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近年来，非酒精性脂肪性肝病（
)*)+,-*.*,/- 0+112 ,/345

6/74+74

，
89:;<

）的发病率日益升高，全球患病率约为

'=

%
>?=

%!（尤以经济发达区域为重），其中约
'=

%
>@=

%!的
患者已达到非酒精性脂肪性肝炎（

)*)!+,-*.*,/- 714+1*.4A!

+1/1/7

，
89BC

）的程度，如不及时治疗，
'=

年内继发非酒精

性脂肪性肝硬化（
)*)!+,-*.*,/- 0+112 -/55.*7/7

）或肝细胞癌

（
.4A+1*-4,,D,+5 -+5-/)*E+

，
CFF

）的概率为
@G

%［'!@］。
89BC

不仅是人体代谢网络紊乱在肝脏集中体现，而且还与
@

型

糖尿病、动脉粥样硬化等慢性代谢性疾病的发生发展密切

相关［?!G］。前期研究发现，降脂平肝汤可通过减轻机体的胰

岛素抵抗（
/)7D,/) 547/71+)-4

，
HI

）从而发挥调节脂质代谢、

防治
89BC

的作用，对改善
89BC

患者的临床症状具有良

好的疗效［J!(］。但降脂平肝汤参与
89BC

的抑炎机制目前尚

不清楚。本文拟通过观察降脂平肝汤对
89BC

大鼠肝脏

K;I!L!KIH:

炎性信号通路活性的影响，从而对降脂平肝汤

的抑炎机制进行探讨，为其临床应用提供实验依据。

1

材料与方法

1.1材料

1.1.1实验动物 本实验已获山西中医药大学实验动物伦

理委员会批准。
@L

只
BM:

雄性
B<

大鼠，体质量（
@=="

@=

）
N

，许可证号
BFOP

（京）
@%QL!%%Q?

，购自北京海淀

兴旺实验动物养殖场。实验动物经
Q

周适应性饲养后随

降脂平肝汤对非酒精性脂肪性肝炎大鼠的抗炎机制研究※

刘 杨 李若瑜 刘晋芳 张冉冉 陈 浩 徐慧超 苗宇船 R

（山西中医药大学基础医学院病理教研室，山西 晋中 030619）

摘 要
!

目的 探讨降脂平肝汤对非酒精性脂肪性肝炎（NASH）大鼠的抗炎作用机制，为其临床应用提供实验依据。方法 选

取24只SPF级SD雄性大鼠，随机分为正常组、模型组和治疗组（
!

=8）。正常组大鼠给予基础饲料常规饲养；模型组和治疗组

大鼠均给予“高糖高脂饲料”14周以建立NASH大鼠模型，并分别给予生理盐水10mL·kg-1·d-1灌胃和降脂平肝汤水煎剂（含

3g生药/mL）10mL·kg-1·d-1灌胃。灌胃4周后处死大鼠，并提取肝脏组织。采用HE染色法检测肝脏形态学改变，采用Real
!

timePCR和Western
!

blot技术检测各实验组大鼠肝脏内TLR
!

4/TRIF信号转导通路的活性变化。结果 与正常组比较，模型

组大鼠肝脏的脂肪变性及炎性反应程度升高，TLR
!

4mRNA和TRIFmRNA相对含量及TLR
!

4和TRIF相对表达量升高

（
"

＜0.05）。与模型组比较，治疗组大鼠肝脏的脂肪变性及炎性反应程度明显减轻，TLR
!

4mRNA和TRIFmRNA相对含量及

TLR
!

4和TRIF相对表达量显著降低（
"

＜0.05）。结论 降脂平肝汤可有效抑制NASH大鼠肝脏的炎性反应，其作用机制与调

节TLR
!

