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【摘要】 目的  探讨胆碱能抗炎效应是否介导了醒脑静注射液对脓毒症相关性脑病（SAE）的神经保护
作用。方法  用随机数字表法将 8 周龄雄性 Wistar 大鼠分为脓毒症组、醒脑静组及对照组，每组 18 只。通过
腹腔注射脂多糖（LPS）10 mg/kg 制备脓毒症大鼠模型；对照组给予等量生理盐水。醒脑静组于制模前 30 min 
经腹腔注射醒脑静注射液 5 mL/kg；对照组及脓毒症组给予等体积生理盐水。制模后 24 h，用尼氏染色法检
测海马神经元细胞损伤情况；用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测细胞凋亡情况；用免疫荧光染色分析胆
碱乙酰转移酶（ChAT）及毒蕈碱型乙酰胆碱受体 M1（CHRM1）表达以评估胆碱能神经功能。结果  脓毒症组
大鼠神经元细胞出现明显损伤以及细胞凋亡〔凋亡率（%）：59.0±10.7 比 2.3±0.6，P＜0.01〕，并伴随着 ChAT
及 CHRM1 表达降低〔ChAT（荧光强度）：0.042±0.011 比 0.071±0.013，CHRM1（荧光强度）：0.018±0.004 比
0.322±0.067，均 P＜0.01〕。醒脑静组神经元细胞损伤以及细胞凋亡程度较脓毒症组显著减轻〔凋亡率（%）：
31.9±6.9 比 59.0±10.7，P＜0.01〕，并伴随着 ChAT 及 CHRM1 表达增加〔ChAT（荧光强度）：0.087±0.016 比
0.042±0.011，CHRM1（荧光强度）：0.253±0.053 比 0.018±0.004，均 P＜0.01〕。结论  脓毒症导致的神经元
细胞损伤、细胞凋亡以及胆碱能神经功能异常参与了 SAE 的发病机制，而胆碱能抗炎效应可能介导了醒脑静
注射液的神经保护作用。
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【Abstract】 Objective  To  explore  whether  the  cholinergic  anti-inflammatory  effect  mediates  the 
neuroprotective effect of Xingnaojing injection on sepsis associated encephalopathy (SAE).  Methods  The 8-week-old  
male Wistar  rats were  randomly  divided  into  sepsis  group, Xingnaojing  group  and  control  group with  18  rats  in  each 
group. Sepsis rat model was prepared by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg), while the rats in 
control group were given the same amount of normal saline instead. In Xingnaojing group, Xingnaojing injection (5 mL/kg)  
was intraperitoneally injected 30 minutes before sepsis rat model was prepared, while the same volume of normal saline 
was  given  to  rats  in  control  group  and  sepsis  group.  At  24  hours  after  model  establishment,  injury  of  hippocampal 
neuron  was  evaluated  by  Nissl  staining,  and  neuron  apoptosis  was  detected  by  terminal  dexynucleotidyl  transferase 
(TdT)-mediated dUTP nick end labeling  (TUNEL) method. Finally,  the expression of choline acetyltransferase  (ChAT) 
and  muscarinic  acetylcholine  receptor  M1  (CHRM1)  were  analyzed  by  immunofluorescence  staining  to  evaluate  the 
cholinergic function.  Results  The rats in sepsis group showed significantly severe neurons injury and apoptosis than 
those in control group [apoptosis rate (%) 59.0±10.7 vs. 2.3±0.6, P < 0.01], along with expression reduction of ChAT 
and CHRM1 proteins [ChAT (fluorescence intensity): 0.042±0.011 vs. 0.071±0.013, CHRM1 (fluorescence intensity): 
0.018±0.004  vs.  0.322±0.067,  both P  <  0.01].  The  neuronal  injury  and  apoptosis  rate  in  Xingnaojing  group  were 
significantly alleviated [apoptosis rate (%): 31.9±6.9 vs. 59.0±10.7, P < 0.01], accompanied with increased expression 
of ChAT and CHRM1 proteins  [ChAT (fluorescence  intensity): 0.087±0.016 vs. 0.042±0.011, CHRM1 (fluorescence 
intensity):  0.253±0.053  vs.  0.018±0.004,  both  P  <  0.01].  Conclusion  The  Hippocampal  neuron  injury, 
apoptosis  and  cholinergic  dysfunction  caused  by  sepsis  are  involved  in  the  pathogenesis  of  SAE,  and  the  cholinergic  
anti-inflammatory effect might mediate the neuroprotective effect of Xingnaojing injection.
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  脓毒症是一种严重危害人类健康的感染性疾

