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基于内毒素血症探讨皂术茵陈方对非酒精性
脂肪性肝炎大鼠的影响
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摘要摇 目的摇 基于内毒素血症探讨皂术茵陈方防治非酒精性脂肪性肝炎渊NASH冤大鼠的影响及其作用

机制遥 方法摇 采用随机数字表法将 40 只大鼠分为 5 组袁即正常组尧模型组尧皂术茵陈方组尧盐酸吡格列酮组

及培菲康组袁每组 8 只遥 除正常组外袁其余 32 只大鼠采用高脂饮食 16 周建立大鼠 NASH 模型袁在造模第

9 周开始袁皂术茵陈方组给予皂术茵陈方水提液 60 mg/渊kg窑d冤灌胃袁盐酸吡格列酮组给予盐酸吡格列酮

10 mg/渊 kg窑 d冤 灌胃袁培菲康组给予培菲康 210 mg/渊 kg窑 d冤 灌胃袁正常组及模型组均给予双蒸水

10 mL/渊kg窑d冤灌胃袁共治疗 8 周遥 第 16 周末经腹主动脉取血袁生化法检测肝组织甘油三酯渊TG冤水平袁苏
木精原伊红渊HE冤染色观察肝组织病理学变化遥 终点显色法检测血浆内毒素渊LPS冤含量遥 ELISA 法检测肝

组织肿瘤坏死因子鄄琢渊TNF鄄琢冤尧白细胞介素渊 IL冤 鄄1茁尧IL鄄 6 等炎症因子的表达水平遥 结果摇 与正常组比较袁
模型组大鼠肝组织显示出典型的 NASH 组织学特征袁出现重度脂肪变性袁不同程度的炎细胞浸润和坏死灶遥
大鼠肝湿重尧肝指数尧肝脏 TG 含量尧血浆 LPS 水平尧肝组织 TNF鄄琢尧IL鄄1茁尧IL鄄 6 等炎症因子水平均有不同程

度的增高渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 经皂术茵陈方干预后袁肝细胞脂肪变性尧炎症浸润较模型组减轻袁大鼠肝湿

重尧肝指数尧肝脏 TG 含量尧血浆 LPS 水平尧肝组织 TNF鄄琢尧IL鄄1茁尧IL鄄 6 等炎症因子水平较模型组有不同程度

的下降渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 结论摇 皂术茵陈方能显著降低肝脏 TG 含量尧血浆 LPS 水平袁肝组织 TNF鄄琢尧
IL鄄1茁尧IL鄄6 等炎症因子的表达遥 提示皂术茵陈方治疗 NASH 的作用机制与改善内毒素血症袁减少内源性

LPS 产生尧降低炎症因子的表达有关遥
关键词摇 非酒精性脂肪性肝炎曰 皂术茵陈方曰 内毒素血症

Effect of Zaozhu Yinchen Recipe on Endotoxemia Rats with Nonalcoholic Steatohepatitis 摇 CHEN
Ping1袁XU Ling鄄xia1袁ZHOU Zhi鄄jia1袁YANG Qing鄄qing1袁XU Hang1袁GUO Zhen鄄ying1袁 WANG Shu鄄yu1袁
CHEN Jian鄄hu1袁LAING Hui鄄qing2袁LAI Peng鄄hua1袁 ZHANG Shao鄄liang1袁LI Xiao鄄ying1袁and CHEN Shao鄄
dong1 摇 1 Faculty of Traditional Chinese Medicine袁 School of Medicine袁 Xiamen University袁 Fujian 渊361102冤曰
2 Center for Liver Disease袁 Xiamen Hospital of Traditional Chinese Medicine袁 Fujian 渊361009冤

