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黄连解毒汤对高脂血症小鼠肝脏保护作用的观察
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摘要"目的"观察黄连解毒汤对高脂饮食导致的载脂蛋白
;
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,H2;

#基因敲除

!

,H2;

#

G

#

#小鼠肝脏损伤的保护作用$ 方法"野生型小鼠分为野生普食组%野生高脂组"

,H2;

#

G

#小鼠分为

,H2;

#

G

#普食组%

,H2;

#

G

#高脂组%

,H2;

#

G

#高脂加中药组"每组
J

只"分别给予普食和高脂饮食
9

周$

,H2;

#

G

#高脂加中药组同时给予黄连解毒汤
J .G

!

K.

&

D

#灌胃$ 检测小鼠血浆总胆固醇!

)&

#%甘油三酯

!

)L

#和低密度脂蛋白胆固醇!

MEM

$

&

#水平"

N;

染色观察肝脏病理组织变化"流式细胞仪检测肝脏巨噬细

胞及其亚型比例和巨噬细胞表面受体
&E!":

%

&E$:

表达水平$ 结果"

,H2;

#

G

#高脂组小鼠肝脏组织呈典

型单纯性脂肪肝病理变化"

)&

%

)L

%

MEM

$

&

升高"巨噬细胞比例增多"巨噬细胞表面受体
&E!":

表达水平降

低"与
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#普食组比较"差异均有统计学意义!
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Q替代活化型!
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+!

型#巨噬细胞比例较野生普食组显著减少!

O P"

!

"J

#'

&E$:

表达水平无

明显变化$ 黄连解毒汤干预
9

周后"血脂无明显改善"但肝脏
&E!":

Q

+!

型巨噬细胞比例较
,H2;

#

G

#高脂

组显著提高!

O P"

!

"J

#"肝脏脂肪肝病理变化显著减轻$ 结论"黄连解毒汤的肝脏保护功能可能与
+!

型

巨噬细胞免疫调节%修复损伤组织有关"其免疫调节作用和肝脏保护作用独立于降脂作用$

关键词"黄连解毒汤'高脂血症'脂肪肝'巨噬细胞亚型
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""近年来!由于生活水平提高!饮食结构不合理!高

脂血症及脂肪肝的发病率日益升高!目前已成为我国

常见病)多发病* 高脂血症不仅是动脉粥样硬化的主

要病理基础!而且也是脂肪肝的病因之一* 高脂血症

合并脂肪肝的治疗!目前尚缺乏较为理想的方法和药

物* 降脂西药虽然短期降脂效果明显!但长期服用!部

分患者出现药物引发的肝功能损伤'

#

(

* 因此!探寻安

全有效的降脂护肝中药!对高脂血症合并脂肪肝的防

治具有重要的社会意义*

黄连解毒汤是清热解毒法的经典方剂!源于唐朝

王焘所著之 +外台秘要,!由黄连)黄柏)黄芩)栀子

9

味中药组成!广泛用于治疗各类实热火毒)三焦热盛

之证!相当于现代医学范畴的微生物感染引起的多种

急性感染性疾病!特别是败血症和脓毒血症'

!

(

* 临床

研究发现!此方还具有降压)降糖)降脂等作用!其临床

应用范围逐渐扩展至治疗动脉粥样硬化)

!

型糖尿病)

高血压等疾病'

$

#

J

(

* 为了进一步探讨黄连解毒汤在降

脂护肝方面的作用及机制!为其临床应用提供理论依

据!笔者应用载脂蛋白
;
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基因敲除$

,H2;

#

G

#

%小鼠高脂模型!从肝脏组织病理

和细胞免疫学两方面同时进行了研究*

材料与方法

#

"动物"

&J6VMG:

野生型小鼠
#"

只!

,H2;

#

G

#

小鼠
#J

只!雌性!

%

周龄!体重$

!"

%

!

%

.

!均购于北

京大学实验动物中心!并饲养于
XOa

条件下*

!

"药物)试剂及仪器"黄连解毒汤由黄连)黄芩)

黄柏)栀子按
$

&

!

&

!

