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【摘要】 目的  探讨鹅掌楸苷对脓毒症诱导的急性肾损伤（AKI）大鼠肠道菌群和肾组织铁死亡信号通路

的影响。方法  将 30 只雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组（Sham 组）、盲肠结扎穿孔术（CLP）致脓毒

症模型组（CLP 组）、鹅掌楸苷干预组（CLP+LIR 组），每组 10 只。CLP+LIR 组于制模前 2 h 给予 100 mg/kg 的鹅

掌楸苷0.2 mL灌胃；Sham组和CLP组给予等体积生理盐水灌胃。制模后24 h麻醉动物取材，采用苏木素-伊红 

（HE）染色观察肾组织病理变化；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测外周血肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白

细胞介素（IL-1β、IL-6）等炎症因子水平，同时测定外周血肌酐（Cr）和尿素（UREA）等肾功能指标及肾组织中

丙二醛（MDA）和铁离子（Fe2+）含量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测肾组织中核因子 E2 相

关因子 2（Nrf2）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）和血红素加氧酶 1（HO-1）的表达；采用 16S rDNA 高通量测

序检测肠道菌群变化。结果  与 Sham 组比较，CLP 组大鼠肾小球体积增大，肾间质水肿明显，肾组织结构紊

乱，病理评分显著升高；外周血中 TNF-α、IL-1β、IL-6、Cr 和 UREA 含量及肾脏组中 MDA、Fe2+ 水平明显升

高；肾组织中 Nrf2、GPX4 和 HO-1 的蛋白表达显著下调；肠道菌群的物种丰富度显著降低，摩根菌属、柠檬酸

杆菌属、变形杆菌属、克雷伯菌属、志贺菌属、聚集杆菌属和肠球菌属等致病菌的相对丰度显著增加，丁酸单胞

菌属、韦荣球菌属、普雷沃菌属、乳杆菌属、双歧杆菌属和瘤胃球菌属等有益菌的相对丰度显著降低。与 CLP

组相比，CLP+LIR 组可以显著减轻大鼠肾脏组织病理损伤，病理评分显著降低（分：1.80±0.84 比 4.20±1.30， 

P＜0.05）；改善肠道菌群组成，降低变形杆菌属、克雷伯菌属、志贺菌属、聚集杆菌属和肠球菌属等致病菌的相

对丰度，并显著增加乳杆菌属、双歧杆菌属和瘤胃球菌属的相对丰度；显著降低外周血中 TNF-α、IL-1β、IL-6、

Cr和UREA含量及肾组织中MDA、Fe2+ 水平〔血TNF-α（ng/L）：191.31±7.23比 254.90±47.89，血 IL-1β（ng/L）：

11.15±4.04 比 23.06±1.67，血 IL-6（ng/L）：163.20±17.83 比 267.69±20.92，血 Cr（μmol/L）： 24.14±4.25 比

41.17±5.43，血 UREA（mmol/L）：4.59±0.90 比 8.01±1.07，肾 MDA（μmol/g）：9.67±0.46 比 16.05±0.88，肾

