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鲜生地黄对慢加急性肝衰竭大鼠

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路的影响

郭丽颖１，２　李秋伟１，２　李　力１　苗　静２　贾建伟２

（１天津中医药大学，天津，３００１９３；２天津市第二人民医院，天津，３００１９２）

摘要　目的：观察鲜生地黄对慢加急性肝衰竭大鼠ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路的影响。方法：３０只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠按照１∶４比例
随机分为对照组和实验组。实验组大鼠先用四氯化碳诱导成肝纤维化模型，再按照１∶１比例随机分为模型组和观察组，
应用Ｄ氨基半乳糖进行急性攻击，建立慢加急性肝衰竭大鼠模型。观察组在急性攻击前７ｄ予以鲜生地黄连续灌胃。各
组大鼠分别在急性攻击后２４ｈ取材，检测血清内毒素、白细胞介素６含量及肝脏组织中 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表
达。结果：模型组大鼠肝组织中ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达低于对照组和观察组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。观
察组与对照组大鼠肝组织中ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。模型组大鼠血清内毒素显著
高于对照组和观察组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；观察组与对照组比较，大鼠血清内毒素表达差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。模型组大鼠血清白细胞介素６高于对照组和观察组，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：鲜生地黄能够降低
肠道内毒素的吸收，促进ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路活化，但是介导物质可能并不是ＩＬ６，相关机制需要进一步完善。
关键词　鲜生地黄；慢加急性肝衰竭；ＪＡＫ２；ＳＴＡＴ３
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　　肝衰竭属于中医学“急黄”“瘟黄”范畴，“湿、
热、瘀”是肝衰竭的主要病理基础，“毒、虚”是肝衰

竭的特有病理因素，“热、毒”是疾病进展的关键［１］。

鲜生地黄既可以清热凉血，又可以养阴生津，因此它

可以作用于肝衰竭的多个病理过程，在临证中获得

一定的疗效［２４］，但是其作用机制尚不明确。酪氨酸
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激酶２（ＪＡＫ２）／转录因子３（ＳＴＡＴ３）信号通路是肝
损伤发展过程中的重要调控机制。因此本研究基于

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路，初步探讨鲜生地黄治疗肝衰竭的
可能作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３０只，
质量（２２０±２０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术
有限公司（动物许可证号：ＳＣＸＫ２０１６００６）。实验前
在恒温（２５℃）、光照周期１２ｈ／１２ｈ环境中适应性
饲养１周。
１１２　药物　鲜生地黄生地黄采自河南省武陟县，
清洗后真空冰冻保鲜技术处理，用前榨汁。

１１３　试剂与仪器
１１３１　主要试剂　ＴＲＮｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂由天
根生化科技（北京）有限公司，生产批号：ＤＰ４０５０２。
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ由
ＴａＫａＲａ生物有限公司，生产批号：ＲＲ０４７Ｂ。Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ（探针法 ｍｉｘ）由 ＴａＫａＲａ生物有限公司，生
产批号：ＲＲ３９０Ｌ。所用的 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３目的基因引
物、探针均由北京Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。Ｄ氨基半乳
糖（ＤＧａｌ）购自上海市阿达玛斯试剂有限公司，批
号：Ｐ１２４３５５３。四氯化碳（ＣＣｌ４）购自天津市化学试
剂供销公司，批号：１６０９１８。橄榄油购自天津市化学
试剂供销公司，批号：１６１２０５。
１１３２　主要仪器　ＱＬ９０２涡旋振荡仪（海门市
其林贝尔仪器制造有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｄ离
心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；分光光度 ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００
（Ｔｈｅｒｎｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；凝胶成像系统 Ｔａｎｏｎ１６００
（上海天能科技有限公司）；荧光定量 ＰＣＲ仪
ＡＢＩ７５００（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＥＬＸ８００型酶标
仪（美国ＢＩＯＴＥＫ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备
１２１１　动物模型制备　参考朴正福、张海燕
等［５６］方法建立慢加急性肝衰竭大鼠模型。

