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加味生脉散对脓毒症大鼠急性肾损伤的保护作用研究

王 帅 1，万晓刚 2，邱潮兵 2，易智彪 2，吴永刚 1，陈仁山 1，姚海魂 1，肖彩宏 1，李泽华 3*

1. 广州市中西医结合医院，广东 广州 510800

2. 广州中医药大学，广东 广州 510006

3. 长沙市中心医院，湖南 长沙 410004

摘 要：目的 探讨加味生脉散对脓毒症大鼠急性肾损伤的影响。方法 将 60只SPF级健康成年雄性SD大鼠随机分为对照

组、假手术组、模型组和加味生脉散低、中、高剂量（10、20、30 g/kg）组，每组 10只。除对照组外，采用盲肠结扎穿孔术

建立脓毒症大鼠模型，假手术组不进行盲肠结扎和穿孔，其余操作相同。术后 ig给药 1次，各组分别于术后 0、3、6、12 h

眼后静脉丛采血，试剂盒法检测血清大鼠胱抑素C（CysC）和肾损伤分子-1（KIM-1）、尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载

蛋白（NGAL）、全血乳酸、血清肌酐（Scr）水平；并于 12 h处死每组大鼠各 3只，HE染色后进行肾组织病理观察，免疫

组化法检测肾组织缺氧诱导因子（HIF）-1α水平。结果 术后 3～12 h，加味生脉散低、中、高剂量组动物血清 CysC、尿

NGAL、Scr值显著低于模型组（P＜0.05）；术后 6～12 h，高、中、低剂量组动物血清KIM值显著低于模型组（P＜0.05）；

术后 12 h，高、中、低剂量组全血乳酸值显著低于模型组（P＜0.05）。与模型组比较，加味生脉散高、中、低剂量组动物

病理变化程度轻微。模型组动物肾组织皮、髓质交界处弥漫性HIF-1α阳性表达，皮质阳性表达明显；加味生脉散高、中剂

量组动物肾组织外髓质内带弱阳性表达HIF-1α，皮质无阳性表达；低剂量组动物肾组织外髓质内带阳性表达明显，皮质弱

阳性表达。结论 加味生脉散具有保护脓毒休克合并急性肾损伤大鼠肾功能的作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of Jiawei Shengmai San powder on septic shock complicated with

acute renal injury. Methods Totally 60 SPF healthy adult male SD rats were divided into three groups: control group, sham group,

model group, Jiawei Shengmai San high, medium and low dose (10, 20 and 30 g/kg) group. The models of Sepsis were established

by CLP in all groups except the control group. The sham group only performed the same procedure without cecal ligation and

perforation. Blood samples were taken from the retroorbital vein at the time points of 0, 3, 6 and 12 h in each group, and the indexes

of CYSC, KIM-1, Ngal, lactic acid and Scr were measured at different time points in each group, and three rats in each group were

killed at 12 h, pathological observation of Renal Tissue and detection of HIF-1 were performed. Results The values of serum CYSC,

urine Ngal and Scr in the high, middle and low dose groups of 3 to 12 h were lower than those in the model group (P < 0.05). The

serum Kim values in the high, middle and low dose groups of 6 to 12 h were significantly lower than those in the model group (P <

0.05). The values of whole blood lactic acid in the high, middle and low dose groups of 12 h were lower than those in the model
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group (P < 0.05) . Compared with model group, the pathological changes of Jiawei Shengmai San in high, middle and low dose

groups were relatively slight. There was a weak positive expression in the outer medulla of the kidney tissue in the high and middle

dosage groups, but not in the cortex of the kidney tissue in the low dosage groups. Conclusion Jiawei Shengmai San has protective

effect on renal function in rats with septic shock and acute renal injury.
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脓毒症是严重感染、严重创伤、烧伤、休克、外

