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摘要： 目的　 观察大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠炎症反应的改善作用。 方法　 将 ＳＤ 雄性大鼠随机分为空白组、 模型

组、 ＩＳＣＫ０３ （ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 抑制剂） 组 （５ μｍｏｌ ／ ｍＬ）、 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 （０􀆰 ０６３ ｇ ／ ｋｇ＋５ μｍｏｌ ／ ｍＬ）、 大黄灵仙方＋
ＩＳＣＫ０３ 组 （４􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ＋５ μｍｏｌ ／ ｍＬ）、 熊去氧胆酸组 （０􀆰 ０６３ ｇ ／ ｋｇ） 和大黄灵仙方组 （４􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 除空白

组外， 其余各组于胆总管内一次性注射 ＬＰＳ （１􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ） 构建肝内胆管炎大鼠模型。 造模后 １ ｄ 开始给药， 连续给

药 ７ ｄ。 给药结束后， 采用试剂盒检测血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平和 γ⁃ＧＴ、 ＡＫＰ 活性； ＨＥ 和

Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝脏、 回肠和结肠组织病理形态； 透射电镜观察肝组织超微结构； 免疫组化、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉ 蛋白表

达。 结果　 与空白组比较， 模型组和 ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝细胞损伤严重， 大量线粒体、 粗面内质网损伤， 肠绒毛纹断裂，
杯状细胞数量减少， 隐窝排列紊乱； 血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较， 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝细胞炎症浸润减少， 线粒体破

损， 肠绒毛、 杯状细胞、 隐窝结构趋于恢复； 血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 熊去氧胆酸组和大黄灵仙方组大鼠肝细胞少量浸润， 细胞器形态较完整， 肠道杯

状细胞排列整齐， 膜较完整； 血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 大黄灵仙方可通过调控 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 轴， 抑制 ＰＫＣ ／ Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ⁃１ ／ Ｅｒｋ１ ／ ２ 通路活化， 发挥抗肝内胆管炎

作用。
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ＩＳＣＫ０３ ｇｒｏｕｐ， ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＋ ＩＳＣＫ０３ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｄａｈｕａｎｇ Ｌｉｎｇｘｉａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ ＋ ＩＳＣＫ０３
ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ， ｌｅｓｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ， ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉ， ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｃｒｙｐｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＢＩＬ， ＤＢＩＬ， ＴＢＡ， ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ＣＲＰ， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＫＰ ａｎｄ γ⁃ＧＴ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＣＦ ａｎｄ ｃ⁃Ｋｉｔ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１ ａｎｄ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
Ｄａｈｕａｎｇ Ｌｉｎｇｘｉａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉｌｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ， ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｉｎｔａｃｔ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｎｅａｔｌｙ ａｒｒａｎｇｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｉｎｔａｃｔ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＢＩＬ， ＤＢＩＬ， ＴＢＡ， ＩＬ⁃
６， ＴＮＦ⁃α， ＣＲＰ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＫＰ ａｎｄ γ⁃ＧＴ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＣＦ ａｎｄ
ｃ⁃Ｋｉｔ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃
１ ａｎｄ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｄａｈｕａｎｇ Ｌｉｎｇｘｉａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ ｅｘｅｒｔｓ ａｎ
ａｎｔｉ⁃ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ ａｘｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＫＣ ／ Ｈ⁃
Ｒａｓ ／ Ｒａｆ⁃１ ／ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｄａｈｕａｎｇ Ｌｉｎｇｘｉａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ； ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｔｉｓ； ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ； Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ⁃１ ／
Ｅｒｋ１ ／ ２ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 肝内胆管炎是以胆管上皮炎症损伤、 胆管进行

性破坏的一类疾病［１］， 在亚洲地区发病率呈逐年

上升趋势， 且女性发病率高于男性［２］。 其发病机

制复杂， 至今未完全阐明。 该病病程迁延， 最终可

导致胆汁淤积、 肝纤维化乃至胆管癌等危重并发

症［３］。 肝内胆管炎被认为是导致肝胆管结石产生

的重要因素， 长期的炎症反应可激活氧化应激， 导

致脂质水平和胆固醇水平增高， 增加结石发生

率［４］。 目前， 熊去氧胆酸、 鹅去氧胆酸是临床上

用治疗肝内胆管炎的一线药物， 但部分患者对其不

应答或应答不佳［５］。 所以， 探索新的治疗模式，
通过抑制炎症反应， 预防结石的形成， 迫在眉睫。

研究 发 现， 干 细 胞 因 子 （ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ，
ＳＣＦ） ／酪氨酸激酶受体 （ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ｃ⁃Ｋｉｔ） 信号通路与胆固醇结石的形成和调节肠道

代谢密切相关［６］。 蛋白激酶 Ｃ （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ，
ＰＫＣ） 可介导 Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／细胞外信号调节激酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， Ｅｒｋ１ ／
２） 信号通路发生炎症级联瀑布反应， 促进胆道炎

