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摘要： 目的　 探究栀子金花汤对 ＣＬＰ 致脓毒症大鼠模型肠黏膜屏障损伤和炎症因子的影响。 方法　 大鼠随机分为假

手术组、 模型组和栀子金花汤低、 中、 高剂量组 （６、 １８、 ３６ ｇ ／ ｋｇ）， 采用 ＣＬＰ 盲肠结扎穿孔技术建立脓毒症大鼠模

型， 造模后给予相应剂量药物干预 ３ ｄ。 给药结束后， ＨＥ 染色观察回肠组织病理结构变化， 透射电子显微镜下观察回

肠上皮细胞和相关连接结构， ＥＬＩＳＡ 法检测血清和局部回肠段相关炎症因子水平。 结果　 与正常组比较， 模型组大鼠

脓毒症评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肠绒毛排列紊乱， 黏膜层出现炎症细胞浸润灶， 肠上皮细胞结构破坏， 微绒毛大量脱

落， 连接结构疏松不明； 血清和回肠组织 ＤＡＯ 水平和促炎因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清抗炎因子 ＩＬ⁃
１０ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 栀子金花汤中、 高剂量组大鼠脓毒症评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肠绒毛相对整

齐， 炎症浸润灶面积减少， 肠上皮细胞结构相对完整， 连接结构相对正常， 血清 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清和

回肠组织 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 栀子金花汤低剂量组血

清 ＤＡＯ、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 栀子金花汤可以通过维持肠黏膜屏障结构的

完整性， 调节血清和局部回肠组织的炎症反应， 发挥对 ＣＬＰ 致脓毒症大鼠的改善作用。
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　 　 脓毒症是一种由感染引起宿主强烈炎症反应并伴发器

官功能障碍的全身炎症反应综合征 （ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＩＲＳ） ［１］ 。 尽管近年来脓毒症治疗有所

进展， 但它仍然是重症监护病房患者最常见的死亡原因之

一［２⁃３］ 。 一项全球性的脓毒症发生率和死亡率回顾性研究结

果显示， 仅在 ２０１７ 年全球脓毒症患者人数累计 ４ ８９０ 万例，
其中 １ １００ 万 例 患 者 报 告 死 亡， 占 全 球 死 亡 人 数 的

１９􀆰 ７％ ［４］ 。 肠道是参与和加重脓毒症的中心器官， 被认为

是全身炎症反应综合征的 “引擎” ［５］ 。 尤其在盲肠结扎穿

孔 （ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ， ＣＬＰ） 模型中， 肠屏障损伤

导致肠道通透性增加， 促使管腔微生物和内毒素进入循环，
诱导多种炎症介质释放进一步加剧多器官功能衰竭［６］ 。

栀子金花汤出自 《医宗金鉴·杂病心法要诀》 ［７］ ， 在

黄连解毒汤的基础上添加一味大黄， 对热毒内蕴患者有奇

效。 已有研究证实栀子金花汤可以通过调节炎症介质改善

脓毒症腹腔感染［８］ ， 栀子金花汤保留灌肠在肛窦炎治疗过

程中亦可发挥良好的抑菌作用［９］ 。 关于栀子金花汤对脓毒

症肠黏膜屏障的影响及机制探索不多， 本研究旨在为相关

临床研究提供实验室依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ＳＤ 雄性大鼠 ３０ 只， ８ 周龄， 体质量

（２００±２０） ｇ， 购自杭州医学院 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （浙） ２０１９⁃０００２］， 饲养于上海中医药大学附属市中

西医结合医院实验动物中心， 温度 （２５±２）℃， 相对湿度

（６０±１０）％ ， 光照日夜循环各 １２ ｈ， 自由饮食饮水， 并按

实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 药物　 生栀子、 黄芩 （批号 ２０２３０４２１、 ２０２３０３０７０７，
上海养和堂中药饮片有限公司）； 黄连 （批号 ２２０８０９， 上

