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摘要　目的：从肠道紧密连接及黏附连接角度探讨柔肝固肠方改善慢性酒精性肝损伤大鼠肠道通透性的作用机制。方
法：ＬｉｅｂｅｒＤｅＣａｒｌｉ酒精液体饲料饲养６周诱导大鼠慢性酒精性肝损伤模型。３０只 ＳＤ雄性大鼠，随机分无酒精液体饲料
对照组（对照组，ｎ＝１０）和酒精液体饲料造模组（ｎ＝２０），造模第４周将造模组大鼠随机分模型组（ｎ＝１０），柔肝固肠方组
（ｎ＝１０），并开始灌胃给柔肝固肠方或蒸馏水直至６周末，取材前３５ｈ各组以１０ｍｇ／ｋｇ的内毒素（ＬＰＳ）灌胃。取材后检
测：１）血清ＡＳＴ、ＡＬＴ活性变化；２）通过门脉血浆内毒素含量测定判断小肠通透性变化；３）小肠组织电镜超微结构观察；４）
小肠紧密连接蛋白ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白与 ｍＲＮＡ表达变化；５）小肠黏附连接蛋白 βＣａｔｅｎｉｎ和 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达。结
果：１）柔肝固肠方可显著降低模型大鼠显著升高的ＡＳＴ水平（Ｐ＜００５）；２）柔肝固肠方可降低模型大鼠显著升高的小肠
通透性，柔肝固肠方组血浆内毒素含量显著低于模型组；３）电镜结果显示柔肝固肠方可显著改善ＬｉｅｂｅｒＤｅＣａｒｌｉ酒精饲料
喂养大鼠小肠黏膜表面微绒毛局灶性减少、变短、稀疏，排列不规则，同微绒毛相连的细胞终末网变性模糊等病理改变；４）
柔肝固肠方可显著升高酒精饲料喂养肝损伤大鼠小肠组织紧密连接蛋白ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白与ｍＲＮＡ表达及黏附连接蛋
白βＣａｔｅｎｉｎ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达。结论：柔肝固肠方通过改善肠上皮紧密连接及黏附连接改善慢性酒精性肝损伤大
鼠肠道通透性改变。

关键词　酒精性肝损伤；柔肝固肠方；肠道通透性；紧密连接；黏附连接
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　　酒精性肝病（ＡｌｃｏｈｏｌｉｃＬｉｖｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＡＬＤ）是由
于长期大量饮酒所导致的肝脏疾病。近些年来，研

究证实肠道屏障功能障碍与酒精性肝损伤关系密

切，酒精所致肠道通透性改变血中内毒素升高是形

成酒精性肝病“二次攻击”理论的核心要素之

一［１－２］。改善酒精所致的肠道屏障损伤，减少肠源

性内毒素入血，为治疗ＡＬＤ的重要和有效途径。
“饮食所伤”是酒精性肝病中医学重要的病因

学说之一，调理脾胃运化功能是中医药治疗酒精性

肝病的主要治法治则［３］。笔者所在研究所根据健脾

活血立法创立的由白术、茯苓、白芍、泽泻等组成的

“健脾活血方”临床治疗酒精性肝损伤疗效显著，近

１０多年来系列研究证实其通过改善肠道通透性、抗
内毒素二次攻击以及抗脂质过氧化等多途径发挥抗

酒精诱导的大鼠肝损伤的作用［４－６］。前期研究提示

白芍、五味子及泽泻三味药（命名为“柔肝固肠方”）

是健脾活血方８味中药中改善小肠通透性改变的主
效应中药组合［７］。本研究采用 ＬｉｅｂｅｒＤｅｃａｒｌｉ酒精
饮料诱导的大鼠酒精性损伤模型，从肠道紧密连接

及黏附连接角度探讨柔肝固肠方改善慢性酒精性肝

损伤大鼠肠道通透性的作用机制。

１　实验材料
１１　动物　ＳＤ雄性大鼠，ＳＰＦ级，体重１３０～１６０ｇ，
３０只，合格证号 ＳＣＫＣ沪２００８００１６，购自上海必凯
实验动物有限公司。特制笼具单笼饲养于上海中医

