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基于免疫调控的六味五灵片对何首乌致大鼠特异质肝损伤的防治作用 
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摘  要：目的  基于内毒素脂多糖（LPS）模型，探讨六味五灵片对何首乌致大鼠特异质肝损伤的防治作用。方法   将 80只
SD大鼠随机分为对照组，LPS（2.8 mg/kg）组，单独何首乌（生药 2.16 g/kg）组，LPS（2.8 mg/kg）＋何首乌（生药 2.16 g/kg）
组，LPS（2.8 mg/kg）＋何首乌（生药 2.16 g/kg）＋六味五灵片低、中、高剂量（0.4、0.8、1.6 g/kg）组及 LPS（2.8 mg/kg）＋

何首乌（生药 2.16 g/kg）＋阳性药联苯双酯（2 mg/kg）组。按组别分别 ig给予相应剂量的六味五灵片和联苯双酯，每日 1次，

连续给药 2 d，第 3天除对照组和 LPS组 ig等量蒸馏水外，按组别分别 ig给予何首乌醇提物，3 h后按组别尾 iv LPS，给予 LPS 
7 h后戊巴比妥钠麻醉大鼠，下腔静脉取血并采集肝组织标本。比色法检测血浆中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST），
HE 染色观察肝组织病理学变化，TUNEL 检测分析肝细胞凋亡，ELISA 法检测血浆中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介

素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）、γ 干扰素（IFN-γ）水平，免疫组化染色观察肝组织核转录因子-κB（NF-κB）p65 的

表达。结果  六味五灵片能明显降低何首乌诱导的特异质肝损伤大鼠血浆中 ALT和 AST水平（P＜0.05），减轻肝组织病理

损伤和肝细胞凋亡，明显抑制 NF-κB p65 的表达（P＜0.05），同时明显降低血浆中 TNF-α 等炎症因子水平（P＜0.05、0.01）。
结论  六味五灵片可通过抑制 NF-κB 信号通路，减轻炎症反应，防治何首乌诱发的特异质肝损伤。 
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Protective effect of Liuweiwuling Tablets on idiosyncratic liver injury induced by 
Polygonum multiflorum in rats based on immunomodulation 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effect of Liuweiwuling Tablets of Polygonum multiflorum (PM)-induced 
idiosyncratic hepatotoxicity. Methods  Eighty Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into control group, LPS group, PM 
group, LPS + PM group, LPS + PM + Liuweiwuling Tablets low, medium, and high dose (0.4, 0.8, and1.6 g/kg) groups, and LPS + PM + 
positive drug Biphenyl group (2 mg/kg). All groups were orally given Liuweiwuling Tablets and Biphenyl once daily for consecutive 2 d 
according to the different dosages. On day 3, except the normal group and LPS group oral administration of distilled water, all groups 
were given PM (crude drug 2.16 g/kg), 3 h after the group by the tail vein injection LPS (2.8 mg/kg) according to the different dosage; 
After 7 h, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital, and the inferior vena cava was used to collect blood and liver tissue 
samples were collected. HE staining was used to observe the pathological changes of liver tissue, and the contents of ALT, AST,  
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TNF-α, IL-1β, IL-6, and IFN-γ in rat plasma were determined. TUNEL assay analyzed hepatocyte apoptosis, and immunohistochemical 
staining was performed to detect the liver tissue expression activity of NF-κB p65. Results  Liuweiwuling Tablets could decrease ALT 
and AST levels of PM-induced idiosyncratic liver injury rat plasma, reduce liver pathological injury and hepatocyte apoptosis, inhibit the 
expression of NF-κB p65, and decrease plasma TNF-α and other inflammatory cytokines. Conclusion  Liuweiwuling Tablets can reduce 
inflammation through the inhibition of NF-κB signaling pathway, and prevent of PM induced idiosyncratic liver injury. 
Key words: Liuweiwuling Tablets; Polygonum multiflorum Thunb. ; idiosyncratic diathesis liver injury; LPS; NF-κB signaling pathway 
 

