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摘  要 

目的：探讨经减味连梅汤干预后不同组别脓毒症小鼠粪便上清(fecal supernatant, FS)对RAW264.7巨噬

细胞炎症模型及Caco-2肠上皮细胞损伤模型的影响，并初步分析其经肠道微环境介导的体外生物学效应。

方法：收集正常组、脓毒症模型组及减味连梅汤干预组小鼠新鲜粪便，制备FS。采用CCK-8法筛选FS对
RAW264.7和Caco-2细胞的安全作用浓度，并分别建立LPS诱导的RAW264.7炎症模型和H2O2诱导的

Caco-2氧化损伤模型。以安全浓度FS预处理细胞后进行造模，检测细胞活力、RAW264.7细胞NO分泌，

并采用RT-qPCR检测炎症因子及肠屏障相关蛋白表达水平。结果：各组FS在筛选浓度范围内对RAW264.7
和Caco-2细胞均未见明显细胞毒性。LPS刺激后，RAW264.7细胞炎症反应被成功激活；与模型组比较，

不同组FS处理后能一定程度降低NO水平，但iNOS及IL-6等炎症相关指标未见明显逆转，提示其对巨噬细

胞炎症表型的直接调控作用有限。H2O2刺激后，Caco-2细胞活力下降并伴随肠屏障相关分子表达受损；

与模型组比较，减味连梅汤干预组来源FS可在一定程度上改善Caco-2细胞紧密连接蛋白ZO-1等屏障相关

指标的表达，但改善程度有限，部分指标差异未达到统计学显著。结论：减味连梅汤干预后小鼠FS对LPS
诱导的RAW264.7细胞炎症反应调控作用较弱，但对H2O2诱导的Caco-2细胞屏障损伤具有一定改善趋势。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effects of fecal supernatant (FS) derived from septic mice in different 
groups after intervention with Jianwei Lianmei Decoction on an inflammatory model of RAW264.7 
macrophages and an injury model of Caco-2 intestinal epithelial cells, and to preliminarily explore 
its in vitro biological effects mediated through the intestinal microenvironment. Methods: Fresh fe-
ces were collected from mice in the normal group, the DSS model group, and the Jianwei Lianmei 
Decoction intervention group to prepare fecal supernatant (FS). The safe concentration range of FS 
for RAW264.7 and Caco-2 cells was screened using the CCK-8 assay. An inflammatory response model 
was constructed in RAW264.7 macrophages using lipopolysaccharide (LPS), while an oxidative dam-
age model in Caco-2 cells was established through stimulation with hydrogen peroxide (H2O2). Prior 
to the induction of these models, the cells were pretreated with FS at concentrations verified to be 
non-cytotoxic. Following treatment, the viability of RAW264.7 cells and the production of nitric oxide 
(NO) were determined. In addition, the mRNA expression levels of inflammation-associated cyto-
kines as well as proteins related to the intestinal barrier were further evaluated using RT-qPCR anal-
ysis. Results: Within the tested concentration range, FS from all groups showed no obvious cytotoxi-
city toward RAW264.7 and Caco-2 cells. After LPS stimulation, inflammatory responses in RAW264.7 
cells were successfully induced. Compared with the model group, FS treatment from different groups 
reduced NO levels to a certain extent; however, inflammatory indicators such as iNOS and IL-6 were 
not significantly reversed, suggesting that the direct regulatory effect of FS on the macrophage in-
flammatory phenotype may be limited. Following H2O2 stimulation, the viability of Caco-2 cells de-
creased and the expression of intestinal barrier-related molecules was impaired. Compared with the 
model group, FS derived from the Jianwei Lianmei Decoction intervention group slightly improved 
the expression of tight junction proteins such as ZO-1 in Caco-2 cells; however, the improvement was 
modest, and some indicators did not reach statistical significance. Conclusion: FS derived from mice 
after Jianwei Lianmei Decoction intervention showed a relatively weak regulatory effect on the in-
flammatory response in LPS-induced RAW264.7 cells, but exhibited a potential trend toward improv-
ing barrier injury in H2O2-induced Caco-2 cells. 
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1. 引言 

