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　　［摘要］　目的　研究穿心莲内酯对脓毒症小鼠的保护作用及相关机制。方法　采用盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）法制作小鼠
脓毒症模型。６４只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机均分为４组：假手术组（ｓｈａｍ组）、脓毒症模型组（ＣＬＰ组）、二甲亚砜组（ＤＭＳＯ组）和

穿心莲内酯组（ＡＮＤ组）。各组小鼠于术后１、６、１２ｈ腹腔内分别注射相同剂量（０．２ｍＬ）的生理盐水、５％ ＤＭＳＯ或穿心莲内

酯（１０ｍｇ／ｋｇ），记录各组小鼠术后７ｄ生存率并绘制生存曲线。另取４８只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，分组及给药方法同前，术后２４ｈ分别

检测腹腔灌洗液（ＰＬＦ）中性粒细胞（ＰＭＮ）数量、外周血及ＰＬＦ细菌负荷以及外周血炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０水平，同时取小

鼠肺脏及肝脏组织进行病理分析。结果　与ＣＬＰ组相比，ＡＮＤ组小鼠术后７ｄ生存率增加（Ｐ＜０．０１），腹腔ＰＭＮ计数下降
（Ｐ＜０．０１），外周血和腹腔细菌清除能力增强（Ｐ＜０．０１），外周血ＴＮＦα、ＩＬ６水平降低，而ＩＬ１０水平升高（Ｐ＜０．０１），肺组织和肝

脏组织病理损伤程度减轻（Ｐ＜０．０１）。ＤＭＳＯ组与ＣＬＰ组各项检测指标差异均无统计学意义。结论　穿心莲内酯对ＣＬＰ脓毒
症小鼠具有保护作用，可能与其调节免疫功能，增强细菌清除能力以及降低过度炎症反应有关。

　　［关键词］　穿心莲内酯；脓毒症；存活率分析；中性白细胞；炎症因子类
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　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是指由感染引起的全身炎症反

应综合征 （ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ），其病理生理机制非常复杂，尽管目前

治疗方法众多，但其病死率仍居高不下。研究显示，
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脓毒症的病死率已超过急性心肌梗死，欧洲和美国

每年死于脓毒症的患者超过３５万例，治疗费用高达

２５０亿美元；每年全球有超过１８００万严重脓毒症病

例，且新发病患者数目每年以１．５％的速度递增［１］。

穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ，ＡＮＤ）是爵床科植物穿

心莲的主要有效成分，目前研究证实ＡＮＤ具有抗炎、

抗病毒、抗肿瘤以及增强免疫等作用［２５］。本研究通

过盲肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）法

复制脓毒症小鼠模型，然后将ＡＮＤ腹腔注射于ＣＬＰ
脓毒症小鼠，观察其生存率、中性粒细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏ

ｎｕｃｌｅａｒｌｅｕｋｏｃｙｔｅ，ＰＭＮ）计数、细菌清除能力、炎症因

子水平及病理组织损伤，以探讨ＡＮＤ对脓毒症小鼠

的保护作用及其可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　选用８～１０周龄Ｃ５７ＢＬ／６
雄性小鼠，体质量２０～２５ｇ，购自第二军医大学实验

动物中心。所有小鼠均在动物实验前于第二军医大

学长海医院临床实验中心饲养室适应性饲养２周，

所有实验均按照第二军医大学实验动物护理和使用

指南进行。ＡＮＤ（纯度９８％）及其溶剂二甲亚砜

（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）均购自美国Ｓｉｇｍａ公

司，ＰＭＮ表面特异标记物Ｇｒ１ＦＩＴＣ抗体购自美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０酶联免疫吸

附 实 验 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自美国Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　脓毒症小鼠模型制作　采用ＣＬＰ法复制脓毒

