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也摘要页 目的 明确清开灵口服液对 CCl4大鼠的抗肝纤维化作用袁并基于NOD 样受体热蛋白结构域 3渊NOD-like receptor protein
domain 3, NLRP3冤炎症小体通路揭示其抗肝纤维化的机制遥 方法 44 只 SD 大鼠随机分为空白组尧模型组尧清开灵口服液组渊QKL
组冤袁应用 CCl4 灌胃的方法建立中毒性肝纤维化大鼠模型袁设置 4周与 8 周两个时间点遥 实验结束后袁检测各组大鼠肝尧脾指数曰HE
染色和 Masson染色观察肝组织结构变化与胶原纤维增生情况曰检测血清天冬氨酸氨基转移酶渊aspartate aminotransferase, AST冤尧丙
氨酸氨基转移酶渊alanine aminotransferase, ALT冤尧总胆红素渊total bilirubin, T-BIL冤尧羟脯氨酸渊hydroxyproline, HYP冤尧谷胱甘肽过氧

化物酶渊glutathione peroxidation, GSH-Px冤含量曰ELISA 法检测肝组织肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤尧白细胞介

素-1茁 渊interleukin-1茁, IL-1茁冤水平曰免疫组化检测肝组织 琢-平滑肌肌动蛋白渊琢-smooth muscle actin, 琢-SMA冤的表达曰采用West鄄
ern blot尧RT-PCR法检测肝组织NLRP3尧衔接蛋白凋亡相关斑点样蛋白渊adaptor protein apoptosis-related dot-like protein, ASC冤尧半胱

氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1渊Caspase-1冤尧琢-SMA 的蛋白和基因的表达水平遥结果 与空白组相比袁4周与 8周模型组肝脾指数及

AST尧ALT尧T-BIL尧HYP含量均明显升高渊P<0.01冤尧GSH-Px活力显著下降渊P<0.01冤袁IL-1茁和TNF-琢含量明显升高渊P<0.01冤袁琢-SMA尧NL鄄
RP3尧ASC尧Caspase-1 的蛋白及基因表达水平均明显增加渊P<0.05冤遥 HE 和 Masson 染色显示模型组肝组织形态结构紊乱袁炎症细胞

大量浸润袁肝脏纤维组织增生更加明显遥 与模型组相比袁同期清开灵组均可明显降低肝脾指数及血清 AST尧ALT尧T-BIL含量和 HYP
含量渊P<0.05冤袁提高 GSH-Px 活力渊P<0.05袁P<0.01冤袁抑制 TNF-琢尧IL-1茁 合成渊P<0.01袁P<0.05冤袁减轻肝组织结构紊乱和炎细胞浸润袁
抑制胶原纤维增生袁抑制 琢-SMA 蛋白表达渊P<0.05冤袁NLRP3尧ASC 和 Caspase-1 在蛋白和基因水平表达呈不同程度降低渊P<0.05袁P<
0.01冤遥 结论 清开灵口服液可显著抑制 CCl4 导致的大鼠肝纤维化袁提高肝脏抗氧化能力袁改善肝功能袁缓解炎症袁其机制可能与抑制

星状细胞活化尧抑制 NLRP3炎症小体通路活化相关遥
也关键词页 清开灵口服液曰炎症曰肝纤维化曰肝星状细胞曰NLRP3 炎症小体曰四氯化碳
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To clarify the anti-liver fibrosis effects of Qingkailing Oral Liquid on CCl4 rats and to reveal the
mechanism of anti-liver fibrosis based on NOD-like receptor protein domain 3 (NLRP3) inflammasome pathway. Methods Forty-
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基于 NLRP3信号通路探讨清开灵对肝纤维化
大鼠的影响及作用机制
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肝纤维化是各种因素引起肝脏损伤后的一种修

复反应袁是各种慢性肝病经历的一种共同病理过程袁
主要表现为细胞外基质渊extracellular matrix, ECM冤
的大量积累[1]遥 肝纤维化继续进展可形成肝硬化甚

至是肝癌袁严重影响患者的生存质量袁肝纤维化导致

的肝硬化已成为全球第 11 位的致死原因[2]遥 随着全

球慢性肝脏疾病渊如病毒性肝炎尧酒精性肝病尧非酒

精性脂肪性肝病尧自身免疫性肝病尧胆汁淤积性肝病

等冤的发病率不断升高袁肝纤维化的发病率也居高不

下[3]遥 肝纤维化发病机制主要涉及炎症尧氧化应激尧
线粒体功能障碍尧铁超载尧多细胞因子相互作用等[4]袁
其中慢性炎症既是肝纤维化的重要特征袁也是维持

肝纤维化不断进展的重要因素[5]遥 研究表明袁NLRP3
炎症小体的激活在炎症中起到重要作用袁可直接影

响肝纤维化进程[6-7]遥 因此袁通过抑制 NLRP3 炎症小

体通路激活可能会减轻肝组织损伤袁起到减缓甚至

逆转肝纤维化的作用遥
清开灵口服液是由胆酸尧珍珠母尧猪去氧胆酸尧

栀子尧水牛角尧板蓝根尧黄芩苷尧金银花等多种中药成

分组成的复方制剂袁目前临床多用于治疗上呼吸道

感染尧肺炎尧病毒性脑炎尧发热等疾病[8]袁其在肝纤维

化中的报道很少遥 基于炎症在肝纤维化发病及进展

中的重要作用以及清开灵口服液良好的抗炎功效袁
本实验观察清开灵口服液对 CCl4 大鼠肝纤维化程

度的影响袁并基于 NLRP3 炎症小体通路探索其抗肝

纤维化的机制遥
1 材料

1.1 实验动物

健康雄性 SD 大鼠 44 只袁体质量渊200依20冤 早袁购
自北京斯贝福生物有限公司[动物生产许可证号院
SCXK渊京冤2019-0010]遥 饲养于北京中医药大学实验