脓毒症是由感染诱发的宿主反应失调所导致的危及生命的器官功能障碍，其发生发展不仅涉及固有

免疫异常激活，还与肠道屏障损伤、菌群失衡及代谢紊乱等多重机制密切相关[1]。近年来研究认为，肠

道在脓毒症中不仅是受累器官之一，更可能是推动全身炎症放大与远隔器官损伤的重要枢纽。一方面，

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2026.1641695
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


毛胜敏 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2026.1641695 4271 临床医学进展 
 

脓毒症状态可造成肠道菌群失衡、肠黏膜缺血缺氧和肠上皮修复能力下降；另一方面，肠屏障受损后细

菌组分及内毒素移位，又会反过来加剧全身炎症反应，形成恶性循环[2] [3]。因此，改善肠通透性异常、

修复肠屏障功能及调节肠道微生态等，可能是脓毒症的潜在治疗策略。 
连梅汤是常用于脓毒症治疗的中医药方剂[4]。我们前期研究显示，原方中乌梅、黄连、阿胶组成的

减味连梅汤对 DSS 与 LPS 联合应用诱导的肠源性脓毒症模型小鼠肠微生态紊乱有明显改善作用，并对其

肠屏障损伤、肠道炎症产生了显著的保护作用。目前研究证实，肠道菌群的代谢物，如丁酸、丙酸和乙

酸与等短链脂肪酸、胆汁酸衍生物等，与屏障稳态和免疫调节关系密切[5] [6]。我们推测减味连梅汤可能

通过改善脓毒症小鼠的肠道菌群紊乱，促进肠道菌群产生肠屏障修复和抑制免疫过度活化的代谢产物而

产生治疗作用。 
巨噬细胞作为肠黏膜先天免疫的重要效应细胞，在识别病原相关分子模式、分泌炎症介质、调节上

皮修复及维持局部免疫稳态中发挥核心作用[7]。LPS 刺激的 RAW264.7 细胞模型是评价炎症因子释放、

NO 生成及炎症相关信号激活的经典体外模型[8] [9]。Caco-2 细胞因能够形成极化的肠上皮样单层并表达

紧密连接蛋白，广泛用于肠屏障功能研究，同时 H2O2 诱导的 Caco-2 氧化损伤模型则常用于模拟氧化应

激导致的上皮损伤与屏障异常[10]。粪便上清包含肠道菌群代谢产生的短链脂肪酸(short-chain fatty acids, 
SCFAs)、胆汁酸、酚类、吲哚类等生物活性物质，是肠道菌群代谢产物的载体，可用于探究菌群代谢对

宿主的影响与机制[11] [12]。本研究利用 RAW264.7 细胞炎症模型和 Caco-2 细胞损伤模型，体外观察减

味连梅汤灌胃治疗的脓毒症小鼠粪便上清对细胞模型炎症反应及肠屏障相关指标的影响，以初步探讨减

味连梅汤是否通过影响肠道菌群的代谢而产生肠屏障保护和肠道免疫调节作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 主要试剂与仪器 

DMEM 培养基(美国 Gibco，批号：C11995500BT)；PBS 缓冲液(中国武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号：G4202-500 mL)；胎牛血清(FBS，中国 LONSERA)；青霉素–链霉素(P/S，上海碧云天生物技术有

限公司)；CCK-8 试剂(上海碧云天生物技术有限公司)；0.25%胰酶(上海碧云天生物技术有限公司)；脂多

糖(美国 Sigma，批号：L2630)、3% H2O2 (中国海氏海诺)；总 RNA 提取试剂盒(北京普洛麦格生物技术有

限公司)；异丙醇(重庆川东化工有限公司)；DEPC 水(上海碧云天生物技术有限公司)；无水乙醇(重庆川东

化工有限公司)；Prime Script TM RT Master Mix (日本Takara)；TB Green® Premix Ex TaqTM II (日本Takara)；
超净工作台(美国 AIRTECH，型号：SW-CJ-2FD)；恒温培养箱(中国海尔，型号：HCP-80)；酶标检测仪

(美国 Thermo scientific)；CFX Connect TM Real-Time PCR 仪(美国 Bio-Rad)；T100 TM Thermo Cycle PCR
仪(美国 Bio-Rad)。 