症小鼠模型。将小鼠置于七氟烷麻醉装置（第二军

医大学长海医院麻醉科实验室自制），给予３％七氟

烷持续吸入麻醉，麻醉后将小鼠四肢固定于动物实

验台上，腹部正中区域备皮并消毒。取腹部正中切

口，长约１．０ｃｍ，逐层切开皮肤、皮下组织，辨识腹白

线，切开腹白线及腹膜，用无损伤探子于腹腔寻找、

暴露盲肠及其周围邻近肠管。轻柔牵出盲肠，置于

无菌纱布上，距离盲肠末端大约１．５ｃｍ处使用３０
号手术缝合线结扎盲肠以及肠系膜血管，之后用

２０Ｇ无菌针头对结扎部分盲肠进行穿刺，穿刺点选

取结扎段盲肠肠系膜血管对侧乏血管区域，单孔穿

刺，不对穿盲肠。穿刺后轻柔挤出米粒大小肠内容

物，确保穿刺孔的通畅。之后将牵出的盲肠及其内

容物回纳入腹腔，用４０号手术缝合线逐层关闭腹

壁切口。手术结束后，所有小鼠均于背部皮下注射

１ｍＬ 生 理 盐 水 补 充 血 容 量，并 恢 复 正 常 的

饮食。　　　　

１．３　实验分组及处理　所有小鼠随机分为４组：

（１）假手术组（ｓｈａｍ组），术中不行ＣＬＰ，其余手术操

作同脓毒症模型制作，并且在术后第１、６和１２ｈ腹

腔注射０．２ｍＬ生理盐水；（２）脓毒症模型组（ＣＬＰ
组），ＣＬＰ术后处理同ｓｈａｍ组；（３）ＤＳＭＯ组，ＣＬＰ
术后在相同时间点腹腔注射０．２ｍＬ的５％ ＤＳＭＯ；

（４）ＡＮＤ组，ＣＬＰ术后在相同时间点腹腔注射０．２

ｍＬ含１０ｍｇ／ｋｇＡＮＤ的５％ ＤＳＭＯ。

１．４　小鼠术后７ｄ生存率的观察　６４只Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠随机平均分为上述４组，每组１６只。各组小鼠

手术结束时记为０ｄ（０ｈ），观察每日各组小鼠存活

情况，并绘制７ｄ生存曲线。

１．５　 小鼠术后 ２４ｈ 样本采集及处理 　４８ 只

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机平均分为上述４组，每组１２只。

术后２４ｈ时，将各组尚存活的小鼠用３％七氟烷麻

醉后，取剑突下作为穿刺点行心脏穿刺，抽取约１～

１．５ｍＬ血液，并迅速转移至ＥＤＴＡＫ２抗凝采血试

管中，随后放置于２～８℃冰箱保存备用。采血后迅

速取腹正中纵行切口，剪开腹部皮肤，使用１×ＰＢＳ
行腹腔灌洗，收集１．５～２．０ｍＬ腹腔灌洗液（ｐｅｒｉｔｏ

ｎｅａｌｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＰＬＦ）并注入灭菌ＥＰ管内备用。

之后完整取出小鼠肺脏及肝脏组织，置于４％多聚甲

醛溶液中浸泡至少２４ｈ。

１．６　小鼠腹腔ＰＭＮ计数　小鼠ＰＬＦ于４００×ｇ离

心５ｍｉｎ后，取ＰＭＮ细胞，用小鼠ＰＭＮ表面特异

标记物Ｇｒ１ＦＩＴＣ抗体５μＬ进行标记，用流式细胞

仪（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｅｒ，ＦＡＣＳ）计算各

组ＰＭＮ的数量。

１．７　小鼠外周血及腹腔细菌清除能力的检测　小

鼠外周血分别用生理盐水稀释１×１０３倍、１×１０４倍、

１×１０５倍，记为１０－３、１０－４、１０－５倍数组，ＰＬＦ分别用

生理盐水稀释１×１０３倍、１×１０５倍、１×１０７倍，记为

１０－３、１０－５、１０－７倍数组，稀释后的各组液体各取１００

μＬ，均匀涂布于胰蛋白酶血琼脂平皿，所有平皿均于

３７℃恒温水浴箱中培养２４ｈ，之后计算每个平皿中

形成的菌落数量，以菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ

ｕｎｉｔ，ＣＦＵ）为计量单位。

１．８　小鼠外周血炎症因子表达水平检测　用



·８４８　　 · 第二军医大学学报　２０１３年８月，第３４卷

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测小鼠外周血中炎症因子ＴＮＦα、

ＩＬ６、ＩＬ１０水平，所有操作均按试剂盒说明书进行。

１．９　小鼠肺脏及肝脏组织病理观察　取出保存于

多聚甲醛溶液中的小鼠肺脏及肝脏组织，包埋于石

蜡中，切成厚度为４μｍ的薄片，进行 ＨＥ染色。由

病理科医师独立进行病理评分。肺脏组织病理炎症

评分标准：０分，正常组织；１分，组织有轻度炎症改

变；２分，组织有轻至中度炎症改变且不伴有肺组织

结构明显损害；３分，组织有中度炎症改变，肺泡上皮

增厚；４分：组织有中至重度炎症改变，肺泡结构破

坏；５分，组织有重度炎症改变，满视野结构消失［６］。

肝脏组织病理评分标准：０分，没有变化；１分，个别

细胞坏死；２分，小于３０％肝小叶坏死；３分，３０％～

６０％肝小叶坏死；４分，大于６０％肝小叶坏死［７］。

１．１０　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍＶ５．０１
软件包进行统计学分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，生

