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四逆汤对脓毒症大鼠炎症反应及免疫功能的影响

陈明祺 鲁俊 程璐 吕海 王醒

【摘要】 目的 观察四逆汤对脓毒症大鼠炎症反应及免疫功能的影响，并探讨其可能的作用机制。 方法

66 只 SD 大鼠按随机数字表法分为正常对照组（n＝6）、模型组（n＝30）和四逆汤组（n＝30）。 腹腔注射脂多糖

（LPS）5�mg/kg 制备脓毒症大鼠模型。四逆汤组于制模后即刻灌胃四逆汤 5�g/kg；模型组给予等量生理盐水；正常

对照组不予任何处理。 分别于制模后 2、12、24、48、72�h 经眼眶采血后处死大鼠， 采用酶联免疫吸附试验

（ELISA）测定血清白细胞介素（IL-1、IL-6、IL-10）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）及单核细胞人白细胞 DR 抗原

（HLA-DR）表达水平，并观察肠黏膜组织病理改变。 结果 制模后 2�h 模型组 IL-1 水平（ng/L）即逐渐升高，至

48�h达峰值（4.07±0.10）后逐渐下降；四逆汤组则于制模后 12�h 达峰值（2.98±0.12）后逐渐下降。 模型组和四

逆汤组 IL-6 水平（ng/L）分别于制模后 12�h（91.39±1.55、73.00±2.38）、48�h（82.51±1.49、64.68±1.68）达到

两个高峰。 模型组 IL-10水平（ng/L）于制模后 2�h达高峰（86.66±6.12）后逐渐下降；四逆汤组于制模后 12�h短

暂下降（71.61±2.35）后逐渐上升，至 48�h 接近正常对照组水平（109.09±4.77比 124.01±7.89，P＞0.05）。 模型

组 TNF-α 水平（ng/L）逐渐升高至 48�h 达峰值（83.37±3.79）；四逆汤组升高至 12�h 达峰值（48.52±1.21），

72�h 降到正常对照组水平（18.59±1.97 比 15.50±2.68，P＞0.05）。 实验过程中，与模型组比较，四逆汤组各时

间点 IL-1、IL-6、TNF-琢 明显下降，IL-10 明显升高。 模型组和四逆汤组 HLA-DR 表达（滋g/L）于制模后 2�h达峰

值（4.86±0.15、4.85±0.17），随后逐渐下降；四逆汤组于制模后 48�h 和 72�h 时 HLA-DR 表达较模型组显著升

高（48�h：4.21±0.12比 2.74±0.16，72�h：3.80±0.09 比 2.27±0.12，均 P＜0.01）。光镜下观察显示：制模后 2�h，模

型组和四逆汤组肠黏膜均有明显炎性细胞浸润，绒毛受损严重；于制模后 12�h 起，四逆汤组炎性细胞浸润较模

型组明显减轻，小肠黏膜绒毛修复较模型组更完整。 结论 四逆汤可调节脓毒症大鼠全身炎症反应状态，促进

肠黏膜的修复，保护肠道功能，并促进机体免疫功能的恢复。
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【

Abstract

】

Objective To�observe�the�effect�of�Sini�decoction�on�inflammatory�response�and�immune�function�

in�septic�rats�and�to�discuss�its�possible�mechanism.�Methods 66�Sprague-Dawley�（SD） rats�were�randomly�divided�

into�normal�control� group�（n＝6）， model�group�（n＝30）， and�Sini� decoction� group�（n＝30）.� Septic�model�was�

reproduced�by�intraperitoneal�injection�of�lipopolysaccharide�（LPS， 5�mg/kg）.�After�the�reproduction�of�sepsis， rats�in�

Sini�decoction�group�received�Sini�decoction�（5�g/kg） by�gavage， while�those�in�model�group�were�given�equal�dose�of�

normal�saline�in�the�same�way.�Rats�in�normal�control�group�did�not�receive�any�treatment.�Blood�was�collected�via�eye�

sockets� at� 2， 12， 24， 48， 72� hours� after� LPS� administration， then� the� rats� were� sacrificed.� The� concentrations� of�

inflammatory� mediators， such� as� interleukin� （IL-1， IL-6， IL-10）， tumor� necrosis� factor-琢 （TNF-琢）， and� the�

expression� level� of� monocyte� human� leukocyte� antigen-DR� （HLA-DR） were� determined� with� enzyme� linked�

immunosorbent� assay� （ELISA）， and� the� pathological� changes� in� intestinal� mucosa� were� observed� under� electron�

microscope.�Results The�concentration�of�IL-1�（ng/L） at�2�hours�in�model�group�was�gradually�increased�and�peaked�

at�48�hours�（4.07±0.10）， and�then�gradually�decreased， while� the�IL-1�level� in�Sini�decoction�group�peaked�at�

12�hours�（2.98±0.12） followed�by�a�gradual�decrease.�IL-6�（ng/L） in�model�and�Sini�decoction�groups�peaked�twice�at�

12�hours�（91.39±1.55， 73.00±2.38） and�48�hours�（82.51±1.49， 64.68±1.68） respectively.�IL-10�（ng/L） in�model�

group�gradually�decreased�after�peaking�at�2�hours�（86.66±6.12）， and�that� in�Sini�decoction�decreased�at�12�hours�

（71.61±2.35） followed� by� an� increasing� tendency， and� approached� normal� level� at� 48� hours� （109.09±4.77� vs.�

124.01±7.89， P＞0.05）.�TNF-琢 （ng/L） in�model�group�was�gradually�increased�and�peaked�at�48�hours�（83.37±

3.79）， and� that� in� Sini� decoction� peaked� at� 12� hours� （48.52±1.21）， and� decreased� to� normal� level� at� 72� hours�

（18.59±1.97�vs.�15.50±2.68， P＞0.05）.�During�the�course�of�the�experiment， as�compared�with�those�of�the�model�

group， level�of�IL-1， IL-6， and�TNF-琢 were�significantly�lower�at�all�time�points�in�Sini�decoction�group， and�IL-10�

was�significantly�higher.�The�expression�level�of�HLA-DR�（滋g/L） in�model�and�Sini�decoction�groups�peaked�at�2�hours�
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脓毒症（sepsis）是指由感染引起的全身炎症反

应综合征（SIRS），临床上证实其有明确的致病菌存

在或有高度可疑感染灶，是严重感染、创伤、烧伤、休

克、大手术后常见的并发症，进一步发展可导致严重

脓毒症、 脓毒性休克以及多器官功能障碍综合征

（MODS）

［

1-2

］

，严重威胁患者的生命，给临床救治带来

了极大的困难， 成为重症医学领域所面临的亟需解

决的十分复杂而又艰巨的难题

［

3-4

］

。 有研究表明，四

逆汤具有调节免疫反应、 拮抗内毒素、 保护内皮细

胞、调节血压、改善微循环和组织灌注、预防休克等

作用

［

5

］

。 本研究在以往对四逆汤研究的基础上，观察

四逆汤对脓毒症大鼠过度炎症反应的抑制作用及其

对机体免疫功能的调节作用， 并通过观察四逆汤灌

胃后大鼠肠黏膜病理改变情况， 进一步探讨四逆汤

对脓毒症时机体炎症反应和免疫失衡的调节机制，

从而为临床治疗脓毒症提供研究基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要药物和试剂：66 只 SD 大鼠，

