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清毒汤对重症肝损伤大鼠肠道黏膜通透性
的影响

罗佳佳摇 高连印摇 金双摇 车念聪摇 张秋云摇 杜宇琼摇 付修文

揖摘要铱 摇 目的摇 观察清毒汤对重症肝损伤大鼠肠道黏膜通透性的影响,探讨该方治疗慢性重

型肝炎(chronic severe hepatitis,CSH)的作用机制。 方法 摇 建立硫代乙酰胺( thioacetamide,TAA)致
重症肝损伤大鼠模型,以清毒汤进行干预治疗,采用血液生化法、ELISA 法、Western Blot 法,观察其

对该模型大鼠肝功能的总胆红素( total bilirubin,TBIL)、谷草转氨酶(aspartate transaminase,AST)和
反映肠道黏膜通透性的二胺氧化酶(diamine oxidase,DAO)、闭锁连接蛋白鄄1( zonula occludens鄄1,
ZO鄄1)及肠组织白细胞介素(interleukin,IL)鄄1茁、IL鄄6 的影响。 结果摇 (1)与模型组相比较,乳果糖组

及清毒汤小、中剂量组大鼠中 TBIL、AST、DAO 含量显著性下降(P<0. 01);ZO鄄1 蛋白的表达水平在

所有治疗组中均有显著性升高(P<0. 01);乳果糖组、清毒汤中剂量组 IL鄄1茁、IL鄄6 的含量均显著性降

低(P<0. 01);(2)与乳果糖比较,清毒汤中剂量组 TBIL、AST、DAO、IL鄄1茁 含量明显下降(P<0. 05)及
ZO鄄1 表达水平显著性升高(P<0. 01);清毒汤小剂量组中 IL鄄6 呈明显下降(P<0. 05);清毒汤大剂量

组中 AST、DAO 有显著性统计学差异(P<0. 01)。 结论摇 清毒汤能降低重症肝损伤大鼠肠道黏膜的

通透性,从而改善肝功能,其作用机制可能是减少有害物质穿过肠道黏膜屏障,进而减少其通过肝

肠循环途径而加重肝损伤的发生机率。
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揖Abstract 铱 摇 Objective 摇 To observe the effect of Qingdu decoction on intestinal mucosal
permeability in rats with severe liver injury, and to explore the mechanism of it to treat chronic severe
hepatitis ( CSH). Methods 摇 Severe liver injury model was establish by thioacetamide ( TAA), and
Qingdu decoction was used to treat them, then blood biochemical method, ELISA, Western Blot was used
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to observe the effect of total bilirubin ( TBIL), aspartate aminotransferase ( AST) which reflect liver
function, and diamine oxidase (DAO), blocking binding protein鄄1 (ZO鄄1) and interleukin of intestinal
tissue (IL鄄1,IL鄄6) which reflect intestinal mucosal permeability of this model rats. Results摇 (1)Compared
with the model group, the level of TBIL, AST, DAO in the lactulose group, the low and medium dose
groups of Qingdu decoction were significantly decreased (P<0. 01); the expression level of ZO鄄1 protein in
all treatment groups were significantly increased(P<0. 01); the level of IL鄄1茁 and IL鄄6 in lactulose group
and the Qingdu decoction medium dose group were significantly decreased (P<0. 01);(2)Compared with
the lactulose group, the level of TBIL, AST, DAO, IL鄄1茁 in the Qingdu decoction medium dose group was
decreased obviously(P<0. 05), the expression level of ZO鄄1 was increased significantly (P<0. 01); IL鄄6
in the Qingdu decoction low dose group was decreased obviously (P<0. 05);AST,DAO in the Qingdu
decoction high dose group had significantly statistical difference ( P < 0. 01 ). Conclusions 摇 Qingdu
decoction can improve the function of liver by reducing permeability of intestinal mucosa of severe liver
injury rats. The mechanism may be related to reduce harmful substances passing through intestinal mucosal
barrier and enterohepatic circulation which can increase the incidences of hepatic injury.

