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基于内质网自噬系统探究泽泻汤对高脂血症急性胰腺炎的防治作用  
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摘  要：目的  研究泽泻汤对高脂血症急性胰腺炎（hyperlipidemia acute pancreatitis，HLAP）的防治作用及机制。方法  雄

性 C57BL/6J 小鼠以高脂饮食喂养，ig 泽泻汤干预 8 周后，ip 雨蛙素（50 μg/kg）制备 HLAP 模型。采用试剂盒检测小鼠血

清中三酰甘油（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）水平及淀粉酶（amylase，AMY）、脂肪酶（lipase，LPS）、

总超氧化物歧化酶（total superoxide dismutase，T-SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）活性；采用油红 O 染色观察肝脏组织

脂质蓄积情况，苏木素-伊红（HE）染色观察肝脏、胰腺组织病理学变化；采用 Western blotting 检测胰腺组织中血红素加氧

酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、核因子 E2 相关基因（nuclear factor erythroid-2-related factor 2，Nrf2）、免疫球蛋白重链结

合蛋白（binding immunoglobulin protein，BIP）、真核翻译起始因子 2α（eukaryotic translation initiation factor 2α，eIF2α）、p-

eIF2α、Bcl-2 相互作用蛋白（Bcl-2 interacting coiled-coil protein-1，Beclin-1）、自噬蛋白 5（autophagy-related protein 5，ATG5）、

自噬蛋白 12（autophagy-related protein 12，ATG12）、微管相关蛋白 1 轻链 3-II/I（microtubule-associated protein light chain 3-

II/I，LC3-II/I）及溶酶体相关膜蛋白 1（lysosomal associated membrane protein 1，LAMP-1）表达。采用棕榈酸（200 mmol/L）

和雨蛙素（10 nmol/L）处理胰腺腺泡 AR42J 细胞构建 HLAP 细胞模型，给予泽泻汤干预后，采用试剂盒检测细胞培养上清

液中 LPS、T-SOD 活性；采用 DCFH-DA 荧光探针、线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）荧光探针检测

细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）及 MMP 水平；采用透射电镜观察细胞超微结构及自噬变化；采用 Western 

blotting 检测细胞中 HO-1、Nrf2、Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）、BIP、eIF2α、

p-eIF2α、Beclin-1、ATG5、LC3-II/I 和 LAMP-1 表达。结果  与模型组比较，泽泻汤能够降低小鼠血清中 TC、TG 水平及

AMY、LPS 活性（P＜0.05、0.01、0.001），抑制肝脏组织中的脂滴蓄积，减轻肝脏及胰腺组织病理损伤，同时上调血清及胰

腺腺泡细胞中 SOD、CAT 活性（P＜0.05、0.01），下调 ROS 水平（P＜0.001），上调胰腺组织及细胞中 HO-1、Nrf2、LAMP1

表达（P＜0.05、0.01、0.001），下调 Keap1、BIP、eIF2α、p-eIF2α、Beclin-1、ATG5、ATG12 及 LC3-II/I 表达（P＜0.05、

0.01、0.001）。结论  泽泻汤可以防治 HLAP，其作用机制可能与抑制内质网应激诱导的过度自噬、恢复自噬通量有关。 
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pancreatitis (HLAP). Methods  Male C57BL/6J mice were fed with a high-fat diet and ig Zexie Decoction for eight weeks, HLAP 

model was prepared by ip cerulein (50 μg/kg). Levels of triglyceride (TG), total cholesterol (TC) and activities of amylase (AMY), 

lipase (LPS), total superoxide dismutase (T-SOD), catalase (CAT) in the serum of mice were detected by kit; Lipid accumulation in 

liver tissue was observed by oil red O staining, histopathological changes in liver and pancreatic tissue were observed by HE staining; 

The protein expressions of heme oxygenase-1 (HO-1), nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2), kelch-like ECH-associated 

protein 1 (Keap1), binding immunoglobulin protein (BIP), eukaryotic translation initiation factor 2α (eIF2α), p-eIF2α, Bcl-2 

interacting coiled-coil protein 1 (Beclin-1), autophagy-related protein 5 (ATG5), autophagy-related protein 12 (ATG12), microtubule-

associated protein light chain 3-II/I (LC3-II/I) and lysosomal associated membrane protein-1 (LAMP-1) in pancreatic tissue were 

detected by Western blotting. AR42J cells were incubated with palmitic acid (200 mmol/L) and cerulein (10 nmol/L) to establish the 

