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摘要# 目的!研究保肝合剂 "柴胡( 黄芩( 法半夏& 等# 对刀豆蛋白 G "N>6G# 诱导的小鼠急性免疫性肝损伤的保
护作用’ 方法!将 ,# 只 N’,gUH)P小鼠随机分为 ) 组! 正常组& 模型组& 保肝合剂低( 中( 高剂量组 "##F’( %’(
-( 27H]7# 和联苯双酯组 ""(( 27H]7#’ 每日灌胃 "47# 给予小鼠不同剂量保肝合剂 "% @后& 末次47后除正常组外&
各组均采用尾静脉注射N>6G#( 27H]7制备急性免疫性肝损伤模型’ * T后称重& 处死小鼠$ 检测小鼠血清中丙氨酸
氨基转移酶 "GU.# 和天门冬氨酸氨基转移酶 "GA.# 及肝组织匀浆中肿瘤坏死因子+% ".KM+%#( 干扰素 "VMK+&#(
白介素 " "VU+"#( 白介素 ) "VU+)#( 超氧化物歧化酶 "A[D#( 丙二醛 " D̂G# 和鸟氨酸氨基甲酰转移酶 "[N.# 水
平$ 计算肝( 脾指数并同时对肝组织进行病理学检查’ 结果!保肝合剂具有剂量依赖性地降低 N>6G所致小鼠急性肝
损伤血清GU.( GA.的升高 "7j(F(’#& 降低肝匀浆中.KM+%( VMK+&( VU+"( VU+)( [.N的水平 "7j(F(’# 及降低
肝( 脾系数 "7j(F(’#& 提高 A[D的活性 "7j(F(’#& 减轻N>6G对肝组织的病理损伤程度’ 结论!保肝合剂对N>+
6G所致小鼠急性免疫性肝损伤具有一定的保护作用& 其机制可能与增强清除自由基的能力从而抑制脂质过氧化以及
减少炎性因子的释放相关’
关键词! 保肝合剂$ N’,gUH)P小鼠$ 急性免疫性肝损伤$ 刀豆蛋白G
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!!当前乙型肝炎已成为人类主要的传染疾病之
一& 乙型肝炎病毒可对肝脏细胞造成损伤& 引起急
性或慢性疾病’ 全世界大约有 #( 亿人感染了乙肝
病毒& 约有 $F’ 亿人转变成慢性肝炎& 每年有超过
,* 万人死于乙型肝炎并发症& 包括肝硬化和肝
癌)"* ’ 乙型肝炎是影响卫生工作者的一大职业危
害& 它可造成慢性感染& 患者罹患肝硬化和肝癌的
风险增高’ 乙型肝炎急性感染期的临床表现为疲
劳& 食欲不振& 恶心& 呕吐和腹胀甚至极少数急性
肝炎患者会出现急性肝功能衰竭并导致死亡’ 我国
传统中医药是巨大的宝藏& 对于肝病的治疗有着独
特的优势’ 保肝合剂由柴胡( 黄芩( 法半夏( 五味
子( 三七( 白芍( 山茱萸( 白术( 黄芪( 炙甘草组
成& 这是本课题组以中医基本理论为指导& 汲取本
课题组前期研究成果& 结合在临床中的应用& 并参
照当今药理学研究所组成的中药复方& 以期使中医
药理论在肝病治疗中得到印证和深化’ 本研究观察
了保肝合剂对 N>6G所致免疫性肝损伤小鼠的影
响& 从而探讨其中可能的作用机制& 为其将来用于
治疗肝脏免疫应答所介导的疾病以及相关药物的开
发提供实验依据’
IJ材料与方法
"F"!动物!N’,gUH)P小鼠 ,# 只& 雄性& AYM级&
, a* 周龄& 体质量 "* a#( 7"由中国医学科学院
医学实验动物研究所提供& 许可证号 ANRc )京*
#("%+(((%#’ 实验动物由天津市第一中心医院卫生
部急救重点实验室小动物饲养室饲养& 恒温恒湿&
标准饲料& 自由饮水’ 室温控制在 "* a## d& 湿
度 %’!a’’!& 每周换垫料 % 次’ 适应性饲养 ’ @
后进行实验’
"F#!药物!保肝合剂由柴胡( 黄芩( 法半夏( 五
味子( 三七( 白芍( 山茱萸( 白术( 黄芪( 炙甘草
组成& 煎成汤剂& 离心& 浓缩备用 "饮片购自天
津中医药大学第一附属医院中药房& 均经过天津中
医药大学中药学院李天祥教授鉴定#’
"F$!主要试剂!联苯双酯滴丸 "批号 "((,"-& 浙
江万邦药业有限公司#$ 羧甲基纤维素钠 " N̂ N+

