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表没食子儿茶素没食子酸酯通过减弱 HMGB1/TLR4/NF-κB/NLRP3 途径
改善脓毒症后急性肝损伤
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［摘要］　目的　探究表没食子儿茶素没食子酸酯（EGCG）在脓毒症后急性肝损伤中的保护作用及潜在机制。

方法　8～10 周龄雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为盲肠结扎穿刺术（CLP）组（脓毒症后急性肝损伤模型小鼠）、 
CLP＋EGCG 低剂量（4 mg/kg，皮下注射）组、CLP＋EGCG 高剂量（8 mg/kg，皮下注射）组和假手术组（n＝6）。

人正常肝细胞（L02 细胞）根据干预方式不同分为脂多糖（400 ng/mL，脓毒症后急性肝损伤细胞模型）组、脂多糖

（400 ng/mL）＋高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）（100 ng/mL）组、脂多糖（400 ng/mL）＋EGCG（100 μg/mL）
组和对照组（加入 PBS）组。术后 24 h 收集小鼠全血并分离肝组织，采用全自动生化分析仪检测小鼠血常规及肝功

能，通过 H-E 染色观察肝组织病理学变化。采用 ELISA 检测小鼠血清及 L02 细胞培养上清液中炎症因子（HMGB1、
TNF-α、IL-6）表达，采用蛋白质印迹法检测小鼠肝组织及 L02 细胞中 HMGB1、Toll 样受体 4（TLR4）、NF-κB p65、
核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（NLRP3）、焦亡相关蛋白［消皮素 D（GSDMD）、caspase 1、caspase 11、 

IL-1β、IL-18］的表达，采用免疫组织化学染色分析小鼠肝组织中 HMGB1、GSDMD 的表达及定位情况。结果　CLP
组小鼠白细胞计数、淋巴细胞计数、中性粒细胞计数、单核细胞计数均低于假手术组（P 均＜0.05），血清丙氨酸转

氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）均高于假手术组（P 均＜0.01），提示脓毒症后急性肝损伤模型小鼠构建成功。

与CLP组相比，CLP＋EGCG低剂量、高剂量组小鼠ALT、AST、HMGB1、TNF-α、IL-6 表达水平均降低（P均＜0.05），

且这些指标在 CLP＋EGCG 高剂量组较 CLP＋EGCG 低剂量组降低更显著（P 均＜0.05）。组织病理学提示 CLP＋
EGCG 低剂量、高剂量组小鼠肝组织损伤较 CLP 组减轻，且以高剂量组较为显著。CLP＋EGCG 低剂量、高剂量组小

鼠肝组织中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 和焦亡相关蛋白的表达水平均低于 CLP 组（P 均＜0.05），且以高

剂量组降低更为明显（P 均＜0.05）。免疫组织化学染色显示 GSDMD 主要表达于肝细胞的细胞质内，而 HMGB1 在

细胞质和细胞核均有表达；CLP＋EGCG 低剂量、高剂量组小鼠肝组织中 HMGB1 和 GSDMD 的表达均较 CLP 组减少 
（P 均＜0.05），且 CLP＋EGCG 高剂量组降低更为明显（P 均＜0.05）。脂多糖组、脂多糖＋EGCG 组及对照组细

胞培养上清液中 HMGB1、TNF-α 和 IL-6 的表达水平均低于脂多糖＋HMGB1 组（P 均＜0.05），且该 3 个指标在

脂多糖＋EGCG 组降低较脂多糖组更为显著（P 均＜0.05）。脂多糖＋HMGB1 组中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、
NLRP3 和焦亡相关蛋白的表达水平均高于脂多糖组、脂多糖＋EGCG 组和对照组（P 均＜0.05），且脂多糖＋EGCG

