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·基础研究·

基于肠肝轴研究栀子苷对非酒精性

脂肪性肝炎大鼠的影响
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摘要　目的　观察栀子苷对非酒精性脂肪性肝炎（
<(<


96A(F(6:A GH59H(F5I9H:H:G

，
'JKL

）大鼠的影

响，并基于肠肝轴探讨栀子苷防治
'JKL

的作用机制。方法　将
.2

只大鼠按随机数字表法分为
2

组，每组

-

只。即正常组、模型组、栀子苷组、盐酸吡格列酮组及培菲康组。除正常组外，其余
0*

只大鼠采用高脂饮

食
+,

周建立大鼠
'JKL

模型，在造模第
4

周开始给药，共治疗
*

周。第
+,

周末经腹主动脉取血，生化法检

测肝组织甘油三酯（
$M

）水平，苏木精 －伊红（
L7

）染色观察肝组织、肠组织病理学变化。
7N#KJ

法检测肝

组织白细胞介素（
#N

）
+β、#N,、肿瘤坏死因子α（$'Oα）等炎症因子的表达水平。终点显色法检测血浆内

毒素（
NPK

）含量。结果　与正常组比较，模型组大鼠的肝组织显示出典型的
'JKL

组织学特征，经栀子苷

干预后，肝细胞脂肪变性、炎症浸润较模型组减轻。与正常组比较，模型组大鼠肠上皮细胞少量脱落，肠黏膜

机械屏障受损。经栀子苷干预后，回肠黏膜结构完整，未见明显肠上皮细胞脱落。与正常组比较，模型组大

鼠脂肪重量、肝湿重、肝指数、肝脏
$M

含量、血浆
NPK

水平、肝组织
#N


+β、#N,、$'Oα等炎症因子水平均有

不同程度增高（
P Q/


/+

）。经干预后，栀子苷组大鼠脂肪重量、肝湿重、肝指数、肝脏
$M

含量、血浆
NPK

水

平、肝组织
#N


+β、#N,、$'Oα等炎症因子水平均较模型组有不同程度的下降（P Q/


/2

，
P Q/


/+

）。结论

　栀子苷能明显改善大鼠肠黏膜组织结构，保持肠黏膜屏障的完整性，显著降低血浆
NPK

水平，显著降低

'JKL

大鼠肝组织
#N


+β、#N,、$'Oα等炎症因子的表达。提示栀子苷治疗 'JKL

的作用机制与调节肠肝

轴、改善肠黏膜屏障、减少内源性
NPK

产生、降低炎症因子表达有关。

关键词　栀子苷；非酒精性脂肪性肝炎；肠肝轴
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　　非酒精性脂肪性肝病（
<(<


96A(F(6:A R9HHY 6:U5V

;:G59G5

，
'JONB

）指的是广泛的肝脏损害，包括单纯

脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎 （
<(<


96A(F(6:A

GH59H(F5I9H:H:G

，
'JKL

）、晚期肝纤维化和肝硬

化［
+

］。在全球范围内，约有
02a

的成人患有
'JONB

，

其中
+D.

的患者患有
'JKL

［
0

］。目前，对于
'JONB

的

基础治疗首选纠正不良生活方式，可用的药物包括维生

素
7

、吡格列酮和奥贝胆酸，但是治疗效果欠佳［
.

］。因

此，充分了解
'JKL

发病机制对后续药物开发具有至

关重要的意义。近年来研究发现，肠道、肝脏和血液代

谢物之间能相互作用，这种相互作用称为“肠肝轴”［3］，

是
'JONB

发展的重要环节［
2

］。课题组前期研究发现

栀子苷能够显著改善高脂饮食诱导的脂质代谢紊乱，治

疗
'JKL

的药理效应［
,

］。因此，本实验结合肠肝轴发

病机制，进一步探讨其调控
'JKL

的作用机制。

材料与方法

+

　动物　
KB

大鼠，雄性，清洁级，体重
+*/

～
0// =

，
*

周龄，由上海西普尔 －必凯实验动物有限公
司提供，许可证号：

K!1`

（沪）
0/+.

