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【摘要】目的　探讨血必净（XBJ）对多脏器功能障碍综合征（MODS）炎性因子的影响。方法 将90只Wistar大鼠随机分为对照组、模型组与XBJ组。尾静脉注射内毒素（LPS）（15 μg / kg）建立MODS模型。观察各组的体征表现，用ELISA方法检测TNF-α、IL-1α、IL-4 和 IL-10的表达水平。结果 ① 对照组、模型组和XBJ组的死亡率分别为：0、37%和20%；② 与模型组相比XBJ可促进了TNF-α的表达，同时抑制IL-1α的表达，且TNF-α和IL-1α高表达集中在6h~24h；③ 模型组与XBJ组IL-4的表达量在6h~12h与对照组相比明显升高（P＜0.05）；模型组IL-10在6h~48h与对照组相比明显升高（P＜0.05）；XBJ组IL-10的表达水平在6h与对照组相比明显升高（P＜0.05）。结论　XBJ能降低LPS介导的大鼠MODS的死亡率，可同时促进TNF-α释放和抑制IL-1α、IL-4和IL-10释放，有效改善MODS的反应状态。
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Study of the influence of Xuebijing on Inflammatory Cytokine in Multiple Organ Dysfunction Syndrome in Rat
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[Abstract]  Objective  To evaluate the influence of Xuebijing (XBJ) by inflammation cytokines of multiple organ dysfunction syndrome (MODS).  Methods  90 rats were randomly separated into 3 groups, the control group and XBJ group were infused 15 μg / kg LPS in vena caudalis, Then the physical sign appearance was observed and collection the serum to determine the expression concentration of TNF-α、IL-1α、IL-4 and IL-10 by ELISA in each group at different times.  Results ① The death rate of rats were the percent of 0, 37, and 20 in the control group，model group and XBJ group, respectively. ② The XBJ enhance the increased amplitude of TNF-α and deduce the increased amplitude of IL-1α by compared with model group, the expression concentration peak of TNF-α and IL-1α is 6h~24h. ③ The expression concentration of IL-4 in model group and XBJ group in model group has significant ascendant compared with control group at 6h~48h; XBJ group has significant have significant ascendant compared with control group at 6h~12h (p<0.05).The expression concentration of IL-10 ascendant compared with control group at 6h (p<0.05). Conclusion The results demonstrated that XBJ could degrade the death rate of MODS induced by LPS，and it could reduce the increased amplitude of TNF-α, whereas enhance the increased amplitude of the serum IL-1α,IL-4 and IL-10, it could also prevent those rats from changing into MODS efficiently.
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多脏器功能障碍综合征(MODS)是严重感染、休克或创伤后导致的严重并发症，病死率高达60%～98%[1]。它具有发病急、进展快、病死率高的特点，是ICU患者最重要的死亡原因[2]。血必净（XBJ）具有拮抗内毒素、抗炎、改善免疫功能、保护组织细胞的作用[3]。目前已发现的细胞因子有30多种，其中介导MODS炎症反应的细胞因子通常被称为炎性细胞因子，根据其功能可以分为两大类，即促炎细胞因子和抗炎细胞因子。TNF-α和IL-1是炎症反应出现最早且最为重要的促炎细胞因子，而IL-4和IL-10是很重要的抗炎细胞因子。本研究利用LPS建立大鼠MODS模型，以探讨XBJ对MODS炎性因子的影响。
1　材料与方法

