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【摘要】 目的 观察加味凉膈散对脂多糖（LPS）刺激小鼠血小板活化标志物及炎症因子释放的影响。 

方法 将 112 只雄性昆明小鼠按随机数字法分为对照组、模型组以及加味凉膈散低、中、高剂量组。采用小鼠

尾静脉注射 LPS 10 mg/kg 的方法制备脓毒症模型，对照组小鼠尾静脉注射等量生理盐水。加味凉膈散组分别

以低、中、高剂量 0.94、1.89、2.84 g/mL 加味凉膈散 0.02 mL/g 灌胃 3 d，对照组和模型组给予等量生理盐水灌

胃 3 d。不同剂量加味凉膈散组及模型组于制模后 24 h、72 h 各处死 8 只小鼠取血，对照组于制模型后 24 h 处

死 8 只小鼠取血进行检测 ；用血细胞分析仪检测血浆血小板计数（PLT）；用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测

白细胞介素 -10（IL-10）、高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）、血小板第 4 因子（PF4）水平。各组于制模后 72 h 另取

8 只小鼠用激光扫描共聚焦显微镜检测 Ca2+ 浓度。结果 与对照组比较，制模后 24 h 模型组 PLT（×109/L ：

347.70±115.10 比 1 013.10±136.60）水平即降低，IL-10（μg/L：356.86±34.72 比 39.50±23.45）、HMGB1（mg/L：

16.24±4.49 比 10.75±1.91）、PF4（μg/L ：5.43±0.61 比 1.33±0.40）、Ca2+（nmoL/L ：8.60±0.52 比 1.05±0.33）

水平即升高，持续到制模后 72 h。与模型组比较，加味凉膈散低、中、高剂量组 PLT 水平均明显升高，以中剂

量组制模后 72 h 升高更显著（×109/L ：952.13±104.02 比 771.50±129.30，P＜0.05）；加味凉膈散低、中、高

剂量组 IL-10、HMGB1、PF4、Ca2+ 水平均明显降低，IL-10 以高剂量组制模后 72 h（μg/L ：110.17±29.12 比

441.50±30.72）、HMGB1 以高剂量组制模后 24 h（mg/L ：10.33±3.52 比 16.24±4.49）、PF4 以中剂量组制模后

24 h（μg/L：2.08±0.92 比 5.43±0.61）、Ca2+ 以高剂量组（nmoL/L：2.97±0.96 比 8.60±0.52）降低更显著（均 P＜
0.05）。结论 加味凉膈散可能通过下调 LPS 诱发的炎症细胞因子释放、抑制血小板 Ca2+ 的激活、阻止血小板

活化，改善 LPS 导致的血小板减少。
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【Abstract】 Objective　To observe the impact of modified Liangge powder (MLP) on platelet activation markers 
and the release of proinflammatory cytokine in mice by stimulation of lipopolysaccharide (LPS).  Methods  112 male 
mice were randomly divided into control group, model group and MLP low, middle and high dose treatment groups. The 
sepsis model was reproduced by injection of LPS 10 mg/kg into a mouse tail vein. In the control group, normal saline 
10 mg/kg was injected into the tail vein of mouse. The MLP low, middle, and high dose groups received 0.94, 1.89, 
2.84 g/mL MLP 0.02 mL/g by gavage respectively for 3 days, while the control group and model group received equal 
amount of normal saline by gavage for 3 days. After modeling for 24 hours and 72 hours, 8 mice in each of the three 
different dose MLP groups and model group were killed and their blood was taken. In the control group, after modeling 
for 24 hours, 8 mice were killed and their blood was taken.  Platelet (PLT) was counted by blood cell analyzer, plasma 
interleukin-10 (IL-10), high mobility group protein B1 (HMGB1) and platelet factor 4 (PF4) were detected by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). In each group after modeling for 72 hours, another 8 mice were taken, and laser 
scanning confocal microscopy was used to measure the platelet cytosolic Ca2+ concentration.  Results  Compared 
with the control group, the level of PLT at 24 hours(×109/L: 347.70±115.10 vs. 1 013.10±136.60) was decreased, 
and the levels of IL-10 (μg/L: 356.86±34.72 vs. 39.50±23.45), HMGB1 (mg/L: 16.24±4.49 vs. 10.75±1.91), PF4  
(μg/L: 5.43±0.61 vs. 1.33±0.40) and Ca2+ (nmoL/L: 8.60±0.52 vs. 1.05±0.33) were elevated in model group. 
Compared with the model group, the levels of PLT in the MLP high, middle and low dose groups were all significantly 
elevated; the increase in PLT in middle dose group after modeling for 72 hours was the most remarkable (×109/L: 
952.13±104.02 vs. 771.50±129.30, P < 0.05); the levels of IL-10, HMGB1, PF4, Ca2+ in MLP low, middle, high 



