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摘 要 目的：研究参附注射液对内毒素休克模型大鼠肺组织炎症的改善作用及其抗炎机制。方法：将48只大鼠随机分为正常

组、模型组、地塞米松组（阳性对照，1 mg/kg）和参附注射液低、中、高剂量组（5、10、15 mL/kg），每组8只。除正常组外，其余各组大

鼠腹腔注射脂多糖（LPS）复制内毒素休克模型，造模后各组大鼠腹腔注射给药1次。给药24 h后，苏木精-伊红（HE）染色后观察

大鼠肺组织病理学变化并进行病理学评分；逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）法测定肺组织中核转录因子κB（NF-κB）信号通路

相关蛋白P65、P50 mRNA的表达水平；Western blot法测定肺组织中P65、P50蛋白的表达水平，并检测肺组织细胞核和细胞浆中

P65蛋白的表达水平；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测大鼠血浆中肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平。结果：与正常组比较，模型

组大鼠肺泡间隔增厚，血管明显充血，肺间质大量中性粒细胞浸润；肺组织病理学评分和P65、P50 mRNA及蛋白的表达水平均显

著升高（P＜0.01或P＜0.001），细胞核、细胞浆中P65蛋白和血浆中TNF-α水平均显著升高（P＜0.001）。与模型组比较，地塞米松

组和参附注射液中、高剂量组大鼠肺泡结构完整，无明显出血，炎性细胞浸润程度明显改善；肺组织病理学评分和P65、P50 mRNA

及蛋白的表达水平以及血浆中TNF-α水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01或P＜0.001），地塞米松组和参附注射液低、中剂量组大

鼠肺组织细胞核、细胞浆中P65蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01或P＜0.001）。结论：参附注射液可通过降低肺组织

中P65、P50 mRNA及蛋白的表达水平及血浆中TNF-α的水平，改善内毒素休克模型大鼠肺组织的炎症反应。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement and anti-inflammation mechanism of Shenfu injection on lung tissue of

endotoxin shock model rats. METHODS：Totally 48 rats were randomized into control group，model group，dexamethasone group

（positive control，1 mg/kg）and Shenfu injection low-dose，medium-dose and high-dose groups（5，10，15 mL/kg），with 8 rats in

each group. Except for normal group，other groups were given intraperitoneal injection of lipopolysaccharide （LPS） to induce

endotoxin shock model. After modeling，each group was given relevant medicine once intraperitoneally. 24 h after medication，HE

staining was used to observe pathological changes of lung tissue in rats and pathological scoring was conducted. RT-PCR was used

to determine mRNA levels of P65 and P50 proteins related to NF-κB signaling pathway. Western blot assay was used to determine

the expression levels of P65 and P50 proteins in lung tissue，and the expression levels of P65 protein in nucleus and cytoplasm of

lung tissue were also determined. The level of TNF-α in plasma in rats were determined by ELISA. RESULTS：Compared with

control group，alveolar septum became thicker，obvious vascular engorgement was found，and a large number of neutrophils

infiltrated the interstitium in model group. Histopathological score，mRNA and protein expression levels of P65 and P50 in lung

tissues were increased significantly （P＜0.01 or P＜0.001）；

the protein expression of levels P65 in nucleus and cytoplasm

and level of TNF-α in plasma were increased significantly（P＜

0.001）. Compared with model group，alveolar structure of rats

in dexamethasone group and Shenfu injection medium-dose

and high-dose groups was complete，no obvious bleeding was

··1492



中国药房 2019年第30卷第11期 China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 11

内毒素休克属于感染性休克，多因细菌细胞壁上的

脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）导致，常伴随急性肺损

伤，甚至多器官衰竭[1]。流行病学调查显示，约50％内毒

素休克患者伴随急性肺损伤，甚至急性呼吸窘迫综合征

（Acute respiratory distress syndrome，ARDS）[2]。核转录

因子κB（Nuclear factor κB，NF-κB）是炎症因子转录的核

心，NF-κB信号通路的过度激活可使炎症发展成不可控

状态，NF-κB信号通路活化的标志是P65、P50蛋白从细

胞浆迁移至细胞核（该过程称为核转位），从而启动下游

炎症因子的转录，故抑制其核转位则可抑制过度的炎症

反应[3-4]。

感染性休克属中医外感病“厥脱”范畴，用扶阳固脱

的参附注射液有确切疗效[5-7]。药理研究表明，参附注射

液对内毒素休克模型大鼠肺泡巨噬细胞表达的P65蛋白

具有抑制作用[8]。但参附注射液是否能抑制内毒素休克

模型大鼠肺组织中 P65蛋白的核转位，目前尚未见报

道。本实验通过建立内毒素休克模型大鼠，观察参附注

射液对内毒素休克模型大鼠肺组织炎症的改善作用，检

测大鼠肺组织中P65、P50蛋白的表达和P65蛋白的核转

位以及大鼠血浆中肿瘤坏死因子α（TNF-α）的表达水平，

以期为参附注射液的临床应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Neofuge 1600R 台式高速冷冻离心机（力康生物医

