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荆防颗粒通过抑制内质网应激改善急性肺损伤小鼠肠道屏障功能  
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摘  要：目的  通过蛋白组学联合分子生物学技术解析荆防颗粒对博来霉素诱导的急性肺损伤（acute lung injury，ALI）小

鼠肠道屏障的改善作用及机制。方法  利用博来霉素气管滴注建立小鼠 ALI 模型，并给予荆防颗粒进行干预。检测小鼠肺

指数和肺组织病理学变化；ELISA 检测血清中二胺氧化酶（diamine oxidase，DAO）、脂多糖特异性免疫球蛋白 A 抗体

（lipopolysaccharide specific immunoglobulin A antibody，LPS-SIgA）和 D-乳酸水平；试剂盒检测血清中丙二醛（malondialdehyde，

MDA）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）水平及过氧化氢酶（catalase，CAT）、超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性；Lebel-free蛋白组学技术检测结肠组织蛋白表达谱，寻找荆防颗粒调控的差

异表达蛋白和关键信号通路；Western blotting检测结肠组织闭合蛋白（Occludin）、闭锁小带蛋白 1（zonula occludens 1，ZO-

1）、激活转录因子 4（activating transcription factor 4，ATF4）、C/EBP同源蛋白（C/EBP-homologous protein，CHOP）、磷酸

化真核翻译起始因子 2α（phosphorylated eukaryotic initiation factor 2α，p-EIF2α）、磷酸化蛋白质激酶 RNA 样内质网激酶

（phosphorylated protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase，p-PERK）的表达；Western blotting检测肺组织核因子

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）和 NAD(P)H醌氧化还

原酶 1（NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1，NQO-1）蛋白表达。结果  与模型组比较，荆防颗粒显著降低 ALI小鼠肺指数

（P＜0.05、0.01），改善肺组织病理损伤，降低血清中 DAO、LPS-SIgA和 D-乳酸水平（P＜0.05、0.01），上调结肠组织 Occludin

和 ZO-1的表达（P＜0.05）。蛋白组学和Western blotting分析发现，荆防颗粒调控了内质网蛋白加工紊乱，进而下调 p-PERK、

p-EIF2α、ATF4 及 CHOP 的表达（P＜0.05），抑制结肠组织内质网应激。同时，荆防颗粒降低了 ALI 小鼠血清中 ROS 和

MDA水平（P＜0.01），升高了 GSH水平及 CAT、SOD活性（P＜0.05），并上调肺组织 Nrf2、HO-1及 NQO-1的表达（P＜

0.01）。结论  荆防颗粒通过抑制内质网应激维持肠道屏障功能，抑制肺组织氧化应激，改善 ALI小鼠肺损伤。 
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injury by inhibiting endoplasmic reticulum stress 

WANG Hongwei1, DU Hanwen2, ZHOU Enbao2, LIU Tianyi2, YANG Enhua2, SUN Chenghong3, ZHAO Mingyi1 

1. School of Clinical Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang 110016, China 

2. State Key Laboratory of Integration and Innovation of Classic Formula and Modern Chinese Medicine, Lunan Pharmaceutical 

Group Co., Ltd., Linyi 276005, China 

3. College of Food Science and Pharmaceutical Engineering, Zaozhuang University, Zaozhuang 277160, China 

Abstract: Objective  To evaluate the improvement effect and mechanism of Jingfang Granules (荆防颗粒) on intestinal barrier in 

mice with acute lung injury (ALI) induced by bleomycin through proteomics combined with molecular biology techniques. Methods  

The mice model of ALI was established using bleomycin tracheal instillation and then intervened with Jingfang Granules. Lung index 
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and pathological changes in lung tissue of mice were detected. ELISA was used to detect the levels of diamine oxidase (DAO), 

lipopolysaccharide specific immunoglobulin A antibody (LPS-SIgA) and D-lactic acid in serum. The corresponding assay kits were 

used to measure the levels of malondialdehyde (MDA), reactive oxygen species (ROS), glutathione (GSH) and activities of catalase 

(CAT), superoxide dismutase (SOD) in serum. The lebel-free proteomics technology was used to detect the protein expression profile 

of colon tissue, the differential expressed proteins and key signaling pathways regulated by Jingfang Granules were screened. Western 

blotting was used to detect the expressions of Occludin, zonula occludens 1 (ZO-1), activating transcription factor 4 (ATF4), C/EBP-

homologous protein (CHOP), phosphorylated eukaryotic initiation factor 2α (p-EIF2α) and phosphorylated protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase (p-PERK) in colon tissue. Western blotting was used to detect the expressions of nuclear factor E2-

related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1) and NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQO-1) proteins in lung tissue. Results  

