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【摘要】 目的：在基因水平探讨血必净注射液对脓毒症大鼠肝脏保护作用的机制。方法：采用盲肠结扎穿 

孔术(CLP)制备脓毒症模型。选择 140只Wistar大鼠，其中6O只随机均分为血必净治疗组和模型组，观察术后 

48 h和 72 h的存活率；另 8O只按随机数字表法分为正常组、假手术组、模型组和血必净治疗组。透射电镜观察 

术后 24 h肝脏病理学改变。采用含有4 096条大鼠基因cDNA克隆的表达谱基因芯片，检测并分析脓毒症大鼠 

经血必净注射液治疗后 24 h肝组织的基因表达变化，并以计算机软件筛选出差异表达的基因。结果：与模型组 

比较，血必净治疗组大鼠48 h和 72 h存活率显著升高，且血必净注射液有延长存活时间的作用(P<O．05或 

P<O．01)。24 h血必净治疗组肝脏病理学损伤改变明显减轻。在4 096条基因中，有差异表达的基因122条，下 

调基因主要涉及神经细胞与神经传导、细胞信号转导、各种基本生物化学物质代谢酶类基因、能量代谢相关基 

因；上调基因主要涉及细胞骨架与运动类蛋白、细胞周期调控、各种基本生物化学物质代谢酶类基因以及能量 

代谢相关基因。结论：血必净注射液能延长脓毒症大鼠的存活时间，并具有肝脏保护效应，其作用环节可能涉及 

物质代谢、脂类代谢基因、免疫、细胞信号转导等多方面。 
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【Abstract] Objective：To investigate the mechanism of Xuebijing injection(血必净注射液 ，XBJI)in 

protection of liver in rats with sepsis on gene leve1．Methods：According to cecum ligation perforation (CLP) 

method，the sepsis model was prepared．One hundred and forty W istar rats were selected；among them 60 rats 

were randomly divided into a model group and a XBJI treatment group，and the survival rates at postoperative 

48 hours and 72 hours were observed；the other 80 rats were randomly divided into 4 groups as follows：sham 

operation group，normal control group，model group and XBJI treatment group to observe pathobiological 

changes of liver postoperative 24 hours through transmission electron microscope． After rat was treated 

bv XBJI，adopted was expression spectra gene array which contains 4 096 rat gene cDNA，to detect and 

analyze the variation of gene expression of hepatic tissue in rats with sepsis at postoperative 24 hours，and to 

sieve genes that had differential expressions by means of a computer．Results：Compared with the model 

group，the survival rates of the rats in XBJI therapy group at 48 hours and 72 hours were notably raised 

(P<O．05 or P<O．01)．The liver pathobiological injury of XBJI therapy group obviously was relieved at 

24 hours．There were 122 genes that had differential expressions out all of 4 096 genes．Down—regulation 

genes mainly referred to nerve cell and nerve conduction，cell signal transduction，various kinds of metabolic 

enzyme genes of basic biochemistry materials，energy metabolism related genes．Up—regulation genes mainly 

contained cvtoskeleton and motion protein，cell cycle control，various kinds of metabolic enzymes genes of 

basic biochemistry materials，energy metabolism related genes．Conclusion：XBJI can obviously prolong the 

survival time of rat with sepsis and has a protective effect on liver，and the effect link may refer to substance 

metabolism ，lipid metabolism gene，immunization，cell signal transduction and so on． 
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脓毒症急性肝损伤可发生在脓毒症的任何阶 

