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参附黄配方对脓毒症小鼠大脑皮质氧化损伤的影响
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［摘要］ 目的　探讨参附黄配方对脓毒症神经元损伤的影响及作用机制。方法　C57BL/6J 小鼠随机分为假

手术组、脓毒症组和参附黄组，每组 26 只。假手术组小鼠麻醉后仅游离盲肠，不结扎及穿刺。脓毒症组和

参附黄组采取盲肠结扎穿孔术 （CLP） 建立脓毒症模型。参附黄组造模后 4 h予参附黄组方 2. 5 g/kg灌胃，每

隔 12 h 进行下一次灌胃，每日灌胃 2 次，每次 0. 5 ml；脓毒症组和假手术组每次灌服纯净水 0. 5 ml，灌胃时

间同参附黄组，各组均灌胃 3 d。造模 72 h 后采用尼氏染色观察大脑前额叶皮层神经元数量的变化，采用二

氢乙啶染色检测大脑皮质组织中活性氧含量，采用 8-羟基脱氧鸟苷 （8-OHdG） 免疫荧光染色评价大脑皮质

氧化 DNA 损伤的情况。结果　与假手术组比较，脓毒症组小鼠前额叶皮层神经元数量显著减少，活性氧含量

增加，8-OHdG表达增多（P＜0. 05）；与脓毒症组相比较，参附黄组神经元数量增多，活性氧含量降低，8-OHdG
表达减少 （P＜0. 05）。结论　参附黄配方对 CLP 小鼠前额叶皮质神经元损伤具有一定保护作用，其机制可

能降低氧化应激和氧化DNA损伤有关。
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脓毒症（sepsis）是一种威胁生命的多因素疾

病，2016 年更新的第三版国际共识将其定义为机

体对感染反应的失控引起的危及生命的器官功能障

碍［1］。现有的流行病学证据［2］表明每年全球新增

约 3100 万例脓毒症患者；任何感染性疾病都有发

展为脓毒症的可能性，脓毒症的发病率高达所有住

院患者的 1%～2%，其居高不下的发病率和死亡率

是全球急危重症领域面临的巨大难题。脓毒症经常

导致弥漫性脑功能障碍，被称为脓毒症相关性脑病

（sepsis-associated encephalopathy，SAE），无论在脓

毒症的急性期或急性期后存活的脓毒症患者中，

SAE都是最常见的并发症之一。在急性期可表现为

患者行为改变、谵妄和昏迷，是脓毒症患者死亡率

增高的重要原因；在急性期后存活的患者中也会导

致长期的认知及情绪功能障碍，对社会和家庭造成

严重的负担［1］。本团队基于长期临床实践经验，提

出“扶正解毒通络”为脓毒症主要治则［3］，并根据

该治则组成参附黄配方。研究［4］发现，该方可以

显著改善脓毒症小鼠的认知功能障碍。脓毒症进程

中不断进展的脑神经元变性及凋亡是并发脑功能障

碍的重要物质基础［5］，而氧化应激是其关键机制之

一［6］。研究表明，针对大脑皮层氧化应激的干预措

施在脓毒症实验模型中显示出预防认知功能障碍的

希望［7］，前额叶皮层是认知功能的核心区域［8］。本

研究旨在探讨参附黄配方对脓毒症小鼠前额叶皮层

氧化应激和氧化 DNA 损伤的影响，为其防治脓毒

症相关的认知功能障碍提供理论依据。本研究已获

得北京市中医研究所实验动物伦理委员会批准，伦

理审批号：2020080012。
1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级 C57BL/6J 小鼠 78 只，雄性，10 周龄，

体质量 20～23 g，购自北京华阜康生物科技股份有

限公司，生产许可证号：SCXK （京） 2014-0004，
使用许可证号：SCXK （京） 2015-0023，由北京市

中医研究所根据纯系动物要求专人饲养。

1. 2　药物

参附黄配方中药物均由首都医科大学附属北京

中医医院中药房提供。组成包括：人参 30 g，黑顺
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片 60 g，大黄 30 g。煎煮方法：加水 400 ml，浸泡