Compared with model group, Jingfang Granules significantly reduced the lung index of ALI mice (P < 0.05, 0.01), improved the 

pathological damage of lung tissue, decreased the levels of DAO, LPS-SIgA and D-lactic acid in serum (P < 0.05, 0.01), up-regulated 

the expressions of Occludin and ZO-1 in colon tissue (P < 0.05). Proteomics and Western blotting analysis revealed that Jingfang 

Granules regulated the disorder of protein processing in endoplasmic reticulum, thereby down-regulating the expressions of p-PERK, 

p-EIF2α, ATF4 and CHOP to inhibit endoplasmic reticulum stress in colon tissue of ALI mice (P < 0.05). Meanwhile, Jingfang 

Granules reduced the levels of ROS and MDA in serum of ALI mice (P < 0.01), increased GSH level and activities of CAT, SOD 

(P < 0.05), and up-regulated the expressions of Nrf2, HO-1 and NQO-1 in lung tissues (P < 0.01). Conclusion  Jingfang Granules 

alleviate lung injury in ALI mice by inhibiting endoplasmic reticulum stress to preserve intestinal barrier function and suppressing 

pulmonary oxidative stress. 

Key words: Jingfang Granules; acute lung injury; intestinal barrier; endoplasmic reticulum stress; oxidative stress 

急性肺损伤（（acute lung injury，ALI）是由感染、

创伤等多种原因导致的肺泡上皮细胞及毛细血管

内皮细胞弥漫性损伤、肺水肿等为主要病理特点的

炎症综合征，其发展至严重阶段可导致急性呼吸窘

迫综合征（ acute respiratory distress syndrome，

ARDS）[1]。临床中多种危重病症的发病初期均表现

为 ALI，如脓毒血症和新型冠状病毒肺炎等[2]。由

于 ALI/ARDS发生急促而猛烈，且临床用药缺乏，

致使其病死率高达 30%～50%[1-2]。ALI的发病机制

复杂，与过度炎症反应、氧化应激、细胞凋亡和自

噬等密切相关，氧化应激在 ALI的病程演变中起着

至关重要的作用[3]，是导致肺泡上皮细胞功能障碍

从而加剧 ALI的关键机制[4]。大量研究表明，在 ALI

发生过程中，肠道屏障功能被破坏，肠道中的有害

菌及其代谢产物透过肠道屏障，通过（ 肠-肺”轴加

重 ALI肺损伤[5]。因此，改善肠道屏障功能可能是

基于（ 肠-肺”改善 ALI的有效方法。内质网应激在

细胞应对外界压力及维持稳态中发挥关键作用，其

异常激活会导致一系列复杂的病理变化，直接破坏

肠道屏障的功能。内质网应激通过未折叠蛋白反应

（（unfolded protein response，UPR）途径影响肠道上

皮细胞的生存与功能。在内质网应激状态下，转录

因子 C/EBP同源蛋白（C/EBP-homologous protein，

CHOP）和 c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal 

kinase，JNK）等促凋亡因子的上调会导致肠道上皮

细胞的大量凋亡[6]。这些凋亡不仅削弱了上皮细胞

的更新能力，还通过破坏紧密连接蛋白[闭锁小带

蛋白 1（（zonula occludens 1，ZO-1）、Claudins、闭合

蛋白（（Occludin）]的表达，直接损害肠道屏障的结

构，导致（ 肠漏”的形成[7]，这使得抑制内质网应激

成为改善肠道屏障功能的一个重要靶点。 

荆防颗粒是明代张时彻所著（ 摄生众妙方》中

荆防败毒散的现代原方成方制剂，全方由荆芥、防

风、羌活、独活、川芎、柴胡、桔梗、枳壳、前胡、

茯苓、甘草 11味药材组成，具有发汗解表、散风祛

湿、活血化瘀、止咳平喘的功效[8]。前期研究发现，

荆防颗粒可通过抑制磷脂酰肌醇 3-激酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）-蛋白激酶 B

（（protein kinase B，Akt）轴调控糖酵解紊乱导致的免

疫代谢重编程[9]，抑制 CD200-CD200R通路和肺泡

炎症，改善博来霉素导致的 ALI[10]。肖贺等[11]研究

发现，荆防颗粒可通过抑制小鼠肠道菌群失调，平

衡不饱和脂肪酸生物合成、丙氨酸、天门冬氨酸和

谷氨酸代谢，氨基酰基 tRNA生物合成，三羧酸循

环，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，亚油

酸代谢等通路治疗博来霉素诱导的 ALI。但荆防颗

粒对 ALI小鼠肠道屏障功能的影响尚未见报道。本

研究利用博来霉素建立小鼠 ALI模型，考察荆防颗

粒对肠道屏障功能的影响，并进一步利用蛋白组学

考察荆防颗粒改善 ALI小鼠肠道屏障功能的机制。 
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1  材料 

