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基础研究

[摘要]　目的　探讨组织蛋白酶B(CTSB)下调对脓毒症急性肺损伤

(ALI)小鼠肺组织细胞焦亡的影响。方法　SPF级健康雄性C57BL/6小鼠

30只，随机分为假手术组(n=6)、脓毒症组(n=15)及脓毒症+组织蛋白酶

B抑制剂CA-074组(脓毒症+CA-074组，n=9)。采用盲肠结扎穿孔法(CLP)

建立脓毒症模型。假手术组除不行盲肠结扎及穿孔外，其他操作同脓

毒症组。脓毒症+CA-074组于造模后15 min腹腔注射10 mg/kg CA-074。

造模后24 h，收集肺泡灌洗液进行白细胞计数，并采用ELISA法检测白

细胞介素(IL)-18及IL -1β的浓度。收集肺组织，行HE染色及肺组织损伤

评分，测定肺组织湿/干重比；采用RT-P CR检测各组肺组织中小凹蛋

白-1(caveolin-1)、单核细胞趋化蛋白诱导蛋白1(MCPIP1)、组织蛋白酶

B(CTSB)、半胱天冬酶(caspase)-1及成孔效应蛋白D(GSDMD)的mRNA表达

水平；采用Western blotting测定各组肺组织中CTSB、caspase-1及GSDMD

蛋白的表达水平。结果　假手术组小鼠观察期内无异常，术后24 h存活

率100.0%。脓毒症组小鼠术后出现背部竖毛、行动迟缓、饮食不振及精

神萎靡等症状，而这些症状在脓毒症+CA-074组小鼠中有所改善，两组

术后24 h存活率分别为40.0%及66.7%。与假手术组比较，脓毒症组肺泡灌

洗液中白细胞计数增加，炎性因子IL -18及IL -1β水平上升，肺组织湿/干

重比及肺损伤评分增高，肺组织中caveolin-1 mRNA表达量上调，MCPIP1 

mRNA表达量下调，CTSB、caspase-1及GSDMD蛋白表达上调，差异均

有统计学意义(P<0.05)；与脓毒症组比较，脓毒症+CA-074组中白细胞

计数减少，炎性因子水平降低，肺组织湿/干重比及肺损伤评分降低，

caveolin-1 mRNA表达量下调，MCPIP1 mRNA表达量上调，焦亡相关蛋白表

达明显下降，CTSB蛋白表达降低，差异有统计学意义(P<0.05)，而CTSB 

mRNA表达无明显变化(P=0.973)。结论　脓毒症肺损伤过程中肺组织

CTSB表达增高，抑制CTSB的表达可通过减轻肺组织细胞焦亡而改善脓毒

症急性肺损伤。
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【Abstract】　Objective　To investigate the effects of cathepsin B (CTSB) down-regulation on pyroptosis of lung tissue 

in mice with sepsis-induced acute lung injury. Methods　Thirty SPF healthy male C57BL/6 mice were randomly divided into 

three groups: sham group (n=6), sepsis group (n=15), and sepsis plus CTSB inhibitor CA-074 group (sepsis+CA-074 group, n=9). 

Sepsis was induced by cecal ligation and puncture (CLP). Except for cecal ligation and perforation, other operations in the sham 

group were the same as those in sepsis group. 10 mg/kg CA-074 was intraperitoneally injected in sepsis+CA-074 group at 15 min 

after CLP. The mice were sacrificed 24 h after CLP. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected for measurement of the 

white blood cell count and IL-18 and IL-1β concentrations with ELISA. Lung tissues were obtained for the determination of lung 

injury score, wet/dry lung weight ratio, the expressions of caveolin-1, MCPIP1, CTSB, caspase-1, and GSDMD mRNA (by RT-PCR), 

as well as the protein expressions of CTSB, caspase-1, and GSDMD (by Western blotting). Results　The mice in sham group 

were normal throughout the observation period, and the 24 h survival rate after the operation was 100.0%. The sepsis mice showed 

obvious symptoms such as piloerection, dilatory, anorexia, and apathy, and these symptoms were improved in sepsis+CA-074 group. 

