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　　[摘要]　目的:研究疏肝理脾方对非酒精性脂肪性肝病(NASH)模型大鼠肝脏及肠道病理结构的影响。方

法:SD雄性大鼠共50只,正常对照组(M0组)10只,一直予以普通饲料;实验组40只,开始予以蛋氨酸及胆碱缺

乏饲料(MCD)饮食,8周后随机分成4组,其中2组继续饮食并予以中药干预,中药高剂量(D高组)、低剂量(D
低组);另外2组无中药干预,分别继续予 MCD饮食(M1组)和普通饲料(M2组)。计算肝组织炎症活动、脂肪变

性及纤维化评分(SAF评分);分析比较肠微绒毛长度及宽度、肝脏脂肪变性程度。结果:与 M0组比较,其余4组

肠微绒毛长度均明显短缩(P<0.05);M1组、D低组、D高组肠微绒毛长度依次增加(P<0.05)。与 M0组比较,
其余4组肝脂肪变明显,且肝脏SFA评分均升高(P<0.05);M1组、M2组、D低组小叶间炎症个数增加,且均有

不同程度的气球样变及肝纤维化(P<0.05);D 高组较 D 低组 SFA 评分、脂肪变及气球样变程度更低(P<
0.05)。结论:NASH 大鼠肠微绒毛长度变短,疏肝健脾方可使微绒毛长度增加,其中高剂量组最优。疏肝健脾

方可减轻 NASH 大鼠肝脏损伤程度,且高剂量组降低脂肪变、气球样变及SFA评分更明显。
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Abstract　Objective:TostudytheeffectsofShuganLipidecoctiononthepathologicalstructureofliverand
intestineinratswithNASHinducedbyMCDdiet.Methods:Atotalof50SPFSDmaleratsweregivenMCDdiet
inexperimentalgroup(n=40).Normalcontrolgroup(M0group)10ratsweregivennormaldiet.After8weeks
offeeding,theexperimentalgroupwasrandomlydividedinto4groups,twoofwhichweretreatedwithChinese
Medicineinterventionandcontinuedwith MCDdiet,andthendividedintolow-doseChinese Medicine(Dlow
group)andhigh-doseChinesemedicine(Dhighgroup).TheothertwogroupswerethecontrolgroupwithoutTra-
ditionalChineseMedicineintervention,andwerecontinuedtoreceive MCDdiet(group M1)andnormalfeed
(groupM2),respectively.Inflammatoryactivity,steatosisandfibrosisscore(SAFscore)oflivertissuewerecal-
culated.Thelengthandwidthofintestinalmicrovilliandthedegreeofhepaticsteatosiswerecompared.Results:

ComparedwithM0group,thelengthofintestinalmicrovilliintheotherfourgroupsweresignificantlyshorter
(P<0.05);thelengthofintestinalmicrovilliinM1group,Dlowgroupanddhighgroupincreasedinturn(P<
0.05).ComparedwiththeM0group,theotherfourgroupshadobviousliversteatosisandincreasedliverSFA
score(P<0.05);thenumberofinterlobularinflammationincreasedinM1group,M2groupandDlowgroup,
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andthereweredifferentdegreesofballooningdegenerationandliverfibrosis(P<0.05);theSFAscore,steatosis
andballoondegenerationinDhighgroupwerelowerthanthoseinlowDgroup(P<0.05);thenumberofinter-
lobularinflammationandthedegreeofliverfibrosisinDhighgroupandDlowgroupwerelower(P<0.05).Con-
clusion:ThelengthofintestinalmicrovilliinNASHratsbecomesshorter,andShuganJianpidecoctioncanin-
creasethelengthofintestinalmicrovilli,andthehigh-dosegroupisthebest.ShuganJianpidecoctioncanreduce
thedegreeofliverinjuryinNASHrats,andthehigh-dosegroupcanreducefattydegeneration,ballooningchange
andSFAscoremoresignificantly.

