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·论著·
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张红金 1，刘娇 2，吴相伟 3，崔云亮 3，陈德昌 3

（1. 浙江省东阳市人民医院急诊科，浙江  东阳  322103 ； 
2. 武汉大学人民医院重症医学科，湖北  武汉  430060 ；3. 第二军医大学附属长征医院 ICU，上海  200003）

【摘要】 目的 探讨大黄对烫伤后脓毒症大鼠糖皮质激素受体（GR）和外周血淋巴细胞的影响。 
方法 将 66 只健康雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术对照组（18 只）、脓毒症模型组（24 只）和大黄治
疗组（24 只）；每组再分为 12、 24 和 72 h 3 个亚组。用沸水造成大鼠背部体表面积 30% 的深Ⅲ度烫伤，12 h
后腹腔注射 5 mg/kg 的内毒素复制脓毒症模型。大黄治疗组于脓毒症制模成功后即刻用 50 mg/kg 的大黄溶于 
1 mL 的生理盐水经胃管灌入；假手术对照组和脓毒症模型组以等量生理盐水代替大黄灌胃。检测各组大鼠外
周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR 结合活性的变化；采流式细胞仪检测各组大鼠外周血 CD4+、CD8+ 细胞
及 CD4+/CD8+ 比值。结果 脓毒症模型组大鼠外周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR 结合活性均较假手术
对照组明显降低，且随时间延长呈进一步下降趋势；大黄干预后随时间延长上述指标呈上升趋势，且均明显高
于同期脓毒症模型组 〔12、 24、 72 h 白细胞 GR 结合容量（位点 / 细胞）：1 515.38±300.44、 1 859.63±258.26、  
1 890.50±307.88 比 1 122.63±225.39、 1 008.88±150.41、 724.38±91.19， 肝细胞 GR 结合活性（fmol/mg）：210.19± 
26.26、 258.01±20.98、 283.38±38.21 比 153.11±30.07、 129.83±26.89、 94.08±14.30，均 P＜0.01〕。脓毒症模 
型组 12 h、 24 h CD4+、CD8+ 均较假手术对照组同期有不同程度下降，24 h 与假手术对照组同期比较差异有 
统计学意义（P＜0.01 和 P＜0.05）；各时相间点 CD4+/CD8+ 比值亦有明显下降，其中 24 h、 72 h 与假手术对照
组同期比较差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。大黄治疗组各时间点 CD4+ 和 CD4+/CD8+ 比值均有不同程度
升高，其中 24 h、 72 h CD4+/CD8+ 比值与脓毒症模型组同期比较差异有统计学意义（1.58±0.69、 1.56±0.49 比
1.02±0.41、 1.01±1.68，均 P＜0.01）。结论 大黄能调节脓毒症大鼠外周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR
结合活性，通过影响外周血淋巴细胞数量，改善脓毒症免疫功能紊乱。
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【Abstract】 Objective　To investigate the effects of rhubarb on the expression of glucocorticoids receptor 
（GR） and peripheral blood lymphocytes in burning-induced septic rats. Methods Sixty-six male healthy Sprague-

Dawley （SD） rats were randomly divided into sham operated control group （n＝18）， sepsis model group （n＝24） 
and rhubarb treatment group （n＝24），each group was further randomly divided into 12， 24 and 72 hours subgroups 
according to different time points. The model of scald sepsis was replicated by scald injury induced by boiling water 
at the rat back accounting for 30% total body surface area （Ⅲ grade of scald）， and administration of endotoxin  

（5 mg/kg） into the peritoneal cavity 12 hours after scald injury. After the successful establishment of septic models， 
the rats in the rhubarb treatment group were immediately infused with 50 mg/kg rhubarb powder dissolved in  
1 mL saline through a gastric tube， while the rats in sham operated control group and sepsis model group received 
saline by the same way as a substitute for rhubarb. The the binding capacity of GR of peripheral blood leucocyte 
and binding activity of GR of hepatocyte were analyzed by radiation ligands binding assay. The CD4+， CD8+ as well 
as CD4+/CD8+ ratio in peripheral blood lymphocytes were detected by flow cytometer.  Results The binding 
capacity of GR of peripheral blood leucocyte and binding activity of GR of hepatocyte were significantly decreased 
in a time-dependent manner in sepsis model group compared to those of the sham operated control group， while 
in the rhubarb treatment group they were increased in a time-dependent manner after interference of rhubarb， 
and they were higher than those in the model group at the same time points 〔leukocyte GR binding capacity  

