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血必净注射液对脓毒症大鼠肾保护作用的研究 

朱雪琦 王蕾 刘清泉 姚咏明 

【摘要】 目的 探讨血必净注射液对脓毒症大鼠的肾保护作用。方法 采用盲肠结扎穿孑L术(CLP)制备 

脓 毒症模型 。健康 Wistar大 鼠 8O只按髓 机数字表法分 为正常对照组 、假手术组 、模型组 和血必净治疗 组 ，后 

两组又分为术后 2、8、24和 48 h 4个时间点亚组，每组 8只。检测各组血清肌酐(Cr)、尿素氮(BuN)、Na 、 

K ，尿 Cr、Na 、计算钠排泄分数 (FENa)，采 用放射免疫分析法测定 B 一微球蛋 白(p2一MG)，采用酶联免疫 吸 

附法及蛋 白分析试 剂盒测 定肾组织 白细胞介 素一6(IL一6)及蛋 白含量 ，通过光镜 观察各组大 鼠肾组织形态 学 

变化。结果 与模型组比较，CLP 2 h血必净治疗组血清B 一MG水平下降，差异具有显著性(P<0．01)；CLP 

8 h时血清 BUN、肾组织 IL一6和 24 h时 肾组织 IL一6均有 明显下降 ；CLP 48 h血清 BUN、Cr水平也较 模型 

组下降，差异均具有显著性(P<O．05或 P<O．01)。血必净可减轻肾组织形态学损伤，阻止损伤范围进一步扩 

大。结论 血必净注射液对脓毒症大鼠具有肾保护效应 ，其作用环节可能与抑制 IL一6的合成与释放有关。 

【关键词】 脓毒症 ； 肾； 血必净注射液 ； 保护作用 
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[Abstract] Objective To investigate the protective effects of the integrated traditional Chinese and 

Western medicine Xuebijing injection(血 必净 注 射液 )on the kidney in rats with sepsis．Methods Sepsis 

model was reproduced in rats with cecal ligation and puncture (CLP)． Eighty healthy W istar rats were 

randomly divided into four groups：control group，sham—operation group，CLP model group，and Xuebijing 

group．The two latter groups were divided into four groups of 2，8，24，48一hour subgroups with 8 rats in 

each subgroup．Serum levels of creatinine (Cr)，blood urea nitrogen (BUN)，Na ，K were measured． 

B2一microglobulin(B2一MG)was determined by radioimmunoassay，urine level of Cr，Na+，interleukin一6 

(IL一6)levels in renal tissue，and fractional excretion of sodium (FENa)were determined by enzyme linked 

immunoadsorbent assay (ELISA)．Light microscopy was used to assess the pathological changes in kidney． 

Results Compared with CLP model group，the level of B2一MG was significantly decreased at 2 hours in 

Xuebijing group(P<O．01)．Smilarly，serum BUN content，renal IL一6 level were lowered at 8 hours．and 

serum contents of BUN as well as Cr were also decreased in Xuebijing group than those in model group at 

48 hours after CLP (P<O．05 or P<O．01)．Conclusion Xuebijing injection possesses the protective effects 

on the kidney in rats with sepsis，which may be related with the synthesis and release of IL一6． 

[Key words] sepsis； kidney； Xuebijing injection； protectire effect 

脓毒症患者并 发急性 肾功能 衰竭 (ARF)的 比 

例为大约为 15 ～2O ；在合并 ARF情况下 ，脓毒 

症的病死率可高达 7O 左右。如何早期干预脓毒症 

急性肾损伤、保护肾功能 、防止其形成不可逆的病理 

损害，关系到脓毒症治疗的全局，是临床面临的严峻 

问题。血必净注射液是防治脓毒症／多器官功能障碍 

综合征(MODS)的临床新药，仅在内毒素血症、菌血 
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症模型上进行 了研 究 ，且未见 肾保护效应的研究报 

