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血清组与模型组无明显差异,显示兔血清对实验结

构无干扰。 含药血清高、中、低剂量组存活细胞量

都明显高于模型组,且呈浓度依赖的量效关系,表
明药物浓度选取有效可行。 流式细胞检测结果显

示,模型组细胞大量凋亡,证实缺血再灌注是导致

窦房结细胞的凋亡的可能原因;含药血清高、中剂

量组细胞凋亡率明显低于模型组,显示通阳活血方

能减少细胞凋亡是其治疗病窦的可能机制之一。
激光共聚焦显微镜观察显示空白对照组细胞

Vinculin 显色明显,数量较多,均匀分布于细胞膜附

近;模型组 Vinculin 数量明显减少,表明缺血再灌注

使 Vinculin 大量裂解;Vinculin 的破坏能导致胞质中

微丝失去锚定点,使骨架网状结构受损,细胞膜失

去支持、脆性增加;细胞膜内外信号转导受阻,从而

使窦房结细胞在形态结构及功能方面发生病理改

变。 而含药血清高、中剂量组 Vinculin 都有不同程

度的明显增加。 以上实验结果表明通阳活血方保

护骨架蛋白 Vinculin 是其治疗病态窦房结综合征的

可能机制之一。
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清毒汤对实验性重症肝损伤大鼠肿瘤坏死
因子 琢 及核转录因子 资B 表达的影响

曹吴冰摇 高连印摇 车念聪摇 张秋云摇 杜宇琼摇 付修文摇 王融冰摇 罗佳佳

揖摘要铱 摇 目的摇 观察清毒汤对实验性重症肝损伤大鼠内毒素(endotoxin,ET)、肿瘤坏死因子 琢
(tumor necrosis factor alpha,TNF鄄琢)以及核转录因子 资B(nuclear factor kappa B,NF鄄资B)表达的影响,
探讨该方治疗慢性重型肝炎内毒素血症的作用机制。 方法摇 建立硫代乙酰胺( thioacetamide,TAA)
致实验性大鼠重症肝损伤模型,给予清毒汤干预后,检测大鼠 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 表达的水平。
结果摇 与正常组比较,模型组大鼠血清 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白含量水平均显著升高(P<0. 01);
与模型组比较,清毒汤中、低剂量组和乳果糖组 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白含量水平显著降低

(P<0. 01),清毒汤高剂量组除 ET 外各指标均明显改善(P<0. 05);与乳果糖组比较,清毒汤中剂量

组 ET 及 TNF鄄琢 水平显著降低(P<0. 01),低剂量组 ET 及 TNF鄄琢 水平无明显差异(P>0. 05),高剂量

组 ET 及 TNF鄄琢 水平明显高于乳果糖组(P<0. 05)。 结论摇 清毒汤对实验性肝损伤大鼠模型具有降

低 ET、TNF鄄琢 以及 NF鄄资B 蛋白水平的作用,尤其中剂量组效果最为明显,推测其分子机制可能为通

过抑制 NF鄄资B 因子的表达从而达到保肝目的。
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Effects of Qingdu decoction on TNF鄄琢 and NF鄄资B expressions in the rats with experimental severe
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To observe the effects of Qingdu decoction on the expressions of endotoxin
( ET ), Tumor necrosis factor alpha ( TNF鄄琢 ) and Nuclear factor kappa B ( NF鄄资B ) in rats with severe
liver injury and explore the mechanism of Qingdu decoction on treating Chronic severe hepatitis complicated
with endotoxemia. Methods摇 The severe liver injury rat model was induced by Thioacetamide ( TAA ),
and treated with Qingdu decoction. And then the blood level of ET, TNF鄄琢 and NF鄄资B were measured.
Results摇 The expression levels of ET, TNF鄄琢 and NF鄄资B in model group were significantly increased when
compared to that of in normal group (P<0. 01 ). Compared to the model group, the expression levels of
ET, TNF鄄琢 and NF鄄资B were decreased significantly in the middle and low dose Qingdu decoction groups
and Lactulose group (P<0. 01 ). All indexes except ET in the high dose Qingdu decoction group were
decreased significantly (P<0. 05 ). Compared to lactulose group, the expressions of ET and TNF鄄琢 in the
middle dose Qingdu decoction group were decreased significantly(P<0. 01 ), while the expressions of ET
and TNF鄄琢 in the low dose group showed no significantly difference (P>0. 05 ). The expressions of ET
and TNF鄄琢 in the high dose group were significantly higher than the Lactulose group ( P<0郾 05 ).
Conclusions摇 Qingdu decoction can improve liver injury and decrease ET, TNF鄄琢 and NF鄄资B expression
levels in rats with hepatic injury complicated with endotoxemia, especially in the middle dose group. The
mechanism could be related to the inhibition of NF鄄资B activity.