病，全球每年有超过 1 800 万严重脓毒症病例，病死

率高达 50%。当脓毒症诱发的全身炎症反应累及

中枢神经系统时可导致患者注意力不集中、谵妄、

昏迷甚至死亡，中枢神经受累严重者常常有不良预

后［1］。醒脑静注射液提取自我国经典药方安宫牛

黄丸，对包括脓毒症相关性脑病（SAE）在内的多种

脑病具有神经保护作用，但作用机制尚不明确。迷

走神经介导的胆碱能抗炎效应是机体重要的免疫调

节机制，本研究旨在分析醒脑静注射液是否通过胆

碱能抗炎效应发挥神经保护作用。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：8 周龄 SPF 级雄性 Wistar

大鼠，体质量 250～300 g，购自中山大学动物实验

中心，许可证号：SYXK（粤）2012-0081。用随机数

字表法将实验大鼠分为脓毒症组、醒脑静组和对照

组，每组 18 只。

1.2  脓毒症大鼠模型制备及处理：通过腹腔注射

脂多糖（LPS，美国 Sigma 公司）10 mg/kg 制备脓毒

症大鼠模型；对照组则给予等量生理盐水。醒脑静

组于制模前 30 min 经大鼠腹腔注射醒脑静注射液 

（5 mL/kg，无锡山禾药业有限公司），对照组及脓毒症

组给予等量生理盐水。

1.3  伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准，并经广东省人民医院医学研究伦理委员会

审批（审批号：2014009A）。 

1.4  检测指标及方法：制模 24 h 后用 10% 水合氯

醛麻醉并处死大鼠，经左心室插管，用生理盐水冲洗

干净血液成分后，冰上分离出大鼠海马组织，冰箱内

保存备检。检测时用自动组织包埋机进行海马组织

固定，经过透明、浸蜡、石蜡包埋等过程，制备大鼠

海马组织石蜡块。

1.4.1  神经元细胞尼氏染色：将海马组织石蜡块切

成 10 μm 厚的切片，行尼氏染色，显微镜下观察各组

动物神经元细胞损伤情况。

1.4.2  采用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测神

经元细胞凋亡率：取大鼠新鲜海马组织进行固定，

然后切成 10 μm 厚度的冰冻切片，TUNEL 染色以及

神经元核抗原（NeuN）双标染色，计算阳性神经元

细胞占总神经元细胞的比例，评估海马神经元细胞 

凋亡情况。 

1.4.3  免疫荧光法检测脑组织胆碱乙酰转移酶

（ChAT）和毒蕈碱型乙酰胆碱受体 M1（CHRM1）表

达：大鼠新鲜海马组织进行冰冻切片后进行 ChAT

抗体以及 CHRM1 抗体染色，冲洗后用荧光二抗进

行孵育，荧光显微镜下观察蛋白表达，Imag J 软件分

析免疫荧光强度，每张切片选取 6 个视野，计算平均

荧光强度值。

1.5  统计学分析：使用 SPSS 20.0 软件分析数据。

正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间均数比较采用方差分析，两两比较在方差齐

性时采用 LSD 检验，否则采用 Dunnett' T3 检验；非

正态分布的数据以中位数（四分位数）〔M（QL，QU）〕

表示，使用 Welch 近似方差分析比较。P＜0.05 为

差异有统计学意义。 

2 结 果 

2.1  神经元细胞尼氏染色（图 1）：脓毒症组海马组

织中出现大量神经元细胞固缩，部分神经元细胞质

内的尼氏小体颜色变浅、数目减少以及消失；而醒

脑静组神经元细胞损伤得到明显改善；对照组神经

元细胞无明显损伤改变。

注：对照组（1A）神经元无明显损伤改变；脓毒症组（1B）可见 
大量神经元固缩，部分神经元胞质内的尼氏小体颜色变浅、数目 

减少甚至消失；醒脑静组（1C）神经元损伤得到明显改善

图 1 镜下观察各组大鼠制模 24 h 海马神经元细胞 
损伤情况（Nissl 染色　高倍放大）

2.2  神经元细胞 TUNEL 凋亡染色（表 1，图 2）：与

对照组相比，脓毒症组海马组织出现明显的神经元

细胞凋亡（P＜0.01），药物治疗后可有效减轻脓毒症

引起的神经元细胞的凋亡程度（P＜0.01）。

表 1 各组大鼠神经元细胞凋亡以 
及胆碱能神经表达比较（x±s）

组别
例数
（例）

细胞凋亡率
（%）

ChAT
（荧光强度）

CHRM1
（荧光强度）

对照组 6   2.3±  0.6 0.071±0.013 0.322±0.067
脓毒症组 6 59.0±10.7 a 0.042±0.011 a 0.018±0.004 a

醒脑静组 6 31.9±  6.9 b 0.087±0.016 b 0.253±0.053 b

注：ChAT 为胆碱乙酰转移酶，CHRM1 为毒蕈碱型乙酰胆碱受体
M1；与对照组比较，aP＜0.01；与脓毒症组比较，bP＜0.01

2.3  免疫荧光染色（表 1，图 3～4）：脓毒症组脑组

织中 ChAT 和 CHRM1 阳性表达较对照组均明显减

少（均 P＜0.01）；而醒脑静组 ChAT 和 CHRM1 阳性

表达较脓毒症组均明显增加（均 P＜0.01）。
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3 讨 论 

