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虫草素对 ＣＬＰ诱导的脓毒症大鼠免疫调节作用及肝肺组织病理变化的影响
郭　蕾，骆艳妮，马　琪，侯彦丽，赵玉杰，张小玲　（西安交通大学第二附属医院重症医学科，陕西 西安 ７１０００４）

［摘　要］　目的　探索虫草素对盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）诱导的脓毒症大鼠免疫反应的调节作用及肝肺组织病理变化的影响。
方法　利用盲肠结扎穿刺法构建大鼠脓毒症模型。ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、加药组（ＣＤＰ１０、２０、５０ｍｇ／ｋｇＢＷ）５组，每组
５例。苏木素伊红染色检测肝、肺组织病理损伤情况。ＴＵＮＥＬ染色检测肝、肺组织细胞凋亡情况。蛋白免疫印迹检测肺组织Ｋｉ６７、
ｃａｓｐａｓｅ３和ｐ６５蛋白表达情况。ＥＬＩＳＡ检测血清炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ１０水平。结果　与模型组相比较，随着虫草素
浓度的增加，加药组肝、肺病理损伤程度减轻；加药组细胞凋亡数目随虫草素浓度的增加而减少（Ｐ＜０．０１）；加药组ｃａｓｐａｓｅ３和ｐ６５
表达水平随虫草素浓度的增加而降低，Ｋｉ６７蛋白表达水平随虫草素浓度的增加而升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比较，加药组炎症因
子ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β水平随虫草素浓度的增加而减少（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１０随虫草素浓度的增加而增加。结论　虫草素通过抑制
ＮＦκＢ改善大鼠肝肺组织病理损伤，并降低脓毒症进程中炎症反应。
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ｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｅｐｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｅｐｓｉｓ；ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ；ｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎｐｕｎｃｔｕｒｅ；ｌｉｖｅｒ；ｌｕｎｇ；ｒａｔ；ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

　　脓毒症是重症监护中病死率很高的一种严重疾
病，其特点是全身不受控制的过度炎症反应、弥散性血

管内凝血和多器官功能障碍［１２］。脓毒症的发病机制

很复杂。脓毒症发生的原因主要是宿主对病原体的免

疫应答而产生免疫系统失调［１，３］。迄今为止，脓毒症

的生理病理机制已得到很好的研究。许多介质如促炎

细胞因子、趋化因子和自由基等被发现参与脓毒症的

过程［４］。尽管提出了各种治疗策略，但有效改善脓毒

症治疗的药物仍有待开发。抗生素是临床治疗的主要

策略，但败血症的病死率仍然高达３０％ ～４０％［５］。冬

虫夏草作为一种传统中药已经使用了４００多年，被认
为是肺和肾的补药。临床上其还被用于治疗一些过敏

性、炎症性和自身免疫性疾病，如过敏性哮喘、系统性

红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）、慢性肾
炎和同种异体排斥反应［６］。冬虫夏草中最主要的活

性成分是虫草素，也称 ３’脱氧腺苷，属于核苷衍生
物。虫草素具有多种生物学效应如抑制ＤＮＡ、ＲＮＡ合
成，增强细胞增殖，抗肿瘤，抗炎，抗真菌和抗疟，免疫

调节等［７８］。尽管关于虫草素在循环系统、免疫系统、

呼吸系统和腺体系统方面的研究很多［９１０］，但虫草素

对脓毒症的影响尚未报道。探讨虫草素对脓毒症的影

响有助于临床上脓毒症的防治，本研究通过盲肠结扎

穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构建脓毒症模型，研
究虫草素对 ＣＬＰ诱导的脓毒症大鼠免疫调节和肝肺
组织病理变化的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂
实验动物普通级健康 ＳＤ大鼠，成年雄性，体质量

２５０～２８０ｇ，购自河南省实验动物中心。动物被安置
在以下环境中：温度 ２２℃左右，相对湿度 ５５％ ～
６０％，１２ｈ昼夜交替，大鼠食物和饮用水无限制。虫
草素购自美国 ｓｅｌｌｅｃｋ公司，分子式为：Ｃ１０Ｈ１３Ｎ５Ｏ３，分
子量为２５１．２４，纯度为９９．９７％。Ｔｕｎｅｌ试剂盒（ＩｎＳｉ
ｔｕＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ）购自罗氏（Ｒｏｃｈｅ）；ＥＬＩＳＡ