The 24 h survival rate after surgery in the two groups was 40.0% and 66.7%, respectively. Compared with sham group, the count 

of leukocytes and the expression of IL-18 and IL-1β in BALF were significantly increased, the wet/dry lung weight ratio and lung 

injury score were increased, the expression of caveolin-1 mRNA was up-regulated, the expression of MCPIP1 mRNA was down-

regulated, and the expressions of CTSB, caspase-1, and GSDMD were up-regulated in the sepsis group (P<0.05). Compared with 

sepsis group, the count of leukocytes and the expressions of inflammatory factors were decreased, the wet/dry lung weight ratio and 

lung injury score were decreased, the expression of caveolin-1 mRNA was down-regulated, the expression of MCPIP1 mRNA was 

up-regulated, proteins associated with pyroptosis were significantly decreased, and the protein expression of CTSB was decreased in 

sepsis+CA-074 group (P<0.05). However, there was no significant change in the parameter of CTSB mRNA between the sepsis and 

sepsis+CA-074 groups (P=0.973). Conclusion　Increased CTSB expression occurs in lung tissue with sepsis-induced acute lung 

injury, and inhibition of CTSB may alleviate sepsis-induced acute lung injury by suppressing pyroptosis.
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脓毒症是由于入侵的病原体引起的免疫应答

不能恢复到稳态，最终形成以持续的过度炎症及免

疫抑制为特征的病理综合征[1]。近年来，虽然人们

对脓毒症复杂病理机制的认识有所提升，并实施了

早期目标导向治疗、使用抗生素及生命体征支持等

治疗方案，但并未降低其高重症率及高病死率的现

状[2]。随着对脓毒症诱导的免疫抑制在器官功能损

伤方面研究的深入，靶向细胞焦亡通路的临床试验

将为脓毒症患者的治疗提供更多的选择[3-4]。焦亡

是由半胱天冬酶(caspase)-1介导的一类伴有炎性介

质释放的程序性细胞死亡[5]。肺脏是脓毒症发生时

极易损伤的器官之一[6]，脓毒症早期即可发生急性

肺损伤或急性呼吸窘迫综合征，与脓毒症的发病率

及病死率密切相关[7]。在脓毒症发生过程中，激活

的Toll样受体4(Toll-like receptor 4，TLR4)一方面通

过上调含pyrin结构域核苷酸结合寡聚结构域样受

体家族3(nucleotide-binding oligomerization domain, 
leucine- rich repeat and pyrin domain-containing 3，
NLRP3)炎性小体促进细胞焦亡，另一方面通过激

