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基于 TGR5及肠黏膜屏障功能探讨“疏肝健脾”疗法对
肝损伤大鼠的影响及作用机制

魏伟莉，高艺宁，史兴华，郑智礼，康倩君，邓秀兰*

（北京中医药大学 中医学院，北京 100029）

［摘要］ 目的：探讨“疏肝、健脾、疏肝健脾、先疏肝再疏肝健脾、先健脾再疏肝健脾”不同治疗方法对肝郁叠加肝损伤大鼠

的影响及其作用机制。方法：制造 6 周肝郁叠加肝损伤大鼠模型，采用束缚叠加四氯化碳（CCl4）皮下注射法造模（5.89 g·kg-1，

1次/3 d），同时灌胃给药。48只清洁级雄性 SD 大鼠用随机数字表法分为 8组：正常组，模型组，双环醇组（0.2 g·kg-1），四逆散组

（4.32 g·kg-1），六君子汤组（9.26 g·kg-1），柴芍六君子汤甲组（柴甲组；疏肝健脾，13.57 g·kg-1），柴芍六君子汤乙组（柴乙组；先疏

肝，再疏肝健脾，13.57 g·kg-1），柴芍六君子汤丙组（柴丙组；先健脾，再疏肝健脾，13.57 g·kg-1），每组 6 只。光镜、电镜下观察各

组大鼠肝、结肠组织切片；全自动生化分析仪检测血清肝功能生化指标；逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）检测肝脏、结肠组织

G 蛋白偶联受体 5（TGR5），肠黏膜闭锁连接蛋白-1（ZO-1），闭合蛋白（Occludin），紧密连接蛋白-1（Claudin-1）mRNA 相对表达

量；免疫组化法检测结肠增殖细胞核抗原（PCNA）阳性表达率。结果：与正常组比较，模型组大鼠血清碱性磷酸酶（ALP），丙
氨酸氨基转移酶（ALT），天冬氨酸氨基转移酶（AST），总胆红素（TBIL），直接胆红素（DBIL）水平显著升高（P<0.01），肝脏组织

TGR5 mRNA 表达显著降低，结肠组织 TGR5 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），结肠 ZO-1，Occludin，Claudin-1 mRNA 及

PCNA 表达显著下降（P<0.01）；与模型组比较，双环醇、柴丙组血清 ALP，ALT，AST，TBIL，DBIL 水平明显降低（P<0.05，P<

0.01），六君子汤组、柴甲、柴乙、柴丙组肝脏组织 TGR5 mRNA 肝脏表达显著升高，结肠组织 TGR5 mRNA 的表达显著降低（P<

0.01），双环醇组、柴甲、柴乙、柴丙组结肠 ZO-1，Claudin-1 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），双环醇组、四逆散组、柴丙组

PCNA 表达显著升高（P<0.01）；与柴丙组比较，双环醇组、四逆散组肝脏 TGR5，结肠 ZO-1 mRNA 表达显著降低且结肠 TGR5

mRNA 表达显著升高（P<0.01），六君子汤组、柴乙组结肠 PCNA 表达明显降低（P<0.05）。结论：肝损伤状态下进行先健脾治疗

能减轻肝损伤，“健脾”治疗能提高肠黏膜紧密连接蛋白含量，进而改善胃肠道功能，这与 TGR5 激活进而改善肠黏膜屏障功

能，促进肠干细胞更新并驱动损伤后的再生有关。
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蛋白-1（Claudin-1）；结肠增殖细胞核抗原（PCNA）
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the effects of different treatment methods of "soothing liver，

invigorating spleen，soothing liver and invigorating spleen，soothing liver first and then soothing liver and

invigorating spleen，as well as invigorating spleen first and then soothing liver and invigorating spleen" on liver
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depression combined with liver injury in rats and their action mechanisms. Method：：A six-week rat model of

liver depression combined with liver injury was established by restraint stress and subcutaneous injection of

carbon tetrachloride（CCl4，5.89 g·kg-1，once every three days）. At the same time，the drugs were given by

gavage. Forty-eight male SD rats of clean grade were randomly divided into eight groups，namely the normal

group，model group，bicyclol（0.2 g·kg-1）group，Sinisan（4.32 g·kg-1）group，Liu Junzitang（9.26 g·kg-1）
group，Chaishao Liu Junzitang A（Chai A， soothing liver and invigorating spleen，13.57 g·kg-1）group，

Chaishao Liu Junzitang B（Chai B，soothing liver first and then soothing liver and invigorating spleen，

13.57 g·kg-1）group，and Chaishao Liu Junzitang C（Chai C，invigorating spleen first and then soothing liver

and invigorating spleen，13.57 g·kg-1）group，with six rats in each group. The pathological changes in liver and

colon tissues of each group were observed under light microscope and electron microscope. The serum

biochemical indexes of the liver were detected using an automatic biochemical analyzer. The relative mRNA

expression levels of Takeda G protein-coupled receptor 5（TGR5）and intestinal mucosal zona occluden-1（ZO-