海青浦中药饮片有限公司）； 黄柏 （批号 ２３０５０８， 上海虹

桥中药饮片有限公司）； 大黄 （批号 ２０２２１１１７， 上海万仕

诚药业有限公司）， 药材均购自上海市中西医结合医院中

药房， 经专家鉴定为正品。 栀子金花汤由栀子 １５ ｇ、 黄连

１５ ｇ、 黄芩 １０ ｇ、 黄柏 １０ ｇ、 大黄 ３ ｇ 组成， 药材加蒸馏水

１ Ｌ 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 武火烧开转文火煎煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 滤渣
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加蒸馏水 １ Ｌ 复煎 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 合并 ２ 次滤液， 加热浓

缩至生药量 ３􀆰 ６ ｇ ／ ｍＬ。 根据人与大鼠体表面积计算法换

算， 栀子金花汤低、 中、 高剂量组为 ６、 １８、 ３６ ｇ ／ ｋｇ， 每

天相当于临床剂量的 （１、 ３、 ６ 倍）。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１β、 二胺氧化酶 （ｄｉａｍｉｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ， ＤＡＯ） 酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 检测试剂盒

（批号 ２３０７１４２０４Ｒ、 ２３０７１４２２９Ｒ、 ２３０７１４２２５Ｒ、 ２３０７１４２４５Ｒ，
江苏酶免实业有限公司）； 伊红和苏木素染液 （批号

２２０６０２， 上海虹桥乐翔医用试剂技术有限公司）； ２５％ 戊二

醛水溶液、 乙醇 （批号 ２０２００１０９、 ２０２１０７２８， 国药集团化

学试剂有限公司）； 锇酸 ［批号 １０１９４３０９， 阿法埃莎 （中
国） 化学有限公司］； 环氧树脂 Ｅ⁃５１ （昆山绿循电子材料

有限公司）； 异弗烷 （批号 ２０２３０４０３， 青岛欧博方医药科

技有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器　 Ａｘｉｏ ｉｍａｇｅｒ ２ 正置荧光显微镜 （德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ
公司）； Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ｓｐｉｒｉｔ 透射电子显微镜 （美国 ＦＥＩ 公司）；
Ｔｉａｎｓｈｉ ９８８ 洗板机 （北京天石天力医疗器械技术开发中

心）； Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃６１００ 酶标仪 （深圳雷杜生命科学股份有限

公司）； 电热恒温培养箱 （武汉一恒苏净科学仪器有限公

司）； ＴＧ１６Ｗ 微量高速离心机 （长沙湘智离心机仪器有限

公司）； ＴＧＬ１６Ｍ 台式高速冷冻离心机 （上海卢湘仪离心机

仪器有限公司）； ＨＴ⁃１１１Ｂ 恒温摇床 （上海赫田科学仪器

有限公司）； ＥａｓｙＷｅＬＬ 系列 ＪＹ９８⁃ＩＩＩＮ 细胞破碎仪 （宁波新

芝生物科技股份有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 将大鼠随机分为假手术组、 模型

组和栀子金花汤高、 中、 低剂量组， 每组 ６ 只。 参考文献

［１０］ 报道， 采用盲肠结扎穿孔 （ＣＬＰ） 技术建立脓毒症大

鼠模型。 大鼠吸入异氟烷麻醉， 麻醉后固定于鼠板， 继续

予以异氟烷维持。 大鼠腹部剃毛备皮， 用 ７５％ 乙醇消毒，
用手术剪刀从大鼠腹部正中开口 （倒 Ｔ 型） 暴露腹腔， 将

盲肠轻轻拉出并分离肠系膜， 在距盲肠末端 １ ｃｍ 处用 ３⁃０
号无菌手术缝线结扎， 然后用 ２２Ｇ 针头在盲肠结扎远端中

央区域贯通穿刺 ２ 次 （注意避开血管）， 轻微挤压盲肠，
确保穿刺点通畅， 随后将肠段送回腹腔， 用 ６⁃０ 号无菌手

术缝线关闭腹膜及腹肌， 最后缝合皮肤； 假手术组除不进

行盲肠结扎与穿孔外， 其余手术操作同模型组。 手术结束

后， 大鼠于鼠笼内观察 １ ｈ 后放回动物饲养中心继续饲养。
其中模型组死亡 ２ 只。 造模后次日， 栀子金花汤高、 中、
低剂量组灌胃给予 ６、 １８、 ３６ ｇ ／ ｋｇ 药液， 假手术组和模型

