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ＢＺＬ方对非酒精性脂肪性肝炎模型小鼠肠黏膜
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摘要　目的：观察中药组分复方ＢＺＬ方（白术多糖、栀子苷、绿原酸）对高脂饮食诱导的小鼠脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）及其肠黏
膜损伤的作用。方法：Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠２７只，随机分为正常、模型和ＢＺＬ方组，每组９只。除正常组外，其余各组均采
用高脂饮食诱导ＮＡＳＨ，第１４周开始，ＢＺＬ方组灌胃ＢＺＬ方，其余各组灌胃等量饮用水，至１７周末处死取材。观察各组小
鼠体质量、进食量、肝体比，肝组织病理（ＨＥ和天狼猩红染色，ＳＡＦ评分），检测血浆 ＡＬＴ、ＧＧＴ活性、ＬＰＳ水平，肝组织 ＴＧ
含量；肝组织胶原Ｉ型和ＩＶ型、内毒素受体ＣＤ１４、ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ９及炎性反应因子ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达（ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ法）；肠组织病理（ＨＥ染色）；大肠组织紧密连接ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎｍＲＮＡ表达（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法）及蛋白表
达（免疫荧光染色）。结果：高脂饮食诱导ＮＡＳＨ模型中，模型组血浆ＡＬＴ、ＧＧＴ、ＬＰＳ及肝组织ＴＧ含量较正常组显著升高
（Ｐ＜００１）；肝组织可见脂肪沉积、炎性反应、气球样变及纤维化，ＳＡＦ评分显著高于正常组，肝组织胶原 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＶｍＲ
ＮＡ显著升高，ＣＤ１４、ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ９及ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；肠组织病理变化光镜
下不明显，大肠组织紧密连接 ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜００１），ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光阳性染色减少。
ＢＺＬ方可降低血浆ＡＬＴ、ＧＧＴ、ＬＰＳ、肝组织ＴＧ含量（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），改善ＳＡＦ评分，降低肝组织胶原 ＣｏｌＩ、ＣｏｌＩＶｍＲ
ＮＡ表达（Ｐ＜００１），降低 ＣＤ１４、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ９及 ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），恢复大肠组织紧密
连接ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００１），恢复ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ免疫荧光阳性染色。结论：ＢＺＬ方有效减轻高脂饮食诱导的
小鼠ＮＡＳＨ，该作用与其保护肠黏膜、抑制ＬＰＳ肠渗漏及肝组织中ＴＬＲｓ及炎性反应因子密切相关。
关键词　非酒精性脂肪性肝炎；中药组分复方；天然产物；白术多糖；栀子苷；绿原酸；肠黏膜屏障；紧密连接
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　　非酒精性脂肪性肝病（ＮｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃＦａｔｔｙＬｉｖｅｒ
Ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种与胰岛素抵抗和遗传易感密
切相关的代谢应激性肝损伤，疾病谱包括非酒精性

肝脂肪变（ＮｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃＦａｔｔｙＬｉｖｅｒ，ＮＡＦＬ）、非酒精
性脂肪性肝炎（ＮｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃＳｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、
肝硬化和肝细胞癌［１］。ＮＡＦＬＤ是全球最常见的慢
性肝病之一，普通成人 ＮＡＦＬＤ患病率在 ６３％～
４５％，其中１０％～３０％为 ＮＡＳＨ［２］。与 ＮＡＦＬ比较，
ＮＡＳＨ患者不良结局风险高，若不积极防治，易进展
为肝硬化、肝功能衰竭和肝细胞癌，心血管疾病和恶