·  134  · 中国中西医结合急救杂志 2015 年 3 月第 22 卷第 2 期  Chin J TCM WM Crit Care，March 2015，Vol.22，No.2

 脓毒症是由感染引发的全身炎症反应，其高发

病率、高病死率、高耗资和发病率持续增加的特点

已经成为导致重症患者中后期死亡的主要原因［1］。

近 40 年来，脓毒症的平均病死率没有实质性改善，

因而成为了重症医学的研究热点［2］。在诊断脓毒

症的新标准中，将血小板减少症（TCP）血小板计数

（PLT）＜100×109/L 作为脓毒症器官功能障碍的一

项指标［3］，且感染诱发的 PLT 减少是脓毒症患者死

亡的危险标志之一。据统计，35%～59% 的脓毒症

患者可发生 PLT 减少，血培养阳性患者，血小板下

降的发生率高达 79.6%［4-5］。本研究旨在探讨脂多

糖（LPS）诱发 PLT 减少时对血小板参数、炎症因子

及血小板活化标记物的影响，以及加用加味凉膈散

治疗后各指标的变化情况。

1 材料与方法 

1.1 主要试剂与仪器 ：LPS ；酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒 ；3.2% 枸橼酸钠 ；0.01 mmol/L 磷酸

盐缓冲液（PBS）；Fluo3-AM 溶于二甲亚砜（DMSO）

中 ；乙二醇二乙醚四乙酸（EGTA），溶于超纯度去离

子水中 ；曲通 -100（TritonX-100）；Ca- 乙酰水杨酸

（ASA）-Hepes 缓 冲 液（Hepes 缓 冲 液 中 加 入 CaCl2 

120 mmol/L、ASA 0.94 mmol/L，pH 值 7.4）；羟乙基

哌 嗪 乙 硫 磺 酸（Hepes）缓 冲 液（Hepes 10 mmol/L、

葡萄糖 10 mmol/L、NaCl 145 mmol/L、KCl 5 mmol/L、

MgSO4 1.0 mmol/L、Na2HPO4 0.5 mmol/L，pH 值 7.4）；

Ca-Hepes 缓冲液（Hepes 中加入 CaCl2 120 mmol/L，

pH 值 7.4）。尼康 80i 正置显微镜，酶标仪，Sysmex 

KX-21N 型血细胞分析仪，激光扫描共聚焦显微镜。

1.2 实验中药 ：加味凉膈散由连翘 20 g，黄芩 10 g，

栀子 20 g，淡竹叶 10 g，大黄 9 g，薄荷 6 g，芒硝 10 g，

玄参 10 g，丹参 10 g，麦冬 10 g，西洋参 10 g，水牛角

20 g，桃仁 10 g，红花 10 g，甘草 6 g 组成。西洋参饮

片由天津格斯宝药业公司提供，其余单味中药配方

颗粒由江阴天江药业有限公司提供。将各单味中药

配方颗粒按比例倒入烧杯混匀，制成 0.94 g/mL（低）、

1.89 g/mL（中）、2.84 g/mL（高）3 种生药浓度［6］。

1.3 动物分组及给药 ：健康清洁级昆明雄性小鼠

112 只，体质量 20～22 g，中国医学科学院生物工程

研究所提供，动物合格证号 ：SCXK 京 2009-0017。

将动物按随机数字表法分为对照组（16 只）、模型组

（24 只）和加味凉膈散低、中、高剂量组（各 24 只）。

尾静脉注射 LPS 10 mg/kg 制备脓毒症小鼠模型［7］，

对照组尾静脉注射 10 mg/kg 生理盐水。制模成功

后加味凉膈散组分别以低、中、高剂量加味凉膈散

0.02 mL/g 每日灌胃 1 次，连续 3 d ；对照组和模型组

用 0.02 mL/g 生理盐水每日灌胃 1 次，连续 3 d。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4 检测指标及方法 ：于小鼠腹主动脉采血，置于