揖Key words铱 摇 Liver injury; 摇 Endotoxin; 摇 Thioacetamide; 摇 Tumor necrosis factor alpha; 摇
Nuclear factor kappa B

摇 摇 内毒素系由肠道革兰阴性菌死亡而产生的,由
门静脉入肝,大量的内毒素入肝可引起已损伤的肝

细胞过度炎性反应,加重肝细胞损伤。 临床发现,
慢性重型肝炎合并肠源性内毒素血症的病死率约

为 50 ~ 90% [1]。 本研究拟建立硫代乙酰胺(Thioac鄄
etamide,TAA)致实验性大鼠重症肝损伤模型,予王

融冰教授经验方清毒汤进行干预,通过观察清毒汤

对模型大鼠肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis factor
alpha,TNF鄄琢) 以及核转录因子 资B ( nuclear factor
kappa B,NF鄄资B)表达的影响,进一步研究清毒汤通

过抑制 NF鄄资B 及 TNF鄄琢 活性以保护肝脏的机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

SPF 级 Wistar 大鼠 48 只,雌雄各半,体质量为

180 ~ 200 g,动物许可证号:SCXK(京)2012鄄0001,
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供,饲养

于首都医科大学动物实验科学部 SPF 级动物室,实
验期间,各组大鼠均自由摄食、饮水,喂普通饲料。
1. 2摇 药物

清毒汤药物组成:大黄 10 g、枳实 10 g、厚朴

10 g、生地黄 12 g、茜草 9 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,4益 冰箱保存备用。 乳果糖

购自北京科奥科技有限公司,批号:ka0009454;TAA
购自北京科奥科技有限公司,批号:S0646。
1. 3摇 主要试剂和仪器

内毒素试剂盒(南京建成生物工程研究所),
TNF鄄琢 ( eBioscience, CA, USA), NF鄄资B p65 抗 体

(ab131485,abcam)。 包埋机(Leica EG1160,德国),
切片机(H93 / RM2126,德国),OLYMPUS BX鄄41 荧

光显微镜(日本),NIKON DIGITAL SIGHT 彩色 CCD
(日本), Image Pro Plus 6. 0 Media Cybernetics 公

司),Multiskan MK3 酶标仪(Thermo Fisher Scientific
公司),高速冷冻离心机(XIANGYI)。
1. 4摇 造模分组及给药

48 只大鼠适应性喂养 1 周后,随机选取 8 只

作为正常组,给予生理盐水灌服;其余 40 只为造

模组,前 8 周给予 12 mg / kg 的 TAA 灌胃,第 9 ~ 12
周给予 36 mg / kg 的 TAA 灌胃。 在第 9 周开始,将
造模组随机分为模型组、乳果糖组、清毒汤(高、
中、低剂量)组,均为 10 只。 清毒汤(高、中、低剂
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量)组每天 1 次灌服清毒汤浓缩液,剂量分别为

11. 9 g / kg、5. 95 g / kg、2. 98 g / kg,乳果糖组每天 1
次灌服3. 5 mL / kg乳果糖,模型组给以同等容积的

生理盐水灌服作为对照。 所有组连续给药至第

12 周。
1. 5摇 标本制备

第 12 周末,大鼠禁食 12 ~ 14 小时后,用 10%
水合氯醛按 3. 5 mL / 100 g 体质量腹腔注射麻醉,腹
主动脉取血,注射于无菌真空采血管,离心后取上