Keywords　nonalcoholicsteatohepatitis;gut-liveraxis;intestinalmucosa;ultrastructure;

　　非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholicfattyliver
disease,NAFLD)已经成为我国第一大慢性肝病,
是健康体检中肝脏生化学异常的首要病因。非酒

精性 脂 肪 性 肝 炎 (nonalcoholicsteatohepatitis,
NASH)是 NAFLD的严重类型,高达15%~25%
的 NASH 患者在10~15年转为肝硬化[1-2]。肠黏

膜屏障作为机体的第一道防御线,保护机体免受肠

道的细菌、有毒物质等侵害;对于逃避肠道免疫监

视的炎性因子和抗原,肝脏起到了第2道防御线的

作用[3],此防御系统即为肠-肝轴。NASH 发病机

制与“肠-肝轴”间有着密切关系[4-5]。经过长期的

临床实践和实验研究表明,疏肝理脾方在治疗慢性

肝功能损伤、抗肝纤维化以及免疫调节方面有一定

功效[6-7]。本研究结合肠-肝轴与 NASH 的发病机

制的关系,以 NSAH 大鼠为模型,通过透射电镜及

光学显微镜观察疏肝理脾方对肝脏炎症活动、脂肪

变性、纤维化以及肠微绒毛长度及宽度等的影响,
为临床中医药治疗 NASH 提供新的理论支持。
1　材料与方法

1.1　动物

SPF级 雄 性 SD 大 鼠,6 周 龄,体 重 180~
200g。
1.2　药物

疏肝理脾方:柴胡15g、地龙10g、茯苓15g、
鳖甲5g、湘曲5g、白芍15g、砂仁5g、白茅根

10g、茜草10g,由湖南中医药大学第一附属医院

药学部提供。先运用传统中药煎煮法熬制,再水浴

法浓缩到中药浓度为2g/mL。参照第2版(2006
年人民卫生出版社)《中药药理研究方法学》计算药

量,计算得出大鼠的给药量为3.09g/kg(中剂量),
使用蒸馏水将中药汤剂配成低浓度0.07g/mL、高
浓度0.31g/mL。
1.3　主要试剂及仪器

普通饲料:购自长沙市天勤生物科技有限公

司。MCD饮食组成:纤维素30g/kg、右旋麦芽糖

50.5g/kg、玉 蜀 黍 淀 150g/kg、维 生 素 混 合 物

10g/kg、L-氨基酸175.7g/kg、玉米油100g/kg、
碳酸氢钠7.4g/kg、盐混合物35g/kg。

UC-7超薄切片机;光学显微镜;分光光度计

(V5000型)电子天平 AY120型;日立 HT7700透

射电镜。

1.4　造模及干预方法

SPF级SD雄性大鼠共50只,实验组40只,予
以蛋氨酸及胆碱缺乏饲料(MCD)饮食;正常对照

组(M0组)10只,予以普通饲料。喂养8周后,随
机抽取实验组4只大鼠和正常组2只大鼠进行肝

脏苏木精-伊红染色造模评价。造模成功后实验组

再随机分成 4 组,其中 2 组予中药干预并继续

MCD饮食,又分成中药高剂量(D高组)和低剂量

(D低组);另外2组无中药干预,分别继续予 MCD
饮食(M1组)和普通饲料(M2组)。4周后行腹壁

麻醉,取大鼠肝组织、小肠组织和门静脉血。
1.5　检测指标及方法

1.5.1　肠黏膜组织处理及观察　取距盲口5cm
处大鼠回肠组织,小块肠黏膜组织1min内放入

2.5%戊二醛固定,然后经过洗涤、脱水、浸泡、包
埋、固化后用超薄切片机切成50~100nm 薄片;使
用硝酸铅和3%醋酸铀进行双染色;最后用透射电

镜观察大鼠的肠组织并拍片。使用ImageJ图像

