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·论著·

大承气汤对脓毒症大鼠肝脏Toll样受体4表达的影响

吴嘉骏，赵冰，苏文利，王毅鑫，朱文献

(上海中医药大学附属普陀医院急救中心急诊外科，上海200062)

【摘要】 目的探讨不同剂量大承气汤对脓毒症大鼠肝脏Toll样受体4(TLR4)表达的影响。方法将

50只SD大鼠随机分为正常对照组、假手术组、模型组及大承气汤低、高剂量组，每组10只。采用盲肠结扎穿孔

术(CLP)制备大鼠脓毒症模型。大承气汤低、高剂量组分别于术前2 h、术后每日2次灌胃5 ml／kg、10 ml／kg大

承气汤；其他3组同时间点灌胃10 ml／kg生理盐水。各组于术后24 h处死5只动物取肝组织，采用逆转录一

聚合酶链反应(RT-PCR)测定TLR4 mRNA表达。另取5只大鼠于术后2、6、12、48 h取血，测定血浆白细胞介

素一6(IL-6)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)含量。结果与假手术组比较，模型组大鼠肝组织中TLR4 mRNA表达

及血浆IL一6、TNF-a含量均较假手术组升高(均P<O．01)。以大承气汤干预后，肝组织中TLR4 mRNA表达及

血浆IL一6、TNF-a含量均较模型组下降，且高剂量组降低程度更为显著(P<o．05或P<O．01)。结论大承气

汤对脓毒症大鼠肝脏TLR4表达有抑制作用，并存在一定的量效关系。
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[Abstract]Objective To investigate the influence of Dachengqi decoction(大承气汤)of different doses

on liver expression of Toll like receptor 4(TLR4)mRNA and inflammatory mediators in rats with abdominal

sepsis．Methods Fifty healthy male Sprague Dawley(SD)rats were randomly divided into five groups：

normal control，sham operation，model，Dachengqi decoction low and high dose groups(each，n=10)．The
model of caecum ligation perforation(CLP)was established by using Chaudry’s method．The low and high

dose Dachengqi decoction groups were treated by different doses of the decoction，5 ml／kg and 10 ml／kg

respectively at appropriate time by intra—gastric administration at 2 hours before CLP and twice a day after

CLP，and in other three groups，intra—gastric administration with the same amount of normal saline at the

same time was given．After CLP for 24 hours，5 animals in each group were sacrificed and hepatic samples

were taken and analyzed by reverse transcription—polymerase chain reaction(PCR)to show the expression of

TLR4 mRNA．Blood samples were taken from another 5 rats in each group at 2，6，12，48 hours after CLP，

in which interleukin一6(IL一6)and tumor necrosis factor—a(TNF—n)levels were determined．Results Hepatic

expression of TLR4 mRNA and the blood levels of IL一6 and TNF—a in model group were higher than those in

sham operation group(all P<O．01)．After intervention by different doses of Dachengqi decoction，the hepatic

expression of TLR4 mRNA and blood levels of IL一6 and TNF—a were lower than those in model group．and in

the high-dose Dachengqi decoction group，they were obviously lower than those in low—dose Dachengqi

decoction group(P<O．05 or P<0．01)．Conclusion Dachengqi decoction inhibits the hepatic expression of

TLR4 in rats with abdominal sepsis。and the inhibition acts in a way of dose—dependence．
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近年来研究发现，一族被称为Toll样受体

(TLR)的跨膜蛋白作为受体分子参与了细菌的致

病过程[1]，其家族成员TLR4可与革兰阴性(G一)菌

的脂多糖(LPS)及部分厌氧菌结合，激活下游信号

转导途径，使机体产生免疫应答，参与了脓毒症的发

生‘引。肝脏是清除内毒素的重要器官，也是首当其冲

的受损器官。本研究中探讨大承气汤治疗脓毒症与

TLR4信号转导的关系及对炎症通路下游白细胞介

素一6(IL一6)和肿瘤坏死因子一a(TNF—a)的影响，为
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揭示大承气汤治疗脓毒症的分子机制提供依据。

1材料与方法

1．1实验动物及试剂：健康雄性SD大鼠50只，体

重200～250 g，购自上海西普尔毕凯实验动物中心

[许可证号：SXK(沪)2008—00083。总RNA抽提试

剂、RNA逆转录试剂盒和荧光定量聚合酶链反应

(PCR)试剂盒购于日本TaKaRa公司；大鼠三磷酸

甘油醛脱氢酶(GAPDH)、TLR4基因引物及探针由

上海闪晶生物公司合成；大鼠IL一6和TNF—a酶联

免疫吸附法(ELISA)试剂盒购自上海博谷生物技术

有限公司。

1．2动物模型制作及分组：按随机数字表法将大鼠
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分成正常对照组、假手术组、模型组及大承气汤低、