2.2. 实验细胞 

小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 细胞和人结直肠腺癌细胞 Caco-2 细胞均来自 ATCC 细胞库(中国逸

漠生物技术有限公司，编号：IM-M028 和 IM-H092)。 

2.3. 方法 

2.3.1. 细胞培养 
RAW264.7 细胞培养于含 10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和 1%双抗(青霉素–链霉素)的

DMEM 完全培养基中；Caco-2 细胞培养于含 20% FBS、1%双抗及 1%非必需氨基酸(non-essential amino 
acids, NEAA)的 DMEM 完全培养基中。两种细胞均置于 37℃、5%CO2饱和湿度培养箱中培养。待细胞生
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长至 80%~90%融合时进行传代。RAW264.7 细胞和 Caco-2 细胞均取对数生长期细胞用于后续实验。 

2.3.2. 粪便上清(FS)的制备 
收集正常组小鼠(FS-CON)、脓毒症模型组小鼠(FS-Model)及减味连梅汤组小鼠(FS-W+H+E)的新鲜粪

便，于冰上操作。准确称取各组小鼠粪便 100 mg，加入预冷磷酸盐缓冲液(phosphate-buffered saline, PBS) 
1 mL，充分涡旋混匀，制成粪便匀浆。 

随后于 4℃条件下进行两步离心。首先以 8000 × g 离心 10 min，去除大部分未消化纤维及粗颗粒残

渣；吸取上清液转移至新的无菌离心管中，再以 12,000 × g 离心 10 min，以进一步去除细小悬浮颗粒。

收集二次离心后的上清液，并以无菌 PBS 稀释至目标浓度 10 mg/mL。随后采用 0.22 μm 无菌滤膜过滤除

菌，获得粪便上清(FS)。制备后的 FS 短期保存于 4℃冰箱，长期保存于−80℃冰箱备用。使用前于冰上融

解，避免反复冻融。 

2.3.3. FS 对 RAW264.7 和 Caco-2 细胞安全作用浓度的筛选 
采用 CellCountingKit-8 (CCK-8)法检测 FS 对 RAW264.7 和 Caco-2 细胞活力的影响，以筛选后续实

验所用安全作用浓度。取对数生长期 RAW264.7 和 Caco-2 细胞，制备单细胞悬液后分别以 1 × 105 cells/mL
和 2 × 104 cells/mL 密度接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL 细胞悬液，接种后置于 37℃、5% CO2培养箱

中过夜培养，待细胞贴壁稳定后进行后续处理。每组设 6 个复孔。按 FS 与培养基体积比分别设置不同浓

度梯度：1:1000、1:500、1:200、1:100、1:50 和 1:25，对照组加入等体积培养基。继续培养 24 h 后，弃去

培养液，以 PBS 轻柔洗涤 2 次。随后每孔加入含 10% CCK-8 试剂的无血清培养基 100 μL，37℃避光孵

育 2 h，于酶标仪 450 nm 波长处测定各孔吸光度(OD)值。根据各组细胞活力结果，筛选对 RAW264.7 和

Caco-2 细胞无明显毒性作用的 FS 浓度用于后续实验。细胞活力按下式计算： 

细胞活力(%) = [(OD 实验孔 − OD 空白孔)/(OD 对照孔 − OD 空白孔)] × 100% 

2.3.4. RAW264.7 细胞 LPS 炎症模型及 Caco-2 细胞 H2O2氧化损伤模型的建立 
采用 CCK-8 法筛选适宜建模浓度。脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)以 PBS 为溶剂配制成 1 mg/mL 母

液；H2O2配制成 10 mmol/L 母液，均现配现用，并以无血清培养基稀释至所需工作浓度。取对数生长期

RAW264.7 细胞和 Caco-2 细胞，按“2.3.3”中相同密度接种于 96 孔板。过夜培养待细胞贴壁稳定后，弃

去旧培养基，以 PBS 轻柔洗涤 1~2 次。RAW264.7 细胞分别加入不同浓度 LPS (10, 25, 50, 75, 100 ng/mL)
处理 24 h，以建立炎症模型；Caco-2 细胞分别加入不同浓度 H2O2 (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 
μmol/L)处理 24 h，以建立氧化损伤模型。处理结束后弃去培养液，每孔加入含 10% CCK-8 试剂的培养

