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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨凉血解毒化瘀方对慢加急性肝功能衰竭( acute-on-chronic
 

liver
 

failure,ACLF)模型小鼠

的治疗作用及其对受体 Toll 样受体 4( TLR4) / c-Jun 氨基末端激酶( JNK) / 核因子 κB( NF-κB)通路的影响。 方法
 

采用四氯化碳、细菌脂多糖(LPS)和 D-氨基半乳糖(D-GalN)联合诱导法构建慢加急肝衰竭小鼠模型;生化分析检

测谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、总胆红素(TBIL)肝功能指标。 肝组织病理学检查。 荧光定量 PCR 检测

肝组织白介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子 α( TNF-α)、白介素-1β( IL-1β)、TLR4 的 mRNA 表达。 CCK8 筛选凉血解毒

化瘀方对 Raw264. 7 细胞的干预浓度,酶联免疫吸附法检测巨噬细胞上清 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量。 蛋白免疫印迹

法检测 TLR4 / JNK / NF-κB 通路相关蛋白(TLR4、NF-κB、细胞外调节蛋白激酶(ERK1 / 2)、p-ERK1 / 2、p-JNK、JNK)的

表达。 结果　 与 ACLF 模型组比较,凉血解毒化瘀方可降低血清 ALT、AST、TBIL 含量,减少肝组织细胞坏死、纤维

化、炎症细胞浸润程度,及肝组织 TNF-α、IL-6、IL-1β、TLR4 的 mRNA 表达,并降低肝组织 TLR4 / JNK / NF-κB 通路相

关蛋白表达。 细胞实验进一步发现凉血解毒化瘀方可抑制巨噬细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β 分泌,下调 TLR4 / JNK / NF-
κB 通路相关蛋白表达。 结论　 凉血解毒化瘀方能有效改善 ALCF 小鼠肝功能、抑制其炎症反应的疗效,其机制与

其下调 TLR4 / JNK / NF-κB 通路有关。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

acute-on-chronic
 

liver
 

failure
 

(ACLF)
 

model
 

mice
 

and
 

the
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

( TLR4) / c-Jun
 

amino
 

terminal
 

kinase
 

( JNK) / nuclear
 

factor
 

κB
 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway.
 

Methods 　 An
 

ACLF
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

using
 

combined
 

treatment
 

of
 

carbon
 

tetrachloride,
 

lipopolysaccharide,
 

and
 

D-galactosamine.
 

Biochemical
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

liver
 

function
 

indicators,
 

including
 

alanine
 

aminotransferase,
 

aspartate
 

aminotransferase,
 

and
 

total
 

bilirubin.
 

Histopathological
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examination
 

was
 

conducted
 

to
 

assess
 

liver
 

tissue
 

morphological
 

changes.
 

Quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

alpha
 

(TNF-α),
 

interleukin
 

(IL)-6,
 

IL-1β,
 

and
 

TLR4
 

in
 

liver
 

tissues.
 

A
 

CCK8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

optimal
 

interventional
 

concentration
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

Raw
 

264. 7
 

cells.
 

Enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

contents
 

of
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant.
 

Protein
 

immunoblotting
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

signaling
 

pathway-related
 

proteins,
 

including
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

p-ERK1 / 2,
 

ERK1 / 2,
 

p-JNK,
 

and
 

JNK.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

ACLF
 

model
 

group,
 

the
 

Liangxue-jiedu
 

decoction-treated
 

group
 

showed
 

reduced
 

cell
 

necrosis,
 

fibrosis,
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

liver
 

tissues;
 

decreased
 

serum
 

levels
 

of
 

alanine
 

aminotransferase,
 

aspartate
 

aminotransferase
 

and
 

total
 

bilirubin;
 

and
 

lower
 

expression
 

of
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

IL-1β,
 

and
 

TLR4
 

mRNA.
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

reduced
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

signaling
 

pathway-related
 

protein
 

expression
 

in
 

liver
 

tissues.
 

