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摘要:[目的]探讨经验方二陈汤与苓桂术甘汤对高脂饲料诱导大鼠非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholicsteato-
hepatitis,NASH)分子作用机制。[方法]以高脂饲料喂养40只雄性SD大鼠8周,随机分为正常组、模型组、罗格

列酮组、二陈汤组、苓桂术甘汤组,于第9周起分别给予罗格列酮剂量1mg·kg-1、二陈汤4.52g·kg-1、苓桂术甘

汤组3.31g·kg-1治疗4周。12周后将大鼠处死并观察药物对大鼠肝功能的影响,并对肝组织进行常规苏木精-
伊红染色,观察病理改变;Westernblot检测二陈汤与苓桂术甘汤以及两方含药血清对 NASH大鼠肝组织以及经

软脂酸刺激肝细胞的肿瘤坏死因子TNF-α与核转录因子 NF-κB蛋白表达的影响。MTT法检测不同浓度软脂酸

对大鼠肝细胞增殖的影响,以及二陈汤与苓桂术甘汤含药血清对软脂酸的拮抗作用。[结果]与模型组比较,罗格

列酮和苓桂术甘汤可有效降低 NASH大鼠血清 ALT、AST(P<0.05),同时改善肝脂肪变性的严重程度和降低

TNF-α和NF-κB蛋白的表达(P<0.05)。与模型组比较,虽然二陈汤治疗后 NASH大鼠肝组织TNF-α和 NF-κB
蛋白表达显著性下降(P<0.05),但是血清ALT、AST并未显著性降低(P>0.05),苓桂术甘汤含药血清能明显改

善软脂酸对肝细胞增殖的抑制(P<0.05)。与模型组比较,二陈汤与苓桂术甘汤含药血清均能抑制软脂酸刺激的

肝细胞TNF-α和NF-κB蛋白表达(P<0.05)。[结论]罗格列酮、二陈汤、苓桂术甘汤能改善大鼠肝脏脂肪变性,降
低TNF-α和NF-κB蛋白表达。软脂酸可以明显抑制肝细胞增殖率,罗格列酮与苓桂术甘汤含药血清能拮抗软脂

酸对肝细胞增殖的抑制。苓桂术甘汤通过抑制 NF-κB蛋白表达,减少TNF-α表达,从而减轻肝脏炎性损伤,进而

达到治疗NASH的作用。
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Abstract:[Objective]ToobservetheeffectsandmechanismofErchenandLingguizhugandecoctioneon
non-alcoholicsteatohepatitis(NASH)ratsinducedbyhighfatdiet.[Methods]Fortymaleratswererandom-
lydividedintofivegroups:theBlankcontrolgroup,Modelgroup,Rosiglitazonegroup,Erchendecoctione
group,andLingguizhugandecoctionegroup.Ratsofallgroupsexcepttheblankcontrolgroupwerefeda
high-fatdietforeightweekstoinduceNASH.TheRosiglitazonegroup,Erchendecoctionegroup,Ling-
guizhugandecoctionegroupwererespectivelytreatedwithRosiglitazone(1mg·kg-1),Erchendecoctione
(4.52g·kg-1)andLingguizhugandecoctione(3.31g·kg-1)forfourweeks.Allratswerekilledat12
weeksandassessedforhepatichistopathologicalchangesbyHE. WesternblotwasusedtodetectTNF-α
andNF-κBproteinexpressioninNASHratliverandhepaticcellsstimulatedbypalmiticacid.MTTassay
wasusedtodetectproliferationofrathepatocytesstimulatedbydifferentconcentrationsofpalmiticacid,

andserumcontainingErchenandLingguizhugandecoction􀆳santagonismtowardspalmiticacid.[Results]