基 100 μL，37℃避光孵育 2 h，于 450 nm 波长处检测 OD 值，并按“2.3.3”中的公式计算细胞活力。根

据细胞活力下降程度，结合模型稳定性筛选后续实验所用最佳建模浓度。 

2.3.5. FS 对模型细胞活力的影响 
在确定 FS 安全作用浓度及细胞模型最佳建模浓度后，进一步观察 FS 对炎症及氧化损伤模型细胞活

力的影响。RAW264.7 和 Caco-2 细胞按上述条件接种于 96 孔板并培养过夜，待细胞贴壁稳定后，先以筛

选出的安全浓度 FS 预处理 4 h，随后分别加入造模浓度的 LPS 或 H2O2 继续培养至 24 h。处理结束后采

用 CCK-8 法检测细胞活力，具体操作同“2.3.3”。通过比较各组细胞活力变化，评价 FS 对 LPS 诱导的

RAW264.7 炎症模型及 H2O2诱导的 Caco-2 氧化损伤模型的干预作用。 

2.3.6. NO 含量测定 
采用 Griess 法检测 RAW264.7 细胞培养上清中一氧化氮(nitric oxide, NO)含量，以评价 FS 对炎症反

应的影响。RAW264.7 细胞接种于 24 孔板并培养过夜后，先以筛选出的安全浓度 FS 预处理 4 h，再加入
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造模浓度 LPS 继续培养至 24 h。处理结束后，收集各组细胞培养上清 50 μL 于 96 孔板中，每孔依次加入

50 μL Griess Reagent I 和 50 μL Griess Reagent II，室温避光反应。以亚硝酸钠标准液绘制标准曲线，于

540 nm 波长处测定吸光度，根据标准曲线计算各组 NO 含量。 

2.3.7. RT-qPCR 检测相关基因表达 
采用实时荧光定量聚合酶链式反应(quantitative real-time PCR, RT-qPCR)检测各实验组细胞中相关基

因 mRNA 的表达水平。取对数生长期 RAW264.7 细胞和 Caco-2 细胞，制备单细胞悬液后分别以 2.5 × 105 
cells/mL 和 2 × 105 cells/mL 密度接种于 6 孔板中，每孔加入 2 mL 细胞悬液，接种后置于 37℃、5% CO2

培养箱中过夜培养，待细胞贴壁稳定后，除对照组外，其余各组先以筛选出的安全浓度 FS 预处理 4 h，
随后分别加入造模浓度的 LPS 或 H2O2 继续培养至 24 h。培养结束后，弃去培养液，用预冷 PBS 缓冲液

清洗两次。随后按照 RNA 提取试剂盒的操作说明提取细胞总 RNA。获得 RNA 样品采用 DEPC 水进行溶

解，并利用核酸/蛋白分析仪测定其 OD260/OD280 比值，以评估 RNA 的纯度。选择纯度符合要求的 RNA
作为模板，依据逆转录试剂盒说明进行反转录反应，合成 cDNA。以获得的 cDNA 为模板，按照 TB Green® 
Premix Ex Taq TM II 试剂盒说明进行实时荧光定量 PCR 扩增。PCR 反应程序设定为：95℃预变性 3 min；
随后进行 40 个循环，每个循环包括 95℃变性 10 s、60℃退火 30 s 以及 72℃延伸 30 s。实验中以 GAPDH
作为内参基因，目标基因的引物序列见表 1、表 2。各组基因的相对表达量通过 2−ΔΔCt方法进行计算分析。

每组设 3 个重复。 

2.3.8. 统计学分析 
所有实验均独立重复不少于 3 次，实验数据以均数 ± 标准差( x s± )表示。采用 GraphPad Prism10.0

软件进行分析作图。对于两组样本间差异比较，采用独立样本 t 检验；当三组及以上数据比较时，则采用

单因素方差分析(one-way ANOVA)。若差异具有统计学意义，则进一步进行事后多重比较分析，以明确

各组之间的具体差异。以 P < 0.05 表示差异具有统计学意义。 
 

Table 1. RAW264.7 cells primer sequence of the target gene 
表 1. RAW264.7 细胞靶基因引物序列 

