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［摘要］ 目的 探讨参附黄方对斑马鱼炎症、巨噬细胞吞噬功能的作用及其机制。 方法 以转基因中性粒
细胞荧光斑马鱼、野生型 AB品系斑马鱼为实验对象，分别建立斑马鱼炎症模型和巨噬细胞吞噬模型。采用
死亡率和心血管毒性评价筛选参附黄方的药用浓度; 采用中性粒细胞计数评价参附黄方对斑马鱼炎症模型的

作用，并以吲哚美辛为对照; 检测斑马鱼白细胞介素 10 ( IL-10) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 、诱导型一氧
化氮合酶 ( iNOS) 、重组人精氨酸酶 1 ( AＲG1) 、白细胞介素 1β ( IL-1β) mＲNA 表达评价参附黄方对斑马
鱼吞噬细胞吞噬功能的影响。 结果 参附黄方对斑马鱼的最大安全浓度为 10 mg /ml，本研究选择参附黄低、
中和高剂量浓度分别为 1. 1、3. 3 和 10 mg /ml。在炎症模型中，模型对照组斑马鱼炎症部位中性粒细胞个数
高于正常对照组 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型对照组比较，吲哚美辛组和参附黄中、高剂量组斑马鱼炎症部位中性
粒细胞个数降低 ( P ＜ 0. 01) ; 参附黄中剂量组炎症消退作用最强为 44. 1%。在巨噬细胞吞噬模型中，与正
常对照组比较，参附黄中、高剂量组 TNF-α、IL-10 mＲNA 表达升高，参附黄高剂量组 IL-1β mＲNA 表达升
高、AＲG1 mＲNA表达降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 参附黄方具有很好的免疫激活作用，其机制可
能与降低中性粒细胞数量和调节巨噬细胞分型有关。
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自 1991 年美国危重病医学会和美国胸科医师

协会首次提出脓毒症定义以来，脓毒症指南已经历

了三次更新，体现了领域内对该疾病认识的深入，

但目前脓毒症患者病死率仍然在 30% 左右，而脓

毒症休克患者的病死率更是高达 60% ～ 80%，严

重影响患者的生活质量［1 － 2］。因此，探索脓毒症病

理生理机制并开展相关药物和临床治疗方案的研究

目前仍是危重症领域研究的重点［3 － 4］。既往研究［5］

认为，脓毒症的发生主要是由于机体过度激活的免

疫系统和炎症反应造成组织、器官的不可逆损害，

然而单纯抗炎治疗并不能显著提高脓毒症患者的生

存率，提示脓毒症具有复杂的病理生理机制和传变

过程。脓毒症后期多种细胞因子释放导致免疫抑

制，增加机体受到二次感染的风险，给脓毒症的治

疗带来巨大困难［6］。参附黄方由人参、附子和大

黄组成，是在扶正解毒通络治则下形成的中药方

剂，可补气通阳，有利于抗邪外出，防止内生毒邪

造成进一步损害［7 － 8］。本研究以斑马鱼为实验对

象，构建脂多糖 ( LPS) 炎症模型和巨噬细胞吞噬

模型，从中性粒细胞数量和巨噬细胞激活的角度探

讨参附黄方对炎症和免疫细胞功能的影响及可能作

用机制，为其在脓毒症中的临床应用提供依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
斑马鱼购于杭州环特生物有限公司，实验动物

许可证: SYXK ( 浙) 2012-0171。转基因中性粒细

胞荧光斑马鱼，年龄为受精后 3 天 ( 3dpf) 。野生

型 AB 品系斑马鱼，年龄为 2dpf。养殖水温 ( 27 ±
1) ℃，pH 6. 5 ～ 7. 5，光周期 14L: 10D。选择状态

良好、大小基本相近 ［体长 ( 3. 5 ± 0. 1 ) cm，体

重 ( 0. 28 ± 0. 01) g］ 的斑马鱼进行实验，实验前

斑马鱼更换至干净无饵料的鱼缸中。
1. 2 药物

参附黄方组成: 人参 30 g，炮附片 60 g，大黄

30 g。加入 500 ml 纯水，浸泡 30 min。100℃ 煎煮

30 min 后双层纱布过滤收取滤液。原药再加水
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500 ml，继续煎煮 30 min 后二次收取滤液。合并两