活MyD88及核因子(NF)-κB信号通路，上调IL -1RI
的表达，增加细胞对IL -Iβ的敏感性，从而促进细

胞焦亡，两者相互作用加重肺损伤[8]。所以，抑制

肺组织细胞焦亡在脓毒症急性肺损伤的治疗中尤为

重要。组织蛋白酶B(cathepsin B，CTSB)是一种在

多种细胞中广泛表达的半胱氨酸蛋白水解酶[9]，其

表达异常增加或过度激活与炎症、感染、肿瘤及神

经退行性疾病密切相关[10]。CTSB抑制剂的临床应

用受到广泛关注，但其是否能通过抑制细胞焦亡从

而改善脓毒症，目前尚未明确。本研究通过建立脓

毒症小鼠急性肺损伤模型，探讨能否通过靶向抑制

CTSB的表达抑制肺组织焦亡，从而改善脓毒症引

起的急性肺损伤。

1　材料与方法

1.1　实验动物分组及处理　30只SPF级健康雄性

C57BL/6小鼠，8~10周龄，体重(23±1) g，购自

北京维通利华实验动物技术有限公司，饲养于武汉

大学中南医院动物实验中心。采用随机数字表法分

为3组：假手术组(n=6)、脓毒症组(n=15)及脓毒症

+组织蛋白酶B抑制剂CA-074组(脓毒症+CA-074组，

n=9)。脓毒症组及脓毒症+CA-074组均使用经典的盲

肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture，CLP)法[11]构

建小鼠脓毒症模型：将小鼠用戊巴比妥钠60 mg/kg 
腹腔注射麻醉后，固定于手术台上，剔除手术部

位体毛，消毒手术野，于剑突下1 cm沿腹中线作一

条长1~2 cm的切口，打开腹腔，探取盲肠并分离，

注意避免损伤血管及腹腔脏器。用4-0丝线小心结

扎盲肠远端1/3处，于盲肠盲端至结扎部位的中点

处，用20G无菌针头刺穿盲肠，挤出少许肠内容物

后将盲肠放回腹腔，并逐层关腹。术毕皮下注射预
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热的37 ℃无菌生理盐水(5 ml/100 g)复苏，并在暖

灯下观察至少2 h。假手术组除不行盲肠结扎及穿孔

外，其他操作同脓毒症组。术后15 min，脓毒症+ 
CA-074组小鼠腹腔注射10 mg/kg CA-074。实验过程

符合国家及单位有关动物管理和使用的规定。

1.2　小鼠肺泡灌洗液中白细胞计数及白细胞介素

(IL)-18、IL-1β水平检测　CLP术后24 h，将小鼠用

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后固定于试验台上，颈

部消毒，暴露右主支气管，注意避免伤及血管，

用20G静脉留置针穿刺气管并结扎固定。1 ml磷酸

缓冲盐溶液(PBS)缓慢注入肺部，轻轻挤压胸廓约

3 s后回抽，将回抽液置于5 ml的Eppendorf 3810型微

量离心管中，重复上述操作3次。将回收液于4 ℃
下1500×g离心10 min，收集上清，–20 ℃保存，采

用酶联免疫吸附实验(ELISA)检测细胞因子IL -18、
IL -1β水平。采用改良牛鲍计数板计数下层液中白

细胞的数量。

1.3　小鼠肺组织病理学变化及肺损伤评分　取右

侧中叶肺组织，4%多聚甲醛固定，石蜡包埋、切

片，将切片放入苏木精水溶液中染色数分钟，酸

水及氨水中分色，流水冲洗脱水后，酒精伊红染

色液染色2~3 min。染色完成后，脱水封片，光学

显微镜观察。根据肺组织病理学变化(组织坏死、

肺泡水肿、透明膜形成、出血及炎性细胞浸润等)
进行肺损伤评分，视病变程度依次计为0 ~ 4分。

无病变计0分，病变范围≤10%计0.5分，病变范围

10%~25%计1分，病变范围25%~50%计2分，病变

范围50%~75%计3分，病变范围>75%计4分，总分

0~16分。

1.4　肺组织湿/干重比　取左侧肺组织，用吸水纸

吸取表面水分及血液，称重为湿重(W)。置于65 ℃
恒温烘箱中，每24 h称重1次，直至前后两次重量之

差小于1%，记录为干重(D)。计算湿/干重比(W/D)。
1 . 5　RT- P C R法测定肺组织相关基因m R N A表

达水平　取右上叶肺组织，采用 Tr i z o l ( 国药

集团化学试剂有限公司 ) 法提取总 R N A 。按照

EntiLinkTM 1st  Strand cDNA Sy nthesis  Kit试剂盒

(武汉ELK Biotechnolog y公司)使用说明进行反转

录。以β-actin为内参照。引物序列如下：β-actin
上游5' - CTG AG AG G G A A ATCGTG CGT-3'，下游

5'- CCACAG G ATTCCATACCCA AG A-3'；小凹蛋

白-1(caveolin-1)上游5'-AGGTGACTGAGAAGCAAGT 
GTATG-3'，下游5'-CAAGCGGTAAAACCAATATTT 
TG-3'；单核细胞趋化蛋白诱导蛋白1(MCPIP1)上
游5'- CCCA AGCCTTCCACTCTAG A AC -3'，下游