ABSTRACT摇 Objective摇 To observe the efficacy and mechanism of Zaozhu Yinchen Recipe 渊ZZYCR冤
for preventing and treating non 鄄alcoholic steatohepatitis 渊NASH冤 of rats based on the endotoxemia. Meth鄄
ods摇 Totally 40 rats were divided into the normal group袁 the model group袁 the ZZYCR group袁 Pioglitazone
Hydrochloride Tablets group袁 and Bifidobacterium group by random digit table袁 8 in each group. NASH rat
model was established in 32 rats except those in the normal group using high fat diet for 16 weeks. Start鄄
ing from the 9th week of modeling袁 rats in the ZZYCR group were administered with ZZYCR decoction 咱60
mg/渊kg窑d冤暂 by gastrogavage. Those in Pioglitazone Hydrochloride Tablets group were administered with
Pioglitazone Hydrochloride Tablets 咱10 mg/渊kg窑d冤暂 by gastrogavage. Those in the Bifidobacterium group
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were administered with Bifidobacterium 咱210 mg/渊 kg窑d冤暂 by gastrogavage. Double distilled water 咱10
mL/渊kg窑d冤暂 was administered to rats in the normal group and the model group by gastrogavage. The
therapeutic course for all was 8 weeks. Blood was collected from abdominal aorta at the end of 16 weeks.
The level of triglyceride 渊TG冤 was detected by biochemical method. The pathological changes of liver and
intestinal tissues were observed by HE staining. End point chromogenic assay was used to detect the li鄄
popolysaccharide 渊 LPS冤 level in plasma. The expression levels of inflammatory factors such as tumor
necrosis factor鄄琢 渊TNF鄄琢冤袁 IL鄄1茁袁 and IL鄄 6 in liver tissues were detected by ELISA. Results摇 Compared
with the normal group袁 typical histological features of NASH occurred in the liver tissue of rats in the mod鄄
el group. They showed severe fat degeneration and different degrees of inflammatory cell infiltration and
necrosis foci. The levels of liver wet weight袁 liver index袁 liver TG content袁 plasma LPS袁 the levels of in鄄
flammatory factors such as TNF鄄琢袁 IL鄄1茁袁 and IL鄄 6 were significantly elevated to various degrees in the
model group 渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 . After intervened with ZZYCR袁 steatosis of liver cells and infiltration of in鄄
flammation were attenuated more obviously. The levels of liver wet weight袁 liver index袁 liver TG content袁
plasma LPS袁 the levels of inflammatory factors such as TNF鄄琢袁 IL鄄1茁袁 and IL鄄6 decreased to different de鄄
grees 渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 . Conclusions摇 ZZYCR significantly reduced liver TG content袁 plasma LPS level袁
significantly decreased the expressions of TNF鄄琢袁 IL鄄1茁袁 and IL鄄6 in liver tissue of NASH rats. It suggested
that the mechanism of ZZYCR for the treatment of NASH might be associated with improving endotoxemia袁
inhibiting the production of endogenous LPS袁 and reducing the expressions of inflammatory factors.

KEYWORDS摇 non鄄alcoholic steatohepatitis曰 Zaozhu Yinchen Recipe曰 endotoxemia

摇 摇 非酒精性脂肪性肝病渊nonalcoholic fatty liver
disease袁 NAFLD冤是一种与胰岛素抵抗和遗传易感

性密切相关的代谢应激性肝损伤咱1暂 遥 病理学改变以

弥漫性肝细胞大泡性脂肪变性和脂质沉积为主要特

征袁患者无过量饮酒史遥 疾病谱包括非酒精性单纯性

脂肪肝渊simple non鄄alcoholic fatty liver袁SNAFL冤尧
非酒精性脂肪性肝炎 渊 nonalcoholic steatohepati鄄
tis袁 NASH冤尧晚期肝硬化和肝癌咱2暂 遥