科手术后常见的并发症，可导致脓毒性休克、多器

官功能障碍综合征。脓毒休克是指脓毒症患者经

足量液体复苏仍顽固性低血压，伴有低灌流状态，

住院死亡率＞40%，是严重威胁人类健康的重大疾

病［1］。急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）是由多

种病因引起的短时间内（几个小时或几天）肾功能

突然下降而出现的临床综合征［2］。AKI是脓毒休克

的常见并发症，50%以上脓毒休克患者会并发AKI，

短期内可增加死亡风险［3-4］。

加味生脉散由生脉散加大黄、附子组成（红参

30 g、麦冬60 g、五味子20 g、熟附子18 g、生大黄24 g），具

有益气、敛阴、固脱之功效，临床常用于脓毒休克合

并AKI治疗。本研究通过盲肠结扎穿孔术（CLP）建

立脓毒休克大鼠模型，给予加味生脉散干预，观察

大鼠肾组织病理学、肾功能、肾损伤标志物变化，研

究加味生脉散对脓毒症模型大鼠 AKI 的作用及

机制。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

颗粒饮片红参（批号 0076611）、麦冬（批号

0079191）、五味子（批号 0080881，按干燥品计算，每

1 g含五味子醇甲 3.3 mg）、熟附子（批号 0081591）、

生大黄（批号 0060261，按干燥品计算，每 1克含芦荟

大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的总

量为 19.2 mg），均购自广东一方制药有限公司。加

味生脉散标准药液配制：加50 mL温蒸馏水溶解25 g

加味生脉散颗粒饮片。

大鼠中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋

白（neutrophil gelatinaseassociated lipocalin，NGAL）

ELISA 试剂盒（批号 20200530）、大鼠肾损伤分子-

1（KIM-1）ELISA试剂盒（批号 20200602）、大鼠胱抑

素 C（Cystatin C，CysC）试剂盒（批号 20200528），均

购自美国CUSABIO公司；全血乳酸测定试剂盒（批

号 20200531）、血清肌酐（Scr）测定试剂盒（批号

20200527）均购自南京建成生物工程研究所；缺氧

诱导因子（HIF）-1α抗体（美国 OriGene 公司，批号

20200631）。

1.2 主要仪器

3001 型酶标仪（美国 Thermo 公司）；7200 型分

光光度计（美国 UNICO 公司）；RM2235 型切片机、

HistoCore Arcadia H型包埋机（德国LEICA公司）。

1.3 实验动物

SPF 级健康成年雄性 SD 大鼠，体质量 150～

250 g，由江西中医药大学动物中心供应，实验动物

生产许可证 SCXK（赣）2018-0003。于江西中医药

大学实验动物中心饲养，温控（22±1）℃，光控200 lx，

12 h光暗循环。本实验已经通过江西中医药大学动

物伦理审查委员会批准（JZLLSC 2019-0191）。

2 方法

2.1 分组、造模及给药

健康雄性SD大鼠适应性饲养 7 d后随机分为 6

组：对照组、假手术组、模型组、加味生脉散高、中、

低剂量（10、20、30 g/kg）组，每组10只。

除对照组外，采用 CLP 术建立脓毒症大鼠模

型［5］：大鼠予 0.3%戊巴比妥钠（30 mg/kg）ip麻醉，常

规腹部碘伏消毒，备皮和铺无菌纱布洞巾。沿腹中

线切开腹壁皮肤约 1 cm，用无菌镊探查到盲肠后用

手术缝线结扎盲肠（避免结扎回肠及盲肠系膜血

管），20 G无菌针头分别于被结扎盲肠头尾端穿孔，

然后挤压盲肠，使其内容物沿穿孔部位挤出0.3 mL，将

盲肠和挤出内容物一起送回腹腔，逐层缝合腹壁切

口。假手术组进行相同的操作，不进行盲肠结扎和

穿孔。

大鼠造模成功后在 22～25 ℃环境下活动，食物

和水不受限制。术后加味生脉散高、中、低剂量组 ig

给药1次，对照组、假手术组、模型组 ig给予蒸馏水。

2.2 指标观察

各组分别于术后 0、3、6、12 h 4个时间点，眼后

静脉丛采血，试剂盒法检测不同时间点血清CysC、

KIM-1，尿 NGAL，全血乳酸，Scr水平；并于 12 h 处

死每组大鼠各 3 只，HE 染色后进行肾组织病理观

察；免疫组化法检测肾组织HIF-1α水平。

2.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计软件包进行数据处理，计

量资料采用 x
—

±s表示，多个样本间的均数的比较采
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用单因素方差分析（One-way ANOVA），方差齐性时