5'-TTCCTCCAAGATGGCACAAAC-3'；Caspase-1上 
游5'-GATGGCATTAAGAAGGCCCA-3'，下游5'-CCC 

TATC A G C A G TG G G C ATC - 3 '；成孔效应蛋白D 
(gasdermin D，GSDMD)上游5'-CGTGGCAGGAGCA 
GAGTTCT-3'，下游5'-ATAGAGCGCACTTGTGGGG 
A-3'；CTSB上游5'-GCTGTCGGATGACCTGATTAA 
C-3'，下游5'-ATCTATGTCCTCACCGAACGC-3'。按

照EnTurboTM SYBR Green PCR SuperMix试剂盒(武汉

ELK Biotechnology公司)说明书操作，采用10 μl体系

进行PCR扩增。反应体系：2×Master Mix 5.0 μl，
引物工作液(2.5 μmol/L)1.0 μl，模板1.0 μl，ddH2O 
2.0 μl，PCR仪校正染料1.0 μl。反应条件：95 ℃预

变性3 min；95 ℃变性10 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延

伸30 s，共循环40次。使用StepOneTM Real-Time PCR
仪(美国Life Technologies公司)进行扩增并分析处理

数据。采用2–ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。

1.6　Western blotting测定肺组织中CTSB、caspase-1
及 G S D M D 蛋 白 表 达 水 平 　 取 右 下 叶 肺 组 织

50~100 mg，置于1~2 ml匀浆器中，用干净的剪刀将

组织块剪碎，按照每20 mg组织150~250 μl裂解液的

比例加入高效RIPA组织/细胞裂解液(美国ASPEN公

司)，冰上匀浆，于4 ℃下13 000×g离心15 min，收

集上清并使用BCA法检测蛋白浓度。取40 μg总蛋

白上样进行SDS-PAGE凝胶电泳，分离蛋白转印至

PVDF膜，使用5%脱脂奶粉室温封闭2 h，以阻断非

特异性结合，再加入兔抗鼠β-actin一抗(1:10 000)、
兔抗鼠CTSB一抗(1:1000)、兔抗鼠caspase-1一抗

(1:1000)、兔抗鼠GSDMD一抗(1:1000)，以上抗体

均购自武汉三鹰生物科技有限公司，4 ℃脱色摇床

孵育过夜。用TBST在室温下脱色摇床上洗3次，

每次10 min。使用上述方法稀释HRP山羊抗兔二抗

(1:10 000，美国ASPEN公司)，室温下孵育1~2 h，
洗膜后ECL法显影。

1.7　统计学处理　数据采用SPSS 21.0及GraphPad 
Prism 8进行统计分析。正态分布的计量资料以x±s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较用LSD-t检验及Tamhane's T2检验。计数资料

以例(%)表示，组间比较采用卡方检验或Fisher确切

概率法。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　CLP术后24 h小鼠基本情况及存活率　与术

前相比，假手术组小鼠术后24 h基本情况无明显变

化，存活率100.0%；脓毒症组小鼠出现背部竖毛、

行动迟缓、厌食、精神萎靡、寒颤抽搐等症状，存

活率为40.0%(6/15)；脓毒症+CA-074组小鼠的上述

症状有不同程度的缓解，存活率为66.7%(6/9)。与

假手术组比较，脓毒症组小鼠24 h存活率明显降低

(P<0.05)；脓毒症+CA-074组与脓毒症组小鼠存活
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率无明显差异(P>0.05)。
2.2　各组小鼠肺组织病理变化　假手术组肺泡结

构清晰，肺泡壁不厚，肺间质内几乎无炎性细胞浸

润；与假手术组比较，脓毒症组肺泡结构破坏严

重，肺泡间隔增厚及水肿，肺间质中见大量炎性细

胞浸润及点状或片状出血灶；与脓毒症组比较，脓

毒症+CA-074组肺泡结构破坏减轻，肺间质水肿缓

解，间质内炎性细胞浸润减少(图1)。
2.3　各组小鼠肺组织相关指标比较　与假手术组

比较，脓毒症组损伤性指标caveolin-1  mRNA水平

明显升高，修复性指标MCPIP1 mRNA水平明显降

低，肺损伤评分增加，肺组织湿/干重比增加，差

异有统计学意义(P<0.05)；与脓毒症组相比较，脓

毒症+CA-074组caveolin-1 mRNA水平降低，MCPIP1 

图1　各组小鼠肺组织病理学变化(HE染色，×400)