症纤维化进程， 加快结石形成［７］。 课题组前期研
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究发现， 大黄灵仙方可调控 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ、 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ、 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 等信号通路降低胆管细胞炎

性应激， 调控免疫平衡， 减少炎症因子释放， 有效

防治肝内胆管结石［８⁃１０］。 但大黄灵仙方能否通过肠

道 启 动 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 轴， 串 联 ＰＫＣ ／ Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ⁃１ ／
Ｅｒｋ１ ／ ２ 信号通路， 抑制肝内胆管炎发生， 从而起

到防治肝内胆管结石的形成鲜有报道。 因此， 本研

究通过 ＬＰＳ 构建肝内胆管炎大鼠模型， 从调控肠

道 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 信 号 轴， 串 联 ＰＫＣ ／ Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ⁃１ ／
Ｅｒｋ１ ／ ２ 炎症通路表达出发， 进一步完善和阐述大

黄灵仙方缓解肝内胆管炎的作用机制， 为后期中医

学防治肝内胆管结石提供理论学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ７０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ８ ～ １２
周龄， 体质量 １８０～２２０ ｇ， 购于湖南斯莱克景达实

验动物有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（湘） ２０１９⁃０００４］， 饲养于广西中医药大学 ＳＰＦ 级

屏障环境 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （桂）
２０２４⁃０００４］， 环境温度（２４±２）℃， 相对湿度４０％ ～
７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 自由饮食饮水。 本研

究经广西中医药大学实验动物伦理委员会批准

（批号 ＤＷ２０２３１０１６⁃２０１）。
１􀆰 ２ 　 药物和试剂 　 大黄灵仙方由生大黄、 泽兰

（批号 １９１１０３２３、 １９０９１８２３） 各 １５ ｇ， 威灵仙、 金钱

草、 黄芪 （批 号 １９１００６５３、 １９０９１７１３、 １９０９１５２３）
各 ３０ ｇ， 郁 金、 枳 壳、 柴 胡、 鸡 内 金 （ 批 号

１９１２０６１３、 １９１２０４１３、 １９１１０３３３、 １９１１０３７３） 各１２ ｇ，
磁石、 芒硝 （批号 １９０９１９４３、 １８１２２０５３） 各 １０ ｇ，
炙甘草 （批号 １９１１１０３） ５ ｇ 组成， 由广西中医药大

学第一附属医院中药房根据生药颗粒剂比例换算，
配制成一付相当于 ２６􀆰 ４ ｇ 的颗粒剂。 熊去氧胆酸

（德国 Ｌｏｓａｎ Ｐｈａｒｍａ ＧｍｂＨ 公司， 规格 ０􀆰 ２５ ｇ， 货号

Ｌ１９０８７Ａ）； ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ、 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 抗

体（武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 ２６５８２⁃１⁃ＡＰ、
１８６９６⁃１⁃ＡＰ、 ２１９９１⁃１⁃ＡＰ、 １８２９５⁃１⁃ＡＰ、 ５１０６８⁃１⁃ＡＰ）；
ＲＡＦ⁃１抗体、 脂多糖 （ ＬＰＳ）、 ＩＳＣＫ０３ （北京索莱

宝 科 技 有 限 公 司， 货 号 Ｋ０００３１８Ｐ、 Ｌ８８８０、
Ｓ２０７０）； γ⁃谷氨酰基转移酶 （ γ⁃ＧＴ）、 总胆红素

（ＴＢＩＬ ）、 直 接 胆 红 素 （ ＤＢＩＬ ）、 碱 性 磷 酸 酶

（ＡＫＰ）、 总胆汁酸 （ＴＢＡ） 测试盒 （南京建成生

物工程研究所， 货号 Ｃ００９⁃２⁃１、 Ｃ⁃１９⁃１⁃１、 Ｃ０１９⁃２⁃
１、 Ｅ００３⁃２⁃１、 Ｅ００３⁃２⁃１）。
１􀆰 ３　 仪器　 ５８１０Ｒ 冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司）； Ｅｐｏｃｈ２ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＢＤ２３

小型精密恒温箱 （德国 ＢＩＮＤＥＲ 公司）； ＣＫＸ４１ 倒

置显微镜 （日本奥林巴斯公司）； ７５００ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； １６５９００１ 电泳仪、
Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ ＳＤ 转 膜 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ）；
Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ ＭＫ３ 长酶标仪 （美国赛默飞公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与造模　 大鼠适应性喂养 ７ 周后随机分

为空白组、 模型组、 ＩＳＣＫ０３ 组、 熊去氧胆酸 ＋
ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组、 熊去氧胆酸