HLAP cell model after intervention with Zexie Decoction, activities of LPS and T-SOD in culture supernatant of cells were detected 

by kit; The DCFH-DA fluorescent probe and mitochondrial membrane potential (MMP) fluorescent probe were used to detect 

intracellular reactive oxygen species (ROS) and MMP levels; The changes in ultrastructure and autophagy of cells were observed by 

electron microscopy; The protein expressions of HO-1, NRF2, kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1), BIP, eIF2α, p-eIF2α, 

Beclin-1, ATG5, LC3-II/I and LAMP-1 in cells were detected by Western blotting. Results  Compared with the model group, Zexie 

Decoction reduced the levels of TC, TG and activities of AMY and LPS in serum of mice (P < 0.05, 0.01, 0.001), inhibited the 

accumulation of lipid droplets in liver tissues, attenuated the pathological damage of liver and pancreatic tissues, up-regulated the 

activities of SOD and CAT in serum and pancreatic acinar cells (P < 0.05, 0.01), down-regulated the level of ROS (P < 0.001), up-

regulated the expressions of HO-1, Nrf2 and LAMP1 in pancreatic tissues and cells (P < 0.05, 0.01, 0.001), down-regulated the 

expressions of Keap1, BIP, eIF2α, p-eIF2α, Beclin-1, ATG5, ATG12 and LC3-II/I (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Zexie 

Decoction can prevent HLAP and its mechanism may be related to the inhibition of endoplasmic reticulum stress-induced excessive 

autophagy and restoration of autophagic flux. 

Key words: Zexie Decoction; hyperlipidemia acute pancreatitis; oxidative stress; mitochondrial dysfunction; endoplasmic reticulum 

stress; autophagy; atractylenolide II; atractylenolide III; alisol A; alisol B; alisol B 23-acetate; alisol C 23-acetate 

急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）是一种胰腺

外分泌炎症性疾病，伴有组织损伤和坏死等情况[1]，

会引起剧烈腹痛和多器官功能障碍，病情严重者可

导致全身炎症反应综合相关的胰腺外器官衰竭，死

亡率为 1%～5%[2]。高甘油三酯血症是急性胰腺炎

的第 3 大病因[3]。随着生活水平以及饮食结构的改

变，现代社会高脂血症急性胰腺炎（hyperlipidemia 

acute pancreatitis，HLAP）的发病率逐年激增，并有

年轻化趋势。虽然 HLAP 的症状与其他病因引起的

急性胰腺炎相似，但 HLAP 的临床严重程度和并发

症发生率往往更高[4]。然而，目前尚缺乏有效的药

物可以改变 HLAP 的病程，给社会造成了非常沉重

的负担。因此，如何科学、有效地防治 HLAP 的发

生发展已经是医学研究的迫切需要。 

HLAP 发生时脂质过氧化物增加，胰腺细胞膜

稳定性降低，氧自由基产生增多，以致难以抗衡脂

质过氧化对胰腺和胰外脏器的损伤[5]。而线粒体作

为活性氧（reactive oxygen species，ROS）产生的主

要来源，也是 ROS 的主要攻击对象，AP 发生时引

起了严重的线粒体损伤[6]。线粒体功能失调可导致

自噬异常。最近的研究表明，自噬受损是实验和人

类胰腺炎的主要病理事件[7]。此外，内质网与自噬

关系十分密切，在八肽胆囊收缩素过量刺激时会引

起细胞内发生内质网应激，并主要通过其中的蛋白

激酶 R 样内质网激酶（ protein kinase R-like 

endoplasmic reticulum kinase，PERK）/真核起始因

子 2α（eukaryotic initiation factor 2α，eIF2α）途径促

进了自噬起始阶段自噬小泡的形成[8]。在实验性胰

腺炎的腺泡细胞中积累的自噬液泡主要是大的自噬

酶体，含有大量受损线粒体等内容物，表明溶酶体

降解效率低下。研究表明，无论是敲除自噬蛋白 5/7

（autophagy-related protein 5/7，ATG5/7），在自噬体

形成水平上破坏，还是自噬完成时破坏，如溶酶体

相关膜蛋白 1/2（ lysosomal associated membrane 

protein 1/2，LAMP1/2）基因敲除，上述情况均会表

现出胰蛋白酶原活化以及外分泌胰腺中内质网应激

等反应[9]。 

高脂血症是 AP 的常见病因之一，两者常互为

因果。根据临床特征，高脂血症当属于“膏”“脂”

范畴，系由痰浊、淤血壅塞脉道而成，与肝、脾、

肾 3 脏联系密切[10]。高血脂状态下，机体血液黏稠

度增高，血液循环障碍以及大量游离脂肪酸的产生，
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都会导致 AP。临床研究表明，HLAP 治疗的关键在