30 min，沸腾后煎煮 30 min，过滤收集药液，再加

水 300 ml继续煎煮 30 min，过滤收集药液，合并 2
次药液并浓缩至 120 ml，以浓度 1 g/ml作为实验用

药。实验用药4 ℃冷藏备用，存放时间不超过1个月。

1. 3　主要仪器和试剂

BX51 型光学显微镜 （日本 Olympus 公司），

CM185 型恒冷箱冰冻切片机 （德国 Leica 公司），

N13462C型移液器（德国Eppendorf生命科学公司），

Direct-Qwithpump型纯水仪（法国Milipore公司）。

阳离子防脱玻片、盖玻片、山羊血清封闭液和

中性树脂 （批号分别为 ZLI-9506， 10212432C，

ZLI-9022，PV9000），北京中杉金桥生物技术有限

公司；OCT 冰冻包埋剂 （批号 1603966），日本樱

花公司； 4% 多聚甲醛 -30% 蔗糖溶液 （批号： 
RY0402），中国捷世康生物科技有限公司；多聚甲

醛 （批号：2021100749823），尚柏生物医学技术

（北京）有限公司；无水乙醇和二甲苯（批号分别

为 202110854，202132062），北京化工厂；兔抗 8-

羟基脱氧鸟苷（8-OHdG）多克隆抗体、4'􀆯6=脒基-2-

苯基吲哚（DAPI）荧光染料（批号分别为 ab269324，
32062），英国Abcam公司；驴抗兔荧光二抗（批号

A21203），美国KPL公司；二氢乙啶（DHE）染色

液、尼氏染色液（批号分别为 C0019R，R0016S），

中国上海碧云天生物技术有限公司；戊巴比妥钠

（批号AZ3017-6），德国Merck公司。

1. 4　分组、造模及给药

根据随机数字表法将 78只小鼠分为假手术组、

脓毒症组和参附黄组，每组 26 只。脓毒症组和参

附黄组依据既往研究方法［9］进行盲肠结扎穿孔复

制脓毒症模型：用 1% 戊巴比妥钠 （50 mg/kg） 腹

腔注射麻醉小鼠后固定，消毒后于剑突中线开口，

从腹腔中取出盲肠，结扎 1/2长度盲肠，使用 5 ml
注射器针头于结扎段贯穿盲肠 1次。假手术组小鼠

麻醉后仅游离盲肠，不结扎及穿刺。术毕假手术

组、脓毒症组、参附黄组小鼠背部皮下注射生理盐

水 2 ml防止休克。参附黄组造模后 4 h给予参附黄

方 2. 5 g/kg［4，10］灌胃，每隔 12 h 进行下一次灌胃，

每日灌胃 2次，每次均为 0. 5 ml。脓毒症组和假手

术组每次灌服纯净水 0. 5 ml，灌胃时间同参附黄

组。术后动物自由进食、饮水。各组均灌胃3日。

根据参考文献［9］小鼠脓毒症模型盲肠结扎穿

孔术 （CLP） 模型严重程度与盲肠穿刺位点有关，

团队前期已复制表型稳定的 CLP 模型，以造模后

48 h 小鼠血清炎症因子白细胞介素 1β （IL-1β）升

高3倍以上提示造模成功［9，11］。

1. 5　观察指标及方法

造模72 h后，小鼠用1%戊巴比妥钠（40 mg/kg）
腹腔注射麻醉后断头处死，取出脑组织，于冰盒上

迅速分离出前额叶皮层，固定于 4%多聚甲醛 12～
24 h，进一步将标本转入 10倍体积的 4%多聚甲醛- 
30%蔗糖溶液脱水，4 ℃条件下，至组织沉底2天。