Fig.1　Pathological changes of lung tissues of mice in each group (HE ×400)
A. 假手术组；B. 脓毒症组；C. 脓毒症+CA-074组

表1　各组小鼠肺组织中caveolin-1及MCPIP1 mRNA水平、肺损伤评分及肺组织湿/干重比值比较 (x±s，n=6)

Tab.1　Comparison of caveolin-1 and MCPIP1 mRNA level, lung injury score and wet/dry weight ratio of lung tissues of mice in 

each group (x±s, n=6) 

组别 Caveolin-1 mRNA MCPIP1 mRNA 肺损伤评分(分) 肺组织湿/干重比

假手术组 1.00±0.09 0.98±0.13 0.93±0.27 5.37±0.52

脓毒症组 3.01±0.34(1) 0.24±0.02(1) 11.35±1.73(1) 14.32±2.16(1)

脓毒症+CA-074组 1.77±0.15(1)(2) 0.55±0.07(1)(2) 8.45±2.36(1)(2) 11.12±2.01(1)(2)

F 126.889 103.084 60.091 41.235

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

　　Caveolin-1. 小凹蛋白-1；MCPIP1. 单核细胞趋化蛋白诱导蛋白1；与假手术组比较，(1)P<0.05；与脓毒症组比较，(2)P<0.05

表2　各组小鼠肺泡灌洗液中白细胞计数及IL-18、IL-1β水平比较 (x±s，n=6)

Tab.2　Comparison of leukocytes count, IL-18 and IL-1β levels in BALF of mice in each group (x±s, n=6)

组别 白细胞计数(×108/L) IL-18(pg/ml) IL-1β(pg/ml)

假手术组 1.37±0.15 33.51±2.71 69.88±5.63

脓毒症组 6.20±1.10(1) 217.79±15.61(1) 311.34±17.43(1)

脓毒症+CA-074组 4.60±0.50(1)(2) 197.68±11.95(1)(2) 227.00±11.38(1)(2)

F 73.771 466.879 581.040

P <0.001 <0.001 <0.001

　　IL -18. 白细胞介素-18；IL -1β .  白细胞介素-1β；BALF. 支气管肺泡灌洗液；与假手术组比较，(1)P<0.05；与脓毒症组比较， 

(2)P<0.05

A B C

mRNA水平升高，肺损伤评分降低，肺组织湿/干
重比降低，差异有统计学意义(P<0.05，表1)。
2.4　各组小鼠炎性指标比较　与假手术组比较，

脓毒症组肺泡灌洗液中白细胞计数增加，焦亡相关

炎性因子IL -18、IL -1β水平上升，差异有统计学意

义(P<0.05)；与脓毒症组比较，脓毒症+CA-074组
白细胞计数减少，IL -18、IL -1β水平降低，差异有

统计学意义(P<0.05，表2)。 
2.5　各组小鼠肺组织CTSB、caspase-1及GSDMD 
mR NA表达水平比较　与假手术组比较，脓毒症

组中CTSB、caspase-1及GSDMD  mRNA表达增高，

差异有统计学意义(P<0.05)；与脓毒症组比较，

脓毒症+CA-074组中CTSB  mRNA表达无明显变化

(P=0.973)，caspase-1及GSDMD mRNA表达下降，差

异有统计学意义(P<0.05，表3)。
2.6　各组小鼠肺组织CTSB、caspase-1及GSDMD
蛋白表达水平比较　与假手术组比较，脓毒症组

CTSB、caspase-1及GSDMD蛋白表达明显增加，差

异有统计学意义(P<0.05)；与脓毒症组比较，脓毒

症+CA-074组中CTSB、caspase-1及GSDMD蛋白表
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达明显减少，差异有统计学意义(P<0.05，图2)。