性肿瘤的发生率也随之增加［３５］。新进的研究发现

“肠道因素”在 ＮＡＦＬＤ发病过程中起到了重要作
用，如肠黏膜屏障损伤可使肝脏直接暴露于肠道内

的抗原物质（如肠道细菌、肠源性内毒素），导致肝

脏一系列的免疫反应［６］，引发或加重ＮＡＳＨ。
ＢＺＬ方来源于本课题组总结的临床治疗

ＮＡＦＬＤ经验方———祛湿化瘀方。前期研究发现，高
脂饮食诱导的 ＮＡＳＨ小鼠肠黏膜损伤，祛湿化瘀方
改善ＮＡＳＨ同时对肠黏膜屏障具有保护作用［７］。进

而对祛湿化瘀方各味中药的代表性有效成分（绿原

酸、虎杖苷、白术多糖、栀子苷和姜黄素）以不同剂

量、肝组织三酰甘油（Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）为参数，进行
均匀设计筛选，得到的回归方程提示，白术多糖

２６６６７ｍｇ／ｋｇ、绿原酸３３３ｍｇ／ｋｇ、栀子苷４５ｍｇ／ｋｇ
所构成的组分复方降低肝组织 ＴＧ的作用最明显，
并命名为“ＢＺＬ”方［８９］。已证实 ＢＺＬ方能够有效减
轻高脂饮食诱导的小鼠ＮＡＦＬＤ［１０］，本研究拟通过观
察ＢＺＬ方对高脂饮食诱导的小鼠ＮＡＳＨ肠黏膜损伤
的作用，进一步揭示其防治ＮＡＳＨ的作用机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ健康雄性小鼠 ２７

只，８周龄，体质量２３～２８ｇ，购自北京联合利华实验
动物有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６０００６。饲
养于上海中医药大学实验动物中心，温度 ２０～
２５℃，湿度６０％～７０％，灯照周期１２ｈ（７：００１９：００
灯照，１９：００７：００黑暗）。获得上海中医药大学动物
实验伦理委员会的批准，批准号：ＳＺＹ２０１６１００１０。
１１２　药物　ＢＺＬ方由白术多糖（纯度８５％，批号
ＺＬ２０１７０１２９，南京泽朗医药有限公司），栀子苷（纯
度９８％，批号１７０１０６，上海融禾医药科技发展有限
公司）与绿原酸（纯度９８％，批号１６１２２７，上海融禾
医药科技发展有限公司）组成。

１１３　主要仪器　Ｍ５多功能酶标仪（美国Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ）；ＡｐｅｒｉｏＡＴＴｕｒｂｏ数字化病理扫片机（德
国Ｌｅｃｉａ）；Ｔ１００ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ）；ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓＶｉｉＡ７ＰＣＲ仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；ＦＶ１０Ｉ
激光共聚焦显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为
正常（ｎ＝９）、模型（ｎ＝９）和 ＢＺＬ方组（ｎ＝９）。正
常组予１０％脂肪热能对照饲料（货号 Ｄ１２４５０Ｂ，美
国ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔ公司），模型组与 ＢＺＬ方组予６０％
脂肪热能高脂饲料（货号Ｄ１２４９２，美国ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔ
公司），自由进食１７周。
１２２　给药方法　造模第 １４周开始进行药物干
预。ＢＺＬ方组小鼠予配制好的 ＢＺＬ方（白术多糖
２６６６７ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、绿原酸３３３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、栀
子苷４５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ））灌胃，正常组和模型组予等体
积灭菌饮用水灌胃，至１７周末。取腹腔静脉血液于
ＥＤＴＡ抗凝管中，４℃，５００ｇ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，分离
血浆；各取两份约１ｃｍ×１ｃｍ肝组织、约１ｃｍ长度
大小肠组织分别放入中性福尔马林及 ＯＣＴ包埋胶
中固定，余下组织放入２ｍＬ离心管液氮保存后，转
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移到－８０℃冰箱冻存，待测。
１２３　检测指标与方法　１）血浆丙氨酸氨基转移
酶（ＡＬＴ）、γ谷氨酰转移酶（ＧＧＴ）检测　生化试剂
盒检测（赖氏法），试剂盒购自南京建成生物研究

所，按说明书操作。

２）肝组织三酰甘油 ＴＧ检测　称取肝组织
１００ｍｇ，放入无水乙醇和丙酮各 ７５０μＬ液体中，
６５Ｈｚ匀浆，９０ｓ／次，３次。４℃静置过夜。４℃，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清液用于 ＴＧ测定。
ＴＧ试剂盒购于浙江东瓯诊断产品有限公司，按说明
书操作。