高剂量组，每组10只。正常对照组不做手术处理；假

手术组麻醉后仅开腹轻扰肠管后关腹；模型组参照

Chaudry等[33的方法，采用盲肠结扎穿孔术(CLP)

制备大鼠脓毒症模型。大承气汤低、高剂量组于术前

2 h分别灌胃5 ml／kg、10 ml／kg大承气汤[大黄

45 g(后下)、厚朴45 g、枳实45 g、芒硝27 g，煎熬浓

缩到162 m131次，术后每日2次；其他3组同时间

点灌胃10 ml／kg生理盐水。每组随机抽取5只大鼠

术后2、6、12、48 h经右股动脉取血备用；余5只大

鼠术后24 h处死，取肝脏标本，液氮中保存备用。

1．3检测指标及方法

1．3．1血浆IL一6、TNF—a检测：分别于各时间点采

血1 ml，乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝，离心取上清

液，一70℃保存备用。IL一6、TNF—a测定按试剂盒说

明书操作，检测标本的吸光度∽)值。

1．3．2肝脏TLR4 mRNA测定：以TRhol法提取

总RNA，将制备好的cDNA进行PCR扩增，由检测

仪自带软件完成数据分析。每个样品的靶基因相对

mRNA表达水平用公式计算。

mRNA=2-出

ACt=靶基因Ct值--GAPDH Ct值

1．4统计学处理：采用SPSS 13．0软件，计量资料

以均数±标准差(；-t-s)表示，采用t检验、SNK—q检

验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1血浆IL一6水平(表1)：各实验组血浆IL一6浓

度峰值出现在术后12 h。术后2 h各实验组IL一6浓

度比较差异无统计学意义(均P>O．05)；术后6、12、

24 h模型组IL一6浓度较假手术组显著升高(均P<

0．01)；大承气汤低、高剂量组IL一6浓度均较模型组

显著降低且高剂量组术后6 h、12 h较低剂量组降

低更明显(P<o．05或P<O．01)。

2．2血浆TNF—a水平(表1)：各实验组的TNF—a

浓度变化趋势基本相同，峰值均出现在术后2 h。

术后2、6、12、24 h模型组TNF—a较假手术组明显

升高(均P<O．01)；大承气汤低、高剂量组较模型组

显著降低且高剂量组降低更为显著(P<0．05或

P<0．01)。

2．3肝组织TLR4 mRNA的表达(表2)：TLR4

mRNA在正常对照组几乎无表达；术后24 h假手

术组大鼠肝脏有少量TLR4 mRNA表达；模型组

TLR4 mRNA表达量较假手术组明显增多(P<

0．01)；大承气汤低、高剂量组肝组织TLR4 mRNA

表达均较模型组显著下调，且以高剂量组更为显著

(P<O．05或P<O．01)。

表2各组大鼠肝组织TLR4 mRNA表达(；士，)

注：与假手术组比较，。P<0．Ol，与模型组比较，4P<0．Ol，

cP<O．01，与大承气汤低剂量组比较，‘P<O．05

3讨论

近年来，国内学者在采用中西医结合方法防治

脓毒症方面取得了一定的成绩，以大承气汤为代表

的通里攻下法是防治脓毒症的重要方法之一。大承

气汤下瘀血、荡涤肠胃、推陈致新等功效不仅能改善

胃肠道缺血，减轻肝细胞损伤，而且能减少内毒素池

和菌毒移位，达到减少炎症介质释放的目的，具有调

节促炎／抗炎平衡及免疫功能的作用，已广泛用于脓

毒症患者的治疗并取得了显著疗效，但其治疗脓毒

症的分子机制尚未完全清楚。

TLR4在识别细菌LPS及其介导的炎症反应

信号转导中起重要作用。肝脏是清除内毒素的重要

器官，也是在感染致多器官功能障碍综合征

(MODS)中首当其冲受损伤的器官[4]。目前的研究

表明，G一菌释放入血的LPS与单核／巨噬细胞表面

的CDl4结合，经CDl 4对LPS的集聚作用而活化

袭1各组大鼠不同时间点血浆IL一6和TNF—a浓度变化(；士$，一=5)

组别_r—1—坐等矿、
正常对照组 2．21士0．45 2．34士0．37 2．55+0．87 3．11土O．62 0．04-]-0．25 0．03=h0．09 0．02+0．12 0．04-i-0．11

假手术组 52．13+7．21· 53．9hi=6．99‘ 53．75+5．76· 53．31+6．01" 4．40+1．21‘ 3．91+1．99‘ 3．75+1．76‘ 3．3hE2．01‘

