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血必净干预对慢性阻塞性肺疾病大鼠体内炎症因子的影响 *
朱锦琪 彭毅强△ 陈 垣 邱湘玲 刘胜岗 梁伟军 聂华平 曾晓媛 黄征宇 杨红忠
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摘要 目的：通过观察血必净干预对慢性阻塞性肺疾病（COPD）大鼠体内炎症因子的影响，探讨血必净治疗 COPD的机制。方法：
36只Wistar雄性大鼠随机分为对照组、COPD模型组（简称模型组）、血必净干预组（简称干预组），每组 12只。采用香烟烟雾暴露
加气管内滴注脂多糖法建立 COPD大鼠模型。造模时间共 30天，其中干预组在后 15天给予血必净 4 ml/Kg体重尾静脉注射。分

别测定各组肺功能，肺组织病理学变化，血清及肺泡灌洗液中肿瘤坏死因子（TNF-琢）、白介素 -6（IL-6）、白介素 -8（IL-8）浓度。结
果：模型组大鼠 FEV0.3/FVC [(57.8± 5.6) %]和动态肺顺应性（Cydn）[(0.098± 0.006) cmH2O·mL-1·s-1，1cm H2O=0.098 kPa]均明显
低于对照组[(81.4± 3.1) %和(0.195± 0.012) cmH2O·mL-1·s-1]，而干预组大鼠[(67.2± 3.2) %和(0.142± 0.024) cmH2O·mL-1·s-1]则较
模型组有显著提高，差异均具有统计学意义（t值分别为 -13.940、-15.165、-5.552、-6.927，均 P＜ 0.01）；模型组大鼠平均气道阻力
（RI）[(0.802± 0.070) mL/cmH2O]明显高于对照组[(0.224± 0.069) mL/cmH2O]，而干预组[(0.475± 0.050) mL/cmH2O]则较模型组有
明显下降，差异均具有统计学意义（t值分别为 -22.389、-12.658，均 P＜ 0.01）；模型组大鼠血清和肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8

浓度[(27.8± 7.4) pg/mL和(340.0± 79.6) pg/mL、(209.9± 82.1) pg/mL和(337.3± 96.4) pg/mL、(37.7± 11.4) pg/mL和(69.6± 18.9) pg/mL]

均显著高于对照组，差异均具有统计学意义（t值分别为 -12.466、-19.648、-11.749、-16.364、12.550、14.834，均 P＜ 0.01），而干预组
大鼠[(9.6± 5.6) pg/mL和(45.6± 22.9) pg/mL、(36.3± 17.9) pg/mL和(42.9± 20.5) pg/mL、(10.3± 5.6) pg/mL和(15.7± 8.0) pg/mL]则较
模型组有显著降低，差异均具有统计学意义（t值分别为 -9.367、-17.390、-10.106、-14.631、10.475、12.772，均 P＜ 0.01）。结论：COPD

大鼠血清及肺泡灌洗液中炎症因子 TNF-琢、IL-6、IL-8的浓度均显著增高，血必净干预能显著下调上述关键致炎因子的表达，并与
其临床症状、肺功能、病理学改变相印证。因此，我们推测：血必净可能通过下调 COPD炎症时 TNF-琢、IL-6、IL-8等关键致炎因子
的表达，进一步抑制气道炎症的级联效应来发挥其强大的抗炎作用。
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The Effect on Inflammatory Cytokine in Rat with Chronic Obstructive
Pulmonary Disease after Xuebijing Dealing*