动物中心袁许可证号 SYXK渊京冤2020-0033袁本实验

经北京中医药大学动物伦理委员会审查通过袁审查

号为 BUCM-4-2020122005-4180遥
1.2 药物与试剂

清开灵口服液渊广州白云山明兴制药有限公司袁
批号 591109冤曰CCl4 分析纯渊福晨化学试剂有限公司袁
批号 20200902冤曰橄榄油分析纯渊上海麦克林生化科技

有限公司袁批号 0815210-500 mL冤曰羟脯氨酸渊hydrox鄄

four SD rats were randomly divided into blank group, model group, and Qingkailing Oral Liquid group (QKL group). The rat
model of toxic liver fibrosis was established by CCl4 gavage, with two time points set at 4 weeks and 8 weeks. After the
experiment, the liver and spleen indexes were measured in each group of rats; HE staining and Masson staining were used to
observe the changes in liver tissue structure and the hyperplasia of collagen fibers. The content of aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), total bilirubin (T-BIL), hydroxyproline (HYP), and glutathione peroxidase (GSH-Px) in
serum were determined; the levels of tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) and interleukin-1茁 (IL-1茁) in liver tissue were examined
by ELISA; the expression of 琢-smooth muscle actin (琢-SMA) in liver tissue was checked by immunohistochemical (IHC) method;
the protein and gene expression levels of NLRP3, adaptor protein apoptosis-related dot-like protein (ASC), cysteinyl aspartate
specific proteinase (Caspase-1), and 琢-SMA were measured by Western blot and RT-PCR. Results Compared with the blank group,
the liver and spleen indexes and the content of AST, ALT, T-BIL, and HYP in the model group at 4-week and 8-week
significantly increased (P<0.01), the GSH-Px activity significantly decreased (P<0.01), the content of IL-1茁 and TNF-琢 significantly
increased (P<0.01), and the protein and gene expression levels of 琢-SMA, NLRP3, ASC, and Caspase-1 significantly increased
(P<0.05). HE and Masson staining showed disorganized structure in liver tissue, massive infiltration of inflammatory cells, and
more obvious liver fibrous tissue hyperplasia. Compared with the model group, the liver and spleen indexes and the content of
AST, ALT, T-BIL, and HYP in the QKL group significantly reduced (P<0.05), the activity of GSH-Px significantly increased (P<
0.05, P<0.01), and the synthesis of TNF-琢 and IL-1茁 was inhibited (P<0.01, P<0.05), the structural disorder of liver tissue and
the infiltration of inflammatory cells were reduced, the hyperplasia of collagen fibers and the protein expression of 琢-SMA
were inhibited (P<0.05), and the protein and gene expression levels of NLRP3, ASC, and Caspase-1 decreased in different degrees
(P<0.05, P<0.01). Conclusion Qingkailing Oral Liquid can significantly inhibit CCl4-induced liver fibrosis in rats, enhance
antioxidant capacity of liver, improve liver function, and relieve inflammation. The mechanism may be related to inhibiting the
activation of stellate cells and NLRP3 inflammasome pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Qingkailing Oral Liquid; inflammation; liver fibrosis; hepatic stellate cells; NOD-like receptor protein domain
3 inflammasome; carbon tetrachloride
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yproline, HYP冤尧谷胱甘肽过氧化物酶渊glutathione perox鄄
idation, GSH-Px冤检测试剂盒渊南京建成生物工程研究

所袁批号分别为20200922尧20200923冤曰肿瘤坏死因

子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤尧白细胞介

素-1茁渊interleukin-1茁, IL-1茁冤ELISA 试剂盒渊美
国 Thermo Fisher 公司袁 批号分别为715101420尧
728101520冤曰NOD 样受体热蛋白结构域 3渊NOD-like
receptor protein domain 3冤一抗渊美国 NOVUS 公司袁
批号 NBP2-12446冤曰GAPDH 一抗渊武汉三鹰公司袁批
号 60004-1-Ig冤曰衔接蛋白凋亡相关斑点样蛋白

渊adaptor protein apoptosis-related dot-like protein,
ASC冤一抗尧Caspase-1一抗渊美国 Santa Cruz公司袁批号

分别为 SC-514414尧SC-56036冤曰免疫组化检测肝组

织 琢-平滑肌肌动蛋白渊琢-smooth muscle actin, 琢-
SMA冤一抗渊美国 CST 公司袁批号 19245s冤曰HRP 山羊

抗兔二抗尧HRP 山羊抗小鼠二抗渊武汉赛维尔生物

科技有限公司袁批号分别为 GB23303尧GB23301冤曰脱
脂奶粉渊美国 BD 公司袁批号 8141815冤曰ECL 超敏发

光液渊美国 Cytiva 公司袁批号 17365298冤曰Steady Pure
通用型RNA 提取试剂盒尧Evo M-MLV 反转录试剂

预混液尧SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试

剂盒渊湖南艾克瑞生物工程有限公司袁批号分别为

A2A0929尧A2A1386尧A3A0272冤遥
1.3 仪器

AH480 型全自动生化分析仪渊美国 BECKMAN
COULTER公司冤曰Epoch型全波长酶标仪渊美国 Bio Tek
公司冤曰5810R 型高速冷冻离心机渊德国 Eppendorf
公司冤曰ME204E 型电子分析天平渊美国 METTLER
TOLEDO 公司冤曰CFX-96 型荧光定量 PCR 仪渊美国

