
［１１］　李绍康，樊袁笑，曹晓雯，等．乌头汤加味联合盐酸替扎尼定片
治疗椎间盘源性腰痛风寒瘀阻证临床观察［Ｊ］．河北中医，
２０２４，４６（４）：５４８－５５１，５５７．

［１２］　屠金康，李方方，付腾飞，等．改良八段锦“前三式”对神经根型
颈椎病患者的疗效探究［Ｊ］．中国全科医学，２０２２，２５（３０）：
３７８３－３７８８．

［１３］　孙兵，车晓明．颈椎功能障碍指数量表（ＮＤＩ）［Ｊ］．中华神经外
科杂志，２０１２，２８（６）：６２６．

［１４］　张鸣生，许伟成，林仲民，等．颈椎病临床评价量表的信度与效度
研究［Ｊ］．中华物理医学与康复杂志，２００３，２５（３）：１５１－１５４．

［１５］　周建伟，皮燕，严攀．６６０例神经根型颈椎病患者中医证候分布
规律研究［Ｊ］．四川中医，２０１２，３０（６）：６９－７０．

［１６］　王显，赵聚峰，向益．浅析活血化瘀法在颈型颈椎病治疗当中的
应用［Ｊ］．内蒙古中医药，２０１９，３８（１）：７７－７９．

［１７］　陆庆旺，周红海，田君明，等．基于文献对腰痛中医脉象特征的
探讨［Ｊ］．颈腰痛杂志，２０２４，４５（１）：１９５－１９８．

［１８］　徐强．中医药治疗痹证临床研究进展［Ｊ］．中医药临床杂志，
２０１２，２４（１０）：１０２０－１０２１．

［１９］　王晓东，熊桂华．中医药对颈椎病的认识及治疗进展［Ｊ／ＯＬ］．

现代医学与健康研究（电子版），２０２４，８（１）：１３８－１４１．
［２０］　李双，黎锐，曾勇，等．川乌的化学成分和药理作用研究进展

［Ｊ］．中国中药杂志，２０１９，４４（１２）：２４３３－２４４３．
［２１］　刘陆，安玉芳．中药川乌与草乌的研究进展［Ｊ］．黑龙江中医

药，２０１９，４８（２）：１７５－１７７．
［２２］　马悦颖，李沧海，李兰芳，等．桂皮醛解热镇痛抗炎作用的实验

研究 ［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，２００６，１１（１２）：
１３３６－１３３９．

［２３］　唐伟军，卢新华，周大现，等．桂枝镇痛效应的药理学研究［Ｊ］．
郴州医学高等专科学校学报，２００３（１）：１４－１６．

［２４］　张利青，张占刚，付岩，等．桂皮醛药理作用的研究进展［Ｊ］．中
国中药杂志，２０１５，４０（２３）：４５６８－４５７２．

［２５］　ＵＭＡＲＥＤＤＹＢ，ＲＯＵＴＨＵＮＫ，ＫＵＭＡＲＡ．Ｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄｒｏｌｅｓｏｆ
ｐｌａｎｔｄｅｒｉｖｅｄｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｏｆ
ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂＰａｔｈｏｇ，２０２２，１６８：１０５５１２．

［２６］　ＫＡＲＫＨＡＨＡ，ＥＢＲＡＨＩＭＰＯＵＲＳ，ＲＯＳＴＡＭＴＡＢＡＲＭ，ｅｔａｌ．Ｈｅ
ｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉｅｖａｓｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｏｆｔｈｅｈｏｓｔｉｎｎａｔｅａｎｄａｄａｐｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｓｕｒｖｉｖｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｓ，２０１９，２１８：４９－５７．
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Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６
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基于 ＴＩＰＥ２／ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ通路
探讨大黄素对肝内胆汁淤积大鼠的保护作用