Gene Forward primer sequences (5'-3') Reverse primer sequences (5'-3') 

GAPDH 
(mice) TGGCCTTCCGTGTTCCTAC GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA 

iNOS CCACAGTCCTCTTTGCTA GTAGTTGCTCCTCTTCCA 

IL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG 

IL-10 CTGGACAACATACTGCTAACC GGGCATCACTTCTACCAGGTA 

 
Table 2. Caco-2 cells primer sequence of the target gene 
表 2. Caco-2 细胞靶基因引物序列 

Gene Forward primer sequences (5'-3') Reverse primer sequences (5'-3') 

GAPDH 
(Homo sapiens) GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

Occludin ACAAGCGGTTTTATCCAGAGTC GTCATCCACAGGCGAAGTTAAT 

ZO-1 CAACATACAGTGACGCTTCACA CACTATTGACGTTTCCCCACTC 

NQO1 GAAGAGCACTGATCGTACTGGC GGATACTGAAAGTTCGCAGGG 
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3. 结果 

3.1. FS 对 RAW264.7 和 Caco-2 细胞的安全浓度筛选结果 

采用 CCK-8 法检测不同浓度 FS 对 RAW264.7 细胞活力的影响。结果如图 1 所示，与对照组相比，

低浓度 FS 处理后细胞活力未见明显下降。其中 1:1000 至 1:200 浓度范围内细胞活力基本维持在正常水

平，提示 FS 在该浓度范围内对 RAW264.7 细胞无明显毒性作用。当浓度进一步升高时，细胞活力略有下

降。结果表明，FS 在 1:200 及以上稀释倍数条件下对 RAW264.7 细胞无明显细胞毒性。进一步检测 FS 对

Caco-2 细胞活力的影响，结果如图 2 所示，与对照组相比，各浓度 FS 处理后 Caco-2 细胞活力总体变化

不明显，在 1:1000 至 1:25 浓度范围内细胞活力基本维持稳定。结果提示，在所筛选浓度范围内 FS 对

Caco-2 细胞也未表现出明显毒性作用。因此，后续实验中将采用 1:200 和 1:25 浓度的 FS 分别作用于

RAW264.7 细胞和 Caco-2 细胞。 
 

 
与对照组(Control)比较，*表示差异具有统计学意义(**P < 0.01, ***P < 0.001)。 

Figure 1. Effect of different concentrations of fecal supernatant (FS) on the viability of RAW264.7 cells 
图 1. 不同浓度粪便上清(FS)对 RAW264.7 细胞活力的影响 

 

 
与对照组(Control)比较，*表示差异具有统计学意义(**P < 0.01, ***P < 0.001)。 

Figure 2. Effect of different concentrations of fecal supernatant (FS) on the viability of Caco-2 cells 
图 2. 不同浓度粪便上清(FS)对 Caco-2 细胞活力的影响 

3.2. RAW264.7 细胞 LPS 炎症模型和 Caco-2 细胞 H2O2损伤模型的筛选结果 

为建立稳定的细胞模型，分别检测不同浓度 LPS 和 H2O2对细胞活力的影响(图 3)。在 RAW264.7 细

胞中，LPS 处理后细胞活力明显下降，各浓度组均显著低于对照组(P < 0.001)，细胞活力维持在约 50%左
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右。综合考虑模型稳定性，本研究选择 10 ng/mL LPS 作为炎症模型诱导浓度。在 Caco-2 细胞中，低浓度

H2O2 (100~500 μM)对细胞活力影响较小，而 600 μM 及以上浓度可明显降低细胞活力，其中 800 μM 时细

胞活力降至最低(P < 0.001)。因此选择 600 μM H2O2作为氧化损伤模型浓度。 
 

 
与对照组(Control)比较，*表示差异具有统计学意义(***P < 0.001)。 

Figure 3. Screening of LPS-induced inflammatory model in RAW264.7 cells and H2O2-induced oxidative injury model in 
Caco-2 cells 
图 3. RAW264.7 细胞 LPS 炎症模型及 Caco-2 细胞 H2O2氧化损伤模型浓度筛选 