试剂盒购自Ｒ＆Ｄ公司；抗Ｋｉ６７（ａｂ１６６６７）和ｃａｓｐａｓｅ３
（ａｂ１３５８５）抗体购自Ａｂｃａｍ公司；苏木素伊红（ＨＥ）染
色试剂盒购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司）。
１．２　动物分组及模型建立

ＳＤ大鼠随机分为５组（ｎ＝５）：对照组、模型组、
加药组。加药组大鼠腹腔注射虫草素（ＣＤＰ１０，２０，
５０ｍｇ／ｋｇＢＷ），连续１周 。对照组进行假手术，并在
给加药组注射虫草素时，模型组和对照组组注射等量生

理盐水。加药组和模型组采用盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）构
建大鼠脓毒症模型［１１］，手术步骤如下：大鼠在异氟醚麻

醉下进行剖腹手术，２％碘酊皮肤消毒，下腹部纵切口，
暴露盲肠，结扎盲肠中部，用２２号针穿刺盲肠２次，缝
合切口。手术后立即皮下注射１ｍＬ生理盐水进行流体
复苏，防止休克。对照组进行切口，拿出盲肠、放回，缝

合切口。手术完成后将大鼠放在电热毯上恢复１ｈ，每
隔１２ｈ皮下注射止痛药丁丙诺啡（０．１ｍｇ／ｋｇ）。手术
后６ｈ开始药物处理。
１．３　取材

各组大鼠连续１周腹腔注射虫草素或生理盐水后
处死，取肝肺组织制成石蜡切片（４％多聚甲醛固定 －
脱水－包埋 －切片）用于后续切片染色；收集各组肝
肺组织液氮冷冻，冷藏于 －８０℃冰箱待 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测；同时收集各组大鼠的血清储存在４℃尽快进行
ＥＬＩＳＡ检测。
１．４　ＨＥ染色

将各组大鼠肝肺组织石蜡切片，用二甲苯浸洗

２次，每次 ５ｍｉｎ；用梯度乙醇（１００％、９５％、９０％、
８０％、７０％）各浸洗１次，每次３ｍｉｎ；染色，在光学显
微镜下观察组织病变情况并拍照。

１．５　Ｔｕｎｅｌ染色
二甲苯脱蜡，每次５ｍｉｎ；梯度乙醇（１００％、９５％、

９０％、８０％、７０％）复水，每次３ｍｉｎ；ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ工作
液消化组织１５ｍｉｎ在２５℃；ＰＢＳ漂洗；按照说明书进
行Ｔｕｎｅｌ染色，漂洗；玻片干后加５０μＬｃｏｎｖｅｒｔｅｒＰＯＤ
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于标本上，加盖玻片在暗湿盒中３７℃反应３０ｍｉｎ，漂
洗；在组织处加 ５０μＬＤＡＢ底物，在 ２５℃下反应
１０ｍｉｎ，漂洗；拍照，然后用苏木素复染３～５ｓ，立即用
自来水冲洗。梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶封

片。加一滴ＰＢＳ在视野下，用光学显微镜观察凋亡细
胞并拍照。

１．６　ＷＢ检测蛋白相对表达水平
液氮研磨各组大鼠肺组织，冰上裂解，提取组织中

总蛋白；用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量；取等量蛋白与
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合，１００℃金属浴１０ｍｉｎ；离心，取上
清上样到ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳中分离蛋白，并转移至
０．２２μｍ孔径的 ＰＶＤＦ膜；５％的脱脂奶粉室温封闭
１～２ｈ；加入抗 Ｋｉ６７和抗 ｃａｓｐａｓｅ３一抗，４℃过夜孵
育，次日，ＴＢＳＴ清洗后再加标记 ＨＲＰ的二抗，室温孵
育１ｈ，清洗。最后加入ＥＣＬ发光液，于凝胶成像系统
进行曝光拍照，并用ＩｍａｇｅＪ软件统计灰度值计算相对
表达量。ＧＡＰＤＨ作为上样量一致的参照，至少进行
３次独立的重复实验。
１．７　ＥＬＩＳＡ检测血清炎症因子水平