组、 大黄灵仙方组， 每组 １０ 只。 除空白组外， 其

余各组参考既往研究造模［１１］， 在胆总管一次性注

射 １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ 构建肝内胆管炎大鼠模型。
２􀆰 ２　 给药　 参照药品说明书剂量和人与大鼠体表

面积换算的计算公式， 最终确定大鼠 ＩＳＣＫ０３、 熊去

氧胆酸、 大黄灵仙方给药剂量分别为 ５ μｍｏｌ ／ ｍＬ、
０􀆰 ０６３ ｇ ／ ｋｇ、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， ＩＳＣＫ０３ 腹腔注射给药， 熊

去氧胆酸和大黄灵仙方灌胃给药， 空白组、 模型组

和 ＩＳＣＫ０３ 组灌胃给予蒸馏水， 灌胃量 ２ ｍＬ ／ ｋｇ。
于造模后 １ ｄ 开始给药， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 所

有大鼠均在给药结束后， 禁食、 禁水 １２ ｈ， 随后无

菌操作下取材。
２􀆰 ３　 样本采集 　 给药干预 ７ ｄ 后， 采用气麻机，
使用 ２􀆰 ５％ 异氟烷吸入麻醉大鼠， 取腹主动脉血 ２
ｍＬ， 静置 ２ ｈ 后， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 取血清，
置于－８０ ℃保存。 采血后， 取 ２ 块大小约 ０􀆰 ５ ｃｍ×
０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 的肝组织， 取 ２ 段回肠和结肠约

１ ｃｍ， 一份使用 ４％ 多聚甲醛固定， 另一份置于液

氮中保存。 取 ０􀆰 １ ｃｍ３ 肝组织置于电镜保存液中，
４ ℃保存。
２􀆰 ４　 观察指标

２􀆰 ４􀆰 １　 血清肝功能及炎症因子水平检测　 取大鼠

血清， 采用酶标法试剂盒， 按照操作步骤检测血清

ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ、 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活 性。 采 用

ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 按照操作步骤检测血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃
α、 ＣＲＰ 水平。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝脏、 回肠、 结肠病

理学改变　 肝脏、 回肠、 结肠组织使用 ４％ 多聚甲

醛固定， 经脱水、 浸蜡、 包埋、 切片、 脱蜡后进行

Ｍａｓｓｏｎ 染色以及 ＨＥ 染色， 于光学显微镜下观察病

理变化。
２􀆰 ４􀆰 ３　 透射电镜观察肝脏超微结构　 取出于电镜

保存液中的肝组织， 经乙醇及丙酮脱水， 环氧树脂

包埋， 用钻石刀切制成 ７０ ｎｍ 的超薄切片， 铀铅染

色后于透射电镜观察肝细胞中细胞核、 内质网、 线
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粒体形态数量及其他细胞器的超微结构。
２􀆰 ４􀆰 ４　 免疫组化检测肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、
Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达 　 肝组织经 １０％ 多聚甲醛固定

２４ ｈ后， 经脱水、 包埋、 切片、 烤片、 脱蜡、 水

化、 抗原修复冷却后， ３％ Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧

化物酶活性， 血清封闭， 孵育一抗 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、
Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ （１ ∶ ５００）， 孵育二抗， ＤＡＢ 显色，
苏木素复染细胞核， 经脱水、 透明、 封片后镜检，
通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件检测阳性表达面积。
２􀆰 ４􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肠道 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 和肝脏

ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达　 取肝脏以

及肠道各 ３０ ｍｇ， 加 ３００ μＬ 裂解液， 冷冻研磨，
离心后取上清， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度并进行定量，
按比例加入 ５×上样缓冲液， １００ ℃金属浴加热 １０
ｍｉｎ。 将制备好的蛋白样品进行加样、 电泳、 转膜，
使用快速封闭液封闭 ＰＶＤＦ 膜 ２０ ｍｉｎ。 加一抗 ＰＫＣ
（１ ∶ ５ ０００）、 Ｈ⁃Ｒａｓ （ １ ∶ ２ ０００）、 Ｒａｆ⁃１ （ １ ∶
２ ０００）、 Ｅｒｋ１ ／ ２ （ １ ∶ ５ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加二抗鼠抗 （１ ∶ １０ ０００）、 兔抗

（１ ∶ ５ ０００） 孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 通过化学

发光成像系统显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组蛋

白条带灰度值， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参计算目的蛋白相

对表达。
２􀆰 ４􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃
１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达 　 取各组肝组织， 使用

ＴＲＩｚｏｌ 试 剂 提 取 总 ＲＮＡ， 利 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ 混 合 物 逆 转 录 成 ｃＤＮＡ， 再 使 用 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂进行 ＰＣＲ 扩增反应。 反应体

系共 ２０ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ、 ２ × Ｓ６ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ４ μＬ、 正反向引物各 ０􀆰 ４ μＬ， 加

无核酸酶水补足至总体积 ２０ μＬ。 扩增条件为

９５ ℃预变性 ４０ ｓ； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ／延
伸 ３０ ｓ， 循环 ３０ 次。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用