3.3. FS 对模型细胞活力的影响 

 
(A) RAW264.7 细胞 LPS 炎症模型；(B) Caco-2 细胞 H2O2氧化损伤模型。与对照组(Control)比较，*表示差异具有统

计学意义(***P < 0.001)；与模型组(LPS 或 H2O2组)比较，#表示差异具有统计学意义(##P < 0.01, ###P < 0.001)。 

Figure 4. Effects of fecal supernatant (FS) on the viability of inflammatory and oxidative injury model cells 
图 4. 粪便上清(FS)对炎症及氧化损伤模型细胞活力的影响 
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在确定 FS 处理浓度及模型造模条件后，进一步观察 3 组 FS 对模型细胞活力的影响，结果见图 4。
在 RAW264.7 细胞 LPS 炎症模型中，与对照组比较，LPS 组细胞活力明显下降(P < 0.001)；与 LPS 组比

较，FS-Model 组和 FS-W+H+E 组细胞活力均明显升高(均 P < 0.001)，FS-CON 组呈升高趋势，但改善程

度相对有限，提示不同来源 FS 均可在一定程度上缓解 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞活力下降，其中 FS-
Model 组和 FS-W+H+E 组作用较为明显(图 4(A))。在 Caco-2 细胞 H2O2氧化损伤模型中，与对照组比较，

H2O2组细胞活力显著下降(P < 0.001)；与 H2O2组比较，FS-CON、FS-Model 及 FS-W+H+E 组细胞活力均

明显升高(均 P < 0.001)，且 FS-CON 组与 FS-W+H+E 组恢复幅度相对更高，上述结果表明，FS 处理对

H2O2诱导的 Caco-2 细胞氧化损伤具有一定保护作用(图 4(B))。 

3.4. FS 对 RAW264.7 细胞 NO 生成的影响 

为进一步评价 FS 对 RAW264.7 细胞炎症反应的影响，检测各组细胞培养上清中 NO 水平，结果见图

5。与对照组比较，LPS 组 NO 释放量明显升高(P < 0.001)，提示炎症模型构建成功。与 LPS 组比较，FS-
CON 组及 FS-Model 组均可降低 NO 释放水平(均 P < 0.01)，FS-W+H+E 组下降更为明显(P < 0.001)。提

示不同来源 FS 均可在一定程度上抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NO 过度生成，其中 FS-W+H+E 组作

用最为明显。 
 

 
与对照组(Control)比较，***表示 P < 0.001；与 LPS 组比较，#表示差异具有统计学意义(##P < 0.01, ###P < 0.001)。 

Figure 5. Effect of fecal supernatant (FS) on nitric oxide production in RAW264.7 cells 
图 5. 粪便上清(FS)对 RAW264.7 细胞 NO 生成的影响 

3.5. FS 对炎症及肠屏障相关基因表达的影响 

RAW264.7 细胞炎症相关基因的 RT-qPCR 结果见图 6。与 Control 组比较，LPS 刺激后 IL-6、IL-10
和 iNOS 表达均升高。FS 处理后，各炎症基因表达水平呈现不同程度变化。与 FS-Model 组比较，IL-10
表达在 FS-CON 组进一步升高，差异具有统计学意义(P < 0.001)；而 IL-6 及 iNOS 在其余各 FS 组中变化

相对较小。Caco-2 细胞氧化损伤及肠屏障相关基因的 RT-qPCR 结果见图 7。与 Control 组比较，H2O2处

理后 Caco-2 细胞紧密连接蛋白相关基因表达下降，其中 Occludin 表达显著降低(P < 0.05)。经 FS 干预后，

NQO1、ZO-1 和 Occludin 表达呈现不同程度升高，其中 FS-W+H+E 组对 ZO-1 和 Occludin 改善最明显，

提示 FS 可能对氧化损伤导致的肠屏障功能下降具有一定改善作用。 
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与对照组(Control)比较，*表示 P < 0.05；**表示 P < 0.01***表示 P < 0.001；与 LPS 组比较，#表示差异具有统计学意

