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血必净注射液对脓毒症大鼠蛋白C及肿瘤坏死因子 

基因表达的影响 

李银平 乔佑杰 武子霞 钱芳芳 姚咏明 于燕 吴瑶 

【摘要】 目的 探讨血必净注射液对脓毒症大鼠蛋白C(PC)及肿瘤坏死因子一a(TNF—a)基因表达的 

影响。方法 将 96只健康 Wistar大鼠按随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， 

后两组又按处死时间分为术后 2、8、24、48和 72 h亚组，每组 8只。采用盲肠结扎穿孑L术(CLP)制备脓毒症模 

型。取腹主动脉血进行血小板计数，并留取肝、肺组织分别检测各组动物组织PC和 TNF—a的mRNA表达。 

结果 CLP后 8～72 h模型组大鼠肝组织 PC mRNA表达显著下调(P均<0．01)，血必净注射液可显著提高 

脓毒症大鼠PC mRNA表达水平(P均<0．01)。CLP后 2 h模型组动物肝、肺组织 TNF—a mRNA表达均迅 

速升高并持续至伤后 24 h(P<0．05或P<0．01)；血必净注射液治疗可显著降低肝、肺组织 TNF—a mRNA 

水平(P<O．05或P<O．01)，术后 24 h均恢复至伤前正常范围。模型组动物 CLP后 8～72 h血小板计数不同 

程度减少，血必净治疗组较模型组能明显提高血小板计数(P<0．05或 P<0．01)。结论 血必净注射液可以 

从基因水平影响脓毒症动物组织 PC和 TNF—a的mRNA表达。 
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Effects of Xuebijing injection(血 必净 注射液)on protein C and tumor necrosis factor—a mRNA in rats with 

sepsis L y 一ping ，QIAO You—fie， U Zi—xia，Q AⅣ Fang一／ ng，YAO Yong—ming，yU Yan， 

Yao． Tianhe Hospital，Tianjin 300050，China 

[Abstract】 Objective To investigate the effects of the integrated traditional Chinese medicine 

Xuebijing injection(血必净注射液)on protein C(PC)and tumor necrosis factor—a(TNF—a)mRNA in rats 

with sepsis．M ethods Sepsis was induced in W istar rats by cecal ligation and puncture(CLP)．Ninety—six 

healthy animals were randomly divided into four groups：normal group，sham —operation group，CLP model 

group，and Xuebijing—treated group．The two latter groups were divided into 2，8，24，48，and 72一hour 

subgroups with 8 rats in each subgroup． Platelet count of blood obtained from abdominal aorta was 

determined and tissue samples from liver and lungs were collected to measure tissue PC and TNF—a mRNA 

expression．Results PC gene expression levels in lung tissues were significantly lowered(all P％ 0．01)，but 

they were dramatically raised by Xuebijing injection during 8—72 hours post—CLP(all P<O．O1)．Compared 

with normal group。TNF—a mRNA levels in liver and lungs were significantly elevated at 2 hours post—CLP 

(P<O．05 or P<O．O1)．However，treatment with Xuebijing injection markedly reduced TNF—a mRNA both 

in liver and lungs at 2—24 hours (P < 0．05 or P< 0．01)．In CLP group，blood platelet count was 

significantly decreased to certain extent at different intervals within 8—72 hours，and it was markedly 

elevated in the Xuebijing—treated group(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion The current study suggests 

that Xuebijing injection could exert preventing effect on the development of severe sepsis by suppressing Pc 

and TNF—a mRNA． 
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脓毒症和全身炎症反应综合征(SIRS)是严重 

创伤、休克和多种感染性疾病的主要并发症之一，并 
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可能最终导致多器官功能障碍综合征(MODS)，它 

已成为临床上一个十分棘手的问题。近年来的研究 

表明，失控性炎症反应、凝血系统失衡是脓毒症发生 

发展的重要因素n 。大量动物及临床研究证实，蛋 

白 C(PC)系统具有抗血栓形成、促进纤维蛋 白溶 

解、抗炎特性，以及抗凋亡、保护内皮细胞、改善微循 

环、减缓器官功能障碍的作用，在严重脓毒症的发病 

机制中起着重要作用 。目前，肿瘤坏死因子一a 

(TNF—a)被认为是脓毒症早期释放的重要因子之 
一

，可介导多种细胞因子合成，是导致脓毒症和 

MODS的关键启动因子。 ，已证实活化蛋白C(APC) 
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可抑制 TNF—a的合成 。因此，本实验采用与临 