分析软件测量大鼠小肠微绒毛宽度(B)以及长度

(L)。宽度(B)为共基部-中部-尖端3个部位平均

值;长度(L)为从基部-顶部的长度。
1.5.2　肝脏组织苏木精-伊红染色　取出完整肝

脏称重,在肝左叶相同部位取小块肝组织;固定于

4%甲醛中,依次进行洗涤、脱水、透明、浸蜡、石蜡

包埋,切成5μm 的薄片,编号、烘烤、保存备用;然
后再经过脱蜡、梯度乙醇水化、苏木精染色、水洗、
蓝化、伊红染色、脱水、透明、封片,光学显微镜观察

大鼠肝组织并拍片。
1.5.3　肝细胞脂肪变程度测量　收集以上标本图

片,通过ImageJ图像分析软件计算出脂肪数目n
和细胞总体数目 N,该标本图片肝脏脂肪变性的程

度值即为n/N。
1.5.4　肝脏SFA评分[8]　大鼠肝组织SAF积分

标准:F为纤维化分级;A为指活动度(肝细胞气球

样变性及炎症);S是肝细胞脂肪变。具体评分见

表1。
1.6　统计学处理

数据采用SPSS25.0统计软件处理,计量资料

采用■x±s表示。先进行正态性及方差齐性检验,
两组间比较,方差齐时,用成组t 检验;方差不齐

时,用t检验。多组间比较,方差齐时,用单因素
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ANOVA;方差不齐时,用 Krukal-WallisH 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　动物一般情况

正常对照组大鼠毛色光亮,反应敏捷,喜动,大
小便均正常;模型组大鼠毛色不光亮,反应稍迟钝,
不好动,小便黄,大便偏干;给予中药干预后模型组

大鼠毛色恢复部分光亮,反应力略提高,活力略

增加。
2.2　肠微绒毛形态、长度、宽度

2.2.1　肠微绒毛形态学　M0组大鼠肠微绒毛排

列整齐、无缺损、细胞间隙紧密。M1组大鼠肠微绒

毛排列紊乱、部分脱落、细胞间隙增宽;M2组较

M1组大鼠肠微绒毛排列整齐度稍好,仍有部分断

裂。D低组大鼠肠微绒毛欠齐、部分脱落,甚至断

裂,细胞间隙稍增宽;D高组大鼠肠微绒毛排列较

D低组更整齐,少部分仍有脱落。见图1。
2.2.2　肠微绒毛宽度和长度 　 与 M0 组比较,
M1、M2和D低、D高组大鼠肠微绒毛长度均有所

缩短(P<0.05);3组 MCD饮食大鼠比较,D低、D
高组较 M1组大鼠肠微绒毛更长(P<0.05);中药

干预组两两比较,D 高组大鼠肠微绒毛长度略长

(P<0.05);各组之间微绒毛宽度差异均无统计学

意义。见表2。

表1　SAF积分标准评分

类别 0分 1分 2分 3分 4分

肝细胞脂变 <5% 5%~33% 34%~66% >66%
小叶内炎症 无 每个肝小叶内存在

1到2个炎症坏死灶

每个肝小叶有大于2个的炎症坏死灶

气球样变 正常立方体型

干细胞,锐角,
粉红色细胞

干细胞聚集成团,胞
质空化(黑白),网格

状,细胞形状不一,
大小类似肝细胞

在1分基础上,视野内值时有一个肿

大的气球样细胞,在一簇是1分的气

球样变肝细胞中至少有一个是其他气

球样变细胞的两倍大小

肝纤维化 无 窦周纤维化或门脉

周围纤维化

窦周纤维化合并并门脉周围纤维化 桥接纤维化 肝硬化

1a:M0组;1b:M1组;1c:M2组;1d:D低组;1e、f:D高组。
图1　各组大鼠肠微绒毛形态、长度、宽度
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2.3　肝组织学形态、脂肪变性程度、纤维化评分等

