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中文摘要 

 

严重烧伤会导致机体内环境发生剧烈变化，可对机体造成严重损害。创伤应激，

热力的直接损害，组织灌注不足，以及全身炎症反应，这种种刺激，使严重烧伤后，

损害不仅仅局限于受损的皮肤，还影响体内多种脏器的功能，产生多脏器功能障碍。

严重烧伤后，多脏器功能不全发病率高达 28.1%，一旦发生，难以逆转。由于肺脏与

外界环境直接相通，容易受到外界环境因素的侵袭，因此对严重烧伤患者，尤其是

伴有吸入性损伤或基础肺疾病的患者，肺损伤是烧伤后脏器损伤中最常见的损伤之

一。多种因素参与了急性肺损伤的发病机制，其归纳起来主要分为两大部分：细胞

因素和体液因素。细胞因素包括活化的炎性细胞如中性粒细胞、巨噬细胞以及肺固

有细胞如肺泡上皮细胞、血管内皮细胞等。体液因素包括各种炎性介质、细胞因子、

氧化应激等。严重烧伤后，可以激活其中的多种因素，对肺脏造成损伤。其中炎性

细胞大量活化，合成和释放一系列的炎性介质，从而导致强烈的全身炎症反应，是

烧伤诱导肺损伤的重要原因。 

NLRP3 炎症小体是固有免疫的组成成分，是由多种蛋白组成的复合体。炎症小

体能够调节 caspase-1 的活化进而在天然免疫防御的过程中促进细胞因子前体

pro-IL-1β 和 pro-IL-18 的切割成熟，而 IL-1β 和 IL-18 是强有力的炎症启动因子，能

够促进炎症反应的发生。因此我们推测 NLRP3 炎症小体在烧伤后肺损伤的发病过程
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中起着重要作用。故本研究通过在体和离体实验，探究了严重烧伤后 NLRP3 炎症小

体信号通路的表达及其对肺损伤的作用，并进一步研究了烧伤后 NLRP3 炎症小体活

化的机制。 

实验方法： 

1. 建立 30%总体表面积严重烫伤大鼠肺损伤模型，并检测烫伤后各时间点 NLRP3、

Caspase-1 等炎症小体信号在肺组织中的表达水平及 IL-1β、IL-18 等炎症启动因子

在血清和肺组织中的表达，探讨严重烧伤后 NLRP3 炎症小体的活化情况并为后续

实验确定时间节点。 

2. 通过腹腔注射 NLRP3 炎症小体抑制剂 BAY11-7082，观察其对严重烫伤大鼠

NLRP3 炎症小体信号通路活化的影响；通过观察肺组织病理切片，肺损伤指标研

究其对严重烫伤大鼠肺损伤的效应，探讨 NLRP3 炎症小体在严重烧伤后肺损伤中

的作用。 

3. 通过分离提取大鼠肺泡灌洗液中的肺泡巨噬细胞并用严重烧伤大鼠血清刺激来模

拟烧伤后肺损伤的微环境，观察烧伤血清刺激后肺泡巨噬细胞中 NLRP3 炎症小体

信号通路活化情况及 ROS 产生情况，探讨严重烧伤后 NLRP3 炎症小体活化的可

能机制。 

4. 通过使用 ROS 清除剂 N-acetylcysteine，观察烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞后 NLRP3

炎症小体信号通路活化情况，明确 ROS 在严重烧伤后 NLRP3 炎症小体活化过程

中的作用。 

主要结果： 

1. 大鼠 30%总体表面积烫伤后，肺组织中 NLRP3、Caspase-1 等炎症小体信号及

IL-1β、IL-18 等炎症启动因子的基因和蛋白水平在烫伤后 48h 呈时间依赖性逐渐升

高趋势，并在 24h 或 48h 达到最高值。 

2. 腹腔注射 NLRP3 炎症小体抑制剂 BAY11-7082 后，严重烫伤大鼠肺组织中的

NLRP3、Caspase-1 等炎症小体信号及 IL-1β、IL-18 等炎症启动因子的基因和蛋白

水平被显著抑制，且抑制 NLRP3 炎症小体的活化可显著减轻严重烧伤引起的肺部

病理损害，降低肺部的炎症水平。 

3. 烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞后，细胞内 NLRP3 炎症小体信号通路显著活化，ROS

水平显著升高。ROS 可能调控严重烧伤后 NLRP3 炎症小体的活化。 



第四军医大学硕士学位论文 

-6- 

4. 使用 ROS 清除剂后，烧伤血清刺激的肺泡巨噬细胞中的 NLRP3 炎症小体活化程

度可被显著抑制，说明严重烧伤后 NLRP3 炎症小体的活化是部分 ROS 依赖的。 

结论： 

烧伤后可激活肺泡巨噬细胞中的 NLRP3 炎症小体信号通路，而活化的 NLRP3 炎

症小体可进一步促进 IL-1β 和 IL-18 等炎症启动因子的表达，进而扩大炎症反应，导

致肺损伤。烧伤诱导的 NLRP3 炎症小体活化是部分 ROS 依赖的过程。而抑制 NLRP3

炎症小体的活性或清除细胞内过量的 ROS，均可有效减轻肺损伤。 

 

关键词：烧伤；肺损伤；NLRP3；炎症小体；ROS；IL-1β；IL-18 
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Candidate for master: Han Shichao 

Supervisor: Hu Dahai Professor 

Tutor:  
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Xi’an  710032, China 

 

Abstract 
Severe burns can cause dramatic changes in the body homeostasis, leading to serious 

damage to the body. Traumatic stress, direct heat damage, inadequate tissue perfusion, and 

systemic inflammatory response, all these stimulis, so that after severe burns, damage is 

not limited to skin, but also affects many body organs function, resulting in more function 

disorders. After burns, multiple organ dysfunction incidence rate of 28.1%, in the event, it 

is difficult to reverse. Since the lungs directly connected with the external environment, 

vulnerable to external environmental factors, so severely burned patients, especially 

patients with inhalation injury or underlying lung disease, lung injury is the most common 

injury after burns. A variety of factors involved in the pathogenesis of acute lung injury, 

which mainly divided into two parts: cell factors and humoral factors. Cells include 

activated inflammatory cells such as neutrophils, macrophages, and pulmonary resident 

cells, such as lung alveolar epithelial cells, vascular endothelial cells. Humoral factors 

include a variety of inflammatory mediators, cytokines, oxidative stress. After severe 

burns, a variety of factors are activated and result in lung damage. Wherein after severe 

burns, plenty of inflammatory cells are activated , synthesize and release a number of 

inflammatory mediators, leading to strong systemic inflammatory response, it is an 
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important cause of burn-induced lung injury. 

NLRP3 inflammasome is an component of innate immunity, it is a combination of 

complex proteins. Inflammasome can regulate caspase-1 activity, thus contributing to the 

activation of cytokine precursor pro-IL-1β and pro-IL-18 in the course of natural immune 

defense. IL-1β and IL-18 is a powerful inflammatory initiation factor, which can promote 

inflammatory reactions. Therefore, we hypothesized that NLRP3inflammasome plays an 

important role in the pathogenesis of lung injury after burns. In this study we explored the 

NLRP3 inflammasome signaling pathway expression by in vivo and in vitro experiments, 

and its effects to lung injury, and we further explores the mechanism of NLRP3 

inflammasome activition. 

Main methods:  

1. We established 30% of total body surface area model of lung injury in rats following 

severe burns and test NLRP3, Caspase-1 inflammasome signal in lung tissue and the 

level of IL-1β, IL-18 in serum and lungs at each time point, to explore the activation of 

inflammasome signal after severe burns and determine the time point for subsequent 

experiments. 

2. Inhibition of NLRP3 inflammasome by intraperitoneal injection BAY11-7082, and 

observe its effect on NLRP3 inflammsome signal pathway activation in rats with severe 

burn; through biopsy of lung tissue, lung injury indicators lungs of rats with severe burn 

to explore the role of inflammation NLRP3 inflamasome after severe burn injury in the 

lung. 

3. Isolation rat alveolar macrophages from bronchoalveolar lavage fluid and simulated 

with burn serum to simulate burn lung injury microenvironment, and observe NLRP3 

inflammasome signaling pathways activaty and ROS production after burn serum 

stimulation of alveolar macrophages, and explore the possible mechanism of NLRP3 

inflammasome activation after severe burn. 

4. By using the ROS scavenger N-acetylcysteine, observe NLRP3 inflammasome 

signaling pathways activation after burn serum stimulation of alveolar macrophages, to 
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verify the role of ROS in NLRP3 inflammasome activation process after severely 

burned. 

The main results are: 

1. The mRNA and protein expression of NLRP3, Caspase-1 inflammasome signaling 

pathways and IL-1β, IL-18 within 48h after 30% of the total body surface area burns rat 

lung tissue is gradually increased in a time-dependent manner, and reached the highest 

value at 24h or 48h. 

2. After intraperitoneal injection NLRP3 inflammasome inhibitor BAY11-7082, the 

expression of NLRP3, Caspase-1 inflammasome signaling pathways and IL-1β, IL-18 

gene and protein was significantly inhibited in severe burns lung tissue, and the 

inhibition of NLRP3 inflammasome activation can significantly reduce severe burns 

caused lung pathology damage by reduced inflammation response in lungs. 

3. Intracellular signaling pathways of NLRP3 inflammasome significant activate, and 

ROS levels were significantly increased after burn serum stimulation of alveolar 

macrophages. ROS may regulate NLRP3 inflammasome activation after severe burns. 

4. After using ROS scavenger, NLRP3 inflammasome signal activation in the burn serum 

stimulation of alveolar macrophages can be significantly suppressed, indicating 

activation of NLRP3 inflammasome is part of ROS-dependent. 

Conclusions: 

This study demonstrated that burn injury activates the NLRP3 inflammasome in AMs, 

which promotes the release of inflammatory initiating cytokines, such as IL-1β and IL-18, 

and amplifies the inflammatory response to cause ALI. Additionally, burn injury-induced 

NLRP3 inflammasome activity is a partial ROS-dependent process. Inhibition of either 

NLRP3 or ROS activity alleviates ALI.  

 

Key words：Burn injury; Acute lung injury; NLRP3; Inflammasome; ROS; IL-1β; 

IL-18 
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前    言 
 

肺脏与外界环境直接相通，很容易受到外界环境因素的侵袭，因此对严重烧伤

患者，尤其是伴有吸入性损伤或基础肺脏疾病的患者，肺脏是其最常累及的脏器之

一，同时肺损伤也是严重烧伤最主要的死亡原因。临床上严重烧伤后肺损伤的发生

机制非常复杂，主要包括吸入性损伤；误吸；氧中毒；大量丢失液体后继续补液，

由于操作或计算失误补液过多或病人个体的差异，可进一步加重肺损害；休克导致

机体产生应激反应，肾素血管紧张素醛固酮系统以及交感肾上腺素系统功能亢进，

引起肺血管收缩，肺动脉压力升高，液体大量渗出至肺组织，导致肺水肿，同时由

于缺血缺氧损害，以及补充液体之后的再灌注损害，可引起肺内固有细胞的直接损

伤；烧伤后 48h 之内机体处于休克期，感染并不明显，但肺组织可出现强烈炎症反

应，这种情况的出现可能是由于肺脏受到吸入性损伤的破坏或机体缺血再灌注后，

肺组织内的正常细胞受到破坏，引起的防御反应。以上这些因素，除去不可控的因

素如吸入性损伤以及操作失误如误吸、氧中毒外、过度补液外，休克和炎症反应的

发生在烧伤后肺损伤的发生过程中尤为重要。目前临床上针对烧伤后肺损伤的原因

进行了针对性的处理，大大降低了烧伤后肺损伤的发病率，但对严重烧伤病人尤其

是重症烧伤病人，肺损伤依然是其死亡的主要原因。 

炎症小体是先天性免疫的一部分，它是机体细胞内感受内外环境中有害物质刺

激的主要成分，它同细胞膜表面的 Toll 样受体（Toll like receptors , TLRs）、C 型凝集

素受体（C type lectin receptors, CLRs）等膜表面受体一道，一起构成了细胞识别内源

或外源刺激的模式识别受体（Pattern Recognition Receptor），共同筑建了机体的固有

免疫防御系统。然而目前的研究主要集中在了膜表面的模式识别受体，对胞内的模

式识别受体的研究还远远不够。在炎症小体的研究中，NLRP3 炎症小体是研究最为

广泛的炎症小体。它可识别一系列刺激因素，外源性因素如各种病原微生物如仙台

病毒、流感病毒、腺病毒等各种病毒；或酿酒酵母菌、白假丝酵母菌等真菌；或葡

萄球菌、李斯特单核细胞菌、福氏志贺菌等多种病菌，均可激活 NLRP3 炎症小体；

其次一些无机化合物颗粒如硅颗粒、石棉颗粒等也可活化 NLRP3 炎症小体；再次，

多种内源性刺激如胞外 eATP、胞内 ROS、损伤细胞释放的透明质酸、组织蛋白酶、

错误折叠的蛋白、淀粉样蛋白 β、高血糖、谷氨酸钠、钙盐沉积等也可激活 NLRP3
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炎症小体，进而促进炎症反应的发生，加重组织损害。而在这些刺激因子中，有很

多因素都参与了严重烧伤后肺损伤的发病机制。同时 NLRP3 炎症小体参与了多种疾

病的发生发展过程，如心肌缺血再灌注损害、LPS 诱导的肺损伤、失血性休克后脏

器损伤等一系列急性损伤疾病的发病过程，同时它也在慢性损伤疾病如纤维化、慢

性炎症、神经退行性等疾病中扮演着重要角色。而严重烧伤的发病过程和这些疾病

有很多相似之处，因此我们有理由推测 NLRP3 炎症小体在烧伤后肺损伤中也可能发

挥着重要的作用。 

在本实验中我们采用严重烫伤大鼠诱导的肺损伤模型，探究了 NLRP3 炎症小体

在严重烧伤后肺组织中的表达及作用；同时我们提取烧伤大鼠血清刺激肺泡巨噬细

胞来模拟烧伤后肺组织中的微环境，探索了烧伤后肺泡巨噬细胞活化的机制。从而

为临床上严重烧伤病人肺损伤的预防和治疗提供了新的思路和研究方向。 
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文献回顾 
 

