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基于 NF-κB 通路探讨延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠的保护作用 
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摘要：目的  基于 NF-κB 通路探讨延龄草醇提取物对 CCl4 所致大鼠急性肝损伤的保护作用及机制。方法  把 48 只 SD

大鼠，随机分为空白对照组、模型组、联苯双酯组(200 mg·kg1)、延龄草醇提取物低、中、高剂量组(100，500，1 000 mg·kg1)6

组。以 CCl4 诱导急性肝损伤模型，造模后灌胃给药，治疗持续一段时间后取材。称重后计算大鼠肝脏脏器系数；检测各

组大鼠血清中 ALT、AST 的活性；利用 HE 染色切片观察各组肝组织形态学的变化；以 RT-PCR 法检测各组大鼠肝组织

中 TNF-α、IL-1β，IL-6 的基因表达；通过 Western blot 检测各组肝组织中 NF-κB 的表达量。结果  与模型组相比，延龄

草醇提物各治疗组可降低肝脏脏器系数，高剂量组肝小叶结构完整，肝细胞排列规则，大小均匀；RT-PCR 结果显示，延

龄草醇提取物能够显著降低 TNF-α、IL-1β、IL-6 的表达。Western blot 结果显示，延龄草醇提物显著地降低了 NF-κB 的

表达。结论  延龄草醇提取物能够通过抑制 NF-κB 的表达，保护 CCl4 诱导的大鼠急性肝损伤。  
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Protective Effect of Trillium Tschonoskii Maxim. Alcohol Extract on Acute Liver Injury Rats Based on 
NF-κB Signaling Pathway 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the protective effect of Trillium tschonoskii Maxim.(TTM) based on NF-κB signaling 
pathway. METHODS  The 48 male SD rats were randomly divided into control group, model group, bifendate group 

(200 mg·kg1), TTM low, middle and high dose group (100, 500, 1 000 mg·kg1). After the establishment of liver injury model 
induced by CCl4, the rats was treated for some time, then killed for samples. The rat liver was weighed to calculate the liver 
coefficient; serum ALT and AST were detected; the liver tissue morphology were observed by HE staining; RT-PCR was used to 
detecte the expression of TNF-α, IL-1β, IL-6; Western blot was used to detecte the protein expression of NF-κB. RESULTS  
Compared with the model group, the liver coefficient was reduced by TTM, especially in the high dose group, the morphological 
structure of hepatic lobule was complete, liver cells arranged with regular size; RT-PCR showed that TTM alcohol extract could 
decrease gene expression of TNF-α, IL-1β, IL-6 significantly, and Western blot also showed that TTM could extract decease the 
protien expression of NF-κB compared with model group. CONCLUSION  TTM improves the acute liver injury induced by 
CCl4 in rats, the mechanism may be related to inhibiting the expression of NF-κB. 
KEY WORDS: alcohol extract of Trillium tschonoskii Maxim.; acute liver injury; inflammation; NF-κB 
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从天然植物或传统草药中提取具有独特的活

性与结构的化合物在药物研究和利用中有深远的

价值和重大的意义。延龄草(Trillium tschonoskii 

Maxim.)为百合科延龄草属植物，是湖北恩施地区

少数民族应用较多的一种珍稀药材，由于地域限

制及 发利用不足，目前尚未得到广泛应用。延

龄草具有镇静、安神、活血等功效，主要治疗高

血压、神经衰弱、跌打损伤等疾病[1]。现代研究显

示，延龄草总皂苷具有抗炎[2-4]、抗氧化[5]、抗肿

瘤等作用。 

肝脏是人体物质合成和代谢、能量产生和转

换的重要脏器，暴露于有害条件下可引起急性肝
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损伤，长期作用则可导致肝纤维化和肝癌。四氯