－
0/+,

，饲养于厦

门大学医学院中医系。通过厦门大学实验动物管理伦

理委员会批准（
'() 1&WNJ!0/+0//0/

）。

0

　药物　高脂饲料（
--


2a

普通饲料
b/


2a

胆酸

钠
b0a

胆固醇
b2a

黄豆
b2a

蔗糖
b+/a

猪油），苏州

双狮实验动物饲料科技有限公司，许可证号：（
0/+-

）

/2//2

。盐酸吡格列酮片每片含吡格列酮
+2 8=

，重庆科

瑞制药（集团）有限公司产品，批号：
L0//*/0-+

。双歧杆

菌三联活菌胶囊每粒胶囊含药粉
0+/ 8=

，含长型双歧杆

菌、嗜酸乳杆菌和粪肠球菌活菌数分别不低于
+


/

×
+/

-

!OW

，上 海 上 药 信 宜 药 厂 有 限 公 司，批 号：

K+/42//.0

。栀子苷纯度
4*


0.a

，南京泽朗生物科技有

限公司，批号：
XN0/+-/3/420*

。

.

　主要试剂及仪器　甘油三酯（
$M

）试剂盒，浙

江东瓯诊断产品有限公司，批号：
0/+-/3//+-

。白介

素（
#N

）
+β试剂盒、#N, 试剂盒、肿瘤坏死因子

（
$'O

α）试剂盒，均购自北京冬歌博业生物科技有限公
司，批号：

0/+-

－
/4

。显色基质鲎试剂盒，厦门市鲎试

剂实验厂有限公司，批号：
+-/4/*

。

&0// PV(

酶标仪，
$7!J'

公司；
S +.39

高速冷

冻离心机，
7II5<;(VR

公司；
B%


JN03/c

超低温冰

箱，中科美菱公司；
S&0032

切片机，
N5:A9

公司；

T12.

智能生物显微镜，
C6Y8I@G

公司；
7?A56G:(V

JK

脱水机，
$F5V8( O:GF5V

公司；
#`J $+*

匀浆机，

WN$SJ


$WSSJ1

公司。

3

　方法
3


+

　分组及造模　大鼠适应性喂养
+

周后，按

随机数字表法随机分成
2

组，即模型组（
&

组）、正常

组（
!

组）、栀子苷组（
X

组）、盐酸吡格列酮组（
P

组）、

培菲康组（
T

组），每组
-

只。
&

、
X

、
P

、
T

组大鼠喂食

高脂饮食制备
'JKL

大鼠模型［
+

］，
!

组大鼠喂食普通
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饲料，共
+,

周。大鼠饲养环境温度为（
0.

±
0

）℃，相
对湿度为（

,/

±
+/

）
a

，亮暗周期为
+0 F

。

3


0

　给药方法　从第
4

周开始进行灌胃，按成

人体重为
,/ _=

计算大鼠每日常规用药量［
-

］。将栀

子苷溶于蒸馏水中，制成
, 8=D8N

溶液，以
+/ 8ND_=

灌胃
X

组大鼠，每天给予栀子苷
,/ 8=D_=

［
,

］。将盐

酸吡格列酮溶于蒸馏水中，制成
+ 8=D8N

溶液，以

+/ 8ND_=

灌胃
P

组大鼠，每天给予盐酸吡格列酮

+/ 8=D_=

［
*

］。将培菲康溶于水中，制成
0+ 8= D8N

溶

液，以
+/ 8ND_=

灌胃
T

组大鼠，每天灌胃培菲康

0+/ 8=D_=

。
!

、
&

组大鼠灌胃给予
+/ 8N D _=

双蒸

水。每天灌胃
+

次，连续给药
*

周。

2

　观察指标与检测方法　
2


+

　样品采集　在第
+,

周末，各组大鼠经腹主

动脉取血，称重。收集肝脏和附睾周围脂肪组织并称

重。将肝脏组织和回肠末端组织固定在
+/a

多聚甲

醛中用于组织病理学分析。将剩余的肝脏储存于

－
*/

℃，用于生化分析。
2


0

　肝脏和回肠末端组织的组织病理学评估　
+/a

多聚甲醛固定，石蜡包埋肝脏和回肠组织，用苏

木精－伊红（
L7

）染色，并在光学显微镜下观察。

2


.

