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血必净对脓毒症大鼠肾脏细胞凋亡及相关蛋白表达的影响 
    

孙雪东，严一核，褚韦韦，张亦婷，应利君(绍兴市人民医院，浙江 绍兴 312000) 

 
摘要：目的  探讨早期应用血必净对脓毒症导致急性肾损伤后肾小管细胞凋亡的影响，及凋亡相关蛋白 Bcl-2 和 Bax 表

达的变化。方法  54 只 SD 大鼠，♂，随机分为假手术组、脓毒症组、血必净组，每组 18 只；各组再分为 3 个亚组，每

组 6 只。根据实验要求分别以术后 12，24，48 h 作为时间观察点，在各时间点检测大鼠的血液生化指标，测定肾脏血流、

并留取肾脏组织观察病理学变化，测定肾小管损伤评分，采用原位末端标记法测定肾小管凋亡细胞，并计算积分光密度

值(IOD)。采用免疫印迹法测定 Bcl-2、Bax 的变化。结果  血必净组能明显改善肾功能，稳定血流动力学，减轻组织病

理学变化，减少肾小管细胞凋亡，肾小管损伤评分和 IOD 值与脓毒症组相比有显著差异(P<0.01)。同时，血必净组能升

高 Bcl-2 的表达，抑制 Bax 的表达，保持 Bcl-2/Bax 的平衡，与脓毒症组相比有显著差异(P<0.01)。结论  早期应用血必

净可以减少肾小管细胞在脓毒症进程中的凋亡，改善脓毒症导致急性肾损伤的病理学改变，保持 Bcl-2/Bax 的平衡，减轻

脓毒症导致的肾损伤。 
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Effects of Xuebijing Injection on Tubular Apoptosis and Associated Protein Expression in Sepsis Induced 
Acute Kidney Injure Rats 
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China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of early application of Xuebijing injection in sepsis induced acute kidney 
injure(SI-AKI) by observing tubular apoptosis and Bcl-2/Bax expression. METHODS  Fifty-four male SD rats were randomly 
divided into 3 groups: sham group (sham), sepsis group and Xuebijing group, eighteen rats in each group. Each group were 
divided into 3 sub-groups, six rats in each group. After model was established, the phases of 12, 24, 48 h were respectively 
regarded as observation point, and blood biochemical parameters, renal blood flow, renal pathological changes and renal tubular 
injury scores were measured; renal tubular cell apoptosis was determined by TUNEL method and integrated optical density (IOD) 
was calculated. The expressions of Bcl-2 and Bax were detected by Western blot. RESULTS  Xuebijing injection could 
significantly improve renal function, hemodynamics of kidney, pathological changes and reduce tubular cell apoptosis. Tubular 
damage scores and the IOD had a significant difference in Xuebijing group compared with CLP group(P<0.01). Meanwhile, 
Xuebijing injection could increase the expression of Bcl-2, and inhibit the Bax, keep the balance of Bcl-2/Bax ratio; there were 
significant differences(P<0.01) in Xuebijing group compared with sepsis group. CONCLUSION  Early application of 
Xuebijing injecton may improve renal dysfunction and the pathological changes, reduce the tubular cell apoptosis, keep the 
balance of Bcl-2/ Bax ratio in SI-AKI. 
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尽管重症医学飞速发展，严重脓毒症和脓毒

性休克仍然是 ICU 内患者的主要死因，其死亡率

高达 25%~80%[1]。由于细胞通路产生大量炎症因

子的瀑布样作用，传统的治疗方法往往疗效甚微。

近年来，细胞的异常调节和凋亡已经被认为是脓

毒症的主要致病和致死的原因。严重脓毒症往往

引起多脏器功能不全，细胞凋亡通路的激活被认

为是导致早期急性脓毒性肾损伤的重要原因[2]。目

前研究证明血必净有肾脏保护作用，但未从细胞

凋亡的角度进一步深入研究。本研究从细胞凋亡

的角度出发，研究相关蛋白 Bcl-2、Bax 表达的变

化，进一步研究血必净对脓毒性急性肾损伤(sepsis 

induced acute kidney injure，SI-AKI)的保护作用，

并探讨可能的机制。 

1  材料 

1.1  动物 

清洁级 SD 大鼠，♂，体质量(200±20)g，由浙

江大学医学院实验动中心提供和饲养，合格证号：
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SYXK(浙)2010-0126。实验造模前适应性饲养 1

