
基金项目：北京市科学技术委员会“十病十药”研发项目（编号：Ｚ１４１１００００２２１４０１９）———“蛭丹化瘀组方用于治疗小儿病毒性肺炎的成药性
研究”

通信作者：李朝霞（１９７７０９—），女，博士研究生，讲师，研究方向：中药新药与新剂型的研究，Ｅｍａｉｌ：ｇｍａｃｌｉ＠１３９ｃｏｍ

蛭丹化瘀组方对 ＬＰＳ诱导急性肺损伤大鼠
炎性反应的影响

李慢中１　王雅丽１　李朝霞１　赵　晖１　沈　素２　王丽丽２　李　任２

（１首都医科大学中医药学院，中医络病研究北京市重点实验室，北京，１０００６９；２首都医科大学附属北京友谊医院，北京，１０００５０）

摘要　目的：研究蛭丹化瘀组方对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的大鼠急性肺损伤的影响。方法：ＳＤ大鼠７２只，随机分成对照组、模
型组、蛭丹化瘀组方３３、１６５、８２５ｇ／ｋｇ组、地塞米松阳性药组。气管滴注ＬＰＳ制备急性肺损伤模型；ＨＥ染色，光镜下观
察肺组织病理学变化并进行肺病理损伤评分；酶联免疫法检测各组大鼠肺组织炎性因子白介素１β（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ
６），肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的含量。结果：模型组大鼠肺组织病理损伤评分增高，肺组织炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６
含量较正常组明显增加（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）；蛭丹化瘀组方３３ｇ／ｋｇ及地塞米松组大鼠肺组织病理损伤评分较模型组
大鼠明显降低（Ｐ＜００５），蛭丹化瘀组方（３３、１６５、８２５ｇ／ｋｇ）及地塞米松可明显降低肺组织ＴＮＦα、ＩＬ６含量，蛭丹化瘀
组方１６５ｇ／ｋｇ还可明显降低肺组织ＩＬ１β含量，差异较模型组明显（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）。结论：蛭丹化瘀组方能够减
轻脂多糖诱导的大鼠急性肺损伤，其机制可能与降低肺组织中炎性反应因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β含量有关。
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　　急性肺损伤（ＡｃｕｔｅＬｕｎｇＩｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是指由心
源性以外的各种肺内、外致病因素导致的急性进行

性呼吸衰竭，其病理基础主要表现为肺部炎性反应

和肺毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞完整性破

坏［１］。严重感染是引起急性肺损伤的重要因素，抑

制炎性反应是治疗急性肺损伤的重要策略。目前尚

缺乏特异有效治疗药物。因此，探讨和寻找治疗其

有效药物的研究尤为重要。蛭丹化瘀组方由黄芪、

川芎、制水蛭、牡丹皮、当归、赤芍、鸡血藤、组成，具

有益气活血的功效，临床上多用于治疗小儿支原体

感染及病毒性肺炎［１２］。体外研究显示，蛭丹化瘀口

服液体外有抗呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）、肺炎支原体
（ＭＰ）以及常见致病细菌如肺炎链球菌、乙型溶血性
链球菌的作用，整体实验显示，蛭丹化瘀口服液可辅

助罗红霉素减轻支原体肺炎小鼠的病理损伤，减少

血栓形成，改善微循环［３］。本研究通过建立 ＡＬＩ模
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型，评价蛭丹化瘀组方抗急性肺损伤的作用。

１　材料与方法
１１　药品与试剂　蛭丹化瘀组方由黄芪、当归、赤
芍、川芎、鸡血藤、水蛭、牡丹皮组成，经水提醇沉工

艺制成组方颗粒剂的流浸膏，生药含量为 ４８５ｇ／
ｍＬ，由北京中医药大学中药学院中药药剂教研室制
备。醋酸地塞米松片，规格：０７５ｍｇ／片，由天津力
生制药股份有限公司提供，批号：１４０５１１；脂多糖，由
Ｓｉｇｍａ公司提供，货号 Ｌ２８８０；大鼠 ＩＬ１β、ＩＬ４、ＩＬ６、
ＴＮＦα和 ＩＦＮγ检测试剂盒，由上海森雄科技实业
有限公司提供。