表１　肝组织ＳＡＦ积分标准

分类 依据 标准 分值

脂肪变（Ｓｔｅａｔｏｓｉｓ） 脂肪变面积 ＜５％ ０
５％～３３％ １
３４％～６６％ ２
＞６７％ ３

活动度（Ａｃｔｉｖｉｔｙ） 气球样变
正常肝细胞立方形，具有尖锐

的角和粉红色的嗜酸性细胞质
０

具有圆形和苍白细胞质的肝细

胞群存在，大小与正常肝细胞

相似

１

至少有一个膨胀的肝细胞，大

小与正常细胞相比是其两倍
２

小叶炎性反应无 ０
每个小叶＜２个病灶 １
每个小叶＞２个病灶 ２

纤维化（Ｆｉｂｒｏｓｉｓ） 纤维化 无纤维化 ０
腺泡３区窦周或门脉周围纤维化 １
腺泡３区窦周和门脉周围纤维
化但无桥接形成

２

桥接纤维化 ３
肝硬化 ４

　　３）组织病理　肝脏与肠组织（小肠和大肠）采
用ＨＥ染色观察，肝组织胶原纤维采用天狼猩红染
色观察。根据中华医学会肝病学分会脂肪肝和酒精

性肝病学组的推荐意见［１］，肝组织病理采用 ＳＡＦ积
分［１１］评定，评判标准。见表１。其中，ＮＡＳＨ的定义
为５％以上的肝细胞脂肪变合并小叶内炎性反应和
肝细胞气球样变性，不合并肝纤维化或仅有轻度纤

维化（Ｆ０１）为早期 ＮＡＳＨ；合并显著肝纤维化或间
隔纤维化（Ｆ２３）为纤维化性 ＮＡＳＨ；合并肝硬化
（Ｆ４）为ＮＡＳＨ肝硬化［１］。

４）血浆内毒素（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）检测　
ＬＰＳ试剂盒购于 ＡｓｓｏｃｉａｔｅｓｏｆＣＡＰＥＣＯＤＩｎｃｏｒｐｏｒａｔ
ｅｄ，鲎试剂法，按说明书操作。
５）肝脏与大肠组织 ｍＲＮＡ表达 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

检测　总ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成及 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ均
采用试剂盒（总ＲＮＡ提取试剂盒，货号 Ｂ５１１３２１，生
工生物工程上海有限公司；ｃＤＮＡ合成试剂盒，货号
１７０８８９１，ＢｉｏＲａｄ公司；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒，货号
ＲＲ４２０Ａ，ＴａＫａＲａ公司）按照说明书操作。所用引物
由生工生物工程上海有限公司合成，引物序列。见

表２。
６）大肠组织蛋白表达　采用免疫荧光染色观察

ＯＣＴ胶包埋组织切片，厚度８μｍ，浸入４℃丙酮１５
ｍｉｎ后ＰＢＳ清洗，浸入０２％ ＴｒｉｔｏｎＴＭＸ１００透膜后
４℃双蒸水清洗，１０％山羊血清室温封闭４０ｍｉｎ，４
℃孵育一抗过夜，隔日取出后４℃ ＰＢＳ清洗，３７℃
避光孵育二抗３０ｍｉｎ，４℃ ＰＢＳ清洗后 ＤＡＰＩ染核，
抗荧光淬灭剂封片镜检。所用抗体见表３。

