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肝素联合柴胡对内毒素诱导大鼠肾损伤的保护作用
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【摘要】 目的 观察肝素联合柴胡注射液对内毒素诱导大鼠肾脏损伤的保护作用。方法 选取健康SD大

鼠共18只，利用腹腔注射7 mg/kg脂多糖(LPS)诱导建立内毒素大鼠肾损伤模型；采用随机数表法将造模后的大鼠随

机分为模型组、肝素组和肝素+柴胡组，每组6只。肝素组腹腔注射120 U/kg低分子肝素，肝素+柴胡组给予120 U/kg

低分子肝素与200 mg/kg柴胡注射液；另选健康SD大鼠8只作为对照组，给予同剂量生理盐水。药物处理后5 h取

血，利用生化仪检测肌酐(CRE)浓度，采用血凝仪测定活化部分凝血活酶时间(APTT)和纤维蛋白原(FIB)含量，显微

镜下观察肾脏组织病理学改变。结果 与对照组比较，模型组大鼠的CRE浓度[(76.95±12.05) μmol/L vs (47.00±

5.55) μmol/L]显著升高、APTT 时间[(53.80±19.37) s vs (19.70±3.25) s]显著延长，FIB 含量[(53.17±12.95) mg/dL vs
(440.89±44.64) mg/dL]显著降低，差异均有显著统计学意义(P<0.01)；显微镜下模型组大鼠肾小球结构萎缩，肾间质

血管弥漫性扩张充血；与模型组比较，肝素组大鼠的APTT时间[(32.77±1.86) s vs (53.80±19.37) s]缩短、FIB含量

[(399.01±56.66) mg/dL vs (53.17±12.95) mg/dL]回升，差异均有统计学意义(P<0.05)；CRE浓度虽有所降低，但差异

无统计学意义(P>0.05)。与模型相比，肝素+柴胡组大鼠的CRE浓度[(52.53±13.14) μmol/L vs (76.95±12.05) μmol/L]、

APTT时间[(21.73±0.72) s vs (53.80±19.37) s]、FIB含量[(368.50±41.32) mg/dL vs (53.17±12.95) mg/dL]均明显改善，

差异有统计学意义(P<0.05)；镜下肝素+柴胡组大鼠肾小球结构基本恢复正常，肾间质充血明显减轻。结论 单纯

肝素抗凝治疗不足以逆转内毒素所致的肾损伤，肝素联合柴胡对内毒素诱导的急性肾脏损伤具有保护作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the protective effect of heparin combined with bupleuri injection on

renal injury in endotoxin-induced rats. Methods The model of endotoxic renal injury was established by a single

intraperitoneal of 7 mg/kg LPS in healthy SD rats. Eighteen endotoxic rats were randomly assigned into 3 groups (n=

6 each): LPS group, heparin group, and heparin+Bupleurum group. The heparin group was injected with 120 U/kg

heparin. Then, the heparin+Bupleurum group was treated by 120 U/kg heparin and 200 mg/kg bupleuri injection. In

addition, eight healthy SD rats were selected as the control group which was given the same amount of saline. After

drug administration for five hours, the blood sample and kidney tissue was taken. In the end, the parameters such as

creatinine (CRE), fibrinogen (FIB), activated partial thromboplastin time (APTT), and renal pathology were com-

pared between the groups. Results Compared with control group, longer APTT time, higher CRE levels, and lower

FIB release were detected in LPS group (P<0.01): (53.80 ± 19.37) s vs (19.70 ± 3.25) s, (76.95 ± 12.05) μmol/L vs
(47.00 ± 5.55) μmol/L, (53.17 ± 12.95) mg/dL vs (440.89 ± 44.64) mg/dL, respectively. At the same time, renal biopsy

showed atrophic glomeruli and vascular engorgement in LPS group. Compared with LPS group, heparin group had signifi-

cantly reduced APTT time and increased FIB release: (32.77±1.86) s vs (53.80±19.37) s, P<0.05; (399.01±56.66) mg/dL vs
(53.17±12.95) mg/dL, P<0.01, but CRE level was similar between the two groups (P>0.05). Compared with LPS

group, heparin combined with Bupleuri injection not only increased FIB release, but also reduced APTT time and