组灌胃给予生理盐水， 每天 ２ 次， 每次间隔 １２ ｈ， 连续给

药 ３ ｄ［１１］ 。
２􀆰 ２　 脓毒症模型评判 　 给药结束后， 参考文献 ［１２］ 报

道， 从外观、 自主意识、 自主活动、 对刺激的反应、 眼睛

是否有分泌物、 呼吸频率、 呼吸质量 ７ 个指标进行评价，
每个指标分成 ５ 个等级 （０～４ 分）， 总分为 ７ 个指标的分数

相加， 最高分为 ２８ 分， 若大鼠出现死亡则记为最高分。 评

分标准见表 １。

２􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察回肠组织病理变化　 末次给药后禁食不

禁水 １２ ｈ， 次日采用异氟烷麻醉大鼠后， 取血 ５ ｍＬ， 并取

回肠部位。 取部分回肠于 １０％ 中性甲醛中固定， 乙醇梯度

脱水后进行石蜡包埋， 切片， 依次使用二甲苯、 乙醇脱蜡，
苏木素染核， 盐酸乙醇分化， 伊红染胞浆， 自然晾干后树

脂封片， 于光学显微镜下观察回肠组织病理结构变化。
２􀆰 ４　 透射电镜观察回肠组织超微结构　 取部分回肠段固定

于 ２􀆰 ５％ 戊二醛中， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 充分浸洗 ３ 次后， 依次

使用 １％ 锇酸后固定， 梯度乙醇、 丙酮脱水， 采用环氧树脂

６１８ 浸透固化， 超薄切片 ７０ ｎｍ， 使用醋酸双氧铀⁃柠檬酸

铅双染色， 蒸馏水洗 ３ 次， 自然晾干后于透射电镜下观察

超微结构。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清及回肠组织 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１０ 水平 　 血液样本室温放置 ２ ｈ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上层血清， 备用； 取适量回肠组织， 加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 破碎匀浆， 离心取上清， 蛋白定量后备用。 按照相应

试剂盒说明书检测血清及回肠组织 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１０ 水平。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 栀子金花汤对脓毒症大鼠脓毒症评分的影响　 如图 １
所示， 与假手术组比较， 模型组脓毒症评分升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 平均 ２６ 分， 提示造模成功； 与模型组比较， 栀子

金花汤中、 高剂量组脓毒症评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠脓毒症评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝４～ ６）

３􀆰 ２　 栀子金花汤对脓毒症大鼠回肠组织病理形态的影响　
如图 ２ 所示， 假手术组大鼠回肠各层结构完整， 肠绒毛排

列整齐， 未见炎症细胞浸润； 模型组大鼠回肠结构破坏严

重， 肠绒毛排列紊乱， 部分肠上皮层脱落， 黏膜层可见大

量炎性细胞聚集， 以中性粒细胞为主； 与模型组比较， 栀
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表 １　 脓毒症模型评分标准

