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丹红注射液对感染性休克大鼠肺损伤的保护作用机制
王丽娜

作者单位：承德市第三医院感染一科，河北 承德067000
摘要： 目的 观察丹红注射液（DHI）对感染性休克（SS）大鼠肺损伤的保护作用，并探讨其作用机制。方法 2018年 4月至

2019年 8月，48只健康雄性 SD大鼠采用随机数字表法分为对照组、模型组、DHI干预组和阳性对照组，12只/组。采用腹腔注

射脂多糖构建内毒素性休克致肺损伤模型；造模成功后，DHI干预组经腹腔注射 2 mL/kg DHI，阳性对照组经腹腔注射 1 mL/kg
地塞米松，模型组和对照组大鼠均予以等体积生理盐水。通过苏木精-伊红（HE）染色观察大鼠肺组织病理改变；测量肺组织

湿干质量比（W/D）；采用酶联免疫吸附测定（ELISA）检测肺组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6含量水平；采用

免疫组织化学法检测肺组织核因子-κB（NF-κB）及κB抑制因子α（IκB-α）蛋白表达。结果 模型组大鼠肺组织W/D较对照组

增加［（5.56±0.51）比（4.02±0.37）］，DHI干预组肺组织W/D较模型组降低［（4.72±0.44）比（5.56±0.51）］（P<0.05），DHI干预组与

阳性对照组W/D［（4.72±0.44）比（4.45±0.46）］比较差异无统计学意义（P>0.05）；模型组 TNF-α［（0.66±0.08）μg/g比（0.23±0.06）
μg/g］，IL-6［（128.04±10.35）ng/g比（38.17±6.82）ng/g］含量较对照组升高（P<0.05），DHI干预组TNF-α［（0.41±0.06）μg/g比（0.66±
0.08）ng/g］，IL-6［（66.38±6.20）ng/g比（128.04±10.35）ng/g］含量较模型组下调（P<0.05），阳性对照组肺组织TNF-α［（0.38±0.07）
μg/g比（0.41±0.06）μg/g］，IL-6［（60.54±5.27）ng/g比（66.38±6.20）ng/g］含量与DHI干预组比较差异无统计学意义（P>0.05）；与对

