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摘  要：目的  探讨炎调方对脓毒症急性肺损伤（Aif）大鼠肺组织热休克蛋白 TM（epmTM）mokA和 éPU丝裂原活化蛋白

激酶（éPU=jAmh）的调控作用。方法  将清洁级健康雄性 pa大鼠随机分为假手术组、模型组、炎调方（生药量 VKV=gLkg）
组、谷氨酰胺组、槲皮素组，采用盲肠结扎穿孔术法（Cim）建立脓毒症 Aif模型。观察大鼠一般状况，各组分别于术后 Q、
S、U、NM、NO、NU、OQ=h采集肺组织标本，eb染色观察肺组织病理学改变；实时荧光定量 mCo法检测肺组织 epmTM=mokA
的表达水平；tesíern=_äoííáng法检测肺组织 éPU=jAmh的蛋白表达水平。结果  炎调方组、谷氨酰胺组大鼠与模型组比较，

术后不同时间点的精神状态、活动量等明显好转，可见少量稀便；肺组织损伤程度明显减轻，腔内出血较少，肺实变较轻。

炎调方组不同时间点的肺组织 epmTM=mokA表达水平显著高于假手术组、模型组（除 OQ=h时间点外）、槲皮素组（m＜MKMN），
在 U、NO、NU、OQ=h时间点显著低于谷氨酰胺组（m＜MKMN）；炎调方组不同时间点的肺组织 éPU=jAmh的蛋白表达量显著低

于模型组、槲皮素组（m＜MKMN），在 Q、S、NM=h时间点明显低于谷氨酰胺组（m＜MKMR、MKMN）。结论  炎调方可通过上调肺

组织 epmTM=mokA的表达，下调肺组织 éPU=jAmh的蛋白表达，改善肺组织损伤，对脓毒症 Aif发挥保护作用。=
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=
脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征

（sysíemác=ánfä~mm~íory=reséonse=syndrome，pfop），
是临床上的危重病症xNz，可对各个脏器造成不同程

度的损伤，肺脏是最易被攻击且受损最严重的器官

之一，可发展为急性肺损伤（Acuíe= iung= fnjury，
Aif）xOz。脓毒症致 Aif的发病率高达 ORB～RMB，
死亡率高达 RMB～SMBxPz。热休克蛋白 TM（ee~í=
phock=mroíeán=TM，epmTM）在肺组织细胞受到感染、

缺氧等应激因素刺激后表达增加，抑制炎症反应，

对脓毒症 Aif 具有保护作用xQz。éPU 丝裂原活化蛋

白激酶（éPU=jáíogen=Acíáv~íed=mroíeán=hán~se，éPU=
jAmh）是 Aif发生的关键因子，可使 kcJκB 等下

游转录因子磷酸化，引起炎症级联反应xRz。前期的

动物实验和临床研究表明，炎调方具有通腑活血、

凉血解毒的功效，对脓毒症 Aif具有保护作用xSJUz。

本研究建立脓毒症 Aif大鼠模型，旨在探讨炎调方

对脓毒症 Aif 大鼠肺组织 epm= TM= mokA 和 éPU=
jAmh的影响。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

