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摘要： 目的　 筛选紫苏叶发挥保肝活性的关键组分并探究其作用机制。 方法　 小鼠随机分为 ８组， 正常组和模型组灌

胃 ＰＢＳ， 给药组分别灌胃 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ奥贝胆酸阳性药和 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ紫苏叶水煎液、 醇沉上清液、 醇沉固体、 总黄酮以及

多糖， 每天 １次， 连续 ７ ｄ。 末次给药后 ２ ｈ， 各组小鼠 （除正常组外） 腹腔注射 ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ 花生油 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ） 进行

造模。 造模结束后， 收集血清和肝脏组织， 全自动生化分析仪检测小鼠血清丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、 天门冬氨酸

氨基转移酶 （ＡＳＴ） 活性及总胆红素 （ＴＢＩＬ） 水平， ＨＥ染色观察肝组织病理形态变化， 试剂盒检测肝组织超氧化物

歧化酶 （ＳＯＤ） 活性和丙二醛 （ＭＤＡ） 水平， ＥＬＩＳＡ法检测肝组织中转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１）、 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 及白细胞介素⁃１β （ＩＬ⁃１β） 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测肝组织 ＮＬＲＰ３、 半胱肽氨酸蛋白

酶⁃１ （ｃａｓｐａｓｅ⁃１） 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达。 结果　 与模型组比较， 紫苏叶固体组和总黄酮组小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和

ＴＢＩＬ水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 ＳＯＤ 活性和 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β水平和 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 水溶性总黄酮是紫苏叶发

挥保肝作用的关键活性组分， 抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 炎性小体信号通路可能是其抗 ＣＣｌ４ 致急性肝损伤的作用机制

之一。
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　 　 肝损伤是指由化学毒物、 某些药物、 酒精以及自身免

疫问题导致的肝细胞受损［１］ 。 目前， 由于化学添加剂的滥

用以及食品安全问题， 化学性肝损伤已逐渐成为临床中最

常见的肝损伤类型［２］ ， 其发病率呈逐年上升的趋势［３］ ， 严

重危害着人体的健康。 中医药在防治肝病方面积累了大量

的临床经验， 具有其独特的优势， 已成为肝脏疾病的临床

研究热点。
紫苏为唇形科紫苏属植物紫苏 Ｐｅｒｉｌｌａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ 的带叶

嫩枝， 属于药食同源中药， 味辛， 性温， 归肺、 脾经［４］ 。
紫苏叶、 梗、 果实可分别入药， 其中紫苏叶是其最常用入

药部位， 《名医别录》 始载其功效， 谓能 “下气， 除寒

中” ［５］ ， 具有解表散寒、 行气和胃功效， 主治风寒感冒、
恶心呕吐、 鱼蟹中毒等症［６］ 。 现代研究表明， 紫苏叶具

有抗炎［７］ 、 抗氧化［８］ 、 抑菌［９］ 、 抗肿瘤［１０］和保肝等生理

活性。 现有文献报道， 紫苏叶水提物和多糖对急性化学

性肝损伤有保护作用并且可以改善 ２ 型糖尿病大鼠肝损

伤 ［１１⁃１３］ 。 但上述研究并未系统比较紫苏叶水煎液各组分

之间的保肝活性差异， 同时也未见紫苏叶水煎液中总黄

酮的保肝活性相关报道。 本研究旨在探讨紫苏叶传统水

煎液不同组分对四氯化碳 （ＣＣｌ４） 诱导的小鼠急性化学

性肝损伤的保护作用， 筛选最佳活性组分并探究其作用

机制。
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１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ 雄性小鼠， ６ 周龄， 体质量

（２０􀆰 ０±２􀆰 ０） ｇ， 购自上海西普尔⁃必凯实验动物有限公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１８⁃０００６］， 饲养于

上海中医药大学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （沪） ２０２０⁃０００９］， 环境温度 ２５ ℃， 相对湿度４５％ ～
５５％ ， 光暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 自由进食饮水。 动物实验经上

海中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （伦 理 号

ＰＺＳＨＵＴＣＭ２０１２１８０１４）， 符合 ３Ｒ原则。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 干燥紫苏叶 （批号 ２００１１１， 安徽旭松