于调节血脂，改善胰腺微循环状态[11-12]。《金匮要略》

中经典方剂泽泻汤在治疗高脂血症研究中作用显

著，泽泻汤以泽泻为君药，以白术为臣药，二者相

互配伍，共奏祛湿化痰、健运脾胃之效[13]。现代药

理学研究表明，泽泻汤具有调血脂和抗动脉粥样硬

化等作用[14]。基于以上背景，本研究提出泽泻汤保

护 HLAP 的机制可能与调控腺泡细胞自噬途径有

关，为中西医结合防治 HLAP 等疾病提供理论基础

及实验依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 60 只，体质量（20±

2）g，由厦门大学模式动物研究所提供，符合普通

实验动物质量标准，动物许可证号 SCXK（闽）2018-

0003，饲养于厦门大学动物实验中心内，温度控制

在 21～24 ℃，相对湿度 40%～70%，光/暗周期为

12 h，自由摄食与饮水，适应性饲养 1 周。本研究

中进行的实验遵守了伦理准则，并获得了厦门大学

动 物 伦 理 委 员 会 的 批 准 ， 伦 理 编 号 为

XMULAC20231000。 

1.2  细胞 

大鼠胰腺外分泌细胞 AR42J（货号 CL-0025）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.3  药品与试剂 

泽泻（四川眉山，批号 201107）、白术（安徽亳

州，批号 210601）经中国药科大学中药学院黄芳教

授分别鉴定为泽泻科植物东方泽泻 Alisma orientale 

(Sam.) Juzep.的干燥块茎、菊科植物白术 Atractylodes 

macrocephala Koidz. 的干燥根茎；雨蛙素（质量分

数≥95%，批号 S62702）购自上海源叶生物科技有

限公司；高脂饲料（批号 D12492）购自南通特洛菲

饲料科技有限公司；AR42J 细胞专用培养基（批号

CM-0025）、重组胰蛋白酶消化液（批号 PB180241）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司；脂肪酶检测试

剂盒（批号 A054-2-1）、三酰甘油（triglyceride，TG）

检测试剂盒（批号 A110-1-1）、总胆固醇（ total 

cholesterol，TC）检测试剂盒（批号 A111-1-1）购自

南京建成生物工程研究所；淀粉酶检测试剂盒（批号

E-BC-K006-M）、总超氧化物歧化酶（total superoxide 

dismutase，T-SOD）检测试剂盒（批号 E-BC-K020-

M）、检测试剂盒（批号 E-EL-00060c）、过氧化氢酶

（catalase，CAT）检测试剂盒（批号 E-BC-K031-M）、

购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；BCA 蛋

白定量试剂盒（批号 P0009）、ROS 检测试剂盒（批

号 S0033S）、油红 O 染色试剂盒（批号 C0157M）购

自上海碧云天生物科技股份有限公司；苏木素-伊红

（HE）染色试剂盒（批号 G1120）购自北京索莱宝科

技有限公司；线粒体膜电位（mitochondrial membrane 

potential，MMP）检测试剂盒（JC-10，批号 CA1310）

购自北京索莱宝科技有限公司；微管相关蛋白轻链

3-II/I（microtubule-associated protein light chain 3-II/I，

LC3-II/I）抗体、Beclin-1 抗体、ATG5 抗体、ATG12

抗体、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）

抗体、核因子 E2 相关基因（nuclear factor erythroid-

2-related factor 2，Nrf2）抗体、Kelch 样环氧氯丙烷

相关蛋白 1（kelch-like ECH-associated protein 1，

Keap1）抗体、免疫球蛋白重链结合蛋白（binding 

immunoglobulin protein，BIP）抗体、eIF2α 抗体、p-

eIF2α 抗体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体、鼠抗兔 IgG

二抗购自美国 CST 公司，批号分别为 12741、3459、

1294、4180、43966、12721、8047、3177、5324、9721、

2118、7074；LAMP-1 抗体（批号 ab24179）购自英

国 Abcam 公司。 

1.4  仪器 

CLM-050B-8 型 CO2 细胞培养箱（新加坡艺思

高科技有限公司）；PowerPacTM HC 型电泳仪（美国

Bio-Rad 公司）；Tanon 5200 型化学发光系统（上海

天能生命科学有限公司）；SW-CJ-1C 型超净工作台

（苏州净化设备有限公司）；JXFSTPRP-24 型研磨仪

（上海净信实业发展有限公司）；1-14K 型冷冻超速

离心机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

Multiskan SkyHigh 型多功能酶标仪（美国 Bio Tek

公司）；IX53 型倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；

Tanon 4600 型系列全自动化学发光/荧光图像分析

系统（上海天能科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  泽泻汤的制备 

按 5∶2 比例将泽泻和白术分别粉碎成粗粉，

加 10 倍量的水浸泡 1 h 后，提取 2 次，每次 1 h，

合并滤液，将 2 次滤液混合并减压浓缩成浸膏，1 g

浸膏对应 2 g 生药量。采用 HPLC 法测定白术内酯

II、白术内酯 III、泽泻醇 A、泽泻醇 B、23-乙酰泽

泻醇B、23-乙酰泽泻醇C的质量分数，分别为0.136、

0.123、0.244、0.239、0.259、0.252 mg/g。除菌，装
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瓶，置于 4 ℃冰箱保存备用。细胞给药前，将泽泻

