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红花注射液对急性肝损伤大鼠炎症因子的影响

蒋旭宏，黄小民，何煜舟，张卓一

(浙江省中医院急诊科，浙江杭州310006)

【摘要】目的探讨红花注射液治疗内毒素性急性肝损伤(ALI)大鼠的作用机制。方法将80只SD大

鼠随机分为对照组(咒一8)、ALI组(咒一24)、红花干预组(珂一24)、还原型谷胱甘肽(TAD)组(n=24)。以小剂量

脂多糖／D一氨基半乳糖(LPS／D—GalN)制备大鼠ALI模型，使用红花注射液进行干预，并设TAD注射液为阳

性对照组。分别于术后6、24和48 h取血和肝组织，测定血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、

肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介素一113(IL一113)的水平变化；观察肝组织病理学变化和高迁移率族蛋白B1

(HMGBl)的表达水平。结果ALI组血清ALT、AST、TNF—a、IL一113水平均明显高于对照组，且肝组织损伤程

度及HMGBl表达也明显高于对照组(P均<o．01)。红花干预组和TAD组各时间点血清ALT、AST、TNF-a

和IL—lp水平明显低于ALI组(P<0．05或P<0．01)；肝组织病理损伤程度和HMGBl表达水平也明显低于

ALl组(P均d0．01)。结论红花注射液能够有效抑制内毒素性ALl大鼠炎症因子水平，减轻肝组织炎症反

应和水肿、坏死程度，对ALl有较好的防治作用。
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Effect of safflower injection(红花注射液)on inflammatory factors in rats with acute liver injury JIANG

Xu—hong，HUANG Xiao—rain，HE Yu-zhou，ZHANG Zhuo-yi．Department of Emergency，Zhejiang

Provincal HDspiral of TCM。Hangzhou 31 0006，Zhefiang，China

【Abstract]Objective To investigate the effects of safflower injection(红花注射液)on changes of

inflammatory factor levels in rat models with acute liver injury(ALl)induced by endotoxin．Methods Eighty

rats were randomly divided into four groups：ALI model group(行=24)，safflower injection(H)group

(挖=24)，reduced glutathione injection(TAD)group(以一24)and normal group(n----8)．The rat models with

ALl were induced by injecting small dosage of lipopolysaccharide／D-galactosamine(LPS／D—GalN)；the rats in

the H group were injected safflower injection 30 minutes before the establishment of ALI；the rats in the TAD

group were injected TAD 30 minutes before ALI；normal saline was injected in the rats in normal group．Eight

rats in each group were sacrificed at 6，24 and 48 hours time points，then their sera as well as hepatic tissues

were collected tO determine alanine aminotransferase(ALT)，aspartate transaminase(AST)，tumor necrosis

factor—a(TNF—a)and interleukin一113(IL一113)levels in the serum and high mobility group box 1(HMGBl)

expression and the pathological changes in liver tissues．Results Compared with the normal group，the serum

levels of ALT，AST，TNF—a，IL一113，the expression of HMGBl and the pathological changes in liver tissues

were significantly elevated at three time points after ALI in ALI group(all P<0·01)．Compared with ALI

group，serum ALT，AST，TNF—d and IL一113 levels，HMGBl expression and the pathological changes in liver

tissues were markedly reduced in H group and TAD group(P<O．05 or P<0．01)．Conclusion Safflower

injection can effectively inhibit the levels of inflammatory factors in rats with endotoxin ALI，and obviously

ameliorate the inflammatory reaction．edema and necrosis in the liver tissues．So safflower injection has rela—

tively good protective and therapeutic effect on ALI．

[Key words]safflower injection；acute liver injury；high mobility group box 1

研究发现，在急性肝损伤(ALI)发生发展中，有

多种炎症介质相互作用并介导了肝细胞损伤，肿瘤

坏死因子一d(TNF—a)、白细胞介素一113(IL一113)等细胞

因子是造成器官损害的早期炎症介质，而高迁移率
基金项目：浙江省中医药重点项目(2007ZA009)

作者简介：蒋旭宏(1979一)，男(汉族)。浙江省人，主治医师。

族蛋白B1(HMGBl)则是重要晚期炎症介质，它们

共同介导了内毒素性肝损伤的致死性效应n]。本研

究中通过腹腔注射小剂量脂多糖／D一氨基半乳糖

(LPS／D—GaIN)制备大鼠ALI模型，用红花注射液

进行干预，观察ALl大鼠肝脏病理学改变并检测炎

症因子TNF—a、IL一1t3和HMGBl的变化，探讨红花
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注射液对ALI大鼠保护作用的机制。