周，本实验通过医院伦理委员会论证。 

1.2 仪器 

7600 型全自动生化分析仪 (日本日立 )；

AJ210A 型玻璃匀浆器(上海实生生物)；ML191 型

激光多普勒血流仪(澳大利亚 ADI)；ALLEGRA 

X-12 型低温高速离心机(美国 BECKMAN)。 

1.3  药物   

血必净注射液(天津红日药业，每支 10 mL，

国药准字 Z2004003)；戊巴比妥(浙江震元医药，

批号：S0803511)。 

1.4  试剂   

原位细胞死亡检测 (TUNEL)试剂盒 (德国

Roche-Mannhein，批号：20120507)；Bax、Bcl-2、

β-actin(美国 Santa Cruz，批号分别为 20121223，

20121223 和 20130326)，RIPA 裂解液，ECL 试剂

显色(杭州益生科技，批号：20130908，20110301)。 

2  方法 

2.1  动物分组和脓毒症模型的制备   

参照相关文献以盲肠接扎穿孔(cecal ligation 

and puncture，CLP)法制造脓毒症模型[3]。分假手

术组、脓毒症组、血必净组，每组 18 只；各组分

为 3 个亚组，每组 6 只，根据实验要求分别以术

后 12，24，48 h 作为时间观察点。CLP 后 0.5 h

以大鼠精神软弱，活动减少，毛色杂乱无光泽，

呼吸稍促，喜饮水，解稀便作为动物模型成功的判定

标准。 

2.2  给药   

假手术组麻醉后开腹翻动肠道，随即关腹；

脓毒症组和血必净组术后 0.5 h 分别尾静脉注射生

理 盐 水 (normal saline ， NS) 或 血 必 净 注 射 液

4 mL·kg1。所有大鼠在手术后都常规予以注射 NS 

30 mL·kg1进行液体复苏。之后每 12 h 对脓毒症组

和血必净组分别予以 NS 或血必净注射液

4 mL·kg1进行治疗。 

2.3  标本留取  

各亚组大鼠在手术后 12，24，48 h 观察点用

戊巴比妥(50 mg·kg1)对大鼠进行腹腔注射麻醉，

破腹暴露肾脏并测定肾脏血流，记录血流灌注

(blood perfusion unit，PBU)情况，对腹主动脉采

血，并收集上述各亚组大鼠各时间观察点的尿量。

最后摘取肾脏，液氮冷冻后转至80 ℃冰箱保存

备用。 

2.4  生化指标测定  

血液标本用全自动生化仪测血肌酐 (sCr，

μmol·L1)、血尿素氮(BUN，mmol·L1)；用 CrCl= 

UV/P 计算肌酐清除率，其中 U 代表尿肌酐(uCr，

μmol·L1)，V 代表每分钟尿量(mL·min1)，P 代表

血浆肌酐(sCr，μmol·L1)；CrCl 予以体质量进行矫

正，用 mL·min1·(100 g)1表示。 

2.5  病理组织学观察  

对肾脏组织常规固定、脱水、石蜡包埋、切

片和 HE 染色。在光镜下利用盲法原则观察病理结

果，作半定量分析进行肾小管损伤评分。肾小管

损伤定义为：肾小管退化、空泡变性，管型形成，

小管坏死和炎症浸润。评分标准：0 分，正常组织；

1 分，单细胞、点灶性坏死；2 分，小管受损面积

<25%；3 分，小管受损面积 25%~50%；4 分，小

管受损面积 50%~75%；肾小管受损面积>50%[4]。 

2.6  肾脏细胞凋亡检测   

按 TUNEL 试剂盒说明进行操作：对石蜡切片

常规脱蜡脱水，用蛋白酶 K 孵育，标记，信号转

化和分析。荧光染色后 TUNEL 阳性细胞即凋亡细

胞被染色，荧光显微镜下显示为亮绿色，用

Image-Pro Plus-6.0 软件对图像的积分光密度值

(integrated optical density，IOD)进行盲法分析。 

2.7  凋亡相关蛋白检测   

取肾脏髓质 40 mg 在 400 µL 的 RIPA 裂解液

中 进 行 匀 浆 ， 然 后 在 4 ℃ 下 离 心 15 min 

(12 000 r·min1，2 次)，除去未破裂的细胞、细胞

核和线粒体。细胞上清液转移到新的试管，测定