Fe2+（mg/g）：0.71±0.07比0.93±0.04，均P＜0.05〕，增加肾组织中Nrf2、GPX4和HO-1的蛋白表达（Nrf2/GAPDH：

1.21±0.01 比 0.39±0.01，GPX4/GAPDH：0.74±0.04 比 0.48±0.04，HO-1/GAPDH：0.91±0.01 比 0.41±0.02，

均 P＜0.05）。结论  鹅掌楸苷对脓毒症所致大鼠 AKI 具有明显的保护作用，其作用机制可能涉及调节肠道菌

群、激活肾脏组织中 Nrf2/HO-1/GPX4 信号通路，以及抑制铁死亡。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effects  of  liriodendrin  on  the  intestinal  flora  and  the  ferroptosis 
signaling  pathway  in  renal  tissue  of  rats  with  sepsis-induced  acute  kidney  injury  (AKI).  Methods  Thirty  male 
Sprague-Dawley  (SD)  rats  were  randomly  divided  into  sham  operation  group  (Sham  group),  sepsis model  induced  by 
cecal  ligation  and  puncture  group  (CLP  group),  and  liriodendrin  intervention  group  (CLP+LIR  group),  with  10  rats 
in  each group. The CLP+LIR group was given 0.2 mL of 100 mg/kg  liriodendrin by gavage 2 hours before modeling; 
Sham group and CLP group were given the same volume of normal saline by gavage. The samples were collected after 
anesthesia  24  hours  after  modeling.  The  pathological  changes  of  renal  tissue  were  observed  by  hematoxylin-eosin 
(HE) staining. The levels of inflammatory factors such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukins (IL-1β, IL-6)  
were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). The levels of renal function indicators such as creatinine 
(Cr),  and  urea  nitrogen  (UREA)  in  peripheral  blood,  and  the  content  of  malondialdehyde  (MDA)  and  Fe2+  in  renal 
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  脓毒症是感染引起的宿主反应失调所致的危

及生命的器官功能障碍，其中急性肾损伤（acute 

kidney injury，AKI）是脓毒症较常见且严重的并发

症［1-2］。脓毒症相关 AKI 的发生率高达 47.9%，28 d 

病死率为 32.7%［3］。近年来，随着对细胞死亡机制

研究的深入，铁死亡作为一种新型的非凋亡性细胞

死亡形式被发现在 AKI 的发病机制中发挥重要作 

用［4-6］。铁死亡是一种依赖铁的调控性细胞死亡形

式，其特征是细胞内 Fe2+ 积累和脂质过氧化物大量

产生［7-8］。通过抑制铁死亡关键环节，能有效减轻

脓毒症诱导的 AKI［9］。研究表明，肠道微生物群在

维持肠道菌群稳态和宿主免疫系统功能中发挥重要

作用［10］。脓毒症所致的肠道菌群紊乱在 AKI 中发

挥重要的调控作用［11］。最新研究表明，多种中药复

方及中药活性成分可调节肠道菌群，保护脓毒症诱

导的 AKI［12］。本课题组前期研究发现，凉血活血方

可以通过抑制NOD 样受体蛋白 3（NOD-like receptor 

protein 3，NLRP3）信号通路的活化，抑制肾上皮细

胞焦亡，保护脓毒症诱导的 AKI［13］。鹅掌楸苷是凉

血活血方的主要活性成分，可以抑制核转录因子-κB
（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路，保护脓毒症