１２　动物　ＳＤ大鼠７２只，雌雄各半，体重８０～１００
ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，许
可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。
１３　 仪 器 　 电 子 天 平 （型 号：ＰＬ４００１Ｌ）；
Ｂｉｏｆｕｇｅ１５Ｒ低温离心机（Ｈｅｒａｅｕｓｓｅｐａｔｅｃｈ德国）；ＪＡ
１００３电子分析天平（上海精科天平厂）；超细匀浆器
（上海季诺科 贸 有 限 公 司），水 浴 锅 （型 号：

０２８１０２０２，天津市中环实验电炉有限公司）；Ｍｕｌｔｉ
ｓｋａｎＭＫ３型酶标仪（芬兰ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍ公司）。
１４　动物分组与给药　ＳＤ大鼠７２只，雌雄各半，
体重８０～１００ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限
公司提供，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。大鼠随
机分成６组，即对照组、模型组、蛭丹化瘀组方３３、
１６５、８２５ｇ／ｋｇ组、阳性对照组（地塞米松０５ｍｇ／
ｋｇ）。除对照组、模型组灌胃给予等量生理盐水外，
其他各组均灌胃给与相应药物，１ｍＬ／１００ｇ体重。１
次／ｄ、连续给药４ｄ。第５天给药后１ｈ进行模型制
备。

１５　ＬＰＳ致肺损伤大鼠模型的制备　大鼠称重，按
３５ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射１０％水合氯醛麻醉，仰卧位
固定，沿颈部正中线切开皮肤，暴露气管，脂多糖

（ＬＰＳ）按７５ｍｇ／ｋｇ剂量，０２ｍＬ／１００ｇ给药容积于
气管内缓慢滴入（３ｍｉｎ），缝合创口。造模１９ｈ后，
灌胃给药，给药后 １ｈ，取出肺组织，取右肺中叶称
重，在无菌生理盐水中用玻璃匀浆器充分研磨，制成

１０％的组织匀浆，－８０℃冻存备用。余肺、气管以
１０％福尔马林固定
１６　肺组织病理学检查　肺组织固定２４ｈ后，常
规脱水，石蜡包埋，制作切片，切片厚５μｍ，苏木精
伊红（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄＥｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，在 Ｏｌｙｍｐｕｓ
光学显微镜下观察肺组织病理形态学改变。参照

Ｍｉｋａｗａｒ［４］方法，进行肺组织病理学评分。对肺泡腔
内出血、水肿；肺泡壁增宽；中性粒细胞浸润；支气管

积脓；肺出血分别依病变轻重评分０～４分。０分：
极轻度损伤；１分：轻度损伤；２分：中度损伤；３分：
重度损伤；４分：严重损伤。将项指标得分相加作为
总分。

表１　各组大鼠肺组织病理评分比较（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 剂量（ｇ／ｋｇ） 组织病理学评分

模型组 ９ － ４６７±１１２
地塞米松组 １２ ００００５ ２４０±１５６

蛭丹化瘀组方组 １１ ３３ ２６９±１８１

蛭丹化瘀组方组 １１ １６５ ４２２±１３９
蛭丹化瘀组方组 １２ ８２５ ４５６±１０５

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５。

图１　各组大鼠肺组织病理变化（ＨＥ×４００）

１７　大鼠肺组织炎性反应因子测定　设标准孔８
孔，每孔中各加入样品稀释液１００μＬ，第１孔加标准
品１００μＬ，混匀后用加样器吸出１００μＬ，移至第２
孔。如此反复作对倍稀释至第七孔，最后，从第七孔

中吸出１００μＬ弃去，使之体积均为１００μＬ。第八孔
为空白对照。将待测肺组织匀浆１００μＬ加入到预
先已用抗大鼠 ＩＬ１β、ＩＬ４、ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＩＦＮγ单
克隆抗体包被的酶标板上；将反应板充分混匀后置

３７℃温箱１２０ｍｉｎ，使标准品、待测样品中的抗原与
单抗充分结合；用洗涤液将反应板充分洗涤 ４～６
次，向滤纸上印干；每孔中加入生物素化的一抗（ＩＬ
１β／ＩＬ４／ＩＬ６／ＴＮＦα／ＩＦＮγ）工作液５０μＬ，置３７℃
温箱６０ｍｉｎ；洗板；每孔加辣根过氧化物酶标记的
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Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ抗体工作液１００μＬ，将反应板置３７℃
温箱６０ｍｉｎ，使酶标抗体工作液与生物素化一抗结
合成复合物；洗板；每孔加入 ＯＰＤ（邻苯二胺）
底物工作液１００μＬ，置３７℃暗处反应５～１０ｍｉｎ；
每孔加入１滴终止液 （２Ｍ硫酸）混匀；在酶标仪
上４５０ｎｍ处测各孔吸光值。用 ｃｕｒｖｅｅｘｐｅｒｔ１３软
件，ＩＦＮγ以标准品 ４０００、２０００、１０００、５００、
２５０、１２５、６２５、０ｐｇ／ｍＬ之ＯＤ值做出标准曲线，
根据样品 ＯＤ值在该曲线图上求出每 ｍＬ组织匀浆
中相应因子的含量。ＩＬ１β、ＩＬ４、ＩＬ６和 ＴＮＦα
以标准品 １０００、５００、２５０、１２５、６２５、３１２５、
１５６２、０ｐｇ／ｍＬ之ＯＤ值做出标准曲线，根据样品
ＯＤ值在该曲线图上求出每毫升组织匀浆中相应因
子的含量。