在 NAFLD 的病程中袁NASH 是演变为肝硬化的

必经阶段袁若能及时有效的干预治疗袁可控制疾病向肝

纤维化尧肝硬化甚至肝癌的发展咱3暂 遥 NAFLD 的治疗

包括饮食和生活方式的调整尧药物治疗及手术治疗袁一
线治疗是改变生活方式遥 药物治疗方面袁至今尚无公

认的保肝药物可用于常规治疗遥 美国指南中重点推荐

使用维生素 E渊RRR 琢原生育酚冤和吡格列酮袁但其有

效性和长期使用的安全性尚不明确袁停药后也易发生

反弹咱4暂 遥
因此袁深入了解 NASH 发病机制对后续的新药研

发尧诊疗实践具有决定性意义遥
研究发现肝脏和血液代谢物的之间基于野肠 肝

轴冶相互作用袁是 NAFLD 发展的重要环节咱5暂 遥 新近研

究表明袁 肠源性内毒素血症 渊 intestinal endotox鄄
emia袁 IETM冤形成后袁会引发包括肝脏在内的多器官

障碍咱6暂 遥 本实验以内毒素血症为切入点袁进一步探讨

其调控 NASH 的作用机制遥

材料与方法

1摇 动物摇 SD 大鼠袁雄性袁清洁级袁体质量 180 ~
200 g袁 8 周龄袁由上海西普尔原必凯实验动物有限公

司提供袁许可证号 SCXK渊沪冤2013原2016袁饲养于厦门

大学医学院中医系遥 本实验通过厦门大学实验动物管

理伦理委员会批准渊No.XMULAC20120020冤遥
2摇 药物摇 高脂饲料渊77郾 5%普通饲料+0郾 5%胆

酸钠+2%胆固醇+5%黄豆+5%蔗糖+10%猪油冤袁苏
州双狮实验动物饲料科技有限公司袁 许可证号院
渊2017冤05005遥 盐酸吡格列酮片袁重庆科瑞制药渊集
团冤有限公司产品袁批号院H20080271遥 将盐酸吡格列

酮溶于蒸馏水中袁制成 1 mg/mL 溶液遥 培菲康渊双歧

杆菌三联活菌胶囊冤袁每粒胶囊含药粉 210 mg袁含长

型双歧杆菌尧嗜酸乳杆菌和粪肠球菌活菌数分数不低

于 1郾 0伊107CFU袁上海上药信宜药厂有限公司袁批号院
S10950032遥 将培菲康溶于蒸馏水中袁制成 21 mg/mL
溶液遥 皂术茵陈方渊组成院茵陈蒿 15 g 摇 大黄 5 g 摇 栀

子 10 g摇 皂角刺 15 g 摇 炒白术 15 g冤遥 水提液制备方

法如下院精确称量袁置于圆底烧瓶中袁加入 10 倍纯水袁浸
泡 30 min 后袁加热煮沸 1 h袁6 层纱布过滤遥 转移滤

液袁进行 2 次循环煎煮袁合并 2 次煎煮过滤的药液袁于
蒸发旋转仪上浓缩至药液浓度为 6 mg/mL遥

3摇 主要试剂及仪器摇 TG 试剂盒袁浙江东瓯诊断

产品有限公司袁批号院2017040017遥 显色基质鲎试剂
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盒袁厦门市鲎试剂实验厂有限公司袁批号院170908遥
TNF鄄琢 试剂盒尧IL原1茁 试剂盒尧IL鄄 6 试剂盒袁均购自北

京冬歌博业生物科技有限公司袁批号院2017原09遥
M200 Pro 酶标仪袁瑞士 TECAN 公司曰R 134a 高

速冷冻离心机袁德国 Eppendorf 公司曰 DW鄄AL240V 超

低温冰箱袁中科美菱公司袁RM2245 切片机袁德国 Leica
公司曰BX53 智能生物显微镜袁日本 Olympus 公司曰 Ex鄄
celsior AS脱水机袁美国 Thermo Fisher 公司曰KAT18
匀浆机袁德国 ULTRA鄄TURRAX 公司遥

4摇 方法

4郾 1摇 分组及造模摇 大鼠适应性喂养 1 周后袁按照

随机数字表法分为 5 组袁即模型组渊M 组冤尧正常组渊C
组冤尧皂术茵陈方组渊Y 组冤尧盐酸吡格列酮组渊P 组冤尧
培菲康组渊B 组冤袁每组 8 只遥 M尧Y尧P尧B 组大鼠喂食