药大学实验动物中心。特制Ｒｉｃｈｔｅｒ饲料瓶（负压饲
料瓶）予大鼠自动饮用液体饲料。

１２　药物　柔肝固肠方由白芍、五味子、泽泻组成。
五味子加７０％乙醇提取２次，过滤，回收乙醇；泽泻、
白芍分别水提，滤液冷藏备用，临用前将三种药混合

配成悬浊液。给药时配制成１０ｍＬ／ｋｇ鼠重的灌胃
液。中药购自上海华宇药业有限公司，上海中医药

大学科技中心制备。

１３　试剂　血清丙氨酸氨基转移酶（ＡｌａｎｉｎｅＡｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（Ａｓｐａｒｔａｔｅ
Ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）测定试剂盒购自南京建成生
物制 品 研 究 所；内 毒 素 检 测 试 剂 盒 （货 号

２１０８０３０９Ｃ／ＢＵ０２０９）购自美国ＡＣＣ公司；ＺＯ１多克
隆抗体 （货号 ＳＣ１０８０４）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（货号 ｓｃ
７８７０），购自ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ多克隆抗体（货

号ａｂ３１７２１），购自 ａｂｃａｍ公司；ａｔｕｂｌｉｎ多克隆抗体
（货号 ２２５１１），购自 ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ公司。βＣａｔｅｎｉｎ
抗体（货号９５８２Ｓ），购自ＣＳＴ公司；柱式小量总ＲＮＡ
抽提试剂盒，购自上海华舜生物工程有限公司；ｃＤ
ＮＡ合成试剂盒，购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；引物由ＴＡＫＡ
ＲＡ公司设计、上海生工生物工程技术服务有限公司
合成。荧光定量ＰＣＲ试剂盒，购自ＴＡＫＡＲＡ公司产
品；引物序列及片段长度如下（表１）。

表１　引物序列及片段长度

基因 引物序列 片段大小

Ｚｏ１
５ＣＡＣＣＡＧＡＣＣＡＴＧＣＴＴＣＡＧＴＧＡＧＡ３（Ｆ）
５ＧＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＴＣＡＣＡＧＧＡ３（Ｒ）

１５１ｂｐ

ｏｃｃｌｕｄｉｎ
５ＧＴＣＴＴＧＧＧＡＧＣＣＴＴＧＡＣＡＴＣＴＴＧ３（Ｆ）
５ＧＣＡＴＴＧＧＴＣＧＡＡＣＧＴＧＣＡＴＣ３（Ｒ）

１７４ｂｐ

βａｃｔｉｎ
５ＴＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡ３（Ｆ）
５ＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣ３（Ｒ）

３３１ｂｐ

２　方法
２１　模型制备　ＬｉｅｂｅｒＤｅＣａｒｌｉ酒精性大鼠肝损伤
模型制备及取材方法，参照本课题组已发表文献［４］。

２２　分组与给药　大鼠３０只，随机分无酒精液体
饲料对照组（对照组，ｎ＝１０）和酒精液体饲料造模
组（造模组，ｎ＝２０），造模第４周将造模大鼠随机分
模型组（ｎ＝１０），柔肝固肠方组（ｎ＝１０），柔肝固肠
方组在给予酒精饲料的同时，灌胃给予１ｍＬ／１００ｇ
体重药物，１次／ｄ，模型组、对照组按相同标准灌胃
给予饮用水。

２３　观察指标及方法　１）血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ活性，赖
氏法。２）小肠通透性通过门静脉血浆内毒素含量检
测判定（鲎试剂法）。３）小肠组织电镜超微结构观
察。４）小肠紧密连接蛋白 ＺＯ１及 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白及
ｍＲＮＡ表达变化，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ）和 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法。５）小肠黏附连接蛋白 βＣａｔｅ
ｎｉｎ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达，ＷＢ方法。
２４　统计学分析　使用 ＳＰＳＳ２００软件包进行统
计学分析。计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较使
用单因素方差分析，Ｐ＜００５表明差异有统计学意
义。

３　结果
３１　各组大鼠死亡情况、进食量、体重变化　造模
开始及结束时各组大鼠体重均无统计学意义（Ｐ＞
００５）（见表２）；在造模过程中各组大鼠进食量无统
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计学意义（Ｐ＞００５）（见表２），其所摄入的乙醇量
和热卡也大致相等，排除了饮食及乙醇量的差异对