1.1  动物 

50只 SPF级 C57BL/6J小鼠，6～7周龄，体质

量 18～20 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，生产许可证号 SCXK（（京）2021-0008。小鼠

于鲁南制药集团股份有限公司新药药理中心适应

性饲养 7 d，饲养条件为 12 h光照/12 h黑暗，单笼

饲养，室温（（25±2）℃，自由饮水和进食。本实验

中所有操作均符合相关动物实验伦理原则，并获得

鲁南制药集团股份有限公司新药药理中心实验动

物伦理委员会批准（（批准号 NH-IACUC-2024-010）。 

1.2  药品与试剂 

荆防颗粒由荆防颗粒浸膏和荆防颗粒挥发油

按 500∶1组成，荆防颗粒浸膏（（批号 8022009004）

和荆防颗粒挥发油（（批号 8032009004）由山东新时

代药业有限公司提供；博来霉素（批号 21042411）

购自杭州瀚晖制药有限公司；舒泰50（（批号7UX8A）

购自法国维克有限公司；盐酸塞拉嗪（批号

20200717）购自吉林省华牧动物保健品有限公司；

Occludin 抗体、ZO-1 抗体、激活转录因子 4

（（activating transcription factor 4，ATF4）抗体、CHOP

抗体（（批号分别为 ab216327、ab276131、ab270980、

ab11419）购自英国 Abcam 公司；磷酸化真核翻译

起始因子 2α（phosphorylated eukaryotic initiation 

factor 2α，p-EIF2α）抗体、磷酸化蛋白质激酶 RNA

样内质网激酶（phosphorylated protein kinase RNA-

like endoplasmic reticulum kinase，p-PERK）抗体、

核因子E2相关因子 2（（nuclear factor E2-related factor 

2，Nrf2）抗体、血红素加氧酶-1（（heme oxygenase-

1，HO-1）抗体、NAD(P)H 醌氧化还原酶 1

（（NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1，NQO-1）抗体

（（批号分别为 3398、3179、12721、43966、3187）购

自美国 CST 公司；β-actin 抗体（批号 AF2811-1）

购自上海碧云天生物技术有限公司；HRP标记的山

羊抗兔 IgG 二抗、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 二抗

（（批号分别为 S0001、S0002）购自美国 Affinity 

Biosciences公司；小鼠二胺氧化酶（（mouse diamine 

oxidase，DAO）ELISA检测试剂盒、小鼠脂多糖特

异性免疫球蛋白 A抗体（（lipopolysaccharide specific 

immunoglobulin A antibody，LPS-SIgA）ELISA试剂

盒（（批号分别为 C07027531、CSB-E13066m）购自

武汉华美生物有限公司；小鼠 D-乳酸 ELISA 试剂

盒（（批号MM-43853M2）购自武汉酶免生物科技有

限公司；丙二醛（（malondialdehyde，MDA）、活性氧

（（ reactive oxygen species， ROS）、谷胱甘肽

（（glutathione，GSH）、过氧化氢酶（（catalase，CAT）

以及超氧化物歧化酶（（superoxide dismutase，SOD）

试剂盒（批号分别为 20240911、 20231212、

20241015、20140918、A007-1-1、20240912）购自

南京建成生物工程研究所。 

1.3  仪器 

nano-UPLC EASYnLC1200 型高效液相色谱

仪、Q-Exactive HFX型质谱仪、酶标仪（（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；JY96-IIN 型细胞超声破碎

仪、JXH-100型恒温混匀仪（上海净信科技有限公

司）；VORTEX-5型涡旋仪（（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司）；DYY-7C型、DYCZ-40D型电泳转膜