雌雄不限，体质量 200～250�g，购自南通大学实验动

物中心，动物合格证号：SCXK（苏）2008-0010。 药物

按照《伤寒论》 中四逆汤原方规定剂量取中药颗粒

剂，按照 5∶3∶2 比例配置，即附片 15�g、干姜 9�g、

炙甘草 6�g。 Sunrise 酶标仪购自瑞士 TECAN 公司；

脂多糖（LPS）购自美国 Sigma 公司。大鼠白细胞介素

（IL-1、IL-6、IL-10）抗体、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）

抗体及人白细胞 DR 抗原（HLA-DR）抗体均由杭州

联科生物技术有限公司提供。

1.2 动物分组、模型建立及处理方法

1.2.1 实验动物分组： 按随机数字表法从 66 只 SD

大鼠中随机抽取 6只作为正常对照组， 剩余动物制

模后分为四逆汤治疗组和模型组，每组 30只。 后两

组再按制模后 2、12、24、48、72�h 分为 5 个亚组，每

个亚组 6只。

1.2.2 动物模型制备及处理方法： 采用腹腔注射

LPS�5�mg/kg 方法建立脓毒症大鼠模型。 四逆汤组于

制模后即刻灌胃四逆汤 5�g/kg； 模型组灌胃等量生

理盐水；此后存活动物每 24�h 给药（或生理盐水）

1 次。 正常对照组不予任何处理。

1.3 观察指标及检测方法：分别于制模后 2、12、24、

48、72�h经眼眶采血后处死大鼠。血标本用高速台式

离心机 1�500�r/min（离心半径 16�cm）离心 10�min，留

取血清，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 IL-1、

IL-6、IL-10、TNF-α及 HLA-DR 水平。 取大鼠肠黏

膜组织进行苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察组

织病理改变。

1.4 数据分析： 应用 SPSS�16.0 软件对数据进行分

析。 计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组间差

异符合正态分布者采用 t 检验， 不符合正态分布者

进行方差齐性检验，方差齐性者采用校正 t 检验，方

差不齐者采用非参数检验；计数资料用 字

2

检验；P＜

0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 IL-1 变化（表 1）：制模后 2�h 模型组和四逆汤

组 IL-1 水平较正常对照组显著升高（均 P＜0.01）。

在实验全过程中， 模型组 IL-1 于制模后 48�h 达到

高峰，随后逐渐下降；而四逆汤组于制模后 12�h 达

到高峰，随后逐渐下降，且两组制模后 72�h 止均未

回归到正常水平（均 P＜0.01）。制模后 12�h起，四逆

汤组 IL-1 水平明显低于模型组（均 P＜0.01）。

2.2 IL-6 变化（表 1）：制模后 2�h 模型组和四逆汤

组 IL-6水平明显高于正常对照组（均 P＜0.01）。 随

着时间延长，模型组和四逆汤组于制模后 12�h 达到

第 1 个高峰，随后轻度下降，于 48�h 再次升高达

到第 2 个高峰，随后再次下降，但两组在实验过程

中均未回到正常水平（均 P＜0.01）。制模后 12�h起，

四逆汤组 IL-6水平均明显低于模型组（均 P＜0.01）。

2 .3 IL-10 变化（表 1）：在实验过程中，模型组

IL-10 水平呈逐渐下降趋势； 而四逆汤组 IL-10 水

平于制模后 12�h 短暂下降，随后逐渐上升，至 48�h

接近正常对照组水平（P＞0.05）。 制模后 12�h 起，四

（4.86±0.15， 4.85±0.17）， and�then�gradually�lowered.�HLA-DR�expression�（滋g/L） at�48�hours�and�72�hours�in�Sini�

decoction�group�was�significantly� lower� than� that� in�model�group�（48�hours： 4.21±0.12�vs.�2.74±0.16， 72�hours：

3.80±0.09�vs.�2.27±0.12， both�P＜0.01）.�Pathological�study�of� intestinal�mucosa�showed�that� the�intestinal�mucosa�

were� infiltrated� significantly� by� inflammatory� cells， and� villi� were� damaged� severely� in� both� model� group� and� Sini�

decoction�group�at�2�hours�after�LPS�challenge.�Infiltration�of�inflammatory�cells�in�Sini�decoction�group�was�less�intense�

after�12�hours， and�the�intestine�villi�repair�was�more�obvious�compared�with�model�group.�Conclusion Sini�decoction�

could�regulate�systemic�inflammatory�response， and�promote�the�repair�of�intestinal�mucosa， the�intestinal�function�and�

the�immune�status�of�septic�rats.