组上述蛋白质的表达水平低于脂多糖组（P 均＜0.05）。结论　EGCG 对脓毒症后急性肝损伤有保护作用，其机制可

能与通过减弱 HMGB1/TLR4/NF-κB/NLRP3 途径降低肝细胞焦亡有关。
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［ Abstract ］ Objective　To explore the protective effect and underlying mechanism of epigallocatechin gallate (EGCG) 
in sepsis-induced acute liver injury. Methods　Male C57BL/6J mice aged 8-10 weeks old were randomly divided into 
cecal ligation and puncture (CLP) group (sepsis-induced acute liver injury model mice), CLP＋EGCG low-dose (4 mg/kg,  
injected subcutaneously) group, CLP＋EGCG high-dose (8 mg/kg, injected subcutaneously) group, and sham group (n＝6).  
According to the intervention methods, human liver cells (L02 cells) were divided into lipopolysaccharide (LPS) (400 ng/mL,  
cell model of sepsis-induced acute liver injury) group, LPS (400 ng/mL)＋high mobility group protein B1 (HMGB1)  
(100 ng/mL) group, LPS (400 ng/mL)＋EGCG (100 μg/mL) group, and control (PBS treatment) group. The whole blood of 
mice was collected and the liver tissues were isolated 24 h after operation. The routine blood test and liver function of mice 
were detected by automatic biochemical analyzer, and the pathological changes of liver tissues were observed by hematoxylin-
eosin (H-E) staining. The expression of inflammatory factors (HMGB1, tumor necrosis factor α［TNF-α］, and interleukin
［IL］-6) in mouse serum and L02 cell supernatant was detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The expression of 
HMGB1, Toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear factor κB (NF-κB) p65, nucleotide binding oligomerization domain-like receptor 
protein 3 (NLRP3) and pyroptosis-related proteins (gasdermin D ［GSDMD］, cysteine aspartic acid specific protease ［caspase］ 1,  
caspase 11, IL-1β, and IL-18) was detected by Western blotting. The expression and localization of HMGB1 and GSDMD in 
mouse liver tissues were analyzed by immunohistochemical staining. Results　The white blood cell count, lymphocyte count, 
neutrophil count and monocyte count in the CLP group were significantly lower than those in the sham group (all P＜0.05), 
and the serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels were significantly higher than 
those in the sham group (both P＜0.01), indicating that the sepsis-induced acute liver injury mouse model was successfully 
constructed. Compared with the CLP group, the expression levels of ALT, AST, HMGB1, TNF-α and IL-6 in the CLP＋EGCG 
low-dose and high-dose groups were significantly decreased (all P＜0.05), and these indexes were significantly lower in the 
CLP＋EGCG high-dose group than in the CLP＋EGCG low-dose group (all P＜0.05). The results of H-E staining showed 
that the liver tissue injury in the CLP＋EGCG low-dose and high-dose groups was less than that in the CLP group, especially 
in the high-dose group. The expression levels of HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins in 
the liver tissues of the CLP＋EGCG low-dose and high-dose groups were significantly lower than those in the CLP group  
(all P＜0.05), and the decrease was more significant in the high-dose group (all P＜0.05). Immunohistochemical staining 
showed that GSDMD was localized in the cytoplasm of liver cells, while HMGB1 was localized in both cytoplasm and 
nucleus; the expression levels of HMGB1 and GSDMD in the CLP＋EGCG low-dose and high-dose groups were significantly 
lower than those in the CLP group (all P＜0.05), and the decrease was more significant in the high-dose group (both P＜0.05). 
Compared with the LPS＋HMGB1 group, the expression levels of HMGB1, TNF-α and IL-6 in the cell supernatants of the 
LPS group, LPS＋EGCG group and control group were significantly decreased (all P＜0.05), and the decrease of these 3 
indexes in the LPS＋EGCG group was more significant than that in the LPS group (all P＜0.05). The expression levels of 
HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins in the LPS＋HMGB1 group were significantly higher 
than those in the LPS, LPS+EGCG and control groups (all P＜0.05), and the expression levels of the above-mentioned 
proteins in the LPS＋EGCG group were significantly lower than those in the LPS group (all P＜0.05). Conclusion　EGCG 
has some protective effect on sepsis-induced acute liver injury, and the underlying mechanism may be related to alleviating 
hepatocellular pyroptosis by attenuating the HMGB1/TLR4/NF-κB/NLRP3 pathway.

［ Key words ］ epigallocatechin gallate; sepsis; acute liver injury; high mobility group protein B1; pyroptosis
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(9): 1012-1021］

脓毒症是指宿主对感染产生失控反应并出现

危及生命的器官功能障碍的临床综合征，是 ICU 常

见的死亡原因，每年患病人数高达 1 900 万［1］。脓

毒症可导致各种类型的器官损伤，特别是肝、脑和

心脏损伤，而脓毒症后肝功能障碍是多器官功能障

碍和脓毒症致死的独立危险因素［2］。有证据表明，

肝功能损伤作为脓毒症的并发症，可直接导致脓毒

症患者病情进展甚至死亡［3］。然而针对脓毒症后

肝功能损伤目前仍没有较好的治疗策略。

表没食子儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin 
gallate，EGCG）在儿茶素中占比最高（50%～ 

80%），有抗氧化、抗突变和抗感染等特性［4］。

研究发现，EGCG 能有效抑制内毒素诱导的血清高

迁移率族蛋白 B1（high mobility group protein B1，
HMGB1）的释放和表达，提高败血症模型大鼠的

存活率；还可通过抑制外源性 HMGB1 在巨噬细胞
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表面的黏附降低 HMGB1 及其标志物 IL-6 的聚集，

阻断 HMGB1 介导的炎症反应［5-6］。

HMGB1 是一种高度保守且广泛表达的非组

蛋白染色质结合蛋白，可与特定染色质 DNA 结合

并参与 DNA 重组、基因转录调控、细胞分裂和分

化，是近年发现的一种重要的脓毒症炎症因子。已

有研究证明多种细胞死亡方式如细胞焦亡等参与

了宿主的免疫调节［7］。细胞焦亡主要由核苷酸结

合寡聚化结构域样受体蛋白 3（nucleotide binding 
oligomerization domain-like receptor protein 3， 
NLRP3）炎症小体介导，该炎症小体在固有免疫细