一、严重烧伤诱导的肺损伤 

烧伤是指热力（包括热液、蒸汽、高温气体、火焰、炽热金属等）所引起的机

体组织损害，主要累及皮肤或粘膜，严重者可伤及皮下或粘膜下组织，如肌肉、骨、

关节甚至内脏。而随着社会的发展，由电能、化学物质或放射线等损伤因素所致的

组织损害和临床过程与热力烧伤类似，因此临床习惯上将其也归于烧伤一类。 

烧伤尤其是严重烧伤时，机体皮肤黏膜屏障受到破坏，易受到外界因素的侵袭，

同时机体内环境稳态发生剧烈变化，很容易导致系统性炎症反应综合征（systemic 

inflammatory response syndrome, SIRS）甚至多脏器功能不全综合征（multiple organ 

dysfunction syndrome, MODS）[1, 2]。由于肺脏与外界环境直接相通，容易受到外界环

境因素的影响，因此对严重烧伤患者，尤其是伴有吸入性损伤或基础肺疾病的患者，

肺脏是烧伤后 MODS 中最常累及的脏器之一，同时烧伤后急性肺损伤也是烧伤后病

人最主要的死亡原因之一[3-5]。如何有效控制烧伤后肺损伤的发生，是每一个烧伤临

床医师所必需面对和思考的问题。 

严重烧伤对机体造成的损害主要来源于创伤刺激、热力直接侵害以及组织灌注

不足，这种种刺激可导致过量炎症反应、氧化应激损害以及凋亡等二次损害，最终

导致急性肺损伤或急性呼吸窘迫综合症。 

急性肺损伤和急性呼吸窘迫综合征是由肺内或肺外各种复杂因素引起的，以顽

固性低氧血症为显著特征的临床综合征。肺气体交换界面发生急性炎症，而失控的

炎症反应进一步促进肺组织内白细胞和血小板的堆积，进而导致促凝血系统活化以

及肺泡毛细血管屏障受损，临床上主要表现为低氧血症、呼吸功能受限以及肺水肿[6]。

急性肺损伤最根本的病理过程是血管内皮和肺泡上皮细胞受到破坏，肺泡毛细血管

屏障功能受损，伴随大量炎症细胞浸润，进而引起肺组织水肿、肺出血以及严重的

气体交换障碍[7]。多种因素参与了急性肺损伤的发病机制，其归纳起来主要分为两大

部分：细胞因素和体液因素。不同类型的细胞和不同的介质在急性肺损伤发病过程

中发挥着不同的作用，下面我们对现阶段不同细胞在急性肺损伤中发挥的作用作一

简介。 
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1. 急性肺损伤发病的细胞因素 

肺泡上皮细胞与急性肺损伤 

肺泡内上皮细胞可分为两类，其中Ⅰ型肺泡上皮细胞较扁平，约占肺泡表面积

的 90%，主要参与肺部气体交换；Ⅱ型肺泡上皮为立方形，所占面积较少，但其数

目较多，具有多种功能，它能产生肺表面活性物质，有利于肺泡内液体的清除 
[8, 9]

 。 

与内皮细胞屏障相比，肺泡上皮细胞屏障的通透性较差，因此当急性肺损伤发

生时，一旦上皮细胞完整性受到破坏，很容易导致血管中富含蛋白的液体渗出至肺

泡[10, 11]，同时伴随基底膜玻璃样变性；并且肺泡上皮受到破坏可抑制肺泡内液体的

回吸收，影响肺泡内液体的清除，从而加重肺水肿[12]；同时肺泡上皮细胞主要参与

气体交换，一旦受损，可引起顽固的低氧血症[13]。在急性肺损伤时，上皮细胞受损

的程度和病人的预后呈正相关关系[14, 15]，提示了其在急性肺损伤中的重要作用。急

性肺损伤时，上皮细胞主要表现为Ⅰ型肺泡上皮的广泛性坏死，且Ⅰ型肺泡上皮对

损伤敏感，而Ⅱ型肺泡上皮则具有较强抵抗性，并能在上皮细胞受损后形成前体细

胞，生成新的上皮细胞，促进上皮的再生。同时对急性呼吸窘迫致死的病人进行尸

检发现其肺泡上皮中促凋亡蛋白 Bax 高表达且 DNA 碎片增多[16, 17]。进一步研究发

现急性肺损伤时，肺泡上皮细胞的 Fas 受体大量活化，而浸润的单核细胞和中性粒

细胞是 Fas 配体的重要来源[18, 19]，表明炎症细胞和肺泡上皮细胞相互作用可导致肺

泡上皮细胞凋亡。下调 Fas 的表达或抑制与凋亡密切相关的含半胱氨酸的天冬氨酸

蛋白水解酶 3（caspase-3），能够明显减少肺泡上皮细胞的凋亡以及肺组织炎症反应

[20]。而激活肺泡上皮细胞的 Fas，可促使其释放 TNF-α、MIP-1α、MIP-2、MCP-1 以

及 IL-6 等促炎细胞因子[21]，促进炎症反应发生，进而破坏肺泡毛细血管屏障，加重

肺损伤。 

血管内皮细胞与急性肺损伤 

血管内皮细胞呈连续状单层排列在血管内膜，它与肺泡内皮细胞以及他们各自

的基底膜一起构成肺泡毛细血管屏障，是肺内进行气体交换的主要部位。同时肺毛

细血管内皮细胞还参与血液和肺间隙间的水分和营养物质的交换[22]。肺血管内皮细

胞还具有重要的代谢功能，它不仅能够清除血液中内皮素、血管紧张素Ⅰ或血管缓

激肽等物质，在受到刺激时，还可生成一系列血管活性物质如血管紧张素Ⅱ、一氧

化氮或前列环素，从而调节自身及周边血管内皮细胞的张力，细胞增殖及血管形成
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[23]。肺血管内皮细胞还可以分泌一系列炎症介质或影响炎症细胞的迁移及活化来调

节炎症反应，参与机体的防御功能[24, 25]。 

急性肺损伤时，肺血管内皮细胞受到严重损伤，内皮细胞 F-肌动蛋白、肌球蛋

白发生重排，细胞骨架蛋白收缩，细胞间距增大[26]，同时内皮细胞产生血小板活性

因子 PAF、内皮素 ET-1
[27]等，使内皮细胞通透性增高，内皮细胞进一步损伤，最终

可导致凋亡或坏死，这一系列变化致使血管通透性增加，大量液体渗出至肺组织间

隙引起肺水肿，同时由于内皮间隙增大，大量的炎性细胞穿透血管膜浸润至肺组织，

释放大量的组织水解酶、细胞因子以及氧化活性物质破坏正常肺组织结构。肺血管

内皮细胞受到破坏后，其表面表达大量细胞间粘附分子 ICAM-1、血管细胞粘附分子

VCAM-1、E-选择素等白细胞粘附分子及细胞趋化因子[28]，促进炎症细胞粘附聚集

于内皮细胞表面，并穿过内皮间隙向受损肺组织局部定向迁移，因而内皮细胞在急

性肺损伤中炎症反应的发生及其级联放大过程中起着至关重要的作用。其次急性肺

损伤时，肺血管内皮细胞代谢功能失调，缩血管活性物质大量升高，如 ET、PAF、

血管紧张素Ⅱ、血栓素等，而舒张血管物质生成大量减少，引起血管严重收缩，肺

动脉压力增高[29, 30]；同时内皮细胞损伤时，可吸引大量血小板和炎症细胞聚集，而

内皮细胞分泌的促凝血物质增加，抗凝血物质减少，最终可导致弥漫性血管内凝血

[31]，加重肺损伤。 

肺泡巨噬细胞与急性肺损伤 

肺内巨噬细胞有多种不同的亚型，而肺泡巨噬细胞由于提取简便，且其含量最

多，故对其研究比较深入广泛。肺泡巨噬细胞是吞噬细胞的一种，它定居在肺内或

粘附于肺泡壁，其形态和功能具有不均一性，相比间质巨噬细胞，它具有更强的粘

附和吞噬功能[32]。生理状态下，肺泡巨噬细胞在保护肺组织免受外界环境如灰尘、

细菌、病毒等刺激过程中发挥着重要的作用；然而在急性肺损伤时，内外环境中的

刺激可使肺泡巨噬细胞大量活化，表达和释放一系列的趋化因子、粘附分子，如单

核细胞趋化蛋白 1（MCP-1），巨噬细胞炎症蛋白 2（MIP-2）等，而这些趋化因子和

粘附因子能募集大量炎性细胞至损伤的肺组织处，进而扩大炎症反应，加重组织损

伤[33]。同时活化的巨噬细胞还可以释放大量的促炎因子如 IL-1β、IL-6、肿瘤坏死因

子 α（TNF-α）、IL-8 等[34]，这些促炎因子不仅可以直接损伤肺组织，还能够进一步

活化炎症细胞，释放更多的炎症因子，形成级联放大效应，产生失控性炎症反应。
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研究表明急性肺损伤时，肺泡巨噬细胞内 NF-κB 通路显著活化，而 NF-κB 通路与多

种炎症因子基因的调控具有直接联系，提示巨噬细胞内 NK-κB 通路的活化可能是导

致急性肺损伤的关键环节[35]。肺泡巨噬细胞还可以表达凋亡配体 FasL，从而诱导肺

泡上皮细胞凋亡[36]，同时肺泡巨噬细胞本身也表达凋亡受体 Fas，其活动也受到凋亡

的调控。肺泡巨噬细胞表面 FasL 与 Fas 的结合，一方面可促使巨噬细胞凋亡，另一

方面还可以改变其分泌的细胞因子[37]，进而可能在急性肺损伤炎症的转归与修复方

面发挥着重要的作用。 

中性粒细胞与急性肺损伤 

正常情况下中性粒细胞在机体的防御反应中发挥着重要作用，他们能够清除病

原微生物，或限制其扩散浸润，对机体有重要的保护作用，但过度活化的中性粒细

胞却可导致机体损伤。 

肺组织内大量中性粒细胞浸润和活化是急性肺损伤的特征。在肺损伤早期，中

性粒细胞即可浸润至肺组织，中性粒细胞定向迁移至损伤肺组织的过程是一个复杂

的过程，它涉及中性粒细胞的捕获、翻滚、活化、粘附、渗出等多个过程，这其中

炎症因子参与了每一步的过程[38]。急性肺损伤时，损伤因素和炎症因子的释放可促

使中性粒细胞的产生，进而血管内皮细胞表面表达大量的糖蛋白样的 E 选择素或 P

选择素，通过与中性粒细胞表面的 L 选择素相结合，而诱导中性粒细胞粘附聚集于

内皮细胞表面[28]。由于中性粒细胞的直径比肺泡毛细血管间隙的直径大，因此中性

粒细胞必须改变其自身形状，形成阿米巴样的运动才能穿过毛细血管壁屏障，在这

个过程中，炎症因子和胞内信号分子的活化能使中性粒细胞骨架发生改变，有利于

其变性[39]。一旦迁移至肺泡腔，中性粒细胞即释放大量蛋白水解酶和氧化活性物质，

从而加重肺组织损伤。中性粒细胞合成 ROS 主要有两种途径，即 NADPH 氧化酶途

径和 NO 合成酶途径。NADPH 氧化酶生理状态下存在于胞膜或胞浆中，一旦中性粒

细胞活化，NADPH 氧化酶可形成具有氧化酶活性的复合体，催化 NADPH 生成 NADP

和超氧化物[40]；同时活化的中性粒细胞可转录激活一氧化氮合酶，合成大量 NO，进

而同巯基化合物反应，生成大量超氧化物[41]，而导致组织氧化损伤。生理状态下，

成熟的中性粒细胞在外周血中大概只能存活 6-12h，一旦病原微生物或坏死细胞被清

除，中性粒细胞也随之凋亡坏死。但急性肺损伤时，其自身或周围的巨噬细胞等释

放的炎症因子 IL-1β、TNF-α、IL-6 或集落刺激因子可显著抑制中性粒细胞的凋亡，
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其机制可能是通过集落刺激因子受体或与 caspase-3/9 的活性降低有关[42]。 

血小板与急性肺损伤 

血小板在凝血和溶血平衡中发挥着重要作用，但最近研究发现血小板在机体防

御与炎症发展过程中也起着重要作用。血小板可通过其表面的 Toll 样受体被外界多

种病原相关分子信号刺激所活化，释放大量微生物杀伤分子或直接吞噬病原，抵抗

病原入侵[43]，除此之外，血小板还可调节血管内皮细胞和白细胞的功能。研究表明，

在多种急性肺损伤模型中，血小板-中性粒细胞相互作用可释放多种血小板源的趋化

因子如 CCL5、CXCL4 以及 P 选择素等，可能是肺泡内中性粒细胞募集的重要因素，

除此之外，血小板还可以分泌多种代谢产物如 IL-1β、血栓素 A2 等从而增强中性粒

细胞的活性[44]。血小板、炎性细胞和内皮细胞之间的相互作用，提示炎症过程和凝

血过程存在串话，共同参与肺损伤的发病机制[45]。 

急性肺损伤的发病机制复杂，多种细胞因素参与了其发病过程（见图 1），尽管

目前关于急性肺损伤的研究已取得了很大进展，但其详机制目前仍不清楚。 

2. 急性肺损伤发病的体液因素 

急性肺损伤发病的另一重要机制是体液因素，由于其涉及的种类和数目较多，

这里不一一展开叙述，但由于急性肺损伤最重要的原因是失控性炎症反应，因此根

据其与炎症的关系可主要分为三类。第一类是促进炎症反应的因素，这类因素包括

大量细胞因子、趋化因子以及一些促进炎症细胞贩运与活性的其他介质如 CXCL 趋

化因子、IL-8、TNF-α、IL-6、高迁移率蛋白 HMGB1、血管紧张素 AT1 等；第二类

是粘附分子如细胞间粘附分子 ICAM-1、选择素等；第三类是炎症细胞效应分子如血

小板活化因子 PAF、组织蛋白酶、活性氧 ROS、NADPH 氧化酶、基质金属蛋白酶

等[46]。 
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图 1  急性肺损伤发病的细胞机制 

[Parekh, D etc. Clin Med 2011, 11:615-8] 

 

