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血必净对脓毒症早期大鼠急性肺损伤的作用及可能机制
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摘要 目的：探讨血必净注射液对脓毒症早期肺组织损伤的影响及其可能作用机制，为临床脓毒症时急性肺损伤的治疗提供新思

路。方法：选用健康雄性 S-D大鼠 30只，随机分 3组，即假手术组(Sham组)、盐水组(NS组)和血必净组(XBJ组)。应用盲肠结扎穿

孔法(CLP)建立脓毒症大鼠模型，术后 6 h处死动物，通过 HE染色光镜观察组织形态学改变及透射电镜观察肺组织超微结构，测

定各组肺组织湿干重比，采用 RT-PCR检测肺组织内皮素 -1(ET-1)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、基质金属蛋白酶 -9(MMP-9)、组

织金属蛋白酶抑制物 -1(TIMP-1) mRNA的表达。结果：XBJ组肺泡及肺间质水肿和内皮细胞超微结构改变均较 NS组明显减轻。

术后 6 h，NS组大鼠肺组织湿干重比(W/D)显著高于 Sham组(5.37± 0.12 vs 4.33± 0.06，P<0.01)，XBJ组肺组织W/D较 NS组显著

降低 (4.67± 0.09 vs 5.37± 0.12，P<0.05)。此外，XBJ组大鼠肺组织 ET-1 (0.511± 0.111 vs 0.705± 0.122，P<0.01)、iNOS (0.456±

0.075 vs 0.548± 0.098，P<0.05)，MMP-9(0.617± 0.079 vs 0.732± 0.131，P<0.05)、TIMP-1(0.438± 0.043vs 0.515± 0.049，P<0.01) mRNA

的表达均较 NS组明显降低，而 NS组大鼠肺组织 ET-1 (0.705± 0.122 vs 0.400± 0.033，P<0.01)、iNOS (0.548± 0.098 vs 0.334±

0.027，P<0.01)、MMP-9 (0.732± 0.131 vs 0.352± 0.061，P<0.01)、TIMP-1mRNA (0.515± 0.049 vs 0.365± 0.068，P<0.01) 水平均较

Sham组明显升高。结论：血必净治疗对脓毒症大鼠的肺组织损伤有一定的保护作用，可能与其降低肺组织 ET-1、iNOS、MMP-9、

TIMP-1的表达有关。
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Effects and Mechanisms of Xuebijing on Early Sepsis Induced Acute Lung
Injury in Rats

To investigate the effects and mechanisms of Xuebijing injection on early sepsis induced acute lung injury

and explore a new therapy. Thirty healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into 3 groups: Sham group(n=10),

NS group (NS 4mL/kg n=10), Xuebijing Group(Xuebijing 4mL/kg n=10). Cecal ligation and puncture (CLP) was used to duplicate se-

vere sepsis model. At 6h after CLP, the rats were sacrificed, the lungs were resected and histopathological characteristic was observed by

transmission electron microscopy technique. The change of the lung wet/dry (W/D) weight ratio were studied. Meanwhile, the lungs were

resected for detection of ET-1, iNOS, MMP-9, TIMP-1 mRNA with reverse transcription-polymerase chain raction (RT-PCR).

The changes of pulmonary alveoli and the interstitial edema as well as lung tissue in Xuebijing group were better than those of NS group.

The change of lung wet/dry (W/D) weight ratio in septic rats showed was significantly increased at 6 h after CLP (vs Sham group: 5.37±

0.12 vs 4.33± 0.06, P<0.01). The lung W/D was significantly decreased in XBJ group (vs NS group: 4.67± 0.09 vs 5.37± 0.12, P<0.05).

The expressions in XBJ group lung tissue of ET-1(0.511± 0.111 vs 0.705± 0.122, P<0.01), iNOS(0.456± 0.075 vs 0.548± 0.098，P<0.

05)、MMP-9 (0.617± 0.079 vs 0.732± 0.131, P<0.05), TIMP-1 ( 0.438± 0.043 vs 0.515± 0.049, P <0.01) mRNA were significantly de-

creased than those in NS group. And the expressions of ET-1 (0.705± 0.122vs 0.400± 0.033, P<0.01), iNOS (0.548± 0.098 vs 0.334±

0.027, P<0.01), MMP-9(0.732± 0.131 vs 0.352± 0.061, P<0.01), TIMP-1(0.515± 0.049 vs 0.365± 0.068, P<0.01) mRNA in NS group

were significantly increased compared with those in the sham group. Xuebijing could protect against sepsis induced acute

lung injury, which might be related with the decrease of ET-1, iNOS, MMP-9 and TIMP-1 mRNA expressions.