中药饮片有限公司）。 芦丁对照品 （批号 ＳＴ０３９５０１２０， 纯

度＞９８％ ， 上海诗丹德生物技术有限公司）； 奥贝胆酸 （批
号 ２００５２３１５， 纯度 ９８％ ， 上海士锋生物科技有限公司）。
９５％ 乙 醇、 ＣＣｌ４、 氯 仿、 异 丙 醇 （ 批 号 ２０２１０５１４、
２０２１０９０１、 ２０１１０４１９、 ２０１７１１２１， 国药集团化学试剂有限

公司 ）； ＳＯＤ、 ＭＤＡ 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ２０２１１１１５、
２０２１１０２０， 南京建成生物工程研究所有限公司）； ＴＧＦ⁃β１、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 Ａ９８１１０５４５、
Ａ２８２１０８５２、 Ａ２０６１０９３６、 Ａ２０１ＢＨ２０１３３， 杭州联科生物技

术股份有限公司）； ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒、 ＳＹＢＲ􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒 （批号

ＡＡ７１０２⁃１、 ＲＲ０３６Ａ、 ＲＲ８２０Ａ， 日本 ＴａＫａＲａ公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 安捷伦 １２６０ 型高效液相色谱仪、 ＤＡＤ 检测器

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）； ＦＤ⁃１０００冷冻干燥机 （东京理化器械

株式会社）； 旋转蒸发仪 （瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）； ７０２０ 型全自

动生化分析仪 （日本日立公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ２型多功能酶标仪

（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ５８０４Ｒ 型冷冻离心机增仪 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公 司 ）； Ｄ３０２４Ｒ 型 高 速 冷 冻 离 心 机 （美 国

Ｓｃｉｌｏｇｅｘ公司）； 电子天平 ［赛多利斯科学仪器 （北京） 有

限公司］； ＳＣＩＥＮＴＺ⁃４８高通量组织研磨机 （宁波新芝生物

科技股份有限公司）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司）； 超微量紫外分光光度计 （美国赛默飞公司）； 光学

显微镜 （德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 紫苏叶各组样品制备　 取干燥紫苏叶 １５０ ｇ， 加入 ２０
倍量去离子水， 在 １００ ℃下浸提 １ ｈ， 提取 ２次， 用纱布粗

滤， 合并得到浸提液 ２􀆰 ５ Ｌ， 将浸提液蒸发浓缩至 ２００ ｍＬ，
向浓缩液中加入 ６００ ｍＬ ９５％ 乙醇， 静置过夜， 将上清液和

固体部分冷冻干燥， 得到上清液干燥样品 （１４􀆰 １ ｇ） 与固

体干燥样品 （２５􀆰 ０ ｇ）。 再取紫苏叶醇沉固体 ２０ ｇ通过大孔

树脂 Ｄ１０１， 依次以蒸馏水、 １０％ 乙醇为洗脱液进行梯度洗

脱， 并按照不同体积分数乙醇浓缩合并得到多糖 （７􀆰 ４ ｇ）
和水溶性总黄酮 （２􀆰 ５ ｇ）。
２􀆰 ２　 紫苏叶上清液、 固体及总黄酮组中黄酮含量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 标准曲线绘制　 精确称取芦丁对照品 ５􀆰 ３ ｍｇ 于 ２５
ｍＬ量瓶中， ６０％ 乙醇稀释至刻度， 摇匀， 得到质量浓度为

０􀆰 ２１２ ｍｇ ／ ｍＬ的芦丁对照品溶液， 再精密量取该芦丁对照

溶液 ０、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ３、 ４、 ５ ｍＬ， 分别置于 ２５ ｍＬ量瓶中，

加入 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ三氯化铝溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ， 再加入 １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ醋

酸钠 ４􀆰 ０ ｍＬ， 用去离子水稀释并定容至 ２５ ｍＬ， 摇匀， 放

置 １６ ｍｉｎ， 在 ３４４ ｎｍ波长处测定吸光度， 以质量浓度为横

坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ｙ） 绘制标准曲线［１４］ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 样品含量测定　 精确称取固体、 上清液干燥样品及