总蛋白浓度。所有细胞上清液调整到相同的蛋白

浓度，并在 SDS 缓冲液 65 ℃中加温 15 min，保存

到20 ℃备用。最后进行 SDS-PAGE 电泳、转膜，

用一抗 Bax (1︰1 000)、Bcl-2(1︰1 000)、β-actin(1

︰2 000)孵育过夜，最后用二抗孵育 2 h，ECL 试

剂显色，JY-Clear ECL 型化学发光凝胶成像分析

系统进行成像。 

2.8  统计学分析  

采用 SPSS 18.0 进行统计学分析，正态分布的

定量数据以 sx  表示，组间比较采用单因素方差

分析(one-way ANOVA)，两两比较采用 SNK-q 检

验，P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  生化指标和肾脏血流动力学的比较  

脓毒症发生 12 h 后，生化指标上脓毒症组、
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血必净组与假手术组比较均无明显差异，但肾动

脉血流变化上脓毒症组和血必净组血流明显快于

假手术组(P<0.05)。脓毒症组在脓毒症发生 24 h

后 sCr 和 BUN 升高，并且持续升高到 48 h；血必

净组虽然这 2 个指标有升高趋势，但与 CLP 相比

趋势偏缓，在 24，48 h 2 个时间点上均有明显差

异(P<0.05)；而 CrCl 上也呈相同在趋势。肾脏血

流动力学上脓毒症组在 12 h 血流增快达到高峰，

24，48 h 血流持续变缓慢；而血必净组 12 h 后也

出现血流增快，24 h 后血流未减慢，与脓毒症组

比有显著差异(P<0.05)，到 48 h 并也没有血流瘀

滞，与 CLP 比血流明显增加(P<0.01)，见表 1。 

表 1  血必净对 3 组 SI-AKI 大鼠各时间点生化指标和肾动

脉血流比较影响(n=6, sx  ) 

Tab. 1  Effect of Xuebijing injection on biochemistry 
indices and hemodynamics changes of kidney in 3 groups rats 
with SI-AKI(n=6, sx  ) 

组别 
时间/ 

h 

sCr/ 

μmol·L1 

BUN/ 

mmol·L1 

CrCl/mL·min1·

(100 g)1 
BPU 

假手

术组 

12 35.7±4.7 10.4±4.7 1.8±0.3 185±21.6 

24 38.9±4.0 12.2±3.7 1.9±0.8 195±20.5 

48 39.7±5.7 11.0±4.1 1.8±0.6 189±19.3 

脓毒

症组 

12 39.8±4.9 17.9±4.0 1.8±0.1  295±51.81)

24  49.8±8.91)  20.9±3.51)  2.8±0.41)  115±45.81)

48  89.8±4.92)  39.9±6.42)  5.8±0.52)   79±31.82)

血必

净组 

12 41.4±3.7 17.2±5.4 1.7±0.4  249±31.71)

24  37.9±3.83)  20.2±4.93)  2.3±0.33)  155±29.83)

48   46.1±5.21)3)  19.2±4.43)   2.7±0.51)3)  159±37.74)

注：与假手术组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与脓毒症组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01。 

Note: Compared with sham group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
sepsis group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.2  病理改变和肾小管损伤评分  