刘怡静，姚恒潘，李素丽，周方
（郑州大学附属儿童医院，河南省儿童医院郑州儿童医院，河南 郑州 ４５００５３）

　　摘要：目的 探讨大黄素对肝内胆汁淤积大鼠的保护作用及机制。方法 将４０只ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、模型
组、模型＋大黄素组和正常＋大黄素组，模型＋大黄素组和正常＋大黄素组给予大黄素４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃７ｄ，正常
组及模型组给予羧甲基纤维素钠处理，于实验第５天给药４ｈ后，模型组和模型＋大黄素组５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１给予α－
萘异硫氰酸酯（ａｌｐｈａ－ｎａｐｈｔｈｙｌｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＡＮＩＴ）灌胃１次建立肝内胆汁淤积模型，其余两组予以橄榄油对照处理，建
模后４８ｈ处死动物，收集标本。ＨＥ染色观察肝脏病理改变；采用比色定量法检测各组实验动物血清丙氨酸氨基转移酶
（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、γ－谷氨酰转移酶（ｇａｍｍａ－ｇｌｕ
ｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＧＴ）、血清总胆红素（ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢｉＬ）、直接胆红素（ｄｉｒｅｃｔｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＤＢｉＬ）和总胆汁酸（ｔｏｔａｌｂｉｌｅ
ａｃｉｄ，ＴＢＡ）水平；采用酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测肝脏组织丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌ
ｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、白细胞介素 －１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、肿瘤坏死因子 －α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ－α）、白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）含量；实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ
ａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测单个核细胞肿瘤坏死因子－α诱导蛋白８样分子２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒ－α－ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８－ｌｉｋｅ２，ＴＩＰＥ２）及肝组织 Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）、核因子 －κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）ｍＲＮＡ表达；蛋白质印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测肝组织ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ和ＴＩＰＥ２蛋白表达。结果 与

正常对照组比较，模型组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＴＢｉＬ、ＤＢｉＬ、ＴＢＡ浓度及肝组织ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β含量明
显升高（Ｐ＜００１）；ＴＩＰＥ２ｍＲＮＡ及蛋白水平表达下调（Ｐ＜００１），ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ表达均升高（Ｐ＜００１）。与模型组
相比，给予大黄素治疗后显著降低血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＴＢｉＬ、ＤＢｉＬ、ＴＢＡ浓度及肝组织 ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－
１β含量（Ｐ＜００１）；ＴＩＰＥ２ｍＲＮＡ及蛋白表达均升高（Ｐ＜００１），下调ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢ表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论
大黄素可通过上调ＴＩＰＥ２的表达，抑制ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ信号通路过度激活，进而抑制氧化应激及炎症反应，减轻胆汁淤
积，发挥其保护作用。

　　关键词：大黄素；胆汁淤积；肿瘤坏死因子－α诱导蛋白８样分子２；Ｔｏｌｌ样受体４；核因子－κＢ
中图分类号：Ｒ２８５．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２６）０７０２４６０７

基金项目：河南省医学科技攻关省部共建重点计划项目（ＳＢＧＪ２０２００２１２５）；河南省科技攻关计划项目（２３２１０２３１１１２４）
作者简介：刘怡静（１９９６－），女，河南三门峡人，硕士在读，研究方向：儿童肝脏疾病的中西医诊疗。
通讯作者：周方（１９７８－），女，河南郑州人，主任医师，硕士研究生导师，硕士，研究方向：儿童消化系统疾病的中西医诊疗。Ｅｍａｉｌ：ｚｆ７８＠１６３．ｃｏｍ。
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Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６

ＤｉｓｃｕｓｓｉｏｎｏｎＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅＥｆｆｅｃｔｏｆＥｍｏｄｉｎｏｎＩｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃＣｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｉｎ
ＲａｔｓＢａｓｅｄｏｎＴＩＰＥ２／ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢＰａｔｈｗａｙ

ＬＩＵＹｉｊｉｎｇ，ＹＡＯＨｅｎｇｐａｎ，ＬＩＳｕｌｉ，ＺＨＯＵＦａｎｇ
（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＨｅｎａｎＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ

ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００５３，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＩｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｉｓａｃｏｍｍｏｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｔｙｐｅｓｏｆｌｉｖｅｒｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．Ｉｎｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ，ｉｔａｉｍｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｍｏｄｉｎａｇａｉｎｓｔｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙα－ｎａｐｈｔｈｙｌｉｓｏｔｈｉｏ

ｃｙａｎａｔｅ（ＡＮＩＴ）ｉｎｒａｔｓ．ＭｅｔｈｏｄｓＦｏｒｔｙＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈＡＮＩＴ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔＡＮＩＴｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＥｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔＡＮＩＴｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｅｍｏｄｉｎ（４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ｆｏｒ７ｄａｙｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆｅｄｂｙｓｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｘｙｍ

ｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ．Ｏｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆａｓｔｉｎｇ４ｈ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈＡＮＩＴｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｅｒｅｇｉｖｅｎＡＮＩＴ（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｍｏｄｅｌ，ａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｆｅｄｂｙｏｌｉｖｅ