Comparedwiththemodelgroup,RosiglitazoneandLingguizhugandecoctionedecreasedserumALTand
ASTlevelsinNASHrats(P<0.05),andalsoreducedtheseverityofhepaticsteatosisandproteinexpres-
sionofTNF-α/andNF-κB(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,althoughErchendecoctionede-
creasedproteinexpressionofTNF-αandNF-κB(P<0.05),itdidn􀆳tdecreasethelevelofALTandASTin
serum(P>0.05).TheserumcontainingLingguizhugandecoctioneimprovedthehepatocyteproliferation
ratethatwassignificantlyinjuredbypalmiticacid(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,theserum
containingErchenandLingguizhugandecoctioninhibitedproteinexpressionofTNF-αandNF-κBofhepa-
tocytestimulatedbypalmiticacid(P<0.05).[Conclusion]Rosiglitazone,ErchendecoctioneandLing-
guizhugandecoctioneallcouldreducetheliversteatosisofNASHrats,andalsocoulddecreaseproteinex-
pressionofTNF-αandNF-κB.Palmiticacidcouldobviouslyinhibithepatocyteproliferationrate,andthe
serumcontainingRosiglitazoneandLingguizhugandecoctionecouldprotecthepatocyteproliferationinjured
bypalmiticacidinvitro.Lingguizhugandecoctioncouldreduceinflammatorylesionsthroughinhibitingthe
expressionofNF-κBproteinsandthendecreasingTNF-αexpression.

Keywords:Erchendecoctione;Lingguizhugandecoctione;non-alcoholicsteatohepatitis;rat;tumornec-
rosisfactor-a

  非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholicsteatohep-
atitis,NASH)由多种原因引起,以肝实质细胞脂肪

变性与炎性损伤为特征,它可以进一步发展为肝硬

化,是隐源性肝硬化的重要原因之一,是目前国内外

肝病界研究的热点之一[1-3]。非酒精性脂肪性肝病

发病机制非常复杂,尚不能用单一的机制解释,遗传

易感性与多元代谢紊乱相互作用共同参与了其发病

过程。近年来的研究发现在肝脏脂质蓄积基础上,
肝细胞发生炎症反应、变性坏死,肝纤维化甚至肝

硬化[4-6]。
近年来中医药在防治非酒精性脂肪性肝病方面

进行了大量研究,并取得了一定的成果,已显示了良

好前景。目前二陈汤与苓桂术甘汤在临床上广泛地

运用于治疗消化等系统疾病,但关于比较研究两方

治疗非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)方面的基础研

究不多,故本实验通过体内外实验,研究二陈汤与苓

桂术甘汤治疗NASH的药效学与分子机制的异同

点,并为两方的临床应用提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 实验动物与细胞

实验SD大鼠购自维通利华,实验细胞:大鼠肝

细胞(BRL)购自中科院上海细胞库。

1.2 主要试剂与药品

二陈汤(半夏15g,陈皮15g,茯苓9g,甘草

6g),苓桂术甘汤(茯苓12g,桂枝9g,白术6g,甘
草6g),所有药材均由北京同仁堂药材公司提供。
罗格列酮钠分散片剂:规格4mg/片,由四川太极集

团重庆涪陵制药厂有限公司生产。Western-Blot试

剂(北京普利莱基因技术有限公司);硫酸链霉素、青
霉素(Hyclone公司),TNF-α抗体,NF-κB抗体,

ECL显色液(北京中杉金桥生物公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 非酒精性脂肪性肝病动物造模方法[7-8] 高

脂饲料连续饲喂8周,自由饮水、摄食,建立NASH
大鼠模型。高脂饲料配方为:88%基础饲料+10%
猪油+2%胆固醇。
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1.3.2 动物分组及处置 40只大鼠予普通饲料适