　肝脏炎性细胞因子（
#N


+β、#N,、$'Oα）测

定　称取
+// 8=

肝组织，在离心管中加入
/


4 8N

生理盐水。在冰水浴中用电动匀浆机将肝组织匀浆，

并在
3

℃以
0 2// V D8:<

，离心
0/ 8:<

。每次取

+/ μN上清液，按 7N#KJ

试剂盒方法测定。

2


3

　
$M

测定　称取
+// 8=

肝组织，在离心管

中加入
/


4 8N

无水乙醇。在冰水浴中用电动匀浆机

将肝组织匀浆，并在
3

℃以
0 2// V D8:<

离心
+/ 8:<

，

取
0


2 μN 上清液，使用 $M

试剂盒测定
$M

含量。

2


2

　血浆
NPK

测定　腹主动脉采血，在
3

℃离
心机

0 2// V D8:<

，离心
2 8:<

。将上层清液转移到无

致热源的离心管中，使用显色基质鲎试剂盒通过终点

显色法检测血浆中
NPK

的含量。

,

　统计学方法　使用
KPKK 00


/

软件分析数

据，若数据符合正态分布，数据以
?

±
G

表示。多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用
H

检验。

P Q/


/2

为差异有统计学意义。

结　　果

+

　
2

组大鼠体重、脂肪重量、肝湿重、肝指数比较

（表
+

）　与
!

组比较，
&

组大鼠脂肪重量、肝湿重及

肝指数均显著升高（
P Q/


/+

）。与
&

组比较，
X

、
P

组

大鼠脂肪重量、肝湿重及肝指数降低（
P Q /


/+

，
P Q

/


/2

）。
T

组大鼠脂肪重量和肝指数降低（
P Q/


/2

，

P Q/


/+

），肝湿重有所下降，但差异无统计学意义

（
P d/


/2

）。
&

组大鼠体重增加，用药后各药物组体重

有所下降，但差异无统计学意义（
P d/


/2

）。

表
+

　
2

组大鼠的体量、脂肪重量、肝湿重、

肝指数的比较　（
?

±
G

）

组别
<

体重（
=

） 脂肪重量（
=

） 肝湿重（
=

） 肝指数（
a

）

! - 3,+

．
30

±
.0

．
0/ 3

．
+0

±
/

．
-4 +/

．
*/

±
+

．
/0 0

．
.3

±
/

．
++

& - 344

．
3/

±
33

．
4*

,

．
./

±
/

．
.*

e

03

．
+*

±
0

．
4/

e

3

．
*.

±
/

．
00

e

X - 3*-

．
,+

±
0,

．
2*

3

．
.-

±
/

．
2*

△△
0+

．
+0

±
0

．
/3

△
3

．
..

±
/

．
./

△△

P - 2++

．
-3

±
02

．
42

2

．
-.

±
/

．
20

△
+-

．
-2

±
+

．
-3

△△
.

．
3,

±
/

．
0.

△△

T - 2/0

．
,0

±
34

．
3-

2

．
,-

±
/

．
23

△
0+

．
2+

±
0

．
.0

3

．
0*

±
/

．
02

△△

　　注：与
!

组比较，e
P Q/


/+

；与
&

组比较，△
P Q/


/2

，△△
P Q/


/+

；表
0

、
.

同

0

　
2

组肝组织和肠组织病理学变化（图
+

、
0

）　
在光学显微镜下观察，可见

!