何首乌为蓼科植物何首乌 Polygonum multiflorum 
Thunb. 的块根，是临床常用的传统无毒补益类中药。

但近年来何首乌及其相关制剂肝损伤事件频发，使其

成为中药安全问题研究热点和难点[1-4]。尽管何首乌致

肝损伤病例报道较多，但考虑到服用何首乌人群巨

大，其发生率相对较低，结合在正常动物安全性评价

中表现出的肝损伤不强的特点，考虑何首乌所致的肝

损伤可能为特异质肝损伤[5-6]。已有大量文献报道证

实，联合使用无毒剂量的脂多糖（LPS）与一些药物

共同作用，可以产生类似临床特异质肝损伤反应。

如临床发现有特异质肝损伤的曲伐沙星在 LPS模型

上表现出肝损伤，而临床上没有特异质肝损伤的左

氧氟沙星在 LPS 模型上则不能表现出肝损伤[7]，证

明 LPS 模型可以很好地评价临床药物特异质肝损

伤。且H2受体阻断剂的例子也证明 LPS模型的应用

价值，临床发现有特异质肝损伤的雷尼替丁在 LPS
模型上表现出损伤，而临床上没有特异质肝损伤的

法莫替丁在 LPS 模型上则不能表现出肝损伤[8]。

Deng等[9]报道 LPS与双氯芬酸联合使用是通过激活

免疫系统诱导的肝损伤，因此 LPS模型可以作为研

究特异质肝损伤的有效方法之一。本课题组前期结

合临床研究并采用广泛认可的低剂量内毒素—LPS
诱导的药物特异质肝损伤评价模型阐明了其免疫炎

症特异质肝损伤属性[10-12]。 
六味五灵片是临床常用保肝复方中药，由五味

子、女贞子、连翘、莪术、苣荬菜、灵芝孢子粉组

成。主要功效为滋肾养肝、活血解毒，在治疗乙型

病毒性肝炎、酒精性肝炎及肝硬化等方面均有较好

疗效[12-13]。已有临床及实验研究表明[14-16]，六味

五灵片对药物性肝损伤有较好的防治效果。但关于

其对何首乌致肝损伤的防治作用尚未见报道，因

此，本研究采用 LPS 诱导的免疫炎症特异质肝损

伤模型，探讨六味五灵片对何首乌致大鼠特异质肝

损伤的防治作用。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

何首乌饮片（北京绿野药业有限公司，批号

13101701）；LPS、戊巴比妥钠（Sigma公司，批号

分别为 E. coli 055：B5 #044M4004v、57-33-1）；六

味五灵片（山东世博金都药业有限公司，批号

151202）；联苯双酯（北京协和药厂，批号

15040201）；丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨

酶（AST）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批

号分别为 20160512、20160512）；肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6
（IL-6）、γ 干扰素（IFN-γ）ELISA试剂盒（USCN，
批号分别为 SEA133Ra、SEA563Ra、SEA079Ra、
SEA049Ra）。p65（Cell Signaling Technology，批号