胞识别抗原后被激活［8］，以炎症小体激活和炎症级

联为特征，被认为是减少器官和组织损伤的主要防

御机制，然而细胞焦亡过度活化会导致炎症失控、

细胞死亡和多器官损伤。研究表明在脓毒症中，细

胞 HMGB1 增加可促进细胞焦亡和凋亡，介导器官

损伤［9］。EGCG 参与脓毒症后急性肝损伤的细胞

途径及脓毒症后急性肝损伤的发病机制目前尚不明

了。本研究旨在探究 EGCG 对脓毒症后急性肝损

伤是否具有保护作用，以及 EGCG 的保护作用是否

与减弱 HMGB1/Toll 样受体 4（Toll like receptor 4，
TLR4）/NF-κB/NLRP3 途径降低肝细胞焦亡有关。

1　材料和方法

1.1　动物、细胞与试剂　8～10 周龄雄性C57BL/6J
小鼠 88 只购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司［实验动物生产许可证号为 SCXK（湘）2019-
0004］，饲养于重庆医科大学实验动物中心 SPF
级动物房［实验动物使用许可证号为 SYXK（渝）

2018-0003］，自由饮食、饮水，实验前先在 SPF 级

动物房适应性饲养小鼠 1 周，实验全过程遵守《实

验动物管理条例》。

人正常肝细胞系 L02 细胞由重庆医科大学病

毒性肝炎研究所提供。

EGCG（纯度≥98%，货号 IE0150）购自北京

索莱宝科技有限公司，脂多糖（纯度≤100%，货

号 L4391）购自美国 Sigma-Aldrich 公司，HMGB1
（纯度＞95%，货号 C357）购自苏州近岸蛋白质

科技股份有限公司，Opti-MEMTM Ⅰ减血清培养基

购自美国 ThermoFisher Scientific 公司，FBS 购自

澳大利亚 Life 公司，青霉素 -链霉素复合溶液购自

武汉赛维尔生物科技有限公司，DMEM 购自重庆

医科大学病毒性肝炎研究所，caspase 1 一抗购自中

国台湾 Arigo 公司，NF-κB p65 一抗购自美国 Cell 
Signaling Technology 公司，消皮素D（gasdermin D，

GSDMD）、caspase 11、IL-18、IL-1β、HMGB1
和 TLR4 一抗均购自英国 Abcam 公司，NLRP3、 
β 肌动蛋白、组蛋白 H3 一抗和山羊抗兔二抗均购

自武汉博士德生物工程有限公司，免疫组织化学染

色酶标二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

BCA 蛋白定量试剂盒、RIPA 裂解液和 4% 多聚甲

醛溶液均购自上海碧云天生物技术有限公司，细胞

核蛋白质提取试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有

限公司，TNF-α 和 IL-6 ELISA 检测试剂盒均购自

北京四正柏生物科技有限公司，HMGB1 ELISA 检

测试剂盒购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.2　动物模型的建立与分组　小鼠随机分为盲肠

结扎穿刺术（cecal ligation and puncture，CLP）组、

CLP＋EGCG 低剂量（4 mg/kg）组、CLP＋EGCG
高剂量（8 mg/kg）组和假手术组。CLP 手术过程：

小鼠禁食、不禁水 12 h 后，在无菌条件下予腹腔注

射异氟烷（2%～3%）麻醉。备皮、碘伏消毒，沿

腹白线中段剪开一长约 0.8 cm 的纵行切口，分离皮

肤和肌层，探查腹腔并分离盲肠（注意盲肠主要位

于小鼠左下腹，避免伤及盲肠及血管）。使用镊子

轻轻挤压肠内容物使盲肠远端充盈，使用 3-0 手术

丝线结扎盲肠远端，然后使用 21 G 针头在结扎处

远端避开血管穿刺盲肠 1 次，造成肠瘘，小心挤出

约 1 mm 的粪便，最后将盲肠回纳，关腹。以假手

术组作为对照，假手术组小鼠不予盲肠远端结扎与

穿刺，其他手术操作与 CLP 相同。CLP 组与假手

术组小鼠术后予 37 ℃无菌生理盐水（5 mL/100 g） 
皮下注射 1 次，CLP＋EGCG 低剂量组和 CLP＋
EGCG 高剂量组小鼠术后分别予 37 ℃含 80 和 
160 mg/L EGCG 的生理盐水（5 mL/100 g）皮下注

射 1 次，随后使小鼠俯卧于保温垫上复苏。待苏醒

后放回 SPF 级动物房［室温（22±2）℃，相对湿度

40%～70%，12 h 昼夜交替］继续饲养，饮食、饮水

同术前。观察并记录小鼠术后 24 h 一般情况，然后

经腹腔注射异氟烷（2%～3%）麻醉后经心脏采血

并处死小鼠，收集全血、分离肝组织进行实验。

1.3　细胞培养与处理　L02 细胞用含有 10% FBS
和 1% 抗生素（青霉素和链霉素）的 DMEM，在

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。取对数生长期细

胞用 0.25% 胰酶消化后重悬，调整细胞密度并以

2.0×106 个 / 孔接种于 6 孔板，待细胞贴壁后更换培

养基为 Opti-MEMTM Ⅰ减血清培养基，继续培养 4 h
后分为 4 组：脂多糖组（用 400 ng/mL 脂多糖刺激

细胞 24 h）、脂多糖＋HMGB1 组（用 400 ng/mL 
脂多糖刺激细胞10 h后，再加入100 ng/mL HMGB1
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刺 激 14 h）、 脂 多 糖＋EGCG 组（用 100 μg/mL  
EGCG 预处理细胞 2 h，然后用 400 ng/mL 脂多糖

