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血必净注射液对创伤弧菌脓毒症大鼠肺组织
诱导型一氧化氮合酶及一氧化氮的影响
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【摘要】 目的 研究血必净注射液对创伤弧菌脓毒症大鼠肺组织诱导型一氧化氮合酶(iNOS)活性和一

氧化氮(NO)含量的影响及意义。方法将110只清洁级SD大鼠按随机数字表法分为正常对照组、模型组和

血必净组。皮下注射创伤弧菌悬液制备创伤弧菌脓毒症模型。分别于术后1、6、12、24、48 h活杀10只动物，留

取肺组织，检测iNOS活性、N0含量、髓过氧化物酶(MPO)活性，并观察肺组织病理变化。结果模型组肺组

织iNOS活性(U／rag)在染菌后1、6、12、24 h(分别为12．57士3．20、22．17士7．29、19．73士6．z3、14．37士3．78)

均明显高于正常对照组(6．69士1．87，均尸<0．01)；血必净组6、12、24 h iNOS活性(分别为14．97士3．48、

15．15-t-5．46、10．28士4．13)明显低于同时间点模型组(尸<0．05或P<0．01)。模型组肺组织N0含量

(／Lmol／g)在染菌后1、6、12、24、48 h(分别为14．53士3．82、31-52土7．01、41．32士7．Z8、32．82土5．42、24．82士

6．01)均显著高于正常对照组(4．94土1．48，均P<0．01)；血必净组肺组织NO含量在12 h、24 h(分别为

30．93士5．19、25．25士4．67)与同时间点模型组比较均明显下调(均P<0．01)。模型组肺组织MPO活性(U／g)

在染菌后1、6、12、24 h(／ff别为1．21士0．32、2．11士0．28、2．05士0．24、1．07士O．36)也明显高于正常对照组

(o．55士0．18，均P<o．01)；血必净组MPO活性在6 h、12 h(分别为1．69士0．47、1．37士0．42)与同时间点模型

组比较明显下调(均P<O．01)。染菌后24 h，模型组大鼠肺组织损伤明显，血必净组大鼠肺损伤较模型组有所

减轻。结论iNOS和NO参与了创伤弧菌脓毒症肺损伤的病理生理学过程；血必净注射液干预治疗能显著下

调肺组织iNOS活性及N0生成，减轻创伤弧菌感染所致的肺损伤。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of Xuebijing injection(血必净注射液)on the inducible

nitric oxide synthase(iNOS)activity and nitric oxide(NO)levels in lung of rats with acute lung injury after

Vibrio vulnificus sepsis and their significance．Methods One hundred and ten clean Sprague—Dawley(SD)rats

were randomly divided into normal control，Vitrrio vulnificu$sepsis model and Xuebijing treatment groups．

Vibrio vulnificus sepsis model was established by subcutaneous injection of Vibrio vulnificus suspension．Ten

animals were sacrificed at each of the following time points：1，6，12，24 and 48 hours after Vibrio vulnificus

infection in the model and Xuebijing treatment groups。respectively．The lung tissue samples were collected to

determine NO levels，the activities of pulmonary myeloperoxidase(MPO)and iNOS．The pathological changes

in lung tissues were observed with light microscopy after hematoxylin—eosin(HE)staining．Results The

pulmonary iNOS activities(U／mg)in rats of model group at 1，6，12，24 hours(12．57士3．20，22．17土7．29，

19．73士6．23，14．37士3．78，respectively)after infeetion were markedly higher than the activity in normal

control group(6．69士1．87，all P<0．01)．The pulmonary iNOS activities in Xuebijing treatment group at 6。

12，24 hours(14．97士3．48，15．15士5．46，10．28±4．13)were markedly lower than those at the

corresponding time points in the model group(P<O．05 or尸<0．01)．The levels of NO(t_￡mol／g)in lung

tissue of rats in model group at 1，6，12，24，48 hours(14．53士3．82，31．52士7．01，41．32士7．28，32．82士

5．42，24．82士6．01，respectively)after infection were significantly higher than the levels in normal control

group(4．94士1．48，all P<0．01)．The pulmonary NO levels at 12 hours and 24 hours(30．93士5．19，

25．25士4．67)after infection in the Xuebijing treatment group were obviously down—regulated compared with

those at the corresponding time points in the model group(both P<0·01)．The pulmonary MPO activities