组大鼠肝细胞结构正

常，无脂肪变性，肝小叶结构清晰，小叶内未见明显炎

症细胞浸润。经过
+,

周高脂饮食，
&

组大鼠肝组织

可见大量肝细胞气球样变性，肝细胞肿胀，胞质空泡

化，可见较多肝细胞脂肪变性。小叶内见较多弥散的

炎性细胞浸润，部分坏死灶融合成片。
&

组大鼠的肝组

织显示出典型
'JKL

组织学特征，提示
'JKL

大鼠模

型制备成功［
4

］。治疗药物治疗后，
X

组大鼠肝组织中肝

细胞气球样变性减轻，可见少量细胞肿胀，核居中，局部

可见少量炎性细胞浸润。
P

组大鼠肝组织中可见大量

肝细胞气球样变性，细胞肿胀，胞质空泡化，未见明显炎

症。
T

组大鼠肝组织中可见大量肝细胞气球样变性，细

胞肿胀，核居中，胞质空泡化，中央静脉周围多见少量肝

细胞脂肪变性，炎性细胞浸润较
&

组减少。

　　注：图
J

为大鼠肝组织；图
T

为大鼠肠组织；黑色箭头示肝细胞

脂肪变性；红色箭头示点状坏死灶；黄色箭头示脱落的肠上皮细胞

图
+

　各组大鼠肝、肠组织病理学变化　（
L7

，×
+//

）

肠组织病理切片显示，
!

组大鼠末端回肠组织结

构完整，固有层肠腺丰富，可见较多杯状细胞，未见明

显炎症。
&

组大鼠末端回肠组织可见少量肠上皮细

胞脱落，固有层肠腺丰富，可见较多杯状细胞，未见明

显炎症。经过用药治疗后，
X

组大鼠末端回肠组织黏

膜层肠上皮结构完整，固有层肠腺丰富，可见较多杯状

细胞，未见明显炎症。
P

组大鼠末端回肠组织肠绒毛
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排列整齐有序，肠腔内可见少量脱落的上皮细胞。
T

组大鼠末端回肠组织黏膜层肠上皮结构完整，固有层

肠腺丰富，可见较多杯状细胞，未见明显炎症。

.

　
2

组肝脏炎性细胞因子
#N


+β、#N, 及 $'O

α水
平（表

.

）　与
!

组比较，
&

组大鼠
#N


+β、#N, 及 $'O

α
水平显著升高（

P Q/


/+

）。与
&

组比较，
X

、
P

、
T

组用药

后
#N


+β、#N,、$'Oα含量显著降低（P Q/


/+

）。

表
0

　
2

组大鼠
#N


+β、#N, 及 $'O

α
含量比较　（

<=D8=

，
?

±
G

）

组别
< #N


+β #N


, $'O

α

! - .

．
,/

±
+

．
+, 2

．
3+

±
+

．
.4 +0

．
,-

±
2

．
..

& -

+2

．
,,

±
0

．
40

e

0+

．
/+

±
2

．
.-

e

,3

．
4,

±
+.

．
4*

e

X -

-

．
2-

±
/

．
*/

△△
+/

．
24

±
.

．
.*

△△
0*

．
/0

±
*

．
,3

△△

P -

,

．
./

±
/

．
2,

△△
,

．
4/

±
0

．
2,

△△
0+

．
34

±
*

．
*3

△△

T -

2

．
4/

±
/

．
,-

△△
-

．
,-

±
0

．
..

△△
0/

．
+2

±
*

．
23

△△

3

　
2

组肝组织
$M

含量比较（表
.

）　与
!

组比

较，
&

组大鼠肝组织中
$M

含量显著增加（
P Q/


/+

）。

与
&

组比较，
X

、
P

、
T

组大鼠肝组织中
$M

含量显著降

低（
P Q/


/+

）。

2

　
2

组大鼠肝组织血浆
NPK

含量比较（表
.

）　
与

!

组比较，
&

组大鼠血浆
NPK

显著增加（
P Q

/


/+

）。与
&

组比较，
X

、
P

组大鼠血浆
NPK

含量显著

下降（
P Q/


/+

，
P Q/


/2

），
T

组大鼠血浆
NPK

含量

无明显变化（
P d/


/2

）。

表
.

　各组大鼠肝组织
$M

及血浆
NPK

含量比较　（
?

±
G

）

组别
< $M

（
88(6DN

）
NPK

（
7WD8N

）

! - 2

．
/4

±
/

．
.4 /

．
-0

±
/

．
/.

& -

-

．
.4

±
+

．
.+

e

/

．
*.

