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摘要　目的：采用牙龈黏膜下注射内毒素法构建大鼠上火牙龈炎模型，观察黄连解毒汤对大鼠上火牙龈炎的治疗作用。
方法：雄性ＳＤ大鼠随机分为７组：正常对照组、溶剂对照组、上火牙龈炎模型组、黄连解毒汤低（０２５ｇ／ｋｇ）、中（０５０ｇ／
ｋｇ）、高剂量组（１００ｇ／ｋｇ）和甲硝唑芬布芬胶囊组。代谢笼喂养观测饮水量和尿量；ＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ法检测牙龈组织蛋白
表达；生化试剂盒结合酶标仪检测牙龈组织氧化应激相关分子总超氧化物歧化酶（ＴｏｔａｌＳｕｐｅｒｏｘｉｄｅＤｉｓｍｕｔａｓｅ，ＴＳＯＤ）和过
氧化氢酶（ＨｙｄｒｏｇｅｎＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ，Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）的表达；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测牙龈组织能量代谢相关信号通路 ＴＳＣ的表
达。结果：上火牙龈炎时，大鼠饮水量和尿量减少，ＴＳＯＤ和ＣＡＴ表达水平降低，果糖二磷酸醛缩酶Ｃ、磷酸甘油醛异构酶
１和ＴＳＣ２均表达升高。黄连解毒汤可增加饮水量和尿量，升高 ＴＳＯＤ和 ＣＡＴ的水平，降低果糖二磷酸醛缩酶 Ｃ和磷酸
甘油醛异构酶１的表达，抑制能量代谢相关通路分子ＴＳＣ２的表达。结论：黄连解毒汤可通过ＴＳＣ信号通路和糖酵解相关
分子抑制能量代谢，并抑制氧化应激，发挥治疗上火牙龈炎的作用。
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　　牙周病是发生于牙周支持组织的慢性炎症性疾
病，细菌感染是主要致病因素，已成为口腔疾病的常

见病和多发病。根据炎性反应的轻重和波及范围，

分为牙龈炎和牙周炎。若得不到及时治疗，将导致

牙周组织不可逆损伤，牙齿松动脱落，严重者影响咀

嚼功能，威胁着患者的生命质量。目前治疗方法除

常规的洁治和刮治外，应用抗生素仍然是牙周病治

疗的重要辅助手段，然而抗生素滥用导致细菌耐药

和菌群失衡以及多种不良反应，因此开发天然药物

越来越受到关注［１］。

黄连解毒汤（ＨｕａｎｇｌｉａｎＪｉｅｄｕＤｅｃｏｒａｔｉｏｎ，ＨＬＪＤ）
出自唐代名医王焘《外台秘要》，是中医治疗火热毒

症的经典方剂，由黄连、黄芩、黄柏和栀子组成，具有

清热、泻火、解毒之功效，主治实热火毒合三焦热盛

之证。现代药理研究表明，黄连解毒汤具有抗炎、抗

菌、抗内毒素、抗氧化、抗脑缺血、抗肿瘤、降血压、降

血糖、降血脂、抑制脂肪细胞分化、抑制肝损害等作

用［２５］。
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中医认为“上火”的产生，乃维持正常生命之气

（火）相对发生偏盛，不管实热、阳虚、气虚、阴虚而

生的火，均可称为“邪火”［６］。“上火”人群黏膜免疫

系统异常，且“上火”损伤部位以头面部黏膜为主。

“上火”多表现为口疮、牙宣、鼻衄、目赤、咽痛、口干

等头面部黏膜病变［７］。本研究采用牙龈黏膜下注射

内毒素法，基于中医“上火”理论模式，构建大鼠上

火牙龈炎模型，观察黄连解毒汤对大鼠上火牙龈炎

的疗效和作用机制［８］。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，体重（２００±
２０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实
验动物质量合格证号为ＳＣＸＫ２００６０００９。
１１２　药物　将黄连、黄芩、黄柏和栀子按３∶２∶２∶
３比例混合，中药粉粹机打粉。取定量粉末，加入１０
倍体积水，加热回流２ｈ。循环水式真空泵及布氏漏
斗减压抽滤，得滤液１。滤渣加入１０倍体积双蒸水
再加热回流２ｈ，抽滤得滤液２，合并滤液１和２，减
压浓缩至干，得黄连解毒汤粉末，每１ｇ粉末相当于
原粉５ｇ［９］。
１１３　试剂与仪器　阳性对照药甲硝唑芬布芬胶
囊（ＭｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅａｎｄＦｅｎｂｕｆｅｎＣａｐｓｕｌｅｓ，ＭＦＣ，石药
集团欧意药业有限公司产品生产，国药准字号