二、炎症小体 

当病原体侵入机体，最先产生免疫应答反应的就是先天性免疫，从而保护机体

免受侵袭。先天性免疫反应在进化过程中高度保守，是机体在长期种系发育和进化

过程中不断地与入侵的病原体作斗争而逐渐形成并能够稳定遗传的免疫反应，是植

物、真菌、昆虫以及原生多细胞生物最主要的免疫系统[47]。先天性免疫的特点是作

用较广，能针对多种病原体产生应答，但专一性或针对性较差，故又称为非特异性

免疫。 

Toll 样受体（TLRs）和 C 型凝集素受体（CLRs）是表达在细胞膜上的模式识别

受体，他们能识别各种不同的病原相关分子模式（PAMP）[48]，如革兰阳性菌的肽聚

糖和磷壁酸，革兰阴性菌的脂多糖（LPS）、某些病原体的脂蛋白、具有鞭毛蛋白的

某些细菌、一些病毒的中间产物或者一些内源性降解产物[49]等等，从而导致单核-巨

噬细胞系统活化，吞噬杀伤入侵的病原微生物或异常代谢产物，同时释放一系列炎



第四军医大学硕士学位论文 

-18- 

症因子与细胞因子，引起一系列炎症反应，产生非特异性免疫应答。 

但细胞膜表面的模式识别受体并不能完全识别所有的病原相关分子模式

（PAMP）或危险信号分子模式（DAMP），仍有一部分“漏网之鱼”逃过其识别，

他们或直接进入细胞内，造成细胞损伤，或通过间接作用，引起细胞各种平衡失调。

有趣的是，在细胞胞质内也存在有一系列的模式识别受体，他们能够识别这些“逃

逸”的病原相关分子模式或危险信号分子模式，构成机体另一道防御屏障，其中最

重要的是炎症小体家族。 

典型的炎症小体是由感受蛋白（如各种类型的炎症小体蛋白）、连接蛋白即凋亡

相 关 颗 粒 样 蛋 白 （ Apoptosis-associated Speck like protein containing a 

Caspase-recruitment Domain (CARD), ASC）以及效应蛋白半胱氨酸蛋白酶 caspase-1

组成[50]。富集的炎症小体能够使 caspase-1 转化成其活化形式，而活化的 caspase-1

可以促使 IL-1β 和 IL-18 的前体向其活化形式转变，进而促进炎症反应的发生。除了

促进炎症因子的分泌，炎症小体的活化还可以诱发炎症细胞死亡即焦亡（pyroptosis），

从而阻断胞内病原体的复制[51]。现如今炎症小体的研究已成为免疫学中发展最为迅

猛的方向之一。炎症小体不仅在机体抵抗外界病原体入侵的过程中发挥重要作用，

而且在肿瘤的发生[52]、自身免疫疾病[53]、代谢[54, 55]、神经退行性疾病[56]方面也具有

重要作用。 

核苷酸结合寡聚结构域样受体（Nucleotide-binding Oligomerization Domain 

(NOD)-like receptors, NLRs）即 NOD 样受体（NLRs）是一大类细胞内模式识别受体

家族，不同物种间其成员数量不同，在人类含有 22 个 NOD 样受体，而小鼠则含有

34 个 NOD 样受体。他们能识别多种病原相关分子模式或危险信号分子模式，从而

介导先天性免疫反应，抵抗外界病原感染以及内源性损伤。 

经典的的 NLRs 主要由三部分构成：即 C 端的富含亮氨酸重复序列（leucine-rich 

repeat (LRR) domain），其主要作用是用来感受各种刺激信号或结合配体；中间的核

苷酸结合域（nucleotide binding domain, NBD），其主要作用是用来介导 NLRs 的聚集；

以及 N 端的脓素蛋白结构域（PYRIN domain, PYD）和 /或 caspase 募集域

（caspase-recruitment Domain, CARD），其作用是连接下游的接头蛋白或效应蛋白。

而连接蛋白 ASC 主要含有两部分，即 PYD 和 CARD，其中 PYD 可以和 NLRs 相互

连接，CARD 可以和效应蛋白 caspase-1 上的 CARD 域相互结合[57]。图 2 是不同类型
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的 NLRs 的结构图。 

NOD 样受体依据其所含有的特定的 NLR 结构域而命名，NLRs 参与的炎症小体

复合体包括 NLRP1，NLRP3，NLRP6，NLRP7，NLRP12 和 NLRC4，同时黑色素缺

失蛋白 2（absence in melanoma 2, AIM2）以及干扰素-γ 诱导蛋白 16（IFN-γ-inducible 

protein 16, IFI16）也可使炎症小体聚集，因此也被归于此[58]。以下是几种主要炎症

小体的结构示意图。 

 

图 2 不同类型 NLRs 的结构组成 

[Netea, M.G etc. Annu Rev Immunol 2015, 33:49-77] 

1. NLRP3 炎症小体 

NLRP3 炎症小体是研究最为广泛的炎症小体，它能识别一系列危险信号并在多

种疾病中诱发无菌性炎症反应。NLRP3 炎症小体是由结合蛋白 NLRP3，连接蛋白

ASC 以及效应蛋白 caspase-1 组成。 

多种内源性和外源性的刺激可以激活 NLRP3 炎症小体。各种病原微生物如仙台

病毒、流感病毒、腺病毒等各种病毒；酿酒酵母菌、白假丝酵母菌等真菌；葡萄球

菌、李斯特单核细胞菌、福氏志贺菌等多种病菌[59-63]，均可激活 NLRP3 炎症小体。
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其次，多种内源性刺激如胞外 eATP、损伤细胞释放的透明质酸、淀粉样蛋白 β、高

血糖、谷氨酸钠、钙盐沉积等也可激活 NLRP3 炎症小体活化[59, 64, 65]。再次，一些异

物颗粒如硅颗粒、石棉颗粒等也可以诱导 NLRP3 炎症小体活化[66, 67]。当 NLRP3 的

LRR 被活化后，NLRP3 通过 NBD 相互结合而多聚化，其 PYD 端可以和 ASC 连接

蛋白的 PYD 端同型结合，进而通过 ASC 的 CARD 端募集 caspase-1。而一旦 NLRP3

炎症小体多聚化后，caspase-1 也相互聚合，发生构象改变，将其末端的非活性段蛋

白水解，从而具有活性[68]。活化的 NLRP3 炎症小体立体结构示意图见图 3。活化的

caspase-1 又称为 IL-1β 转化蛋白，能够促使 IL-1β 和 IL-18 由其前体非活化形式向活

化状态转变，这被称为信号 2。当机体受到外界病原体入侵的同时，Toll 样受体活化，

通过激活下游的 NF-κB 信号通路进而促进 IL-1β 和 IL-18 的转录翻译，称为信号 1。

这两种信号合作，才能够促进大量具有活化形式的 IL-1β 和 IL-18 的释放，进而促进

炎症的发生和疾病的发展。Caspase-1 除了切割活化 IL-1β 和 IL-18 外，还可诱导细

胞产生焦亡（pyroptosis）。焦亡是一种具有剧烈炎症反应的细胞死亡形式，既具有凋

亡的特点（如 DNA 聚集破碎），又具有坏死的特点（如细胞肿胀破裂）。 

 

图 3 NLRP3 炎症小体三维立体结构示意图 

[Netea, M.G etc. Annu Rev Immunol 2015, 33:49-77] 

然而，这些刺激信号引发炎症小体活化的机制目前仍不太清楚。考虑到这些刺

激信号的结构以及生化特性不尽相同，这些刺激很可能并不直接与 NLRP3 直接相互

作用，相反这些互不相同的刺激信号很可能通过诱发共同的胞内反应从而激活
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NLRP3 炎症小体。 

研究表明 NLRP3 蛋白的 LRP 端可以识别一些共同的上游活化信号。目前比较

公认的有三种上游活化信号。 

1.1 钾离子外流 

多项研究表明，钾离子外流对 NLRP3 炎症小体的活化是必须的。当使用药物阻

断细胞内钾离子外流或提高细胞外液中钾离子浓度后，不管使用何种活化剂刺激细

胞，NLRP3 炎症小体均不能活化[61, 62]。众所周知，细胞外 eATP 能够激活 ATP 门控

离子通道 P2X7 受体，从而引发钾离子外流，同时细菌毒素也可以作用于细胞膜，导

致细胞膜上出现孔隙从而引发钾离子外流，进而激活 NLRP3 炎症小体[69]。但内外环

境中各种刺激因素是如何诱导钾离子外流，以及钾离子外流是否是由于特定的离子

通道活化还是细胞膜受到破坏而导致非选择性的离子通透性增加仍不得知。另一方

面，单独的钾离子外流并不足以引起 NLRP3 炎症小体活化。当细胞培养基中的钠离

子（Na
+）被同等浓度的锂离子（Li

+）或胆碱取代[70]，或培养基中的氯离子 Cl
-被氢

硫根离子 SCN
-或碘离子 I

-所取代时[71]，细胞外 eATP 并不能诱导 NLRP3 炎症小体活

化。上述试验表明 NLRP3 炎症小体活化时涉及到细胞内外离子环境的整体改变。 

1.2 ROS 生成 

NLRP3 炎症小体激活的另一项上游活化信号是活性氧（ROS）。研究表明，使用

ROS的化学清除剂、抑制NADPH氧化酶或 siRNA干扰NADPH氧化酶亚单位 p22
phox

从而抑制 ROS 的产生均可广泛抑制 NLRP3 炎症小体的活化[72]。另一项研究表明，

ROS 可直接促使硫氧还原蛋白互动蛋白（thioredoxin-interacting protein, TXNIP）与

NLRP3 结合，从而激活 NLRP3 炎症小体[73]，促进炎症反应的发生。 

尽管已经证实 ROS 是 NLRP3 炎症小体的重要上游活化信号，但激活 NLRP3 的

ROS 产生的来源仍不清楚。多种生理过程均可产生 ROS，如细胞色素 P450 氧化酶

解偶联，线粒体呼吸或黄嘌呤氧化酶、过氧化物酶以及 NADPH 氧化酶活化[74]。使

用化学抑制剂抑制线粒体复合物Ⅰ和Ⅱ并不能阻断石棉颗粒活化 NLRP3 炎症小体

[66]，说明诱导 NLRP3 活化的 ROS 并不是线粒体来源的。而阻断不同的 NADPH 氧

化酶亚单位成分，能够抑制不同的刺激信号活化 NLRP3 炎症小体。目前，ROS 调节

NLRP3 活性的机制仍有待探索。 

1.3 组织蛋白酶 B的释放 
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当细胞吞噬一些晶体或微小颗粒等物质时，可引起细胞内酸性溶酶体不稳定，

