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　　［摘要］　目的　观察中药活性成分苦柯胺Ｂ（ｋｕｋｏａｍｉｎｅＢ，ＫＢ）体内外拮抗脓毒症的药理活性。方法　采用双偏振
极化干涉测量技术测定ＫＢ与大肠埃希氏菌ＬＰＳ、ＣｐＧＯＤＮ１８２６的亲和力，并用鲎试剂法检测ＫＢ对大肠埃希氏菌ＬＰＳ的
体外中和作用，采用ＥＬＩＳＡ法体外检测ＫＢ对ＬＰＳ和ＣｐＧＤＮＡ单独刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放炎症介质ＴＮＦα和ＩＬ６的
抑制作用，ＥＬＩＳＡ法检测热灭活大肠埃希菌和热灭活金黄色葡萄球菌刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞释放炎症介质 ＴＮＦα和 ＩＬ６
的抑制作用。在腹腔注射热灭活细菌菌液小鼠脓毒症模型中，将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为对照组、ＫＢ（低、中、高剂量）组、和临床
药物组（血必净和乌司他丁），观察比较７ｄ内各组动物死亡率。结果　ＫＢ与 ＬＰＳ和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６的 ＫＤ值分别为
７３８ｎｍｏｌ／Ｌ和１９７．２ｎｍｏｌ／Ｌ，在体外ＫＢ能够明显抑制ＬＰＳ对鲎试剂的促凝作用（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），对热灭活细菌刺
激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＴＮＦα和ＩＬ６具有显著的抑制作用，并呈现明确的量效关系（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。在体内实验
中，ＫＢ对重度和极重度脓毒症模型均具有明确的保护作用，ＫＢ组小鼠生存率显著高于对照组和临床药物组（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）。结论　 ＫＢ作为一种多病原分子的中和剂，能够抑制炎症介质的释放，发挥对脓毒症模型小鼠的保护作用，且
效果显著优于现有临床用药血必净和乌司他丁。
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　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是由感染因素介导的全身性炎症
反应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＩＲＳ），起病隐匿，进展迅速，死亡率高，是导致危重症
患者死亡的首要因素［１－３］，有关其防治措施的研究一

直是临床关注的难点和热点问题。

　　苦柯胺Ｂ（又名地骨皮乙素，ＫｕｋｏａｍｉｎｅＢ，ＫＢ）是
通过基于亲和生物传感器技术的筛选和定向分离，以

ＬＰＳ和ＣｐＧＤＮＡ为靶标，从中药地骨皮中获得的一种
生物碱类成分［４－５］。为明确其药理活性和成药前景，

本研究通过测定ＫＢ对ＬＰＳ和ＣｐＧＤＮＡ亲和力，分别
检测ＫＢ对两者单独和联合刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞释
放ＴＮＦα和ＩＬ６的抑制效果，并采用注射致死剂量热
灭活细菌的方法构建重度和极重度脓毒症动物模型，

观察ＫＢ对模型小鼠的保护作用，同时与临床用药血
必净和乌司他丁进行平行比较，以评价 ＫＢ对脓毒症
小鼠的保护效果。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
　　ＫＢ由本实验室自制；ＲＡＷ ２６４．７细胞、大肠埃希菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＡＴＣＣ３５２１８和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）
ＡＴＣＣ２５９２３均购自 ＡＴＣＣ；大肠埃希氏菌 ＬＰＳ（Ｏ１１１∶１３４，批号
１０９ｋ４０５４）与ＣｐＧＯＤＮ１８２６（批号 Ｍ３５５９５３）均购自生工生物
有限公司；鲎试剂（批号１１０６１６１）。购自湛江安度斯生物有限
公司；小鼠ＴＮＦα检测试剂盒（批号 Ｅ０９４８３１６３２）、ＩＬ６检测
试剂盒（批号Ｅ０９３６２１６３２）均购自 Ｅｂｉｏｓｉｃｅｎｃｅ公司；血必净注
射液（批号１０１１０１２）生产厂家为天津红日药业股份有限公司；
乌司他丁（批号０３１１０１１１２）生产厂家为广东天普生化医药股
份有限公司。

１．２　实验动物
　　８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８０只，体质量１８～２０ｇ，雌雄各半，
购于军事医学科学院实验动物中心（北京华阜康生物科技股份