Sepsis; ALI; ET-1; iNOS; MMP-9; TIMP-1

作者简介：王薇（1983-），女，硕士，主要研究方向：危重病医学，E-mail: weiwei.08bj@163.com

△ 通讯作者：张玉想（1965-），女，硕士生导师，教授，主要研究方向：危重病，E-mail: 15810550308@163.com，电话：15810550308

（收稿日期：2016-12-24 接受日期：2017-01-18）

4820· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.25 SEP.2017

前言

脓毒症是危重患者的重要死亡原因之一，死亡率高达

50-80%。脓毒症引起的 ALI(acute lung injury)是导致脓毒症患

者死亡率居高不下的重要原因之一，内皮功能障碍是其发生发

展的重要环节。多种细胞因子及内皮衍生物对内皮功能的稳定

性发挥着重要作用，对脓毒症的预后及转归有重要影响。多项

国内外研究证实[1]在脓毒症患者一些内皮衍生物及蛋白酶如内

皮素 -1(ET-1)/诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、基质金属蛋白酶

-9(MMP-9)/组织金属蛋白酶抑制物 -1(TIMP-1)过度表达与失

衡，使内皮系统受损，进一步提高了脓毒症的死亡率。血必净注

射液具有降低内毒素水平、调节免疫及炎性介质、改善微循环、

控制内皮损伤的作用[2]，对脓毒症的治疗有重要意义。本实验采

用盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture，CLP)法建立脓毒

症大鼠模型，探讨血必净注射液对脓毒症时 ALI的治疗疗效及

肺组织内皮素 -1(Endothelin-1，ET-1)、诱导型一氧化氮合酶(in-

ducible nitric oxide synthase，iNOS)、基质金属蛋白酶 -9(matrix

metalloproteinase-9，MMP-9)、组织金属蛋白酶抑制物 -1(tissue

inhibitor of metalloproteinase，TIMP-1)mRNA水平的影响，以期

为其临床应用提供更多的实验依据。

1 材料与方法

1.1 制模及分组

应用盲肠结扎穿孔法(CLP)建立脓毒症模型，由河北医科

大学实验动物中心提供健康清洁雄性体重 250~300 g S-D大鼠

30只，随机分 3组，假手术组(Sham)、盐水组(NS)及血必净组

(XBJ)，每组 10只。1周适应性饲养，10%水合氯醛(350 mg/kg)