疗科技控股有限公司）；Ama 240高压灭菌锅（英国As-

tell 公司）；EnSpire 多功能酶标仪（美国 PerkinElmer 公

司）；DHP-9012恒温培养箱（上海一恒科技有限公司）；

PowerPac300电泳仪、170-3930转膜仪、CFX96荧光定量

聚合酶链式反应（qPCR）仪均购自美国 Bio-Rad 公司；

5200全自动化学发光图像分析仪（上海天能科技有限公

司）。

1.2 药品与试剂

LPS（美国 Sigma 公司，批号：20160920）；参附注射

液（雅安三九药业有限公司，批号：20170324，规格：10

mL）；肝素（海通药业有限公司，批号：170212136）；地塞

米松注射液（艾美捷科技有限公司，批号：100129-

201704，规格：10 mg/mL）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAP-

DH）兔单克隆抗体（内参，批号：9100002004）、羊抗兔免

疫球蛋白G（IgG）-辣根过氧化物酶标记物（HRP）（批号：

GR313248-1）均购自美国Abcam公司；H3兔单克隆核抗

体（内参，碧云天生物技术有限公司，批号：SC-376769）；

P65兔单克隆抗体（批号：9034P501D）、P50兔单克隆抗

体（批号：9034P501D）均购自美国 Cell 公司；BCA 蛋白

定量试剂盒（上海贝博生物试剂公司，批号：BB18121）；

大鼠TNF-α酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（华美生

物工程有限公司，批号：CSB-E11987r）；核/浆蛋白分离

试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司，批号：

20170605）；逆转录试剂盒（美国 Thermo 公司，批号：

AK6501）；qPCR扩增试剂盒（天根生物科技有限公司，

批号：FP209-02）；增强化学发光（ECL）液（美国Millipore

公司，批号：1801501）。

1.3 动物

SPF级健康SD大鼠，♂，体质量为（220±20）g，购

于广州中医药大学实验动物中心，实验动物生产许可证

号：SCXK（粤）2013-0020。大鼠单笼喂养于22 ℃，相对

湿度为55％的实验动物房中，自由取食。实验动物方案

经广州中医药大学实验动物伦理委员会批准，实验操作

和取材均遵循《关于善待实验动物的指导性意见》《实验

动物管理条例》和《实验动物许可管理办法》规定进行。

2 方法
2.1 造模、分组与给药

将 48只大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（30 mg/kg）进行

麻醉，暴露右颈总动脉，插管连接生物技能系统

（BL-420）以检测血压，取其中 40只经腹腔注射LPS（15

mg/kg）建立内毒素休克模型大鼠，其余8只为正常组，注

射与LPS等量的生理盐水。观察造模大鼠的动脉压直

至达到休克状态后（以血压下降30％作为大鼠休克的指

标）[9]，将造模成功的大鼠分为模型组、地塞米松组（阳性

对照，1 mg/kg，根据临床用药剂量换算而得）和参附注射

液低、中、高剂量组（5、10、15 mL/kg，根据临床用药剂量

的2.5、5、7.5倍换算而得），每组8只，腹腔注射给药1次。

2.2 采集样本

各组大鼠给药 24 h后，注射戊巴比妥钠进行麻醉，

心脏取血置于抗凝采血管，静置 1 h 后 4 ℃ 3 000 r/min

离心（离心半径为 40 cm）10 min，取上清液于－80 ℃保

存备用。各组大鼠采血后迅速取出肺组织，生理盐水洗

净，左肺用于PCR及Western blot分析，右肺固定于 4％

多聚甲醛，用于形态学观察。

observed，and the degree of inflammatory cell infiltration was improved significantly. Histopathological score，mRNA and protein

expression levels of P65 and P50 in lung tissue and level of TNF-α in plasma were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01 or

P＜0.001）. The protein expression level of P65 in nucleus and cytoplasm of lung tissue were decreased significantly in

dexamethasone group and Shenfu injection low-dose and medium-dose groups were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01 or

P＜0.001）. CONCLUSIONS：Shenfu injection can decrease mRNA and protein expression levels of P65 and P50 in lung tissue，

level of TNF-α in plasma，and protect lung tissue of endotoxin shock rats.

