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多 器 官 功 能 障 碍 综 合 征 （

multiple organ

dysfunction syndrome

，

MODS

）是目前创伤、感染、休

克等疾病最重要的死亡原因，目前医学界普遍认为

胃肠道是

MODS

发病过程中受累较早的器官，胃肠

黏膜缺血炎症反应是其重要的病理机制之一。近年有

研究报道过氧化物酶体增殖物激活受体（

PPAR-γ

）是

调节缺血炎症反应的重要作用靶点，而中药通过干

预炎症反应的各个环节发挥着胃肠功能的保护作

用。 本院研发的通解口服液具有通里攻下、活血化

瘀等作用，临床发现其对

MODS

患者急性胃肠损伤

有防治作用

[1]

。为进一步研究通解口服液防治

MODS

急性胃肠损伤的机理，本实验通过建立

MODS

大鼠

模型，观察通解口服液对

MODS

模型大鼠回肠组织

PPAR-γ

、激活蛋白

-1

（

AP-1

）、核转录因子

κB

（

NF-

κB

）表达的影响，探索

MODS

新的防治途径。

1

实验材料

1.1

动物 清洁级

SD

雄性大鼠

48

只，体重（

190±

20

）

g

，由浙江省实验动物中心提供，合格证号：

SCXK

（浙）

2008-0033

。

1.2

药物 通解口服液（处方：大黄、蒲黄、败酱草、

枳实、茜草各等份，药物浓度

0.85g/mL

）由泰州市姜

堰中医院药剂科提供， 批号：

20130917

，

250mL/

瓶。

氨苄西林 （珠海联邦制药股份有限公司中山分公

司），

0.25g/

粒，批号：

30100304

，以蒸馏水配成药液。

兔抗鼠

AP-1

抗体（

aN-20

），美国

Santa Cruz

公司，

批号：

sc-12629

；兔抗鼠

NF-κB p65

抗体，武汉博士

德生物工程有限公司 ， 批号 ：

bs-0465R

； 兔抗鼠

PPAR-γ

抗体， 武汉博士德生物工程有限公司，批

号：

bs-0530R

；总蛋白试剂盒，中生北控生物科技股

份有限公司，批号：

20131117

。

1.3

仪器

MP100

型

16

导生理记录仪及其附件，

美国

BIOPAC

公司 ；

Synergy HT

型紫外荧光酶标

仪，美国

Biotek

公司；

Olympus

光学显微镜；瑞典产

LKB-V

超薄切片机；

H-600

日立型透射电镜；

S-450

型日立扫描电镜；

HH

数显恒温水浴锅，江苏金坛金

城国胜实验仪器厂；

ALC-MPA2000m

型

4

导生理记

录仪及其附件，上海奥尔科特仪器公司；

R-911

型全

自动放免计数仪， 中国药科大学实业总公司；

7160

型日本日立全自动生化分析仪。

2

实验方法

2.1

分组与给药

SD

雄性大鼠随机分为

6

组：空

白对照组、模型组（生理盐水

0.018g

·

kg

-1

·

d

-1

）、阳性

摘 要 目的： 观察通解口服液对多器官功能障碍综合征 （

MODS

） 模型大鼠回肠过氧化物酶体增殖物激活受体

（

PPAR-γ

）、激活蛋白

-1

（

AP-1

）、核转录因子

κB

（

NF-κB

）表达的影响。 方法：大鼠随机分为

6

组，即空白对照组、模型组、

阳性药物组（氨苄西林组）和通解口服液低、中、高剂量组，分别给予药物或生理盐水灌胃

5

次。最后

1

次给药后立即静脉

注射

8mg/kg

脂多糖（

LPS

）复制

MODS

大鼠模型，

6h

后麻醉，免疫组化法检测回肠

PPAR-γ

、

AP-1

、

NF-κB

蛋白表达水平。

结果：与空白对照组比较，模型组大鼠回肠

PPAR-γ

表达显著降低，

AP-1

表达显著升高。 通解口服液各剂量可显著降

低

MODS

模型大鼠回肠

NF-κB

、

AP-1

的表达（

P＜0.05

，

P＜0.01

），中、高剂量可显著增加回肠

PPAR-γ

的表达（

P＜0.05

，

P＜0.01

）。 结论：通解口服液对

MODS

大鼠炎症反应具有明显的抑制作用，其对回肠

PPAR-γ

、

NF-κB

和

AP-1

蛋白表达

的调控是其缓解

MODS

胃肠损伤的机制之一。
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药物组 （氨苄西林

0.4g

·

kg

-1

·

d

-1

） 和通解口服液低

（

8.5g

·

kg

-1

·

d

-1

）、中（

17g

·

kg

-1

·

d

-1

）、高（

34g

·

kg

-1

·

d

-1

）

剂量组，各组间体重无显著性差异。 预先分别灌胃

生理盐水或药物，连续给药

2d

，每日

2

次，最后一次

灌胃给药

48h

后开始禁食不禁水，禁食

12h

后再灌

胃给药

1

次后造模。

2.2

造模 给药后腹腔注射

10%

水合氯醛（

3.0mL/kg

）

麻醉 ， 舌下静脉注射脂多糖 （

LPS

）

8mg/kg

复制

MODS

急性胃肠损伤大鼠模型

[2]

。 符合临床实际的

MODS

实验模型应具备的标准是：（

1

）损伤因素与临

床

MODS

常见诱因基本一致；（

2

）发病在致伤

24h

以后；（

3

）有

SIRS

的临床表现；（

4

）有

2

个以上器官

或系统的功能障碍；（

5

）有足够的发病率和死亡率。

实验动物

MODS

的诊断依据与人类基本一致， 即：

诱因

+SIRS+

多器官功能障碍

[3]

。 我们实验中大鼠出

现生命体征变化， 严重肝肾功能损伤， 符合

MODS

诊断

[4]