刺激 24 h）、对照组（加入无菌PBS 后培养 24 h），

每组设 8 个复孔。

1.4　小鼠血常规与肝功能检测　术后 24 h 使用

EDTA 抗凝管收集小鼠全血，常温下 1 h 内送往重

庆医科大学宠物医院进行血常规检测。使用一次性

凝结真空管收集小鼠血液后，先室温静置 30 min， 
再 经 4 ℃ 1 000×g 离 心 10 min 收 集 血 清， 送

往重庆医科大学附属第二医院，采用全自动生

化分析仪检测小鼠血清丙氨酸转氨酶（alanine 
aminotransferase，ALT） 和 天 冬 氨 酸 转 氨 酶

（aspartate aminotransferase，AST）水平。

1.5　ELISA 检测小鼠血清与 L02 细胞上清液中炎

症因子 HMGB1、IL-6 和 TNF-α 水平　术后 24 h，
使用一次性凝结真空管收集小鼠全血，室温下静置

30 min 后，4 ℃ 1 000×g 离心 10 min 收集血清。

收集各组 L02 细胞培养上清液。严格按照 ELISA
检测试剂盒说明书进行操作，检测小鼠血清与细胞

培养上清液中 HMGB1、IL-6 和 TNF-α 水平。

1.6　H-E 染色观察小鼠肝组织学变化　术后 24 h，
分离小鼠肝组织，使用 PBS 洗去血液，用滤纸擦干

多余水分，剪下一块肝组织放入 4% 多聚甲醛溶液

中固定 24 h，然后经脱水、石蜡包埋处理后制作石

蜡切片。肝组织石蜡切片经脱蜡、水化处理后进行

H-E 染色，于显微镜下观察肝组织学变化。其余肝

组织放入液氮中保存备用。

1.7　蛋白质印迹法检测小鼠肝组织与 L02 细胞中

HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 和焦亡相关蛋

白（GSDMD、caspase 1、caspase 11、IL-1β、IL-18）
的表达　每 10 mg 肝组织加入约 100 μL RIPA 裂解

液进行匀浆，然后置于冰上充分裂解并收集总蛋白

质。各组细胞弃培养基后用 PBS 洗涤，加入 RIPA
裂解液收集细胞总蛋白质。根据细胞核蛋白质提

取试剂盒说明书提取细胞核蛋白质，使用 BCA 蛋

白定量试剂盒测定蛋白质浓度。取适量蛋白质进

行 SDS-PAGE，电转移至 PVDF 膜，使用 5% 牛血

清白蛋白溶液封闭；分别加入 HMGB1 一抗（稀

释 比 例 为 1 ∶ 10 000） 及 TLR4、NF-κB p65、
NLRP3、GSDMD、caspase 1、caspase 11、IL-18、
IL-1β 一抗（稀释比例均为 1 ∶ 1 000）4 ℃ 孵育过

