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【=药效学评价=】

注射用益气复脉（冻干）改善脂多糖诱导小鼠急性肺损伤作用研究
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摘  要：目的  观察注射用益气复脉（冻干，vncj）对脂多糖（imp）诱导小鼠急性肺损伤（Aif）的保护作用。方法  CRT
雄性小鼠随机分为对照组、模型组、注射用地塞米松磷酸钠（abu，R= mgLkg）组和 vncj低、中、高剂量（MKPP、MKST、
NKPQ=gLkg）组。vncj和 abu均在气管滴注 imp（R=mgLkg）前 NM=min经尾 iv给药，OQ=Ü后，检测肺湿干质量比；制作肺

组织切片进行 eb染色，观察肺组织损伤及炎症；收集支气管肺泡灌洗液（_Aic），分析 _Aic中的一氧化氮（kl）、丙二

醛（jaA）、超氧化物岐化酶（pla）、肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）、白细胞介素JNβ（fiJNβ）、总蛋白含量、中性粒细胞占比；

制备肺组织匀浆，检测髓过氧化物酶（jml）活力，并用testern=_lotting法检测 qioQ和jyaUU蛋白表达水平。结果  与

对照组比较，模型组肺组织损伤及炎症反应严重；小鼠肺湿干质量比，_Aic中的 kl、jaA、qkcJα、fiJNβ、总蛋白含量

及中性粒细胞占比，肺组织中 jml活力、qioQ 和 jyaUU蛋白表达均明显升高，_Aic 中 pla含量明显降低，差异均有

统计学意义（m＜MKMR、MKMN）。与模型组比较，vncj 组小鼠肺组织损伤及炎症反应缓解，_Aic 中 kl、jaA、qkcJα、
fiNJβ、总蛋白含量及中性粒细胞占比，肺组织中 jml活力、qioQ和 jyaUU蛋白表达均明显降低，pla含量明显升高，

差异均有统计学意义（m＜MKMR、MKMN）。结论  vncj对气管滴注 imp诱导小鼠 Aif具有一定的防治作用。=
关键词：注射用益气复脉（冻干）；急性肺损伤；脂多糖；中药注射剂；炎症；氧化应激；qioQLjyaUU信号通路=
中图分类号：oVSOKO= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：NSTQJSPTS=EOMNUF=MPJ=MPTO=J=MU=
alfW=NMKTRMNLjKissnKNSTQJSPTSKOMNUKMPKMMQ=

bffect=of=viqi=cumai=iyophilized=fnjection=on=lipopolysaccharide=J=induced=acute=
lung=injury=in=mice=

ufA=vu~nliNI=OI=aolgorKpNI=OI=tr=vunÜ~oNI=OI=gfAkd=piyuNI=OI=urb=iixu~nNI=OI=weAkd=vu~nyu~nNI=OI=
hlr=gunpingNI=O=
NK College=of=qr~dition~l=CÜinese=jedicineI=CÜin~=mÜ~rm~ceutic~l=rniversityI=k~njing=ONNNVUI=CÜin~
OK gi~ngsu=hey=i~bor~tory=of=qr~dition~l=CÜinese=jedicine=bv~lu~tion=~nd=qr~nsl~tion~l=oese~rcÜI=k~njing=ONNNVUI=CÜin~