表２　引物序列表

项目 引物上游 引物下游 产物长度

ＣｏｌＩ ５ＣＣＡＣＧＴＣＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＧＧ３ ５ＧＣＴＴＣＴＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＴＧＡＧＣＡＡ３ １０３ｂｐ
ＣｏｌＩＶ ５ＣＴＧＧＣＣＴＡＴＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴ３ ５ＧＣＴＴＣＴＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＴＧＡＧＣＡＡ３ １１８ｂｐ
ＣＤ１４ ５ＣＴＣＴＧＴＣＣＴＴＡＡＡＧＣＧＧＣＴＴＡＣ３ ５ＧＴＴＧＣＧＧＡＧＧＴＴＣＡＡＧＡＴＧＴＴ３ １９１ｂｐ
ＴＬＲ１ ５ＴＧＡＧＧＧＴＣＣＴＧＡＴＡＡＴＧＴＣＣＴＡＣ３ ５ＡＧＡＧＧＴＣＣＡＡＡＴＧＣＴＴＧＡＧＧＣ３ １５３ｂｐ
ＴＬＲ２ ５ＣＡＣＣＡＣＴＧＣＣＣＧＴＡＧＡＴＧＡＡＧ３ ５ＡＧＧＧＴＡＣＡＧＴＣＧＴＣＧＡＡＣＴＣＴ３ １４８ｂｐ
ＴＬＲ４ ５ＡＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＣＣ３ ５ＧＡＧＧＣＣＡＡＴＴＴＴＧＴＣＴＣＣＡＣＡ３ １２９ｂｐ
ＴＬＲ９ ５ＡＴＧＧＴＴＣＴＣＣＧＴＣＧＡＡＧＧＡＣＴ３ ５ＧＡＧＧＣＴＴＣＡＧＣＴＣＡＣＡＧＧＧ３ １１８ｂｐ
ＩＬ１β ５ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ３ ５ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ３ １１６ｂｐ
ＴＮＦα ５ＧＡＣＧＴＧＧＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧ３ ５ＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＡＧ３ ２２８ｂｐ
ｚｏ１ ５ＡＡＣＡＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＣＴＴＣＡＣＡＡＣ３ ５ＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＣＴＴＣＣ３ １７５ｂｐ
ｏｃｃｌｕｄｉｎ ５ＴＴＧＡＡＡＧＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＡＣＡＧＡ３） ５ＣＣＧＧＡＴＡＡＡＡＡＧＡＧＴＡＣＧＣＴＧＧ３ １２０ｂｐ
ｃｌａｕｄｉｎ ５ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＡＴＣＧＴＧＡＣＣＧ３ ５ＡＧＧＡＧＴＣＧＡＡＧＡＣＴＴＴＧＣＡＣＴ３ ２３０ｂｐ
１８Ｓ ５ＧＧＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡ３ ５ＧＣＡＡＴＴＡＴＴＣＣＣＣＡＴＧＡＡＧ３ １０４ｂｐ
βａｃｔｉｎ ５ＣＴＣＣＡＧＡＧＣＡＣＣＧＡＧＡＧＣＴＡ３ ５ＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣ３ ３３１ｂｐ
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表３　免疫荧光所用抗体

名称 种属 稀释比例 产品编号

ＺＯ１ＰｏｌｙｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ ｒａｂｂｉｔ １∶１００ ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ４０２２００
ＯｃｃｌｕｄｉｎＰｏｌｙｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ ｒａｂｂｉｔ １∶２５０ ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ４０４７００
Ｃｌａｕｄｉｎ１ＰｏｌｙｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ ｒａｂｂｉｔ １∶１００ ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ７１７８００
山羊ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧＨ＆Ｌ（Ｃｙ３） Ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ １∶１０００ ａｂｃａｍａｂ６９３９
山羊ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８） Ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ １∶１０００ ａｂｃａｍａｂ１５００７７

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析，方差齐性用最小显著差法（ＬｅａｓｔＳｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）作两两比较，方差齐，符合正态
分布的用单因素方差分析，数据用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，以 Ｐ＜００５为差异有统计学意义。方
差不齐或者不符合正态分布的用非参数检验，非参

数检验用中位数（四分位间距）表示，即ｍｅｄｉａｎ（Ｑ３
Ｑ１），以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　实验小鼠一般情况　实验过程中小鼠状态良
好。造模小鼠体质量较对照小鼠增长迅速，１７周末
实验结束时，模型组小鼠体质量显著高于正常组