夜，用 TBST 洗去膜表面未结合的抗体；加入山羊

抗兔二抗（稀释比例为 1 ∶ 10 000）室温孵育 2 h，
用 TBST 洗膜；均匀滴加 ECL 显影剂，采用化学发

光凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）显影。

1.8　免疫组织化学染色检测小鼠肝组织中 HMGB1
与 GSDMD 表达与定位　小鼠肝组织石蜡切片经

脱蜡、水化，采用微波修复法进行抗原修复并冷

却至室温后，使用 PBS 洗片。擦干组织周围多余

液体，滴加适量的内源性过氧化物酶阻断剂室温

孵育 15 min，用 PBS 洗片；滴加适量山羊血清工

作液室温封闭 10 min，倾去血清，勿洗；滴加适量

HMGB1、GSDMD 一抗（稀释比例均为 1 ∶ 50）
4 ℃ 孵育过夜，用 PBS 洗片；滴加适量的生物素

标记山羊抗兔 IgG 聚合物室温孵育 15 min，用 PBS
洗片；滴加适量 HRP 标记链霉卵白素工作液室温

孵育 15 min 后洗片；滴加适量 DAB 显色液（现配）

室温显色 3 min，用自来水冲洗；最后滴加适量苏

木精染色液室温染色约 30 s。经冲洗、返蓝、脱

水、透明处理后，使用中性树脂封片，于显微镜下

观察 HMGB1 与 GSDMD 的表达和定位情况。

1.9　统计学处理　48 只小鼠（每组 12 只）用于

分析 4 组小鼠术后生存率，然后根据各组小鼠生存

情况扩充实验小鼠数量，并为保证各项实验样本量

充足及检验指标分析结果的均一性，最终确定各组

统计样本量 n＝6，因此 CLP 组小鼠 40 只、CLP＋
EGCG低剂量组 20只、CLP＋EGCG高剂量组 16只、

假手术组 12 只。应用 GraphPad Prism 8.2.1 软件进

行数据处理。计量资料以 x±s 表示，多组间比较采

用单因素方差分析，多重比较采用 Bonferroni 校正

的 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　各组小鼠术后一般情况　术后 24 h，CLP 组

小鼠死亡 8 只，CLP＋EGCG 低剂量组死亡 5 只，

CLP＋EGCG 高剂量组死亡 3 只，假手术组小鼠全

部存活。CLP 组小鼠术后精神萎靡，喜聚集，背

部毛发脏乱，眼睑部出现白色脓性分泌物，大便溏

稀；死亡小鼠腹部膨隆，解剖后可见腹腔充满黄色

渗出液，肠道粘连，盲肠远端呈白色坏死。CLP＋
EGCG 低剂量组与 CLP＋EGCG 高剂量组存活小鼠

毛发脏乱，精神尚可，大便附着于肛周。假手术组

小鼠术后苏醒即基本恢复正常状态。

2.2 各组小鼠术后血常规与肝功能　术后 24 h 血

常规和肝功能检测结果显示，CLP 组白细胞计数、

淋巴细胞计数、中性粒细胞计数、单核细胞计数

均低于假手术组（P 均＜0.05），血清 ALT、AST
水平均高于假手术组（P 均＜0.01），提示脓毒症

后急性肝损伤模型小鼠构建成功。CLP＋EGCG 低

剂量组、CLP＋EGCG 高剂量组小鼠白细胞计数、
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淋巴细胞计数、中性粒细胞计数、单核细胞计数

等血常规指标与 CLP 组相比差异均无统计学意义 
（P 均＞0.05），但血清 ALT、AST 水平均低于

CLP 组（P 均＜0.01），且 CLP＋EGCG 高剂量组

血清 ALT、AST 水平低于 CLP＋EGCG 低剂量组 
（P 均＜0.05），表明 EGCG 能减轻小鼠脓毒症后

急性肝损伤。见表 1。

表 1　各组小鼠术后 24 h 血常规与肝功能指标

Tab 1　Routine blood test and liver function of mice 24 h after operation in each group
n＝6, x±s

Group Routine blood test/(L－1, ×109) Liver function/(U·L－1)
WBC Neutrophil Lymphocyte Monocyte ALT AST

Sham 9.48±1.20 1.27±0.47 7.46±1.01 0.52±0.25   35.83±3.34 107.83±10.79
CLP 0.93±0.56** 0.07±0.06* 0.77±0.44** 0.08±0.08* 350.33±15.85** 474.67±32.42**

CLP＋EGCG low-dose 1.53±0.67** 0.41±0.48 0.99±0.32** 0.11±0.08 150.50±15.61**△△ 271.67±18.59**△△

CLP＋EGCG high-dose 2.97±0.57** 0.74±0.24 1.94±0.68** 0.28±0.12   94.17±15.61**△△▲ 181.50±18.22**△△▲▲

F value 202.671 15.744 188.637 16.339 504.193 327.823
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

The intervention concentrations of low- and high-dose EGCG were 4 and 8 mg/kg, respectively. CLP: Cecal ligation and 
puncture; EGCG: Epigallocatechin gallate; WBC: White blood cell; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase. 
*P＜0.05, **P＜0.01 vs sham group; △△P＜0.01 vs CLP group; ▲P＜0.05, ▲▲P＜0.01 vs CLP＋EGCG low-dose group.

2.3　各组小鼠血清炎症因子 HMGB1、TNF-α 和

IL-6 表达　术后 24 h ELISA检测结果显示，CLP组、

CLP＋EGCG低剂量组及CLP＋EGCG高剂量组小鼠

血清中 HMGB1 表达量分别为（889.77±60.25）、

（686.82±74.53）、（479.30±50.43）pg/mL，TNF-α
表达量分别为（647.75±55.68）、（377.80±42.25）、

（166.74±19.88）pg/mL，IL-6 表 达 量 分 别 为 
（1 706.37±95.81）、（1 175.61±116.12）、（791.55± 

85.01）pg/mL，均高于假手术组［HMGB1、TNF-α、 
IL-6 表 达 量 分 别 为（46.26±4.34）pg/mL、
（45.90±0.38）pg/mL、（13.12±1.66）pg/mL］，差

异均有统计学意义（P 均＜0.01）。CLP＋EGCG 
低剂量组和 CLP＋EGCG 高剂量组血清 HMGB1、

TNF-α和 IL-6的表达量均低于CLP组（P均＜0.05），

且 CLP＋EGCG 高剂量组血清中 HMGB1、TNF-α
和 IL-6 的表达量均较 CLP＋EGCG 低剂量组更低 
（P 均＜0.05）。以上结果提示 EGCG 对脓毒症后

急性肝损伤模型小鼠有一定的抗炎作用。

2.4　各组小鼠肝组织学变化　术后24 h肝组织H-E
染色（图 1）显示，假手术组小鼠肝细胞形态、结

构正常，中央静脉结构完整，肝小叶结构清楚，无

异常表现；CLP 组小鼠肝组织病理切片可见肝细胞

肿胀，呈现多发灶状坏死，部分区域可见中央静脉

周围多个局灶坏死融合成片，考虑脓毒症引起的炎

性坏死；CLP＋EGCG 低剂量组及 CLP＋EGCG 高

剂量组小鼠肝组织损伤较 CLP 组明显减轻。

图 1　各组小鼠肝组织苏木精 -伊红染色结果

Fig 1　Hematoxylin-eosin staining results of mouse liver tissues in each group
The intervention concentrations of low- and high-dose EGCG were 4 and 8 mg/kg, respectively. CLP: Cecal ligation and puncture; 

EGCG: Epigallocatechin gallate.