4/TRIF信号转导通路的活性有关。

关键词
!
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!"#$%&'$

：
(")*'$+,* K* /)3471/N+14 1.4 +)1/!/)0,+EE+1 *52 E4-.+)/7E *0 S/+)NT./ M/)NN+) 64-*-1/*) /) 5+17 U/1. )*)!+,-*.*,/-

714+1*.4A+1/1/7 V89BCWX +)6 1* A5*3/64 4YA45/E4)1+, 43/64)-47 0*5 /17 -,/)/-+, +AA,/-+1/*)Z -*$./0# @L BM: E+,4 B< 5+17 U454

5+)6*E,2 6/3/646 /)1* )*5E+, -*)15*, N5*DAX E*64, N5*DA +)6 154+1E4)1 N5*DAZ K.4 )*5E+, -*)15*, N5*DA 5+17 U454 046 U/1. [+7/- 6/41X

1.4 E*64, N5*DA +)6 1.4 154+1E4)1 N5*DA U+7 046 U/1. ./N. N,D-*74 +)6 ./N. 0+1 044 0*5 'L U44\7 1* 471+[,/7. 1.4 89BC E*64,Z 9)6

1.4)X 1.4 )*5E+, 7+,/)4 +)6 S/+)NT./ M/)NN+) 64-*-1/*) V$ N -5D64 65DN]E;W U454 N/34) /)15+N+715/-+,,2 0*5 L U44\7 +1 1.4 6*7+N4 *0

Q=E,

·
\N

!Q·
6

!Q

/) E*64, N5*DA +)6 154+1E4)1 N5*DAX 547A4-1/34,2Z 90145 [4/)N 4Y4-D146X 1.4 ,/345 1/77D47 *0 +,, 5+17 U454 4Y15+-146 D)645
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机分为正常组、模型组和治疗组（
!)*+

）。

1.1.2药物与试剂 降脂平肝汤含丹参
$% ,

，泽泻
$% ,

，

生山楂
$% ,

，大黄
*% ,

（药物购自北京同仁堂药业有限

公司），常规制成水煎剂，并浓缩至每毫升含
$ ,

生药。

-./

提取试剂盒、反转录试剂盒和
-012!3450 67-

试剂

盒购自
8191-1

公司（
:(*%;<

、
:--=>"/

、
:-->&+/

）；

"#$!% &$'(

、
")*+ &$,(

和
!!-./0! &),(

引 物 由

8191-1

公司合成，引物序列见表
*

；
-?6/

组织细胞裂

解液和
@-6"

标记
?,A

购自海斯信公司 （
6/<*;+++B

、

6/<*B++*$

），
<7/

蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公司

（
6++*+

），
8C-#>

和
8-?D

单克隆抗体购自
1EFG5

公司

（
1EHH+>;

、
1E'$;'+

），
!$1F34I

单克隆抗体购自
J1I31 FKLM

公司 （
NF%#""";

），
O7C

超敏发光液购自普利莱公司

（
6*%*%

）；其他相关生化试剂或耗材均构自
J4,51

或

PJA<&<?=

公司。

1.2实验方法

1.2.1模型建立 采用“高糖高脂饲料”饲养
*#

周的方法，

建立
./J@

大鼠模型。其中“高糖高脂饲料”的配制方法

为基础大鼠饲料（
B;Q B

%）、猪油（
H+

%）、蔗糖（
'+

%）、
胆固醇（

'

%）、胆酸钠（
+QH

%）和丙硫氧嘧啶（
+QH

%）［'+］。
1.2.2分组处理 大鼠随机分为正常组、模型组和治疗组

（每组
;

只）。正常组大鼠常规饲料饲养，模型组和治疗

组大鼠在建立
./J@

模型后，模型组大鼠给予生理盐水

'+ 5C

·
R,

''·
S

('灌胃；治疗组大鼠参照文献［");］的方法，给

予降脂平肝汤水煎剂
'+ 5C

·
R,

*'·
S

+'剂量灌胃（含
$ ,

生

药
!5C

）。上述各实验组大鼠均在灌胃
>

周后处死，无

菌、低温条件下提取肝脏组织，部分液氮保存，部分

>

%!多聚甲醛固定。

1.2.3察各实验组大鼠大鼠肝脏形态学改变 上述各实验

组大鼠肝组织经
>

%多聚甲醛固定后，常规制作石蜡切片
和进行

@O

染色。参照文献［'+］的方法，计算炎症积分。

1.2.4Real
!

TimePCR法检测TLR
"

4mRNA和TRIFmRNA

的含量 按
-./

提取试剂盒说明书的方法提取各实验组

大鼠肝组织中总
-./

，并按反转录试剂盒说明书的要求

进行反转录反应，反应条件：
$" !"'T 54I

，
'

次循环；

;T !"T

秒，
'

次循环。反转录产物
> !