AbstractW=lbjective= = qo=observe=tÜe=protective=effect=of=vncj=injection=on=lipopolys~ccÜ~ride=EimpF=Jinduced=~cute=lung=injury=
EAifF=in=miceK=jethods= = CRT=mice=were=r~ndomly=divided=into=control=groupI=imp=groupI=vncj=lowI=mediumI=ÜigÜ=dose=EMKPPI=
MKST= ~nd= NKPQ= gLkgF= groupsI= ~nd= dex~metÜ~sone= EabuI=R=mgLkgF= groupK=vncj=~nd=abu=were= t~il= vein= injected=NM=min= before=
tr~cÜe~l= instill~tion=of=imp= ER=mgLkgFK=After= OQ=ÜI= lung=wetLdry=weigÜt= r~tio=w~s=observedI= ~nd= tÜe=pulmon~ry= tissue= slices=were=
st~ined=witÜ=eb= to= observe= tÜe= injury= ~nd= infl~mm~tion= of= lung= tissueK= qÜe= levels= of=klI=m~londi~ldeÜyde= EjaAFI= superoxide=
dismut~se=EplaFI=tumor=necrosis=f~ctor=¥=α (TNFJα), interleukin J1β (ILJ1β), total protein content, and neutrophil proportion were 
ex~mined= to= collect= tÜe= broncÜo~lveol~r= l~v~ge= fluid= E_AicFK= qÜe= lung= tissue= Üomogen~te= w~s= prep~redI= tÜe= myeloperoxid~se=
EjmlF= ~ctivity= w~s= detectedI= ~nd= tÜe= expression= of= qioQ= ~nd= jyaUU= protein= w~s= detected= by= testern= _lottingK= oesults= =
Comp~red=witÜ=control=groupI=tÜe=lung=tissue=injury=~nd=infl~mm~tory=response=were=serious=in=model=groupI=~nd=tÜe=content=of=klI=
jaAI=qkcJα, IL1Jβ, total protein and the percentage of neutrophils, the activity of MPO, and the expression of TLR4 and MyD88 in 

收稿日期：OMNTJNOJNU
项目基金：国家自然科学基金资金项目（UNTTPVTN）=
第一作者：夏远利（NVUT－），男，黑龙江人，硕士，主管中药师，研究方向为中药复方作用机理。bJm~ilW=vMUNP]NSPKcom=
*通信作者：寇俊萍（NVTO－），女，博士研究生导师，研究方向为中药复方作用机理。bJm~ilW=junpingkou]NSPKcom=



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 P期= = OMNU年 P月= • PTP=•=
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急性肺损伤（Acute= lung= injury，Aif）是一种

由脓毒症、休克、创伤等多种因素引起的严重致死

性疾病，目前仍缺乏有效的防治方法xNz。脂多糖

（iipopolys~ccÜ~ride，imp）为革兰阴性菌细胞壁成

分，可直接激活 qoll样受体 Q（qollJlike=receptor=Q，
qioQ） 和 髓 样 细 胞 分 化 因 子 UU（ jyeloid=
differenti~tion=f~ctor=UU，jyaUU），从而释放炎症因