汤浸膏溶于 1 mL 超纯水中，制成 1 g/mL 的泽泻汤

药液，超声处理后未见不溶物，通过 0.22 μm 滤膜

滤过除菌后放于−20 ℃保存。 

2.2  动物分组、造模及给药 

随机挑取雄性C57BL/6小鼠 60只，体质量18～

22 g，适应性饲养 1 周后，所有动物实验设计遵循

3R 原则。按随机数字表法分为高脂对照组、模型组

和泽泻汤高、低剂量（36、4 g/kg，参照临床剂量进

行预实验后设置的安全剂量）组，每组 15 只。各组

给予高脂饲料喂养，高脂对照组与模型组 ig 给予蒸

馏水，各给药组 ig 泽泻汤，1 次/d，连续 8 周。末

次给药结束后，禁食 12 h，高脂对照组小鼠每隔 1 h 

ip 1 次生理盐水，共注射 7 次。其余各组小鼠每隔

1 h ip 1 次雨蛙素（50 μg/kg），共注射 7 次[15]。 

2.3  小鼠血清中 TC、TG 水平及淀粉酶、脂肪酶、

T-SOD、CAT 活性的测定 

所有小鼠均在第 1 次注射雨蛙素 18 h 后麻醉处

死，眼眶取血并解剖小鼠，取出肝脏、胰腺组织，

并保存于−80 ℃冰箱。收集各组小鼠新鲜血液，

4 ℃、3 000×g 离心 15 min，收集上层血清。按照

试剂盒说明书检测各组小鼠血清中 TC、TG 水平及

淀粉酶、脂肪酶、T-SOD、CAT 活性。 

2.4  油红 O 检测小鼠肝组织的脂质沉积情况 

小鼠肝组织经常规固定后切片，无菌水清洗 3

次，室温下置于油红 O 工作液中避光孵育 10 min，

苏木素复染，甘油密封，显微镜下观察并拍照。 

2.5  HE 染色检测小鼠肝脏、胰腺组织的病理变化 

小鼠肝脏、胰腺组织经福尔马林固定后，采用

流水反复冲洗 12 h，切片（0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm），

使用 80%、90%、95%、100%乙醇各脱水 2 h，二甲

苯透明后石蜡包埋，切成 4 μm 左右厚度的薄片，贴

片后二甲苯透明，给予 100%、95%、85%、75%梯

度乙醇复水，HE 染色，封片，显微镜下观察并拍照。 

2.6  细胞培养 

AR42J 细胞用含 20%胎牛血清、1%青链霉素的

Ham’s F-12K 培养基，于 5% CO2、37 ℃培养箱中

进行培养。2～3 d 换 1 次液，培养 1 周时以 1∶2～

1∶4 的比例进行传代。 

2.7  细胞分组、造模及给药 

将对数生长期的 AR42J 细胞以 5×105 个/mL

接种到 6 孔板中，每孔 2 mL，培养 24 h 使细胞贴

壁。设置对照组、模型组和泽泻汤高、中、低剂量

（2.0、1.0、0.5 mg/mL）组。对照组加入基础培养基；

模型组加入用基础培养基配制的棕榈酸（终浓度

200 mmol/L）和雨蛙素（终浓度 10 nmol/L）培养 24 h，

构建 HLAP 细胞模型；各给药组在加入棕榈酸和雨

蛙素前 24 h 加入不同质量浓度的泽泻汤，37 ℃、

5% CO2培养箱中共培养 48 h。 

2.8  CCK-8 法检测 AR42J 细胞活力 

取对数生长期的 AR42J 细胞以 2.5×103 个/mL

接种于 96 孔板中，培养 24 h 使细胞贴壁。将泽泻

汤母液用完全培养基分别稀释成 0.125、0.250、

0.500、1.000、2.000、4.000、8.000、16.000 mg/mL

的给药溶液，每孔加入药物，另设置不加入药物的

对照组，培养 24 h，每孔加入 100 μL CCK-8 试剂，

置于培养箱中培养 4 h 后，采用酶标仪于 450 nm 处

测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

2.9  细胞培养上清液中脂肪酶、T-SOD 活性的测定 

按照“2.7”项下方法进行分组和给药，收集各

组细胞培养上清液，4 ℃、3 000×g 离心 15 min，

收集上层培养基。按照试剂盒说明书测定各组细胞

培养上清液中脂肪酶、T-SOD 活性。 

