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【摘要】 目的  探讨温阳振衰颗粒对脓毒症大鼠炎症反应的调节作用。方法  将 56 只 SD 大鼠按随机
数字表法分为假手术组（n＝8）、模型组（n＝24）、中药治疗组（n＝24）。采用腹腔注射脂多糖（LPS）5 mg/kg 的
方法制备脓毒症大鼠模型；假手术组给予等量生理盐水。中药治疗组于制模后即刻灌胃温阳振衰颗粒原药 

（250 g/L）2 g·kg-1·d-1；模型组灌胃等量生理盐水；此后存活动物每12 h给药（或生理盐水）；假手术组不予处理。
各组分别于制模后 24、48、72 h 取 8 只大鼠，经眼眶采血后处死，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血清中
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-6、IL-10）水平；采用聚合酶链反应（PCR）检测肠组织中 Toll 样
受体 4（TLR4）、髓样分化因子 88（MyD88）、核转录因子 -κB（NF-κB）的 mRNA 表达。结果  与假手术组比
较，模型组制模后 24 h 血清中 TNF-α、IL-6 水平即显著升高〔TNF-α（ng/L）：32.03±2.01 比 13.70±1.06，
IL-6（ng/L）：50.36±2.66 比 27.90±1.08〕，IL-10 水平即显著下降（ng/L：80.96±4.90 比 90.82±4.85），肠组织
TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 表达即显著升高（TLR4/β-actin：0.39±0.06 比 0.21±0.04，MyD88/β-actin：
0.38±0.04 比 0.18±0.02，NF-κB/β-actin：0.40±0.04 比 0.20±0.03），差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；且随
着时间延长，血清 TNF-α、IL-6 水平及肠组织 TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 表达逐渐升高，血清 IL-10 水平
逐渐下降。与模型组比较，中药治疗组制模后 24 h 血清 TNF-α、IL-6 水平及肠组织 TLR4、MyD88、NF-κB 的
mRNA 表达即显著下降〔TNF-α（ng/L）：31.45±2.40 比 32.03±2.01，IL-6（ng/L）：42.84±3.12 比 50.36±2.66，
TLR4/β-actin：0.32±0.05 比 0.39±0.06，MyD88/β-actin：0.30±0.05 比 0.38±0.04，NF-κB/β-actin：0.33±0.03
比 0.40±0.04〕，制模后 48 h 血清 IL-10 水平即显著升高（ng/L：73.09±3.26 比 62.93±4.98），差异均有统计学
意义（均 P＜0.05）；且随时间延长，血清 TNF-α、IL-6 水平及肠组织 TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 逐渐下降。 
结论  温阳振衰颗粒可能通过早期激发抗炎因子平衡炎症反应，以及抑制 TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 表
达从而使该通路下游炎症因子活化减弱，避免炎症“瀑布效应”，最终使脓毒症大鼠全身炎症反应综合征 / 代偿
性抗炎反应综合征（SIRS/CARS）两者达到平衡。
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【Abstract】 Objective  To  observed  the  regulation  effect  of  Wenyang  Zhenshuai  Granule  on  inflammatory 
reaction of  rats with  sepsis.  Methods  Fifty-six Sprague-Dawley  (SD)  rats were divided  into  sham operation group 
(Sham group, n = 8), model group (n = 24), and Chinese medicine treatment group (n = 24) according to random number 
table method. Rats modelling with sepsis were developed by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS, 5 mg/kg).  
Rats  in Sham group were given  the same amount of normal saline by  intraperitoneal  injection. After modeling,  rats  in 
the Chinese medicine treatment group took Wenyang Zhenshuai Granule orally (250 g/L) 2 g·kg-1·d-1, meanwhile rats 
in  the model  group were  given  equal  amount  of  normal  saline  by  intragastric  administration. After  that,  the  surviving 
animals were given medicine (or normal saline) every 12 hours; the sham group was not treated. Eight rats in each group 
were taken at 24, 48 and 72 hours after  the preparation of  the membrane, and then blood was collected from the orbit 