1），Occludin，and Claudin-1 in the liver and colon were detected by reverse-transcription polymerase chain

reaction（RT-PCR）. The positive expression rate of proliferating cell nuclear antigen（PCNA）in the colon was

detected by immunohistochemistry. Result：： Compared with normal group， the model group exhibited

significantly elevated serum alkaline phosphatase（ALP）， alanine aminotransferase（ALT）， aspartate

aminotransferase（AST），total bilirubin（TBIL），and direct bilirubin（DBIL）（P<0.01），lowered TGR5 mRNA

expression in liver tissue，up-regulated TGR5 mRNA expression in the colon tissue（P<0.05，P<0.01），and

down-regulated ZO-1，Occludin，and tight junction protein-1 (Claudin-1) mRNA expression and PCNA in the

colon tissue（P<0.01）. Compared with the model group，bicyclol and Chai C remarkably decreased the levels of

serum ALP，ALT，AST，TBIL，and DBIL（P<0.05，P<0.01），while Liu Junzitang，Chai A，Chai B，and Chai

C significantly up-regulated the TGR5 mRNA expression in the liver and down-regulated its expression in the

colon（P<0.01）. Bicyclol，Chai A，Chai B，and Chai C enhanced the ZO-1 and Claudin-1 mRNA expression in

the colon（P<0.05，P<0.01）. Bicyclol，Sinisan， and Chai C increased PCNA expression（P<0.01）. The

comparison with the Chai C group showed that the TGR5 mRNA expression in the liver and ZO-1 mRNA

expression in the colon of the bicyclol and Sinisan groups were lower，whereas the TGR5 mRNA expression in

the colon was higher（P<0.01）. However，the PCNA expression in the colon of the Liu Junzitang and Chai B

groups declined significantly（P<0.05）. Conclusion：： In the presence of liver injury，invigorating spleen first

helps to relieve the liver injury，and the efficacy of "spleen-invigorating" therapy in increasing the intestinal

mucosal tight junction proteins and improving the gastrointestinal function is related to its activation of TGR5 to

improve the intestinal mucosal barrier function，promote the renewal of intestinal stem cells，and drive the

regeneration after injury.

［［Keywords］］ liver disease transmitting into spleen；soothing liver and invigorating spleen；Takeda G

protein-coupled receptor 5（TGR5）；zona occluden-1 (ZO-1)；Occludin；tight junction protein-1 (Claudin-1)；

colonic proliferating cell nuclear antigen（PCNA）

肝脏病变包括乙肝、甲肝、丙肝、肝硬化、脂肪

肝、肝癌、酒精肝等多种疾病，西医在治疗方面主要

是抗病毒、提高免疫力、恢复肝功能。中医则提出

“先实脾”的治疗思想，如张仲景在《金匮要略·脏腑

经络先后病脉证第一》中提出“夫治未病者，见肝之

病，知肝传脾，当先实脾”。其中“肝病传脾”主要是

指在肝损伤情况下出现脾气虚、脾失运化的临床表

现，例如面色萎黄、倦怠乏力、纳呆便溏等症状，“当

先实脾”是在肝损伤情况下除了治肝还要重视脾胃

的顾护，即加入健脾补脾药物，以达到疏肝健脾的

效果。柴芍六君子汤作为疏肝健脾常用方剂已被

证实可用于非酒精性脂肪性肝病、乙型肝炎、肝硬

化、慢性胃炎等疾病的治疗中［1-4］。

脾的运化功能体现在胃肠道消化方面，而肠黏

膜屏障功能则直接反映胃肠道状况。G 蛋白偶联受

体 5（TGR5）作为胆汁酸受体对肠道正常运行起着
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重要作用，TGR5 为 G 蛋白偶联受体（GPCR）的成员