公司销售），饲养于ＳＰＦ级动物实验室。

１．３　ＫＢ与大肠埃希氏菌ＬＰＳ、ＣｐＧＯＤＮ１８２６的亲和
力测定

　　采用双偏振极化干涉测量（ＤＰＩ）分子相互作用检测系统，
将大肠埃希氏菌ＬＰＳ以及ＣｐＧＯＤＮ１８２６分别包被在样品反应
池中，检测１１个倍比稀释浓度的ＫＢ（０～１２８０ｎｍｏｌ／Ｌ）与ＬＰＳ
以及１９个倍比稀释浓度的 ＫＢ（０～６４０μｍｏｌ／Ｌ）与 ＣｐＧＯＤＮ
１８２６的结合作用，并计算解离平衡常数（ＫＤ值）。

１．４　ＫＢ对大肠埃希氏菌ＬＰＳ的体外中和作用测定
　　将０．０１、０．０３、０．１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＫＢ与１ｎｇ／ｍｌ的大肠埃希
氏菌ＬＰＳ于室温持续振荡孵育３０ｍｉｎ，以蒸馏水为阴性对照，
加入等体积鲎试剂，于３７℃进行动态浊度检测，将浊度通过标
准曲线换算为ＬＰＳ的效价浓度（ＥＵ值）。

１．５　ＫＢ对 ＬＰＳ和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６单独刺激 ＲＡＷ
２６４．７细胞释放ＴＮＦα和ＩＬ６的抑制作用

　　将终浓度分别为０．０１、０．０３、０．１０、０．３０、１．００μｍｏｌ／Ｌ的
ＫＢ分别加入由大肠埃希菌 ＬＰＳ（５０ｎｇ／ｍｌ）和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６
（０．５μｇ／ｍｌ）单独刺激的 ＲＡＷ２６４．７细胞（１×１０６／ｍｌ）中，以
未经刺激的 ＲＡＷ２６４．７细胞为阴性对照，分别加样后１２ｈ后
取上清，ＥＬＩＳＡ法测ＴＮＦα和ＩＬ６，与未加ＫＢ组进行比较。

１．６　ＫＢ对热灭活细菌刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞释放
ＴＮＦα和ＩＬ６的抑制作用

　　制备热灭活细菌悬液，将终浓度为０．０１、０．０３、０．１０、０．３０、
１．００μｍｏｌ／Ｌ的 ＫＢ分别加入热灭活大肠埃希菌（ＥＣ）（５×
１０６ＣＦＵ／ｍｌ）和热灭活金黄色葡萄球菌（ＳＡ）刺激的ＲＡＷ２６４．７
细胞（１×１０６／ｍｌ）中，以未经刺激的ＲＡＷ２６４．７细胞为阴性对
照，分别于加样１２ｈ后取上清，ＥＬＩＳＡ法测ＴＮＦα和ＩＬ６，与未
加ＫＢ组进行比较。

１．７　腹腔注射热灭活大肠埃希菌悬液脓毒症模型的
建立及动物保护实验

　　将小鼠用随机数字法分为６组，模型对照组、低浓度ＫＢ组
（ＫＢ１）、中浓度ＫＢ组（ＫＢ２）、高浓度ＫＢ组（ＫＢ３）、血必净组和
乌司他丁组，每组２０只，雌雄各半。
　　热灭活大肠埃希菌重度脓毒症模型采用经腹腔注射菌液
（１．２×１０１１ＣＦＵ／ｋｇ），之后 ０、６、１２、２０、２８ｈ经尾静脉给药，
０１ｍｌ／２０ｇ，对照组注射生理盐水，ＫＢ组注射 ＫＢ溶液（０．０１、
０．０３、０．１０ｍｇ／ｋｇ），血必净组注射血必净注射液（５ｍｌ／ｋｇ），乌司
他丁组注射乌司他丁（１００００Ｕ／ｋｇ），观察记录动物７ｄ死亡率。
在极重度模型中将菌液攻击剂量增加为１．４×１０１１ＣＦＵ／ｋｇ，其余
条件不变。