CRE level: (368.50±41.32) mg/dL vs (53.17±12.95) mg/dL, P<0.01; (21.73±0.72) s vs (53.80±19.37) s, P<0.05; (52.53±

13.14) μmol/L vs (76.95±12.05) μmol/L, P<0.01. While, the pathological change of kidney was alleviated in hepa-

rin+Bupleurum group. Conclusion Heparin anticoagulant therapy is not sufficient to reverse the renal damage caused

by endotoxin. Heparin combined with Bupleurum has protective effect on endotoxin-induced acute kidney injury.
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院内感染的有效防控不仅是医院安全的保障，更

是高质量医疗服务的体现。院内感染的发生在加重患

者经济负担的同时，还造成国家医疗资源的浪费。近

年来，随着医疗技术的不断进步，院内感染的防控水平

也在逐渐提高。尽管如此，院内感染仍是当前住院患

者死亡的主要原因之一，占比达30%左右[1]；当院内感染

伴发重型脓毒症时，死亡率更是高达 59% [2]。因此针

对院内感染的防控进行研究显得尤为重要。据 2016

年中国CHINET 细菌耐药性监测显示[3]：我国的临床

感染，尤其是院内感染以革兰氏阴性杆菌(G-)居多。

另一项多中心病原菌监测研究也同样提示：以大肠埃

希菌和肺炎克雷伯菌为代表的G-为院内感染的最主

要致病菌[4]。而一种被称作内毒素的物质不仅是G-致

病的重要因素，更是激活炎症、免疫网络，继而引起发

热、弥散性血管内凝血(disseminated intravascular coag-

ulation，DIC)以及脓毒血症(sepsis)，甚至多器官功能衰

竭(multiple organ failure，MOF)的始动因子。肝素因

其抗凝作用，被广泛应用于心肌梗死、脑梗死，以及

DIC等临床危急重症的防治[5]。最近有报道显示，肝素

还具有延缓肾衰发生的作用[6]。与此同时，作为传统

药材的柴胡，其主要成分柴胡皂苷被证实具有抗炎、

免疫调节，以及护肝保肾的功效[7-8]。本研究旨在观察

肝素联合柴胡对内毒素血症大鼠肾脏损伤的保护作

用，为临床上内毒素所致脏器损伤的防治提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要材料 SPF级Sprague-Daw-