组间均值总体比较用 F 检验，两两比较用 SNK 检

验；方差不齐时，组间均值总体比较用Welch检验，

两两比较采用Dunnett t3检验。重复测量资料用球

性检验；各组治疗前后比较采用配对 t检验。

3 结果

3.1 各组大鼠血清CysC水平比较

如表 1所示，术后 3～12 h，模型组及加味生脉

散各剂量组血清CysC值显著高于对照组及假手术

组（P＜0.05）；加味生脉散高、中、低剂量组动物血清

CysC值显著低于模型组（P＜0.05）。

3.2 各组大鼠血清KIM-1水平比较

如表 2所示，术后 3～12 h，与对照组及假手术

组比较，模型组及加味生脉散各剂量组血清KIM-1

值显著升高（P＜0.05）；术后 6～12 h，加味生脉散

高、中、低剂量组动物血清 KIM-1值显著低于模型

组（P＜0.05）。

3.3 各组大鼠尿NAGL水平比较

如表 3所示，术后 3～12 h，模型组及加味生脉

散各剂量组尿 NAGL 值显著高于对照组及假手术

组（P＜0.05）。加味生脉散高、中、低剂量组动物尿

NAGL值显著低于模型组（P＜0.05）。

3.4 各组大鼠乳酸水平比较

如表 4所示，术后 12 h，模型组及加味生脉散各

剂量组全血乳酸值显著高于对照组和假手术组，差

异具有统计学意义（P＜0.05）。加味生脉散高、中、

低剂量组动物全血乳酸值显著低于模型组（P＜0.05）。

3.5 各组大鼠Scr水平比较

如表 5所示，术后 3～12 h，模型组及加味生脉

散各剂量组 Scr水平显著高于对照组和假手术组，

差异具有统计学意义（P＜0.05）。加味生脉散高、

中、低剂量组动物Scr水平显著低于模型组（P＜0.05）。

3.6 实验动物一般情况观察

对照组无死亡，饮食正常，反应灵敏，呼吸平稳

均匀，被毛顺滑有光泽，喜扎堆取暖，大小便正常，

剖腹未见异常。假手术组术后 1 h左右完全清醒，

一般情况与对照组无明显区别，剖腹未见恶臭、肠

管水肿坏死等表现。模型组术后苏醒延迟，醒后精

表1 各组大鼠血清CysC检测结果（x
—

±s，n=10）

Tabie 1 Results of CysC of rats in each group (x
—

±s，n=10)

组别

对照

假手术

模型

加味生脉散

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

10

20

30

CysC/（mg·L−1）

术后0 h

3.62±1.53

3.54±1.35

3.62±1.44

3.58±1.34

3.65+1.24

3.57±1.12

术后3 h

3.57±1.41

3.60±1.25

7.82±2.03*#

5.82±1.28*#▲

5.62±2.22*#▲

5.72±1.57*#▲

术后6 h

3.59±1.31

3.58±1.92

10.21±2.01*#

7.25±2.32*#▲

6.95±1.14*#▲

7.11±1.85*#▲

术后12 h

3.61±1.06

3.57±1.24

12.18±2.01*#

7.31±2.05*#▲

7.01±1.45*#▲

7.52±2.21*#▲

与对照组比较：*P＜0.05；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs sham group；▲P < 0.05 vs model group

表2 各组大鼠血清KIM检测结果（x
—

±s，n=10）

Tabie 2 Changes in KIM of rats in each group (x
—

±s，n=10)