(U／g)in rats of model group at l，6，12，24 hours(1．21士0．32，2．11士O．28，2．05±0．24，1．07士0．36，

respectively)after infection were markedly higher than the activity in normal control group(O．55士0．18，all

P<O．01)．Compared with the activities of model group at the corresponding time points，the pulmonary MPO

activities at 6 hours and 12 hours(1．69士O．47，1．37士0．42)in Xuebijing treatment group were significantly

down—regulated(both尸<O．01)．At 24 hours after infeetion，the degree of lung damage was marked in the

model group，while in Xuebijing treatment group it was milder．Conclusion iNOS and NO appear to be

involved in the pathophysiology of Vibrio vulnificus septic lung injury．Treatment with Xuebijing injection

could obviously reduce the iNOS activity and N0 level and attenuate the lung damage in rats after Vibrio
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创伤弧菌脓毒症起病急骤，病情发展迅速，在

24～48 h即可出现多器官功能障碍，病死率高[1]。业

已明确，在创伤弧菌脓毒症的发病过程中，肺部损伤

的发生较早且最为突出，可发展为急性呼吸窘迫综

合征(ARDS)，最终可导致多器官功能障碍综合征

(MODS)甚至死亡口。2]，但其致病机制迄今尚未完全

阐明。新近有研究表明，在盲肠结扎穿孔术(CLP)致

脓毒症及烧伤等动物模型中，肺组织诱导型一氧化

氮合酶(iNOS)表达显著上调，其催化产生的过量内

源性一氧化氮(NO)可能参与了局部组织的炎症反

应和急性肺损伤(ALI)的发病过程[3。4]。本研究中拟

通过构建创伤弧菌脓毒症大鼠模型，观察肺组织中

iNOS和N0的变化，探讨血必净注射液对iNOS活

性、NO含量以及肺组织损伤的影响。

1材料与方法

1．1菌株制备：从刨伤弧菌感染患者下肢血疱中抽

取疱液，血平板上接种，37℃培养24 h后分离纯

化，细菌鉴定为创伤弧菌，菌株编号为705258。按常

规方法制成6×108 cfu／ml的创伤弧菌悬液备用。

1．2动物模型制备：清洁级SD大鼠，雌雄各半，体

重180"--260 g，由温州医学院动物实验中心提供。大

鼠左后肢皮下注射1 ml／kg创伤弧菌悬液，制作创

伤弧菌脓毒症模型，模型动物符合创伤弧菌脓毒症

诊断标准[1’5]。

1．3实验分组及处理：110只大鼠按随机数字表法

分为正常对照组、模型组、血必净组，后两组又按染

菌后不同处死时间分为5个亚组，每组10只大鼠。

正常对照组大鼠麻醉后处死。血必净组染菌后立即

腹腔注射血必净注射液(天津红日药业股份有限公

司产品)4 ml／kg，以后每隔12 h注射1次。于染菌

后1、6、12、24、48 h处死大鼠，取肺组织，4℃生理

盐水冲洗后迅速置于液氮中速冻，转移至一70℃超

低温冰箱中保存待用。

1．4检测指标与方法

1．4．1肺组织iNOS、髓过氧化物酶(MPO)活性及

NO含量检测：取肺组织100 mg制备组织匀浆，离

基金项目：浙江省医学扶植重点建设学科计划项目(07一F04)，浙
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心后取上清液，iNOS和MPO用化学比色法测定，

NO用硝酸还原酶法测定，均严格按照测定试剂盒

(南京建成生物工程研究所)说明书进行检测。

1．4．2肺组织病理观察：取右肺中叶部分肺组织，

甲醛水溶液固定，常规石蜡包埋、切片，苏木素一伊红

(HE)染色后光镜下观察肺组织病理变化。

1．5统计学处理：实验数据以均数士标准差(z士s)

表示，采用单因素方差分析和LSD法进行组间比

较，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1肺组织iNOS活性(表1)：模型组1、6、12、24 h

肺组织iNOS活性均显著高于正常对照组，6 h达峰

值(均P<0．ot)。血必净组6、12、24 h iNOS活性均

较模型组明显降低(P<o．05或P<0．01)。

裹1各组大鼠染菌后肺组织INOS活性、NO含量

及MPO活性的变化比较(；士s，一一10)

