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二黄祛脂颗粒对小鼠非酒精性脂肪肝病的治疗作用及机制研究

李 斯, 陈 文*

(石河子大学药学院, 新疆植物药资源利用教育部重点实验室, 新疆 石河子 832000)

摘要: 二黄祛脂方是袁今奇等老中医在长期临床实践中总结出的“护肝抑毒系列方”之一, 治疗非酒精性脂肪肝

病 (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) 颇有成效 , 但其作用机制尚不明确。本研究探讨了二黄祛脂颗粒

(Erhuang quzhi granules, EQG) 治疗NAFLD的作用机制。动物福利和实验过程均遵循石河子大学第一附属医院动

物伦理委员会的规定。通过蛋氨酸胆碱缺乏饲料 (methionine and choline deficient diet, MCDD) 饮食诱导 5周建立

NAFLD 小鼠模型, 治疗组喂养 MCDD 的同时分别灌胃给予 EQG (16.25 g·kg-1·d-1)、阿托伐他汀 (atorvastatin, ATO,

7.20 mg·kg-1·d-1)。考察EQG对NAFLD小鼠相关血清生化指标、肝脏病理变化和炎症因子的影响, 并应用实时荧光

定量PCR (quantitative real-time PCR, qPCR) 法、免疫组织化学 (immunocytochemistry, ICH) 法和Western blot法检测

肝组织核因子-κB/Nod样受体蛋白 3 (nuclear factor kappa B/Nod-like receptor protein 3, NF-κB/NLRP3) 信号通路相

关mRNA和蛋白的水平。结果显示, EQG显著降低小鼠血清中天冬氨酸转氨酶 (aspartate aminotransferase, AST)、

丙氨酸转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 含量 , 提高低密度脂蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein cholesterol,

LDL-C) 水平。苏木素-伊红染色结果表明EQG减轻小鼠肝脏的脂质沉积。此外, EQG显著降低小鼠肝组织中白

介素 (interleukin, IL)-1β、IL-6、IL-18、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) 的含量和NF-κB、NLRP3、IL-1β、

TNF-α的 mRNA 水平, 下调 F4/80、IκB 激酶 β (IκB kinase β, IKKβ)、NLRP3、含有 CARD 且与凋亡相关的斑点样蛋

白 (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD, ASC) 的表达, 抑制 NF-κB和半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶-1 (cysteinyl aspartate specific proteinase-1, caspase-1) 蛋白的活化。以上研究揭示了EQG治疗NAFLD的作用机

制可能与其抑制NF-κB/NLRP3信号通路有关, 这为EQG在临床上的进一步开发与利用提供了理论依据。
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Abstract: Erhuang quzhi compounds is one of the protecting liver and inhibiting toxin prescriptions series

summarized by Jinqi Yuan and other famous doctors of traditional Chinese medicine during the long-term clinical

practice. It is very effective for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), but its mechanism is not clear. This

research investigated mechanism of Erhuang quzhi granules (EQG) in the treatment of NAFLD. All the animal

welfare and experimental procedures are in accordance with the regulations of the Animal Ethics Committee of the

First Affiliated Hospital of Shihezi University. Mouse models of NAFLD were established by feeding with

methionine and choline deficient diet (MCDD) for five weeks. While feeding MCDD, the treatment groups were
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given EQG (16.25 g·kg-1·d-1) and atorvastatin (ATO, 7.20 mg·kg-1·d-1) by gavage. The effects of EQG on serum

biochemical indices, liver pathological changes, and inflammatory cytokines in mice of NAFLD were investigated.

Quantitative real-time PCR (qPCR), immunocytochemistry (ICH) and Western blot assays were used to detect the

levels of mRNA and protein associated with nuclear factor kappa B/Nod-like receptor protein 3 (NF-κB/NLRP3) in

liver. The results showed that EQG significantly reduced the levels of aspartate aminotransferase (AST) and

alanine aminotransferase (ALT), and improved the level of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C). The result

of hematoxylin-eosin (HE) staining showed that EQG reduced lipid deposition in livers of mice. Meanwhile, EQG

notably decreased the levels of interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-18 and tumor necrosis factor-α (TNF-α), and mRNA

levels of NF-κB, NLRP3, IL-1β, TNF-α, down-regulated the expression of F4/80, IκB kinase β (IKKβ), NLRP3

and apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) and inhibited the activation of NF-κB and

cysteinyl aspartate specific proteinase-1 (caspase-1). These findings announced that EQG could improve NAFLD

via NF-κB/NLRP3 pathway possibly, which provides a theoretical basis for the further development and utilization

of EQG in clinic.