化碳(CCl4)是诱导肝损伤的经典物质，常用于药物

的药效和分子作用机制研究[6]。有研究表明，延龄

草对肝损伤有一定保护作用，能够降低由 CCl4 引

起的肝细胞凋亡[7]。为进一步加深对其保护机制的

认识，本实验拟基于 NF-κB 通路探讨延龄草醇提

物对 CCl4 所致急性大鼠肝损伤的保护机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验药物   

延龄草由湖北民族学院中草药标本中心采

购，经湖北民族学院中草药标本中心王从荣主任

医师鉴定属百合科延龄草属植物延龄草的干燥

根。称量延龄草 100 g，取粗粉，乙醇回流提取 3

次，去渣除醇并浓缩至 1 000 mg·mL1，保存在 4 ℃

冰箱中备用。 

1.2  动物   

SPF 级健康 SD 大鼠 48 只，♂，体质量为

180~220 g，由湖北省实验动物研究中心提供，许

可证号：SCXK(鄂)2015-0018。 

1.3  试剂   

联苯双酯滴丸(浙江万邦药业股份有限公司，

规格：每丸 1.5 mg；批号：A02150108)；CCl4(无

锡市展望化工试剂有限公司，批号：450105)；

Trizol(美国 Invitrogen 公司)；PCR 引物[生工生物

工程(上海)股份有限公司]；实时荧光定量 PCR 逆

转录试剂盒 (TaKaRa 公司，批号：RR036Q)；

NF-κB(p65)抗体及内参照 β-actin 蛋白抗体(美国

Cell Signaling 公司，批号分别为 6956 和 3700)。 

1.4  仪器   

BS-800M 全自动生化分析仪(迈瑞公司)；T18

匀浆机(德国 IKA 集团)；CFX 96 实时荧光定量

PCR 仪、小型蛋白垂直电泳及转印系统 (美国

BIO-RAD 公司) 

1.5  方法   

48 只 SD 大鼠给予普通饮食适应性喂养 7 d

后，随机数字表法抽出 8 只为空白对照组(给予等

剂量的花生油注射)，余均予以腹腔注射 5 mL·kg1

的 25% CCl4 花生油溶液进行造模[6]，再随机将注

射过 CCl4 的大鼠分为 5 组，每组 8 只，分别为模

型组、联苯双酯组(200 mg·kg1)、延龄草醇提取物

低、中、高剂量组(100，500，1 000 mg·kg1)。各

治疗组大鼠予以相应剂量药物灌胃，每日 2 次，

给药时间隔为 12 h，连续给药 3 d。末次给药后予

以禁食不禁水，24 h 后予以 10%水合氯醛麻醉后

腹主动脉采血，并采取肝脏以备用。 

1.5.1  肝脏脏器系数测定  大鼠处死前称每只活

鼠的体质量，处死后称取肝脏的湿重。肝脏脏器

系数=肝脏湿重(g)/活鼠体质量(g)×100%。 

1.5.2  肝功能检测  大鼠麻醉后用普通抗凝管腹

主动脉采血，以 4 ℃，3 000 r·min1 离心 10 min，

取上层血清，用全自动生化仪测定血清 ALT、AST

活性。 

1.5.3  病理组织学检测  用 4%多聚甲醛固定大

鼠肝右叶组织，常规石蜡包埋，切片，HE 染色，

脱水，封片后光镜下观察病理组织学改变。 

1.5.4  实时定量PCR检测  取0.1 g肝组织充分匀

浆后用 Trizol 法提取总 RNA 后逆转录为 cDNA，

再按照实时定量 PCR 试剂盒的说明书进行操作，

检测 TNF-α、IL-1β、IL-6 的 mRNA 表达水平。所

有的引物表达水平用 β-actin归一化，再应用 2 CT

进行数据分析。PCR 引物序列见表 1。 

表 1  实时定量 PCR 引物序列 

Tab. 1  Primer sequence for real time quantitative PCR 

基因 上游序列(5’-3’) 下游序列(5’-3’) 

TNF-α ACGGCATGGATCTCAAAGAC CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 

IL-1β CATCCAGCTTCAAATCTCGCAG CACACACCAGCAGGTTATCATC 

IL-6 CATGTTCTCTGGGAAATCGTGG GTACTCCAGGTAGCTATGGTAC 

β-actin TACCACCATGTACCCAGGCA CTCAGGAGGAGAATGATCTTGAT

1.5.5  Western blot 检测蛋白  将肝组织置于冰

冷的裂解液收集目的总蛋白，采用 BCA 法测定干

蛋白含量，并定量为 50 μg·mL1，再配置 10% 

SDS-PAGE 胶，点样 20 μL，分离出组织蛋白样本

转印至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，与

NF-κB 一抗孵育(浓度 1∶2 000)，2 h 后洗脱，再

次二抗杂交(浓度 1∶10 000)； 后采用 ECL 显色

液进行化学发光显示电泳条带，用目的蛋白灰度

值除以内参 β-actin 以校正误差，所得结果代表某

样品的目的蛋白相对含量。 

1.5.6  统计学处理  使用 SPSS 19.0 软件进行分

析，数据以 sx  表示，采用方差分析检验。P<0.05

表示差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  延龄草醇提取物对大鼠肝脏脏器系数的影响   

CCl4 造模后，肝脏脏器系数较对照组显著增

加(P<0.01)；联苯双酯组与模型组相比肝脏脏器系

数明显降低(P<0.05)，延龄草醇提物中、高剂量组
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肝脏脏器系数与模型组相比显著降低(P<0.01)，结