释放组织蛋白酶 B，从而活化 NLRP3 炎症小体。当使用组织蛋白酶 B 的抑制剂或用

药物干扰细胞吞噬作用，能够阻断明矾、硅、淀粉类蛋白-β 以及疟疾色素等引起的

NLRP3 炎症小体活化[65, 75]。同时部分其他活化 NLRP3 的因素也可引起组织蛋白酶 B

释放。 

总之，上述三种上游活化信号并不是单一的起作用。当细胞发生胞内离子环境

或氧化还原状态发生改变时，可引起 NLRP3 的特定构象发生变化，从而促使炎症小

体聚集。或者这三种上游活化信号能够调节配体的释放、结构的改变或配体的识别，

从而使配体与 NLRP3 蛋白结合。同时还有一些非经典信号如胞内吞噬的细菌释放的

LPS 等可通过活化 caspase-11，进而活化 NLRP3，但其机制目前仍不清楚。 

2. NLRP3 炎症小体在肺脏疾病中的作用 

NLRP3 炎症小体主要表达在骨髓来源的巨噬细胞或树突状细胞（DCs），但同时

NLRP3 炎症小体也参与了组织细胞的多种生理病理过程。有研究通过测定小鼠各组

织中 NLRP3 炎症小体 mRNA 的含量发现，NLRP3 炎症小体在脾脏中表达最高，其

次就是肺脏[76]。NLRP3 炎症小体之所以在肺脏高表达，可能是由于肺脏中含有大量

的免疫细胞。实际上，动物肺泡灌洗液中有超过 90%的细胞都是肺泡巨噬细胞[77]，

而肺泡巨噬细胞同其他肺组织中髓系来源的细胞如树突状细胞一样高表达NLRP3炎

症小体[78]，且肺泡巨噬细胞是肺组织中 IL-1β 和 IL-18 的主要来源。除了肺泡中的巨

噬细胞和树突状细胞，肺泡上皮细胞也可在受到刺激时活化 NLRP3 并产生 IL-1β
[79, 

80]。NLRP3 炎症小体的活化参与了多种肺组织炎症或其他疾病的过程。 

2.1 NLRP3 炎症小体与流感 

全世界每年有百万人感染流感病毒，仅在美国，每年就有 40000 人因感染流感

病毒而死亡[81]。多项研究表明，NLRP3 炎症小体对小鼠流感感染模型有保护作用，

当流感病毒感染 NLRP3 或 caspase-1 敲除小鼠时，其发病率大大增加[82, 83]。而发病

率和致死率的增加可能跟 NLRP3 或 caspase-1 敲除小鼠产生的 IL-1β 和 IL-18 炎症因

子水平较低，以及肺泡中炎症细胞浸润较少，从而无法启动足够的炎症反应来抵抗

病毒的入侵有关。考虑到流感的高感染性以及 NLRP3 炎症小体对流感的保护作用，

进一步说明了 NLRP3 炎症小体对机体的重要作用。目前仍不完全清楚流感病毒是如

何激活 NLRP3 炎症小体的，但其可能是通过病毒的单链 RNA 或病毒编码的蛋白直



第四军医大学硕士学位论文 

-23- 

接与 NLRP3 相互作用而实现的。除了 NLRP3 炎症小体，流感病毒还可以激活多种

模式识别受体进而启动先天性免疫反应，如 Toll 样受体或维甲酸诱导基因蛋白 I

（RIG-I），从而诱导产生Ⅰ型干扰素，抵抗病毒入侵[84]。 

2.2 NLRP3 炎症小体与肺脏纤维化 

石棉和硅是一种具有多种化学物理性质的矿物质。长期以来，石棉和硅就在工

业和建筑业方面广泛使用，但长期暴露于石棉和硅的环境中，可导致肺组织纤维化，

临床上称之为尘肺和石棉肺。当长时间吸入石棉颗粒或二氧化硅颗粒，肺内的巨噬

细胞即肺泡巨噬细胞可将其吞噬，并持续处于炎症状态，而长期慢性炎症最终可导

致肺纤维化。 

NLRP3 炎症小体在石棉颗粒或二氧化硅颗粒诱导的肺纤维化中起着重要作用

[85]。当巨噬细胞吞噬了石棉颗粒或二氧化硅颗粒，细胞内的溶酶体受到破坏，胞内

ROS 产生增加，促使其释放组织蛋白酶 B，进而促使 NLRP3 炎症小体活化及 IL-1β

的生成。进一步研究表明，NLRP3 敲除小鼠鼻内吸入石棉颗粒后，肺内炎症细胞浸

润减少，肺泡灌洗液中 IL-1β 含量降低[66]。另一项试验中，与野生小鼠相比，吸入

二氧化硅颗粒的 ASC 或 NLRP3 敲除小鼠，其肺泡中浸润的炎症细胞明显减少，胶

原沉积降低，肺组织纤维化程度减轻[75]。这些结果说明，外源性的颗粒可激活 NLRP3

炎症小体诱导炎症反应的发生，进而促使肺组织纤维化。 

而与石棉或二氧化硅颗粒诱导的肺纤维化不同，特发性肺纤维化是一种肺组织

急性损伤与修复循环交替的进行性周期性发作的肺间质炎症，最终导致肺纤维化，

但其发生机制尚不清楚。 

目前研究特发性肺纤维化最常使用博来霉素滴注模型，博来霉素是一种抗肿瘤

药物，能够诱导肺泡巨噬细胞和上皮细胞 DNA 损伤和细胞死亡[86]。据报道，与野生

小鼠相比，博来霉素滴注诱导 NLRP3 敲除小鼠肺纤维化模型中的肺泡灌洗液中性粒

细胞聚集和基质金属蛋白酶（MMP-2）显著减少。研究进一步发现博来霉素滴注后，

可在小鼠肺泡灌洗液中发现尿酸结晶，而抑制尿酸结晶的合成能够显著消除博来霉

素诱导的中性粒细胞聚集和 IL-1β 的生成。这些研究表明博来霉素可导致肺组织内尿

酸结晶的沉积，而沉积的尿酸结晶可激活 NLRP3 炎症小体并进一步促进 IL-1β 的生

成，进而导致肺组织纤维化[87]。 

2.3 NLRP3 炎症小体与慢性阻塞性肺疾病（COPD） 
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COPD 是慢性支气管炎、支气管扩张、肺气肿等多种气道阻塞疾病的总称，可

导致呼气困难、咳嗽咳痰、以及进行性的气道阻塞。COPD 的发生可能和吸入有害

气体等有关，最常见的因素是吸烟。COPD 发生时，肺组织内的多种细胞如肺泡上

皮细胞、肺泡巨噬细胞、树突状细胞等以及外周迁移而来的炎症细胞均可被活化，

活化的细胞产生大量的促炎症因子、ROS 以及组织降解酶等导致组织损伤和重塑、

肺泡融合或慢性炎症发生。而吸烟可引起肺泡上皮损伤，导致炎细胞浸润呼吸道粘

膜、粘膜下层以及腺体，促进炎症反应发生，除此之外呼吸道上皮也可以释放 TGF-β，

引起气道重塑[88]。 

尽管目前 NLRP3 炎症小体在 COPD 疾病中的作用尚不清楚，但一些间接证据表

明炎症小体相关的细胞因子释放与 COPD 的病理过程相关[89]。研究发现，COPD 病

人的肺组织中 IL-1α 和 IL-1β 表达增高，尤其是在疾病急性加重期时，其分泌量大大

增加[90]。而过表达 IL-1β 的小鼠肺脏的特点与 COPD 相似，肺组织呈现炎症反应、

肺气肿以及肺纤维化的特点[91]，IL-1 受体敲除小鼠肺脏则对吸烟不敏感[92]。NLRP3

炎症小体相关的另一种炎症因子 IL-18 与 COPD 密切相关。COPD 病人血液及肺组织

中 IL-18 高表达[93]，病人痰液及血清中 IL-18 的水平与肺功能成负相关关系，强烈提

示 IL-18 在 COPD 病理过程中也起着重要作用[94]。而肺组织特异性高表达 IL-18 的转

基因小鼠，肺组织出现慢性炎症改变以及肺气肿和肺动脉高压等类似 COPD 的表现。

进一步研究发现，在吸烟诱导的肺气肿模型中，抑制 caspase-1 能够有效减少气道炎

症[95]。这些结果均说明炎症小体信号通路可能参与了 COPD 的发病过程。 

2.4 NLRP3 炎症小体与其他肺组织疾病 

研究表明，NLRP3 还与多种肺组织疾病有关，如输血相关性急性肺损伤[96]、机

械通气诱导的肺损伤[97]、哮喘[98]、肺结核[99]等等。NLRP3 炎症小体参与肺脏疾病的

过程及机制见图 4。尽管我们对 NLRP3 炎症小体在这些疾病的病理生理过程中的作

用已经有了比较深入的了解，但完全阐明 NLRP3 在其中的机制，目前仍是一项重大

挑战，仍需人们不断探索。在未来的研究中，重点应放在不同肺脏疾病中究竟是组

织中的何种细胞的 NLRP3 炎症小体被活化，以及 NLRP3 炎症小体效应分子进一步

激活的细胞类型，从而对我们治疗这些疾病提供有益帮助。 
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图 4 NLRP3 炎症小体活化与肺脏疾病 

[De Nardo etc. Am J Pathol, 2014, 11:42-54] 
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正    文 

 

 

   第一部分 NLRP3 炎症小体在严重烧伤大

鼠急性肺损伤中的作用研究 

 

严重烧伤后机体内环境发生剧烈变化，很容易导致系统性炎症反应综合征甚至

多脏器功能不全综合征，由于肺脏与外界环境直接相通，容易受到外界环境因素的

影响，因此对严重烧伤患者，尤其是伴有吸入性损伤或基础肺疾病的患者，肺脏是

烧伤后 MODS 中最常累及的脏器之一，同时烧伤后急性肺损伤也是烧伤后病人最主

要的死亡原因之一[1, 2]。急性肺损伤发生的根本病理机制是血管内皮细胞和肺泡上皮

细胞受到破坏，进而导致肺泡毛细血管屏障受损，引起肺水肿、肺出血以及严重的

气体交换障碍[27]。严重烧伤后诱发急性肺损伤的机制目前仍不完全清楚，但烧伤后

引起的失控性炎症反应可能是其重要原因。NLRP3 炎症小体是先天性免疫的重要成

分，是机体重要的防御反应，NLRP3 炎症小体的激活能够诱导促炎因子 IL-1β 和 IL-18

的释放，而 IL-1β 和 IL-18 是两种强有力的炎症启动因子，他们能够激活更多的炎症

细胞，释放更多的炎症因子，形成级联放大效应，进而促进炎症的发生[100]。同时有

研究表明，NLRP3 炎症小体在失血性休克后诱导的急性肺损伤中发挥着重要的作用，

因此我们推测，NLRP3 炎症小体是否也参与了烧伤后急性肺损伤的发生过程。为此，

我们设计如下实验，观察严重烫伤大鼠肺组织中 NLRP3 炎症小体信号通路的表达，

同时对 NLRP3 炎症小体进行调控，观察其对肺损伤的影响。 

1 材料 

1.1 实验动物 

    本部分实验采用 10 周龄 200-250g 左右健康雄性 SD 大鼠，于我校实验动物中心

购买，于本科室动物房饲养，适应 1 周，温度湿度保持恒定（温度保持在 22-26℃，

空气湿度保持在 40–60%），不限量饮水和进食。实验中的所有操作和程序均经过第
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四军医大学伦理委员会批准。 

1.2 主要试剂 

试剂名称 厂家 

Na2S 天津恒兴试剂公司，中国 

75%乙醇溶液 天津恒兴试剂公司，中国 

NaCl 天津恒兴试剂公司，中国 

KCl 

KH2PO4 

Na2HPO4 

戊巴比妥钠 

异氟烷 

4%甲醛溶液 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

Sigma 公司，美国 

深圳瑞沃德生命科技，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

二甲苯 天津恒兴试剂公司，中国 

无水乙醇 天津恒兴试剂公司，中国 

95%乙醇 天津恒兴试剂公司，中国 

苏木精染料 

盐酸酒精 

氨水 

伊红溶液 

BSA 

组织 MPO 测定试剂盒 

RNAiso Plus 

氯仿 

异丙醇 

DEPC 

PrimeScript 
RT

 Master Mix 

SYBR
®
 Premix Ex Taq II 

兔抗 NLRP3 

Sigma 公司，美国 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

Sigma 公司，美国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

TaKaRa 公司，日本 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

TaKaRa 公司，日本 

TaKaRa 公司，日本 

Biorbyt 公司，英国 
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兔抗 Caspase-1 

兔抗 GAPDH 

IL-1β Elisa 试剂盒 

IL-18 Elisa 试剂盒 

BAY11-7082 抑制剂 

柠檬酸粉末 

通用型二抗试剂盒 

DAB 显色液 

浓盐酸 

Tris 

Tween 20 

甘氨酸 

SDS 

甲醇 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 

PVDF 聚二氟乙烯膜 

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗 

超敏发光液 

Santa Cruz 公司，美国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

南京建成有限责任公司，中国 

南京建成有限责任公司，中国 

Selleckchem 公司，美国 

北京碧云天有限公司，中国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

1.3 主要溶液 

PBS 缓冲液（1L，PH=7.4）：KCl 为 0.2g，KH2PO4 为 0.24g，Na2HPO4为 1.44g，NaCl

为 8.0g，加蒸馏水至 1000ml。 

Tris-HCl（1.0mol/L，PH=7.5）：称 Tris 30.92g，加蒸馏水至 200ml。溶解后用浓盐酸

调 PH 至 7.5，最后用蒸馏水定容至 250ml，高温灭菌后室温下保存。 

TBS 缓冲液（100mmol/L PH 为 7.5 的 Tris-HCl，150mmol/L NaCl）：1.0mol/L PH 为

7.5 的 Tris-HCl 10ml，加 NaCl 8.8g，最后用蒸馏水定容至 1000ml。 

TBST 缓冲液：20% Tween20 1.65ml 加入 700ml TBS 缓冲液中。 

电泳液：Tris 3.03g，甘氨酸 18.77g，SDS 1g 溶于 1000ml 蒸馏水中。 
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转膜液：Tris 3.03g，甘氨酸 14.42g 溶于 800ml，再加入 200ml 甲醇，混匀。置于 4℃

冰箱低温保存。 

抗体洗脱液：甘氨酸 1.88g，SDS 10g，HCl 1.5ml（调 PH 至 2），蒸馏水定容至 1000ml。 

RIPA 裂解液：Tris-HCl (PH=7.5) 5ml，NaCl 0.8766g，脱氧胆酸钠 1g，NP-40 1ml，

SDS 0.1g，溶于 1000ml 蒸馏水中。 

脱毛剂：Na2S 8g 溶于 60ml 蒸馏水中，再加 40ml 75%乙醇，混匀。 

1.4 主要仪器 

器材 产地 

电子分析天平 Mettler-Toledo  公司，瑞士 

超高速离心机 Heraeus 公司，德国 

超薄切片机 Thermo 公司，美国 

Alphalmager TM2200 型凝胶图像分析系统 Alpha Innotech  公司，美国 

电泳仪 

DU800 型分光光度仪 

IQ5TM 型荧光定量 PCR 仪 

680 型酶标仪 

FSX100 型生物图像导航仪 

深低温冰箱 

Bio-Rad  公司，美国 

Beckman Coulter 公司，美国 

Bio-Rad  公司，美国 

Bio-Rad  公司，美国 

Olympus 公司，日本 

Nuaire 公司，瑞士 

 

2 方法 

2.1 实验分组以及动物模型制作 

SD 大鼠随机分为以下三组：对照组（n=6 只），单纯烫伤组（n=24 只），以及烫

伤+ BAY11-7082 干预组（n=12 只）。所有大鼠在制模前一天，采用异氟烷气体麻醉，

脱毛机背部脱毛，继而背部棉签涂抹 8%硫化钠，一分钟后温水纱布清拭擦净，即制

备好约 30%总体表面积的备皮区。大鼠适应一天后，腹腔注射 1%戊巴比妥钠（5ml/kg）

麻醉，随即将大鼠背部固定于特定模具上，单纯烫伤组和烫伤+ BAY11-7082 干预组

大鼠将备皮区置于 92℃水浴锅热水中 18s，注意固定好大鼠尾巴，防止其坠入热水

中，制备出总体表面积约 30%三度烫伤模型（烫伤深度经病理切片证实）[101]。伤后
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单纯烫伤组大鼠立即腹腔注射 5ml 生理盐水预防休克发生，而烫伤+BAY11-7082 干

预组立即注射 5ml 生理盐水+15μmol/kg BAY11-7082。对照组大鼠在备皮后将背部置

于 25℃温水中 18s，模拟烫伤后腹腔不注射生理盐水，其他操作同单纯烫伤组。烫

伤后老鼠单笼饲养，以防老鼠互相噬咬损伤区域。 

2.2  动物标本采集 

单纯烫伤组大鼠于烫伤后 6h，12h，24h 以及 48h，烫伤+ BAY11-7082 干预组则

于烫伤后 24h 和 48h，每个时间点分别取 6 只老鼠，异丙醇气体麻醉。铺无菌单，腹

部消毒，开腹，暴露腹主动脉，用注射器经腹主动脉抽血，直至大鼠死亡。所抽血

液立即置于不含抗凝剂的抽血管中，室温放置 30 min，4℃环境下离心机 3000rpm 离

心 15min，将离心管置于无菌操作台中，小心抽取上层血清，置于 1.5ml 无菌离心管

中，-80℃冰箱冻存以备后续使用。大鼠处死后立即开胸，暴露气管和肺脏，将右侧

肺脏分支气管结扎并离取右侧肺脏。剪取部分右侧肺脏，置于 4%多聚甲醛中固定，

48h 后石蜡包埋；剩余组织分为三份，冻存于-80℃冰箱以备后续使用。中央气管插

管同时固定，4ml 预冷 PBS 反复冲洗 3 次，每次冲洗 PBS 在肺组织中留存 30s。所

得肺泡灌洗液 4℃环境离心机下 300g 离心 10min，收集上清并储存在-80℃冰箱以备

后续使用。 

2.3 血清 IL-1β 和 IL-18 含量的检测 

操作步骤：加样品或标准品 100μl/well，37℃孵育 1.5h→加生物素标记的抗体

100μl/well，37℃孵育 1.5h→加亲和素-辣根过氧化物酶标记物 100μl/well，37℃孵育

0.5h→加显色液，37℃避光 15min→加终止液 100μl/well 终止反应→立即读板→在

λ=450nm 处读取吸光度值。 

按照 IL-1β 和 IL-18 ELISA 说明书上的操作步骤，检测血清中的 IL-1β 和 IL-18

的含量，使用 680 型酶标仪读取 450nm 波长处的光度值，根据标准曲线计算血清中

IL-1β 和 IL-18 的含量。 

2.4 肺组织匀浆中 MPO 含量的检测 

样本处理：取各组部分冻存肺组织，室温放置 10min，用滤纸吸干表面血迹，生

理盐水中漂洗，滤纸吸干表面水分，每组称取 50mg 肺组织，眼科剪剪碎。每组加入

试剂盒中的溶解液（试剂二）0.95ml，充分摇匀，裂解肺组织。 
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取 5%组织匀浆液 0.9ml 与 0.1ml 试剂三液体充分混匀，37℃温水浴 15min，取