揖Key words铱摇 Intestinal mucosal permeability;摇 Severe liver injury;摇 Qingdu decoction;摇 Thioac鄄
etamide

摇 摇 重症肝损伤以大量肝细胞坏死为特征,属于临

床急危重症范畴。 近年来,国内外相关研究表

明[1鄄2],重症肝损伤患者常伴有肠道黏膜通透性异

常升高,导致肠内有害物质可以通过“肠肝轴冶 [3] 进

一步加重肝损伤。 清毒汤是王融冰教授采用“通肠

治肝冶方法治疗重症肝炎的经验方,且临床研究显

示[4],该 方 治 疗 慢 性 重 型 肝 炎 ( chronic severe
hepatitis,CSH)安全、有效。 本研究通过观察清毒汤

对重症肝损伤大鼠血清总胆红素 ( total bilirubin,
TBIL)、谷草转氨酶( aspartate transaminase,AST)和

反映 肠 道 黏 膜 通 透 性 的 二 胺 氧 化 酶 ( diamine
oxidase,DAO)、闭锁连接蛋白鄄1(zonula occludens鄄1,
ZO鄄1) 及肠组织白细胞介素 ( interleukin, IL)鄄1茁、
IL鄄6的表达水平变化,了解该方对此类模型大鼠肠

道黏膜通透性的影响,进而探讨该方治疗慢性重型

肝炎的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

Wistar 大鼠 60 只,雌雄各半,体质量(190依10)g,
清洁级,动物许可证号:SCXK(京)2012鄄0001,由北

京维通利华实验技术有限公司提供,饲养于首都医

科大学动物实验中心 SPF 级动物房,明暗交替时间

为 12 小时,各组大鼠均自由饮水进食。
1. 2摇 实验试剂和仪器

清毒汤药物组成:大黄 10 g、厚朴 10 g、枳实

10 g、茜草 9 g、生地黄 12 g,上述药物均购自北京同

仁堂,由首都医科大学动物室煎制,制备成生药含

量 1. 5 g / mL 的水煎剂,于 4益冰箱保存备用。 硫代

乙酰胺与乳果糖均购自北京科奥科技有限公司,生
产批号分别为 S0646、ka0009454;IL鄄1茁、IL鄄6ELISA
试 剂 盒 购 自 MultiSciences, 生 产 批 号 分 别 为

20160315214、 20163254158; ZO鄄1 抗体购自 Santa
cruz,生产批号:SC鄄8146;DAO 购自南京建成生物工

程研究所。
日 立 7600 生 化 仪; Multiskan MK3 酶 标 仪

(Thermo Fisher Scientific,USA);电热恒温培养箱

(DH4000A, 天 津 泰 斯 特 ); 高 速 冷 冻 离 心 机

(XIANGYI);Image Pro 6. 0(Media Cybernetics 公司)。
1. 3摇 造模及给药

所有大鼠在动物房进行适应性喂养一周后,随
机分为正常组与造模组。 本实验采用硫代乙酰胺

(thioacetamide,TAA)诱导大鼠肝重度损伤模型[5]。
前 8 周造模组予以 TAA 12 mg / (kg·d)进行灌胃,
并在第 8 周末将所有造模组随机分为模型组、乳果

糖治疗组、清毒汤治疗组(小剂量、中剂量、大剂量

组)。 从第 9 ~ 12 周,除正常组外,所有组大鼠予以

TAA 的量增加至 36 mg / (kg·d),乳果糖组则给予

3. 5 mL / (kg·d)的乳果糖;清毒汤小、中、大剂量组

给予清毒汤生药制剂量分别为 2. 98 g / ( kg·d)、
5郾 95 g / (kg·d)、11. 9 g / ( kg·d)。 造模及治疗期

间,正常组给予等容积的生理盐水灌胃作为对照。
所有动物在实验条件下自然饮食,在造模第 12 周末

夜间禁食。
1. 4摇 标本制备

上述各组大鼠在第 12 周末禁食 12 小时后,采
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用 10% 的水合氯醛以 3. 5 mL / 100g 的给药量进行