2 mL 乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）包被的采血管

中，取 30 μL 测定血常规，剩余全血用 3 000×g 离心

10 min，提取上清液后以相同条件离心 2 次，取上清

液，-80 ℃冻存用于 ELISA 检测。

1.4.1 PLT、白细胞介素 -10（IL-10）、高迁移率族蛋

白 B1（HMGB-1）及血小板第 4 因子（PF4）测定：各

组于注射 LPS 后 24 h 和 72 h 各取 8 只小鼠，取血离

心 8 min，上清液转移至小离心管（EP 管）中保存待

测。用血细胞分析仪检测小鼠 PLT 水平 ；用 ELISA

检测小鼠 IL-10、HMGB-1 和 PF4 水平。

1.4.2 血小板胞质 Ca2+ 测定：各组于注射 LPS 后 72 h 

取 8 只小鼠制备富血小板血浆（PRP）。取 PRP，用

Ca-ASA-Hepes 缓冲液稀释调整 PLT 为 2×1013/L， 

离心弃上清液 ；取血小板沉淀，用 Ca-ASA-Hepes

缓冲液重悬，并调整 PLT 为 2×1011/L，用 Fluo3-AM

和 0.05% pluronic F-127 各 50 μL 孵育，离心弃上清

液；取血小板沉淀，用 Ca-ASA-Hepes 缓冲液洗 2 次，

以 Ca-Hepes 缓冲液重悬，调整 PLT 为 2×109/L。采 

用激光动态扫描共聚焦显微镜测定血小板内 Ca2+

浓度，显微镜下观察血小板内 Ca2+ 变化，荧光亮度

越大表示 Ca2+ 浓度越大，收集扫描数据。

1.5 统计学方法 ：使用 SPSS 17.0 统计软件分析数

据。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用单

因素方差分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

dose groups were significantly decreased. The most obvious degree of decrease in level of the following indexes were as 
follows: IL-10 in MLP high dose group at 72 hours after modeling (μg/L:110.17±29.12 vs. 441.50±30.72), HMGB1 
in MLP high dose group after modeling for 24 hours (mg/L: 10.33±3.52 vs. 16.24±4.49), PF4 in MLP middle dose 
group after modeling for 24 hours (μg/L:2.08±0.92 vs. 5.43±0.61) and Ca2+ in MLP high dose group (nmoL/L ：
2.97±0.96 vs. 8.60±0.52, all P < 0.05).  Conclusion  MLP may possibly down-regulate the inflammatory cytokines 
release induced by LPS to inhibit the activation of platelet Ca2+, in turn prevent the activation of platelet and improve 
thrombocytopenia caused by LPS.

【Key words】  Lipopolysaccharide;  Sepsis;  Modified Liangge powder;  Platelet activation marker   
Inflammatory factor



·  135  ·中国中西医结合急救杂志 2015 年 3 月第 22 卷第 2 期  Chin J TCM WM Crit Care，March 2015，Vol.22，No.2

表 1 各组小鼠外周血 PLT 水平的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

PLT（×109/L）

制模后 24 h 制模后 72 h

对照组 8 1 013.10±136.60

模型组 8 347.70±115.10 a 771.50±129.30 ab

加味凉膈散低剂量组 8 476.55±  72.52 ac 911.35±111.67 bc

加味凉膈散中剂量组 8 509.83±  59.66 ac 952.13±104.02 bc

加味凉膈散高剂量组 8 397.26±  80.33 ad 879.16±106.75 ab

注 ：与对照组制模后 24 h 比较，aP＜0.05 ；与本组制模后 24 h 比

较，bP＜0.05 ；与模型组比较，cP＜0.05 ；与加味凉膈散中剂

量组比较，dP＜0.05 ；空白代表未检测
表 4 各组小鼠血浆 PF4 水平的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