。

2.3

指标检测 免疫组化法对回肠进行

PPAR-γ

、

AP-1

、

NF-κB

蛋白表达检测，建模

6h

后，各组大鼠

麻醉后予脱颈处死， 迅速取出回肠沿系膜缘剖开，

去除内容物，

PBS

液漂洗，取上段回肠置于

4%

多聚

甲醛固定 ， 固定后的组织在

PBS

中漂洗

5min×3

次， 上行脱水， 将组织块放入

二甲苯中

5～30min

，石蜡包埋，

用石蜡切片机切片 ， 厚度为

5μm

，进行免疫组化染色，显微

镜下胞浆呈棕黄色颗粒视为阳

性表达 。 每组取

8

个标本检

测， 应用

Image-ProPlus6.0

分

析软件，每个标本选取肌层区

域 ， 计 算 所 选 区 域 的 面 积

（

area

）和所选区域内免疫组化

阳性信号总的灰度值的乘积，

最后以每组均值进行比较。

2.4

统计学方法 使用

SPSS13.0

统计软件进行数据分析。计量

资料以 （

x±s

）表示 ，采用

t

检

验。

P＜0.05

，

P＜0.01

为差异有

统计学意义。

3

实验结果

与空白对照组比较， 模型

组大鼠回肠组织

PPAR-γ

表达

显著降低（

P＜0.01

），

AP-1

表达

显著升高 （

P＜0.01

），

NF-κB

也

表现增加趋势 。 与模型组比较，通解口服液低剂

量组与阳性药物组大鼠

PPAR-γ

的改变不明显

（

P＞0.05

），通解口服液中、高剂量可显著增加模型大

鼠

PPAR-γ

的表达（

P＜0.05

，

P＜0.01

）；各给药组均

可明显降低

AP-1

、

NF-κB

的表达（

P＜0.05

，

P＜0.01

）。

与阳性药物组比较 ，通解口服液中 、高剂量对于

上述指标的改善更具优势 （

P＜0.05

，

P＜0.01

）。 通

解口服液各剂量组间比较，体现出一定的量效关

系。 见表

1

。

空白对照组大鼠回肠组织可见

PPAR-γ

阳性

（呈棕黄色）表达，模型组、阳性药物组、通解口服液

低剂量组大鼠

PPAR-γ

表达不显（呈浅黄色），通解

口服液中剂量组大鼠

PPAR-γ

表达明显 （呈深黄

色），高剂量组可见

PPAR-γ

阳性（呈棕黄色）表达。

见图

1

。

空白对照组大鼠回肠组织未见

AP-1

阳性表

达，模型组大鼠见

AP-1

阳性表达（呈棕黄色），阳性

药物组和通解口服液低、 中剂量组大鼠

AP-1

表达

不明显（呈浅黄色），通解口服液高剂量组大鼠回肠

组织未见

AP-1

阳性表达。 见图

2

。

空白对照组大鼠回肠组织未见

NF-κB

阳性表

达，模型组大鼠见

NF-κB

阳性表达（呈棕黄色）；阳

表

1

各组大鼠回肠组织

PPAR-γ

、

AP-1

、

NF-κB

表达比较（

x±s

）

空白对照组

组别

1.31±0.59

NF-κB

0.94±0.18

**

AP-1

8

动物数

（只）

模型组

2.00±0.53 2.00±0.768

通解口服液高剂量组

8 0.88±0.52

**△△※

0.69±0.26

**△△※※

阳性药物组

8 1.06±0.42

**

1.25±0.46

*

通解口服液低剂量组

8 1.50±0.53