  SAE 是脓毒症严重并发症，目前认为补体活化、

脑循环障碍、血脑屏障损伤、炎症反应失控、神经递

质失衡等多种因素共同参与了脓毒症诱发的脑功

能障碍［2-3］。脓毒症合并脑功能障碍时常预示着疾

病预后不佳，随访疾病幸存者还发现大部分患者远

期预后还会出现不同程度的认知以及情感功能障 

碍［4］。由于疾病发生率高及预后差的特点，使 SAE

近年来受到学者们的广泛关注，但除了早期治疗感

染灶外，临床上针对 SAE 的治疗手段有限。

  醒脑静注射液是在我国经典药方安宫牛黄丸

基础上提炼而成的针剂，主要成分为麝香、冰片、栀

子、郁金，醒脑静注射液具有开窍醒神、活血凉血、

清热解毒等功效，临床上已经广泛运用于治疗脑卒

中、脑外伤等多种脑部疾病［5］，对治疗急性中毒、病

毒性脑炎、重症中暑和心绞痛也有较好的临床疗 

效［6］。中枢神经的炎症反应失控被认为是脓毒症

的核心致病机制，因而清除机体内环境中过多的炎

性因子有望改善 SAE 的预后。有研究通过分析醒

脑静联合连续性肾脏替代治疗（CRRT）SAE 可改善

急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ（APACHE Ⅱ）

以及格拉斯哥昏迷评分（GCS)，并显著缩短患者意

识恢复时间［7］。杨国军等［8］则进一步发现醒脑

静注射液可直接降低脓毒症患者血清中的白细胞 

介素 -6（IL-6）、内毒素、肿瘤坏死因子（TNF-α）、 

C- 反应蛋白（CRP）以及血乳酸水平，证实药物能

抑制内毒素水平、减轻全身炎症反应并改善组织供

氧，从而降低严重脓毒症的病死率。陈东等［9］研

究内毒素对脓毒症大鼠脑细胞线粒体功能的影响

发现，脓毒症早期即可导致大鼠脑细胞线粒体膜电

位降低，胞质水肿，丙二醛（MDA）、一氧化氮（NO）、

一氧化氮合酶（NOS）含量升高，超氧化物歧化酶

（SOD）活性降低；而醒脑静治疗后可恢复脑细胞线

粒体膜电位，改善机体抗氧化能力，降低氧化应激水

平，从而保护线粒体结构和功能的完整性。

  研究证实胆碱能神经系统广泛参与了大脑觉醒

与睡眠、学习记忆、感觉运动以及植物神经中枢活

动等多种生理功能，近年来还发现由迷走神经介导

的胆碱能抗炎通路是体液免疫之外机体重要的免疫

调节机制［10］。ChAT 是合成神经递质乙酰胆碱的重

要生物合成酶，该酶在神经元胞体上合成后主要通

过轴质流动方式被转移到神经突触末端，通过将乙

酰辅酶 A 转移到胆碱上，从而合成神经递质。目前

发现胆碱能神经受体共有 5 种亚型，CHRM1 是其

注：红光代表凋亡染色，绿光代表神经元，蓝光代表细胞核；脓毒 
症组出现大量的细胞凋亡，醒脑静组的细胞凋亡明显减轻

图 2 镜下观察各组大鼠海马组织神经元细胞凋亡染色 
情况　原位末端缺刻标记（TUNEL）染色　高倍放大

注：红光代表 ChAT 蛋白，蓝光代表细胞核。对照组（3A）海马 
组织 ChAT 表达水平；脓毒症组（3B）ChAT 表达显著减少， 

醒脑静组（3C）ChAT 表达增强

图 3 荧光显微镜下观察各组大鼠海马组织 
胆碱乙酰转移酶（ChAT）表达

注：红光代表 CHRM1 蛋白，蓝光代表细胞核；对照组（4A）海马 
组织 CHRM1 表达水平；脓毒症组（4B）CHRM1 表达显著减少； 

醒脑静组（4C）CHRM1 表达恢复

图 4 荧光显微镜下观察各组大鼠海马组织毒蕈碱型 
乙酰胆碱受体 M1（CHRM1）蛋白表达
