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摘要： 目的　 探讨枳葛口服液改善大鼠酒精性肝损伤的作用机制。 方法 　 ６０ 只大鼠随机分为正常组， 模型组 （白
酒）， 枳葛口服液高、 中、 低剂量组 （１０、 ５、 ２ ５ ｍＬ ／ ｋｇ）， 造模及给药 １２ 周后处死大鼠， 计算肝脏指数， ＨＥ 染色观

察肝组织病理学改变， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋白表达， 免疫组织化学法检测肝

组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平。 结果　 与模型组比较， 枳葛口服液高剂

量组大鼠肝脏指数降低 （Ｐ＜ ０ ０５）， 大鼠肝组织形态正常， 基本无脂肪空泡及炎症细胞浸润， 肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、
ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０ ０５， Ｐ＜ ０ ０１）， 血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 枳葛口服液可能通过降低 Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３ 通路相关蛋白表达， 减轻大鼠炎症因子产生，
从而发挥改善酒精性肝损伤的作用。
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　 　 酒精性肝病的发展过程由最初的酒精性脂肪肝， 逐步

过渡到酒精性肝炎， 再到后来的酒精性肝纤维化甚至酒精

性肝硬化［１⁃２］ 。 因此， 及时探索行之有效的防治措施对于延

缓乃至阻断酒精性肝病的发生、 发展十分重要。
枳葛口服液源自全国名老中医孙同郊教授， 本方由枳

椇、 葛根、 山楂、 白茅根等 ６ 味中药组成， 诸药相伍， 清

泄并举、 攻补兼施， 全方共奏解酒降脂、 保肝护胃之功

效［３⁃４］ 。 前期实验中收到良好效果， 但其发挥以上作用的具

体机制仍有待探究。 核苷酸结合寡聚化结构域 （ＮＯＤ） 样

受体蛋白 ３ （ＮＬＲＰ３） 炎症小体是位于细胞内的多蛋白复

合体， 在机体的炎症反应过程中发挥着一定的作用， 当其

被上游嘌呤受体 Ｐ２Ｘ７ （Ｐ２Ｘ７Ｒ） 激活后， 引起 ＮＬＲＰ３ 活

化， 进一步激活其下游多种促炎细胞因子， 参与机体炎症

反应过程［５］ 。 近年来， 关于乙醇介导 Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３ 炎症

小体激活肝脏炎症反应， 进而促使形成酒精性肝损伤的报

道日益增多［６］ 。 基于此， 本研究将探讨枳葛口服液通过

Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３ 通路改善大鼠酒精性肝损伤的作用机制， 以

期为其临床应用提供参考。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质量 １６０～２００ ｇ，
由西南医科大学实验动物中心提供， 实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （川） ２０１８⁃００１７， 饲养于西南医科大学实验动物

中心， 自由饮水进食， 适应性饲养 １ 周后进行实验。
１ ２　 试剂与药物　 枳葛口服液由西南医科大学附属中医医

院制剂室提供， 规格 ２０ ｍＬ×６ 支 ／盒， 批号 ２０１９０２１３。 泸

州老窖二曲白酒购自泸州老窖股份有限公司， 批号

２０１８１１２６， 酒精度 ５２％ ； Ｐ２Ｘ７Ｒ 抗体 （货号 ＢＡ２８０８）、
ＮＬＲＰ３ 抗 体 （ 货 号 ＢＡ３６７７ ）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗 体 （ 货 号

ＢＭ４２９１） 购自武汉博士德生物工程有限公司； ＡＳＣ 抗体

（货号 ａｂ１７５４４９） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； 山羊抗兔 ＩｇＧ⁃
ＨＲＰ 购自爱必信 （上海） 生物科技有限公司； ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海桥杜生物科技有

限公司。
１ ３　 仪器 　 ＲＭ⁃２１３５ 型轮转石蜡切片仪 （德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； 正置荧光显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； 全波长酶标仪

（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 水平摇床 （海门市其林贝尔仪器制造

有限公司）； 台式高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
－８０ ℃ 冰箱 （青岛海尔集团公司）； 全自动雪花制冰机

（常熟市雪科电器有限公司）； 电泳仪电源、 垂直电泳槽、
转移电泳槽、 凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 移液器

［大龙兴创实验仪器 （北京） 股份公司］； ＰＨ 计 （瑞士梅

特勒⁃托利多公司）。
２　 方法

２ １　 分组、 造模及给药 　 大鼠随机分为正常组， 模型组
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（白酒）， 枳葛口服液高、 中、 低剂量组 （ １０、 ５、 ２ ５
ｍＬ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只。 正常组大鼠灌胃给予纯水 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，
其余各组大鼠灌胃给予泸州老窖二曲白酒 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 枳葛

口服液高、 中、 低剂量组大鼠给予白酒后 ６ ｈ 再分别灌胃

给予枳葛口服液 １０、 ５、 ２ ５ ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 间隔 ７ ｄ
称定各组大鼠体质量， 按照其调整给药剂量， 其间各组大

鼠均自由饮水进食， 持续 １２ 周。 １２ 周后， 模型组随机抽

取 ２ 只大鼠处死， 取肝组织证实造模成功。
２ ２　 取材　 末次给药后， 大鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 腹腔注射