组别

对照

假手术

模型

加味生脉散

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

10

20

30

KIM-1/（ng·mL−1）

术后0 h

2.38±1.12

2.36±1.22

2.35±1.58

2.35±1.21

2.38+1.16

2.40±1.09

术后3 h

2.29±1.02

2.34±1.34

5.22±1.45*#

5.11±1.43*#

5.62±2.33*#

5.22±1.19*#

术后6 h

2.41±1.42

2.42±1.11

24.31±1.42*#

17.21±2.15*#▲

16.82±2.10*#▲

17.28±1.74*#▲

术后12 h

2.34±1.13

2.39±1.09

28.21±2.32*#

7.31±2.05*#▲

7.18±2.25*#▲

8.22±2.43*#▲

与对照组比较：*P＜0.05；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs sham group；▲P < 0.05 vs model group
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神萎靡，身体蜷缩，基本不活动，进食进水减少，对

外界反应迟钝，呼吸频率加快，被毛蓬松少光泽，大

便稀软；术后 18 h出现死亡大鼠，随着时间的延长

大部分大鼠出现皮温低，肌力减弱，眼周血性分泌

物，停止进食进水，排泄稀水样便，色黄，腥臭味；进

一步发展出现呼吸急促，对被动仰卧无反抗，排泄

物呈黏液状，量多，最终死亡；剖腹可见恶臭味血性

渗液，肠管水肿黏连，盲肠坏死变黑。加味生脉散

高、中、低剂量组动物术后苏醒延迟，但与模型组动

物相比较，术后苏醒延迟情况相对轻缓；术后同样

出现醒后精神萎靡，身体蜷缩，基本不活动，进食进

水减少，对外界反应迟钝，呼吸频率加快，被毛蓬松

少光泽，大便稀软等情况，但与模型组动物比较，情

况相对轻缓；随着时间的延长，部分大鼠（数量不超

表3 各组大鼠尿NAGL检测结果（x
—

±s，n=10）

Tabie 3 Changes in urine NAGL level of rats in each group (x
—

±s，n=10)

组别

对照

假手术

模型

加味生脉散

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

10

20

30

NAGL/（ng·mL−1）

术后0 h

38.4±0.3

37.9±1.9

36.8±1.7

37.2±1.4

36.8+1.6

37.6±1.4

术后3 h

37.9±1.5

39.2±1.7

54.5±1.3*#

46.2±2.2*#▲

45.2±3.0*#▲

47.3±1.6*#▲

术后6 h

39.1±2.3

38.2±2.3

99.6±1.9*#

60.4±2.9*#▲

66.8±2.3*#▲

62.5±1.7*#▲

术后12 h

38.9±2.1

38.5±1.4

125.2±2.1*#

84.2±2.6*#▲

81.5±3.1*#▲

86.0±2.3*#▲

与对照组比较：*P＜0.05；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs sham group；▲P < 0.05 vs model group

表4 各组大鼠乳酸检测结果（x
—

±s，n=10）

Tabie 4 Changes in LC of rats in each group (x
—

±s，n=10)

组别

对照

假手术

模型

加味生脉散

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

10

20

30

乳酸/（ng·mL−1）

术后0 h

6.1±1.2

6.4±1.5

6.2±1.7

6.5±1.8

6.3±1.2

6.2±1.5

术后3 h

6.3±1.6

6.2±1.1

6.4±1.2

6.3±2.2

6.4±2.1

6.1±1.0

术后6 h

6.2±1.3

6.3±1.4

6.2±1.4

6.4±1.3

6.2±2.3

6.5±2.1

术后12 h

6.2±1.2

6.8±1.5

9.7±1.4*#

7.1±1.1*#▲

8.1±2.2*#▲

7.3±2.0*#▲

与对照组比较：*P＜0.05；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs sham group；▲P < 0.05 vs model group

表5 各组大鼠Scr检测结果（x
—

±s，n=10）

Tabie 5 Changes in Scr of rats in each group (x
—

±s，n=10)

组别

对照

假手术

模型

加味生脉散

剂量/

（g·kg−1）

—

—

—

10

20

30

Scr/（μmol·L−1）

术后0 h

22.3±1.3

24.1±1.8

23.1±1.5

23.5±1.1

24.2+1.2

23.6±1.4

术后3 h

23.1±1.5

23.9±1.4

43.6±1.6*#

35.2±2.1*#▲

34.6±2.1*#▲

38.2±1.2*#▲

术后6 h

22.6±1.1

22.9±2.1

59.8±1.8*#

39.0±2.4*#▲

41.2±2.1*#▲

46.2±2.8*#▲

术后12 h

21.9±1.4

24.2±1.9

98.6±1.9*#

51.6±2.3*#▲

48.5±2.3*#▲

60.1±2.5*#▲

与对照组比较：*P＜0.05；与假手术组比较：#P＜0.05；与模型组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs sham group；▲P < 0.05 vs model group
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过本组动物数量的 20%）出现皮温低、肌力减弱，少