*

1.13±0.58

*

通解口服液中剂量组

8 0.94±0.56

**△※

0.81±0.26

**△※

剂量

（

mg/kg

）

PPAR-γ

- 2.50±0.53

**

- 1.63±0.52

0.4 1.63±0.74

8.5 1.75±0.71

17 2.25±0.71

*△

34 2.50±0.53

**△△※

注：与模型组比较 ，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

；与阳性药物组比较 ，

△P＜0.05

，

△△P＜0.01

；与通解口服液低剂量组比较，

※P＜0.05

，

※※P＜0.01

。

空白对照组 模型组 阳性药物组

通解口服液低剂量组 通解口服液中剂量组 通解口服液高剂量组

图

1

各组大鼠回肠组织

PPAR-γ

表达的病理图片（

HE

，

×400

）

实 验 研 究

79



2015

年总第

47

卷第

4

期

性药物组和通解口服液低、中

剂量组大鼠

NF-κB

阳性表达

不明显（呈浅黄色），通解口服

液高剂量组大鼠回肠组织未见

NF-κB

阳性表达。 见图

3

。

4

讨论

MODS

是指机体遭受严重

急性损伤后， 由于失控的全身

炎症反应， 使机体在短时间内

（

＞24h

）同时或序贯出现两个或

两个以上系统器官功能障碍的

临床综合征， 而医学界普遍认

为胃肠道是促发

MODS

的始动

器官和靶部位。 胃肠功能状态

被认为是判断危重病人预后的

一项重要指标。 胃肠运动功能

的恢复有助于有效阻断

MODS

的 进 一 步 发 展 。 目 前 针 对

MODS

胃肠功能损伤尚无特效

药，临床上主要采用肠内营养、

抑酸、改善肠动力等治疗，但疗

效并不理想， 因此采用中医药

干预成为当前研究的热点。 我

们既往研究发现， 通瘀解毒法

有助于改善

MODS

患者胃肠功

能，因此设计本实验做一次机理探索。

PPAR-γ

是一类依赖配体激活的核转录因子，

参与许多生理反应的调节， 其生物学功能复杂多

样，包括调控脂肪和糖代谢、脂肪细胞终末分化、抗

肝纤维化作用，减轻细胞氧化应激损伤，保护脏器

功能等。近年来研究发现，

PPAR-γ

及其激动剂在抗

缺血再灌注损伤方面起着重要作用，是细胞炎症及

缺血反应的重要调节因子

[5]

。

PPAR-γ

被其天然与合成

配体激活后，可抑制炎性细胞因子白介素

-1

（

IL-1

）、

IL-6

及肿瘤坏死因子

-α

（

TNF-α

）等的分泌，抑制黏

附因子

ICAM-1

及

P-

选择素、

E-

选择素等的表达，

同时也能减少诱导型一氧化氮合酶（

iNOS

）的表达，

从而发挥抑制炎症反应、 改善血管内皮功能的作

用。 上述炎性因子的表达均依赖于转录因子：激活

蛋白

-1

（

AP-1

）、核转录因子

κB

（

NF-κB

）的活性而

发挥作用， 而活化的

PPAR-γ

可以抑制二者的活

性。临床研究表明，

MODS

患者

PPAR-γ

活性明显下

调

[6]

。 脓毒血症及肠炎患者体内

PPAR-γ

表达减少，

IL-1

、

IL-6

及

TNF-α

表达水平较高

[7-8]