The
 

in
 

vitro
 

result
  

also
 

showed
 

that
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

reduced
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

and
 

IL-1β
 

secretion
 

by
 

macrophage
 

cells
 

and
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

proteins.
 

Conclusions　 Liangxue-jiedu
 

decoction
 

effectively
 

improved
 

liver
 

function
 

in
 

ACLF
 

mice
 

in
 

a
 

manner
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

downregulation
 

of
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

pathway
 

proteins.
【Keywords】　 Liangxue-jiedu

 

decoction;
 

acute-on-chronic
 

liver
 

failure;
 

liver
 

function;
 

inflammation;
 

TLR4
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　 　 慢加急性肝功能衰竭 ( acute-on-chronic
 

liver
 

failure,ACLF)是一种在慢性肝炎或肝硬化基础上,
短时间内出现急性肝功能失代偿的临床综合

征[1-2] 。 ACLF 的死亡率较高,常伴随器官功能衰

竭[3-5] 。 中药复方制剂对肝衰竭治疗具有多组分、
多靶点、低毒副作用等优势[6] ,在防治 ACLF 上具有

较好的临床应用前景。 ACLF 在中医属“黄疸” 范

畴[7-8] ,其治疗法则从经典的治黄三法“但利其小

便”“当以汗解之” “当下之”的理论基础上,逐步衍

生到从“血、毒、痰” 论治的新理论,并系统归纳了

ACLF 的病机在于“湿、热、瘀、毒、虚”,病性多虚实

夹杂,且传变迅速[9-10] 。
凉血解毒化瘀方由赤芍、栀子、茵陈、丹参、白

芨、白花蛇舌草、茜草、炒白术、豨莶草组成,课题组

前期通过参与“十二五”和“十三五”国家科技重大

专项的全国多中心、前瞻性、随机对照的临床研究

证实了凉血解毒化瘀方干预 ACLF 的安全性和有效

性[11-12] 。 本研究以 ACLF 小鼠为模型,从 TLR4 /
JNK / NF-κB 通路探讨凉血解毒化瘀方对 ACLF 的治

疗作用及其作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠(5
  

~
  

6 周龄,体
重 18

  

~
  

20
 

g),购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司【SCXK(沪)2022-0004】,饲养于福建医科大学

实验动物中心 SPF 级屏障实验室内 【 SYXK (闽)
2022- 0003】,其环境温度 23

  

~
  

25
 

℃ 、相对湿度

40%左右、昼夜交替、光照 / 黑暗各半,可自由摄食和

饮水。 动物实验前,动物适应性饲养 1 周,本动物实

验获得福建医科大学孟超肝胆医院实验动物伦理

中心审批(MCHH-AEC-2022-06)。
1. 1. 2　 药物组成与制备

凉血解毒化瘀方包括赤芍 60
 

g,茵陈、白花蛇舌

草、丹参、炒白术、茜草、豨莶草各 30
 

g,白芨 15
 

g,栀
子 9

 

g,并由北京康仁堂药业有限公司浓缩制备成颗

粒剂(200513012)。 每剂中药制备成约 14. 2
 

g 的颗

粒剂,实验前用注射用生理盐水溶解成 1
 

g / mL。 按

照人与小鼠体表面积的折算系数(相当于成人剂量

的 12. 3 倍),以成人为 70
 

kg 体重计算,小鼠的给药

剂量约为 2. 5
 

mg / kg。
1. 1. 3　 细胞株

Raw264. 7 巨噬细胞株购自武汉普诺赛生命科

技有限公司,在含 10%胎牛血清(fetal
 

bovine
 

serum,
FBS)、1%双抗的 DMEM 培养基中培养。
1. 1. 4　 主要试剂与仪器

引物(由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成),TLR4 ( AF8187)、 NF-κB ( AF0246)、 p-ERK1 / 2
(AF5818)、 ERK1 / 2 ( AF1051 )、 p-JNK ( AF1762 )、
JNK ( AF1048 )、 β-actin 抗 体 ( AF0003 ), D-GalN
(ST1213),LPS(S1732),4%多聚甲醛( P0099)购自