取各组大鼠血清，进行酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）检测炎症因子（ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１０）
水平。根据说明书，首先加入稀释后的标准品、待测样

品５０μＬ于反应孔内，设计好复孔和阴性对照；立即加
入５０μＬ的生物素标记的抗体。盖上膜板，轻轻振荡
混匀，３７℃温育１ｈ；甩去孔内液体，每孔加满 ＰＢＳＴ，
振荡３０ｓ，甩去洗涤液，用吸水纸拍干，重复此操作
４次；每孔加入８０μＬ的亲和链酶素ＨＲＰ，轻轻振荡混

匀，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，洗涤方法同上；每孔加入底物
Ａ、Ｂ各５０μＬ，轻轻振荡混匀，３７℃避免孵育１０ｍｉｎ；
取出酶标板，迅速加入５０μＬ终止液，加入终止液后应
立即测定结果：在４５０ｎｍ波长处测定各孔的ＯＤ值。
１．８　统计学方法

实验数据用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，两
两比较用独立的ｔ检验，分析比较模型组与对照组／加
药组与模型组之间凋亡细胞数目、炎症因子水平以及

蛋白表达的差异。以Ｐ＜０．０１为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　虫草素改善脓毒症导致的肝肺损伤
为了探索虫草素对ＣＬＰ诱导脓毒症的影响，对大

鼠肝肺组织进行 ＨＥ染色，并在光学显微镜下观察肝
肺组织病理损伤情况。与对照组相比，模型组肝组织

表现出明显病理损伤，细胞不完整、出现明显的裂痕、

出血、炎性细胞浸润（图１），说明 ＣＬＰ造成严重肺损
伤；与模型组相比，加药组肝细胞趋于完整，出血明显

减少，炎性细胞减少，病理损伤明显减轻且呈剂量依赖

的特点，说明虫草素改善脓毒症造成的急性肝损伤。

与对照组相比，模型组表现出明显的病理损伤，如肺泡

壁增厚、毛细血管扩张、肺泡充血、间质炎性细胞浸润

（图１），说明 ＣＬＰ造成严重肺损伤；与模型组相比，加
药组出血减少，炎性细胞减少，肺泡结构趋于完整，病

理损伤明显减轻且呈剂量依赖的特点，说明虫草素改

善脓毒症造成的急性肺损伤。

图１　大鼠肝肺病理损伤（ＨＥ×４００）

２．２　虫草素降低脓毒症肝肺组织细胞凋亡细胞数目
Ｔｕｎｅｌ结果显示，棕黄色颗粒为阳性凋亡细胞，紫

色颗粒为阴性细胞。肝组织染色结果显示（图２），与
对照组相比，模型组棕黄色颗粒明显增多；观察模型组

肝细胞形态，呈现出以下特征：棕黄色颗粒染色质浓

缩、边缘化、核膜裂解、染色质分割成块状；与模型组相

比，加药组棕黄色细胞明显减少，且细胞形态随虫草素

浓度增加逐渐趋近于对照组；肺组织染色结果显示

（图２），与对照组相比，模型组棕黄色颗粒明显增多；观
察模型组肺细胞形态，呈现出以下特征：出现大颗粒棕
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黄色小体、棕黄色颗粒染色质浓缩、边缘化、核膜裂解、

染色质分割成块状；与模型组相比，加药组棕黄色细胞

明显减少，且细胞形态随虫草素浓度增加逐渐趋近于对

照组；统计细胞凋亡细胞数目见图３，与对照组相比，模

型组肝肺细胞凋亡细胞数目大大增加（Ｐ＜０．０１）；同
时，与模型组相比，加药组肝肺细胞凋亡细胞数目随虫

草素浓度增加而明显减少（Ｐ＜０．０１），说明虫草素能减
轻ＣＬＰ诱导的脓毒症引发的肝肺细胞凋亡。

图２　肝组织及肺组织Ｔｕｎｎｅｌ染色结果（×４００）

：与Ｃｔｒｌ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＣＬＰ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　细胞凋亡统计