　　热灭活金黄色葡萄球菌重度脓毒症模型中，菌液攻击剂量
为７×１０１１ＣＦＵ／ｋｇ，极重度模型菌液攻击剂量为９×１０１１ＣＦＵ／ｋｇ，
ＫＢ组剂量分别调整为０．１、０．３、１．０ｍｇ／ｋｇ，其余同热灭活大肠
埃希菌脓毒症模型保护实验。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件。数据以 珋ｘ±ｓ表示，体外实验结
果采用单因素方差分析，小鼠的存活时间和生存率采用Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ生存分析法。

２　结果

２．１　ＫＢ与大肠埃希氏菌ＬＰＳ、ＣｐＧＯＤＮ１８２６的亲和
力测定

　　ＫＢ种ＬＰＳ和ＣｐＧＯＤＮ发生明确的结合反应，并呈现显著
的量效关系。经换算，ＫＢ与ＬＰＳ和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６均具有高亲
和活性，ＫＤ值分别为７．３８ｎｍｏｌ／Ｌ和１９７．２０ｎｍｏｌ／Ｌ（图１、２）。

２．２　ＫＢ对大肠埃希氏菌ＬＰＳ的体外中和作用测定
　　阴性对照和单独ＫＢ（０．０１ｍｇ／ｋｇ）不引起鲎试剂的凝集反
应。相同浓度（１ｎｇ／ｍｌ）的大肠埃希氏菌 ＬＰＳ能够引起鲎试剂
的凝集反应，而分别加入浓度为０．０１、０．０３、０．１０μｍｏｌ／Ｌ的ＫＢ
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与 ＬＰＳ预孵育后，鲎试剂的凝集程度均降低，抑制率达到６０％
～９９％以上，与ＬＰＳ组比较具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图３。
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图１　ＫＢ与大肠杆菌ＬＰＳ的结合力测定
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图２　ＫＢ与ＣｐＧＯＤＮ１８２６的结合力测定
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

图３　ＫＢ对大肠埃希氏菌ＬＰＳ的体外中和作用

２．３　ＫＢ对 ＬＰＳ和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６单独刺激 ＲＡＷ
２６４．７细胞释放ＴＮＦα和ＩＬ６的抑制作用

　　大肠埃希菌ＬＰＳ和ＣｐＧＯＤＮ１８２６单独均可刺激活化ＲＡＷ

２６４．７细胞，导致炎症介质ＴＮＦα和ＩＬ６的释放大量增加，而同

时加入ＫＢ（０．０１～１．００μｍｏｌ／Ｌ）进行干预处理后，细胞上清中

ＴＮＦα和ＩＬ６的水平显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），表明ＫＢ能
够抑制其引发的ＲＡＷ２６４．７细胞炎性活化（表１、２）。

表１　ＫＢ对大肠埃希氏菌ＬＰＳ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＴＮＦα和

ＩＬ６的抑制作用（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＮＦα（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ）
阴性对照组 ０．２７７±０．０４４ １０３．８５１±１１９．０１６
ＫＢ组 ０．２５６±０．０４０ ５３．０７０±３３．５６６
ＬＰＳ组 ５２．２７３±３．４６４ ２３６４．９２５±１９７．０８９
ＬＰＳ＋０．０１μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ４．８２０±２．６６１ｂ １２４４．５４２±１７２．７９６ａ

ＬＰＳ＋０．０３μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ８．３０８±６．３０３ｂ ６８０．５０５±７２．６５８
ＬＰＳ＋０．１０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２．８０１±２．０２９ｂ １４９８．４３０±１１４７．９３１ａ

ＬＰＳ＋０．３０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２．９２５±１．５８５ｂ ８６９．２６０±３５８．７９３ａ

ＬＰＳ＋１．００μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２．２８６±０．８１８ｂ ６６３．８１２±１２０．２１５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

表２　ＫＢ对ＣｐＧＯＤＮ１８２６刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＴＮＦα和

ＩＬ６的抑制作用（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＮＦα（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ）
阴性对照组 ０．１８３±０．００４ １０３．８５１±１１９．０１６
ＫＢ组 ０．１７６±０．００４ ５３．０７０±３３．５６６
ＣｐＧ组 ２５．０４０±０．７２３ ４３１．２５７±３２．９４７
ＣｐＧ＋０．０１μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２０．０６８±１．７０１ ２９１．５９３±２２．９８３ａ