出待测。正确设置空白组和对照组，取上述混合液体 0.2ml 与试剂四液体和 3ml 显色

剂混合，充分混匀，37℃水浴 30min。再加入试剂七液体，充分混匀，60℃水浴 10min，

取出后立即在波长为 460nm 处读取各组吸光度值，并根据公式计算各组 MPO 含量。 

2.5 肺组织标本 HE 染色以及病理评分 

常规脱蜡：石蜡包块→连续切片（厚度为 4μm）→漂片（每张玻片附两块组织）

→切片烘烤（70℃，20min）→二甲苯脱蜡 10min→二甲苯脱蜡 10min→无水乙醇 5min

→95%乙醇 3min→95%乙醇 3min→75%乙醇 5s→流动水冲洗→双蒸水 5s。 

HE 染色 

取出切片→苏木精染核 7min→流动水冲洗→盐酸酒精分色 5-8s→氨水固定（核

着色）3min→双蒸水 5s→伊红染色（胞浆着色）40s→流动水冲洗。 

复水：将切片取出→75%乙醇 5s→95%乙醇 5s→无水乙醇 5s。 

封片：将切片取出→二甲苯 5min→二甲苯 5min 透明→中性树脂封片，10min 后

显微镜下观察、照相。 

肺组织病理评分 

肺组织病理损害评分采用 Gloor 评分系统对肺组织病理损害情况进行评价[102]。

主要从炎症细胞侵润，肺泡和肺间质水肿以及肺出血等几个方面进行评价，每项根

据其严重程度，给予 0，１，２，３，４不同等级的评分，0 表示无，1 表示病变轻

微，2 表示中等程度病变，3 表示病变严重，4 表示弥漫性病变。整体肺组织病理评

分为三项评分之和，最高为 12 分，最低为 0 分。每组病理切片随机选取 3 个视野评

分，每个视野由两位病理专业人士进行评分，最终得分取其均值。 

2.6 肺组织标本 DAB 染色观察及阳性细胞计数 

DAB 染色 

切片脱蜡至水→柠檬酸抗原修复（微波炉加热 6min）→冷却 1h→PBS 洗 3 次→

3% H2O2 37℃ 30min 封闭内源性抗体→PBS 洗 3 次→1% BSA 37℃孵育 30min→PBS

洗 3 次→兔抗 NLRP3 抗体（1:200 稀释）孵育→4℃过夜→PBS 洗 3 次→通用型二抗

孵育 1h（避光孵育）→PBS 洗 3 次。 

DAB 显色：配置 DAB 显色液（在 1ml PBS 缓冲液中滴加 A、B、C 液各一滴）
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→PBS 洗 3 次。 

染核：将切片取出→苏木精染色 5min→流动水冲洗→盐酸酒精分化 10s→流动

水冲洗→氨水返蓝 1min→流动水冲洗。 

脱水透明：将切片取出→75%乙醇 5s→95%乙醇 5s→无水乙醇 5s。 

封片：将切片取出→二甲苯 5min→二甲苯 5min 透明→中性树脂封片，10min 后

显微镜下观察、照相。 

NLRP3 阳性细胞计数：每张免疫组化切片随机选择 1×1cm 大小视野，记录视野

中 NLRP3 阳性细胞（胞浆为棕色细胞）数目以及视野中所有细胞数目，计算其百分

比率，为减少误差，每张切片随机选取 3 个视野，三个视野的平均阳性率即为其最

终阳性率。 

2.7 肺泡灌洗液中蛋白浓度测定 

取各组冻存肺泡灌洗液，室温放置 15min 以使灌洗液完全溶解。随即采用 BCA

蛋白浓度测定试剂盒检测各组肺泡灌洗液中的总蛋白浓度。按照BCA试剂盒说明书，

取 96 孔板，完全溶解蛋白标准品，取 10μl 稀释至 100μl，使其最终浓度为 0.5mg/ml。

将标准品按照 0，1，2，4，8，12，16，20μl 加入到 96 孔板中，并将这些孔用标准

品稀释液补足到 20μl，测定其吸光度并绘制标准曲线。另取 96 孔板，空白孔加 20μl

去离子水，其他各组每孔加 18μl 去离子水以及 2μl 肺泡灌洗液。BCA 试剂盒中 A 液：

B 液=50:1 混合，避光放置。96 孔板每孔加 200μl 混合液，每组重复 3 次，37℃避光

孵育 30min，立即在波长为 565nm 处测定各组吸光度值，并根据吸光度值计算各组

肺泡灌洗液中的蛋白浓度。 

2.8 Western Blot 检测肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 表达水平 

2.8.1 组织中总蛋白质的提取 

取冻存于-80℃冰箱的肺脏组织，含量大约为 50mg，按照分组进行编号，加入

500μl 组织细胞裂解液（RIPA），置于冰上，使用简易裂解设备反复研磨组织 3 遍，

然后置于超声容器进行超声裂解。4℃，12000g，离心 15min 吸取上清约 100-200μl，

吸取部分液体约 10μl 使用 BCA 方法进行总蛋白浓度的测定，绘制标准曲线，确定上

样量。其他样品加入 5×Loading Buffer 20μl 放入沸水架煮沸 10min 使蛋白变性，然后

拿出置于冰上，于-20℃保存。下次使用前要 4℃，12000g，离心 5min。 
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2.8.2 琼脂糖凝胶电泳及转膜 

（1）电泳：配制浓缩胶和分离胶，浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度为 10%（根

据目的蛋白的大小确定分离胶的浓度，原则上目的蛋白分子量越大，所需分离胶浓

度越小，反之亦然）。待胶凝好后加入 500ml 电泳液，使胶完全浸没于电泳液中，按

照 30μg 的蛋白体系，逐孔加入样品（注意动作轻柔，以防将样品带出）。电泳条件：

恒压 90V，时间 20min；恒压 110V，时间 100min。 

当所分离的蛋白分子量越大，所使用的分离胶浓度越小，反之，所分离的蛋白

分子量较小，所使用的分离胶浓度越大。本实验目的蛋白为 NLRP3：110KD, 

Caspase-1：30KD 和 GAPDH: 37KD，根据目的蛋白的大小，我们选用 10%的分离胶。 

将配胶所需仪器组装好后置于试验台，首先配制 10%分离胶，配方如下： 

 

溶剂 

配置不同体积分离胶所需各组分的体积(ml) 

5ml 15 ml 25 ml 

dd 水 1.9 5.9 9.9 

30%丙烯酰胺溶液 1．7 5 8.3 

1.5mol/L Tris (PH 8.8) 1.3 3.8 6.3 

10% SDS 0.05 0.15 0.25 

10% AP 0.05 0.15 0.25 

TEMED 0.002 0.006 0.01 

在配置过程中要按照上述顺序依次加入，混匀后用 1ml 枪快速转移入配胶器，

为保证分离胶液面水平，使用异丙醇压平，待分离胶凝固后，弃去异丙醇配制浓缩

胶， 配方如下： 

 

溶剂 

配置不同体积浓缩胶所需各组分的体积(ml) 

1 ml 2 ml 3 ml 

dd 水 0.68 2.1 3.4 

30%丙烯酰胺溶液 0.17 0.5 0.83 

1.5mol/L Tris (PH 8.8) 0.13 0.38 0.63 

10% SDS 0.01 0.03 0.05 

10% AP 0.01 0.03 0.05 
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TEMED 0.001 0.003 0.005 

同样浓缩胶的配置规程按照上标顺序加入，用 1ml 移液枪加到配胶器，随即加

入梳子，待凝固好便可使用，若不及时使用必须放置在 4℃冰箱。 

上样，跑胶，100V 恒压 2h。 

（2）转膜： PVDF 浸入甲醇溶液 1min，将胶、PVDF 膜、厚滤纸和棉片组合

成三明治夹，置于湿转仪器中，加转膜液，使三明治夹子完全浸没，PVDF 膜靠近正

极（蛋白带负电荷，转膜过程中从胶转移到膜上）。转膜时间：恒压 100V 根据目的

蛋白分子量大小确定时间：NLRP3 目的蛋白分子质量 110KD，转膜时间为 110min；

Caspase-1 和内参蛋白分子量为 30KD 和 37KD，转膜时间为 40min。 

2.8.3 一抗和二抗孵育 

一抗孵育：将转好的PVDF膜取出置于室温下的 5%的脱脂牛奶中进行蛋白封闭，

摇床室温 1 小时，封闭后用 TBST 洗去多余的牛奶，加入稀释好的 NLRP3（1：1000）、

Caspase-1 (1：500)、GAPDH (1：3000)一抗溶液。 

将膜和抗体置于小塑料袋内，赶走气泡，4℃冰箱，过夜保存。 

二抗孵育：第二天将膜从取出，室温放置 30min， TBST 进行洗膜，每次 10min，

共 3 次，摇床室温孵育兔源二抗 1 小时。 

2.8.4 ECL 化学发光 

二抗孵育结束后，TBST 洗膜，每次 5min，共 3 次。配制 ECL 发光液：A 液：

B 液=1:1，注意避光配制，将配好的发光液均与滴于 PVDF 膜上，快速放入发光仪进

行图像采集。 

2.9 qRT-PCR 检测肺组织中相关分子 mRNA 表达水平 

2.9.1 引物设计 

根据 NCBI 数据库查找大鼠 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18、GAPDH 基因序

列，使用引物设计软件 Primer 进行高保真度的引物设计，各基因引物序列如下表 

 

基因名称 种属 引物序列（5′→3′） 产物大小（bp） 

NLRP3 大鼠 
上游引物 CAGCGATCAACAGGCGAGAC 

   下游引物 AGAGATATCCCAGCAAACCTATCCA 
141 
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Caspase-1 大鼠 
上游引物 CTGGGCAGGCAGCAAATTC 

  下游引物 AGAGATATCCCAGCAAACCTATCCA 
190 

IL-1β 大鼠 
   上游引物CCCTGAACTCAACTGTGAAATAGCA 

下游引物 CCCAAGTCAAGGGCTTGGAA 
111 

IL-18 大鼠 
 上游引物 GACTGGCTGTGACCCTATCTGTGA 

下游引物 TTGTGTCCTGGCACACGTTTC 
154 

GAPDH 大鼠 
上游引物 GAACATCATCCCTGCATCCA 

下游引物 CCAGTGAGCTTCCCGTTCA 
143 

2.9.2 提取组织总 RNA 

（1）收集大鼠肺组织，立即加入 1ml RNAiso Plus，若不直接实验即可冻存于

-80℃冰箱，实验开始前将冻存于-80℃冰箱的组织取出，置于室温环境使其融化，然

后置于冰上，使用 200ml 移液器反复吹打，直至组织全部溶解，溶液内无杂质。室

温静置 10min，12000g，4℃，离心 5min，小心吸取上清 500ml，置于新的无 RNA

酶离心管中。 

（2）加入 200μl 氯仿，上下颠倒混匀，静置 10min，12000g，4℃，离心 10-20min，

需要特别小心将离心管从离心机中取出，现在离心管中液体分 3 层，小心吸取上层

透明液体，将其置于新的无 RNA 酶离心管中（宁少勿多）。 

(3)加入与管内液体等体积的异丙醇，约 400-500μl，上下颠倒混匀，室温静置

10min，12000g，4℃，离心 10min，离心结束后底部可见白色星状 RNA 沉淀析出，

将上清倒掉，动作要轻柔。 

（4）加入 1ml 75% 酒精（配制方法：无水乙醇：DEPC 水=3:1），上下轻轻旋

转离心管，将挂在管壁上的 RNA 洗去，7500g，4℃，离心 5min，倒掉上清，离心

管底可见少量白色沉淀为 RNA，使用 200μl 移液器将管底残留的少量液体吸出，干

燥 RNA，在室温静置 5min 左右，切勿时间太长或加热。 

（5）加入无 RNA 酶的水 30-50μl 溶解 RNA，视 RNA 多少而定。 

（6）使用紫外分光光度计检测 RNA 吸光度，计算所提 RNA 浓度和 A260/A280

比，根据 RNA 浓度确定反转录时样本量，一般为 20μl 含 500-1000μg, A260/A280 比

控制在 1.8-2.1 之间。 

2.9.3 RNA 反转录 



第四军医大学硕士学位论文 

-36- 

反转录体系 10μl：2μl PrimeScript 
RT

 Mix、1μl RNA 样品、7μl 无 RNA 酶水。 

反转录体系 20μl：4μl PrimeScript 
RT

 Mix、2μl RNA 样品、14μl 无 RNA 酶水。 

反转录条件：37℃，900s；85℃，5s；12℃，3600s。 

转录结束后产物为 DNA，相对稳定，以后操作不需无 RNA 酶操作。 

2.9.4 RT-PCR 扩增 

反转录体系 10μl：SYBR 5μl、引物各 0.5μl、cDNA0.5μl、蒸馏水 4μl。 

反转录体系 20μl：SYBR 10μl、引物各 1μl、cDNA1μl、蒸馏水 8μl。 

反应条件：两步法：第一步：初始变性 95℃ 30s。第二步：PCR 反应 变性 95℃

维持 15s，退火 60℃维持 30s，延长 72℃维持 10s 重复 40 个循环。第三步：4℃ 保

温。 

2.9.5 结果分析 

反应结束后使用 Bio-Rad 公司的 CFX Manager 进行分析。结果处理采用 2
-ΔΔCt

相对量的方法。 

2.10 数据分析 

肺组织病理评分以均数±标准误表示，各组间的组内差异使用非参数

Kruskal-Wallis 检验分析，组间差异使用 Nemenyi 检验分析，运用 SPSS 13.00 软件对

数据进行统计；实验测量数据均数±标准误表示各组间的差异采用单因素方差分析比

较，各组内差异采用 t 检验分析，采用 GraphPad Prism 软件对数据进行统计分析。检

验水准为 P < 0.05，表示统计结果之间有统计学差异。 

3 结果 

3.1 烫伤后大鼠血清和肺组织中 IL-1β 和 IL-18 的表达水平 

严重烧伤可导致全身性炎症反应，而 IL-1β 和 IL-18 在炎症启动过程中扮演着启

动因子的作用，从而加重损伤信号并促进“炎症瀑布”形成。我们通过 ELISA 分别

检测对照组以及烧伤后 6h，12h，24h 和 48h 大鼠血清中的 IL-1β 和 IL-18 含量（见

图 5a 和 5b），发现在烫伤 6 小时后 IL-1β 和 IL-18 的表达即明显升高，且随着时间

的延长，IL-1β 和 IL-18 的表达越来越高，在烧伤后 24-48h，其达到最高水平。同时

我们对对照组以及烫伤后 6h，12h，24h 和 48h 大鼠肺组织中 IL-1β 和 IL-18 的 mRNA

表达水平行 RT-PCR 检测（见图 5c 和 5d）。结果表明，烫伤后大鼠肺组织中 IL-1β
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和 IL-18 的 mRNA 表达水平逐渐升高，且在烫伤后 24-48h 达到顶峰，与烫伤后大鼠

血清中 IL-1β 和 IL-18 的表达一致。上述结果表明，烫伤后大鼠肺组织和血清中的

IL-1β 和 IL-18 表达显著升高，肺组织中炎症因子大量活化，加重肺部损伤。 

 