道。本研究采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备大鼠脓 

毒症模型，观察血必净注射液对脓毒症大鼠的肾保 

护效应，以期为临床脓毒症并发 ARF的防治提供 

参考。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型制备：清洁级雄性 Wistar大鼠，体重 

23O～260 g，购 自中国医学科学 院实验动物繁育场。 

适应性饲养 1周后按照 Chaudry等 报道的方法行 

大鼠CLP，复制严重腹腔感染致脓毒症模型。步骤 ： 

以盐酸氯胺酮(50 g／L)与速眠新 Ⅱ注射液按体积比 

8：3混合，按 0．4 ml／kg肌肉注射麻醉大鼠后 固 

定，常规消毒铺巾，沿腹正中线作一长约 1．5 cm 的 

切口，盲肠根部结扎，避免结扎回肠以及盲肠系膜血 
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管 ，用 16号穿刺针贯通穿刺盲肠 2次 ，近端贯通留 

置一条 宽 1 cm，长 3 cm 的橡 皮片 ，将 盲肠还 纳腹 

腔 ，逐层缝合腹壁切 口，术毕立即经皮下注射生理盐 

水 10 ml，以补充术中体液丢失并抗休克。术后禁食 

12 h，自由饮水 。该模型 72 h死亡率约 75 。假手 

术组为开腹翻动盲肠后关腹 。 

1．2 动物分组及 给药 ：将 80只大 鼠按随机数字表 

法分为正常对照组 ( 一8)、假手术组 ( 一8)、模型组 

( 一32)和血必净治疗组 ( 一32)4组 。血必净治疗 

组 CLP后分别于 0、12、24、36、48和 60 h静脉注射 

血必净注射液(由红花、赤芍、川I芎、丹参、当归等组 

成 ，由天津红 日药业股份有限公司提供 ，参考临床每 

日 2次的给药方式)，每次剂量 4 ml／kg ，按照观 

察 时间点再分为 CLP后 2、8、24和 48 h组 ，每组 

8只 ；模型组依 同法分组并平行注射生理盐水 。 

1．3 血、尿及组织标本的采集与处理 ：按分组 相应 

时 间 点将 动 物麻 醉 后 活杀 ，腹 主 动脉 无 菌 采血 ， 

3 000 r／min(离心半径为 15 cm)离心 15 min，分离 

血清 ，分装后一20 C保存 。以无菌注射器直接从膀胱 

抽取尿液 ，分装后一20 C保存 。严格无菌采取 肾组 

织 ，留取左 肾肾门附近组织 放入体 积分数为 4 的 

中性甲醛固定液中，用于组织形态学观察。其余组织 

标本放置深低温冻存管，于液氮中保存 。 

1．4 检测指标及方法 

1．4．1 肾功能及相关指标 ：血清 肌酐 (Cr)、尿素氮 

(BUN)、Na 、K 和尿 Cr、Na ，使用奥林 巴斯 640 

自动生化分析仪测定。血清 p 一微球蛋白(p 一MG) 

采用放射免疫分析法测定 ，药盒购 自北京北方 生物 

技术研究所；计算滤过钠排泄分数(FENa)。 

FENa c 一雾 弓 盅 } 美 X 100 
1．4．2 肾组织 白细胞介素一6(IL一6)蛋 白含量 ：取 

液 氮冻存 的 肾组织 100 g，置 于匀 浆器 中，并 加入 

15倍 体积 生理盐水冰浴 匀浆 ，4 C下 1 400 r／min 

(离心半径为 15 cm)离心 20 min后取上清液 。采用 

酶联免疫吸附法(ELISA)测定组织上清液 中 II 一6 

含量 ，试剂 盒 为美 国 Biosource公 司产 品，灵 敏度 

8 ng／L，检测范围 8～2 000 ng／I ，阴性结果取灵敏 

度半值 。另取上清液，采用美 国 Pierce公司蛋白分 

析试剂盒测定上清液蛋白含量 。 

结果判定：肾组织 II 一6蛋 白含量(ng／g)一肾 

组织匀浆上清液 IL一6浓度(ng／I )／组织匀浆上清 

液蛋白定量 (g／i ) 