模型组 58．35-1-6．54-700．44士34．43”625．96+27．56”319．51士9．17ac 34．13+2．54” 28．44+4．43”25．96+3．56” 19．51+3．17”

大承气汤低剂量组54．76+5．98·455．64士21．2l=：a 377．18+16．93·。d 194．71+9．81·ed 14．76：h3．98。od 11．64+4．2Wa 7．18+2．93,。a 4．71士1．81-bd

大承气汤高剂量组57．11-I-5．55-316．71=k16．96·cn 255．54+7．72-耐171．16i9．66acd 7．11士2．551bdg 6．715：1．96-bdg 5．54+1．22‘bd‘ 4．16+2．66·bdf

注；与正常对照组比较，‘P<O．01}与假手术组比较，‘P<O．05，cP<O．01}与模型组比较，‘P<O．05，eP<O．01}与大承气汤低剂量组比

较，gP<0．01，fP<O．05

万方数据
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TLR4。活化的TLR4通过介导蛋白酪氨酸激酶和

p38MAPK的激活而活化转录因子(核转录因子一KB

(NF—KB)、活化蛋白一1(AP一1)、活化转录因子2

(ATF2)等]，促进效应细胞表达合成TNF—a、IL一1、

IL一6及IL一8等炎症因子口]，引起一系列病理生理变

化，其中TNF—a在全身炎症反应综合征(SIRS)的发

生中起着重要作用。本研究显示：正常对照组大鼠血

浆TNF—a含量很低，假手术组和模型组大鼠血浆

TNF一。【水平在术后2 h达到峰值，其后有逐步下降趋

势，符合TNF—a作为早期高表达的炎症介质，也可与

脓毒症大鼠制模后短时间内出现体温升高、寒战等情

况相联系；在2、6、12 h模型组大鼠血浆TNF—a含量

较假手术组显著升高，提示TNF—a在脓毒症发生后

的12 h内均处于高表达状态。TNF—a在脓毒症发生

过程中扮演着重要角色。这与国内外研究报道的结

果E6]致。同时，TNF—a可诱发IL一1、IL一6、IL一8的生

成，还可激活巨噬细胞、白细胞，促进血小板激活因

子、一氧化氮(NO)、前列腺素和白细胞三烯等的产

生，它们相互作用引起炎症介质的过度释放，产生炎

症因子的“瀑布”反应口]，对机体造成严重影响。

在目前使用大剂量抗生素以及糖皮质激素能带

来很大副作用的情况下，中医药或是中西医结合治疗

严重的感染性疾病，是一个较好的补充和方法，也是

目前的研究热点。脓毒症时微循环障碍，血液瘀滞、血

流不畅等是其重要的病理生理变化，为应用活血化瘀

法提供了依据，其中以血必净为代表，对改善微循环

障碍，减轻缺血／再灌流损伤和内毒素损伤，保护组织

器官具有显著作用[83；采用栀子金花汤、血必净注射

液等治疗腹腔感染脓毒症大鼠，可以有效降低TLR4

下游炎症介质的表达[9d叩；黄连解毒汤能阻断TLR4

高表达，阻断TLR4胞内信号转导的MyD88依赖和

非依赖两条途径[11|。大承气汤对控制炎症“瀑布”的

形成也有一定作用，有研究显示大承气汤中的中药颗

粒可以和G一菌感染时产生的LPS结合，从而减少

LPS对靶细胞的刺激，减少TLR4的表达，抑制炎症

“瀑布”形成[1引。但也有学者认为，一些细胞因子如

TNF—a可刺激TLR4的表达量增加，TLR4与其下

游的TNF—a表达存在一个“正反馈环"[13]。有研究发

现TNF—a mRNA表达增高和TLR4 mRNA表达增

高在脓毒症发病机制中起重要作用[14。1引，TLR4在体

内广泛分布，有学者通过检测内毒素血症模型动物骨

骼相关基因表达变化，证实内毒素血症中骨骼TLR

mRNA表达量显著增加[161；有学者观察脓毒症大鼠

心肌细胞凋亡的变化及TLR4、TNF—a及IL一6基因

表达的关系同样提示这种“正反馈环，，[17]。某些药物

可能是作用于这一循环才导致TLR4的下调。本实

验中应用不同剂量大承气汤预处理脓毒症模型大鼠，

观察其对TLR4 mRNA以及炎症通路下游IL一6、

TNF—a的影响。结果显示：大承气汤对脓毒症大鼠肝

组织TLR4 mRNA表达有显著抑制作用；同时可以

降低其下游炎症介质IL一6、TNF—a在外周血中的含

量，且抑制作用呈剂量依赖性，其是否能直接干预

TLR4将是今后的研究方向。
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