清洁级健康雄性 pa大鼠，PRM只，体质量 OMM～
OOM=g，由上海中医药大学实验动物中心提供，实验

动物生产许可证号 pCuh（京）OMNOJMMMN，饲养于

清洁级动物房内，温度 OP=℃，湿度 RMB，NO= h照
明，动物自由进食和饮水。=
NKO= =药物及主要试剂=

炎调方由桃仁、生大黄、芒硝、玄参、赤芍、

当归等药物组成，所有药物均为符合《中国药典》

OMNR年版规定并加工炮制合格的饮片，由上海中医

药大学附属上海市中医医院中药房提供和制备，药

液浓缩成含生药 NKM=gLmi的棕色透明液体，本品每

毫升含大黄素（CNReNMlR）不得少于 OKM= mg，每毫

升含苦杏仁苷（COMeOTklNN）不得少于 OKT=mg，置

Q=℃冰箱保存备用xTz。=
iJ谷氨酰胺（上海将来试剂公司，CAp：

RSJURJV，giNQMTMPMNR）；槲皮素（美国 págm~公司，

批号 meoNQUU）；epmTM= re~äJíáme=mCo试剂盒（上

海纽思格生物科技有限公司）；兔抗鼠 éPU= jAmh
抗体（碧云天生物技术研究所）；βJ~cíán 多克隆抗

体（上海威奥生物科技有限公司）。=

NKP= =主要试剂及仪器=
qdiJNSU 离心机（上海安亭科学仪器厂）；

ibfCA=efNOOM烘片机、ibfCA=ojOMPR旋转切片

机、ibfCA=ApmPMM自动脱水机、ibfCA=bdNNSM
石蜡包埋机（德国徕卡仪器公司）；A_fJTRMM=
oe~äJíáme 检 测 仪 （ TRMMpequence= aeíecíáon=
pysíem，A_f美国）；máná=éroíe~n=P=ceää蛋白电泳

仪（_flJoAa 公司）；mpJV 电转仪（大连竞迈科

技有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =脓毒症 Aif模型的制备=

采用盲肠结扎穿孔术法（Cec~ä= iág~íáon= ~nd=
muncíure，Cim）建立脓毒症Aif模型xVz；模型组、炎

调方组、谷氨酰胺组、槲皮素组大鼠经 NMB水合氯醛

（MKR=miLkg）áé麻醉后，沿腹正中线作一 NKR=cm长的

切口，找到盲肠，在其根部结扎，用 R= mi注射器针

头穿通 P次，轻挤出少许肠内容物，留置 O=mm皮瓣

防止针孔闭合，还纳盲肠于腹腔，逐层缝合腹壁切

口，术毕 sc 生理盐水（PM= miLkg）抗休克xSJTz。假

手术组大鼠经麻醉后开腹，轻轻翻动肠道，不进行

盲肠结扎和穿孔，关腹。=
OKO= =动物分组及给药=

采用随机数字表法将大鼠随机分为假手术组、

模型组、炎调方组、谷氨酰胺组、槲皮素组，每组

TM只，适应性饲养 N周后开始实验。炎调方组 Cim
前 ág炎调方（生药量为 VKV= gLkg，按原方临床剂量

换算为大鼠等效剂量xTJUz），给药体积 NM=miLkg，每

天 N次，连续 P=d。假手术组、模型组、谷氨酰胺组、

槲皮素组 ág生理盐水，除假手术组外，末次给药后

O=h手术造模。假手术组、模型组、炎调方组于术前

N、Q=h= áé等量生理盐水；谷氨酰胺组于术前 N=h= áé
谷氨酰胺（MKTR=gLkg），Cim前 Q=h=áé等量生理盐水；

槲皮素组于 Cim前 N=h=áé等量生理盐水，Cim前 Q=h=
áé槲皮素（R=mgLkg）。=
OKP= =标本采集与指标检测=
OKPKN= =标本采集= =观察大鼠形态、毛发、呼吸、活

