
实 验 研 究

792018 年总第 50 卷第 3期

脓毒症（sepsis）表现为因感染引起宿主反应

失调而导致危及生命的器官功能障碍，全球每年

有数百万人罹患脓毒症，其中1/4甚至更多的患者

死亡[1]。本病发病机制尚不能完全阐明，TLR4是

其发病机制中可能的启动因子，并通过NF-κB等

一系列信号转导通路级联放大效应，导致炎症因

子“瀑布样爆发”[2]。中医认为感染属于毒热证范

畴，病机属“热毒炽盛”，而脓毒症各个时期都可

存在严重感染，使用清热解毒法解决“毒邪”这一

主要矛盾，必可取得良好疗效[3]。本课题组前期采

用黄连解毒汤作为基本方，发现加味黄连解毒汤

能降低实热证多器官功能障碍综合征（MODS）患

者器官衰竭的发生率和病死率[4]，但黄连解毒汤治

疗MODS的机理尚不明确。本研究观察了黄连解

毒汤对脓毒症模型小鼠血清及肺组织炎症因子表

达、TLR4转导通路的影响，探究其对脓毒症小鼠

肺损伤保护作用的机制。

1 实验材料

1.1  动物  SPF级ICR小鼠100只，雌雄各半，体重

（20±1.2）g，由广州中医药大学实验动物中心提供，

动物许可证号：SCXK（粤）2011-0092。

1.2  药物与试剂  黄连解毒汤水煎剂由广州中医

药大学第一附属医院制剂中心制备，药物组成：黄

连10g、黄芩10g、黄柏10g、栀子10g（成人日服剂

量），将药物浓缩成50%、100%、200%药液（相当

于生药量0.13、0.27、0.53g/mL）各150mL并灭菌保

存。酵母多糖A（Zymosan  A）冻干粉，Sigma公司；

白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）测
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摘 要 目的：研究不同剂量黄连解毒汤对脓毒症小鼠模型肺损伤的保护作用及其机制。方法：SPF级ICR小鼠100
只随机分为正常组、模型组和黄连解毒汤低、中、高剂量组，每组又分为造模后24h和48h两个时间点检测组。除正常组外，

其余各组小鼠腹腔注射酵母多糖-石蜡混悬液，建立脓毒症小鼠模型，造模同日各组分别灌胃给予相应的药物，正常组与模

型组灌胃生理盐水，1次/d，持续至实验结束。于造模24h、48h进行小鼠行为学观察，酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测小

鼠血清炎症因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素-6（IL-6）水平，荧光定量PCR法检测肺组织核转录因子kappa  Bp65
（NF-κBp65）、Toll样受体4（TLR4）mRNA转录水平变化，光镜观察小鼠肺组织病理结构。结果：与模型组同时间点比较，

黄连解毒汤各剂量组小鼠血清TNF-α、IL-6水平均明显降低（P<0.01），中、高剂量组指标明显低于低剂量组（P<0.01），
中、高剂量组组间比较无统计学差异（P>0.05）。与模型组同时间点比较，黄连解毒汤中、高剂量组大鼠肺组织NF-κBp65、
TLR4  mRNA转录水平均明显降低（P<0.01），低剂量组NF-κBp65（24h、48h）、TLR4  mRNA（48h）转录水平明显降低

（P<0.01），中、高剂量组上述指标明显低于低剂量组（P<0.01），中、高剂量组组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。组内比

较，黄连解毒汤各剂量组48h时点对上述指标的改善作用均明显优于24h时点，以中、高剂量组更为明显（P<0.05，P<0.01）。
病理结果显示，黄连解毒汤各剂量组小鼠肺组织损伤程度明显轻于模型组，以中剂量组损伤程度最轻。结论：黄连解毒汤

能够明显改善脓毒症小鼠的肺损伤，且该保护作用可能是通过调控TLR4受体介导的炎症反应通路来实现的，治疗最佳剂

量确定为中剂量。
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试盒，上海酶联生物科技；RT-PCR引物、实时荧光

