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小柴胡汤联合抗菌药物对CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠模型的影响分析*
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  摘 要:目的 探讨与分析小柴胡汤联合抗菌药物对耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌(CRAB)致腹膜炎/脓毒

症大鼠模型的影响。方法 36只CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠随机分为3组,模型组、西药组与联合用药组,
每组12只。西药组给予皮下注射头孢哌酮/舒巴坦[240/120

 

mg/(kg·12
 

h)]+亚胺培南[156
 

mg/(kg·12
 

h)],2次/天;联合用药组在西药组治疗的基础上给予小柴胡汤中药提取液0.3
 

mg/kg灌胃,2次/天;模型组每

日灌胃生理盐水。结果 西药组与联合用药组治疗第3天与第7天的肺髓过氧化物酶(MPO)水平及干湿指数

均低于模型组(P<0.05),联合用药组低于西药组(P<0.05)。西药组与联合用药组治疗第3天与第7天的血

清肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-6(IL-6)水平均低于模型组(P<0.05),联合用药组低于西药组(P<
0.05)。西药组与联合用药组治疗第3天与第7天的肺Notch1、端粒酶调节相关蛋白(TRAP)蛋白相对表达水

平均低于模型组(P<0.05),联合用药组低于西药组(P<0.05)。结论 小柴胡汤联合抗菌药物在CRAB致腹

膜炎/脓毒症大鼠模型的应用能抑制Notch1、TRAP蛋白的表达,抑制炎症因子的表达,从而降低肺 MPO水平

与干湿指数。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

and
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

Xiaochaihu
 

decoction
 

combined
 

with
 

antibac-
terial

 

agents
 

on
 

carbapenem-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(CRAB)-induced
 

peritonitis/sepsis
 

rat
 

model.
Methods A

 

total
 

of
 

36
 

CRAB-induced
 

peritonitis/septic
 

rats
 

were
 

equally
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 

group,western
 

medicine
 

group
 

and
 

combined
 

medication
 

group,12
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

western
 

medicine
 

group
 

were
 

given
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

cefoperazone/sulbactam
 

[240/120
 

mg/(kg·12
 

h)]+imipenem
 

[156
 

mg/(kg·12
 

h)]
 

twice
 

daily;the
 

combined
 

medication
 

group
 

were
 

given
 

Xiaochaihu
 

decoction
 

Chinese
 

medicine
 

extract
 

0.3
 

mg/kg
 

by
 

gavage
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

the
 

western
 

medicine
 

group,twice
 

daily;the
 

model
 

group
 

were
 

gavaged
 

with
 

normal
 

saline
 

every
 

day.Results The
 

level
 

of
 

lung
 

myeloperoxidase
 

(MPO)
 

and
 

dryness
 

and
 

wetness
 

index
 

on
 

the
 

3rd
 

and
 

7th
 

day
 

of
 

treatment
 

in
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

and
 

combined
 

medication
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05),and
 

those
 

in
 

the
 

combined
 

medication
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

(P<0.05).Serum
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-
α)

 

and
 

interleukin-6
 

(IL-6)
 

levels
 

on
 

the
 

3rd
 

and
 

7th
 

day
 

of
 

treatment
 

in
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

and
 

com-
bined

 

medication
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05),and
 

those
 

in
 

the
 

combined
 

med-
ication

 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Notch1
 

and
 

telomerase
 

regulation
 

associated
 

protein
 

(TRAP)
 

protein
 

in
 

the
 

lungs
 

in
 

the
 

western
 

medicine
 

group
 

and
 

the
 

combined
 

medication
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

on
 

the
 

3rd
 

and
 

7th
 

day
 

of
 

treatment
 

(P<0.05),and
 

those
 

in
 

the
 

combined
 

medication
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

western
 

medi-
cine

 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

application
 

of
 

Xiaochaihu
 

decoction
 

combined
 

with
 

antibacterial
 

a-
gents

 

in
 

CRAB-induced
 

peritonitis/sepsis
 

rat
 

model
 

could
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

Notch1
 

and
 

TRAP
 

protein,
inhibit

 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors,and
 

thereby
 

reduce
 

lung
 

MPO
 

level
 

and
 

dryness
 

and
 

wetness
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  脓毒症属于临床危重疾病,多伴随腹膜炎,该病