，特别是

MODS

患者。 因此上调

PPAR-γ

的表达在

MODS

急性胃肠

损伤的防治中有重要的意义。

我们经过长期临床观察， 发现

MODS

起病急

骤，病情重笃，发生变证时多有毒，伤血动血败血甚

者必有毒，病情顽固缠绵者常蕴毒，症见秽浊者则

有毒。

MODS

的临床特点和病理演变符合中医学

“毒”的特性，而急性胃肠功能损伤则是“热从毒化，

变从毒起，瘀从毒结”的结果之一。 我们抓住

MODS

急性胃肠损伤“毒瘀互结”的病理中心，以“六腑以

通为用”之要义，确立了通瘀解毒的治疗大法，并研

制出通解口服液应用于临床。 通解口服液中大黄、

败酱草解毒通瘀，既能清解热毒，又能化瘀通腑，共

为君药；配伍枳实、蒲黄、茜草，达到疏与通合，清与

散配，化瘀而不动血，止血而不留瘀的效果。 既往研

究发现通解口服液可改善

MODS

患者胃肠功能

[9]

，

对

MODS

大鼠炎症反应具有明显的抑制作用

[4]

。 本

研究以回肠

PPAR-γ

、

NF-κB

和

AP-1

蛋白的表达

为观察指标，评估通解口服液对

PPAR-γ

、

NF-κB

和

AP-1

调控作用。 结果显示，各剂量的通解口服液均

空白对照组 模型组 阳性药物组

通解口服液低剂量组 通解口服液中剂量组 通解口服液高剂量组

图

2

各组大鼠回肠组织

AP-1

表达的病理图片（

HE

，

×400

）

空白对照组 模型组 阳性药物组

通解口服液低剂量组 通解口服液中剂量组 通解口服液高剂量组

图

3

各组大鼠回肠组织

NF-κB

表达的病理图片（

HE

，

×400

）
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可上调

MODS

模型大鼠回肠组织

PPAR-γ

的表达，

降低

NF-κB

和

AP-1

的表达，且以中、高剂量组改

善程度更明显，认为通解口服液对

MODS

模型大鼠

回肠组织

PPAR-γ

、

AP-1

、

NF-κB

表达的影响与其

剂量有一定的相关性。 通解口服液可能是通过激活

抗氧化系统 、 抗炎 、 保护血管内皮等作用防治

MODS

。 下一步我们将更深入地研究

PPAR-γ

、炎症

因子与肠平滑肌细胞之间的相关性，从微观角度探

讨通解口服液防治

MODS

胃肠损伤的作用靶点。
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超 高 效 液 相 色 谱 （

ultra performance liquid

chromatography

，

UPLC

）法是指一种采用小颗粒填料

色谱柱（粒径小于

2μm

）和超高压系数（压力大于

105kPa

）的新型液相色谱技术，能显著改善色谱峰

的分离度和检测灵敏度， 同时大大缩短分析周期，

因此特别适用于微量复杂混合物的分离和高通量

研究

[1]

。 中药及其复方作为中医临床用药的主要形

式，体现了中医整体观和辨证论治的特色，具有多

成分、多途径、多靶点发挥药效的特点。 且作为一个

高度复杂的化学物质体系，其复杂性不仅表现在组

成方剂的化学成分的复杂性及各组分相互关系的

复杂性，也体现在方剂与人体相互关系的复杂性

[2]

。

现对近几年来超高效液相色谱在中药及其复方研

究中的应用综述如下。

1 UPLC

法评价中药及其复方提取工艺

邓少东等

[3]

以

UPLC

法测定酸水解前后化橘红

摘 要 超高效液相色谱（

UPLC

）是近年来发展的以超高速度、超高分离度、超高灵敏度为特点的新型液相色谱技

术。中药及其复方是一个复杂的未知体系，不仅化合物种类繁多，数目不明确，而且含量差异大，已知化合物少。目前越来

越多研究者将

UPLC

应用于中药及其复方的复杂体系研究中，发现

UPLC

能够快速、精确的对中药及复方提取工艺进行

优化，测定有效成分及含量，分析药物体内代谢产物，制定指纹图谱。 但因目前单体对照物有限，故在实验中对于某些不

明的单体或新化合物不能马上明确其成分，故在实际研究中经常将

UPLC

与质谱联用测定化合物成分。

关键词 超高效液相色谱 中药 复方 综述
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