8242S），二抗（Cell Signaling Technology，批号

7074S），其他所用试剂均为分析纯。 
1.2  仪器 

SynergyH2 全功能微孔板检测仪（美国

BioTek）；Leica 2016石蜡切片机（上海莱卡仪器有

限公司）；爱华 KPJ-1A生物组织摊片烤片机（天津

天利航空有限公司）；Nikon E200光学显微镜。 
1.3  实验动物 

健康雄性 SD大鼠，SPF级，6～8周龄，体

质量（180±20）g，购于中国人民解放军军事医

学科学院实验动物中心，合格证号 SCXK-（军）

2012-0004。分笼饲养于解放军第三〇二医院动物

实验中心，自由进食及饮水，室温（25±2）℃，

湿度 60%～80%，人工光照约 12 h/12 h明暗周期，

并定期消毒。 
2  方法 
2.1  何首乌提取物的制备 

基于本课题组前期实验，50%乙醇冷浸提取何

首乌的肝细胞毒性最强[17]，故本实验采用 50%乙醇

冷浸制备何首乌提取物。称取适量生何首乌饮片，

加 8倍量的 50%乙醇冷浸提取，共提取 2次，每次

48 h，合并提取液，减压浓缩回收乙醇，真空干燥

得粗提物[10-11]，临用前用去离子水配制成相应浓度

（按生药量配制）。 
2.2  动物分组及给药 

将 80只 SD大鼠随机分为对照组，LPS组（2.8 
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mg/kg），单独何首乌组（生药 2.16 g/kg），LPS（2.8 
mg/kg）＋何首乌（生药 2.16 g/kg）组，LPS（2.8 
mg/kg）＋何首乌（生药 2.16 g/kg）＋六味五灵片

低、中、高剂量（0.4、0.8、1.6 g/kg）组及 LPS（2.8 
mg/kg）＋何首乌（生药 2.16 g/kg）＋阳性药联苯

双酯（2 mg/kg）组。LPS＋何首乌＋六味五灵片组

和 LPS＋何首乌＋联苯双酯组分别 ig给予相应剂

量的六味五灵片或联苯双酯，每日 1 次，连续给

药 2 d，第 3天单独何首乌组，LPS＋何首乌组，

LPS＋何首乌＋六味五灵片组和 LPS＋何首乌＋

联苯双酯组 ig给予何首乌（生药 2.16 g/kg），3 h
后除对照组及单独何首乌组外，其余组均尾 iv 
LPS（2.8 mg/kg）。 
2.3  标本采集 

大鼠尾 iv给予 LPS 7 h后，采用 1%戊巴比妥

钠 ip麻醉，下腔静脉取血，3 500 r/min离心 10 min，
取血浆，并采集肝脏标本。 
2.4  肝脏病理学检查 

取大鼠肝组织 1.5 cm×1 cm×0.5 cm，10%甲

醛固定，常规病理切片，HE染色，光镜下观察。 
2.5  血浆指标检测 

采集大鼠血浆，采用试剂盒（酶标仪法）检测

肝功能指标 ALT、AST；ELISA 法测定炎症因子

TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γ 的水平。 
2.6  TUNEL标记法检测肝细胞凋亡 