ｏｉｌ．Ａｔ４８ｈａｆｔｅｒｔｈｅｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ，ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｌｉｖｅｒｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ

ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ），ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＧＴ），ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ＴＢｉＬ），ｄｉｒｅｃｔｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ＤＢｉＬ）ａｎｄｔｏｔａｌｂｉｌｅａｃｉｄ（ＴＢＡ）ｉｎｓｅｒｕｍｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｌｏｒｉ

ｍｅｔｒｉｃｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＭＰＯ），ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－

α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α－ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８－ｌｉｋｅ２（ＴＩＰＥ２），Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ４（ＴＬＲ４）ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ（ＮＦ－κＢ）ｍＲＮＡ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＴＩＰＥ２，ＴＬＲ４ａｎｄＮＦ－κＢ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴ，ＧＧＴ，ＴＢｉＬ，

ＤＢｉＬａｎｄＴＢＡ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＤＡ，ＭＰＯ，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６ａｎｄＩＬ－１βｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜

００１）．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＩＰＥ２ｗｅｒｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜００１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＦ－

κＢｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｍｏｄｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴ，ＧＧＴ，

ＴＢｉＬ，ＤＢｉＬａｎｄＴＢＡ（Ｐ＜０．０１），ｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＤＡ，ＭＰＯ，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６ａｎｄＩＬ－１β（Ｐ＜００１），ｉｎｃｒｅａｓｅ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＰＥ２（Ｐ＜００１），ｍｅａｎｗｈｉｌｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＬＲ４ａｎｄＮＦ－κＢ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．

ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＥｍｏｄｉｎｈａｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｉｎｔｈｅｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＴＩＰＥ２ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＴＬＲ４／ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｍｏｄｉｎ；ｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓ；ＴＩＰＥ２；ＴＬＲ４；ＮＦ－κＢ

　　肝内胆汁淤积症（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓ，ＩＨＣ）是指由于肝

实质细胞和（或）肝内胆管疾病引起胆汁合成缺陷、排泌异常，

以及胆管中胆汁流动的机械性或功能性障碍，使胆汁成分入血

所致的临床症候群［１］，可进一步发展为肝纤维化、肝硬化、肝

衰竭，甚至死亡。然而，ＩＨＣ尚缺乏有效的治疗手段，肝脏移植

仍是目前唯一的潜在根治方法。大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）是从传统中

药大黄根茎中提取的天然蒽醌类衍生物，具有抗炎、抗氧化、抗

病毒、抗菌及抗癌等多种药理作用［２］。既往研究表明大黄素

是重要的治疗肝内胆汁淤积的中药活性成分之一，但其发挥作

用的机制尚不完全明确［３］。肿瘤坏死因子 －α诱导蛋白８样

分子 ２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α－ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８－ｌｉｋｅ２，

ＴＩＰＥ２）是一种新型的负性免疫调节蛋白，在免疫反应和炎性

反应中均发挥负性调节作用［４］，主要通过抑制 Ｔ细胞受体

（ＴＣＲ）和Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）信号途径来实

现负向调控效应［５－６］。Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）／核因子－κＢ（ｎｕ

ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）信号通路是肝脏组织炎症反应的

重要通路，在肝内胆汁淤积的发生发展中发挥重要作

用［７－８］。有研究发现，大黄素通过作用于 ＴＬＲ４信号通路，改

善急性淤胆型肝炎［９］，但是能否通过调控 ＴＩＰＥ２表达，抑制

ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路减轻肝内胆汁淤积目前尚不清楚。

本研究通过构建肝内胆汁淤积大鼠模型，基于ＴＩＰＥ２／ＴＬＲ４－

ＮＦ－κＢ信号通路，探讨大黄素对肝内胆汁淤积症的保护作

用及机制。

１　材料

１．１　实验动物　选取 ４０只雄性、清洁级 ＳＤ大鼠，体质量

（２００±２０）ｇ，实验动物来自河南省实验动物中心，动物许可证

号为ＳＣＸＫ（豫）２０２０－０００１。本实验经郑州大学附属儿童医

院伦理委员会批准，伦理批准号为２０２３－Ｈ－Ｈ０２。

７４２
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Ｊｕｌ．２０２６

１．２　药品与试剂　α－萘异硫氰酸酯（ａｌｐｈａ－ｎａｐｈｔｈｙｌｉｓｏｔｈｉｏ

ｃｙａｎａｔｅ，ＡＮＩＴ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号：Ｎ４５２５－１０）；大黄素

（日本ＴｏｋｙｏＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙＣＯ公司，批号：Ｅ０５００）；大鼠丙