1.1　动物与分组　
90只SPF级Wistar大鼠（北京实验动物中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK（京）2009-0017；实验动物使用许可证号：SYXK（军）2009-022）；全价饲料饲养，饲料合格证号：SCXK（京）2009-0017），雌雄各半，体重（200±20）g，随机分为对照组、模型组和XBJ组，每组30只。
1.2　模型建立　
采用大鼠固定器将其固定好，尾静脉以15 μg / kg注射内毒素（LPS）（血清型为：O127：B8，批号为64H4010，美国Sigma公司）构建MODS模型。
1.3　干预方法  
XBJ组在造模前24h以10mL/kg的剂量腹腔注射XBJ（天津红日药业股份有限公司，国药准字：Z20040033），对照组与模型组以等剂量的葡萄糖腹腔注射。实验时，采用大鼠固定器将其固定好，对模型组与XBJ组通过尾静脉注射LPS构建MODS大鼠动物模型。XBJ组以2次/d腹腔注射XBJ，每次10mL/kg，连续注射3d，同时对照组与模型组以等剂量的葡萄糖腹腔注射。在整个试验期间，分隔2h观察其大鼠的体征变化。
1.4　血清收集　
分别于LPS注射后0 h、6 h、12 h、24 h、48 h和72 h，每组每个时间点各取5只大鼠，乙醚全身麻醉后，经心脏采血，分离血清，-20℃保存备有。
1.5　ELISA方法检测各项指标  　
TNF-α、IL-4、IL-1α和IL-10 ELISA检测试剂盒均由达科为生物公司生产。其具体检测方法见试剂盒操作说明书。
1.6 MODS的诊断标准　

参照胡森等[4]提出的动物发生MODS时各个器官功能障碍分期诊断标准和评分标准。在注射LPS后出现2个或2个以上器官或系统功能障碍判定为MODS。

1.7 数据处理与统计　

数据以均数±标准差( x ± s)表示，利用SPSS 17.0统计分析软件对数据进行处理，两组之间比较采用t检验，组内比较采用方差分析。

2 结果
2.1　体征表现及死亡率　
模型组经尾静脉注射LPS 6 h后，大鼠出现躁动，口唇紫绀，呼吸急促，心率加快，体温升高，部分口鼻由粉红色泡沫状液体溢出，同时所有大鼠开始扎堆。12～24 h，大鼠变化为蜷缩少动，被毛竖立，呼吸窘迫，紫绀加重，食欲下降，尿液呈深褐色，粪便稀。48～72h逐渐恢复趋于正常。濒死的大鼠呼吸减慢，心率缓慢，对刺激反应减弱。XBJ干预组大鼠在6h出同样症状，但是其症状要稍微缓和一点且口鼻没有溢出粉红色泡沫状液体，并且在12h后开始缓慢恢复，24h后个别大鼠开始有饮食迹象，48h干预组大鼠基本恢复正常。
对照组：没有出现死亡。模型组：6 h后，4只大鼠心衰死亡，12 h 后又有5只死亡，24 h后最后2只也相继死亡，所剩大鼠在48h后开始慢慢恢复，72h后基本恢复正常。XBJ干预组：6 h后，3只大鼠因呼吸窘迫、心衰死亡，12 h 后又有3只死亡，所剩大鼠24h后开始逐渐恢复正常。对照组、模型组和XBJ干预组的死亡率分别为：0%、37%和20%。结果表明：XBJ能缓解LPS对大鼠MODS模型的脏器的损伤，有效缓解动物的体征表现，同时降低死亡率。
2.2 促炎因子TNF-α、IL-1α检测结果

TNF-α、IL-1α ELISA检测结果见表1。TNF-α在注射LPS后表达水平开始升高，模型组在6h~24h的表达水平与对照组相比有明显的升高，在12h~24h与0h相比有明显的升高（P＜0.05），XBJ组的TNF-α表达水平相对模型组较高且与对照组相比有明显的升高（P＜0.05），并在6h~24h时有非常显著的升高（P＜0.01），只有在24h时与0h以及对照组相比有显著的升高（P＜0.05），在12h TNF-α的表达量和0h相比有显著的升高（P＜0.05）。模型组IL-1α的表达水平普遍高于对照组，并在12h~24h与0h以及对照组相比有明显的升高（P＜0.05）；XBJ组IL-1α的表达水平与0h以及对照组相比普遍降低，并在0~6h其表达水平明显低于相应的对照组，且有统计学意义（P＜0.05）。值得一提的是XBJ在此实验中明显的促进了TNF-α的表达，但在有效抑制了IL-1α的表达。
表1 血清TNF-α、IL-1α ELISA检测结果