采用 TUNEL 检测分析肝细胞凋亡情况，具体

操作参照试剂盒说明书进行，以细胞核固缩呈不规

则形、被染成棕褐色或分解碎裂成数块为阳性细

胞。光镜下在每张玻片上随机选择 5个视野，观察

各组肝凋亡细胞比例以确定凋亡率。 

2.7  肝组织中 NF-κB p65蛋白表达检测 
肝组织石蜡切片常规脱蜡至水，用高温进行抗

原修复，3%过氧化氢灭活内源性酶后，5% BSA封

闭 20 min，一抗 4 ℃过夜孵育，次日滴加偶联二抗，

室温 30 min后 DAB显色，苏木精复染，透化，封

片，显微镜观察。阳性表达为细胞核内出现棕黄色

颗粒。各组均在显微镜 200倍视野下随机拍摄 5张
图片，用 Image Pro Plus 6.0图像分析软件，得到积

分光密度值。 
2.8  统计学分析 

数据均以 ±x s表示，釆用 SPSS 17.0软件进行统

计分析，计量资料采用单因素方差分析（ANOVA）。 
3  结果 
3.1  动物一般情况观察 

大鼠给予何首乌醇提物后，1～3 h内出现轻微

腹泻现象，尿液颜色加深；尾 iv LPS后，出现排便

增多现象；其中 LPS＋何首乌组大鼠出现大便稀溏，

LPS＋何首乌＋六味五灵片各剂量组大鼠排便量略

有增加，大便质地改变不明显，尿液颜色趋于正常。 
3.2  血浆转氨酶水平比较 

实验结果显示，与对照组比较，LPS组及单独

何首乌组大鼠血浆 ALT和AST水平均无显著变化

（P＞0.05）；而 LPS＋何首乌组的 ALT 和 AST 水

平均明显升高（P＜0.05），表明内毒素特异质肝损

伤模型制备成功。与 LPS＋何首乌组比较，LPS＋
何首乌＋六味五灵片各剂量组和 LPS＋何首乌＋

联苯双酯组大鼠血浆中 ALT和AST水平均明显降

低（P＜0.05、0.01），且 LPS＋何首乌＋六味五灵

片组呈剂量依赖性，提示六味五灵片能减轻 LPS联
合何首乌致特异质肝损伤，见表 1。

表 1  各组大鼠血浆 ALT和 AST水平比较 ( x±s, n = 10) 
Table 1  Comparison on ALT and AST in plasma of rats in each group ( x±s, n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) ALT/(U·mL−1) AST/(U·mL−1) 

对照 — 9.75±1.02 17.51±1.09 

LPS 2.8 11.37±1.98 19.36±2.53 

单独何首乌 2 160 10.16±1.20 18.64±2.35 

LPS＋何首乌 2.8＋2 160 27.93±3.22* 40.22±4.00* 

LPS＋何首乌＋六味五灵片 2.8＋2 160＋400 20.22±2.37# 25.36±3.15# 

2.8＋2 160＋800 16.72±1.88# 20.60±2.55# 

2.8＋2 160＋1 600 11.34±1.29## 18.41±2.21## 

LPS＋何首乌＋联苯双酯 2.8＋2 160＋2 13.44±1.67# 21.75±2.52# 

与 LPS组比较：*P＜0.05；与 LPS＋何首乌组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  
*P < 0.05 vs LPS group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs LPS + P. multiflorum group 
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3.3  肝组织病理学检查结果 
HE 染色结果显示，与对照组相比，单独何首

乌组大鼠肝组织无明显病理学改变；LPS组大鼠肝

组织有轻度的炎症细胞浸润，未见肝细胞有明显病

理学改变；而 LPS＋何首乌组可见中央静脉扩张（黑

箭头），胆管增生（绿箭头），内膜脱落（黄箭头），

中央静脉周围发生空泡变性；与 LPS＋何首乌组相

比，LPS＋何首乌＋六味五灵片各剂量组和 LPS＋
何首乌＋联苯双酯组能明显减轻上述肝组织病理

学损伤，肝细胞结构完整，排列整齐。提示六味五

灵片可明显改善 LPS 联合何首乌引起的肝组织损

伤，见图 1。 
3.4  肝凋亡细胞 TUNEL检测结果 

TUNEL 检测结果显示，对照组和单独何首乌

组肝细胞无明显细胞凋亡，LPS＋何首乌组肝细胞

凋亡明显，而 LPS＋何首乌＋六味五灵片各剂量组

和 LPS＋何首乌＋联苯双酯组凋亡的细胞较 LPS＋
何首乌组显著减少，其中 LPS组偶有凋亡细胞的分

布，提示六味五灵片可抑制 LPS联合何首乌引起的

肝细胞凋亡，见图 2和表 2。 
 

 
               对照                        LPS                      单独何首乌                  LPS＋何首乌 

 
                     0.4                         0.8                        1.6                 LPS＋何首乌＋联苯双酯 

 LPS＋何首乌＋六味五灵片/(g·kg−1)  

黑箭头-中央静脉扩张  黄箭头-内膜脱落  绿箭头-胆管增生 
black arrow-central vein dilatation  yellow arrow-endometrial dilation  green arrow-bile duct hyperplasia 

图 1  六味五灵片对何首乌致肝损伤大鼠肝组织病理学变化的影响 
Fig. 1  Effect of LWWL on histologic change of hepatic tissue of rats with liver injury induced by P. multiflorum 

 
                    对照                      LPS                    单独何首乌                  LPS＋何首乌 

 
                      0.4                       0.8                        1.6                 LPS＋何首乌＋联苯双酯 

 LPS＋何首乌＋六味五灵片/(g·kg−1)  