注：与正常对照组比较，·P<O．01，与模型组同期比较，6P<

0．05，。P<0．01

2．2肺组织NO含量(表1)：模型组各时间点NO

含量较正常对照组均显著增加(均P<0．01)。血必

净组12 h、24 h肺组织NO水平均明显受到抑制

(均P<0．01)。

2．3肺组织MPO活性(表1)：模型组1 h MPO活

性较正常对照组显著升高(P<o．01)，6 h达峰值，

48 h恢复正常(P>O．05)。血必净组6 h、12 h MPO

活性明显低于模型组(均P<0．01)。

2．4肺组织病理观察(图1)：光镜下观察正常对照

组肺组织结构清晰，肺泡壁完整，未见明显充血及水

肿。模型组染茵24 h肺内毛细血管充血显著，肺问

质水肿严重并伴有炎性细胞浸润，肺泡间隔不清，肺

泡壁破裂，肺泡腔塌陷实变明显。血必净组肺问质充

血、水肿较模型组明显减轻，炎性细胞浸润减少，肺

泡腔仍然存在。
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⑧：正常对照组I⑤：模型组；⑥：血必净组

图1光镜下观察创伤弧菌脓毒症大鼠肺组织病理变化(HE，×200)

3讨论

本课题组在前期的研究中已经发现，创伤弧菌

进入体内能激活脂多糖受体CDl4，即Toll样受体4

(TLR4)，导致机体损伤性炎症反应的级联放大，而

这种损伤在肺部的表现较早且最为突出[6]，但其机

制尚不清楚。业已明确，炎症因子、血小板活化因子、

活性氧簇等均参与了脓毒症ALI的发生[71；但有学

者认为，NO过度产生可能是脓毒性休克和组织器

官损伤发生的最后共同通路之一[8]。在正常肺组织

中，NO主要由气道上皮细胞、肺动脉内皮细胞中的

神经元型及内皮型一氧化氮合酶催化合成，是肺血

管张力的重要调节物质[93；但病理状态下，细菌内毒

素及多种炎症因子可使iNOS活性增高，进而催化

多种细胞合成大量NO，最终引起血管病理性扩张

及心肌收缩功能下降等病理损害n0|。另据报道，通

过iNOS抑制剂作用或iNOS基因敲除后，能显著

减轻脓毒症发病过程中ALI的程度及微血管渗

透[1川，但目前对于创伤弧菌脓毒症肺组织中iNOS

和NO的变化规律及其与ALI的关系了解甚少。本

研究表明，在创伤弧菌感染后1 h，肺组织iNOS及

N0已显著增加，且持续时间较长，24 h仍明显高于

正常对照组，并且与MPO及肺组织损伤程度密切

相关。提示由iNOS催化合成的过量NO可能参与

了创伤弧菌感染后肺部炎症反应和损伤的发生。

鉴于由iNOS催化合成的过量内源性NO在创

伤弧菌脓毒症ALI发病过程中可能发挥关键作用，

本实验中应用血必净注射液进行干预，并观察其对

创伤弧菌脓毒症大鼠肺组织iNOS活性和NO含量

的影响及对ALI的防治作用。研究发现，血必净注

射液治疗后6 h即可降低肺组织iNOS活性，12 h

后NO含量也明显下降，同时肺组织MPO活性及

肺损伤程度明显减轻，表明血必净注射液能有效减

轻ALI的发生，从而为创伤弧菌脓毒症组织器官损

害的防治提供了新的依据和途径。

在血必净注射液的研究中已发现，单纯使用抗

生素并不能提高严重脓毒症小鼠的存活率，而联合

血必净注射液治疗则能显著提高其存活率，提示血

必净注射液在脓毒症治疗中有着重要的价值n幻；血

必净注射液具有显著的活血化瘀、改善微循环、抗炎

及清除氧自由基的作用，因而能够有效降低脓毒症

发病过程中组织器官损害的发生[133，血必净注射液

能够下调严重烧伤大鼠晚期炎症介质高迁移率族蛋

白B1的表达，进而减轻烧伤大鼠肺组织炎症损害，

有助于改善烧伤延迟复苏动物的预后[1引。本实验结

果表明，血必净注射液能减轻创伤弧菌脓毒症大鼠

肺损伤的程度，其机制可能与抑制iNOS活性及其

催化合成的内源性NO有关。
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