实验结果的影响；造模第６周柔肝固肠方组有１只
大鼠因灌胃不当意外死亡。

表２　各组大鼠体重及进食量（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 进食总热卡（ｋｃａｌ） 造模结束体重（ｇ）

无酒精饲料对照组 １０ ２０２９±８５ ２５６４±９７
酒精饲料模型组 １０ ２０００±１０４ ２６１５±１４７
柔肝固肠方组 ９ １９９６±１１９ ２６０８±１３１

３２　柔肝固肠方对慢性酒精性肝损伤大鼠血清
ＡＳＴ、ＡＬＴ的影响　与对照组相比，模型组血清
ＡＬＴ、ＡＳＴ活性显著升高；与模型组相比，柔肝固肠
方组能显著降低血清ＡＳＴ活性。（见表３）。

表３　各组大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

对照组 １０ ９１４７±８５２ １４９８±７５２
模型组 １０ １０６９２±１５３３ ３５６５±８１２

柔肝固肠方组 ９ ８５５４±１２３１＃＃ ３５４４±１０９４

　　注：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５，ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜００１，ｖｓ模型组。

３３　柔肝固肠方对慢性酒精性肝损伤大鼠肠道通
透性（门静脉血浆内毒素含量）的影响　模型组大
鼠门静脉血浆内毒素含量较对照组组明显升高（Ｐ
＜００５），柔肝固肠方组门静脉血浆内毒素含量有显
著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）（表４）

表４　各组大鼠门静脉血浆内毒素含量（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 内毒素（Ｅｕ／ｍＬ）

对照组 １０ ０２１±０１８
酒精饲料模型组 １０ １４０±１０６

柔肝固肠方组 ９ ０３６±０３７＃＃

　　注：Ｐ＜００５，ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５，ｖｓ模型组。

３４　柔肝固肠方对慢性酒精性肝损伤大鼠小肠组
织超微结构的影响　对照组小肠黏膜超微结构未见
明显改变。模型组大鼠小肠黏膜表面微绒毛局灶性

减少、变短、稀疏，排列不规则。同微绒毛相连的细

胞终末网变性模糊。柔肝固肠方小肠黏膜表面上皮

细胞间各种连接结构较为清晰，微绒毛局灶性稀疏、

减少等有所改善，上皮细胞变性程度轻微。（图１）

图１　小肠电镜超微结构变化（１１５００倍）
　　注：Ｎ对照组，Ｍ模型组，Ｒ柔肝固肠方组。

３５　柔肝固肠方对对慢性酒精性肝损伤大鼠小肠
紧密连接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ表达的
影响　与对照组相比，模型组小肠ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋
白表达显著降低；柔肝固肠方组ＺＯ１蛋白表达较模
型组均显著升高。（图２）

与对照组相比，模型组小肠组织 ＺＯ１ｍＲＮＡ表
达无显著变化，ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达显著降低，柔肝
固肠方组 ＺＯ１、ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达均显著升高。
（表５）

图２　各组小肠ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达情况
　　注：Ｎ：对照组，Ｍ：模型组，Ｒ：柔肝固肠方组。

表５　各组大鼠小肠组织ＺＯ１、ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ表达（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＺＯ１ｍＲＮＡ
相对荧光值

ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ
相对荧光值

对照组 ３ １５３±０１６ ０９３±００８
模型组 ３ １１７±０１４ ０６４±００７

柔肝固肠方组 ３ ２５４±０１９＃ ０９１±０１９＃

　　注：Ｐ＜００１，ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５，ｖｓ模型组。

３６　柔肝固肠方对小肠黏附连接蛋白βＣａｔｅｎｉｎ、Ｅ
Ｃａｔｅｎｉｎ影响　与对照组相比，模型组小肠 βＣａｔｅ
ｎｉｎ、ＥＣａｔｅｎｉｎ蛋白表达均显著降低；柔肝固肠方组
较模型组均显著升高。（图３）