PF4（μg/L）

制模后 24 h 制模后 72 h

对照组 8 1.33±0.40

模型组 8 5.43±0.61 a 3.63±0.50 ab

加味凉膈散低剂量组 8 2.17±0.78 ac 3.39±0.92 ab

加味凉膈散中剂量组 8 2.07±0.64 ac 3.47±1.43 ab

加味凉膈散高剂量组 8 2.08±0.92 ac 2.92±0.95 a

注：与对照组制模后 24 h 比较，aP＜0.05 ；与本组制模后 24 h 比

较，bP＜0.05 ；与模型组比较，cP＜0.05 ；空白代表未检测

表 3 各组小鼠血浆 HMGB1 水平的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

HMGB1（mg/L）

制模后 24 h 制模后 72 h

对照组 8 10.75±1.91

模型组 8 16.24±4.49 38.78±1.07 ab

加味凉膈散低剂量组 8 13.52±4.40 25.68±4.97 abc

加味凉膈散中剂量组 8 18.62±2.97 acd 20.07±3.06 acd

加味凉膈散高剂量组 8 10.33±3.52 bde 24.27±2.59 abce

注 ：与对照组制模后 24 h 比较，aP＜0.05 ；与本组制模后 24 h 比

较，bP＜0.05 ；与模型组比较，cP＜0.05 ；与加味凉膈散低剂

量组比较，dP＜0.05；与加味凉膈散中剂量组比较，eP＜0.05；

空白代表未检测

表 2 各组小鼠血浆 IL-10 水平的比较（x±s）

组别
动物数

（只）

IL-10（μg/L）

制模后 24 h 制模后 72 h

对照组 8 39.50±23.45

模型组 8 356.86±34.72 a 441.50±30.72 ab

加味凉膈散低剂量组 8 250.83±26.14 ac 153.71±31.56 abc

加味凉膈散中剂量组 8 155.67±34.73 abc 180.67±54.26 ac

加味凉膈散高剂量组 8 269.75±98.44 ace 110.17±29.12 abcde

注 ：与对照组制模后 24 h 比较，aP＜0.05 ；与本组制模后 24 h 比

较，bP＜0.05 ；与模型组比较，cP＜0.05 ；加味凉膈散低剂量

组比较，dP＜0.05 ；与加味凉膈散中剂量组比较，eP＜0.05 ；

空白代表未检测
表5 制模后72 h各组小鼠血小板Ca2+浓度变化比较（x±s）

组别 动物数（只） 血小板 Ca2+（nmoL/L）

对照组 8 1.05±0.33

模型组 6 8.60±0.52 a

加味凉膈散低剂量组 6 7.42±0.46 ab

加味凉膈散中剂量组 7 3.27±0.36 abc

加味凉膈散高剂量组 7 2.97±0.96 abc

注 ：与对照组比较，aP＜0.05 ；与模型组比较，bP＜0.05 ；与加味

凉膈散低剂量组比较，cP＜0.05

2 结 果

2.1 加味凉膈散对 LPS 攻击小鼠 PLT 水平的影响

（表 1）：制模后 24 h 模型组 PLT 较对照组明显下降，

至 72 h 仍降低（均 P＜0.05）。加味凉膈散治疗后 

24 h 与 72 h 低、中剂量组均较模型组升高，以中剂

量组升高更显著（均 P＞0.05）；而高剂量组的升高

程度最小。

2.4 加味凉膈散对 LPS 攻击小鼠血浆 PF4 的影响

（表 4）：制模后 24 h 模型组 PF4 显著升高（P＜0.05），

至 72 h 仍稍高于对照组（P＜0.05）。用加味凉膈散

治疗后各组均较模型组明显下降（P＜0.05），但各剂

量组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.2 加味凉膈散对 LPS 攻击小鼠血浆 IL-10 水平

的影响（表 2）：模型组小鼠制模后血浆 IL-10 水

平随时间延长显著升高，且均高于对照组（均 P＜
0.05）。加味凉膈散治疗组血浆 IL-10 较模型组降低，

IL-10 降低程度以 72 h 为明显 ；低、中、高治疗组均

较模型组显著下降（均 P＜0.05）。

2.5 加味凉膈散对 LPS 攻击小鼠血小板 Ca2+ 浓度

的影响（表 5 ；图 1）：模型组和加味凉膈散低剂量

组各死亡 2 只小鼠，中、高剂量组各死亡 1 只小鼠。

制模后 72 h，模型组血小板内 Ca2+ 显著上升（P＜
0.05）。用加味凉膈散治疗后，各剂量组均较模型组

明显下降（均 P＜0.05），但中剂量组与高剂量组比

较差异无统计学意义（P＞0.05）。图 1 可见模型组

2.3 加味凉膈散对 LPS 攻击小鼠血浆 HMGB1 的

影响（表 3）：模型组小鼠制模后 24 h HMGB1 水平

无明显上升，与对照组比较差异无统计学意义（P＞
0.05），至 72 h 模型组明显高于对照组（P＜0.05）。

制模后 24 h 加味凉膈散低、高剂量组较模型组降低，

但差异无统计学意义（均 P＞0.05），但治疗后 72 h

加味凉膈散中剂量组显著低于模型组（P＜0.05）。
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荧光强度最亮，对照组最暗，加味凉膈散低、中、高剂