诱导的急性肺损伤［14］。本研究中通过观察鹅掌楸

苷对脓毒症诱导的 AKI 大鼠肠道菌群组成、炎症

tissue were detected. Western blotting was used  to detect  the expressions of nuclear  factor E2-related  factor 2  (Nrf2), 
glutathione peroxidase 4  (GPX4)  and heme oxygenase-1  (HO-1)  in  renal  tissues. The  changes  of  intestinal  flora were 
detected by 16S rDNA high-throughput sequencing.  Results  Compared with the Sham group, the CLP group showed 
significantly  enlarged  glomeruli,  noticeable  renal  interstitial  edema,  disorganized  kidney  tissue,  and  significantly 
increased pathological scores. The contents of TNF-α, IL-1β, IL-6, Cr, and UREA in peripheral blood and the levels 
of MDA and Fe2+ in renal tissue were significantly increased. The protein expressions of Nrf2, GPX4, and HO-1 in renal 
tissue were significantly down-regulated. The species richness of intestinal flora decreased significantly, and the relative 
abundances  of  pathogenic  bacteria  such  as  Morganella,  Citrobacter,  Proteus,  Klebsiella,  Shigella,  Aggregatibacter, 
and Enterococcus  increased  significantly,  while  the  relative  abundances  of  beneficial  bacteria  such  as Butyricimonas, 
Veillonella, Prevotella,  Lactobacillus, Bifidobacterium,  and Ruminococcus  decreased  significantly.  Compared  with  the 
CLP group, CLP+LIR group could significantly  reduce  the pathological damage of  renal  tissue,  the pathological  score 
significantly decreased (1.80±0.84 vs. 4.20±1.30, P < 0.05), and improve the composition of intestinal flora, reduce the 
relative abundances of pathogenic bacteria such as Proteus, Klebsiella, Shigella, Aggregatibacter, and Enterococcus, and 
significantly increase the relative abundances of Lactobacillus, Bifidobacterium, and Ruminococcus, significantly reduce 
the contents of TNF-α, IL-1β, IL-6, Cr, and UREA in peripheral blood and the levels of MDA and Fe2+ in renal tissue 
[blood TNF-α (ng/L): 191.31±7.23 vs. 254.90±47.89, blood IL-1β (ng/L): 11.15±4.04 vs. 23.06±1.67, blood IL-6 
(ng/L):  163.20±17.83  vs.  267.69±20.92,  blood  Cr  (μmol/L):  24.14±4.25  vs.  41.17±5.43,  blood  UREA  (mmol/L):  
4.59±0.90  vs.  8.01±1.07,  renal  MDA  (μmol/g):  9.67±0.46  vs.  16.05±0.88,  renal  Fe2+  (mg/g):  0.71±0.07  vs. 
0.93±0.04, all P < 0.05], and  increase  the protein expressions of Nrf2, GPX4, and HO-1  (Nrf2/GAPDH: 1.21±0.01 
vs. 0.39±0.01, GPX4/GAPDH: 0.74±0.04 vs. 0.48±0.04, HO-1/GAPDH: 0.91±0.01 vs. 0.41±0.02, all P < 0.05).   
Conclusions  Liriodendrin  has  an  obvious  protective  effect  on  sepsis-induced  AKI.  The  mechanism  may  involve 
regulating  the  intestinal  flora,  increasing  the activation of  the Nrf2/HO-1/GPX4 signaling pathway  in renal  tissue, and 
reducing ferroptosis.

【Key words】  Sepsis;  Liriodendrin;  Ferroptosis;  Gut microbiota;  Acute kidney injury
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因子表达、肾功能、铁死亡和核因子 E2 相关因子 2 

（nuclear factor E2-related factor 2，Nrf2）/ 血红素加氧

酶 1（heme oxygenase-1，HO-1）/ 谷胱甘肽过氧化物

酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）信号通路的影

响，探讨其对 AKI 的保护作用及机制，为鹅掌楸苷

治疗脓毒症诱导的 AKI 提供实验支持和理论依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物、药物及主要试剂：30 只 SPF 级、

6～8 周龄、体质量 220～250 g 的雄性 SD 大鼠购自

斯佩福（北京）生物技术有限公司，动物生产许可

证号：SCXK（京）2024-0001，在严格的 SPF 环境中

适应性喂养 1 周。鹅掌楸苷由天津市南开医院药

物实验室提取，置于 4 ℃冰箱保存。3-磷酸甘油醛

脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）、Nrf2、GPX4 和 HO-1 抗 体 购 自 杭 州 华

安生物技术有限公司；白细胞介素（interleukins，

IL-6、IL-1β）、肿 瘤 坏 死 因 子 -α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）酶联免疫吸附试验（enzyme linked 

immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自睿信生

物科技有限公司；肌酐（creatinine，Cr）、尿素（urea 

nitrogen，UREA）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）和

Fe2+ 含量试剂盒购自南京建成有限公司。

1.2  动物分组及制模方法：按随机数字表法将动
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物分为假手术组（Sham 组）、盲肠结扎穿孔术（cecal 