２．３　蛋白免疫印迹检测增殖、凋亡标记蛋白
为了验证虫草素对肺损伤的治疗机制，本文检测

了虫草素对细胞增殖标记蛋白 Ｋｉ６７和促凋亡蛋白
ｃａｓｐａｓｅ３表达水平的影响。与对照组相比，模型组
Ｋｉ６７表达量显著减少，而 ｃａｓｐａｓｅ３表达量明显增加
（Ｐ＜０．０１），说明模型组细胞增殖被抑制，同时存在大
量细胞凋亡（图４）；与模型组相比，加药组 Ｋｉ６７表达
水平随虫草素剂量增加而显著增加，ｃａｓｐａｓｅ３表达水
平随虫草素剂量增加而显著减少（Ｐ＜０．０１）；统计条
带灰度值，虫草素可以通过上调 Ｋｉ６７表达水平、下调
ｃａｓｐａｓｅ３表达水平，促进细胞增殖，减少细胞凋亡减
轻抑制肺损伤（图５）。
２．４　虫草素能降低脓毒症引起的炎症反应

为了验证炎性因子的产生，采用酶联免疫吸附实验

检测大鼠血清标志炎症细胞因子水平。与对照组相比，

模型组炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα水平显著增加
（Ｐ＜０．０１），抗炎细胞因子ＩＬ１０水平显著下降（图６），

图４　ＷＢ检测肺组织中Ｋｉ６７和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平

：与Ｃｔｒｌ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＣＬＰ组比较，Ｐ＜０．０１
图５　蛋白相对表达水平分析

说明脓毒症引发大鼠机体产生严重的炎症反应。与模

型组相比，加药组ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα水平随加药浓
度增加而降低（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１０水平随加药浓度增加
而升高，说明虫草素能调节炎症细胞因子从而降低大

鼠脓毒症引起的炎症反应。

２．５　虫草素能抑制脓毒症引起的肺组织中ＮＦκＢ激活
为了检测虫草素对 ＮＦκＢ信号通路的调节情况，

本文采用蛋白免疫印迹检测各组肺组织样本 ＮＦκＢ
ｐ６５蛋白和磷酸化 ｐ６５蛋白相对表达量，各组 ＮＦκＢ
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ｐ６５蛋白表达水平差异无统计学意义（图７）；与对照
组相比，模型组 ｐｐ６５蛋白表达水平提高，ｐｐ６５／ｐ６５
比值显著增加（Ｐ＜０．０１），说明模型组 ＮＦκＢ信号通
路激活；与模型组相比，加药组ｐｐ６５蛋白表达水平随

虫草素浓度增加而降低，ｐｐ６５／ｐ６５比值明显减少
（Ｐ＜０．０１），说明虫草素能抑制ＮＦκＢｐ６５磷酸化，抑
制ＮＦκＢ信号通路。

ａ：ＩＬ６；ｂ：ＴＮＦα；ｃ：ＩＬ１β；ｄ：细胞凋亡率　：与Ｃｔｒｌ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＣＬＰ组比较，Ｐ＜０．０１
图６　ＥＬＩＳＡ检测血清炎症因子水平