图 2  六味五灵片对何首乌致肝损伤大鼠肝细胞凋亡的影响 
Fig. 2  Effect of Liuweiwuling Tablets on hepatocytes apoptosis of rats with liver injury induced by P. multiflorum  
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表 2  六味五灵片对何首乌致肝损伤大鼠肝细胞凋亡的影响 
( x±s, n = 5) 
Table 2  Effects of Liuweiwuling Tablets on hepatocyte apoptosis  
in rats with liver injury induced by P. multiflorum 
( x±s, n = 5) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 凋亡率/% 
对照 — 1.48±0.23 
LPS  2.8 2.30±0.83 
单独何首乌 2 160 1.73±0.31 
LPS＋何首乌 2.8＋2 160 22.46±3.23** 
LPS＋何首乌＋六味五灵片 2.8＋2 160＋400 17.18±2.16# 

2.8＋2 160＋800 9.49±1.63# 
2.8＋2 160＋1 600 2.37±1.04## 

LPS＋何首乌＋联苯双酯 2.8＋2 160＋2 9.87±1.67# 

与LPS组比较：**P＜0.01；与LPS＋何首乌组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  
**P < 0.01 vs LPS group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs LPS + P. multiflorum group 

3.5  血浆中 TNF-α、IL-1β等炎症因子水平的检测

结果 
ELISA法测定各组大鼠血浆中 TNF-α、IL-1β、

IL-6 及 IFN-γ 水平，单独何首乌组与对照组比较各

细胞因子无显著性差异（P＞0.05）；与对照组相比，

LPS 组各细胞因子均明显升高（P＜0.05）；与 LPS
组相比，LPS＋何首乌组血浆中炎症因子水平均明显

升高（P＜0.05）；与 LPS＋何首乌组相比，LPS＋何

首乌＋六味五灵片各剂量组和 LPS＋何首乌＋联苯

双酯组各炎症因子水平显著降低（P＜0.05、0.01），
且六味五灵片组呈剂量依赖性。结果提示六味五灵

片可抑制 LPS联合何首乌引起的免疫炎症反应，见

表 3。

表 3  六味五灵片对何首乌致肝损伤大鼠血浆中 TNF-α、IL-1β、IL-6和 IFN-γ水平的影响 ( x±s, n = 10) 
Table 3  Effect of Liuweiwuling Tablets on levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, and IFN-γ in plasma of rats with liver injury induced 
by P. multiflorum ( x±s, n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) TNF-α/(pg·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) IL-6/(pg·mL−1) IFN-γ/(pg·mL−1) 

对照 — 22.48±2.57 52.35± 4.59 9.06±1.45 27.52± 3.42 

LPS 2.8 32.25±4.36▲ 93.04±12.32▲ 16.83±3.31▲ 81.29± 7.99▲ 

单独何首乌 2 160 26.64±2.67 58.76± 4.69 10.14±2.15 32.20± 6.96 

LPS＋何首乌 2.8＋2 160 92.92±9.45* 187.14±18.48* 29.01±3.99* 137.27±12.83* 

LPS＋何首乌＋六味五灵片 2.8＋2 160＋400 66.13±6.82# 74.16±15.52# 18.53±3.42# 94.74± 9.56# 

 2.8＋2 160＋800 47.25±4.51# 64.54±14.11# 14.59±3.51# 68.01± 6.50# 

 2.8＋2 160＋1 600 27.84±2.89## 53.75±11.51## 11.44±3.42# 44.70± 4.42## 

LPS＋何首乌＋联苯双酯 2.8＋2 160＋2 33.63±3.21## 64.21±12.78## 18.84±3.87# 47.54± 4.63## 

与对照组比较：▲P＜0.05；与 LPS组比较：*P＜0.05；与 LPS＋何首乌组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
▲P < 0.05 vs control group; *P < 0.01 vs LPS group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs LPS + P. multiflorum group 