次提取液后浓缩至 120 ml，制成 1 g /ml 药液待用。
中药人参、炮附片和大黄购自首都医科大学附属北

京中医医院。
1. 3 主要试剂及仪器

吲哚美辛 ( 批号 13931 ) 、花生四烯酸 ( 批号

A1831030) ，购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司; LPS ( 批号 017M4112V ) 、阿司匹林 ( 批号

MKCD0957) ，购自 Sigma 上海公司; 异丙肾上腺

素盐酸盐 ( 批号 VNVFK-ES) ，购自日本 TCI 公司;

Fast Quant ＲT 试剂盒 ( With gDNase) 试剂盒 ( 货

号 KＲ106 ) ，购自北京 TIANGEN 公司; Trizol ( 货

号 1382739) ，购自美国 Invitrogen 公司。
解剖显微镜 ( SZX7 型，Olympus 公司) ; 精密

电子天平 ( CP214 型，OHAUS 公司) ; 显微注射仪

( IM-300 型，Narishige 公司) ; 拉针仪 ( PC-10 型，

Narishige 公司) ; 电动聚焦连续变倍荧光显微镜

( AZ100 型，Nikon 公司) ; 高速离心机 ( Fresco17
型) 、超微量分光光度计 ( Nanodrop 2000 型) ，

Thermo Scientific 公司; 微孔板迷你离心机 ( BE-
6100 型，其 林 贝 尔 公 司) ; 普 通 PCＲ 扩 增 仪

( T100 型) 、荧光定量 PCＲ 仪 ( CFX Connect 型) ，

Bio-Ｒad 公司。
1. 4 参附黄方用药浓度筛选

采用随机数字表法选取 210 尾 3dpf 转基因中

性粒细胞荧光斑马鱼于六孔板中，每孔 ( 实验组)

均处理 30 尾斑马鱼，分别水溶给予参附黄方浓度

为 2. 5、5. 0、10. 0、20. 0 和 40. 0 mg /ml，同时设

置正常对照组 ( 即养鱼用水处理斑马鱼) 和模型

对照组，每孔容量为 3 ml，置于 28℃培养箱中培

养。参附黄方处理 1 h 后用 100 ng /尾 LPS 建立转基

因中性粒细胞荧光斑马鱼炎症模型［9 － 10］，模型成

功标准: 模型对照组卵黄囊内中性粒数量显著增

多，与正常对照组有显著性差异。2 h 后统计各实

验组的斑马鱼死亡数量; 同时在显微镜下对斑马鱼

的心房率和心室率分别进行计数，评价有无心动过

缓 /心动过速、心律不齐 ( 房室传导阻滞) ; 观察

有无心包水肿、血流速度变化、血栓形成、出血等

现象与心血管毒性情况，确定参附黄方对斑马鱼的

试验用药浓度，用药最大浓度即不会对实验动物产

生副作用的最大浓度。
1. 5 参附黄方对斑马鱼炎症模型中性粒细胞的调节

采用随机数字表法选取 180 尾 3dpf 转基因中

性粒细胞荧光斑马鱼于六孔板中，每孔均处理 30

尾斑马鱼，设参附黄高、中、低剂量组及吲哚美辛

组、正常对照组和模型对照组，每孔容量为 3 ml。
参附黄高、中、低剂量组和吲哚美辛组分别给予筛

选浓度参附黄水溶液、浓度为 60μmol /L 的吲哚美

辛溶 液，置 于 28℃ 培 养 箱 中 培 养 1 h 后，用

100 ng /尾 LPS 建立转基因中性粒细胞荧光斑马鱼

炎症模型［9 － 10］。参附黄方与 LPS 共同处理 2 h 后，

每组采用随机数字表法取 10 尾斑马鱼在荧光显微

镜下观察、拍照并统计斑马鱼炎症部位中性粒细胞

数; 用尼康 NIS-Elements D 3. 10 高级图像处理软

件进行图像分析，计算斑马鱼炎症部位中性粒细胞

数目。抗炎作用计算公式如下:

炎症消退作用( % ) = N( 模型对照组) － N( 供试品组)
N( 模型对照组)

×100%

1. 6 参附黄方对斑马鱼巨噬细胞模型的影响
采用随机数字表法选取 450 尾受精后 3 天野生

型 AB 品系斑马鱼于六孔板中，每孔均处理 30 尾，

设参附黄高、中、低剂量组及正常对照组和模型对

照组。参附黄高、中、低剂量组和模型对照组斑马

鱼静脉注射给予墨汁 2 nl /尾，建立斑马鱼巨噬细

胞吞噬功能激活模型［11］。造模后参附黄高、中、
低剂量组分别给予筛选浓度的参附黄溶液，每孔容

量为 3 ml，平行 3 次实验。处理斑马鱼 48 h 后，使

用 Trizol 法提取斑马鱼总 ＲNA 后，利用超微量分

光光度计对总 ＲNA 浓度和纯度进行测定。取 2μg
斑马鱼样品总 ＲNA，按照 cDNA 第一链合成试剂

盒说明书操作，合成 20μl cDNA 置于 － 20℃保存。
用 β-actin 作为基因表达的内参，计算白细胞介素

10 ( IL-10) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF-α ) 、诱导型

一氧 化 氮 合 酶 ( iNOS ) 、重 组 人 精 氨 酸 酶 1
( AＲG1) 、白细胞介素 1β ( IL-1β) mＲNA 相对表

达量。引物合成由北京擎科新业生物技术有限公司

完成， IL-10: 上游 TTCAGGAACTCAAGCGGGAT，
下 游 AAGAGCAAATCAAGCTCCCCC，引 物 长 度

145 bp; TNF-α: 上 游 ATCTTCAAAGTCGGGTG-
TATG，下游 TGTGCCCAGTCTGTCTCC，引物长度

544 bp; iNOS: 上 游 CCTCCTCATGTACCT-
GAATCTCG，下 游 GCTCCTTGCTTTAGTATGTCGC，
引物长度 134 bp; AＲG1: 上游 TGGGAATAATAG-
GCGCTCCGTTC，下 游 TCCTTCACCACACAACCTT-
GC，引物 长 度 124 bp; IL-1β: 上 游 GTCACACT-
GAGAGCCGGAAG，下 游 GCAGGCCAGGTACAGGT-
TAC，引物长度 135 bp; β-actin: 上游 TCGAGCAG-
GAGATGGGAACC， 下 游 CTCGTGGATACCG-
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CAAGATTC，引物长度 727 bp。
1. 7 统计学方法

采用 SPSS 15. 0 统计软件进行统计学分析，计

量资料符合正态分布用均数 ± 标准差 ( 珋x ± s) 表

示，采用方差分析结合 Dunnett's T 检验，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 参附黄方有效浓度选择结果
表 1 示，正常对照组和模型对照组斑马鱼无死

亡，参附黄方在 2. 5 ～ 10 mg /ml 浓度下，亦未引起

斑马鱼死亡，也未见其他明显的毒性表型。参附黄

方在 20 mg /ml 浓度下，引起斑马鱼心血管毒性及

部分斑马鱼死亡; 参附黄方在 40 mg /ml 浓度下，

引起 100%斑马鱼的死亡，故确定参附黄方对 LPS
诱导的炎症斑马鱼的最大安全浓度为 10 mg /ml。故

本实验浓度设置低、中和高剂量浓度分别为 1. 1、
3. 3 和 10 mg /ml。

表 1 不同浓度参附黄方对炎症模型斑马鱼死亡的影响

组别
浓度

( mg /ml)
总数
( 尾)

