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摘要　目的：观察茵陈蒿汤对胆汁瘀积性肝纤维化大鼠肝组织内质网应激 ｃａｓｐａｓｅ１２通路的影响，探讨茵陈蒿汤抗胆汁
瘀积性肝纤维的作用机制。方法：将３５只ＳＤ大鼠分为假手术组和造模组，采用胆总管结扎法复制胆汁瘀积性肝纤维化
大鼠模型，１周后将造模组动物分为模型组和中药组，中药组予以３５ｇ／ｋｇ茵陈蒿汤灌胃，４周后处死动物，ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染
色观察肝脏组织病理学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠肝脏ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达变化。结果：肝脏组
织病理学变化显示模型组大鼠肝纤维化程度较假手术组明显增加（Ｐ＜００５），中药组大鼠肝纤维化程度较模型组减轻（Ｐ
＜００５），但仍重于假手术组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，模型组肝脏 ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白的表达与假手术组相
比显著升高（Ｐ＜００１），中药组较模型组ｅＩＦ２α和Ｃａｓｐａｓｅ１２明显降低（Ｐ＜００１）。结论：抑制 ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２的活
化，从而减少肝细胞凋亡，进而抑制内质网应激在胆汁瘀积性肝纤维化中的促进作用，是茵陈蒿汤抗胆汁瘀积性肝纤维化

的作用机制之一。
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　　肝纤维化的发生发展与肝细胞的凋亡密切相
关，抑制肝细胞凋亡可有效地防止肝纤维化的进

展［１２］。内质网应激（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍＳｔｒｅｓｓ，
ＥＲＳ）与细胞凋亡及器官纤维化的发生发展关系密
切［３４］。Ｃａｓｐａｓｅ１２是 内 质 网 特 有 的 Ｃａｓｐａｓｅ，
Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化可诱发凋亡蛋白酶级联反应。茵
陈蒿汤有较好的保护肝细胞、抗肝纤维化作用［５６］，

本研究通过观察茵陈蒿汤对肝组织内质网应激

Ｃａｓｐａｓｅ１２通路的影响，进一步阐明茵陈蒿汤防治
肝纤维化的作用机制。

１　材料与方法
１１　动物及试剂　３５只ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质
量（１８０±２０）ｇ，由河北医科大学实验动物中心提
供。ＨＥ染液和Ｍａｓｓｏｎ染液购自福州迈新生物技术
公司；细胞组织裂解液 ＲＩＰＡ和蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ
购自上海碧云天公司；丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺
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购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２
和βａｃｔｉｎ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１２　药品制备　茵陈蒿汤《伤寒论》由茵陈１８ｇ，栀
子１２ｇ，大黄（去皮）６ｇ，根据《中药药理研究方法
学》大鼠剂量 ＝人剂量 ×３５（人转换因子）／６（大鼠
转换因子）计算出人鼠等效剂量为３５ｇ／ｋｇ。按传
统工艺制备成水煎剂，减压浓缩至０３５ｇ／ｍＬ备用。
１３　实验方法　将实验动物随机分为造模组（２５
只）和假手术组（１０只），采用胆管结扎法复制胆汁
瘀积性肝纤维化模型。术前禁食不禁水１２ｈ，用盐
酸氯胺酮肌肉注射进行麻醉（１００ｍｇ／ｋｇ），常规皮肤
消毒后，沿腹部正中线切开皮肤以充分暴露胆总管，

于胆总管远近端分别结扎后从中间离断，关腹；假手

术组仅开腹暴露并游离胆总管但不结扎，关腹。于

造模１周后，造模组随机分为模型组（１１只），中药
组（各１２只）。于４周末处死动物。按造模时方法
盐酸氯胺酮麻醉，腹主动脉采血，分离血清，－８０℃
冰箱保存。取全肝脏称重后，于肝右叶固定位置切