１２１２　肝纤维化大鼠模型制备　将 ＣＣｌ４与橄榄
油按照 １∶１配制成 ５０％ＣＣｌ４橄榄油溶液，按照 ２
ｍＬ／ｋｇ剂量，给予大鼠腹腔注射，１次／３ｄ，连续 ８
周，建立肝纤维化大鼠模型。

１２１３　慢加急性肝衰竭大鼠模型制备　ＤＧａｌ与
０９％氯化钠溶液按照１∶１０配制成 ＤＧａｌ溶液。肝
纤维化模型大鼠禁食２４ｈ，不禁水，按照２ｇ／ｋｇ剂
量，腹腔注射ＤＧａｌ溶液，建立慢加急性肝衰竭大鼠

模型。

１２１４　分组　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件进行随
机化处理。３０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠按照１∶４比例随机分
为２组，空白对照组（简称对照组）６只，自由饮水进
食；实验组２４只，自由饮水进食，并按照１２１２方
法应用５０％ＣＣｌ４橄榄油溶液建立肝纤维化模型。８
周后从实验组中随机抽取６只大鼠验证肝纤维化模
型成立后，余下的大鼠按照１∶１比例随机分为模型
组和观察组，按照１２１３方法应用 ＤＧａｌ进行急
性攻击，建立慢加急性肝衰竭大鼠模型。

１２２　给药　成模前１周开始进行药物干预。对
照组、模型组按照０２５ｍＬ／１００ｇ剂量给予生理盐
水灌胃，１次／ｄ；观察组按照０２５ｍＬ／１００ｇ剂量给
予鲜生地黄汁灌胃，１次／ｄ。取材：慢加急性肝衰竭
大鼠模型成立２４ｈ后，麻醉解剖大鼠，采集门静脉
血液，于３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后留取上清，液氮
保存后转移到 －８０℃冰箱冻存，待测；取肝左叶组
织液氮保存后转移到－８０℃冰箱冻存，待测。
１２３　检测指标与方法
１２３１　一般情况观察　每天记录各组大鼠饮食
量及体重，观察皮毛及大便情况。

１２３２　血清内毒素、ＩＬ６检测　采用酶联免疫吸
附法进行检测。往预先包被的内毒素（ＥＴ）、白细胞
介素６（ＩＬ６）捕获抗体的包被微孔中，依次加入标
本、标准品、ＨＲＰ标记的检测抗体，经过温浴并彻底
洗涤，用底物ＴＭＢ显色，ＴＭＢ在过氧化物酶的催化
下转化为蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。

颜色的深浅和 ＥＴ、ＩＬ６呈正相关。用酶标仪在４５０
ｎｍ波长测定吸光度，计算样品浓度。
１２３３　肝组织中 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ检测　
采用ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲｔａｑｍａｎ探针方法检测目的基因
ｍＲＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ为内参照，双标准曲线法进行相
对定量。肝脏组织放入已预冷的研钵中进行研磨成

