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摘要：目的 探究茵陈五苓散对实验性梗阻性黄疸大鼠肝损伤的保护作用。方法 2017年1月至2019年5月，60只SD大鼠，

选取45只制成实验性梗阻性黄疸大鼠模型，剩余15只为对照组，45只模型大鼠按照随机数字表法分为：模型组、低剂量茵陈

五苓散组（10 g·kg-1·d-1）和高剂量茵陈五苓散组（20 g·kg-1·d-1）每组各15只；实验组使用对应浓度茵陈五苓散灌胃，对照组和

模型组使用等量生理盐水灌胃，持续15 d。使用全自动生化分析仪检测各组大鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨

基转移酶（AST）、血清总胆红素（TBIL）和内毒素（ET）水平；使用酶联免疫吸附法（ELISA）检测各组大鼠肝组织匀浆丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）含量水平；使用蛋白质印记法检测各组大鼠肝组织凋亡相关蛋白B淋巴细胞瘤⁃2蛋白（Bcl⁃2）、
Bcl⁃2相关X蛋白（Bax）、半胱氨酸天门冬氨酸特异性蛋白酶（Caspase⁃3）和钙蛋白酶（Calpain）蛋白表达水平。结果 相比对照

组，模型组大鼠体质量、肝指数、ALT、AST、TBIL、ET、MDA、Bax蛋白、Caspase⁃3蛋白、Calpain蛋白水平均显著升高（P＜0.05），

SOD、Bcl⁃2蛋白水平均显著降低（P＜0.05）；相比模型组，低剂量茵陈五苓散组大鼠体质量、肝指数、ALT、AST、TBIL、ET、MDA、

Bax 蛋白、Caspase⁃3 蛋白、Calpain 蛋白水平分别为［（0.75±0.23）g、（2.53±0.17）、（130.50±12.05）U/L、（125.55±20.95）U/L、
（100.10±10.38）μmol/L、（0.52±0.03）EU/mL、（13.50±3.21）U/mg、（1.00±0.15）、（1.20±0.20）、（0.75±0.15）］，高低剂量茵陈五苓散

组分别为［（0.69±0.10）g、（2.11±0.13）、（93.15±10.25）U/L、（83.47±12.27）U/L、（72.30±10.25）μmol/L、（0.40±0.03）EU/mL、（9.26±
2.20）U/mg、（0.90±0.11）、（1.00±0.19）、（0.45±0.10）］均显著降低（P＜0.05），且高剂量茵陈五苓散组显著低于低剂量茵陈五苓散