子等，经一系列级联反应，最终导致 AifxOJQz。=
注射用益气复脉（冻干，vncj）是基于中药

经典方剂生脉散研发出的中药注射制剂，由红参、

麦冬、五味子组成xRz，临床用于防治冠心病和心绞

痛等缺血性心脏疾病xSz。据报道，vncj 组成药物

中的有效成分鲁斯可皂苷元、人参 ogN、ogP、五

味子乙素等，都对 imp诱导的 Aif具有不同程度的

保护作用xTJNNz。但是，vncj对 Aif是否具有改善

作用及可能作用途径，尚未见报道。本研究拟观察

vncj 对 imp 诱导小鼠 Aif 的防治作用，并从

qioQJjyaUU途径初步探讨其可能的效应途径，为

临床防治 Aif提供一定的参考依据。=
N= =材料和方法=
NKN= =药品与主要试剂=

注射用益气复脉（批号 OMNSNMNS，天津天士力天

之骄药业有限公司）；脂多糖（型号 iOUUM，批号

MUSjQNRVi，美国 pigm~ 公司）；注射用地塞米松磷

酸钠（abu，批号 OMNSMQMU，沈阳光大制药有限公司）；

髓过氧化酶检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；

瑞氏吉姆萨染色液（武汉谷歌生物技术有限公司）；

小鼠 kl、肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）、超氧化物歧化

酶（pla）、丙二醛（jaA）、白细胞介素JNβ（fiJNβ）、
髓过氧化酶（jml）bifpA试剂盒（南京金益柏生物

科技公司）；_CA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物

科技有限公司）；qioQ抗体（南京巴傲得生物科技有

限公司）；jyaUU抗体（美国Abc~m公司）。=
NKO= =主要仪器=

超纯水仪（美国jfiifmlob公司）；电子分析天

平（上海市梅特勒J托利多公司）；酶标仪 punrise（奥

地利 qec~n公司）；电子显微镜（日本奥林巴斯公司）。=
NKP= =实验动物=

CRT雄性小鼠，由扬州大学比较医学中心提供，

实验动物生产许可证号 pCuh（苏）OMNSJMMMQ。体

质量 NU～OO=g。每笼 S只分开饲养，自由饮水饮食，

室温保持在OR=℃左右，相对湿度控制在QMB～UMB。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及 imp诱导小鼠 Aif模型的建立=

CRT雄性小鼠共 PS只，随机分成 S组，分别为

对照组、模型（imp，R=mgLkg）组、abu（阳性药，

imp=R=mgLkg＋abu=R=mgLkg）组和 vncj低、中、

高剂量（imp=R=mgLkg＋vncj=MKPP、MKST、NKPQ=gLkg）
组，各组分别尾 iv生理盐水，vncj低、中、高剂

量和 abu，NM= min后气管滴注 imp建立 Aif小鼠

模型，OQ=Ü后处死小鼠，进行各项指标检测。=
OKO= =肺组织湿干质量比测定=

取下全肺，精准测定全肺质量，记为湿质量，

将肺组织置于 NOM=℃的烘箱中烘干 OQ=Ü后，测定全

肺的质量，记为干质量，计算肺湿干质量比

肺湿干质量比＝湿质量L干质量=

OKP= =肺组织病理观察=
取小鼠右肺上叶，经多聚甲醛固定后，石蜡包

埋后切片，eb染色，由专业病理人员显微镜检查。

观察指标：肺泡壁有无充血、出血，炎细胞浸润；

（O）有无肺气肿；（P）肺内支气管上皮细胞有无变

性坏死，周围组织有无水肿、炎细胞浸润等病变。

评定方法：根据病变由轻到重的程度依次定量为轻

微或极少量“MKR分”；轻度或少量“N分”；中度或

较多“O分”；重度或多量“P分”；极重度或大量“Q
分”；正常“M分”，分值越高提示损伤程度越严重。=
OKQ= =肺组织中jml的测定=

取小鼠右肺下叶，制作肺组织匀浆，其他步骤

严格按照jml试剂盒说明书进行操作。=
OKR= =肺泡灌洗液（BAic）中各项指标测定=

剥离出气管，用 Q 号针头注射器进行肺泡灌

洗，RMM=μL=m_p反复灌洗 P次，回收的_Aic=Q=℃、
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N=RMM= rLmin离心 R=min，分离上清液和细胞沉淀，

上清液分别按 _CA 和 bifpA 试剂盒说明书测定

_Aic中总蛋白、kl、jaA、pla、qkcJα、fiNJβ
含量。细胞沉淀分别采用血球细胞分析仪和瑞氏吉

姆萨染色，进行常规细胞分类统计和细胞涂片。

OKS= = testern=blotting测定肺组织蛋白含量表达=
取小鼠左肺，提取总蛋白，进行蛋白定量，制

备 papJmAdb凝胶，进行电泳，OMM= mA湿转后，

将 msac膜放入 RB的 _pA封闭液中，封闭 O= Ü，
一抗用 RB=_pA按 N∶N=MMM稀释，加入装有膜的封

口袋中，Q=℃过夜。取出膜用 q_pq洗 P次，每次

NM=min。再将 eom标记的二抗用 q_pq稀释，加入

装有膜的孵育盒中，室温 O=Ü。取出膜用 q_pq洗 P
次，每次 NM=min。最后 bCi显影液均匀滴于 msac
膜上，放入化学凝胶成像仪中，检测蛋白表达水平，