Ｈ１３０２４４６５），用于牙龈炎和牙周炎等疾患。脂多糖
（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ，北京索莱宝科技有限公司
生产），临用时用生理盐水配成１ｍｇ／ｍＬ浓度。
１２　方法
１２１　分组与模型制作　将大鼠按体重随机分为７
组，每组１０只，如下：正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）：大鼠自
由饮食，不做任何处理；溶剂对照组（Ｓａｌｉｎｅ）：大鼠牙
龈组织注射等体积生理盐水，然后口服生理盐水；上

火牙龈炎模型组（Ｍｏｄｅｌ）：牙龈黏膜下组织注射
ＬＰＳ，然后口服生理盐水；黄连解毒汤组（ＨＬＪＤ）：分
为低（０２５ｇ／ｋｇ）、中（０５０ｇ／ｋｇ）、高剂量组（１００
ｇ／ｋｇ），牙龈黏膜下组织注射 ＬＰＳ，然后口服不同剂
量的黄连解毒汤；阳性对照药组：牙龈黏膜下组织注

射ＬＰＳ，然后口服甲硝唑芬布芬胶囊溶液（ＭＦＣ，甲
硝唑３１２５ｍｇ／ｋｇ，芬布芬７８０ｍｇ／ｋｇ）。
１２２　给药方法　大鼠经１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／
ｋｇ）麻醉后，用胰岛素注射器（美国 ＢＤ，０３×１３
ｍｍ）在上下牙龈左、中、右黏膜下各３点注射脂多糖
（ＬＰＳ，１ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，共注射６点，连续注射３ｄ。
给药方式模型制作算为第１天，黄连解毒汤和对照

药均为第１天给药，即模型制作完成后２ｈ灌胃给
药，连续给药３ｄ，第４天处死动物，刮取牙龈组织。
１２３　检测指标和方法　１）饮水量和尿量的观测：
模型制作前所有大鼠禁食禁水，按模型制作算为第

１天，将大鼠装入代谢笼喂养，自由摄食和饮水，每
天早１０点装入２００ｍＬ饮用水，并计数饮水量和尿
量，严格收集各组尿液和尿量，连续观察３ｄ。２）ＬＣ
ＥＳＩＭＳ／ＭＳ法：检测大鼠牙龈组织蛋白表达利用高
效液相色谱电喷雾串联质谱（ＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ）法检
测黄连解毒汤使用前后大鼠牙龈炎组织蛋白的表

达。胰蛋白酶水解肽段，液质分析条件如下。液相

条件：色谱柱为Ｃ１８柱，（内径７５μｍ，外径３６０μｍ，
颗粒直径３μｍ，流速３５０ｎＬ／ｍｉｎ。质谱条件：质谱
仪为 ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ（Ｔｈｅｒｍｏ），离子源为纳米电
喷雾离子源，喷雾电压为１８００Ｖ，无鞘气，离子传输
管温度３５０℃，扫描范围 ｍ／ｚ３７５至１６００（ｍ／ｚ４００
时，分辨率为６００００），碰撞能量 ３５％，激活时间 ５
ｍｓ，扫描阈值５００。蛋白鉴定软件ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒ
ｙ（Ｖ１３），搜索工具 ＭＡＳＣＯＴ，搜索数据库 ＲｅｆＳｅｑ
ｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅ（更新于２０１４年１１月１７日），质谱
误差设置为２０ｐｐｍ，母离子为０５Ｄａｔａ，选择氧化和
乙酰化可变修饰，氨基甲酰化固定修饰，蛋白鉴定假

阳性率控制在１％。３）生化试剂盒结合酶标仪检测
氧化应激相关分子：总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）和
过氧化氢酶（ＣＡＴ）的表达取各组大鼠牙龈组织，加
入裂解液，１６０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清，按照试剂
盒操作说明，酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＵＳＡ）检测
样品吸光值（ＯＤ），按说明书公式换算成有效单位
（Ｕ／ｍＬ）。４）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测大鼠牙龈组织
能量信号通路ＴＳＣ的表达：取各组牙龈组织，加入裂
解液提取总蛋白，Ｐｉｅｒｅｃｅ蛋白浓度测定试剂盒测定
蛋白浓度。取各样品 ２０μｇ上样，以 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ胶分离蛋白，湿转法将蛋白质转移至硝酸纤
维素膜上。封闭液室温封闭２ｈ，加入一抗，４度过
夜，洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温轻