在创伤、感染等应激状态下,损伤肠道的屏障功能,进
一步导致肠源性感染及炎症性介质毒性网络的产生,
造成肠道内大量的细菌和内毒素经门静脉及淋巴系

统侵入血液循环,从而引起全身多器官功能衰竭[1-2]。
腹膜炎/脓毒症的具体发病机制较复杂,其具有病死

率高、并发症多等特征,内皮细胞、中性粒细胞、单核-
巨噬细胞所释放的大量细胞因子、炎性介质均为该病

发病过程的关键性物质[3]。耐碳青霉烯类鲍曼不动

杆菌(CRAB)致腹膜炎/脓毒症大鼠模型是当前较常

见的动物模型,具有建模效率高、操作方便等特征。
当前有关西医治疗脓毒症的思路为对症治疗,包括水

电解质平衡的维持、调节免疫、抗感染、清除炎症因子

等,头孢哌酮/舒巴坦等均为脓毒症常用抗菌药物。
西药治疗虽能降低病死率,但可导致机体出现耐药

性,也伴随发生一定的不良反应[4]。随着中医药的不

断发展和进步,中药治疗脓毒症取得了很好的效果,
小柴胡汤由柴胡、生姜、大枣、黄芩、人参、半夏、甘草

等组成,具有抗炎和增强人体免疫功能的作用,也可

发挥解表清里的功效,使邪毒随糟粕排出体外[5-6]。
本 研 究 探 讨 与 分 析 了 小 柴 胡 汤 联 合 抗 菌 药 物 对

CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠模型的影响,并简单阐

述了其相关机制。
1 材料与方法

1.1 材料来源 由无锡市中医医院SPF动物实验中

心提供的清洁级3月 龄 雌 性 SD 大 鼠[体 质 量 为

(200.00±20.00)g]购自北京维通利华公司(动物质

量合格证号SCXK2021-0006-152)。大鼠分笼饲养

(每笼6只),均进行标准大鼠饲料喂养,定期清除笼

内异物,可自由饮食、饮水和活动,饲养条件是室温

18~28
 

℃,相对湿度62%~80%。
1.2 仪器与试剂 小柴胡汤由兰州太宝制药有限公

司提供(国药准字Z62021311),酶联免疫吸附试验检

测试剂盒购自南京建成生物工程研究所,CRAB由无

锡市中医医院提供。亚胺培南购自浙江海正药业股

份有限公司(国药准字 H20070067),头孢哌酮/舒巴

坦购 自 湖 南 方 盛 制 药 股 份 有 限 公 司 (国 药 准 字

H20067077),抗Notch-1抗体、抗端粒酶调节相关蛋

白(TRAP)抗 体、抗 β-actin抗 体 购 自 美 国 Sigma
公司。
1.3 方法

1.3.1 CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠模型的建立 
CRAB在 MHA 平板上生长、传代,腹腔注射0.5

 

mL/20
 

g
 

CRAB 与5%猪 粘 蛋 白 到 大 鼠 中,建 立

CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠模型。造模成功条件如

下:(1)动物体温下降、休克等,且模型的自然死亡

率>50%,死亡时间与模型制备时间间隔>12
 

h;(2)
细菌血培养阳性;(3)各脏器病理出现炎性损伤、坏死

等改变。
1.3.2 模型分组与治疗 将36只CRAB致腹膜炎/
脓毒症大鼠随机分为3组:模型组、西药组与联合用

药组,每组12只。西药组给予皮下注射头孢哌酮/舒

巴坦[240/120
 

mg/(kg·12
 

h)]+亚胺培南[156
 

mg/
(kg·12

 

h)],2次/天。联合用药组在西药组治疗的

基础上给予小柴胡汤中药提取液[组方:柴胡30
 

g,黄
芩、人参、半夏、甘草(炙)、生姜(切)各9

 

g、大枣(擘)4
枚]0.3

 

mg/kg灌胃,2次/天。模型组每日灌胃生理

盐水。3组均治疗观察7
 

d。
1.3.3 观察指标 3组分别在治疗第3天与第7天

处死6只大鼠,然后进行以下检测。(1)采用Kuebler
方法检测肺组织的髓过氧化物酶(MPO)水平,可以有

效评价肺组织中性粒细胞的渗出程度。大鼠右肺标

本用滤纸吸去表面液体后称重,烤箱内加热72
 

h再称

重,计算肺标本的干湿指数。(2)对大鼠心脏进行取

血,离心(1
 

500
 

r/min离心10
 

min)后收集上清液,
-80

 