图 5 烫伤大鼠血清中和肺组织中 IL-1β 和 IL-18 随时间的改变。 

本部分实验使用 30%大鼠烫伤模型。ELISA 检测大鼠血清中 IL-1β (a)和 IL-18 (b)

的水平； RT-PCR 检测大鼠肺组织中 IL-1β (c)和 IL-18 (d)的 mRNA 表达水平，结果

表示为 IL-1β 和 IL-18 与 GAPDH 的相对比值。（n=6，∗表示与 0h相比，𝑃< 0.05） 

3.2 烫伤后大鼠肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 的表达情况 

NLRP3 炎症小体能够活化 Caspase-1 蛋白，而 Caspase-1 蛋白的活化能够促使

IL-1β 和 IL-18 由其前体形式向其活化形式的转化，促进 IL-1β 和 IL-18 的切割成熟。

为了检测烫伤后大鼠肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 是否活化，我们使用 Western Blot

和 RT-PCR 的方法对其进行了检测。结果提示，对照组和烫伤后 6h 大鼠，肺组织中

NLRP3 和 Caspase-1 的 mRNA 水平（见图 6a 和 6b）没有发生明显变化，与对照组

相比，在烫伤后 12h，其 mRNA 水平显著升高，而在烫伤后 24-48h 依然保持较高水

平。我们进一步检测了 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平（见图 6c-e），结果提示烫伤

后大鼠肺组织 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平与其 mRNA 水平一致，即烫伤后 6h
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其蛋白水平不变，而烫伤后 12h，其蛋白水平显著升高，且在 24-48h 依然保持较高

水平。这些结果提示，NLRP3 炎症小体可能参与了烫伤大鼠肺损伤的发病过程。 

 

图 6 严重烫伤后大鼠肺组织 NLRP3 和 Caspase-1 活化。 

本部分实验使用 30%大鼠烫伤模型。a-b：RT-PCR 检测烫伤大鼠肺组织中 NLRP3

和 Caspase-1 的 mRNA 水平随时间的变化；c：Western Blot 检测烧伤大鼠肺组织中

NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平随时间的变化；d-e：NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白变

化柱状统计图。（n=6，∗表示与 0h相比，𝑃< 0.05） 

3.3 BAY11-7082 对烫伤大鼠肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 活化的影响 

BAY11-7082 是 NLRP3 炎症小体的抑制剂，为了检测 NLRP3 是否成功的抑制了

NLRP3 炎症小体的活化，我们对烫伤大鼠腹腔注射 BAY11-7082，进而检测其肺组织

中 NLRP3 和 Caspase-1 的活化水平。在前面实验中，我们总结出 NLRP3 炎症小体在

烫伤后 24-48 小时活化最显著，因此我们选取 24h 和 48h 这两个时间点进行抑制实验

的研究。结果显示，腹腔注射 BAY11-7082 24-48h 后 NLRP3 和 Caspase-1 的 mRNA
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表达水平降低了 2-3 倍（见图 7a 和 7b）；而 Western Blot 实验结果也显示，腹腔注射

BAY11-7082 后能大大降低 NLRP3 和 Caspase-1 蛋白的活化（见图 7c-e）；我们进一

步采用免疫组织化学方法标记烫伤大鼠肺组织标本（见图 f-g），发现烫伤后 24-48h，

肺组织切片中的 NLRP3 阳性细胞数显著升高，而在应用 NLRP3 抑制剂 BAY11-7082，

其阳性细胞数显著降低，差异具有显著意义。 

 

图 7  NLRP3炎症小体抑制剂BAY11-7082减轻烫伤大鼠肺组织中NLRP3炎症

小体信号通路的活化 

本部分实验使用 30%大鼠烫伤模型，BAY11-7082 在大鼠烫伤后立即腹腔注射给

药，24h 和 48h 后收集肺组织进行相关检测。a-b：RT-PCR 检测 BAY11-7082 处理烫

伤大鼠肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 的 mRNA 水平变化；c：Western Blot 检测

BAY11-7082 处理烫伤大鼠肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平变化；d-e：
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NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白变化柱状统计图；f：免疫组织化学 DAB 染色检测

BAY11-7082 处理烫伤大鼠肺组织病理切片 NLRP3 阳性信号表达；g：肺组织病理切

片 NLRP3 阳性细胞百分比统计图。（n=6，∗表示𝑃< 0.05） 

3.4 BAY11-7082 对烫伤大鼠肺组织中 IL-1β 和 IL-18 表达的影响 

由于 IL-1β 和 IL-18 是 NLRP3 炎症小体的下游产物以及炎症启动的重要因子，

我们进而通过 RT-PCR 检测了腹腔注射 BAY11-7082 对烧伤大鼠肺组织中 IL-1β 和

IL-18 表达的影响（见图 8a 和 8b）。结果显示，腹腔注射 BAY11-7082 24-48h 后，烫

伤大鼠肺组织中的 IL-1β 和 IL-18 表达严重下降，差异具有统计学意义。以上结果说

明，烫伤后通过 BAY11-7082 抑制 NLRP3 炎症小体的活化，能够降低肺组织的炎症

反应。 

 

图 8  NLRP3 炎症小体抑制剂 BAY11-7082 减轻烫伤大鼠肺组织中炎症反应 

本部分实验使用 30%大鼠烫伤模型，BAY11-7082 在大鼠烫伤后立即腹腔注射给

药，24h 和 48h 后收集肺组织进行相关检测。a-b：RT-PCR 检测 BAY11-7082 处理烫

伤大鼠肺组织中 IL-1β 和 IL-18 的 mRNA 水平变化。（n=6，∗表示𝑃< 0.05） 

3.5 BAY11-7082 对烫伤大鼠肺损伤的影响。 

炎症是造成烧伤后肺损伤的重要原因，而抑制烧伤后 NLPR3 炎症小体的活化能

够减轻肺部的炎症反应。为了检测抑制 NLRP3 炎症小体活化是否能够减轻烫伤后肺

损伤，我们对烫伤后 24-48h 大鼠肺组织病理切片进行了观察（见图 9a）。结果显示，

正常肺组织结构清晰完整，肺泡连接紧密，肺泡无出血及渗出，肺间质较薄，无水

肿及炎性渗出；而烫伤后 24-48h 大鼠肺组织结构模糊，部分肺泡融合断裂，肺泡内

可见大量红细胞渗出及液体渗出，间质水肿严重，炎性细胞浸润明显，间隔变厚；

而在应用 NLRP3 抑制剂 BAY11-7082 后，肺泡内红细胞渗出及液体渗出明显减少，

间质水肿明显消退，炎细胞浸润明显降低，间隔变厚情况较烫伤组明显好转。我们
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对肺组织病理切片进行病理评分发现（见图 9b），单纯烫伤组肺组织病理评分显著高

于对照组，而应用 NLRP3 抑制剂 BAY11-7082 后，其病理评分虽仍高于对照组，但

相比于烫伤组明显降低。我们同时还检测了肺泡灌洗液中的蛋白含量以及肺组织匀

浆中 MPO 水平（见图 9c 和 9d），发现烫伤后大鼠肺组织肺泡灌洗液中蛋白浓度和肺

组织匀浆中 MPO 含量明显升高，而应用 BAY11-7082 抑制 NLRP3 炎症小体活化后，

肺泡灌洗液中蛋白渗出及肺组织匀浆中 MPO 表达明显下降。以上结果说明，烫伤后

大鼠肺组织损伤严重，而应用 BAY11-7082 抑制 NLRP3 炎症小体可显著减轻烧伤后

肺损伤。 

 

图 9  NLRP3 炎症小体抑制剂 BAY11-7082 减轻烫伤诱导的大鼠肺损伤 

本部分实验使用 30%大鼠烫伤模型，BAY11-7082 在大鼠烫伤后立即腹腔注射给

药，24h 和 48h 后收集肺组织和肺泡灌洗液进行相关检测。a：肺组织病理切片观察

BAY11-7082 处理烫伤大鼠肺部病理改变；b：BAY11-7082 处理烫伤大鼠肺部病理评

分；c：BCA 法检测 BAY11-7082 处理烫伤大鼠肺泡灌洗液中蛋白浓度；d：BAY11-7082

处理烫伤大鼠肺组织匀浆中 MPO 活性。（n=6，∗表示𝑃< 0.05） 

4 讨论 

急性肺损伤是严重烧伤病人常见的并发症，也是严重烧伤病人死亡的主要原因。

肺脏与外界相通，其持续受到内外环境中多种因素的侵袭，因此即使不伴有吸入性
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损伤，肺脏也常常是严重烧伤患者最早衰竭的器官之一[103]。在发生严重烧伤 48h 以

内，机体处于休克状态，在此时期虽然没有明显外部病原体感染，但休克诱发的氧

化应激损害及无菌性炎症反应的发生，仍可导致肺组织发生严重损害[104]。在本实验

中，我们建立了 30%大面积烫伤诱导的急性肺损伤大鼠模型，通过肺组织病理切片

观察到烫伤后 24h 和 48h，肺组织严重水肿，肺泡出血严重，肺泡和肺间质炎症细胞

浸润明显，说明我们使用的模型建立成功。 

越来越多的证据表明炎症介质和炎症因子可诱导活化的炎症细胞向肺组织迁

移，而这些活化的炎症细胞可进一步释放炎症介质进而损伤肺组织，导致急性肺损

伤或急性呼吸窘迫综合征[105]。阻断炎症因子的释放可能能改变过度炎症反应的进

行，降低肺组织损害，减轻急性肺损伤。 

严重烧伤是一种复杂的病理生理过程，严重烧伤后，机体处于低血容量性休克

状态，进而启动大量炎症因子和趋化因子的释放，促进炎症反应的发生。而针对炎

症细胞或炎症因子的治疗，可显著减轻烧伤后的脏器损害[106]。IL-1β 和 IL-18 能够激

活大量炎症细胞，进而释放更多的炎症因子，形成炎症瀑布，加重组织损伤。研究

发现，人和啮齿类动物血清和肺组织中的 IL-1β 可在烧伤后几小时之内显著升高，同

时 25%烧伤大鼠肺和肠组织以及淋巴细胞上清液中的 IL-18 含量也显著升高，且其肺

和肠组织水肿明显，肺和肠组织MPO水平表达明显升高[107, 108]。而使用 IL-1β和 IL-18

受体拮抗剂可显著减轻多种因素诱导的肺损伤[109, 110]。我们的实验也证明了，在严重

烫伤后，大鼠肺组织和血清中的 IL-1β 和 IL-18 在 12h 内逐渐升高，并在 24h 和 48h

达到高峰。 

IL-1β 和 IL-18 转录翻译的蛋白是以其前体 pro- IL-1β 和 pro- IL-18 形式存在的。

IL-1β 和 IL-18 生成受到两个关键节点的调控，即 IL-1β 和 IL-18 前体的转录与翻译和

IL-1β 和 IL-18 前体的切割成熟，从而转变成活化形式。Caspase-1，又被称为 IL-1β

转化酶，能够促使 IL-1β 和 IL-18 的前体向其活化形式转变，因此 Caspase-1 也是炎

症形成的关键介质。实际上，Caspase-1 的活化还可以促使一系列蛋白前体向其活化

形式转变，这些蛋白在细胞骨架形成、糖酵解[111]、线粒体功能[112]及炎症过程中均发

挥着重要作用。近期研究表明，烧伤后 4h 巨噬细胞和树突状细胞中的 Caspase-1 即

活化，其活性在 24h 后达到顶点[113]，同时烧伤后 NK 细胞、CD4
+
T 细胞以及 B 细胞

中也发现 Caspase-1 的活化。Rana 等观察到在酒精所致的烧伤模型中，大鼠腹腔注



第四军医大学硕士学位论文 

-43- 

射 AC-YVAD-CHO（Caspase-1 的抑制剂），24h 后发现组织水肿程度减轻，且其 MPO

活性降低[107]。我们的研究表明，烫伤后 Caspase-1 的 mRNA 水平和蛋白水平均显著

升高，而当抑制 Caspase-1 上游分子 NLRP3 后，Caspase-1 的表达也受到抑制，同时

肺损伤程度也得到缓解。 

Caspase-1 可切割无活性的 pro-IL-1β 和 pro-IL-18 使其成为有活性的 IL-1β 和

IL-18，这种切割过程是由一种多分子复合物--炎症小体介导的。在所有的炎症小体

中，NLRP3 炎症小体是研究的最为广泛深入的。NLRP3 炎症小体的主要功能是通过

分泌 IL-1β和 IL-18激活先天性免疫系统，促进炎症反应的发生，因此我们推测NLRP3

炎症小体可能在烧伤诱导的急性肺损伤中发挥着重要作用。实际上，Stanojcic 及其

同事[114]和 Diao 等[115]人发现 NLRP3 炎症小体在烧伤病人的白色脂肪组织大量活化，

然而烧伤刺激究竟是如何调控 NLRP3 炎症小体的活化机制目前仍未阐明，NLRP3

炎症小体在烧伤后肺损伤中的作用也不清楚。在我们的试验中，我们观察到烫伤后

肺组织中 NLRP3 的基因水平和蛋白水平以一种时间依赖性的方式逐渐升高。肺组织

中 NLRP3 炎症小体的升高可能有两种原因，其一是大量的炎症细胞如中性粒细胞和

巨噬细胞等迁移浸润到肺组织，而这些细胞中的 NLRP3 炎症小体处于活化状态；其

二是肺组织内固有的细胞如肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞或血管内皮细胞中 NLRP3

炎症小体表达增高。为了研究肺泡巨噬细胞中 NLRP3 炎症小体在烫伤后肺损伤中的

作用，将其从肺组织中分离出来并分别评估 NLRP3 炎症小体在其中的作用是很有必

要的。BAY11-7082 是一种泛素化抑制剂，有报道称其可用作 NLRP3 炎症小体的抑

制剂[116]，因此在本实验中为了研究 NLRP3 炎症小体的作用，我们选择其来抑制

NLRP3 炎症小体的活化。我们的研究发现烫伤大鼠腹腔注射 BAY11-7082，可显著抑

制 NLRP3 炎症小体的活化，同时能显著抑制 IL-1β 和 IL-18 炎症启动因子的水平。

我们进一步取大鼠肺组织进行观察，发现 BAY11-7082 能显著减轻烫伤后大鼠肺损伤

的发生。这些结果表明烫伤后 NLRP3 炎症小体活化对肺组织有害，而抑制其活化能

减轻肺损伤，对肺脏有保护作用。其保护作用可能是通过降低 IL-1β 和 IL-18 炎症启

动因子水平所介导的。 

本实验研究了烫伤后 NLRP3 炎症小体在肺损伤中的作用，发现抑制 NLRP3 炎

症小体的活化对烫伤诱导的急性肺损伤有保护作用，然而，烫伤后肺组织中 NLRP3

炎症小体是如何活化的目前仍不清楚。为了进一步探索其机制，我们进行了进一步
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的研究。 