摇２ｈ，充分洗涤后，用ＥＣＬ显影曝光。
２　结果
２１　黄连解毒汤对饮水量和尿量的影响　连续３ｄ
观察对照组以及各用药组大鼠的饮水量和尿量，结

果表明第１天各组大鼠饮水量无差异，模型组与正
常对照组比较，尿量减少；第２天和第３天，各组大
鼠饮水量和尿量都逐渐减少，模型组减少量最大；服

用黄连解毒汤后，与对应的模型组比较，饮水量和尿

量均有不同程度增加，并有统计学意义。见表１。
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表１　黄连解毒汤对上火牙龈炎大鼠饮水量和尿量的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
第１天

饮水量 尿量

第２天
饮水量 尿量

第３天
饮水量 尿量

正常对照组 １７７５±８７ ４２３±２２６ １４２５±６５ ３５６±１２０ １２８８±１１１ ２９０±９５
溶剂对照组 １７７８±１２３ ３２８±８４ １５００±２６８ ３２４±１１６ １１６３±４１２ ２６５±８８
模型组 １５８５±２５７ ２０５±４８ １１５０±３３２ １１５±１３ ７３８±１０５ ９１±２９

ＨＬＪＤ低剂量组 １７５０±２３５ ２５０±２４ １２８８±２８７ １５８±７７ ９００±３２４ １０３±２６
ＨＬＪＤ中剂量组 １７１３±１６５ ２８９±９５ １３１３±３２２△ １８５０±８９６ ９６８±１５７△ １２３±３３
ＨＬＪＤ高剂量组 １７７８±１１０ ３１３±１６７△△ １４０６±２８９△△ ２１３８±１１１△ １０８８±２１４△△ １３８±６１△

ＭＦＣ组 １７１７±１８９ ３５０±１２７△△ １３６７±３０２△ ２５６７±７７９△ １０８３±３４８△△ １４３±１５△

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

２２　黄连解毒汤对牙龈组织蛋白表达的影响　ＬＣ
ＥＳＩＭＳ／ＭＳ法共检测２９９７个蛋白，采用 ＡＮＯＶＡ
分析法，结果表明 ５４个蛋白差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。将这５４个蛋白进行分析，与牙龈炎
相关的蛋白靶点可能为 Ｆｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａ
ｓｅＣ（果糖二磷酸醛缩酶 Ｃ）和 Ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｉ
ｓｏｍｅｒａｓｅｉｓｏｆｏｒｍ１（磷酸甘油醛异构酶１）。牙龈炎
时此２种蛋白均表达升高，黄连解毒汤低、中、高
剂量组可降低上述２种蛋白的表达，对照药无该作
用。

２３　黄连解毒汤对牙龈组织氧化应激相关分子 Ｔ
ＳＯＤ和ＣＡＴ表达的影响　生化试剂盒结合酶标仪
对用药前后各组牙龈组织氧化应激相关分子ＴＳＯＤ
和ＣＡＴ进行检测，结果表明上火牙龈炎时，对照组
牙龈组织氧化应激相关分子 ＴＳＯＤ和 ＣＡＴ表达降
低，服用黄连解毒汤后，ＴＳＯＤ和 ＣＡＴ表达均升高，
且具有量效关系。见图１。

图１　生化试剂盒结合酶标仪检测黄连解毒汤对上火
牙龈炎大鼠牙龈组织Ｔ－ＳＯＤ和ＣＡＴ表达的影响

　　注：Ｐ＜００１ＶＳ．正常；＃Ｐ＜００５ＶＳ．模型；＃＃Ｐ＜
００１ＶＳ．模型。Ｃｏｎｔｒｏｌ：正常对照组；Ｓａｌｉｎｅ：溶剂对照组；
Ｍｏｄｅｌ：模型组；０２５、０５０、１００ｇ／ｋｇ分别代表黄连解毒汤
低、中、高剂量组；ＭＦＣ：阳性对照药甲硝唑芬布芬组

２４　黄连解毒汤对牙龈组织牙龈组织能量代谢相
关通路ＴＳＣ表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测大鼠
上火牙龈炎牙龈组织 ＴＳＣ１、ＴＳＣ２、ｐＴＣＳ２等多种蛋
白的表达，ＧＡＰＤＨ为内参。结果表明上火牙龈炎时
ＴＳＣ２表达升高，其余蛋白表达无改变。黄连解毒汤
低、中、高剂量组可抑制ＴＳＣ２表达。见图２。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测黄连解毒汤对上火牙龈炎

