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重楼总皂苷对脓毒症大鼠的保护作用研究

周满红 汪松 马璇岚 李堂江 刘同英 刘安平

【摘要】目的观察重楼总皂苷对脓毒症大鼠的保护作用并探讨其作用机制。方法采用盲肠结扎穿

孔术(CLP)制备大鼠脓毒症模型，观察重楼总皂苷对CLP大鼠死亡率的影响。用酶联免疫吸附法(ELISA)检

测术后2、6、12、24和48 h大鼠血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介素一Ip(IL一1t3)水平；光镜下观察72 h

大鼠肺组织病理学变化。分离大鼠腹腔巨噬细胞(PM∞)，用ELISA检测重楼总皂苷对LPS(100／-g／L)诱导

大鼠PM圣释放TNF—a及IL一1B的影响。结果重楼总皂苷组大鼠死亡率明显低于模型组(50．o％比85．o％，

P<O．05)。重楼总皂苷各浓度组血清TNF—a和IL一1p水平较模型组相应时间点明显降低(P<o．05或P<

0．01)；肺组织病理学观察显示肺损伤程度较轻。体外实验表明，5、10、20和40 mg／L重楼总皂苷均可显著降

低LPS刺激PM垂释放TNF·a和IL一1p的水平(P均<O．01)；且各浓度组间TNF—a水平差异无统计学意义

(P均>0．05)；而5 mg／L组IL一1p水平显著高于10 mg／L组(P<0．05)，但与20 mg／L组和40 mg／L组比较

差异无统计学意义(P均>o．05)。结论重楼总皂苷能抑制CLP大鼠巨噬细胞活化并减轻肺损伤程度，对

CLP大鼠具有保护作用。

【关键词】重楼总皂苷；脓毒症； 巨噬细胞； 肿瘤坏死因子一a， 白细胞介素一lh脂多糖

Protective effects of rhizoma paridls total saponins(重楼总皂苷)on septic rats ZHOU Man-hong，WANG

Song．MA Xuan—lan，LI Tang—jiang，LIU Tong-ying，LIU An—ping．Department of Emergency，The

Affiliated Hospital of Zunyi Medical College，Zunyi 563003，Guizhou，China

[Abstract]Objective To investigate the protective effect of rhizoma paridis total saponins(重楼总皂

苷)and its mechanism on septic rats．Methods Septic model was reproduced by cecal ligation and puncture

(CLP)in Wistar rats．Rhizoma paridis total saponins was administered tO observe its protective effects

on septic rats．Blood was collected tO determine serum tumor necrosis factor—a(TNF—a)and inferleukin一18

(IL一1B)levels at 2，6，12，24 and 48 hours after operation by means of enzyme—linked immunosorbent assay

(ELISA)．The pathological changes of lung tissue were observed with light microscope at 72 hours after

operation．The peritoneal macrophages(PMm)in rats were isolated and the release of TNF—a and IL一1B in

PM垂after exposure tO lipopolysaccharide(LPS，100／19／L)were measured by ELISA．Results Mortality in

the rhizoma paridis total saponins group was significantly lower than the CLP group(50．O％VS．85．O％，

尸<O．05)．The levels of TNF—a and IL一1B in serum were significantly lower than those of the CLP group at

the same time(P<0．05 or P<O．01)．The degree of inflammatory injury tO the lung was much milder than

that in the CLP group．In the in vitro experiment，it was shown that rhizoma paridis total saponins in

concentrations of 5，10，20 and 40 mg／L could inhibit remarkably the release of TNF—a and 1L一1p from

LPS—stimulated PM垂of rats(all P<0．01)．The differences in TNF—a levels among the groups showed no

statistically significant difference(all P>O．05)．The level of IL一1p in 5 mg／L group was significantly higher

than that of the 10 mg／L group(P<O．05)。but showed no difference with those of 20 mg／L and 40 mg／L

groups(both P>O．05)．Conclusion Rhizoma paridis total saponins can protect the CLP rats by inhibiting

the activation of rat PMm tO release cytokines and ameliorating acute lung injury．

[Key words] rhizoma paridis total saponins； sepsis f macrophage}tumor necrosis factor—a；

interleukin一18； Iipopolysaccharide

严重创伤、大手术、休克、感染以及心搏、呼吸骤

停复苏后常并发脓毒症(sepsis)，已成为危重病医学

的首要问题口]。对多器官功能障碍综合征(MoDS)

抗炎治疗途径的选择，由于从靶细胞活化至炎症细

胞因子产生、释放这一过程中存在多处阻断环节，故

针对这些环节可进行相应的干预口]。在国内，运用中
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医药防治脓毒症及MODS已成为一个重要的发展