Tab.1  The results of TNF-α、IL-1α of serum by ELISA
	　　　　组别(Groups)    0 h         6 h          12 h          24 h        48 h         72h          

	         对照组     0.29±0.07    0.25±0.06     0.33±0.08     0.27±0.06    0.24±0.07    0.23±0.05
TNF-α     模型组        0.32±0.06    0.46±0.14△    0.61±0.12*△    0.53±0.17*△  0.49±0.15    0.37±0.13
XBJ组     0.67±0.18△   0.95±0.19*△△   0.98±0.21*△△  0.74±0.12△△  0.63±0.13△   0.58±0.16△
         对照组     0.57±0.13    0.61±0.25     0.56±0.23     0.62±0.17    0.55±0.21    0.53±0.14
IL-1α      模型组       0.67±0.21    0.76±0.13     0.71±0.22*△    0.88±0.24*△  0.71±0.26    0.64±0.19
XBJ组     0.36±0.12△   0.45±0.18△    0.47±0.13     0.51±0.12    0.48±0.16    0.41±0.14


注： * 与0 h相比p < 0.05，**与0 h相比p < 0.01；△与对照组相比p < 0.05，△△与对照组相比p < 0.01。

Note: * vs 0 h p < 0.05, ** vs 0 h p < 0.01 . △vs control group p < 0.05, △△vs control group p < 0.01. 
2.3 抗炎因子IL-4、IL-10检测结果

IL-4、IL-10 ELISA检测结果见表2。模型组IL-4的表达水平在6h之后表达水平开始上升，并且在6h~12h与0h和对照组相比有明显的升高（P＜0.05），在24h的表达水平与对照组相比有明显的升高（P＜0.05）；XBJ组在6h~12h与对照组相比表达量明显升高具有统计学意义（P＜0.05），在其他各时点的表达水平相对于0h和对照组变化较小，没有统计学意义（P＞0.05）。模型组IL-10相对于对照组其表达水平较高，在6h~12h与0h和对照组相比有明显的升高，在24h~48h与对照组相比有明显的升高（P＜0.05），在72h开始降低；XBJ组IL-10的表达水平除了在6h时与对照组相比有明显的升高之外，与0h和对照组相比变化不明显，没有统计学意义（P＞0.05）。

表2 血清IL-4、IL-10 ELISA检测结果

Tab.2  The results of IL-4、IL-10 of serum by ELISA
	　　　 组别(Groups)   　0 h         6 h         12 h         24 h         48 h          72h          

	        对照组      0.25±0.11    0.23±0.08    0.27±0.12    0.29±0.07     0.22±0.06     0.25±0.09
IL-4     模型组         0.31±0.06    0.48±0.13*△   0.51±0.17*△  0.46±0.08△    0.38±0.13     0.36±0.07
XBJ组      0.36±0.15    0.41±0.06△   0.45±0.08△   0.39±0.13      0.32±0.06     0.35±0.11
        对照组      0.44±0.13    0.42±0.15    0.45±0.08    0.48±0.14     0.43±0.12     0.46±0.17
IL-10     模型组         0.50±0.17    0.81±0.21*△  0.73±0.12*△  0.67±0.16△    0.66±0.18△    0.52±0.13
XBJ组      0.56±0.08    0.68±0.17△   0.57±0.18     0.59±0.13    0.48±0.11      0.46±0.06


注：* 与0 h相比p < 0.05，**与0 h相比p < 0.01；△与对照组相比p < 0.05，△△与对照组相比p < 0.01。

Note: * vs 0 h p < 0.05, ** vs 0 h p < 0.01. △vs control group p < 0.05, △△vs control group p < 0.01. 
3　讨　论