２－ΔΔＣＴ法检测目的基因相对表达。 引物由武汉天一

华煜基因科技有限公司设计与合成， 序列见表 １。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ２ 软件

进行处理， 计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
多组间比较采用单因素方差分析， 若方差齐， 进一

步多重比采用最小显著性差异法 （ＬＳＤ） 较， 若方

差不齐则采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠肝脏、 回肠、
结肠组织病理形态的影响

３􀆰 １􀆰 １　 ＨＥ 染色 　 空白组大鼠肝组织形态正常。
模型组、 ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝组织细胞肿胀、 变形排

列紊乱， 形成气球样变； 汇管区出现大量不规则胆

管增生范围扩大， 肝小叶受损严重， 假小叶形成，
伴炎症细胞浸润。 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵

仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠部分肝细胞坏死， 部分肝内胆

管扩张， 肝小叶结构破损； 汇管区、 中央静脉周围

炎性细胞浸润。 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠

肝组织细胞形态较完整， 假小叶结构较完整， 炎症

细胞浸润减轻， 汇管区胆管增生等均有所改善。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 序列 产物长度 ／ ｂｐ
ＰＫＣ 正向 ５′⁃ＧＧＧＡＴＧＡＡＡＴＧＣＧＡＣＡＣＣＴＧ⁃３′ １１１

反向 ５′⁃ＣＴＴＣＡＧＧＴＡＡＡＴＣＣＧＣＣＣＣＣ⁃３′
Ｈ⁃Ｒａｓ 正向 ５′⁃ＧＣＣＣＣＴＧＴＡＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＣ⁃３′ １４４

反向 ５′⁃ＣＴＧＴＴＴＣＣＧＧＴＡＧＧＡＧＴＣＣＴＣＴ⁃３′
Ｒａｆ⁃１ 正向 ５′⁃ＣＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＣＴＡＴＣＡＧＣＧＴ⁃３′ １２４

反向 ５′⁃ＣＡＴＴＣＣＧＣＡＣＡＴＴＧＡＣＣＡＣＡＧ⁃３′
Ｅｒｋ１ ／ ２ 正向 ５′⁃ＴＣＴＴＧＣＴＧＣＧＡＴＴＣＣＧＣＣＡＴ⁃３′ １１６

反向 ５′⁃ＣＡＧＧＴＣＣＧＴＣＴＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ⁃３′ ９２

反向 ５′⁃ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ⁃３′

　 　 空 白 组 回 肠、 结 肠 形 态 正 常。 模 型 组、
ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肠黏膜有严重损伤， 组织结构破碎，
杯状细胞排列紊乱， 伴有明显水肿， 隐窝肿胀， 炎

性细胞浸润。 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵仙方

＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肠黏膜破坏、 水肿充血情况稍有恢

复， 但依旧有炎症细胞浸润现象， 杯状细胞排序较

整齐。 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠肠黏膜正

常， 水肿减少， 有少量炎症细胞浸润， 杯状细胞排

列整齐。 结果见图 １。
３􀆰 １􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色 　 空白组大鼠肝脏结构完整，
未见明显胶原纤维增生。 模型组、 ＩＳＣＫ０３ 组大鼠

肝脏汇管区可见纤维间隔， 肝索排列紊乱、 肝小叶

结构破坏， 形成假小叶。 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组、
大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝脏仍可见肝小叶结构

破坏及纤维结缔组织增生， 部分假小叶形成， 存在

蓝色纤维间隔和条索。 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方

组大鼠肝脏肝索排列较整齐， 纤维增生减少， 纤维

间隔变窄， 仅见少量蓝色胶原沉积。
空白组大鼠回肠、 结肠组织肠绒毛纹排序整

齐， 整体形态完整。 模型组、 ＩＳＣＫ０３ 组大鼠回肠、
结肠组织肠绒毛纹断裂， 上皮和固有层严重破坏，
大量炎性细胞浸润， 杯状细胞数量少， 隐窝排列紊

乱。 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＩＳＣＫ０３ 组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｅ 为大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｆ 为熊

去氧胆酸组， Ｇ 为大黄灵仙方组。 黑色箭头指示气球样变， 蓝色箭头指示炎症细胞浸润， 红色箭头指示杯状细胞

排列紊乱， 黄色箭头指示水肿。

图 １　 各组大鼠肝脏、 回肠、 结肠组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｌｉｖｅｒ， ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组大鼠回肠、 结肠组织肠绒毛纹少量断裂， 固有层

局部炎性细胞聚集， 杯状细胞较多， 隐窝结构趋于

恢复。 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠回肠、 结

　 　 　