Key words: Erhuang quzhi granules; non-alcoholic fatty liver disease; nuclear factor kappa B; Nod-like receptor

protein 3 inflammasome; inflammation

非酒精性脂肪性肝病 (non-alcoholic fatty liver

disease, NAFLD) 是指除酒精和其他明确损肝因素外

所致的肝细胞内脂肪过度沉积为主要特征的临床病理

综合征, 其发病率与肥胖症、代谢综合征和 2型糖尿病

的患病率相关[1]。目前, 较为公认的“二次打击”学说

表明, 肝脏炎症在 NAFLD 的发生和发展中起重要作

用[2,3]。当摄入过多脂质使得肝脏无法正常代谢时, 脂

质会沉积于肝脏产生脂毒性, 损害肝细胞, 受损肝细胞

会释放危险相关分子模式激活Kupffer细胞, 诱导细胞

内的核因子-κB (nuclear factor kappa B, NF-κB) 信号激

活[4], 该信号促使 Nod样受体蛋白 3 (Nod-like receptor

protein 3, NLRP3)、含有CARD且与凋亡相关的斑点样

蛋白 (apoptosis-associated speck-like protein containing

a CARD, ASC) 和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1 前体

(pro-cysteinyl aspartate specific proteinase-1, pro-caspase

1) 结合形成完整且有活性的NLRP3炎性小体, 介导白

细胞介素 (interleukin, IL)-1β和 IL-18 的分裂和成熟 ,

炎症细胞因子水平的增加可引起肝实质细胞受损、炎

症细胞浸润增强和肝星状细胞 (hepatic stellate cell,

HSC) 被激活[5], 促使病情向肝纤维化发展。因此, 如

能有效抑制参与NAFLD进展的NF-κB/NLRP3信号通

路, 就可减轻肝脏炎症反应, 减缓 NAFLD 的进程, 这

也为临床抗NAFLD的新药开发提供了方向。

二黄祛脂颗粒 (Erhuang quzhi granules, EQG) 由

大黄、姜黄、甘草等 13味药材组成, 是袁今奇等多名老

中医临床实践积累的验方, 前期已被证明在临床上治

疗 NAFLD 效果显著[6], 其中的大黄蒽醌类成分[7,8]、姜

黄素[9-11]、绞股蓝皂苷[12]和甘草酸[13,14]等也被多次报道

可有效改善 NAFLD 所引发的炎症等病理症状, 为探

究 EQG 治疗 NAFLD 的作用机制提供了参考。近年

来, 由于中药材质量的不可控、煎煮步骤繁琐等问题,

中医的现代化发展一直停滞不前, 配方颗粒的出现及

时解决了这些问题, 其在生产和监督中可实现质量标

准可控, 且免去了煎煮, 可直接冲泡[15]。本研究拟建立由

蛋氨酸胆碱缺乏饲料 (methionine and choline deficient

diet, MCDD) 诱导的 NAFLD 小鼠模型 , 观察 EQG 对

NAFLD 小鼠的治疗作用, 并基于 NF-κB/NLRP3 信号

通路探讨其作用机制。

材料与方法

动物 C57BL/6雄性小鼠32只, 体质量 (20 ± 2) g,

购自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司, 许可证号:

SCXK (豫) 2020-0005。小鼠饲养在温度 22～28 ℃、

湿度 45%～50%、标准 12 h光照的屏障环境, 实验前适

应性饲养 1周, 自由饮水。动物福利和实验过程均遵

循石河子大学第一附属医院动物伦理委员会的规定。

仪器 AR1140 电子分析天平 (Sartorius 公司);

Sorvall Legend Micro 21R 高速冷冻离心机、Varioskan

Flash 多功能读数仪 (Thermo Fisher公司); U410-86 超

低温冰箱 (Eppendorf 公司); Axio Imager A2 蔡司正置

荧光显微镜 (Zeiss公司); DHG-9240 电热恒温鼓风干

燥箱 (上海赛欣科学仪器有限公司); 实时荧光定量

PCR 仪 (Rotor-Gene Q, Qiagen 公司); Q5000 超微量核

酸蛋白测定仪 (美国 Quawell Technology 公司); UVP

化学发光成像系统 (美国UVP公司); DYCZ-40G转印

电泳仪 (北京六一生物科技有限公司)。

药物与试剂 二黄祛脂方是由姜黄12 g、大黄9 g、

白术 10 g、葛根 10 g、荷叶 10 g、泽泻 10 g、丹参 10 g、虎

杖 15 g、水蛭 3 g、僵蚕 10 g、礞石 10 g、绞股蓝 10 g、甘
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草 6 g组成, 共计 125 g, 其相应中药配方颗粒购自广东