在Wistar大鼠尾静脉注射LPS后出现心跳加速、呼吸急促，6h后个别大鼠因脏器的严重损伤而死亡，存活下来的大鼠在72h后逐渐改善。其中模型组的死亡率要高于XBJ组，由此可以看出XBJ可以缓解由LPS所致的大鼠多脏器的损伤。
细胞因子是一个超家族，参与MODS的细胞因子很多，可形成细胞因子网络，其相互作用产生细胞因子级联效应，炎性反应一旦失去控制，组织器官受损发展为MODS[5-7]。TNF被认为是最重要的促炎因子，循环中高滴度TNF与猛烈的炎性反应及SIRS/MODS的发生密切相关。在炎性反应过程中，这些因子最初由吞噬细胞/内皮细胞表达在其细胞膜上，然后由于血流剪切力或酶的作用而释入循环中，它们的作用主要与炎性反应的进一步扩大和吞噬细胞由血流经血管内皮向组织中游走并因而可能造成的组织损伤有关[6,7]。为此，大量的研究集中于拮抗和清除MODS患者体内炎症介质和细胞因子，而临床和动物实验的结果确显示这些疗法的局限和无效。本研究用XBJ注射液在治疗动物MODS模型过程中对其体内细胞因子和炎性介质的作用。XBJ注射液具有活血化瘀、扶正固本、清热解毒、菌毒并治等功效。在各脏器损伤的治疗中发挥了拮抗内毒素、清除氧自由基[8-10]、保护血管内皮[11,12]、抗炎性介质[13-16]、调节免疫功能[17,18]等作用。对肺损伤的治疗机制血必净通过抑制中性粒细胞在肺内集聚、过度活化、呼吸爆发，减少氧自由基，从而急性肺损伤起到了一定的保护作用。血必净注射液能够有效改善慢性肺心病心功能不全患者的血液流变性，提高PaO2、降低PaCO2，改善呼吸状态，改善心脏收缩功能[19]。当机体在SIRS状态下炎症介质过量释放和炎症细胞过度激活，并通过内毒素、细胞因子、缺血再灌注损伤与微循环障碍等各种途径引发MODS。血必净注射液通过大量动物实验以及临床验证，均证明能够有效地拮抗内毒素，抑制肿瘤坏死因子的失控性释放，清除体内炎症介质[20-22]；同时因其活血化瘀的作用，能改善微循环，增加血流量，减少血小板的黏附聚集，降低急性炎症时毛细血管的通透性，减少炎症渗出，改善局部的血液循环，促进炎症的吸收，从而促进病变部位的修复和痊愈。
MODS不仅有炎症介质过度释放，而且伴有内源性抗炎介质的释放异常[23]。本实验大鼠经注射LPS后，血清中TNF-α、IL-1α和IL-4、IL-10值均有不同程度的升高，并且其变化规律也是在6h开始上升，在12~24 h基本达到最高点，然后开始降低； XBJ干预组IL-1α、IL-4和IL-10的值明显低于模型组，变化的幅度及恢复的时间均小于模型组，这说明XBJ可有效的抑制IL-1α、IL-4和IL-10抗、促炎因子的骤变，对抗、促炎因子起平衡调节作用，这与动物的体征变化结果相吻合。TNF-α和IL-1是炎症反应出现最早且最为重要的促炎细胞因子，TNF-α是单核巨噬细胞在内毒素、炎症介质等的作用下生成的一种多肽，主要参与机体炎症过程和免疫过程[24]，TNF-α在免疫应答效应阶段，能够活化巨噬细胞、中性粒细胞，增强其吞噬、杀伤等活性，通过与T淋巴细胞表面受体结合调节TNF-α介导的胞内信号转导，从而活化T淋巴细胞并促进大量促炎细胞因子的产生。本研究结果显示LPS可刺激TNF-α、IL-10等促、抗炎细胞因子在6h~24h大量集中释放，此后在72h开始回落。IL-4是由单核细胞、淋巴细胞产生和释放的抗炎细胞因子，能够抑制LPS诱导的炎性细胞因子产生[25]。虽然IL-4可抑制TNF-α、IL-1等炎症介质的合成[26]，在本实验中因为IL-4的表达量相对较低，所以在抑制TNF-α、IL-1α的表达上并不明显。本研究显示IL-10的表达水平在LPS的刺激下持续显著增高，但是XBJ可有效的抑制其增高。IL-10作为抗炎细胞因子中很重要的一员，主要由巨噬细胞及白细胞介素分泌，能下调Th1型细胞因子的表达，是一种强有力免疫抑制因子和协调刺激分子。与其他细胞因子不同的是，IL-10除了能一定程度地促进细胞毒性T细胞诱导、增强B细胞增殖分化外，其主要生物学活性是起免疫抑制作用，它能抑制Th1细胞的增殖及IL-2、IL-3、IFN-α、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子等细胞因子的合成，故其免疫调节作用依靶细胞不同而表现出双向性。在本研究中XBJ明显促进了TNF-α的表达，抑制IL-1α和IL-4、IL-10的表达，这可能正是XBJ对炎性因子所起到的微观平衡调节作用。
细胞因子的作用是一把双刃剑，高表达有利于病毒清除，同时也可导致持续的炎性反应。MODS病理过程中，促炎、抗炎因子起着不同的作用。两者相互制约，相互转化，对立平衡。钟起诚认为，中医的阴阳平衡包括现代免疫学的功能亢进与缺陷、致炎与抗炎、吞噬与被吞噬、抑制与抗抑制的过程[27]。现代医学的免疫学中的免疫应答机制、免疫反应的调节功能，也是说明通过机体的细胞、体液的反映过程，使机体相对的平衡。如果平衡失调均会产生疾病，在疾病过程中免疫系统的变化，似乎也与阴阳的变化颇相吻合。在MODS发生发展中，免疫病理损伤贯穿始终，如果促炎细胞因子与抗炎细胞因子之间彼此取得平衡，则内环境稳定得以保持。否则，将出现过度抗炎性反应，当炎性反应占主导时，则发生组织细胞损伤、器官功能障碍，当抗炎性反应过强时，则出现免疫功能抑制。本研究中XBJ在炎性因子的免疫调节中起到平衡调节的作用，从而有效的缓解和保护MODS对大鼠多脏器的损伤。
参考文献