肠组织肠绒毛排序整齐， 上皮和固有层趋于完整，
少量炎性细胞分布， 杯状细胞分布密集， 隐窝结构

排列清晰完整。 结果见图 ２。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＩＳＣＫ０３ 组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｅ 为大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｆ 为

熊去氧胆酸组， Ｇ 为大黄灵仙方组。 肝脏中黑色箭头指示胶原沉积； 结肠、 回肠中黑色箭头指示隐窝紊乱， 蓝

色箭头指示杯状细胞排列紊乱， 黄色箭头指示肠绒毛损伤。

图 ２　 各组大鼠肝脏、 回肠、 结肠组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｌｉｖｅｒ， ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ２　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠肝组织超微结

构的影响　 空白组大鼠肝细胞结构正常， 核膜完

整， 糖原颗粒均匀分布。 模型组、 ＩＳＣＫ０３ 组大鼠

肝细胞损伤严重， 表现为核膜模糊、 微绒毛脱落，
核内包涵体形成及异染色质聚集； 胞质基质溶解，
广泛水肿， 糖原颗粒分布紊乱； 线粒体严重损伤，
膜结构模糊、 断裂， 嵴结构破坏； 粗面内质网囊膜

破损， 可见断裂， 并伴核糖体脱颗粒。 熊去氧胆酸＋
ＩＳＣＫ０３ 组、 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝细胞中

度损伤， 核膜欠完整， 染色质及糖原分布稍改善；
部分线粒体膜破损、 基质外溢， 嵴断裂； 粗面内质

网数量减少， 偶见囊膜破损及轻微核糖体脱颗粒。
熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠肝细胞轻度损

伤， 胞质基质不均， 局部水肿； 核膜边界模糊， 异

染色质增多； 线粒体偶见膜模糊及嵴断裂， 形成空

泡。 结果见图 ３。

３􀆰 ３　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠肝组织 ＰＫＣ、
Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 表达的影响 　 与空白组比

较， 模型组大鼠肝组织切片大部分面积呈现大量黄

褐色， ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 阳性表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄

灵仙方组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２
阳性表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 熊去氧胆酸 ＋ ＩＳＣＫ０３
组、 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝组织 Ｒａｆ⁃１ 阳性

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠

肝组织 ＰＫＣ 阳性表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 ４、
表 ２。
３􀆰 ４　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠血清 ＴＢＩＬ、
ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性的影响　 与空

白组比较， 模型组大鼠血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ 水

平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组、 熊去氧胆
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＩＳＣＫ０３ 组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｅ 为大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｆ 为熊去氧

胆酸组， Ｇ 为大黄灵仙方组。 Ｎ 为细胞核， Ｍ 为线粒体， ＥＲＥ 为粗面内质网。

图 ３　 各组大鼠肝组织超微结构 （透射电镜）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＩＳＣＫ０３ 组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｅ 为大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｆ 为熊去氧胆酸组， Ｇ 为大

黄灵仙方组。

图 ４　 各组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白免疫组化染色

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１ ａｎｄ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 各组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１ ａｎｄ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 Ｅｒｋ１ ／ ２ ＰＫＣ Ｈ⁃Ｒａｓ Ｒａｆ⁃１
空白组 ０􀆰 ０２±０􀆰 ０５ １􀆰 ３９±１􀆰 ７２ ０􀆰 ２３±０􀆰 １８ １４􀆰 １４±７􀆰 １０
模型组 ３６􀆰 ７９±１３􀆰 ２５∗ １７􀆰 ９８±４􀆰 ０５∗ １９􀆰 ８３±７􀆰 ９９∗ ４９􀆰 ７４±３􀆰 ８５∗

ＩＳＣＫ０３ 组 ４８􀆰 ６５±１０􀆰 ８６ ２３􀆰 ８８±４􀆰 ７８ ２７􀆰 ２１±１３􀆰 ５９ ５１􀆰 ２０±５􀆰 ７８
熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 ３４􀆰 ２９±５􀆰 ００Δ １３􀆰 ４４±７􀆰 ００Δ １２􀆰 １４±３􀆰 １２Δ ３１􀆰 ６８±５􀆰 ４５＃Δ

大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组 ３０􀆰 ０９±４􀆰 ６９Δ ８􀆰 ００±３􀆰 ４０＃Δ ８􀆰 ５２±９􀆰 ４２Δ ２８􀆰 ７４±４􀆰 ３９＃Δ

熊去氧胆酸组 ５􀆰 １４±２􀆰 １１＃Δ ７􀆰 １７±３􀆰 ４９＃Δ ３􀆰 ８８±６􀆰 ４０＃Δ １５􀆰 ５９±５􀆰 ６５＃Δ

大黄灵仙方组 １􀆰 ３７±０􀆰 ９２＃Δ ３􀆰 ５４±３􀆰 ８８＃Δ ０􀆰 ７８±０􀆰 ７３＃Δ １５􀆰 ５７±１０􀆰 ３０＃Δ

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠血清

ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＩＳＣＫ０３ 组各指标无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄

灵仙方组、 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方＋
ＩＳＣＫ０３ 组 大 鼠 血 清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ 水 平 和

ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ５　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠血清 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组

大鼠 血 清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水 平 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙

方组、 熊去氧胆酸 ＋ ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方 ＋
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ＩＳＣＫ０３ 组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平均降

低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 而 ＩＳＣＫ０３ 组各指标无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较， 熊去氧胆酸组、 大

黄灵仙方组、 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方

＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。
表 ３　 各组大鼠血清 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＴＢＡ 水平和 ＡＫＰ、 γ⁃ＧＴ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＢＩＬ， ＤＢＩＬ ａｎｄ ＴＢＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＡＫＰ ａｎｄ γ⁃ＧＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＡＫＰ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＴＢＩＬ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＤＢＩＬ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） γ⁃ＧＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＴＢＡ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

空白组 ４􀆰 １０±０􀆰 ３２ ６􀆰 ２４±１􀆰 ２４ ６􀆰 ２５±１􀆰 ２５ ４６􀆰 １０±６􀆰 ９３ ９􀆰 ８０±１􀆰 ９２
模型组 １３􀆰 ５０±０􀆰 ５７∗ １９􀆰 ５９±１􀆰 ２３∗ ２９􀆰 ３７±１􀆰 ８４∗ ９０􀆰 ２０±６􀆰 ５１∗ ２９􀆰 ６０±２􀆰 ７０∗

ＩＳＣＫ０３ 组 １３􀆰 ８０±０􀆰 ５５ ２２􀆰 ３４±０􀆰 ７８ ３２􀆰 ２２±１􀆰 １４ １０５􀆰 ００±８􀆰 ６７ ３２􀆰 ９０±２􀆰 ４０
熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 ８􀆰 ４５±０􀆰 ３６＃Δ １６􀆰 ５７±１􀆰 ５１＃Δ ２２􀆰 ９６±２􀆰 ０２＃Δ ８０􀆰 ４０±５􀆰 ３６＃Δ ２９􀆰 ５０±１􀆰 １０＃Δ

大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组 ６􀆰 ９９±０􀆰 １４＃Δ １３􀆰 ７８±１􀆰 ０４＃Δ １７􀆰 ３８±１􀆰 ０９＃Δ ６９􀆰 １０±２􀆰 ３０＃Δ ２２􀆰 ３０±１􀆰 ３７＃Δ

熊去氧胆酸组 ６􀆰 １２±０􀆰 １１＃Δ １１􀆰 ０２±１􀆰 ６６＃Δ １１􀆰 ９３±１􀆰 ０１＃Δ ６５􀆰 ５０±４􀆰 ２３＃Δ １７􀆰 ００±３􀆰 ５５＃Δ

大黄灵仙方组 ５􀆰 ３０±０􀆰 ２０＃Δ ９􀆰 ３９±１􀆰 ４５＃Δ ９􀆰 ００±０􀆰 ９８＃Δ ６３􀆰 ９０±２􀆰 ０９＃Δ １６􀆰 ３０±３􀆰 ５６＃Δ

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平比较 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＣＲＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＣＲＰ
空白组 ５􀆰 ３１±１􀆰 ７２ １５􀆰 ８６±１􀆰 ９１ ５􀆰 ９６±０􀆰 ４５
模型组 ２９􀆰 ８３±２􀆰 ８６∗ ３７􀆰 ３０±２􀆰 ０２∗ ２０􀆰 ４５±２􀆰 １７∗

ＩＳＣＫ０３ 组 ３０􀆰 ５６±４􀆰 ５６ ３９􀆰 ４３±１􀆰 ５０ ２０􀆰 ６４±２􀆰 ０４
熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 ２２􀆰 ８７±３􀆰 ３７＃Δ ３１􀆰 ７２±３􀆰 ０９＃Δ １３􀆰 ５３±１􀆰 ７７＃Δ

大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组 ２０􀆰 １４±２􀆰 ３４＃Δ ２９􀆰 ７５±２􀆰 ５５＃Δ １３􀆰 １３±１􀆰 ５６＃Δ

熊去氧胆酸组 ８􀆰 ８７±０􀆰 ９４＃Δ ２４􀆰 ９２±２􀆰 ４５＃Δ １０􀆰 １２±１􀆰 ４６＃Δ

大黄灵仙方组 ７􀆰 ６１±１􀆰 ３８＃Δ １６􀆰 ５３±１􀆰 ２６＃Δ ６􀆰 ４６±０􀆰 ６８＃Δ

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠肠道组织 ＳＣＦ、
ｃ⁃Ｋｉｔ 和肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表

达的影响 　 与空白组比较， 模型组大鼠肠道组织

ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 ＰＫＣ、
Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠

肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），

肝组织ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较， 熊去氧胆酸组、 大

黄灵仙方组、 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方

＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达升

高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 肝 组 织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、
Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５、 图 ５。

表 ５　 各组大鼠肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ、 肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＣＦ ａｎｄ ｃ⁃Ｋｉｔ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１， Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ

ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＳＣＦ ｃ⁃Ｋｉｔ Ｅｒｋ１ ／ ２ ＰＫＣ Ｈ⁃Ｒａｓ Ｒａｆ⁃１

空白组 １􀆰 ０５±０􀆰 １０ １􀆰 １１±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ４２±０􀆰 １０
模型组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０６∗ １􀆰 １４±０􀆰 １３∗ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０９∗ １􀆰 １６±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０８∗

ＩＳＣＫ０３ 组 ０􀆰 ４８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０３ １􀆰 ３２±０􀆰 １２ １􀆰 １８±０􀆰 ２２ １􀆰 ３４±０􀆰 １８ １􀆰 １９±０􀆰 １４
熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 ０􀆰 ６６±０􀆰 ０７Δ ０􀆰 ６４±０􀆰 １５Δ １􀆰 ０５±０􀆰 １４Δ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０９Δ １􀆰 ００±０􀆰 １１Δ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０９Δ

大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组 ０􀆰 ６７±０􀆰 ０７Δ ０􀆰 ６５±０􀆰 １２Δ １􀆰 ０４±０􀆰 １４Δ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０８Δ ０􀆰 ９８±０􀆰 １５Δ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０６Δ

熊去氧胆酸组 ０􀆰 ８０±０􀆰 ０９＃Δ ０􀆰 ７８±０􀆰 １２＃Δ ０􀆰 ８７±０􀆰 １３＃Δ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０５＃Δ ０􀆰 ８４±０􀆰 １８＃Δ ０􀆰 ７１±０􀆰 １２＃Δ

大黄灵仙方组 ０􀆰 ９３±０􀆰 １３＃Δ ０􀆰 ９５±０􀆰 ２０＃Δ ０􀆰 ７３±０􀆰 １４＃Δ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０９＃Δ ０􀆰 ６８±０􀆰 ２１＃Δ ０􀆰 ５９±０􀆰 １５＃Δ

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ７　 大黄灵仙方对肝内胆管炎大鼠肝组织 ＰＫＣ、
Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白

组比较， 模型组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、
Ｅｒｋ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 熊去氧胆酸组、 大黄灵仙方组大鼠肝组织

ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较， 熊去氧胆酸组、 大黄

灵仙方组、 熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方＋
ＩＳＣＫ０３ 组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ６。
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表 ６　 各组大鼠肝组织 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１ ａｎｄ Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 Ｅｒｋ１ ／ ２ ＰＫＣ Ｈ⁃Ｒａｓ Ｒａｆ⁃１

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ０１±０􀆰 １９ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０４
模型组 ２􀆰 ３９±０􀆰 １６∗ ２􀆰 ８６±０􀆰 ５３∗ ５􀆰 ５８±０􀆰 ０８∗ ４􀆰 １１±０􀆰 １６∗

ＩＳＣＫ０３ 组 ３􀆰 １５±０􀆰 ７１ ４􀆰 ０１±０􀆰 ３８ ８􀆰 ０９±０􀆰 ５９ ５􀆰 ４７±１􀆰 ４６
熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组 ２􀆰 ３１±０􀆰 １２Δ ２􀆰 ７５±０􀆰 １３Δ ４􀆰 ７５±０􀆰 ４１Δ ３􀆰 ４７±０􀆰 ９０Δ

大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组 ２􀆰 ２０±０􀆰 １５Δ ２􀆰 ３３±０􀆰 ４１Δ ３􀆰 ５９±０􀆰 ６０Δ ３􀆰 １９±０􀆰 ５９Δ

熊去氧胆酸组 １􀆰 ５２±０􀆰 ０６＃Δ １􀆰 ５９±０􀆰 １２＃Δ １􀆰 ３２±０􀆰 １４＃Δ ２􀆰 ０９±０􀆰 １８＃Δ

大黄灵仙方组 １􀆰 １３±０􀆰 １４＃Δ １􀆰 ４７±０􀆰 ３４＃Δ １􀆰 ２９±０􀆰 ０６＃Δ １􀆰 ４１±０􀆰 ３８＃Δ

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＳＣＫ０３ 组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＩＳＣＫ０３ 组， Ｃ 为模型组， Ｄ 为熊去氧

胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｅ 为大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组， Ｆ 为熊去氧胆

酸组， Ｇ 为大黄灵仙方组。

图 ５　 各组大鼠肠道组织 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 和肝组织 ＰＫＣ、
Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ⁃１、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＳＣＦ ａｎｄ ｃ⁃Ｋｉｔ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ＰＫＣ， Ｈ⁃Ｒａｓ， Ｒａｆ⁃１， Ｅｒｋ１ ／ ２ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