粉末状，按 ＴＲＮｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂说明书提取
ＲＮＡ，并应用紫外吸收测定法检测浓度和纯度。然
后采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
进行 ｃＤＮＡ反转录。取 ｃＤＮＡ样品配置 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ反应体系进行 ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应体系为２０
μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１０μＬ，上下游特异引物各０５
μＬ，探针０５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃孵育３０ｓ，然
后９５℃延伸５ｓ重复循环３９次，末次循环６０℃延
伸至４０ｓ，收集荧光。ＪＡＫ２引物序列（５′ｔｏ３′）：上游
ＴＡＴＧＣＧＡＡＴＧＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧ，下游 ＡＡＡＴＣＴＣＧＴＣＴ
ＧＧＧＣＡＣＣＣＴ，探针ＦＡＭＡＡＧＧＧＣＡＧＡＴＧＡＴＣＧＴＡＴ
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ＴＣＣＡＴＴＴＢＨＱ１；ＳＴＡＴ３引物序列（５′ｔｏ３′）：上游
ＴＧＡＴＡＡＧＧＡＣＴＣＴＧＧＧＧＡＴＧ，下 游 ＧＧＧＴＣＡＧＧＴ
ＧＣＴＴＧＡＡＣＴＣＴ，探 针 ＦＡＭＣＣＴＣＡＧＡＧＧＧＴＣＴＣＧ
ＧＡＡＡＴＴＴＡＡＣＢＨＱ１。其 中 Ｒｅｐｏｒｔｅｒ为 ＦＡＭ，
Ｑｕｅｎｃｈｅｒ为ＢＨＱ１。目的基因和内参分别进行Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ反应，每个样本检测３个复孔。数据采用
２△△ ＣＴ法进行分析。每一份标本均行复管检测，
取其均值做为目的基因的表达水平。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件进行
数据分析，行正态性检验和方差齐性检验，所有数据

均以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，符合正态分布且方
差齐的数据应用单因素方差分析 ＬＳＤ检验；呈偏态
分布或方差不齐则作多组样本秩和 ｋｗ检验。以 Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　一般情况比较　对照组大鼠毛发光泽，活动
多，精神状态好，大便正常。实验组大鼠在给予ＣＣｌ４
过程中，毛发凌乱无光泽，易急惹，皮肤逐渐黄染，体

重增长缓慢。８周时实验组大鼠死亡２只，随机抽
取６只大鼠中解剖发现有２只出现腹水。ＤＧａｌ急
性攻击后，模型组和观察组大鼠逐渐出现精神萎靡，

黄疸加重，部分可见口鼻出血症状，至２４ｈ模型组
死亡１只。
２２　肝组织 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达　３组
大鼠肝组织中 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）。对照组及观察组大鼠肝
组织中 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达均高于模型
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。对照组与观察
组比较，大鼠肝组织中 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表
达差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　３组肝组织ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 只数（只） ＪＡＫ２ｍＲＮＡ ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ

对照组 ６ １４８±０２８▲▲ ０９９±０２４▲

模型组 ８ ０６６±０２７ ０５４±０２３

观察组 ８ １１５±０３７▲▲ １０８±０５１▲▲

Ｆ １２２４ ５８６
Ｐ ０００ ００１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，▲Ｐ

＜００５，▲▲Ｐ＜００１

２３　血清 ＥＴ、ＩＬ６比较　３组大鼠血清 ＥＴ差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）。对照组及观察组大鼠血清
ＥＴ均高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
对照与观察组比较，大鼠血清ＥＴ差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见表２。

表２　３组血清ＥＴ、ＩＬ６比较（珋ｘ±ｓ）

组别 只数（只） ＥＴ（Ｅｕ／Ｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ６ ０５７±０１２ ５１２９±５１６
模型组 ８ １１７±０２６ ５４３３±３２２
观察组 ８ ０７４±０２９▲▲ ５２８６±４１７
Ｆ １１９９ ０９２５
Ｐ ０００ ０４１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，▲▲Ｐ＜００１

３　讨论
肝衰竭是多种病因所致的严重肝脏损害，导致

其合成、解毒、排泄和生物转化等功能发生严重障碍

或失代偿，出现以凝血功能障碍、黄疸、肝性脑病、腹

水等为主要表现的一组临床征候群，预后差，病死率

高，是肝脏病中常见的危重病。肝衰竭发病机制可

以概括为免疫损伤、缺血缺氧损伤、内毒素血症“三

重打击学说”［７］，核心表现在肝细胞死亡、炎性反应

细胞浸润和微循环障碍三方面，其中肝细胞大量坏

死及有效再生的缺乏是肝衰竭死亡的主要原因［８］。

因此肝细胞的有效再生，是改善肝衰竭预后的重要

因素。酪氨酸激酶ＪＡＫ／转录因子ＳＴＡＴ参与了许多
细胞因子及生长因子介导的细胞增殖及分化等生物

过程，特别是 ＳＴＡＴ蛋白已被证实在细胞因子诱导
细胞增殖过程中占有重要地位，其中 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路在成人肝脏中表达，并参与肝再生、免疫等过