用 fm~ge=i~b软件处理条带。=
OKT= =统计学分析=

实验结果均以 x s± 表示，采用 dr~pÜp~d=mrism=
R软件进行统计，O组数据间的比较用 ptudents’=t法
检验，P组及以上数据间的比较用单因素方差分析，

并用 aunnett’s=test法检验。=
P= =结果=
PKN= =对imp诱导Aif小鼠肺组织湿干质量比的影响=

如图 N所示，与对照组比较，模型组肺组织湿

干质量比显著增加（m＜MKMN）；与模型组比较，中、

高剂量 vncj和 abu组的肺组织湿干质量比显著

降低（m＜MKMR）。提示 vncj对 imp诱导的 Aif= =

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR=vs=model=group=

图 N= = vncj对 imp诱导的 Aif小鼠肺组织湿干质量比的

影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=N= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=lung=wetL=dry=

weight=ratio=in=mice=E x±sI=n ==SF=

小鼠肺水肿有明显的改善作用。

PKO= =对 imp诱导 Aif小鼠肺组织病理形态的影响=
模型组气道周围水肿明显，可见大量中性粒细

胞，少量淋巴细胞和巨噬细胞的渗出物，肺泡间隔

增生、水肿；在 vncj各剂量组中，小鼠肺组织的

病理损伤情况均有不同程度的改善。肺组织病理评

分结果显示，模型组小鼠病理学评分显著高于对照

组（m＜MKMN）；vncj各剂量组给药后的病理学评

分较模型组显著降低（m＜MKMN）。说明 vncj有较

好的改善小鼠肺组织病理损伤的作用。结果见图 O。=

= = =

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 O= = vncj对 imp诱导 Aif小鼠肺组织病理形态学的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=O= = bffects=of=vncj=on=imp=J=induced=lung=histopathological=changes=in=mice=E x±sI=n ==SF=
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PKP= =对imp诱导Aif小鼠肺组织中jml和BAic
中 kl水平的影响=

与对照组比较，模型组小鼠肺组织 jml活力

显著增大（m＜MKMR）；与模型组比较，高剂量

vncj和 abu组 jml活力显著降低（m＜MKMN）。
与对照组比较，模型组 _Aic 中 kl 含量显著升

高（m＜MKMN）；中、高剂量 vncj组 kl含量显

著降低（m＜MKMR）。说明 imp气管滴注后，小鼠肺

组织炎症反应明显，vncj各剂量组可以一定程度

抑制炎症的发生。结果见图 P。=

PKQ= =对 imp诱导 Aif小鼠 BAic中氧化应激水平

的影响

与对照组比较，模型组小鼠_Aic中jaA含量

显著增加（m＜MKMN）；与模型组比较，中、高剂量

vncj和abu组小鼠 _Aic中的jaA含量显著减

少（m＜MKMR、MKMN）。与对照组比较，模型组小鼠_Aic
中的 pla含量显著减少（m＜MKMN）；与模型组比较，

高剂量 vncj和 abu组小鼠 _Aic中 pla水平显

著增加（m＜MKMN）。说明vncj可通过调整氧化应激

水平，发挥对Aif的保护作用。见图 Q。=

 

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 P= = vncj对 imp诱导 Aif小鼠肺组织中jml活力和 BAic中 kl含量的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=P= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=jml=content=in=lung=tissues=and=kl=content=in=BAic=E x±sI=n ==SF=

    