１０％ 水合氯醛麻醉， 腹主动脉取血， 血液静置 １ ｈ 后离心，
收集血清， 用于 ＥＬＩＳＡ 法检测。 脱颈处死大鼠， 无菌条件

下摘取肝组织， 称定肝组织湿质量后取相同部位肝脏一部

分保存于－８０ ℃冰箱， 另一部分置于 ４％ 多聚甲醛中固定，
用于后续实验。
２ ３　 肝脏指数计算　 称定各组大鼠肝组织湿质量， 计算肝

脏指数， 公式为肝脏指数 ＝ （肝组织湿质量 ／大鼠体质

量） ×１００％ 。
２ ４　 ＨＥ 染色观察大鼠肝组织病理学变化 　 取 “２ ２” 项

下各组大鼠肝组织进行固定、 包埋， 石蜡切片， 脱蜡至水，
ＨＥ 染色， 封片， 显微镜下观察大鼠肝组织病理学形态。
２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 大 鼠 肝 组 织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋白表达　 取 “２ ２” 项下于－８０ ℃冰箱中

保存的大鼠肝组织， 剪成碎块， 加入 ＲＩＰＡ 组织裂解液、
ＰＭＳＦ、 蛋白酶抑制剂， 冰上匀浆， 放置 ３０ ｍｉｎ （ ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ）， 收集上清， ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒检测蛋白浓度， 加入上样缓冲液于 １００ ℃中变性 １０ ｍｉｎ。
配制 １０％ 分离胶、 ５％ 浓缩胶， 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，
蛋白分离后转膜， ５％ 脱脂牛奶⁃ＴＢＳＴ 封闭 １ ５ ｈ， ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次， 加入兔抗鼠 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 一

抗， 在 ４ ℃下孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入山羊抗

兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 二抗， 室温孵育， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ＥＣＬ 显色，
定影， 将胶片进行扫描， Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件对条带进行

分析， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算目的蛋白相对表达。
２ ６　 免疫组织化学法检测肝组织 ＮＬＲＰ３ 表达 　 取 “２ ２”
项下于－８０ ℃冰箱中保存的各组大鼠肝组织切片， 脱蜡，
抗原修复， 封闭， 加入一抗， 将切片放入 ４ ℃冰箱孵育过

夜， 洗涤后加二抗， ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 洗涤后用二氨基联

苯胺 （ＤＡＢ） 显色， 复染细胞核， 脱水封片， 显微镜镜检

并采集图像进行分析。
２ ７　 ＥＬＩＳＡ 法 检 测 血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水

平　 取 “２ ２” 项下各组大鼠血清， 严格按照相关试剂盒

说明书检测血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间

两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３ １　 大鼠一般情况　 正常组大鼠生长情况良好， 体质量逐

渐增加， 毛发润泽， 大鼠动作敏捷， 行为无异常； 模型组

大鼠在此期间逐渐出现精神萎靡、 行为迟缓、 进食欠佳，
尤其在灌胃给予白酒后出现醉酒状态， 在约第 ８ 周之后上

述症状更加明显； 枳葛口服液各剂量组大鼠灌胃给予白酒

后同样表现出醉酒状态， 但枳葛口服液高、 中剂量组大鼠

不久之后便能清醒， 行为无异常， 进食无明显影响， 枳葛

口服液低剂量组与模型组比较差别不明显。 至灌胃结束时，
大鼠共计死亡 ５ 只， 其中模型组在灌胃结束时抽取 ２ 只大

鼠进行肝脏病理学检查而死亡； 枳葛口服液高剂量组其中

１ 只大鼠在灌胃初期由于操作不当致其死亡； 枳葛口服液

低剂量组其中 ２ 只大鼠在灌胃中途由于酒精不耐受， 逐渐

出现精神萎靡， 无法进食而死亡。
３ ２　 枳葛口服液对大鼠肝脏指数的影响　 与正常组比较，
模型组大鼠肝脏指数升高 （Ｐ＜０ ０１）， 表明长期大量的乙

醇刺激可导致肝细胞肿胀， 细胞脂肪病变明显， 导致肝重

增加； 与模型组比较， 枳葛口服液高剂量组大鼠肝脏指数

降低 （Ｐ＜０ ０５）， 枳葛口服液中、 低剂量组大鼠肝脏指数

降低， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 １。
表 １　 枳葛口服液对大鼠肝脏指数的影响 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 肝脏指数 ／ ％
正常组 １２ ２ ７９９±０ ０９８
模型组 １０ ３ ０５７±０ １６０∗∗