死亡数
( 尾)

死亡率
( % )

正常对照组 － 30 0 0
模型对照组 － 30 0 0
吲哚美辛组 2. 5 30 0 0
参附黄组 5. 0 30 0 0

10. 0 30 0 0
20. 0 30 17 56. 7
40. 0 30 30 100

2. 2 各组斑马鱼炎症部位中性粒细胞个数比较
表 2 示，模型对照组斑马鱼炎症部位中性粒细

胞个数高于正常对照组 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型对照组

比较，吲哚美辛组和参附黄中、高剂量组斑马鱼炎

症部位中性粒细胞个数降低 ( P ＜ 0. 01) ，而参附黄

低剂量组斑马鱼炎症部位中性粒细胞个数差异无统

计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。与参附黄低剂量组比较，参

附黄中、高剂量组中性粒细胞个数明显降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜0. 01) 。参附黄中剂量组炎症消退作用最

强为 44. 1%，其次为参附黄高剂量组 ( 41. 1% ) ＞
吲哚美辛组( 31. 7% ) ＞参附黄低剂量组( 12. 4% ) 。

表 2 各组斑马鱼中性粒细胞个数比较 ( 个，珋x ± s)

组别 斑马鱼数量 中性粒细胞个数

正常对照组 10 3. 1 ± 0. 5
模型对照组 10 20. 2 ± 1. 6*

吲哚美辛组 10 13. 8 ± 1. 3△

参附黄低剂量组 10 17. 7 ± 1. 2
参附黄中剂量组 10 11. 3 ± 1. 2△▲▲

参附黄高剂量组 10 11. 9 ± 1. 5△▲

注: 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型对照组比较，

△P ＜ 0. 01; 与参附黄低剂量组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

2. 3 各组斑马鱼 TNF-α、 iNOS、 IL-1β、 IL-10、
AＲG-1 mＲNA表达比较

表 3 示，正常对照组、模型对照组和参附黄低

剂量组斑马鱼 TNF-α、iNOS、IL-1β、IL-10、AＲG-1
mＲNA 表达差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与

模型对照组比较，参附黄中、高剂量组 TNF-α、
IL-10 mＲNA 表达升高，参附黄高剂量组 IL-1β
mＲNA表达升高，AＲG1 mＲNA 表达降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 参附黄高剂量组 TNF-α mＲNA
表达高于参附黄低、中剂量组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ; 各组 iNOS mＲNA 表达差异均无统计学意

义 ( P ＞ 0. 05) 。

3 讨论

脓毒症是一种由感染引起的机体生理、病理和

生化异常综合征，可诱发脓毒性休克及多器官功能

衰竭综合征［12］。尽管目前已有较好的诊疗技术及

监护措施，但因病情发展迅速，使得其发病率和病

死率仍居高不下，是全球医学界面临的重要疑难问

题［13］。有学者通过开展大样本临床流行病学调查

后得出，在北京每 10 万人中罹患脓毒症、严重脓

毒症和脓毒性休克的人数分别为 461 例、68 例和

52 例［14］。虽然脓毒症早期过度炎症反应是导致宿

主脏器损伤的关键，但大量抗炎药物在进入临床试

表 3 各组斑马鱼 TNF-α、iNOS、IL-1β、IL-10、AＲG1 mＲNA 表达比较 ( /β-actin，珋x ± s)