脓毒症发生 12 h 后各组肾脏病理组织改变不

明显。24 h 后假手术组基本正常，脓毒症组出现

部分肾小管细胞退化、空泡变，伴有单核细胞浸

润，血必净组也出现肾小管坏死，但数量较脓毒

症组少。48 h 后假手术组病理改变仍基本正常，

脓毒症组在肾髓质可以看到明显的肾小管退化、

空泡变、坏死和细胞管型或透明管型并伴有单核

细胞浸润；血必净组病理改变较脓毒症组明显减

少，见图 1。肾小管损伤评分来比较，24，48 h 后

脓毒症组肾小管损伤评分持续升高，与假手术组

比差异明显(P<0.05)；血必净组也呈升高趋势，与

脓毒症组比 24 h 时无明显差异，但在 48 h 时明显

下降(P<0.01)，结果见表 2。 

3.3  细胞凋亡的检测  

用 TUNEL 法荧光染色显示亮绿色为凋亡细

胞(箭头处)，提示脓毒症导致肾小管细胞的凋亡。

脓毒症发生 12 h 后各组肾小管凋亡细胞不明显。

24，48 h 后脓毒症组看到大量 TUNEL 阳性细胞，

并且持续增加，血必净组中 24 h 和 48 h 组的凋亡

细胞无增加趋势，见图 2。血必净组在 24，48 h

的各时间点的 IOD 值均少于脓毒症组，统计学上

有明显差异(P<0.01)，结果见表 2。 

表 2  血必净对 3 组 SI-AKI 大鼠各时间点肾小管损伤评分

和 TUNEL 染色影响(n=6, sx  ) 

Tab. 2  Effect of Xuebijing injection on renal tubular injury 
score and IOD in 3 groups rats with SI-AKI(n=6, sx  ) 

组 别 时间/h 得分 IOD/% 

假手术组

12 0.40±0.54 10.40±1.51 

24 0.60±0.54 10.60±2.07 

48 0.60±0.55 10.40±2.60 

脓毒症组

12 1.40±0.54  34.40±5.022) 

24  2.80±0.832)  48.00±5.782) 

48  3.60±0.552)  53.80±6.682) 

血必净组

12 1.20±0.44   26.60±6.872)3) 

24  1.60±0.541)   38.20±6.872)4) 

48   1.80±0.831)4)   37.60±2.172)4) 

注：与假手术组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与脓毒症组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01。 

Note: compared with sham group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
sepsis group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

 
图 1  各组大鼠光镜下肾脏病理变化(HE，200×)  

Fig. 1  Pathological changes of kidney tissues in rats with 

SI-AKI of different group(HE, 200×) 
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图 2  各组大鼠肾脏免疫荧光染色结果(TUNEL 染色，

400×) 

Fig. 2  Result of immunofluorescence microscopy of kidney 
tissues in different group rats with SI-AKI(TUNEL dyeing, 

400×) 

表 3  血必净对 3 组 SI-AKI 大鼠各时间点肾脏凋亡相关蛋

白的影响(n=6, sx  ) 

Tab. 3  Effect of Xuebijing injection on kidney apoptosis 
associated protein in 3 groups rats with SI-AKI(n=6, sx  ) 

组 别 时间/h Bcl-2 Bax Bcl-2/Bax 

假手术组 

12 1.50±0.07 0.5± 0.12 3.15±0.50 

24 1.47±0.86 0.56±0.18 2.85±0.41 

48 1.50 ±0.10 0.52±0.21 3.16±0.39 

脓毒症组 

12 1.08 ±0.22  1.85±0.922)  0.58±0.222)

24  0.76±0.092)  1.95±0.902)  0.41±0.072)

48  0.51±0.072)  2.69±0.392)  0.19±0.122)

血必净组 

12 1.12±0.13   1.12±0.072)3)  0.94±0.092)

24  1.30±0.111)   1.19±0.172)3)   1.08±0.082)3)

48   2.12±0.121)3)   1.48±0.152) 3)   1.37±0.072)3)

注：与假手术组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与脓毒症组比较，3)P<0.01。 

Note: Compared with sham group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
sepsis group, 3)P<0.01. 