1. 5. 1　DHE 染色计算活性氧 （ROS） 水平　每组

小鼠前额叶皮层用 OCT 冰冻包埋剂包埋，冠状位

厚度为 10 μm连续冰冻切片。冰冻切片用PBS清洗

3 次，每次 5 min，然后按 1∶100 浓度用 PBS 稀释

配制DHE染色液，每个样品滴加 50 μl染色液，室

温下避光孵育 60 min。在荧光显微镜下观察并拍

片，并用 Image J V1. 8. 0图像分析软件对荧光强度

进行定量分析，并计算每个视野内 DHE 细胞阳性

数。ROS水平以DHE细胞阳性数表示。

1. 5. 2　尼氏染色观察前额叶皮层神经元情况　各

组小鼠大脑前额叶皮层用 OCT 冰冻包埋剂包埋，

冠状位厚度为 10 μm连续冰冻切片。脑冷冻切片用

4% 多聚甲醛固定后，采用 PBS 清洗。滴加尼氏染

色液染色 10 min。PBS清洗后，在连续稀释的乙醇

中脱水，并在二甲苯中透明，后封片。使用荧光显

微镜拍摄图像，并使用 Image J V1. 8. 0 进行定量

分析。

1. 5. 3　前额叶皮层 8-OHdG 表达　各组小鼠大脑

皮层组织用 OCT 冰冻包埋剂包埋，冠状位厚度为

10 μm 连续冰冻切片。脑冷冻切片采用 4% 多聚甲

醛固定后，采用 PBS清洗。滴加山羊血清封闭液，

37 ℃封闭 1 h。滴加一抗混合液 （用 0. 3%Triton 
X-100溶液按照1∶1000稀释一抗），4 ℃冰箱孵育过

夜。第二天孵育荧光二抗 （1∶10000 比例稀释），

室温 1 h。最后用DAPI和盖玻片封片。使用荧光显

微镜拍摄图像，并使用 Image J V1. 8. 0 进行定量

分析。

1. 6　统计学方法

采用SPSS 18. 0软件进行数据分析，计量资料均

符合正态分布且方差齐，以均数±标准差（x̄±s）表

示，多组比较采用单因素方差分析，采用LSD检验法

进行组间比较。以P＜0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠前额叶皮层神经元数量比较

表 1示，与假手术组比较，脓毒症组前额叶皮

层神经元数量显著减少 （P＜0. 05）；与脓毒症组
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相比，参附黄组前额叶皮层神经元数量增加（P＜ 
 0. 05）。

2. 2　各组小鼠前额叶皮层ROS含量比较

图 1示，与假手术组相比，脓毒症组小鼠ROS

相对荧光强度显著增加；与脓毒症组相比，参附黄

组小鼠ROS相对荧光强度显著降低。表 1示，与假

手术组相比，脓毒症组小鼠前额叶皮层 ROS 含量

显著增加 （P＜0. 05）；与脓毒症组相比，参附黄

组小鼠前额叶皮层ROS含量显著减少（P＜0. 05）。

2. 3　各组小鼠前额叶皮层8-OHdG表达比较

图 2示，与假手术组小鼠相比，脓毒症组小鼠

亮蓝色及绿色染色明显增多，表明细胞凋亡增加，

核固缩，细胞膜破坏；与脓毒症组相比，参附黄组

小鼠亮蓝色及绿色染色明显减少，表明细胞凋亡及

细胞膜破坏都在参附黄治疗后得到抑制。表 1 示，

与假手术组小鼠相比，脓毒症组小鼠前额叶皮层 8-

OHdG 含量显著增加 （P＜0. 05）；与脓毒症组相

表1　各组前额叶皮层神经元数量、ROS、8-OHdG
表达比较

Table 1　Comparison of the number of prefrontal cortex 
neurons， ROS， and 8-OHdG expression in each group （x̄±s）
项目

假手术组

脓毒症组

参附黄组

鼠数

26
26
26

神经元数量/个
487. 66±18. 81
378. 34±17. 99a）

415. 44±20. 14b）

ROS/个
121. 67±12. 21
321. 54±27. 97a）

196. 88±19. 81b）

8-OHdG/%
7. 65±1. 88

18. 92±3. 83a）

12. 31±2. 14b）

注：ROS，活性氧；8-OHdG，8-羟基脱氧鸟苷。

a）与假手术组比较，P＜0. 05；b）与脓毒症组比较，P＜0. 05。

注：蓝色为DAPI，绿色为8-羟基脱氧鸟苷阳性。

图2　各组小鼠前额叶皮层氧化DNA损伤的变化（免疫荧光染色，×200）
Figure 2　Changes of oxidative DNA damage in the prefrontal cortex of mice in each group

图1　各组小鼠前额叶皮层活性氧情况（DHE染色，×200）
Figure 1　Reactive oxygen species in prefrontal cortex of mice in each group
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比，参附黄组小鼠前额叶皮层 8-OHdG含量显著减

少（P＜0. 05）。

3　讨论

脓毒症通常会引发急性或者长期的认知和情感

障碍，并导致脓毒症患者的死亡率增加和预后不

佳［2］。目前越来越多的证据表明，氧化还原稳态的

破坏在脓毒症相关脑功能障碍的发病机制中起着至

关重要的作用［12］。脓毒症期间代谢和生物能量需

求可能导致氧化应激和线粒体功能障碍，而脓毒症

患者出现的长期认知功能不全与脓毒症早期的氧化

应激相关［6］。根据临床症状，中医学把脓毒症脑病

归于“神昏”的范畴。本研究团队长期从事脓毒症

研究，从临床实际出发，结合西医病理认识，提出

该病以虚实夹杂为病性特点，毒邪贯穿病程始终，

而虚、毒、瘀是其病机关键，故以补虚通阳化瘀、

解毒通行脑络为治法。以人参为君药，大补元气，

气行血行则络通，同时扶助外脱之气；附子和大黄

同为臣药，附子助人参气化以扶阳通络，大黄荡涤

络脉中毒邪瘀滞，推陈致新，三药寒温并用，共奏

补气通阳、通络解毒之效［13］。

人类前额叶皮层提供与行为的社会、情感和动

机方面相关的关键认知功能；前额叶病变会造成严

重的认知缺陷，影响其记忆功能和对未来的计

划［14］。前额叶被认为是神经整合的最高阶段，神

经元是其执行功能的物质基础［15］。本课题组既往

研究［5］ 通过评价小动物认知功能的“金标准”