【
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逆汤组 IL-10 水平均明显高于模型组（均 P＜0.01）。

2.4 TNF-α 变化（表 1）：模型组制模后 TNF-琢 水

平逐渐升高，至 48�h 达到峰值后下降，至 72�h 仍明

显高于正常对照组（P＜0.01）； 四逆汤组于制模后

12�h 达到峰值，随后逐渐下降，至 72�h 降到正常对

照组水平（P＞0.05）。 四逆汤组 TNF-琢 水平自制模

后 2�h 开始至 72�h 实验结束时均显著低于模型组

（均 P＜0.01）。

2.5 HLA-DR 变化（表 1）：制模后 2�h 模型组与四

逆汤组 HLA-DR 表达均达到峰值， 随后逐渐下降，

至 72�h实验结束时，两组均未降至正常对照组水平

（均 P＜0.01）。制模后 48�h 起，模型组 HLA-DR 表

达均显著低于四逆汤组（均 P＜0.01）。

2.6 肠黏膜病理改变（图 1～2）：HE 染色后，光镜

下观察到正常对照组肠黏膜表面光滑， 绒毛纤长规

整，未见炎性细胞浸润。 模型组及四逆汤组制模后

2�h即出现明显肠黏膜水肿，轻度糜烂，绒毛萎缩，大

量炎性细胞浸润。 而四逆汤组 12�h起病理改变逐渐

减轻，至 72�h 炎症反应已不明显；而模型组持续炎

症损害，至 72�h 肠黏膜受损严重，绒毛萎缩，炎性细

胞浸润明显。 说明四逆汤对脓毒症大鼠肠黏膜炎症

反应有明显的抑制作用和修复作用。

图 1 光镜下观察正常对照组大鼠肠黏膜未见病理改变 a为高倍

放大，b为低倍放大 HE

3 讨 论

脓毒症发病的本质是感染导致的过度炎症反

应，机体促炎反应与抗炎反应的严重失衡以及免疫

功能紊乱发挥了极其重要的作用

［

6-8

］

。 炎症介质的过

度表达在脓毒症的发生发展过程中起关键作用。 炎

症反应的转归取决于促炎介质和抗炎介质的平衡，

任何一方取得优势均可造成炎症反应失控， 且内环

境稳定遭到破坏

［

9-11

］

。 Bone

［

12

］

研究发现，有相当比例

的脓毒症患者存在免疫功能低下。 即使炎症反应过

度表达的患者， 在其病程的不同阶段也可出现不同

程度的免疫功能低下，甚至免疫麻痹。脓毒症最危险

的因素是免疫抑制或免疫麻痹，CD14

＋

单核细胞

HLA-DR 表达下降被认为是脓毒症免疫抑制或免

疫麻痹的重要标志

［

13-16

］

。 Volk等

［

17

］

研究发现，CD14

＋

单核细胞 HLA-DR 表达率＜30%即可认为存在免

疫抑制甚至免疫麻痹，并对预测预后有意义。多因素

分析显示，HLA-DR 水平降低可以作为预测脓毒症

死亡的独立因素， 并且较简化急性生理学评分Ⅱ

（SAPAⅡ）和序贯器官衰竭评分（SOFA）更可靠

［

18

］

。

本研究结果显示，四逆汤对脓毒症大鼠 IL-1 及

TNF-α 均表现出明显的抑制作用， 均呈先上升后

下降的趋势。四逆汤对 IL-6 的过度释放亦有一定的

抑制作用，两组 IL-6 变化均呈“双峰型”波动，应用

四逆汤后 IL-6 的总体分泌水平明显下降。 两组

IL-10 自制模后 2�h 均缓慢下降，但模型组 IL-10 呈