指标 描述 评分 ／ 分
外观 毛发光滑 ０

部分毛发竖毛 １
背部全部毛发竖毛 ２

毛发可能竖立也可能不竖立，蓬松，凌乱 ３
毛发可能竖立也可能不竖立，憔悴 ４

自主意识 活跃状态 ０
活动状态。 不可直立 １

活动明显迟缓。 仍然可以行走 ２
活动受损。 挑动后才活动，行动震颤 ３

活动严重受损。 挑衅后仍静止不动，可能会颤抖 ４
自主活动 活动正常。 摄食，饮水，攀爬，行走，打斗等 ０

活动减少。 只在笼底活动 １
活动显著减少。 静止，偶尓探索活动 ２

无活动。 静止不动 ３
无活动。 静止不动，颤抖（特别是后肢） ４

对过激的反应 对听觉刺激或触摸立即做出反应 ０
对听觉刺激反应缓慢或无反应，对触摸有强烈反应（移动以逃避） １

对听觉刺激无反应，对触摸有中等反应（移动几步） ２
对听觉刺激无反应，对触摸有轻微反应（不移动） ３

对听觉刺激无反应，对触摸几乎无反应，推倒后不能翻身 ４
眼睛 睁开 ０

不到半闭合，可能有分泌 １
半闭合，可能有分泌 ２

半闭合或更甚，可能有分泌 ３
全闭合或者有分泌物（浑浊） ４

呼吸频率 正常，快速呼吸 ０
轻微减少（肉眼无法计数） １

中度减少（肉眼勉强能计数） ２
严重减少（肉眼能轻松计数，呼吸间隔 ０􀆰 ５ ｓ） ３

极度减少（呼吸间限＞１ ｓ） ４
呼吸质量 正常 ０

间断性呼吸困难 １
呼吸困难，不喘气 ２

呼吸困难，间断性喘气 ３
喘气 ４

注： 红色箭头指示炎性细胞浸润。

图 ２　 各组大鼠回肠组织 ＨＥ 染色 （×２００）
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子金花汤各剂量组回肠结构基本完整， 少量肠上皮细胞脱

落， 低剂量组黏膜层炎性细胞浸润面积减少， 中、 高剂量

组炎性细胞数量偶见且优于低剂量组。
３􀆰 ３　 栀子金花汤对脓毒症大鼠回肠组织黏膜屏障超微结构

的影响　 如图 ３ 所示， 假手术组大鼠肠黏膜上皮细胞结构

完整、 边界清晰， 细胞器、 连接结构正常； 与正常组比较，
模型组大鼠肠上皮细胞结构破坏严重， 表现为微绒毛大量

脱落， 连接结构疏松不明， 细胞膜破碎； 与模型组比较，
栀子金花汤低剂量组无明显变化， 中、 高剂量组大鼠肠上

皮细胞结构相对完整。

注： 白色箭头指示连接结构。

图 ３　 各组大鼠回肠组织超微结构 （×８ ２００）

３􀆰 ４　 栀子金花汤对脓毒症大鼠血清和回肠组织 ＤＡＯ 及炎

症因子水平的影响　 如图 ４ ～ ５ 所示， 与正常组比较， 模型

组大鼠血清和回肠组织 ＤＡＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示肠

黏膜细胞受损， 回肠机械性屏障完整性破坏； 促炎因子

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而血清抗炎因子 ＩＬ⁃１０
水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 回肠组织 ＩＬ⁃１０ 水平无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 栀子金花汤中、 高剂量组血清

ＩＬ⁃１β 水平及血清和回肠组织 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 血清和回肠组织 ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 低剂量组血清 ＤＡＯ、 ＩＬ⁃１β 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 中剂量组回

肠组织 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠血清 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝４～ ６）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠回肠组织 ＤＡＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝４～ ６）

４　 讨论

脓毒症病情凶险， 是重症监护病房患者常见死亡原

因［３］ 。 随着现代医学发展脓毒症主流的抗感染治疗和器官

功能支持技术获得了长足进步， 但脓毒症的 ＩＣＵ 监测和治

疗花费颇多， 严重消耗公共医疗资源。 疾病预后差， 又拖

累患者的后期生活质量。 从个人家庭和社会层面， 脓毒症

都造成了巨大威胁。 如何拓展脓毒症的治疗手段， 降低脓

毒症的重症死亡率， 是各类临床或实验室研究所面临的严

０９９
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苛挑战。 脓毒症机制复杂尚未阐明， 在 ＣＬＰ 模型中盲肠创