（locus/cell） at 12， 24， 72 hours ： 1 515.38±300.44， 1 859.63±258.26， 1 890.50±307.88 vs. 1 122.63±225.39， 
1 008.88±150.41， 724.38±91.19 ； hepatocyte GR binding capacity （fmol/mg）： 210.19±26.26， 258.01±20.98， 
283.38±38.21 vs. 153.11±30.07， 129.83±26.89， 94.08±14.30， all P＜0.01〕. Compared with the sham 
operated control group， the CD4+ and CD8+ were decreased in various degrees at 12 hours and 24 hours in the 
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 糖皮质激素是机体重要的内分泌因子，其功能

的发挥主要是通过特异性糖皮质激素受体（GR）介

导［1-3］。大量研究证明脓毒症患者存在过度炎症反

应和免疫功能紊乱［4-6］。调节脓毒症时 GR 的表达

对体内炎症反应和免疫功能紊乱有一定影响［3］。大

黄是传统的中草药，对重症患者有重要的药理作

用［7］。本课题组前期的研究证明，大黄对脓毒症时

器官功能有保护作用［8］，但其药理作用机制还有待

研究。本研究探讨大黄对脓毒症时大鼠外周血白

细胞 GR 结合容量、肝细胞 GR 结合活性和大鼠外

周血 CD4+、CD8+ 细胞分别占淋巴细胞的百分比和

CD4+/CD8+ 比值，为创伤后脓毒症免疫功能紊乱的

调节治疗提供新的方法。

1 材料与方法

1.1 实验分组及模型制备：选择雄性健康 SD 大

鼠 66 只，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提

供，动物合格证号：SYXY（沪）2012-0003，体质

量 154～198 g，制模前禁食不禁水 12 h。将大鼠按

随机数字表法分为假手术对照组（18 只）、脓毒症

模型组（24 只）和大黄治疗组（24 只）。用氯氨酮 
80 mg/kg 腹腔注射麻醉大鼠，用 10% 硫化钠涂于背

部脱毛。烫伤模型的复制：将大鼠背部浸泡于沸水

中 12 s，造成烫伤面积约 30%、Ⅲ度的烫伤模型，烫

伤后立即腹腔注射生理盐水 40 mL/kg 液体复苏。

脓毒症模型复制：于伤后 12 h 给烫伤大鼠腹腔注射

内毒素 O111 ：B4（由第二军医大学微生物教研室

提供）5 mg/kg（溶于 1 mL 生理盐水）复制脓毒症模

型。假手术对照组经麻醉和背部脱毛后，背部浸泡

于 37 ℃水中 12 s，腹腔内仅给予 1 mL 生理盐水，其

余处理同烫伤组大鼠。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.2 各组大鼠的处理：大黄治疗组用精制大黄

片（由上海香山中医医院大黄研究室研制，上海中

药制药一厂生产，1 g 精制大黄片相当于 4 g 生药） 
50 mg/kg 溶于 1 mL 的生理盐水，于烫伤后即刻经胃

管灌入［8］；假手术对照组和脓毒症模型组给予等量

生理盐水灌胃。脓毒症模型组、大黄治疗组于腹腔

注射内毒素后 12、 24、 72 h 麻醉处死动物各 8 只；

假手术对照组于腹腔注射生理盐水后 12、 24、 72 h
麻醉处死动物各 6 只。为避免昼夜节律对 GR 的影

响，实验大鼠处死时间均定于 07：00～09：00。
1.3 检测指标及方法

1.3.1 大鼠外周血白细胞的 GR 结合容量检测：按

照乐颖影建立的方法略加改良［9］测定外周血白细胞

GR 结合容量。

1.3.2 大鼠肝细胞 GR 结合活性测定：采用改良放

射配体结合法［8］测定肝细胞 GR 的结合活性。

1.3.3 大鼠外周血 T 淋巴细胞 CD4+、CD8+ 检测：

取肝素抗凝全血 100 μL，分别加入异硫氰酸荧光素

（FITC）标记的 CD4+、CD8+ 单克隆抗体（单抗），室

温避光孵育 15 min，再加红细胞裂解液，并振荡混

匀，洗涤 1 次，重新悬浮细胞，在 Coulter 前处理制备

仪上溶血固定后，用流式细胞仪检测 CD4+、CD8+ 细

胞占淋巴细胞的百分比。

1.4 统计学处理：采用 SPSS 13.0 统计软件分析，正

态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间比较采用方差分析，组内两两比较采用 t 检
验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠外周血白细胞 GR 结合容量和肝细

胞 GR 结合活性比较（表 1）：脓毒症模型组大鼠外

周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR 结合活性均

较假手术对照组同期明显降低（均 P＜0.01），且随

着时间延长呈进一步下降趋势。大黄干预后，随时

间延长上述指标均呈上升趋势，且均明显高于同期

脓毒症模型组（均 P＜0.01）。
2.2 各组大鼠外周血T淋巴细胞CD4+、 CD8+、 CD4+/
CD8+ 比值比较（表 2）：脓毒症模型组 12 h、 24 h  
CD4+ T 淋巴细胞较假手术对照组同期降低，72 h 
恢复到假手术对照组水平；大黄治疗组 12 h、 24 h
较脓毒症模型组同期升高（P＜0.01），以 24 h 变化