K3#( 甲醛 "烟台市双双化工有限公司#$ 天冬氨
酸转氨酶 "GA.#( 丙氨酸转氨酶 "GU.# 试剂盒
"南京建成生物工程研究所& 批号 #("’(%"%#$ 超
氧化物歧化酶 "A[D#( 白介素 ""VU+"#( 白介素 )
"VU+)# 1UVAG试剂盒 "南京建成生物工程研究所&
批号 #("’(-(,#$ 小鼠肿瘤坏死因子+% ".KM+%#(
鸟氨酸氨基甲酰转移酶"[N.# 酶联免疫分析试剂
盒( 小鼠&干扰素 "VMK+&# 酶联免疫分析试剂盒
"郑州鼎国生物技术有限公司进口分装& 批号
#("’"#"%#$ 丙二醛 " D̂G# 酶联免疫分析试剂盒
"天津 艾 诺 瑞 康 生 物 科 技 有 限 公 司& 批 号
#(")(#(##$ 刀豆蛋白G"N>6G# V_型 "美国 A4723
公司#& 使用前溶解于磷酸盐缓冲液 "YgA# 溶液’
"F%!仪器! >̂@/0%’( 自动酶标仪 " 美国g4>+E3@
公司#$ gY#""D分析天平 "德国赛多利斯公司#$
电热恒温水浴箱 " 北京医疗设备厂意成公司#$
.LU+")L+G型高速冷冻离心机 "上海安亭科学仪
器厂#$ 普通光学显微镜 "NR#"gV̂+A1.’& 日本
[0;2B:9公司#$ ERU全自动生化仪 "西门子有限
公司#’
"F’!方法!将 ,# 只N’,gUH)P小鼠随机分为 ) 组!
正常组& 模型组& 联苯双酯组 ""(( 27H]7#& 保
肝合剂低 " ##F’ 27H]7#( 中 " %’ 27H]7#( 高
"-( 27H]7# 剂量组& 每组 "# 只& 各组动物每日
灌胃给药 " 次& 正常组( 模型组均灌胃等容量 "!
N̂ N+K3混悬液 "含 #(!丙二醇和 "! D̂ A[#&
共给药 "% @’ 末次灌胃给药后小鼠禁食不禁水 # T&
模型组( 联苯双酯组以及保肝合剂各组小鼠均按
#( 27H]7尾静脉注射 N>6G& 正常组小鼠尾静脉注
射等量 (F-!的生理盐水’ 造模后 * T& 用 "(!水
合氯醛麻醉& 摘眼球取血& 离心后& 分离血清& 用
全自动生化分析仪测定小鼠的GU.( GA.水平’ 颈
椎脱臼处死小鼠& 剥离肝脏( 脾脏& 分别称重’ 肝
脏指数 "!# m肝质量H小鼠体质量 n"((!& 脾
脏指数 "!# m脾质量H小鼠体质量 n"((!’ 取
各组小鼠左前叶肝组织小块放入 "(!福尔马林溶
液中固定’ 光镜下观察肝脏的病理变化并摄片’ 另
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取同一部位肝组织 (F# 7& 用足够的生理盐水冲洗
并用滤纸吸干& 称其质量& 置于冰浴中剪碎& 匀
浆& 加适量的生理盐水制成质量分数 "(!的肝匀
浆& 离心后& 取上清液& 按照试剂盒标准操作规程
测定肝组织匀浆中 .KM+%( VMK+&( VU+"( VU+)(
D̂G( A[D和[N.的水平’
"F)!观测指标!小鼠的肝脏指数( 脾脏指数& 血
清中 GU.( GA.的活力& 肝组织匀浆中 .KM+%(
VMK+&( VU+"( VU+)( D̂G( A[D和 [N.的水平以
及肝组织的病理变化’
"F,!统计方法!应用 AYAA ",F( 统计软件进行分
析& 定量资料以 Ki2表示$ 符合正态分布且方差
齐性的资料采用两独立样本的.检验& 不符合正态
分布的资料采用秩和检验’
KJ结果!
#F"!肝损伤模型评价!造模后& 模型组小鼠血清
中 GA.( GU.水平及肝组织中 VMK+&( .KM+%(
VU+"( VU+)( D̂G和[N.的水平均明显升高& A[D
水平明显降低$ 病理组织学可见肝细胞排列紊乱&
部分肝细胞出现空泡样病变和坏死& 并伴有大量炎
性细胞浸润’ 表明造模成功’
#F#!对免疫性肝损伤小鼠血清中GU.和GA.水平
的影响!与模型组比较& 保肝合剂 $ 个不同剂量组
均不同程度地抑制免疫性肝损伤小鼠血清中 GU.(
GA.水平的升高& 且呈剂量相关性& 其中高剂量和
中剂量的作用更为显著 "7j(F(’& 7j(F("#$ 联
苯双酯滴丸也有显著作用 "7j(F("#’ 结果见表 "’
#F$!对免疫性肝损伤小鼠肝组织匀浆中 A[D"
D̂G" VU+"" VU+)" .KM+%" VMK+&和 [N.水平的
!!!!