高脂饲料制备 NASH 大鼠模型咱7暂 袁C 组大鼠喂食普通

饲料袁共 16 周遥 大鼠饲养环境温度为 21~25 益袁相对

湿度为 50 % ~70 %袁亮暗周期为 12 h遥
4郾 2摇 给药方法摇 从第 9 周起开始灌胃袁按照成人

体重为 60 kg 计算大鼠每日常规用药量咱8暂 袁C尧M 组大

鼠给予 10 mL/kg 双蒸水灌胃曰 Y组以皂术茵陈方水提

液 10 mL/kg 灌胃袁每天给予药液 60 mg/kg渊大鼠给药

剂量相当于临床成人给药剂量的 10 倍冤曰P 组以盐酸吡

格列酮 10 mg/渊kg窑d冤灌胃曰B 组以培菲康 210 mg/
渊kg窑d冤 灌胃袁每天灌胃 1次袁连续给药 8周遥

5摇 观察指标与检测方法

5郾 1摇 样品采集摇 在第 16 周末袁各组大鼠经腹主

动脉取血袁称重遥 将肝脏组织固定在 10%多聚甲醛中

用于组织病理学分析遥 将剩余肝脏组织存储于

原80益袁用于生化分析遥
5郾 2摇 肝脏组织的的组织病理学评估摇 10%多聚

甲醛固定袁石蜡包埋肝脏袁用 HE 染色袁在光学显微镜

下观察遥
5郾 3摇 TG 测定摇 称取 100 mg 肝组织袁在离心管

中加入 0郾 9 mL 无水乙醇遥 在冰水浴中用电动匀浆机

将肝组织匀浆袁并在 4 益以 2 500 r/min袁离心 10 min袁
取 2郾 5 滋L 上清液袁使用 TG试剂盒测定 TG含量遥

5郾 4摇 血浆 LPS 测定摇 腹主动脉采血袁在 4 益离

心机 2 500 r/min袁离心 5 min遥 转移上层清液至无致

热源的离心管中袁使用显色基质鲎试剂盒通过终点显

色法检测血浆中 LPS 的含量遥
5郾 5摇 肝脏炎性细胞因子渊TNF鄄琢尧IL鄄1茁 及 IL鄄 6冤

检测摇 称取 100 mg 肝组织袁在离心管中加入 0郾 9 mL
生理盐水遥 在冰水浴中用电动匀浆机将肝组织匀浆袁
并在 4 益以 2 500 r/min 离心 20 min遥 依次取 10 滋L

上清液袁按照 ELISA 试剂盒方法测定遥
6摇 统计学方法摇 使用 SPSS 16郾 0 软件对数据进

行统计学分析袁计量资料以 x依s 表示遥 多组间比较采

用单因素方差分析袁组间两两比较采用 q 检验袁 P<
0郾 05 为差异有统计学意义遥

结摇 摇 果

1摇 5组大鼠体重尧肝湿重尧肝指数比较渊表 1冤摇 与

C 组比较袁M 组大鼠肝湿重及肝指数均显著升高渊P<
0郾 01冤遥 与M 组比较袁Y尧P 组大鼠肝湿重和肝指数降低

渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 B 组大鼠肝指数下降渊P<0郾 01冤遥
M组大鼠体重较 C 组增加袁用药后 Y尧B 组体重较 M 组

有所下降袁但差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥
表 1摇 5 组大鼠体重尧肝湿重尧肝指数比较 摇 渊x依s冤

组别 n 体重渊g冤 肝湿重渊g冤 肝指数

C 8 463援 25依30援 26 10援 93依1援 01摇 2援 40依0援 20摇
M 8 510援 25依51援 68 24援 44依2援 76鄢鄢 4援 79依0援 25鄢鄢
Y 8 486援 13依31援 46 20援 64依2援 13吟 4援 25依0援 42吟吟
P 8 518援 63依30援 97 18援 26依2援 16吟吟 3援 51依0援 25吟吟
B 8 501援 38依46援 88 21援 79依2援 27 4援 35依0援 30吟吟