组别 斑马鱼数量 TNF-α iNOS AＲG1 IL-10 IL-1β

正常对照组 10 0. 86 ± 0. 17 0. 87 ± 0. 05 1. 19 ± 0. 10 1. 09 ± 0. 27 0. 88 ± 0. 06
模型对照组 10 1. 01 ± 0. 10 1. 00 ± 0. 02 1. 01 ± 0. 07 1. 00 ± 0. 03 1. 01 ± 0. 09
参附黄低剂量组 10 1. 72 ± 0. 26△△ 2. 00 ± 0. 27 1. 07 ± 0. 12 1. 46 ± 0. 14 2. 96 ± 0. 65
参附黄中剂量组 10 3. 65 ± 1. 06＊△ 2. 31 ± 0. 46 1. 04 ± 0. 06 1. 96 ± 0. 37* 4. 53 ± 1. 59
参附黄高剂量组 10 6. 86 ± 0. 85＊＊ 2. 47 ± 0. 68 0. 68 ± 0. 05* 2. 49 ± 0. 04＊＊ 5. 02 ± 1. 09*

注: TNF-α，肿瘤坏死因子 α; iNOS，诱导型一氧化氮合酶; AＲG1，重组人精氨酸酶 1; IL-10，白细胞介素 10; IL-1β，白细胞介素 1β;

与模型对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与参附黄高剂量组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01
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验后差强人意的效果提示脓毒症是一个复杂疾病。
鉴于此，脓毒症指南 3. 0 的发布取消了过去版本中