保存。取
H !C

反转录产物与
-012,3450 67-

试剂盒相关试剂混合后

（总体积为
H+ !C

）进行
67-

扩增，反应条件：
(T#"$+

秒，
'

次循环；（
(T !"T N0F

，
B+ !"$> N0F

），
>+

个循

环。根据
-012-8450 67-

原始检测结果，按照
H

.!!F3相对

定量计算公式，计算出各样品的目的基因相对含量结果。

1.2.5蛋白免疫印迹法 （Western
#

blot） 检测TLR
$

4和

TRIF的表达量 取各实验组大鼠肝组织
' ,

，与
' 5C$

-?6/

组织细胞裂解液混合后，冰上研磨后消化
T 54I

，

> ! 'H +++ 1

离心
'+ 54I

，上清液采用
<7/

法进行蛋白

质定量（总蛋白浓度调整为
' ,

·
C

/'）。采用
J:J06/AO

凝胶

电泳分离蛋白质（电泳条件为
'+

%!浓缩胶
;+ U%>+ 54I

，

>

%分离胶
'H+ U"T+ 54I

），湿转法转移蛋白质 （条件

为：
(+ U"$+ 54I

）。常规
T

%脱脂奶粉室温封闭
H V

，后

分别加入
'&' +++

稀释的
8C-1#

单抗、
8-?D

单抗及
!2

1F34I

单抗
# !

孵育过夜，
8<J8

缓冲液洗涤
T 54I%W

次；
'&T++

稀释的
@-63?,A

室温孵育
' V

，
8<J8

缓冲液

洗涤
T 54I%W

次；加入
O7C

超敏发光液曝光，结果输入

电脑后，采用
?XJ

图象分析系统计算
8C-4>

，
8-?D

与

!51F34I

条带灰度值的比值，作为其各自的相对表达量。

1.2.6统计学方法 所得计量数据均以（
2'3

）形式表示，

并使用
J6JJ 'WQ+

软件进行方差分析和
J.9

检验，
4(

+Q+T

表示差异具有统计学意义。

1

结果

2.1降脂平肝汤对各实验组大鼠肝脏形态学的影响 与正

常组比较，模型大鼠肝组织内可见肝细胞中度至重度水

肿，胞质内出现大量脂肪空泡，肝小叶正常结构破坏，

小叶内可见散在的点状坏死和炎细胞浸润，其炎性积分

显著升高；与模型组比较，治疗组大鼠肝组织可见肝细

胞脂肪变性程度明显减轻，细胞内仅可见少许小泡性脂

肪滴，炎细胞浸润程度明显减轻，其炎性积分显著降低

（结果见图
'YH

）。

图2降脂平肝汤对各实验组大鼠肝脏炎症积分的影响

注：①
4

<0.05vs正常组；②
4

<0.05vs模型组

表1TLR-4mRNA、TRIFmRNA和β-actinmRNA引物序列

引物名称 引物序列
ZT

!

3G $

!

[

"5)%6+

"5)%6)

")*+6+

")*+6)

!6-./0!6+

!6-./0!6)

78A7/8/A/AA8/A88778

877/A77/78A//A8878A/

/A/87/A77/A87A777/7878

A87/AA887887A7/A77887/A

/7878A8A8AA/88AA8AA7

/A///AAA8A8////7A7/A7

大小（
E\

）

*&;

*$*

*TT

正常组 模型组 治疗组

图1降脂平肝汤对各实验组大鼠

肝细胞脂肪变性及炎性反应的影响（HE×200）

正常组 模型组 治疗组

炎
症
积
分

*+T
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2.2降脂平肝汤对大鼠肝脏TLR
!

4mRNA和TRIFmRNA

相对含量的影响 与正常组比较，模型组大鼠
!"#!$

%&'(

和
!&)* %#+(

相对含量升高（
,!%)*+

）；与模型

组比较，治疗组大鼠肝脏内
,-.!/ 0.12

和
,.34 0."

12

相对含量显著降低（
,!5)%+

） （结果见图
$

）。

2.3降脂平肝汤对大鼠肝脏TLR
"

4和TRIF相对表达量的

影响与正常组比较，模型组大鼠肝组织内
,-."/

和
,.34

的相对表达量升高（
,!%)%+

）；与模型组比较，治疗组大

鼠肝组织内
,-.#/

和
,.34

相对表达量显著降低 （
,!