1．4．3 肾组织形态学变化 ：将 组织从 固定液 中取 

出 ，常规 乙醇脱 水，石蜡包埋 ，切取 6 m厚 的组 织 

片 ，苏木素一伊红(HE)染色，常规光镜观察 ，照相 。由 

病理师采用盲法进行评价 。 

1．5 统计学方法 ：采用 SPSS l1．5统计软件包 ，结 

果 以均数 ±标准差( ± )表示，参数计量资料进行 

t检验、方差分析及相关 回归分析 ，非参数计量资料 

进行秩和检验 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 脓毒症大 鼠肾功能指标的变化及血必净注射 

液治疗 的影响(表 1)：模型组 于 CI P后 8 h和 48 h 

大鼠血清 BUN较正常对照组显著升高(P<0．01)； 

血清 Cr于 48 h显著升高(尸<0．05)；血清p 一MG 

于术后 2 h显著升高(P<0．05)，48 h则显著 降低 

(尸<0．01)；血清 K 于 48 h显著升高 (P<0．05)； 

FENa于术后 2、8和 24 h均呈现不同程度地显著降 

低(P均<0．01)。由于 48 h动物尿量明显减少 ，未 

收集到足够检测的尿量 ，故没有 48 h尿 FENa检测 

值。血必净注射液治疗可显著降低脓毒症大鼠升高 

的 血 清BUN、Cr和p 一MG水 平 ，较模 型组 差 异有 

表 1 各组大鼠 肾功能指标及 肾组织 IL一6蛋白水平的变化 ( ±s，，l一8) 

Table 1 Changes of renal function parameter and IL一6 protein level of renal tissue of rats in each group(x~s，n一8) 

注：与正常对照组比较： JP<O．05，一 P<0．01；与假手术组比较： P<0．05， P<0．01；与模型组比较： JP<O．05，△ JP<O．01 
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显著性 (P<0．05或 P<0．01)；而 FENa和血清 K 