ＣｐＧ＋０．０３μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １６．１５６±０．４９４ａ ２２４．８５６±２９．０４３ａ

ＣｐＧ＋０．１０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １７．５１８±３．７１４ａ １７３．０１５±３７．３２１ａ

ＣｐＧ＋０．３０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １５．０７９±５．１６２ａ ２６０．３９３±６９．９８８ａ

ＣｐＧ＋１．００μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １３．２５６±２．０２７ａ １２９．４５３±２５．３４３ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣｐＧ组比较

２．４　ＫＢ对热灭活细菌刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞释放
ＴＮＦα和ＩＬ６的抑制作用

　　未经处理以及仅加入 ＫＢ（１μｍｏｌ／Ｌ）的 ＲＡＷ２６４．７细胞
炎症介质 ＴＮＦα和 ＩＬ６的水平极低。热灭活 ＥＣ菌液（５×
１０６ＣＦＵ／ｍｌ）处理的ＲＡＷ２６４．７细胞炎症介质 ＴＮＦα和 ＩＬ６
的释放大量增加，而同时加入ＫＢ（０．０１～１．００μｍｏｌ／Ｌ）干预处
理后，细胞上清中ＴＮＦα和 ＩＬ６的水平显著降低（Ｐ＜０．０１），
并且该作用呈现明显的剂量效应关系（表３）。
　　经热灭活ＳＡ菌液（５×１０７ＣＦＵ／ｍｌ）处理的 ＲＡＷ２６４．７细
胞加入ＫＢ（０．０１～１．００μｍｏｌ／Ｌ）干预处理后，与未加 ＫＢ组相
比，细胞上清中ＴＮＦα的水平显著降低，而 ＩＬ６水平下降不明
显，仅高浓度 ＫＢ组（１μｍｏｌ／Ｌ）降低（Ｐ＜０．０１），提示 ＫＢ对
Ｇ＋细菌ＳＡ刺激引发的ＲＡＷ２６４．７细胞炎性活化也有抑制作

用，但效果不如对Ｇ－细菌ＥＣ的抑制作用明显（表４）。

表３　ＫＢ对ＥＣ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＴＮＦα和ＩＬ６的

抑制作用（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＮＦα（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ）
阴性对照组 ０．１８３±０．００４ －２０．９１３±１．０９５
ＫＢ组 ０．１７６±０．００４ ２３６．４９３±６．６６１
ＥＣ组 ５２．７３８±１．８７０ ５９８７．０８３±４１３．１７３
ＥＣ＋０．０１μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ３０．４０３±４．１９９ａ ４３７１．０１８±９９２．７０３ａ

ＥＣ＋０．０３μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １２．９７５±１．０４８ａ ４０３７．７７８±６２８．７２４ａ

ＥＣ＋０．１０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １３．５３９±２．１８０ａ ４２９１．７０４±８６４．９９２ａ

ＥＣ＋０．３０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １２．６５３±３．６８０ａ ３１２４．８９２±４１８．４３０ａ

ＥＣ＋１．００μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ８．２８０±０．２４１ａ ３３００．９１１±７０２．２３３ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＥＣ组比较
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表４　ＫＢ对ＳＡ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＴＮＦα和ＩＬ６的
抑制作用（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＮＦα（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ）
阴性对照组 ０．１８３±０．００４ １０３．８５１±１１９．０１６
ＫＢ组 ０．１７６±０．００４ ５３．０７０±３３．５６６
ＳＡ组 ３１．０３５±６．１５３ ２３４０．６２３±１７０．０５５
ＳＡ＋０．０１μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２６．９６３±１．０８５ ２０１２．５２５±２８０．１８６
ＳＡ＋０．０３μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２１．７６１±２．８８３ａ １９７０．７２２±２７９．３９２
ＳＡ＋０．１０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２０．０４８±２．０１５ａ １９２７．１２７±３１９．８１７
ＳＡ＋０．３０μｍｏｌ／ＬＫＢ组 ２１．３９５±１．８２８ａ １９９０．２２９±５３．６４２
ＳＡ＋１．００μｍｏｌ／ＬＫＢ组 １９．４７０±２．４２７ａ １６８７．１８１±３１０．０１３ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡ组比较