ligation and puncture，CLP）致脓毒症模型组、鹅掌

楸苷干预组（CLP+LIR 组）3 组，每组 10 只。采用

CLP 制备脓毒症大鼠模型；Sham 组只进行开腹处

理。CLP+LIR 组于制模前 2 h 给予 100 mg/kg 鹅掌

楸苷 0.2 mL 灌胃；Sham 组和 CLP 组给予等体积的

生理盐水灌胃。

  本实验研究方案符合动物伦理学标准，经过

天津市南开医院动物伦理委员会批准（审批号：

NKYY-DWLL-2023-181）。

1.3  检测指标及方法：制模后 24 h 过量麻醉处死

大鼠，取肾组织和肠内的新鲜粪便备检。

1.3.1  苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色：

将肾组织置于 4% 多聚甲醛中固定 24 h，充分脱水

后石蜡包埋、切片（片厚 4 μm），HE 染色后置于光

镜下观察肾组织病理学变化，包括细胞形态、组织

结构、炎症细胞浸润情况、细胞坏死程度等，同时进

行组织病理学评分。以肾组织损伤范围记为 0 分

（无损伤）、1 分（＜25%）、2 分（25%～＜50%），3 分

（50%～＜75%），4 分（≥75%）。每张切片取 10 个

高倍镜视野，综合评估肾小管损伤表现，包括刷状缘

丢失、空泡变性、上皮细胞扁平、基底膜裸露、管型

形成、肾小管扩张及细胞坏死等。

1.3.2  ELISA 检测外周血炎症因子水平：取腹主动

脉血置于无菌抗凝管中，低温 3 000 r/min（离心半径

20 cm）离心 15 min，收集上清液，按照 ELISA 试剂

盒说明书操作，包括加样、温育、洗涤、加酶标抗体、

再次温育和洗涤等步骤，最后加入底物显色，用酶

标仪测定各孔在特定波长下的吸光度（A）值，根据

标准曲线计算外周血中炎症因子 TNF-α、IL-1β和

IL-6 的水平。

1.3.3  外周血 Cr 和 UREA 含量检测：取外周血，严

格依照检测试剂盒说明书步骤，分别在对应的反应

管中精准加入适量血清样本与配套试剂，充分振荡

混匀，确保反应充分。将反应管置于 37 ℃恒温孵

育箱中充分孵育，使用生化分析仪在特定波长下测

定各管 A 值，根据标准曲线计算出外周血中 Cr 和

UREA 的含量。

1.3.4  肾组织 MDA 和 Fe2+ 含量检测：取肾组织制

成 10% 组织匀浆，3 000 r/min（离心半径 20 cm）离

心 10 min 取上清液，按试剂盒说明书步骤，分别在

相应反应体系中加入适量上清液、试剂充分混匀，

孵育结束后用酶标仪在指定波长下测定 A 值，绘制

标准曲线计算出肾组织中 MDA 和 Fe2+ 含量。

1.3.5  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测肾脏组织中蛋白表达：用含有磷酸酶和蛋白酶

抑制剂的裂解缓冲液充分匀浆肾组织后，在冰浴条

件下裂解 30 min，每隔 5 min 轻轻振荡 1 次，随后

4 ℃下 12 000 r/min（离心半径 10 cm）离心 15 min，

收集上清即为总蛋白提取液。提取蛋白进行定量，

取 40 μg 蛋白质样本经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺 凝 胶 电 泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electropheresis，SDS-PAGE），采用湿转法在恒流

条件下将蛋白转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene  

fluoride，PVDF）膜上，室温下用 5% 脱脂乳封闭 

1.5 h，以减少非特异性结合；随后将膜与特异性一抗

（Nrf2、GPX4、GAPDH 和 HO-1）按照 1∶1 000 的比

例稀释后，在摇床上 4 ℃孵育过夜；次日用含吐温的 

Tris- 缓冲盐溶液（Tris-buffered saline Tween，TBST）

充分洗涤后，室温下与辣根过氧化物酶（horseradish 

peroxidase，HRP）结合的二抗孵育 2 h，加入电化学

发光显色液，用凝胶成像系统完成显色成像，从而获

取清晰的蛋白条带图像。使用 Image J 软件对蛋白

条带进行灰度分析，以 GAPDH 作为内参对目的蛋

白进行半定量分析。

1.3.6  肠道菌群 16S rDNA 测序：提取各组肠道粪

便总 DNA，用超微量分光光度计定量，用 1.2% 琼

脂糖凝胶电泳测质量；以菌群相关序列为靶点，加

条形码设计引物，用 Pfu 高保真 DNA 聚合酶进行聚

合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增，

设阴性对照，弃有扩增条带样本群；经磁珠纯化回

收扩增产物，用 PicoGreen 荧光染料试剂和 BioTek 

FLx800 荧光酶标仪定量后混样；用 Illumina 测序文

库构建试剂盒经多步制备测序文库，质检定量合格

后梯度稀释、变性，按测序仪选对应试剂上机测序；

分析流程包括初筛数据、划分样本、去噪聚类、分析

多样性及物种差异、构建网络、预测代谢功能。

1.4  统计学分析：用 SPSS 20.0 统计学软件分析

数据，GraphPad Prism（v7.0）软件作图。对计量数

据进行正态性检验，均符合正态分布，以均数 ± 标

准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA），两两比较采用 LSD-t 检验。 

检验水准α 值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  各组大鼠肾组织病理变化及病理学评分（图1）： 