表 IJ保肝合剂不同剂量组对免疫性肝损伤小鼠血清中
9D<和9;<水平的影响 $!M"% #NIK &

<,4PIJ$%%&’()"%:,".,-@#R(+2&,(],2#"+)!")&"-6&]&6)
"%9D<,-!9;<#-)&2+3"%3#’&1#(5?D?$!M"%
#NIK &

!!组别 GU.H"e-Uh"# GA.H"e-Uh"#
正常组 #"F"( i#F)# ""$F’) i"%F’#
模型组 -,F,# i$,F,*!! $’’F*( i#)F,"!!

保肝合剂低剂量组 *$F’) i"%F’, #*)F-$ i$#F**p

保肝合剂中剂量组 ’$F-" i",F$*p #%%F,% i$,F*%pp

保肝合剂高剂量组 %#F"$ i""F$"pp "*,F$# i$-F(*pp

联苯双酯组 $,F"$ i,F$"pp ",*F)" i%$F*)pp

!!注! 与正常组比较&!!7j(F("$ 与模型组比较&p7j(F(’&
pp7j(F("

影响!与模型组比较& 保肝合剂 $ 个不同剂量组不
同程度地降低免疫性肝损伤小鼠匀浆中 [N.(
D̂G( VU+"( VU+)( .KM+%( VMK+&水平& 升高 A[D
水平 "7j(F(’& 7j(F("#& 且呈一定的剂量依赖
性趋势’ 结果见表 # a$’
表 KJ保肝合剂不同剂量组对免疫性肝损伤小鼠肝匀浆中

;AB’ @B9和A><水平的影响 $!M"% #NIK&
<,4PKJ$%%&’()"%:,".,-@#R(+2&,(],2#"+)!")&"-6&]&6)

"%;AB% @B9,-!A><#-D#]&25"3".&-,(&"%
3#’&1#(5?D?$!M"% #NIK &

!!组别
A[DH

"e-Uh"#
D̂GH

"e-Uh"#
[N.H

"e-Uh"#
正常组 "##F’, i""F#" ’F"$ i"F$* $#F-* i%F(*
模型组 ,-F’( i*F*)!! ,F-# i"F-"!! "%’F#* i"#F(#!!