定量qRT-PCR引物，上海英俊生物技术有限公司；

RT-PCR、实时荧光定量qRT-PCR试剂盒及相关溶

液，Roche公司。

1.3  仪器  2400型PCR仪，Perkin  Elmer公司；7300

型实时定量PCR仪，ABI公司；5810R型超低温高速

离心机，Eppendorf公司；酶联分析仪，Tecan  Genio公

司；BH-2显微镜，日本奥林巴斯公司。

2 实验方法

2.1  动物分组、造模与给药  将100只小鼠按分层

随机抽样法分为正常组、模型组和黄连解毒汤高、

中、低剂量组，每组20只，每组又分为造模后24h和

48h两个时间点检测组，每个时间点检测10只。按

照胡森等[5-6]方法制作小鼠脓毒症模型：把4g酵母多

糖A与50mL灭菌石蜡油混合，高频振荡30min，超

声振荡6h，制成造模用混悬液，无菌条件下，模型

组每只动物予腹腔注射1mg/kg剂量酵母多糖-石蜡

混悬液，建立脓毒症小鼠模型。造模后动物出现呼

吸急促、寒战、活动减少、反应迟钝、进食进水减少、

排尿减少等脓毒症表现，提示造模成功。造模同日

开始灌胃给药。给药剂量采用体表面积换算，中剂

量组给药剂量等效于成人（70kg计），即每日给予小

鼠0.2mL/10g灌胃，低、中、高剂量组分别给予50%、

100%、200%药液，正常组和模型组给予等体积生理

盐水，1次/d，持续至实验终点。

2.2  动物行为学观察  造模后分别于24h、48h观察

各组动物一般状况，如动物毛发色泽、活动能力、进

食及饮水情况、排便情况。

2.3  血清炎症因子检测  造模后24h、48h动物眼眶

采血留取血清样本备检，采用ELISA法检测TNF-α、

IL-6水平。

2.4  荧光定量PCR法检测肺组

织NF-κBp65、TLR4  mRNA表

达  按Takara公司试剂盒说明书

提 取 总RNA后，按Fermentas公 司

试剂盒说明书进行RT-PCR，RT条

件：42 ℃ ×60min，70 ℃ ×5min。

转 录 后 的cDNA按Takara公 司 试

剂 盒 说 明 书 进 行real-time  PCR

（25μL体 系）。TLR4引 物 序 列：

Forward  Primer  5’-ttggggaggaa 

gaaaggtctaac-3’，Reverse  Primer

5’-tgctgactgaaataaggtgaaagc-3’；

NF-κBp65引 物 序 列：Forward

Primer  5’-gaatctccctggtcaccaaagac-3’，Reverse

Primer  5’-cagcctcatagaagccatccc-3’。real-time

PCR反应条件（两步法）：Stage  1，预变性，Repeat  1，

95 ℃ 30s；Stage  2，PCR反 应，Repeat  40，95 ℃ 5s，

60 ℃ 31s；Dissociation  Stage，反 应 结 束 后 确 认

Real  Time  PCR的扩增曲线和溶解曲线。

2.5  肺组织病理观察  造模后24h、48h取血后颈椎

脱臼法处死小鼠，剪取肺组织置于4%甲醛溶液中固

定，经脱水、石蜡包埋、切片、脱蜡等处理，采用HE染

色后于光镜下观察病理改变，由广州中医药大学第

一附属医院病理科完成。

2.6  统计学方法  实验数据采用SPSS  19.0进行统

计分析。计量资料以（x-±s）表示，符合正态分布者

采用 t 检验，不符合正态分布者采用非参数检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  小鼠行为学观察  正常组小鼠呼吸均匀，毛色