一方制药有限公司, 产品批号分别为0042052、1052451、

1031221、9115982、1016041、0112291、1010471、0100781、

0090751、9090042、0115881、1036521、0129341, 该剂量

参照临床研究[6]和专利[16]。阿托伐他汀 (atorvastatin,

ATO, 辉瑞制药有限公司 , 批号 EP8454); 蛋氨酸胆碱

正常含量饲料 (methionine and choline supplement diet,

MCSD)、MCDD (美国Dyets公司); 总胆固醇 (total cho‐

lesterol, TC)、甘油三酯 (triglycerides, TG)、丙氨酸转

氨酶 (alanine transaminase, ALT)、天冬氨酸转氨酶

(aspartate transaminase, AST)、高密度脂蛋白胆固醇

(high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C)、低密度脂

蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C)、

无毒环保苏木素-伊红 (HE) 染液试剂盒 (南京建成

生物工程研究所); IL-1β、IL-18、IL-6、肿瘤坏死因子-α

(tumor necrosis factor-α, TNF-α) 酶联免疫吸附测定

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 试剂盒

(上海酶联生物科技有限公司); 总 RNA 提取试剂盒

(北京天根生化科技有限公司, 批号W9401); 逆转录试

剂盒 (Thermo Fisher Scientific 公司 , 批号 01118944);

QuantiNova SYBR® Green PCR Kit 试 剂 盒 (Qiagen

GmbH公司, 批号 169031766); DAB显色液 (索莱宝生

物科技有限公司); NLRP3 (15101)、cleaved-caspase 1

(89332)、caspase-1 (24232)、ASC (67824)、NF- κB p65

(8242)、IκB 激酶 β (IκB kinase β, IKKβ, 8943) 抗体、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗 (Cell Signal‐