之一，于 2002 年被发现［5］，GPCR 是人体较大的一类

受体，可通过多个效应子途径将细胞外信号传导至

细胞内下游级联反应。 TGR5 在核转录因子 -κB

（NF-κB）［6］，蛋白激酶 B（Akt）［7］和细胞外信号调节

激酶（ERK）［8］等细胞信号通路中发挥着重要作用。

TGR5 激动剂可能是治疗代谢性疾病，炎症和消化

系统疾病的潜在药物［9-10］。中医对于疏肝、健脾、疏

肝健脾同治、先加强疏肝再疏肝健脾、先加强健脾

再疏肝健脾不同疗法的比较鲜有研究，故本文将从

TGR5 及肠黏膜屏障功能方面探讨其不同治疗方法

对肝损伤大鼠的影响及其作用机制，以期对肝病治

疗能得到较好的方法。

1 材料

1.1 动 物 48 只 雄 性 清 洁 级 SD 大 鼠 ，体 质 量

（180±20）g，动物合格证号 SCXK（京）2019-0010，由

斯贝福（北京）生物技术有限公司提供。饲养条件

室温（25±0.5）℃，相对湿度（55±5）%，采用 12 h/12 h

明暗光照，自由摄食饮水。本实验经北京中医药大

学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，编 号 BUCM-4-

2019082602-3073。

1.2 药物和试剂 四逆散（柴胡 12 g，白芍 15 g，枳

壳 10 g，炙甘草 5 g），六君子汤（党参 15 g，茯苓

10 g，白术 10 g，炙甘草 5 g，半夏 10 g，陈皮 10 g，焦

神曲 10 g，焦山楂 10 g，焦麦芽 10 g），柴芍六君子汤

方由四逆散及六君子汤两方组成。所有饮片全部

购自北京同仁堂医药药材有限公司，经北京中医药

大学中药学院李向日教授鉴定，符合 2020 年版《中

华人民共和国药典》规范。各组药物加 10 倍量纯水

浸泡 2 h，煎煮至沸腾，保持沸腾 40 min后过滤药液，

滤渣加 8倍量纯水再煎煮 40 min后过滤，2次煎煮滤

液合并后文火浓缩，四逆散、六君子汤、柴芍六君子

汤含生药质量浓度分别为 0.21，0.45，0.66 g·mL-1，

4 ℃保存备用。双环醇片（北京协和药厂，国药准字

H20040467，规格 25 mg/片）；四氯化碳（CCl4，上海

沪试化工有限公司，批号 20180129）；丙氨酸氨基转

移酶（ALT），天门冬氨酸氨基转移酶（AST），碱性磷

酸酶（ALP），总胆红素（TBIL），直接胆红素（DBIL）
（南京建成生物工程研究所，批号均为 A111-2）；兔
抗 TGR5 多 克 隆 抗 体（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号

ab72608）；鼠抗增殖细胞核抗原（PCNA）单克隆抗

体（ 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

GB11010）；RNA 提取液，Servicebio®RT First Strand

cDNA Synthesis Kit，2×SYBR Green qPCR Master

Mix（Low ROX）（武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号分别为 G3013，G3330，G3321）。
1.3 仪器 CX4Pro 型全自动生化分析仪（美国

Beckman Coulter 公司）；BX53 型光学显微镜（日本

Olympus 公司）；CFX96 型聚合酶链式反应（PCR）仪
（美国 Bio-Rad 公司）；NanoDrop2000 型超微量分光

光度计（美国 Thermo 公司）；TGL-16MS 型台式高速

冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）；
JEM-1400Flash 型透射电子显微镜（日本 JEOL 公

司）；RM2245型石蜡切片机（德国 Leica公司）。
2 方法

2.1 动物分组及造模 将 48 只 SD 大鼠适应性喂

养 7 d 后，采用随机数字表法分为正常组、模型组、

双环醇组、四逆散组（疏肝）、六君子汤组（健脾）、柴
甲组（疏肝健脾）、柴乙组（先疏肝，再疏肝健脾）、柴
丙组（先健脾，再疏肝健脾），每组 6 只。除正常组

外，其余各组大鼠建立肝郁叠加肝损伤模型，参照

慢性束缚方法［11］，将大鼠置于特制的束缚制动筒

内，通过移动束缚制动筒内前端筒塞和后端插片逐

步缩小大鼠活动空间，调节到大鼠不产生强烈反抗

的最小空间。每日开始时间随机，每日束缚制动

1 次，持续时间从第 1 天的 4 h 逐渐增至每天 6 h，连

续 42 d，束缚制动期间禁食、禁水；造模期间除正常

组大鼠外，各组大鼠给予新鲜配制的 40%CCl4橄榄

油溶液 5.89 g·kg-1皮下注射，1 次/3 d，正常组皮下注

射等体积橄榄油。大鼠出现肝细胞变性、坏死，产

生炎症反应，结缔组织增生；血清肝脏生化指标

ALT，AST，ALP 水平明显升高，提示造模成功［12］。

2.2 给药 造模同时，四逆散组、六君子汤组、柴芍

六君子汤（柴甲、柴乙、柴丙）组分别以 4.32，9.26，

13.57 g·kg-1灌胃给药。给药剂量参照成人（体质量

60 kg）的临床用量、大鼠与人的等效剂量换算及前

期 研 究 而 定［13-14］，双 环 醇 组 以 0.2 g·kg-1 灌 胃 给

药［15］。正常组与模型组给予等体积去离子水灌胃；
双环醇组、四逆散组、六君子汤组、柴甲组分别给予

双环醇、四逆散、六君子汤、柴芍六君子汤灌胃，连

续 42 d；柴乙组先给予四逆散灌胃 21 d后，再给予柴

芍六君子汤灌胃 21 d；柴丙组先给予六君子汤溶液

灌胃 21 d后，再给予柴芍六君子汤灌胃 21 d，1次/d。

2.3 观察指标及检测方法

2.3.1 肝功能生化检测 全自动生化分析仪检测

大鼠血清中 ALP，ALT，AST，TBIL，DBIL 含量。

2.3.2 组织病理观察 实验第 42 天，各组大鼠腹腔

注射 10% 水合氯醛溶液麻醉（4 mL·kg-1），腹主动脉
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取血，麻醉后，摘取肝脏、结肠组织，置于 4% 多聚甲