2.3.1　肝脏形态学　M0组大鼠肝组织形态正常,
肝组织肝细胞排列整齐,未见明显脂肪变及气球样

变等。M1组大鼠肝组织肝细胞排列紊乱,局部有

炎性细胞浸润,少量气球样变,大量脂肪变性,并且

有少量肝纤维化形成,M2组较 M1组脂肪性变范

围缩小。D低组大鼠肝细胞排列紊乱,仍有局部炎

性细胞浸润,部分气球样变和脂肪变,但无明显的

肝纤维化形成。D 高组大鼠肝细胞排列依然欠整

齐,并有少量脂肪变性。见图2。
2.3.2　肝组织脂肪变性　与 M0组比较,其余4
组均有明显脂肪变性(P<0.05);D高、D低、M2、

M1组脂肪变程度依次递增,且组间差异明显(P<
0.05)。见表3。

表2　肠微绒毛宽度和长度比较 μm,■x±s

组别 例数 宽度B 长度L
M0组 8 0.095±0.016 1.891±0.051
M1组 9 0.078±0.022 1.144±0.0451)

M2组 9 0.098±0.021 1.282±0.0361)

D高组 9 0.089±0.021 1.819±0.0551)2)3)

D低组 9 0.078±0.021 1.605±0.0811)2)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;
与 D高组比较,3)P<0.05。

2a:M0组;2b:M1组;2c:M2组;2d、e:D低组;2f:D高组。
图2　各组大鼠肝组织

表3　肝组织脂肪变性程度 %,■x±s

组别 例数 脂肪变程度S
M0组 8 02)3)4)

M1组 9 47.71±8.151)3)4)

M2组 9 27.12±3.671)2)4)

D高组 9 　9.345±2.661)2)3)4)

D低组 9 19.42±3.421)2)3)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;
与 M2比较,3)P<0.05;与 D低组比较,4)P<0.05。

2.3.3　肝组织小叶内炎症　与 M0组比较,M1、
M2、D低组均有不同程度的炎症表现(P<0.05),
D高组炎症不明显(P>0.05);M2组与 M1、D低

组比较差异无统计学意义(P>0.05),与 D高组比

较,差异有统计学意义(P<0.05);D低组与 D高

组之间差异无统计学意义(P>0.05)。见表4。

2.3.4　 肝组织气球样变 　 与 M0 组比较,M1、
M2、D低组均有不同程度的气球样变(P<0.05);
D高组气球样变不明显(P>0.05);D高组与 M2、
M1、D低组差异明显(P<0.05),但 M2、M1、D低

组3组之间比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
见表5。

表4　肝脏小叶间炎症个数 个,■x±s
组别 例数 小叶内炎症个数 A1
M0组 8 0.12±0.332)4)

M1组 9 1.34±0.511)4)

M2组 9 1.12±0.611)

D高组 9 0.57±0.522)

D低组 9 0.79±0.661)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;
与 M2比较,3)P<0.05;与 D低组比较,4)P<0.05。
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2.3.5　肝组织纤维化　与 M0组比较,M1、M2、D
低组均有不同程度的肝纤维化(P<0.05);D高组

肝纤维化不明显;M2、D低、D高组3组之间差异

无统计学意义。见表6。

表5　肝组织气球样变分值比较 分,■x±s

组别 例数 气球样变形态 A2

M0组 8 0.13±0.342)3)4)

M1组 9 1.68±0.511)

M2组 9 1.23±0.521)

D高组 9 0.43±0.522)3)4)

D低组 9 1.45±0.511)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;

与 M2比较,3)P<0.05;与 D低组比较,4)P<0.05。

表6　肝组织纤维化分值比较 分,■x±s

组别 例数 肝纤维化情况

M0组 8 02)3)4)

M1组 9 1.43±0.891)4)

M2组 9 0.68±0.511)2)4)

D高组 9 0.32±0.511)2)

D低组 9 0.66±0.521)2)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;