%)%+

） （结果见图
/6+

）。

1

讨论

根据中医学的基础理论，
1278

属“痰浊”“积

聚”“湿阻”等范畴，临证多因饮食不节、劳逸无度、

情志失调、久病体虚引起，导致肝失疏泄、脾失健运、

湿邪内侵、痰浊内蕴、痰浊不化，湿、痰、瘀、积互

结，痹阻于肝脏脉络而至发病［''$'9］。因此，应以“疏

肝健脾、化痰利湿、活血化瘀、通腑降浊”作为

1278

基本治法。降脂平肝汤由大黄、丹参、泽泻、

生山楂等药物组成，其中丹参、大黄具活血化瘀之功，

泽泻有除湿消痰之效，而生山楂可祛瘀消积。诸药合

方，可达“祛痰湿、化瘀积、调肝脾、通气血”之功

效。本次实验结果显示，
1278

大鼠经降脂平肝汤治

疗
/

周后，大鼠肝脏内脂肪变性及炎性反应程度显著

降低，表明降脂平肝汤可有效抑制
1278

大鼠肝脏内

的炎性反应。

根据现代分子生物学理论分析，降脂平肝汤对

1278

大鼠的抑炎机制可能与调节
,-.%/!,.34

信号转

导通路的活性有关。
,-.&/

属于
,:;;

样受体 （
,:;;';<=>

?>@>AB:?C

，
,-.C

） 家族之一 （包括
,-.'#,-.''

）［'/D!E

］。

,-.C

识别内、外源性配体后，可以启动炎性应答信号通

路、诱导炎性因子表达，从而对机体产生保护或损伤作

用。
,-.(/

可通过介导髓样分化因子（
0F>;:<G G<HH>?>IB<"

JB<:I A?<0J?F ?>CA:IC> K>I>

，
LFM

）
)NN

依赖性信号转导通

路和非
LFMNN

依赖性信号转导通路 （
,-.*/!,.34

信号

转导通路），激活核转录因子 （
IO@;>J? B?JIC@?<AB<:I HJ@"

B:?

，
14

）
+!P

［
!"D!N

］。

在正常状态下，
14,!P

在细胞质内与
3!P

结合，构

成非激活状态的复合物。而脂多糖 （
;<A:A:;FCJ@@QJ?<G>

，

-R7

）等致炎因子可以通过激活
,-.-/

及其下游的
LFM.

NN

或
,.34

，引起
3!P

的磷酸化和降解，从而使
14/!P

与
3!P

解离、活化，并向细胞核内转移，进一步介导大

量炎性因子的合成与释放 （见图
E

），从而导致包括

1278

、自身免疫性肝炎 （
JOB:<00OI> Q>AJB<B<C

，
238

）、

类风湿关节炎（
?Q>O0JB:<G J?BQ?<B<C

，
.2

）等在内的多种

慢性炎性疾病的发生、发展［!(D&$

］。

本次实验结果显示，与正常组大鼠比较，
1278

模

型大鼠肝组织内
,-.0/!,.34

信号转导通路的活性显著

升高，表明
LFMNN

非依赖性转导途径的
,-.1/!,.34

信号转导通路是“高糖高脂饮食”所致肝脏炎性反应

及肝组织损伤的分子生物学机制之一。而与
1278

模

型比较，治疗组大鼠肝组织内
,-.2/!,.34

信号转导通

路的活性显著降低，表明降脂平肝汤的“祛痰湿、化

瘀积、调肝脾、通气血”功效，可能就是与抑制
,-.3

/!,.34

信号转导通路的活性，从而抑制肝组织内的炎

性反应有关。

图3降脂平肝汤对各实验组大鼠

TLR-4mRNA和TRIFmRNA相对含量的影响

注：①
,

<0.05vs正常组，②
,

<0.05vs模型组；③
,

<0.05vs正常组，④

,

<0.05vs模型组

图4各实验组大鼠肝脏TLR-4和TRIF蛋白的表达变化

图5降脂平肝汤对各实验组大鼠

TLR-4和TRIF相对表达量的影响

注：①
,

<0.05vs正常组，②
,

<0.05vs模型组；③
,

<0.05vs正常组，④

,

<0.05vs模型组
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降脂平肝汤调节
)*+!,!)+-.