清分装,置于-80益冰箱保存备用。 将部分新鲜肝

组织置入 4%多聚甲醛中,置-4益冰箱保存,其余肝

组织置入冻存管,-80益冰箱保存。
1. 6摇 指标检测

将新鲜肝组织石蜡包埋、切片、HE 染色,用显

微镜镜检,图像采集分析。 ET、TNF鄄琢 采用酶联免

疫吸附法检测严格按照试剂盒说明执行。 取肝组

织裂解后的上清液抽提蛋白,经封闭、一抗孵育、二
抗孵育后,胶片定影,用图像分析软件分析,目的蛋

白表达量以目的蛋白 / 茁鄄actin 的灰度比值表示。
1. 7摇 统计学方法

实验数据以均数依标准差( x依 s)表示,均采用

SPSS 19. 0 统计软件进行数据处理。 各指标经正态

检验后,均符合正态分布,组间比较采用单因素方

差分析(One鄄Way ANOVA):ET、TNF鄄琢 组间方差不

齐,采用 Tamhane爷 s T2 检验;NF鄄资B 蛋白表达量组

间方差齐,采用 LSD 检验。 各种检验的显著性水平

均设定为 P<0. 05。

2摇 结果

2. 1摇 大鼠肝脏组织病理形态学变化

大鼠肝组织 HE 染色结果显示:正常大鼠肝组

织切片未见明显异常,肝细胞排列呈条索状,无细

胞变性、坏死以及炎性细胞浸润;模型组大鼠肝组

织见肝细胞结构紊乱,细胞变性、坏死及炎性浸润

显著;各治疗组肝组织损伤较模型组均有不同程度

的改善,尤其清毒汤中剂量组肝细胞排列没有明显

破坏,较模型组显著改善。 结果见图 1。
2. 2摇 各组大鼠血清 ET 和 TNF鄄琢 含量结果

与正常组比较,模型组血清 ET 和 TNF鄄琢 含量显

著升高(P<0. 01);与模型组比较,乳果糖组和清毒汤

中、低剂量组 ET 和 TNF鄄琢 含量显著降低(P<0. 01),
而清毒汤高剂量组 TNF鄄琢 含量明显降低(P<0. 05),
而 ET 含量差异无统计学意义(P>0. 05);与乳果糖

摇 摇 A:正常组;B:模型组;C:乳果糖组;D:清毒汤低剂量组;
E:清毒汤中剂量组;F:清毒汤高剂量组

图 1摇 各组大鼠肝组织病理形态的变化(HE 染色 伊200)

组比较,清毒汤中剂量组 ET、TNF鄄琢 含量和高剂量

组血清 TNF鄄琢 含量显著降低(P<0. 01),清毒汤低

剂量组差异无统计学意义(P>0. 05),高剂量组 ET
及 TNF鄄琢 水平明显高于乳果糖组(P<0. 05)。 由此

提示大鼠实验性肝损伤内毒素血症模型造模成功,
清毒汤具有降低实验性肝损伤大鼠血清内毒素 ET
和 TNF鄄琢 含量的作用,其中剂量组效果最明显,低
剂量组效果与乳果糖组相当。 结果见表 1。
2. 3摇 Western Blot 检测肝组织中 NF鄄资B 蛋白表达量

各组任取 6 只大鼠检测肝组织 NF鄄资B 蛋白表

达量。 与正常组比较,模型组大鼠肝组织的 NF鄄资B
蛋白表达量显著升高(P<0. 01);与模型组比较,各
治疗组 NF鄄资B 蛋白表达量显著降低(P<0. 01)。 提

示清毒汤可以抑制实验性肝损伤大鼠肝组织 NF鄄资B
的过度表达。 见表 2、图 2。

3摇 讨论

中医学中并没有内毒素一词,但内毒素是中医

热毒之邪重要的物质基础之一[2]。 有学者认为,中
医“毒邪冶与现代医学“内毒素冶之间存在着密切的

相关性[3],故大多学者从“毒邪冶论治内毒素血症。
刘铁军等[4]认为采用“下法冶能通腑实、 祛毒邪、 使

毒性物质从肠道排出,从而切断肠肝循环,减轻或

延缓肝性脑病的发展。 本课题组采用国家级名老中
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表 1摇 各组大鼠血清中 ET 和 TNF鄄琢 含量比较(x ±s)

