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摘要　目的：研究内毒素血症“瘀滞络脉”急性肺损伤大鼠的 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ机制及川芎嗪的保护作用。方法：以内毒素“二
次打击”建立大鼠内毒素血症“瘀滞络脉”急性肺损伤模型，分别设正常对照组、模型组、川芎嗪低剂量组、高剂量组，测定

呼吸频率、肺泡灌洗液中性粒细胞（ＰＭＮ）百分率、肺湿／干重比、肺组织髓过氧化物酶（Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）活性、ＲＯＣＫ
ｍＲＮＡ表达量，并观察、评估肺组织损伤严重程度。结果：与模型组相比，川芎嗪显著降低呼吸频率、ＰＭＮ百分率、肺湿／干
重比、ＭＰＯ活性、ＲＯＣＫｍＲＮＡ表达量，减轻大鼠急性肺损伤病理改变。结论：川芎嗪可能通过抑制 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ通路对内
毒素血症“瘀滞络脉”大鼠急性肺损伤有较好的保护作用。
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　　脓毒症（Ｓｅｐｓｉｓ）多为内毒素血症（Ｅｎｄｏｔｏｘ
ｅｍｉａ），是现代急诊医学面临的一个常见而复杂的难
题，为全身性炎性反应综合征（ＳｙｓｔｅｍｉｃＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ＲｅｓｐｏｎｓｅＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）甚至多器官衰竭（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ＯｒｇａｎＦａｉｌｕｒｅ，ＭＯＦ）的前期状态，具有高死亡率、高
医疗费用的特点［１］。新近发现中药单体川芎嗪

（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）可保护脓毒症动物心肾
肺功能［２４］，但确切机制未明。因此，继承和发展络

病学有关理论，深入探讨内毒素血症的发病机制和

川芎嗪的保护作用，对于内毒素血症的有效防治和

川芎嗪的推广应用都具有积极意义。

综合相关研究表明，内毒素血症急性肺损伤（Ａ
ｃｕｔｅＬｕｎｇＩｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ），特征性病理生理学改变是肺
毛细血管内皮细胞间隙形成、毛细血管内皮通透性

增高，中性粒细胞黏附、迁移，通过血管内皮细胞间

隙由血管向肺泡、肺间质外渗，释放大量促炎介质，

由此导致中性粒细胞介导的肺损伤［５］。而 Ｒｈｏ／Ｒｈｏ
激酶（ＲＯＣＫ）信号转导途径的激活在血管内皮超微
结构改变中起着关键作用［６７］。

２０世纪８０年代以来，络病学理论与实践的不
断进展［８９］和内毒素血症病理机制的深入研究［１０１１］，

为“瘀滞络脉”病机假说提供了初步的现代生物学
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依据。有学者研究表明，川芎嗪有抑制 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ
信号通路的作用［１２］。川芎嗪是否通过减轻骨架重

构、通络排毒，防治内毒素血症？源于此，本研究基

于络病学，试图揭示内毒素血症“瘀滞络脉”病机假

说的现代分子生物学基础，探讨中药单体川芎嗪对

内毒素血症急性肺损伤时内皮细胞骨架重构、血管

内皮屏障损伤的影响及其机制。

１　材料与方法
１１　实验动物　成年Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重２００～２５０ｇ
（蚌埠医学院实验动物中心提供，实验动物生产许可

证号：ＳＣＸＫ（皖）２０１１００２），雌雄各半。
１２　试剂及仪器　内毒素（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）０５５：Ｂ５（美国Ｓｉｇｍａ公司）；注射用盐酸川芎嗪
（批号：２０１４０４０３，８０ｍｇ／瓶；合肥平光制药有限公
司）；呼吸频率监测仪（ＭｏｄｅｌＲＭ８０，美国 Ｃｏｌｕｍｂｕｓ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）；第一条链合成试剂盒（天根生化有限
公司）；ＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＭＰＯ试剂
盒（南京建成生物工程研究所）。

２　方法
２１　动物模型制备　将 ＬＰＳ溶于０９％生理盐水
（ＮＳ）制成１ｍｇ／ｍＬ溶液备用。大鼠随机分为４组：
Ｇ１（生理盐水对照组），Ｇ２（内毒素“二次打击”组），
Ｇ３（低剂量ＴＭＰ组）和 Ｇ４（高剂量 ＴＭＰ组）。实验
开始时Ｇ１组腹腔注射生理盐水１ｍＬ／ｋｇ体重作为
对照，其余各组大鼠腹腔注射ＬＰＳ（１ｍｇ／ｋｇ）进行首
次打击（图１）。１６ｈ后，所有动物经腹腔注射戊巴
比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，仰位于 ６０°的平板上。
行颈部正中手术暴露气管，Ｇ１组气管滴注 ＮＳ（１
ｍＬ／ｋｇ），其余各组大鼠气管滴注 ＬＰＳ（３ｍｇ／ｋｇ）进
行二次打击；此后每只大鼠通过 １ｍＬ注射器注入
０１ｍＬ空气［１３］。大鼠滴注后垂直位旋转 ０５～１
ｍｉｎ以使滴注液均匀分布到肺部。