床相关性很强的盲肠结扎穿孑L术(CLP)脓毒症模 

型，观 察血 必净 注射 液对 脓 毒症 过程 中 PC以及 

TNF—a基 因表达 的影 响，探讨 血必净注射液在脓 

毒症防治方面的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型制备：清洁级雄性 Wistar大鼠，体重 

22O～250 g，购自中国医学科学院实验动物中心。适 

应性饲养 1周后按 Cbaudry等 报道的方法行大鼠 

CLP，复制严重腹腔感染致脓毒症模型。术前称重、 

编号，并禁食 12 h、自由饮水。盐酸氯胺酮注射液与 

速眠新 Ⅱ注射液按体积比8：3混合，0．4 ml／kg肌 

肉注射麻醉大鼠后 固定 ，常规消毒、铺无菌洞 巾。沿 

腹正中线作一长约1．5 cm的切口，暴露盲肠并于根 

部结扎 ，避免结扎 回肠 以及盲肠系膜血管，用 16号 

穿刺针贯通穿刺盲肠 3次形成肠瘘，并留置一条宽 

2．0 mm的橡皮片以防针孑L闭合。将盲肠还纳腹腔， 

逐层缝合腹壁切口，术毕立即皮下注射 10 ml生理 

盐水抗休克，术后自由饮水。假手术组仅开腹翻动盲 

肠后关腹 。 

1．2 动物分组及给药：将 96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 

( 一40)和血必净治疗组( 一40)4组，模型组和血 

必净治疗组再分为CLP后 2、8、24、48和 72 h组， 

每组 8只动物。血必净治疗组分别于 CLP后 0．5、 

12、24、36、48和 60 h经静脉注射血必净注射液(天 

津红日药业股份有限公司生产)4 ml／kg；模型组依 

同法分组并平行注射等量生理盐水作为对照。 

1．3 组织及血标本的采集与处理：所用器具均预先 

进行去 RNA酶处理，整个过程在严格无菌条件下 

进行。动物在复合麻醉条件下仰卧位固定，用体积分 

数为 2．5％的乙醇消毒、铺无菌洞巾，沿腹正中线开 

腹，分离腹主动脉，用 5 ml注射器穿刺腹主动脉缓 

慢抽血 4～5 ml，将血标本分别放置于乙二胺四乙 

酸(EDTA)化试管，2 h内进行血小板计数。依次摘 

除肝、肺组织，剪成小块后放置于无菌、无酶、深低温 

冻存管中，于液氮中快速冰冻保存备用。 

1．4 组织基 因表达检测方法 ：取 约 100 mg肝 、肺 
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组织，以异硫氰酸胍一步法提取细胞总RNA，采用 

半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术对转 

录产物进行扩增，扩增产物经质量分数为 2 的琼 

脂糖凝胶电泳后照相。电泳结果采用计算机图象分 

析系统(Gel—pro)进行扫描，以灰度值表示电泳带 

的强度 。以三磷酸甘油醛脱氢酶 (GAPDH)作为内 

参对照，大鼠GAPDH序列(扩增片段 309 bp)：5L 

TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA 一3 (正 义 

链 )，5『_AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT一3 

(反 义链 )；TNF—Q序 列 (扩增 片段 ：346 bp)。 ： 

5 一GTA GCC CAC GTC GTA GCA AA 一 3 

(正义链)，5『_CCC TTC TCC AGC TGG AAG 

AC一3 (反义链)；PC序列 (扩 增 片段 328 bp)： 

5 一GTT GGA CCT GGA CAT CAA GGA 一 3 

(正义链 )，5L GCA GAG CAT GTT CTC CGA 

GAC一3 (反义链)。 

1．5 统计 学方法 ：应用 SPSS12．0统计软件包，结 

果以均数±标准差(z± )表示，计量资料行 t检验 

和方差分析 ；P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 肝组织 PC mRNA 表达 (表 1)：正常大鼠肝组 