KEYWORDS Shenfu injection；Acute lung injury；Endotoxin shock；NF-κB；P65；P50；Rat
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2.3 大鼠肺组织病理学观察

对固定后的肺组织进行常规脱水包埋，制备厚度为

4 μm的石蜡切片，经苏木精-伊红（HE）染色后于显微镜

下观察各组肺组织结构。每组随机观察 3只大鼠的切

片，每张切片随机选出 5个高倍视野，参照相关文献方

法[10]，以肺泡充血、出血、中性粒细胞浸润和肺泡间隔增

厚程度等指标进行病理学评分（极轻度损伤：0分；轻度

损伤：1分；中度损伤：2分；重度损伤：3分；严重损伤：4

分），将4项指标得分相加作为总分，病理学评分越高，说

明肺组织损伤越严重。

2.4 大鼠肺组织中P65、P50 mRNA水平检测

各组大鼠取 20 mg肺组织，提取样品总RNA，按逆

转录试剂盒说明书操作获得 cDNA。以 cDNA为模板，

按 qPCR扩增试剂盒操作，以GAPDH为内参基因，分别

对 P65、P50基因进行扩增。引物序列由上海生工生物

工程公司设计并合成。PCR反应体积为 20 μL，反应程

序：95 ℃反应5 s；60 ℃反应30 s；95 ℃反应15 s；共反应

40 个循环。采用 2－ Δ Δ ct 相对定量法 [11]计算 P65、P50

mRNA的表达水平。RT-PCR引物序列见表1。

表1 RT-PCR引物序列

Tab 1 Primer sequence of RT-PCR

基因

P65

P50

GAPDH

引物序列

上游引物：5′-ACCTGGAGCAAGCCATTAGC-3′
下游引物：5′-CGGACCGCATTCAAGTCATA-3′

上游引物：5′-CAACATCTCCTTGGCTGGCT-3′
下游引物：5′-TCCGGCCGCTATATGCAG-3′

上游引物：5′-CCTGCACCACCAACTGCTTAG-3′
下游引物：5′-TCTTCTGGGTGGCAGTGATG-3′

引物长度，bp

100

97

108

2.5 大鼠肺组织中P65、P50蛋白表达水平检测

各组大鼠取50 mg肺组织，加液氮研磨成粉末状，加

含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液冰上裂解 30 min，

4 ℃ 12 000 r/min离心15 min（离心半径为13.5 cm）后取

上清液，即为蛋白样品。所得蛋白样品根据BCA蛋白定

量试剂盒检测浓度后保存至－80 ℃备用。将各组蛋白

煮沸变性后，按每泳道30 μg质量上样，经十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）后转移至 PVDF