摇 摇 注院与 C 组比较袁鄢 P <0郾 05袁鄢鄢 P <0郾 01曰与 M 组比较袁 驻P <
0郾 05袁驻驻P<0郾 01曰表 2尧3 同

2摇 5 组大鼠肝组织病理学变化渊图 1冤 摇 在光学

显微镜下观察袁C 组大鼠肝细胞结构正常袁核居中尧大尧
圆袁胞浆内无脂肪滴蓄积袁肝小叶结构清晰袁小叶内无

明显炎症细胞浸润遥 经过 16 周高脂饮食袁M 组大鼠

肝组织可见大量肝细胞气球样变性袁肝细胞肿胀袁胞浆

疏松袁部分细胞由于脂肪滴挤压见细胞核偏移遥 小叶

内和汇管区混合性炎症细胞浸润袁以小叶内明显袁部分

坏死灶融合成片袁未见明显肝纤维化形成遥 M 组大鼠

的肝组织显示典型 NASH 组织学特征袁提示 NASH 大

鼠模型制备成功咱9暂 遥 经药物治疗后袁Y 组大鼠肝组织

中肝细胞气球样变性减轻袁可见少量细胞肿胀袁核居

中袁局部有少量炎性细胞浸润遥 P 组大鼠肝组织中可

见大量肝细胞气球样变性袁细胞肿胀袁胞质空泡化袁未见

图 1摇 各组大鼠肝组织病理学变化 渊HE袁伊100冤
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明显炎症遥 B 组大鼠肝组织中可见大量肝细胞气球样

变性袁细胞肿胀袁胞质空泡化袁中央静脉周围多见少量

肝细胞脂肪变性袁炎性细胞浸润较 M 组减少遥
3摇 5 组大鼠肝组织 TG尧血浆 LPS 含量比较

渊表 2冤摇 与C 组比较袁M组大鼠肝组织中 TG含量及血

浆 LPS水平均显著增加渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 与 M 组

比较袁Y尧P尧B 组大鼠肝组织中 TG 含量显著降低渊P<
0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 Y 组大鼠血浆 LPS 含量显著下降

渊P<0郾 01冤袁B尧P组大鼠血浆 LPS含量差异无统计学意

义渊P>0郾 05冤遥
表 2摇 5 组大鼠肝组织 TG尧血浆 LPS 含量比较摇 渊x依s冤

组别 n TG渊mmol/L冤 LPS渊EU/mL冤
C 8 5援 18依0援 43 0援 73依0援 05
M 8 6援 31依0援 84鄢 0援 82依0援 03鄢鄢
Y 8 5援 15依0援 66吟吟 0援 74依0援 03吟吟
P 8 5援 00依0援 39吟吟 0援 79依0援 08
B 8 5援 38依0援 35吟 0援 77依0援 16

4摇 5 组大鼠肝脏炎性细胞因子 TNF鄄琢尧IL鄄1茁 及

IL鄄 6 水平比较 渊表 3冤 摇 与 C 组比较袁M 组大鼠

TNF鄄琢尧IL鄄1茁 及 IL鄄6 水平显著升高渊P<0郾 01冤遥 与 M
组比较袁Y尧P尧B 组用药后 TNF鄄琢尧 IL鄄1茁 及 IL鄄 6 水平

显著降低渊P<0郾 01冤遥
表 3摇 5 组大鼠肝脏炎性细胞因子 TNF鄄琢尧IL鄄1茁 及

IL鄄6 水平比较摇 渊ng/mg袁 x依s冤
组别 n TNF鄄琢 IL鄄1茁 IL鄄6
C 8 14援 05依6援 29摇 摇 3援 91依1援 40摇 5援 69依1援 50摇
M 8 62援 91依14援 18鄢鄢 15援 39依2援 80鄢鄢 20援 41依5援 25鄢鄢
Y 8 25援 39依2援 52吟吟 7援 08依1援 23吟吟 9援 45依0援 78吟吟
P 8 20援 21依7援 58吟吟 6援 45依0援 68吟吟 7援 39依2援 75吟吟
B 8 19援 36依6援 34吟吟 6援 25依1援 16吟吟 8援 00依2援 35吟吟

