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龙胆苦苷对脓毒症所致急性肺损伤小鼠的保护作用

陈露露，徐关丽，袁红梅，蔡江晖，刘颖菊　　（４０００１６重庆，重庆医科大学药学院药理学教研室）

　　［摘要］　目的　观察龙胆苦苷对脓毒症急性肺损伤小鼠的保护作用。方法　 采用盲肠结扎穿孔的方法建立小鼠脓
毒症急性肺损伤模型。８０只１８～２２ｇ雄性昆明小鼠按随机区组设计分为假手术组、模型组、龙胆苦苷低剂量组（２５ｍｇ／ｋｇ）、
龙胆苦苷高剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ），每组２０只。各组于术前３０ｍｉｎ尾静脉注射龙胆苦苷或生理盐水。术后１２ｈ收集肺泡灌
洗液检测其中炎症因子（ＴＮＦα、ＩＬ６）及总蛋白含量，测定肺组织中丙二醛（ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、诱导型一氧化
氮合酶（ｉＮＯＳ）、一氧化氮（ＮＯ）含量，光镜下观察肺组织病理改变情况。结果　 与模型组相比，龙胆苦苷低、高剂量组肺
泡灌洗液中ＴＮＦα、ＩＬ６含量及总蛋白含量，肺组织中ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ、ＮＯ水平均较低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且病理学损
伤程度较模型组轻。结论　 龙胆苦苷能减轻炎症反应，对脓毒症所致急性肺损伤有保护作用。
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　　龙胆苦苷（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ，ＧＰＳ）是我国传统中药
材秦艽以及龙胆草中的活性成分，为环烯醚萜苷

类［１］。研究表明，龙胆［２－３］和秦艽［４］均有保肝、抗炎、

抗菌活性，同时单味提取物龙胆苦苷有一定的保肝、抗

炎的作用［１，５］。体外实验研究表明龙胆苦苷对金黄色

葡萄球菌、大肠杆菌也有抑制作用［６］。此外，龙胆［７］

及秦艽［８］的提取物都能降低有 ＣＣｌ４引起的 ＴＮＦα的

升高，但此作用是否直接与龙胆苦苷相关还不十分明

确。急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是临床高发病
率和高病死率的急危重症，以进行性和顽固性低氧血

症为主要特征，该疾病的发生多因２次打击所致，其中
脓毒症则是引发 ＡＬＩ的主要原因［９］。本实验采用盲

肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）的方法
诱导脓毒症急性肺损伤，此方法能更好地模拟 ＡＬＩ的
发病过程［１０］。同时，此模型中涉及细菌感染以及炎症

因子的大量释放，我们拟在通过此模型讨论龙胆苦苷
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在全身性炎症反应中的抗炎作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　龙胆苦苷（≥９８％，南京泽朗医药科技有限公司）；小鼠
ＴＮＦα（批号２０１２０５１８）和 ＩＬ６（批号２０１２０５１８）的 ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司；ＭＤＡ（批号２０１２０３１０）、
ＭＰＯ（批号 ２０１２０３１０），ｉＮＯＳ（批号 ２０１２０３０５）、ＮＯ（批号
２０１２０３２９）及ＢＣＡ蛋白测定（批号２０１２０５０８）试剂盒均购自南
京建成生物工程研究所。３Ｋ３０型超低温离心机（Ｓｉｇｍａ公司）；
恒温水浴锅（北京市长风仪器仪表公司）；５５０型酶标仪（Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司）。
１．２　实验动物及分组
　　８０只雄性昆明小鼠，体质量１８～２２ｇ，由重庆医科大学实验
动物中心提供。随机区组分为４组：假手术组、模型组、龙胆苦
苷低剂量组（２５ｍｇ／ｋｇ）、龙胆苦苷高剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ），每组
２０只。各治疗组均于ＣＬＰ手术前半小时尾静脉注射等体积龙
胆苦苷注射液，假手术组和模型组尾静脉注射等体积生理盐水。

１．３　ＣＬＰ动物模型
　　术前１２ｈ禁食不禁水，术前给药后腹腔注射４％水合氯醛
（０．１ｍｌ／１０ｇ）麻醉，给药组和模型组均行盲肠结扎穿孔术，手
术方法参考文献［１１］进行。腹部皮肤消毒后，于腹中线做切
口，打开腹腔，游离盲肠，于盲肠根部结扎，用穿刺针在结扎的