HE 染色显示，与 Sham 组相比，CLP 组肾组织出
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现显著的病理变化，病理学评分显著升高（分：

3.20±0.40 比 0，P＜0.05），表明 CLP 导致脓毒症大

鼠肾组织损伤。CLP+LIR 组肾组织病理损伤较 CLP

组明显改善，病理学评分明显降低（分：1.80±0.60

比 3.20±0.40，P＜0.05）。

表 1 各组大鼠外周血炎症因子水平比较（ng/L，x±s）

组别 动物数
（只） TNF-α IL-1β IL-6

Sham 组 10 151.60±18.97 11.75±1.65 107.23±2.56
CLP 组 10 254.90±47.89 a 23.06±1.67 a 267.69±20.92 a 
CLP+LIR 组 10 191.31±7.23 b                                                        11.15±4.04 b                                                     163.20±17.83 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；TNF-α为肿瘤坏死因子-α，

IL-1β为白细胞介素-1β，IL-6 为白细胞介素-6；与 Sham 组比较，
aP＜0.05；与 CLP 组比较，bP＜0.05

表 2 各组大鼠外周血 Cr 和 UREA 水平比较（x±s）

组别 动物数（只） Cr（μmol/L） UREA（mmol/L）

Sham 组 10 23.47±2.82 2.67±0.36
CLP 组 10   41.17±5.43 a   8.01±1.07 a

CLP+LIR 组 10   24.14±4.25 b   4.59±0.90 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；Cr 为肌酐，UREA 为尿素；

与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 CLP 组比较，bP＜0.05

表 3 各组大鼠肾组织中 MDA 和 Fe2+ 含量比较（x±s）

组别 动物数（只） MDA（μmol/g） Fe2+（mg/g）

Sham 组 10 5.36±0.15 0.31±0.07
CLP 组 10 16.05±0.88 a   0.93±0.04 a

CLP+LIR 组 10   9.67±0.46 b    0.71±0.07 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；MDA 为丙二醛；与 Sham 组

比较，aP＜0.05；与 CLP 组比较，bP＜0.05

2.3  各组大鼠外周血 Cr 和 UREA 水平（表 2）：与

Sham 组比较，CLP 组大鼠外周血中 Cr 和 UREA 的

含量均显著升高（均 P＜0.05）。与 CLP 组比较，

CLP+LIR 组能够显著降低 Cr 和 UREA 的水平，差

异有统计学意义（均 P＜0.05）。

表 4 各组大鼠肾组织 Nrf2、GPX4 
和 HO-1 蛋白表达比较（x±s）

组别 动物数
（只） Nrf2/GAPDH GPX4/GAPDH HO-1/GAPDH

Sham 组 5 1.43±0.05 0.90±0.02 1.32±0.01
CLP 组 5 0.39±0.01 a 0.48±0.04 a 0.41±0.02 a

CLP+LIR 组 5 1.21±0.01 b 0.74±0.04 b 0.91±0.01 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模

型组，CLP+LIR组为鹅掌楸苷干预组；Nrf2为核因子E2相关因子2，

GPX4 为谷胱甘肽过氧化物酶 4，HO-1 为血红素加氧酶-1，GAPDH

为 3-磷酸甘油醛脱氢酶；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 CLP 组比较，
bP＜0.05