设备（北京六一生物科技有限公司）；Chemi 

Scope6200 型化学发光成像系统（上海勤翔科学仪

器有限公司）；Tissue-Tec VIPTM 5 Jr型全封闭组织

脱水机、Tissue-Tec TECTM 5型组织包埋机（日本

樱花检验仪器株式会社）；RM2235型轮转式病理切

片机、HI1210 型组织摊片机、ST5020 型自动染色

机（德国徕卡仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模及给药 

适应性饲养 7 d后，50只雄性 C57BL/6J小鼠按

体质量随机分为对照组、模型组和荆防颗粒低、中、

高剂量（1、2、4 g/kg）组，每组 10只。小鼠禁食不

禁水饲养 12 h后，im 1.5 mg/mL舒泰 50和 1.5 mg/mL

盐酸塞拉嗪混合液（5 mL/kg）麻醉，分离气管，除

对照组外，其余小鼠从气管滴注 3 mg/kg博来霉素以

建立ALI模型[5]，对照组滴注等体积的生理盐水。造

模 24 h后，各给药组 ig相应药物，对照组和模型组

ig等体积的生理盐水，1次/d，连续给药 6 d。 

2.2  肺指数测定 

末次给药 24 h后，小鼠 im 1.5 mg/mL舒泰 50

和 1.5 mg/mL盐酸塞拉嗪混合液（5 mL/kg）麻醉，

腹主静脉取血，放入含有分离胶的促凝管，室温静

置 30 min后，4 000 r/min离心 10 min，收集血清。

分离肺组织，称定质量，计算肺指数。 

肺指数＝肺质量/体质量 

2.3  苏木素-伊红（HE）染色观察肺组织病理变化 

取肺组织，于 4%多聚甲醛溶液中固定，脱水

并经石蜡包埋后切片，进行 HE染色，在光学显微

镜下观察肺组织病理学变化。 
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2.4  ELISA 检测血清中 D-乳酸、LPS-SIgA 以及