Bio-Rad 公司冤曰Aperio VERSA 型超分辨显微组织

成像系统渊美国 Leica 公司冤曰JJ-12J 型脱水机渊武汉

俊杰电子有限公司冤曰RM2016 型病理切片机渊上海

徕卡仪器有限公司冤曰KD-P 型组织摊片机渊浙江省

金华市科迪仪器设备有限公司冤曰MX-F 型涡旋混合

器渊武汉赛维尔生物科技有限公司冤曰c600 型 Azure
Imager 多功能分子成像系统渊美国 Azure 公司冤遥
2 方法

2.1 分组尧造模及给药

适应性喂养 3 d 后袁将 44 只大鼠随机分成空白

组渊8 只冤尧模型组渊20 只冤尧清开灵口服液组渊QKL

组袁16 只冤袁设置 4 周与 8 周两个时间点遥采用CCl4 灌
胃法制作大鼠中毒性肝纤维化模型渊CCl4 与橄榄油

1颐1 融合袁配成 50% CCl4 混合溶液冤遥 除空白组外袁
模型组与各治疗组首次造模剂量为 4 mL窑kg-1袁后
以 2 mL窑kg-1 造模袁每周 2 次[9]遥 造模后第 2 周采用

清开灵口服液灌胃治疗袁给药剂量为 5 mL窑kg-1窑d-1

渊按照体表面积进行换算院给药剂量为成人量的 6倍冤袁
空白组和模型组给予等体积生理盐水遥 实验期间所

有大鼠正常饮食与饮水袁每周测量大鼠体质量一次

以及时校对灌胃剂量遥造模过程中模型组死亡 4 只袁
4 周或 8 周后取材遥 腹主动脉采血分离血清袁用于后

续指标检测遥
2.2 指标检测及方法

2.2.1 肝脾指数测定 摘取肝尧脾袁经 PBS 冲洗后

用滤纸吸干水分并及时测量湿重袁计算肝脾指数遥脏
器指数=脏器湿重(g)/大鼠体质量(g)伊100%遥
2.2.2 肝功能测定 用全自动生化分析仪检测血清

AST尧ALT尧T-BIL 含量遥
2.2.3 炎症因子检测 ELISA 法检测肝组织中

TNF-琢尧IL-1茁 的含量以反映炎症情况遥
2.2.4 HE和Masson染色 每只大鼠取大小约 1 cm伊
1 cm伊0.6 cm 的肝右叶放入 4%多聚甲醛中固定袁后
续行常规 HE 染色观察肝组织形态结构变化曰Mas鄄
son 染色观察胶原纤维增生情况袁并通过 Image J 软
件半定量分析各组肝脏中胶原容积分数渊collagen
volume fraction, CVF冤遥
2.2.5 免疫组化检测 琢-SMA 的表达 将组织切片

进行抗原修复袁5%山羊血清封闭袁滴加 琢-SMA 的一

抗渊1颐600冤袁4 益孵育过夜袁滴加二抗渊1颐200冤袁孵育

50 min,然后滴加 DAB 显色液尧复染尧分化尧返蓝尧脱
水尧封片遥 通过 Aperio VERSA 仪器进行组织切片扫

描及图像采集分析遥
2.2.6 HYP含量测定及GSH-Px活力检测 取 30 mg
肝组织袁按 1颐9 比例加入 0.27 mL 生理盐水袁制备

10%组织匀浆袁并稀释为最佳浓度袁测定 HYP 含量

及 GSH-Px 的活力遥 检测步骤与方法严格遵照相应

试剂盒说明书进行遥
2.2.7 Western blot 法检测 NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧
琢-SMA蛋白的表达 肝组织匀浆袁离心取上清遥电泳尧
电转尧封闭后袁各指标加上相应的一抗袁NLRP3(1颐
600)尧ASC(1颐500)尧Caspase-1(1颐500)尧琢-SMA(1颐1 000)袁
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4 益一抗孵育过夜袁加二抗尧超敏发光液渊electro鄄
chemiluminescence, ECL冤袁采用 Azure Imager 仪器

进行曝光袁得到相应条带袁结果用 Image J 软件进行

分析遥
2.2.8 RT-PCR检测 NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧琢-SMA
mRNA 表达 用总 PCR 提取试剂盒从肝组织中提

取总RNA袁反转录为 cDNA袁反转录条件院37 益 15 min袁
85 益 5 s袁4 益 肄遥 然后扩增袁扩增条件 95 益 30 s曰
95 益 5 s袁60 益 30 s袁40个循环遥GAPDH作为内参袁
并绘制扩增曲线与熔解曲线袁用 Bio Rad CFX Man鄄
ager 软件进行数据分析袁结果以 2-荭荭ct 表示遥 引物序

列详见表 1遥

2.3 统计学方法

使用 SPSS 20.0 软件对数据进行统计学分析袁
以野曾依s冶形式呈现袁多组间比较采用 One-way ANOVA
方差分析检验袁若数据资料不符合正态分布或方差