ing Technology 公司); phospho-NF-κB p65 抗体 (江苏

亲科生物研究中心有限公司, 批号AF2006); 甘油醛-3-

磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge‐

nase, GAPDH) 抗体 (北京中杉金桥生物技术有限公司)。

动物分组、造模与给药 C57BL/6小鼠适应性饲

养 1周后, 随机分成蛋氨酸胆碱正常含量 (methionine

and choline supplement, MCS) 组、蛋氨酸胆碱缺乏

(methionine and choline deficient, MCD) 组 、ATO 组

(7.20 mg·kg-1·d-1)、EQG 组 (16.25 g·kg-1·d-1), 每组 8 只。

MCS 组小鼠给予 MCS 对照鼠粮 , 其余各组均给予

MCD饲料。EQG是取与药材饮片相当量的配方免煎

颗粒, 加入80～100 ℃的水, 制成含生药量1.625 g·mL-1

的溶液, 置于 4 ℃保存备用。ATO溶液由 0.5%羧甲基

纤维素钠溶液稀释而成, 置于 4 ℃保存备用。从造模

开始, ATO组和EQG组即开始灌服相应药物, MCS组

和MCD组灌服 0.5%羧甲基纤维素钠溶液, 每日 1次,

周期为 5周, 其中ATO和EQG的剂量均是根据临床推

荐给药剂量[6,16]并结合相关参考文献[17]进行人与小鼠

的等效剂量系数折算确定的。

组织及血液收集方法 给药结束后小鼠禁食禁水

12 h, 使用 1%戊巴比妥钠麻醉小鼠, 称重后进行摘眼

球取血, 经室温静置、离心后, 取上清液用于测定相关

生化指标。处死小鼠并摘取小鼠肝脏, 称重后, 剪取部

分肝组织, 放置于 10% 中性甲醛溶液中进行固定, 其

余肝组织放入-80 ℃冰箱中保存备用。计算肝脏系数

[肝脏系数 (%) = 肝脏重量/体重 × 100%]。

生化指标的测定 按照试剂盒说明书检测小鼠血

清中TC、TG、LDL-C、HDL-C、AST、ALT含量。

肝脏病理学检查 肝组织块用 10% 中性甲醛溶

液固定后, 用不同浓度的乙醇进行梯度脱水, 石蜡包埋

后切片, 按照HE染色试剂盒进行染色, 于正置显微镜

下观察并采集图像。

肝脏炎症因子含量的测定 取适量肝组织按照

ELISA试剂盒说明书处理样本得到组织匀浆, 离心后

吸取上清, 测定肝脏中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α含量。

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR,

qPCR) 实验 称取小鼠肝组织适量, 加入Trizol试剂,

置冰上匀浆, 匀浆后在室温下静置5 min。按照总RNA

抽提试剂盒说明书操作提取得到RNA溶液, 于-80 ℃

保存备用。取小鼠RNA溶液按照逆转录试剂盒说明书

操作合成 cDNA, 得到的样品使用Q5000超微量核酸蛋

白测定仪检测单链DNA (single-stranded DNA, ssDNA)

含量, 将其浓度调至统一后, 于-80 ℃保存备用。按照

QuantiNova SYBR® Green PCR Kit cDNA 试剂盒说明

书 , 将 cDNA 与定量的 SYBR® Green PCR Master Mix

试剂混合均匀后置于实时荧光定量PCR仪中进行扩增

及检测。扩增完成后, 根据溶解曲线判断扩增反应的

准确性。以GAPDH为内参基因, 采用 2-ΔΔCT法计算目

标基因的相对表达量。所用引物序列见表1。

免疫组织化学 (immunohistochemistry, IHC) 实

验 肝脏石蜡切片脱蜡后, 浸泡于 1×柠檬酸盐修复液

Table 1 The primer sequence of quantitative real-time PCR

(qPCR). NF-κB: Nuclear factor kappa B; TNF-α: Tumor necrosis

factor-α; NLRP3: Nod-like receptor protein 3; IL-1β: Interleukin-1β;

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; F: Forward;

R: Reverse

Gene
GAPDH

NF-κB

TNF-α

NLRP3

IL-1β

Sequence (5'-3')
F: TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT
R: TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG
F: ATGGCAGACGATGATCCCTAC
R: TGTTGACAGTGGTATTTCTGGTG
F: CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
R: GCTACGACGTGGGCTACAG
F: ATTACCCGCCCGAGAAAGG
R: TCGCAGCAAAGATCCACACAG
F: GAAATGCCACCTTTTGACAGTG
R: TGGATGCTCTCATCAGGACAG

·· 2745



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(9): 2743 −2750

中, 转移至微波炉中加热至沸腾, 保持亚沸腾 8 min, 于

冰水浴中冷却30 min, 用蒸馏水清洗后放入3%过氧化

氢水溶液中孵育 10 min, 蒸馏水清洗后在切片上滴加

F4/80一抗稀释液 (1∶100), 4 ℃孵育过夜。次日, 将切

片从 4 ℃取出, 平衡至室温, 清除一抗稀释液并用磷酸

缓冲盐溶液 (phosphate buffer saline, PBS) 清洗 , 滴加

1～3滴相应二抗稀释液, 37 ℃孵育 30 min, PBS清洗,

滴加DAB显色液, 观察切片颜色, 得到合适的染色强

度后, PBS清洗, 苏木素复染切片后蒸馏水清洗, 脱水、

封片, 进行观察。

Western blot 实验 剪取适量小鼠肝脏组织 , 加

入高效 RIPA 裂解液 [含 1 mmol·L-1 苯甲基磺酰氟

(PMSF) 和 1 mmol·L-1广谱磷酸酶抑制剂], 置冰上匀浆

后 , 在 4 ℃下静置 60 min, 离心 (4 ℃ , 12 000 r·min-1,

10 min), 测定蛋白浓度, 加入相应体积的总蛋白样品

与 4×蛋白上样缓冲液，将样品蛋白浓度调为一致, 于

100 ℃水浴加热 10 min, 流水冷却, 分装, 于-80 ℃保存

备用。取适量样品到十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳 (SDS-PAGE) 凝胶上进行电泳分离后, 转至聚偏