动量及饮食、排便状况等一般状况，各组分别于术

后 Q、S、U、NM、NO、NU、OQ=h处死 NM只大鼠，采

集肺组织标本，大鼠冰上切取肺组织。右肺用冰生

理盐水冲洗表面，取 NLP组织标本，制成病理切片；



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 S期= = OMNU年 S月=

= = = =

•=NMNS=•=

剩余肺组织－UM=℃冰箱保存，备 epm=TM=mokA和

éPU=jAmh的检测。=
OKPKO= =肺组织 eb 染色= =将肺组织标本，固定于甲

醛溶液中，经常规石蜡包埋、切片、脱腊后，进行

苏木素和伊红染色，光镜（×OMM）下观察肺组织病

理学变化。=
OKPKP= = oe~äJíáme= mCo法检测肺组织 epmTM= mokA
表达= =按 qrázoä法常规提取组织总 okA并反转录

合成 cakA。将制备好的 cakA 进行 oe~äJíáme=
mCo扩增，扩增体系：pv_o=dreen=jáx=POKR=μL，
cakA模板 O=μL，上下游引物各 MKR=μL，双蒸水 NQKR=
μL，总体积共 RM=μL。扩增条件：VR=℃、R=mán，N
个循环；VR=℃、NR= s，QM个循环；SM=℃、QR= s，
VR=℃、NR=s=N个循环；SM=℃、N=mán，VR=℃、NR=s，
SM= ℃、NR= s。数据采用 A_f= mrásm= TRMM= pap=
pofíw~re进行分析。引物序列见表 N。=

表 N= =扩增基因引物序列=
qable=N= = mrimers=sequences=used=for=amplification=of=genes=

基因名称= 引物序列（R’JP’）= 产物片段长度Lbé=

epmTM=
正向引物= = = ddACAqCAdCCAdAACAAdC=

NMV=
反向引物= = = CCCqCdAACAdAdAdqCdAq=

βJ~cíáon=
正向引物= = = ddCCAACCdqdAAAAdAqdA=

VR=
反向引物= = = AddCAqACAdddACAACACA=

=
OKPKQ= =tesíern=bäoííáng法检测肺组织 éPU=jAmh表

达= =肺组织中加入蛋白裂解液，制备匀浆，提取蛋

白进行蛋白定量。蛋白样品经电泳、转膜、封闭、

加一抗 Q=℃孵育过夜，漂洗，加二抗室温孵育 O= h
后，漂洗，采用增强化学发光法（bCi）检测目的

蛋白，并胶片显影、定影，采用 fm~ge= g 软件分析

条带灰度值进行定量分析。=
OKQ= =统计学处理=

应用 pmpp= NTKM统计软件对数据进行分析，计

量资料以 x s± 表示，多组间比较采用单因素方差分

析（AklsA），若差异有统计学意义，进一步做组

间两两比较（ipaJt）。=
P= =结果=
PKN= =一般情况观察=

假手术组大鼠在形态、毛发、呼吸、活动量及饮

食、排便状况等方面均无明显异常。模型组大鼠术后

呈蜷缩状，出现毛发竖立，腹部膨隆，呼吸增快，活

动减少，口角眼鼻处分泌物增多，不欲进食，无大便

等症状。炎调方组、谷氨酰胺组大鼠与模型组比较，

其术后不同时间点的精神状态、活动量等情况较好，

可见少量稀便；槲皮素组与模型组比较，无明显差异。

谷氨酰胺组与炎调方组比较，两组术后不同时间点的

一般情况无明显差异；槲皮素组与炎调方组比较，其

术后不同时间点的一般情况明显严重。=
PKO= =肺组织病理染色=

假手术组肺组织可见肺泡结构完整、清晰，肺

泡腔内及肺间质无明显水肿、炎症等病理改变，且

各时间点无明显差异。模型组肺组织可见肺泡腔缩

小变形，伴大量炎性细胞浸润及出血，肺间质水肿，

肺组织实变明显，随着术后时间的延长病变程度加

重。炎调方组、谷氨酰胺组与模型组比较，肺组织

损伤程度较轻，可见部分肺泡内少量渗出及炎性细

胞浸润，腔内出血较少，肺实变较轻；槲皮素组与

模型组比较，肺组织病理表现在不同时间点无明显

差异。谷氨酰胺组与炎调方组比较，两组术后不同

时间点的病理表现无明显差异；槲皮素组与炎调方

组比较，其术后不同时间点的病理表现更为严重，

结果见图 N。=
PKP= =肺组织 epm=TM=mokA的表达=

模型组 epm= TM= mokA的表达水平在术后 U、
NM、NU、OQ=h显著高于假手术组（m＜MKMR）；除 OQ=
h时间点外，炎调方组 epm=TM=mokA表达水平均显