碧云天生物技术有限公司,CCl4(10006464)购自国

药集团化学试剂有限公司, IL-6 ( EK0411)、 IL-1β
(EK0391)、TNF-α(EK0527)酶联免疫检测(ELISA)
试剂盒购自博士德生化科技有限公司,RNA 提取试

剂盒(19221ES50)、逆转录试剂盒(11141ES) 购自

翌圣生物科技(上海)股份有限公司。
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ABI7500 荧光定量 PCR 仪 ( Thermo, 美国),
STR16R 型台式水平离心机( Thermo,美国),GelDoc

 

XR
 

凝胶成像系统( Bio-Rad,美国),NanoDrop 分光

光度计(Thermo,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与造模

动物造模方法参考文献[2] 。 动物适应性饲养

1 周后,按体重随机分为正常组、ACLF 模型组、凉血

解毒化瘀方组,每组 10 只。 除正常组外其余小鼠腹

腔注射 5
 

mL / kg
 

20%
 

CCl4,每周 2 次,连续 CCl4 诱

导 8 周。 凉血解毒化瘀方组在继续 CCl4 诱导的同

时,给予 2. 5
 

mg / kg 凉血解毒化瘀方灌胃;正常组、
ACLF 模型组给予等体积生理盐水灌胃;各组每日

给药 1 次,连续诱导 4 周,接着 ACLF 模型组、凉血

解毒化瘀方组动物给予一次性腹腔注射 10
 

μg / kg
 

LPS 和 1
 

g / kg
 

D-GalN。 并于末次干预 3
 

d 后,取材

进行疗效分析。
1. 2. 2　 生化分析血清 ALT、AST 和 TBIL 含量

动物经 100
 

mg / kg 戊巴比妥钠麻醉后,进行眼

眶静脉取血。 血液室温静置 30
 

min 后,4000
 

r / min、
4

 

℃离心 10
 

min,收集血清,并送至福建医科大学孟

超肝胆医院检验科检测。
1. 2. 3　 病理学检查

肝组织经 4%多聚甲醛固定 24
 

h 后,进行乙醇

梯度脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋;然后进行石蜡

切片、苏木素-伊红(HE)染色,最后利用显微镜进行

病理学检查与分析。
1. 2. 4　 qPCR 检测肝组织 IL-6、TNF-α、IL-1β、TLR4

 

mRNA 表达

提取肝组织总 RNA,定量后,利用反转录试剂

盒反转录合成 cDNA,添加引物(序列见表 1),qPCR
反应液等进行检测。 qPCR 反应条件按照 95

 

℃ 、
15

 

s,60
 

℃ 、30
 

s,
 

70
 

℃ 、30
 

s,40 个反应循环进行。
1. 2. 5　 CCK8 检测药物对 Raw264. 7 细胞活性的

影响

Raw264. 7 细胞按 104 个 / 孔接种于 96 孔板中,
待细胞贴壁后,分别添加 0. 125、0. 25、0. 5、1

 

mg / mL
凉血解毒化瘀方进行共孵育 24、48

 

h,利用 CCK8 检

测细胞活性的变化,筛选最佳干预浓度。 设立空白

对照(各中药浓度)以减少背景信号干扰。
1. 2. 6 　 ELISA 分析细胞上清 IL-6、 TNF-α、 IL-1β
含量

　 　 Raw264. 7 细胞按 105 个 / 孔接种于 6 孔板中,

　 　 　 　 　 　 表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
引物

 

Primers
序列(5’ -3’)　 　

Sequences(5’ -3’)　 　

IL-6 F:
 

GAGGATACCACTCCCAACAGACC
R:

 

ACATACTTGTTGCTACTACGTGAA

TNF-α F:
 