照组比较，模型组NF-κB（p65）及 IκB-α呈强阳性免疫反应，与模型组比较，DHI干预组NF-κB（p65）及 IκB-α阳性反应减弱，阳

性细胞百分比下降（P<0.05），DHI干预组与阳性对照组NF-κB（p65）及 IκB-α阳性细胞百分比差异无统计学意义（P>0.05）。结

论 DHI可能通过抑制NF-κB活化，减少TNF-α、IL-6等促炎细胞因子表达，在SS大鼠肺损伤中发挥保护作用。
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Protective mechanism of Danhong injection on lung injury in rats with septic shock
WANG Lina
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Abstract： Objective To observe protective effect of Danhong injection (DHI) on lung injury in rats with septic shock (SS), and to
explore its action mechanism.Methods The starting and ending time of this experiment was from April 2018 and August 2019, 48
healthy male SD rats were assigned into control group, model group (LPS), DHI intervention group (LPS+DHI) and positive control
group (LPS+DEX) according to random number table method, 12 cases in each group. The models of rats with endotoxin shock induced
lung injury were constructed by intraperitoneal injection of lipopolysaccharides (LPS). After successful modeling, LPS+DHI group was
intraperitoneally injected with 2 mL/kg DHI, LPS+DEX group was intraperitoneally injected with 1 mL/kg dexamethasone (DEX), LPS
group and control group were given same volume of normal saline. The pathological changes of lung tissues were observed by HE stain‑
ing. The wet-dry ratio (W/D) of lung tissues was measured. The levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin (IL)-6 in lung
tissues were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expressions of nuclear factor κB (NF-κB) and κB suppres‑
sor α (IκB-α) proteins in lung tissues were detected by immunohistochemistry.Results W/D of lung tissue in model group was higher
than that in control group [(5.56±0.51) vs. (4.02±0.37), W/D of lung tissue in DHI intervention group was lower than that in model group
[(4.72±0.44) vs. (5.56±0.51)] (P<0.05). There was no significant difference in W/D between DHI intervention group and positive control
group [(4.72±0.44) vs. (4.45±0.46)] (P>0.05). The levels of TNF-α [(0.66 ± 0.08) μg/g vs. (0.23 ± 0.06) μg/g] and IL-6 [(128.04 ±
10.35) ng/g vs. (38.17 ± 6.82) ng/g] in model group were higher than those in control group (P<0.05), the levels of TNF-α and IL-6 in
DHI intervention group were lower than those in model group [(0.41 ± 0.06) μg/g vs. (0.66 ± 0.08) ng/g, (66.38 ± 6.20) ng/g vs. (128.04 ±
10.35) ng/g] (P<0.05). There was no significant difference in TNF-α [(0.38 ± 0.07) μg/g vs. (0.41 ± 0.06) μg/g] or IL-6 [(60.54 ± 5.27)
ng/g vs. (66.38 ± 6.20) ng/g] between positive control group and DHI intervention group (P>0.05). Compared with control group, NF-κB
(p65) and IκB-α showed strongly positive immune response in model group. Compared with model group, positive responses of NF-κB
(p65) and IκB-α were decreased in DHI intervention group, and percentage of positive cells was decreased (P<0.05). There was no sig‑
nificant difference in percentage of NF-κB (p65) or IκB-α positive cells between DHI intervention group and positive control group (P>
0.05).Conclusion DHI may play protective roles against lung injury in SS rats by inhibiting NF-κB activation, and reducing expres‑
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sions of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-6.
Key words： Lung injury; Shock, septic; Danhong injection; NF-kappa B; Tumor necrosis factor-alpha; Interleukin-6;
Rats, Sprague-Dawley