果见表 2。 

表 2  延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠肝脏脏器系数的影

响(n=8, sx  ) 

Tab. 2  Effect of Trillium tschonoskii Maxim. alcohol extract 
on the liver index in acute liver injury rats(n=8, sx  ) 

组 别 体质量/g 肝脏湿重/g 系数/% 

对照组 179.34±13.54 5.54±0.56 3.04±0.13 

模型组 171.21±24.33 9.41±1.54 5.44±0.641)

联苯双酯组 172.32±20.87 6.76±0.86 4.99±0.392)

延龄草醇提物低剂量组 176.96±10.75 6.59±0.65 3.71±0.322)

延龄草醇提物中剂量组 170.39±4.65 6.04±0.48 3.55±0.283)

延龄草醇提物高剂量组 165.89±0.87 5.69±0.87 3.44±0.293)

注：与对照组比较，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

2.2  延龄草醇提取物对大鼠血清 ALT、AST 活性

的影响   

CCl4 造模后与对照组相比，ALT、AST 活性

显著升高(P<0.01)；经过治疗后，联苯双酯组与模

型组比较，ALT、AST 活性明显降低(P<0.05)，延

龄草醇提取物中、高剂量组与模型组相比的 ALT、

AST 活性显著降低(P<0.01)，结果见表 3。 

表 3  延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠血清 ALT、AST 活

性的影响(n=8, sx  ) 

Tab. 3  Effect of Trillium tschonoskii Maxim. alcohol extract 
on the activity of the serum ALT and AST in acute liver 
injury rats(n=8, sx  ) 

组 别 ALT/U·L1 AST/U·L1 

对照组 51.13±5.28 136.00±6.99 

模型组 153.25±14.501) 233.50±25.391) 

联苯双酯组 78.00±7.122) 157.25±7.172) 

延龄草醇提物低剂量组 89.00±6.852) 177.50±9.972) 

延龄草醇提物中剂量组 74.50±6.413) 146.13±9.033) 

延龄草醇提物高剂量组 57.00±4.473) 137.75±6.713) 

注：与对照组比较，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

2.3  延龄草醇提物对大鼠肝组织病理学的影响 

常规肝组织 HE 染色可见，正常对照组大鼠肝

小叶结构及肝细胞排列正常，无肝细胞变性、坏

死等征象。模型组可见肝细胞广泛性水肿、肝小

叶结构破坏、排列紊乱，呈空泡片状样病变、坏

死及细胞核破碎，可见炎细胞浸润。延龄草醇提

物低剂量组以及联苯双酯组肝病变程度与模型组

相比，仅有较轻的改善，局部仍可见肝细胞坏死。

延龄草醇提物中剂量组肝细胞排列整齐、形态大

小均匀，但肝小叶中心部稍可见少量肝细胞病变。

延龄草醇提物高剂量组肝组织结构与正常组织未

见明显坏死灶，仅部分区域轻度肿胀。组织病理

图见图 1。 

2.4  延龄草醇提物对大鼠肝组织 TNF-α、IL-1β、

IL-6 的影响  

与对照组相比，模型组 TNF-α、IL-1β、IL-6

的表达水平显著上调(P<0.01)；与模型组相比，延

龄草中、高剂量组均能显著减少 TNF-α、IL-1β、

IL-6 的表达水平(P<0.01)，低剂量组能显著减少

TNF-α、IL-1β 的表达水平(P<0.05 或 P<0.01)，但

联苯双酯组无差异性。结果见图 2。 

2.5  延龄草醇提物对大鼠肝组织中 NF–κB 表达

的影响   

与正常对照组相比，模型组大鼠肝组织中

NF–κB 水平显著增加(P<0.01)，下游炎症通路中的

转核因子 NF-κB 被激活。与模型组相比，联苯双

酯组 NF-κB 的表达水平明显降低(P<0.05)，延龄草

醇提物各剂量组 NF-κB 的表达水平显著降低

(P<0.01)。结果见图 3。 

3  讨论 

肝脏是机体重要的代谢器官，当肝脏出现损

伤时，体内发生物质代谢紊乱，并影响其他器官

的功能，甚至是器官衰竭，严重时危及生命[6]。 

急性肝损伤发病机制复杂，很多因素都可导

致肝脏损伤，包括外伤、病毒感染、有毒物质的

摄入等。研究表明，各种原因导致的肝损伤与氧

化自由基、炎症因子和细胞凋亡密切相关[8-9]。CCl4

所致的肝损伤是目前公认的一种肝损伤模型，CCl4 
 

 
对照组              模型组           联苯双酯组           延龄草醇提物         延龄草醇提物         延龄草醇提物 