义(##P < 0.01, ###P < 0.001)。 

Figure 6. Effects of fecal supernatant (FS) on inflammatory gene expression in RAW264.7 cells 
图 6. 粪便上清(FS)对 RAW264.7 细胞炎症相关基因表达的影响 

 

 
与对照组(Control)比较，*表示差异具有统计学意义(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001)；与 H2O2组比较，#表示差异具

有统计学意义(#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001)。 

Figure 7. Effects of fecal supernatant (FS) on intestinal barrier-related gene expression in Caco-2 cells 
图 7. 粪便上清(FS)对 Caco-2 细胞肠屏障相关基因表达的影响 

4. 讨论 

近年来，越来越多研究表明，脓毒症不仅是一种感染性疾病，同时也是涉及免疫系统、肠道屏障以

及肠道菌群相互作用的复杂综合征[13]。肠道被认为是脓毒症的重要靶器官之一，其屏障功能破坏可能导

致细菌及其代谢产物进入血液循环，从而加重全身炎症反应[14]。 
在本研究中，我们采用不同组别脓毒症小鼠来源的粪便上清分别作用于 LPS 诱导的 RAW264.7 炎症

模型和 H2O2 诱导的 Caco-2 氧化损伤模型，以从体外层面探讨肠道来源因素对炎症反应及肠屏障功能的

影响。结果显示，在一定稀释范围内，各组 FS 对 RAW264.7 细胞和 Caco-2 细胞均未表现出明显细胞毒

性，提示实验后续观察到的生物学效应并非由非特异性细胞损伤引起。巨噬细胞作为机体先天性免疫反

应的重要组成部分，可在感染早期能快速识别病原相关分子模式并启动炎症反应，当其受到 LPS 刺激时，

巨噬细胞可通过激活 TLR4 信号通路诱导产生大量炎症介质，其中 NO 是重要的炎症效应分子之一[15] 
[16]。本研究结果发现，LPS 刺激后 RAW264.7 细胞 NO 释放显著升高，而不同来源 FS 处理均能够在一

定程度上降低 NO 水平，其中减味连梅汤干预组来源 FS 下降更为明显，提示粪便上清中可能含有调节炎

症反应的活性成分。然而，不同组别 FS 对 iNOS 的 mRNA 表达抑制作用未呈现出与 NO 相似的趋势，
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提示其对炎症反应的调控可能具有选择性，并不通过单一信号通路实现。研究表明，NO 水平不仅取决于

iNOS 的转录水平，还受 mRNA 稳定性、翻译效率、蛋白降解、酶活性状态、底物与辅因子供给以及细

胞氧化还原状态等多层级因素影响[17] [18]。在翻译后调控层面，Wu 等[19]人发现 E3 泛素连接酶 MDM2 
(Mouse Double Minute 2 homolog)可通过介导 SPSB2 (SPRY domain-containing SOCS box protein 2)的泛素

化降解来稳定 iNOS 蛋白，从而增加 NO 产量，这一过程并不依赖 iNOS mRNA 表达的变化。Sakai 等[20]
的研究则揭示了辅因子供应的重要性，该研究发现 PI3K 信号通路通过调控 GTP 环化水解酶 1 (GTP Cy-
clohydrolase 1, Gch1)的诱导，影响四氢生物蝶呤(BH4, tetrahydrobiopterin)的合成，进而控制 iNOS 二聚化

和 NO 产生，但 iNOS mRNA 水平并无显著改变。Won 等[21]人发现在 RAW264.7 巨噬细胞中，cAMP 激

活剂不影响 iNOS mRNA 转录水平，而是通过抑制 iNOS 蛋白泛素化、减少蛋白酶体降解，显著提高 iNOS
蛋白的稳定性，从而上调 iNOS 蛋白水平，增加 NO 生成。该研究证实了 iNOS 存在转录后及翻译后调控

机制。以上证据提示减味连梅汤干预后来源 FS 的作用可能更偏向于调节酶活性、辅因子可用性或酶蛋白

稳定性，而非直接抑制 iNOS 基因转录。 
本研究还发现，经不同组别 FS 处理后 RAW264.7 细胞的 IL-6 mRNA 较 LPS 组未见显著下降，提示