盲肠中部对穿一次，挤出少许粪便，回纳盲肠，缝合腹腔并消

毒。而假手术组只游离盲肠，不做结扎穿孔。术毕立即皮下注

射生理盐水，补充术中体液流失。

１．４　肺组织中ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及ＮＯ检测
　　ＣＬＰ术后１２ｈ，处死动物后，取右肺叶组织称量后，按比例
用预冷的生理盐水在冰浴下制备成１０％匀浆，按试剂盒说明书
进行操作，用比色法检测匀浆液ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及ＮＯ含量。
１．５　肺泡灌洗液中炎症因子及总蛋白含量测定
　　ＣＬＰ术后１２ｈ，处死动物后，剪开颈部皮肤，暴露气管，在气
管远心端剪一小口，插入导管固定，注入预冷的生理盐水０．８ｍｌ，
停留３０ｓ后回抽，灌洗２次，肺泡灌洗液回收率７０％～８０％，将
灌洗液１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液按说明书进行操作，用
ＥＬＩＳＡ法检测肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中
ＴＮＦα、ＩＬ６水平，ＢＣＡ法检测ＢＡＬＦ中总蛋白含量。
１．６　组织病理学检查
　　术后１２ｈ取出小鼠左肺叶组织，４％多聚甲醛固定标本后
常规石蜡包埋切片，经ＨＥ染色后光学显微镜下观察肺组织病
理改变况及炎症细胞浸润情况。

１．７　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计，采用方
差分析，组间采用ＬＳＤ进行多重比较。

２　结果

２．１　肺组织中ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及ＮＯ含量变化
　　术后１２ｈ，与假手术组相比，模型组肺组织中 ＭＤＡ、ＭＰＯ、
ＮＯ及ｉＮＯＳ含量显著升高。龙胆苦苷低、高剂量组均能够降低
脓毒症小鼠肺脏组织内 ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及 ＮＯ含量（Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组小鼠肺脏组织中ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及ＮＯ含量（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

ＭＰＯ
（Ｕ／ｇ）

ｉＮＯＳ
（Ｕ／ｍｇ）

ＮＯ
（μｍｏｌ／ｍｇ）

假手术组 ０．６７±０．１３ ０．３２±０．０７ ０．２７±０．１５ ０．３６±０．１８
模型组 １．２７±０．１２ｂ ０．６０±０．１５ｂ ０．５２±０．２１ａ ０．８０±０．１５ｂ

龙胆苦苷低剂量组 ０．９８±０．１８ｃ ０．４２±０．０９ｃ ０．２３±０．０７ｃ ０．５０±０．１８ｃ

龙胆苦苷高剂量组 ０．９３±０．０９３ｄ ０．３０±０．１０ｄ ０．２８±０．１２ｃ ０．３３±０．１６ｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，
与模型组比较

２．２　ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６、总蛋白含量变化
　　术后１２ｈ，肺泡灌洗液中 ＴＮＦα、ＩＬ６、总蛋白含量水平较
假手术组有明显升高。与模型组相比，龙胆苦苷低、高剂量组

ＴＮＦα、ＩＬ６、总蛋白含量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）均较模型组有明
显降低，龙胆苦苷高剂量组 ＩＬ６、总蛋白含量降低尤为明显
（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　各组小鼠肺泡灌洗液中ＴＮＦα、ＩＬ６、总蛋白含量（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ） 总蛋白（μｇ／ｍｌ）
假手术组 ２３．５１±７．４２ ２４．４３±１０．０９ ３１３．４７±３０．３８
模型组 ５０．３０±９．０２ａ ３３４８．６２±６１６．２５ａ ７０４．６１±１１９．８３ａ

龙胆苦苷低剂量组 ３４．１６±６．７５ｂ ２６６１．００±３８９．４３ａｂ ４４０．０９±７３．８５ｃ

龙胆苦苷高剂量组 ２４．０８±１２．３３ｃ １７３３．６０±４８８．８２ａｃｅ ３２０．４８±５１．１１ｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与模型组比
较；ｄ：Ｐ＜０．０５，ｅ：Ｐ＜０．０１，与龙胆苦苷低剂量组比较

２．３　肺组织病理损伤变化情况
　　假手术组肺泡结构完整，肺泡腔干净，肺泡壁无明显增厚，
肺泡间质无明显中性粒细胞浸润；模型组肺组织大量炎症细胞

浸润、红细胞漏出，肺泡壁水肿、增厚、肺泡完整性被破坏。龙

胆苦苷低剂量组可见有炎性浸润、充血水肿，肺泡壁增厚，但损

伤程度仍较模型组轻。龙胆苦苷高剂量组可见有部分炎性细

胞浸润，肺泡结构完整性较好，充血水肿较轻，肺泡壁轻度增

厚，病理损伤情况较模型组有明显改善（图１）。

! "

# $

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：龙胆苦苷低剂量组；Ｄ：龙胆苦苷高剂量组
图１　各组小鼠肺组织病理学变化　（ＨＥ×４０）
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３　讨论