织有一定量的 PC mRNA表达，假手术组略微降 

低 ，但与正常对照组无明显差别。CLP后 2 h肝组织 

PC mRNA表达开始下降，但与正常对照组比较差 

异无显著性(P>0．05)，伤后 8 h PC mRNA表达显 

著下调，24 h呈进一步下降趋势，并持续至伤后72 h 

(P均d0．01)，其中正常对照组是降低最大幅度时 

的 2．674倍。血必净注射液可显著抑制脓毒症大鼠 

伤后 24～ 72 h肝 组 织 PC mRNA 表 达 的下 调 

(P均<0．01)；而对 CLP后 2 h和 8 h肝组织 PC 

mRNA表达无明显影响(P均>0．05)。 

2．2 肝、肺组织 TNF—Q mRNA表达 (表 2)：正常 

对照组和假手术组大鼠肝、肺组织 TNF—a mRNA 

表达较少。CLP后 2 h肝、肺组织 TNF—Q mRNA 

表达迅速升高 (P均d0．01)，其 中肝组织升高幅度 

较大；伤后 8 h和 24 h，肝、肺组织 TNF—Q mRNA 

表达逐渐降低，但与正常对照组比较，差异仍有显著 

性(P<O．05或P％0．01)，至伤后48h基本恢复至术 

表 1 血必净注射液对脓毒症大 鼠肝组织 PC mRNA表达的影响( ± ，，l=8) 

Table 1 Effect of Xuebijing injection on PC mRNA in liver tissue of rats with sepsis(x~s，，l一8) 灰度值 

注：正常对照组为 0．607~0．097，假手术组为 0．59710．087；与正常对照组比较：一尸<O．01；与模型组比较： 尸<O．01 
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表 2 血必净注射液对脓毒症大鼠肝 、肺组织 TNF—a mRNA表达的影响( ±s，，l一8) 

Table 1 Effect of Xuebijing injection On TNF—a mRNA in liver and lung tissues of 

rats with seosis( ±s，，l一8) 灰度值 

注：正常对照组肝组织 TNF—a mRNA为 0．229士0．028，肺组织 TNF—a mRNA为 0．204士0．038；假手术组肝组织 TNF—a mRNA为 

0．285士0．062，肺组织TNF—amRNA为0．253士0．084；与正常对照组比较： P<O．05，一P<O．O1；与模型组比较： P<O．05， P<O．O1 

表 3 血必净注射液对脓毒症大 鼠血小板计数的影响 ( 士s，，l一8) 

Table 3 Effect of Xuebijing injection On olatelet count of rats with seosis( ±s，，l一8) ×1 O。／L 

注：正常对照组为(920．83~162．91)×10。／L；假手术组为(855．33~113．51)×10。／L；与正常对照组比较： P<O．05，一P<O．01；与模型 