GGGACAGTGACCTGGACTGT
R:

 

GGACTCAAGACGTTTCCCTC

IL-1β F:
 

CTCAACTGTGAAATGCCACC
R:

 

GAGTGATACTGC
 

CTGCCTGA

TLR4 F:
 

AATGAGGACTGGGTGAGAAATGAGC
R:

 

TCCTGGATGATGTTGGCAGCAATG

GAPDH F:
 

TCAACAGCAACTCCCACTCTTCCA
R:

 

ACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTCA

待细胞贴壁后,分别添加 0. 25
 

mg / mL 凉血解毒化

瘀方、1
 

μg / mL
 

LPS 进行共孵育 24
 

h,然后收集细胞

上清,采用 ELISA 检测分析细胞上清 IL-6、TNF-α、
IL-1β 含量。
1. 2. 7　 蛋白免疫印迹( Western

 

Blot) 检测 TLR4 /
JNK / NF-κB 通路相关蛋白表达

收集肝组织或细胞裂解液、 提取总蛋白, 经

BCA 蛋白定量后,进行蛋白变性处理,配制凝胶,经
上样、SDS-PAGE 蛋白电泳、转膜、封闭后,将转印膜

与一抗 4
 

℃ 过夜孵育 ( TLR4、 NF-κB、 p-ERK1 / 2、
ERK1 / 2、 p-JNK、 JNK 均 按 1 ∶ 500; β-actin, 1 ∶
5000),经洗涤后,添加二抗兔 / 鼠(1 ∶ 5000)室温孵

育 2
 

h。 最后利用凝胶成像仪进行蛋白显影。
1. 3　 统计学分析

用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0 进行柱状图作图。 用

SPSS
 

20. 0 软件、单因素方差分析、LSD 方法进行统

计学分析,定量资料用平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表

示,P
  

<
  

0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 凉血解毒化瘀方对血清肝功能的影响

与正常组比较,ACLF 模型组的 ALT、AST、TBIL
水平显著提高(P

  

<
  

0. 001);与 ACLF 模型组比较,
凉血解毒化瘀方组的 ALT、AST、TBIL 水平呈显著性

下调( P
  

<
  

0. 01), 说明凉血解毒化瘀方可改善

ACLF 血清肝功能。 见表 2。
2. 2　 凉血解毒化瘀方对肝组织形态学的影响

ACLF 模型组的肝组织呈大量细胞坏死病变,
而凉血解毒化瘀方组的肝细胞坏死区域明显减少,
说明凉血解毒化瘀方可减少 ACLF 的肝细胞坏死。
见图 1。
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表 2　 凉血解毒化瘀方对 ACLF 小鼠血清 ALT、AST 和 TBIL 含量的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

serum
 

levels
 

of
 

ALT,
 

AST
 

and
 

TBIL
 

in
 

ACLF
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
组别

Groups ALT / (U / L) AST / (U / L) TBIL / (μmol / L)

正常组
Normal

 

group 24. 23
  

±
  

2. 18 56. 22
  

±
  

5. 18 1. 12
  

±
  

0. 25

ACLF 模型组
ACLF

 

model
 

group 3153. 91
  

±
  

526. 32∗∗∗ 2859. 61
  

±
  

589. 31∗∗∗ 17. 23
  

±
  

2. 59∗∗∗

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group 845. 26
  

±
  

185. 36## 798. 25
  

±
  

398. 22## 5. 25
  

±
  

1. 99##

注:与正常组相比,∗∗∗P
  

<
  

0. 001;与 ACLF 模型组相比,##P
  

<
  

0. 01。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

ACLF
 

model
 

group,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

图 1　 凉血解毒化瘀方对肝组织形态学的影响(HE 染色)
Figure

 

1　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

hepatic
 

histopathology(HE
 

staining)