腹腔注射麻醉，常规消毒铺巾，颈动脉置管，腹正中线开腹暴露

盲肠，距盲端 1 cm处结扎盲肠，针头贯穿肠管并留置一橡皮条

贯通防止肠管闭合，挤出少量肠内容物，逐层缝合关腹，术毕腹

部皮下注射生理盐水 30ml/kg补充术中液体丢失量，编号入

笼。XBJ组 CLP术后给予血必净注射液 4 mL/kg尾静脉注射，

Sham组只开关腹，不结扎和穿孔盲肠。制模完成后 6h由颈总

动脉采血处死动物。

1.2 观察内容及检测方法

CLP术后 6h处死动物，剪取右肺下叶 1× 1× 3立方毫米

大小以 4%戊二醛固定，电镜检查。10%多聚甲醛固定标本，梯

度乙醇脱水，石蜡包埋切片，HE染色后光镜观察。留取各组大

鼠右肺中叶称湿重，吸干水分后，置于 85℃烤箱中 24小时至

恒重，称干重，计算肺湿干重比(W/D)。RT-PCR 半定量分析

ET-1mRNA、iNOSmRNA 以 及 MMP-9mRNA、TIMP-1mRNA

水平，进行组织总 RNA的提取，逆转录，扩增产物检测，严格按

照试剂盒说明书步骤进行。

1.3 统计学分析

采用 SPSS19.0版软件包(SPSS Company，Chicago，Illinois，

USA)进行统计学分析，多组间计量资料比较采用单因素方差

分析，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CLP术后一般情况的观察

Sham组大鼠麻醉清醒后活动基本如常，剖腹未见脓臭渗

出，组织脏器无明显充血水肿；NS组和 XBJ组大鼠术后观察

发现大鼠麻醉清醒的时限延长，有呼吸频促、意识委顿、竖毛寒

颤，饮食低迷等表现，剖腹可见肠管充血肿胀，脓血性腹腔积

液、浑浊恶臭等脓毒症腹腔感染症状，NS组大鼠上述脓毒症表

现尤重。

2.2 肺组织 HE染色及光镜下观察

光镜下，Sham组肺泡结构清晰完整，肺泡间隔无明显异

常；XBJ组肺泡结构虽尚完整，但肺泡腔可见中性粒细胞浸润，

肺间质充血水肿，肺泡间隔增宽；NS组肺组织改变程度更重，

肺泡结构破坏，肺泡腔可见中性粒细胞浸润明显，部分肺不张，

甚至肺气肿等代偿性病变。(图 1)。

Fig.1 The pathological change of lung tissue in Sham, NS, XBJ group (HE stain× 200). Abbreviations: a, alveoli; b, blood vessels;

c, terminal bronchioles

2.3 电镜观察

Sham组电镜下肺组织内皮细胞边界清，细胞连接紧密，肺

泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞基底膜完整，胞内罕见吞饮小

泡；XBJ组细胞连接欠规整，可见内皮细胞间隙，内皮细胞胞浆

内有少量吞饮小泡，肺泡腔可见炎细胞浸润，线粒体轻度肿胀，

而 NS组组织改变明显重于 XBJ组，电镜可见其细胞连接模糊

不清，基底膜破坏，胞浆内可见数量众多的吞饮小泡。(图 2)。

2.4 三组大鼠术后 6 h肺组织湿干重比(W/D)比较

术后 6小时，NS组大鼠肺组织W/D比与 Sham组相比显

著增加 (5.37± 0.12 vs 4.33± 0.06，P<0.01)，XBJ组肺组织W/D
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比 NS组显著减少 (4.67± 0.09 vs 5.37± 0.12，P<0.05)，且 XBJ 组肺组织W/D比 Sham组增加(4.67± 0.09vs 4.33± 0.06，P<0.05)。

2.5 三组大鼠肺组织 ET-1、iNOS、MMP-9、TIMP-1 mRNA水平

比较

NS组及 XBJ 组肺组织 ET-1、iNOS、MMP-9、TIMP-1 mR-

NA水平明显高于 Sham组(P<0.05或 P<0.01)，而 XBJ组以上

指标均显著低于 NS组(P<0.05或 P<0.01)。.

Fig.2 Pathological change of lung vascular endothelial cell in Sham, NS, XBJ group under transmission electron microscopy (× 3000).

Abbreviations: a, intercellular junction; b, endothelial gap; c, swallowing vesicle

Note: compared with NS group aP<0.01, bP<0.05; compared with Sham group, cP<0.05, dP<0.01.

表 1 三组大鼠肺组织 ET-1、iNOS、MMP-9、TIMP-1mRNA表达比较(n=10, x± s, mRNA/茁-action)
Table 1 Comparison of the ET-1, iNOS, MMP-9 and TIMP-1 mRNA expressions in the lung tissue between three groups