水溶性总黄酮各 ３􀆰 ５ ｍｇ， 分别置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 固体和

总黄酮加去离子水定容至刻度， 上清液加 ６０％ 乙醇稀释至

刻度， 摇匀得到质量浓度为 ０􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｍＬ的供试品， 再各取

１ ｍＬ供试品分别置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氯

化铝溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ， 再加入 １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸钠 ４􀆰 ０ ｍＬ， 用去

离子水稀释并定容至 ２５ ｍＬ， 摇匀， 得到质量浓度为 １４
μｇ ／ ｍＬ 的供试品。 按照 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下条件测定吸光度。
根据标准曲线得出总黄酮含量。
２􀆰 ３　 动物分组、 给药及造模　 将小鼠随机分为正常组、 模

型组、 阳性对照组 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ 奥贝胆酸）、 紫苏叶水煎液

组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 紫苏叶水提醇沉上清液组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、
固体组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 水溶性总黄酮组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ） 及紫

苏叶多糖组 （１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只。 自造模前 １ 周起，
分别灌胃给予相应剂量药物 （２０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每天 １次， 连续

７ ｄ； 正常组和模型组灌胃给予等体积 ＰＢＳ。 末次给药 ２ ｈ
后， 正常组腹腔注射花生油 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 其他各组小鼠

腹腔注射 ０􀆰 ５％ ＣＣｌ４ （１０ ｍＬ ／ ｋｇ） 进行造模。
２􀆰 ４　 血清生化指标检测　 造模完成后禁食不禁水 ２３ ｈ， 麻

醉小鼠后摘除眼球取血， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 分离得

血清， 全自动生化分析仪检测血清丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）、 天门冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ） 活性和总胆红素

（ＴＢＩＬ） 水平。
２􀆰 ５　 小鼠肝脏指数计算　 将小鼠脱颈椎处死， 迅速摘除肝

脏置于生理盐水中清洗， 滤纸吸干水分、 称重， 计算肝脏

指数， 公式为肝脏指数＝肝脏质量 ／小鼠体质量。
２􀆰 ６　 肝组织病理学检查　 迅速取出小鼠右叶肝脏组织， 置

于 ４％ 多聚甲醛溶液中固定， 石蜡包埋， 制备切片， 梯度乙

醇脱水， 二甲苯透明， 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 中性树

胶封固， 于光镜下观察肝组织病理变化。
２􀆰 ７　 肝组织脂质过氧化水平及炎性因子水平检测　 称取肝

组织 １００ ｍｇ， 加入 ９倍量 ０􀆰 ９％ 氯化钠溶液， 研磨， 制备成

１０％ 肝组织匀浆， 按照试剂盒说明书检测超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ） 活性和丙二醛 （ＭＤＡ） 水平， 以及转化生长因子⁃
β１ （ＴＧＦ⁃β１）、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６
（ＩＬ⁃６） 和白介素⁃１β （ＩＬ⁃１β） 水平。
２􀆰 ８ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 肝 组 织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ表达　 称取各组肝组织各 ２５ ｍｇ， 抽提总 ＲＮＡ， 测

定 ＲＮＡ浓度， 定量， 逆转录反应制备 ｃＤＮＡ。 在 ＰＣＲ 八连

管中加入各样本， 设置 ２ 个复孔， 向各 ｃＤＮＡ 加样本中加

入相关引物和检测试剂， 上机反应。 反应条件为 ９５ ℃预变

性 ３０ ｓ； ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ３５ ｓ， ７０ ℃延伸 ６０ ｓ，
共循环 ４５ 次。 以 ２－ΔΔＣＴ法计算各目的基因 ｍＲＮＡ 相对表

达。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序
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列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣ ９０

反向 ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣ
ＮＬＲＰ３ 正向 ＧＣＣＧＴＣＴＡＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＴＴＣＣ １０６

反向 ＣＡＴＣＣＧＣＡＧＣＣＡＧＴＧＡＡＣＡＧＡＧ
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 正向 ＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＡＡＣＧＧＡＴＧＣＡ １８３

反向 ＴＣＡＣＡＡＧＡＣＣＡＧＧＣＡＴＡＴＴＣＴＴ
ＩＬ⁃１β 正向 ＣＡＣＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣ １４５