更显著（均 P＜0.01）。脓毒症模型组 12 h、 24 h 

septic group， at 24 hours the differences being statistically significant （P＜0.01 and P＜0.05）. CD4+/CD8+ 
ratios were decreased significantly at all time points， the differences were statistically significant at 24 hours and 
72 hours（both P＜0.01）. The CD4+ T cell and CD4+/CD8+ ratio at all the time points were increased at various 
degrees in the rhubarb treatment group， and the differences from those in the sepsis model group at 24 hours and 
72 hours were statistically significant （1.58±0.69， 1.56±0.49 vs. 1.02±0.41， 1.01±1.68， both P＜0.01）.  
Conclusion Rhubarb can modulate the binding capacity of GR of peripheral blood leucocyte and the binding activity 
of GR of hepatocyte， and via its influence on the number of peripheral leucocytes， the immune dysfunction in the sepsis 
processes is improved.

【Key words】 Rhubarb； Sepsis； Cell immunity； Glucocorticoids receptor
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3 讨 论

 糖皮质激素是脓毒症时最重要的应激激素之

一，有研究表明糖皮质激素可抑制脓毒症时机体的

细胞免疫状态［10］，其通过靶细胞 GR 的介导发挥重

要生物学效应。GR 广泛存在于哺乳动物的有核细

胞中，其在肝细胞中的表达最为丰富。GR 的激活

能显著抑制机体炎症介质的大量释放，保护器官功

能［9］；而 GR 的阻断可导致烫伤后大鼠血管壁通透

性增高，加速器官功能衰竭的发生，提示烫伤后 GR
介导的生物学效应与烫伤后全身炎症反应综合征

（SIRS）和多器官功能障碍的发生有一定相关性［9］。

本研究发现，给予烫伤大鼠内毒素“二次打击”后，

外周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR 结合活

性显著降低，且随时间延长进一步降低。脓毒症时

GR 结合容量下降可能与以下原因相关： ① 脓毒症

时，GR 蛋白合成减少及 GR 分解的加速等原因均会

导致 GR 结合活性和结合容量降低［11］； ② 创伤及

内毒素会引起内源性糖皮质激素增高，对 GR mRNA
表达具有负向调节作用［12］； ③ 创伤及内毒素会显

著抑制 GR 的基因转录［13］。本研究发现，大黄可显

著提高外周血白细胞 GR 结合容量和肝细胞 GR 结

合活性，大黄的这种药理作用可能是器官保护作用

的重要机制。

 脓毒症和感染等病理情况下，细胞免疫在免

疫应答、清除外源性致病微生物方面有重要作用。

免疫抑制 CD8+ T 淋巴细胞具广泛的表型变化，包

括 CD8+CD28+ T 淋巴细胞、CD8+CD25+ T 淋巴细胞 
等［14］。CD8+ T 淋巴细胞能通过细胞 - 细胞接触依

赖的方式调节 CD4+ T 淋巴细胞的活化和增殖［15］。

在刺激原如白细胞介素-2（IL-2）、抗 CD3+ 单抗等

作用下，它们活化后会依赖细胞接触的方式抑制

CD4+ T 淋巴细胞发生增殖、分化以及分泌细胞因

子［16］。在脓毒症发展早期的促炎阶段，诱发机体免

疫功能失调的重要环节之一就是负向调节机制［17］。

本研究表明，烫伤脓毒症致外周血中 CD4+ T 淋巴细

胞明显减少，而 CD4+/CD8+ 比值亦明显下降，说明

烫伤脓毒症大鼠免疫功能抑制或发生紊乱。烫伤脓

毒症大鼠给予大黄治疗后外周血中 CD4+ T 淋巴细

胞明显升高，CD4+/CD8+ 比值亦恢复至接近假手术

对照组水平，说明大黄能调节烫伤脓毒症大鼠细胞

免疫功能。

 近年来大黄的抗炎和免疫调节作用日益受到

关注［18-20］。本课题组前期研究表明［8］，大黄能通过

降低血浆和肝组织内肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

的浓度，抑制 TNF-α 的基因表达，有效抑制组织

内炎症反应的强度，降低全身炎症反应给局部组织

的“炎性压力”，促使炎症反应由失控向代偿方向演

变；同时体外研究表明，大黄可以特异性及非特异性

抑制机体淋巴细胞的活化以及活化后的增殖。

 综上所述，脓毒症时外周血白细胞 GR 结合容

量和肝细胞 GR 的结合活性下降，细胞免疫功能发

生紊乱（以抑制为主），应用大黄干预后能有效逆转

上述现象。本实验为探讨大黄在脓毒症时抗炎及免

疫调节中潜在临床应用提供了更多的研究基础。由

表 1 各组大鼠外周血白细胞 GR 结合容量
和肝细胞 GR 结合活性的变化比较（x±s）

组别
给药后

时间

动物数

（只）

白细胞 GR 结合

容量（位点 / 细胞）

肝细胞 GR 结合

活性（fmol/mg）

假手术对照组 12 h 6 3 531.67±467.69 528.88±72.62

24 h 6 3 360.50±318.68 527.93±69.74

72 h 6 3 467.00±491.94 535.85±60.89

脓毒症模型组 12 h 8 1 122.63±225.39 a 153.11±30.07 a