数动物（数量不超过本组动物数量的 5%）眼周现血

性分泌物，停止进食进水，排泄稀水样便，色黄，腥

臭味；24 h后，高、中、低剂量组动物存活率高于模型

组动物。

3.7 肾组织病理学观察

图 1结果显示，对照组及假手术组肾小球及远

曲小管上皮细胞无明显病变，模型组及加味生脉散

各剂量组均可见肾皮质及间质灶性炎性细胞浸润，

大部分肾小管上皮细胞出现肿胀、空泡变形，部分

刷状缘脱落。与模型组比较，加味生脉散高、中、低

剂量组动物病理变化程度相对轻微，表明加味生脉

散对 CLP手术 12 h脓毒休克引起的急性肾损伤具

有一定的改善作用。

3.8 肾组织HIF-1α免疫组化病理切片观察

图 2结果显示，对照组动物肾组织外髓质基本

不表达HIF-1α，皮质不表达HIF-1α。假手术组动物

肾组织外髓质弱表达 HIF-1α，皮质不表达 HIF-1α。

模型组动物肾组织皮、髓质交界处弥漫性HIF-1α阳

性表达，皮质阳性表达明显，肾小球不表达HIF-1α。

加味生脉散高、中剂量组动物肾组织外髓质内带弱

阳性表达 HIF-1α，皮质无阳性表达；低剂量组动物

肾组织外髓质内带HIF-1α阳性表达明显，皮质弱阳

性表达。

4 讨论

AKI是一组以肾功能急性减退、Scr短期内迅速

增高为共同表现的临床综合征。据统计，众多因素

都可能导致急性肾损伤，其中脓毒症位居榜首［1］。

AKI是脓毒血症常见的一种并发症，细菌释放的毒

素刺激机体产生大量的炎症介质促使肾血管微血

栓形成，引起肾小球灌注压及滤过率的大幅降低导

致急性肾损伤的发生，急性肾损伤病情十分凶险，

预后极差［6］。

Cys-C相对分子质量为 1.3×104，属于半胱氨酸

蛋白酶抑制剂，能被肾脏自由过滤，近段小管几乎

完全重吸收和分解代谢［7-8］，因此，只要肾功能受损，

肾小球滤过膜通透性也会下降，穿过肾小球滤过膜

的CysC减少，部分CysC进入血液中，血清CysC水

平增高，是反映肾小球滤过率的敏感指标［9-11］。

KIM-1是一种具有明显优势的跨膜蛋白，在正常肾

组织中不表达，但在肾缺血或肾毒性损伤的早期阶

段，它在近曲小管内皮细胞中高水平表达，KIM-1水

平还与肾损伤的严重程度密切有关，可作为急性肾

损伤早期诊断的新标志物［12-15］。NGAL是一种分泌

性糖蛋白，在肾小管上皮细胞、中性粒细胞以及血

管内皮细胞中表达，当肾小球损伤时，NGAL表达水

平明显升高［16-18］，能够准确反映机体肾功能状态。

临床研究显示［19］，AKI患者尿NGAL水平显著高于

非AKI患者，持续性AKI患者尿NGAL水平显著高

于短暂性 AKI患者。乳酸是机体内无氧代谢的一

个中间产物，是反映细胞缺氧及组织灌注的重要指

标［20］。乳酸水平越高则提示组织灌注不足及缺氧

越严重，其含量增加可进一步加重对脏器功能的损

害［21］。HIF为近年来发现的介导哺乳动物细胞低氧

对照 假手术 模型 加味生脉散30 g·kg−1 加味生脉散20 g·kg−1
加味生脉散10 g·kg−1

图1 术后12 h大鼠肾组织病理学观察

Fig. 1 Pathological changes of kidney tissue in rats at 12 h after operation

对照 假手术 模型 加味生脉散30 g·kg−1 加味生脉散20 g·kg−1 加味生脉散10 g·kg−1

图2 术后12 h大鼠肾组织HIF-1α免疫组化病理切片

Fig. 2 Immunohistochemical changes of HIF-1α in kidney tissue in rats at 12 h after operation
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反应的核转录因子，促进机体和细胞对于低氧的适