2. 3 　 凉血解毒化瘀方对肝组织 IL-6、 TNF-α、
IL-1β、TLR4

 

mRNA 表达的影响

与正常组比较, ACLF 模型组的 IL-6、 TNF-α、
IL-1β、TLR4

 

mRNA 表达增加(P
  

<
  

0. 001);与 ACLF
模型组比较,凉血解毒化瘀方组的 IL-6、 TNF-α、
IL-1β、TLR4

 

mRNA 表达减少(P
  

<
  

0. 01),说明凉血

解毒化瘀方可抑制 ACLF 的炎症反应。 见表 3。
2. 4　 凉血解毒化瘀方对肝组织 TLR4 / JNK / NF-
κB 通路相关蛋白表达的影响

如图 2、表 4,与正常组比较,ACLF 模型组的

TLR4、NF-κB、p-ERK1 / 2、ERK1 / 2、p-JNK、JNK 蛋白

表达增加(P
  

<
  

0. 001);与 ACLF 模型组比较,凉血

解毒化瘀方组的 TLR4、NF-κB、p-ERK1 / 2、ERK1 / 2、
p-JNK、JNK 蛋白表达减少(P

  

<
  

0. 01),说明凉血解

毒化瘀方可下调肝组织 TLR4 / JNK / NF-κB 通路蛋

白的表达。
2. 5　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞活性的影响

与正常组比较,0. 125、0. 25
 

mg / mL 浓度组对巨

噬细胞活性无明显影响,而在 0. 5、1
 

mg / mL 高浓度

下,巨噬细胞的活性减少(P
  

<
  

0. 05、P
  

<
  

0. 01),为
此选用 0. 25

 

mg / mL 用于细胞干预实验。 见表 5。
2. 6　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞上清 IL-6、
TNF-α、IL-1β含量的影响

与正常组比较,LPS 组细胞上清 IL-6、TNF-α、

IL-1β 含量明显增加(P
  

<
  

0. 0001),说明 LPS 可刺

激巨噬细胞发生炎症反应。 与 LPS 组比较,凉血解

毒化瘀方组细胞上清 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量减少

(P
  

<
  

0. 001),说明凉血解毒化瘀方可抑制巨噬细胞

分泌 IL-6、TNF-α、IL-1β。 见表 6。

图 2　 肝组织中 TLR4 / JNK / NF-κB 通路相关蛋白表达电泳

Figure
 

2　 Electrophoresis
 

of
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

pathway-related
 

proteins
 

in
 

liver
 

tissues

2. 7　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞 TLR4 / JNK / NF-
κB 通路相关蛋白表达的影响

　 　 与 正 常 组 比 较, LPS 组 的 TLR4、 NF-κB、
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　 　 　 　 　 　表 3　 凉血解毒化瘀方对 ACLF 小鼠肝组织 IL-6、TNF-α、IL-1β 和 TLR4
 

mRNA 表达的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
Table

 

3　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

mRNA
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

TLR4
 

in
 

ACLF
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10)
组别

 

Groups IL-6 / GAPDH TNF-α / GAPDH IL-1β / GAPDH TLR4 / GAPDH

正常组
Normal

 

group 1. 00
  

±
  

0. 12 1. 05
  

±
  

0. 25 1. 03
  

±
  

0. 36 1. 03
  

±
  

0. 06

ACLF 模型组
ACLF

 

model
 

group 8. 76
  

±
  

1. 43∗∗∗ 17. 26
  

±
  

3. 26∗∗∗ 38. 95
  

±
  

9. 85∗∗∗ 5. 15
  

±
  

1. 25∗∗∗

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group 4. 12
  

±
  

0. 55## 5. 87
  

±
  

1. 22## 10. 28
  

±
  

1. 65## 2. 45
  

±
  

0. 27##

表 4　 凉血解毒化瘀方对 ACLF 小鼠肝组织 TLR4 / JNK / NF-κB 通路相关蛋白表达的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

5)
Table

 