l材料和方法

1．1材料和试剂：清洁级雄性SD大鼠80只，体重

(200士20)g，由浙江中医药大学实验动物中心提供。

D—GalN、LPS购自美国Sigma公司。红花注射液由

雅安三九药业有限公司生产(批号：071101)。注射用

还原型谷胱甘肽(TAD)由意大利福斯卡玛生化制

药公司生产(批号：37016／37003)。TNF—a、IL一1p放

射免疫测定试剂盒均购自解放军总医院科技开发中

心放射免疫研究所；兔抗HMGBl多克隆抗体购自

英国Abcam公司；山羊抗兔IgG抗体一辣根过氧化

物酶(HRP)多聚体购自丹麦DAK0公司。

1．2动物分组及模型制备[2]：按照随机数字表法将

大鼠分为4组。(i)ALI组(咒一24)：50肛g／kg LPS+

300 mg／kg D—GaIN，用1 ml生理盐水溶解后腹腔

注射造成ALI模型。②红花干预组(H组，挖一24)：

制模前0．5 h经尾静脉注射红花注射液2．5 ml／kg。

③TAD组(，z一24)：于制模前0．5 h经尾静脉注射

TAD 108 mg／kg。④对照组(咒=8)：制模时腹腔注

射生理盐水1 ml。各实验组分别于6、24和48 h随

机取8只动物，用戊巴比妥腹腔注射麻醉，腹主动脉

采血，离心取血清分装保存于一20℃待检，取肝左叶

小块组织，部分以中性甲醛水溶液固定待检；部分制

备免疫组化标本，用于检测HMGBl表达。

1．3检测指标及方法

1．3．1 血清炎症因子检测：血清TNF—a、IL一18含

量按试剂盒说明书步骤进行测定。

1．3．2血清生化指标检测：血清丙氨酸转氨酶

(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)水平在本院检验科

用全自动生化分析仪检测。

1．3．3肝组织病理学观察：取中性甲醛水溶液固定

的肝组织进行石蜡包埋、切片，苏木素一伊红(HE)染

色，光镜(×200)下进行组织病理学观察。

1．3．4肝组织HMGBl检测：采用免疫组化法。对

肝组织石蜡切片进行脱蜡、水化，H：o。孵育5 min，

pH值6．0枸橼酸缓冲液微波修复(95℃10 min)，

加l。100稀释兔抗HMGBl多克隆抗体4℃过

夜，复温后加山羊抗兔IgG抗体一HRP多聚体37℃

30 min，3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显色。同时设不

加一抗的阴性对照。每张切片随机选取5个高倍视

野(400倍)，根据着色程度及着色细胞阳性范围进

行计算。着色程度：无着色为0分，着色淡为1分，中

等着色为2分，着色深为3分。着色细胞阳性范围：

无着色为0分，着色阳性细胞<1／3为1分，1／3,--,

1／2为2分，>1／2为3分。将每张切片着色程度与

着色细胞阳性范围得分相加为其最后计分。

1．4统计学方法：采用SPSS 13．0软件进行统计分

析，计量资料以均数±标准差(z士s)表示，组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用SNK—q检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肝组织病理学观察

2．1．1肉眼观察：对照组肝脏形态正常，被膜光整、

色泽红润、质地柔软。ALI组24 h和48 h肝脏明显

肿胀，失去正常红润光泽而略显苍白，表面散在点片

状出血点、质地偏韧；48 h肝脏表面颗粒粗大，更显

苍白。H组和TAD组各时间点改变则接近对照组。

2．1．2光镜下观察：对照组肝组织结构完整、清晰，

肝小叶结构正常，无中性粒细胞浸润，无肝细胞变

性、坏死现象，肝窦无增宽，汇管区及中央静脉无异

常。ALI组肝组织6 h可见炎性细胞浸润和碎片状

坏死；24 h肝组织结构尚存，可见肝细胞肿胀、边界

模糊，肝细胞有大片状坏死和大量炎性细胞浸润；

48 h肝组织小叶结构紊乱，可见肝细胞坏死更加明

显，弥漫性炎性细胞浸润。H组和TAD组肝细胞坏

死和炎性细胞浸润减少，肝细胞水肿减轻，肝小叶结

构接近对照组。

2．2血清生化指标检测结果(表1)：ALI组血清

ALT、AST在6 h开始增高，24 h达峰值，48 h时仍

处于高水平，各时间点均显著高于对照组(P均<

0．01)。H组及TAD组血清ALT、AST在6 h处于

较高水平，24 h、48 h则逐渐下降，明显低于ALI组

(P<0．05或尸<0．01)；而两组间比较则差异无统

计学意义(P均>O．05)。

裹l各组大鼠血清生化指标检测结果(；士$)

组别 时间动物数 ALT(U／L) AST(U／L)