图３　各组小肠βＣａｔｅｎｉｎ、ＥＣａｔｅｎｉｎ蛋白表达情况
　　注：Ｎ：对照组，Ｍ：模型组，Ｒ：柔肝固肠方组

４　讨论
ＡＬＤ发病原因明确，为过量摄入乙醇所致。乙

醇所致血中内毒素升高是形成酒精性肝病（ＡＬＤ）
“二次攻击”理论的要素之一。乙醇导致肠道黏膜

屏障的破坏，形成肠渗漏被认为是乙醇诱导的内毒

素血症的主要原因，因此通过改善肠道屏障功能抑

制内毒素升高是ＡＬＤ治疗学上的重要策略［２］。

柔肝固肠方是临床治疗 ＡＬＤ有效经验方健脾
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活血方中改善小肠通透性改变的主效应中药组

合［７］，研究证实其可减轻酒精性肝损伤，且其改善小

肠通透性有优于健脾活血方的趋势。但其通过何种

机制改善肠道屏障功能尚不明了，有必要进一步深

入研究。

肠道屏障功能是指能防止肠腔内有害物质如细

菌及毒素等穿过肠黏膜进入体内其他组织器官和血

液循环的结构和功能，主要由肠道黏膜的机械屏障、

免疫屏障、化学屏障和生物屏障四部分组成［８］。机

械屏障是其中最重要的部分，小肠上皮机械屏障功

能主要由上皮细胞细胞间连接复合物包括紧密连接

和黏附连接提供［９］。其中紧密连接是调节细胞间通

透性的细胞间连接复合物中最重要的组分，是防御

异物入血的第一道防线［１０］。紧密连接［１０－１１］是由超

过５０种蛋白质组成的结构复杂的复合体，通过连接
与细胞骨架结构连接的复合物蛋白构成紧密连接复

合物来吻合封闭细胞间隙。紧密连接胞内蛋白主要

是ＺＯ１蛋白，其起到桥梁的作用。一方面，ＺＯ１自
身的Ｃ末端同肌动蛋白骨架系统相连接，另一方面，
ＺＯ１通过鸟苷酸激酶样（ＧＵＫ）结构域的保守序列，
与紧密连接的跨膜蛋白蛋白如 Ｏｃｃｌｕｄｉｎｓ蛋白的 Ｃ
末端连接。最终，将 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白和肌动蛋白骨架
系统连接在一起，构成稳定的连接系统。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白是主要集中于紧密连接纤维内相对分子质量约

为６５０００的Ⅱ型跨膜蛋白，其蛋白的胞外环型结构
及跨膜结构主要参与肠壁通透性的调节。紧密连接

蛋白的破坏会导致肠道通透性增高，使大分子物质，

如内毒素、病原体等从肠腔进入血液。黏附连接［１２］

为肠道机械屏障的另一重要组成部分。一般于上皮

细胞顶侧面的紧密连接下方形成粘合带（Ａｄｈｅｓｉｏｎ
Ｂｅｌｔ）。在粘合带处相邻细胞的间隙约１５～２０ｎｍ。
间隙中的粘合分子为 Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）。粘
合带处的质膜下方有与质膜平行排列的肌动蛋白

束，钙粘蛋白通过附着 β连锁蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）等连
锁蛋白、粘着斑蛋白（Ｖｉｎｃｕｌｉｎ）、α辅肌动蛋白（α
ａｃｔｉｎｉｎ）和片珠蛋白（Ｐｌａｋｏｓｌｏｂｉｎ）与肌动蛋白束相结
合。于是，相邻细胞中的肌动蛋白丝束通过钙粘蛋

白和附着蛋白编织成了一个广泛的网络，把相邻细

胞联合在一起。近来研究发现乙醇代谢产物乙醛可

通过介导Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ与βｃａｔｅｎｉｎ的酪氨酸磷酸化而
且破坏黏附连接蛋白。

本研究运用ＬｉｅｂｅｒＤｅｃａｒｌｉ酒精饲料喂养大鼠６
周诱导慢性酒精性肝损伤模型，并参照文献方法［５］，

于动物处死前３５ｈ给予内毒素灌胃，取材后测定

门静脉血浆血内毒素含量以评价肠道通透性。结果

显示模型大鼠门静脉血浆内毒素含量较无酒精饲料

对照大鼠显著升高，说明该模型中肠渗漏发生，存在

肠道屏障受损。小肠组织电镜超微结构也显示酒精

饲料喂养大鼠出现小肠黏膜表面微绒毛局灶性减

少、变短、稀疏，排列不规则，同微绒毛相连的细胞终

末网变性模糊等病理改变。同时，ＷＢ研究结果显
示模型大鼠小肠组织紧密连接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
及黏附连接蛋白 βＣａｔｅｎｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达均
显著低于无酒精饲料对照大鼠，提示小肠上皮紧密