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中之一，该受体广泛介导了中枢神经系统的胆碱能

神经活动。本研究通过检测 ChAT 和 CHRM1 的表

达评估中枢胆碱能神经系统在脓毒症组以及醒脑静

组中的变化情况，发现胆碱能神经系统组分 ChAT

以及 CHRM1 在脓毒症大鼠海马组织中表达下降，

提示胆碱能神经的功能异常可能参与了脑病的发病

过程，与 Semmler 等［11］的实验结论一致。

  醒脑静注射液可显著促进 ChAT 以及 CHRM1

的表达，推测药物除了拮抗内毒素诱发的炎症反应

外，还可能通过恢复中枢神经递质以及胆碱能抗炎

效应而发挥神经保护作用。本研究结果提示，脓毒

症导致的神经元细胞损伤、细胞凋亡以及胆碱能神

经功能异常共同参与了 SAE 的发病机制，而胆碱能

抗炎效应可能介导了醒脑静注射液的神经保护作

用。然而本研究只检测了 ChAT 以及 CHRM1 的表

达情况，尚未能全面评估脓毒症时中枢胆碱能神经

系统的变化，也有学者指出醒脑静注射液作为复合

制剂对脓毒症脑神经的保护作用需要进一步明确是

有效成分［9］，因此醒脑静注射液对 SAE 的保护作用

还需要更深入的研究。
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新型冠状病毒肺炎

  （corona virus disease 2019，COVID-19）

新型冠状病毒（2019 novel coronavirus，2019-nCoV）

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）

总胆汁酸（total bile acid，TBA）

血液灌流（hemoperfusion，HP）

降钙素原（procalcitonin，PCT）

总胆固醇（total cholesterol，TC）

内皮细胞（endothelial cells，EC）

血浆置换（plasma exchange，PE）

血小板计数（platelet count，PLT）

细胞凋亡指数（apoptosis index，AI）

白细胞介素 -8（interleukin-8，IL-8）

凝血酶原时间（prothrombin time，PT）

急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）

平均动脉压（mean artery pressure，MAP）

乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）

中心静脉压（central venous pressure，CVP）

白细胞计数（white blood cell count，WBC）

淋巴细胞计数（lymphocyte count，LYM）

精氨酸加压素（arginine vasopressin，AVP）

肺炎严重指数（pneumonia severity index，PSI）

心肌肌钙蛋白 I（myocardial troponin I，cTnI）

丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）

间断短时血液滤过

  （intermittent short veno-venous hemofiltration，ISVVH）