膜，5％脱脂奶粉封闭后分别加 P65 兔单克隆抗体

（1 ∶ 1 000）、P50兔单克隆抗体（1 ∶ 1 000）和GAPDH兔单

克隆抗体（1 ∶5 000）4 ℃孵育过夜。TBST缓冲液洗膜后，

加羊抗兔 IgG-HRP（1 ∶20 000）室温孵育1 h，滴加ECL液

后于全自动化学发光图像分析仪进行曝光显影，采用

Image J软件分析光密度值，以GAPDH为内参，以相应

蛋白与内参的光密度比值表示相应蛋白的相对表达量。

2.6 大鼠肺组织中P65蛋白核转位的检测

肺组织细胞核、细胞浆中蛋白的提取步骤严格按

核/浆蛋白分离试剂盒说明书进行。各组大鼠取 50 mg

肺组织，加液氮研磨成粉末状，加200 μL预冷的Buffer A

涡旋剧烈振荡 15 s，冰上放置 15 min；加 11 μL 预冷的

Buffer B涡旋剧烈振荡 5 s，冰上放置 1 min；4 ℃ 12 500

r/min离心5 min后收集上清液，即为细胞浆蛋白。在离

心沉淀物（细胞核）中加入 100 μL预冷的Buffer C，超声

（频率：200 W，功率：50 Hz）裂解 2 min，冰上放置 40

min，其间每隔10 min涡旋15 s；4 ℃12 500 r/min离心10

min，收集上清液，即为细胞核蛋白。细胞核、细胞浆蛋

白浓度测定、电泳、转膜、抗体孵育及曝光显影等操作步

骤同“2.5”项下方法，其中一抗孵育时细胞浆蛋白内参用

GAPDH，细胞核蛋白内参用H3。

2.7 大鼠血浆中TNF-α水平测定

采用 ELISA 对各组大鼠血浆中所含 TNF-α水平进

行测定，测定方法严格按大鼠TNF-α ELISA试剂盒方法

操作。

2.8 统计学分析

采用 SPSS 23.0软件进行数据分析。计量资料以

x±s表示，多组间用单因素方差分析进行组间比较，两

组间比较用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠肺组织病理学观察结果

正常组大鼠肺组织结构清晰，肺泡间隔较薄，肺泡

结构完整，无充血、出血和明显的炎性细胞浸润。与正

常组比较，模型组大鼠肺泡间隔增厚，血管明显充血（见

图 1中↑），肺间质见大量中性粒细胞浸润（见图 1中

□），病理学评分显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，地

塞米松组和参附注射液低、中、高剂量组大鼠肺泡结构

完整，无明显出血，炎性细胞浸润程度明显改善，病理学

评分均显著降低（P＜0.01）。各组大鼠肺组织病理学变

化见图1，各组大鼠病理学评分结果见表2。

3.2 各组大鼠肺组织中P65、P50 mRNA表达水平测定

结果

与正常组比较，模型组大鼠肺组织中 P65、P50

mRNA 表达水平显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，

地塞米松组和参附注射液低、中、高剂量组大鼠肺组织

中 P65、P50 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01或P＜0.001）。各组大鼠肺组织中P65、P50 mRNA

表达水平测定结果见表3。

3.3 各组大鼠肺组织中P65、P50蛋白表达水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠肺组织中P65、P50蛋白

的表达水平显著升高（P＜0.01或 P＜0.001）；与模型组

比较，地塞米松组和参附注射液中、高剂量组大鼠肺组

织中P65、P50蛋白的表达水平显著降低（P＜0.05或P＜

0.01或P＜0.001）。各组大鼠肺组织中P65、P50蛋白表

达的电泳图见图2，测定结果见表4。

3.4 各组大鼠肺组织中P65蛋白核转位测定结果

与正常组比较，模型组大鼠肺组织细胞核和细胞浆

中P65表达水平均显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，

地塞米松组和参附注射液低、中剂量组大鼠肺组织细胞

核和细胞浆中P65表达水平均显著降低（P＜0.001），说

明地塞米松和参附注射液抑制了P65蛋白的核转位。各
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组大鼠细胞核、细胞浆中P65蛋白表达电泳图见图3，测

定结果见表5。

3.5 各组大鼠血浆中TNF-α水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠血浆中TNF-α水平显著

升高（P＜0.001）；与模型组比较，地塞米松组和参附注

射液低、中、高剂量组大鼠血浆中TNF-α水平显著降低

（P＜0.001）。各组大鼠血浆中 TNF-α水平测定结果见

表6。

图2 各组大鼠肺组织中P65、P50蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoregram of protein expression of P65

and P50 in lung tissue of rats in each group

P65

P50

GAPDH

65 kD

50 kD

36 kD

正常组 模型组 地塞米
松组

参附注
射液低
剂量组

参附注
射液中
剂量组

参附注
射液高
剂量组

图1 各组大鼠肺组织病理学变化（HE，×400）

Fig 1 Pathological changes of lung tissue in rats in

each group（HE，×400）

A.正常组 B.模型组

C.地塞米松组 D.参附注射液低剂量组

E.参附注射液中剂量组 F.参附注射液中剂量组

表2 各组大鼠病理学评分结果（x±±s，n＝8）

Tab 2 Pathological score of rats in each group（x±±s，

n＝8）

组别
正常组
模型组
地塞米松组
参附注射液低剂量组
参附注射液中剂量组
参附注射液高剂量组

病理学评分
1.667±0.574

11.330±1.528＊＊

6.014±1.025##

7.425±1.156##

3.333±0.549##

7.103±0.932##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

表 3 各组大鼠肺组织中 P65、P50 mRNA表达水平测

定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 mRNA levels of P65 and P50 in lung tissue of

rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
地塞米松组
参附注射液低剂量组
参附注射液中剂量组
参附注射液高剂量组

P65 mRNA

1.060±0.139

2.753±0.222＊＊＊

1.746±0.181###

2.354±0.241#

1.752±0.203###

1.337±0.143###

P50 mRNA

1.050±0.142

2.612±0.364＊＊＊

1.544±0.179###

1.822±0.292##

1.533±0.123###

1.316±0.228###

注：与正常组比较，＊＊＊P＜0.001；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01，###P＜0.001

Note：vs. normal group，＊＊＊P＜0.001；vs. model group，#P＜0.05，
##P＜0.01，###P＜0.001

表4 各组大鼠肺组织中P65、P50蛋白表达水平测定结

果（x±±s，n＝8）

Tab 4 Protein levels of P65 and P50 in lung tissue of

rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
地塞米松组
参附注射液低剂量组
参附注射液中剂量组
参附注射液高剂量组