DAO 水平 

按照ELISA试剂盒说明书检测血清中D-乳酸、

LPS-SIgA以及 DAO水平。 

2.5  血清中氧化应激因子水平的检测 

根据试剂盒说明书检测血清中 ROS、MDA、

GSH水平及 CAT、SOD活性。 

2.6  结肠组织蛋白质样品预处理 

取适量新鲜结肠组织，剪成碎块，用 PBS 洗

涤，加入适量 RIPA裂解液，置于冰上研磨 4 min，

重复研磨 3次。研磨后的结肠组织在 4 ℃、12 000 

r/min离心 10 min后，转移至新 EP管。将样品在冰

上超声 10 min，4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，取

上清，采用 BCA 法测定蛋白浓度。蛋白经丙酮沉

淀、重溶、还原、烷基化、酶解、去除 SDC和多肽

脱盐处理后，用于后续检测。 

2.7  nano-LC-MS/MS 分离与检测 

每个样品取 2 μg总蛋白，经 nano-UPLC液相

系统 EASY-nLC1200进行分离后，联用配备纳升离

子源的质谱仪（QExactive HFX）进行数据采集。 

2.7.1  色谱条件  采用 Reprosil-Pur 120 C18-AQ反

相色谱柱（15 cm×100 μm，1.9 μm），流动相采用

乙腈-水-甲酸体系，流动相 A为 0.1%甲酸-98%水溶

液（乙腈为 2%），流动相 B为 0.1%甲酸-80%乙腈

溶液（H2O2为 20%）。色谱柱以 100%的 A 相平衡

后，样品由自动进样器直接上样到色谱柱，再经色

谱柱梯度分离，体积流量 300 nL/min。梯度洗脱：

0～2 min，2%～5% B；2～90 min，5%～22% B；

90～116 min，22%～45% B；116～118 min，45%～

95% B；118～120 min，95% B。 

2.7.2  质谱条件：在正离子检测模式下，采用数据

依赖性采集（data-dependent acquisition，DDA）方

法。一级扫描（full scan）范围为 m/z 350～1 600，

分辨率为 120 000，自动增益控制（（auto gain control，

AGC）为 3×106，最大离子注入时间（（max IT）为

50 ms；一级扫描中强度最高的 20个离子经四极杆

筛选、高能碰撞解离（ high energy collision 

dissociation，HCD）后进行碎片离子扫描。四极杆

隔离窗口为 1.2，标准化碰撞能为 27%，AGC 为

1×105，max IT为 110 ms。二级扫描分辨率为 15 000；

根据色谱峰峰宽，动态排除时间设置为 45 s。 

2.8  差异表达蛋白的生物信息学分析 

以 unique peptide≥1，差异倍数（fold change，

FC）≥1.2或≤0.83，且 P＜0.05为筛选条件筛选差

异表达蛋白，并将差异表达蛋白导入 KOBAS

（（http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3）工具进行基因

本体（（gene ontology，GO）功能及京都基因与基因

组百科全书（ Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes，KEGG）通路富集分析。 

2.9  Western blotting 检测结肠组织和肺组织相关

蛋白表达 

称取部分结肠组织或肺组织，用剪刀剪碎后加

入适量的 RIPA 裂解液裂解 30 min，4 ℃、10 000 

r/min 离心 5 min，收集上清。采用 BCA 法测定蛋

白浓度，加入 SDS蛋白上样缓冲液，于沸水中煮 10 

min使蛋白变性。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛

奶，室温封闭 2 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜；TBST

洗涤后，加入二抗，室温孵育 2 h，使用 ECL发光

液显色，ChemiScope Capture图像采集系统采集图

像，Image J软件分析条带灰度值。 

2.10  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 8.0.8 软件对数据进行统

计分析，数据以 x s 表示，多组间数据比较采用单

因素方差分析。 

3  结果 

3.1  荆防颗粒缓解博来霉素诱导的 ALI 

利用博来霉素建立 ALI小鼠模型，发现与对照

组比较，模型组小鼠肺指数显著增加（（图 1-A，P＜

0.01），肺泡结构受到严重破坏，肺室间隔增厚，有

明显炎性细胞浸润，伴有弥漫性出血（（图 1-B），表

明博来霉素导致小鼠肺组织水肿，且伴随明显的病

理损伤。与模型组比较，荆防颗粒各剂量组小鼠肺

指数显著降低（（P＜0.05、0.01），肺泡结构改善，肺

室间隔变薄，炎性浸润减轻，弥漫性出血减少，且

呈剂量相关性，表明荆防颗粒显著抑制博来霉素诱

导的 ALI，与以往研究结果一致[9]。结合前期研究

发现，荆防颗粒高剂量组药效稳定，因此，选择荆

防颗粒高剂量组开展作用机制研究。 

3.2  荆防颗粒改善 ALI 小鼠肠道屏障 

肠道屏障是肠道组织的物理屏障和协调中心，

在维持肠道稳定和全身免疫防御中起着关键作用[12]。

ALI会破坏肠道屏障的完整性，导致肠道紧密连接

破坏，进而引起微生物移位和肠道菌代谢产物（（如

D-乳酸、LPS 和 DAO 等）穿过肠道屏障进入血液

循环[13]。结果显示，与对照组比较，模型组小鼠血 
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A-各组小鼠肺指数（n＝10）；B-各组小鼠肺组织 HE染色（×200）；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，

下图同。 

A-lung index of mice in each group (n = 10); B-HE staining of lung tissue of mice in each group (× 200); *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 

0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  荆防颗粒缓解博来霉素诱导的 ALI ( x s ) 

Fig. 1  Jingfang Granules alleviate bleomycin-induced ALI ( x s ) 

清中 D-乳酸、LPS-SIgA和 DAO水平显著升高（（图

2-A～C，P＜0.05、0.01），结肠组织中紧密连接蛋

白 Occludin和 ZO-1的表达显著降低（（图 2-D，P＜

0.05），表明博来霉素通过降低紧密连接蛋白的表达

破坏肠道屏障功能，导致结肠组织对 D-乳酸、LPS

和 DAO 的通透性增加。与模型组比较，荆防颗粒

高剂量组小鼠血清中 D-乳酸、LPS-SIgA和 DAO水

平显著降低（（P＜0.05、0.01），结肠组织中 Occludin

和 ZO-1蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05），表明荆

防颗粒能够改善 ALI小鼠的肠道屏障功能，抑制结

肠组织对 D-乳酸、LPS和 DAO的通透性。 

3.3  荆防颗粒调控 ALI 小鼠结肠组织内质网蛋白

质加工 

 利用蛋白组学技术在小鼠结肠组织中鉴定出

4 146个蛋白，以 unique peptide≥1、FC≥1.2或≤

0.83且 P＜0.05为筛选条件筛选差异表达蛋白，并

利用火山图进行可视化。结果发现，与对照组比较，

模型组小鼠结肠组织中 119个蛋白发生变化，其中

24个蛋白表达增加，95个蛋白表达减少（（图 3-A）；

与模型组比较，荆防颗粒高剂量组小鼠结肠组织中 

 

A～C-各组小鼠血清中 D-乳酸、LPS-SIgA和 DAO水平（n＝10）；D-各组小鼠结肠组织中 Occludin和 ZO-1蛋白表达（n＝3）。 

A—C-levels of D-lactic acid, LPS-SIgA and DAO in serum of mice in each group (n = 10); D-expressions of Occludin and ZO-1 protein in colon tissue 

of mice in each group (n = 3). 