无显著影响。 

2．2 脓毒症 大鼠肾组织 IL一6蛋 白水平 的变化及 

血必净注射液治疗对其表达 的影响 (表 1)：模型组 

肾组织 IL一6蛋 白水平 于术后 2、8和 24 h均较正 

常对照组和假手术组升高 (P<O．05或 Pd0．01)， 

于术后 48 h降至术前水平 。血必净注射液治疗可显 

著降低 CLP后 8 h和 24 h肾组织升高的 IL一6蛋 

白水平 ，差异有显著性 (P<0．01和 P<0．05)。 

2．3 脓毒症大 鼠肾组织病理学变化及血必净注射 

液治疗 的影响 ：正常对 照组及假手术组 肾脏未发现 

组织病理性损伤 (彩色插页图 1)。模型组 2 h多数动 

物 肾脏未见 明显的病理性损伤，个别动物可见 肾组 

织炎性细胞浸润，局灶性 肾小管上皮损伤 ，肾小管 内 

颗粒管型 ，肾小球毛细血管淤血；血必净治疗组多数 

动物 肾脏未见 明显的病理性损伤 ，个别动物可见局 

灶性肾小管上皮损伤 ，肾小管内颗粒管型 ，但 肾小球 

毛细血管淤血现象鲜见 (彩色插页图 2，图 3)。模型 

组 8 h多数动物出现病 理性损伤 ，轻 者与 2 h损伤 

相似 ，严重者肾组织 可见大量炎性细胞浸润 ，肾血管 

广泛微血栓形成和肾小球 毛细血管淤血 ，肾小管上 

皮细胞水肿、脱落，有大量颗粒管型；与模型组相比， 

血必净治疗组炎性细胞浸润减轻，肾血管未见明显 

微血栓形成和肾小球毛细血管淤血，肾小管呈灶状 

损害，上皮细胞水肿、脱落 ，偶见颗粒管型(彩色插页 

图 4，图 5)。模型组24 h全组动物均出现病理性损 

伤，诸项改变基本特征与本组 8 h相似，肾损伤的范 

围未见进一步扩大 ；血必净治疗组各项改变基本特 

征与 本组 8 h相似 ，肾损伤 范 围未 见进 一步 扩 大 

(彩色插页图 6，图 7)。模型组 48 h诸项改变基本特 

征与本组 24 h相似 ，但 肾损伤范 围进一步扩大 ；血 

必净治疗组肾小球毛细血管淤血减轻 ，仍可见 肾小 

管上皮细胞肿胀 ，但 坏死显著减轻 ，肾损伤范围未见 

进一步扩大 (彩色插页图 8，图 9)。 

3 讨 论 

脓毒症并发 ARF的发病 机制 尚不清楚 ，细胞 

因子、低血压或肾脏灌注不足都可能是其发病环节。 

大量前炎症 因子[包括肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、 

IL一1和 IL一6]可损伤血管 内皮细胞和其他细胞 ， 

并启动“瀑布效应”，使其表达黏附分子，分泌内皮 

素、血小板活化 因子(PAF)、前列腺素 E 、白细胞三 

烯和其他花生四烯酸代谢产物，导致微血管舒缩功 

能紊乱、内皮损伤及通透性增加，引起肾脏灌注不 

良、肾内血流异常分布、肾小球毛细血管微血栓形成 

以及肾组织炎性 细胞浸润 ，从而直接或 间接地损害 

肾组织细胞 ，引起 肾小管和肾小球功能障碍和结构 

损伤 ，最终导致 ARF̈  。 

目前认为 ，IL一6是继 TNF—a、IL一1p后在脓 

毒症及 MODS发病机制 中起关键 作用的重要炎症 

介质，它不仅可由 T细胞、B细胞、单核／巨噬细胞、 

成纤维细胞 、血管平滑肌细胞和内皮细胞产生 ，还可 

由肾小球系膜和肾小管上皮细胞产生。IL一6有很多 

生物学效应 ，主要参与对免疫和炎症反应的调控。其 

对血管内皮细胞及炎症细胞具有直接激活作用，并 

可诱导急性期蛋白的合成，诱导上皮细胞其他细胞 

因子的表达，从而催化和放大炎症反应。可在局部调 

控 黏附分子 和其 他细胞因子 ，如 IL一1p、TNF—a， 

进一步增强炎症反应 ，形成 TNF—a刺激 IL一6产 

生的正反馈循环。在肾脏缺血／再灌注模型上，IL一6 

基因敲除小 鼠肾组织 中仅产 生很 小量 TNF—a和 

IL一1p，显著 低 于对 照组 的野 生基 因型小 鼠，提示 

IL一6可促进 肾组织 中 TNF—a和IL一1口水平 的升 

高，从而促进 肾脏炎症反应 。动物实验显示 ，应用 

IL一6单克 隆抗体 可 明显 下调 CLP模 型小 鼠肺 、 

肝、肾、心肌组织 中补体激 活产物 C5a受体mRNA 

表达，显著改善存活率，提示IL一6N增强组织器官 

中次级炎性介质 C5a的促炎活性 。巨噬细胞刺激 

蛋 白(MSP)是分散 因子家族的成员，具有刺激定居 

巨噬细胞 的特性 ，并可促进循环 中的单核 细胞 向局 

部组织移行和聚集。肾小管上皮细胞受到细胞 因子 

或小管液蛋 白刺激后可释放 MSP，将循环中单核细 

胞捕获至肾间质 ，引起局部单核细胞增殖和聚集 ，使 

肾间质发生炎性浸润。有研究比较了肾组织 中细胞 

因子 IL一6、IL一8、TNF—a、单核细胞趋化 因子一1 

(MCP一1)及牛血清白蛋 白(BSA)刺激 肾小管上皮 

细胞释放 MSP的能力 ，结果显示 ，IL一6和 BSA增 

加肾小管 MSP释放能力最强∞ 。此外，IL一6可直接 

促进已激活的巨噬细胞分化和浸润 ，并 能激活 巨噬 

细胞分泌MCP一1，该 蛋 白也是单 核细胞从循 环向 

组织移行和参与组织损伤的关键性调控蛋 白。另有 

Simmons等。 报道 ，IL一6和 IL一8与 ARF患者 的 

预后密切相关，血浆中IL一6和 IL一8水平较高者 

预后不 良。Patel等㈤采用 IL一6基因敲除小鼠复制 

肾脏缺血／再灌注模型，结果显示，基因敲除组小鼠 

发生肾功能障碍 、肾组织炎症反应 和病理性损伤的 

程度均显著轻于野生基因型小鼠。提示 IL一6在导 

致肾脏损伤方面具有十分重要的作用，可引发并促 

进肾组织的炎症反应 ，最终引起广泛的病理性损伤 
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和进展性肾功能障碍 。 