2.5  各组大鼠肾组织 Nrf2、GPX4 和 HO-1 的蛋白

表达（图 2；表 4）：与 Sham 组比较，CLP 组大鼠肾

组织中 Nrf2、GPX4 和 HO-1 的蛋白表达均明显降

低（均 P＜0.05）。与 CLP 组比较，CLP+LIR 组能够

显著升高 Nrf2、GPX4 和 HO-1 的蛋白表达，差异均

有统计学意义（均 P＜0.05）。

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致 
脓毒症模型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；Nrf2 为 
核因子 E2 相关因子 2，GPX4 为谷胱甘肽过氧化物酶 4， 

HO-1 为血红素加氧酶-1，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 
各组大鼠肾组织中 Nrf2、GPX4 和 HO-1 蛋白表达

图 1  光镜下观察各组大鼠肾组织病理学改变　假手术组（Sham
组）肾组织形态正常；盲肠结扎穿孔术致脓毒症模型组（CLP 组）
肾小球体积增大，部分肾小球内可见中性粒细胞浸润，肾小管上
皮细胞明显肿胀，胞质内可见空泡变性，肾间质水肿明显，间隙
增宽，肾组织结构紊乱；鹅掌楸苷干预组（CLP+LIR 组）肾组织
病理学改变较 CLP 组明显改善　苏木素 - 伊红（HE）染色　中
倍放大

2.2  各组大鼠外周血炎症因子水平（表 1）：与

Sham 组 比 较，CLP 组 外 周 血 TNF-α、IL-1β 和

IL-6水平均显著升高（均 P＜0.05）。与CLP组比较，

CLP+LIR 组能够显著降低这些炎症因子水平，差异

有统计学意义（均 P＜0.05）。

2.4  各组大鼠肾组织 MDA 和 Fe2+ 含量（表 3）：

与 Sham 组比较，CLP 组大鼠肾组织中 MDA 和 Fe2+

的含量均显著升高（均 P＜0.05）。与 CLP 组比较，

CLP+LIR 组能够显著降低 MDA 和 Fe2+ 的含量，差

异有统计学意义（均 P＜0.05）。
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2.7  各组大鼠肠道菌群结构分析：线性判别分析