二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＭＰＯ）、白细胞介素 －１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、肿瘤坏死

因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －６

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海江莱生物科技有限

公司，批 号 分 别 为 ＪＬ１３２９７、ＪＬ１０３６７、ＪＬ４９８３１、ＪＬ２０８９６、

ＪＬ２０８８４）；引物序列均由生工生物工程（上海）股份有限公司

设计合成；总ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司，

批号：ＤＰ４４３）；逆转录及实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（日本

ＴａＫａＲａ公司，批号分别为 ＲＲ０３７Ａ，ＲＲ８２０Ａ）；ＢＣＡ蛋白定量

试剂盒（杭州弗德生物科技有限公司，批号：ＦＤ２００１）；全蛋白

提取试剂盒（批号：ＡＲ０１５５）、兔抗大鼠 ＴＩＰＥ２抗体（批号：

ＢＡ３３００）、兔抗大鼠 ＴＬＲ４抗体（批号：Ａ０９３９８－１）、兔抗大鼠

ＮＦ－κＢｐ６５抗体（批号：ＢＡ０６１０）均购自武汉博士德生物工程

有限公司；山羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ二抗（广州财盛生物科技有限

公司，批号：ＰＬ００３）；兔抗大鼠 ＧＡＰＤＨ抗体（北京博奥森生物

技术有限公司，批号：ｂｓｍ－０９７８Ｍ）。

１．３　实验仪器　贝克曼库尔特 ＡＵ６８０自动生化分析仪（美

国，贝克曼库尔特公司）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ实时荧光定量 ＰＣＲ

仪（瑞士，Ｒｏｃｈｅ公司）。

２　方法

２．１　动物分组及模型制备　雄性ＳＤ大鼠正常喂养１周后，采

用随机数字表法将大鼠分为正常对照组、模型组、模型 ＋大黄

素组、正常＋大黄素组，每组１０只。大黄素用羧甲基纤维素钠

配制成０．４％浓度，ＡＮＩＴ用橄榄油配制成１％浓度，冷藏备用。

正常对照组及模型组给予羧甲基纤维素钠 １０ｍＬ·ｋｇ－１·

ｄ－１，模型＋大黄素组及正常 ＋大黄素组给予大黄素４０ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１，１次／ｄ，共７ｄ；于实验第５天给药后４ｈ，模型组及

模型＋大黄素组给予 ＡＮＩＴ５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃１次，建立

肝内胆汁淤积模型，正常对照组及正常＋大黄素组等量橄榄油

处理；实验第７天给药后４ｈ，即模型建立后４８ｈ，采集大鼠血、

单个核细胞及肝脏组织进行进一步研究。

２．２　血清学指标检测　血清从－２０℃冰箱中取出，室温下平

衡３０ｍｉｎ，自动生化分析仪检测血清总胆红素（ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，

ＴＢｉＬ），直接胆红素（ｄｉｒｅｃｔｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＤＢｉＬ），γ－谷氨酰转移酶

（ｇａｍｍａ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＧＴ），丙氨酸氨基转移酶（ａｌａ

ｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ），天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和总胆汁酸（ｔｏｔａｌｂｉｌｅａｃｉｄ，ＴＢＡ）等生化

指标。

２．３　肝组织病理形态学检查　肝组织固定，石蜡包埋，５μｍ

切片，依次苏木精－伊红染色、烘干、脱水、封片，光学显微镜下

观察病理变化。

２．４　肝组织 ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及 ＩＬ－１β水平检测

　肝脏组织匀浆后根据试剂盒说明书操作方法，用酶联免疫吸

附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测肝组织

中ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β含量。

２．５　实时荧光定量聚合酶反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测肝组织 ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４及

ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达水平　应用 ＲＮＡ提取试剂盒从单个核细
胞和肝组织中提取总 ＲＮＡ，清除残存的基因组 ＤＮＡ后，测定

其浓度，根据逆转录试剂盒说明书反转录为 ｃＤＮＡ，并置于

－２０℃保存。以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，反应模式：９５

℃预变性３０ｓ，每次循环９５℃ ５ｓ，６０℃ ２０ｓ，４０个循环。以
管家基因 ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－ΔΔＣｔ法计算目标 ｍＲＮＡ的表