１８　统计学方法　运用 ＳＰＳＳ１３０进行数据统计
分析，计量资料采用（珋ｘ±ｓ）描述，行单因素方差分析
（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤ法进
行，以Ｐ＜００５表示为差异具有统计学意义。
２　结果
２１　蛭丹化瘀组方对内毒素致肺损伤大鼠肺组织

病理学影响　ＨＥ染色结果显示，正常对照组大鼠肺
组织结构清晰，肺泡腔清晰，肺泡壁未见异常充血，

肺间质无炎性细胞。模型组大鼠病变主要表现为肺

泡壁增厚伴炎细胞浸润，部分大鼠肺组织出现片状

实变炎性反应灶，肺泡塌陷，肺泡出血。各治疗组大

鼠病变特征与模型组相似，但肺泡损伤的程度较模

型组不同程度减轻（图１）。肺组织病理学评分结果
显示，地塞米松及蛭丹化瘀组方（３３ｇ／ｋｇ）组大鼠肺
组织病理学评分较模型组明显下降（Ｐ＜００５），蛭
丹化瘀组方（１６５、８２５ｇ／ｋｇ）组大鼠肺组织病理学
评分虽较模型组有下降趋势，但差异没有统计学意

义（表１）。
２２　蛭丹化瘀组方对内毒素致肺损伤大鼠炎性反
应细胞因子的影响　模型组大鼠肺组织炎性反应因
子ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＬ６含量较正常组大鼠明显增
高 （Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），阳性药地塞米松及蛭
丹化瘀组方 （３３、１６５、８２５ｇ／ｋｇ）可明显降低
大鼠肺组织 ＴＮＦα及 ＩＬ６含量，差异较模型组明
显 （Ｐ＜００１）；蛭丹化瘀组方１６５ｇ／ｋｇ组大鼠肺
组织ＩＬ１β含量较模型组显著性降低 （Ｐ＜００５）。

表２　蛭丹化瘀组方对内毒素诱导肺损伤大鼠肺组织炎性因子的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 剂量（ｇ／ｋｇ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ）

正常组 ９  ２３０７±３２３ ７６７０±４１９６ ３８８２±２０６０

模型组 ９  ３２３９±１０５７ １１８２８±４５７７ ８３２８±４６１９
地塞米松组 １２ ００００５ １８４１±６３８ １２４１１±３２８５ ４４７１±１８１７

蛭丹化瘀组方 １１ ３３ １６６９±５２０ １０２６０±４２３１ ４０４１±１１９０

蛭丹化瘀组方 １１ １６５ １７５４±４８０ ８３４２±３１６９ ３３２７±４０４５

蛭丹化瘀组方 １２ ８２５ １８６４±８７５ １００１８±３６７９ ３９５３±４４０４

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３　讨论
急性肺损伤是以肺泡毛细血管膜的急性弥散

性损伤为主要病理改变的危急重症［５］，其主要原因

与炎性反应细胞因子大量释放导致炎性反应瀑布样

反应有关［６］。脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）是
革兰阴性杆菌细胞壁的主要组成部分，其诱导的内