保肝合剂低剂量组 *’F,* i""F,$ )F,, i"F)% -$F*, i")F$"pp

保肝合剂中剂量组 -*F%$ i"#F,,p )F$" i"F)- ,*F$% i#"F’(pp

保肝合剂高剂量组 "")F#% i"’F*’pp ’F’) i"F*,pp ’#F(" i"-F*(pp

联苯双酯组 ""(F$% i,F"’pp ’F’" i"F,’pp ’$F’" i",F-$pp

!!注! 与正常组比较&!!7j(F("$ 与模型组比较&p7j(F(’& pp7j(F("

表 LJ保肝合剂不同剂量组对免疫性肝损伤小鼠肝匀浆中?D7I’ ?D7Z’ <EW7"和?WE7#水平的影响 $!M"% #NIK &
<,4PLJ$%%&’()"%:,".,-@#R(+2&,(],2#"+)!")&"-6&]&6)"%?D7I% ?D7Z % <EW7",-!?WE7##-D#]&25"3".&-,(&"%3#’&

1#(5?D?$!M"% #NIK&

!!!组别 VU+"H"B7-2Uh"# VU+)H"B7-2Uh"# .KM+%H"B7-2Uh"# VMK+&H"B7-2Uh"#
正常组 *’F’- i""F%’ ""%F%, i-F() ’#F,- i*F$( "’F,# i#F,,
模型组 ###F-% i"%F"%!! #-%F-) i"-F",!! "%)F$$ i#$F#-!! %#F"$ i%F)%!!

保肝合剂低剂量组 #()F$* i")F(( #*(F,( i#’F*# "",F$% i#)F)- $’F(, i%F(-p

保肝合剂中剂量组 ",(F#% i#*F$%pp #),F,% i$$F$$p "()F%) i#-F$,p #,F*$ i’F"’pp

保肝合剂高剂量组 "’$F(* i$$F,%pp "-"F(% i$,F("pp *$F-# i$#F,#pp ##F"* i%F-,pp

联苯双酯组 ","F(, i$’F)%pp #,#F-$ i$%F#(pp "(%F"’ i#*F,(p "-F#% i’F,’pp

!!注! 与正常组比较&!!7j(F("$ 与模型组比较&p7j(F(’&pp7j(F("

#F%!对免疫性肝损伤小鼠肝脏指数及脾脏指数的
影响!免疫性肝损伤小鼠用药 "% @& 保肝合剂对免
疫性肝损伤小鼠脏器系数的影响见表 %& 与正常组
比较& 模型组小鼠肝脏( 脾脏明显肿大$ 保肝合剂
中( 高剂量组均能显著降低免疫性肝损伤小鼠升高
的肝脏指数( 脾脏指数水平 "7j(F(’& 7j

(F("#& 且呈一定的剂量依赖性趋势& 高剂量降低
肝脏指数( 脾脏指数的效果接近于 "(( 27的联苯
双酯处理组’
#F’!病理组织学观察!正常组小鼠肝小叶结构清
晰& 细胞排列整齐& 无变性( 坏死& 细胞核大而
圆& 居中’ 模型组小鼠肝组织有空泡样变性和嗜伊
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!!!!!表 XJ保肝合剂不同剂量组对免疫性肝损伤小鼠肝脏指数
和脾脏系数的影响 $!M"% #NIK&

<,4PXJ$%%&’()"%:,".,-@#R(+2&,(],2#"+)!")&"-6&]&6)
"-6#]&2#-!&R&)% )86&&-#-!&R&),-!(5S3+)#-!&7
R&)"%3#’&1#(5?D?$!M"% #NIK&

!!组别 肝脏系数H! 脾脏系数H!
正常组 %F%# i(F"$ (F%" i(F(#
模型组 ’F’# i(F#$!! (F’- i(F($!!