方向[3]。王今达教授等n3提出了重症感染性疾病治

疗的新对策——采用中医药制剂对细菌、内毒素、炎

症介质并治，并取得一定成效。因此，在对脓毒症治

疗上应强调中西医结合治疗，并应进一步发掘新的

中药方剂或某些中草药的有效成分，形成我国独特

的防治脓毒症新措施[5]。重楼为百合科植物云南重

楼或七叶一枝花的干燥根茎，其药用历史悠久，以蚤

休之名始载于《神农本草经》，具有清热解毒、消肿止

痛、凉肝定惊之功效。现代药理研究发现，重楼活性
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成分具有抗肿瘤、镇静、镇痛、止血等作用，尤其具有

抑菌、消炎作用[6]。本研究中重点探讨重楼的主要有

效成分重楼总皂苷对脓毒症模型大鼠的保护作用及

其机制，报告如下。

1材料与方法

1．1实验材料：药材购于贵州省务JII县中药材市

场，经遵义医学院药化教研室鉴定为云南重楼。在遵

义医学院药化教研室提取分离，经化学检识为皂苷

成分重楼总皂苷。选择8周龄清洁级Wistar大鼠，

雌雄各半，体重200～250 g，由第三军医大学野战外

科研究所实验动物中心提供，实验动物合格证号：

SCXK一2002008。

1．2实验动物分组及模型制备：参照Chaudry等[71

报道的盲肠结扎穿孔术(CLP)方法制备大鼠脓毒症

模型，行CLP后立即于大鼠背部皮下注射生理盐水

30～40 ml／kg，以补充术中丢失的体液。制模后的动

物按下列方法处理。

1．2．1实验l：将40只CLP大鼠按随机数字表法

分为模型组和重楼总皂苷组，每组20只，观察重楼

总皂苷对CLP大鼠的3 d保护率。

1．2．2实验2：将66只CLP大鼠按随机数字表法

分为3组：正常对照组(6只)，麻醉后活杀；模型组

(30只)，分别于术后2、6、12、24和48 h活杀；重楼

总皂苷组(30只)，于CLP后予重楼总皂苷灌胃，每

次40 mg／kg，每日2次，分别于术后相应时间点活

杀。活杀大鼠后无菌取心脏血待测肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)、白细胞介素一Ip(IL一113)含量，72 h取肺行

组织病理学检查。

1．2．3实验3：大鼠腹腔巨噬细胞(PM①)的分离、

纯化和培养：大鼠术前禁食12 h，乙醚麻醉，脱臼处

死后浸泡于体积分数为75％的乙醇中5～10 min，

剪开腹部皮肤暴露腹膜，向腹腔内注入生理盐水约

20 ml，轻揉腹部，沿腹白线剪开一小口，吸取腹腔

液，离心10 min，洗涤2次后用含质量分数为10％

灭活小牛血清的RPMll640培养液悬浮细胞，调整

细胞浓度为1×109／L后加入至聚苯乙烯培养板中，

每孔0．5 ml。按随机数字表法分为空白对照组、脂

多糖(LPS)组及重楼总皂苷5、10、20和40 mg／L

组，每组6个复孔。重楼总皂苷各组加入相应浓度药

物后2 h分别加入终浓度为100 tLg／L的LPS。空白

对照组只加入大鼠PM①及生理盐水；LPS组只加

入相同浓度及量的大鼠PM@和LPS。于37℃、体

积分数为5％的CO。培养箱中孵育24 h，收集上清

液于一20℃保存待测TNF—a、IL一1p浓度。

1．3检测指标及方法：血清及上清液TNF—a、IL一1p

浓度检测采用酶联免疫吸附法(ELISA)，按试剂盒

说明书操作步骤进行。肺组织常规脱水、石蜡包埋、

苏木素一伊红(HE)染色、封固、切片，光镜下观察组

织病理学变化。

1．4统计学处理：计量资料以均数土标准差(z士5)

表示，计数资料用百分比表示，采用SPSS 10．0统计

软件进行单因素方差分析和x2检验，P<O．05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2．1重楼总皂苷对CLP大鼠的保护作用：模型组

大鼠3 d死亡率为85．o％(17／20)，重楼总皂苷组

3 d死亡率为50．O％(10／20)，两组比较差异有统计

学意义(P<O．05)。

2．2重楼总皂苷对CLP大鼠血清TNF—a和IL一1p

水平的影响(表1)：模型组血清TNF—a和IL一1p水

平较正常对照组明显增高(P均<o．01)，分别于术

后24 h和6 h达到高峰；重楼总皂苷组血清TNF—a

和IL一18水平明显下降，与模型组比较差异有统计

学意义(P<O．05或P<O．01)。

表1各组大鼠血清TNF—a和IL一1B水平比较(；士s)

组别嚣动物数咄TNmF-=
IL一18

(ng／L)