图 2  荆防颗粒改善 ALI 小鼠肠道屏障功能 ( x s ) 

Fig. 2  Jingfang Granules improve intestinal barrier function in ALI mice ( x s ) 
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A-模型组 vs对照组火山图；B-荆防颗粒高剂量组 vs模型组火山图。 

A-volcano plot of model group vs control group; B-volcano plot of Jingfang Granules high-dose group vs model group. 

图 3  蛋白质组学火山图 

Fig. 3  Volcanic diagram of proteomics 

484 个蛋白发生变化，其中 454 个蛋白表达增加，

30个蛋白表达减少（（图 3-B），且其中 47个蛋白与

模型组和对照组之间的差异表达蛋白有交集（图

4）。利用 KOBAS工具对这 47个差异表达蛋白进行

GO功能富集分析，结果见图 5，这些蛋白主要参与

了生物过程（biological process，BP）、分子功能

（（molecular function，MF）和细胞组分（cellular 

component，CC）。筛选 P＜0.05且排名前 50的 GO

功能富集结果，发现与BP有关的富集类别有 22个，

包 括 内质 网对 高尔基 体 囊泡 介导 的转 运

（（ endoplasmic reticulum to Golgi vesicle-mediated 

transport）、蛋白质折叠（（protein folding）、蛋白分泌

（（protein secretion）、蛋白质结合（protein binding）、

核外运（（nuclear export）以及蛋白质稳定化（（protein 

stabilization）等；与 CC相关的富集类别有 16个，

包括细胞质（（cytoplasm）、胞质溶胶（（cytosol）、内

质网（（endoplasmic reticulum）、膜（（membrane）、内

质网膜（endoplasmic reticulum membrane）以及核

（（nucleus）等；与MF相关的富集类别有 12个，包

括蛋白质同源二聚活性（protein homodimerization 

activity）、mRNA结合（（mRNA binding）、翻译调节

器活动（translation regulator activity）、组蛋白脱乙

酰酶结合（（histone deacetylase binding）、蛋白质折叠

伴侣（（protein folding chaperone）以及磷脂酰胆碱结

合（（phosphatidylcholine binding）等。通过 GO功能

富集分析发现，荆防颗粒调控的结肠组织蛋白参与

了内质网膜的组成，且与内质网蛋白加工和转运密

切相关。 

 

图 4  差异表达蛋白热图 

Fig. 4  Heatmap of differential expressed proteins 
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图 5  差异表达蛋白 GO 富集分析 

Fig. 5  GO enrichment analysis of differential expressed proteins 

KEGG富集分析（图 6-A）发现，荆防颗粒调

控的信号通路主要包括内质网蛋白加工（protein 

processing in endoplasmic reticulum）、RNA的转运

（（RNA transport）、肥厚型心肌病（ hypertrophic 

cardiomyopathy）、Apelin信号通路（（apelin signaling 

pathway）、胰岛素信号通路（ insulin signaling 

pathway）以及内源性大麻素逆向信号传导

（（retrograde endocannabinoid signaling）等。其中，调

控最显著的是内质网蛋白加工，且参与该信号通路

的蛋白主要包括内质网驻留蛋白 29（endoplasmic 

reticulum resident protein 29，Erp29）、热休克蛋白 1

（（heat shock 105 kDa/110 kDa protein 1，Hsph1）、内

质网氧化还原酶 1A（ endoplasmic reticulum 

oxidoreductase 1 alpha，Ero1a）、甘露糖基寡糖葡糖

苷酶（（mannosyl oligosaccharide glucosidase，Mogs）

以及热休克蛋白 90α（heat shock protein HSP90-

alpha，Hsp90aa1）（图 6-B）。 

3.4  荆防颗粒抑制 ALI 小鼠结肠组织内质网应激 

内质网蛋白加工紊乱会导致内质网应激。进一

步利用Western blotting分析发现，与对照组比较，

模型组小鼠结肠组织 p-PERK、p-EIF2α、ATF4 和

CHOP 蛋白表达水平显著升高（图 7，P＜0.05、

0.01），表明 ALI小鼠结肠组织伴随显著的内质网应

激。与模型组比较，荆防颗粒高剂量组小鼠结肠组

织 p-PERK、p-EIF2α、ATF4 和 CHOP 蛋白表达水

平显著降低（（P＜0.05），表明荆防颗粒显著抑制 ALI

小鼠结肠组织内质网应激。 

3.5  荆防颗粒抑制 ALI 小鼠氧化应激 

 课题组前期通过肠道菌群分析和代谢组学发

现 ， 荆 防 颗 粒 通 过 调 控 Akkermansia 、

Lachnospiraceae_NK4A136_group 等肠道菌调节不

饱和脂肪酸生物合成信号通路[11]。而作为“肺-肠”轴

的重要联系媒介，肠道屏障可能参与了肠道微生物

对肺组织不饱和脂肪酸诱导的脂质过氧化过程，因

此，进一步研究了荆防颗粒对肺组织脂质过氧化的

影响。结果发现，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 ROS 和 MDA 水平显著升高（图 8-A、B，P＜