著高于模型组（m＜MKMN）；谷氨酰胺组 epm= TM=
mokA 表达水平在不同时间点均显著高于模型组

（m＜MKMR）；除术后 NU= h 时间点外，槲皮素组与模

型组 epm= TM=mokA表达水平差异不明显；谷氨酰

胺组 epm= TM= mokA表达在术后 U、NO、NU、OQ= h
显著高于炎调方组（m＜MKMR、MKMN），其他时间点

无明显差异；槲皮素组 epm= TM=mokA表达水平在

不同时间点均显著低于炎调方组（m＜MKMR、MKMN）。
随着术后时间的延长，炎调方组、谷氨酰胺组 epm=
TM=mokA表达水平均呈现先下降后上升的趋势，槲

皮素组 epm= TM=mokA表达水平呈现逐渐上升的趋

势，结果见表 O。=
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假手术= = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = =炎调方= = = = = = = = = = = = = = = =谷氨酰胺= = = = = = = = = = = = = = = =槲皮素=

图 N= =各组大鼠不同时间点肺组织 eb染色=
cigK=N= = eb=staining=of=lung=tissue=of=rats=in=each=group=at=different=time=

Q=h=

S=h=

U=h=

NM=h=

NO=h=

NU=h=

OQ=h=
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表 O= =各组大鼠不同时间点肺组织 epmTM=mokA相对表达量（ ±sI=n Z=NM）=
qable=O= = oelative=quantitative=expression=of=epmTM=mokA=in=lung=tissue=of=rats=in=each=group=at=different=time=E ±sI=n Z=NMF=

组别 
剂量L=
Eg·g−NF=

epmTM=mokA相对表达量=
术后 Q=h= 术后 S=h= 术后 U=h= 术后 NM=h= 术后 NO=h= 术后 NU=h= 术后 OQ=h=

假手术 µ= MKMQO–MKMNN= MKMPQ–MKMMT= MKMOM–MKMMQ= MKMNT–MKMMR= MKMST–MKMNO= MKMQP–MKMON= MKMPN–MKMMU=
模型 µ= MKMNT–MKMMT= MKMSV–MKMRT= MKMUQ–MKMMVG= MKMVU–MKMOMGG= MKNMR–MKMOU= MKNRS–MKMRRGG= MKNUT–MKNNTGG=
炎调方 VKV= MKQSR–MKNOPGG△△=MKQSO–MKMVUGG△△=MKOVO–MKMRPGG△△= MKOUT–MKMSRGG△△=MKOMO–MKMOPGG△= MKOPS–MKMPNGG△△= MKOQM–MKMVMGG=
谷氨 

酰胺 

MKTR= MKRMN–MKNVRGG△△=MKQQQ–MKMVOGG△△=MKPVU–MKMVVGG△△~~=MKOTN–MKMRNGG△△=MKPPP–MKNRTGG△△~~=MKPSV–MKMTUGG△△~~=MKPUV–MKNPQGG△~=

槲皮素 MKMMR= MKMOS–MKMMR~~@@= MKMSN–MKMOP~~@@= MKMTM–MKMNV~@@= MKMTR–MKNRVGG~~@@=MKMVQ–MKMNQ~~@@= MKNMU–MKMOOG△~~@@=MKNOP–MKMSO~~@@=
与假手术组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：

△m＜MKMR= = △△m＜MKMN；与炎调方组比较：ªm＜MKMR= = ªªm＜MKMN；与谷氨酰胺组比较：@@m＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=sh~m=grouéX=△m=Y=MKMR= = △△m Y=MKMN=vs=sh~m=grouéX=ªm Y=MKMR= = ªªm Y=MKMN=vs vm=grouéX=@@m Y=MKMN vs däuí~máne=groué=