毒素血症是急性肺损伤常见诱因。通过气管内滴入

ＬＰＳ，建立与呼吸道细菌感染的过程相似的急性肺
损伤模型，是目前国内外普遍使用的模拟人类因感

染诱发急性肺损伤的造模方法［７］。在 ＬＰＳ刺激下，
中性粒细胞浸润入肺组织，激活的中性粒细胞释放

炎性反应因子，引起炎性反应瀑布样反应［８］。在本

次实验中，我们观察到大鼠气管内滴入 ＬＰＳ后可见
肺间隔加宽，肺泡结构破坏，大量炎性反应细胞浸润

等病理改变，说明内毒素致急性肺损伤模型成功。

过度、失控的炎性反应是各种病因所致 ＡＬＩ的根本

原因，ＬＰＳ作为肺部炎性反应的重要促发因子，进入
肺内与效应细胞表面 ＴＬＲ４和 ＣＤ１４受体发生特异
性结合，启动多形核白细胞，释放各种炎性反应递

质［９］。

作为炎性反应过程中的主要效应细胞，中性粒

细胞激活后释肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα），白介素１β
（ＩＬ１β）、和白介素６（ＩＬ６）等炎性反应细胞因子，
破坏毛细血管内皮细胞及肺泡上皮细胞紧密连接，

参与肺泡毛细血管膜损伤［１０］，相关报道表明 ＴＮＦα
和ＩＬ６的含量在急性肺损伤后２ｈ开始增加，并于
６～２４ｈ达到高峰［１１］。ＴＮＦα可损伤血管内皮细
胞，增加其通透性，导致白细胞黏附、中性粒细胞脱

颗粒并趋化到炎性反应损伤部位［１２］，ＩＬ６和 ＩＬ１β
可活化巨噬细胞、粒细胞，增强其活性，通常与ＴＮＦ
α起协同作用［１３］。本次实验结果表明，经气管内滴

注ＬＰＳ后，大鼠的肺组织呈现中性粒细胞浸润的病

·８７８· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５



理改变，肺组织 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β浓度明显升高，
说明促炎因子释放是ＡＬＩ发病的重要环节。蛭丹化
瘀组方可明显降低肺组织炎性反应因子 ＴＮＦα、ＩＬ
６、ＩＬ１β含量，提示蛭丹化瘀组方可有效阻断促炎
因子的炎性反应活化，对急性肺损伤具有良好的保

护作用。
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世界中医药学会联合会络病专业委员会中俄学术论坛在莫斯科召开

　　世界中医药学会联合会络病专业委员会中俄络病学术
论坛于２０１６年４月２０日在俄罗斯莫斯科胜利召开，来自中
国境内及俄罗斯当地的共计２００余名专家学者参加了本次
论坛。

首先以岭药业营销中心王卫平总经理代表以岭集团，向

远道而来的参会专家表示热烈的欢迎和衷心的感谢。

秦树坤秘书长助理出席开幕式并讲话，对各位专家的出

席表示欢迎。他向与会专家介绍了世界中联成立以来在学

术发展、团队建设、中医药标准化、国际化推广等方面做出的

积极贡献。他指出络病专业委员做为世界中联的一个分支

机构应继续围绕学会总体发展目标，为中医药的国际发展作

出更大贡献。

络病专业委员会尹宏军副秘书长代表络病专业委员会，

介绍了专业委员会成立以来的发展情况。并指出专委会将

继续遵循世界中联分支机构发展的宗旨和任务，做出更多努

力。尤其是专委会在学术发展方面已经做出了一定的成绩，

每年一届的国际络病学术大会以及区域学术论坛，为中医络

病学的国际推广做出了贡献。

上海复旦大学附属华山医院傅晓东教授，在会上做了动

脉粥样硬化中西医结合治疗的主题报告，他指出动脉粥样硬

化是不可避免的，不稳定斑块是心脑血管病发生的根本，降

低ＡＳＣＶＤ风险和事件已被临床诊疗指南推荐为治疗的最终
目标。并通过循证医学研究证明，通心络胶囊与他汀类联合

治疗动脉粥样硬化可进一步降低心血管事件的发生率，降低

用药不良风险。

中日友好医院专家侯丕华教授，就中药整合调节 －安全
有效治疗心律失常向与会专家做了报告，她指出现代医学对

心律失常的治疗采用单纯的阻抑对抗治疗方法，存在诸多不

尽人意的问题；调律是心律失常治疗的新策略，如循证医学

研究证实参松养心胶囊在心功能不全伴室性早搏、窦性心动

过缓伴室性早搏等西医治疗棘手的问题上体现出非常好的

疗效，治疗心律失常方面的安全性也要优于西药。

与会专家还前往北京中医药大学圣彼得堡医院中医中

心进行了考察，俄方专家尤里·阿纳托利耶维奇就针灸治疗

神经官能症在俄罗斯的临床应用做了报告，并与大家就中医

药在俄罗斯当地的发展进行座谈。

本次论坛学术氛围浓厚，得到了与会专家积极响应。
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