To explore the mechanism of Xuebijing treatment by observing the effect on inflammatory cytokine in rat
with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) after Xuebijing dealing. Tirty-six Wister rats were divided into a control
group,a COPD group and a dealing group at random. The COPD rat model was established by intratracheal instillation of
lipopolysaccharide (LPS) twice and exposuring to cigarette smoke daily for 30 days, and the dealing group was given Xuebijing injection
for dose of 4 mL/Kg weight every day in last 15 days. The spirometry was conducted and the pathological changes were observed after
the model was established. The concentration of tumor necrosis factor (TNF-琢), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) in serum and
bronchoalveolar lavage fluid was detected by enzyme-linked immunosorbent assay. Significant decrease of FEV0.3/FVC[(57.8±
5.6) %] and dynamic compliance of lung (Cdyn) [(0.098± 0.006) cm H2O·mL-1·s-1] , and increase of airway resistance (RI) [(0.802±
0.070) mL/cmH2O] were found in the COPD group compared with the control group [(81.4± 3.1) %, (0.195± 0.012) cmH2O·mL-1·s-1,
(0.224 ± 0.069) mL/cm H2O] (t=-13.940, -15.165, -22.389, P＜ 0.01). Significant increase of FEV0.3/FVC [(67.2± 3.2) %] and dynamic
compliance of lung (Cdyn) [(0.142± 0.024) cm H2O·mL·s-1], and decrease of airway resistance (RI) [(0.475± 0.050) mL/cm H2O] were
found in the dealing group compared with the COPD group (t=-5.552, -6.927, -12.658, P＜ 0.01). The concentration of TNF-琢, IL-6, IL-8
[(27.8± 7.4) pg/mL, (340.0± 79.6) pg/mL, (209.9± 82.1) pg/mL, (337.3± 96.4) pg/mL, (37.7± 11.4) pg/mL, (69.6± 18.9) pg/mL]in
serum and bronchoalveolar lavage fluid of the COPD rats were found to significantly increase compared with the control rats(t=-12.466,
-19.648, -11.749, -16.364, 12.550, 14.834, P＜0.01), while the concentration of TNF-琢, IL-6, IL-8 [(9.6± 5.6) pg/mL, (45.6± 22.9) pg/mL,
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前言

慢性阻塞性肺疾病（简称 COPD）是一种常见的慢性呼吸

系统疾病，以不完全可逆的气流受限为特征，患病人数多，病死

率高，严重影响患者的劳动能力和生活质量。临床上，呼吸道感

染所导致的气道炎症是 COPD急性发作的主要诱因，也是患者

病情加重、恶化，进而并发严重呼吸功能衰竭的重要原因之一。

因此，如何尽快控制 COPD患者的气道炎症在 COPD治疗中

占有重要地位。研究发现[1-5]，肿瘤坏死因子（TNF-琢）、白介素 -6

（IL-6）、白介素 -8（IL-8）在 COPD急性加重期患者体内呈现高

表达，并与病情严重程度相关，病情缓解后，上述炎症炎症因子

浓度下调。因此，我们可通过抑制上述炎症因子来达到控制

COPD患者气道炎症的目的。

血必净注射液是一种以赤芍、川芎、丹参、红花和当归等为

主要成分的中成药，具有活血化瘀，行气止痛，清热解毒，菌毒

并治等功效，能对抗内毒素及发病有关的多种炎性介质的作

用，能拮抗 TNF-琢、IL-6及内毒素的释放，增强单核细胞人类白

细胞Ⅱ类抗原（HLA-DR)表达，并促进免疫功能恢复，因此目前

广泛应用于脓毒血症的治疗。目前国内外关于血必净应用于

COPD急性加重期的治疗尚报道不多，从我们前期的临床研究

及国内少数报道来看，慢性阻塞性肺疾病急性加重期合并严重

感染患者，在常规治疗基础上加用血必净注射液能明显提高疗

效，缩短抗生素使用疗程，减少糖皮质激素用量等[6-10]。本研究

旨在通过观察血必净干预 COPD大鼠后，其血浆及肺泡灌洗液

中 TNF-琢、IL-6、IL-8等炎症因子浓度的变化，进一步探讨血必

净治疗 COPD的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 健康雄性Wistar大鼠 36只，白色，SPF级，