PKQ= =肺组织 pPU=jAmh蛋白的表达=
模型组 éPU= jAmh 蛋白表达量在不同时间点均

显著高于假手术组（m＜MKMN）；炎调方组和谷氨酰胺

组 éPU= jAmh 蛋白表达量在不同时间点均显著低于

模型组（m＜MKMR、MKMN）；除 O、NU=h时间点外，槲皮

素组 éPU=jAmh表达量显著低于模型组（m＜MKMR）；

谷氨酰胺组 éPU= jAmh相对表达量在 Q、S、NM= h时
间点显著高于炎调方组（m＜MKMR、MKMN）；槲皮素组

éPU=jAmh相对表达量在不同时间点均显著低于炎调

方组（m＜MKMN）。随着术后时间的延长，炎调方组、

谷氨酰胺组、槲皮素组大鼠肺组织 éPU=jAmh相对表

达量均呈现逐渐上升的趋势，结果见图 O、表 P。===
术后 Q=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = S=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = U=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = NM=h====

= = = =

= = = =
术后 NO=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = NU=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = OQ=h= =

=

= = =

= = =

图 O= =各组大鼠不同时间点肺组织 pPU=jAmh的表达=
cigK=O= = bxpression=of=pPU=jAmh=in=lung=tissue=of=rats=in=each=group=at=different=time=

表 P= =各组大鼠不同时间点肺组织 pPU=jAmh相对表达量（ ±sI=n Z=NM）=
qable=P= = oelative=quantitative=expression=of=pPU=jAmh=in=lung=tissue=of=rats=in=each=group=at=different=time=E ±sI=n Z=NMF=

组别 
剂量L=
Eg·g−NF=

éPU=jAmhLβJ~cíán=
术后Q=h= 术后S=h= 术后U=h= 术后NM=h= 术后NO=h= 术后NU=h= 术后OQ=h=

假手术 µ= MKONM–MKMPU= MKOUS–MKMPU= MKPNT–MKMSN= MKORO–MKMRN= MKOQQ–MKMRM= MKOMO–MKMRP= MKOPM–MKMQN=
模型 µ= MKTPN–MKMPOGG= MKTUN–MKMSRGG= MKUUR–MKMSQGG= MKVPP–MKNOSGG= MKVSV–MKMSOGG= NKMRT–MKMSOGG= NKNVS–MKNSTGG=
炎调方 VKV= MKPNT–MKNMUG△△= MKPQP–MKMRQ△△= MKQNT–MKMQMG△△= MKQQP–MKMQOGG△△= MKRNR–MKMPQGG△△= MKRTS–MKMSPGG△△=MKSRO–MKMRVGG△△=
谷氨 

酰胺 

MKTR= MKQOV–MKMTTGG△△~=MKQTQ–MKMSPGG△△~~= MKQUM–MKMSQGG△△= MKRQM–MKMTQGG△△~= MKRQS–MKMSTGG△△= MKSPP–MKMSUGG△△=MKSSP–MKNOTGG△△=

槲皮素 MKMMR= MKSVV–MKMRVGG~~@@=MKSNR–MKMROGG△△~~@@=MKSPU–MKMSSGG△△~~@@=MKTTV–MKMUPGG△△~~@@=MKUTP–MKNMRGG△~~@@= MKVSQ–MKNNTGG~~@@= NKMNP–MKMVQGG△△~~@@=
与假手术组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：