醛溶液中固定，石蜡包埋、切片，常规苏木素 -伊红

（HE）染色，光镜下观察各组大鼠肝脏、结肠组织病

理变化。在冰袋上取肝脏、结肠组织然后放入锡纸

包裹的电镜固定液中，进行透射电镜样品制备，以

乙酸双氧铀、柠檬铅双染色，漂白，透射电镜观察各

组大鼠肝脏、结肠超微结构。

2.3.3 逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）检测大鼠

肝脏及结肠 TGR5，闭锁连接蛋白 -1（ZO-1），闭合蛋

白（Occludin），紧密连接蛋白 -1（Claudin-1）mRNA

相对表达量 随机取大鼠肝脏、结肠组织，充分研

末后取上清液，提取总 RNA。取 PCR 管，加入 RNA

10 μL 作为模板逆转录，逆转录程序设置条件为

25 ℃，保温 5 min；42 ℃，保温 30 min；结束后 85 ℃

保温 5 s灭活反转录酶。PCR 扩增反应条件为 95 ℃

预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃延伸 30 s，共循

环 40 次。熔解曲线 65~95 ℃，每 15 s 升温 0.3 ℃。

以甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，通过

2-ΔΔCt法分别计算结肠及肝脏组织中 TGR5 的 mRNA

相对表达量及结肠组织中 ZO-1，Occludin，Claudin-1

的 mRNA 相对表达量。TGR5，ZO-1，Occludin 引物

由 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 设 计 合 成 ，

Claudin-1 引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成，

引物序列见表 1。

2.3.4 免疫组化法检测大鼠结肠 PCNA 表达水平

采用免疫组化 SABC 法检测结肠 PCNA 蛋白表达

水平，染色步骤参考说明书进行，用阳性切片作为

对照，以磷酸盐缓冲液（PBS）作为一抗阴性对照。

PCNA 结果以出现棕黄染色为阳性表达，所有标本

均放大相同倍数（×400），每张切片随机观察 6 个视

野，用 Image-Pro Plus 6.0软件进行定量分析，以阳性

细胞染色的吸光度 A 计算 PCNA 表达量。

2.4 统计学分析 采用 SPSS 20.0 软件处理数据。

计量资料以 x̄ ± s 表示，多组比较数据服从正态分

布，方差齐者用单因素方差分析，组间两两比较用

最小显著性差异法（LSD）-t 检验，P<0.05 表示差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 对肝损伤大鼠肝功能生化指标的影响 与正

常 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 血 清 中 ALP，ALT，AST，

TBIL，DBIL 水平均显著升高，差异具有显著统计学

意义（P<0.01）。与模型组比较，双环醇、柴丙组

ALP，ALT，AST，DBIL，TBIL水平明显降低（P<0.05，

P<0.01）；四逆散组、柴甲组 ALP，ALT，DBIL，TBIL

水平明显降低（P<0.05，P<0.01）；六君子汤组 ALP，

ALT，DBIL 水平明显降低（P<0.05）；柴乙组 ALT，

DBIL 水平显著降低，差异具有显著统计学意义（P<

0.01）。见表 2。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

TGR5

ZO-1

Occludin

Claudin-1

GAPDH

序列（5'-3'）
上游 TCATCGTCATCGCCAACCT

下游 CCCAGCTAGTAGTAGGCTTAGAAAG

上游 CGGGCTACCTTATTGAATGTCC

下游 GAGCGAACTGAATGGTCTGATG

上游 GGATGACTACAGAGAGGAGAGCG

下游 CATAGTCTCCCACCATCCTCTTG

上游 GGTTCATCCTGGCTTCG

下游 ATCCACAGTCCCTCGTAG

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度

/bp

104

116

161

127

138

表 2 各给药组对肝损伤大鼠血清 ALP，ALT，AST，TBIL，DBIL水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of each dose group on serum ALP，ALT，AST，TBIL and DBIL levels in liver injury rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

双环醇

四逆散

六君子汤

柴甲

柴乙

柴丙

剂量/g·kg-1

0.2

4.32

9.26

13.57

13.57

13.57

ALP/U·L-1

274.85±30.42

569.20±140.932）

336.22±110.754）

378.17±80.344）

361.02±119.263）

294.75±47.454）

452.47±115.92

377.60±121.644）

ALT/U·L-1

38.98±9.65

468.22±78.072）

115.83±13.184）

199.28±91.904）

217.87±62.143）

227.08±75.494）

217.33±101.574）

162.30±78.994）

AST/U·L-1

114.00±21.59

612.95±210.822）

380.37±118.134）

546.15±137.75

500.20±128.04

490.78±140.37

461.12±150.21

431.13±170.283）

TBIL/μmol·L-1

1.54±0.23

7.80±2.642）

4.98±1.943）

4.73±1.674）

6.94±2.53

5.19±1.753）

6.04±1.74

5.21±1.944）

DBIL/μmol·L-1

0.44±0.09

4.55±1.832）

2.19±1.014）

2.09±1.024）

2.64±1.173）

2.40±1.164）

2.23±0.894）

2.04±0.774）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。
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3.2 对肝损伤大鼠肝脏组织及结肠组织病理形态