（Ｐ＜００１），ＢＺＬ方干预后小鼠体质量较模型组降
低（Ｐ＜００５）。每只小鼠平均每周进食量无统计学
意义。模型组小鼠肝体比较正常组升高（Ｐ＜００５），
ＢＺＬ方组较模型组显著降低（Ｐ＜００１）。见表４。
２２　ＢＺＬ方对ＮＡＳＨ小鼠肝损伤的作用
２２１　肝组织病理　肝组织 ＨＥ染色可见正常组
小鼠肝小叶结构清晰，肝索排列整齐。模型组小鼠

肝细胞出现明显的细胞肿胀，胞质内出现脂肪空泡，

伴有肝细胞气球样变，部分汇管区、小叶内可见炎细

胞浸润。ＢＺＬ方组小鼠肝细胞脂肪变性及气球样变

改变明显减轻，偶见炎细胞。天狼猩红染色可见正

常组小鼠肝组织内仅在血管壁、汇管区有少量胶原

纤维存在；模型组小鼠肝小叶汇管区可见胶原纤维

增粗扩张，窦周可见少量胶原纤维增生；ＢＺＬ方组肝
小叶胶原增生较模型组不明显。ＳＡＦ积分提示模型
组小鼠肝组织脂肪变、活动度积分均较正常组明显

升高（Ｐ＜００１），证实存在肝细胞脂肪变，合并气球
样变和小叶内炎性反应，符合 ＮＡＳＨ的诊断。同时
纤维化积分较正常组显著增高（Ｐ＜００１），根据指
南关于 ＮＡＳＨ的定义提示为纤维化性 ＮＡＳＨ（Ｆ２）。
ＢＺＬ方组小鼠肝组织脂肪变与活动度积分均较模型
组明显减轻（Ｐ＜００１），纤维化程度较模型组减轻
（Ｐ＜００５），符合早期 ＮＡＳＨ（Ｆ１）的诊断。见图１、
表５。

表４　各组小鼠１７周末一般情况（珋ｘ±ｓ）

组别
体质量

（ｇ）
进食量

［ｇ／（只·周）］
肝体比

（％）
正常组（ｎ＝９） ３２５５±１９６ １９１±１６２ ３５４±０２４
模型组（ｎ＝９） ５０８０±３１９ ２１３±１６１ ４３３±０９８

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ４７１８±３５３△ ２０２±３３６ ２７５±０１８△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５；与模型组比较，△△Ｐ

＜００１，△Ｐ＜００５

图１　各组小鼠肝组织病理变化（×２００）
　　注：Ａ．ＨＥ染色；Ｂ．天狼猩红染色
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表５　各组小鼠肝组织病理ＳＡＦ积分

组别 Ｓ（脂肪变） Ａ（活动度） Ｆ（纤维化）

正常组（ｎ＝９） ０（０） １（１） ０（０）
模型组（ｎ＝９） ３（０） ４（１） ２（０５）

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） １（１）△△ １（２）△△ １（０５）△

　　注：表格以中位数（四分位间距）表示，与正常组比较，Ｐ＜

００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２２２　血浆ＡＬＴ、ＧＧＴ活性及肝组织 ＴＧ含量　与
正常组比较，模型组小鼠血浆 ＡＬＴ、ＧＧＴ活性均明
显升高（Ｐ＜００１）；ＢＺＬ方组小鼠的血浆 ＡＬＴ、ＧＧＴ
活性较模型组降低（Ｐ＜００５）。模型组肝组织 ＴＧ
含量显著高于正常组（Ｐ＜００１），ＢＺＬ方组肝组织
ＴＧ含量较模型组显著降低（Ｐ＜００１）。见表６。

表６　各组小鼠血浆ＡＬＴ、ＧＧＴ活性，肝组织ＴＧ含量（珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＧＧＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＧ（ｍｇ／ｄｌ）

正常组（ｎ＝９） ４８６±２５１ １５６７±２６５ １２９４±４１５
模型组（ｎ＝９） ３６７９±２７２２３７９１±７９３３０６７±８６２

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ８７１±５４８△ ２４７３±７８１△ １９９９±５９４△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ

＜００１

２２３　肝组织Ｉ型和ＩＶ型胶原ｍＲＮＡ表达　与正
常组比较，模型组小鼠肝组织 ＣｏｌＩ及 ＣｏｌＩＶｍＲＮＡ
表达明显升高（Ｐ＜００１），ＢＺＬ方组较模型组显著
下降（Ｐ＜００１）。见表７。
２３　ＢＺＬ方对ＮＡＳＨ小鼠肝组织内毒素受体及炎
性反应因子ｍＲＮＡ表达的作用　与正常组比较，模
型组小鼠肝组织内毒素受体 ＣＤ１４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ表
达明显升高（Ｐ＜００１），ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
升高（Ｐ＜００５）。ＢＺＬ方组肝组织 ＣＤ１４、ＴＬＲ４、
ＴＬＲ９ｍＲＮＡ表达较模型组显著降低（Ｐ＜００１），同

时ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达较模型组也降低（Ｐ＜００５）。
与正常组比较，模型组肝组织炎性反应因子 ＩＬ１β、
ＴＮＦαｍＲＮＡ表达较正常组升高（Ｐ＜００５），ＢＺＬ
方组较模型组降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。见表８。
２４　ＢＺＬ方对血浆内毒素 ＬＰＳ的影响　模型组小
鼠血浆ＬＰＳ含量高于正常组（Ｐ＜００５）。ＢＺＬ方组
小鼠血浆 ＬＰＳ含量较模型组降低（Ｐ＜００５）。见
表９。
２５　ＢＺＬ方对ＮＡＳＨ小鼠肠黏膜损伤的作用
２５１　肠组织 ＨＥ染色　各组小鼠小肠和大肠组
织ＨＥ染色未见明显病理改变。见图２。
２５２　大肠组织紧密连接 ｍＲＮＡ表达　与正常组
比较，模型组小鼠大肠组织 ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ
ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜００１），ＢＺＬ方组小鼠大
肠组织ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达较模型组显著升高
（Ｐ＜００１），ｃｌａｕｄｉｎｍＲＮＡ表达无明显统计学意义。
见表１０。
２５３　大肠组织紧密连接蛋白表达　免疫荧光染
色观察发现，模型组小鼠大肠组织紧密连接蛋白ｚｏ
１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ阳性染色较正常组弱、不连续，ＢＺＬ方组
小鼠大肠组织紧密连接蛋白ｚｏ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ阳性染色
较模型组更强。紧密连接蛋白 ｃｌａｕｄｉｎ阳性染色各
组间未见明显统计学意义。见图３。

表７　各组小鼠肝组织Ｉ型和ＩＶ型胶原ｍＲＮＡ表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ＣｏｌＩｍＲＮＡ相对荧光值 ＣｏｌＩＶｍＲＮＡ相对荧光值

正常组（ｎ＝９） １００±０８２ １００±０４８
模型组（ｎ＝９） ７４６±２８２ ３２６±１０４

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ０８１±０６６△△ ０５５±０３５△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１

图２　各组小鼠肠组织病理变化（ＨＥ染色，×２００）
　　注：Ａ小肠组织；Ｂ大肠组织
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表８　各组小鼠肝组织内毒素受体及炎性反应因子ｍＲＮＡ表达（珋ｘ±ｓ）

组别
ＣＤ１４ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＴＬＲ１ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＴＬＲ２ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＴＬＲ９ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＩＬ１βｍＲＮＡ
相对荧光值

ＴＮＦαｍＲＮＡ
相对荧光值

正常组（ｎ＝９） １００±０６７ １００±０６２ １００±０３９ １００±０５６ １００±０２２ １００±０５４ １００±０８７
模型组（ｎ＝９） ３７２±１６２ ２８８±１４１ １８８±０７１ ２５７±１９０ ５４６±３１４ ２４９±１９５ １９４±１１３