注：与正常对照组比较，3P<O．Ol；与模型组同期比较，。P<O．05，

。P<0．Ol

2．3 重楼总皂苷对LPS诱导大鼠PM国释放

TNF—a、IL一1口的影响(表2)：空白对照组上清液中

仅有少量TNF—a、IL一18表达。LPS处理可致PM①

上清液中TNF—a、IL一1p过度表达(P均<o．01)。重

楼总皂苷各浓度组上清液中TNF—a、IL一1t3水平均

较LPS组显著降低，差异均有统计学意义(P均<

0．01)。各浓度重楼总皂苷组间TNF—a水平差异无

统计学意义；重楼总皂苷5 mg／L组IL一1p水平显著

高于重楼总皂苷10 mg／L组，差异有统计学意义

(P<0．05)，与重楼总皂苷20 mg／L组及40 mg／L
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组间比较差异无统计学意义(P均>0．05)。

裹2重楼总皂苷对LPS诱导大鼠PM∞

释放TNF—a、IL一1p的影响(；士s)

组别 孔数TNF—a(ng／L) IL—lfl(ng／L)

注：与空白对照组比较，4P<O．01；与LPS组比较，。P<0．01；

与重楼总皂苷5 mg／L组比较，‘P<0．05

2．4肺组织病理学改变(彩色插页图1)：光镜下观

察，正常对照组肺组织结构完整，无出血、水肿。模型

组可见大量炎性细胞浸润，肺泡壁结构破坏、肺间质

水肿，片状出血灶、肺泡腔和间质可见大量红细胞。

与模型组比较，重楼总皂苷组肺泡结构损伤轻微，问

质水肿、炎性细胞浸润和出血均显著减轻。

3讨论

严重创伤、大手术、休克、感染和心搏、呼吸骤停

复苏后等严重疾病时，肠道缺血和再灌流损伤导致

肠黏膜屏障功能障碍，肠内细菌及内毒素等进入血

流。革兰阴性(G一)菌细胞壁外膜上内毒素的主要成

分LPS是介导脓毒症的主要病原分子之一[8]，其可

在炎症过程中诱导各种炎症反应细胞如巨噬细胞的

活化，从而引起TNF—d、IL一1p等大量炎症介质的释

放，这些炎症介质协同作用，促使炎症过程发生发

展，形成致死性的过度炎症反应，最终导致脓毒症并

发展为MODS，甚至死亡[9]。因此，在脓毒症的病理

生理过程中，活化的巨噬细胞产生TNF—Q、IL一1B等

炎症介质起到了关键性的作用。抑制巨噬细胞的活

性，将会减少这些炎症介质的产生，进而减轻由它们

带来的局部或全身炎症损害。

本实验结果表明，重楼总皂苷能明显降低CLP

大鼠的死亡率，并显著减少其体内主要炎症介质

TNF—n和IL一1p释放；体外细胞培养也证实重楼总

皂苷可明显抑制LPS诱导大鼠PM面释放TNF—a和

IL一1B，提示重楼总皂苷对CLP大鼠的保护作用可

能与其抑制巨噬细胞的活性，减少TNF—a和IL一1B

等炎症介质的产生有关。重楼总皂苷也许可以从源

头上调控TNF—a、IL一1p等炎症介质的水平，从而在

一定程度上抑制炎症的发生发展，避免形成过度的

炎症反应和脓毒症，进而减轻由过度炎症反应带来

的局部或全身损害。重楼总皂苷各浓度组间PM①

释放TNF—a差异无统计学意义，表明重楼总皂苷浓

度只要达到5 mg／L即可达到抑制LPS诱导大鼠

PM①释放TNF—a的目的，再增加浓度也不能增加

其抑制效应。而重楼总皂苷对LPS诱导大鼠PMO

释放IL一1p的最佳浓度在10 mg／L，再增加浓度并

不能增加抑制LPS诱导的大鼠腹腔巨噬细胞释放

IL一1p的效应。

重楼提取物的抗菌、抗炎作用机制仍不十分清

楚。核转录因子一KB(NF—KB)可通过调控细胞因子的

基因表达而参与体内炎症反应的发生发展，如果以

NF～KB作为靶目标进行干预治疗，则可能会起到明

显的抗炎效果。有文献报道，重楼皂苷类物质具有良

好的清除自由基效果及抗氧化能力，尤其是具有抗

脂质过氧化及保护DNA免受自由基氧化损伤的能

力[103；同时具有许多抗氧化剂抑制NF—KB活化的作

用[11】，进而在mRNA水平抑制TNF—a、IL一1p的生

成，从而起到调控炎症反应的作用，有待进一步的研

究来证实。

本实验结果还表明，重楼总皂苷能减轻CLP大

鼠肺组织的损害，也许是其降低CLP大鼠死亡率的

原因之一。
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