P65

0.188±0.038

0.795±0.124＊＊＊

0.449±0.060

0.655±0.072

0.552±0.126#

0.515±0.044##

P50

0.826±0.168

1.264±0.177＊＊

0.938±0.124#

0.810±0.153#

0.703±0.135##

0.417±0.088###

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01，###P＜0.001

Note：vs. normal group，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01，###P＜0.001

图 3 各组大鼠肺组织细胞核、细胞浆中P65蛋白表达

的电泳图

Fig 3 Electrophoregram of protein expression of P65

in nucleus and cytoplasm of lung tissue of rats

in each group
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65 kD
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4 讨论
参附注射液为中药复方注射液，其组方源自《伤寒

论》四逆加人参汤，方中红参为君药，为扶正补虚之要
药，附子为臣药，能温通十二经之阳气，助君相之火以破
寒结之痹；临床上常用于感染性、失血性休克等阳气脱
失之症，亦用于寒凝腹痛，惊悸怔忡等阳气虚少之症[5-7]。

LPS是引起内毒素休克的常见病因，在内毒素休克
过程中，常伴随着急性肺损伤，因此选用LPS建立内毒
素休克模型大鼠[1-2]。实验发现，内毒素休克模型大鼠急
性肺损伤病理学形态主要表现为肺泡间隔水肿、肺泡隔
毛细血管淤血明显、大量中性粒细胞浸润；内毒素休克
模型大鼠给予参附注射液后，可显著减轻急性肺损伤的
病理改变，为参附注射液改善内毒素所致急性肺损伤提
供了依据。

NF-κB信号通路是参与炎症反应，产生炎症因子的
主要信号通路。NF-κB家族成员以同源或异源二聚体
的形式存在，而其中最常见的二聚体形式为P65、P50二
聚体，也称为标准的NF-κB分子[12]。P65、P50二聚体通
常以无活性状态存在于细胞浆中，当受到损伤因素的刺
激时，抑制 P65活性的NF-κB抑制蛋白（IκB）经泛素化
途径降解，游离的P65、P50二聚体即向核内迁移，与κB

位点结合，从而启动炎症因子 TNF-α、白细胞介素 1β

（IL-1β）等转录[4，13]。过度激活免疫反应致使炎症发展为

非可控状态，从而导致器官功能衰竭甚至死亡。

相关研究发现，参附注射液对肺损伤具有一定的治

疗作用，但作用机制尚不明确，仍待进一步研究 [14-18]。

NF-κB信号通路活化的标志为P65的核转位[4]，而参附注

射液是否能影响P65的核转位，目前尚未见到相关报道，

因此本课题不仅检测了P65、P50蛋白的转录和表达，同

时也检测了P65的在细胞核和细胞浆中的分布情况。研

究结果发现，内毒素休克模型大鼠肺组织中 P65、P50

mRNA和蛋白的表达水平均显著升高，P65不仅在细胞

浆中表达增多，细胞核内P65的表达也显著增加，提示原

本分布于细胞浆中的 P65大量向细胞核内转移，说明

NF-κB信号通路激活。TNF-α是早期促炎因子，在感染

性疾病中TNF-α常作为判断病情严重程度和转归的指

标[19]。TNF-α启动子区含有κB结合位点，因此NF-κB信

号通路的活化可增加TNF-α的转录和翻译并分泌至细

胞外，分泌出细胞外的TNF-α可再次激活NF-κB信号通

路，加剧炎症反应[20-21]。

综上所述，参附注射液对内毒素休克模型大鼠肺组

织炎症具有改善作用，其作用机制与降低肺组织NF-κB

信号通路中 P65、P50 mRNA 和蛋白的表达水平，抑制

P65的核转位有关，该实验结果可为其临床应用提供实

验依据及参考。
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摘 要 目的：优化芡实中总维生素E的提取工艺。方法：以芡实总维生素E提取量为考察指标，提取时间、提取次数、超声功率、

粉碎度为考察因素，采用单因素试验和Box-Behnken设计-响应面法优化芡实总维生素E的提取工艺，并进行3次（芡实用量分别

为2.0、20.0、40.0 g）验证试验。结果：芡实中维生素E的最佳提取工艺参数为提取时间80 min，提取次数3次，超声功率240 W，粉

碎度80目。在验证试验中，总维生素E的提取量分别为2.063、2.103、2.085 mg/g（RSD分别为2.6％、1.5％、1.3％，n＝3），与预测值
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的提取。
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