200×

400×

Sham                                              CLP                                     CLP＋EGCG low-dose               CLP＋EGCG high-dose
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2.5　各组小鼠术后肝组织中HMGB1、TLR4、NF-κB  
p65、NLRP3 及焦亡相关蛋白的表达情况　蛋白质

印迹法检测结果（图 2、表 2）显示，术后 24 h，
CLP 组、CLP＋EGCG 低剂量组及 CLP＋EGCG 高

剂量组小鼠肝组织细胞核中 NF-κB p65 的表达量

及肝组织中 HMGB1、TLR4、NLRP3、GSDMD、

caspase 1、caspase 11、IL-1β 和 IL-18 的表达量均

高于假手术组（P 均＜0.01）；CLP＋EGCG 低剂

量组和 CLP＋EGCG 高剂量组上述蛋白质的表达量

均低于 CLP 组（P 均＜0.05），且 CLP＋EGCG 高

剂量组中上述蛋白质的表达量均较 CLP＋EGCG 低

剂量组更低（P 均＜0.05）。以上结果提示 EGCG
对脓毒症后急性肝损伤的保护作用可能与通过减弱

HMGB1/TLR4/NF-κB/NLRP3 途径降低肝细胞焦亡

有关。

图 2　蛋白质印迹法检测小鼠肝组织中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡相关蛋白的表达

Fig 2　Expression of HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins of mouse liver tissues 

detected by Western blotting
The intervention concentrations of low- and high-dose EGCG were 4 and 8 mg/kg, respectively. HMGB1: High mobility group 

protein B1; TLR4: Toll-like receptor 4; NF-κB p65: Nuclear factor κB p65; NLRP3: Nucleotide binding oligomerization domain-like 

receptor protein 3; CLP: Cecal ligation and puncture; EGCG: Epigallocatechin gallate; GSDMD: Gasdermin D; caspase: Cysteine 

aspartic acid specific protease; IL: Interleukin.

2.6　各组小鼠肝组织中 HMGB1、GSDMD 表达与

定位情况　术后 24 h 免疫组织化学染色检测结果 
（图 3）显示，GSDMD 主要表达于肝细胞的细胞质

内，而HMGB1在细胞核和细胞质均有表达；CLP组、

CLP＋EGCG低剂量组及CLP＋EGCG高剂量组小鼠

肝组织中GSDMD的表达量分别为（18.21±1.71）%、

（11.14±1.27）%、（6.81±1.31）%，HMGB1 的表

达量分别为（25.54±1.02）%、（16.69±1.13）%、

（13.62±0.76）%， 均 高 于 假 手 术 组［（0.14± 

0.02） %、（0.16±0.07） %，P 均＜0.05］，

且 CLP＋EGCG 高 剂 量 组 肝 组 织 中 GSDMD 和

HMGB1 的表达量均较 CLP＋EGCG 低剂量组更低 
（P均＜0.05）。

2.7　L02 细胞培养上清液中炎症因子 HMGB1、
TNF-α、IL-6 的表达情况　ELISA 检测结果显示，

脂多糖组、脂多糖＋HMGB1 组及脂多糖＋EGCG
组 L02 细胞培养上清液中 HMGB1 的表达量分别为

（874.44±96.84）、（1 858.15±67.94）、（540.63± 

121.78）pg/mL，TNF-α 的表达量分别为（233.30± 

24.95）、（327.24±27.84）、（170.93±15.75）pg/mL， 
IL-6 的表达量分别为（285.76±29.97）、（413.03± 

21.37）、（170.68±21.87）pg/mL，均高于对照组

［HMGB1、TNF-α、IL-6 表达量分别为（21.92± 

1.64）pg/mL、（8.96±1.41）pg/mL、（39.12±4.82）
pg/mL，P 均＜0.01］；脂多糖＋HMGB1 组细胞培

养上清液中上述炎症因子的表达水平均高于脂多糖

组（P 均＜0.05），而脂多糖＋EGCG 组细胞培养上

清液中上述炎症因子的表达水平较脂多糖组和脂多

糖＋HMGB1 组下降（P 均＜0.05）。以上结果提示

EGCG 有抗炎作用。
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表 2　各组小鼠肝组织中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡相关蛋白的表达情况

Tab 2　Expression of HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins of mouse liver tissues  

in each group
n＝6, x±s

Group HMGB1 TLR4 NF-κB p65 NLRP3 GSDMD
Sham 0.036±0.006 0.023±0.006 0.024±0.005 0.099±0.014 0.128±0.006
CLP 1.406±0.090** 1.082±0.054** 0.843±0.070** 0.616±0.015** 0.474±0.022**

CLP＋EGCG low-dose 1.043±0.040**△△ 0.736±0.029**△△ 0.612±0.030**△ 0.463±0.030**△△ 0.302±0.035**△

CLP＋EGCG high-dose 0.772±0.072**△△▲ 0.488±0.034**△△▲▲ 0.394±0.021**△△▲▲ 0.335±0.022**△△▲▲ 0.170±0.006**△△▲▲

F value 453.477 0.003 385.028 526.913 269.599
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

Group caspase 1 caspase 11 IL-1β IL-18
Sham 0.142±0.015 0.016±0.002 0.101±0.020 0.061±0.007
CLP 0.738±0.032** 0.289±0.007** 1.078±0.089** 0.247±0.016**

CLP＋EGCG low-dose 0.368±0.023**△△ 0.126±0.005**△△ 0.803±0.020**△△ 0.161±0.008**△△