组（P＜0.05）；相比模型组，低剂量茵陈五苓散组大鼠SOD、Bcl⁃2蛋白水平分别为［（200.47±27.15）U/mg、（0.69±0.23）］，高剂量

茵陈五苓散组大鼠分别为［（270.15±32.06）U/mg、（0.75±0.10）］，均显著升高（P＜0.05），且高剂量茵陈五苓散组显著高于低剂

量茵陈五苓散组（P＜0.05）。结论 茵陈五苓散通过降低脂质过氧化物水平、提高SOD活性、抑制钙蛋白酶的表达同时抑制肝

细胞的凋亡实现实验性梗阻性黄疸大鼠肝脏的保护作用，且在一定剂量范围内呈剂量依赖性。

关键词：黄疸，阻塞性； 茵陈五苓散； 肝损伤； 钙蛋白酶； 氧化应激； 大鼠，Sprague⁃Dawley
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Protection effect of Yinchen⁃Wuling powder on liver injury
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Abstract：Objective To explore the protection effect of Yinchen⁃Wuling powder on liver injury in experimental obstructive jaun⁃
dice（EOJ）rats.Methods January 2017 to May 2019，of the 60 SD rats，45 cases were enrolled to be made into EOJ models，and
the remaining 15 cases were enrolled as control group.According to random number table method，the 45 model rats were divided
into model group，low⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group（10 g·kg-1·d-1）and high⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group（20 g·kg-1·
d-1），with 15 cases in each group.The experimental groups were gavaged with corresponding concentrations of Yinchen⁃Wuling pow⁃
der，while control group and model group were gavaged with same amount of normal saline for 15 days.Levels of serum alanine ami⁃
notransferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST），serum total bilirubin（TBIL）and endotoxin（ET）in each group were mea⁃
sured by fully⁃automatic biochemical analyzer.The levels of malondialdehyde（MDA）and superoxide dismutase（SOD）in liver tis⁃
sue homogenate of each group were detected by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）.The expression levels of apoptosis⁃re⁃
lated proteins［B cell lymphoma⁃2（Bcl⁃2），Bcl⁃2 associated X protein（Bax），cysteine⁃containing aspartate⁃specific protease⁃3
（Caspase⁃3）］and calpain protein in liver tissue were detected by Western blot.Results Compared with the control group，weight，
liver index，levels of ALT，AST，TBIL，ET and MDA，expression levels of Bax protein，Caspase⁃3 protein and Calpain protein were
significantly increased in the model group，while expression levels of SOD and Blc ⁃ 2 protein were significantly decreased（P＜
0.05）.Compared with model group，weight，liver index，levels of ALT，AST，TBIL，ET and MDA，expression levels of Bax protein，
Caspase⁃3 protein and Calpain protein were significantly decreased in low⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group［（0.75±0.23）g，
（2.53±0.17），（130.50±12.05）U/L，（125.55±20.95）U/L，（100.10±10.38）μmol/L，（0.52±0.03）EU/mL，（13.50±3.21）U/mg，
（1.00±0.15），（1.20±0.20），（0.75±0.15）］and high⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group［（0.69±0.10）g，（2.11±0.13），（93.15±
10.25）U/L，（83.47±12.27）U/L，（72.30±10.25）μmol/L，（0.40±0.03）EU/mL，（9.26±2.20）U/mg，（0.90±0.11），（1.00±0.19），

（0.45±0.10）］（P＜0.05）.And the above indexes in high⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group were significantly lower than those in
low⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group（P＜0.05）.Compared with model group，expression levels of SOD and Blc⁃2 protein were
significantly increased in low⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group［（200.47±27.15）U/mg，（0.69±0.23）］and high ⁃dose Yinchen⁃
Wuling powder group［（270.15±32.06）U/mg，（0.75±0.10）］（P＜0.05）.And the above indexes in high⁃dose Yinchen⁃Wuling pow⁃
der group were significantly higher than those in low⁃dose Yinchen⁃Wuling powder group（P＜0.05）.Conclusion Yinchen⁃Wuling

powder can protect liver of EOJ rats by reducing lipid peroxide level，increasing SOD activity，inhibiting calpain expression and he⁃
patocytes apoptosis.The above protective effects are dose⁃dependent within a certain dose range.
Key words：Jaundice，obstructive； Yinchen⁃Wuling powder； Liver injury； Calpain； Oxidative stress； Rats，Sprague⁃Dawley

梗阻性黄疸（Obstructive Jaundice，OJ）是指胆道

系统发生梗阻后，导致胆红素或游离胆红素返流入

血，并出现巩膜黄染的现象［1-2］。王婷、许卫娜［3］研
究表明：持续性的OJ对肝脏有较大的影响，严重会

导致肝脏纤维化和肝硬化。目前使用中药治疗OJ
效果较为突出［4］。中医认为黄疸湿热结于脾胃，熏

蒸肝胆，故治则不外清热利湿［5］。茵陈五苓散中包

含茵陈、泽泻、茯苓片、猪苓、白术、桂枝等药物，可

以提高机体的抗氧化作用同时防止肝脏纤维化和

肝炎。本研究旨在探究茵陈五苓散对实验性OJ大
鼠肝损伤的保护作用及保护机理。

1 材料与仪器

1.1 动物 2017年1月至2019年5月，60只SPF级

雄性 SD大鼠，购自广东省医学动物实验中心，粤监

证字 2004A029号，饲养温度20～25 ℃，本研究经过

伦理委员会批准且遵循动物实验3⁃R原则。

1.2 药物与试剂 茵陈、泽泻、茯苓片、猪苓、白术、

桂枝，均购自武汉市中医院；丙二醛（Malondialde⁃
hyde，MDA）试剂盒和超氧化物歧化酶（Superoxide
Dismutase，SOD）试剂盒购自江莱生物有限公司；B
淋巴细胞瘤 ⁃ 2 蛋白（Bcl ⁃ 2，货号 sc ⁃ 56015，批号

20181203）、Bcl⁃2相关X蛋白（Bax，货号 sc⁃20067，批
号 20190102）、半胱氨酸天门冬氨酸特异性蛋白酶

（Caspase⁃3，货号 sc⁃56053，批号20190201）一抗购于

美国Santa Cruz公司；钙蛋白酶［Calpain，货号EY⁃（K）
⁃1003，批号12582012］一抗购自上海一研；HRP羊抗
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鼠IgG、HRP羊抗兔IgG购于美国Thermo公司。