对全身炎症反应综合征的定义［15］。近年来，越来

越多的研究［16 － 17］表明，脓毒症后期免疫抑制状态

的产生是导致患者死亡的主要因素。因此，如何提

高后期患者机体的免疫功能，降低二次感染带来的

风险，是治疗脓毒症药物研发的新方向。
中医学治疗感染性疾病有着悠久的历史和丰富

的经验。我们围绕脓毒症中医药治疗做了大量的临

床、基础及文献研究工作，提出了对脓毒症中医病

因病机的认识［18］: 外来之毒与内生毒邪互结是主

要病因; 正虚毒损、络脉闭阻是基本病机，扶正解

毒通络是其主要治则。在脓毒症 “扶正解毒通络”
治则的指导下，本团队在临床上治疗脓毒症多采用

人参、附子、大黄组方，扶正与解毒通络并重。大

黄味厚入血分，有解毒化瘀、通经活络之功; 人参

配伍附子急固欲散之气，补充经脉气血，扶助正

气，防其暴脱。因寒温适宜才利于络脉运行的通

畅，组方也顾及到药性的寒温，以辛热之附子配伍

苦寒之大黄。综观通络之法，最关键在于通阳，附

子辛散，可温通经脉; 大黄推陈致新，祛除络中的

败瘀凝痰，可使阳气畅达。三药攻补兼施、寒温并

用，扶正解毒通络为要正是本方的特色所在。本研

究结果发现，在 20 mg /ml 剂量下斑马鱼开始出现

心血管毒性损伤，同时死亡率增加，最终确定参附

黄最大安全浓度为 10 mg /ml。
巨噬细胞在天然免疫过程中扮演重要的角色。

在不同的环境条件 ( 如微生物产物、坏死细胞、
激活的淋巴细胞等) 和特定的病理条件下，巨噬

细胞可以通过极化分型发挥不同的生物学作用，近

年来对巨噬细胞分型的研究逐渐增加［19 － 20］。M1 型

巨噬细胞参与炎症反应并通过分泌炎性因子一氧化

氮、氧自由基等，提高对病原微生物的杀伤。M2
型巨噬细胞则是发挥抗炎作用并具备组织修复、参

与血管生成和成纤维化等功能的一类巨噬细胞［21］。
本研究结果发现，参附黄方高剂量可显著提高 M1
型巨噬细胞的标志分子 TNF-α和 IL-1β的表达，提

示其可诱导 M1 型巨噬细胞的激活，提高机体对病

原微生物的识别和杀伤能力，这对于脓毒症后期患

者的生存有重要意义。中性粒细胞作为外周血中比

例最高的细胞，同样在天然免疫中发挥重要作

用［22 － 24］。最新研究［25］表明，在脓毒症患者中中性

粒细胞的功能会发生巨大的改变，甚至成为介导免

疫抑制的关键。有学者［23，26］发现，中性粒细胞可

通过共刺激分子和非共刺激分子依赖性途径抑制 T
细胞功能，接触性抑制干扰素 γ 分泌能力和 T 细

胞增殖，负向调控获得性免疫系统，降低机体对病

原微生物的清除能力。本研究发现，参附黄方中、
高剂量可显著抑制 LPS 诱导的斑马鱼中性粒细胞

过度增生，且中、高剂量对中性粒细胞数量减少的

作用不弱于吲哚美辛。该结果提示，参附黄方可通

过降低中性粒细胞的数量，减少其对机体 T 淋巴

细胞增殖和干扰素生成的负向调节，进而增加机体

抵抗病原微生物的能力，并且中剂量参附黄方对炎

症的调节作用最好。
综上，参附黄方可有效提高巨噬细胞免疫功

能，降低中性粒细胞对免疫系统的潜在抑制作用，

整体提高机体的免疫状态。对于脓毒症后期处于免

疫抑制阶段的患者来说，参附黄方增强免疫能力的

功效对于良好的预后有重要意义。
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Effects of Shenfuhuang Fomula ( 参附黄方) on Inflammation and Phagocytic Function of Macrophages in
Zebrafish
XU Xiaolong1，2，GUO Yuhong1，2，ZHAO Jingxia1，2，LIU Qingquan1，2

1． Beijing Hospital of Traditional Chinese Medicine，Capital Medical University，Beijing，100010; 2． Beijing Institute of Traditional
Chinese Medicine

ABSTＲACT Objective To explore the effects of Shenfuhuang Fomula ( 参附黄方) on inflammation and phagocy-
tosis of macrophages in zebrafish and its mechanism． Methods Transgenic neutrophil fluorescent zebrafish and
wild-type AB strain zebrafish were used as experimental subjects to establish a zebrafish inflammation model and a
macrophage phagocytosis model，respectively． Mortality and cardiovascular toxicity were applied to screen the medici-
nal concentration of Shenfuhuang Fomula; neutrophil count was used to evaluate the effect of Shenfuhuang Fomula on
zebrafish inflammation model，and indomethacin was set as a control; zebrafish white blood cells interleukin 10 ( IL-
10) ，tumor necrosis factor alpha ( TNF-α) ，inducible nitric oxide synthase ( iNOS) ，recombinant human arginase 1
( AＲG1) ，interleukin 1β ( IL-1β) mＲNA expression were detected to evaluate the effect of Shenfuhuang Fomula on
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the phagocytic function of zebrafish phagocytes． Ｒesults The maximum safe concentration of Shenfuhuang Fomula
for zebrafish was 10 mg /ml． In this study，the low，medium and high dose concentrations of Shenfuhuang Fomula
were 1. 1，3. 3 and 10 mg /ml，respectively． In the inflammation model，the number of neutrophils in the inflammation
site of the model control group was higher than that of the normal control group ( P ＜ 0. 01) ; compared with the model
control group，in the indomethacin group and in the Shenfuhuang Fomula middle and high dose groups，the number of
neutrophils in the inflammation site of zebrafish decreased ( P ＜ 0. 01) ; the inflammation subsided in the Shenfuhuang
Fomula medium dose group was 44. 1% ． In the macrophage phagocytic model，compared with the normal control
group，the expression of TNF-α and IL-10 mＲNA in the Shenfuhuang Fomula medium and high dose groups in-
creased，and the expression of IL-1β mＲNA in the Shenfuhuang Fomula high dose group increased，and the expres-
sion of AＲG1 mＲNA decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion Shenfuhuang Fomula has a good immune
activation effect，and its mechanism may be related to reducing the number of neutrophils and regulating the typing of
macrophages．
Keywords Shenfuhuang Fomula ( 参附黄方) ; sepsis; inflammation; immune function; zebrafish; macrophages;
neutrophils
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