讨摇 摇 论

IETM 是肝功能产生严重障碍的共同物质基础和

重要诱因遥 形成过程与 Marshall JC 在 1998 年首先

提出的野肠原肝轴冶学说密切相关咱10暂遥
枯否细胞渊kupffer cells袁KC冤是肝内固定的巨噬

细胞袁主要起吞噬尧免疫调制尧净化血液和维持肝脏内

环境稳定的作用咱11暂 遥 当 KC 受到刺激尧损害时袁吞噬

功能降低袁引发肝内微循环障碍袁升高血浆 LPS 水平遥
同时由于肠道遭受打击后袁微生态失衡袁肠屏障功能受

损袁通透性增高咱12暂 袁且机体对毒性物质的灭活与免疫

功能减弱袁导致肠腔内大量细菌异位尧LPS 经门静脉

系统与内毒素结合蛋白渊 lipopolysaccaride binding
protein袁LBP冤结合袁随后复合体转运至 KC 膜表面受

体 CD14渊cluster of differentiation 14冤袁经 Toll 样受

体 4渊Toll鄄like receptor 4袁TLR4冤的识别作用后激活

KC袁引发 TNF鄄琢尧IL鄄1茁 尧IL鄄 6 尧IL鄄 8 等促炎因子的转

录尧翻译和释放遥 其中肝毒性细胞因子 TNF鄄琢 是引发

脂肪性肝炎的首选因子袁直接造成肝细胞损伤的同时

还可协同诱生其他炎性细胞因子如 IL鄄1茁 尧IL鄄6 等袁介
导肝脏乃至全身器官的炎症反应袁对肝细胞造成野二
次打击冶 咱13暂 遥 伴随肝脏解毒功能的衰退袁血液循环中

含量逐渐升高的 LPS 通过免疫机制进一步损伤肠屏

障功能袁形成恶性循环遥 因此袁肝实质细胞与 KC 二者

因功能障碍产生的共同作用是 NASH 的产生和进一

步发展的关键环节遥 并与 LPS 的直接损伤作用袁和
LPS 激活 KC 所引发的系列继发性肝损伤联系紧密遥

毒邪泛指对机体产生毒性作用的各种致病因素袁
贯穿 NASH 发病始末遥 LPS 与中医毒邪致病理论相

关袁邪化为毒袁因盛而变遥 LPS 水平异常增高袁经受损

肠黏膜上皮进入血液触发全身炎症反应综合征袁成为

NASH 发病的重要始动因素袁属于外毒遥 其促使脏腑

功能紊乱尧气血运行失司袁易生痰湿瘀血等内毒咱14暂 袁内
外毒邪相互为因袁相兼为患袁应针对二者从毒论治遥
NASH 基于中医辨证论体系归类为野湿热内蕴袁痰瘀

互结冶证遥 以嗜食肥甘尧情志不遂为主要病因遥 肝郁

脾虚为本袁痰湿尧瘀血尧气滞为标遥 中医治疗以调肝理

脾为基本治法袁具有独特优势咱15暂 遥 皂术茵陈方基于临

床肝病经典名方茵陈蒿汤袁配伍皂角刺尧白术而成遥 方

中白术健脾利湿袁皂角刺活血化痰袁茵陈清利肝胆湿

热袁栀子清热降火袁大黄泻热逐瘀遥 诸药合用袁达野清
热利湿尧化痰活血冶之效袁除浊脂之患袁切合 NASH野湿
热冶尧野痰瘀冶的病机特点遥 既往临床研究表明袁皂术茵

陈方可通过调节胰岛素抵抗及氧化应激状态治疗

NASH咱16暂 曰能够改善肠道微生态平衡袁降低患者血清

AST尧ALT 活性咱17暂曰抑制血清游离脂肪酸渊 free fatty
acid袁FFA冤及 TNF鄄琢 水平咱18暂遥 为进一步明确皂术茵

陈方针对 NASH 的临床疗效和作用机制袁本研究以

IETM 为切入点袁开展皂术茵陈方干预 NASH 的作用

机制研究遥
本实验结果证实袁皂术茵陈方能显著降低 NASH

模型大鼠的 LPS尧TG 水平袁抑制 TNF鄄琢尧 IL鄄1茁尧 IL鄄 6
等促炎因子表达曰并可较好地改善肝组织病理变化袁降
低肝湿重与肝指数遥 作用效果优于盐酸吡格列酮组与

培菲康组遥 其中值得注意的是袁与内毒血症密切相关

的 LPS 水平下降显著袁表明皂术茵陈方治疗NASH 的

作用机制可能在于减少内源性 LPS 的产生袁改善

IETM袁进而减少炎症因子的产生及对肝脏的刺激遥
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