±
/

．
/.

e

X -

3

．
-/

±
/

．
+3

△△
/

．
-.

±
/

．
/0

△△

P -

3

．
4+

±
/

．
.0

△△
/

．
--

±
/

．
/,

△

T -

2

．
04

±
/

．
0*

△△
/

．
-3

±
/

．
+2

讨　　论

肝脏和肠道通过门静脉循环和胆管树紧密相

连［
+/

］。肝脏通过门静脉循环接受肠道
-/a

的血液供

应。因此肝脏持续暴露于肠道代谢产物，如细菌成分，

内毒素（包括
NPK

）和肽聚糖［
++

］。饮食习惯诱导肠道

生态失调，细菌过度生长和肠道通透性增加，促进细菌

移位，从而潜在地改变宿主暴露于各种因素［
+0

，
+.

］。

&9VGF966 "!

等［
+3

］于
+44*

年提出“肠肝轴”的概念：

肠道遭受打击后，肠黏膜屏障功能受损，肠道内大量细

菌和内毒素经由门静脉系统移位进入肝脏，导致肝脏

枯否细胞活化，释放炎症因子，进一步造成肠黏膜以及

远隔器官损害。肠肝轴的各种细胞炎症介质相互作

用，相互影响，构成了一个复杂的网络。

在正常情况下，肠黏膜可允许少量的
NPK

进入门

静脉，维持肝脏网状内皮系统处于激活状态［
+2

］。有研

究表明，
'JONB

患者血液中的
NPK

水平有所增

加［
+,

］。本实验研究也发现模型组大鼠血浆
NPK

含量

显著上升，肠上皮细胞脱落，肠黏膜屏障受损，说明

NPK

经过受损的肠黏膜上皮进入血液。

NPK

可结合并激活肝脏中的
$(66

样受体
3

（
$(66


6:_5 V5A5IH(V3

，
$NS3

）触发髓样分化因子（
8Y56(:;

;:RR5V5<H:9H:(< R9AH(V **

，
&YB**

）依赖性途径：
NPK


$NS3

信号通路在
NPK

刺激下，促进
&YB**

募集并

向下游转导相关信号，促进随后转录因子的转运，最终

控制促炎细胞因子的表达［
+-

］。促炎细胞因子的表达

会造成胰岛素抵抗，并加重组织和器官损伤［
+*

，
+4

］。促

炎细胞因子如
$'O

α，#N+β和 #N


,

对
'JKL

的发病

至关重要。
$'O

α可促进 #N


+β和 #N


,

的释放，是

'JONB

向
'JKL

进展的关键因子［
0/

］。过量的

$'O

α导致线粒体异常，氧化应激，脂肪酸β氧化超负
荷，

'O

κT 过度表达和脂肪沉积肝［
0+

］。
#N


,

具有广

泛的生物学效应，能放大炎症反应，促进肝纤维化的形

成，同时其介导的炎症反应可直接对肝细胞造成损

伤［
00

，
0.

］。
#N


+β可诱导脂肪变性，并且对于肥胖小鼠

中诱导致病性肝脂肪变性至关重要［
03

］。

栀子苷来源于中药栀子，具有保肝利胆、抗炎、抗

氧化、降糖、神经保护等作用［
02

］。
&9 $$

等［
0,

］研究发

现，栀子苷对高脂肪饮食大鼠肝脏脂肪变性具有保护

作用。
XF9<= X

等［
0-

］研究发现，栀子苷具有抗炎和抗

氧化等多种生物活性，能抑制促炎因子释放，恢复肠道

紧密连接，保护肠黏膜屏障。

目前，使用作用于肠道的药物治疗
'JKL

的研究

尚处于起始阶段，保护肠黏膜屏障、改变肠道微生物代

谢物将作为治疗
'JKL

的重要靶点［
0*

］。本实验研究

发现，栀子苷能够显著改善高脂饮食诱导的
'JKL

大

鼠肝组织出现的病理改变。其作用机制可能在于栀子

苷能够改善肠黏膜屏障，降低内源性
NPK

的产生，减

少对肝脏的刺激，从而减少炎症因子的产生。

利益冲突：无。
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