3　讨　　论

Caveolin-1是细胞质膜微囊(caveolae)的重要组

成部分，在保持微囊完整性、囊泡的运输及细胞信

号传导中起一定作用。有研究表明，caveolin-1及微

囊在免疫细胞中的普遍分布提示它们可能与脓毒症

有关[12]，并且caveolin-1在炎症反应强烈的区域表

达增多[13]，是反映炎症损伤的指标。MCPIP1作为

一种炎症信号传导抑制因子，在维持内皮细胞的稳

态及功能中起重要作用 [14]，是反映组织修复的指

标。本研究结果显示，与假手术组比较，脓毒症组

小鼠肺组织湿/干重比增加，损伤性指标caveolin-1 

表3　各组小鼠肺组织中C T S B、 c a s p a s e - 1及G S D M D 

mRNA表达水平比较(x±s，n=6)

Tab.3　Comparison of the expression levels of CTSB, caspase-1 

and GSDMD mRNA in lung tissues of mice in each group (x±s, 

n=6)

组别 CTSB mRNA Caspase-1 mRNA GSDMD mRNA

假手术组 0.99±0.08 1.00±0.06 1.00±0.18

脓毒症组 5.31±0.26(1) 6.33±0.29(1) 11.17±0.41(1)

脓毒症+CA-074组 5.32±0.32(1) 4.83±0.23(1)(2) 9.87±0.39(1)(2)

F 618.739 940.458 1536.724

P <0.001 <0.001 <0.001

　　CTSB. 组织蛋白酶B；Caspase-1. 半胱天冬酶-1；GSDMD.  

成孔效应蛋白D；与假手术组比较，(1)P<0.05；与脓毒症组比

较，(2)P<0.05

图2　各组小鼠肺组织中CTSB、caspase-1及GSDMD蛋白表达水平比较

Fig.2　Comparison of the expression levels of CTSB, caspase-1 and GSDMD protein in lung tissues of mice in each group
CTSB. 组织蛋白酶B；caspase-1. 半胱天冬酶-1；GSDMD. 成孔效应蛋白D；与假手术组比较，(1)P<0.05；与脓毒症组比较，(2)P<0.05
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mRNA表达水平增高，修复性指标MCPIP1  mRNA
表达水平下降，肺损伤评分增加，且出现了竖毛、 
腹泻、精神萎靡、活动能力减退等脓毒症相关症