二氟乙烯 (PVDF) 膜上, 置于封闭液中封闭 1 h。用 1×

TBST (Tris buffered saline with Tween-20) 洗涤后置于

含目的蛋白一抗的稀释缓冲液 (稀释度为 1∶1 000) 中

4 ℃孵育过夜。次日, 用 1× TBST洗涤 3次, 置于相应

二抗室温孵育 60 min 后, 用 1× TBST 洗膜, 显色并曝

光, 采用 Image J软件测定目的条带灰度值。

统计学分析 采用 SPSS26.0 软件对实验数据进

行分析。统计值以 x̄ ± s表示, 两组间比较采用 t检验,

多组间比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA),

P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1 EQG对小鼠体重和肝脏系数的影响

如表 2所示, 在喂养MCD饲料的第 2周, MCD组

小鼠的体重就显著低于MCS小鼠 (P < 0.001), 且持续

至第 5周。给予 ATO治疗 5周, 与 MCD组相比, 小鼠

体重显著下降 (P < 0.05), EQG对MCD饮食引起的小

鼠体重下降现象并无显著影响。如图1A所示, 与MCS

组比, MCD组小鼠的肝脏系数并无显著差异, 与MCD

组比, 各给药组的小鼠肝脏湿重也无显著差异。在体重

和肝脏系数上, EQG组与ATO组相比并无显著差异。

2 EQG对小鼠肝脏病理学的影响

观察小鼠肝脏发现 (图 1B), MCS组小鼠肝脏色泽

红润, 表面光滑有弹性, MCD组小鼠肝脏体积缩小, 色

黄, 有油腻感。HE染色结果显示 (图 1C), MCS组肝细

胞为多边形, 呈放射状排列, 较为整齐, 有轻微肿胀但

无脂肪变性; MCD 组小鼠肝组织发生明显的脂肪变

性, 大部分肝细胞中脂滴融合成大的脂肪空泡, 且有炎

症细胞浸润; 各 EQG 给药组肝细胞脂肪变性程度均

减轻。

3 EQG对小鼠血清生化指标的影响

如图 2A所示, MCD组小鼠血清TC、TG、HDL-C、

LDL-C 含量明显低于 MCS 组 (P < 0.01), 与 MCD 组

相比 , ATO、EQG 给药 5 周后 , LDL-C 含量显著升高

Table 2 The effect of Erhuang quzhi granules (EQG) on body

weight of mice. While feeding methionine and choline deficient

(MCD) diet for five weeks to establish mice of non-alcoholic fatty

liver disease (NAFLD) model, the treatment group was given ator‐

vastatin (ATO, 7.20 mg·kg-1·d-1) and EQG (16.25 g·kg-1·d-1) by

gavage. MCS: Methionine and choline supplement. x̄ ± s, n = 8.
***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs MCS group; #P < 0.05 vs MCD group

Time/week

1

2

3

4

5

Body weight/g

MCS

21.38 ± 1.56

21.35 ± 1.51

22.17 ± 1.63

22.75 ± 1.71

23.32 ± 1.57

MCD

21.86 ± 1.43

18.39 ± 1.29***

15.92 ± 1.21****

15.03 ± 1.04****

14.23 ± 1.10****

ATO

20.93 ± 1.01

17.95 ± 0.82

14.93 ± 0.73

13.90 ± 0.56

13.05 ± 0.46#

EQG

21.87 ± 1.20

17.85 ± 1.85

15.70 ± 1.33

14.18 ± 1.14

13.72 ± 0.86

Figure 1 The effect of EQG on livers of mice. A: The index of liver to body weight; B: Representative image of the liver. Scale bar: 5 mm;

C: Histological examination detected by hematoxylin-eosin (HE) staining. Scale bar: 50 μm. x̄ ± s, n = 8

·· 2746



李 斯等: 二黄祛脂颗粒对小鼠非酒精性脂肪肝病的治疗作用及机制研究

(P < 0.01)。ALT和AST是评判肝损伤的重要指标。如

图 2B 所示 , 与 MCS 组相比 , MCD 组小鼠血清中的

AST和ALT含量显著升高 (P < 0.000 1); 与MCD组相

比 , ATO 和 EQG 能显著降低血清中 AST 和 ALT 水平

(P < 0.001); 与ATO组相比, EQG组小鼠血清TC、TG、

HDL-C、LDL-C、AST和ALT含量并无显著差异。

4 EQG对小鼠肝组织炎症因子的影响

使用 ELISA 试剂盒检测小鼠肝组织中炎症细胞

因子 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α水平 (图 2C、D)。与

MCS 组相比 , MCD 组小鼠肝组织中的 IL-1β、IL-6、

IL-18、TNF-α水平显著升高 (P < 0.001); 与MCD组相

比, ATO和EQG组的 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α水平显

著下降 (P < 0.01); EQG 组与 ATO 组相比 , 并无显著

差异。

5 EQG对小鼠肝组织F4/80蛋白的影响

如图 3A、B所示, 与MCS组比, MCD组小鼠巨噬

细胞标志物 F4/80蛋白的表达显著增加 (P < 0.000 1);