应性饲喂1周后,随机分为正常组(A组)、模型组

(B组)、罗格列酮组(C组)、二陈汤组(D组)、苓桂

术甘汤组(E组),每组8只。空白组饲喂普通饲料,
其余4组饲喂高脂饲料,于第9周起分别给予罗格

列酮剂量1mg·kg-1、二陈汤4.52g·kg-1、苓桂

术甘汤3.31g·kg-1治疗4周。3组给药量相当于

临床成人日用药量的7倍[9],每日灌胃1次,自由摄

食、饮水。

1.3.3 标本采集与指标检测 于治疗后第12周时

处死各组大鼠,取大鼠腹主动脉血及肝组织,用于血

清学、肝组织相关指标以及组织病理学检测,以动态

观察造模情况及药物治疗效果。血清学指标:血清

转氨酶(ALT、AST)采用全自动生化分析仪进行测

定。肝组织病理学检测:新鲜肝组织石蜡切片,行常

规苏木精-伊红染色,评估肝脏病理改变。

1.3.4 不同浓度软脂酸对 BRL 细胞增殖的影

响 BRL细胞按5000个/孔接种于96孔板中培养

24h;然后按组分别加入含(0、0.05、0.1、0.2、0.25、

0.5mM)不同浓度软脂酸的培养液,每组重复10
孔;细胞继续培养48h后的 MTT法检测各孔光密

度值。

1.3.5 二陈汤与苓桂术甘汤含药血清拮抗软脂酸

对BRL细胞增殖的抑制 将BRL细胞按5000
个/孔接种于96孔板中培养24h;然后按组分别加

入含0.25mM软脂酸的含药血清,每组重复10孔;
细胞继续分别培养48h后,MTT法检测各孔光密

度值。

1.3.6 细胞分组 处于 G0期细胞后,分为正常

组、模型组、各含药血清组。正常组正常培养;模型

组含0.25mM软脂酸的培养基培养,各含药血清组

含0.25mM软脂酸+20%含药血清的培养基,各组

细胞置37℃、5%CO2 孵 育 箱 培 养,48h后 提 取

蛋白。

1.3.7 Western-blot检测 肝组织与肝细胞蛋

白:肝细胞的裂解及蛋白质的测定取适量冷冻肝脏

组织以及含药血清作用后的肝细胞经冷裂解液(碧
云天生物)提取后置-80℃保存备用,BCA蛋白测

定试剂盒测定蛋白浓度。每孔80μg肝组织或每孔

30μgBRL变性蛋白液,经SDS-PAGE凝胶电泳检

测,利用ImageJ分析软件对图片结果进行统计分析。

1.4 统计学处理

对X光胶片经扫描,利用ImageJ分析软件分

析,各组图像分析结果采用􀭺x±s表示,所有实验数

据均采用统计软件SPSS17.0进行单因素方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况分析

空白组大鼠毛色洁白、富有光泽,行动敏捷,饮
食量及排泄物无异常,体重随造模时间逐渐增加;模
型组大鼠毛色枯黄,色泽黯淡,喜团聚蜷卧,饮食量

较空白组减少,大便干稀不调,体重也随着造模时间

逐渐增加,且增加幅度比空白组大。各治疗组大鼠

毛色、行为、饮食以及排泄物与空白组比较,无明显

异常,个别大鼠可见大便稀软,体重增长介于模型组

与空白组之间,详见图1。

与模型组比较,1)P<0.05。
图1 各组大鼠体重

与模型组比较,1)P<0.05。
图2 各组大鼠肝指数

图1,图2显示:与空白组比较,模型组体重虽

然增加未见显著性升高(P>0.05),但肝指数显著

升高(P<0.05)。与模型组比较,中药组及西药组

体重及肝指数均显著下降(中药组与西药组体重:

P<0.05;肝指数:P<0.05),而二陈汤组与罗格列

酮组间肝指数差异无统计学意义(P>0.05)。

3.2 大鼠血清转氨酶水平

治疗结束后,与空白组比较,模型组血清ALT、

AST水平均显著升高(P 均<0.05);与模型组比

较,罗格列酮组及苓桂术甘汤组血清ALT、AST水

平均明显下降(P 均<0.05);中药组与西药组之间

差异无统计学意义,而二陈汤组血清转氨酶未见下

降,见图3。
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与模型组比较,1)P<0.05,2)P<0.05。
图3 各组大鼠血清转氨酶