2.10  泽泻汤对 HLAP 模型细胞 ROS 水平的影响 

AR42J 细胞以 2.5×105 个/mL 接种于 24 孔板

中，每孔 1 mL，按照“2.7”项下方法进行分组和给

药后，用稀释后的 DCFH-DA 孵育细胞，调节细胞

密度为 1×106个/mL，孵育 20～30 min，使探针和

细胞充分接触。选择激发波长 488 nm、发射波长 525 

nm，用倒置荧光显微镜观察荧光强弱。 

2.11  泽泻汤对 HLAP 模型细胞 MMP 的影响 

AR42J 细胞以 2.5×105 个/mL 接种于 24 孔板

中，每孔 1 mL，按照“2.7”项下方法进行分组和给

药后，各孔加入 JC-10 染色工作液 1 mL，充分混匀，

避光孵育 20 min，加入 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次

后，用倒置荧光显微镜观察并拍照。 

2.12  泽泻汤对AR42J细胞中自噬小体形成的影响 

按照“2.7”项下方法进行分组和给药，收集各

组细胞，用 2.5%戊二醛固定细胞 24 h 以上，用 2%多

二甲砷酸钠缓冲液冲洗 3 次，再用 1%锇酸固定 2 h，

双蒸水冲洗 3 次，依次置于梯度乙醇中脱水，丙酮

和 EPON-812（1∶1）包埋剂处理，聚合后半薄切

片，甲苯胺蓝染色，光镜下定位并超薄切片，再进

行枸橼酸铅和醋酸柚双染，最后在透射电镜下观察

各组细胞超微结构并拍照。 
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2.13  Western blotting 检测各组小鼠胰腺组织和

AR42J 细胞中相关蛋白表达 

按照“2.7”项下方法进行分组和给药，收集各

组细胞，用 RIPA 裂解缓冲液裂解并提取各组小鼠

胰腺组织和 AR42J 细胞总蛋白，使用 BCA 试剂盒

测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后，分别加入

HO-1、Nrf2、Keap1、eIF2α、p-eIF2α、BIP、Beclin-

1、ATG5、ATG12、LC3-II/I、LAMP-1（1∶1 000）

和 GAPDH 抗体（1∶10 000），4 ℃孵育过夜；加

入 HRP 标记的羊抗兔二抗，室温孵育 1 h，采用 ECL

化学发光试剂盒观察蛋白显色情况，通过 Image J 软

件分析条带灰度值。 

2.14  统计学分析 

所有数据用 x s 表示，应用 GraphPad prism 

9.0 软件进行数据分析。采用单因素方差分析，再通

过 Tukey’s 检验来校正。 

3  结果 

3.1  泽泻汤对 HLAP 小鼠血清中 TC、TG 水平及

淀粉酶、脂肪酶活性的影响 

如图 1 所示，与模型组比较，泽泻汤高剂量组小

鼠血清中 TC 水平显著降低（P＜0.01），泽泻汤各剂

量组小鼠血清中 TG 水平显著降低（P＜0.001）。淀

粉酶和脂肪酶活性升高是 AP 的关键指标。与对照组

比较，模型组小鼠血清中淀粉酶、脂肪酶活性明显升

高（P＜0.01、0.001）；与模型组比较，泽泻汤高剂量

组小鼠血清中淀粉酶、脂肪酶活性明显降低（P＜

0.05、0.01）。以上结果表明，HLAP 小鼠造模成功，

相较高脂对照组，HLAP 组小鼠炎症反应及损伤程度

更重，泽泻汤干预后可明显减轻病变严重程度。

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 1  泽泻汤对 HLAP 小鼠血清中 TC、TG 水平及淀粉酶、脂肪酶活性的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 1  Effect of Zexie Decoction on TC, TG levels, and amylase, lipase activities in serum of HLAP mice ( x s , n = 5)