and  sacrificed,  the  levels  of  tumor necrosis  factor-α  (TNF-α),  interleukin  (IL-6,  IL-10)  in  serum were determined 
by  enzymelinked  immunosorbent  assay  (ELISA);  and  the mRNA  expressions  of  Toll-like  receptor  4  (TLR4), myeloid 
differentiation  factor  88  (MyD88)  and  nuclear  transcription  factor-κB  (NF-κB)  in  intestinal  tissue  were  detected  by 
polymerase  chain  reaction  (PCR).  Results  Compared with  the Sham group,  the  levels  of TNF-α and  IL-6  in  the 
serum of the model group significantly increased 24 hours after membrane preparation [TNF-α (ng/L): 32.03±2.01 vs. 
13.70±1.06, IL-6 (ng/L): 50.36±2.66 vs. 27.90±1.08], serum IL-10 level significantly decreased (ng/L: 80.96±4.90 
vs.  90.82±4.85),  the  mRNA  expressions  of  TLR4,  MyD88  and  NF-κB  in  intestinal  tissue  significantly  increased  
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(TLR4/β-actin: 0.39±0.06 vs. 0.21±0.04, MyD88/β-actin: 0.38±0.04 vs. 0.18±0.02, NF-κB/β-actin: 0.40±0.04 
vs. 0.20±0.03), with statistically significant differences (all P < 0.05); with the increase of time, the levels of TNF-α 
and IL-6  in serum,  the mRNA expressions of TLR4, MyD88 and NF-κB in  intestinal  tissue  increased gradually, and 
serum  IL-10  level  decreased  gradually.  Compared  with  the  model  group,  the  levels  of  TNF-α  and  IL-6  in  serum 
and the mRNA expressions of TLR4, MyD88 and NF-κB in intestinal  tissue in  the Chinese medicine treatment group 
decreased  significantly  24  hours  after model  preparation  [TNF-α  (ng/L):  31.45±2.40  vs.  32.03±2.01,  IL-6  (ng/L): 
42.84±3.12 vs. 50.36±2.66, TLR4/β-actin: 0.32±0.05 vs. 0.39±0.06, MyD88/β-actin: 0.30±0.05 vs. 0.38±0.04,  
NF-κB/β-actin: 0.33±0.03 vs. 0.40±0.04], the serum IL-10 level increased significantly 48 hours after preparation 
(ng/L: 73.09±3.26 vs. 62.93±4.98), with statistically significant differences (all P < 0.05), With the increase of time, 
the  levels  of  TNF-α  and  IL-6  in  serum,  the  mRNA  expressions  of  TLR4,  MyD88  and  NF-κB  in  intestinal  tissue 
decreased  gradually.  Conclusions  Wenyang  Zhenshuai  Granule  reduced  the  inflammatory  cytokines  expression 
and stimulated the anti-inflammatory cytokines of rats with sepsis induced by CLP so as to alleviate or avoid SIRS. Its 
mechanism may be related to motivating balance among anti-inflammatory cytokines in the early stage, inhibiting TLR4, 
MyD88 and NF-κB mRNA expressions, and weaken activation of the inflammatory cytokines in the pathway downstream 
which avoided waterfall effect in inflammation and balanced the systemic inflammatory response syndrome/compensatory 
anti-inflammatory response syndrome (SIRS/CARS).