连接与黏附连接的破坏是该慢性酒精性肝损伤模型

肠道通透性升高的主要原因。经中药柔肝固肠方治

疗后，模型大鼠血清 ＡＳＴ显著降低同时伴有肠道通
透性关键指标———血浆门静脉内毒素含量的显著降

低及小肠黏膜超微结构的好转，提示改善肠通透性

抑制内毒素血症是该方有效治疗酒精性肝损伤的重

要机制之一。进一步检测该方对小肠上皮紧密连接

与黏附连接关键蛋白的影响，结果显示无论紧密连

接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ还是黏附连接蛋白 βＣａｔｅ
ｎｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ经过柔肝固肠方治疗后蛋白表达均
较模型组显著升高，提示缓解慢性酒精摄入导致的

肠上皮细胞紧密连接及黏附连接破坏是该方修复肠

道黏膜机械屏障、改善肠道通透性的主要机制。

综上所述，柔肝固肠方可通过修复肠上皮细胞

紧密连接及黏附连接而改善酒精性肠道通透性改变

起到防治 ＡＬＤ的作用。这为该方临床运用与新药
开发提供科学依据同时，也为从“肝 －肠轴”角度开
展中医药防治酒精性肝病的研究提供可借鉴的思路

与方法。
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明显加重。

如前所述，测定肝糖原的方法很多，其中蒽酮法

受试剂、温度、方法稳定性差等因素的影响，结果重

现性不好，而且使用试剂多，溶液配制和操作过程复

杂。氧化酶法检测肝糖原含量的方法优于蒽酮法。

其操作简便，结果稳定、重复性好，适合不同动物模

型肝糖原含量的检测。但是若不用缓冲液调整水解

液的ｐＨ值，直接用碱中和则往往会出现中和不足
或过量的问题，很难掌握好中和点［１３］。而且蒽酮法

与氧化酶法均不适合肝糖原原位检测。ＰＡＳ染色
法［５］是目前采用较多的肝糖原原位染色检测，常规

ＰＡＳ染色法采用乙醇 －醋酸 －氯仿固定液（卡诺固
定液），能较好地保存糖原，但有使糖原流动到细胞

一侧甚至漏出的现象，一般认为是由于固定剂把细

胞内的糖原推向固定剂对组织浸透的方向而造

成［１４］，与本实验中常规ＰＡＳ染色肝糖原偏向肝细胞
一侧并减少的显示结果一致。近期我们采用糖原染

液试剂盒，简化实验流程，肝组织不采用卡诺固定液

固定直接冰冻切片，成功原位检测肝组织糖原表达

位置与水平，肝糖原均匀分布于整个肝细胞，肝糖原

阳性染色明显强于常规 ＰＡＳ染色。大鼠皮下注射
ＣＣｌ４后可使肝细胞产生化学性损伤，因此肝细胞对
葡萄糖的摄取减少，肝糖原的合成亦相应减少。本

研究结果提示ＣＣｌ４染毒２周后大鼠体重明显减轻、
ＡＬＴ与ＡＳＴ活性明显升高，ＴＢｉｌ含量明显增加，Ａｌｂ
含量明显降低，ＨＥ染色可见肝细胞脂肪变变、气球
样变化明显，提示ＣＣｌ４染毒成功诱导大鼠急性肝损
伤。常规ＰＡＳ染色与改良ＰＡＳ染色均提示，模型组
大鼠肝糖原面积较正常组大鼠明显减少。由于以往

操作方法经常出现实验结果不理想，为此本实验取

材于急性肝损伤的大鼠肝脏，参照常规 ＰＡＳ染色
法，对实验中肝糖原染色方法的固定作了探索性的

改进，即采用肝组织冰冻切片，无须卡诺固定液固

定，大大节省实验流程与时间，同时，更好的保留肝

组织糖原，本实验结果表明改良 ＰＡＳ染色法切实可
行，肝糖原阳性染色面积更符合急性肝损伤的程度。
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