鼠龄 12周，体重 220-250g，由中南大学实验动物学部提供。在

安静、室温和避免强光环境中饲养 1周。随机数字表法分为对

照组、COPD模型组（简称模型组）和血必净干预组（简称干预

组），每组 12只。
1.1.2 建立 COPD模型 参照相关文献[11，12]的方法建立 COPD

大鼠模型。分别于第 1天、14天用 10％的水合氯醛（3 ml/Kg）

腹腔内注射麻醉，仰卧位固定于鼠板上，备皮，常规消毒，纵向

切开颈部，分离皮下，暴露气管，四号针头穿刺气管，注射脂多

糖（LPS）200 滋g/100 滋L，竖起鼠板并适度摇动，使药液均匀分

布，缝合皮肤，切口消毒，将大鼠置于单独的鼠盒中，注意保温，

待大鼠清醒后放回原鼠盒中饲养。分别于第 2天～ 13天、15

天～ 30天，每日上午将大鼠置于 72升（30 cm× 40 cm× 60 cm）

自制有机玻璃箱内被动吸烟，1次 /天，每次 12支，0.5小时。被

动吸烟方法：将点燃的芙蓉牌香烟（每支香烟的焦油含量为 13

mg，烟碱量为 1.3 mg）通过玻璃孔将烟雾注入玻璃箱内进行大

鼠被动吸烟。正常对照组：用等量生理盐水代替 LPS，玻璃箱内

吸入空气。血必净干预组于第 15天开始，经鼠尾静脉注射血必

净注射液 4 ml/kg，直至第 30天结束。模型组和正常对照组：用

等量生理盐水代替血必净注射液。

1.2 实验方法
1.2.1 肺功能测定 在中南大学医学机能实验教学中心进行

大鼠肺功能的测定：以 10％的水合氯醛 3 ml/kg腹腔注射麻醉

大鼠，仰卧固定于操作台上，纵向切开颈部皮肤约 2 cm,机械钝
性分离皮下组织暴露气管，在气管上切一倒 "T"型切口，插入
"Y"型气管插管，气管插管两端分别与流速、压力传感器相连，

流速传感器对应端与小动物呼吸机连接。设置潮气量为 10

ml/kg，呼吸频率为 60 次 / 分。将流速、压力传感器分别与
Maclab数据记录分析系统连接。在描记一段平静呼吸后，在呼

气末以注射器经三通管迅速以相当于潮气量 5 倍的气量充气

（相当于深吸气），然后立即脱开，连接负压（-25 cm H2O）抽气
造成深呼气，所引起的容积变化经微机处理计算出第 0.3秒用

力呼气容积 /用力肺活量（FEV0.3/FVC）、气道阻力（RI）及动态

肺顺应性（Cydn）。
1.2.2 取材方法 末次烟熏 24小时后以 10%水合氯醛腹腔注

射麻醉动物，固定，于颈部游离气管，暴露胸腔，心脏取血 4

mL，低温下离心标本，取血清上清液，-20 ℃保存。于冰面上快

速取出右肺组织，修剪成 0.5 cm厚的块状，放置于 4％多聚甲

醛溶液中固定 6小时，石蜡包埋，切片，行 HE染色。于左主支

气管插管行左肺支气管肺泡灌洗，用 37 ℃无菌生理盐水 6 mL

反复灌注左肺 3次，收集肺泡灌洗液（BALF），回收率 90%以
上，1 z500 r/min离心 10 min，取上清液 1 mL，-20 ℃保存。
1.2.3 TNF-琢、IL-6、IL-8 的浓度测定 采用酶联免疫吸附法

(ELISA)测定血清及肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8的浓度。具

体如下：设标准孔 8孔，每孔中各加入样本稀释液 100 滋L，第

一孔加标准品 100 滋L，混匀后用加样器吸出 100 滋L，移至第二

孔。如此反复作对倍稀释至第七孔，最后，从第七孔中吸出 100 滋L

弃去，使之体积均为 100 滋L。第八孔为空白对照。待测品孔中

每孔加入待测样品 100 滋L。将反应板置 37 ℃ 120分钟后，用

洗涤液将反应板充分洗涤 4-6次，滤纸印干；每孔中加入第一

抗工作液 50 滋L，置 37℃ 60分钟，洗涤 4-6次，滤纸印干；每孔

(36.3± 17.9) pg/mL, (42.9± 20.5) pg/mL, (10.3± 5.6) pg/mL, (15.7± 8.0)pg/mL] in the dealing rats were found to singificantly decrease
compared with the COPD rats (t=-9.367, -17.390, -10.106, -14.631, 10.475, 12.772, P＜ 0.01). The concentration of TNF-琢,
IL-6, IL-8 in serum and bronchoalveolar lavage fluid of the COPD rats were found to significantly increase, which can significantly
decrease by Xuebijing treatment. Those changes confirmed with their clinical symptoms, lung function and pathological changes. So we
speculated that Xuebijing may downgrade expression of key proinflammatory cytokines in COPD inflammatory, including TNF-琢, IL-6
and IL-8, further inhibit the cascade effect of airway inflammation, by which it played strong anti-inflammatory effects.