状，存活率明显降低，表明脓毒症肺损伤模型制备

成功。

细胞焦亡是一类由caspase-1介导炎症介质释放

引起的程序性细胞死亡，在感染、炎症及免疫性疾

病中扮演重要的角色[15]。CTSB是一种在多种细胞

中广泛表达的半胱氨酸蛋白水解酶，主要存在于

溶酶体中 [16]，它能降解通过内吞或吞噬作用进入

细胞的蛋白，还能降解细胞内的细胞器及通过自噬

处理的蛋白 [17]，参与细胞凋亡、抗原提呈、炎症

反应、细胞自噬及细胞外基质降解等多种病理生理

过程 [18]。在脓毒症小鼠模型中，中性粒细胞胞外

诱捕网导致溶酶体破裂，触发CTSB的释放，诱导

NLRP3炎性小体的形成及caspase-1的激活[19]，活化

的caspase-1一方面刺激IL -18及IL -1β转化为成熟的

炎性因子[19-20]，另一方面切割GSDMD形成可以在

细胞上成孔的GSDMD-N片段，诱导细胞穿孔、破

裂，释放大量炎性介质[20]。caspase-1及GSDMD作

为细胞焦亡通路的重要介质，是评价细胞焦亡的重

要指标。本研究结果显示，与假手术组比较，脓毒

症组CTSB、焦亡相关炎性因子IL-18和IL-1β，以及

焦亡相关蛋白caspase-1、GSDMD的表达水平明显

增加，表明CTSB可能在脓毒症急性肺损伤的肺组

织焦亡中发挥调节作用。

CTSB是存在于各种生物体内的半胱氨酸蛋白

酶，在溶酶体内通过激活其他蛋白水解酶系统、活

化某些酶原或激素前体肽的方式参与蛋白质的加工

及降解[21]。异常的CTSB表达增加或激活增强在炎

症、感染、肿瘤及神经退行性疾病等病理状态下起

关键作用[10]。因此，CTSB特异性抑制剂的应用为

这些疾病的治疗提供了新的靶点。目前，通过结

构导向设计的CTSB人源化抗体抑制剂(商品名：赫

赛汀)已用于乳腺癌的临床治疗。而一种新型的抗

体-前肽融合技术，能够使CTSB抑制剂在纳米水平

呈现高特异性，也处于研发阶段 [22]。由此可见，

CTSB抑制剂具有广泛的临床应用前景。有研究发

现，CTSB的表达增加促进了NLRP3炎性小体的激

活，而使用CTSB抑制剂后，可减轻NLRP3炎性小

体的激活 [23]。因此，本研究参照文献的方法，使

用10 mg/kg CTSB抑制剂CA-074腹腔注射[24]，探讨
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CTSB在脓毒症肺损伤中的作用。结果显示，与脓

毒症组相比，脓毒症+CA-074组caveolin-1表达水平

降低，MCPIP1表达水平升高，肺组织湿/干重比降

低，肺损伤评分降低，表明CTSB抑制剂CA-074有
改善肺损伤、促进肺组织修复的作用。使用CTSB
抑制剂CA-074后，焦亡相关炎性因子释放减少，焦

亡相关蛋白caspase-1及GSDMD表达降低，提示抑

制CTSB可阻断肺组织焦亡途径，减轻肺损伤。使

用CTSB抑制剂CA-074后，与脓毒症组相比，CTSB
蛋白表达降低，而CTSB  mRNA无明显改变，提示

CA-074不影响CTSB的转录水平，可能参与翻译水

平或者降解途径的调节，具体机制有待后续进一步

研究。CA-074作为CTSB的特异性抑制剂，其减轻

肺损伤的机制可能与干扰NLRP3激活，从而抑制焦

亡有关。与脓毒症组相比，脓毒症+CA-074组小鼠

存活率无明显差异，可能与样本量太少，或观察时

间过短等原因有关。但本研究尚存在以下不足：

(1)仅进行了单次给药术后24 h的形态学分析及指标

检测，后续将对长期用药实验后的生存情况及炎症

损伤进行评估。(2)本研究发现抑制CTSB表达可以

减轻肺组织焦亡，但其具体机制仍需要进一步深入

研究。

综上所述，在脓毒症急性肺损伤中，CTSB表

达增高可导致肺组织焦亡，抑制CTSB表达可阻断

肺组织焦亡途径，从而改善脓毒症急性肺损伤。

【参考文献】

[1] van der Poll T, van de Veerdonk FL, Scicluna BP, et al. The 
immunopathology of sepsis and potential therapeutic targets[ J]. 
Nat Rev Immunol, 2017, 17(7): 407-420. 

[2] Font MD, Thyagarajan B, Khanna AK. Sepsis and Septic Shock 
– Basics of diagnosis, pathophysiology and clinical decision 
making[ J]. Med Clin North Am, 2020, 104(4): 573-585. 

[3] Hu JJ, Liu X, Xia S, et al. FDA-approved disulfiram inhibits 
pyroptosis by blocking gasdermin D pore formation[ J]. Nat 
Immunol, 2020, 21(7): 736-745. 

[4] Liu JJ, Li Y, Yang MS, et al.  SP1-induced ZFAS1 aggravates 
sepsis-induced cardiac dysfunction via miR-590-3p/NLRP3-
mediated autophagy and pyroptosis[ J]. Arch Biochem Biophys, 
2020, 695: 108611. 

[5] Aglietti RA, Dueber EC. Recent insights into the molecular 
mechanisms underly ing py roptosis  and gasdermin family 
functions[ J]. Trends Immunol, 2017, 38(4): 261-271. 

[6] Chen XZ, Wang YL, Xie X, et al. Heme oxygenase-1 reduces 
sepsis-induced endoplasmic Reticulum stress and acute lung 
injury[ J]. Mediators Inflamm, 2018, 2018: 9413876. 