感染性休克（SS）是指病原菌及其毒素引起的

以低血压、代谢性酸中毒以及全身炎症反应为特征

的病理过程，给病人健康造成严重威胁［1］。在 SS发
病过程中，肺是最早受累器官之一，数据显示，约有

50%病人伴有肺损伤，严重时可发展为急性呼吸窘

迫综合征［2］。病原菌感染后释放的毒性介质如脂多

糖等可使免疫系统过度活化，产生大量的炎性因子

如肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6等。

这种破坏性的全身性炎症反应是 SS肺损伤的主要

病理过程，并有可能引起多器官功能障碍综合征［3］。

近年来研究显示，丹红注射液（DHI）除具有活血化

瘀的功效之外，尚有良好的抗炎、肺保护作用［4］。

2018年 4月至 2019年 8月，本研究通过腹腔注射脂

多糖建立大鼠 SS肺损伤模型，观察 DHI对 SS大鼠

肺损伤的保护作用，并初步探讨其作用机制，现报

告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物 健康雄性 SD大鼠 48只，周龄范围

为 6~8周，体质量范围为 200~240 g，由北京维通利

华实验动物技术有限公司提供，实验动物生产许可

证号 SCXK（京）2018-0024，实验动物使用许可证号

SCXK（冀）2017-0004，于 25 ℃、55%相对湿度、12 h/
12 h光暗周期条件下饲养，自由进食水。本研究符

合一般动物实验伦理学原则。

1.2 主要试剂与仪器 脂多糖（美国 Sigma公司），

生理盐水（山东华鲁制药有限公司），DHI（山东丹红

制药有限公司），地塞米松（浙江仙居仙乐药业有限

公司），水合氯醛（上海信裕生物科技有限公司），核

因子-κB（p65）［NF-κB（p65）］和κB抑制因子α（IκB-

α）免疫组织化学染色试剂盒（武汉博士德生物工程

有限公司），TNF-α、IL-6酶联免疫吸附测定（ELISA）
试剂盒（南京建成生物工程研究所）。BL-420生物

机能实验系统（成都泰盟科技有限公司），恒温烤

箱，倒置显微镜（Olympus公司），全自动酶标免疫分

析仪（Biotex公司）。

1.3 大鼠模型制备及分组 将所有 48只大鼠于实

验室环境下给予适应性喂养后，采用随机数字表法

分为对照组、模型组、DHI干预组和阳性对照组，12
只/组。大鼠 SS模型建立方式［5］：腹腔注射 2%戊巴

比妥钠 40 mg/kg麻醉后，暴露右颈总动脉，插管连接

生物机能系统（BL-420）以监测血压。待血压稳定

后，模型组、DHI干预组和阳性对照组经腹腔注射脂

多糖 15 mg/kg，观察大鼠动脉压直至大鼠达到休克

状态（动脉压降低至基础血压 2/3以下时，脉压小于

20 mmHg为判断大鼠休克的指标），对照组给予等

量的生理盐水。大鼠 SS模型造模成功后，DHI干预

组立即经腹腔注射DHI 2 mL/kg，阳性对照组经腹腔

注射 1 mL/kg地塞米松，模型组和对照组大鼠均予

以等体积生理盐水。

1.4 样本采集及处理 给药 24 h后，以 10%水合氯

醛 5 mL/kg腹腔注射将大鼠麻醉后固定，放血处死

后严格无菌开胸取肺组织，留取右上肺组织，用生

理盐水冲洗表面血液并吸取表面水分，放入 10%甲

醛固定液中，常规包埋、切片，进行苏木精 -伊红

（HE）染色后镜检及读片，取左肺组织置于−80 ℃超

低温冰箱冻存待检。

1.5 大鼠肺湿/干质量测定 取各时间点处死的大

鼠肺组织，称量其湿质量（W）后，置烤箱中于 70 ℃
条件下烘烤 24 h至恒重，称量并记录干质量（D），计

算肺组织湿干质量比（W/D）。

1.6 大鼠肺组织TNF-α、IL-6检测 制备肺组织匀

浆，离心后取上清液，使用酶联免疫吸附测定（ELI‑
SA）检测肺组织中 TNF-α、IL-6含量水平，操作严格

按照试剂盒说明进行。

1.7 免疫组织化学法检测肺组织NF-κB及 IκB-α

蛋白表达 病变组织以石蜡包埋，4 μm连续切片至

过胶玻片上，56 ℃条件下烤片 2 h，使用二甲苯连续

脱蜡 3次，梯度乙醇脱二甲苯，水洗。采用免疫组织

化学 SABC法染色。采用 3%过氧化氢孵育 5 min
后，加入 5%山羊血清孵育 20 min，甩去多余液体，

加入适当稀释的兔抗鼠 NF-κB（p65）多克隆抗体

4 ℃下孵育过夜，磷酸缓冲盐溶液（PBS）冲洗后滴加

羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗，37 ℃下孵育 20
min，PBS冲洗后滴加 SABC，37 ℃下孵育 30 min。采

用 DAB显色，控制显色时间，苏木素轻度复染、脱

水、透明、封片，显微镜观察染色结果。IκB-α染色

步骤同NF-κB，所用一抗为兔抗鼠 IκB-α多克隆抗

体。400倍镜下每张切片随机选取 5个视野，利用

Motic Images Advanced 3.2图像采集系统分析每个

视野阳性细胞百分比，阳性细胞的百分比表示阳性

染色面积占被测量面积的比值，最后取 5个视野均

值作为测量值。

1.8 统计学方法 使用 SPSS 20.0统计软件，以 x̄ ±
s表示计量资料，多组间比较使用单因素方差分析，
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多组间的两两比较使用 SNK法；计数资料采用率表

示，行χ 2检验。检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 各组大鼠行为表现 对照组神态正常，皮毛顺