图１　图示动物分组和实验流程：
　　大鼠随机分为４组（Ｇ１～Ｇ４）

　　注：Ｇ１（生理盐水对照组），Ｇ２（内毒素“二次打击”组），
Ｇ３（低剂量 ＴＭＰ组）和 Ｇ４（高剂量 ＴＭＰ组）。（

'

：实验终

点）

２２　川芎嗪应用　Ｇ３和 Ｇ４组在首次打击之前３０
ｍｉｎ和二次打击之后３０ｍｉｎ，腹腔注射 ＴＭＰ（Ｇ３）４０

ｍｇ／ｋｇ或ＴＭＰ（Ｇ４）８０ｍｇ／ｋｇ生理盐水溶液，其余各
自同样时间点腹腔注射等量生理盐水。

２３　检测指标
２３１　呼吸频率　利用全身体积描记（Ｗｈｏｌｅｂｏｄｙ
Ｐｌｅｔｈｙｓｍｏｇｒａｐｈｙ）呼吸频率监测仪检测呼吸频率，并
以此反映肺功能的损伤情况。静息状态和实验结束

时进行检测，测量４次取平均值。
２３２　肺组织病理　检测呼吸频率后过量麻醉动
物并处死，开胸取右下肺（ｎ＝６），经４％多聚甲醛固
定、脱水、包埋、切片、染色、封片等步骤，用普通光学

显微镜观察切片。切片由病理医师双盲观测和评

分［１４］。

２３３　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）　中性粒细胞百
分率是急性肺损伤白细胞炎性反应的重要标志。大

鼠处死后进行左肺支气管肺泡灌洗（ｎ＝６），以２ｍＬ
生理盐水灌洗左肺，反复３次，总回收量约为５ｍＬ。
将ＢＡＬＦ以３００×ｇ速度４℃离心，取沉渣涂片，瑞
士吉姆萨染色，光镜下计数细胞总数及中性粒细胞
百分率。

２３４　肺湿／干重比测定　生理盐水冲洗右上肺表
面血污（ｎ＝６），用滤纸吸干，称湿重，置７０℃烘箱
４８ｈ至恒重后称干重，计算肺湿／干重比，并以此评
估肺组织的水肿程度。

２３５　肺组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性检测　按
照试剂盒说明书操作，取右后肺（ｎ＝６）制成组织匀
浆、离心后取上清加反应液在酶标仪 ４６０ｎｍ波长
下，测各管 ＯＤ值。计算公式：ＭＰＯ单位／克湿片 ＝
（测定管ＯＤ值对照管ＯＤ值）／（１１３×取样量ｇ）。
２３６　ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达　用反转录聚合酶链反
应（ＲＴＰＣＲ）法。用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取肺组织的总
ＲＮＡ，按试剂盒步骤进行第一条链合成和 ＲＴＰＣＲ。
ＲＯＣＫ２引物为：上游 ５ＣＣＡＧＴＡＴＡＧＧＣＡＧＴＧＧＡＣ
ＣＡＧ３，下游５ＧＧＴＣＧＧＡＣＡＴＧＡＡＡＴＡＧＣＴＴＧＴ３，产
物长度为 ２３２ｂｐ；ＧＡＰＤＨ引物为：上游 ５ＡＡＧＴ
ＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧ３，下游５ＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣ
ＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡ３，产物长度为 １３７ｂｐ。取 ＰＣＲ
产物加入２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析仪下
进行灰度扫描并观察拍照，分析光密度积分值，结果

以ＲＯＣＫ２条带密度与内参照 ＧＡＰＤＨ条带密度的
比值作为ｍＲＮＡ的相对含量。
２４　统计学方法　所有数据均使用 ＳＰＳＳ１３０软
件包进行统计学分析，计量资料均写成均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）形式，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

·４２１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊａｎｕａｒｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１