达。引物序列见表１。
表１　实时荧光定量ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５’→３’） 长度／（ｂｐ）

ＴＩＰＥ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′－ＡＧＣＴＧＴＧＣＡＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＣＡ－３′ １８２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＡＣＧＧＴＴＣＡＴＣＡＣＣＡＣＴＧＴＣＡＣ－３′

ＴＬＲ４ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′－ＡＡＧＡＴＣＡＡＣＣＧＡＴＧＧＡＣ－３′ １１４
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＣＴＴＴＣＡＧＧＧＡＡＴＴＡＧＧＣ－３′

ＮＦ－κＢ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′－ＡＡＧＡＴＣＡＡＣＣＧＡＴＧＧＡＣ－３′ １１８
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＣＴＴＴＣＡＧＧＧＡＡＴＴＡＧＧＣ－３′

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′－ＧＣＴＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＧＧＧＡＧ－３′ １５８
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＴＧＧＡＧＴＣＴＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴ－３′

２．６　蛋白质印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测 ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和
ＮＦ－κＢ蛋白表达水平　按照试剂盒说明书提取单个核细胞

和肝组织总蛋白，采用 ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。调整蛋白浓

度后取４０μｇ样品ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转移到ＰＶＤＦ膜上，５％

脱脂奶粉室温封闭１ｈ。加入目的蛋白 ＴＩＰＥ２（１∶５００）、ＴＬＲ４
（１∶１０００）、ＮＦ－κＢ（１∶１０００）和内参蛋白 ＧＡＰＤＨ（１∶５００）的

一抗４℃孵育过夜，洗涤后室温孵育辣根过氧化物酶标记的二

抗（１∶１００００）１．５ｈ，ＥＣＬ化学发光成像系统成像，用目标蛋白

与内参条带灰度值比值表示结果。

２．７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２７．０统计软件进行数据分析，

计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较，方差齐同时采用 ＬＳＤ－ｔ检验，方差不齐时采用

Ｔａｍｈａｎｅ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果

３．１　大黄素对各组大鼠肝组织病理形态的影响　与正常对照

组相比，模型组肝脏组织病理学检查显示弥漫性汇管区卵圆细

胞增生伴炎性细胞浸润，胆管增生，部分胆管上皮细胞坏死，胆

管扩张，管腔内嗜酸性物质沉积；相较于模型组，给予大黄素处

理后，胆管增生及炎症减轻，嗜酸性物质沉积减少；而正常组及

正常＋大黄素组肝细胞排列整齐，肝小叶完整，未见肝实质细

胞病变，中央静脉和汇管区结构正常。见插页ⅩⅩⅩⅢ图１。

３．２　大黄素对各组大鼠血清肝功能指标的影响　与正常对照
组相比，模型组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＴＢｉＬ、ＤＢｉＬ及ＴＢＡ均明显

升高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，给予大黄素后显著降低血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＴＢｉＬ、ＤＢｉＬ及 ＴＢＡ水平，差异有统计学意义

（Ｐ＜００１）；正常对照组和正常＋大黄素组肝功能各指标比较

８４２
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表２　各组大鼠ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＴＢｉＬ、ＤＢｉＬ和ＴＢＡ结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＬＴ／（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ／（Ｕ／Ｌ） ＧＧＴ／（Ｕ／Ｌ） ＴＢｉＬ／（μｍｏｌ／Ｌ） ＤＢｉＬ／（μｍｏｌ／Ｌ） ＴＢＡ／（μｍｏｌ／Ｌ）

正常对照组 １０ ６４．８０±１２．８０ ２７２．６０±１９．１０ １．００±０．８２ ２．１３±０．７７ ０．３７±０．２５ １５．３９±９．５７
模型组 １０ ６２９．３０±１３９．７１ １１０４．２０±２２３．８３ ４．９０±０．８８ ５３．７２±２２．４１ ２６．０３±１４．４７ ２４８．７４±６７．８３

模型＋大黄素组 １０ １１９．２０±４３．４９＃＃ ４６９．２０±３５．８４＃＃ ２．１０±０．７４＃＃ ４．７２±０．４０＃＃ １．６０±０．３０＃＃ ４８．４１±１０．０７＃＃

正常＋大黄素组 １０ ８５．２０±３１．８７＃＃ ２５７．９０±３４．１２＃＃ １．３０±０．６７＃＃ ２．４９±０．３２＃＃ ０．２９±０．１１＃＃ １６．６５±０．６４＃＃