取１０ｃｍ×１０ｃｍ大小２块肝组织，中性甲醛溶液
固定，石蜡包埋后行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色；其余肝组织
于液氮中速冻后转移至－８０℃冰箱保存备用。
１４　病理学检查　将甲醛固定后的肝组织行石蜡
包埋，苏木精伊红（ＨＥ）染色和 Ｍａｓｓｏｎ三色胶原纤
维染色，４００倍光镜下观察肝组织病理变化。肝纤
维化程度参照文献［７］，每个“＋”记１分，总积分越
高，表明肝脏纤维化程度及病理损害越重。

１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肝组织 ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达　在缓冲液样品中将细胞裂解
进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。聚丙烯酰胺凝胶电泳后，电
转移法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ滤膜上。用５％的脱脂
牛奶封闭３ｈ，将膜用兔抗大鼠单克隆培养。免疫反
应性蛋白用增强的化学发光试剂显影。ＥＣＬ显色，
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定分析结果。采用 βａｃｔｉｎ作为
内参照，以光密度比值表示该蛋白相对表达水平。

１６　统计学方法　所有数据采用 ＳＰＳＳ１６０统计
软件进行分析，正态计量数据以（珋ｘ±ｓ）表示，等级资
料采用Ｆ检验，Ｐ＜００５为有统计学意义，计量计资
料采用单因素方差分析。

２　结果
２１　一般情况　模型组大鼠体质量较假手术组增
长缓慢，２ｄ后开始出现小便发黄，７ｄ后在尾巴、耳
朵、皮毛出现黄染，胆总管渐进性扩张，肝脏体积增

大，色泽黄染，第３～４周肝脏质地逐渐变硬，４周表
面呈桔皮样，弹性明显降低。有４只动物在造模后

第１周和第４周因消化道出血和腹水死亡。
２２　肝组织病理学变化　ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色显示，
假手术组大鼠肝细胞索以肝小叶中央静脉为中心呈

放射状排列，肝小叶结构清晰，有少量炎性细胞浸

润，无明显坏死，无胶原纤维增生；模型组肝索排列

紊乱，汇管区纤维结缔组织大量增生，增生的胆管上

皮细胞分化为小胆管，与纤维组织形成间隔，肝组织

结构破坏严重，大量胶原组织沉积形成纤维间隔，可

见假小叶形成；中药组可见增生的胆管上皮细胞周

围有纤维组织增生，汇管区面积扩大，较模型组炎性

细胞浸润和肝细胞坏死减少（Ｐ＜００５）。见图１，图
２，表１。

图１　ＨＥ染色检测各组大鼠肝组织病理改变

图２　Ｍａｓｓｏｎ三色染色检测各组大鼠肝组织病理改变

表１　茵陈蒿汤对ＡＬＦ大鼠肝纤维化程度的影响

组别 只数
肝纤维化程度

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

假手术组 １０ １０ ０ ０ ０
模型组 １１ ０ ３ ４ ４
中药组 １０ １ ７ １ １

图３　茵陈蒿汤对胆汁瘀积性肝纤维化大鼠
内质网应激Ｃａｓｐａｓｅ１２通路的影响

２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测茵陈蒿汤对胆汁瘀积性肝
纤维化大鼠内质网应激Ｃａｓｐａｓｅ１２通路的影响　模

·０４８１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．９



型组大鼠与假手术组相比肝脏 ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达明显增多差异有统计学意义（Ｐ
＜００１），中药组较模型组ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２明显
降低（Ｐ＜００１）。见图３，表２。

表２　茵陈蒿汤对胆汁瘀积性肝纤维化大鼠内质网
应激Ｃａｓｐａｓｅ１２通路的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＧＲＰ７８ ｅＩＦ２α Ｃａｓｐａｓｅ１２