滑有光泽，进食正常；模型组腹腔注射脂多糖后，大

鼠逐步出现活动减少，神态倦怠，皮毛杂乱无光，进

食开始减少，反应力下降，且上述症状有加重趋势，

表现为躁动、寒颤、腹泻等；DHI干预组和阳性对照

组在注射脂多糖初若干小时内与模型组具有类似

的表现，在给予DHI和地塞米松干预后实验大鼠活

动增多，躁动、寒颤等症有所减轻。观察期内对照

组大鼠无一死亡，DHI干预组和阳性对照组大鼠死

亡率分别为 8.33%（1/12），8.33%（1/12），显著低于模

型组的58.33%（7/12）（χ 2=10.67，P=0.005）。

2.2 大鼠肺组织病理形态观察 HE染色下可见对

照组大鼠肺组织结构清晰，肺泡及间质无明显充

血、渗出及炎症细胞浸润，具有完整的肺泡壁。而

模型组镜下可见肺泡壁破坏严重，肺泡隔增厚，肺

间质及肺泡腔严重水肿、渗出及出血，大量粒细胞

浸润及透明膜形成。DHI干预组肺泡壁多数完整，

肺泡隔较模型组明显缩窄，腔内仅见少许出血、渗

出及炎症细胞浸润。阳性对照组可见肺泡壁多数

完整，肺泡隔较模型组明显缩窄，腔内几乎无出血、

渗出及炎症细胞浸润。见图1A。
2.3 大鼠肺组织W/D变化 对照组、模型组、DHI
干预组、阳性对照组大鼠肺组织W/D分别为 4.02±
0.37、5.56±0.51、4.72±0.44、4.45±0.46（F=15.72，P<
0.001）；与对照组相比，模型组大鼠肺组织W/D显著

增加（P<0.05），DHI干预组较模型组降低（P<0.05），

阳性对照组与 DHI干预组比较差异无统计学意义

（P>0.05）。

2.4 各组大鼠肺组织TNF-α、IL-6检测 与对照组

比较，模型组大鼠肺组织 TNF-α、IL-6含量升高（P<
0.05），DHI干预组TNF-α、IL-6含量较模型组均下调

（P<0.05），阳性对照组 TNF-α、IL-6水平与DHI干预

组比较差异无统计学意义（P>0.05），见表1。
2.5 各组大鼠肺组织细胞中NF-κB及 IκB-α蛋白

表达 对照组肺组织NF-κB（p65）、IκB-α表达呈弱

阳性免疫反应，阳性产物均多分布于气管黏膜上皮

细胞细胞质，NF-κB（p65）在细胞核中极少见或没

有，IκB-α细胞核中未见。各组NF-κB（p65）、IκB-α
阳性细胞百分比差异有统计学意义（P<0.05）。与对

照组比较，模型组NF-κB（p65）、IκB-α呈强阳性免疫

反应，均主要分布于气管黏膜上皮细胞、浸润炎症

细胞和血管内皮细胞，NF-κB（p65）在细胞质和细胞

核均可见，可见明显的细胞核易位，IκB-α见于细胞

质内，阳性细胞百分比均升高（P<0.05）。给予DHI
干预后，与模型组比较，肺组织NF-κB（p65）、IκB-α
阳性反应均明显减弱，阳性细胞百分比均下降（P<
0.05）。阳性对照组与模型组比较，NF-κB（p65）、