与MCD组比, ATO和EQG组小鼠肝组织中F4/80的表

达显著降低 (P < 0.000 1); EQG组与ATO组相比, 并无

显著差异。

6 EQG对小鼠肝组织 NF-κB/NLRP3通路相关基因

的影响

采用 qPCR法检测小鼠肝组织NF-κB/NLRP3通路

相关基因的表达水平 (图 3C)。与MCS组相比, MCD

组小鼠肝组织NF-κB、NLRP3、IL-1β、TNF-α的mRNA

水平显著升高 (P < 0.05); 与MCD组相比, EQG、ATO组

的NF-κB、NLRP3、IL-1β、TNF-α的mRNA水平表达显著

降低 (P < 0.05); EQG组与ATO组相比, 并无显著差异。

Figure 2 The effect of EQG on serum biochemical indices and inflammatory cytokines in liver tissues of mice. The levels of inflammatory

cytokines in liver tissues were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). A: The levels of serum total cholesterol (TC),

triglycerides (TG), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C); B: The levels of aspar‐

tate transaminase (AST) and serum alanine transaminase (ALT); C: The levels of IL-1β, IL-6 and IL-18; D: The level of TNF-α. x̄ ± s, n = 8.
**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

Figure 3 The effect of EQG on inflammation in mice livers induced by MCD diet. A: representative imags of immunohistochemical (IHC)

staining of F4/80. Scale bar: 50 μm; B: Quantitative result of IHC staining of F4/80; C: The expression levels of mRNA associated with nu‐

clear factor kappa B/Nod-like receptor protein 3 (NF-κB/NLRP3) in liver tissues by qPCR assay. x̄ ± s, n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P <

0.000 1
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7 EQG对小鼠肝组织 NF-κB/NLRP3通路相关蛋白

的影响

如图 4所示, 与MCS组相比, MCD组小鼠肝组织

中 IKKβ、NLRP3、ASC蛋白表达和NF-κB p65、caspase-1

的活化显著上调, 给药 5周后, 与MCD组相比, EQG组

小鼠肝组织 IKKβ、NLRP3、ASC 蛋白表达和 NF-κB

p65、caspase-1的活化均显著下调 (P < 0.05), 与ATO相

比, EQG能显著下调 IKKβ蛋白 (P < 0.05)。

讨论

喂养MCD饲料可快速诱导出小鼠转氨酶升高和

包括脂肪变性、局灶性炎症、肝细胞坏死和纤维化等

NAFLD相关肝脏组织病理学变化, 这些组织形态学与

NASH患者的十分相似, 且该模型的重复性好, 因此常

被用于研究药物治疗 NAFLD 有关抗炎、抗纤维化通

路[18,19]。MCD饲料中缺乏蛋氨酸和胆碱, 导致肝线粒

体 β氧化和极低密度脂蛋白 (VLDL) 合成受阻, TG无

法输出而在肝脏中蓄积, 因而, 在本研究中MCD组小

鼠出现体重减轻、血清中TG含量降低的现象。LDL-C

大部分是由VLDL异化代谢转变而来, 主要功能是将

TC 运输到全身组织。VLDL 合成受阻, MCD 组小鼠

血清中 LDL-C含量也随之下降, 抑制了 TC从肝脏运

输到组织, 血清中TC含量也随之下降。MCD组小鼠

血清中 AST、ALT 水平升高表明小鼠肝脏受损 , 喂养

MCD饲料 5周可在肝脏中观察到大泡性脂肪变性, 表

明MCD饲料成功诱导出NAFLD模型, 相较于其他饮

食诱导模型而言, 时间较短。

在中医学上, 非酒精性脂肪肝属于“胁痛”“肝癖”

