治疗策略的开发

提供了新思路。未来需围绕PLTP在脓毒症免疫代谢调

控中的角色，以及血必净多组分协同作用的药理网络进

一步研究。
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