血必净注射液的主要有效成分包括红花黄色素 

A、川芎 嗪、丹 参素、阿魏酸 、芍药苷、原 儿茶醛 。文 

献报道，血必净注射液能在体内外有效拮抗内毒素， 

抑制体 内多种炎性介质的病理生理作用 ，恢 复受到 

抑制的免疫反应。 ，对应激性脏器损伤具有 良好 

的保护作用“”，并通过保 护血管 内皮细胞 ，改善 内 

毒素引起大鼠器官超微结构损伤 。在小鼠菌血症 

模型 中，抗生素合用血必净注射液治疗可显著提高 

动物的存活率“ 。在本次实验中，CLP后大鼠肾组 

织 IL一6水平较正常对照组显著升高，同时发生 肾 

功能障碍 ，肾组织炎性细胞浸润 ，结构损伤早 。早期 

给予血必净注射液治疗可显著降低大鼠 CLP后 肾 

组织中升高的 IL一6蛋 白水平 ，降低血清 p。一MG、 

BUN和 Cr，减轻肾组织炎性细胞浸润 、肾小球淤血 

和肾小管上皮细胞损伤，防止肾血管微血栓形成，阻 

止损伤进一步扩大。提示血必净注射液对脓毒症大 

鼠具有 肾保护效应 ，其作用环节 可能 与抑制 IL一6 

的合成与释放有关 ，具体机制还有待进一步探讨。 
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过氧化物酶体增殖物激活受体一a缺乏可加重多器官功能障碍综合征损伤 

过氧化物酶体增殖物激活受体一a(PPAR—a)是配体依赖性转录因子核受体超家族成员之一。意大利科研人员最近报告 

了PPAR—a对酵母多糖诱发多器官功能障碍综合征(MODS)的影响。采用 PPAR—a野生型小鼠(对照组)和．pPAR一=a基因 

敲除小 鼠(实验组 )为研究对 象 ，腹 腔注射酵母 多糖 500 mg／kg诱发 MODS，注射后 18 h检 测反映 器官损 伤的指标 并观察 了 

12 d的体重和死亡率。结果显示：腹腔注射酵母多糖可引起小鼠严重的炎症反应及肝、肾、胰腺和小肠损伤．伴有白细胞浸润 

及髓过氧化物酶活性 和脂质 过氧化物显著 升高 ，免疫 组化法检测显示 小肠免疫 反应性显著增 高 ；实 验组 小 鼠小肠 组织损 伤和 

腹膜炎程度及死亡率均显著高于对照组。该研究证明 PPAR—a通路的存在对非脓毒性休克引起的 MODS具有保护作用。 

车晋伟 ．编译 自((Shock》．2006，26：477—484；胡森 ，审校 

巨噬细胞作用增强引起脓毒症时血红素加氧酶一1表达增高 

巨噬细胞功能失控导致其吞噬血细胞作用增强是噬血细胞综合征(HPS)的一个典型特征。最近瑞典学者报告在脓毒症时 

也观察到了同样的现象．并且吞噬血细胞作用增强还促使具有抗炎作用的血红素加氧酶一1(HO一1)释放显著增多。研究者采 

集了 28例死于脓毒症患者和 8名健康志愿者(对照)的骨髓标本，观察骨髓象中巨噬细胞吞噬红细胞的现象，并检测CD163、 

HO一1、铁蛋白、CD8和粒酶B的表达。结果显示．脓毒症患者骨髓的所有检测指标均显著高于对照组，骨髓象中巨噬细胞吞 

噬红细胞现象十分活跃．这可能是巨噬细胞 HO一1表达增高的一个促进因素。由此研究者认为，脓毒症与HPS时噬血巨噬细 

胞活性增高的机制相似，也提示巨噬细胞吞噬红细胞作用增强引起 HO一1表达增高可能对脓毒症时炎症反应起抑制作用。 

车晋伟 ．编译 自《Eur J Haematol》，2006，77：432—436；胡森 ，审校 
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血必净注射液对脓毒症大鼠肾保护作用的研究 
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