保肝合剂低剂量组 ’F$# i(F##p (F’) i(F($p

保肝合剂中剂量组 %F*, i(F",pp (F’( i(F($pp

保肝合剂高剂量组 %F," i(F"-pp (F%) i(F(#pp

联苯双酯组 %F*$ i(F#"pp (F%- i(F($pp

!!注! 与正常组比较&!!7j(F("$ 与模型组比较&p7j(F(’&
pp7j(F("

红病变& 肝索排列紊乱严重& 肝细胞肿大& 成弥散
性分布的点状坏死& 大量的炎性细胞浸润’ 联苯双
酯滴丸组小鼠仅见少量肝细胞点状坏死& 炎性细胞
减少& 细胞基本恢复’ 保肝合剂低剂量组小鼠肝细
胞嗜伊红增强& 肝细胞胞浆疏松& 颗粒变性呈片状
分布& 弥散分布的点状坏死& 说明低剂量组对肝损
伤无明显改善作用’ 保肝合剂中剂量组小鼠少量肝
细胞嗜伊红增强& 点状坏死灶减少& 对肝损伤具有
轻度改善作用$ 保肝合剂高剂量组小鼠仅见个别肝
细胞核浓缩( 嗜伊红增强& 其余未见异常& 说明该
剂量组对N>6G所致小鼠急性免疫性肝损伤有较好
的保护作用’ 对N>6G所致小鼠急性免疫性肝损伤
改善作用的强度为保肝合剂高剂量k保肝合剂中剂
量k保肝合剂低剂量’ 见图 "’
LJ讨论
刀豆蛋白G "=>6=363\3046G& N>6G# 是一种对

肝细胞有特异性毒性的植物凝集素& 当其注入体内
后& 会引起ND% o.淋巴细胞为主的炎性细胞侵袭
肝实质& 从而引起以 .KM+%和白介素等细胞因子
为主的炎症反应造成免疫性肝损伤’ 然而& 以病毒
性肝炎为代表的肝损伤& 均与 .淋巴细胞的活化
有密切关系& 所以以N>6G诱导的小鼠肝损伤模型
在发病机制及病理特点上与病毒感染引发的肝损伤
更为相似)#+$* ’ 本实验采用 N>6G诱导小鼠建立急
性免疫性肝损伤动物模型& 探讨保肝合剂对小鼠急
性免疫性肝损伤的保护作用& 及相关机制’ 以客观
指标为依据来评价该方的价值& 从而对进一步研究
乃至中成药的开发提供实验依据和理论价值’

本实验采用N>6G诱导小鼠产生免疫性肝损伤
的机理为! N>6G进入体内& 一方面作用于肝窦内
的巨噬细胞& 其激活后产生的细胞因子可直接损伤
肝细胞$ 另一方面& 大量活化的.淋巴细胞存在于

图 IJ各组小鼠肝脏病理学变化 $*$% VIOO&
W#.PIJ*#)("3"285"6".S "%6#]&2(#))+&)"%3#’&#-!#%7

%&2&-(.2"+8)$*$% VIOO&

脾脏& 并产生细胞因子& .细胞与细胞因子随血流
到达肝脏& 直接与肝细胞接触或进一步激活巨噬细
胞& 使其释放大量细胞毒性因子& 如 .KM+%( 白细
胞介素等进一步造成肝细胞损害)%* ’

已有研究表明对免疫性肝损伤具有保护作用的
药物主要与抗脂质过氧化& 调节免疫功能& 减少炎
性介质的产生有关)’* ’ 本实验结果显示& 保肝合
剂显著抑制肝损伤小鼠血清 GU.( GA.活性的升
高& 提高肝组织匀浆液中 A[D的活性& 抑制 [N.(
D̂G( VU+"( VU+)( .KM+%和 VKM+&的升高& 较明
显地减轻和改善肝细胞的形态学变化& 反映了保肝
合剂通过保肝降酶和抑制氧化应激及炎症因子的产
生从而达到对小鼠免疫性肝损伤的保护作用’ 其中
高剂量保肝合剂的作用强于中( 低剂量组& 提示保
肝合剂对N>6G致免疫性肝损伤的保护作用存在一
定的剂量依赖性’