4　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

pathway-related
 

protein
 

expression
 

in
 

ACLF
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

5)
组别

Groups TLR4 / β-actin NF-κB / β-actin p-ERK1 / 2 / β-actin ERK1 / 2 / β-actin p-JNK / β-actin JNK / β-actin

正常组
Normal

 

group 1. 05
  

±
  

0. 12 1. 01
  

±
  

0. 11 1. 02
  

±
  

0. 18 1. 00
  

±
  

0. 14 1. 00
  

±
  

0. 10 1. 04
  

±
  

0. 12

ACLF 模型组
ACLF

 

model
 

group 2. 98
  

±
  

0. 56∗∗∗ 1. 95
  

±
  

0. 28∗∗∗ 1. 98
  

±
  

0. 25∗∗∗ 2. 13
  

±
  

0. 22∗∗∗ 2. 88
  

±
  

0. 34∗∗∗ 1. 89
  

±
  

0. 12∗∗∗

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group 1. 56
  

±
  

0. 23## 1. 32
  

±
  

0. 32## 1. 28
  

±
  

0. 16## 1. 85
  

±
  

0. 13## 1. 75
  

±
  

0. 53## 1. 31
  

±
  

0. 13##

表 6　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞上清 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 含量的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Table

 

6　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

the
 

content
 

of
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β
 

in
 

macrophage
 

cell
 

supernatant
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
组别

 

Groups IL-6 / (pg / mL) TNF-α / (pg / mL) IL-1β / (pg / mL)
正常组

Normal
 

group 29. 56
  

±
  

2. 51 28. 50
  

±
  

4. 30 3. 59
  

±
  

0. 95

LPS 组
LPS

 

group 828. 76
  

±
  

42. 10∗∗∗∗ 3853. 03
  

±
  

206. 28∗∗∗∗ 116. 15
  

±
  

6. 57∗∗∗∗

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group 274. 52
  

±
  

49. 78&&& 1104. 29
  

±
  

89. 75&&& 56. 75
  

±
  

16. 21&&&

注:与正常组相比,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001;与 LPS 组比较,&&&P
  

<
  

0. 001。
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗∗∗∗P

  

<
  

0. 0001.
 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,
 &&&P

  

<
  

0. 001.

表 5　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞活性的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Table

 

5　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

on
 

macrophage
 

cell
 

viability( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

组别
Groups

浓度 / (mg / mL)
Concentration /

(mg / mL)

相对细胞活性 / %
Relative

 

cell
 

viability / %
正常组

Normal
 

group
0 100. 25

  

±
  

2. 36

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group

0. 125 105. 26
  

±
  

3. 21
0. 25 101. 12

  

±
  

5. 12
0. 5 90. 33

  

±
  

6. 23∗

1 80. 52
  

±
  

4. 33∗∗

注:与正常组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图同)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01. ( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

p-ERK1 / 2、ERK1 / 2、p-JNK、JNK 蛋白表达增加(P
  

<
  

0. 01);与 LPS 组比较,凉血解毒化瘀方组的 TLR4、
NF-κB、p-ERK1 / 2、ERK1 / 2、p-JNK、JNK 蛋白表达减

少(P
  

<
  

0. 05),说明凉血解毒化瘀方可下调巨噬细胞

TLR4 / JNK / NF-κB 通路蛋白的表达。 见图 3 和表 7。

图 3　 巨噬细胞中 TLR4 / JNK / NF-κB 通路

相关蛋白表达电泳

Figure
 

3　 Electrophoresis
 

of
 

TLR4 / JNK / NF-κB
 

pathway-related
 

proteins
 

in
 

macrophage
 

cells
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表 7　 凉血解毒化瘀方对巨噬细胞 TLR4 / JNK / NF-κB 通路相关蛋白表达的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
Table

 

7　 Effect
 

of
 

Liangxue-jiedu
 

decoction
 

onTLR4 / JNK / NF-κB
 

pathway-related
 

protein
 

expression
 

in
 

macrophage
 

cells( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
组别

 