假手术组 １０ ０４９±００４ ０４６±００５ ０３６±００６
模型组 １１ １８３±０３０ ３２８±００９ １１８±００５

中药组 １０ １９０±０５３ １５０±０１１△△ ０５８±００４△△

　　注：Ｐ＜００１，与假手术组比较；△△Ｐ＜００１，与模型组比较。

３　讨论
内质网参与新生蛋白质的合成、储存、加工修饰

和运输。错误折叠蛋白在内质网腔过多聚积从而引

发ＥＲＳ［７］。ＥＳＲ有利于恢复细胞内环境稳态，是一
种重要的细胞自我防御机制，但高强度或持续的

ＥＲＳ则可通过激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化，继而诱
发凋亡蛋白酶级联反应［８］。研究表明，ＥＲＳ诱导的
肝细胞凋亡参与了肝纤维化的发生机制［９］。葡萄糖

调节蛋白７８（ＧｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ，ＧＲＰ７８）是内
质网稳态的感受器，应激状态下 ＧＲＰ７８大量表达，
与未折叠蛋白结合，恢复蛋白质的正确构象。因此，

ＧＲＰ７８被认为是 ＥＲＳ的标志性分子。ＧＲＰ７８也通
过磷酸化真核细胞起始因子 ２α（ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＩｎｉｔｉａ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）抑制细胞蛋白质合成，并通过活
化 Ｃａｓｐａｓｅ１２，发生凋亡蛋白酶级联反应［１０］。

Ｃａｓｐａｓｅ１２位于内质网腔内，是内质网特有的
Ｃａｓｐａｓｅ，也是ＥＲＳ介导细胞凋亡的一个主要调节因
子［１１］，其活化是不依赖线粒体凋亡途径和细胞色素

Ｃ来完成。ＥＲＳ与细胞凋亡及器官纤维化密切相
关［１２１３］。

本研究发现，通过胆管结扎诱导的胆汁瘀积性

肝纤维化模型大鼠肝组织结构紊乱，大量纤维结缔

组织增生，胶原纤维形成纤维间隔，可见假小叶形

成，纤维化程度积分明显增高，证明模型复制成

功［１４１５］。内质网应激的标志性蛋白 ＧＲＰ７８表达增
强，以及ｅＩＦ２α和Ｃａｓｐａｓｅ１２表达明显增加，提示在
胆汁瘀积性肝纤维过程中发生了内质网应激，从而

导致肝细胞凋亡的发生。茵陈蒿汤由茵陈蒿、栀子

和大黄组成，首载于《伤寒论》，有保肝利胆退黄等

功效［１６］，为临床上治疗湿热内蕴型肝胆疾病的首选

方剂，本实验研究提示，茵陈蒿汤可明显改善胆汁瘀

积性肝纤维化大鼠肝纤维化程度，提示该方具有抗

胆汁瘀积所造成的肝纤维化作用。胆汁瘀积性肝纤

维化大鼠肝脏 ＧＲＰ７８、ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表
达明显增加，用药后 ｅＩＦ２α和 Ｃａｓｐａｓｅ１２明显降低，
提示抑制 ｅＩＦ２α的表达和 Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化，从而
减少肝细胞凋亡，进而抑制 ＥＲＳ在胆汁瘀积性肝纤
维化中的促进作用，是茵陈蒿汤抗胆汁瘀积性肝纤

维化的作用机制之一。

参考文献

［１］ＲａｍａｃｈａｎｄｒａｎＰ，ＩｒｅｄａｌｅＪＰ．Ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ：ａｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｍｏｄｅｌｏｆｆｉ
ｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＱＪＭ，２０１２，１０５（９）：８１３８１７．

［２］ＲｏｙｃｈｏｗｄｈｕｒｙＳ，ＣｈｉａｎｇＤＪ，ＭａｎｄａｌＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｓｍｉｃｅｆｒｏｍｅｔｈａｎｏｌｍｅｄｉａｔｅｄａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎｏｆｅａｒｌｙｍａｒｋｅｒｓｏｆ
ＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄｆｉｂｒｏｓｉｓｂｕｔｎｏｔｓｔｅａｔｏｓｉｓｏｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｌｃｏｈｏｌ
ＣｌｉｎＥｘｐＲｅｓ，２０１２，３６（７）：１１３９１１４７．