学变化的影响

3.2.1 HE 染色观察肝损伤大鼠肝脏组织病理形态

学变化 光镜下观察，正常组大鼠肝组织的形态学

表现正常，肝小叶结构完整，肝细胞索排列整齐，细

胞核圆居中，无明显肿胀、炎性细胞浸润及坏死；模
型组大鼠肝小叶结构不清，肝细胞疏松肿胀，肝细

胞索排列紊乱，其中一些肝细胞胞质呈空泡核，甚

至核消失，肝脂肪变明显，并有炎性细胞浸润；双
环醇、四逆散组大鼠与模型组大鼠比较，肝细胞肝

小叶结构不清、肝细胞疏松肿胀、炎性细胞浸润、

脂肪变性情况稍减轻；六君子汤组大鼠肝小叶结

构稍加完整，肝细胞肿胀程度减轻，炎性细胞浸润

减少，脂肪泡减少；柴芍六君子汤 3 组中，柴甲、柴

乙组与模型组、双环醇组、四逆散组、六君子汤组

比较，大鼠肝小叶结构明显改善，肝细胞肿胀程度

明显减轻；柴丙组与其余各给药组比较，大鼠肝小

叶结构更加清晰、完整，肝细胞索排列整齐，肝细

胞肿胀减轻，肝细胞的这些变质性改变都显著减

轻。见图 1。

3.2.2 HE 染色观察肝损伤大鼠结肠组织病理学变

化 光镜观察下，正常组大鼠结肠组织黏膜有平直

的腺管，上 1/3 见固有层稀疏的单核细胞，无充血或

反应性腺管改变，亦无炎性细胞浸润；模型组大鼠

结肠固有层和腺管有炎性细胞浸润，并有充血和反

应性腺管改变，杯状细胞数量减少；双环醇组大鼠

结肠组织依然有炎性细胞浸润、充血；四逆散组大

鼠结肠组织炎性细胞浸润、充血减少；六君子汤组

大鼠结肠炎性细胞浸润、充血进一步减轻；柴甲、柴

乙、柴丙组大鼠结肠组织无明显充血和炎性细胞浸

润 ，柴 丙 组 大 鼠 结 肠 杯 状 细 胞 数 量 明 显 增 多 。

见图 2。

3.2.3 电镜下观察肝损伤大鼠肝脏组织病理学变

化 电镜下观察，正常组大鼠肝细胞内结构丰富，

线粒体较多，高尔基复合体较发达，粗面内质网和

滑面内质网相当发达，溶酶体、糖原丰富，基质电子

密度均匀；模型组大鼠肝细胞线粒体肿胀，基质颗

粒减少，嵴缩短，粗面内质网呈明显脱颗粒现象，糖

原显著减少，脂肪空泡较多。与模型组大鼠比较，

双环醇组大鼠肝细胞线粒体肿胀程度减轻，粗面内

A. 正常组；B. 模型组；C. 双环醇组；D. 四逆散组；E. 六君子汤组；F. 柴甲组；G. 柴乙组；H. 柴丙组（图 2~4同）
图 1 各给药组对肝损伤大鼠肝脏组织病理学变化的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of each dose group on histopathological changes of liver in rats with liver injury（HE，×200）

图 2 各给药组对肝损伤大鼠结肠组织病理学变化的影响（HE，×200）
Fig. 2 Effect of each dose group on histopathological changes of colon in rats with liver injury（HE，×200）
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质网脱颗粒现象减轻，但依然存在滑面内质网扩