Xuebijing; Chronic obstructive pulmonary disease; Inflammatory cytokines
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2.4 各组大鼠血清和肺泡灌洗液 TNF-琢、IL-6、IL-8的浓度变化

模型组大鼠血清和肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8浓度
[(27.8± 7.4) pg/mL和(340.0± 79.6) pg/mL、(209.9± 82.1) pg/mL

和 (337.3± 96.4) pg/mL、(37.7± 11.4) pg/mL 和 (69.6± 18.9)

pg/mL]均显著高于对照组，差异均具有统计学意义（t值分别为
-12.466、-19.648、-11.749、-16.364、12.550、14.834，均 P＜ 0.01）。
干预组大鼠血清和肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8浓度[(9.6±
5.6) pg/mL和(45.6± 22.9) pg/mL、(36.3± 17.9) pg/mL和(42.9±
20.5) pg/mL、(10.3± 5.6) pg/mL和(15.7± 8.0) pg/mL]则较模型

组有显著降低，差异均具有统计学意义（t值分别为 -9.367、-17.

390、-10.106、-14.631、10.475、12.772，均 P＜ 0.01）。详见表 2，3。

加入酶标抗体工作液 100 滋L，置 37 ℃ 60分钟，洗涤 4-6次，滤

纸印干；每孔加入底物液 100 滋L，置 37 ℃暗处反应 5-10分钟，

每孔加入 50 滋L终止液混匀，在 450 nm处测定吸光值。以标准

品 1000、500、250、125、62.5、31.25、15.62、0 pg/ml 之 OD 值在
半对数纸上作图，画出标准曲线，根据样品 OD值在标准曲线

图上查出相应 TNF-琢、IL-6、IL-8的浓度。
1.3 统计学处理

采用 SPSS 15.0统计软件进行统计学分析，结果用均数±

标准差表示。计量资料采用单因素的方差分析（one-way ANO-

VA），组间两两比较采用 LSD-t检验，以 P＜ 0.05认为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况观察

模型组大鼠逐渐出现饮食、活动减少，平均体重较对照组

大鼠轻，后期可见毛发干枯、发黄，呼吸频率快，幅度深，有时可

听到喘鸣音；对照组大鼠未见出现上述情况；干预组大鼠上述

情况较模型组减轻。

2.2 各组大鼠肺功能测定结果

模型组大鼠 FEV0.3/FVC [(57.8± 5.6) %]和动态肺顺应性[

(0.098± 0.006) cmH2O·ml-1·s-1]明显低于对照组[(81.4± 3.1) %

和(0.195± 0.012) cmH2O·ml-1·s-1]，而干预组大鼠[(67.2± 3.2) %

和(0.142± 0.024) cmH2O·ml-1·s-1]则较模型组有显著提高，差异

均具有统计学意义（t值分别为 -13.940、-15.165、-5.552、-6.927，

均 P＜ 0.01）；模型组大鼠气道阻力[(0.802± 0.070) ml/cm H2O]

明显高于对照组 [(0.224± 0.069) ml/cm H2O]，而干预组 [

(0.475± 0.050) ml/cm H2O]则较模型组有明显下降，差异均具有

统计学意义（t值分别为 -22.389、-12.658，均 P＜0.01）。详见表1。
2.3 各组大鼠肺组织病理学观察

HE染色可见模型组大鼠各级支气管粘膜上皮细胞变性、

坏死，纤毛倒伏、部分脱落，各级支气管壁有大量炎症细胞浸

润，以巨噬细胞、淋巴细胞和中性粒细胞为主，部分管腔内有粘

液栓形成及炎症细胞渗出，中层平滑肌增厚，气管狭窄。肺泡壁

变薄、破坏，肺泡腔扩大，部分破裂融合成肺大泡，肺泡数目显

著减少，而干预组上述变化减轻，对照组无上述变化。详见图

1-3。

Group FEV0.3/FVC(%) Cydn(cm H2O·ml-1·s-1) RI(ml/cm H2O)

Control group

Model group

Dealing group

81.4± 3.1

57.8± 5.6 #

67.2± 3.2 &

0.195± 0.012

0.098± 0.006 #

0.142± 0.024 &

0.224± 0.069

10.802± 0.070#

0.475± 0.050 &

表 1 各组大鼠肺功能测定结果比较

Table 1 Comparison of lung function test results in each group rat

注：#指与 control group相比，P＜0.01；&指与 model group相比，P＜0.01。

Note: # represents comparison with the control group, P＜0.01；& represents comparison with the model group, P＜0.01.

