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急性肝衰竭模型中医证型探讨
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摘要 目的 应用小鼠急性肝衰竭模型，筛选有效方剂，以方测证探讨该模型的中医证型。方法 采用

腹腔注射脂多糖(1ipopolysacch撕des，LPs)／D，氨基半乳糖胺(D—galactos锄ine，D-GalN)建立小鼠急性肝衰
竭模型，给予茵陈蒿汤、黄连解毒汤、补中益气汤、犀角地黄汤灌胃干预。观察动物的行为及生存率，检测肝

功能，评价肝组织病理损伤。结果 所测经典方剂中，犀角地黄汤可使小鼠急性肝衰竭模型的生存率由

10％提高到60％。造模5 h后，犀角地黄汤组ALT为(183．95±52．00)U／L、AST为(235．70±34．03)U／L

低于模型对照组[ALT：(213．32±71．93)u／L；AsT：(299．48±70．56)u／L]，但差异无统计学意义

(P>0．05)；犀角地黄汤可以明显改善肝脏的损伤。结论犀角地黄汤是治疗LPs／D-叫N急性肝衰竭模型
的有效方剂，按照以方测证原则，LPS／D一蹦N小鼠急性肝衰竭模型以热毒血瘀证为主。

关键词急性肝衰竭；脂多糖；D一氨基半乳糖胺；犀角地黄汤；热毒血瘀证
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急性肝衰竭(acute hepatic failure，AHF)是由病

毒、缺血、药物、毒物及酒精等多种原因引起的大量肝

细胞坏死及(或)严重的肝功能障碍，患者短期内进展

至肝性脑病的一种综合征⋯。国内外多应用脂多糖

(LPS)／D一氨基半乳糖胺(D-GalN)腹腔注射建立AHF
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动物模型。应用经典动物模型进行中医药研究是现代

中医药发展的必然趋势，而中医药治疗疾病的核心理

念是在疾病分类基础上的“辨证论治”，因而对动物模

型证的研究具有重要的理论和应用价值。

综合多数医家观点，湿热交蒸乃急性肝衰竭的始

动因素，基本病机可概据为湿、热、毒、瘀、虚，邪毒内

蕴、瘀热相搏则是病情发生发展的主要病理机制。比

较趋同的认识，重型肝炎的最主要的病机是热毒炽盛

和瘀血阻络怛。4】。多数学者认为重型肝炎早期以毒热

炽盛为主，邪在气分，⋯⋯中期邪入营血，正邪交争H】。

有鉴于此，我们选用清解湿热的茵陈蒿汤，清热解毒的
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黄连解毒汤，清热解毒、凉血活血的犀角地黄汤，补益

中气的补中益气汤针对湿、热、毒、瘀、虚的基本证型进

行模型中医证型的判断。

材料与方法

l材料

1．1 动物 C57B佻J小鼠，雄性，6～8周，
(2l±1)g，由中国医学科学院实验动物中心提供，动

物许可证编号：SCxI(京)2009—0007。

1．2主要试剂脂多糖(1ip叩olysacchaIide，U峪)