Ｗ／Ｆ值 ５４．１１３ １８．３１７ ５１．９８６ １８．４７２ １７．３４６ １５．０８４
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５，与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

表３　各组大鼠ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β结果比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＭＰＯ／（ｎｇ／ｍＬ） ＴＮＦ－α／（ｐｇ／ｍｇ） ＩＬ－６／（ｐｇ／ｍｇ） ＩＬ－１β／（ｐｇ／ｍｇ）

正常对照组 １０ ３．００±０．０６ ０．７３±０．０６ １．０３±０．００ １．４４±０．０４ ０．９５±０．０４
模型组 １０ ７．４４±０．１５ ５．６５±０．１２ ２．９６±０．０２ ４．６４±０．１２ ７．６７±０．１０

模型＋大黄素组 １０ ３．８１±０．１７＃＃ １．１２±０．０３＃＃ １．２７±０．０５＃＃ １．５６±０．０３＃＃ １．４３±０．０２＃＃

正常＋大黄素组 １０ ３．０３±０．０８＃＃ ０．７４±０．０３＃＃ １．０４±０．０２＃＃ １．４２±０．０２＃＃ ０．９５±０．０４＃＃

Ｗ／Ｆ值 ２４１９．６３６ ５５３８．８８６ ４５８６２．１４４ ２１９４．７６６ １２３９１．６８４
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２。

３．３　大黄素对各组大鼠肝组织ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及

ＩＬ－１β的影响　与正常对照组相比，模型组 ＭＤＡ、ＭＰＯ、

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和 ＩＬ－１β显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组相

比，给予大黄素后，可显著降低肝组织 ＭＤＡ、ＭＰＯ含量及

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β水平（Ｐ＜００１）；正常对照组和正常 ＋

大黄素组比较，ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β含量差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。见表３。

３．４　大黄素对各组大鼠 ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达

的影响　与正常对照组相比，模型组 ＴＬＲ４和 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ

表达明显升高，ＴＩＰＥ２ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜００１）；相较于

模型组，给予大黄素治疗后，ＴＩＰＥ２ｍＲＮＡ表达增加，ＴＬＲ４和

ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达下降（Ｐ＜００１）。与正常对照组相比，正

常＋大黄素组ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。见表４。
表４　各组大鼠ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＩＰＥ２ ＴＬＲ４ ＮＦ－κＢ

正常对照组 １０ １．００±０．０２　　 １．４５±０．０４　　 ０．９８±０．０１　　
模型组 １０ ０．７１±０．０８２ ３．０５±０．１８ ３．０３±０．１４

模型＋大黄素组 １０ ０．８６±０．０２＃＃ １．９８±０．０８＃＃２．００±０．１１＃＃

正常＋大黄素组 １０ ０．９８±０．０１＃＃ １．４４±０．０２＃＃ ０．９９±０．０１＃＃

Ｗ值 １８．９５９ ３６６．７８７ １７．９１２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

３．５　大黄素对各组大鼠 ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４及 ＮＦ－κＢ蛋白表达的

影响　与正常对照组相比，模型组 ＴＩＰＥ２蛋白表达明显降低，

ＴＬＲ４和 ＮＦ－κＢ蛋白表达明显升高（Ｐ＜００１）；和模型组对

比，给予大黄素后，ＴＩＰＥ２蛋白表达水平显著升高，ＴＬＲ４和

ＮＦ－κＢ蛋白表达水平均显著下降（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。与

正常对照组相比，正常 ＋大黄素组 ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ蛋

白表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表５及图２。

表５　各组大鼠ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＩＰＥ２ ＴＬＲ４ ＮＦ－κＢ

正常对照组 １０ １．０４±０．０６　　 １．０４±０．０４　　 １．３１±０．０５　　
模型组 １０ ０．５０±０．０３ １．２４±０．０６ ２．０２±０．０４

模型＋大黄素组 １０ ０．８１±０．０３＃＃ １．１６±０．０３＃ １．１２±０．０６＃＃

正常＋大黄素组 １０ １．００±０．０５＃＃ １．０８±０．０３＃＃ １．０７±０．０７＃＃

Ｗ值 ３６．１３６ ３４．４３９ １．９４６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组

比较，Ｐ＜００１。

　　注：Ａ正常对照组；Ｂ模型组；Ｃ模型＋大黄素组；Ｄ

正常＋大黄素组。

图２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各实验组大鼠

ＴＩＰＥ２、ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ蛋白表达

４　讨论

ＩＨＣ是一组临床症候群，常见于药物性肝损害、原发性胆

汁性胆管炎、非酒精性脂肪性肝病、妊娠期肝内胆汁淤积症、原

发性硬化性胆管炎、酒精性肝炎、自身免疫性肝炎、遗传性胆汁

淤积及病毒性肝炎等肝脏疾病。其发病率在世界各地差异较

大，中国香港发病率为３．１／１０万，但２０１６年日本研究显示其

９４２
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流行率可达３３．８／１０万，与欧洲、美国和加拿大等国家相当［１］。