张、脂肪空泡较多的现象；四逆散组大鼠肝细胞线

粒体肿胀程度减轻，滑面内质网扩张减轻，脂肪空

泡减少，糖原增加；六君子汤组大鼠肝细胞线粒体

肿胀程度减轻，基质颗粒较均匀，粗面内质网脱颗

粒现象减轻，也依然存在脂肪空泡较多现象；柴甲、

柴乙、柴丙组鼠肝细胞结构逐渐丰富，线粒体肿胀

程度明显减小，数量增多，基质增多，糖原增加，脂

肪空泡明显减少，其中柴丙组大鼠肝细胞变化较为

显著。见图 3。

3.2.4 电镜下观察肝损伤大鼠结肠组织病理学

变化 电镜下观察，正常组大鼠结肠微绒毛长短一

致，排列整齐，无脱落，相邻细胞间均有连接复合

体，胞质内富有线粒体，线粒体嵴长而丰富；模型组

大鼠结肠微绒毛长短不一致，排列紊乱，有脱落现

象，相邻细胞间连接复合体缺失，胞质内线粒体肿

胀，颗粒脱落，线粒体嵴不明显。与模型组比较，双

环醇组、四逆散组大鼠结肠微绒毛排列较整齐，脱

落现象减少，细胞间连接复合体少量存在，线粒体

肿胀、颗粒脱落减轻；六君子汤组大鼠结肠微绒毛

排列整齐，无脱落，细胞间连接复合体存在，线粒体

肿胀、颗粒脱落进一步减轻，线粒体嵴丰富；柴甲、

柴乙、柴丙组大鼠结肠微绒毛排列整齐，无脱落现

象，其中柴甲、柴乙组大鼠结肠细胞间连接复合体

少量存在，线粒体肿胀、颗粒脱落减轻，但线粒体数

量相对柴丙组较少，线粒体嵴短而少，柴丙组大鼠

结肠细胞间均存在连接复合体，且线粒体数量丰

富，线粒体嵴长而多。见图 4。

3.3 对 肝 损 伤 大 鼠 肝 脏 及 结 肠 组 织 中 TGR5

mRNA 相对表达量的影响 与正常组比较，模型组

大鼠肝脏 TGR5 mRNA 相对表达量显著降低（P<

0.01）；与模型组比较，六君子汤组、柴甲、柴乙、柴丙

组大鼠肝脏 TGR5 mRNA 相对表达量显著升高（P<

0.01）；与柴丙组比较，双环醇组、四逆散组大鼠肝脏

TGR5 mRNA 相 对 表 达 量 显 著 降 低（P<0.01）。

见表 3。

与正常组比较，模型组大鼠结肠 TGR5 mRNA

相对表达量明显升高（P<0.05）；与模型组比较，双环

醇组、六君子汤组、柴甲、柴乙、柴丙组大鼠结肠

TGR5 mRNA 相对表达量显著降低（P<0.01）；与柴

图 3 各给药组对肝损伤大鼠肝脏组织病理学变化的影响（透射电镜，×1万）
Fig. 3 Effect of each dose group on histopathological changes of liver in rats with liver injury（TEM，×1万）

图 4 各给药组对肝损伤大鼠结肠组织病理学变化的影响（透射电镜，×15 000）
Fig. 4 Effect of each dose group on histopathological changes of colon in rats with liver injury（TEM，×15 000）
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丙 组比较 ，双 环醇 组、四 逆散组 大鼠 结肠 TGR5

mRNA 相对表达量显著升高（P<0.01）。见表 3。

3.4 对肝损伤大鼠结肠 ZO-1，Occludin，Claudin-1

mRNA 相对表达量的影响 与正常组比较，模型组

大鼠结肠 ZO-1，Occludin，Claudin-1 mRNA 相对表

达量显著下降（P<0.01）；与模型组比较，双环醇组、

柴甲、柴乙、柴丙组 ZO-1，Claudin-1 mRNA 相对表

达量明显升高（P<0.05，P<0.01）；四逆散组 Claudin-

1 mRNA 相对表达量明显升高（P<0.05）；六君子汤

组 ZO-1，Occludin，Claudin-1 mRNA 相对表达明显

升高（P<0.05，P<0.01）；与柴丙组比较，双环醇组、四

逆散组、六君子汤组 ZO-1 mRNA 相对表达量显著

降低（P<0.01）。上述结果表明先健脾再疏肝健脾治

疗更能促进 ZO-1，Claudin-1 的 mRNA 相对表达量，

进而增强肠黏膜屏障功能。见表 4。

3.5 对肝损伤大鼠结肠 PCNA 的影响 与正常组

比较，模型组大鼠结肠组织 PCNA 表达量显著下降

（P<0.01）；与模型组比较，双环醇组、四逆散组、柴丙

组 PCNA 表达量显著升高（P<0.01）；柴甲组 PCNA

表达量明显升高（P<0.05）；与柴丙组比较，六君子汤

组 、柴 乙 组 PCNA 表 达 量 明 显 降 低（P<0.05）。

见表 5。

4 讨论

张仲景在《金匮要略》中提出“夫治未病者，见

肝之病，知肝传脾，当先实脾”，表明了肝病具有“肝

病传脾”这一动态过程，需进行“先实脾”治疗。本

实验基于 TGR5，肠黏膜 ZO-1，Occludin，Claudin-1

及结肠 PCNA，探讨“肝病传脾”的客观依据及“疏肝

健脾 ”不同治疗方法对肝郁叠加肝损伤大鼠的

影响。

肝 功 能 生 化 指 标（ALP，ALT，AST，TBIL，

DBIL）是评价肝功能常见指标，肝脏组织病理学观

察直接反映肝脏病变严重程度。肝生化指标和组

织病理观察及结肠组织病理学光镜、电镜下观察结

果为“肝病传脾”提供客观依据。TGR5 的激活对减

轻肝损伤和维持肠道正常功能有着密切的联系，肠

黏膜紧密连接蛋白 ZO-1，Occludin，Claudin-1 可反

映肠道机械屏障功能的正常与否，PCNA 是存在于

增殖细胞阶段性表达的蛋白质，其在细胞中的表

达 ，可作为评价细胞增殖状态的一个指标 。故

TGR5，ZO-1，Occludin，Claudin-1，PCNA 的表达可

作为“肝病传脾”“疏肝健脾”生物学机制探究依据。

TGR5 在人小肠、胃、肝、肺等器官高表达［16-17］，

并存在于肝窦状内皮细胞、库普弗细胞、肠神经系

统神经元中［18-19］，TGR5不仅存在于人体，在动物中，

如鼠、兔也广泛表达［20］。有研究表明在分离的库普

表 4 各给药组对肝损伤大鼠结肠 ZO-1，Occludin，Claudin-1

mRNA相对表达量的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of each dose group on mRNA relative expression