3.2  泽泻汤对 HLAP 小鼠肝脏及胰腺组织病理变

化的影响 

油红 O 染色（图 2-A）结果显示，对照组和模

型组小鼠肝脏内可见分布密集的脂滴，红色较重，

形状大而圆且部分脂滴连成片状；与模型组比较，

泽泻汤低、高剂量组肝脏组织脂肪染色面积、红色

脂滴数量及红色深度均有不同程度的减轻。 

肝脏组织的 HE 染色（图 2-B）结果显示，对照

组和模型组小鼠肝脏组织中肝小叶结构受损明显，

淋巴细胞填充严重，大多数肝细胞呈弥漫性脂肪变

性，呈气球样变性；与模型组比较，泽泻汤低、高

剂量组小鼠肝脏组织的气球样变性，脂肪变性以及

炎性介质填充出现不同程度改善，但以泽泻汤高剂

量组最为明显。 

胰腺组织的 HE 染色（图 2-C）结果显示，与对

照组比较，模型组小鼠胰腺组织水肿明显加重，腺

泡细胞呈现空泡化，炎性细胞浸润严重；与模型组

比较，泽泻汤低、高剂量组小鼠胰腺组织形态清晰

可见，细胞排列整齐，整个胰腺组织病变得到改善。 

3.3  泽泻汤改善 HLAP 小鼠的氧化应激水平 

如图 3-A、B 所示，与对照组比较，模型组小

鼠血清中 T-SOD、CAT 活性显著降低（P＜0.05）；

与模型组比较，泽泻汤各剂量组血清中 T-SOD 活性

显著升高（P＜0.05、0.01），泽泻汤高剂量组血清中

CAT 活性显著升高（P＜0.05）。如图 3-C、D 所示，

对照组和模型组小鼠胰腺组织 Nrf2、HO-1 蛋白表

达水平较低，与模型组比较，泽泻汤高剂量组小鼠

胰腺组织 Nrf2、HO-1 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.01）。以上结果表明泽泻汤能够上调 Nrf2、

HO-1 表达，从而发挥抗氧化应激的作用。
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图 2  各组小鼠肝脏油红 O 染色 (A)、HE 染色 (B) 及胰腺 HE 染色 (C) 结果 (×200) 

Fig. 2  Results of liver oil red O staining (A), HE staining (B) and pancreatic HE staining (C) in each group of mice (× 200)

 

A、B-泽泻汤对 HLAP 小鼠血清中 T-SOD、CAT 活性的影响 (n = 5)；C、D-泽泻汤对 HLAP 小鼠胰腺组织中 HO-1、Nrf2 蛋白表达的影响 

(n = 9)。 

A, B-effect of Zexie Decoction on activities of T-SOD and CAT in serum of HLAP mice (n = 5); C, D-effect of Zexie Decoction on expressions of HO-1 

and Nrf2 proteins in pancreatic tissue of HLAP mice (n = 9).

图 3  泽泻汤对 HLAP 小鼠氧化应激水平的影响 ( x s ) 

Fig. 3  Effect of Zexie Decoction on oxidative stress level in HLAP mice ( x s ) 
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3.4  泽泻汤通过抑制内质网应激诱导的自噬改善

HLAP 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组小鼠胰腺

组织中 eIF2α、p-eIF2α、BIP、Beclin-1、ATG5、

ATG12、LC3-II/I 蛋白表达水平明显升高（P＜0.05、

0.01、0.001），溶酶体相关膜蛋白 LAMP-1 的表达显

著降低（P＜0.05），结果表明内质网应激会引起自

噬流受损的现象；与模型组比较，泽泻汤各剂量组

小鼠胰腺组织中 eIF2α、p-eIF2α 和 BIP、Beclin-1、

LC3-II/I 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01、0.001），

LAMP-1 蛋白表达水平显著升高（P＜0.001），泽泻

汤高剂量组 ATG5、ATG12 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.001）。上述结果表明，泽泻汤可以通过抑制

内质网应激，恢复自噬通量从而改善 HLAP。

 

图 4  泽泻汤对 HLAP 小鼠内质网应激诱导自噬相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 4  Effect of Zexie Decoction on expressions of autophagy-related proteins induced by endoplasmic reticulum stress in 

HLAP mice ( x s , n = 9)

3.5  泽泻汤改善 AR42J 细胞损伤和氧化应激 

CCK-8 法检测泽泻汤对 AR42J 细胞活力的影

响，如图 5-A 所示，泽泻汤（0.125、0.250、0.500、

1.000、2.000、4.000 mg/mL）对细胞活力无显著影

响，说明泽泻汤在该质量浓度范围内对 AR42J 细胞

没有毒性作用。选择质量浓度为 0.5、1.0、2.0 mg/mL

的泽泻汤进行后续研究。如图 5-B、C 所示，与对照

组比较，模型组 AR42J 细胞培养上清液中脂肪酶活

性明显升高（P＜0.001）；与模型组比较，泽泻汤各

剂量组脂肪酶、T-SOD 活性均显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001）。以上结果表明，棕榈酸和雨蛙素联用