反向 ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＣ

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间均数比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 紫苏叶上清液、 固体和总黄酮中黄酮的含量　 回归方

程为 Ｙ＝ ０􀆰 ００４ ５Ｘ＋０􀆰 ２４４ ９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２）， 在８􀆰 ４８～ ４２􀆰 ４０
μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。

紫苏叶上清液、 固体和水溶性总黄酮中的黄酮含量如

表 ２所示， 表明紫苏叶水提醇沉固体组分中不仅含有多糖，
还含有部分水溶性总黄酮。 通过该水提醇沉方法得到紫苏

叶总黄酮的提取率为 ６􀆰 ２６％ ， 并且通过大孔吸附树脂分离

能得到黄酮含量较高的水溶性总黄酮组分。
表 ２　 紫苏叶上清液、 固体和总黄酮中黄酮的含量

组别 吸光度
质量浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

样品中黄酮

含量 ／ ％

占药材中含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
上清液组 ０􀆰 ２６２ ０ ３􀆰 ７８８ ９ ２７􀆰 ０６ ２５􀆰 ５３
固体组 ０􀆰 ２５８ ９ ３􀆰 １１１ １ ２２􀆰 ２２ ３７􀆰 ０７

总黄酮组 ０􀆰 ３０１ ０ １２􀆰 ４６６ ７ ８９􀆰 ０５ １８􀆰 ５４

３􀆰 ２　 紫苏叶各组分对急性肝损伤小鼠肝脏指数的影响　 如

表 ３所示， 与正常组比较， 模型组小鼠肝脏指数升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性对照组和各给药组小鼠肝脏

指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以总黄酮组效果最为显著。
表 ３　 紫苏叶各组分对急性肝损伤小鼠肝脏指数的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 肝脏指数 ／ ％

正常组 ４􀆰 ５５±０􀆰 ２０
模型组 ６􀆰 ０３±０􀆰 １１∗∗

阳性对照组 ４􀆰 ７１±０􀆰 ２３＃＃

水煎液组 ５􀆰 ３３±０􀆰 ５１＃

上清液组 ５􀆰 ５５±０􀆰 ３６＃

固体组 ５􀆰 ２１±０􀆰 ４９＃

总黄酮组 ４􀆰 ７９±０􀆰 ３２＃＃

多糖组 ５􀆰 ３４±０􀆰 ４７＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 紫苏叶各组分对急性肝损伤小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ活性

和 ＴＢＩＬ水平的影响　 如图 １所示， 与正常组比较， 模型组

小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和 ＴＢＩＬ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
表明 ＣＣｌ４ 致小鼠急性肝损伤模型建立成功； 与模型组比

较， 阳性对照组、 固体组和总黄酮组 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和

ＴＢＩＬ水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以总黄酮组效果最

优， 水煎液组 ＡＬＴ、 ＡＳＴ活性均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 紫苏叶各组分对急性肝损伤小鼠肝组织病理学的影

响　 如图 ２所示， 正常组肝小叶完整， 轮廓清晰， 肝细胞

排列整齐， 细胞核结构清晰， 细胞无肿胀、 炎性浸润， 无

坏死； 模型组肝细胞显著变性， 细胞索紊乱， 肝细胞肿胀，
胞浆疏松， 可见多数细胞坏死， 细胞核固缩消失， 汇管区

　 　 　 　 　

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 紫苏叶各组分对急性肝损伤小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和 ＴＢＩＬ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

可见大量炎性细胞浸润； 阳性对照组肝损伤程度降低， 肝

小叶结构基本完整， 肝细胞排列较规则， 肝组织内炎性浸

润程度明显减轻； 紫苏叶各组分组均可不同程度地减轻肝

组织病变， 以水溶性总黄酮的改善效果最明显， 肝小叶清

楚可见， 肝细胞排列整齐， 细胞肿胀、 坏死、 炎性细胞浸

润等病理现象明显改善。 以上结果表明， 紫苏叶的水溶性

总黄酮对肝脏的保护效果最为显著， 其次为固体组， 且效

果与阳性对照组无明显差异。 因此选用固体组和总黄酮组

对保肝作用机制作进一步研究。

３􀆰 ５　 紫苏叶固体和总黄酮对急性肝损伤小鼠肝组织氧化应

激、 炎症及转化生长因子水平的影响　 如图 ３ 所示， 与正

常组比较， 模型组小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和 ＭＤＡ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性和 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 固体组和总黄酮组小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β和 ＭＤＡ 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＳＯＤ活性和 ＴＧＦ⁃β１水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且总