不齐袁则采用非参数检验遥 以 P<0.05 为组间差异有

统计学意义袁P<0.01 表示组间差异存在显著统计学

意义遥
3 结果

3.1 清开灵口服液对大鼠肝组织形态结构的影响

空白组肝组织以中央静脉为中心袁肝索呈放射

状排列渊图 1A冤遥 4 周模型组肝细胞发生脂肪变性及

坏死袁在中央静脉周围和坏死区域有少量炎症细胞

浸润渊图 1B冤曰随着肝损伤加重袁8 周模型组肝细胞

脂肪变性和坏死更广泛袁炎症细胞浸润更明显袁肝结

构破坏渊图 1D冤遥与 4 周尧8 周模型组相比袁QKL 组显

著改善肝细胞形态尧减轻炎症细胞浸润及胶原纤维

增生渊图 1C尧1E冤遥
3.2 清开灵口服液对大鼠肝组织胶原纤维增生的

影响

空白组肝组织仅在中央静脉和门管区周围见少

量胶原纤维渊图 2A冤遥 4 周模型组在中央静脉尧门管

区及肝小叶周围均有大量胶原纤维生成渊图 2B冤曰8周
模型组胶原纤维增生更明显袁并将坏死区域相互连

接或中央静脉-中央静脉连接或中央静脉-汇管区

连接袁形成桥接样纤维化渊图 2D冤遥 与 4 周尧8 周模型

组比较袁QKL 组的胶原增生显著减轻渊图 2C尧2E冤遥 与

空白组比较袁4 周尧8 周模型组 CVF 均显著增加渊P<
0.01冤曰与 8 周模型组相比袁4 周模型组 CVF 增加明显

渊P<0.01冤曰相比 4 周尧8 周模型组袁同时期 QKL 组CVF
均明显下降渊P<0.01冤遥 详见表 2遥

表 1 基因引物表

引物

NLRP3

ASC

Caspase-1

GAPDH

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

序列

5'-CTGCATGCCGTATCTGGTTG-3'
5'-CGGCGTTAGCAGAAATCCAG-3'
5'-GCTGAGCAGCTGCAAAAGAT-3'
5'-GCAATGAGTGCTTGCCTGTG-3'
5'-GGTTCCCTCAAGTTTTGCCC-3'
5'-GAGGTCAACATCAGCTCCGA-3'
5'-GGCAAGTTCAACGGCACAG-3'
5'-GCCAGTAGACTCCACGACAT-3'

引物长度/pb
20
20
20
20
20
20
19
20

图 2 清开灵口服液对肝组织胶原纤维增生的影响渊Masson袁伊50冤
注院A.空白组曰B.4 周模型组曰C.4 周 QKL 组曰D.8 周模型组曰E.8 周 QKL 组遥

A B C D E

图 1 清开灵口服液对肝组织形态结构的影响渊HE,伊500冤
注院A.空白组曰B.4 周模型组曰C.4 周 QKL 组曰D.8 周模型组曰E.8 周 QKL 组遥

A B C D E
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表 2 清开灵口服液对大鼠肝组织 CVF
分析结果渊曾依s袁n=6袁%冤

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁**P<0.01曰与 8
周模型组相比袁&&P<0.01遥

组别

空白组

模型组

QKL 组

4 周

2.178依0.286
22.976依1.845##

13.302依1.445**

8 周

2.178依0.286
46.512依2.649##**
24.600依2.092&&

3.3 清开灵口服液对大鼠肝组织 HYP含量的影响

与空白组相比袁4 周与 8 周模型组 HYP 含量均

明显升高渊P<0.01冤袁并且 8 周模型组肝脏 HYP 含量

显著高于 4 周渊P<0.01冤袁与 Masson 染色结果一致遥
与 4 周尧8 周模型组相比袁同时期 QKL 组肝组织

HYP 含量明显下降渊P<0.01冤遥 详见表 3遥

3.4 清开灵口服液对大鼠肝脏指数尧脾脏指数的

影响

与空白组相比袁4 周尧8 周模型组大鼠的肝脏指

数与脾脏指数均显著升高渊P<0.01冤曰与 4 周模型组

相比袁8 周模型组脾脏指数明显升高渊P<0.01冤袁肝脏

指数有升高趋势但差异无统计学意义渊P>0.05冤曰与

4 周尧8 周模型组相比袁同时期 QKL 组大鼠的肝脏指

数与脾脏指数均明显降低渊P<0.05冤遥 详见表 4遥
3.5 清开灵口服液对大鼠血清 AST尧ALT尧T-BIL 的

影响

与空白组相比袁4 周模型组大鼠血清 ALT尧AST
显著升高渊P<0.01冤袁8 周模型组大鼠 ALT尧AST尧T-BIL
均显著升高渊P<0.01冤曰与 4 周模型组相比袁8 周模型

组 ALT尧AST尧T-BIL 含量升高更明显渊P<0.01冤曰与 4
周尧8 周模型组相比袁同时期 QKL 组 ALT尧AST尧T-
BIL 含量均明显降低渊P<0.01袁P<0.05冤遥 详见表 5遥
3.6 清开灵口服液对大鼠肝组织 GSH-Px 活力的

影响

与空白组相比袁4 周与 8 周模型组 GSH-Px 的

活力均显著减弱渊P<0.01冤曰与 4 周模型组相比袁8 周

模型组 GSH-Px 的活力显著下降渊P<0.01冤曰与 4 周尧
8 周模型组相比袁同时期 QKL 组肝组织 GSH-Px 的

活力显著增强渊P<0.01袁P<0.05冤遥 详见表 6遥
3.7 清开灵口服液对大鼠肝组织炎症因子 TNF-琢尧
IL-1茁的影响

与空白组相比袁4 周模型组 IL-1茁 含量明显升

高渊P<0.01冤袁TNF-琢 含量有明显升高趋势袁但无统计

学差异渊P>0.05冤曰8 周模型组 TNF-琢尧IL-1茁 含量均

明显升高渊P<0.01冤遥 与 4 周模型组相比袁8 周模型组

TNF-琢尧IL-1茁 含量明显升高渊P<0.01冤遥与 4 周尧8 周

模型组相比袁同时期 QKL 组 TNF-琢尧IL-1茁 含量均

降低渊P<0.01袁P<0.05冤遥 详见表 7遥

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁**P<0.01曰与 8
周模型组相比袁&&P<0.01遥

组别

空白组

模型组

QKL 组

4 周

52.45依10.88
302.66依38.55##

215.79依43.12**

8 周

77.73依13.02
612.06依77.59##**
298.26依51.77&&

表 3 清开灵口服液对肝组织HYP含量的影响渊曾依s袁n=6袁滋g/g冤

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁*P<0.05,**P<0.01曰与 8 周模型组相比袁&P<0.05遥