2.3 肝脏病理学变化

2.3.1 肝脏肉眼观察情况 空白组大鼠肝脏呈红

褐色,表面光滑。而模型组大鼠肝脏呈土黄色,肝体

积明显增大,肝表面包膜紧张。各治疗组大鼠肝脏

体积略增大,色泽较空白组略浅,质地、弹性较空白

组略差,各用药组之间肉眼无明显差异。

2.3.2 肝脏光镜观察情况 空白组大鼠肝小叶结

构、肝窦、肝小叶汇管区基本结构清晰,肝索排列整

齐。而模型组大鼠肝组织出现脂肪变,胞质内可见

大量脂肪空泡;二陈汤,苓桂术甘汤组与罗格列酮组

大鼠肝组织脂肪变较模型组减轻,肝小叶内脂肪空

泡有所改善。

2.3.3 苏木精-伊红染色结果 5组大鼠苏木精-伊
红染色结果见图4。

A:空白组;B:模型组;C:罗格列酮组;D:二陈汤组;E:苓桂术甘汤组。

图4 苏木精-伊红染色结果(×10)

2.4 不同浓度软脂酸(PA)对于大鼠肝细胞增殖的

抑制作用

MTT结果见表1,肝细胞经不同浓度PA培养

48h后,PA对于肝细胞增殖的抑制作用从0.1mM
到0.5mM呈剂量依赖性。

表1 不同浓度PA作用48h对大鼠肝细胞增殖

的抑制作用 􀭺x±s
软脂酸/mM 软脂酸作用时间/48h

对照组 0.51±0.01

0.05 0.49±0.01

0.1 0.43±0.021)

0.2 0.41±0.011)

0.25 0.39±0.011)

0.5 0.25±0.011)

  注:对 照 组 软 脂 酸 浓 度 为0μmol/L。与 对 照 组 比 较,
1)P<0.05。

2.5 二陈汤与苓桂术甘汤含药血清拮抗0.25mM
软脂酸对肝细胞增殖的抑制

MTT结果见表2,罗格列酮与苓桂术甘汤含药

血清可显著拮抗0.25mM 软脂酸对肝细胞增殖的

抑制作用。

表2 含药血清对肝细胞增殖的作用 􀭺x±s
细胞分组 含药血清作用时间/48h
空白组 0.53±0.011)

模型组 0.37±0.01
罗格列酮组 0.43±0.011)

二陈汤组 0.37±0.02
苓桂术甘汤组 0.45±0.021)

  与模型组比较,1)P<0.05。

2.6 二陈汤与苓桂术甘汤 Western-blot实验结果

2.6.1 二陈汤与苓桂术甘汤对NASH大鼠肝组织
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TNF-α,NF-κB蛋白的影响 模型组大鼠肝组织中