【Key words】  Sepsis;  Wenyang  Zhenshuai  Granule;  Inflammatory  cytokine;  Inflammatory  response 
syndrome/compensatory anti-inflammatory response syndrome
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  脓毒症是指因感染引起宿主反应失调而导致危

及生命的器官功能障碍［1］，其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），是造成重症医学科（ICU）患者死亡的主要

原因［2］。脓毒症的发病机制相当复杂，至今仍未完

全明确。虽然脓毒症的定义几度变化，但不可否认

全身炎症反应综合征（SIRS）在其中起着重要作用。

在 SIRS 发病过程中，肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

和白细胞介素 - 6（IL-6）是启动抗菌炎症反应的关

键细胞因子，能通过髓样分化因子 88（MyD88）通路

活化 T 细胞，进一步促进炎症因子释放，导致“瀑布

效应”［3］。虽然经过几十年的努力，人们对脓毒症

的病理生理有了更深入的认识，在其治疗方面也取

得了一定进展，但最新脓毒症指南和集束化策略仍

存在很多的争议，脓毒症的病死率还很高［4］，目前仍

缺乏特别有效的临床治疗手段，通过抑制炎症反应

或免疫调节早期平衡炎症反应被认为是极具价值的

治疗方案。本院中心 ICU 近年来运用自制中药温

阳振衰颗粒治疗脓毒症取得了较好的效果，结合中

医药治疗脓毒症的临床经验，本研究旨在探讨温阳

振衰颗粒对脓毒症大鼠模型炎症反应中 SIRS/ 代偿

性抗炎反应综合征（CARS）平衡的影响，以明确中

医药治疗脓毒症的机制。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：选择 56 只 SD 大鼠，雌雄各

半，体质量 200～250 g，购自湖南景莱克景达实验动

物有限公司，动物合格证号：SCXK（湘）2016-0002。

大鼠适应性饲养 7 d 后，按随机数字表法选取 8 只

作为假手术组；剩余动物制模后分为模型组、中药

治疗组，每组 24 只。

1.2  模型制备及干预方法：采用腹腔注射脂多糖

（LPS）5 mg/kg 的方法复制脓毒症大鼠模型；假手术

组给予等量生理盐水。中药治疗组制模后即刻灌胃

温阳振衰颗粒原药（2 g·kg-1·d-1）2 mL，即配成浓

度为 250 g/L 的工作液；模型组灌胃等量生理盐水；

此后存活动物每 12 h 给药（或生理盐水）1 次。假

手术组不予任何处理。

1.3  伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准，经湖南中医药大学第一附属医院动物实验

伦理审查（审批号：ZYFY20160212）批准。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  不同处理方法各组大鼠血清炎症因子水平

含量的测定：假手术组于 72 h、模型组与中药治疗

组分别于制模后 24、48、72 h 取 8 只大鼠，经眼眶采

血，1 500 r/min（离心半径 16 cm）离心 10 min，取血

清，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 TNF-α、

IL-6、IL-10 水平。

1.4.2  不同处理方法各组大鼠肠组织中 Toll 样受

体 4（TLR4）、MyD88 和核转录因子 - κB（NF-κB）的

mRNA 表达水平测定：处死大鼠后取肠组织，TRIzol

法提取肠组织中的 RNA，反转录合成 cDNA，引物

序列由上海生工生物工程有限公司合成。采用聚

合酶链反应（PCR）检测各组大鼠肠组织中 TLR4、 

MyD88和NF-κB的mRNA表达水平。PCR反应条件：
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94 ℃ 4 min，94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 45 s，30 个 

循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。PCR 扩增样本

用琼脂糖凝胶电泳鉴定，并用 IPP 6.0 分析条带灰度

值，以目的基因与内参 β 肌动蛋白（β-actin）基因

的灰度值比值表示基因表达量。

1.5  统计学方法：使用 SPSS 20.0 统计软件进行数

据分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

首先进行正态性、方差齐性检验，满足正态分布者

组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），

并用 LSD 法进行组间多重比较；不满足正态分布者

采用秩和检验。先用 Kruskal-Wallis H 检验比较总

的差异，再用 Mann-Whitney U 检验进行两组之间比

较。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  不同处理方法各组大鼠血清中炎症指标水平

比较（表 1）：模型组制模后 TNF-α、IL-6 逐渐升高，

IL-10 逐渐下降，制模后各时间点 TNF-α 和 IL-6

均较假手术组明显升高，抗炎因子 IL-10 较假手术

组明显下降（均 P＜0.05）。中药治疗组各时间点

TNF-α 和 IL-6 均明显低于模型组，制模后 48 h 和

72 h IL-10 水平均高于模型组（均 P＜0.05）。

表 1 不同处理方法各组大鼠血清中 TNF-α、IL-6、
IL-10 水平比较（x±s）

组别
动物数
（只）

TNF-α（ng/L）

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 13.70±1.06 14.05±1.13 13.31±0.92
模型组 8 32.03±2.01 a 54.56±2.54 a 68.97±3.40 a