空白组

模型组

QKL 组

4 周

肝脏指数 脾脏指数

8 周

肝脏指数 脾脏指数
组别

0.033 0依0.002 5
0.039 0依0.002 5##

0.035 0依0.003 1*

0.002 2依0.000 1
0.002 7依0.000 3##

0.002 5依0.000 4*

0.026 0依0.001 8
0.043 0依0.006 2##

0.038 0依0.003 2&

0.001 8依0.000 1
0.004 4依0.000 7##**
0.002 8依0.000 1&

表 4 清开灵口服液对大鼠肝脾指数的影响渊曾依s袁n=6冤

注院与空白组相比袁#P<0.05袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁*P<0.05,**P<0.01曰与 8 周模型组相比袁&P<0.05遥

空白组

模型组

QKL 组

4 周

ALT/(U/L) AST/(U/L) T-BIL/(滋mol/L)
8 周

ALT/(U/L) AST/(U/L) T-BIL/(滋mol/L)组别

28.50依5.47
52.63依2.50##

34.50依4.95**

91.00依4.47
174.90依16.04##

128.67依16.72*

1.76依0.40
1.99依0.19
1.63依0.13*

31.38依6.89
665.67依226.15##**
201.33依65.51&

136.99依23.45
1484.30依655.59##**
356.34依100.18&

1.71依0.38
8.90依1.74##**
3.32依1.25&

表 5 清开灵口服液对大鼠血清 AST尧ALT尧T-BIL的影响渊曾依s袁n=6冤
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3.8 清开灵口服液对大鼠肝组织中 琢-SMA 表达的

影响

与空白组相比袁4 周模型组 琢-SMA 的表达增

多渊图 3A尧3B冤袁并且随着肝损伤加重袁8 周模型组

琢-SMA 表达更强渊图 3D冤遥 与 4 周尧8 周模型组相

比袁QKL 组肝组织 琢-SMA 的表达明显减少渊图 3C尧
图 3E冤遥
3.9 清开灵口服液对大鼠肝组织 NLRP3尧ASC尧
Caspase-1尧琢-SMA mRNA 表达的影响

与空白组相比袁4 周尧8 周模型组中 NLRP3尧
ASC尧Caspase-1尧琢-SMA mRNA 表达量均明显升高

渊P<0.01冤曰与 4 周模型组相比袁8 周模型组 NLRP3尧
ASC尧琢-SMA 的 mRNA 升高明显渊P<0.05袁P<0.01冤曰
与 4 周尧8 周模型组相比袁QKL 组 NLRP3尧ASC尧Cas鄄
pase-1尧琢-SMA的mRNA表达量均明显下降渊P<0.05袁
P<0.01冤遥 详见表 8遥
3.10 清开灵口服液对大鼠肝组织 NLRP3尧ASC尧
Caspase-1尧琢-SMA 蛋白表达的影响

与空白组相比袁4 周尧8 周模型组中 NLRP3尧
ASC尧Caspase-1尧琢-SMA 蛋白表达量均明显升高渊P<
0.05袁P<0.01冤曰与 4 周模型组相比袁8 周模型组 Cas鄄
pase-1表达量明显升高渊P<0.01冤遥 与 4周模型组相比袁
QKL 组中 ASC尧琢-SMA 表达量明显下降渊P<0.05冤袁
NLRP3尧Caspase-1 表达量有下降趋势袁但差异无统

计学意义渊P>0.05冤曰与 8 周模型组相比袁QKL 组中

NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧琢-SMA 蛋白表达量均明显

下降渊P<0.05冤遥 详见表 9尧图 4遥
4 讨论

近年来袁肝纤维化基础研究领域取得了很大

的进展袁但是目前在全球范围内尚无针对肝纤维化

的生物或化学药物袁研发抗肝纤维化的药物仍然是

这个领域内的热点袁也是临床的迫切需求[10]遥 在中医

学无肝纤维化病名袁常以野肝著冶野黄疸冶野肋痛冶野癥瘕

积聚冶等名称代指肝纤维化袁目前大多数学者认为

肝纤维化的基本病机多为热毒久稽尧肝络受损等袁
临床治疗和组方原则亦大多围绕上述病机展开[11]遥
清开灵口服液可清热解毒袁且现代药理学研究表明

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁**P<0.01曰与 8
周模型组相比袁&&P<0.01遥

组别

空白组

模型组

QKL 组

4 周

3 158.55依304.05
1 715.45依222.54##

2 505.61依124.13**

8 周

3 014.22依321.32
775.57依81.36##**

1 631.33依87.15&&

表 6 清开灵口服液对肝组织 GSH-Px 活力的

影响渊曾依s袁n=6袁U/mg prot冤

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁*P<0.05袁**P<
0.01曰与 8 周模型组相比袁&P<0.05袁&&P<0.01遥

空白组

模型组

QKL 组

4 周

TNF-琢 IL-1茁
8 周

TNF-琢 IL-1茁组别

15.25依0.91
26.36依4.27
12.39依0.85**

8.85依1.26
16.31依2.85##

10.17依0.50*

15.27依2.92
34.66依5.22##**
26.23依4.69&&

9.07依5.98
30.36依5.08##**
17.59依2.96&

表 7 清开灵口服液对大鼠肝组织炎症因子 TNF-琢尧
IL-1茁 的影响渊曾依s袁n=6袁ng窑mL-1冤

空白组

模型组

QKL 组

4 周

NLRP3 ASC Caspase-1 琢-SMA
8 周

NLRP3 ASC Caspase-1 琢-SMA组别

表 8 清开灵口服液对大鼠肝组织 NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧琢-SMA mRNA表达的影响渊曾依s袁n=6冤