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ０６３±０４０△△ １０１±０３５△△ １５３±０２７ １０６±０３２△ ２２８±１５８△△ ０６２±０４９△△ １５１±０４９△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表９　各组小鼠血浆ＬＰＳ含量（珋ｘ±ｓ）

组别 血浆ＬＰＳ含量（ＥＵ／ｍＬ）

正常组（ｎ＝９） ２３９７±６０８
模型组（ｎ＝９） ９４４０±３１２５

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ４１５８±１０８３△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表１０　各组小鼠大肠组织紧密连接ｍＲＮＡ表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ｚｏ１ｍＲＮＡ相对荧光值 ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ相对荧光值 ｃｌａｕｄｉｎｍＲＮＡ相对荧光值

正常组（ｎ＝９） １００±０１３ １００±０１０ １００±０３２
模型组（ｎ＝９） ０４２±０１４ ０３９±０１４ ０３８±００７

ＢＺＬ方组（ｎ＝９） ０９６±０２６△△ １２９±０４２△△ ０５１±０２１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１

图３　各组小鼠大肠组织紧密连接（免疫荧光染色，×６００）
　　注：Ａｚｏ１；Ｂｏｃｃｌｕｄｉｎ；Ｃｃｌａｕｄｉｎ
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３　讨论
ＮＡＳＨ引起的肝硬化已经越来越多的成为肝移

植的一种常见适应证，这与 ＮＡＳＨ伴随的肝纤维化
密切相关。肝纤维化可以独立于其他因素预测

ＮＡＦＬＤ的预后［１２］，一项 ＮＡＦＬＤ患者的纵向研究中
也证实，ＮＡＳＨ中患者中，与长期总体死亡率及肝移
植相关的是纤维化，而不是其他组织学特征［１３］。此

外，如果一个 ＮＡＳＨ患者不伴有纤维化，未来１０～
２０年内发生死亡或肝相关并发症（如腹水，静脉曲
张，肝性脑病）的可能性较低［４］，故 ＮＡＳＨ防治中需
重视组织学中纤维化的评估。ＳＡＦ积分系统引入了
“纤维化”这一组分，被新近更新的诸多指南推荐用

于ＮＡＳＨ肝组织病理学的评判，且更优于ＮＡＳ评分
系统［１］。该积分一方面将肝纤维化程度单独评估

可以更加精确评估预后；另一方面，将 ＮＡＳ评分中
的小叶炎性反应与气球样合并，为疾病活动度评价

提供了更大空间［１４］。

本研究再次验证了 ＢＺＬ方对于高脂饮食诱导
的ＮＡＳＨ的药效。同时发现，高脂饮食１７周，小鼠
肝小叶已能观察到汇管区胶原纤维的扩张及窦周纤

维组织沉积较正常组小鼠增加，胶原组织 ｍＲＮＡ检
测结果也与之相符，ＳＡＦ积分提示处于 ＮＡＳＨ合病
纤维化（Ｆ２）。ＢＺＬ方干预后，肝组织 ＮＡＳＨ病变明
显减轻，胶原沉积也有所减轻。

肠道与肝脏在解剖上通过门静脉相连。完整的

肠黏膜屏障可以阻止肠源性抗原物质（如细菌及其

产物）进入血循环。紧密连接位于肠上皮的顶端，

由相邻肠细胞的连接蛋白 ｚｏ１，ｏｃｃｌｕｄｉｎ，ｃｌａｕｄｉｎ等
组成，是肠黏膜屏障的最重要组成部分。完整的紧

密连接既可以有选择性的允许营养物质的运输，又

可以防止肠腔内有害物质进入循环［１５］。研究［１６１９］

显示，ＮＡＦＬＤ患者和动物模型中均存在肠黏膜损
伤，在ＮＡＦＬＤ小鼠中加重肠黏膜损伤，则其肝组织
损伤（ＮＡＳＨ、肝纤维化）可进一步加重。在前期研
究中我们发现，高脂饮食１６周即可诱导ＮＡＳＨ小鼠
合病肠黏膜损伤［７］，在本研究中虽然在 ＮＡＳＨ小鼠
肠组织ＨＥ染色中未观察到明显的病理变化，但血
浆ＬＰＳ水平上升。ＬＰＳ来源于肠道中的革兰氏阴性
菌，肠源性ＬＰＳ可透过损伤的肠黏膜屏障进入血循
环。进一步观察到ＮＡＳＨ小鼠肠组织紧密连接蛋白
表达较正常组明显下调，上述改变均提示了肠黏膜