胆汁淤积早期若得不到及时治疗，肝细胞在高浓度胆汁酸的作

用下可快速进展为肝纤维化及肝硬化，常见的途径包括：细胞

膜脂质成分的破坏、氧化应激及死亡受体信号激活等。目前，

肝内胆汁淤积症的治疗以改善临床症状和肝脏损伤为主，主要

的药物有熊去氧胆酸、Ｓ－腺苷蛋氨酸、考来烯胺、奥贝胆酸和
贝特类药等［１］。然而，其治疗效果并不令人十分满意，约１／３
患者对熊去氧胆酸不敏感［１０］，高剂量的奥贝胆酸不仅可导致

严重瘙痒，还可增加代偿期原发性胆汁性胆管炎患者的肝脏失

代偿风险［１１］。因此，需要进一步探索有效治疗 ＩＨＣ的药物。
目前国内外公认 ＡＮＩＴ单次给药诱导能够建立模拟人类肝内
胆汁淤积动物模型，故本实验应用这一模型进行研究。

大黄素即１，３，８－三羟基 －６－甲基蒽醌，是从多种中草
药如大黄、虎杖、何首乌中提取出的活性成分，在治疗肝脏疾病

中具有巨大的潜力［３，１２］。有实验证实，含大黄素的中药合剂可

增加法尼醇 Ｘ受体（ｆａｒｎｅｓｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）、胆盐输出泵
（ｂｉｌｅｓａｌｔｅｘｐｏｒｔｐｕｍｐ，ＢＳＥＰ）、多药耐药相关蛋白２、尿苷二磷
酸葡萄糖醛酸转移酶１Ａ１和有机阴离子转运多肽１Ａ４的表达
水平，缓解肝内胆汁淤积症大鼠的临床症状［１３－１４］。ＸＩＯＮＧＸ
Ｌ等［１５］研究发现大黄素可通过促进 ＦＸＲ及其下游分子 ＢＳＥＰ
表达，引起胆汁酸合成减少，解毒及转运增加，从而发挥对急性

淤胆型肝炎大鼠的保护作用。在脂质代谢方面，大黄素可以抑

制脂质过氧化，抑制炎症反应和氧化应激［３］。既往研究报道，

大黄素在减轻非酒精性脂肪性肝病的炎症反应［１６］，缓解脂多

糖诱导的急性肝炎中发挥重要作用［１７］。本研究发现，ＡＮＩＴ模
型组大鼠血清胆红素、转氨酶及胆汁酸水平显著升高，肝脏组

织病理切片显示弥漫性汇管区卵圆细胞增生伴炎性细胞浸润，

胆管增生、扩张，部分胆管上皮细胞坏死，提示肝内胆汁淤积模

型构建成功；给予大黄素治疗后，肝功能指标明显好转，肝组织

病理改善，与ＸＩＯＮＧＸＬ等［１５］研究一致，证实了大黄素对淤

胆型肝炎的治疗作用。本实验进一步对比正常对照组与正

常＋大黄素组大鼠的肝功能指标及肝脏组织病理，发现无显著
差异，提示在此治疗剂量下，大黄素对大鼠肝脏无损伤等不良

反应。

胆汁淤积早期，由于炎症反应产生大量的细胞因子和趋化

因子等炎症介质，诱导中性粒细胞在肝组织中聚集、浸润和活

化，中性粒细胞通过脱颗粒释放蛋白酶和活性氧攻击靶细胞，

引起细胞内氧化应激及其坏死凋亡［１８］。当活性氧的生成量超

过机体清除能力时，细胞内脂质蛋白会被大量自由基氧化，损

伤细胞膜，加剧炎症反应，促进炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及
ＩＬ－１β的生成［１９］。ＭＰＯ是介导脂质过氧化的一种过氧化物
酶，ＭＤＡ是脂质过氧化过程中形成的次级产物，其水平与脂质
过氧化呈正相关［２０－２１］。本研究发现，模型组大鼠的 ＭＰＯ、
ＭＤＡ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和 ＩＬ－１β水平显著升高，与既往研究结
果一致［２２］。易巍等［２３］发现，使用含大黄素的利胆合剂可显著