可诱导胰腺腺泡细胞损伤，泽泻汤干预后有效缓解

损伤程度。 

为了进一步研究泽泻汤抗氧化应激的作用，采

用 DCF 荧光探针检测 ROS 的生成。如图 5-D、E 所

示，与对照组比较，模型组绿色荧光增强（P＜

0.001）；与模型组比较，泽泻汤各剂量组绿色荧光显

著降低（P＜0.001）。Western blotting 结果（图 5-F、

G）显示，与对照组比较，模型组 Nrf2、HO-1 蛋白

表达水平显著降低（P＜0.05），Keap1 蛋白表达水

平呈升高趋势；与模型组比较，泽泻汤各剂量组

Nrf2、HO-1 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01、

0.001），Keap1 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.001）。表明泽泻汤可以改善AR42J细胞的氧化损伤。 

3.6  泽泻汤恢复 AR42J 细胞 MMP 水平 

如图 6 所示，与对照组比较，模型组红色荧光

降低，绿色荧光增强，MMP 大幅下降（P＜0.01），

线粒体功能异常；给予不同质量浓度的泽泻汤干预

后，MMP 呈剂量相关性升高（P＜0.05、0.001），表

明线粒体功能趋于恢复。以上结果表明，泽泻汤可

以恢复腺泡细胞线粒体功能。 

3.7  泽泻汤对 AR42J 细胞超微结构及自噬的影响 

 如图 7 所示，对照组细胞多圆形，核内染色质

分布均匀，未见自噬样结构及凋亡细胞；模型组细

胞多肿胀，核内染色质轻度凝集，可见自噬体样结

构明显增多，典型者呈现双层膜样的液泡状结构；

泽泻汤干预后，AR42J 细胞中核内染色质分布较均

匀，偶见极少量自噬体样结构。 
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A-不同质量浓度的泽泻汤对 AR42J 细胞存活率的影响；B-泽泻汤对 AR42J 细胞培养上清液中脂肪酶活性的影响；C-泽泻汤对 AR42J 细胞中

SOD 活性的影响；D、E-泽泻汤对 AR42J 细胞 ROS 含量的影响；F、G-泽泻汤对 AR42J 细胞 HO-1、Nrf2、Keap-1 蛋白表达的影响。 

A-effect of different concentrations of Zexie Decoction on survival rate of AR42J cells; B-effect of Zexie Decoction on lipase activity in supernatant of 

AR42J cell culture; C-effect of Zexie Decoction on SOD activity in AR42J cells; D-effect of Zexie Decoction on ROS content in AR42J cells; F, G-effect 

of Zexie Decoction on expressions of HO-1, Nrf2 and Keap-1 proteins in AR42J cells. 

图 5  泽泻汤改善 AR42J 细胞损伤和氧化应激 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Zexie Decoction improves cell damage and oxidative stress in AR42J cells ( x s , n = 3) 

3.8  泽泻汤通过抑制内质网应激诱导的自噬改善

AR42J 细胞损伤 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组 AR42J 细

胞中 eIF2α、p-eIF2α 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.01），自噬相关蛋白 Beclin-1、ATG5 表达水

平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，泽泻汤各

剂量组 eIF2α、p-eIF2α、Beclin-1、ATG5 蛋白表达

水平均显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），LAMP-

1 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01、0.001）；泽泻

汤中、高剂量组 BIP 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05、0.01），LC3-II/I 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05）。上述结果表明，泽泻汤可以通过抑制内质网

应激，恢复自噬通量从而改善胰腺腺泡损伤。 

4  讨论 

AP 是临床上常见的急腹症之一，主要病因包括

胆系疾病、酗酒、高脂血症等。近年来，传统饮食

结构被打破，高脂高蛋白饮食的摄入，导致 HLAP

发病率逐年攀升[16]。根据中医理论，各种内源性因

素作用机体均可造成脾的功能障碍、脂类的合成降

解异常而形成高脂血症，过多脂质在脉管中堆积阻

塞会促进瘀血产生，瘀血化热引起胰腺组织微循环

障碍，最终导致胰腺炎的发生[17]。在临床上主要通

过血浆置换等手段缓解 HLAP[18]，没有明确的药物

可以有效治疗 HLAP，因此在本研究中未使用阳性

药作为对照。传统中药成为治疗 HLAP 的新选择。

泽泻汤出自张仲景所著的《金匮要略》，有利水除饮、 
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图 6  泽泻汤对 AR42J 细胞中 MMP 水平的影响 (×100; x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of Zexie Decoction on MMP level in AR42J cells (× 100; x s , n = 3) 

 
箭头表示自噬体结构。 

Arrows indicate autophagosome structure. 