CLP＋EGCG high-dose 0.308±0.015**△△▲ 0.091±0.005**△△▲▲ 0.582±0.053**△△▲ 0.104±0.006**△△▲▲

F value 625.611 2 439.197 299.078 311.505
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

The intervention concentrations of low- and high-dose EGCG were 4 and 8 mg/kg, respectively. HMGB1: High mobility group 
protein B1; TLR4: Toll-like receptor 4; NF-κB p65: Nuclear factor κB p65; NLRP3: Nucleotide binding oligomerization domain-like 
receptor protein 3; CLP: Cecal ligation and puncture; EGCG: Epigallocatechin gallate; GSDMD: Gasdermin D; caspase: Cysteine 
aspartic acid specific protease; IL: Interleukin. **P＜0.01 vs sham group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs CLP group; ▲P＜0.05, ▲▲P＜0.01 
vs CLP＋EGCG low-dose group.

图 3　各组小鼠肝组织免疫组织化学染色结果

Fig 3　Immunohistochemical staining results of mouse liver tissues in each group
A: The expression of GSDMD in liver tissues; B: The expression of HMGB1 in liver tissues. The intervention concentrations of low- 

and high-dose EGCG were 4 and 8 mg/kg, respectively. CLP: Cecal ligation and puncture; EGCG: Epigallocatechin gallate; GSDMD: 

Gasdermin D; HMGB1: High mobility group protein B1.
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2.8　L02 细 胞 中HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3
及焦亡相关蛋白的表达情况　蛋白质印迹法检测

结果（图 4、表 3）显示，脂多糖组、脂多糖＋ 

HMGB1 组 及 脂 多 糖＋EGCG 组 L02 细 胞 核 中

NF-κB p65 的表达量及细胞中 HMGB1、TLR4、
NLRP3、GSDMD、caspase 1、caspase 11、IL-1β、

IL-18 的表达量均较对照组增加（P 均＜0.05），脂

多糖＋HMGB1 组上述蛋白质的表达量较脂多糖组

增加（P 均＜0.05），而脂多糖＋EGCG 组上述蛋白

质的表达量较脂多糖组、脂多糖＋HMGB1 组下降

（P 均＜0.05），提示 EGCG 可能通过增强 HMGB1/
TLR4/NF-κB/NLRP3 途径促进肝细胞焦亡。

图 4　蛋白质印迹法检测 L02 细胞中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡相关蛋白的表达

Fig 4　Expression of HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins in L02 cells detected by 

Western blotting
HMGB1: High mobility group protein B1; TLR4: Toll-like receptor 4; NF-κB p65: Nuclear factor κB p65; NLRP3: Nucleotide 

binding oligomerization domain-like receptor protein 3; LPS: Lipopolysaccharide; EGCG: Epigallocatechin gallate; GSDMD: 

Gasdermin D; caspase: Cysteine aspartic acid specific protease; IL: Interleukin.

表 3　各组 L02 细胞中 HMGB1、TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡相关蛋白的表达情况

Tab 3　Expression of HMGB1, TLR4, NF-κB p65, NLRP3 and pyroptosis-related proteins in L02 cells of each group

n＝8, x±s
Group HMGB1 TLR4 NF-κB p65 NLRP3 GSDMD

Control 0.052±0.002 0.020±0.001 0.020±0.001 0.016±0.001 0.249±0.026
LPS 0.176±0.007** 0.076±0.003** 0.060±0.001** 0.041±0.004** 0.779±0.022**

LPS＋HMGB1 0.780±0.020**△△ 0.090±0.002**△△ 0.089±0.002**△△ 0.153±0.009**△△ 1.160±0.042**△△

LPS＋EGCG 0.138±0.004**△▲▲ 0.044±0.003**△△▲ 0.045±0.001**△△▲▲ 0.024±0.002*△▲▲ 0.514±0.019**△△▲▲

F value 3 919.634 1 249.816 2 722.691 1 052.767 1 283.410
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

Group caspase 1 caspase 11 IL-1β IL-18
Control 0.010±0.001 0.051±0.002 0.158±0.011 0.010±0.000
LPS 0.041±0.002** 0.267±0.008** 0.456±0.015** 0.041±0.002**

LPS＋HMGB1 0.139±0.002**△△ 0.329±0.012**△ 0.605±0.017**△△ 0.139±0.002**△△

LPS＋EGCG 0.012±0.001*△△▲▲ 0.171±0.007**△△▲▲ 0.334±0.018**△△▲▲ 0.013±0.000**△△▲▲

F value 16 251.184 1 569.982 1 061.636 16 152.831
P value ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

HMGB1: High mobility group protein B1; TLR4: Toll-like receptor 4; NF-κB p65: Nuclear factor κB p65; NLRP3: 
Nucleotide binding oligomerization domain-like receptor protein 3; LPS: Lipopolysaccharide; EGCG: Epigallocatechin gallate; 
GSDMD: Gasdermin D; caspase: Cysteine aspartic acid specific protease; IL: Interleukin. *P＜0.05, **P＜0.01 vs control group;  
△P＜0.05, △△P＜0.01 vs LPS group; ▲P＜0.05, ▲▲P＜0.01 vs LPS＋HMGB1 group.
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3　讨　论