持续下降趋势；而在四逆汤组自制模后 12�h 起呈持

续缓慢上升趋势，至 48�h 接近正常对照组水平。 提

示四逆汤对脓毒症大鼠 IL-10 表达水平具有显著的

提升作用。然而，四逆汤具体通过何种机制调节炎症

反应和抗炎反应的失衡状态，目前尚不清楚。探讨其

机制可能为： 四逆汤通过降低单核细胞表面核转录

表
1 四逆汤对脓毒症大鼠各时间点 IL-1、IL-6、IL-10、TNF-琢、HLA-DR的影响（x±s）

注：IL-1、IL-6、IL-10为白细胞介素，TNF-琢为肿瘤坏死因子 -琢，HLA-DR为人白细胞 DR抗原；与正常对照组比较，

a

P＜0.01；与模型组

同期比较，

b

P＜0.01

组别 时间 动物数 IL-1（ng/L） IL-6（ng/L） IL-10（ng/L） TNF-琢（ng/L） HLA-DR（滋g/L）

正常对照组 6 1.09±0.47 20.85±0.85 124.01±7.89 15.50±2.68 1.32±0.20

模型组 制模后 2�h 6

2.47±0.14

a

62.52±2.12

a

86.66±6.12

a

46.66±2.14

a

4.86±0.15

a

制模后 12�h 6

3.31±0.16

a

91.39±1.55

a

50.16±5.73

a

54.11±2.34

a

4.43±0.11

a

制模后 24�h 6

4.03±0.11

a

63.10±1.21

a

38.83±2.60

a

77.30±2.42

a

4.26±0.12

a

制模后 48�h 6

4.07±0.10

a

82.51±1.49

a

17.92±1.96

a

83.37±3.79

a

2.74±0.16

a

制模后 72�h 6

3.16±0.12

a

70.58±1.36

a

19.74±2.40

a

68.49±4.19

a

2.27±0.12

a

四逆汤组 制模后 2�h 6

2.48±0.11

a

62.55±1.46

a

86.52±8.44

a

24.46±2.54

ab

4.85±0.17

a

制模后 12�h 6

2.98±0.12

ab

73.00±2.38

ab

71.61±2.35

ab

48.52±1.21

ab

4.41±0.13

a

制模后 24�h 6

2.18±0.11

ab

48.63±2.24

ab

92.00±2.17

ab

32.72±2.01

ab

4.33±0.11

a

制模后 48�h 6

2.18±0.10

ab

64.68±1.68

ab

109.09±4.77

b

21.59±2.07

ab

4.21±0.12

ab

制模后 72�h 6

2.57±0.96

ab

42.52±1.55

ab

117.27±4.06

b

18.59±1.97

b

3.80±0.09

ab

2b 2c
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因子 -资B（NF-资B）过度表达，减少胞质内 NF-资B 抑