ａ：ＷＢ图片；ｂ：蛋白相对表达水平　：与 Ｃｔｒｌ组比较，

Ｐ＜０．０１；＃：与ＣＬＰ组比较，Ｐ＜０．０１

图７　ＷＢ检测肺组织中Ｐ６５的磷酸化情况

３　讨论

脓毒症是一种具有复杂病理机制的严重临床综合

征，多种因素影响脓毒症发展过程中的全身炎症和免

疫反应［１２］。尽管通过抗生素治疗、积极的外科干预，

可以改善脓毒症患者感染性休克和 ＭＯＤＳ水平，但仍
是最常见的死因。因为脓毒症整个阶段的炎性和免疫

反应涉及到大量的介质天然提取物具有多种生物活性

和多种靶器官，在脓毒症治疗中比通常有特定靶点的

药物更有效［１３］。在本研究中，我们证明了虫草素对脓

毒症有明显的减轻作用。当感染超出身体的补偿能力

时，不同器官系统的功能就会受损。一般来说，呼吸系

统最先发生故障，其次是肝、肾、心脏和其他系统［１４］。

本研究通过ＨＥ染色检查肺和肝病理损伤，结果表明
ＣＬＰ（模型组）导致肝、肺呈现出明显病理损伤，加药组
以剂量依赖的方式减轻肝、肺病理损伤，说明在脓毒症

进程中虫草素能保护肝、肺器官，减少脓毒症造成的多

器官损伤。

有效控制炎症反应是脓毒症治疗的重要组成部

分。脓毒症的炎症反应主要表现为促炎性细胞因子

（如ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα）的过度产生，被认为是早期
脓毒症的特征［１５］。此外，减少这些细胞因子的分泌可

以延缓脓毒症的发展，降低脓毒症患者或动物模型的

死亡率［１６］。本研究结果与上述研究一致，在脓毒症大

鼠血清中发现 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα水平显著升高。
多项研究表明，虫草素具有免疫调节和抗炎作用。

Ｚｈｏｕ等［１０］指出虫草素能够以剂量依赖性的方式在体

外强烈地增加 ＩＬ１０水平，同时抑制了噬菌体诱导的
ＩＬ２的产生，改变ＩＬ１０／ＩＬ２的比值，能明显抑制Ｔ淋
巴细胞的增殖和活化。ｄｅＪｏｎｇ等［１７］报道，虫草素能

诱导调节型单核树突状细胞。Ｃｈｏｉ等［１８］研究表明，虫

草素能通过抑制巨噬细胞内 ＮＦκＢ激活，从而抑制炎
症因子ＩＬ１β和 ＴＮＦα产生，抑制脂多糖（ＬＰＳ）诱导
的炎症。ＩＬ１０被认为是一种潜在的抗炎细胞因子，对
Ｔｈ１淋巴细胞、抗原提呈细胞以及炎症介质的产生有
很强的抑制作用［１９］。本研究结果显示，虫草素能够以

剂量依赖性的方式增加 ＩＬ１０水平，并以剂量依赖性
的方式减少ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα水平，说明虫草素抑
制脓毒症进程中炎症发生。由此看来，虫草素可能对

自身免疫性疾病和炎性疾病有治疗作用。

以往研究表明，ＮＦκＢ是一个广泛存在的转录因
子，负责许多基因的转录，包括促炎细胞因子、趋化因

子、黏附分子，在脓毒症中发挥了重要的调控作用［２０］。

ＮＦκＢ的激活与免疫调节和炎症反应息息相关，抑制

７８７局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（１１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ＮＦκＢ的激活是治疗脓毒症的重要手段［１３］。ＮＦκＢ
的激活依赖ｐ６５磷酸化，并转移到细胞核，因此ｐ６５磷
酸化水平一定程度上代表 ＮＦκＢ信号激活。本研究
检测了脓毒症大鼠肺组织 ｐ６５磷酸化水平，结果表明
ＣＬＰ导致肺组织 ＮＦκＢ的激活；而虫草素处理后抑制
肺组织磷酸化 ｐ６５水平，即抑制 ＮＦκＢ信号，且抑制
效果呈剂量依赖的特征；因此本文推断，虫草素很可能

通过抑制ＮＦκＢ信号通路减轻脓毒症大鼠肺损伤和
炎症反应。

综上所述，虫草素可以减轻 ＣＬＰ诱导的脓毒症造
成的肝肺损伤，并加强大鼠免疫调节。虫草素减轻脓

毒症的分子机制可能是通过减少 ｐ６５磷酸化水平和
ＮＦκＢ的激活，调节炎症介质，从而加强 ＣＬＰ诱导的
脓毒症大鼠的免疫调节能力和抗炎症能力。虫草素可

能为治疗脓毒症的一种有效药物。
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