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁*P<0.05袁**P<0.01曰与 8 周模型组相比袁&P<0.05袁&&P<0.01遥

0.92依0.15
1.87依0.38##

1.33依0.36*

1.01依0.14
2.14依0.23##

1.51依0.39*

1.02依0.23
1.88依0.52##

1.06依0.35**

1.08依0.39
2.64依0.57##

1.57依0.35**

1.03依0.24
2.55依0.45##*
1.07依0.24&&

1.06依0.33
2.70依0.58##*
1.22依0.28&

1.01依0.15
1.95依0.30##

1.12依0.45&&

1.04依0.28
4.52依1.06##**
2.25依0.49&&

图 3 清开灵口服液对肝组织中 琢-SMA表达的影响渊免疫组化袁400冤
注院A.空白组曰B.4 周模型组曰C.4 周 QKL 组曰D.8 周模型组曰E.8 周 QKL 组遥

A B C D E
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清开灵口服液中诸多药物成分如板蓝根尧黄芩苷尧
栀子尧金银花等均有抗炎尧抗病毒的作用[12]袁并有研

究证实该药可以抑制大量炎症细胞因子的释放袁减
轻对器官的大面积损伤[13]袁而炎症又是肝纤维化发生

过程中的关键因素[14]遥本实验结果显示袁临床上具有

明确抗炎作用的清开灵口服液显著缓解 CCl4 大鼠

肝纤维化袁并基于炎症初步揭示清开灵口服液抗肝

纤维化的机制遥
清开灵由吴瑭叶温病条辨曳中的野安宫牛黄丸冶加

减而来遥 由于安宫牛黄丸中名贵药材较多袁得之不

易袁同时方中的朱砂尧雄黄含有重金属成分袁长期使

用易导致重金属蓄积中毒袁因此袁现代中药对安宫

牛黄丸的组方进行了加减化裁袁创制了中成药清开

灵遥 其中袁牛黄尧水牛角二者协同达到增强清热解毒

的作用袁二者与珍珠母配伍可有镇静尧抗惊厥尧强心

退热的功效曰黄芩苷与金银花配伍起到增强清热解

毒的功效曰黄芩苷与栀子合用则增强清热泻火解毒

的作用袁二者可协助牛黄清心包之热遥 黄芩苷尧栀子

与板蓝根配伍有很强的抗菌尧抗病毒尧抗炎和退热

的作用袁众药合用达到清热解毒抗炎的目的[15]遥炎症

反应是急性或慢性肝病患者病程进展的一个重要

影响因素袁在初期炎症反应中可作为预防和保护肝

脏细胞的一种有效机制[16]袁但损伤因子的长期刺激

可导致炎症细胞 [如库普弗渊Kupffer冤细胞 ]大量聚

集袁活化的 Kupffer 细胞可分泌丰富的细胞因子渊如
TNF-琢尧IL-1茁冤[17]袁细胞因子的大量生成刺激窦周隙

中的静止肝星状细胞渊hepatic stellate cell, HSC冤
并促使 HSC 活化袁进而导致肝纤维化的形成遥因此袁
本实验从清热解毒抗炎的角度观察清开灵抗肝纤维

化的作用及其机制遥
本研究从不同角度综合评价清开灵口服液的抗

肝纤维化作用遥 清开灵口服液在 4 周和 8 周均能明

显抑制 HYP 合成袁这与 Masson 染色结果一致袁二者

均直接反映清开灵口服液可减轻胶原生成袁缓解CCl4
大鼠肝纤维化遥 本研究观察了清开灵口服液在改善

肝功能尧缓解肝组织结构紊乱尧抗氧化等方面的作

用遥 结果显示袁清开灵口服液在 4 周和 8 周能显著

降低血清 AST尧ALT尧T-BIL 的含量袁这提示经清开

灵治疗以后袁肝细胞损伤明显减轻曰肝脾指数明显下

降袁提示肝损伤引起的肝尧脾大和炎性充血减轻曰HE
染色显示肝组织炎症细胞浸润尧组织结构紊乱尧纤维

组织增生明显减轻遥 活性氧产生和清除的平衡在人

类健康中起着重要作用[18]袁ROS 的大量生成会促进

肝星状细胞大量激活袁促进肝纤维化发展[19]袁GSH-
Px 作为抗氧化防御系统中的酶清除剂可以保护细

胞免受氧化损伤[20]袁清开灵口服液可显著提升GSH-
Px 的活力袁这提示清开灵显著提高机体抗氧化能力遥
在炎症方面袁清开灵口服液在两个时间点均能显著

抑制肝组织 TNF-琢尧IL-1茁 等炎症因子合成袁结合肝

组织炎症细胞浸润明显减轻袁这提示清开灵口服液

显著减轻肝组织炎症遥
近年来的基础研究表明袁活化的 HSC 是肝损伤

时合成细胞外基质的主要细胞[21]袁而炎症是 HSC 活

化尧引发并维持肝纤维化进展的重要因素遥当机体受

到各种炎症因子刺激时袁静息状态的 HSC 被大量激

活并转化为具有增生尧收缩尧合成ECM 功能的肌成纤

图 4 清开灵口服液对 CCl4 大鼠肝组织 NLRP3尧ASC尧
Caspase-1尧琢-SMA蛋白表达

注院A.空白组曰B.4 周模型组曰C.4 周 QKL 组曰D.8 周模型组曰E.8周
QKL 组遥

注院与空白组相比袁#P<0.05,##P<0.01曰与 4 周模型组相比袁*P<0.05,**P<0.01曰与 8 周模型组相比袁&P<0.05遥

表 9 清开灵口服液对 CCl4 大鼠肝组织 NLRP3尧ASC尧Caspase-1尧琢-SMA蛋白表达的影响渊曾依s袁n=3冤
蛋白 空白组

4 周

模型组 QKL 组

8 周

模型组 QKL 组

NLRP3
ASC

Caspase-1
琢-SMA

0.71依0.11
0.54依0.10
0.56依0.09
0.34依0.12

0.97依0.08#

0.85依0.09#

0.86依0.12##

0.61依0.14#

0.81依0.02
0.58依0.07*
0.71依0.13
0.37依0.09*

1.09依0.07##

0.96依0.18##

1.16依0.10##**
0.75依0.12##

0.93依0.13&

0.68依0.22&

0.91依0.12&

0.45依0.17&
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维细胞渊myofibroblast, MF冤袁引起肝组织结构的改变