注：与对照组比较，‘P<0．05，6P<0．01f与ALI组同期比较，

c尸<O．05。4P<O．01

2．3血清TNF—a、IL一1p含量的变化(表2)：ALI组

血清TNF—a、IL一1p在6 h开始升高，24 h达峰值，
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48 h仍处于较高水平，各时间点均显著高于对照组

(P均<O。01)。H组和TAD组血清TNF—a、IL一1／3

在6 h处于较高水平，24 h、48 h进一步升高，均显

著高于对照组，但明显低于ALI组(P均<0．01)；

而两组间比较则差异无统计学意义(P均>O．05)。

表2各组大鼠血清炎症因子及肝组织

HMGBl表达比较(i±s)

注：与对照组比较。6P<O．01I与ALl组同期比较，4P<O．01

2．4肝组织HMGBl表达(表2，彩色插页图1)：

HMGBl阳性染色为深棕黄色，主要分布于肝小叶

内、汇管区以及中心静脉周围的肝细胞核和细胞质

中。对照组肝组织内仅有少量阳性表达。ALI组各

时间点肝细胞HMGBl表达均较对照组显著升高

(P均<O．01)，且随肝组织炎性细胞浸润及变性、坏

死，HMGBl阳性表达逐渐增强，48 h达高峰。H组

和TAD组各时间点肝细胞HMGBl表达较ALI组

显著减少，尤以48 h为甚(P均<0．01)；但两组间

差异无统计学意义(P均>o．05)。

3讨论

已有研究表明，有多种炎症因子参与并促进了

ALI的病理发展过程，这些炎症因子相互协同共同

作用丽引起肝组织损伤[3]。TNF—a和IL—lp是炎症

反应的始发因子，在肝脏由激活的库普弗细胞产生。

TNF—a既能直接损伤肝细胞，又能诱导IL一1B等细

胞因子的产生，这些因子相互影响，产生连锁和放大

效应。IL一1口具有广泛的生物学活性，能和TNF—a相

互促进对方的释放，在炎症反应中起协同作用，并能

诱导内皮细胞和中性粒细胞表达细胞间黏附分子，

引起嗜碱粒细胞和中性粒细胞的聚集、滤出及脱颗

粒，引起急性应激和创伤样征候群，形成全身炎症反

应综合征(SIRS)，最终可以发展到多器官功能障碍

综合征(MODS)[4]。由于机体存在自我清除机制，

TNF—a、IL—lp随着时间推移可自行下降，并且抑制

TNF—a、IL一1口等早期炎症因子治疗内毒素血症的动

物实验已取得成功。HMGBl作为新的晚期炎症因

子参与了脓毒症的发病过程，是内毒素致死效应的

晚期重要炎症介质[5]。将巨噬细胞与内毒素共同孵

育，在刺激16"-'24 h后发现了HMGBl，并且持续

时间较长，LPS和TNF—a、IL一1B等炎症因子也可诱

发单核／巨噬细胞分泌HMGBl，同时HMGBl可促

进内皮细胞释放炎症因子如TNF—a、IL一16等调节

和放大了炎症反应，目前认为危重患者HMGBl水

平可反映炎症及组织损伤的程度[6]。本研究显示，

ALI模型大鼠血清ALT、AST、TNF—a和IL一1p在

24 h达高峰，48 h仍维持在较高水平；HMGBl随时

间迁延逐渐增高，在48 h达高峰。表明LPS可直接

损伤肝组织，激活库普弗细胞，释放TNF—a、IL-Ip、

HMGBl等炎症因子进一步损伤肝组织。HMGBl

延迟释放持续时间长的特点为防治内毒素性ALI

提供较宽的时间窗L7]。

红花注射液的主要成分有红花黄色素、红花醌

苷、山奈酚、槲皮素、黄芪苷等。研究表明，红花具有

抗氧化、抗凝、防止血栓形成、抗炎症因子、抗氧自由

基和扩张血管作用[8]。临床已经证明TAD注射液

能够有效治疗ALI和SIRS[9]。本实验中采用红花注

射液和TAD注射液干预内毒素性ALI，两组肝组

织损伤程度较ALI组均明显降低，表明红花注射液

和TAD注射液能够有效降低血清中ALT、AST水

平，减轻肝组织的炎症反应和水肿坏死。同时本研究

中观察到，H组在各时间点血清TNF—a、IL一16水平

及肝组织HMGBl表达均明显降低，说明红花注射

液可有效抑制肝组织的炎症反应，血清学变化与病

理学的变化规律相符，并与TAD组所测定的炎症

因子变化水平接近。

综上所述，本研究表明红花注射液能够有效抑

制内毒素性ALI的早期炎症反应，而且对晚期炎症

介质也有明显的抑制作用。红花注射液在抑制炎症

因子水平、减轻肝组织的炎症反应和水肿、坏死程度

方面与TAD注射液发挥了相似的作用，此结果为

临床感染、休克、缺血／再灌注胃肠衰竭、肝硬化、创

伤和严重烧伤等引发内毒素血症的重症患者应用红

花注射液防治内毒素性ALI提供了实验依据。
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肝硬化顽固性腹水是肝硬化肝功能