℃冰箱保存,采用酶联免疫吸附试验检测肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-6(IL-6)水平。(3)
无菌条件下分离大鼠的部分脏器,4%甲醛固定进行

HE染色。(4)分离大鼠的肺组织并研磨,进行总蛋白

的提取,采用二喹啉甲酸(BCA)方法定量蛋白质

水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0数据处理及统计

分析。正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用独立样本t检验,多组间比较采用方差分析。
计数资料采用频数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验。所有检验均采用双侧检验,P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 一般情况对比 模型组:大鼠躯体蜷缩,眼目不

睁,活动减少,对刺激反应迟钝,精神萎靡嗜睡,被毛

蓬松少光泽。西药组与联合用药组:大鼠的活动性、
进食饮水状况、反应性均优于模型组。
2.2 肺 MPO水平与干湿指数对比 西药组与联合

用药组治疗第3天与第7天的肺 MPO水平及干湿指

数均低于模型组(P<0.05),联合用药组低于西药组

(P<0.05)。见表1。
2.3 血清炎症因子水平对比 西药组与联合用药组

治疗第3天与第7天的血清TNF-α和IL-6水平均低

于模型组(P<0.05),联合用药组低于西药组(P<
0.05)。见表2。
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2.4 Notch1、TRAP蛋白相对表达水平对比 西药

组与联合用药组治疗第3天与第7天的肺 Notch1、
TRAP蛋白相对表达水平均低于模型组(P<0.05),
联合用药组低于西药组(P<0.05)。见表3。

表1  3组治疗不同时间点的肺 MPO水平及干湿指数对比(x±s)

组别 只数(n)
MPO(U/g)

第3天 第7天

干湿指数

第3天 第7天

模型组 6 8.56±0.22 8.59±0.13 5.41±0.21 5.40±0.18

西药组 6 4.87±0.21a 4.88±0.18a 4.64±0.18a 4.65±0.19a

联合用药组 6 3.41±0.17ab 3.42±0.16ab 4.13±0.34ab 4.12±0.20ab

F 14.293 14.777 7.724 7.714

P <0.001 <0.001 0.010 0.011

  注:与模型组比较,aP<0.05;与西药组比较,bP<0.05。

表2  3组治疗不同时间点的血清炎症因子水平对比(x±s,pg/mL)

组别 只数(n)
TNF-α

第3天 第7天

IL-6

第3天 第7天

模型组 6 945.26±78.19 948.02±89.14 647.29±78.11 648.09±89.42

西药组 6 524.92±87.14a 522.09±78.18a 478.29±87.11a 481.77±76.28a

联合用药组 6 222.98±18.37ab 223.09±19.47ab 118.98±12.47ab 119.09±13.33ab

F 34.024 34.777 49.824 49.227

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与模型组比较,aP<0.05;与西药组比较,bP<0.05。

表3  3组治疗不同时间点的肺Notch1、TRAP蛋白相对表达水平对比(x±s)

组别 只数(n)
Notch1

第3天 第7天

TRAP

第3天 第7天

模型组 6 3.98±0.11 3.92±0.18 5.83±0.13 5.84±0.22

西药组 6 2.46±0.23a 2.47±0.19a 3.67±0.19a 3.69±0.21

联合用药组 6 1.56±0.12ab 1.58±0.18ab 1.98±0.24ab 2.00±0.38

F 9.991 9.782 18.832 19.111

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与模型组比较,aP<0.05;与西药组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  腹膜炎/脓毒症具有极高的发病率和病死率,其
中肺脏由于肺循环滤过全身血液,肺组织内存在大量