应过程。研究发现，脓毒症AKI时HIF-1α基因表达

增强，稳定 HIF-1α可以抑制 TLR-4表达，从而减轻

脓毒症所致的肺损伤，保护器官功能［22］。

本研究显示，CLP手术后 3 h，模型组的大部分

检测指标（血清CysC、KIM-1，尿NGAL、Scr）均明显

高于对照组及假手术组动物，同时一般观察也显示

模型组与对照组、假手术组大鼠有较为明显的差

异。随着时间的延长，模型组大鼠的症状及指标相

对对照组及假手术组愈加明显。术后 12 h，模型组

所有检测指标（血清CysC、KIM-1，尿NGAL、Scr）数

值明显高于对照组、假手术组。同时，模型组肾组

织病理学观察结果显示肾皮质及间质灶性炎性细

胞浸润，肾组织免疫组化病理结果显示出现严重缺

氧现象，再结合实验动物一般情况观察，本课题组

认为 CLP手术之后 12 h可以作为判断出现典型的

脓毒休克合并AKI症状的时间点。

与模型组比较，加味生脉散高、中、低各剂量组

鼠存活率明显提高，肾组织病理学及免疫组化明显

改善，反映肾损伤血清学指标的血清CysC、KIM-1，

尿NGAL，全血乳酸，Scr水平明显降低，表明加味生

脉散具有保护脓毒休克合并 AKI 大鼠肾功能的

作用。

传统中医典籍中并没有“脓毒症”病名，但其实

热、热毒等证候表现典籍中早有提及。现代中医对

脓毒症的诊治从四诊表现进行辨证论治。一般认

为，脓毒症发病初期以毒热内盛的实证为主，从温

病理论认识其病机，早期系邪气入里，化火成毒，内

陷营血，邪热炽盛，故高热等表现。热毒耗气伤阴，

气阴两虚，则发展为正气已虚，邪气未衰的虚实夹

杂之像，故见发热，与唇甲发绀、冷汗出、四肢厥冷、

小便短赤并见的虚实夹杂之候，与现代医学脓毒休

克临床表现相似。热毒互结和气阴两虚（脱）虽有

病机先后，但热、毒、虚前后密切关联，相互影响，可

加重休克。正如《证治心得•脱》所说，“内闭外脱一

证，乃缘脏腑之窒塞，而不尽乎元气之虚脱也”。故

临床治疗脓毒症中后期、脓毒休克，当益气敛阴固

脱为要，兼之泻热解毒，方能较好地控制脓毒休克。

加味生脉散由生脉散加大黄、附子组成，方中人参

甘温，益元气，补肺气，生津液，为君药。麦门冬甘

寒养阴清热，润肺生津，用以为臣；人参麦冬合用，

则益气养阴功能益彰。五味子酸温，敛肺止汗，生

津止渴，为佐药；三药合用，一补一润一敛，益气养

阴，生津止渴，敛阴止汗，使气复津生，汗止阴存；大

黄通腑泄热解毒，佐以辛热之附子，寒热合用，防止

大黄苦寒泄泻太过使本已耗伤之津液、阴血耗竭

而“亡阴”，同时“阳”药附子，温壮真阳、回阳救逆。

全方共奏扶正益气敛阴、通腑泄热解毒之功，对气

阴两虚、热毒互结为主要表现的脓毒休克尤为

适用。

本研究结果表明加味生脉散对脓毒休克合并

AKI大鼠肾功能具有保护作用，为其临床应用提供

实验依据，但加味生脉散的量效、时效关系及具体

作用机制有待进一步研究。
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