&

$

比例组成!其药材均购于北京

同仁堂药店!按常规方法煎煮取汁!浓缩成相当于黄连

解毒汤生药
"

!

J .G<M

* 抗小鼠
&E##W

$

O8ICH

$

&SJ

!

J

)

&E!":

$

,38_ a32-I :96

和
a9G%"

$

a()&

抗体

为美国
VE OA=I<>@.8@

公司产品!抗小鼠
&E$:

$

O;

抗体为美国
8V>2/C>8@C8

公司产品&总胆固醇$

)&

%)

甘油三酯$

)L

%和低密度脂蛋白胆固醇$

MEM

$

&

%试剂

盒为日本和光公司产品&

a,&X &=33>W-I

流式细胞仪

为美国
VE

公司产品!

V;&`+,5 &Z9

全自动生化

分析仪为美国
V8CK<=@ &2-308I

公司产品*

$

"分组)造模及给药"

&J6VMG:

野生型小鼠采

用配对比较法随机分为野生普食组和野生高脂组!

,H2;

#

G

#小鼠分为
,H2;

#

G

#普食组)

,H2;

#

G

#高脂组

和
,H2;

#

G

#高脂加中药组!每组
J

只!分别给予普食

和高脂饲料饲养
9

周* 高脂饲料为
6%

!

%Jb

基础饲

料!

"

!

#Jb

胆固醇!

!#

!

""b

脂肪*

,H2;

#

G

#高脂加中

药组同时给予黄连解毒汤
J .G

$

K.

"

D

% $相当于临床

等效剂量的
#"

倍%灌胃!其他组给予等量纯净水灌

胃* 所有实验独立重复
$

次*

9

"血脂水平测定"

9

周后!异戊烷吸入麻醉下!摘

眼球采
;E),

抗凝血!

! """ IG<>@

离心
#" <>@

后获取

血浆! #

6"

'保存备用* 应用
V;&`+,5 &Z9

全自

动生化分析仪常规测定各组血浆
)&

)

)L

)

MEM

$

&

水平*

J

"肝脏灌注"麻醉后开胸左心室插管!采用

"

!

J <<23GM ;E),

无钙
N=@K/

平衡盐溶液对肝脏

行灌注
#" <>@

!去除肝脏循环血*

:

"病理染色"取一叶肝脏!用
9b

多聚甲醛固

定!经脱水)透明浸蜡)包埋)切片)摊片)

N;

染色后观

察肝脏病理组织变化*

6

"总肝脏细胞的制备"其余肝组织经研磨制成单

细胞悬液!以
#"" "<

尼龙膜过滤!

9

'

# J"" IG<>@

离

心
#" <>@

!随后以
#

(

OVX

$

HN 6

!

9

%洗涤并重悬!用于

后续染色*

%

"巨噬细胞分型"总肝细胞悬液应用抗小鼠

&E##W

$
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!
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)
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)
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$
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和
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$

O;

抗体直接法标记*

a,&X &=33>W-I

流

式细胞仪检测肝脏巨噬细胞及其亚型比例!巨噬细胞表

面受体
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)

&E$:

表达水平$平均荧光强度!
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!
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7

"统计学方法"实验重复
$

次* 应用
XOXX

#$

!

"

统计软件进行分析* 计量资料以
_

%

/

表示!并

进行单因素方差分析!组间比较采用
X5`

检验*

O P

"

!

"J

为差异有统计学意义*
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"各组小鼠血脂水平比较$表
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周高脂饮

食后!与野生普食组比较!野生高脂组小鼠血浆
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及
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#

G
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水平均显著升高
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!
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高脂组
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水平比较!差异均无统计学意

义 $
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%

"
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%
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)
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""注#与野生普食组比较!

!

O P"

)

"J

!
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"#

&与
,H2;

#

G

#高脂

组比较!

"

O P"

)

"#

!

"各组小鼠肝脏病理组织变化比较$图
#

%"

N;

染色显示!野生普食组和野生高脂组小鼠肝脏均无显

著病理改变*

,H2;

#

G

#普食组的肝细胞呈多边形!核

圆)居中!胞浆丰富!未见中性脂肪滴!小叶结构清晰!