levels of ZO-1，Occludin and Claudin-1 in colon of liver injury rats

（x̄± s，n=3）

组别

模型

双环醇

四逆散

六君子汤

柴甲

柴乙

柴丙

剂量/g·kg-1

0.2

4.32

9.26

13.57

13.57

13.57

ZO-1

0.04±0.022）

6.64±1.924，6）

3.59±2.096）

8.29±1.584，6）

11.05±1.254）

10.76±3.074）

13.56±2.344）

Occludin

0.27±0.242）

1.55±0.69

3.98±2.80

5.04±0.283）

3.78±2.79

3.13±2.12

2.47±0.94

Claudin-1

0.15±0.112）

6.19±2.184）

4.34±1.073）

5.74±1.634）

5.91±1.154）

4.39±2.173）

6.75±3.054）

注：设正常组各 mRNA 相对表达量均为 1。

表 3 各给药组对肝损伤大鼠肝脏、结肠 TGR5 mRNA 相对表达量

的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of each dose group on TGR5 mRNA relative

expression levels in liver and colon of liver injury rats（x̄± s，n=3）

组别

模型

双环醇

四逆散

六君子汤

柴甲

柴乙

柴丙

剂量/g·kg-1

0.2

4.32

9.26

13.57

13.57

13.57

肝脏 TGR5

0.76±0.122）

0.97±0.096）

1.04±0.246）

1.37±0.154）

1.26±0.134）

1.45±0.114）

1.35±0.184）

结肠 TGR5

1.21±0.211）

0.80±0.164，6）

0.94±0.086）

0.58±0.104）

0.47±0.094）

0.53±0.064）

0.59±0.114）

注：设正常组肝脏及结肠组织中 TGR5 mRNA 相对表达量均为

1；与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<

0.01；与柴丙组比较，5）P<0.05，6）P<0.01（表 4，5同）。

表 5 各给药组对肝损伤大鼠结肠 PCNA的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of each dose group on PCNA of colon in liver

injury rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

双环醇

四逆散

六君子汤

柴甲

柴乙

柴丙

剂量/g·kg-1

0.2

4.32

9.26

13.57

13.57

13.57

PCNA

0.03±0.01

0.02±0.012）

0.03±0.014）

0.03±0.014）

0.02±0.005）

0.03±0.013）

0.02±0.015）

0.04±0.014）
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弗细胞（KC）中 TGR5 激动剂能激动 TGR5 受体并降