组 比较 ： P<O．05， P<O．01 

前范围(P均>0．05)。血必净注射液治疗可不 同程 

度 地抑制 肝、肺 组织 TNF—a mRNA 表 达上 调 ， 

CLP后 2～24 h肝、肺组织 TNF—a mRNA表达明 

显低于模型组(P<0．05或 P<0．01)，至伤后 24 h 

肝、肺组织 TNF—a 1TIRNA表达水平与正常对照组 

比较差异无显著性 (P均>0．05)。 

2．3 血小板计数(表 3)：与正常对照组比较，模型 

组大鼠8～72 h血小板计数显著减少(P<0．05或 

P<0．01)。血必净注射液可不同程度提高脓毒症大 

鼠血小板数量，CLP后 8～48 h血小板计数明显高 

于模型组(P<0．05或 P<0．01)。 

3 讨 论 

近年来 ，随着对脓毒症发病机制研究的不断深 

入 ，人们认识到炎症、凝血与纤溶失衡 以及内皮细胞 

损伤共同构成的内环境紊乱是脓毒症病情恶化和造 

成脓毒性休克、MODS的根本原因 。 。新近研究 

发现 ，PC系统具有抗炎、抗凝、促纤溶及调节 内皮细 

胞凋亡等多种生物学活性 ，是连接脓毒症失控性炎 

症反应与凝血紊乱的桥梁，在脓毒症的发病机制中 

起重要作用。 。PC是 PC系统中的主要活性成分， 

已明确其是由肝脏合成的维生素 K依赖性糖蛋白 

酶原 ，受凝血酶与血栓调节蛋 白复合物(T—TM)的 

作用转化为有生物活性的APC，内皮细胞蛋白C受 

体(EPCR)可进一步增强这种转化。 。我们的前期 

研究 已经显示，脓毒症大鼠术后 8～48 h肝 、肺组织 

中EPCR 1TIRNA表达明显增强n们。 

APC有直接抗炎效应，体外研究发现，APC可 

降低内毒素诱导的单核细胞释放 TNF—a、白细胞 

介素一1(IL一1)、IL一6等炎症细胞因子，并可调节 

细胞信号转导通路 。细胞核转录因子一~B(NF— B) 

是控制炎症和免疫的主要核转录因子 ，与炎症信号 

传递紧密关联“ 。APC通过阻断抑制性一 B(I— B) 

降解而下调 NF— B的表达n”。Yuksel等n 也证 

实，APC可抑制 NF— B的核移位和活化蛋白一1 

(AP一1)活性，抑制 内毒素诱导的单核细胞产生 

TNF—a、IL一1等细胞因子。Slofstra等n。 通过吸入 

APC治疗内毒素诱导急性肺损伤动物，发现APC 

能剂量依赖性降低支气管肺泡灌洗液(BALF)中炎症 

介质 ，减少肺泡腔的蛋白渗 出，从而减弱肺部炎症 ， 

改善肺功能。在同样的动物模型中，Kotanidou等n 

也发现，APC能降低BALF中TNF—a、IL一6、巨噬 

细胞炎症蛋白一1a(MIP一1a)的含量。 

严重脓毒症发展过程 中常见继发性 PC缺乏。 

PC水平降低与脓毒症的发生及死亡率密切相关。 

继发性PC缺乏的原因主要有：向APC的持续高速 

转化；中性粒细胞弹性蛋白酶降解、肝合成减少，与 

sEPCR结合增强等n 。Heuer等“ 在脓毒症模型 

中发现，感染后 20 h肝组织PC mRNA表达迅速下 

降；我们在实验中也观察到，CLP后 8 h肝组织 PC 

mRNA表达明显下调，一直持续至伤后 72 h，其中 

伤后 24 h下调幅度最大，说明脓毒症对肝组织PC 

的生成功能具有强烈的抑制作用；同时发现，CLP 

早期实验动物肝、肺两个重要脏器 TNF—a mRNA 

表达迅速增高 ，早期应用血必净注射液干预后 ，肝组 

织 PC 1TIRNA表达在 CLP后 24～72 h显著上调 ， 

于伤后 72 h恢复至伤前正常范围，说明血必净注射 

液有效延缓了肝组织 PC mRNA表达下调时间及 

降低其下调幅度，减轻了脓毒症对组织 PC mRNA 
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表达的负向影响。同样，血必净注射液对脓毒症动物 671—677· 

肝、肺组织TNF—a rnRNA表达的影响规律与PC 10喜霎 嚣 萎鑫 蔷 
mRNA基本相似 ，CLP后 2～24 h TNF—a mRNA 医学，2007，19(6)：365—368． 

表达较模型组明显下降，且能恢复至正常范围。该结 11 Brueckmann M，Hoffmann U，Dvortsak E,et al·Drotrecogin aIfa 

果提示，血必净注射液可以在基因水平促进肝组织 (a ctiva e d)inhib its N F_ka ： 吐．Iv i ： 。 。 ha 
PC的合成，同时降低局部组织 TNF～a基因表达， 。 D。is(J3．Infl R ，2004，53(10)：528—533． 

阻断 TNF～a介导的失控性炎症反应 。因此 ，血必净 12 Yuksel M，Okajima K，Uchiba M，et al·Activated protein C 

注射液可能通过对 PC的作用而影响 TNF—a基因 inhib its lip。p ol s
⋯

acc

⋯

haride_。n

．
d ed们 。：“： h吐 刊ph 

表达，但其具体作用机制有待进一步阐明。 k pp B d 。ti t。 prot i 一1 i h o 。。yt 。[J]． 
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