与重塑袁从而导致肝纤维化[22]遥 琢-SMA 是 HSC 活化

的标志性蛋白[23]袁本研究发现清开灵口服液可显著

降低 琢-SMA 表达水平袁表明清开灵口服液可抑制

HSC 的活化遥 肝损伤引发的炎症是机体对有害因素

的一种适应性反应袁经常伴有大量炎症细胞的弥漫

浸润袁在可控范围内以维持机体的稳态环境[24]袁但
随着损伤因子的持续刺激袁促炎因子尧细胞因子尧趋
化因子等大量释放袁继续刺激机体更深一步的炎症

反应袁 炎症信号不断扩大形成级联反应遥 目前已证

实袁在肝纤维化进程中有许多炎症因子参与其中[25]袁
如 TNF-琢尧IL-1茁尧IL-18 等袁这些因子将募集并活化

Kupffer 细胞尧巨噬细胞袁一方面发挥抗损伤作用袁
另一方面使炎症反应不断放大袁促进 HSC 不断活

化遥 炎症小体活化是引发炎症反应的重要机制遥
在目前所有已知炎症小体中袁NOD 样受体家族

研究较为广泛袁其中 NLRP3 炎症小体也是研究最清

楚一种炎症小体[26]袁它的激活对于纤维化发展必不可

少[27]遥 NLRP3炎症小体由 NLRP3尧ASC尧pro-caspase-1
3 部分构成[28]袁它是一种细胞内生物大分子蛋白复

合物袁是先天免疫的重要组成部分袁在宿主防御系统

和炎症信号传导过程中发挥着重要作用遥 它既可存

在于肝细胞袁也可在 Kupffer 细胞尧HSC 等非实质细

胞中表达遥 NLRP3 炎性小体激活后袁IL-18 前体和

IL-1茁 前体被渊Caspase-1 切割为成熟的 IL-18 和

IL-1茁 [29]袁促进 HSC 向 MFs 转化 [30]遥 本研究显示袁4
周尧8 周模型组 NLRP3尧ASC尧Caspase-1 在蛋白及基

因水平均明显升高袁提示 NLRP3 炎症小体通路参与

了肝纤维化形成袁这个与 Gong 等[31]的研究一致遥 清

开灵口服液可明显抑制 IL-1茁 合成袁因此袁推测清

开灵口服液可通过抑制 NLRP3 炎症小体的活化来

缓解肝纤维化进程遥 接下来袁本次研究了清开灵口

服液对 NLRP3 炎症小体各成分表达的影响遥结果显

示袁4 周及 8 周清开灵口服液组 NLRP3尧ASC尧Cas鄄
pase-1 在基因及蛋白水平均明显下降袁说明清开灵

口服液确实能够抑制 NLRP3 炎症小体活化袁并且随

着作用时间延长袁效果越明显袁这与清开灵可通过抑

制 NLRP3 减轻胆汁淤积性肝损伤的报道一致[32]遥
综上所述袁清开灵口服液显著抑制 CCl4 大鼠

肝纤维化进程袁并具有抗炎尧抗氧化尧保护肝功能的

作用袁其抗纤维化的机制与抑制 HSC 活化和 NLRP3

炎症小体活化有关遥 本研究初步阐明了清开灵口服

液抗肝纤维化机制袁后期课题组将继续研究其潜在

的机制与靶点袁为临床抗肝纤维化提供疗效确切尧机
制清楚的药物遥

参考文献

[1] 张 娜, 李 勇. 肝纤维化的中西医研究进展[J]. 湖北中医药大

学学报, 2020, 22(1): 118-121.
[2] ASRANI S K, DEVARBHAVI H, EATON J, et al. Burden of liver

diseases in the world[J]. Journal of Hepatology, 2019, 70(1): 151-
171.

[3] MARCELLIN P, KUTALA B K. Liver diseases: A major, ne鄄
glected global public health problem requiring urgent actions
and large-scale screening[J]. Liver International, 2018, 38: 2-6.

[4] DHAR D, BAGLIERI J, KISSELEVA T, et al. Mechanisms of
liver fibrosis and its role in liver cancer[J]. Experimental Biolo鄄
gy and Medicine, 2020, 245(2): 96-108.

[5] FRIEDMAN S L. Hepatic fibrosis: Emerging therapies[J]. Diges鄄
tive Diseases, 2015, 33(4): 504-507.

[6] ZHANG B L, XU D, SHE L L, et al. Silybin inhibits NLRP3
inflammasome assembly through the NAD+/SIRT2 pathway in mice
with nonalcoholic fatty liver disease[J]. FASEB Journal, 2018, 32
(2): 757-767.

[7] INZAUGARAT M E, JOHNSON C D, HOLTMANN T M, et al.
NLR family pyrin domain-containing 3 inflammasome activation
in hepatic stellate cells induces liver fibrosis in mice[J]. Hepa鄄
tology, 2019, 69(2): 845-859.