图 7  泽泻汤对 AR42J 细胞超微结构及自噬的影响 (×5 000) 

Fig. 7  Effect of Zexie Decoction on ultrastructure and autophagy of AR42J cells (× 5 000) 
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图 8  泽泻汤对 AR42J 细胞中内质网应激诱导自噬相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of Zexie Decoction on expressions of autophagy-related proteins induced by endoplasmic reticulum stress in 

AR42J cells ( x s , n = 3)

健脾制水之功效。现代药理学研究也证明，泽泻汤

具有改善脂质代谢紊乱[19]、抗炎[20]等药理作用，白

术内酯 III 和泽泻醇 A 可通过腺苷酸激活蛋白激酶

（ adenosine 5′-monophosphate-activated protein 

kinase，AMPK）途径减轻高脂肪饮食引起的肥胖和

代谢紊乱[21]。王亚平等[22]发现高脂血症可进一步加

重 AP 的组织损伤程度，HLAP 的损伤程度较非

HLAP 更严重。有研究报道高脂血症可异常激活内

质网应激反应，通过内质网应激肌醇依赖性激酶 1

（endoplasmic reticulum stress inositol-requiring enzyme-

1，IRE1）/c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal 

kinase，JNK）通路诱导自噬活性，导致心肌组织细

胞发生自噬性死亡[23]，脂质代谢异常在肝脏能够激

活 AMPK/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 

target of rapamycin，mTOR）通路活化自噬，进一步

活化胰蛋白酶原引起腺泡细胞的凋亡损伤[24]。但是

泽泻汤防治 HLAP 的具体机制尚不清楚。 

本研究首先通过检测小鼠血清中 TG、TC、淀

粉酶及脂肪酶等生化指标确认了泽泻汤具有调血

脂、抗炎的作用，能够明显改善小鼠肝脏组织脂滴

蓄积以及胰腺组织坏死、空泡化现象从而防治

HLAP。氧化应激是 HLAP 的主要发病机制之一，

氧化系统与抗氧化防御系统的失衡，堆积过量的

ROS，导致蛋白质、脂质等氧化损伤，进而加重

HLAP 严重程度[25-26]。本研究发现泽泻汤组小鼠血

清中 T-SOD、CAT 活性显著升高，胰腺组织以及腺

泡细胞中 HO-1、Nrf2 蛋白表达水平显著升高，提

示泽泻汤发挥抗氧化损伤的作用。线粒体作为 ROS

产生的主要来源，ROS 的过度生成会导致 MMP 下

降，线粒体功能失调[8]。结果显示，模型组 AR42J

细胞 ROS 荧光强度显著增强，MMP 大幅下降，绿

色荧光增强，进一步验证了氧化损伤、线粒体功能

障碍是 HLAP 的主要病理特征，上述现象在泽泻汤

干预之后均得到逆转。 

许多研究发现脂质代谢异常与内质网应激的发

生密切相关，高浓度的脂肪酸可以破坏内质网，诱

导内质网应激，而内质网应激介导的胰腺腺泡细胞

损伤是 AP 发生的早期环节[27]。内质网与自噬关系

十分密切，Logsdon 等[28]用 cerulein 诱导 AP 小鼠模

型，发现炎性因子白细胞介素-1β（interleukin-1β，

IL-1β）破坏内质网稳态，释放大量钙离子于细胞质

中，引起钙离子依赖性自噬异常现象。研究发现在

胆囊收缩素（cholecystokinin，CCK）过量刺激下，

引起细胞内内质网应激，主要通过 PERK/eIF2α 途

径促进自噬起始阶段自噬小泡的形成[29]。内质网应

激诱导的过度自噬以及自噬通量受损是 AP 主要病

理特征之一。本研究结果显示，模型组小鼠胰腺组

织及腺泡细胞中 eIF2α、p-eIF2α、BIP 蛋白表达显著

上调，验证了在 HLAP 中，内质网应激诱导过度自

噬，溶酶体功能下降，引起自噬通量受损。泽泻汤

干预后，能不同程度下调小鼠胰腺组织及腺泡细胞

中 eIF2α、p-eIF2α、BIP、Beclin-1、ATG5、LC3-II/I

蛋白表达，上调 LAMP-1 表达，维持自噬通量的动

态平衡，发挥调血脂、抗炎、防治 HLAP 的作用。 
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综上，本研究通过体内实验考察了泽泻汤对

HLAP 模型小鼠氧化损伤及内质网应激诱导自噬的

作用，发现泽泻汤可以显著上调血清及组织中 T-

SOD、CAT、HO-1、Nrf2 等指标，下调 eIF2α、p-

eIF2α、BIP、Beclin-1、ATG5、ATG12、LC3-II/I 等

自噬相关蛋白，并上调溶酶体相关蛋白 LAMP-1 的

表达。在体外实验中，进一步验证了泽泻汤能够改

善氧化损伤及线粒体功能失调，并通过抑制内质网

诱导的过度自噬，恢复自噬通量，从而发挥调血脂、

抗炎、防治 HLAP 的作用。 
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