 

第二部分 ROS 在烧伤血清诱导巨噬细胞  

NLRP3 炎症小体活化中的机制研究 

 

近年来发现活性氧簇（Reative oxygen species, ROS）引起氧化应激状态参与了烧

伤后急性肺损伤的发生发展。在烧伤早期，肺组织存在明显的缺血缺氧和过氧化物

的堆积，同时肺组织是含氧量最多的器官，也是最易受到内源性和外源性 ROS 损伤

的器官[117]。ROS 主要来源于中性粒细胞和巨噬细胞等炎症细胞，白细胞表达 NADPH

氧化酶能够产生大量的 ROS
[118]。ALI/ARDS 过程中，肺泡巨噬细胞首先被激活，同

时募集大量炎性细胞特别是中性粒细胞聚集于肺组织，进而产生大量的 ROS
[118]；中

性粒细胞释放大量炎性介质，促使更多的炎性细胞聚集，而炎性介质的刺激又可导

致中性粒细胞、肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞以及内皮细胞产生更多的 ROS，最终

导致“氧化爆发”。同时文献回顾中可知，ROS 是 NLRP3 炎症小体活化的重要激活

信号。但其是否参与了烧伤后肺损伤中 NLRP3 炎症小体的活化目前仍不清楚，因此

本实验采用烧伤血清模拟烧伤后微环境，刺激分离的肺泡巨噬细胞以及 RAW264.7

小鼠巨噬细胞系，通过对 ROS 的干预，检测巨噬细胞内 NLRP3 炎症小体信号通路

的表达，探索 ROS 对 NLRP3 炎症小体的的调控机制。 

1 材料 

1.1 实验动物 

本部分实验采用 10 周龄 200-250g 左右健康雄性 SD 大鼠，于我校实验动物中心

购买。我科动物房适应饲养 1 周，温度湿度保持恒定（温度保持在 22-26℃，空气湿

度保持在 40–60%），不限量饮水和进食。实验中的所有操作和程序均经过第四军医

大学伦理委员会批准。 

1.2 实验细胞 

大鼠肺泡巨噬细胞原代，分离培养方法见下文。 
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小鼠巨噬细胞系 RAW264.7，由本实验室保存。 

1.3 主要试剂 

试剂名称 厂家 

Na2S 天津恒兴试剂公司，中国 

75%乙醇溶液 天津恒兴试剂公司，中国 

NaCl 天津恒兴试剂公司，中国 

KCl 

KH2PO4 

Na2HPO4 

戊巴比妥钠 

异氟烷 

胎牛血清 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

Sigma 公司，美国 

深圳瑞沃德生命科技，中国 

Gibco 公司，美国 

DMEM 培养基 Gibco 公司，美国 

RPMI 1640 培养基 Gibco 公司，美国 

链霉素/青霉素抗体 Gibco 公司，美国 

DEMSO 

N-acetylcysteine 

ROS 检测试剂盒 

RNAiso Plus 

氯仿 

异丙醇 

DEPC 

PrimeScript 
RT

 Master Mix 

SYBR
®
 Premix Ex Taq II 

兔抗 NLRP3 

兔抗 Caspase-1 

兔抗 GAPDH 

IL-1β Elisa 试剂盒 

Gibco 公司，美国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

TaKaRa 公司，日本 

天津恒兴试剂公司，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

TaKaRa 公司，日本 

TaKaRa 公司，日本 

Biorbyt 公司，英国 

Santa Cruz 公司，美国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

南京建成有限责任公司，中国 
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IL-18 Elisa 试剂盒 

BAY11-7082 抑制剂 

柠檬酸粉末 

通用型二抗试剂盒 

DAB 显色液 

浓盐酸 

Tris 

Tween 20 

甘氨酸 

SDS 

甲醇 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 

PVDF 聚二氟乙烯膜 

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗 

超敏发光液 

南京建成有限责任公司，中国 

Selleckchem 公司，美国 

北京碧云天有限公司，中国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

武汉博士徳生物工程公司，中国 

恒兴试剂，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

西安国安生物科技，中国 

天津恒兴试剂公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

北京碧云天有限公司，中国 

1.4 主要仪器 

 

器材 产地 

电子分析天平 Mettler-Toledo 公司，瑞士 

超净工作台 Baker 公司，美国 

超高速离心机 Heraeus 公司，德国 

二氧化碳培养箱 Thermo Fisher 公司，美国 

AlphalmagerTM2200 型凝胶图像分析系统 Alpha Innotech 公司，美国 

电泳仪 

DU800 型分光光度仪 

IQ5TM 型荧光定量 PCR 仪 

680 型酶标仪 

Bio-Rad 公司，美国 

Beckman Coulter 公司，美国 

Bio-Rad 公司，美国 

Bio-Rad 公司，美国 
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FSX100 型生物图像导航仪 

深低温冰箱 

流式细胞仪 

倒置显微镜 

Olympus 公司，日本 

Nuaire 公司，瑞士 

BD 公司，美国 

Olympus 公司，日本 

2 方法 

2.1 烧伤血清的制备 

对照组大鼠和烫伤后 12h 大鼠异丙醇气体麻醉。铺无菌单，腹部消毒，开腹，

暴露腹主动脉，用注射器经腹主动脉抽血，直至大鼠死亡。所抽血液立即置于不含

抗凝剂的抽血管中，室温放置 30min，4℃环境下离心机 3000rpm 离心 15min，将离

心管置于无菌操作台中，小心抽取上层血清，置于 1.5ml 无菌离心管中，-80℃冰箱

冻存以备后续使用。 

2.2  肺泡巨噬细胞的分离 

肺泡巨噬细胞由肺泡灌洗液中分离[119]。取正常健康 8-10 周龄（200-250g 左右）

雄性 SD 大鼠，腹腔注射 1%戊巴比妥钠（5ml/kg）麻醉，腹腔腹主动脉放血处死，

处死后立即开胸，暴露气管和肺脏。中央气管插管同时固定，6ml 预冷 PBS 反复冲

洗 10 次，每次冲洗 PBS 在肺组织中留存 30s，轻柔肺部。抽出灌洗液。所得肺泡灌

洗液 4℃环境离心机下 300g 离心 5min 沉淀细胞，用含 10%胎牛血清的 RPMI1640

培养基重悬 AM，将 AM 浓度调整至 5×10
5
/ml，接种于 35mm

2 中。在 CO2 恒温孵箱

中培养 2h 换液，PBS 冲洗掉未贴壁细胞，37℃继续培养 24h。 

2.3  细胞培养 

细胞饲养在 5% CO2 37℃恒温孵箱中。肺泡巨噬细胞种植于预先用胶原Ⅰ包被的

6 孔板中，加入含有 10%胎牛血清、2mM 谷氨酰胺和 1%链霉素/青霉素双抗的 RPMI 

1640 培养基，细胞每两天换液一次。RAW264.7 细胞使用含有 10%胎牛血清、2mM

谷氨酰胺和 1%链霉素/青霉素双抗的 DMEM 培养基培养，每两天换液一次。由于

RAW264.7 细胞与培养皿底壁贴附较紧密，故其传代时使用弯头滴管弯部轻刮底壁，

将细胞分离，离心机 3000rpm 离心 5 分钟使细胞沉淀，培养基重悬，以 2×10
5
/ml 接

种于 35mm
2 中。 
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2.4  烧伤血清刺激巨噬细胞 

为了验证烧伤血清是否能够活化巨噬细胞中的 NLRP3 炎症小体信号通路，我们

分别选取大鼠肺泡巨噬细胞及 RAW264.7 细胞系进行研究。选取细胞状态生长良好

的肺泡巨噬细胞和 RAW264.7 细胞，细胞汇集约 70%左右，实验前用不含血清的培

养基换液，致其饥饿 2h，以排除胎牛血清中可能含有的干扰实验的成分。肺泡巨噬

细胞和 RAW264.7 细胞共分 4 组，即 10%（vol/vol）正常大鼠血清（Sham Serum，

SS）刺激组，即 10%SS 刺激组；10% SS+ BAY11-7082（10μM）处理组；10%烧伤

血清（Burn Serum，BS）刺激组，即 10%BS 刺激组；10% BS+ BAY11-7082 处理组。

BAY11-7082 于血清刺激细胞后立即加入培养基中进行干预，分别刺激 24h 和 48h 后

收取细胞，分为两份，行 Western Blot 和 RT-PCR 检测相应指标。为了研究 ROS 在

烧伤血清活化 NLRP3 炎症小体过程中的作用，我们使用 ROS 清除剂 N-acetylcysteine

进行另一项实验。细胞分为 10%SS 刺激组，10%BS 刺激组以及 10%BS+NAC（1μM）

干预组。NAC 于血清刺激细胞后立即加入培养基中进行干预，刺激 24h 后收集细胞，

进行相关项目的检测。 

2.5  细胞活性氧（ROS）的检测 

本步实验操作按照说明书进行。按照 1:1000 的比例用不含血清的培养基稀释

DCFH-DA，使其最终浓度为 10μmol/l。将细胞消化至 10ml 离心管中，每次样品分

三份，3000rpm 离心 5min，使细胞沉淀。去除细胞培养基，加入 1ml 稀释的 DCFH-DA，

避光 37℃恒温摇床孵育 20min。用无血清细胞培养基洗涤三次，尽量去除未进入细

胞内的 DCFH-DA。收集细胞使用流式细胞仪进行荧光强度检测。ROS 的表达水平

取决于平均荧光强度。 

2.6  细胞上清中 IL-1β 和 IL-18 的检测 

按照 IL-1β 和 IL-18 ELISA 说明书上的操作步骤，检测细胞上清中的 IL-1β 和

IL-18 的含量，使用 680 型酶标仪读取 450nm 波长处的光度值，根据标准曲线计算

上清中 IL-1β 和 IL-18 的含量。 

2.7 Western Blot 检测肺组织中 NLRP3 和 Caspase-1 表达水平 

2.7.1 细胞中总蛋白质的提取 

将 60mm 培养皿中的培养基弃去，用 PBS 沿着培养皿边沿缓慢注入，轻轻洗去
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剩余的培养基。将培养基倒扣至吸水纸上，轻轻拍打，直至培养皿中水分吸干，然

后冰面上放置 2min 使水分完全挥发。待培养基中水分挥发干净，每 60mm 培养皿中

加入含蛋白酶抑制剂 PMSF 的 RIPA 蛋白裂解液 60μl，用细胞刮子轻轻将细胞刮下，

与 RIPA 裂解液充分混合，冰面放置 5min 使其充分裂解。然后用细胞刮子将裂解液

收集于一侧，枪头转移至编号的离心管中。随后加入 5×Loading Buffer 15μl 放入沸水

架煮沸 10min 使蛋白变性，然后拿出置于冰上，于-20℃保存。下次使用前要 4℃，

12000g，离心 5min。 

2.7.2 琼脂糖凝胶电泳及转膜 

（1）电泳：配制浓缩胶和分离胶，浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度为 10%。待

胶凝好后加入 500ml 电泳液，使胶完全浸没于电泳液中，按照 30μg 的蛋白体系，逐

孔加入样品（注意动作轻柔，以防将样品带出）。电泳条件：恒压 90V，时间 20min；

恒压 110V，时间 100min。 

（2）转膜： PVDF 浸入甲醇溶液 1min，将胶、PVDF 膜、厚滤纸和棉片组合

成三明治夹，置于湿转仪器中，加转膜液，使三明治夹子完全浸没，PVDF 膜靠近正

极（蛋白带负电荷，准膜过程中从胶转移到膜上）。转膜时间：恒压 100V 根据目的

蛋白分子量大小确定时间：NLRP3 目的蛋白分子质量 110KD，转膜时间为 110min；

Caspase-1 和内参蛋白分子量为 30KD 和 37KD，转膜时间为 40min。配制 10%分离

胶和 5%浓缩胶，随即加入梳子，待凝固好便可使用，若不及时使用必须放置在 4℃

冰箱。 

上样，跑胶，100V 恒压 2h。 

2.7.3 一抗和二抗孵育 

一抗孵育：将转好的PVDF膜取出置于室温下的 5%的脱脂牛奶中进行蛋白封闭，

摇床室温 1 小时，封闭后用 TBST 洗去多余的牛奶，加入稀释好的 NLRP3（1：1000）、

Caspase-1(1：500)、GAPDH(1：3000)一抗溶液。 

将膜和抗体置于小塑料袋内，赶走气泡，4℃冰箱，过夜保存。 

二抗孵育：第二天将膜从取出，室温放置 30min， TBST 进行洗膜，每次 10min，

共 3 次，摇床室温孵育兔源二抗 1 小时。 

2.7.4 ECL 化学发光 

二抗孵育结束后，TBST 洗膜，每次 5min，共 3 次。配制 ECL 发光液：A 液：
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B 液=1:1，注意避光配制，将配好的发光液均与滴于 PVDF 膜上，快速放入发光仪进

行图像采集。 

2.8 RT-PCR 检测肺组织中相关分子 mRNA 表达水平 

2.8.1 引物设计 

根据 NCBI 数据库查找大鼠 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18、GAPDH 基因序

列，使用引物设计软件 Primer Premier 进行高保真度的引物设计，各基因引物序列如

下表 

基因名称 种属 引物序列（5′→3′） 产物大小（bp） 

NLRP3 大鼠 
上游引物 CAGCGATCAACAGGCGAGAC 

   下游引物 AGAGATATCCCAGCAAACCTATCCA 
141 

Caspase-1 大鼠 
上游引物 CTGGGCAGGCAGCAAATTC 

  下游引物 AGAGATATCCCAGCAAACCTATCCA 
190 

IL-1β 大鼠 
   上游引物CCCTGAACTCAACTGTGAAATAGCA 

下游引物 CCCAAGTCAAGGGCTTGGAA 
111 

IL-18 大鼠 
 上游引物 GACTGGCTGTGACCCTATCTGTGA 

下游引物 TTGTGTCCTGGCACACGTTTC 
154 

GAPDH 大鼠 
上游引物 GAACATCATCCCTGCATCCA 

下游引物 CCAGTGAGCTTCCCGTTCA 
143 

2.8.2 提取组织总 RNA 

（1）收集细胞，培养皿中立即加入 1ml RNAiso Plus，若不直接实验即可冻存于

-80℃冰箱，实验开始前将冻存于-80℃冰箱的样品取出，置于室温环境使其融化，然

后置于冰上，使用 200ml 移液器反复吹打，直至组织全部溶解，溶液内无杂质。室

温静置 10min，12000g，4℃，离心 5min，小心吸取上清 500ml，置于新的无 RNA

酶离心管中。 

（2）加入 200μl 氯仿，上下颠倒混匀，静置 10min，12000g，4℃，离心 10-20min，

需要特别小心将离心管从离心机取出，现在离心管中液体分 3 层，小心吸取上层透

明液体，将其置于新的无 RNA 酶离心管中（宁少勿多）。 

(3)加入与管内液体等体积的异丙醇，约 400-500μl，上下颠倒混匀，室温静置
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10min，12000g，4℃，离心 10min，离心结束后底部可见白色星状 RNA 沉淀析出，