程［９１０］。研究［１１］表明在肝脏局部切除术后多种早期

即刻基因被立即激活。ＩＬ６负责激活这些基因的
４０％。ＩＬ６可活化ＳＴＡＴ，许多研究表明这就是肝再
生的开始［１２］。

鲜生地黄甘寒质润，养阴生津同时又可清热凉

血，将其应用于肝衰竭治疗中可凉血解毒、清营护

络；可增水濡络而行血；调和阴阳，生津养液，滋补肝

肾，整体作用于肝衰竭“三重打击学说”中的各个阶

段。现代研究［１３１４］表明中药养阴生津作用主要体现

在调控细胞增殖方面。为进一步明确鲜生地黄作用

机制，我们探讨了鲜生地黄对 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路影
响。

本研究证实了鲜生地黄能够提高慢加急性肝衰

竭大鼠模型中肝组织中 ＪＡＫ２ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ
的表达（Ｐ＜００５），达到正常大鼠水平（Ｐ＞００５）；
能够降低慢加急性肝衰竭大鼠模型门静脉 ＥＴ水平
（Ｐ＜００５），但是不能改善早期免疫损伤所致的 ＩＬ６
升高的结局（Ｐ＞００５）。因此我们推测鲜生地黄能
够降低肠道内毒素的吸收，能够促进ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３

（下接第１９８３页）
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察［Ｃ］．深圳：全国中西医结合传染病学术会议，２００６．

［５］朴正福，赵丹，张海燕，等．大鼠慢加急性肝衰竭模型肝脏组织病

理学特征研究［Ｊ］．胃肠病学和肝病学杂志，２０１０，１９（５）：４３２

４３６．

［６］张海燕，侯维，卢静，等．大鼠慢加急性肝衰竭模型建立的方法探

讨［Ｊ］．胃肠病学和肝病学杂志，２００９，１８（４）：３４８３５１．

［７］叶一农，高志良．乙型肝炎肝衰竭发生机制中的三重打击［Ｊ］．传

染病信息，２００９，２２（５）：２７６２７９．

［８］徐少卿，郭建彪，李红艳，等．血清甲胎蛋白与慢加急性肝衰竭预

后的关系［Ｊ］．临床消化病杂志，２０１４，２６（１）：４６４７．

［９］吴志豪．人类肝脏ＪＡＫＳＴＡＴ相互作用网络的构建［Ｄ］．北京：中

国人民解放军军事医学科学院，２００８．

［１０］闫春玲．ＥＰＯ、ＩＧＦ１、ＩＬＫ和ＪＡＫ／Ｓｔａｔ信号通路在大鼠肝再生中

对肝细胞增殖的调节作用研究［Ｄ］．河南师范大学，２０１３．

［１１］ＬｉＷ，ＬｉａｎｇＸ，ＬｅｕＪＩ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｓａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａ

ｔｅｃｔｏｍｙ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００１，３３（６）：１３７７１３８６．

［１２］ＴａｕｂＲ．Ｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：ｆｒｏｍｍｙｔｈｔｏｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，５（１０）：８３６８４７．

［１３］李民，张旭，朱平，刘学凤．麦冬、生地药血清对血管内皮细胞增

殖的影响［Ｊ］．国医论坛，２００１，１６（５）：４３４４．

［１４］陈志国，叶松山，范迎，等．金钗石斛多糖提取工艺的优化及对

小鼠脾细胞增殖的影响［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１１，１７

（１５）：２７３２．
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