IκB-α均呈弱阳性免疫反应，阳性细胞百分比均降

低（P<0.05）；与DHI干预组比较，NF-κB（p65）、IκB-

α阳性细胞百分比均差异无统计学意义（P>0.05）。

见图1B，表2。

3 讨论

SS亦被称为脓毒症休克，是临床导致肺损伤最

常见的病因之一，约占肺损伤发病原因的 40%左

右。因此本研究采用常用的腹腔注射脂多糖的方

法建立脂多糖导致 SS的大鼠模型，模拟临床 SS肺
损伤的发生，观察DHI对 SS肺损伤大鼠的治疗作用

并探讨其作用机制。地塞米松作为临床上常用的

治疗 SS肺损伤的药物之一，因此本研究选用地塞米

松作为阳性对照药物。本研究中，采用腹腔注射 15
mg/kg脂多糖建立大鼠 SS肺损伤模型。实验中观察

到大鼠注射脂多糖后出现一系列 SS症状，如躁动、

寒颤、腹泻等表现，同时平均动脉压降至基础压 2/3
以下，与文献［6-7］报道相一致。肺组织HE染色结

果显示，对照组肺组织结构清晰，模型组 HE染色

中，肺泡壁破坏，炎症细胞浸润等符合 SS肺损伤病

理表现。另外，模型组肺组织W/D较对照组明显增

表1 各组大鼠肺组织TNF-α、IL-6水平比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

DHI干预组

阳性对照组

F值

P值

鼠数

12
5
11
11

TNF-α/（μg/g）
0.23±0.06
0.66±0.08①
0.41±0.06②
0.38±0.07②
52.18
<0.001

IL-6/（ng/g）
38.17±6.82
128.04±10.35①
66.38±6.20②
60.54±5.27②
209.02
<0.001

注：TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-6为白细胞介素-6，DHI为丹

红注射液。

①与对照组比较，P<0.05。②与模型组比较，P<0.05。

表2 各组大鼠肺组织NF-κB（p65）、IκB-α阳性细胞百分比

比较/（%，x̄ ± s）
组别

对照组

模型组

DHI干预组

阳性对照组

F值

P值

鼠数

12
5
11
11

NF-κB（p65）阳性细胞

1.92±0.26
7.79±0.71①
3.96±0.40②
3.90±0.44②
226.82
<0.001

IκB-α阳性细胞

1.87±0.22
6.96±0.81①
3.01±0.38②
2.95±0.35②
186.03
<0.001

注：NF-κB（p65）为核因子-κB（P65），IκB-α为 κB抑制因子 α，
DHI为丹红注射液。

①与对照组比较，P<0.05。②与模型组比较，P<0.05。
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加，表明注射脂多糖后大鼠有明显肺水肿表现，结

合上述几点可见本研究大鼠 SS肺损伤模型构建是

成功的。

众多研究显示，SS病程中免疫系统激活引起大

量的炎性因子释放，炎性介质进一步引起肺毛细血

管通透性增加并造成肺损伤［8-9］。本研究中，DHI可
以明显下调 TNF-α、IL-6水平，减轻肺组织水肿，改

善肺组织炎症细胞浸润状态，且作用与地塞米松相

当。TNF-α主要由巨噬细胞和 T淋巴细胞产生，参

与肺组织损伤的炎症反应过程［10］。IL-6是一种主要

由单核一巨噬细胞分泌的炎性因子，可促进多种炎

性因子的生成。李燕等［11］的研究显示，TNF-α、IL-6
等炎症细胞因子水平在脂多糖所致的小鼠急性肺

损伤模型中明显升高，其变化与疾病进展明显相

关，这提示DHI可能通过抑制炎症细胞因子表达发

挥保护肺损伤作用。

NF-κB是一种重要的细胞转录因子，在免疫炎

症相关信号通路中居于核心地位［12］。正常生理状

态下，NF-κB与 IκB结合，以非活性形式存在于细胞

质中，在外源性配体刺激下，IκB-α先后被磷酸化和

泛素化，导致其构象发生改变并被降解，NF-κB与

IκB解离后进入细胞核与靶序列结合，促进 TNF-α、
IL-6等炎性因子的表达，参与肺损伤病理过程［13-14］。

本研究中，免疫组织化学染色结果显示，DHI可以明

显下调 SS大鼠NF-κB（p65）、IκB-α的表达。宋丽娟

等［15］的研究显示，羟基红花黄色素A不同剂量组可

以不同程度抑制脂多糖致急性肺损伤小鼠 NF-κB
的激活和NF-κB（p65）核转位，并抑制早期炎性相关

因子 TNF-α、IL-6和 IL-1β的大量释放，其中羟基红

花黄色素A是DHI中红花药理功效的最有效水溶性

成分。提示 DHI可能通过抑制 SS大鼠肺组织 NF-

κB活化，减少 TNF-α、IL-6等促炎细胞因子表达而

发挥保护肺损伤作用。

综上所述，在大鼠脂多糖致 SS肺损伤模型中，

DHI可能通过抑制大鼠肺组织 NF-κB活化，减少

TNF-α、IL-6等促炎细胞因子表达而发挥保护肺损

伤作用。

（本文图1见插图9-1）
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