低剂量组             中剂量组             高剂量组 

图 1  延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠肝组织的影响 

Fig. 1  Effect of Trillium tschonoskii Maxim. alcohol extract on liver tissue in acute liver injury rats 
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图 2  延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠肝组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达水平的影响(n=8, sx  ) 

与对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of Trillium tschonoskii Maxim. alcohol extract on the expression TNF-α, IL-1β, IL-6 in acute liver injury rats(n=8, 

sx  ) 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the model group ,2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
图 3  延龄草醇提物对急性肝损伤大鼠肝组织中 NF-κB 表

达的影响(n=8, sx  ) 

与对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 3  Effect of Trillium tschonoskii Maxim. alcohol extract 
on the expression of NF-κB in acute liver injury rats(n=8, 

sx  ) 
Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model 
group ,2)P<0.05, 3)P<0.01. 

进入机体后被肝细胞色素(P450)激活代谢产生自

由基攻击肝细胞膜上的磷脂分子，引起细胞膜的

通透性增高，导致肝细胞出现肿胀，甚至坏死，

引发局部炎症反应，致使炎性细胞的大量浸润和

肝组织的充血水肿，出现一系列急性损伤的症状。

既有研究表明，延龄草具有抑制由 CCl4 引起的肝

细胞凋亡，为进一步了解其对肝脏的保护作用，

笔者从抑制炎症反应方面探讨延龄草醇提物对

CCl4 所致急性大鼠肝损伤的保护机制。 

肝脏脏器系数可以反映肝脏病变的情况及机

体的营养状况，血清 ALT、AST 是目前公认的判

断肝损伤严重程度的指标。实验结果表明，延龄

草醇提物可明显降低肝脏脏器系数 (P<0.01 或

P<0.05)，减轻肝脏充血水肿，也可显著降低血清

ALT、AST 的活性(P<0.01 或 P<0.05)，促进肝功

能的恢复，该结果与之前的文献报道一致[7]。目前

研究已证明TNF-α在诱导肝脏炎症和引起肝脏损

伤过程中发挥重要作用[10-11]。正常生理状态下，

低浓度的 TNF-α 是诱导肝再生必须的调节因子；

肝损伤之后，高浓度的 TNF-α 迅速迁移到损伤组

织部位，导致细胞坏死或者凋亡[12]。在静息状态

下，NF-κB 与和转录抑制因子 IKB 结合，以失活

复合体的状态存在于细胞胞浆中，但当肝脏受损

时，TNF-α可激活 NF-κB 诱导酶，使 NF-κB 进入

细胞核，进而激活一系列细胞炎症基因的表达[13-15]，

加快肝细胞的凋亡和坏死。本实验发现，延龄草

醇提物可以明显抑制 TNF-α 在急性肝损伤组织中

的表达，从而减少对 NF-κB 诱导酶的激活，导致

NF-κB 的表达显著下降，缓解 CCl4 引起的肝细胞

损伤[16]。IL-1β 作为重要的促炎因子，可以与其他

促炎因子来促进 NO、花生四烯酸代谢产物、组织

胺等的产生，并相互作用形成许多正反馈进一步

加重炎症损伤，造成肝细胞大量坏死。经过延龄

草醇提物治疗，可以明显抑制 IL-1β在急性肝损伤

组织中的表达，进一步证实延龄草醇提物抑制急

性肝损伤中炎症反应的作用。IL-6 作为促炎性细

胞因子激活的重要指标，多是受到 IL-1β、TNF-α

等细胞因子的刺激后而再次产生，因而推测 IL-6

可能在 CCl4 刺激大鼠的肝组织中的表达相对偏

低，故虽然延龄草醇提物有降低组织中 IL-6 的趋

势，但是没有显著性差异。因此，笔者认为延龄

草醇提物可以通过抑制炎症反应而达到对肝脏的

保护作用。 

综上所述，延龄草醇提物能降低肝组织
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TNF-α、IL-1β、IL-6 表达水平，阻断 NF-κB 的炎

症信号通路导致炎症的级联放大效应，降低病理

损伤，达到保护肝脏的目的。这为延龄草在急性

肝损伤的应用提供了更多的实验基础，有利于其

在临床的广泛应用。但其是否通过其他途径进行

修复尚不清楚，比如，延龄草醇提物是否促进肝

脏的再生，是否提高机体抗氧化能力保护肝细胞

免受自由基的损伤，需要进一步探讨。 
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