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 Q= = vncj对 imp诱导 Aif小鼠 BAic中氧化应激水平的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=Q= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=oxidative=stress=level=in=BAic=E x±sI=n ==SF=
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PKR= =对 BAic中炎症因子水平的影响=
与对照组比较，模型组小鼠 _Aic中 qkcJα、

fiJNβ 水平显著增加，高剂量 vncj和 abu干预后

均可显著降低_Aic中qkcJα水平（m＜MKMR、MKMN），
各给药组 fiJNβ 水平均显著降低（m＜MKMN）。说明

vncj 可通过抑制小鼠 _Aic 中炎症因子 qkcJα
和 fiJNβ 的增加，改善 imp诱导的 Aif。见图 R。=
PKS= =对小鼠 BAic 中总蛋白含量和中性粒细胞百

分比的影响

采用瑞氏吉姆萨染色发现，对照组中 _Aic

主要以巨噬细胞为主，仅有少量的淋巴细胞，中

性粒细胞几乎没有；imp 刺激后，细胞总数和中

性粒细胞数显著增加；给予 vncj后，_Aic中

的总细胞数和中性粒细胞数明显减少。另外，与

对照组比较，模型组 _Aic 中总蛋白含量和中性

粒细胞数量明显升高（m＜MKMR）；高剂量组 vncj
给药后，小鼠 _Aic 中总蛋白含量和中性粒细胞

占比显著低于模型组（m＜MKMR）。提示 vncj可

以一定程度减少蛋白渗漏和抑制小鼠炎症反应程

度。见图 S。=

    

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 R= = vncj对 imp诱导 Aif小鼠 BAic中炎症因子水平的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=R= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=inflammation=level=in=BAic=E x±sI=n ==SF=

=

= = =

与对照组比较：@m＜MKMR；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@m Y=MKMR=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 S= = vncj对小鼠 BAic中总蛋白含量和中性粒细胞占比的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=S= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=protein=content=and=neutrophil=percentage=in=BAic=E x±sI=n ==SF=
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PKT= =对小鼠肺组织中 qioQ和jyaUU蛋白表达的

影响

用testern=blotting检测 qioQ、jyaUU的蛋白

表达，结果显示，imp诱导 Aif后，小鼠肺组织内

qioQ、jyaUU表达水平显著高于对照组（m＜MKMR），

说明 Aif发生后，小鼠肺组织 qioQJjyaUU信号通

路被激活。vncj给药后，与模型组比较，小鼠肺

组织 qioQ和jyaUU表达水平显著降低（m＜MKMR、
MKMN）。说明 vncj能够抑制 Aif小鼠肺组织中的

qioQJjyaUU信号通路激活。见图 T。=

= = = = = = =

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 T= = vncj对小鼠肺组织中 qioQ和jyaUU蛋白表达的影响（ x±sI=n ==S）=
cigK=T= = bffects=of=vncj=on=impJinduced=qioQ=and=jyaUU=expression=in=lung=tissues=E x±sI=n ==SF=