制蛋白（I资B）浓度，从而下调 I资B 激酶活性

［

19-20

］

，通

过抑制 NF-资B 活性与相应蛋白水平的表达，从而有

效下调机体过度的炎症反应，以减轻全身炎症反应。

这与目前研究发现的 IL-10 可通过抑制 NF-资B 的

活性， 抑制炎症因子的合成与释放， 包括 TNF-琢、

IL-1、IL-6 等众多前炎症细胞因子的结果

［

21-24

］

是一

致的。 同时，IL-10 作为一个抗炎因子，对脓毒症所

致免疫麻痹的形成亦有非常重要的作用

［

25

］

。

以上结果表明，在脓毒症早期，机体促炎介质即

大量释放，抗炎介质受到抑制，形成“瀑布样”级联反

应。四逆汤可通过抑制促炎因子大量释放，提升抗炎

因子的表达，通过对炎症失衡状态的双向调节作用，

从而减轻全身炎症反应，阻止脓毒症的进一步进展。

同时也提示， 控制脓毒症进一步发展不是单纯抑制

或促进某一炎症因子的表达和释放， 而应该是调控

促炎反应和抗炎反应的动态平衡， 从而避免过度的

炎症反应

［

26-27

］

。

在本研究中， 脓毒症模型动物处于严重的过度

炎症反应和免疫麻痹状态。四逆汤组 HLA-DR 下降

速度较慢，提示四逆汤能够缓解 HLA-DR 表达水平

降低的程度和趋势。其机制可能为：四逆汤对脓毒症

的炎症失衡状态具有双向调节作用， 使过度炎症反

应逐渐恢复到一个相对平衡的状态， 炎症反应状态

的相对稳定， 促进了免疫功能的恢复，HLA-DR 表

达水平的下降趋势得到缓解和改善。 提示运用中医

温阳思想以四逆汤治疗脓毒症， 可能通过调控下丘

脑 - 垂体 - 肾上腺（HPA）轴功能进行防御反应

［

28

］

，

通过调控促炎反应与抗炎反应的失衡状态， 从而避

免主要器官功能受累， 促进机体正常生理功能的恢

复，调节免疫功能，并改善其预后

［

29-32

］

。

本研究观察到脓毒症动物制模后出现明显肠黏

膜水肿，绒毛萎缩，炎性细胞浸润；而四逆汤组自制

模后 12�h开始肠黏膜损伤程度逐渐减轻，至 72�h 炎

症反应已不明显， 提示四逆汤灌胃治疗对脓毒症大

鼠肠道炎症反应具有明显的抑制作用和良好的修复

作用。其机制可能为：四逆汤通过改善并降低内毒素

所致的胃肠道微血管通透性，减轻肠壁水肿，降低肠

黏膜通透性，抑制肠道细菌移位和内毒素的吸收，通

过改善微循环障碍，影响炎症介质的释放及其效应，

修复肠绒毛，抑制并减轻肠黏膜炎症反应

［

33-35

］

。

综上所述， 四逆汤具有下调血清中促炎因子

IL-1、IL-6、TNF-α 表达，并上调抗炎因子 IL-10 表

达的双向调节作用，因此可以认为，四逆汤能直接影

响脓毒症的炎症反应和免疫应答反应。 四逆汤的这

种抑制促炎介质的过度释放、促进抗炎介质的表达，

以及增强单核细胞表达其抗原呈递功能的作用，提

升了 HLA-DR 表达水平，使机体的炎症反应和抗炎

反应尽可能处于一种动态平衡中， 且调节机体的免

疫功能使之维持在更高活性的状态， 有助于抑制脓

毒症的发展。
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·科研新闻速递·

舒巴坦联合亚胺培南或多黏菌素 E 或替加环素

在耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌脓毒症实验模型中的疗效

近几年，多重耐药鲍曼不动杆菌已成为院内感染的一种重要病原体，而且针对其治疗的选择也十分有限。近期，土耳其埃尔

吉耶斯大学研究人员采用耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌诱发脓毒症模型， 评价舒巴坦联合多黏菌素 E或替加环素或亚胺培南的

疗效。研究人员向小鼠腹腔注射鲍曼不动杆菌制备脓毒症模型，细菌接种后 2�h 腹腔注射抗菌药物，于 24、48、72�h 处死小鼠，取

肺、肝、心和脾脏组织进行培养，肺和肝组织匀浆后分别检测每克组织的菌落数，比较肺和肝脏的细菌清除率。结果显示：单独应

用亚胺培南并不能降低组织中细菌数量，而单用其他抗菌药物则能降低细菌数量；舒巴坦与亚胺培南联合应用能减少肺和肝脏

细菌数量，而舒巴坦与多黏菌素 E或舒巴坦与替加环素联合应用对细菌数量无显著作用。 与单独应用亚胺培南比较，亚胺培南

与舒巴坦联合应用能表现出较好的杀菌活性。 因此，研究人员认为，舒巴坦与多黏菌素 E或舒巴坦与替加环素联合应用不增加

这些抗菌药物的疗效。

孟祥熙，胡森，编译自《Chemotherapy�》，2014，59（5）：325-329
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