Morris水迷宫实验，结合旷场实验表明，参附黄配

方可以显著提高脓毒症小鼠的空间学习记忆能力、

探索能力，改善焦虑状态。在本研究中，我们通过

统计前额叶皮层神经元数量的差异，评价参附黄配

方对脓毒症认知功能障碍改善作用的物质基础的变

化。通过分离小鼠前额叶皮层组织结果发现，与假

手术组小鼠相比，脓毒症组小鼠神经元明显凋亡；

与脓毒症组相比，参附黄组治疗后浓染的细胞核比

例减少，细胞凋亡得到抑制，参附黄配方可以显著

抑制脓毒症小鼠前额叶皮层神经元数量的下调，表

明该治疗可改善额叶皮质组织的凋亡。

维持氧化还原稳态对于神经元的存活和功能至

关重要，ROS的过度生成、线粒体功能障碍和抗氧

化防御系统的损害是导致脓毒症诱导的认知障碍的

核心因素［16］。在正常的代谢过程中，作为自由基

的 ROS 被细胞和组织中的内源性抗氧化剂中和，

以维持氧化还原稳态［17］。这种氧化还原稳态在某

些病理生理条件下被破坏，例如细菌内毒素、细胞

因子和促炎因子水平升高、血管内皮功能障碍

等［18］，引起氧化应激反应，这是脓毒症性脑病的

发病机制之一。尤其与其他器官相比，中枢神经系

统的神经细胞自由基丰富且抗氧化防御相对较弱，

因此特别容易受到损伤［19］。氧化应激反应增加会

破坏细胞膜，改变蛋白质结构和功能，并导致

DNA 损伤［20］。此外，氧化应激引起线粒体功能障

碍，无法满足神经元细胞正常生化和生理功能的高

能量需求，从而导致神经元细胞死亡［21］。8-OHdG
是活性氧自由基诱导 DNA 分子中的鸟嘌呤碱基氧

化病变的主要形式之一，这是测量内源性氧化损伤

对DNA的影响的关键标志物，8-OHdG水平越高表

明氧化应激损伤越严重，该指标目前被广泛用于评

价多种脑病氧化应激水平的进展［21-23］。多项研

究［24-26］表明，对小鼠 CLP 术前应用抗氧化剂改善

脑组织的氧化应激状态，能够减轻脓毒症引起的认

知功能损伤。例如提前予自由基清除剂处理后的

CLP小鼠，以及提前使用吸入氢气和输入富含氢的

生理盐水的 CLP 小鼠，其海马区的 DNA 氧化损伤

指标下降且血脑屏障通透性和神经元变性得到改

善，减轻了脓毒症引起的认知功能损伤和神经元的

凋亡［26］。在本研究中，我们通过测量活性氧含量

的变化及氧化性DNA损伤标志物 8-OHdG等表达的

变化为表征，进一步解释参附黄配方作用后脓毒症

小鼠神经元氧化应激标志物的变化：与假手术组小

鼠相比，脓毒症组小鼠 8-OHdG表达明显增多，细

胞膜因为氧化应激的增加而破坏；与脓毒症组相

比，参附黄组治疗后 8-OHdG表达明显减少，氧化

应激得到抑制，细胞膜蛋白结构的破坏得到抑制。

结果表明，参附黄配方可阻止脓毒症小鼠额叶 8-

OHdG水平升高及ROS含量升高，从而改善额叶皮

质组织的氧化损伤，改善对神经元细胞膜的破坏，

进一步减少细胞凋亡。

综上，参附黄配方具有抗前额叶皮层氧化损

伤、抗神经元细胞凋亡的能力，其机制可能是通过

抗氧化 DNA 损伤→抗氧化应激水平提高→抗细胞

膜损伤→抗细胞凋亡→保护神经元的关系线来实现

的，而这可能与脓毒症小鼠认知功能障碍的有效改

善相关。然而脓毒症相关脑功能障碍的病理机制复

杂，但本研究仅涉及对抗氧化损伤的神经保护研

究，而参附黄配方的对脓毒症小鼠对认知改善作用

可能还涉及其他机制，有待未来进一步研究。
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