1.3 仪器 Sysmex⁃chemix⁃180 型全自动生化分析

仪购自日本 Furuno Electric公司；BS⁃124s型电子天

平购自北京赛多斯仪器系统有限公司；SG⁃51正置

型金相显微镜购自上海光学仪器厂；蛋白电泳及转

膜仪购自美国Bio⁃Rad公司；凝胶成像系统购于以

色列DNR公司；LD⁃66实验室切片机购自长沙益广

制药机械公司。

2 方法

2.1 造模及药物干预 将 60只大鼠适应性喂养 1
周，采用随机数字表法将大鼠分为：对照组、模型

组、低剂量茵陈五苓散组和高剂量茵陈五苓散组，

每组各 15只；除对照组外各组大鼠制成实验性OJ
大鼠模型；造模具体方法参考韩德兰等［6］研究。完

成造模后 12 h，低剂量茵陈五苓散组和高剂量茵陈

五苓散组使用对应浓度茵陈五苓散灌胃。茵陈五

苓散组成：茵陈 30 g、茯苓片 15 g、猪苓 15 g、白术

15 g、桂枝10 g水煎；低剂量茵陈五苓散组灌胃剂量

为 10 g·kg-1·d-1；高剂量茵陈五苓散组灌胃剂量为

20 g·kg-1·d-1；对照组和模型组使用等量生理盐水灌

胃，连续15 d。
2.2 检测项目

2.2.1 一般情况的观察 药物干预完成后立即称

大鼠体质量，处死并检测肝脏相关质量计算肝指

数。肝指数＝肝脏湿质量/体质量×100%。

2.2.2 大鼠肝功能指标检测 各组大鼠眼球取血，

按照检测试剂盒说明书方法检测各组大鼠丙氨酸

氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、血

清总胆红素（TBIL）和内毒素（ET）水平。

2.2.3 大鼠氧化应激指标监测 取大鼠肝组织，剪

碎并使用胰蛋白酶制成匀浆，试剂盒说明书操作，

检测定大鼠肝组织中SOD、MDA含量水平。

2.2.4 蛋白质印迹法检测蛋白表达水平 使用蛋

白质印迹法检测Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3和钙蛋白酶

表达水平。取大鼠肝脏组织，使用胰蛋白酶消化

后，提取总蛋白并转移到PVDF膜上加入置脱脂奶

粉室温封闭，并加入稀释后的Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3

蛋白抗体，稀释比例 1：500，内参蛋白实验β⁃actin，
稀释比例为1∶1 000，分析比较各目的蛋白与内参蛋

白条灰度，计算各蛋白相对表达量。

2.3 统计学方法 本研究数据分析采用软件为

SPSS 22.0，作图采用软件为GraphPad Prism 5，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD法；若P＜0.05则表明差异有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠体质量及肝指数检测结果 由表 1可以

看出，相比对照组，模型组大鼠体质量、肝指数显著

升高（P＜0.01）；相比模型组，低剂量茵陈五苓散组

和高剂量茵陈五苓散组大鼠体质量、肝指数显著降

低（P＜0.01），且高剂量茵陈五苓散组显著低于低剂

量茵陈五苓散组（P＜0.01）。
表1 大鼠60只体质量及肝指数检测结果/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

低剂量茵陈五苓散组

高剂量茵陈五苓散组

鼠数

15
15
15
15

体质量/g
385.22±38.21
485.78±55.54a

420.11±49.21b

398.79±39.99bc

肝指数

2.04±0.12
3.21±0.14a

2.53±0.17b

2.11±0.13bc

注：与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与低剂量

茵陈五苓散组比较，cP＜0.01
3.2 大鼠肝脏指标检测结果 相比空白对照组，模

型组大鼠ALT、AST、TBILTBIL、ET水平均显著升高（P

＜0.01）；相比模型组，低剂量茵陈五苓散组和高剂量

茵陈五苓散组大鼠ALT、AST、TBILTBIL、ET水平均显

著降低（P＜0.01），且高剂量茵陈五苓散组显著低于低

剂量茵陈五苓散组（P＜0.01）。见表2。
3.3 大鼠肝脏内氧化物质检测结果 相比空白对

照组，模型组大鼠 MDA 含量水平显著升高（P＜

0.01），SOD水平显著降低（P＜0.01）；相比模型组，

低剂量茵陈五苓散组和高剂量茵陈五苓散组大鼠

MDA含量水平显著降低（P＜0.01），且高剂量茵陈

五苓散组显著低于低剂量茵陈五苓散组（P＜0.01），
SOD水平显著升高且高剂量茵陈五苓散组显著高

于低剂量茵陈五苓散组（P＜0.01）。见表3。
表2 大鼠60只肝脏指标检测结果/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