大鼠牙龈组织ＴＳＣ蛋白表达的影响

　　注：从左至右依次为：正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），溶剂对照组

（Ｓａｌｉｎｅ），模型组（Ｍｏｄｅｌ），黄连解毒汤低（０２５ｇ／ｋｇ），中

（０５０ｇ／ｋｇ），高剂量组（１００ｇ／ｋｇ），对照药组（ＭＦＣ）

３　讨论
上火属于中医热证范畴，分为实火和虚火２类。

实火指阳热亢盛，临床表现为面红目赤、口唇干裂、

舌红苔黄、咽喉肿痛、牙龈出血、身热烦躁、尿少便

秘、尿血便血、脉数实等等［１０］。虚火多因内伤劳损

所致，治疗则以清热泻火、滋阴降火等方法［１１］。本

研究用ＬＰＳ注射法构建上火牙龈炎大鼠模型，模型
大鼠饮水量和尿量均减少：１）一方面可能由于大鼠
处于上火状态，体液失调；２）另一方面可能由于在
牙龈黏膜下注射 ＬＰＳ，引起不适，影响进食和饮水。
而黄连解毒汤可改善不适状态，使牙龈炎大鼠饮水

量和尿量增多。

果糖二磷酸醛缩酶存在于多种组织中，是生命

代谢过程中重要的糖酵解同工酶。其还可调节细胞

膜Ｐ糖蛋白将药物泵出，从而使 ＤＮＡ得以修复，还
通过加快细胞内糖或带有糖支链物质的代谢，增加

细胞解毒功能［１２］。磷酸甘油醛异构酶能够催化丙

糖磷酸异构体在二羟丙酮磷酸和 Ｄ型甘油醛３磷
酸之间转换。磷酸甘油醛异构酶在糖酵解中具有重

要作用，对与有效的能量生成必不可少［１３］。与牙龈

炎相关的靶点主要为果糖二磷酸醛缩酶 Ｃ和磷酸
甘油醛异构酶１。上火牙龈炎时这２种蛋白均表达
升高，表明牙龈组织的能量代谢有所改变，黄连解毒

·３８８２·世界中医药　２０１７年１２月第１２卷第１２期



汤可通过能量代谢相关酶降低能量的产生。

氧化应激参与众多疾病如中风、老年痴呆、帕金

森病以及牙周病的发生发展［１４１５］。氧化应激过程

中产生大量活性氧自由基（ＲｅａｃｔｉｖｅＯｘｙｇｅｎＳｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ），可通过脂质过氧化、ＤＮＡ和蛋白质损伤、激
活炎性反应因子以及关键酶的氧化等途径，造成牙

龈组织损伤［１６１７］。为研究牙周病患者体内的氧化

应激和炎性反应状态，化学发光法检测牙周病患者

血清及唾液中超氧化歧化酶（ＳＯＤ）水平，结果表明
牙周病患者ＳＯＤ含量显著低于对照组，表明牙周病
可能与体内的氧化应激水平密切相关［１８］。本研究

中上火牙龈炎大鼠氧化应激相关分子 ＴＳＯＤ和
ＣＡＴ水平降低，黄连解毒汤可通过提高 ＴＳＯＤ和
ＣＡＴ的水平发挥保护牙龈组织的作用。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ＭａｍｍａｌｉａｎＴａｒｇｅｔｏｆ
Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是非典型丝氨酸／苏氨酸蛋白激
酶，为磷脂酰肌醇激酶相关激酶（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ
ｔｏｌｋｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄＫｉｎａｓｅ，ＰＩＫＫ）蛋白质家族成员。
ｍＴＯＲ进化上相对保守，可整合营养、能量及生长因
子等多种细胞外信号，参与基因转录、蛋白质翻译、

核糖体合成等生物过程，在细胞生长和凋亡中发挥

极为重要的作用［１９］。ＴＳＣ１／ＴＳＣ２是 ｍＴＯＲ最重要
的上游分子，ｍＴＯＲ活性主要受２种 ＴＳＣｍＴＯＲ信
号通路调节，即 ＰＩ３ＫＡｋｔＴＳＣ１／ＴＳＣ２ｍＴＯＲ信号通
路和 ＬＫＢ１ＡＭＰＫＴＳＣ１／ＴＳＣ２ｍＴＯＲ信号通路［２０］。

大鼠上火牙龈炎时 ＴＳＣ２表达升高，黄连解毒汤可
抑制ＴＳＣ２表达。

综上所述，上火状态时，牙龈炎时黏膜上皮组织

糖酵解供能方式特别活跃，机体内环境的变化加重

黏膜上皮组织缺血缺氧状态，使其糖酵解进一步活

跃。能量代谢紊乱可导致黏膜损伤，使黏膜免疫系

统供能紊乱，局部黏膜免疫力下降，易于继发感

染［４］。此研究结果表明黄连解毒汤可通过 ＴＳＣ信
号通路和糖酵解相关分子抑制能量代谢，并抑制氧

化应激，从而起到治疗上火牙龈炎的作用，但其作用

的具体机制还需要进一步研究。
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