低脂多糖（LPS）诱导的白细胞介素（IL）-1α，IL-1β，

IL-6 和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的表达［18］，TGR5 激

活可降低 NF-κB 抑制剂的磷酸化，进而阻止 NF-κB

p65 的转移，降低 NF-κB 的转录活性［21］，从而保护肝

损伤。TGR5 的激活可促进肠道 L 细胞分泌 GLP-1，

GLP-1 能减少非酒精性脂肪性肝炎啮齿动物模型中

肝脏的脂肪变性、炎症和纤维化［22-24］。体外实验表

明 TGR5 活化强烈抑制信号转导和活化转录因子 3

（STAT3）信号通路，此转录因子对于肿瘤细胞周期

进程、凋亡、血管形成、转移和免疫系统逃避具有重

要影响［25-27］，而 TGR5 缺乏的小鼠更易于遭受化学

诱导的肝脏癌变或肝细胞死亡［28］。胆汁酸是仅在

肝脏中由胆固醇合成的两亲性分子，而 TGR5 作为

胆汁酸受体，在肝脏发挥保护作用的同时亦随肝肠

循环进入肠道，TGR5 于肠道中的定位在调节胃肠

运动和分泌的肠神经元［19］。TGR5 其中一种激动剂

脱氧胆酸（DCA）与 TGR5 在 NOS-阳性神经元的定

位一致，通过神经和氮代谢的机制可以抑制结肠纵

肌节段的自发收缩，而在 TGR5 缺陷的小鼠组织中

并未观察到 DCA 的这种抑制作用，这表明 DCA 抑

制小鼠结肠纵肌自发收缩是通过激活 TGR5 实现

的［29］。有关研究表明在结肠炎相关癌症的肿瘤组

织中发现了较高水平的 TGR5［30］。TGR5 在结肠炎

模型和克罗恩病患者炎症下呈现高水平状态［31］，而

TGR5 激动剂可改善结肠炎［32］。结肠炎临床前模型

中选择性 TGR5 激动剂体内研究表明，在小鼠中切

除 TGR5 基因会导致以结肠细胞之间紧密连接结构

的分子改变为特征的表型，表达增加，并且连蛋白-1

（Zonulin-1）的 亚 细 胞 分 布 异 常 ，导 致 肠 通 透 性

增加［31］。

本实验研究结果显示，在大鼠肝脏生理和病理

方面，模型组大鼠血清 ALP，ALT，AST，TBIL，DBIL

水平均显著升高，肝脏病理显示有较多炎性细胞浸

润并伴有脂肪变性；各给药组中，双环醇、柴丙组大

鼠肝功能显著改善。在肝脏、结肠 TGR5 mRNA 相

对表达量方面，模型组大鼠肝脏 TGR5 mRNA 相对

表达量显著低于各给药组，六君子汤组、柴甲、柴

乙、柴丙组显著升高 TGR5 mRNA 表达量，其中柴丙

组相较于双环醇、四逆散组，更能提升 TGR5 mRNA

表达量；模型组大鼠结肠 TGR5 mRNA 表达量高于

各给药组，各给药组中，六君子汤、柴甲、柴乙、柴丙

组治疗能激活 TGR5，进而降低 TGR5 mRNA 相对

表达量；其中柴丙组优于双环醇、四逆散组。

肠黏膜屏障功能可以防止有害物质（如微生

物、肠腔内抗原和促炎因子）的侵入，黏膜屏障的防

御包括免疫原性机制（如免疫球蛋白和黏膜的淋巴

细胞）和非免疫原性机制（如选择性肠道渗透性），
而上皮屏障是肠道屏障最重要的非免疫组分，其高

渗透性可以导致某些肠道疾病的发生，如炎症性肠

病、乳糜泻和食物过敏。结肠细胞是肠道上皮屏障

中最重要的部分，上皮细胞及其紧密连接是肠黏膜

机械屏障较为重要组成成分［33］，紧密连接的分子成

分主要是由 3个跨膜蛋白家族组成，包括 Occludins，

Claudins和连接黏附分子（JAMs）［34-36］。每一种跨膜

蛋白都与细胞质衔接蛋白（如 ZO-1）相关，Claudins

和 Occludins的延伸 C 端与可溶性细胞骨架 ZO 蛋白

相互作用，进而介导 ZO 蛋白与质膜的结合，这是形

成 紧 密 连 接 的 必 经 步 骤［37］。 体 内 研 究 表 明 ，

Occludin敲除（KO）小鼠与 Claudin‐KO小鼠相比，肠

上皮紧密连接形态完整，Claudins 对紧密连接的结

构完整性比 Occludins 更有必要［38］。本实验结果显

示 ，模 型 组 大 鼠 结 肠 ZO-1，Occludin，Claudin-1

mRNA 相对表达量均明显下降，各给药组中，先健

脾再疏肝健脾治疗相较于双环醇、四逆散疏肝、六

君子汤健脾更能提高 ZO-1 mRNA 相对表达量。在

增殖细胞核抗原 PCNA 中，模型组 PCNA 表达量明

显下降，各给药组中，柴丙组 PCNA 表达量平均值高

于其余各给药组，并与六君子汤组、柴乙组差异有

统计学意义。

本课题实验结果表明，在大鼠肝郁叠加肝损伤

过程中，存在“肝病传脾”现象，具体表现为肝损伤

大鼠肠道黏膜紧密连接蛋白表达量降低、肠增殖细

胞核抗原减少，肠道通透性增加；TGR5 相对表达量

升高，肠道炎症倾向。在大鼠肝郁叠加肝损伤治疗

过程中，双环醇、柴丙（先健脾再疏肝健脾）治疗优

于四逆散（疏肝）、柴甲（疏肝健脾）、柴乙（先疏肝再

疏肝健脾），并且柴丙（先健脾再疏肝健脾）与西药

双环醇治疗效果相似，故中药治疗肝损伤要先加强

健脾再疏肝健脾；根据大鼠肝脏、结肠 TGR5 及肠黏

膜紧密连接蛋白表达情况，表明六君子汤（健脾）、
柴甲（疏肝健脾）、柴乙（先疏肝再疏肝健脾）、柴丙

（先健脾再疏肝健脾）治疗优于双环醇、四逆散（疏

肝）治疗；根据肠增殖细胞核抗原表达情况，表明柴

丙（先健脾再疏肝健脾）治疗优于六君子汤（健脾）、
柴乙（先疏肝再疏肝健脾）治疗。

综上所述，肝损伤状态下中药治疗不但要“疏

肝”还要“健脾”，而先加强健脾再疏肝健脾治疗更
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能减轻肝损伤，其生物学机制可能与 TGR5/环磷酸

腺苷（cAMP）/NF-κB 抑制，进而减轻肝脏炎症有关。

健脾、疏肝健脾、先加强疏肝再疏肝健脾、先加强健

脾再疏肝健脾对于肠黏膜屏障功能都具有促进作

用，四者之间虽无明显差异，但四者都降低了结肠

TGR5 表达，这表明 TGR5 的激活可促进肠黏膜屏障

蛋白表达，进而维护肠道正常功能。本实验从胆汁

酸受体 TGR5 角度研究了“见肝之病，知肝传脾”的

动态过程，及“实脾”对 TGR5 激活，进而保护肝脏和

肠黏膜屏障的实验依据，为临床治疗肝损伤所致的

脾胃等消化疾病提供了新的指导思路，但具体生物

学机制有待进一步探索。
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