光亮，活动灵敏，进食饮水正常，大小便颜色和频次

正常。模型组小鼠在造模24h后普遍出现鼠毛脏湿、

肤温凉、眼睑充血水肿、呼吸促、肢体颤抖、活动减

少、反应迟钝、进食进水减少、排便排尿减少的表现，

48h时上述症状明显加重。黄连解毒汤各剂量组小

鼠在造模后也普遍出现鼠毛脏湿、活动减少、进食进

水减少的表现，但呼吸、活动、进食水及排便情况均

明显优于模型组，尤其以中、高剂量组情况更佳，48h

时上述症状明显减轻。

3.2  各组小鼠血清炎症因子水平比较  结果见表1。造

模后，与正常组比较，模型组小鼠血清IL-6、TNF-α

均 明 显 升 高（P<0.01），48h组 较24h组 有 明 显 增

加（P<0.01）。黄连解毒汤各剂量组小鼠血清IL-6、

TNF-α水平虽仍显著高于正常组（P<0.01），但各时

表 1  各组小鼠不同时点血清炎症因子水平比较（x-±s）
组别 时点 动物数（只） IL-6（pg/mL） TNF-α（pg/mL）

正常组
24h 10 42.50±9.10 41.08±9.13
48h 10 40.67±7.96 39.81±8.83

模型组
24h 10 612.23±38.28** 267.32±28.01**

48h 10 757.11±38.47** ◆◆ 321.60±37.76** ◆◆

黄连解毒汤低剂量组
24h 10 550.25±51.92**## 196.06±13.66**##

48h 10 486.85±42.53**## ◆◆ 146.79±16.40**## ◆◆

黄连解毒汤中剂量组
24h 10 466.00±49.42**##△△ 161.24±23.92**##△△

48h 10 205.33±54.09**##△△◆◆ 125.61±23.42**##△△◆◆

黄连解毒汤高剂量组
24h 10 441.74±56.40**##△△ 155.33±17.67**##△△

48h 10 189.41±39.43**##△△◆◆ 116.88±19.90**##△△◆◆

注： 与正常组比较，**P<0.01；与同时点模型组比较，##P<0.01；与同时点低剂量

组比较，△△P<0.01；与本组24h比较，◆◆P<0.01。
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点均显著低于模型组（P<0.01），
48h显著低于24h（P<0.01），以中、

高剂量组效果更为明显，中、高剂

量组组间比较差异无统计学意义

（P>0.05）。
3.3  各 组 小 鼠 肺 组 织NF-

κBp65、TLR4  mRNA转 录 水

平 比 较  见 表2。NF-κBp65、

TLR4  mRNA在 小 鼠 肺 组 织 中

均有表达。模型组各时点NF-

κBp65、TLR4  mRNA转 录 水 平

明显高于正常组（P<0.01），其中

48h时点表达量更高（P<0.01）；

黄 连 解 毒 汤 中、高 剂 量 组

TLR4  mRNA转录水平明显低于

模型组（P<0.01），黄连解毒汤各

剂量组NF-κBp65  mRNA转录

水平明显低于模型组（P<0.01）。
黄连解毒汤中、高剂量组水平明

显低于低剂量组（P<0.01），中、

高剂量组组间比较差异无统计

学意义（P>0.05）。中、高剂量组

48h水平明显低于24h（P<0.05，
P<0.01）。
3.4  各 组小鼠 肺组 织病 理变

化  光镜下观察各组小鼠的肺组

织病理变化见图1。正常组小鼠

肺组织未见损害。模型组肺泡隔

明显增宽，大部分肺泡萎陷，部

分肺泡内见较多红细胞浸润，细

胞质疏松、染色变浅，细胞核增

大、染色变浅，48h时上述病理改

变加重。黄连解毒汤各剂量组肺

损害较模型组明显减轻，仅见部

分肺泡隔增宽和肺泡萎陷，肺泡

内见少量红细胞，细胞质疏松、染

色正常，细胞核增大、染色正常，

但48h时上述病理改变较24h仍

有加重。

4 讨论

TLR样受体（Toll-like  receptors，TLRs）被认为

是生物体最重要的模式识别受体，其在天然免疫细

胞的表达使机体能够及时感知感染等危险信号[7]。

其中，TLR4可以识别不同的细菌或病毒产物，它识

别革兰阴性菌内毒素脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS），通过MyD88依赖和非MyD88依赖两种信号