[1]　王　彦，王宝恩．感染相关的器官衰竭评分和多器官功能障碍评分对多器官功能障碍综合征预后判断比较[J]．中国现代医药杂志，2005,7(2):1-3．

[2]　Marshall, JC. SIRS and MODS: What is their relevance to the science and practice of intensive care [J]. Shock, 2000,14 (6):586-589.

[3]　曹书华，王今达．血必净对感染性多器官功能障碍综合征大鼠组织及内皮损伤保护作用的研究[J]. 中国危重病急救医学,2002 ,14(8) :489-491. 

[4]　胡　森，盛志勇，周宝桐，等．双相迟发多器官功能不全综合征(MODS)动物模型的研究[J]．中华创伤杂志，1996,12:102-106．

[5]　Papathanassoglou E D, Moynihan JA, McDermott M P, et al. Expression of critical illness and association with multiorgan dysfunction severity and survival[J]. Crit Care Med, 2001, 29: 709-718.

[6]　Grassme H, Kirschnck S, RiethM J, et al. Cd95/CD95 ligand interactions on epithelial cells in host defense to psuedomon as aeruginosa[J]. Science, 2000, 290: 527-530.

[7]　Remick D G, CallD R, EbongR J, et al. Combination immunotherapy with soluble tumor necrosis factor receptors plus interleukin-1 receptor antagonist decreases sepsismortality[J]. Crit Care Med, 2001, 29: 473-481.

[8]　马　巍，杨季红，马　静，等．血必净对大鼠肝缺血－再灌注后急性肺损伤的保护作用[J] ．河北医药，2008,30(2):142-143.
[9]　马俊清，路　伟，黄　杨，等。血必净注射液对百草枯刺激的大鼠肺微血管内皮细胞损伤的保护作用[J]．中国急救医学，2008,28(9):808-812.
[10]　林福清，邓小明，朱科明．“血必净”注射液对急性炎症反应综合征患者中性粒细胞功能的影响[J]．同济大学学报（医学版），2007,28(6):86-89.