段，肝功能不全是脓 毒症 发展 为多器官功 能衰竭 

(MOF)的标志之一“ 。如何早期干预脓毒症急性 

肝损伤，保护肝功能，防止其形成不可逆的病理损 

害，关系到脓毒症的治疗全局 。血必净注射液防治脓 

毒症多器官功能障碍综合征(MODS)的疗效已得到 

公认，其作用机制的研究多在于炎症介质、凝血等方 

面∞ ，而涉及基因水平的研究较少。我们的前期研 

究 已经发现了脓毒症大鼠肝脏基 因表达特点㈣。本 

研究采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备大鼠脓毒症模 

型，观察血必净注射液对脓毒症大 鼠的肝脏保护效 

应，以期为临床脓毒症并发急性肝损伤的防治提供 

参考。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型制备及分组：清洁级雄性 Wistar大 

鼠 140只，体重 220～260 g，购自中国医学科学院 

实验动物繁育场，适应性饲养 1周。实验前禁食过 

夜，自由饮水。按照Chaudry等∞ 介绍的方法进行改 

良，采用CLP制备大鼠脓毒症模型。术后立即皮下 

注射生理盐水 10 m1以补充术中丢失的体液并抗休 

克治疗 。术后正常饮食 ，自由饮水。 

1．2 生存率实验：将 60只大鼠按随机数字表法分 

为两组。血必净治疗组( 一30)制模前连续 3 d腹腔 

注射血必净注射液(由天津市红 日药业股份有限公 

司提供)10 ml／kg，每日2次；制模后每 12 h给予血 

必净注射液 10 ml／kg。模型组 ( 一30)腹腔给予生 

理盐水 10 ml／kg，给药方式与血必净治疗组相 同。 

记录术后 48 h和 72 h的大鼠存活率。 

1．3 脏器功能保护实验：另选择 80只大鼠，按随机 

数字表法分组：正常组( 一8)断颈活杀；假手术组 

( 一8)术后 24 h断颈活杀；血必净治疗组 ( 一32) 

给药方式同前，于 24 h后断颈活杀；模型组( 一32) 

腹腔给予生理盐水 ，给药方式与血必净治疗组同，术 

后 24 h断颈活杀。 

1．4 电镜观察：取大 鼠厚 约 1．5 mm 的肝脏 ，浸入 

体积分数为 2．5 的戊二醛溶液和 1 的四氧化锇 

溶液中双固定，经乙醇梯度脱水，树脂包埋，超薄切 

片后 ，进行透射电镜观察 。 

1．5 基因芯片杂交及检测分析：无菌条件下取右上 

叶肝组织，分别于电镜固定液及液氮中保存备用。按 

文献[6]介绍的方法进行基因芯片杂交及检测 。 

2 结 果 

2．1 两组大鼠存活率比较(表 1)：脓毒症大鼠制模 

成功后出现精神萎靡，活动困难，对刺激反应迟钝， 

被毛蓬松少光泽，进食减少 ，腹泻 。在术后 6 h开始 

死亡，72 h左右腹泻停止 ，进食增加者可能存活。血 

必净治疗组大鼠情况较模型组轻 ，毛发较光整，呼吸 

渐趋平稳 ，活动增多，食量增加 ，腹泻少。两组 48 h 

和 72 h存活率比较差异均有显著性(P<0．O1和 

P<0．05)；且血必净治疗组大鼠存活时间明显延长 

(P< 0．05) 

表 1 两组大鼠存活时间及 48 h和 72 h存活率比较 

Table 1 Comparison of survival time and survival 

rate at 48 and 72 hours between two groups 

注：与模型组 比较 ： P<O．05，一 P<O．O1 

2．2 血必净注射液对脓毒症大鼠的器官保护作用 ： 

制模24 h后取部分肝组织进行电镜检查，结果显示： 

正常组肝细胞核位于中央、呈圆形，有明显核仁，染 

色质均匀；胞质中线粒体丰富，粗面内质网较发达， 

成群分布，间隙中可见部分糖原。假手术组肝细胞器 

可见线粒体、粗面内质网微体及较丰富的糖原，其中 

线粒体欠清晰，可能是实验性缺血所致。模型组肝细 

胞器变性 ，粗面 内质 网和糖原明显减少 ，大量脂质， 

胞膜不清晰，肝窦壁结构不清，内皮细胞凝聚变性， 

窦间隙消失，胞质内线粒体膜和嵴均不清晰，基质增 

多，并可见不定性包涵物。粗面内质网断裂失去正常 

结构，糖原消失；提示模型制备成功。血必净治疗组 

线粒体膜和嵴尚可分辨，部分线粒体内有少量不定 

形絮状物，核旁粗面内质网成群分布，线粒体旁粗面 

内质网断裂，糖原消失，肝窦水肿、窦壁内皮细胞菲 

薄、窦州隙缩窄、肝细胞窦面微绒毛杂乱无序，肝窦 

内见有游离的库普弗细胞及变形红细胞，有少量脂 

质 ，与模型组 比较肝细胞器有改善，脂质明显减少。 

2．3 血必净治疗组与模型组基因芯片杂交结果 ：基 

因芯片双色荧光标记叠加 图(彩色插页图 1)显示 ， 

对于某一点的两种叠加荧光信号，如果 Cy3信号较 

强，该点多显绿色，属下调趋势；如果 Cy5信号较 

强，该点多显红色，属上调趋势；如果强度相似，即显 

黄色。杂交信号强度散点图结果(彩色插页图 2)显 

示，x轴、y轴分别以Cy3荧光强度值(前景值一背 

景值)和 Cy5荧光强度值为坐标，每个数据点代表 

芯片上一个基因点的杂交信号；数据点若为红色，则 

代表 Cy5／Cy3比值在 0．5～2．0之间，基本属非差 

异表达；数据点若为黄色，则代表 Cy5／Cy3比值在 
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0．5～2．0范围之外 (该点很可能属于表达差异)。 