［３］ＬｉｕＹ，ＷａｎｇＪ，ＱｉＳＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ
ｍｉｇｈｔａｌｔｅｒｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅｖｉａｃａｓｐａｓｅ１２ａｎｄＪＮＫｐａｔｈ
ｗａｙｓ［Ｊ］．ＣａｎＪＣａｒｄｉｏｌ，２０１４，３０（３）：３６８３７５．

［４］ＨｕａｎｇＹ，ＬｉＸ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｃａｌｃｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄＪＮＫ／Ｐ３８
ＭＡＰＫａｎｄＣａｌｐａｉｎ／Ｃａｓｐａｓｅ１２ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，
２０１４，３９４（１２）：１１２．

［５］时昭红，苏文，张介眉，等．银杏叶提取物对大鼠肝纤维化的治疗
作用［Ｊ］．中西医结合肝病杂志，２００６，１６（３）：１４７１４９，封三．

［６］叶蕾，李剑霜，陈芝芸，等．银杏叶提取物对肝纤维化大鼠肝组织
ＧＲＰ７８及ＣＨＯＰ表达的影响［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，
２０１４，１９（４）：３７７３８０．

［７］王泰龄．酒精性肝病的病理诊断标准分级、分期与分类［Ｊ］．中华
肝脏病杂志，２００１，９（５）：３１２３１３．

［８］ＸｕＣ，ＢａｉｌｌｙＭａｉｔｒｅＢ，ＲｅｅｄＪＣ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ：ｃｅｌｌ
ｌｉｆｅａｎｄｄｅａｔｈｄｅｃｉｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００５，１１５（１０）：２６５６
２６６４．

［９］ＳｃｈｉｎｏｎｉＭＩ，ＰａｒａｎáＲ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎ
ｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＬａｔｉｎｏａｍ，２００６，３６（４）：２１１２１７．

［１０］ＺｈｕＹ，ＭｅｎＲ，ＷｅｎＭ，ｅｔａｌ．ＢｌｏｃｋａｇｅｏｆＴＲＰＭ７ｃｈａｎｎｅｌｉｎｄｕｃｅｓ
ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｄｅａｔｈｔｈｒｏｕｇｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｍｅｄｉ
ａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０１４，９４（１）：３７４４．

［１１］ＦｕＳ，ＹａｎｇＬ，ＬｉＰ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｉｓｒｕｐｔｓｃａｌｃｉｕｍ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｃａｕｓｉｎｇｌｉｖｅｒｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓｉｎｏｂｅｓｉｔｙ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１１，４７３（７３４８）：５２８５３１．

［１２］ＬｉｕＹ，ＷａｎｇＪ，ＱｉＳＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ
ｍｉｇｈｔａｌｔｅｒｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅｖｉａｃａｓｐａｓｅ１２ａｎｄＪＮＫｐａｔｈ
ｗａｙｓ［Ｊ］．ＣａｎＪＣａｒｄｉｏｌ，２０１４，３０（３）：３６８３７５．

［１３］ＫｉｍｄＹ，ＣｈｕｎｇＳＩ，ＲｏＳＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎｅｄｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｎｄｃａｓｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｎｔｈｅｒｅｖｅｒｓａｌｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，２０１３，１８（１２）：１４８１１４９１．

［１４］杨丽，曹燕，杨长青．胆汁淤积的发生机制及相关疾病［Ｊ］．内科
理论与实践，２０１４，９（５）：３０８３１２．

［１５］宣佶，田耀洲，曹鹏，等．胆汁淤积性肝硬化大鼠模型的改良
［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１４，２４（４）：５７６１，６５．

［１６］陈友英，陈宣伊，梁国强．茵陈加味汤联合熊去氧胆酸治疗妊娠
肝内胆汁淤积症６２例［Ｊ］．东南大学学报：医学版，２０１４，３３（２）：
１５９１６１．

（２０１５－０９－２１收稿　责任编辑：王明）

·１４８１·世界中医药　２０１６年９月第１１卷第９期