　　ＣＬＰ术是经典的诱导脓毒症的造模方法［１２］，这种

方法诱导的急性肺损伤模型病理损伤较重，但也较为

理想［１０］。ＣＬＰ术后腹腔由于粪便的漏出，形成局部感
染灶，大量微生物繁殖，细菌释放的内毒素激发宿主自

身防御反应，随即释放大量炎症因子［１２］。炎症因子不

但能直接损伤靶器官，还能通过促进脂质过氧化、中性

粒细胞活化及浸润、诱导免疫细胞如中性粒细胞大量

表达ｉＮＯＳ，以及 ｉＮＯＳ来源的 ＮＯ都将对组织产生损
害作用［１３－１４］。

　　炎症因子在脓毒症肺损伤的发生、发展中起着非
常重要的作用。其中，ＴＮＦα是脓毒症急性肺损伤炎
症反应的重要启动因子，能增强白细胞的聚集效应，促

进中性粒细胞的活化和浸润，促进其他促炎因子的分

泌，增强炎症反应［１５］；而 ＩＬ６是重要二级炎性反应介
质，能促进ＮＯ等血管活性物质的产生，促进氧自由基
释放，加重组织损伤［１６］。我们对 ＢＡＬＦ中的 ＴＮＦα、
ＩＬ６水平进行了检测，所得到结果显示，术后１２ｈ模
型组ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６水平远远高于假手术组，炎
症因子的检测情况，符合脓毒症病程中炎症因子过度

升高的特点，表明肺部炎症反应急剧，炎症损伤十分严

重。而在龙胆苦苷低、高剂量组中我们可以观察到，

ＴＮＦα、ＩＬ６含量虽仍高于假手术组，但其数值均明显
低于模型组。由于 ＩＬ６代谢缓慢［１７］，其值远远高于

ＴＮＦα，说明ＩＬ６水平是一个良好的检测、观察指标。
预处理组中炎症因子水平的降低，表明龙胆苦苷能减

轻脓毒症所致肺损伤剧烈的炎症反应，对肺损伤有一

定的保护作用。而此作用可能与龙胆苦苷能直接减少

炎症因子的释放或者能加速炎症因子的排泄有关。

　　本实验中，我们通过测定肺组织匀浆液中 ＭＤＡ、
ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及 ＮＯ的含量、ＢＡＬＦ中总蛋白含量水平，
以了解肺脏局部组织的损伤情况。ＣＬＰ术后，模型组
肺组织匀浆液中 ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及 ＮＯ、ＢＡＬＦ中总
蛋白含量水平明显高于假手术组，表明此模型中肺组

织局部中性粒细胞浸润，炎性渗出以及氧化损伤都十

分严重。然而龙胆苦苷低、高剂量预处理组，术后１２ｈ
的ＭＤＡ、ＭＰＯ、ｉＮＯＳ及 ＮＯ水平，ＢＡＬＦ中总蛋白含量
均明显低于模型组，可见，龙胆苦苷预处理减轻了ＣＬＰ
小鼠肺部中性粒细胞浸润以及炎性渗出，改善局部组

织脂质过氧化损伤，表明龙胆苦苷具有一定的抗炎、抗

氧化作用，发挥脏器保护作用。

　　从肺组织病理切片中，我们有了更直观的了解。
从图１中我们可以看到，ＣＬＰ术后１２ｈ，模型组肺组织
已经出现明显的病理损害，肺泡壁充血、水肿、增厚、炎

细胞浸润以及完整性被破坏，急性肺损伤的模型已然

建立。龙胆苦苷低、高剂量术前预处理后，肺泡壁充

血、增厚情况以及炎性细胞渗出程度都有减轻，肺组织

损害情况都较模型组有改善，可见该药发挥了一定的

肺脏保护作用。

　　龙胆苦苷是我国传统中药材中的重要成分，目前
对龙胆苦苷单体药理作用的研究主要集中在研究它的

保肝和局部的抗炎作用上［１，５］。本实验研究了龙胆苦

苷在脓毒症所致急性肺损伤模型中所发挥的作用，研

究表明龙胆苦苷能降低脓毒症急性肺损伤小鼠肺部中

性粒细胞浸润及炎性渗出情况，减轻脂质过氧化，降低

ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６含量，减轻炎症反应情况，可发挥
一定的肺脏保护作用。同时我们可以推测，龙胆及秦

艽提取物能降低ＣＣＬ４所致ＴＮＦα水平可能与龙胆苦
苷作用紧密相关。然而，龙胆苦苷抗炎、抗氧化的具体

机制还不明确，有待进一步研究。
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