24 h 8 1 008.88±150.41 a 129.83±26.89 a

72 h 8 724.38±  91.19 ac 94.08±14.30 ac

大黄治疗组 12 h 8 1 515.38±300.44 ab 210.19±26.26 ab

24 h 8 1 859.63±258.26 abd 258.01±20.98 abd

72 h 8 1 890.50±307.88 abc 283.38±38.21 abc

注：与假手术对照组同期比较，aP＜0.01 ；与脓毒症模型组同期

比较，bP＜0.01；与本组 12 h 比较，cP＜0.01，dP＜0.05

表 2 各组大鼠 T 淋巴细胞 CD4+、CD8+、
CD4+/CD8+ 比值的变化比较（x±s）

组别
给药后

时间

动物数

（只）
CD4+ CD8+ CD4+/CD8+

比值

假手术对照组 12 h 6 0.43±0.08 0.23±0.06 1.65±0.44

24 h 6 0.52±0.04 0.27±0.07 1.72±0.52

72 h 6 0.44±0.05 0.17±0.03 1.58±0.42

脓毒症模型组 12 h 8 0.38±0.05 0.20±0.04 1.54±0.90

24 h 8 0.34±0.11 ad 0.20±0.09 b 1.02±0.41 a

72 h 8 0.44±0.05 ef 0.23±0.03 1.01±1.68 a

大黄治疗组 12 h 8 0.44±0.08 c 0.19±0.08 1.68±0.93

24 h 8 0.45±0.03 c 0.23±0.07 1.58±0.69 c

72 h 8 0.41±0.08 def 0.26±0.04 ad 1.56±0.49 c

注：与假手术对照组同期比较，aP＜0.01，bP＜0.05 ；与脓毒症模

型组同期比较，cP＜0.01 ；与本组 12 h 比较，dP＜0.01 ；与本

组 24 h 比较，eP＜0.05，fP＜0.01

CD8+ T 淋巴细胞均较假手术对照组降低；大黄治疗

组较脓毒症模型组同期增高，但差异均无统计学意

义（均 P＞0.05）。脓毒症模型组 CD4+/CD8+ 比值较

假手术对照组下降；大黄治疗组较同期脓毒症模型

组增高，以给药后 72 h 变化更显著（均 P＜0.01）。
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于 GR 具有较广泛生物学效应，脓毒症时大鼠细胞

免疫功能发生紊乱是否与 GR 的改变有关，大黄是

否通过调节 GR 的表达改变机体的细胞免疫功能，

有待今后进一步深入的研究。
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本刊对运用统计学方法的有关要求

1 统计学符号：按 GB 3358.1-2009《统计学词汇及符号》 的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

2 研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。例如：调查设计分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究；实验设计应告知

具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等；临床试验设计应告知属于第几期临床试验，采

用了何种盲法措施、受试对象的纳入和剔除标准等，并提供临床试验注册机构的名称和注册号。主要做法应围绕重复、随机、

对照、均衡 4 个基本原则概要说明，尤其要告知如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

3 资料的表达与描述：用均数 ± 标准差（x±s）表达近似服从正态分布的定量资料，用中位数（四分位数间距或四分位数） 
〔M（QR）或 M（QL，QU）〕表达呈偏态分布的定量资料。用统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚。用统计

图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则。用相对数时，分母不宜小于 20，要注

意区分百分率与百分比。

4 统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分析

方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析。对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条

件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ 2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的

回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、

合理的解释和评价。

5 统计结果的解释和表达：当 P＜0.05（或 P＜0.01）时，应说对比组之间的差异具有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性（或非常显著性）差异；应写明所用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的方差分

析、多个均数之间两两比较的 q 检验等），统计量的具体值（如：t＝3.45，χ 2＝4.68，F＝6.79 等）；在用不等式表示 P 值的情况

下，一般情况下选用 P＞0.05、P＜0.05 和 P＜0.01 共 3 种表达方式，无须再细分为 P＜0.001 或 P＜0.000 1。当涉及总体参数 
（如总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出 95% 可信区间。