组别 n ET(EU / L) TNF鄄琢(ng / mL)

正常组 8 70. 01依13. 41 55. 86依13. 97

模型组 8 109. 33依12. 44a 240. 84依37. 86a

乳果糖组 8 92. 33依4. 56c 120. 14依14. 67c

清毒汤低剂量组 8 92. 87依4. 63c 126. 87依11. 51c

清毒汤中剂量组 8 76. 93依7. 58ce 79. 22依5. 65ce

清毒汤高剂量组 8 101. 87依1. 69d 169. 07依6. 92be

注: 与正常组比较, aP<0. 01; 与模型组比较,bP<0. 05,cP<0. 01;
与乳果糖组比较, dP<0. 05,eP<0. 01

表 2摇 各组大鼠肝组织中 NF鄄资B 蛋白表达量比较

组别 n NF鄄资B 蛋白表达量

正常组 6 0. 154依0. 041

模型组 6 0. 475依0. 077a

乳果糖组 6 0. 329依0. 095b

清毒汤低剂量组 6 0. 348依0. 072b

清毒汤中剂量组 6 0. 263依0. 060b

清毒汤高剂量组 6 0. 355依0. 068b

注: 与正常组比较:aP<0. 01, 与模型组比较, bP<0. 01

摇 摇 A:正常组;B:模型组;C:乳果糖组;D:清毒汤低剂量组;
E:清毒汤中剂量组;F 清毒汤高剂量组

图 2摇 各组大鼠肝组织中 NF鄄资B 蛋白表达

医王融冰教授的经验方———清毒汤进行动物试验

研究,清毒汤由小承气汤(出自《伤寒论》)加减化裁

而来,具有清热解毒、通腑攻下、滋阴凉血的功效,
可以有效地减少血中内毒素,阻断内毒素对肝脏的

继发性损伤。
近年来研究证实,内毒素既可以直接损伤肝细

胞,诱导肝细胞凋亡,也可以通过激活枯否细胞

(kupffer cell,KC),诱导 NF鄄资B 活化发生级联反应,
从而释放多种细胞因子 TNF鄄琢、 白细胞介素鄄1
(interleukin 1,IL鄄1)、IL鄄6 等,对肝脏进行“第二次打

击冶,促进肝病的重症化与慢性化[5],最终导致肝功

能衰竭。 其中 NF鄄资B 在调控促炎基因的合成和释

放中起决定性作用[6],NF鄄资B 被激活后,从细胞质

转入细胞核,与 DNA 分子特定基因结合,从而启动

多种炎性细胞因子(如 TNF鄄琢、IL鄄1 等)基因的转

录[7]。 TNF鄄琢 被认为是内毒素发挥毒性效应最重

要的介质,不仅可以直接作用于肝细胞引起细胞的

凋亡和坏死,还可以诱导其他炎性因子如 IL鄄1,IL鄄6
等产生,从而参与炎症反应[8]。 临床研究发现,
TNF鄄琢、NF鄄资B 可作为判断肝内炎症变化的有效

指标[9]。
本实验结果显示,模型组大鼠血清 ET 及TNF鄄琢

水平、肝组织 NF鄄资B 蛋白表达量较正常组显著升

高,而治疗组 ET、TNF鄄琢 及 NF鄄资B 水平较模型组有

不同程度改善,尤其是清毒汤中剂量组效果最佳。
同时,各组大鼠肝组织的病理变化提示清毒汤中剂

量组较模型组肝损伤显著减轻。 故推测清毒汤方

通过抑制 NF鄄资B 表达,减少 TNF鄄琢 入血,改善肝脏

病理结构,以清除内毒素,达到保护肝脏的作用。
但是,鉴于中药复方合剂的多重作用,清毒汤治疗

肝病的机制有待进一步深入研究。
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