２．５　ＫＢ对热灭活大肠埃希菌腹腔注射攻击脓毒症小
鼠的保护作用

　　ＫＢ对极重度脓毒症小鼠（死亡率８０％）具有保护作用，延
长小鼠生存时间，与对照组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；而血
必净和乌司他丁效果不佳，与对照组相比差异无统计学意义

（Ｐ＞００５，表５）。
　　在重度脓毒症小鼠模型中（死亡率６５％），血必净和乌司
他丁均有保护作用，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；而ＫＢ保护作用更强，与对照组比较差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１），与血必净组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。见
表５。

表５　ＫＢ对热灭活大肠埃希菌脓毒症小鼠的保护作用

组别　　 极重度脓毒症小鼠生存率 重度脓毒症小鼠生存率

模型对照组 ２０．０％ ３５．０％ｃｅ

ＥＣ＋ＫＢ１组 ４０．０％ａｃ ９５．０％ｂｃ

ＥＣ＋ＫＢ２组 ３０．０％ ９５．０％ｂｃ

ＥＣ＋ＫＢ３组 ４５．０％ａｃ １００．０％ｂｄｅ

ＥＣ＋血必净组 ２０．０％ ６５．０％ａ

ＥＣ＋乌司他丁组 ３０．０％ ７５．０％ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜
０．０１，与血必净组比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，与乌司他丁组比较

２．６　ＫＢ对热灭活金黄色葡萄球菌腹腔注射攻击脓毒
症小鼠的保护作用

　　３种成分均对此模型保护作用较差，除高浓度 ＫＢ组外，其
余组与对照组无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；在极重度（死亡率
９５％）和重度（死亡率６９％）动物模型中，高浓度 ＫＢ组均表现
出保护作用且优于血必净和乌司他丁（Ｐ＜０．０５）（表６）。

表６　ＫＢ对热灭活金黄色葡萄球菌脓毒症小鼠的保护作用

组别　　 极重度脓毒症小鼠生存率 重度脓毒症小鼠生存率

模型对照组 ５．０％ｄ ３１．３％
ＥＣ＋ＫＢ１组 ５．０％ｂ ５０．０％ｂｄ

ＥＣ＋ＫＢ２组 １０．０％ｄ ５５．０％
ＥＣ＋ＫＢ３组 ２５．０％ａｃ ８０．０％ａｃｅ

ＥＣ＋血必净组 ０ｅ １７．６％
ＥＣ＋乌司他丁组 １０．０％ｃ １８．８％

ａ：Ｐ＜０．０５，与模型对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与血必
净组比较，ｄ：Ｐ＜０．０５，ｅ：Ｐ＜０．０１，与乌司他丁组比较

３　讨论

　　脓毒症是由感染因素介导的全身性炎症反应综合
征，病原分子与模式识别受体结合，导致炎症细胞活

化，造成大量炎症介质的释放，继而引起补体系统和凝

血反应的过度活化，导致失控性炎症反应的发生，发生

多器官功能衰竭［６］。临床上由细菌介导的脓毒症占

９５％以上。其中约５０％的细菌脓毒症是直接由 Ｇ－细
菌引起。在Ｇ－细菌中，ＬＰＳ和细菌 ＤＮＡ是两种分布
最为广泛，作用最为重要的 ＰＡＭＰｓ［７］。近年来，革兰
阳性菌脓毒症的发病率逐年上升，至２０世纪９０年代
已达脓毒症发病率的４０％以上，并仍有升高趋势。其
中金黄色葡萄球菌发病率位居首位，其致病因素复杂、