存率比较用ｌｏｇｒａｎｋ检验，多组间比较采用单因素

方差分析，多组之间的两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＮＤ 对脓毒症小鼠术后７ｄ生存率的影

响　ＣＬＰ组及ＤＭＳＯ组小鼠１周内全部死亡，ＡＮＤ
组生存率为４４％，高于ＣＬＰ组（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　各组小鼠术后７ｄ生存率比较

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｍｉｃｅ

ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘ

ｉｄｅ；ＡＮＤ：Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ

２．２　ＡＮＤ 对脓毒症小鼠腹腔 ＰＭＮ 数量的影

响　ＣＬＰ组、ＤＭＳＯ组、ＡＮＤ组小鼠腹腔ＰＭＮ数

量均高于ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０１）；ＤＭＳＯ组与ＣＬＰ组

相比，腹腔ＰＭＮ数量差异无统计学意义；ＡＮＤ组小

鼠腹腔ＰＭＮ数量较ＣＬＰ组减少（Ｐ＜０．０１，图２）。

图２　各组小鼠术后２４ｈ腹腔ＰＭＮ计数

Ｆｉｇ２　ＣｏｕｎｔｓｏｆＰＭＮｉｎＰＬＦｏｆｍｉｃｅ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘ

ｉｄｅ；ＡＮＤ：Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ；ＰＭＮ：Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｌｅｕ

ｋｏｃｙｔｅ；ＰＬＦ：Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．珚ｘ±ｓ

２．３　ＡＮＤ对脓毒症小鼠外周血及腹腔细菌清除能

力的影响　ＣＬＰ组、ＤＭＳＯ组小鼠外周血及ＰＬＦ的

ＣＦＵ高于ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０１），而两组之间的ＣＦＵ
差异无统计学意义；ＡＮＤ组小鼠的ＣＦＵ较ＣＬＰ组

下降（Ｐ＜０．０１，图３）。

图３　各组小鼠术后２４ｈ外周血及ＰＬＦ细菌负荷比较

Ｆｉｇ３　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ

ａｎｄＰＬＦｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ
ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘ

ｉｄｅ；ＡＮＤ：Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ；ＰＬＦ：Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ；

ＣＦＵ：Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ．Ａ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ（１０－５）；Ｂ：

ＰＬＦ（１０－７）．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＣＬＰｇｒｏｕｐ．珚ｘ±ｓ
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２．４　ＡＮＤ 对脓毒症小鼠外周血中炎症因子

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０水平的影响　ＣＬＰ组、ＤＭＳＯ
组、ＡＮＤ组小鼠外周血中各炎症因子水平均高于

ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０１）；ＤＭＳＯ组与ＣＬＰ组相比，外周

血中各炎症因子水平差异无统计学意义；ＡＮＤ组外

周血促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ６水平较ＣＬＰ组下降，而

抑炎因子ＩＬ１０水平升高（Ｐ＜０．０１，图４）。

图４　各组小鼠术后２４ｈ外周血炎症因子水平

Ｆｉｇ４　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｌｅｖｅｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ
ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ；ＡＮＤ：Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜
０．０１ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．珚ｘ±ｓ

２．５　ＡＮＤ对脓毒症小鼠肺脏及肝脏组织病理损伤

的影响　ＣＬＰ组及 ＤＭＳＯ 组小鼠肺脏组织可见

ＰＭＮ聚集，肺泡上皮组织增厚，肺泡组织结构部分

破坏；肝脏组织病理观察可见肝细胞肿大，部分肝小

叶坏死。ＡＮＤ组肺脏和肝脏组织损伤程度较ＣＬＰ
组明显减轻（Ｐ＜０．０１，图５）。

图５　各组小鼠术后２４ｈ肺脏及肝脏组织ＨＥ染色结果及病理评分

Ｆｉｇ５　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇａｎｄｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ２４ｈａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｉｎｇｓ

ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ；ＡＮＤ：Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣＬＰｇｒｏｕｐ．珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究初步探讨了腹腔注射ＡＮＤ对ＣＬＰ脓毒

症小鼠的作用，结果显示ＡＮＤ可显著提高ＣＬＰ小

鼠７ｄ生存率，提示ＡＮＤ对脓毒症小鼠具有一定的

保护作用；ＡＮＤ注射可抑制 ＣＬＰ术后２４ｈ腹腔

ＰＭＮ计数，增强外周血和腹腔的细菌清除能力，降

低外周血ＴＮＦα、ＩＬ６水平，升高ＩＬ１０水平，与此

相一致，小鼠肺和肝脏组织病理损伤程度明显减轻，

提示ＡＮＤ的保护作用可能与抑制脓毒症过激炎症
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反应、提高机体对细菌微生物清除能力有关。ＤＭ