脓毒症可引起多器官功能障碍，肝脏作为一个

重要的免疫器官，容易在脓毒症中发生损伤。脓毒

症后急性肝损伤与脓毒症患者的严重程度和预后密

切相关［3］。CLP 模型被认为是脓毒症研究的首选

模型，其通过模拟人类阑尾穿孔使肠内容物漏入腹

腔形成混合菌群感染，导致革兰阴性菌相关的多菌

性脓毒症，该模型具有坏死组织炎症来源明确、重

复性好、与人类脓毒症的进展过程相似等特点［9-11］。 
由于缺乏通用于人类患者的生理监测机制，脓毒症

暂无评定标准，常通过实验组的死亡率来评估脓毒

症的严重程度并调整需要的动物数量。有证据表明

血清 IL-6 可能是 C57/BL6 及 BALB/c 小鼠脓毒症

严重程度和死亡的预测指标［10］。本研究术后 24 h 
CLP 组小鼠的死亡率及血常规、AST、ALT、IL-6
水平的检测结果证实脓毒症后急性肝损伤模型构建

成功。

EGCG 具有强大的生物活性及抗氧化和抗炎效

果，可显著抑制促炎因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的表

达，本实验对细胞培养上清液中 HMGB1、TNF-α
及 IL-6的检测结果也证实EGCG的抗炎作用显著。

研究表明 EGCG 对药物性肝损伤和脂多糖诱导的

急性肝损伤均有较好的保护作用［12-13］，然而有关

EGCG 对脓毒症后急性肝损伤是否有保护作用及可

能机制的研究较少。本研究中组织病理学及血清

HMGB1、TNF-α、IL-6、ALT、AST 检测结果表明，

EGCG 可减轻脓毒症所致的急性肝损伤，对脓毒症

后急性肝损伤有保护作用。

研究证实细胞焦亡与脓毒症后急性肝损伤密

切相关，抑制肝细胞焦亡可影响 CLP 诱导的脓毒症

后急性肝损伤的严重程度［14］。细胞焦亡是由多种

病理因素触发并由 caspase 家族蛋白介导的炎症性

细胞死亡，其特点是细胞膜快速破裂及细胞内促炎

物质释放［15-16］。GSDMD 是细胞焦亡过程中的主要

执行蛋白，主要表达于细胞质，是 caspase 1/4/5/11
的底物［17-18］。病原体入侵宿主时，NLRP3 炎症小

体可直接募集 caspase 1 前体，激活的 caspase 1 特

异性裂解 GSDMD，而活化的 GSDMD 可与细胞膜

特异性结合发挥“打孔”作用，导致 IL-1β、IL-18
等炎症因子释放。caspase 11 可直接识别细菌脂多

糖并与之结合，而结合了脂多糖的 caspase 11 可发

生水解并直接裂解 GSDMD，引发细胞焦亡［7,19］。

本实验结果显示，CLP 组小鼠肝组织中焦亡相关蛋

白的表达量升高，而在 EGCG 干预后焦亡相关蛋白

的表达量降低，提示细胞焦亡与脓毒症后急性肝损

伤的发生密切相关。

HMGB1 在细胞核中参与核转录、重组、DNA
复制和修复，而在细胞质或细胞外可导致广泛的炎

症反应和多器官功能障碍；HMGB1 还可与 TLR4
结合，激活核转录因子 NF-κB，进一步增强炎症反

应［20］。NF-κB 是免疫反应和细胞增殖转化的重要

调控转录因子，它控制着细胞因子的产生和细胞的

存活，还在固有免疫反应的启动和随后促炎介质的

产生中发挥着核心作用，而促炎介质的产生与释放

会加重器官损伤［8］。研究发现脓毒症常伴有 NF-κB
的激活上调，抑制 NF-κB 激活可减轻脓毒症实验动

物的炎症反应，提高其存活率［21］。NF-κB 是激活

NLRP3 炎症小体和焦亡的关键因子，调节 NLRP3
炎症小体的激活可影响小鼠的细胞焦亡水平，例如

在非小细胞肺癌中，重楼皂苷Ⅵ（polyphyllin Ⅵ）

通过活性氧 /NF-κB/NLRP3/GSDMD 信号通路诱导

caspase 1 介导的细胞焦亡［22］。辅酶 Q10 联合七叶

皂苷可通过 HMGB1/TLR4/NF-κB p65/NLRP3 信号

通路抑制 NLRP3 炎症小体的激活和细胞焦亡，预

防脓毒症诱导的急性肺损伤［23］。本实验结果显示，

使用不同质量浓度的 EGCG 调低 HMGB1 水平后，

小鼠肝组织中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡

相关蛋白的表达水平均较 CLP 组降低，表明 EGCG
对脓毒症后急性肝损伤的保护作用可能与通过减弱

HMGB1/TLR4/NF-κB/NLRP3 途径降低肝细胞焦亡

有关。为了进一步证明这一结论，本实验进行了体

外实验，利用脂多糖诱导 L02 细胞建立脓毒症后急

性肝损伤细胞模型，实验结果显示增加 HMGB1 水

平后细胞中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及焦亡相

关蛋白的表达量均增加。

综上所述，EGCG 对脓毒症后急性肝损伤有

保护作用，其作用机制可能与通过减弱 HMGB1/
TLR4/NF-κB/NLRP3 途径减轻肝细胞焦亡有关。这

一结论或许可为将来探索脓毒症后急性肝损伤的治

疗方法提供新的方向。
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