4  讨论 

脓毒症是感染后导致全身炎症反应综合征，并

由其导致的器官功能障碍；严重脓毒症导致多器

官功能障，包括 SI-AKI，SI-AKI 使患者死亡率成

倍增加甚至高达 75%[5]。尽管抗菌药物不断升级、

治疗手段不断改善，包括肾脏替代治疗的开展，

不但大大增加医疗成本，而且没有明显减少脓毒

症的死亡率，细胞凋亡通路的激活被认为是导致

早期急性脓毒性肾损伤的重要原因[6]。本研究从中

药血必净入手，从细胞凋亡的角度研究对 SI-AKI

的保护作用。 

脓毒症造模成功后脓毒症组的肾脏血流早期

流速增快，随着时间推移脓毒症的进一步发展，

血流速度减慢、瘀滞，这符合脓毒症临床的发展，

脓毒症早期往往是高排低阻，进一步出现血流动

力学障碍；而在血必净组早期也是血流增加，随

着血必净疗效的逐步显现，肾脏血流并没有出现

进一步的下降。目前文献也报道：早期导致 SI-AKI

的进展不是血流减少，由于细胞通路产生大量炎

症因子的瀑布样作用，以及细胞的异常调节和凋

亡，因此传统的治疗方法往往疗效甚微[7-8]。本研

究进一步从血必净对肾小管的凋亡蛋白来研究其

作用机制。 

凋亡是指程序性死亡，是一个清除坏死和异

常细胞的自我保护机制。这种自我保护机制可以

被内在的线粒体依赖的旁路或外在的细胞受体介

导的旁路激活[9]。TUNEL 法是目前较常用的检测

细胞凋亡的方法，脓毒症组的阳性细胞随着脓毒

症的发展不断增加，而血必净组在 48 h 后与脓毒

症组比较明显减少，IOD 上分析也存在显著的统

计学差异。但 TUNEL 法对区分凋亡细胞和坏死细

胞尚存假阳性的争议，所以进一步从参与其中一

系列的蛋白入手，来研究早期的细胞凋亡。Bcl-2

家族是凋亡调节蛋白，能调节细胞膜的通透性；

Bcl-2 是抗凋亡蛋白，Bcl-2 相关的 X 蛋白即 Bax

是促凋亡蛋白。细胞内 Bcl-2/Bax 比值比单一蛋白

更有意义，更能决定细胞的凋亡和生存，在细胞

的凋亡过程中起着重要的作用。有研究表明，脓

毒症发生后，凋亡的 DNA 碎片从肾小管髓质分泌，

脓毒症可以上调 Bax mRNA，下调 Bcl-2 mRNA[10]；

这同本研究结果一致，脓毒症可以导致肾小管细

胞的凋亡，使 Bcl-2 表达增强，Bax 表达降低。本

研究观察到，在脓毒症发生 12 h 后 Bcl-2/Bax、

Bcl-2 的改变并不明显，但 Bax 的表达逐步增强；

到 24，48 h在血必净组Bcl-2/Bax的比值显著增加，

Bax 的表达受到抑制，Bcl-2 被激活；说明血必净

可以抑制Bax蛋白的过度表达，促进Bcl-2的合成，

保持 Bcl-2/Bax 的平衡。 

血必净是在“菌、毒、炎”并治的理论指导下

研制而成的水性溶液，能抑制多种细胞炎症因子；

主要成分有川芎、赤芍、丹参、红花等，具有行

气活血、清热凉血、解毒止痛的功效，能扩张外

周微血管，具有改善组织灌注与微循环，能抑制

过度的炎性介质释放。单味中药往往疗效甚微，
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而成药内各味中药之间可以产生协调效应，并对

多个靶器官起作用[11-12]。从本研究的临床生化指

标来看，在脓毒症早期应用血必净能明显改善肾

功能的恶化，24 h 后血必净组的肾功能较脓毒症

组明显改善，肌酐清除率明显增加。从组织形态

学上来看，血必净能减轻肾脏组织学的形态学改

变，减少肾小管上皮细胞坏死、细胞管型形成和

肾脏髓质的充血。  

本研究可以得出结论，早期应用血必净可以

减少肾小管细胞在脓毒症进程中的凋亡，改善

SI-AKI 的病理学改变，保持 Bcl-2/Bax 的平衡，改

善脓毒症导致的肾功能损害。临床上早期应用血

必净可以从减少肾小管细胞凋亡的角度加强对

SI-AKI 的保护。  
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