汇管区未见炎细胞浸润*

,H2;

#

G

#高脂组可见脂肪肝

特征性病理改变!包括肝细胞肿胀)肝血窦变窄!肝细

胞质内可见细小的空泡和大的空泡!汇管区可见炎性

细胞浸润*

,H2;

#

G

#高脂加中药组小鼠肝细胞肿胀减

轻!肝细胞质内空泡减少变小!汇管区可见浸润炎性细

胞减少!总体组织结构均与
,H2;

#

G

#普食组接近*

$

"各组小鼠肝脏巨噬细胞及其亚型比例和巨噬

细胞表面受体
&E!":

)

&E$:

表达水平比较$表
!

%

9

周高脂饮食后!野生高脂组与野生普食组肝脏巨噬

细胞比例及巨噬细胞表面受体
&E!":

)

&E$:

表达水

平比较! 差异均无统计学意义 $

O c "

!

"J

%* 与

,H2;

#

G

#普食组比较!

,H2;

#

G

#高脂组小鼠肝脏巨噬

细胞比例明显增加$

O P"

!

"J

%!巨噬细胞
&E!":

表

""注#

,

为野生普食组&

V

为野生高脂组&

&

为
,H2;

#

G

#普食

组&

E

为
,H2;

#

G

#高脂组&

;

为
,H2;

#

G

#高脂加中药组&图
&

)

;

中箭头所示为肝血窦清晰!肝细胞质内未见明显空泡&图
E

中箭

头所示为肝血窦变窄!不清晰!肝细胞质内可见明显空泡

图
#

$各组小鼠肝脏病理组织变化比较$$

N;

! (

9""

%

达显著降低 $

O P "

!

"#

%* 与野生普食组比较!

,H2;

#

G

#高脂组小鼠
&E!":

*替代活化型$

=308I@=

$

0>R83S =C0>R=08D <=CI2HA=.8/

!

+!

型%巨噬细胞比

例明显降低 $

O P"

!

"J

%&与
,H2;

#

G

#高脂组比较!

,H2;

#

G

#高脂加中药组肝脏巨噬细胞比例略有降低

$

O c"

!

"J

%!但肝脏
&E!":

*

+!

型巨噬细胞比例明

显升高$

O P"

!

"J

%*

讨""论

肝脏是脂肪代谢的主要场所!而脂肪肝是肝脏脂

肪代谢异常的一种疾病* 临床
!"b

+

%#b

脂肪肝伴

有高脂血症'

:

(

* 高脂血症患者多长期过食肥甘厚味!

造成脾胃及肝胆湿热蕴积!热蒸津液!不仅湿热胶结难

化!而且聚湿生痰!痰热互结* 由痰致瘀!-痰瘀阻滞!

蕴积生毒!毒损脉络.* 而脂肪肝的病机关键在于过

表
!

$各组小鼠肝脏巨噬细胞及
&E!":

Q细胞比例和巨噬细胞表面受体
&E!":

)

&E$:

表达水平比较"$

_

%

/

%

组别
@
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b

%
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Q
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b
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%
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年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

!

,-.-/0 !"#$

!

1234 $$

!

52

!

%

食肥甘醇酒!酿生湿热!滋生痰浊!湿热痰浊痹阻血络!

湿热痰浊瘀血互相搏结!聚滞为积&湿热毒瘀壅盛!气

滞痰瘀互结!以标实为主* 高脂血症和脂肪肝都存在

痰瘀致热毒病理因素!因此!笔者采用清热解毒的黄连

解毒汤研究其降脂)护肝的作用机制*

肝脏疾病的病理特征之一是库普弗细胞增

多'

6

(

* 库普弗细胞是肝脏巨噬细胞!占全身组织巨

噬细胞的
%"b

+

7"b

!是肝脏内重要的非实质细

胞!对于维持肝脏功能有重要作用'

%

#

#"

(

* 库普弗细

胞由血循环中的单核细胞进入肝脏后形成!在肝脏

定居后便分化而具有某些特殊功能!如吞噬)抗原处

理和递呈!同时还生成各种活性产物* 这些活性产

物不仅调节着库普弗细胞的表型!也调节着邻近的

肝细胞)星状细胞)内皮细胞以及其他过路免疫细胞

的表型* 近期研究表明!巨噬细胞分为经典活化型

$

C3=//>C=33S =C0>R=08D <=CI2HA=.8/

!