[8] GAO X Y, QIN L L, ZHANG Z X, et al. Deciphering bio鄄
chemical basis of Qingkailing injection-induced anaphylaxis in a
rat model by time -dependent metabolomic profiling based on
metabolite polarity-oriented analysis[J]. Journal of Ethnopharma鄄
cology, 2018, 225: 287-296.

[9] LIU H M, ZHANG Z F, HU H, et al. Protective effects of Li鄄
uweiwuling Tablets on carbon tetrachloride-induced hepatic fi鄄
brosis in rats[J]. BMC Complementary and Alternative Medicine,
2018, 18(1): 212.

[10] 徐列明. 叶肝纤维化中西医结合诊疗指南(2019 年版)曳解读[J].
上海中医药杂志, 2020, 54(3): 29-31, 52.

[11] 姜 岑, 宋虹霏, 王 东, 等. 基于 IKK茁/NF-资B 通路研究芪甲

柔肝方抗肝纤维化作用机制[J]. 中华中医药杂志, 2022, 37(8):
4805-4809.

[12] 李 春, 范铁兵, 赵 丹, 等. 经纤维支气管镜灌洗清开灵口

服液治疗重症肺炎(痰热壅肺证)的临床研究[J]. 中国中医急症,
2021, 30(2): 244-245, 252.

1568



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园23 年第 43 卷

[13] 陈红英, 李 新, 许 浚, 等. 基于 TLR4/NF-资B 信号通路研究

清开灵口服液防治肺炎的作用机制[J]. 中草药, 2022, 53(19):
6101-6107.

[14] KABIL S L. Beneficial effects of cilostazol on liver injury in鄄
duced by common bile duct ligation in rats: Role of SIRT1
signaling pathway[J]. Clinical and Experimental Pharmacology &
Physiology, 2018, 45(12): 1341-1350.

[15] 孙 军. 清开灵软胶囊在清热解毒领域的优势分析[J]. 中国社

区医师, 2009, 25(14): 13.
[16] IGNAT S R, DINESCU S, HERMENEAN A, et al. Cellular

interplay as a consequence of inflammatory signals leading to
liver fibrosis development[J]. Cells, 2020, 9(2): 461.

[17] ZHANGDI H J, SU S B, WANG F, et al. Crosstalk network
among multiple inflammatory mediators in liver fibrosis [J].
World Journal of Gastroenterology, 2019, 25(33): 4835-4849.

[18] FINKEL T, HOLBROOK N J. Oxidants, oxidative stress and the
biology of ageing[J]. Nature, 2000, 408(6809): 239-247.

[19] LUANGMONKONG T, SURIGUGA S, MUTSAERS H A M, et
al. Targeting oxidative stress for the treatment of liver fibrosis[J].
Reviews of Physiology, Biochemistry and Pharmacology, 2018,
175: 71-102.

[20] SHEBIS Y, ILUZ D, KINEL-TAHAN Y, et al. Natural antioxi鄄
dants: Function and sources [J]. Food and Nutr ition Sciences,
2013, 2013: 643-649.

[21] LEE U E, FRIEDMAN S L. Mechanisms of hepatic fibrogenesis[J].
Best Practice & Research Clinical Gastroenterology, 2011, 25
(2): 195-206.

[22] MEDERACKE I, HSU C C, TROEGER J S, et al. Fate tracing
reveals hepatic stellate cells as dominant contributors to liver
fibrosis independent of its aetiology[J]. Nature Communications,
2013, 4: 2823.

[23] LI J, ZENG C X, ZHENG B S, et al. HMGB1-induced au鄄

tophagy facilitates hepatic stellate cells activation: A new path鄄
way in liver fibrosis[J]. Clinical Science, 2018, 132(15): 1645-
1667.

[24] MEDZHITOV R. Origin and physiological roles of inflammation[J].
Nature, 2008, 454(7203): 428-435.

[25] ROBERT S, GICQUEL T, BODIN A, et al. Characterization of
the MMP/TIMP imbalance and collagen production induced by
IL-1茁 or TNF-琢 release from human hepatic stellate cells[J].
PLoS One, 2016, 11(4): e0153118.

[26] LIM H, MIN D S, PARK H, et al. Flavonoids interfere with
NLRP3 inflammasome activation[J]. Toxicology and Applied Phar鄄
macology, 2018, 355: 93-102.

[27] WREE A, MCGEOUGH M D, PE譙A C A, et al. NLRP3 in鄄
flammasome activation is required for fibrosis development in
NAFLD[J]. Journal of Molecular Medicine, 2014, 92(10): 1069-
1082.

[28] WU X F, ZHANG F, XIONG X, et al. Tetramethylpyrazine re鄄
duces inflammation in liver fibrosis and inhibits inflammatory
cytokine expression in hepatic stellate cells by modulating NL鄄
RP3 inflammasome pathway[J]. IUBMB Life, 2015, 67(4): 312-
321.

[29] HE Y, HARA H, N鸳U譙EZ G. Mechanism and regulation of NL鄄
RP3 inflammasome activation [J]. Trends in Biochemical Sci鄄
ences, 2016, 41(12): 1012-1021.

[30] ALEGRE F, PELEGRIN P, FELDSTEIN A E. Inflammasomes in
liver fibrosis[J]. Seminars in Liver Disease, 2017, 37(2): 119-
127.

[31] GONG Z Z, ZHOU J F, ZHAO S N, et al. Chenodeoxycholic acid
activates NLRP3 inflammas ome and contributes to cholestatic
liver fibrosis[J]. Oncotarget, 2016, 7(51): 83951-83963.

[32] 连雅君. 清开灵对胆汁淤积性肝炎大鼠证候干预及肝损伤机制

的研究[D]. 北京: 北京中医药大学, 2018.
渊本文编辑 苏 维冤

1569