腹腔注射麻醉。 于腹主动脉无菌取血,3000 rpm,
4益,离心 10 分钟,取其上清液分装,-80益 冰箱保

存备用。 肝、肠组织分装于冻存管内,用液氮进行

速冻,随后将组织移至-80益冰箱存放。
1. 5摇 指标检测

血清中 TBIL、AST、DAO 含量采用日立 7600 生

化仪进行测定。 结肠组织中 ZO鄄1 采用 Westen Blot
法;IL鄄1茁、IL鄄6 采用 ELISA 法检测,严格按照试剂盒

说明书进行操作。
1. 6摇 统计学处理

采用 SPSS 19. 0 统计软件进行统计分析,计量

数据以均值依标准差(x依s)表示,组间比较采用方差

分析进行,若组间方差齐,采用 LSD 检验,如结肠组

织 ZO鄄1;若组间方差不齐,采用 Tamhane爷 s T2 检

验,如血清 TBIL、AST、DAO、结肠组织 IL鄄1茁、IL鄄6。
以 P<0. 05 为差异有统计学意义,P<0. 01 为有显著

统计学差异。

2摇 结果

2. 1摇 血清 TBIL、AST、DAO 的变化情况

与正常组相比较,模型组血清中 TBIL、AST 和

DAO 的含量均呈显著性增高(P<0. 01);与模型组

相比较,乳果糖组与清毒汤小、中剂量组大鼠中

TBIL、AST、DAO 含量显著性下降(P<0. 01);与乳

果糖比较,清毒汤中剂量组 TBIL、AST、DAO 含量

明显下降(P<0. 05),但小剂量组差异无统计学意

义(P>0. 05)。 见表 1、表 2。
DAO 属于血清检测指标之一,由于同一批动

物的血清要用于测多个不同的指标,所以在检测

时可以根据具体需要自行分配,并且血清指标只

需要每组大于或等于 6 只即有统计可行性,所以

此组实验为 8 只。

表 1摇 各组大鼠血清 TBIL、AST 的变化情况比较(x依s)

组别 n TBIL(滋mol / L) AST(U / L)

正常组 10 1. 18依0. 76 103. 47依14. 55

模型组 10 21. 79依5. 02a 336. 91依54. 39a

乳果糖组 10 4. 87依1. 53c 180. 72依28. 68c

清毒汤小剂量组 10 5. 03依1. 17c 185. 04依24. 88c

清毒汤中剂量组 10 2. 91依0. 48cd 141. 42依10. 66cd

清毒汤大剂量组 10 9. 79依4. 57c 250. 52依42. 91be

注: 与正常组相比,aP<0. 01;与模型组相比,bP<0. 05,cP<0. 01;与

乳果糖组相比,dP<0. 05,eP<0. 01。

表 2摇 各组大鼠血清 DAO 的变化情况比较(x依s)

组别 n DAO(U / L)

正常组 8 3. 89依2. 21

模型组 8 22. 69依4. 14a

乳果糖组 8 11. 51依0. 47b

清毒汤小剂量组 8 11. 60依0. 47b

清毒汤中剂量组 8 9. 19依1. 35bc

清毒汤大剂量组 8 12. 97依0. 39bd

注: 与正常组相比,aP<0. 01;与模型组相比,bP<0. 01;与乳果糖组

相比,cP<0. 05,dP<0. 01.

2. 2摇 结肠组织 ZO鄄1 蛋白的表达水平

与正常组相比,模型组大鼠结肠组织中 ZO鄄1 蛋

白的表达量呈显著性降低(P<0. 01);与模型组比

较,ZO鄄1 蛋白的表达水平在所有治疗组中均有显著

性升高(P<0. 01);与乳果糖组比较,清毒汤中剂量

组的 ZO鄄1 含量显著性升高 (P < 0. 01)。 见图 1、
表 3。

Western Blot 法在外文文献中只需要满足每组

大于或等于 3 只即可,而在中文文献中要求满足每

组大于或等于 5 只即可,所以此组为 5 只。

摇 摇 注:A:正常组;B:模型组;C:乳果糖组;D:清毒汤小剂量组;
E:清毒汤中剂量组;F:清毒汤大剂量组

图 1摇 各组大鼠结肠组织 ZO鄄1 蛋白的表达

表 3摇 各组大鼠结肠组织 ZO鄄1 蛋白的表达水平比较(x依s)