[7] Xia W, Pan Z, Zhang H, et al. Inhibition of ERRα aggravates 
s e p s i s - i n d u c e d  a c u te  l u n g  i n j u r y  i n  r at s  v i a  p ro v o k i n g 
inflammation and oxidative stress[ J]. Oxid Med Cell Longev, 

2020, 2020: 2048632. 
[8] He XY, Qian YB, Li ZG, et al. TLR4-upregulated IL -1β and 

IL -1RI promote alveolar macrophage pyroptosis and lung 
inflammation through an autocrine mechanism[ J]. Sci Rep, 
2016, 6(1): 1-11. 

[9] Man SM, Kanneganti TD. Regulation of lysosomal dynamics and 
autophagy by CTSB/cathepsin B[ J]. Autophagy, 2016, 12(12): 
2504-2505. 

[10] Mijanović  O, Branković  A , Panin AN, et al .  Cathepsin B: a 
sellsword of cancer progression[ J]. Cancer Lett, 2019, 449: 207-
214. 

[11] Toscano MG, Ganea D, Gamero AM. Cecal ligation puncture 
procedure[ J]. J Vis Exp, 2011, (51): 2860.

[12] Feng H, Guo W, Han JQ, et al. Role of caveolin-1 and caveolae 
signaling in endotoxemia and sepsis[ J]. Life Sci, 2013, 93(1): 
1-6. 

[13] Kataki A, Karagiannidis I, Memos N, et al. Host's endogenous 
caveolin-1 expression is downregulated in the lung during sepsis 
to promote cytoprotection[ J]. Shock, 2018, 50(2): 199-208. 

[14] Jin ZQ, Niu JL, Kapoor N, et al. Essential role of endothelial 
MCPIP in vascular integrity and post-ischemic remodeling[ J]. 
Int J Mol Sci, 2019, 20(1): E172. 

[15] Liang F, Zhang F, Zhang L, et al. The advances in pyroptosis 
init iated by inf lammasome in inf lammator y and immune 
diseases[ J]. Inflamm Res, 2020, 69(2): 159-166. 

[16] Araujo TF, Cordeiro AV, Vasconcelos DAA, et al. The role of 
cathepsin B in autophagy during obesity: A systematic review[ J]. 
Life Sci, 2018, 209: 274-281.

[17] Mizunoe Y, Sudo Y, Okita N, et al. Involvement of lysosomal 
d y s f u n c t i o n  i n  au to p hago s o m e  acc u mu l at i o n  an d  ear l y 
pathologies in adipose tissue of obese mice[ J]. Autophagy, 2017, 
13(4): 642-653.

[18] Bellomo G, Paciotti S, Gatticchi L, et al .  The vicious cycle 
between α-synuclein aggregation and autophagic-lysosomal 
dysfunction[ J]. Mov Disord, 2020, 35(1): 34-44. 

[19] Chen L, Zhao Y, Lai D, et al. Neutrophil extracellular traps 
promote macrophage pyroptosis in sepsis[ J]. Cell Death Dis, 
2018, 9(6): 597. 

[20] Pandeya A, Li L, Li Z, et al. Gasdermin D (GSDMD) as a new 
target for the treatment of infection[ J]. Medchemcomm, 2019, 
10(5): 660-667.

[21] Li YY, Fang J, Ao GZ. Cathepsin B and L inhibitors: a patent 
review (2010-present)[ J]. Expert Opin Ther Pat, 2017, 27(6): 
643-656. 

[22] Dai ZF, Cheng QQ, Zhang Y. Rational design of a humanized 
antibody inhibitor of cathepsin B[ J]. Biochemistr y, 2020, 
59(14): 1420-1427. 

[23] Qiu T, Pei P, Yao X, et al. Taurine attenuates arsenic-induced 
pyroptosis and nonalcoholic steatohepatitis by inhibiting the 
autophagic-inflammasomal pathway[ J]. Cell Death Dis, 2018, 
9(10): 946.

[24] Gonzalez EA, Martins GR , Tavares AMV, et al. Cathepsin B 
inhibition attenuates cardiovascular pathology in mucopoly-
saccharidosis I mice[ J]. Life Sci, 2018, 196: 102-109. 

(责任编辑：熊晓然)