“积聚”等病症范畴, 病变部位在肝, 病机为痰、湿瘀阻

肝络, 治疗宜活血化痰、祛湿消积。二黄祛脂方中姜

黄、大黄行气解郁, 通腑化瘀, 推陈致新, 共为君药; 丹

参、白术、虎杖、水蛭养血活血、清热解毒、利胆退黄, 葛

根、荷叶、泽泻升清降浊, 调节血脂, 共为臣药; 青礞石

涤痰消食、软坚消痞, 绞股蓝益气健脾、清热化痰, 共为

佐药; 甘草和中解毒, 善调诸药, 为使药。诸药合用共

奏健脾利湿、祛痰化瘀、消积导滞之功。与MCD组相

比, EQG组小鼠血清中LDL-C含量升高, 但TC、TG含

量并无明显变化, 推测 EQG是直接作用于肝, 促进其

直接合成LDL-C。

在NAFLD病程中, 炎症是促使单纯性脂肪肝发展

为脂肪性肝炎的重要驱动因素之一[20], 因此, 抑制其发

展对NAFLD的治疗具有重要意义。NF-κB/NLRP3信

号通路已被多次报道参与 NAFLD 中炎症反应[21-23],

并可激活 HSC 进而促进肝纤维化 [24]。一般情况下 ,

Figure 4 The expression levels of IκB kinase β (IKKβ, A), NLRP3 (C), apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC,

D) and activation levels of NF-κB (B) and cysteinyl aspartate specific proteinase-1 (caspase-1, E) in liver tissues by Western blot. x̄ ± s,

n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

·· 2748



李 斯等: 二黄祛脂颗粒对小鼠非酒精性脂肪肝病的治疗作用及机制研究

NF-κB与 IκB蛋白结合分布在细胞质中, 不发挥作用,

当脂质沉积、巨噬细胞浸润小鼠肝脏时, IκB激酶 (IκB

kinase, IKK) 复合物 (IKKα和 IKKβ) 被激活, 诱导 IκBα

的磷酸化和降解, NF-κB活化并转移到细胞核, 上调编

码炎症介质的靶基因表达, 如TNF-α和 IL-6, 也可上调

NLRP3、pro-IL-1β和 pro-IL-18 的转录, NLRP3 炎症小

体组装完成后 , 激活的 caspase-1 会切割 pro-IL-1β和

pro-IL-18, 促进 IL-1β和 IL-18的成熟, 从而扩大炎症反

应。MCD组小鼠肝组织中巨噬细胞标志物F4/80蛋白

表达增多且NF-κB、NLRP3、IL-1β、TNF-α的mRNA水

平上调 , IKKβ、phospho-NF- κB p65、NLRP3、ASC 及

cleaved caspase-1蛋白表达增加, 促炎细胞因子 IL-1β、

IL-6、IL-18、TNF-α水平升高, 这些现象可表明MCD饲

料可诱发巨噬细胞浸润小鼠肝脏, 激活NF-κB/NLRP3

通路 , 诱发炎症。在经过 5 周 EQG 的治疗 , F4/80、

IKKβ、phospho-NF- κB p65、NLRP3、ASC 及 cleaved

caspase-1的蛋白表达下降, 表明EQG可减少浸润性巨

噬细胞在肝脏中的聚集, 通过抑制 IKKβ蛋白表达抑制

NF-κB p65 的活化及后期 NLRP3 的转录和 caspase-1

的活化 , 从而抑制 NF-κB/NLRP3 通路的表达 , 减少

IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α炎症因子的分泌, 控制炎症。

ATO 的治疗可抑制 NAFLD 小鼠肝脏中 NF-κB p65、

caspase-1 的活化和下调 NLRP3、ASC 蛋白的表达, 但

对 IKKβ的蛋白表达并无显著影响 , 这说明 ATO 与

EQG 治疗 NAFLD 的作用机制略有差别, ATO 是通过

直接抑制NF-κB p65的活化从而抑制NLRP3炎症小体

的形成, 发挥抗炎作用。有研究表明NLRP3炎症小体

也有可能是作为NF-κB p65信号的上游激活子[25], 这反

映了NAFLD中炎症反应的复杂性, 仍有待深入探究。

综上所述, 本研究发现 EQG治疗 NAFLD的机制

可能与其抑制 NF-κB/NLRP3信号通路有关。该研究

为临床上治疗 NAFLD 开发新药提供参考依据, 也为

众多患者提供了一个使用方便、质量稳定、符合卫生标

准又经济的中药新剂型, 应予以临床推广。
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