+#

型% 和

+!

型* 高脂饮食的大鼠肝脏内库普弗细胞数量增

多!并处于激活状态'

##

(

*

+#

型分泌肿瘤坏死因子$

#

$

0-<2I @8CI2/>/ T=C02I #

!

)5a

$

#

%)白细胞介

素 #

#

$

>@08I38-K>@

$

#

!

(M

$

#

%)白细胞介素 #

:

$

(M

$

:

%)白细胞介素 #

#!

$

(M

$

#!

%和白细胞介素 #

!$

$

(M

$

!$

%等炎性细胞因子!表达诱导型一氧化氮合成酶

$

>@D-C>W38 @>0I >C 2_>D8 /S@0A=/8

!

>5FX

%!促进
5F

等活性氧合成!损伤肝脏!参与脂肪肝的发展'

#!

!

#$

(

*

+!

型则高表达炎症抑制因子白细胞介素 #

#"

$

(M

$

#"

%)转化生长因子
$

$

0I=@/T2I<>@. .I2^0A T=C02I

$

!

)La

$

$

%以及精氨酸酶$

=I.>@=/8 (

!

,I. (

%)甘露

糖受体
&E!":

)清道夫受体
&E:%G&E#:$G&E!"9

!

抑制免疫反应!具有很强的抗炎免疫调节功能'

#9

(

*

有研究表明!脂肪肝脂质代谢改变可导致
+!

型巨噬

细胞的损伤'

#J

(

* 因此!库普弗细胞的数量)形态和

功能的异常!尤其是
+#

型显著增多
G+!

型显著减少

导致炎症介质产生的异常!从而影响肝细胞和其他

肝脏细胞的活性和功能'

#:

!

#6

(

*

既往研究多采用大鼠高脂饲养模型研究脂肪肝的

病理改变'

#%

(

* 本研究采用
,H2;

基因缺陷小鼠!辅以

高脂饮食!不仅在
9

周内观察到脂肪肝特异性病理改

变!而且观察到肝脏巨噬细胞的比例增加)

&E!":

*

+!

型巨噬细胞比例下降* 而黄连解毒汤干预可以显

著改善脂肪肝病理改变!同时显著升高
&E!":

*

+!

型巨噬细胞比例*

中药治疗高脂血症伴发脂肪肝通过
!

种机制影响

免疫系统!一是通过降脂纠正血脂过高造成的免疫异

常&二是独立于降脂作用!直接作用于免疫系统'

#7

(

*

文献报道!部分脂肪肝患者血脂正常&高脂饮食

,H2;

#

G

#模型小鼠给予降脂通脉方
$

个月以上血脂才

显著降低'

!"

(

&而患者达到降脂效果需服用降脂通脉方

9

个月以上'

!#

(

!或单服用血脂康
$

个月以上'

!!

(

* 本

研究发现!在实验观察的
9

周范围内!黄连解毒汤对

)&

)

)L

)

MEM

水平无明显影响* 因此!黄连解毒汤对

于脂肪肝的治疗作用并不依赖于降脂!而可能是通过

免疫调节作用实现* 同时!黄连解毒汤干预对肝脏巨

噬细胞比例和另一种清道夫受体
&E$:

的作用有限!

提示黄连解毒汤对于
+!

型巨噬细胞的改变有特异

性!不仅仅是肝脏炎症损伤减轻的后果*

综上所述!本研究发现黄连解毒汤干预可以提高

肝脏巨噬细胞
+!

亚群比例!减缓和抑制高脂血症引

发的脂肪肝发展!发挥保护肝脏的重要作用* 进一步

研究黄连解毒汤的信号调节通路!探讨其独特的保肝)

抗炎机制!特别是黄连解毒汤干预对库普弗细胞分化

和增殖的影响!将为进一步研究中药治疗高脂血症导

致的免疫损伤提供参考*
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