组别 n 结肠 Z0鄄1 表达水平

正常组 5 0. 61依0. 07

模型组 5 0. 14依0. 05a

乳果糖组 5 0. 29依0. 06b

清毒汤小剂量组 5 0. 33依0. 12b

清毒汤中剂量组 5 0. 49依0. 08bc

清毒汤大剂量组 5 0. 31依0. 07b

注: 与正常组相比,aP<0. 01;与模型组相比,bP<0. 01;与乳果糖组

相比,cP<0. 01。

2. 3摇 结肠组织白细胞介素 IL鄄1茁、IL鄄6 的表达水平

与正常相比较,模型组结肠组织白细胞介素

IL鄄1茁、IL鄄6 的表达水平均呈显著性增高(P<0. 01);
与模型组相比较,乳果糖组、清毒汤中剂量组IL鄄1茁、
IL鄄6 的含量均呈显著性降低(P<0. 01);与乳果糖组
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比较,清毒汤中剂量组的 IL鄄1茁 及小剂量组的 IL鄄6
呈明显下降(P<0. 05),但大剂量组无统计学意义

(P>0. 05)。 见表 4。
若为血清指标,那么需要每组大于或等于 6 只

才有统计可行性。 组织指标每组只数的选定要求

则没有血指标高,所以该结肠组织白细胞介素

IL鄄1茁、IL鄄6 每组的只数为 6 只。

表 4摇 各组大鼠结肠组织 IL鄄1茁、IL鄄6 的表达水平(x依s,(pg / mL))

组别 n 结肠 IL鄄1茁 结肠 IL鄄6

正常组 6 4. 19依2. 73 77. 47依24. 78

模型组 6 138. 55依14. 75a 653. 09依125. 26a

乳果糖组 6 49. 58依7. 27c 227. 06依56. 14c

清毒汤小剂量组 6 80. 14依24. 96b 394. 24依67. 85bd

清毒汤中剂量组 6 25. 42依9. 87cd 196. 69依41. 36c

清毒汤大剂量组 6 93. 85依30. 32 374. 99依122. 15b

注: 与正常组相比,aP<0. 01;与模型组相比,bP<0. 05,cP<0. 01;与
乳果糖组相比,dP<0. 05。

3摇 讨论

肝脏是人体的主要解毒器官,正常情况下,肝
脏发挥免疫监视与调控的作用,可清除来自肠道

的包括内毒素、氨、酚类在内的各种成分,并使之

成为无毒或溶解度较大的物质,随胆汁或尿液排

出体外。 当肝脏功能由于病毒性、酒精性、药物性

等致病因素而受到严重损伤时,肝脏解毒、灭活能

力下降,导致排泄到肠道的毒物增加,致使肠腔黏

膜下毛细血管及静脉扩张瘀血,进而出现肠黏膜

充血、水肿、糜烂,肠道微生态系统失衡,肠道黏膜

屏障功能遭到破坏,造成肠道通透性增加,进而引

发肠腔内的革兰氏阴性细菌大量增殖、移位及大

量内毒素释放入血,当血中的内毒素含量超过机

体清除能力则形成肠源性内毒素血症。 来自肠道

的内毒素又会对肝脏造成“第二次打击冶,加重肝

损伤[6鄄7] ,如此形成恶性循环,增加了重症肝损伤

类疾病的治疗难度。 因此,减少肠道黏膜损伤,降
低其通透性对预防内毒素血症的产生,从而减轻

肝脏损伤的方面具有极其重要的作用。 尚有学者

认为肠道黏膜屏障是维持机体内环境相对稳定的

第一道防线[8鄄9] 。
本实验结果显示,与正常组比较,模型组大鼠

血清 TBIL、AST、DAO 及其结肠组织 IL鄄1茁、IL鄄6 的

含量显著性升高(P<0. 01),其结肠 ZO鄄1 蛋白的表

达水平呈显著性降低(P<0. 01);与模型组相比较,
所有治疗组(乳果糖组及清毒汤小、中、大剂量组)
在血清 TBIL、AST、DAO 及结肠 ZO鄄1 蛋白的表达水

平方面均有不同程度的改善;与乳果糖组相比较,
在本次检验的所有指标中,清毒汤中剂量组改善效

果尤为明显。 故据此推测具有滋阴通腑、凉血化瘀

功效的清毒汤可能是从通过针对重症肝损伤病

机[10]的方面入手,改善肠道环境、保护肠道黏膜屏

障,降低肠道黏膜通透性,从而减少内毒素的产生、
吸收和促进内毒素的清除,进而减少其通过肝肠循

环途径加重肝损伤的发生机率而达到改善肝功能

的作用。
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