Group
ET-1

mRNA

iNOS

mRNA

MMP-9

mRNA

TIMP-1

mRNA

Sham group 0.400± 0.033 0.334± 0.027 0.352± 0.061 0.365± 0.068

NS group 0.705± 0.122d 0.548± 0.098d 0.732± 0.131d 0.515± 0.049d

XBJ group 0.511± 0.111ac 0.456± 0.075bd 0.617± 0.079bd 0.438± 0.043ad

3 讨论

脓毒症通常指主要由多种细菌感染引起的系统炎症反应

综合征[3]，死亡率高达 50-80%。内皮系统功能障碍是脓毒症发

展恶化的中心环节，近期研究表明内皮功能障碍可能是早期预

测脓毒症MODS发生率和死亡率的独立危险因素[4]。内皮祖细

胞移植可以显著降低肺、肝、肾组织损伤和干湿重比[5]。近年来，

内皮系统在重症脓毒症中所扮演的角色与病程进展中的作用

是研究热点[6]。

内皮系统的稳定性需多种介质的共同作用，内皮素 -1(En-

dothelin-1，ET-1)是强有效的内源性血管收缩剂，主要由内皮细

胞分泌，其通过 ETA和 ETB两种类型受体而发挥作用。最近

的研究表明 ET-1在转录因子如 NF-资B的活化和一些细胞因
子 TNF-琢[7]、IL-1、IL-6的表达中也起着促进作用[8]，可以导致血

管细胞纤维化和刺激产生活性氧，从而启动促炎机制[9]，其在脓

毒症所致急性肺损伤(SA-ALI)中的作用已被证实[10]。血浆 ET-1

水平在不同的脓毒症动物实验中都是增加的，更有一些研究显

示 ET-1与心肌损伤及脓毒性休克患者死亡率具有相关性[11]，

ET-1在脓毒症以及脓毒症所致脏器损伤中的作用已得到越来

越多的研究证实[12]。脓毒症炎症反应无法控制时，大量炎症因

子释放入血，内毒素诱导多种细胞内诱导型一氧化氮合酶(iN-

OS)表达[13]，活化的 iNOS可产生高浓度的 NO，而高浓度的 NO

成为一把双刃剑，决定了疾病的进展方向。高浓度 NO起直接

杀菌作用，也可以舒张血管，降低血压，导致血浆外渗通过激活

血管内皮细胞，成为激发全身炎症反应的主要炎症介质，最终

加剧低血压导致休克，选择性 iNOS的抑制剂可以降低脓毒症

大鼠死亡率[14]。MMP-9与 TIMP-1同样也在脓毒症的发生发展

过程中发挥非常重要的作用[15]。基质金属蛋白酶(MMPs)是一类

由锌离子作为辅酶的内切蛋白水解酶家族，一些研究表明脓毒

症时 MMP水平明显升高[16]，被激活后主要降解明胶和基底膜

的主要成分Ⅳ型胶原，从而破坏血管基底膜及组织结构，促进

内皮细胞凋亡，产生不可逆的损伤。组织金属蛋白酶抑制物

(TIMPs)是MMPs的天然抑制剂，其中 TIMP-1是 MMP-9的天

然抑制剂，同时近年来，医学界对 TIMP-1在重症脓毒症预后的

预测性意义越来越得到重视。一些临床研究表明在重症脓毒症

患者中，存活患者的 TIMP-1 浓度明显高于死亡患者 [17]，提示

TIMP-1与重症脓毒症患者的存活率具有相关性[18,19]。有研究表

明因脓毒性休克而死亡的患者治疗中 TIMP-1/MMP-9比值持

续高于获救者，且与死亡率密切相关[20]，并可作为新的生物标

记物判断脓毒症预后。

本研究结果显示经血必净注射液干预的脓毒症大鼠的肺

组织损伤明显改善，ET-1、iNOS、MMP-9 及 TIMP-1 的表达水

平明显下降，提示通过血必净治疗对脓毒症大鼠的肺组织损伤

有一定的保护作用，可能与其降低肺组织 ET-1、iNOS、MMP-9、

TIMP-1的表达，减轻血管内皮细胞损伤，维持内皮系统平衡和

维持基质稳定性有关。当然，本研究还存在一些不足，如能增加

4822· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.25 SEP.2017

（上接第 4815页）
Jin Di, Yang Jian-ping, Hu ji-hua, et al. Role of spinal Pi3k/AKT sig-

naling pathway in maintenance of bone cancer pain in rats: the rela-

tionship with microglial activation [J]. Chin J Anesthesiol, 2014, 34

(9): 1092-1094

[25] 李双双,许华. Pi3K/Akt/mTOR信号转导通路与病理性疼痛的研

究进展[J].中国疼痛医学杂志, 2014, 20(3): 173-176

Li Shuang-shuang, Xu Hua. Research progress Between

Pi3K/Akt/mTOR signal transduction pathway and pathological pain

[J]. Chinese Journal of Pain Medicine, 2014, 20(3): 173-176

[26] 赵迪,朱燕婷,史道华. mTOR介导转录因子调控细胞糖脂代谢的

研究进展[J].基础医学与临床, 2014, 34(11): 1574-1577

Zhao Di, Zhu Yan-ting, Shi Dao-hua. Research progress in cell

metabolism of glucose and lipid regulated by transcription factors via

mTOR[J]. Basic＆ Clinical Medicine, 2014, 34(11): 1574-1577

[27] Sun SY. mTOR kinse inhibitors as potential cancer therapeutic drugs

[J]. Cancer Lett, 2013, 340: 1-8

[28] Martinet W, De Loof H, De Meyer GR. mTOR inhibition: A promis-

ing Strategy for stabilization of atherosclerotic plaques[J]. Atheroscle-

rosis, 2014, 233: 601-607

[29] Laplante M, Sabatini DM. mToR signaling in growth control and dis-

ease[J]. Cell, 2012, 149: 274-293

多次观察时间点，可比较不同时间窗脓毒症组织脏器的变化，

进一步完善研究的全面性，为今后脓毒症的临床治疗及方案的

选择提供更有力的佐证。
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