量组的亮度依次下降。

3 讨 论 

 PLT 与脓毒症的严重程度呈负相关，减少血小

板消耗有助于脓毒症的治疗［8］。血小板内的 Ca2+

主要贮存在致密颗粒和致密管道系统中，当受到刺

激时 Ca2+ 将会释放至胞质中，使胞质内 Ca2+ 浓度显

著上升，导致血小板变形，发生聚集反应。研究表

明，血小板胞质游离 Ca2+ 是血小板活化的始动因素

之一［9］。脓毒症患者血小板活化后，在致密管道中

的血小板内游离钙通过钙通道进入胞质中，和荧光

探针结合可激发较强的荧光，使用激光共聚焦显微

镜可检测到 Ca2+ 的浓度［10］。本研究结果显示 ：LPS

刺激后，Ca2+ 浓度显著升高 ；用加味凉膈散治疗后，

各剂量组均较模型组明显下降，但随着治疗剂量的

增加，Ca2+ 浓度并不随之下降，表明加味凉膈散具

有抑制 LPS 对血小板 Ca2+ 激活的作用，但具体通过

何种机制尚需进一步研究。PF4 是激活的血小板释

放的一种细胞因子，是血小板激活的标志物［11］。本

实验结果显示，受 LPS 刺激后 24 h～72 h，PF4 较对

照组均有明显的升高 ；加味凉膈散组较模型组显著

下降，但并不随着用药剂量的增加而下降。

 在脓毒症的发生发展过程中，存在着炎症因子

的过度释放［12］。既往研究表明，肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）和 IL-1 在病因作用后的几分钟至 2 h 内

释放［13］，脓毒症后期，虽然患者病情持续加重直至

死亡，但 TNF-α 和 IL-1 水平往往已恢复至正常，

提示可能存在某些晚期炎症介质参与了脓毒症后期

的病理生理过程［14］。Sunden-Cullberg 等［15］追踪观

察了 64 例脓毒症患者 144 h，结果显示血清 HMGB1

水平持续升高，在测试结束时，TNF-α、IL-6、IL-8、

IL-10 等细胞因子水平已很低，而 HMGB1 的浓度却

高出它们 300 倍。新近的研究发现，应用 HMGB1

合成抑制剂可有效防止脓毒症的发展过程，并不

同程度地减轻组织损害和改善动物预后［16］，其治

疗“时间窗”在所有炎症因子中是最宽的［17］。本

研究结果显示，LPS 刺激后 24 h HMGB1 浓度并未

上升，到 72 h 时才有明显的升高，说明 HMGB1 与

TNF-α、IL-1 等早期炎症因子明显不同，各种炎症

因子表达的 Toll 样受体 4（TLR4）作为 HMGB1 的

受体［18］，与其相互作用诱导细胞活化，参与了脓毒

症后期的进展过程。IL-10 同样由 LPS 诱导产生，

是强力抗炎因子。在对脓毒症的研究中发现，IL-10

的作用是通过抑制 LPS 诱导激活的单核 / 巨噬细胞、

T 细胞释放炎症细胞因子来实现的［19］。动物实验

显示，它可以改善脓毒症预后，降低病死率。目前也

有研究显示，IL-10 虽可抑制其他炎症细胞因子的

产生，但 IL-10 也参与了炎症反应的过程，对炎症形

成起一定作用，所以其抗炎作用并不十分明显［20］。

 本研究以温病治疗常用解毒清热名方凉膈散

（载于宋代《和剂局方》）为基本方，加味有玄参、丹

参、西洋参、麦冬、水牛角、桃仁、红花。结果显示 ：

应用低、中、高剂量的加味凉膈散降低了 LPS 诱发

的血小板活化标志物（PF4、胞质 Ca2+）及炎症因子

（IL-10、HMGB1）的释放量。

 综上所述，本研究表明，加味凉膈散可能通过下

调 LPS 诱发的炎症细胞因子释放，抑制血小板 Ca2+

的激活，阻止血小板活化，从而改善 LPS 导致的血

小板减少，但具体通过何种机制来抑制 LPS 对 Ca2+

的激活尚需进一步研究探讨。
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