信号转导通路活性的机

制，我们分析认为可能与丹参以及大黄所含的大黄素有

关。有研究发现，
+/0 &1,2"

细胞株经丹参乙醇提取物

预处理后，
)*+",

的表达明显受到抑制，同时细胞所产生

的促炎因子显著降低（包括
-*#!!

、
-*$1

、
)3.%"

等），抗

炎因子显著升高 （包括
-*&,

、
-*'!4

、
)5.(!

和
-*)'+6

等），提示丹参可以通过抑制
)*+*,

的表达从而参与炎症

的调控［&,

］。而
789: 5

等［&;

］研究发现，经
*<=

诱导后，人

脐静脉内皮细胞 （
>?@69 ?@ABCBD6C E8B9 89FGH>8CB6C D8CCI

，

JKLMNI

）中
)*++,

的表达水平、
-!O

的降解水平以及

3.,!O

的活化水平均显示升高，同时促炎因子（包括
-*-

!!

、
-*.1

）以及趋化因子（
-*/P

、
NN*&

）的含量显著增多；

而经过大黄素预处理后，
JKLMNI

中
)*+0,

的表达水平、

-!O

的降解水平以及
3.1!O

的活化水平均显示降低，同时促

炎因子（包括
-*2!"

、
-*31

）以及趋化因子（
-*4P

、
NN*&

）

的含量显著减少，并且上述效应呈大黄素浓度依赖性变

化。上述研究均提示，大黄以及丹参可以通过调节
)*+5,

的表达，进而发挥抑制炎性反应的作用。因此，二者可能

是降脂平肝汤抗炎机制的关键组分。但由于上述研究均为

离体细胞研究，因此，丹参及大黄素的在体动物实验研

究，将是我们今后研究降脂平肝汤抗炎机制的重点。

综上所述，
)*+6,!)+-.

炎性信号转导通路可能是降

脂平肝汤治疗
3/=J

的关键抗炎靶点之一，而大黄及丹

参可能是降脂平肝汤抗炎机制中的关键组分。

参考文献

［1］ YounossiZM，KoenigAB，AbdelatifD，etal.Globalepidemiologyof

nonalcoholicfattyliverdisease
7

Meta
8

analyticassessmentofprevalence，

incidence，andoutcomes［J］.Hepatology，2016，64(1):73
9

84.

［2］ OliveiraCP，StefanoJT，CarrilhoFJ.Clinicalpatternsofhepatocellular

carcinoma(HCC)innon
:

alcoholicfattyliverdisease(NAFLD):amulticen-

terprospectivestudy［J］.HepatobiliarySurgNutr，2017，6(5):350
;

352.

［3］ DaiW，YeL，LiuA，etal.Prevalenceofnonalcoholicfattyliverdisease

inpatientswithtype2diabetesmellitus:Ameta
<

analysis［J］.Medicine

(Baltimore)，2017，96(39):e8179.

［4］ DharmalingamM，YamasandhiPG.NonalcoholicFattyLiverDiseaseandType

2DiabetesMellitus［J］.IndianJEndocrinolMetab，2018，22(3):421
=

428.

［5］ LonardoA，NascimbeniF，MantovaniA，etal.Hypertension，diabetes，

atherosclerosisandNASH:Causeorconsequence?［J］.JHepatol，2018，

68(2):335
>

352.

［6］ 苗宇船，李明磊，刘杨，等.降脂平肝汤含药血清对HepG2细胞胰岛

素抵抗的影响［J］.中国实验方剂学杂志，2012，18（5）：201
?

210.

［7］ 苗宇船，张志岗，柴宝，等.降脂平肝汤对脂肪肝大鼠胰岛素抵抗的

影响［J］.山西中医，2008，24（3）：45
@

47.

［8］ 苗宇船，张志岗，柴宝，等.脂平肝汤对非酒精性脂肪性肝病大鼠肠源

性内毒素血症的影响［J］.中西医结合肝病杂志，2008，18（4）：238
A

239.

［9］ 苗宇船，李美蕊.降脂平肝汤治疗肥胖性脂肪肝39例临床观察［J］.