3.6  肝组织中 NF-κB p65表达的检测结果 
免疫组化检测结果显示，单独何首乌组肝组织中

NF-κB p65 的表达与对照组比较差异不显著（P＞
0.05），LPS＋何首乌组肝组织中 NF-κB p65 的表达

明显高于对照组和 LPS 组（P＜0.05），而 LPS＋何

首乌＋六味五灵片各剂量组较 LPS＋何首乌组

NF-κB p65的表达明显降低（P＜0.05），表明六味五

灵片能明显抑制NF-κB p65的表达，见图 3和 4。 
4  讨论 

何首乌是传统补益类中药，但近年来肝损伤事

件频发，引起国内外药品监管部门和研究机构的高

度重视。本课题组前期研究证实何首乌肝损伤为特

异质肝损伤[10-11]，本实验采用内毒素模型对何首乌

的肝毒性作用进行了评价，结果显示，单独给药何

首乌（生药 2.16 g/kg）和 LPS（2.8 mg/kg）未见肝

损伤现象；而在 LPS特异质肝损伤模型上，生药剂

量 2.16 g/kg何首乌即可造成实验大鼠肝功能损伤，

说明内毒素模型可用于何首乌特异质肝损伤评价。

因此，本研究基于 LPS特异质肝损伤模型，探讨六

味五灵片对何首乌致特异质肝损伤的防治作用。 
既往研究表明，六味五灵片可安全有效地防治

药物性肝损伤，发挥保肝护肝作用[14]。刘明[15]研究

证实六味五灵片能有效防治抗结核药物（异烟肼、

利福平、吡嗪酰胺等，其中异烟肼可致特异质肝损

伤）诱导的肝损伤；Lei 等[16]研究提示六味五灵片

能有效防治对乙酰氨基酚诱导的肝损伤。但关于其

对何首乌致特异质肝损伤的防治作用尚未见报道，

因此，本研究采用 LPS诱导的免疫炎症特异质肝损

伤模型，探讨六味五灵片对何首乌致大鼠特异质肝

损伤的防治作用。 
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图 3  各组肝组织内 p65表达的免疫组化检测 
Fig. 3  Effect of Liuweiwuling Tablets on expression of p65 in liver tissue of rats detected with immunohistochemistry staining  

 

 
对照组比较：▲P＜0.05；与 LPS组比较：*P＜0.05；与 LPS＋ 
何首乌组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
▲P < 0.05 vs control group; *P < 0.01 vs LPS group; #P < 0.05  ##P < 0.01 
vs LPS + P. multiflorum group 

图 4  六味五灵片对何首乌致肝损伤大鼠肝组织内 p65表达 
的影响 ( x±s, n = 5) 
Fig. 4  Effect of Liuweiwuling Tablets on expression of p65 
in liver tissue of rats with liver injury induced by P. 
multiflorum ( x±s, n = 5) 

内毒素是革兰阴性菌细胞壁的一种成分，是重

要的致炎因子。NF-κB 是内毒素信号转导途径下游

一个重要的转录因子，通常以二聚体形式存在于多

种细胞质中。炎症刺激物所致 NF-κB 活化的经典途

径依赖 IκB 激酶 β（IκB kinase-β，IKKβ）活化，降

解 NF-κB 抑制蛋白（inhibitor kappa B，IκB），致使

NF-κB 活化入核，对众多免疫炎性基因发挥关键性

的调控作用[18-19]。刘添等[20]研究表明，六味五灵片

对 LPS 联合 D-氨基半乳糖（GalN）所致的肝损伤

也有较好的防护作用。 

本研究在内毒素特异质肝损伤模型评价基础

上，探讨六味五灵片对何首乌诱导的特异质肝损伤

的防治作用。实验结果显示，六味五灵片能明显降

低肝损伤大鼠血浆中 ALT和 AST水平，减少大鼠

肝组织炎症细胞浸润及肝细胞的凋亡，提示六味五

灵片具有抑制肝损伤的作用；此外，六味五灵片还

可抑制 NF-κB p65，进而降低 TNF-α、IL-1β、IL-6
等相关免疫炎症因子的水平，表明六味五灵片能减

轻免疫炎症反应。 
综上所述，六味五灵片对何首乌诱导的免疫炎

症特异质肝损伤有防治作用，但其具体临床疗效还

有待进一步验证。 
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