４　 讨论

中医认为肝内胆管炎多因湿热壅结， 肝胆气机

不利， 久积发病。 大黄灵仙方重在清热利湿、 疏肝

利胆排石。 方中大黄可恢复肠道屏障， 降低肝脏炎

症应激反应［１２］。 柴胡可调节肠道菌群， 促进肠肝

循环， 减少胆汁淤积［１３］。 金钱草可降低胆汁中胆

固醇含量， 抑制结石形成［１４］。 ＬＰＳ 注射入胆管可

诱发胆管炎［１５］。 本研究结果显示， 模型组大鼠呈

现典型肝内胆管炎病理特征； 大黄灵仙方干预后，
肝脏炎性细胞浸润减轻， 线粒体、 内质网等细胞器

损伤减少， 能有效缓解肝脏炎症并抑制肝内胆管炎

进程。 模型组大鼠血清 γ⁃ＧＴ、 ＴＢＩＬ、 ＤＢＩＬ、 ＡＫＰ、
ＴＢＡ 及炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平升高， 提

示存在胆道炎症； 经大黄灵仙方干预后， 以上指标

水平降低， 表明其能有效减轻肝内胆管炎症、 促进

胆汁排泄。
肝内胆管炎可影响肠道炎症、 胆汁流动及菌群

组成［１６］。 ＳＣＦ 可快速活化休眠干细胞并调控微环

境［１７］， 其通过与 ｃ⁃Ｋｉｔ 结合调控细胞生长、 存活与

增殖， 胆汁酸代谢紊乱可加剧肠道炎症， 激活 ＳＣＦ ／
ｃ⁃Ｋｉｔ 通路可促进胃肠动力， 减轻炎症损伤［１８］。 化

合物 ＩＳＣＫ０３ 可有效阻断 ＳＣＦ 诱导的 ｃ⁃Ｋｉｔ 磷酸

化［１９］。 本研究结果显示， 模型组大鼠 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋
白表达降低； 而熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙

方＋ＩＳＣＫ０３ 组大鼠 ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白表达升高， 推测

其机制可能与 ＩＳＣＫ０３ 阻断 ｃ⁃Ｋｉｔ 受体活化， 加剧炎

症反应， 抑制信号通路及胆汁酸代谢有关。
ＰＫＣ 参与细胞增殖、 分化与凋亡［７］。 活性 Ｈ⁃

Ｒａｓ 蛋白可招募并激活膜上的 Ｒａｆ 激酶， 进而启动

ＭＡＰＫ 磷酸化级联反应［２０］。 Ｅｒｋ１ ／ ２ 是 ＭＡＰＫ 通路

的关键激酶［２１］。 Ｒａｆ 可激活 Ｅｒｋ 磷酸化， 启动炎症

反应［２２］。 Ｆｒａｎｋｅ 等［２３］ 发现， ＳＣＦ 与 ｃ⁃Ｋｉｔ 结合后

可激活 ＭＡＰＫ， 促使磷酸化 Ｅｒｋ 入核并激活转录因

子。 Ｍｏｔｅｋｉ 等［２４］发现， ＰＫＣ 参与 ＭＡＰＫ 信号通路

激活， 可诱导 Ｈ⁃Ｒａｓ 与 Ｅｒｋ 通路交叉对话， 启动炎

症级联反应。 本研究结果显示， 模型组大鼠 ＰＫＣ、
Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达均升高，
提示 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 通路被抑制后， 激活 ＰＫＣ 磷酸化，
进而启动 Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ Ｅｒｋ１ ／ ２ 通路， 加剧炎症反应。
而熊去氧胆酸＋ＩＳＣＫ０３ 组和大黄灵仙方＋ＩＳＣＫ０３ 组

大鼠 ＰＫＣ、 Ｈ⁃Ｒａｓ、 Ｒａｆ、 Ｅｒｋ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达降低， ＳＣＦ、 ｃ⁃Ｋｉｔ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高， 表

明大黄灵仙方能激活 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 通路， 并抑制下游

ＰＫＣ ／ ＭＡＰＫ 信号， 从而缓解炎症。 进一步说明大

黄灵仙方是通过串联 ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 这一上游 “触发信

号” 与下游 Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ Ｅｒｋ１ ／ ２ “执行通路”， 形成

其核心药效机制。
综上所述， 大黄灵仙方能有效减轻大鼠肝内胆

管炎症损伤， 修复肠道黏膜结构， 改善肝细胞线粒

体与内质网等超微病变， 其作用机制可能与激活

ＳＣＦ ／ ｃ⁃Ｋｉｔ 信号通路， 进而抑制 Ｈ⁃Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ Ｅｒｋ１ ／ ２
通路活化有关。
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