免疫器官的指数可以作为衡量机体免疫功能的
初步指标& 能在一定程度上反映出免疫器官内淋巴
细胞的数量& 间接反映出脏器的损伤及炎症程
度))* ’ 本实验的结果提示保肝合剂对小鼠进行预
防性灌胃处理后能抑制肝脏( 脾脏指数的增大& 说
明保肝合剂能减少炎性因子的释放& 从而减轻对肝
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脏的损伤’ 肝脏作为机体的最大解毒器官& 其中含
有大量的酶类& 其中 GA.主要存在于肝细胞线粒
体内& GU.存在于肝细胞胞浆中& 当肝脏受到各种
原因引起的肝组织损伤或细胞坏死& 酶将从肝细胞
释放到血液中& 因此血清中GU.( GA.的升高是肝
损伤的敏感指标& 同时在一定程度上反映出了肝细
胞损害和坏死的程度),* ’ [N.是一个重要的肝脏
损伤标志物& 是反映急性肝损伤的早期灵敏指标&
在肝损伤和炎症发生过程中明显升高’ A[D是抗
氧化酶系统的重要物质& 其水平的高低反映了机体
对自由基的清除能力的强弱’ 体内 A[D活性越高&
自由基清除的速度越快& 反映机体清除自由基的能
力越强& 因而当其活力下降后将会导致机体抗氧化
能力的减弱& 从而阻碍体内自由基的清除& 这将导
致自由基的堆积& 造成对肝细胞的损伤)** ’ D̂G
是脂质过氧化反应的最终产物& 具有很强的生物毒
性& 其水平的高低与肝损伤程度呈正相关)-+"(* ’ 因
此& A[D和 D̂G的水平水平反映了体内脂质过氧
化程度以及细胞损伤的程度& 可作为衡量脂质过氧
化程度的指标’

VU+) 主要由活化的.细胞( 巨噬细胞等多种免
疫细胞产生& 它能刺激 .淋巴细胞活化增殖& 所
以当 VU+) 的水平升高时说明肝细胞受到损害)""* ’
肝细胞在炎症的刺激下& 炎性细胞分泌大量细胞因
子VU+"( .KM+%等& 与肝细胞表面的相关受体结合
从而对肝脏产生损伤甚至坏死)"#+"$* $ 同时细胞因
子VU+" 和.KM+%作为炎性介质能激活核转录因子+
+g"KM++g#& 激活后使参与免疫反应( 炎症反应
各阶段的许多因子如 VU+)( VMK+&等的释放增加&
引起瀑布效应& 导致肝细胞损伤进一步加重)"%* ’
已有学者对N>6G所致小鼠肝组织中脂质过氧化物
进行检测& 当其水平明显升高时& 表明肝细胞过多
的被氧化破坏’ 本实验结果显示不同剂量的治疗组
均能使 A[D升高& 其中高剂量组能使 A[D的水平
接近正常对照组& 反映出保肝合剂具有较强的抗氧
化和细胞保护作用’

综上所述& 保肝合剂对N>6 G所致小鼠免疫性
肝损伤具有一定的保肝护肝作用’ 实验结果表明保
肝合剂具有明显的保肝降酶( 减少炎症因子释放(
调节免疫以及清除自由基的作用& 且呈一定剂量相
关性’ 本研究表明& 中药对免疫性肝损伤的保护作
用是多靶点& 多作用& 多层次& 多途径& 主要与抗
脂质过氧化& 调节免疫功能& 减少炎性介质的产生
有关’ 但是在有效的前提下其毒理性的大小尚缺乏

研究& 如何判断在对免疫性肝损伤具有治疗作用的
前题下& 确定其毒理性的大小& 从而能够更好地指
导临床应用乃至进一步药物的开发提供更科学的理
论依据’
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