山西中医，2003，19（2）：14.

［10］苗宇船，刘杨，李若瑜，等.大鼠非酒精性脂肪性肝炎肝郁脾虚证模

型的建立［J］.世界中西医结合杂志，2018，13(4):445
B

448，461.

［11］吴丽，张峰，郑仕中，等.中医药治疗非酒精性脂肪肝的研究进展［J］.

中成药，2015，37（5）：1072
C

1075.

［12］司晓雪，白光.从脾论治脂肪肝［J］.实用中医内科杂志，2016，30（8）:

30
D

32.

［13］徐亮，宓余强，李萍.非酒精性脂肪肝中医证型客观化研究［J］.中华

中医药杂志，2015，30（7）：2544
E

2547.

［14］GaoXX，CuiJ，ZhengXY，etal.Aninvestigationoftheantidepressantac-

tion ofXiaoyaopowderin ratsusingultraperformanceliquid

chromatography
F

massspectrometrycombinedwithmetabonomics［J］.Phy-

totherapyResearch，2013，27(7):1074
G

1085.

［15］VijayK.Toll
H

likereceptorsinimmunityandinflammatorydiseases:Past，

present，andfuture［J］.IntImmunopharmacol，2018，59:391
I

412.

［16］He
Q9!9

dez
J

AquinoE，MurielP.Beneficialeffectsofnaringenininliver

diseases:Molecularmechanisms［J］.WorldJGastroenterol，2018，24(16):

1679
K

1707.

［17］MiuraK，YangL，vanRooijenN，etal.Toll
L

likereceptor2andpalmitic

acidcooperativelycontributetothedevelopmentofnonalcoholic

steatohepatitisthroughinflammasomeactivationinmice［J］.Hepatology，

2013，57(2):577
M

89.

［18］BroeringR，LuM，SchlaakJF.RoleofToll
N

likereceptorsinliverhealth

anddisease［J］.ClinSci(Lond)，2011，121(10):415
O

26.

［19］LiJ，SasakiGY，DeyP，etal.Greenteaextractprotectsagainsthepatic

NFκBactivationalongthegut
P

liveraxisindiet
Q

inducedobesemicewith

nonalcoholicsteatohepatitisbyreducingendotoxinandTLR4/MyD88

signaling［J］.JNutrBiochem，2018，53:58
R

65.

［20］ChiG，FengXX，RuYX，etal.TLR2/4ligand
S

amplifiedliverinflam-

mationpromotesinitiationofautoimmunehepatitisduetosustainedIL
T

6/IL
U

12/IL
V

4/IL
W

25expression［J］.MolImmunol，2018，99:171
X

181.

［21］EserB，SahinN.Evaluationoftool
Y

likereceptor
Z

2and4andinterleukin
[

6

geneexpressionsinTurkishrheumatoidarthritispatients［J］.ClinRheuma-

tol，2016，35(11):2693
\

2697.

［22］DiasAT，deCastroSBR，deSouzaAlvesCC，etal.Genisteinmodulates

theexpressionofToll
]

likereceptorsinexperimentalautoimmuneen-

cephalomyelitis［J］.InflammRes，2018，67(7):597̂608.

［23］FerreiraTB，HyginoJ，WingAC，etal.Differentinterleukin
_

17̀se-

cretingToll
a

likereceptor+T
b

cellsubsetsareassociatedwithdiseaseac-

tivityinmultiplesclerosis［J］.Immunology.2018Jun；154(2):239
c

252.

［24］MoonS，ShinS，KimS，etal.RoleofSalviamiltiorrhizaformodulationof

Th2
d

derivedcytokinesintheresolutionofinflammation［J］.ImmuneNetw，

2011，11(5):288
e

298.

［25］MengG，LiuY，LouC，etal.Emodinsuppresseslipopolysaccharide
f

inducedpro
g

inflammatoryresponsesandNF
h

κBactivationbydisrupting

lipidraftsinCD14
i

negativeendothelialcells［J］.BrJPharmacol，2010，

161(7):1628
j

1644.

（本文编辑：李海燕 本文校对：赵焕新 收稿日期：2018
k

09
l

27）

图6TLR-4参与炎症的调控机制（引自MengG，etal，2010）
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