低剂量茵陈五苓散组

高剂量茵陈五苓散组

鼠数

15
15
15
15

ALT（U/L）
72.30±7.21

212.02±30.00 a

130.50±12.05 b

93.15±10.25 bc

AST（U/L）
42.30±8.20

200.15±42.40 a

125.55±20.95 b

83.47±12.27 bc

TBIL（μmol/L）
9.31±1.30

188.58±20.10 a

100.10±10.38 b

72.30±10.25 bc

ET（EU/mL）
0.33±0.03
0.77±0.03 a

0.52±0.03 b

0.40±0.03 bc

注：ALT为丙氨酸氨基转移酶，AST为天冬氨酸氨基转移酶，TBIL为血清总胆红素，ET为内毒素。与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比

较，bP＜0.01；与低剂量茵陈五苓散组比较，cP＜0.01

··1949



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2020 Oct，24（10）

表3 大鼠肝脏内氧化物质检测结果/（U/mg，x̄ ± s）
组别

对照组

模型组

低剂量茵陈五苓散组

高剂量茵陈五苓散组

鼠数

15
15
15
15

MDA
8.31±2.10

19.00±4.20 a

13.50±3.21 b

9.26±2.20 bc

SOD
310.54±44.05
220.78±45.65 a

200.47±27.15b

270.15±32.06 bc

注：MDA为丙二醛，SOD为超氧化物歧化酶。与对照组比较，aP＜

0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与低剂量茵陈五苓散组比较，cP＜0.01
3.4 大鼠肝脏组织凋亡蛋白水平检测结果 相比

空白对照组，模型组大鼠Bax蛋白表达水平和Cas⁃
pase⁃3蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01），Bcl⁃2
蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；相比模型组，

低剂量茵陈五苓散组和高剂量茵陈五苓散组大鼠

Bax蛋白表达水平和 Caspase⁃3蛋白表达水平均显

著降低（P＜0.01），且高剂量茵陈五苓散组显著低

于低剂量茵陈五苓散组（P＜0.01），Bcl⁃2蛋白表达

水平显著升高且高剂量茵陈五苓散组显著高于低剂

量茵陈五苓散组（P＜0.01）。见图1和表4。
表4 大鼠肝脏组织凋亡蛋白水平检测结果/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