严重障碍的标志，治疗比较困难。现将

2003年2月一2008年5月本院采用中

西医结合治疗肝硬化顽固性腹水患者

102例，报告如下。

1资料与方法

1．1病例：按随机原则将102例患者分

为两组，治疗组52例中男39例，女13

例；年龄(47．6土6．o)岁；肝炎后肝硬化

40例，酒精性肝硬化12例。对照组50

例中男38例，女12例；年龄(45．7土

5．o)岁}肝炎后肝硬化39例，酒精性肝

硬化11例。两组一般资料比较差异无统

计学意义，有可比性。

1．2治疗方法：两组均予以适当的限

钠、限水，维持电解质平衡，益肝灵护肝，

同时予以安体舒通和呋塞米利尿(根据

尿量和电解质调整剂量)。低分子右旋糖

酐250 ml+多巴胺40 mg+速尿40 mg

静脉滴注，每日1次，扩容、扩张血管、利

尿治疗。治疗组每周2次排放腹水，每次

3 000～4 000 ml，排放腹水后补充白蛋

白30 g，直至腹水明显减少或消失；治疗

组加用中药柔肝健脾补肾汤(组成：丹参

20 g，山药20 g，黄芪15 g，潞党参15 g，

黄精15 g，杞果15 g，鳖甲15 g，白术

10 g，云苓10 g，山萸肉10 g，柴胡10 g，

白芍10 g，甘草5 g)，疗程为4周。

1．3观察指标：每日记录患者的尿量，

观察患者的腹围；每周查腹部B超观察

作者简介：宋毓飞(1962一)，女(汉族)，

浙江省人，副主任医师。

腹水情况，查血浆白蛋白、胆红素、血钠、

尿钠等肝功能指标。每2周总结1次。腹

水消失后门诊随访6个月，观察腹水复

发，腹水明显增多的病例。

1．4疗效判断标准：显效：24 h尿量≥

1 000 ml，B超检查腹水消失或少量}有

效：24 h尿量600 1 000 ml，B超检查

膀胱直肠凹液性暗区厚度减小50％；无

效：24 h尿量≤600 ml，B超检查腹水无

减少或增多；显效加有效为总有效。

1．5统计学方法：采用SPSS 13．0软件

分析，计数资料比较采用X2检验或秩和

检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1两组临床疗效比较(表I)：治疗组

治疗2周和4周时总有效率显著高于对

照组(P<O．01和P<0．05)。

表1两组患者临床疗效比较

组别时间例数
疗效(例) 总有效

显效有效无效率(％)

注：与对照组同期比较，8P<O．05，6P<0．01

2．2两组并发症比较：对照组肝性脑

病、肝肾综合征、腹膜炎、低钾血症等并

发症发生率显著高于治疗组[54．o％

(27／50)比21．2％(11／52)，P<0．01]。

2．3 预后：随访6个月，治疗组复发

4例，对照组复发12例，两组比较差异

·经验交流·

有统计学意义(P<O．05)。

3讨论

肝梗化顽固性腹水是肝硬化失代偿

期常见的严重并发症之一，其发生机制

较为复杂。针对肝硬化顽固性腹水有效

循环血容量与肾脏血流灌注不足的形成

机制，在维持内环境平衡的综合治疗基

础上，采用补液扩容与排放腹水相结合

的治疗方法，收到了很好的效果。补液扩

容可以改善机体有效循环血容量与肾脏

血流灌注的不足，截断产生和加重肝硬

化腹水的途径，促进钠、水代谢，更好地

发挥利尿剂的作用。但腹水每日最大吸

收量为700～930 ml，所以肝硬化顽固性

腹水的自然吸收起效较慢，腹水消失需

较长时问，通过排放腹水则明显缩短了

腹水消失的时间，同时使腹内压降低，肾

血流量增加，肾小球滤过率增加，抑制抗

利尿激素和醛固酮的分泌，有利于腹水

的吸收、消除。

肝硬化腹水属中医“膨胀”范畴，其

辨证多为本虚标实，病位在肝，累及脾、

肾。治疗上宜采用标本兼治，以培补肾阳

之温煦，健脾土之运化，扶肝脏之调节，

并佐以行气、活血、利水等方法。中药能

从根本上调节内分泌紊乱，恢复肝脏功

能，使肝脏自身合成白蛋白，维持血浆胶

体渗透压，配合中药有利于肝脏功能的

修复，促进肝细胞再生，防止病变加重，

减少腹水复发。

(收稿日期：2009—02—18)

(本文编辑：李银平)
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