效 应 量（linear discriminant analysis effect quantity，

LEfSe）显示（图 4），各组具有显著差异的微生物类

群，其中，Sham 组显著差异微生物菌群是厚壁菌门、

瘤胃球菌属、毛螺菌科、丁酸球菌属；CLP 组显著差

异微生物菌群是疣微菌科、疣微菌目、疣微菌纲、阿

克曼菌属、疣微菌门、γ-变形菌纲、变形菌门、巴斯

德菌科、巴斯德菌目、聚集杆菌属；CLP+LIR 组显

著差异微生物菌群是乳杆菌科、芽孢杆菌纲、乳杆

菌属、埃希菌属、β-变形菌纲、伯克霍尔德菌目、草

酸杆菌属、草酸杆菌科。

  在属水平上，根据 3 组微生物的相对丰度差异，

进一步绘制肠道菌群物种丰度聚类图（图 5），结果

显示，与 Sham 组相比，CLP 组摩根菌属、柠檬酸杆

菌属、变形杆菌属、克雷伯菌属、志贺菌属、聚集杆

菌属和肠球菌属等致病菌的相对丰度显著增加，丁

酸单胞菌属、韦荣球菌属、普雷沃菌属、乳杆菌属、

双歧杆菌属和瘤胃球菌属等有益菌的相对丰度显著

降低。与 CLP 组相比，CLP+LIR 组可以显著改善肠

道菌群组成，降低变形杆菌属、克雷伯菌属、志贺菌

属、聚集杆菌属和肠球菌属等致病菌的相对丰度，

并显著增加乳杆菌属、双歧杆菌属和瘤胃球菌属的

相对丰度。表明鹅掌楸苷可以部分改善脓毒症肠道

菌群紊乱。

3 讨 论 

  脓毒症是引发 AKI 的重要诱因，其复杂的发病

机制涉及“炎症风暴”、免疫失调以及肠道菌群紊乱

等，严重危及患者生命［15］。本实验中采用 CLP 法

构建脓毒症相关 AKI 大鼠模型，可模拟脓毒症引发

的全身感染，激活炎症级联反应，进而导致肾脏功能

受损。本研究全面评估了鹅掌楸苷对肾脏病理损伤、

炎症反应、氧化应激、铁死亡通路以及肠道菌群的

影响，结果表明，鹅掌楸苷通过多靶点调控机制可显

著改善脓毒症导致的肾损伤，下调促炎因子，减轻炎

症对肾脏的损害，还能激活 Nrf2/GPX4/HO-1 抗氧化

表 5 各组大鼠肠道菌群 α 多样性指数比较（x±s）

组别 动物数（只） Chao1 指数 Shannon 指数 Pielou_e 指数 Faith_pd 指数 观测物种数

Sham 组 5 828.35±76.12 7.31±0.25 0.76±0.02 58.95±14.24 791.32±99.08
CLP 组 5 648.65±142.94 a 5.80±0.86 a 0.63±0.06 a 43.44±6.30 a 588.06±152.38 a

CLP+LIR 组 5 1 181.53±195.58 b 7.79±0.43 b 0.77±0.02 b 69.14±9.08 b 1 008.12±179.72 b

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 CLP

组比较，bP＜0.05

注：Sham组为假手术组，CLP组为盲肠结扎穿孔术致脓毒症模型组，
CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组；LDA 为线性判别分析

图 4  各组大鼠肠道菌群线性判别分析效应量（LEfSe）

2.6  各组大鼠肠道菌群多样性分析：主坐标分析

（principal co-ordinates analysis，PCoA）菌群 β 多样

性显示（图 3），各组大鼠肠道菌群组成存在显著差

异。α 多样性分析显示（表 5），与 Sham 组比较，

CLP 组用于估计肠道菌群物种丰度和多样性水平的

Chao1 指数、Shannon 指数、Pielou_e 指数、Faith_pd 

指数和观测物种数均显著下降（均 P＜0.05）。与

CLP 组比较，CLP+LIR 组这些指数均显著回升（均

P＜0.05）。表明鹅掌楸苷对脓毒症诱导的肠道菌群

失调具有一定的改善作用。

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致 
脓毒症模型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组