黄酮组效果更优， 阳性对照组小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１β水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ２　 各组小鼠肝组织 ＨＥ 染色 （×２００）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 紫苏叶固体和总黄酮对急性肝损伤小鼠肝组织氧化应激、 炎症及转化生长因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ６　 紫 苏 叶 固 体 和 总 黄 酮 对 急 性 肝 损 伤 小 鼠 肝 组 织

ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达的影响　 如图 ４所示，
与正常组比较， 模型组小鼠肝组织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性对照

组、 固体组和总黄酮组小鼠肝组织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且三组效果基

本相当。
４　 讨论

ＣＣｌ４ 诱导的小鼠急性肝损伤属于化学性肝损伤， 是保

肝药物筛选研究中的经典模型。 目前认为 ＣＣｌ４ 诱导肝损伤

的主要机制与其自由基代谢产物有关。 当 ＣＣｌ４ 进入机体

后， 在肝脏内通过 ＣＹＰ４５０酶代谢产生大量 ＣＣｌ３
－电子自由

基， 再与氧结合生成 ＣＣｌ３Ｏ２
－氧自由基， 导致重要的抗氧化

酶 ＳＯＤ活性降低［１５］ ， 氧化终产物 ＭＤＡ 异常升高， 引起肝

细胞膜脂质过氧化， 使细胞膜通透性增加， 细胞质内的

ＡＬＴ和 ＡＳＴ进入血液［１６］ 。
炎性小体是由 ＮＬＲＰ３、 凋亡相关微粒蛋白及 ｃａｓｐａｓｅ⁃１

组成的多蛋白复合物， 在炎症反应的调节中发挥关键作用，
与肝脏疾病的发生密切相关［１７］ 。 当肝脏受到 ＣＣｌ４ 刺激后，
ＮＬＲＰ３被激活， 进而活化前体 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１） 转
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 紫苏叶固体和总黄酮对急性肝损伤小鼠肝组织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

变成有活性的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 在此基础上通过剪切前体 ＩＬ⁃１β
（ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β） 激活有炎性作用的 ＩＬ⁃１β的成熟和分泌［１８］ ， 同

时刺激 ＴＮＦ⁃α和 ＩＬ⁃６等炎性因子的释放， 产生炎症级联反

应［１９］ 。 ＴＮＦ⁃α能与肝细胞膜上跨膜型 ＴＮＦ （ｍＴＮＦ） 受体结

合进而损伤肝细胞［２０⁃２１］ ， 与肝细胞的脂质过氧化形成相互

促进的恶性循环［２２］ ； ＩＬ⁃１β 可以诱导肝细胞产生更多的炎

性因子， 进一步加重肝脏的炎性损伤［２３］ ； 随后 ＩＬ⁃６在受到

ＴＮＦ⁃α和 ＩＬ⁃１β刺激后会进一步对其他细胞因子进行调控从

而扩大肝细胞的免疫病理反应［１９］ 。 而 ＴＧＦ⁃β１ 是一种多功

能的细胞因子， 它在肝脏长期受损的情况下可以促进纤维

化的形成， 但在早期炎性反应中它具有负性免疫调节的作

用［２４⁃２５］ ， 可抑制多种免疫细胞的分化及细胞因子如 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６的分泌从而发挥抗炎的作用［２６］ 。 当机体发生细胞因子