2．4 基因芯片表达谱差异分析结果 (表 2～4)：在 

4 096条基因中，有差异表达 的基 因 122条 ，其 中上 

调 基 因 68条，下调基 因 54条。血必 净 治疗 组有 

89条新基因表达发 生了变化 ，另外 33条基 因在模 

型组与正常组中同样也发生变化 ，有 8条基因表达 

量发生 了回归，即在模型组与正常组 中下调的在血 

必净治疗组与模型组中都上调 ，或者在模型组与正 

常组中上调的在血必净治疗组与模型组中却下调。 

表 2 血必净治疗组 中 3O条表达下调的基 因 

Table 2 Thirty genes that down—regulation 

expression in Xuebijing treatment group 

基因序号 基因名称 基因功能分类 

PREDICTED：褐鼠类载脂蛋白F，信使核糖核酸 载脂蛋白 

PREDICTED：褐鼠类脂2，信使核糖核酸 脂类代谢 

PREDICTED：褐鼠类甘油三酯转移蛋白，信使核糖核酸 脂类代谢 

褐鼠类载脂蛋白F 载脂蛋白 

褐鼠类P450 I A23蛋白质信使核糖核酸 能量代谢 

褐鼠细胞色素P450，多肽40 能量代谢 

PREDICTED：褐鼠线粒体的同系物载体 线粒体载体 

褐鼠烯酰辅酶A水解酶l 物质代谢 

褐鼠长链酰基辅酶A合成酶的信使核糖核酸 脂肪代谢 

PREDICTED：褐鼠胰腺淀粉酶2 物质代谢 

褐鼠类固醇脱氢酶4信使核糖核酸 物质代谢 

褐鼠脱乙酰基酶信使核糖核酸 物质代谢 

褐鼠4一羟基苯丙酮酸信使核糖核酸 物质代谢 

褐鼠甲基丙二酸半醛脱氢酶 物质代谢 

褐鼠砷甲基转移酶 物质代谢 

褐鼠鸟氨酸转氨酶 物质代谢 

褐鼠1A族硫转移酶 物质代谢 

褐鼠补体成分1 免疫 

褐鼠免疫球蛋白重链la 免疫球蛋白 

褐鼠ed36抗原 免疫 

PREDICTED：褐鼠转化生长因子 转化生长因子 

PREDICTED：褐鼠染色体14开放读码框21 核酸代谢 

褐鼠p300／~ 白关联因子 转录辅因子 

褐鼠硫酸根运载体信使核糖核酸 运输蛋白 

PREDICTED：褐鼠跨膜蛋白 跨膜蛋白 

褐鼠弹性蛋白酶原 弹性蛋白酶原 

鼠肾切除后下调基因 肾相关 

褐鼠2一巯基丙酰甘氨酸信使核糖核酸 肾相关 

褐鼠反向转录脱氧核糖核酸2310001A20 神经相关 

3 讨 论 

脓毒症发病机制复杂，临床救治十分困难。虽然 

近年来器官支持、容量复苏、胰岛素应用和重组活化 

蛋白C(APC)治疗的实验研究显示出很好的势头， 

但现在临床仍缺乏有效治疗方法 。本院长期以来 

依 据“三证三法”治疗脓毒症观点。 ，采用 中西 医结 

合方法治疗大量脓毒症患者，取得 了较好的效果 。 

有研究显示，脓毒症病理生理过程为促炎／抗炎 

因子失控性释放，导致机体血管内皮细胞损伤，血小 

表 3 血必净治 疗组中部分表达上调的基因 

Table 3 Part genes that up—regulation expression 

in Xuebijing treatment group 

表 4 大鼠肝组织中 8条 回归基 因 

Table 4 Eight recurrence genes in liver tissue of rat 

基因序号 基因名称 基因功能分类 

信使核糖核酸序列 未知 

褐鼠天冬酰胺合成酶 氨基酸代谢 

信使核糖核酸序列 未知 

褐鼠固醇12a羟化酶p450的环磷酰胺8B信使核糖核酸脂类代谢 

褐鼠反向转录脱氧核糖核酸 神经相关 

褐鼠绒促性素一长链调节脂酰辅酶A合成酶 物质代谢 

唾液腺球蛋白信使核糖核酸 物质代谢 

褐鼠核黄素激酶 物质代谢 

板、凝血、纤溶及体 内抗凝系统功能失调，血液处于 

高凝状态，纤维蛋白大量沉积，微血管内凝血，导致 

各系统器官功能障碍或功能衰竭“ 。脓毒症主要 

是由凝血活化、炎症反应及纤溶抑制相互作用形成 

的级联反应过程 ，其 中凝血活化是脓毒症 的重要环 