将上清倒掉，动作要轻柔。 

（4）加入 1ml 75%酒精（配制方法：无水乙醇：DEPC 水=3:1），上下轻轻旋转

离心管，将挂在管壁上的 RNA 洗去，7500g，4℃，离心 5min，倒掉上清，离心管

底可见少量白色沉淀为 RNA，使用 200μl 移液器将管底残留的少量液体吸出，干燥

RNA，在室温静置 5min 左右，切勿时间太长或加热。 

（5）加入无 RNA 酶的水 30-50μl 溶解 RNA，视 RNA 多少而定。 

（6）使用紫外分光光度计检测 RNA 吸光度，计算所提 RNA 浓度和 A260/A280

比，根据 RNA 浓度确定反转录时样本量，一般为 20μl 含 500-1000μg, A260/A280 比

控制在 1.8-2.1 之间。 

2.8.3 RNA 反转录 

反转录体系 10μl：2μl PrimeScript
 RT

 Mix、1μl RNA 样品、7μl 无 RNA 酶水。 

反转录体系 20μl：4μl PrimeScript 
RT

 Mix、2μl RNA 样品、14μl 无 RNA 酶水。 

反转录条件：37℃，900s；85℃，5s；12℃，3600s。 

转录结束后产物为 DNA，相对稳定，以后操作不需无 RNA 酶操作。 

2.8.4 RT-PCR 扩增 

反转录体系 10μl：SYBR 5μl、引物各 0.5μl、cDNA0.5μl、蒸馏水 4μl。 

反转录体系 20μl：SYBR 10μl、引物各 1μl、cDNA1μl、蒸馏水 8μl。 

反应条件：两步法：第一步：初始变性 95℃ 30s。第二步：PCR 反应 变性 95℃

维持 15s，退火 60℃维持 30s，延长 72℃维持 10s 重复 40 个循环。第三步：4℃ 保

温。 

2.8.5 结果分析 

反应结束后使用 Bio-Rad 公司的 CFX Manager 进行分析。结果处理采用 2
-ΔΔCt

相对量的方法。 

2.9  统计学分析 

实验数据用均数±标准误表示，多组之间的统计学差异比较采用单因素方差分析

（ANOVA），组内差异比较采用 t 检验，使用 GraphPad Prism 软件进行统计学。P< 0.05

表示结果之间统计学差异有意义。 
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3 结果 

3.1 应用烧伤血清以及 BAY11-7082 后对肺泡巨噬细胞 NLRP3 及 Caspase-1 的表达

的影响 

我们使用烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞来模拟烧伤后脏器损伤微环境。我们通过

RT-PCR 和 Western Blot 检测了烧伤血清刺激后肺泡巨噬细胞内 NLRP3 炎症小体和

Caspase-1 的 mRNA（见图 10a 和 10b）和蛋白（见图 10c-e）表达。结果提示烧伤血

清刺激 24-48h 后，肺泡巨噬细胞内 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白表达和 mRNA 表达

较正常血清刺激组明显升高，差异具有统计学意义。而经过 BAY11-7082 干预，其

NLRP3 和 Caspase-1 蛋白表达和 mRNA 表达虽较正常血清刺激组稍高，但显著低于

烧伤血清刺激组。说明烧伤血清刺激后，肺泡巨噬细胞内 NLRP3 炎症小体活化，而

应用 BAY11-7082 后，其活化水平降低。 

 

图 10 BAY11-7082 抑制烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞 NLRP3、Caspase-1 活化 
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使用含 10%烧伤血清的培养基刺激肺泡巨噬细胞，24h 和 48h 后收集细胞进行检

测，含 10%正常大鼠血清的培养基刺激的肺泡巨噬细胞作为对照，同时部分细胞在

加入血清刺激后立即加入 BAY11-7082 干预。a-b：RT-PCR 检测 BAY11-7082 预处理

肺泡巨噬细胞中 NLRP3 和 Caspase-1 的 mRNA 水平变化；c：Western Blot 检测

BAY11-7082 预处理肺泡巨噬细胞中 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平的变化；d-e：

NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白变化柱状统计图。（n=6，∗表示𝑃< 0.05） 

3.2 应用烧伤血清以及 BAY11-7082 后对肺泡巨噬细胞 IL-1β 和 IL-18 表达的影响 

我们进而采用 ELISA 方法检测烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞后其细胞上清中

IL-1β 和 IL-18 的含量（见图 11a 和 11b），发现烧伤血清刺激 24-48h 后，其上清中的

IL-1β 和 IL-18 明显升高，而应用 BAY11-7082 抑制剂后，能显著降低其活化水平。

说明烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞，能激活细胞内的炎症反应，而应用 NLRP3 炎症小

体抑制剂后，其炎症反应明显降低。 

 

图 11 BAY11-7082 抑制烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞 IL-1β 和 IL-18 的生成 

使用含 10%烧伤血清的培养基刺激肺泡巨噬细胞，24h 和 48h 后收集细胞上清进

行检测，含 10%正常大鼠血清的培养基刺激的肺泡巨噬细胞上清作为对照，同时部

分细胞在加入血清刺激后立即加入 BAY11-7082 干预。a-b：ELISA 检测 BAY11-7082

预处理肺泡巨噬细胞中 IL-1β 和 IL-18 的生成。（n=6，∗表示𝑃< 0.05） 

3.3 ROS 清除剂对烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞 NLRP3 炎症小体信号通路的影响。 

ROS 在缺血再灌注损伤中 NLRP3 炎症小体信号通路的活化过程中起着重要作

用，为了探究烧伤刺激后 NLRP3 炎症小体活化是否是 ROS 依赖的，我们采用 ROS

清除剂 NAC 预处理肺泡巨噬细胞，进而检测其 NLRP3 炎症小体信号通路的活化水

平。结果发现，烧伤血清刺激后，肺泡巨噬细胞内 ROS 含量显著升高（见图 12a 和

12b），同时细胞内 NLRP3 炎症小体、Caspase-1 以及细胞上清中 IL-1β 和 IL-18 显著



第四军医大学硕士学位论文 

-54- 

活化（见图 12c-h）；而应用 ROS 清除剂 NAC 后，能显著清除细胞内 ROS 水平（见

图 12a 和 12b），同时其细胞内 NLRP3 炎症小体、Caspase-1 的蛋白水平和 mRNA 水

平以及细胞上清中 IL-1β 和 IL-18 表达明显降低（见图 12c-h）。说明，应用 ROS 清

除剂能显著抑制 NLRP3 炎症小体信号通路的活化，烧伤后 NLRP3 炎症小体的活化

至少是部分 ROS 依赖的。 

 

图 11 ROS 清除剂抑制烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞 NLRP3 炎症小体信号通路和
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IL-1β 和 IL-18 的生成 

使用含 10%烧伤血清的培养基刺激肺泡巨噬细胞，部分细胞在加入烧伤血清刺

激后立即加入 NAC 干预，含 10%正常大鼠血清的培养基刺激的肺泡巨噬细胞和上清

作为对照，24h 后收集细胞和上清进行检测。a-b：使用流式细胞仪检测细胞内 ROS

含量并制作统计图；c-f：Western Blot 和 RT-PCR 检测 NAC 干预烧伤血清刺激肺泡

巨噬细胞中 NLRP3 和 Caspase-1 的蛋白水平和 mRNA 水平的变化，并制作统计图；

g-h：ELISA 检测 NAC 干预烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞上清中中 IL-1β 和 IL-18 的生

成。（n=6，∗表示与 SS组相比𝑃< 0.05，#表示与 BS 组相比𝑃< 0.05；SS 表示正常血

清刺激组，BS 表示烧伤血清刺激组。） 

 

4 讨论 

在第一部分的实验中，我们证明了烫伤后肺组织中 NLRP3 炎症小体信号通路大

量活化，而抑制 NLRP3 炎症小体信号通路的活化，能够显著减轻肺损伤。然而，烧

伤后 NLRP3 炎症小体是如何活化的目前仍不清楚。 

在文献回顾中我们知道，内外环境中多种因素均可以激活 NLRP3 炎症小体，但

这些因素主要是通过三种机制来活化 NLRP3 的，即钾离子外流、组织蛋白酶 B 的释

放以及 ROS 的生成。既往研究表明，在 40%面积烧伤动物模型中，心肌线粒体 ROS

水平显著升高[120]，另有研究证明 ROS 诱导的氧化应激损伤参与了烧伤诱导的肺损

伤的发病机制[121]。因此我们推测烧伤是否是通过产生 ROS 来活化 NLRP3 炎症小体

的。 

巨噬细胞在免疫稳态的维持和宿主防御反应过程中起着关键作用，当肺脏受到

炎症刺激时巨噬细胞可分泌多种炎症因子，促进中性粒细胞浸润，启动炎症反应，

加重组织损伤，在肺损伤的发病机制中起着重要作用。肺泡巨噬细胞是肺内主要的

巨噬细胞，在肺泡灌洗液中肺泡巨噬细胞约占总细胞数的 90%以上[109]，提示肺泡巨

噬细胞可能在急性肺损伤中发挥着重要作用。烧伤后肺泡巨噬细胞也被大量活化，

抑制肺泡巨噬细胞的功能能够显著改善肺泡屏障失调，减轻肺部炎症[33]。 

因此我们分离培养肺泡巨噬细胞来进行体外实验，探究烧伤血清刺激巨噬细胞

NLRP3 的表达及其活化机制。为了模拟烧伤微环境，我们选用了含烫伤后 24h 血清
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的 10%培养基刺激巨噬细胞。 

我们的结果表明，烧伤血清能显著促进肺泡巨噬细胞 NLRP3 和 Caspase-1 的表

达，同时我们发现肺泡巨噬细胞上清液中 NLRP3 炎症小体的下游分子，IL-1β 和 IL-18

的表达也显著升高，提示烧伤血清能激活巨噬细胞中 NLRP3 炎症小体并促进炎症反

应的发生。而在应用 BAY11-7082 后，能显著抑制 NLRP3 炎症小体的活化和 IL-1β、

IL-18 的表达 

为了研究 NLRP3 炎症小体活化和 ROS 的关系，我们使用了 ROS 清除剂

N-acetylcysteine（NAC）。NAC 在谷胱甘肽形成过程中起着非常重要的作用，它能够

非特异的清除细胞内 ROS 的水平[122]。我们的研究发现，烧伤血清刺激的巨噬细胞

中 ROS 水平显著升高，而应用 NAC 后，可显著降低细胞内 ROS 的生成。进一步试

验发现，应用 NAC 后，烧伤血清刺激的肺泡巨噬细胞内 NLRP3 炎症小体的活性显

著降低，同时细胞上清中的 IL-1β 和 IL-18 表达明显下降。 

因此，烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞中 NLRP3 炎症小体信号通路的活化是 ROS

依赖的过程，其活化显著受到 ROS 的调控。但同时我们也应该注意到，应用 ROS

清除剂后，只是降低了 NLRP3 炎症小体的活化，而并不是清除了其活化，说明还存

在有其他机制，可能同时激活了 NLRP3 炎症小体信号通路，因而 NLRP3 炎症小体

信号通路的活化可能是部分 ROS 依赖的。 

由于我们使用的 ROS 清除剂是非特异的，它既可以清除线粒体来源的 ROS，也

可以清除胞质来源的 ROS，因此到底是细胞内何种方式来源的 ROS 激活了 NLRP3

炎症小体，还是总的 ROS 的综合效应，目前仍未清楚。明确各自来源的 ROS 的作

用还需要进一步研究。 

肺泡巨噬细胞是肺内巨噬细胞的重要组成部分，但同时在急性肺损伤过程中部

分骨髓来源的循环中的巨噬细胞也迁移至肺组织中发挥作用。因此我们同时还使用

了小鼠来源的巨噬细胞系 RAW264.7 细胞进行了同样过程的研究（数据没有展示），

而这部分研究结果与烧伤血清刺激肺泡巨噬细胞的结果保持一致。说明，骨髓来源

的巨噬细胞中 NLRP3 炎症小体的活化也在烧伤诱导的急性肺损伤中发挥着重要作

用。 

综上所述，本研究证实了烧伤后可激活肺泡巨噬细胞中的 NLRP3 炎症小体信号

通路，而活化的 NLRP3 炎症小体可进一步促进 IL-1β 和 IL-18 等炎症启动因子的表
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达，进而扩大炎症反应，导致肺损伤。除此之外，烧伤诱导的 NLRP3 炎症小体活化

是部分 ROS 依赖的过程。抑制 NLRP3 炎症小体的活性或清除细胞内过量的 ROS，

均可有效减轻肺损伤（见图 12）。这些结果提示通过调节 NLRP3 炎症小体信号通路

或 ROS 的活性，能够为烧伤后肺损伤提供潜在的治疗策略。 

 

图 12 ROS 介导的 NLRP3 炎症小体活化在烧伤诱导 

的急性肺损伤中的机制模式图 
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小    结 
 

本研究通过建立 30%总体表面积烫伤大鼠肺损伤模型及烧伤血清刺激肺泡巨噬

细胞模型，探究了严重烧伤后 NLRP3 炎症小体信号通路是否活化及其对肺损伤的作

用， 并进一步研究了烧伤后 NLRP3 炎症小体活化的机制。 

主要结论： 

1. 大鼠烫伤后可引起急性肺损伤；烫伤后 IL-1β 和 IL-18 表达显著升高；大鼠严重烫

伤 24-48h 肺组织中 NLRP3 炎症小体大量活化。 

2. BAY11-7082 可抑制 NLRP3 炎症小体的活化；减轻严重烫伤引起肺部病理损害；

降低肺部的炎症水平。 

3. NLRP3 炎症小体参与烫伤后肺损伤的过程可能是通过其活化释放 IL-1β 和 IL-18，

进而促进炎症反应的发生而实现的。 

4. 大鼠肺泡巨噬细胞在烧伤血清刺激下，ROS 表达增高；抑制巨噬细胞 ROS 水平，

可明显降低 NLRP3 炎症小体信号通路活化，减轻炎症反应。 

5. 烧伤诱导的 NLRP3 炎症小体活化是部分 ROS 依赖的过程。抑制巨噬细胞内 ROS

或 NLRP3 活化，可以减轻肺损伤。这些结果为烧伤后肺损伤的预防和救治提供了科

研依据。 
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