与 M2比较,3)P<0.05;与 D低组比较,4)P<0.05。

2.3.6　肝脏SFA评分　与 M0组比较,其余4组

肝脏SFA评分均升高(P<0.05);D低组与 M2组

之间SFA评分差异无统计学意义,与D高组比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表7。

表7　各组大鼠肝脏SFA评分比较 分,■x±s

组别 例数 SFA分值

M0组 8 0.26±0.702)3)4)

M1组 9 6.43±1.581)4)

M2组 9 4.01±1.021)2)

D高组 9 2.35±1.571)2)4)

D低组 9 3.88±1.161)2)

　　与 M0组比较,1)P<0.05;与 M1组比较,2)P<0.05;

与 M2比较,3)P<0.05;与 D低组比较,4)P<0.05。

3　讨论

NAFLD发病基础是脾胃虚弱,情志不畅导致

肝脏疏泄失常,横逆犯脾,加重脾虚[9-10]。脾运化

不力,水湿结聚成痰,肝失疏泄,气机失条,气血运

行不畅,或禀赋不足,肾气亏虚,气化不及,水液输

布代谢障碍化为膏脂,痰浊膏脂积聚肝脏,肝失于

濡养发为 NAFLD[11-13]。
治疗上以“疏肝、健脾、祛湿、化瘀”为要[14-15]。

疏肝理脾方属于“实脾”类方,为谭日强教授的经验

方。经过长期的临床实践和实验研究表明,疏肝理

脾方在治疗慢性肝功能损伤、抗肝纤维化以及免疫

调节方面有一定功效[6-7]。此方中柴胡疏肝理气为

君药;茯苓健脾益气为臣药;白芍养血柔肝为使药;
茜草、白茅根凉血清热为佐药;砂仁、湘曲健脾化

湿;鳖甲、地龙滋阴潜阳;诸药共奏“疏肝行气、健脾

化湿”之功。
NAFLD的发病机制尚不完全清楚,肠-肝轴在

NAFLD发生发展中起着至关重要的地位[4-5]。肠

黏膜屏障作为机体的第一道防御线,保护机体免受

肠道的细菌、有毒物质等侵害;对于逃避肠道免疫

监视的炎性因子和抗原,肝脏起到了第2道防御线

的作用[3],此防御系统即为肠-肝轴。近期多项研

究发现,NAFLD 与 NASH 患者存在肠道屏障功

能紊乱的情况[16-18]。各种原因导致肠道屏障受到

损害,肠腔内大量细菌繁殖,产生有毒代谢产物和

大量的内毒素,进入血液循环的内毒素不仅会直接

损伤肠黏膜上皮细胞,使肠道屏障损伤加重,还会

直接损伤肝脏,诱导肝脏发生一系列的炎症反应及

免疫 损 伤,形 成 恶 性 循 环,促 进 了 NAFLD 的

发生[19-20]。
根据功能区别,肠道屏障可以分为机械屏障、

免疫屏障、化学屏障等,其中肠道机械屏障与肠黏

膜通透性的关系最为密切[21-22]。因此可通过观察

肠道绒毛高度、黏膜绒毛高、宽等评估肠道屏障功

能。本研究发现与正常大鼠比较,NASH 大鼠肝

组织肝细胞排列紊乱,局部有炎性细胞浸润,气球

样变,脂肪变性,并且有少量肝纤维化形成;肠微绒

毛排列紊乱,部分断裂甚至脱落,肠微绒毛长度变

短,宽度变化不明显,细胞间隙增宽。予以疏肝健

脾方干预后,大鼠肝脏脂肪变性、气球样变、肝小叶

炎症、肝纤维化等均有一定改善;肠微绒毛排列较

前整齐,微绒毛稍增长,宽度未见明显变化。由此

可见,疏肝理脾方对肠黏膜组织具有一定修复作

用,可改善 NASH 大鼠肠黏膜屏障功能;为临床中

医药治疗 NASH 提供新的理论支持。
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