节 ∞，如此反复作用，必然导致恶性循环。如何打 

破这种恶性循环，现代医学主要从凝血／抗凝角度出 

发；中医学则从活血化瘀角度出发。Bernard等n 先 

后完成了人类重组活化蛋白C(rhAPC)治疗脓毒症 

的 Ⅱ、Ⅲ期临床研究 ，2001年美 国食品与药 品监督 

管理局(FDA)批准使用 rhAPC的Ⅳ期临床研究， 

用于治疗成人脓毒症。临床及实验研究证实活血化 

瘀法不仅具有改善凝血／抗凝失衡的作用，抑制有害 

的血管活性介质释放，还能阻断不同病因及不同病 

机的凝血功能紊乱触发因素，在凝血功能紊乱不同 

阶段发挥有益的作用“ 。 

拈 髂 踮 

％ 叮 盯 ％ 毗 舭 弛 
n 化 盯 ∞ ∞ 

㈣

一 一 一

㈣ ㈣聊一 ㈣㈣一 ㈣ 一 ㈣嘶一册一 一㈣m删一 ㈣ 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·236· 中国中西医结合急救杂志2007年 7月第 14卷第 4期 Chin J TCM wM Crit Care，July 2007，Vo1．14，No．4 

血必净注射液的主要有效成分包括红花黄色素 

A、川芎嗪、丹参素、阿魏酸、芍药苷、原儿茶醛。文献 

报道 ，血必净注射液能在体 内外有效拮抗 内毒素 ，抑 

制体内多种炎症介质的病理生理作用，恢复受到抑 

制的免疫反应。 ，对应激性脏器损伤具有良好的 

保护作用。”，并通过保护血管内皮细胞，改善内毒 

素引起的大鼠器官超微结构损伤“ 。在小鼠菌血症 

模型中，抗生素联合血必净注射液治疗可显著提高 

动物的存活率。 。在本组实验中，脓毒症动物模型使 

用血必净注射液治疗后 ，术后 48 h和 72 h生存率 

明显 提高，并能改善 24 h肝脏病理学改变 ，说 明血 

必净注射液对脓毒症有一定的器官保护作用。 

动物实验与临床观察提示，机体炎症反应失控 

所致脓毒性体克、MODS不仅与细胞因子等炎症介 

质过度表达、分泌有关 ，也与体 内免疫功能障碍有密 

切关系。Hotchkiss等。 的研究发现，脓毒症患者在 

发病初始阶段就有明显的T细胞免疫功能抑制现 

象，为脓毒症存在原发性低免疫反应提供了理论证 

据。有文献报道 ，大手术后并发脓毒症与患者外周血 

单个核细胞产生促炎／抗炎细胞因子功能缺陷有关， 

脓毒症患者能否生存与炎症反应而不是抗炎反应的 

恢复相关。 。另有报道显示，内毒素攻击后动物循 

环血中白细胞介素一4(IL一4)、IL一10以及转化生 

长因子一B1(TGF—B1)等抗炎因子均显著增加，这 

可能与维持机体防御机制、防止致炎因子产生有害 

作用有关 。 

在基因表达方面，与模型组比较 ，血必净治疗组 

有 89条新基因的表达发生了变化，另外 33条基因 

在模型组与正常组的比较 中同样也发生了变化。下 

调基因主要涉及神经细胞与神经传导、细胞信号转 

导、DNA结合转录和转录调节因子、细胞骨架与运 

动类蛋白、离子通道与运输蛋白、免疫相关基因、各 

种基本生物化学物质代谢酶类 (包括核苷酸 、氨基 

酸、脂类等)基因、能量代谢相关基因。上调基因主要 

涉及神经细胞与神经传导、细胞信号转导、细胞骨架 

与运动类蛋白、细胞周期调控、各种基本生物化学物 

质代谢酶类(包括核苷酸、氨基酸、脂类等)基因、能 

量代谢相关基因、生长因子类基因。33条基因中有 

8条基因表达量发生了回归，我们能看见一些物质 

代谢和脂类代谢基因恢复正常，说明血必净注射液 

可能是通过此类机制达到治疗效果的。 

总之，应用基因芯片可快速找到药物作用的靶 

基因。血必净注射液对肝脏的影响是多环节、多层 

次、多靶点综合作用的结果，这与中医理论的整体观 

是一致的，其更深层次的作用机制尚需采用其他分 

子生物学技术进一步研究 。 
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