[11]　张淑文，孙成栋，文　燕，等．血必净注射液对脓毒症大鼠血清内毒素及脾脏特异性免疫功能的影响[J]．中国中西医结合急救杂志，2007,14(2):91-94.

[12]　曹书华，王今达．血必净对感染性多器官功能障碍综合征大鼠组织及内皮损伤保护作用的研究[J]．中国危重病急救医学，2002,14(8):489-491.
[13]　王强，姚咏明，王文江，等．血必净注射液对烫伤大鼠肺组织高迁移率族蛋白B1表达的影响及意义[J]. 解放军医学杂志，2007,32(4):374-376.

[14]　刘达兴，卢　斌，梁贵友，等．静脉滴注血必净对体外循环肺损伤的保护作用研究[J]．中国药房，2008,19(24):1860-1862.

[15]　张云杰．血必净注射液对小肠缺血再灌注大鼠血清细胞因子的影响[J]．山东中医药大学学报，2008,32(6):502-505.

[16]　袁雪松，卞晓星，戚传平．血必净对大鼠外伤性脑损伤后血清S-100β和IL-6 水平的影响[J]．江苏大学学报（医学版），2009,19(1):35-38.

[17]　孙军平，汪建新，郭丽娜，等．内毒素致兔急性肺损伤及血必净保护作用[J]．军医进修学院学报，2009,30(1):102-104.

[18]　高红梅，常文秀，曹书华．“血必净”注射液对内毒素刺激的内皮细胞的影响[J]．中国急救医学，2005,25(6):437-438.
[19]　孙正达，沈建明，沈蕾 血必净注射液改善脓毒症大鼠心脏功能的作用[J]．复旦大学学报（医学版），2008,35(2):208-211.

[20]　王强，姚咏明，王文江，等．血必净注射液对烫伤大鼠肺组织高迁移率族蛋白B1表达的影响及意义[J]. 解放军医学杂志，2007,32(4):374-376.

[21]　刘达兴，卢　斌，梁贵友，等．静脉滴注血必净对体外循环肺损伤的保护作用研究[J]．中国药房，2008,19(24):1860-1862.

[22]　袁雪松，卞晓星，戚传平．血必净对大鼠外伤性脑损伤后血清S-100β和IL-6 水平的影响[J]．江苏大学学报（医学版），2009,19(1):35-38.

[23]  Bone RC. Immunologic dissonance: acontinuing evolution in our understanding of the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and the multiple organ dysfunction syndrome (MODS) [J]. Ann Intern Med, 1996, 125(8): 680-687.

[24]  Inoue S, Nakao A, Kish imoto W, et al Antineturophil antibody at tenuates the severity of acute lung injury in rats with experimental acute pancreatitis [J]. Arch Surg, 1995, 130 (1): 93-98.1
[25]  Hart PH, Bonder CS, Balogh J, et al Differential responses of human monocytes and macrophages to IL-4 and IL-13 [J]. J Leukoc Bio,l 1999, 66 (4): 575-578.
[26]  罗艳, 于布为. 全身性炎性反应综合症免疫因子研究进展[J].国外医学: 麻醉学与复苏分册, 2000,21 (4) : 234-236.

[27]  钟起诚.从中医药与现代免疫学的联系探讨系统性红斑狼疮的发病机理及治疗[J].新中医,2004,2 (2):3-7.



�_








作者简介: 陆璐（1986.10－），女，本科，技师，主要研究方向：人类疾病动物模型的建立及相关研究。Email：fxm8006@sohu.com


基金项目：甘肃省自然科学基金（No.1010RJZA052）。


通讯作者：(作者简介：罗晓红（1963－），女，主任医师，主要研究方向：MODS的发病机制及防治研究。