降低胆汁淤积性肝纤维化患儿 ＭＤＡ水平。本研究发现，给予
大黄素治疗后，ＭＰＯ、ＭＤＡ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β水平显著

下降，说明大黄素通过抑制氧化应激及炎症反应，发挥保护肝

脏的作用。

ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路是参与炎症反应的经典信号通
路［２４］，在胆汁淤积形成过程中起重要作用［２５］。在胆汁淤积的

发生发展过程中，过度的炎症反应可激活 ＴＬＲ４信号通路，促
进ＮＦ－κＢ的核易位，诱导ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及ＩＬ－１β等炎症因
子ｍＲＮＡ转录；而 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及 ＩＬ－１β等作为细胞外刺
激因子，又可激活 ＮＦ－κＢ，进一步放大炎症反应［８］。本实验

结果显示，模型组大鼠ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ的表达增加，炎症因子
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和 ＩＬ－１β的水平升高，与既往研究结果一
致［２６］，此结果提示ＡＮＩＴ诱导的肝内胆汁淤积形成过程中启动
了ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路。ＦＡＹＥＤＡＭ等［２７］发现，下调

ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路能够明显改善肝内胆汁淤积大鼠的临
床表现。本研究发现，进一步给予大黄素干预后，ＴＬＲ４及
ＮＦ－κＢ的表达显著下降，炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及 ＩＬ－１β
的水平明显下降，提示大黄素通过抑制 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通
路，减轻炎症细胞浸润，发挥促进肝脏功能恢复的作用。

ＴＩＰＥ２是位于肝细胞、胃、结肠和淋巴组织等细胞核和细
胞质中的一种负性免疫调节蛋白，可调节固有免疫及适应性免

疫，维持机体免疫系统环境的稳定，参与炎症、免疫及肿瘤性疾

病的发生发展［４］。ＴＩＰＥ２可通过负调控 Ｔ细胞受体和 Ｔｏｌｌ样
受体信号转导，在维持免疫稳态中发挥关键作用［５］。大量研

究表明，ＴＩＰＥ２在肝炎、肝硬化以及肝细胞癌中均有明显改变，
参与了不同肝脏疾病发生发展过程［４］。ＴＩＰＥ２的表达在乙型
肝炎及原发性胆汁性胆管炎中下调，并且敲除ＴＩＰＥ２会加重肝
脏炎症和损伤［２８］。ＬＩＵＹＰ等［２９］发现，ＴＩＰＥ２直接与转化生
长因子－β激活激酶１结合并抑制其下游通路，预防肝脏脂肪
变性和非酒精性脂肪性肝炎的恶化。ＹＡＯＲ等［３０］发现，上调

ＴＩＰＥ２，可降低ＴＬＲ４及ＮＦ－κＢ表达，降低炎症因子 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６及ＩＬ－１β释放，改善心肌肥厚及纤维化，发挥保护心脏
的作用。基于此，ＴＩＰＥ２／ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ信号通路有望成为治
疗肝内胆汁淤积症的新靶点。本研究发现，模型组大鼠 ＴＩＰＥ２
表达下降，ＴＬＲ４和 ＮＦ－κＢ表达升高，给予大黄素治疗后，上
调ＴＩＰＥ２表达，ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ表达下降，下游炎性因子的水
平同时显著下降，提示大黄素可能是通过上调 ＴＩＰＥ２，抑制
ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路的激活，改善大鼠肝内胆汁淤积的
进程。

综上所述，大黄素可减轻肝内胆汁淤积，其作用机制可能

与上调ＴＩＰＥ２表达，抑制ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路的激活，进而
减轻肝脏氧化应激和炎性反应有关。本研究为大黄素治疗肝

内胆汁淤积症作用机制的探索提供了一定的实验基础，为疾病

的精准诊疗提供新靶点。
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桂枝茯苓汤加味对宫颈癌术后放化疗及Ｔ淋巴细胞的影响

（正文见２１４－２１８页）

图１　两组宫颈癌患者的 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ无病生存曲线

基于ＴＩＰＥ２／ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ通路探讨大黄素对肝内胆汁淤积大鼠的保护作用

（正文见２４６－２５１页）

图１　各组大鼠肝脏组织病理学表现（ＨＥ，×１００）
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