枳葛口服液高剂量组 １１ ２ ８６２±０ １１９＃

枳葛口服液中剂量组 １２ ３ ０１３±０ １６６
枳葛口服液低剂量组 １０ ３ ０１９±０ １８３

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ３　 枳葛口服液对大鼠肝组织病理学变化的影响　 正常组

大鼠肝组织形态结构正常， 界限清楚， 细胞内未见脂肪空

泡、 无炎症细胞浸润； 模型组大鼠肝组织可见明显的形态

结构紊乱， 肝细胞排列不规则， 细胞肿胀、 胞质疏松， 边

界模糊， 肝细胞内可见大小不一的脂滴形成， 且伴有部分

肝细胞坏死及炎症细胞浸润， 说明酒精性肝病造模成功；
枳葛口服液各剂量组大鼠肝组织病理损伤均有不同程度的

恢复， 其中又以枳葛口服液高剂量组恢复最明显， 大鼠肝

组织形态正常， 肝小叶内以中央静脉为中心向四周呈放射

状分布， 界限清楚， 肝索及肝血窦排列有序， 细胞内基本

无脂肪空泡及炎症细胞浸润， 已基本接近正常组； 枳葛口

服液中剂量组次之， 大鼠肝组织形态结构基本正常， 但部

分肝细胞内仍有脂肪变性； 而枳葛口服液低剂量组大鼠与

模型组相差不大， 同样可见细胞排列紊乱， 边界模糊， 胞

内有大小不一的脂肪空泡， 见图 １。
３ ４　 枳葛口服液对大鼠肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＡＳＣ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝组

织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０ ０１）； 与模型组比较， 枳葛口服液高剂量组 Ｐ２Ｘ７Ｒ、
ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜
０ ０１）， 见图 ２～３。
３ ５　 枳葛口服液对大鼠肝组织 ＮＬＲＰ３ 表达的影响　 与正

常组比较， 模型组大鼠肝组织 ＮＬＲＰ３ 升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与
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图 １　 各组大鼠肝组织病理形态 （ＨＥ， ×４００）

图 ２　 各组大鼠肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＡＳＣ 蛋白条带图

注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５，
＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ３ 　 枳葛口服液对大鼠肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、 ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ ＝ １０ ～
１２）

　 　 　 　

模型组比较， 枳葛口服液高、 中剂量组大鼠肝组织 ＮＬＲＰ３
降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ４～５。

图 ４　 各组大鼠肝组织 ＮＬＲＰ３ 免疫组化染色图 （×２００）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 枳葛口服液对大鼠肝组织 ＮＬＲＰ３ 表达的影响 （ｘ±ｓ）

３ ６　 枳葛口服液对大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ
水平的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、
ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 枳葛

口服液高、 中剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ
水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ６。
４　 讨论

课题组前期临床病例研究以及动物实验均证实， 枳葛

口服液对于酒精性肝病肝功及血脂指标具有改善作用， 王

绍登等［３］使用枳葛口服液对 １２０ 例酒精性肝病患者进行对

比治疗， 发现相较于单纯戒酒组而言， 使用枳葛口服液治

　 　 　 　

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 枳葛口服液对大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平的影响 （ｘ±ｓ）

疗组患者血液中乙醇相关代谢酶类指标恢复。 蔡丽君等［７］

在防治大鼠酒精性肝损伤的过程中发现， 枳葛口服液能降

低酒精性肝病大鼠血清中肝功能、 血脂等指标， 提示枳葛

口服液对酒精性肝病有治疗作用。
酒精性肝病的发病机制研究近年来主要集中在脂质代

谢紊乱、 氧化应激、 炎症反应、 内毒素等方面， 其中炎症
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反应会加速酒精性肝损伤的发生发展。 研究表明， 由

Ｐ２Ｘ７Ｒ 介导的炎症通路是加速酒精性肝损伤发生发展的一

条重要通路［８］ ， Ｐ２Ｘ７ 作为 ＡＴＰ 激活的嘌呤受体家族成员，
能促进炎症反应的发生， 在敲除 Ｐ２Ｘ７ 受体基因或者使用

Ｐ２Ｘ７ 受体拮抗剂的肝损伤模型中， 其肝脏毒性反应较未敲

除该受体基因或未使用受体拮抗剂的动物模型降低［９⁃１０］ 。
Ｐ２Ｘ７Ｒ 作为酒精诱导肝细胞脂质沉积的上游关键受体， 被

活化后进而激活其下游受体 ＮＬＲＰ３， 而 ＮＬＲＰ３ 作为一种细

胞内的模式识别受体， 属于 ＮＬＲｓ 炎性体家族成员， 在免疫

应答和炎症进展过程中起着重要作用［１１］ 。 研究表明， 酒精

性肝病模型大鼠体内 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达升高后， 产生有活性

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 其下游炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ
等被大量释放， 进一步引起肝脏炎症级联放大反应［１２⁃１４］ 。
本研究为探讨枳葛口服液防治酒精性肝病的具体作用机制，
采用单纯酒精灌胃的方法诱导慢性酒精性肝损伤模型， 并

同时检测 Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路关键蛋白表达及其下游

炎症损伤因子水平， 结果证实模型组大鼠肝组织 Ｐ２Ｘ７Ｒ、
ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＡＳＣ 蛋白表达及其下游相关炎症细胞因

子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ 水平升高， 而枳葛口服液各

剂量组对以上指标均有不同程度的逆转作用。
综上所述， 枳葛口服液可能通过降低 Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３

信号通路相关蛋白表达， 抑制炎症因子产生， 从而达到减

轻酒精性肝损伤所致的炎症反应作用。
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