中药治疗组 8 31.45±2.40 a 32.83±2.06 b 24.58±2.17 b

组别
动物数
（只）

IL-6（ng/L）

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 27.90±1.08 26.97±1.84 25.95±1.46
模型组 8 50.36±2.66 a 78.88±3.45 a 85.02±4.80 a

中药治疗组 8 42.84±3.12 a 52.73±2.91 b 35.38±2.33 b

组别
动物数
（只）

IL-10（ng/L）

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 90.82±4.85 91.65±5.04 91.43±6.67
模型组 8 80.96±4.90 a 62.93±4.98 a 45.64±3.00 a

中药治疗组 8 75.50±4.35 a 73.09±3.26 b 75.87±4.03 b

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

表 2 不同处理方法各组大鼠肠组织中 TLR4、MyD88、
NF-κB 的 mRNA 表达水平比较（x±s）

组别
动物数
（只）

TLR4/β-actin

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 0.21±0.04 0.23±0.06 0.22±0.01
模型组 8 0.39±0.06 a 0.48±0.05 a 0.56±0.03 a

中药治疗组 8 0.32±0.05 b 0.28±0.04 b 0.30±0.04 b

组别
动物数
（只）

MyD88/β-actin

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 0.18±0.02 0.23±0.01 0.23±0.03
模型组 8 0.38±0.04 a 0.45±0.05 a 0.55±0.03 a

中药治疗组 8 0.30±0.05 b 0.26±0.06 b 0.28±0.03 b

组别
动物数
（只）

NF-κB/β-actin

制模后 24 h 制模后 48 h 制模后 72 h

假手术组 8 0.20±0.03 0.24±0.04 0.22±0.03
模型组 8 0.40±0.04 a 0.41±0.04 a 0.58±0.03 a

中药治疗组 8 0.33±0.03 b 0.29±0.03 b 0.27±0.04 b

注：与假手术组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01

注：A 为假手术组；B 为模型组；C 为中药治疗组

图 1 各组大鼠制模后不同时间点肠组织 TLR4、MyD88、
NF-κB 的 mRNA 表达水平

2.2  不同处理方法各组大鼠肠组织中TLR4、MyD88、 

NF-κB 的 mRNA 表达水平比较（图 1；表 2）：与假

手术组比较，模型组制模后各时间点 TLR4、MyD88、

NF-κB 的 mRNA 表达均明显升高（均 P＜0.01）；

与模型组比较，中药治疗组制模后各时间点肠组织

TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 表达水平均明显降

低（均 P＜0.01）。

3 讨 论 

  流行病学调查显示，近 10 年内，全球至少有脓

毒症患者 3 150 万例，严重脓毒症患者 1 940 万例，

每年有 530 万例脓毒症患者面临死亡［5］，故研究脓

毒症的发病机制、病理生理学特点及治疗方案显得

尤其重要；且随着分子生物学技术和特异性 DNA

重组技术的发展，阐述新的分子生物学技术在脓毒

症诊断、评估及治疗中有重要意义，以期为脓毒症

的诊断提供新型工具，特别是在基因突变、遗传病

因风险评估方面具有革命性的意义［6］。SIRS 在脓

毒症中起着重要作用。多种细胞因子和炎症介质

的参与是发生 SIRS 及 MODS 的关键。LPS 与 LPS

结合蛋白（LBP）形成复合物，并与 CD14 结合，使

TLR4活化，活化的TLR4通过其Toll/IL-1受体（TIR）

功能域与 MyD88 的 C 端 TIR 相互作用，进一步活

化 NF-κB，从而介导炎症反应。由此信号通路引起

细胞因子的合成和分泌，并能启动 T 细胞应答，活

化的 T 细胞产生的细胞因子又能进一步活化单核 -

巨噬细胞，使固有免疫和适应性联系起来。这些促

炎细胞因子包括：TNF-α、IL-1、IL-2、IL-6、IL-8、
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IL-12、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、γ- 干扰素