0.01），GSH水平及 CAT、SOD活性显著降低（图

8-C～E，P＜0.01），肺组织中 Nrf2、HO-1和 NQO-

1蛋白表达水平显著降低（图 8-F，P＜0.01），表明 
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图 6  差异表达蛋白 KEGG 富集分析 (A) 及内质网蛋白加工相关蛋白变化倍数 (B) 

Fig. 6  KEGG enrichment analysis of differential expressed proteins (A) and fold changes in endoplasmic reticulum protein 

processing-related proteins (B) 

 

图 7  荆防颗粒抑制 ALI 小鼠结肠组织内质网应激 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Jingfang Granules inhibit endoplasmic reticulum stress of colon tissue in ALI mice ( x s , n = 3) 
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A～E-各组小鼠血清中 ROS、MDA、GSH水平及 CAT、SOD活性（n＝6）；F-各组小鼠肺组织 Nrf2、HO-1和 NQO-1蛋白表达（n＝3）；G-氧

化应激因子与肠道屏障指标的 Spearman相关性。 

A—E-levels of ROS, MDA, GSH and activities of CAT and SOD in serum of mice in each groups (n = 6); F-expressions of Nrf2, HO-1 and NQO-1 

proteins in lung tissues of mice in each group (n = 3); G-Spearman correlation between oxidative stress factors and intestinal barrier indicators. 

图 8  荆防颗粒抑制 ALI 小鼠氧化应激 ( x s ) 

Fig. 8  Jingfang Granules inhibit oxidative stress in ALI mice ( x s ) 

ALI小鼠伴随着明显的氧化应激反应。与模型组比

较，荆防颗粒高剂量组小鼠血清中 ROS和MDA水

平显著降低（（P＜0.01），GSH水平和 CAT、SOD活

性显著升高（（P＜0.05），肺组织 Nrf2、HO-1和 NQO-

1蛋白表达水平显著升高（（P＜0.01），表明荆防颗粒

显著抑制 ALI 小鼠氧化应激反应。通过 Spearman

相关性分析（图 8-G）发现，血清促氧化相关因子

（（ROS、MDA）与肠道屏障相关因子（（D-乳酸、DAO、

LPS-SIgA）呈正相关，抗氧化相关因子（（CAT、GSH、

SOD）与肠道屏障相关因子（（D-乳酸、DAO、LPS-

SIgA）呈负相关，表明荆防颗粒可能通过改善肠道

屏障功能，防止肠道有毒物质进入血液循环，以抑

制肺组织氧化应激。 

4  讨论 

自从（ 肠-肺”轴的概念被提出以来，越来越多

的证据表明肠道屏障的破坏和ALI之间有着错综复

杂的密切联系[11]。在肺和肠道损伤期间，一些病原

体及其代谢产物可以通过肠道屏障进入血液，并被

肠道和呼吸道的免疫细胞识别，从而引发一连串局

部和远处炎症反应[12-13]。本研究发现，在博来霉素

诱导的 ALI 小鼠血清中，肠道菌产生的 D-乳酸、

LPS和 DAO的含量显著升高，提示 ALI小鼠肠道

通透性明显增加。上皮屏障是维持肠道结构稳定性

的重要组成部分。肠道上皮细胞通过一系列蛋白质

复合物如紧密连接蛋白相互连接，形成抵抗外部感

染的重要屏障[14-15]。博来霉素诱导的 ALI小鼠结肠

组织中Occludin和 ZO-1的表达显著降低，提示ALI

伴随着紧密连接蛋白的丢失，从而引起肠道屏障功

能的破坏。肠道屏障受损后，LPS等细菌毒素进入

体循环，加剧远处组织的免疫反应。研究显示，来
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自肠道微生物群的 LPS 可以被运输到肺部并激活