FS 对 IL-6 转录水平的逆转作用有限。这一结果可能与 IL-6 在该模型中的表达特性有关。已有研究表明，

在 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞炎症模型中，IL‑6 的表达水平易受多种实验条件影响，包括细胞接种

密度、LPS 刺激浓度、孵育时长及检测时间点等。这些因素使得 IL‑6、TNF‑α、IL‑1β等细胞因子在不同

研究之间呈现出较高的异质性，结果稳定性也相对较弱[22]。更为重要的是，与其他单一明确代谢物或标

准化发酵体系为对象的研究不同，本研究所使用的 FS 属于复杂混合体系，其中可能含有保护性代谢物，

也可能残留促炎成分，其净效应存在相互抵消的可能。同时研究表明，菌群来源代谢物的免疫调节作用

受代谢物种类、局部浓度及炎症状态共同影响，并非在所有模型和指标上均表现为相同的抑炎效应[23]。
以上结果提示，本研究在当前处理条件下，FS 可能更倾向于影响 NO 生成、氧化应激或代谢调节等过程，

而不足以引起 IL-6 转录水平的显著改变。 
此外，本研究观察了脓毒症小鼠 FS 对肠上皮细胞屏障相关基因表达的影响。肠上皮屏障主要由紧密

连接蛋白维持，其完整性对于防止细菌及毒素进入机体具有重要意义。H2O2作为常用的氧化应激刺激物，

可破坏肠上皮紧密连接结构，并降低 ZO-1、Occludin 等屏障相关分子的表达[24]。Zhu 等[25]人研究发现

在 550 μM 浓度下，H2O2即可显著破坏 Caco-2 细胞的屏障功能，并使 ZO-1、Claudin-1 和 Occludin 表达

水平下降。本研究结果与此基本一致，600 μM 浓度的 H2O2处理 Caco-2 细胞后，其细胞活力下降，并伴

随 ZO-1、Occludin 等屏障相关分子表达受损；而经脓毒症小鼠 FS 干预后，NQO1、ZO-1 和 Occludin 表

达出现不同程度回升，其中减味连梅汤干预组来源 FS 改善趋势相对更明显。该结果提示，FS 的作用位

点可能更偏向于上皮屏障稳态，而不是强效抑制巨噬细胞炎症转录程序。近年来研究认为，肠道微生物

代谢产物在维持肠屏障功能及调节免疫反应方面发挥重要作用。例如短链脂肪酸等微生物代谢产物能够

通过多种信号通路调节紧密连接蛋白表达并增强肠屏障功能[26]。有研究表明，经药物干预后的结肠炎小

鼠粪便上清能够在 Caco-2 模型中降低 LPS 诱导的 IL-6、TNF-α分泌，减少 FITC-dextran 通透性，并恢复

ZO-1 和 Occludin 表达；进一步分析发现，丁酸、去氧胆酸、熊去氧胆酸等菌群代谢物可能参与其中[12]。
因此，本研究观察到的脓毒症小鼠 FS 对肠上皮细胞的调节作用，可能与其中含有的微生物来源代谢物有

关。 
综上所述，本研究发现经减味连梅汤干预后脓毒症小鼠的 FS 对 RAW264.7 细胞直接抑炎作用相对

有限，而对 Caco-2 细胞氧化损伤及屏障相关基因表达具有更明显的改善趋势，提示减味连梅汤经肠道微

生态介导的保护作用，可能更偏向于维持肠上皮屏障稳态。但本研究仍存在一定的局限性，仅采用体外

细胞模型进行实验，尚不能完全反映体内复杂的生理环境。同时，本研究尚未对粪便上清中的具体活性
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成分进行分析。未来可结合代谢组学技术进一步鉴定其中的关键分子，并深入探讨其作用机制。 

5. 结论 

综上，该研究初步表明脓毒症小鼠来源的粪便上清能够在一定程度上调节巨噬细胞炎症反应，并改

善氧化损伤条件下肠上皮细胞紧密连接蛋白相关基因表达，这些发现提示肠道菌群来源的代谢产物可能

在脓毒症相关炎症及肠屏障损伤过程中发挥重要作用。 
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