（IFN-γ）、血小板活化因子（PAF）、白细胞三烯 B4

（LTB4）等；抗炎细胞因子主要包括：IL-1α、IL-4、

IL-10、IL-11、IL-13、转化生长因子、IL-1 受体拮抗

剂、可溶性 TNF-α 受体等。促炎细胞因子与抗炎

细胞因子二者相互作用产生一系列病理生理变化，

若促炎细胞因子与抗炎细胞因子释放平衡就能保持

内环境稳定，使病情趋向好转；若促炎细胞因子与

抗炎细胞因子释放失衡，即可导致 SIRS 或 CARS，

最终出现 MODS 或死亡。所以调节 SIRS 与 CARS

的平衡是治疗脓毒症的关键。

  近年来，有关脓毒症的治疗取得了较大的进步。

但无论是抗炎治疗还是免疫加强治疗，虽然在动物

模型中取得了良好的效果，但在临床治疗中却接连

失败，亟需寻找特异性指标来指导治疗。

  中医学中并没有脓毒症的概念。因其以发热为

主要表现，故多将其归入热病，属外感热病范畴。随

着对脓毒症“虚”方面的认识，对其相关的机制及治

疗研究报告也逐渐增多。《内经》记载：“正气存内，

邪不可干”“邪之所凑，其气必虚”“阴平阳秘，精神

乃治。阴阳离决，精气乃绝”，或表现为“正气虚于

一时，邪气暴盛而突发”的急性虚证状态。李俊等［7］

为此提出了“急性虚证”的概念，也可表现为年老、

久病、多劳的慢性虚证状态。有研究显示，内科脓

毒症患者以虚实夹杂证多见，占 83.6%；单纯实证

者占 16.4%［8］。脓毒症并发 MODS 患者中阳虚证

明显增多，出现阳虚证的脓毒症患者病情较重，提示

治疗上需要重视顾护阳气。

  温阳振衰颗粒由制附子、红参、干姜、甘草等 

6味中药组成。方中附子温通阳气、暖命门、温坎水、

破阴凝，可谓是扶阳第一要药。陈修园在《神农本

草经读》中有云：“味辛气温，火性迅发，无所不到，

故为回阳救逆第一品药。”红参为人参蒸制后干燥

而成，性微温、味甘，可大补元气，复脉固脱，与附子

合而为君。现代药理学研究表明，红参与附子的有

效成分是人参皂苷及乌头类生物碱，具有拟异丙肾

上腺素的作用，可通过兴奋 α、β 受体发挥临床作

用［9］。《本草求真》记载：“干姜大热无毒，守而不走，

凡胃中虚冷，元阳欲觉，合以附子同投，则能回阳立

效”，故有“附子无姜不热”之说。甘草味甘、性平，

一则减轻附子的毒性，再则调和诸药而为使。诸药

合用，共奏温阳益气、固阳化阴之功效。研究证实，

温阳强心方能对慢性充血性心力衰竭血清炎症因子

进行有益的调控［10］。

  综上，本研究表明，温阳振衰颗粒能降低脓毒症

小鼠模型血清中 TNF-α、IL-6 水平，增加 IL-6 水

平，抑制肠组织 TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 表

达，从而使该通路活化后释放的下游炎症因子减少，

最终调节 SIRS 与 CARS 的平衡。因此积极研究探

讨中医药治疗脓毒症的机制，尤其是研究中医药治

疗脓毒症在固有免疫和适应性免疫与中医药辨证分

期论治之间的关联，寻找能指导中医药用药的客观

生化指标是中医药防治脓毒症的重要研究方向。
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