TNF-α,NF-κB蛋白的含量均明显升高,与模型组大

鼠比较,二陈汤与苓桂术甘汤均可降低非酒精性脂

肪性肝病大鼠肝组织中 TNF-α,NF-κB蛋白的含

量,苓桂术甘汤较二陈汤更显著性抑制NF-κB蛋白

的表达。见图5。

2.6.2 含药血清对大鼠肝细胞中 TNF-α,NF-κB
蛋白的影响 模型组TNF-α,NF-κB蛋白表达均明

显高于正常组,说明软脂酸可以明显促进肝细胞炎

症反应,这可能是非酒精性脂肪性肝病炎性损伤形

成的机制之一。二陈汤与苓桂术甘汤含药血清可明

显下调TNF-α,NF-κB蛋白的表达。见图6。

与模型组比较,1)P<0.05,2)P<0.05。
图5 NASH大鼠肝组织TNF-α,NF-κB转移印迹图

与模型组比较,1)P<0.05,2)P<0.05。
图6 含药血清对大鼠肝细胞TNF-α,NF-κB转移印迹图

3 讨论

NASH是一种以肝细胞弥漫性脂肪变性和脂

肪蓄积为病理特征,且无过量饮酒史的临床综合征。
脂质代谢异常是NASH发病的重要病因,本实验应

用高脂饲料诱导的 NASH 大鼠模型,给予罗格列

酮、二陈汤与苓桂术甘汤干预后,实验结果表明罗格

列酮与苓桂术甘汤可有效降低转氨酶,而二陈汤组

血清转氨酶未见下降,可能是由于本实验采用二陈

汤原方治疗NASH大鼠,而目前研究多采用二陈汤

加味治疗NASH,故本实验结果显示二陈汤未能有

效降低NASH大鼠血清转氨酶水平。肝组织苏木

精-伊红染色结果表明:二陈汤,苓桂术甘汤与罗格

列酮在一定程度上有减轻NASH大鼠肝脂肪堆积

的作用。

TNF-α是最关键性的促炎介质,其一方面具有

直接的肝细胞毒性作用,直接引起肝细胞坏死、凋
亡;另一方面又促进自由基、一氧化氮和黏附分子的

产生,这些分子直接或通过微循环障碍导致肝损

害[10]。NF-κB可促进TNF-α等多种炎性因子持续

高表达,进而导致NASH的发生[11-12]。实验结果表

明,二陈汤、苓桂术甘汤与罗格列酮可显著抑制

TNF-α与NF-κB的高表达,且以苓桂术甘汤组下降

最为明显。因此,抑制 NF-κB活化,阻断这一重要

环节,减轻TNF-α等细胞因子对肝脏的损害,对于

防治NASH及阻止肝纤维化病理进程意义重大。
体外细胞学实验结果表明:软脂酸呈时间、剂量

依赖性抑制肝细胞增殖;除二陈汤外,罗格列酮与苓

桂术甘汤含药血清组可有效拮抗软脂酸对肝细胞增

殖的抑制作 用。Western-blot检 测 发 现,模 型 组

TNF-α,NF-κB表达均明显高于正常组(P<0.05),
而罗格列酮、二陈汤与苓桂术甘汤组含药血清均可

明显下调 NF-κB与TNF-α蛋白表达,与上述在体

动物实验结果相吻合。
我国医学认为脾虚痰瘀为 NASH 主要病机。

二陈汤以辛温而性燥的半夏为君药,燥湿化痰;辛苦

温的陈皮为臣药,理气行滞,茯苓甘淡,渗湿利小便。
佐以生姜助君药降逆化痰;炙甘草调和诸药。该方

是治脾痰的要方。苓桂术甘汤以茯苓为君,渗湿健

脾;桂枝温阳化气,布化津液,协君药以加强化饮利

水之力;白术健脾燥湿,以杜绝生痰之源;炙甘草补

脾益气,兼和诸药为使。四药共奏健脾利湿,温阳化

饮之功,是益气温阳、健脾化痰的代表方。
根据季光等[13]的临床调查研究认为,脂肪肝早

期以气虚为主,阳虚是中、重度脂肪肝的主要病理基

础,痰、湿等病因多在气虚或阳虚的基础上发病。苓

桂术甘汤具有温阳化饮,健脾利湿的作用。因此在

治疗脾阳虚痰湿证时兼顾了NASH阳虚与痰湿的

根本病理损伤。这也解释了本实验结果所显示苓桂

术甘汤在降低NASH转氨酶方面优于二陈汤。中

医学认为,无论脾虚湿痰还是脾阳虚痰湿,其病证的

根本在于阳虚久而导致痰饮内生,故温阳化饮,健脾
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利湿法治疗脂肪肝时紧紧抓住了该病机的根本核

心,为此在治疗NASH时,苓桂术甘汤温阳化饮,健
脾利湿治疗原则优于二陈汤所具有的燥湿化痰,理
气和中治疗原则。

综上所述,表明二陈汤与苓桂术甘汤可能通过

抑制NF-κB蛋白表达,抑制TNF-α等炎性细胞因

子所导致的NASH病变发展而发挥作用。针对二

陈汤与苓桂术甘汤治疗NASH作用的细胞分子机

制研究,将为二陈汤与苓桂术甘汤现代研究提供一

定的科学、客观的疗效评价与实验依据并指导临床

用药。
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