损伤。ＢＺＬ方作用后，血浆ＬＰＳ水平下降，大肠组织
紧密连接ｚｏ１，ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达均较模型组有所恢复，
提示 ＢＺＬ方对 ＮＡＳＨ小鼠肠黏膜屏障具有保护

作用。

Ｔｏｌｌ样受体家族是ＮＡＳＨ中最主要的识别肠源
性细菌产物的受体家族［２０２１］，其中，ＴＬＲ４／ＣＤ１４受
体特异性识别革兰氏阴性菌产物 ＬＰＳ，ＴＬＲ１与
ＴＬＲ２则介导宿主对革兰氏阳性菌的应答，ＴＬＲ９可
识别双链细菌 ＤＮＡ［２２］。特异性 ＴＬＲｓ激活后，细胞
内级联反应发生［２３２４］，分泌参与炎性反应和细胞死

亡的生物活性细胞因子如ＩＬ１β和ＴＮＦα等进一步
加重肝损伤，并可能激活肝星状细胞，进而引发肝纤

维化。本研究中，模型组小鼠肝组织 ＴＬＲｓ受体及
炎性反应因子ｍＲＮＡ表达升高，部分提示了肝组织
中肠源性细菌产物的暴露，ＢＺＬ方对肝组织 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４、ＣＤ１４、ＴＬＲ９及 ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达均有
下调作用，提示ＢＺＬ方可抑制肠源性细菌产物诱导
的ＴＬＲｓ激活而产生炎性反应因子，该作用与其抗
ＮＡＳＨ的药理效应密切相关。

目前针对ＮＡＳＨ缺乏理想药物。胰岛素增敏剂
吡格列酮虽对ＮＡＳＨ患者生化学指标和肝组织病变
均有改善作用，但考虑长期应用的安全性，目前仅推

荐用于ＮＡＳＨ合并２型糖尿病患者的治疗［２５２６］。有

研究发现维生素Ｅ８００Ｕ／ｄ口服２年可以使无糖尿
病的ＮＡＳＨ成人血清氨基酸转移酶恢复正常，肝脂
肪变和炎性反应损伤得到改善［２７］。然而长期大剂

量使用维生素 Ｅ的安全性尚不明确［１］。奥贝胆酸

显著减轻ＮＡＳＨ患者肝纤维化程度，但是该药对脂
代谢有不良影响，可导致皮肤瘙痒，且其有效性还需

更多的临床试验验证［１］。中医药治疗 ＮＡＦＬＤ有其
特色，中药复方多途径、多靶点的药理作用特性也与

多脏器、多通路参与其中的ＮＡＦＬＤ复杂的发病机制
相契合，中医药治疗ＮＡＦＬＤ的药效和药理机制值得
深入的研究和挖掘。

ＢＺＬ方为临床治疗 ＮＡＦＬＤ有效经验方———祛
湿化瘀方基础上筛选得到的有效成分复方，组方相

对简单，成分明确，药理效应得到验证。本研究证实

ＢＺＬ方对高脂饮食诱导的小鼠ＮＡＳＨ模型具有良好
的治疗作用，该药理效应与其保护肠黏膜、抑制 ＬＰＳ
肠渗漏及肝组织中肠源性细菌产物相应受体和炎性

反应因子密切相关。

然而 ＢＺＬ方是通过何种机理保护肠上皮细胞
间紧密连接进而保护肠黏膜屏障仍需深入研究。此

外，白术多糖、栀子苷和绿原酸分别在其中起到何

种作用及其相互之间的影响是今后深入研究的关键

问题，以期进一步解析 ＢＺＬ方作用机制和配伍特
点。
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