Groups TLR4 / β-actin NF-κB / β-actin p-ERK1 / 2 / β-actin ERK1 / 2 / β-actin p-JNK / β-actin JNK / β-actin

正常组
Normal

 

group 1. 00
  

±
  

0. 10 1. 01
  

±
  

0. 32 1. 00
  

±
  

0. 15 1. 01
  

±
  

0. 22 1. 02
  

±
  

0. 15 1. 01
  

±
  

0. 15

LPS 组
LPS

 

group 2. 62
  

±
  

0. 35∗∗ 1. 87
  

±
  

0. 14∗∗ 3. 26
  

±
  

0. 85∗∗ 3. 13
  

±
  

0. 26∗∗ 2. 12
  

±
  

0. 10∗∗ 1. 99
  

±
  

0. 11∗∗

凉血解毒化瘀方组
Liangxue-jiedu

 

group 1. 12
  

±
  

0. 36& 1. 18
  

±
  

0. 22& 1. 35
  

±
  

0. 20& 1. 52
  

±
  

0. 38& 1. 56
  

±
  

0. 26& 1. 51
  

±
  

0. 29&

注:与 LPS 组相比,&P
  

<
  

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,
 &P

  

<
  

0. 05.

3　 讨论

ACLF 目前主要证型以湿热发黄证、瘀热发黄

证、气虚瘀黄证为主,其中湿热发黄证最常见;早期

多以实证为主,后期病势渐衰,正气受损,虚证居

多[11] 。 在该中医理论的基础上,确立了 ACLF 的核

心证候(即湿热瘀黄证、气虚瘀黄证),并形成对应

的核心治法包括凉血解毒化瘀法和益气解毒化瘀

法[12] 。 其中凉血解毒化瘀方已被临床研究初步证

实了用于改善 ACLF 肝功能及其预后的疗效,但是

相关机制尚未明确。 本研究通过构建 ACLF 小鼠模

型进一步证实了凉血解毒化瘀方改善 ACLF 肝功

能、抑制炎症反应、减少肝细胞坏死的疗效。
Toll 样受体是人体免疫细胞识别病原微生物的

主要受体[13-14] ,在先天免疫和获得性免疫中均发挥

重要的作用[15] 。 它可特异性识别 LPS,然后通过髓

样分化因子 88( MyD88)依赖和非依赖两种信号传

导途径[16] ,分别激活 NF-κB 和 MAPK 的表达[17] ,引
起 IL-6 和 TNF-α 等多种促炎细胞因子的释放[18] ,
诱导炎症级联反应,参与机体炎症损伤进程[19] 。 本

研究发现凉血解毒化瘀方可下调肝组织 TLR4 /
JNK / NF-κB 通路相关蛋白的表达,提示凉血解毒化

瘀方改善 ACLF 肝功能、抑制炎症反应可能与该通

路相关。
TLR4 是 Toll 样受体中的一种,主要在单核细胞

和巨噬细胞中表达[20] 。 本研究中也进一步证实

ACLF 小鼠肝组织 TLR4 蛋白高表达。 通过细胞实

验进一步发现,凉血解毒化瘀方可下调巨噬细胞

TLR4 / JNK / NF-κB 通路相关蛋白的表达,说明凉血

解毒化瘀方调控 TLR4 / JNK / NF-κB 通路可能通过

靶向巨噬细胞来实现的,后续应深入研究凉血解毒

化瘀方对巨噬细胞的干预机制。

综上所述,凉血解毒化瘀方可改善 ACLF 小鼠

肝功能、减少肝细胞坏死, 其分子机制与 TLR4 /
JNK / NF-κB 信号通路密切相关。 本研究通过体内、
体外实验证实了凉血解毒化瘀方改善 ACLF 小鼠肝

功能、抑制炎症反应的作用,为临床应用凉血解毒

化瘀方治疗 ACLF 提供了新的实验依据。
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