伤诱导免疫系统过度激活， 炎症介质的触发、 增强和放大

效应是病理核心［１３］ 。
中医经典中并无 “脓毒症” 对应病名， 诸医家普遍将

其归入 “伤寒” “温病” “疫病” 范畴， 可参见 “异病同

治” 或 “同病异治” 理论予以治疗。 《医宗金鉴》 记载栀

子金花汤主治痘中厥逆， 因阳毒内攻， 热极反寒， 致热厥

者， 与脓毒症早期 “毒热证机理相合”。 栀子金花汤方组黄

芩、 黄连、 黄柏、 栀子、 大黄， 在黄连解毒汤基础上添加

一味大黄形成。 黄连解毒汤主治三焦火毒， 且多项研究证

实黄连解毒汤对脓毒症早期之毒热证有较好抗炎疗效， 在

中医临床应用于各类感染性疾病和胃肠道疾病等［１４⁃１５］ 。 此

外大黄性味苦、 寒， 具有泻下攻积、 清热泻火、 凉血解毒

的功效。 现代药理研究证实大黄主要有效成分大黄素可以

通过 ＴＬＲ４ 信号通路减轻 ＬＰＳ 诱导的肠上皮细胞损伤， 并

上调缝隙接连蛋白 ＣＸ４３ 表达［１６］ 。 本实验结果表明， 栀子

金花汤中、 高剂量组可明显改善 ＣＬＰ 模型大鼠回肠黏膜层

炎症细胞浸润， 减少中性粒细胞积聚， 降低血清和局部回

肠组织相关促炎因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平， 升高抗炎因子

ＩＬ⁃１０ 水平， 提示栀子金花汤对脓毒症大鼠具有较好的抗炎

作用。
肠道作为脓毒症多器官功能障碍综合征关键一环， 也

是非肠源性脓毒症的靶目标， 近乎半数的脓毒症患者伴严

重肠道功能障碍［１７］ 。 而肠上皮细胞作为肠道重要的生理屏

障， 一旦肠上皮完整性丧失， 细菌和内毒素移位入血， 由

此诱导一系列级联反应造成多器官衰竭。 ＤＡＯ 是一种分布

在人类和哺乳动物小肠黏膜上层绒毛中的高度活性的细胞

内酶， 在组胺和多种多胺代谢中起作用， 其活性与黏膜细

胞的核酸和蛋白合成密切相关， 能够反映肠道机械屏障的

完整性和受损伤程度［１８］ 。 本实验结果表明， 栀子金花汤

中、 高剂量组肠绒毛排列相对整齐， 结构相对完整； 肠上

皮超微结构损伤有所改善， 肠上皮细胞结构相对完整， 微

绒毛脱落减少， 连接结构相对紧密； 血清和回肠组织 ＤＡＯ
水平减少。

综上所述， 栀子金花汤可以改善 ＣＬＰ 致脓毒症大鼠模

型血清和回肠组织炎症反应， 通过保护肠上皮细胞及其连

接结构维护肠屏障的完整性。 本研究为后续栀子金花汤减

轻炎症、 保护肠屏障来改善脓毒症的深入机制研究提供前

期基础。
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［１４］ 　 董　 颖， 刘保光， 许二平． 黄连解毒汤抗炎作用与临床应

用研究进展［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２１， ２７（ １２）：
２４５⁃２５０．

［１５］ 　 江桂通， 王　 腊， 田维毅． 基于 “毒热论” 谈黄连解毒汤

对脓毒症的治疗机理 ［ Ｊ］ ． 基层中医药， ２０２２， １ （ １２）：
３８⁃４３．

［１６］ 　 余应嘉， 叶淑芳， 邓燕芳， 等． 大黄素甲醚对脂多糖诱导

肠上皮细胞损伤自噬与缝隙连接蛋白的作用影响［ Ｊ］ ． 中国

医院药学杂志， ２０２３， ４３（１８）： ２０３２⁃２０３６．
［１７］ 　 胡英山， 王晶晶， 高红梅． 脓毒症相关肠道功能障碍发病

机制的研究进展［Ｊ］ ． 天津医药， ２０２３， ５１（３）： ３３３⁃３３６．
［１８］ 　 许　 雄． 瓜氨酸对脓毒症大鼠回肠黏膜组织学及血清二胺

氧化酶、 Ｄ⁃乳酸表达水平的影响［Ｄ］． 南宁： 广西医科大

学， ２０１９．
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