图 1 大鼠肺组织病理学观察对照组

Fig.1 Study of rat lung tissue pathology in control group

图 2 大鼠肺组织病理学观察模型组

Fig.2 Study of rat lung tissue pathology in model group

图 3 大鼠肺组织病理学观察干预组

Fig.3 Study of rat lung tissue pathology in dealing group
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3 讨论

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是一种以慢性气道炎症为主要

特点的呼吸道疾病，临床表现为不完成可逆性气流受限，并呈

进行性发展。国内外研究发现[1-5]，TNF-琢、IL-6、IL-8等炎症因子
参与了 COPD病程的进展，是 COPD气道炎症的关键致炎因

子之一，上述炎症因子的浓度在 COPD急性加重期患者血清中

有显著升高，并且其增高程度与患者病情严重程度相关，病情

好转后，这些炎症因子浓度则有明显下降。本研究结果也证实，

经脂多糖攻击联合烟熏法构建的 COPD大鼠模型，其血清及肺

泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8 的浓度较正常对照组大鼠有明

显增高。因此，我们推测可以通过有效抑制 COPD患者体液中
TNF-琢、IL-6、IL-8等关键致炎因子的作用，来达到控制气道炎

症，提高治疗效果的目的。

目前临床上，我们常规使用糖皮质激素等药物来控制炎症

细胞的活化和炎症因子的释放，取得了较为满意的临床疗效。

但众所周知，糖皮质激素的广泛应用不可避免的引发了诸如免

疫功能抑制、继发二重感染、血糖代谢异常、激素相关消化系统

溃疡、骨质疏松等不良反应，且用药时间越长，剂量越大，则不

良反应越多越重。因此，我们迫切需要寻求一种毒副作用小，抗

炎作用强的药物来解决这一临床难题。

血必净注射液是近年来在“菌、毒、炎”并治理论指导下研

制而成的一种复方中成药制剂。研究发现，血必净注射液具有

对抗内毒素，拮抗 TNF-琢、IL-6、IL-8等多种炎症介质释放，降

低血液粘滞度等作用[13-20]，目前已被广泛应用于急性重症胰腺

炎、重症肺炎、脓毒症等感染性疾病的治疗。本研究结果显示，

与 COPD模型组大鼠相比，血必净干预组大鼠在临床症状、肺

功能、肺部病理学等方面均有明显改善，这也验证我们前期临

床研究结果的可靠性。

我们的研究发现，与模型组相比，血必净干预组大鼠血清

及肺泡灌洗液中 TNF-琢、IL-6、IL-8 等炎症因子的浓度均显著

降低，这也进一步验证了血必净能显著下调 COPD大鼠炎症组

织中 TNF-琢、IL-6、IL-8等炎症因子的表达，进而抑制炎症因子

相关的气道炎症，达到改善临床症状的目的。

综合所述，血必净干预能显著改善 COPD模型大鼠的临床
症状、肺功能、肺部病理学改变；与对照组相比，TNF-琢、IL-6、
IL-8等关键致炎因子在 COPD模型组大鼠体内呈现高表达；血

必净干预能显著下调 TNF-琢、IL-6、IL-8 等关键致炎因子的表

达，而这些变化与其临床表现、肺功能及病理学改变相印证。因

此，我们推测：血必净可能通过下调 COPD 炎症时 TNF-琢、
IL-6、IL-8等关键致炎因子的表达，进一步抑制气道炎症的级

联效应来发挥其强大的抗炎作用。当然，COPD的发病机制十

分复杂，涉及较为庞大的炎症调控网络。上述三种炎症因子在

COPD发生、发展过程中的作用是否受到上游调控因子的影响

并不明确。因此，我们认为，下一步有必要从 COPD炎症调控网
络层面着手来更进一步阐明血必净治疗 COPD的机制。
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