其免疫反应[16]。给予荆防颗粒干预后，小鼠血清中

D-乳酸、LPS和 DAO的含量显著降低，且 Occludin

和 ZO-1 等紧密连接蛋白的表达显著升高，表明荆

防颗粒显著改善了 ALI小鼠肠道屏障功能。 

本研究进一步通过蛋白组学解析荆防颗粒改善

ALI小鼠肠道屏障功能的机制，结果发现，荆防颗粒

调控了 ALI 小鼠结肠组织内质网蛋白质加工过程。

内质网是蛋白质合成、成熟、折叠、修饰和降解发生

的主要细胞器[17]。如果内质网中蛋白质加工的最佳

平衡被打破，会引起 UPR，以延缓翻译并促进蛋白

质加工和降解[18]。但在某些严重情况下，UPR激活

的保护机制不足以恢复正常的内质网功能，细胞因

过强的内质网应激而凋亡。PERK作为激活内质网应

激的主要蛋白激酶之一，正常情况下，会与内质网常

驻伴侣蛋白 BiP 结合，并处于非活性状态。当内质

网应激发生时，PERK发生二聚化和自身磷酸化而被

激活。激活的 PERK 磷酸化 eIF2α，促进转录因子

ATF4 的翻译，ATF4 进入细胞核，启动一系列基因

的转录[19]。持续的内质网应激可通过多种机制引发

炎症，如在炎性肠病中，持续的内质网应激损害肠黏

膜屏障功能、调节宿主细胞的先天性或适应性免疫

反应以及调节肠道微生物群，最终导致肠黏膜损伤

和肠道屏障功能的破坏[20-23]。本研究利用 Western 

blotting技术证实，荆防颗粒在调控 ALI小鼠结肠组

织内质网蛋白质加工过程紊乱后，进一步抑制了 p-

PERK、p-EIF2α、ATF4及 CHOP表达，从而减轻内

质网应激，改善肠道屏障功能（图 9）。 

课题组前期通过肠道菌群分析和代谢组学发

现 ， 荆 防 颗 粒 通 过 调 控 Akkermansia 、

Lachnospiraceae_NK4A136_group 等肠道菌调节肠

道不饱和脂肪酸生物合成信号通路[11]。不饱和脂肪

酸生物合成使体内不饱和脂肪酸累积，引起脂质过

氧化，从而增加肺组织氧化应激负荷，导致急性肺

损伤。因此，通过调控肠道菌群影响氧化应激，可

能是荆防颗粒改善 ALI的重要机制。而肠道菌群对

远端组织的影响，肠道屏障的破坏是一个重要的环

节。肠组织内质网应激过强，会导致肠道屏障破坏，

从而建立了肠道菌群与肺组织氧化应激联系的媒

介。本研究发现，ALI小鼠伴随着显著的氧化应激

相关指标 ROS和MDA的上调，以及抗氧化相关指

标 GSH、CAT以及 SOD的下调，同时肺组织抗氧

化相关蛋白 Nrf2、HO-1以及 NQO-1表达减少。通

过 Spearman 相关性分析发现，血清促氧化相关因

子（ROS、MDA）与肠道屏障相关因子（D-乳酸、

DAO、LPS-SIgA）呈正相关，抗氧化相关因子（（CAT、

GSH、SOD）与肠道屏障相关因子（（D-乳酸、DAO、

LPS-SIgA）呈负相关，表明荆防颗粒可能通过改善 

 

图 9  荆防颗粒通过抑制内质网应激改善 ALI 小鼠肠道屏障 

Fig. 9  Jingfang Granules improve intestinal barrier in ALI mice by inhibiting endoplasmic reticulum stress 
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肠道屏障功能抑制肺组织氧化应激。以上结果提

示，在肠道屏障破坏的条件下，肠道菌产生的不饱

和脂肪酸可能通过（ 肠-肺”轴加重肺组织氧化应激。

而经荆防颗粒干预后，上述指标均向正常水平靠

近，提示荆防颗粒对 ALI小鼠肠道屏障的改善作用

有利于肺组织的抗氧化效应。 

综上，本研究利用蛋白组学联合 Western 

blotting 技术解析荆防颗粒改善 ALI 小鼠肠道屏障

功能的机制，发现荆防颗粒通过调控结肠组织内质

网蛋白质加工过程紊乱，抑制内质网应激，改善 ALI

小鼠肠道屏障功能，抑制肺组织氧化应激，改善 ALI

小鼠肺损伤。本研究首次从肠道屏障功能的角度解

析了荆防颗粒改善 ALI的机制，进一步丰富了荆防

颗粒通过（ 肠-肺”轴改善 ALI的科学内涵，并为其

预防和治疗 ALI的临床应用提供理论依据。 
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