Q= =讨论=
Aif 的病理过程主要包括肺泡J毛细血管通透

性改变、炎症反应等xNOJNPz。肺部炎症反应和肺内皮

屏障损伤是 Aif发生发展的关键因素，肺内皮屏障

的损伤，将导致血管内相关蛋白及细胞流入肺间质

及肺泡，致使肺组织水肿，同时炎症因子迁移入肺

间质，加重炎症反应，恶化 AifxNQJNSz。imp 气管滴

注诱导的 Aif模型，可以很好的模拟临床上肺炎导

致的肺损伤xNTz，因此，本实验选择 imp气管滴注诱

导的 Aif模型，研究 Aif的发病机制。研究证实，

imp刺激使 _Aic中蛋白含量增加，亦增加了jml
含量，促进了中性粒细胞迁移，加重肺组织炎症及

水肿，恶化了肺组织病理损伤xNUJNVz。=
本研究结果表明，通过 eb 染色发现，vncj

可以显著改善肺组织病理损伤。肺组织水肿是 Aif
首要的病理改变，Aif 发生时会导致肺湿干质量比

增加，同时，肺干湿比、_Aic 中总蛋白含量也主

要考察蛋白的渗漏xOMJONz，本研究发现，vncj可以

显著降低肺组织湿干质量比和 _Aic 中总蛋白含

量。中性粒细胞的浸润在 Aif的病理过程中具有重

要的作用，已有文献表明xOOJOPz，Aif小鼠 _Aic中
有大量从血液中渗漏出来的中性粒细胞，本结果表

明，vncj 显著抑制 imp 诱导的 Aif 中肺组织中

jml活力。另外，imp可引起机体氧化应激损伤xOQz，

本实验结果显示，imp能引起小鼠肺部氧化应激损

伤，vncj可以降低组织自由基的含量，增强抗氧

化的能力。

qkcJα 主要是由单核巨噬细胞产生的多功能炎

性细胞因子，其激活最初的炎症级联，导致全身炎

症，qkcJα 表达的持续增加与Aif病人预后差有关；

同时一氧化氮合酶（klp）可产生 kl，引起内皮

细胞毒性，内皮通透性增加，引起肺损伤xORJOTz。本

实验结果显示，vncj 显著抑制 imp 诱导的 Aif
中炎症因子 qkcJα、fiJNβ、kl含量增加。=

在 imp诱导的信号转导通路中，qioQ作为识

别 imp的关键上游受体，控制着 imp炎症信号的细

胞内转导，以及众多炎症因子的释放xOUJOVz。qioQ
的信号接受蛋白为jyaUU，介导非常重要的jyaUU
依赖型信号转导通路。jyaUU依赖型途径主要发挥

促进细胞因子产生的作用xPMz。在 imp 诱导的 Aif
中，qioQLjyaUU信号通路发挥了重要的作用xPNz。

本实验结果表明，vncj抑制 qioQLjyaUU信号通

路的活化，可能是其改善imp诱导Aif的分子机制。=
另据文献报道，vncj的组成药物中的活性成

分人参皂苷 ogP可降低小鼠Aif小鼠 _Aic中总蛋

白含量及肺组织中jml活力，并能减轻肺水肿xUz；

人参皂苷 ogR 可通过抑制 imp 对巨噬细胞上的

qioQ 的结合，而改善小鼠肺部炎症xPOz；鲁斯可皂
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苷元通过抑制 kcJk_ 信号通路减少肺组织组织因

子表达，改善凝血紊乱，减轻 imp诱导的 AifxVz；
五味子乙素可显著降低 Aif中小鼠 qkcJα 和 fiJNβ
含量，改善肺组织病理形态xNNz；提示 vncj改善肺

损伤的活性与上述成分有关，其是否也可调节

kcJκ_信号通路改善凝血紊乱，或可调节巨噬细胞

qioQ 等信号途径保护肺血管内皮屏障等，均有待

于进一步深入研究。

本研究考察了imp气管滴注制备Aif小鼠模型

OQ=Ü后，vncj的保护作用。在肺血管内皮屏障损

伤、氧化失衡、炎症因子水平，尾 iv=vncj能有效

抑制 imp诱导的肺水肿、_Aic中总蛋白含量、改

善 氧 化 应 激 和 炎 症 因 子 水 平 ， 并 可 降 低

qioQJjyaUU信号通路的表达。因此证实了 vncj
对 imp致 Aif小鼠发挥一定的改善作用，对其它原

因引起的 Aif也可能具有一定的预防作用，为后期

探讨 vncj 防治小鼠 Aif 的深入机制，提供实验

数据参考。
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bur=g=mÜ~rm~colI=OMNSI=TUVW=NTOJNTUK=

xPNz him= q= tI= goÜ= b= eI= him= _I= et= ~lK= dinsenoside= ogR=
~melior~tes= lung= infl~mm~tion= in=mice= by= inÜibiting= tÜe=
binding=of=imp=to=tollJlike=receptorJQ=on=m~cropÜ~ges=xgzK=
fnt=fmmunopÜ~rm~colI=OMNOI=NOENFW=NNMJNNSK=