△m＜MKMR= = △△m＜MKMN；与炎调方组比较：
ªm＜MKMR= = ªªm＜MKMN；与谷氨酰胺组比较：@@m＜MKMN=

Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=sh~m=grouéX=△m=Y=MKMR= = △△m Y=MKMN=vs=sh~m=grouéX=ªm Y=MKMR= = ªªm Y=MKMN=vs vm=grouéX=@@m Y=MKMN vs däuí~máne=groué=

x
x

x
x

=éPU=jAmh=

=éPU=jAmh=

βJ~cíán=

βJ~cíán=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=

谷氨=
假手术=模型=炎调方=酰胺=槲皮素=
=



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 S期= = OMNU年 S月=

= = = =

•=NMNV=•=

Q= =讨论=
epmTM是一类高度保守的糖蛋白，生理情况下

呈低水平表达，在应激条件下表达增强，形成机体

重要的应激防御系统xNMz。研究表明xNNz，通过诱导肺

损伤小鼠肺组织 epmTM 的表达可抑制炎性反应因

子 qkcJα 及纤维化相关因子 qdcJβN的表达，减轻

肺损伤的程度，提示 epmTM 对脓毒症 Aif 具有重

要的保护作用。目前有很多研究发现谷氨酰胺是一

种有效的热休克反应诱导剂，谷氨酰胺可通过促进

脓毒症 Aif大鼠肺组织细胞表达 epmTM，降低动物

的死亡率xNOz；在临床研究中发现，谷氨酰胺可以显

著抑制感染患者体内炎性因子的表达，对感染患者

发挥有效的保护作用xNPz。槲皮素具有抗肿瘤、抗感

染、消除自由基等生物学活性，在临床上主要应用

于抗肿瘤，其抗癌机制主要与下调 epmTM的表达，

诱导细胞凋亡等因素有关xNQz，是有效的 epmTM抑制

剂。jAmh广泛存在于大多数细胞中，将细胞外信号

传递到细胞内，是引起细胞反应的四大信号系统之一
xNRz。其中 éPU=jAmh作为最重要的蛋白激酶，在机体

的炎症和应激反应中发挥了重要的诱导作用xNSz。研究

发现，通过抑制 éPU=jAmh的表达，可以显著减少

Aif大鼠肺组织中的 qkcJα 水平和jaA、pla的

含量，从而减轻肺损伤的程度xNTJNUz。=
脓毒症是创伤、休克、大手术等危急重症的严

重并发症之一，可诱发多脏器功能衰竭。肺脏是脓

毒症最易攻击的靶器官，常并发 Aif，其损伤程度

严重影响患者的预后，对人类健康造成了重大威胁。

随着医学技术的发展，临床上治疗脓毒症 Aif的方

法日益增多，但都不能有效改善其预后。根据脓毒

症 Aif的临床表现，其属于中医学理论体系中“暴

喘”“喘脱”“喘证”“结胸”的范畴，热、瘀、水（湿）、

虚是其病机关键xNVz。本研究自拟炎调方，由桃仁、

生大黄、芒硝、玄参、赤芍、当归等药物组成，方

中生大黄、芒硝清热通腑，桃仁活血化瘀，三药共

为君药；赤芍、玄参清营泻火、凉血滋阴，为臣药；

当归补血活血为佐药，全方共奏通腑活血、凉血解

毒之功，正中病机。=
本研究显示，谷氨酰胺通过诱导 epmTM= mokA

的表达，发挥对脓毒症Aif的保护作用，槲皮素抑制

epmTM=mokA的表达，与相关报道的结果一致xOMJOOz。

炎调方组肺组织 epmTM= mokA 的表达在不同时间

点明显增加，éPU=jAmh的表达明显减少，肺组织

病理损伤减轻。炎调方组和谷氨酰胺组肺组织

epmTM= mokA 的表达水平呈现先下降后上升的趋

势，可能与随着术后时间的延长药效逐渐消失，但

肺损伤的刺激依然存在有关。=
炎调方对脓毒症Aif大鼠的保护作用可能与增

加 epm=TM=mokA的表达和抑制 éPU=jAmh的表达

相关。本研究是为了探索炎调方是否能通过对 epm=
TM=mokA的调控进而对脓毒症Aif发挥保护作用，

因此在给药剂量上选用了常规用量，在今后的研究

中将进一步设置炎调方的低、高剂量，以完善对炎

调方药量与效应和机制方面的研究。=
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