耐药性不断增强，所致脓毒症的防治已成为现代创伤

外科和危重病医学面临的棘手难题之一［８－９］。国际上

对于脓毒症的防治研究，主要以拮抗炎症反应中的关

键分子和纠正凝血、补体等系统的紊乱为导向，主要有

各种细胞因子的抗体及其受体拮抗剂，ＴＮＦ抗体、白细
胞介素１（ＩＬ１）抗体、ＩＬ６抗体以及 ＮＯ拮抗剂等［１０］，

到目前为止，上述药物研究没有取得任何突破性进展，

表明针对某个或数个细胞因子调控的策略并不能从根

本上解决脓毒症防治的问题。因此，从拮抗脓毒症主要

病原分子的角度出发，从源头阻断炎症反应细胞的活

化，避免休克和多器官衰竭等威胁患者生命的后续事件

发生，可能才是解决脓毒症问题的关键。

　　ＰＧＮ、ＣｐＧＤＮＡ和ＬＰＳ是引起脓毒症的主要病原
相关分子，其中任何单一分子均可介导致死性脓毒症

的发生，然而临床上的脓毒症其病原分子都不是单一

的，因此只将某一种病原分子作为靶点，并不能完全解

决脓毒症防治的问题。因此，我室将３种病原分子包
被于生物传感器上，对１１４种具有抗炎作用的植物中
药进行筛选，采用定向分离技术从筛选处的中药地骨

皮中提取ＫＢ［１１］。本体外实验表明，ＫＢ与介导脓毒症
的主要病原菌大肠埃希氏菌ＬＰＳ和 ＣｐＧＯＤＮ１８２６均
具有高亲和活性，其解离平衡常数为 ｎｍｏｌ／Ｌ水平，表
明ＫＢ能够与引发脓毒症的主要病原分子ＬＰＳ和ＣｐＧ
ＤＮＡ产生良好的结合作用，这种作用可能是其发挥药
效活性的前提和基础。同时，ＫＢ能够抑制 ＬＰＳ对鲎
试剂的促凝作用，表明 ＫＢ不仅可结合 ＬＰＳ，同时也能
中和ＬＰＳ，发挥对 ＬＰＳ的拮抗活性。体外细胞因子实
验结果显示，ＫＢ不论是对单一病原分子 ＬＰＳ和 ＣｐＧ
ＯＤＮ１８２６刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放炎症介质 ＴＮＦα
和ＩＬ６，还是对包含复合病原分子的热灭活细菌刺激
ＲＡＷ２６４．７细胞释放炎症介质 ＴＮＦα和 ＩＬ６都具有
很好的抑制活性，并呈现明确的剂量效应关系，提示

ＫＢ通过与病原分子的结合，阻断病原分子对机体免疫
细胞的刺激作用，从而从源头发挥对炎症介质释放的

抑制作用。

　　目前多通过单一病原分子攻击动物建立脓毒症模
型，但临床上脓毒症的发生往往不是由单一的病原分

子诱发，且不同病原分子间存在协同作用，且单一注射
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ＬＰＳ动物，血清细胞因子水平远远高于脓毒症患者，因
此单一病原分子的刺激并不能较好模拟脓毒症发

生［１２］。本研究分别采用致死剂量的灭活大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌攻击动物建立脓毒症动物模型。热灭

活大肠埃希菌等革兰阴性菌主要含有病原分子 ＬＰＳ
及ＣｐＧＤＮＡ，热灭活金黄色葡萄球菌则主要含有病原
分子ＰＧＮ及 ＣｐＧＤＮＡ，比单一病原分子引起的脓毒
症模型更接近于临床上细菌引起的脓毒症。体外实验

表明，两者均可刺激细胞炎性活化，导致炎症介质

ＴＮＦα和ＩＬ６的释放大量增加。但由于建模所注射
菌液浓度较大，小鼠体型小，尾静脉注射易引起动物栓

塞死亡，故改用腹腔注射方法。

　　血必净注射液是从红花、赤芍、当归、川芎、丹参五
味中药中提取有效成分制成的注射液，具有清热解毒、

活血化瘀、扶正祛邪等功效，乌司他丁是由肝脏分泌的

种具有广谱蛋白酶抑制作用的糖蛋白，目前均广泛应

用于脓毒症的临床治疗［１３－１６］，在本研究中与 ＫＢ比
较，评价ＫＢ的保护作用。结果表明，不论在大肠埃希
菌还是金黄色葡萄球菌所致脓毒症小鼠模型中，ＫＢ都
表现出较强的保护作用，这可能与 ＫＢ结合中和了内
毒素与ＣｐＧＤＮＡ有关，从源头阻断了脓毒症的发生发
展，同时下调ＴＮＦα、ＩＬ６水平，抑制动物失控炎症反
应，提高动物生存率。

　　综上所述，ＫＢ能显著中和多个病原分子并抑制其
诱导的炎症反应，提高脓毒症模型动物生存率，优于现

有主要临床药物血必净与乌司他丁，有很好的开发应

用前景。
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