图 3  主坐标分析各组大鼠肠道菌群 β 多样性

●
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通路，增强机体抗氧化能力，缓解氧化应激损伤，降

低肾组织铁死亡；同时，可调节肠道菌群，增加有益

菌、减少有害菌，改善肠道微生态，间接保护肾脏。

  本研究显示，CLP 组大鼠肾组织呈现典型的

AKI 病理特征，表现为肾小球体积增大伴中性粒细

胞浸润，肾小管上皮细胞空泡变性及间质水肿，而这

些改变与脓毒症诱导的微循环障碍、炎症介质释放

及氧化应激密切相关［16］。经鹅掌楸苷干预后，CLP

诱导的脓毒症大鼠肾小球结构完整性恢复、炎症浸

润减少，表明鹅掌楸苷能有效减轻脓毒症肾实质损

伤。Cr、UREA 是评估肾功能的主要指标。本研究

结果显示，CLP 组肾组织 Cr、UREA 较 Sham 组显著

升高，与病理损伤程度一致；而鹅掌楸苷干预后可

使 Cr 和 UREA 水平接近 Sham 组，提示其不仅可改

善肾组织形态学损伤，还可恢复肾小球滤过功能。

这一结果可能源于鹅掌楸苷对肾小管上皮细胞凋亡

的抑制作用，或通过改善肾血流动力学实现，但需进

一步研究验证。

  研究表明，脓毒症肾组织中脂质过氧化标志物

MDA 和 Fe2+ 水平显著升高，提示氧化应激与铁死亡

参与 AKI 进程［17］。铁死亡是一种新型的程序性细

胞死亡方式，其特征为铁依赖性的脂质过氧化和抗

氧化防御系统的崩溃。近年来，铁死亡在脓毒症发

生发展中的作用日益受到关注［7］。在铁死亡的调控

机制中，Nrf2、GPX4 和 HO-1 被认为是关键的调控

蛋白［18］。这些蛋白质在细胞抗氧化防御、铁代谢和

脂质过氧化调控中发挥着重要作用。最新研究表明，

穿心莲内酯可通过抑制 Nrf2/ 成纤维细胞特异性蛋

白 1 通路的铁死亡，减轻脓毒症诱导的 AKI［19］。右

美托咪定可通过调节 GPX4 降解 Kelch 样环氧氯丙

烷相关蛋白 1，减轻脓毒症相关 AKI 中的肾小管铁

死亡［20］。本研究显示，CLP 组 Nrf2、GPX4 和 HO-1

蛋白表达较 Sham 组显著降低，而经鹅掌楸苷干预

后三者表达上调，表明鹅掌楸苷可通过激活 Nrf2 通

路增强细胞抗氧化能力。Nrf2 作为氧化应激的主要

调节因子，可促进 GPX4 和 HO-1 的转录。GPX4 通

过还原脂质过氧化物抑制铁死亡，而 HO-1 降解血

红素产生的胆红素具有抗氧化效应。

  随着研究的深入，肠道微生物群在 AKI 中的作

用逐渐显现。AKI 发生后，肠道微生物群的组成发

生变化，导致肠道屏障破坏、肠道免疫反应异常和

细菌移位。同时，肠道微生物群的代谢产物可能加

剧 AKI 的进展［21］。本研究显示，CLP 组 α 多样性

指数（Chao1、Shannon 等）较 Sham 组显著下降，表明

脓毒症导致肠道菌群紊乱；而经鹅掌楸苷干预后 α

多样性恢复甚至超过 Sham 组，提示其对菌群生态

具有强效调节作用。进一步 LEfSe 分析显示，CLP

组富集的疣微菌门、变形菌门与肠道屏障破坏和全

身炎症相关，而 CLP+LIR 组乳杆菌属、双歧杆菌属

的增多可能通过增强肠道屏障功能、调节宿主免疫

应答及抑制过度炎症反应等机制保护肾脏。值得

注意的是，CLP+LIR 组反映菌群系统发育多样性的

Faith_pd 指数较 CLP 组显著升高，表明其不仅增加

菌群丰度，还促进功能基因的多样性，这可能通过代

谢物互作增强宿主抗炎能力。在脓毒症病理过程中，

过度释放的 TNF-α、IL-1β和 IL-6 等促炎因子通过

激活 NF-κB 通路加剧组织损伤［22］。本研究中，CLP

组外周血炎症因子水平较 CLP 组显著升高，而经鹅

掌楸苷干预可使上述炎症因子显著下降，提示鹅掌

楸苷具有明确的抗炎效应。本课题组既往研究表

明，鹅掌楸苷可通过抑制 NF-κB 信号通路，减少炎

症介质释放［14］，这可能解释了本实验中炎症因子水

平的降低。此外，肠道菌群分析显示 CLP 组致病菌

注：Sham 组为假手术组，CLP 组为盲肠结扎穿孔术致 
脓毒症模型组，CLP+LIR 组为鹅掌楸苷干预组

图 5  各组大鼠肠道菌群在属水平上物种丰度聚类图

−

−
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（如变形杆菌属、克雷伯菌属）丰度较 Sham 组增加，

这些菌群可能通过释放内毒素激活全身炎症反应；

而经鹅掌楸苷干预后乳杆菌属、双歧杆菌属等有

益菌的恢复可能通过竞争性抑制致病菌定植，减少 

内毒素入血，从而间接抑制肾脏炎症。这种“肠-肾

轴”调控可能是鹅掌楸苷发挥抗炎作用的重要途径。

  综上所述，本研究表明鹅掌楸苷可能通过多

重机制改善脓毒症 AKI：① 直接抑制全身炎症反

应，降低 TNF-α、IL-1β和 IL-6 水平；② 激活 Nrf2/

GPX4/HO-1 通路，拮抗氧化应激与铁死亡；③ 重塑

肠道菌群结构，恢复有益菌优势并抑制致病菌增殖。

这些发现为脓毒症 AKI 的防治提供了新的多靶点

治疗策略，同时凸显了“肠-肾轴”在脓毒症病理损

伤过程中的重要性。后续研究应着重解析鹅掌楸苷

的直接作用靶点及对菌群代谢物的影响，以推动其

临床转化应用。
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