ＳＯ组与ＣＬＰ组各项检测指标差异无统计学意义，

提示这种保护作用是来自ＡＮＤ而非ＤＭＳＯ。

　　ＰＭＮ在脓毒症过度炎症反应中扮演重要角色，

其过度激活以及在器官组织中的积聚是导致脓毒症

器官损伤的重要原因［８］。ＡＮＤ可通过抑制人ＰＭＮ
蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）介导的活性氧

（ＲＯＳ）生成，从而减少ＰＭＮ黏附［９］。ＡＮＤ也可抑

制ＮＦκＢ的激活减少ＰＭＮ的黏附，从而减轻炎症

因子和内毒素诱导的ＰＭＮ腹腔积聚，缓解感染性

休克及过敏性肺炎的症状［１０］。此外，ＡＮＤ还通过

抑制Ｎ甲酰甲硫氨酰亮氨酰苯丙氨酸 （Ｎｆｏｒｍｙｌ

ｍｅｔｈｉｏｎｙｌｌｅｕｃｙｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ｆＭＬＰ）介导 ＰＭＮ
黏附与迁移［１１］。本研究中ＡＮＤ组腹腔ＰＭＮ计数

明显减少，与以上研究结果一致。

　　脓毒症发病机制复杂，一方面机体发生过激炎

症反应，称为ＳＩＲＳ，表现为炎症因子风暴，ＰＭＮ向

多器官浸润，补体系统被激活，凝血系统功能障碍

等；另一方面，机体出现免疫抑制状态，表现为Ｔ细

胞反应性低下，抗原递呈缺陷，迟发型免疫反应缺

失，吞噬细胞对细菌微生物清除能力减弱等，称为代

偿性抗炎反应综合征（ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＣＡＲＳ）［１２］。ＳＩＲＳ 与

ＣＡＲＳ的发生并无明显的先后关系，可能是同时发

生，因此调节机体免疫状态，维持促炎抗炎之间的

平衡对于脓毒症患者的治疗至关重要［１３］。ＣＬＰ脓

毒症动物模型较单纯体内注射内毒素能更好地模拟

临床脓毒症病理生理特征［１４］，因此本研究采用ＣＬＰ
模型。尽管本研究中ＡＮＤ组小鼠ＰＬＦ中ＰＭＮ数

量下降，但是外周血和腹腔细菌清除能力却增强，提

示ＰＭＮ可能不是清除腹腔细菌的主要细胞，有文

献报道腹腔巨噬细胞可能在清除腹腔细菌中发挥更

大作用［１５］。另外，有文献证实脓毒症时ＰＭＮ凋亡

延迟，其杀灭细菌能力下降，释放各种蛋白酶，引起

组织损伤能力增强［１６１７］。我们既往的研究也提示脓

毒症小鼠经黄芩苷治疗后，生存率及细菌清除能力

增强的同时，ＰＭＮ计数下降［１８］。因此，ＰＭＮ计数

并非随着生存率和细菌清除能力的提高而增加。

　　炎症因子在脓毒症发病机制中具有重要作用。

ＴＮＦα是创伤或感染后炎症反应中最早释放的细

胞因子，是介导急性肺损伤的主要因子之一，ＴＮＦα
与ＩＬ１的协同作用是炎症反应中激活细胞因子级

联反应的重要因素［１９２１］。ＩＬ６是脓毒症预后指标之

一，ＩＬ６的持续升高往往提示脓毒症预后不良［２２］。

脓毒症发展过程中，抑炎因子ＩＬ１０的表达也会增

加，ＩＬ１０主要由Ｔｈ２细胞产生，不仅可以抑制单核

细胞的激活、迁移、黏附和细胞因子的释放，还可以

直接抑制炎症细胞的增殖［２３］。本研究显示注射

ＡＮＤ可显著抑制脓毒症小鼠外周血ＴＮＦα和ＩＬ６
的水平，同时升高ＩＬ１０水平，提示 ＡＮＤ可能对炎

症因子网络具有调节作用，使机体恢复促炎抗炎

平衡。

　　综上所述，ＡＮＤ可以显著改善ＣＬＰ脓毒症小

鼠的生存率，可能与其调节免疫功能，增强细菌清除

能力以及降低过激炎症反应有关。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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