单核巨噬细胞,使之成为脓毒症发生时最易受损伤的

器官。肠道在发生脓毒症时也易受到损伤,脓毒症可

导致肠道细菌移位与肠道细胞凋亡,从而加重病情。
同时腹膜炎/脓毒症可通过刺激淋巴组织导致免疫激

活,继续损伤肠道黏膜,形成恶性循环,最终导致全身

多脏器功能不全[7]。中医认为,脓毒症患者多毒邪外

犯、壮热汗出、邪毒亢盛、邪正斗争剧烈,津液运化失

司、瘀血阻滞脉络、大肠传导功能失常[8]。本研究结

果显示,西药组与联合用药组治疗第3天与第7天的

肺 MPO水平及干湿指数低于模型组,联合用药组低

于西药组,表明小柴胡汤联合抗菌药物在CRAB致腹

膜炎/脓毒症大鼠模型中的应用能降低肺 MPO水平

与干湿指数。从机制上看,小柴胡汤为表里双解剂,
功效为内泻热结、和解少阳。现代药理研究提示,柴
胡的主要化学成分为糖类、黄酮类、皂苷类、香豆素

类、挥发油类等,其具有良好的调节免疫功能与抗炎

作用,可有效恢复脓毒症患者的免疫平衡[9]。黄芩含

有黄酮类化合物、多糖、挥发油等各种成分,具有抗

炎、抗肿瘤、抗病毒等作用。小柴胡汤的应用具有保

护肠黏膜屏障、抑制胰腺分泌磷脂酶A2等作用,对脓

毒症的治疗也具有较好的前景。孢哌酮/舒巴坦+亚

胺培南等抗菌药物,可抑制体内的病原体的细胞壁及

细胞核的合成,进而抑制其繁殖,起到不可逆的抑制

作用,且抗菌药物可迅速进入腹水达到杀菌浓度,进
而发挥抗炎抗菌的作用。二者合用,可加强抗炎作

用,并提高人体免疫功能[10-11]。
腹膜炎/脓毒症的发生机制目前仍未完全阐明,
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适量的炎症因子有利于机体正常防御反应,但炎症因

子的大量释放则可产生广泛的损伤作用。TNF-α是

机体受到有害刺激后最初分泌的细胞因子,可诱导

IL-6表达,促使炎症细胞因子之间相互作用并形成正

反馈环,诱发“级联效应”。IL-6的高表达可激活核转

录因子κB,从而导致脓毒症进一步加重。有研究表

明,TNF-α可由激活的中性粒细胞和巨噬细胞释放,
而对各种免疫细胞和结构细胞产生刺激,进而诱导机

体释放大量炎症介质,最终引起全身炎性反应[12]。本

研究结果显示,西药组与联合用药组治疗第3天与第

7天的血清TNF-α和IL-6水平低于模型组,联合用

药组低于西药组,表明小柴胡汤在CRAB致腹膜炎/
脓毒症大鼠模型中的应用可抑制炎症因子的表达。
从机制上分析,小柴胡汤和抗菌药物二者联用除了可

以抗炎和增强人体免疫功能,也能发挥肠道保护和减

少细菌移位等作用,从而减轻全身炎性反应[13]。
Notch信号通路被发现可参与多种疾病的发生、

发展,Notch-1是 Notch受体的重要类型。当 Notch
信号通路被激活时,会增加 Notch-1的表达,进而引

发下游靶基因的激活。TRAP也是调节脓毒症发生、
发展的关键因子,可调节破骨细胞的生成和活化,通
过正反馈加重炎性反应,并促进炎症介质的大量释

放。本研究结果显示,西药组与联合用药组治疗第3
天与第7天的肺Notch1、TRAP蛋白相对表达水平低

于模型组,联合用药组低于西药组,表明小柴胡汤联

合抗菌药物在CRAB致腹膜炎/脓毒症大鼠模型中的

应用可抑制 Notch1、TRAP蛋白的表达。小柴胡汤

可作用于线粒体中有氧呼吸的过程,进而影响机体能

量代谢,从而缓解因脓毒症引起的微循环障碍。此

外,小柴胡汤可从“神经-内分泌-免疫-代谢”等多层面

影响脓毒症的发生与发展,从而对肺脏起到保护作

用[14-15]。本研究也存在一定的不足,如未设置空白对

照组,也未进行不同剂量的组别分析,笔者将在后续

研究中探讨。
综上所述,小柴胡汤联合抗菌药物在CRAB致腹

膜炎/脓 毒 症 大 鼠 模 型 中 的 应 用 能 抑 制 Notch1、
TRAP蛋白的表达,抑制炎症因子的表达,从而降低

肺 MPO水平及干湿指数。
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