货号：L2630，菌株：011l：B4，美国si鲫a公司；D一氨基
半乳糖胺(D-gaJact08amine，D-GalN)货号：G0500，美国

SigIIla公司。方药的标准剂量源于上海科学技术出版

社的全国统编第6版《方剂学》教材。犀角地黄汤：水

牛角60 g(先煎45 min) 生地黄48 g赤芍药24 g

丹皮18 g，水煎浓缩至300 mL，浓度为O．5 mg／mL。

补中益气汤：炙黄芪18 g炙甘草9 g党参6 g炒

白术9 g当归3 g陈皮6 g升麻6 g柴胡6 g，水

煎浓缩至150 mL，浓度为0．42 g／mL。黄连解毒汤：黄

连27 g黄芩18 g黄柏18 g栀子27 g，水煎浓缩

至450 mL，浓度为0．2 g／mL。茵陈蒿汤：茵陈36 g(先

煎30 min) 栀子18 g 大黄12 g，水煎浓缩至
300 mL，浓度为O．22 g／mL。所有中药购自北京同仁堂

前门总店，按传统方法将中药浸泡，武火煮沸，文火煎2

次，去渣合并浓缩，用离心机4 000 r／IIlin，10 IIlin，取上

清，4。C保存备用。以上诸药每次实验前都重新制备。

2方法

2．1观察小鼠AHF生存率小鼠随机分为模型

对照组、犀角地黄汤组、补中益气汤组、黄连解毒汤组、

茵陈蒿汤组，每组10只。用D-GalN(400 lng／kg)／LPs

(0．5 rIlg／kg)剂量造模，D—GalN／LPS混合液25 mL／kg

腹腔注射。腹腔注射后即进行1次灌胃治疗：(1)模

型对照组用双蒸水灌胃；(2)犀角地黄汤组为

12．5 g／kg；(3)补中益气汤组为10．5 g／kg；(4)黄连解

毒汤组为5 g／kg；(5)茵陈蒿汤组为5．5 g／kg。灌胃体

积为25 mL／kg。从每只模型小鼠灌胃后开始计时，至

每只小鼠死亡时计时结束，连续观察24 h，造模后24 h

未死亡的小鼠计为生存。记录动物生存时间，独立进

行2次实验，汇总两次实验的数据。

2．2观察AHF小鼠5 h肝功能及肝组织病理学

情况将小鼠随机分为3组：正常对照组、模型5 h

组、犀角地黄汤5 h组，每组5只。正常对照组不做处

理，其余两组造模及处理同上。灌胃后5 h摘眼球取

外周血，4 000r／min离心，8 IIlin，留取血浆，检测肝功

能。取小鼠肝脏，留取5 mm×5 mm大小，用10％中性

缓冲福尔马林液固定，经脱水、透明浸蜡、包埋、切片、

摊片、染色后观察。

2．3统计学方法采用SAS 8．0软件进行统计，

P<O．05为差异有统计学意义。各组之间比较，采用

秩和jbw口Z一耽ff妇检验。

结 果

l小鼠的一般情况造模组在0．5 h开始活动

减少，发热，并见发抖，竖毛，蜷缩，出汗，呼吸加快，拒

进食水。2 h后发抖、发热加重，呼吸急促，眼结膜充血

明显。动物死亡时舌质紫暗乏津，神志不清，大部分动

物出现肢体抽搐。

2肝、肺、脑大体形态变化死亡时肝脏肿大、紫

绀明显、有出血点。肺、脑、肾等组织充血、水肿不明，

无出血点。

3各组小鼠AHF生存率比较小鼠集中死亡时

间是5．5～7．5 h，动物在24 h之后很少死亡，观察24 h。

模型对照组24 h时生存2只，生存率为lO％，茵陈蒿汤组

生存4只，生存率为加％；黄连解毒汤组生存6只，生存率

为30％；补中益气汤组生存7只，生存率为35％；犀角地

黄汤组生存12只，生存率为60％。提示犀角地黄汤是治

疗本√岍模型的最有效方剂。
4各组小鼠血清ALT、AsT、rI’BIL变化(表1)

模型5 h组和犀角地黄汤5 h组血清ALT、AsT活性

较正常对照组显著升高(P<O．05)；犀角地黄汤5 h组

ALT、AsT活性较模型5 h组低，但两组之间差异无统

计学意义(P>0．05)；各组小鼠血清1BIL含量比较差

异无统计学意义(尸>0．05)。

表1 各组小鼠血清ALT、A汀活性和TBIL含量变化(孑±s)

注：与正常组对照组比较，’P<o．05

5各组小鼠肝脏HE染色的病理观察结果正

常对照组小鼠肝小叶结构清晰，肝细胞索呈放射状排

列，肝血窦清晰(图lA)。模型小鼠5 h时，肝组织炎性

细胞广泛浸润，中央静脉及肝血窦充血明显(图lB)。

部分肝组织细胞崩解，大片的肝细胞坏死，肝小叶结构

紊乱，肝窦消失，肝门萎缩，有出血性的坏死(图lC)。

犀角地黄汤5 h时肝小叶结构大致正常，肝窦存在，肝细

胞广泛变性、坏死较少见，无明显炎细胞浸润(图lD)。
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田1各组小鼠肝脏病理观察结果(HE染色，x200

讨 论

【巧是c细菌最重要的致病物质，属病原相关分
子模式，免疫刺激作用强，其激活单棱一巨噬细胞系统，

引起TNF咀等大量炎症升质释放，导致全身过度炎症反

应及脑、心、肝、肾等要害器官的衰竭”。L腭虽然可造
成肝衰竭，但啃齿娄动物大多对鹏存在抵抗”1，因而
采用太剂量LPs注射的方法，造成肝脏在内的多脏器衰

竭，不适宜AHF模型的建立。所以目前多采用D—cdlN

致i馥／小剂量us制备急性肝衰竭的模型。D—GdN是

肝细胞磷酸尿嘧啶核苷(u什)的干扰剂，可造成肝脏弥
漫性坏死和炎症，与病毒性肝炎的病理变化相似，类同

于AHF的第一次打击。D-GalN可促使肥太细胞脱颗粒

释放组胺，造成结肠水肿，使肠源性内毒素吸收增加”o，

同时肝细胞弥漫性的损伤导致对us的解毒能力太大

降低，从而增强了LPs的肝毒性。应用D—G日lN能使

l鹏的动物致死艘应增加2 500倍以上”1。这种特性与

^HF时“二次打击学说”的机制相似。模型5 b组肝脏

病理显示：肝组织出现出血性的坏死，肝细胞崩解，大片

状的细胞坏死，肝小叶结构紊乱，肝窦消失，肝门萎缩，

山现_9I}型的肝衰竭的病理表现。由此可见．D—calN(400

吲k)／【腌(O 5 m∥kg)可以造成典型的小鼠A}lF的

模型．

既往文献已明确注射LPs造成温病热毒血瘀证

的动物模型，同时清热解毒，活血化瘀的药物治疗内

毒素血症往往取得较好疗效”““。但D-caIN／LPs

AHF模型的具体证型还未有明确报道。本研究发

现：D．calN儿Ps造模后小鼠出现发热，眼结膜充血，

舌质绛暗乏津，神志不清，大部分动物死亡时出现肢

体抽搐；，j、鼠肝脏肿大、紫绀明显、有出血点。肝脏

病理：模型对照组小鼠肝细胞中央静脉明显扩张．中

央静脉及肝血窭亢血明显．部分肝组织有出血性坏

死。从宏观的症状、体征，肝脏大体形态到微观的病

理表现，模型符台l临床“血分证”——“高热夜甚，谱

语神昏．斑疹透辞．吐血便血或有抽搐，舌质绛

紫”“”的证型表现。

犀角地黄汤可以将小鼠AHF模型生存率由10％

提高到60％。并且显著地改善小鼠肝脏病理损伤，是

治疗小鼠AHF的有效方剂。中医学理论认为犀角地

黄汤是治疗温病“血分证”的代表方剂，以方测证可知

D·叫N(400 m晷／kg)／L鸬(0 5 mg，l：g)小鼠A}IF模型

符合肝脏热毒血瘀证。我们认为，其中D-制N是“靶
向的造模药物”发挥“引经报使”的作用，而小剂量u5

则是造成肝脏热毒血癌证的特异性药物。
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