风暴时， 多种促炎因子的释放会导致 ＴＧＦ⁃β１的大量损耗从

而加重肝脏的炎症反应。 因此， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 以及

ＴＧＦ⁃β１的水平能反映肝脏早期炎性损伤的程度。
本研究对中药紫苏叶水煎液不同组分的黄酮含量进行

了分析， 发现紫苏叶水提醇沉固体中不仅含有多糖成分，
还含有一定浓度的水溶性总黄酮组分， 在紫苏叶药材中的

含量为 ３７􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｇ， 且用该水提醇沉工艺方法， 可使紫苏

叶总黄酮的提取率达到 ６􀆰 ２６％ 。
本实验进一步采用了 ＣＣｌ４ 诱导的小鼠急性肝损伤模型

研究紫苏叶各组分对肝损伤的保护效应， 初步探讨可能的

分子机制。 研究结果表明， 紫苏叶各组分均能不同程度地

降低小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ活性和 ＴＢＩＬ 水平， 其中以紫苏叶

水溶性总黄酮的效果最佳， 能增加肝组织 ＳＯＤ 活性， 降低

ＭＤＡ水平， 同时升高 ＴＧＦ⁃β１ 水平， 并抑制促炎性因子

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６和 ＩＬ⁃１β的释放。 进一步研究发现， 水溶性

总黄酮还可以降低急性肝损伤小鼠肝组织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达。 结果提示紫苏叶水溶性总黄酮可能

通过抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号活化， 减少炎性因子的释

放， 从而减轻 ＣＣｌ４ 急性肝组织炎性损伤， 达到保肝的

作用。
综上所述， 紫苏叶中水溶性总黄酮是紫苏叶发挥保肝

降酶作用的关键组分， 抑制 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃１炎性小体信号

通路可能是其抗 ＣＣｌ４ 急性肝损伤的作用机制之一。
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摘要： 目的　 探讨灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌 ＣＡ２３ 毒力因子的作用和潜在机制。 方法　 微量稀释法、
棋盘法及时间⁃杀菌曲线测定灯台叶总碱与氟康唑联用效果； 荧光探针测定菌株外排泵功能， 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检

测耐药相关基因表达； 倒置显微镜、 扫描电镜观察菌丝诱导培养基中菌株形态转换， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测菌丝相关基因表

达， 添加外源性 ｃＡＭＰ 验证； 卵黄琼脂平板法检测菌株胞外磷脂酶活性。 结果　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌

具有较强的协同抑菌作用； 联用处理并不能显著抑制菌株的外排功能， 与耐药相关基因表达结果一致； 两药联用可以

抑制在 ＳＤ和 Ｓｐｉｄｅｒ诱导培养基中菌丝生长， 且下调菌丝相关基因 ＣＹＲ１、 ＡＬＳ３、 ＲＡＳ１、 ＢＣＲ１、 ＡＬＳ２、 ＴＰＫ２表达， 添

加外源性 ｃＡＭＰ 后， 能恢复部分药物联用引起的菌株形态变化； 两药联用能抑制胞外磷脂酶活性， 且对灯台叶总碱存

在剂量依赖性。 结论　 灯台叶总碱与氟康唑联用对氟康唑耐药株表现为协同抑菌作用， 其机制与调节 Ｒａｓ１⁃ｃＡＭＰ⁃
ＰＫＡ信号通路抑制菌丝生长， 并降低胞外磷脂酶活性从而影响耐药白念珠菌毒力因子有关。
关键词： 灯台叶总碱； 白念珠菌； 协同作用； 菌丝； 磷脂酶； 毒力因子
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　 　 白念珠菌 Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ 是一种分布广泛的条件致病

菌， 好发于免疫低下及免疫缺陷人群， 易引起黏膜感染和

全身感染。 据研究报道， 全世界约 ７０％ 的真菌感染由白念

珠菌引起［１］ ， 且死亡率达 ４０％ ［２］ 。 目前临床治疗药物种类

稀缺， 一线药物频繁使用引起的耐药性使单一药物治疗效

果较差。 研究表明， 一些中药复方、 中药提取物及中药来

源的天然化合物能有效抑制白念珠菌生长， 特别是与氟康

唑联用时， 表现出良好的协同抗菌作用［３］ 。 课题组长期从

事中药及其活性成分抗真菌活性筛选， 发现灯台叶总碱与

氟康唑联用仅对白念珠菌氟康唑耐药株发挥抑菌作用， 在

此基础上， 进一步探讨灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白

念珠菌的作用机制， 以期为灯台叶总碱的抗真菌感染应用
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