转导通路途径诱导NF-κβ，使之移位进入细胞核，

启动炎症因子如TNF-α和IL-6等的大量表达，最

表 2  各组小鼠不同时点肺组织 NF-κBp65、TLR4 mRNA 转录水平比较（x-±s）

组别 时点 动物数（只） NF-κBp65 TLR4  mRNA

正常组
24h 10 1.01±0.17 0.459±0.170

48h 10 0.928±0.18 0.477±0.212

模型组
24h 10 5.08±1.17** 3.143±1.036**

48h 10 7.13±1.20** ◆◆ 3.917±0.728** ◆◆

黄连解毒汤低剂量组
24h 10 4.25±0.90**## 2.65±0.68**

48h 10 3.89±0.85**## 2.22±0.74**##

黄连解毒汤中剂量组
24h 10 2.48±0.61**##△△ 2.143±0.610**##△△

48h 10 1.83±0.52**##△△◆◆ 1.565±0.733**##△△◆

黄连解毒汤高剂量组
24h 10 2.7±0.68**##△△ 1.994±0.618**##△△

48h 10 2.01±0.59**##△△◆◆ 1.508±0.718**##△△◆◆

    注： 与正常组比较，**P<0.01；与同时点模型组比较，##P<0.01；与同时点低剂

量组比较，△△ P<0.01；与本组 24h比较，◆ P<0.05，◆◆ P<0.01。

图1  各组小鼠肺组织病理变化（HE染色，×100）
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终导致肺等器官的损伤甚至多器官功能障碍综合

征[2，7-8]。

中医理论认为，“毒邪”是脓毒症发生发展中必

要的病理因素，热毒煎熬血分，最后导致正虚邪实，

气滞血瘀，阴阳逆乱，衰而竭之[3，9]，因此清热解毒法

在脓毒症治疗中有着重要的地位。研究表明，清热

解毒代表方黄连解毒汤对铜绿假单胞菌、大肠埃希

菌、金黄色葡萄球菌和沙门菌等多种细菌均有高效

抑制作用，能对抗细菌毒素，调节免疫反应[10-12] ；能

阻断LPS所诱导的TLR4高表达，从而抑制相关基因

表达产物TNF-α、IFN-β过度分泌[13] ；还可以延长

脓毒症大鼠的生存时间，减轻炎症因子对器官的损

伤，降低死亡率[14-15]。

本研究结果显示，经酵母多糖腹腔注射造模后，

各组小鼠血清IL-6、TNF-α含量明显升高，造模后

48h更高于24h，这与人体发生脓毒症后炎症因子在

体内进行性升高相符合。黄连解毒汤各剂量组较模

型组同时间点血清IL-6、TNF-α水平均有明显下降，

以中、高剂量组作用尤其显著。进一步研究发现，与

模型组各时段相比较，黄连解毒汤各剂量组肺组织

NF-κBp65、TLR4  mRNA基因表达水平均有显著降

低，这一趋势与血清炎症因子的降低基本吻合。同

时，病理结果显示，黄连解毒汤能显著保护小鼠肺组

织结构的完整性，减轻肺泡塌陷和细胞水肿。提示

黄连解毒汤可能是通过调控TLR4、NF-κB的表达

进而抑制脓毒症小鼠的炎症反应，减少炎症因子的

表达，以降低肺损伤的程度。中、高剂量效果更为显

著，但组间并无显著性差异，证实了黄连解毒汤中剂

量即可达到较好的疗效，因此治疗最佳剂量确定为

中剂量即临床常用剂量。下一步课题组拟探讨黄连

解毒汤对脓毒症小鼠TLR4/NF-κβ信号转导通路上

其他级联反应产物的影响。
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