低剂量茵陈五苓散组

高剂量茵陈五苓散组

鼠数

15
15
15
15

Bcl⁃2/
β⁃actin值
1.45±0.21
0.45±0.10 a

0.69±0.23 b

0.75±0.10 bc

Bax/
β⁃actin值
0.25±0.09
1.39±0.21 a

1.00±0.15 b

0.90±0.11 bc

Caspase⁃3/
β⁃actin值
0.45±0.12
1.60±0.30 a

1.20±0.20 b

1.00±0.19 bc

注：Bcl⁃2为B淋巴细胞瘤⁃2蛋白，Bax为Bcl⁃2相关X蛋白，Cas⁃
pase⁃3为半胱氨酸天门冬氨酸特异性蛋白酶，β⁃actin为β⁃肌动蛋

白。与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与低剂量茵

陈五苓散组比较，cP＜0.01
3.5 大鼠钙蛋白酶蛋白表达水平检测结果 相比

空白对照组，模型组大鼠钙蛋白酶蛋白表达水平显

著升高P＜0.01）；相比模型组，低剂量茵陈五苓散

组和高剂量茵陈五苓散组大鼠肝组织钙蛋白酶蛋

白表达水平显著降低（P＜0.01），且高剂量茵陈五苓

散组显著低于低剂量茵陈五苓散组（P＜0.01）。见

图2和表5。
表5 大鼠钙蛋白酶蛋白表达水平检测结果/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

低剂量茵陈五苓散组

高剂量茵陈五苓散组

鼠数

15
15
15
15

Calpain/β⁃actin值
1.00±0.20
1.80±0.25a

0.75±0.15b

0.45±0.10bc

注：Calpain 为钙蛋白酶，β⁃actin为 β⁃肌动蛋白。与对照组比

较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与低剂量茵陈五苓散组比

较，cP＜0.01

4 讨论

肝脏损伤重要指标包括：血清 ALT、AST 活力

等。黄新造等［7］研究表明：血清 ALT、AST 活力可

以一定程度上反映肝脏受损程度。本研究中可以

看出，相比模型组，使用茵陈五苓散处理的各组组

大鼠 ALT、AST 水平均显著降低说明了茵陈五苓

散可以有效降低肝细胞的受损程度。这可能是因

为茵陈五苓散以茵陈为君药，配合泽泻、猪苓具有

清热解毒利湿、健脾化浊之功，同时茵陈是利胆退

黄的主药，可以减轻肝细胞坏死的程度，促进胆汁

分泌降低血清中的 ALT 及 AST 水平。杨建桥、严

清和［8］研究表明：茵陈五苓散可以降低 ALT 及

AST水平，保护小鼠肝组织，本研究得出的结论与

其相类似。

发生OJ会使得肠粘膜屏障受到损害，使得大

量的ET会进入血液，进一步加重黏膜屏障的受损

程度，并形成恶性循环［9］。TBIL是由体内红细胞裂

解而释放出的血红蛋白产生的，主要包括间接胆红

素和直接胆红素［10］。耿焱等［11］研究表明：检查

TBIL 含量水平不仅能反映肝脏损害的程度，尤其

对黄疸的鉴别具有重要意义，胆汁淤积会引起黄

疸，TBIL 含量水平显著升高。本研究发现相比模

型组，使用茵陈五苓散处理的各组大鼠 TBIL和ET
水平均显著降低说明了茵陈五苓散可以有效保护

肠粘膜屏障。同时茵陈五苓散可以防止大量的胆

酸及胆红素淤积导致肝脏湿热毒邪蕴积，影响血气

运行，从而造成肝细胞受损。王缚鲲等［12］研究表

明：TBIL是预测减黄效果的最佳指标，降低其含量

可有效缓解OJ，本研究得出的结论与其相类似。

随着医疗的进步，对活性氧的研究越来越深

入，研究发现若发生氧化应激反映会使得MDA的水

平升高，同时自由基清除剂如 SOD、谷胱甘肽过氧

化物酶（GSH⁃Px）等会严重减少或缺乏，同时还会影

响细胞膜的通透性细胞内的SOD、GSH⁃Px 等酶释放

至细胞外［13］。MDA也是反应体内脂质氧化的重要

指标［14］。本研究发现，相比模型组，使用茵陈五苓

散处理的各组大鼠MDA含量水平显著降低，SOD水

平显著升高，说明大鼠体内的脂质氧化受到了显著

的抑制，同时氧自由基也显著减少，这可能是因为

茵陈五苓散中包含的茯苓片、白术等中药具有抗氧

化、清除自由基的效果。胡明华等［15］研究表明：降

低自由基的含量水平可以有效保护OJ病人肝脏，本

研究得出的结论与其相类似。

OJ 会损伤肝细胞，使得肝脏纤维化并促进肝

细胞的程序性死亡，细胞的凋亡受到基因的调控，
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其中 Caspase 家族是细胞凋亡的核心。Caspase 家

族中Caspase⁃3和Caspase⁃9是重要的凋亡基因，可

以启动细胞的凋亡程序［16］。除了 Caspase 家族蛋

白可以调控细胞的凋亡，Bcl⁃2家族蛋白也可以调

控细胞的凋亡，在Bcl⁃2家族中主要由Bcl⁃2蛋白和

Bax 蛋白分别抑制和促进细胞的凋亡［18⁃20］。本研

究发现，相比模型组，使用茵陈五苓散处理的各组

大鼠Bax蛋白表达水平和Caspase⁃3蛋白表达水平

均显著降低，Bcl⁃2蛋白表达水平显著升高，说明使

用茵陈五苓散处理后可以显著降低大鼠肝脏细胞

的凋亡，有效保护发生OJ后的肝细胞。

钙蛋白酶是一种降解蛋白的酶，会降解肌原

纤维中的蛋白，在OJ病人肝组织内其表达会显著

增加，且与肝脏受损程度正相关［21］。本实验发现，

相比模型组，使用茵陈五苓散处理的各组大鼠肝

组织钙蛋白酶蛋白表达水平显著降低，说明大鼠

肝脏损伤得到了有效的缓解，这些可能和降低肝

脏炎性细胞浸润及成纤维细胞的增生有关。崔玉

宝［21］研究表明：使用茵陈五苓散可以降低肝脏组

织内的钙蛋白酶基因及蛋白的表达并促进肝脏功

能恢复。

综上所述，茵陈五苓散可以有效保护实验性OJ
大鼠肝脏，其作用机制与抑制氧化应激、钙蛋白酶

的表达及肝细胞的凋亡相关。但本研究使用的剂

量梯度较少，在后续的研究中将进一步探讨茵陈五

苓散的剂量对实验性OJ大鼠肝脏保护的效果。

（本文图1，2见插图10-2）
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