３　结果
３１　动物一般表现　除对照组外，内毒素“二次打
击”后其余各组表现出不同程度的竖毛、反应性下

降、进行性呼吸困难、气促和发绀等表现，表明已成

功造成内毒素血症急性肺损伤模型。

３２　川芎嗪对内毒素血症急性肺损伤的保护作用
　呼吸频率相对值的变化（实验末期呼吸频率／实验
前静息呼吸频率）作为肺功能损伤的整体表现（图

２Ａ），在单纯内毒素“二次打击”组明显上升（与对照
组比较，Ｐ＜００１），在应用川芎嗪的２组显著下降
（与模型组比较，Ｐ＜００１）。

图２　（Ａ）ＴＭＰ对呼吸频率的影响；
　　（Ｂ）ＴＭＰ对肺损伤积分的影响

　　注：Ｇ１（生理盐水对照组），Ｇ２（内毒素“二次打击”组），
Ｇ３（低剂量ＴＭＰ组）和Ｇ４（高剂量ＴＭＰ组）。与Ｇ１比较，＃Ｐ

＜００１；与Ｇ２比较，Ｐ＜００１

　　此外，通过组织学评估内毒素血症急性肺损伤
程度。内毒素引起明显中性粒细胞浸润、肺泡间质

增厚（间质水肿）和肺泡损伤，而川芎嗪能够大幅度

改善这些损伤性变化（图３）。同时，对肺损伤严重
程度进行评分结果显示，川芎嗪能够显著降低肺损

伤评分（图２Ｂ）（与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组
比较，Ｐ＜００１）。

图３　ＴＭＰ对组织学变化的影响（４００×）

　　注：Ａ（生理盐水对照组），Ｂ（内毒素“二次打击”组），Ｃ

（低剂量ＴＭＰ组）和Ｄ（高剂量ＴＭＰ组）

　　进而，通过肺湿／干重比和支气管肺泡灌洗液
（ＢＡＬＦ）中性粒细胞百分率评估肺水肿程度。此两
项指标在模型组显著上升（图４）（与对照组比较，Ｐ
＜００１）；而在应用川芎嗪的２组显著下降（与模型

组比较，Ｐ＜００１）。

图４　（Ａ）ＴＭＰ对肺湿／干重比的影响；
　　（Ｂ）ＴＭＰ对ＢＡＬＦ中ＰＭＮ百分率的影响

　　注：Ｇ１（生理盐水对照组），Ｇ２（内毒素“二次打击”组），
Ｇ３（低剂量ＴＭＰ组）和Ｇ４（高剂量ＴＭＰ组）。与Ｇ１比较，＃Ｐ

＜００１；与Ｇ２比较，Ｐ＜００１

３３　川芎嗪降低急性肺损伤ＭＰＯ活性　ＭＰＯ活性
检测可反映中性粒细胞浸润情况，与正常组比较，内

毒素“二次打击”后 ＭＰＯ活性显著升高（图５Ａ）（Ｐ
＜００１），川芎嗪能够显著降低 ＭＰＯ活性（Ｐ＜
００５，Ｇ３ｖｓＧ２；Ｐ＜００１，Ｇ４ｖｓＧ２）。

图５　（Ａ）ＴＭＰ对ＭＰＯ活性的影响；
　　（Ｂ）ＴＭＰ对ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达量的影响

　　注：Ｇ１（生理盐水对照组），Ｇ２（内毒素“二次打击”组），
Ｇ３（低剂量ＴＭＰ组）和Ｇ４（高剂量ＴＭＰ组）。与Ｇ１比较，＃Ｐ

＜００１；与Ｇ２比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５

３４　川芎嗪下调 ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达水平　ＲＴ
ＰＣＲ结果显示（图５Ｂ），内毒素“二次打击”组大鼠
肺组织ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达水平较对照组均显著升
高（Ｐ＜００１）；而在应用川芎嗪的２组其表达水平
显著下降（与模型组比较，Ｐ＜００１）。
４　讨论

内毒素血症时肺血管内皮屏障通透性的升高，

是中性粒细胞外渗至血管外组织、触发肺损伤炎症

级联反应的关键环节。基于络病学理论，参照最新

《脓毒症中西医结合诊疗指南》，该《指南》指出：脓

毒症的基本病机是正虚毒损、瘀滞络脉、气机逆乱，

脏腑功能失调（图６）。因此，“瘀滞络脉”是内毒素
血症乃至脓毒症的重要病位特征［１５１６］。既往及前期

研究都提示，络脉受损、内皮通透性升高，可归因于

Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号转导途径介导的血管内皮细胞骨架
重构，但具体机制未明。本实验中内毒素血症急性

肺损伤组在功能学、形态学改变以及肺泡中性粒细
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胞浸润的同时，ＭＰＯ活性、ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达水平
也明显高于对照组，提示 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号转导通路
参与了“瘀滞络脉”骨架重构的病理过程。

依据脉络学说“营卫承制调平”的核心理论［８］、

针对其病机，确立脓毒症的主要治则［１５］：扶正排毒

通络、分层扭转，而通络以制其“络道亢变”、顾护和

修复人体的排毒管道、调其气机逆乱、改善各脏腑的

温煦濡养，应贯穿脓毒症治疗的全程。

图６　内毒素血症的“瘀滞络脉”病机假说

　　近期研究提示，中药单体川芎嗪可能通过减轻
机体过度炎性反应、改善器官组织微循环等作用，阻

止脓毒症的加剧［２３，１７］，并且不良反应较少。川芎

（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍＣｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ）是历史悠久的传统活
血化瘀中药，具有活血行气、祛风止痛功效。川芎嗪

是其有效成分之一，属酰胺类生物碱，为四甲基吡

嗪。本研究显示，川芎嗪对内毒素血症急性肺损伤

的具有保护作用；同时，川芎嗪 ２组 ＭＰＯ活性、
ＲＯＣＫ２ｍＲＮＡ表达水平均显著低于内毒素血症急
性肺损伤组，提示川芎嗪保护内毒素血症急性肺损

伤的分子机制可能与抑制ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号转导通
路进而改善“瘀滞络脉”骨架重构有关。以上基本

进展有助于深入探讨内毒素血症骨架重构及其防治

机制，并将进一步丰富和完善内毒素血症“瘀滞络

脉”理论。
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