ley (SD)雌性大鼠，8 周龄，体质量 210~230 g，由南京

青龙山动物繁殖场提供。内毒素，即脂多糖(LPS，E
coli 055：B5，Lot 2011/08，Sigma)，肝素 (150 U/mg，

Lot 2011/08，Biosharp)，柴胡注射液(咸阳泰鑫药业有

限公司)，APTT 及 FIB 测定试剂盒，由上海太阳生物

技术有限公司提供。

1.2 主要仪器设备 高速离心机(上海安亭)，全

自动生化分析仪(日本Olympus Au400)，全自动血凝仪

(德国MC-2000)，双目显微镜(日本Olympus BX41)。

1.3 实验动物分组及给药 选取健康SD大鼠18

只，适应性喂养3 d后进行实验，实验前大鼠空腹12 h。

参考文献 [9]的方法，腹腔注射 7 mg/kg LPS 诱导建立

内毒素血症大鼠模型。将造模后的大鼠，利用随机

数表法分为模型组、肝素组、肝素+柴胡组(n=6)。其

中肝素组腹腔注射120 U/kg低分子肝素进行干预；肝

素+柴胡组在腹腔注射 120 U/kg 低分子肝素的基础

上，再予 200 mg/kg柴胡注射液进行联合治疗。另选

健康SD大鼠8只作为对照组，腹腔注射相同剂量的生

理盐水作为对比。

1.4 肾脏指标CRE检测 各组大鼠给药 5 h后，

用 1.5%戊巴比妥钠(2 mL/kg)腹腔注射麻醉大鼠，然后

将其仰卧位固定于手术台上，切开颈部皮肤，钝性分

离皮下组织、暴露颈总动脉后，插管取血。用 3.8%枸

橼酸钠制备血浆样本，Olympus Au400生化仪自动测

定肌酐(CRE)浓度。

1.5 凝血指标APTT及FIB检测 制备血浆样本

方法同前，打开血凝仪，将 50 μL 血浆与 50 μL APTT

检测试剂混合后预温180 s，加入CaCl2 50 μL后，启动

血凝仪测定APTT；同样方法预温血浆和FIB缓冲试剂

(1∶9混合，共100 μL) 1 min后，启动血凝仪测定FIB。

1.6 肾脏组织病理学检查 大鼠颈总动脉取血

完成后，用手术刀打开腹腔，止血钳分离肾周组织，留

取肾脏标本，甲醛固定后，经脱水、透明、浸蜡、包埋、

切片、贴片、染色、透明、封片等步骤制备病理切片，显

微镜下观察记录肾脏组织病理学变化。

1.7 统计学方法 应用SPSS17.0 软件进行数据

分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，组间比较采

用 t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肝素联合柴胡对肾功能的影响 模型组血

浆CRE浓度[(76.95±12.05) μmol/L]显著升高，与对照

组[(47.00±5.50) μmol/L]差异有显著统计学意义(P<

0.01)；肝素组血浆CRE浓度[(60.93±14.09) μmol/L]有

所降低，但与模型组比较差异无统计学意义；肝素与

柴胡联合治疗后 CRE 浓度[(52.53±13.14) μmol/L]较

模型组显著降低，差异有显著统计学意义(P<0.01)，

见图1。

2.2 肝素联合柴胡对凝血功能的影响 与对照

组[(19.70±3.25) s、(440.89±44.64) mg/dL]比较，模型组

APTT 时 间 [(53.80 ± 19.37) s] 显 著 延 长 、FIB 含 量

[(53.17±12.95) mg/dL]显著降低，差异均有显著统计学

意义(P<0.01)；与模型组比较，肝素组APTT时间明显

缩短、FIB含量[(32.77±1.86) s、(399.01±56.86) mg/dL]
显著回升，差异均有显著统计学意义(P<0.01)；柴胡

图1 四组大鼠肾功能指标比较(n=6，x-±s)
注：control=模型组、LPS=模型组、Heparin=肝素组、H+A=肝素+柴胡

组；LPS vs Heparin，P>0.05。
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3 讨论

当前，院内感染已成为住院患者死亡的主要原

因，占比 30%；当伴发重型脓毒症时，死亡率更是高

达 59% [1-2]。近年来的病原菌监测数据表明，我国的

院内感染以 G-居多，尤其是大肠埃希菌和肺炎克雷

伯菌 [3-4]。内毒素 (endotoxin)即脂多糖 (lipopolysac-

charide，LPS)是 G-致病的核心物质。LPS 可通过

LBP、CD14 分子的运载、识别，经由跨膜受体传递信

号，最终激活 NF-κB、MAPK 等炎症通路，进而促使

炎性细胞分泌肿瘤坏死因子-α (TNF-α)、白细胞介

素(IL-1β、IL-6)等细胞因子(cytokine，CK)；CK 可通

过炎性损伤、凝血系统活化等方式，导致 DIC，甚至

肺、肝、肾等多脏器功能受损 [10-11]。如何安全、有效

地防治内毒素所致的脏器损伤，是目前临床工作中

亟需解决的问题。

前述机制提示，炎症反应、凝血系统的过度激

活是内毒素损伤的关键。切实有效的抗炎治疗可

抑制炎症系统的不适当激活，有助于减轻包括血管

内皮在内的正常细胞损伤；此外恰当的抗凝治疗可

减少重要脏器因血管栓塞所致的缺血坏死。肝素

作为临床常用抗凝药物，被广泛应用于心肌梗死、

脑梗死以及 DIC 等临床危急重症的防治 [2]。近年来

肝素的非抗凝作用同样被广泛研究，实验证实：肝

素不仅能抑制 TNF-α、IL-1β、IL-6 等 CK 的生成，还

可以下调一氧化氮合酶(NOS)的表达，保护血管内

皮细胞、减轻器官功能损伤、降低脓毒症动物死亡

率 [12-13]。本研究显示，SD 大鼠在 LPS 诱导下，肾脏

发生形态学改变，表面布满瘀血点，镜下肾小球结

构萎缩，肾间质血管弥漫性扩张充血；肾功能受损，

血浆 CRE 浓度明显升高；凝血系统也被过度激活，

表现在 FIB 消耗增多，含量显著下降，继而 APTT 时

间明显延长。与此同时，经过肝素治疗的 SD 大鼠，

肾小球损伤减轻，肾功能及凝血功能改善，这与近

期国内外相关研究结果相似 [12-13]。然而遗憾的是，

在肝素的干预下，代表肾功能的 CRE 下降并无统计

学意义，这提示 LPS 所致的肾损伤是炎性损伤与凝

血障碍共同作用的结果，这也恰恰与前文所述的内

毒素损伤机制中的两个关键点相契合，因此单纯的

图2 四组大鼠凝血指标比较(n=6，x-±s)
注：control=模型组、LPS=模型组、Heparin=肝素组、H+A=肝素+柴胡组。

图3 四组大鼠肾组织病理变化(HE染色，×100)
注：A，对照组；B，模型组；C，肝素组；D，肝素+柴胡组。

与肝素联合后，与模型组比较，APTT 时间及 FIB 含

量[(21.73±0.72) s、(368.50±41.32) mg/dL]同样得到改

善，差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01)，见图 2。

2.3 肝素联合柴胡对肾脏组织病理的影响 显

微镜下，对照组肾小球结构正常，肾间质血管未见扩

张充血，肾小管上皮细胞亦未见水肿；内毒素诱导后

的模型组肾脏，肉眼可见表面布满瘀血点，镜下肾小

球结构萎缩，肾间质血管弥漫性扩张充血；肝素，以及肝

素+柴胡治疗后的肾小球结构基本正常，肾间质充血明显

减轻，见图3。
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抗凝干预并不能完全逆转内毒素肾损伤；此外这一

发现也让我们对肝素非抗凝作用的实际生物学效

应产生一定程度的疑问，正如相关文献所提到的，

肝素的作用机制尚需进一步探讨和研究 [14]。

基于肝素在改善内毒素诱导肾损伤中的局限性，

我们进一步联合了具有抗炎作用的柴胡(Bupleuri)。

柴胡是我国传统中药材，具有和表解里、疏肝、抗炎等

功效。柴胡皂苷(saikosaponin，SS)、多糖、黄酮等具有

生物活性，是柴胡的主要作用成分。近年来的研究证

实[8，15]：SS是五环三萜类齐墩果烷型衍生物，其结构包

括环氧醚型和异环双烯型，具有抗炎、调节免疫，以及

保护肝、肾，甚至抑制肿瘤等作用。例如，最近国内研

究证实，SS-b2 能明显改善氧化应激引起的肝细胞

(L-02)线粒体损伤，其机制与 SS-b2 下调线粒体凋亡

通路蛋白 Bax、Cyt-c，以及胱天蛋白酶 9、3 有关 [16]；此

外还有文献显示，SS-d可通过干扰Wnt/β-catenin信号

通路抑制小鼠肺纤维化的上皮-间质转化(EMT)过

程。本研究结果显示：当肝素联合柴胡治疗后，LPS诱

导刺激下的大鼠肾小球结构损伤得以恢复，肾间质充

血明显减轻，肾功能指标CER和凝血指标FIB、APTT

均得到了显著改善。

综上所述，肝素虽可改善LSP诱导所致的肾脏损

伤，但其疗效不及柴胡注射液联合肝素疗法，这为内

毒素血症肾损伤防治做出了新的尝试，但两药联合的

实际临床价值尚需进一步探讨和研究。

(注：本文第一作者曾就职于南京农业大学医院，

该研究在南京农业大学工作期间完成)
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