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大黄-枳实炭纳米类成分对肝内胆汁淤积症的治疗作用及机制研究  
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摘  要：目的  研究大黄（Rhei Radix et Rhizoma，R）-枳实炭纳米类成分（Aurantii Fructus Immaturus Carbonisatum nano-

components，AFIC-NCs）对肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholestasis，IC）的治疗作用及作用机制。方法  从枳实炭中提取

分离出 AFIC-NCs 并利用纳米材料表征方法分析其形态结构、光学性质和官能团性质等。将 48 只雄性 C57BL/6J 小鼠随机分

为对照组、模型组、熊去氧胆酸（ursodeoxycholic acid，UDCA，100 mg/kg）组及 R-AFIC-NCs 高、中、低剂量（22.66、11.33、

5.67 mg/kg）组，每组各 8 只。连续给药 7 d，并于第 5 天 ig α-萘异硫氰酸酯（α-naphthalene isothiocyanate，ANIT）诱导 IC

小鼠模型。给药结束后检测各组小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、直接胆红素（direct bilirubin，DBIL）、间接胆红素（indirect 

bilirubin，IBIL）、总胆红素（total bilirubin，TBIL）和总胆汁酸（total bile acid，TBA）的水平；观察小鼠肝脏和胆囊外观并

计算肝脏指数；采用苏木素-伊红（hematoxylin eosin，HE）染色观察肝组织病理变化；TUNEL 法检测肝细胞凋亡；检测各

组小鼠肝脏中肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6、超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）及还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）含量；采用

Western blotting 法检测肝组织中内质网应激（endoplasmic reticulum stress，ERS）相关蛋白葡萄糖调节蛋白 78（glucose-regulated 

protein 78，GRP78）和 C/EBP 同源蛋白（protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase，CHOP）的表达。结果  表征

结果显示，AFIC-NCs 呈类球形颗粒，晶格间距为 0.18 nm，表面含有羟基、羰基等官能团。R-AFIC-NCs 各剂量组均能显著下调

肝内胆汁淤积症模型小鼠肝功能指标 ALP、ALT、AST 及胆汁淤积指标 DBIL、IBIL、TBIL、TBA（P＜0.05、0.01）；改善肝组

织损伤，减少肝细胞凋亡（P＜0.05）；降低炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的水平（P＜0.05、0.01），提高肝脏 SOD 和 GSH

活性（P＜0.05、0.01），降低了 MDA 水平（P＜0.05、0.01）；此外，R-AFIC-NCs 各剂量组还能降低 GRP78 和 CHOP 蛋白

的表达（P＜0.05、0.01）。结论  R-AFIC-NCs 可能通过抑制内质网应激标志蛋白 GRP78 和 CHOP 的表达，减轻肝内胆汁淤

积症引起的细胞凋亡和氧化应激反应，从而改善其肝脏功能。  
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect and mechanism of Rhei Radix et Rhizoma-Aurantii Fructus Immaturus 

Carbonisatum nano-components (R-AFIC-NCs) on intrahepatic cholestasis (IC). Methods  Aurantii Fructus Immaturus 

Carbonisatum nano-components (AFIC-NCs) were extracted and isolated from Aurantii Fructus Immaturus Carbonisatum and 

analyzed for their morphological structure, optical properties, and functional group properties using nanomaterials characterization 

methods. Forty-eight male C57BL/6J mice were randomly divided into control group, model group, ursodeoxycholic acid (UDCA) 

group (100 mg/kg), and high-, medium-, and low-dose (22.66, 11.33, 5.67 mg/kg) R-AFIC-NCs group, with eight animals in each 

group. The drugs were administered for seven consecutive days, and the IC model was induced by α-naphthalene isothiocyanate (ANIT) 

gavage on the fifth day. After treatment, serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase 

(ALP), direct bilirubin (DBIL), indirect bilirubin (IBIL), total bilirubin (TBIL), and total bile acid (TBA) were measured. The 

appearance of liver and gallbladder of the mice was observed and the liver index was calculated; Hematoxylin-eosin (HE) staining was 

used to evaluate the pathological changes in the liver tissues. The TUNEL assay was used to assess hepatocyte apoptosis. Additionally, 

the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), IL-6, superoxide dismutase (SOD), malondialdehy (MDA), and 

glutathione (GSH) were measured in the livers of the different groups. The expressions of endoplasmic reticulum stress (ERS)-related 

proteins, glucose-regulated protein 78 (GRP78) and protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (CHOP), were detected by 

Western blotting. Results  The characterization results indicated that AFIC-NCs exhibited a spherical morphology, with a lattice 

spacing of 0.18 nm, and the surface was enriched with functional groups such as hydroxyl and carbonyl. All dose groups of R-AFIC-

NCs significantly reduced the liver function indexes ALP, ALT, AST and cholestasis indexes DBIL, IBIL, TBIL, TBA in mouse modeled 

with intrahepatic cholestasis (P < 0.05, 0.01). They also ameliorated liver tissue damage, decreased hepatocyte apoptosis (P < 0.05), 

lowered the levels of inflammatory factors TNF-α, IL-1β, and IL-6 (P < 0.05, 0.01), enhanced hepatic activities of SOD and GSH (P < 

0.05, 0.01), and diminished MDA levels (P < 0.05, 0.01). Furthermore, R-AFIC-NCs suppressed the expression of GRP78 and CHOP 

proteins in all dosage groups (P < 0.05, 0.01). Conclusion  R-AFIC-NCs may improve liver function by suppressing the expression 

of endoplasmic reticulum stress markers GRP78 and CHOP, which may reduce oxidative stress responses and apoptosis by intrahepatic 

cholestasis. 

Key words: Rhei Radix et Rhizoma-Aurantii Fructus Immaturus Carbonisatum; nano-components; α-naphthalene isothiocyanate; 

intrahepatic cholestasis; oxidative stress; apoptosis; endoplasmic reticulum stress 

肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholestasis，IC）

是由肝细胞功能障碍引起的，以胆汁分泌和血流紊

乱为特征的疾病[1]，主要临床表现为黄疸、皮肤瘙

痒、肝大、肝压痛等，严重者将面临胆汁性肝硬化、

终末期肝病乃至死亡的严峻风险[2-3]。目前，临床治

疗方案主要依赖于熊去氧胆酸（ursodeoxycholic 

acid，UDCA）、奥贝胆酸（obeticholic acid，OCA）

和糖皮质激素等药物干预[4]。然而，部分药物疗效

并不显著，且治疗周期较长，导致治疗费用增加，

并伴随较多的不良反应，因此，迫切需要探索更为

有效安全的新治疗策略。 

IC 属于中医学（“黄疸”的范畴，常用大黄-枳实

配伍治疗，其中大黄性苦寒，具有泻下攻积、清热

解毒的作用[5]；枳实性味苦、辛、温，具有破气消

积、行气导滞的功效[6]。张仲景在治疗黄疸时，大

黄多生用，枳实炮制方法不一，例如，张仲景的茵

陈蒿汤、栀子大黄汤中均用生大黄，后世医家普遍

认为生大黄利胆退黄效果更佳[7]；然而枳实多经炮

制后入药，在（《伤寒杂病论》中枳实芍药散中枳实

（“烧令黑”[8]，栀子厚朴汤中（“炙令黄”[9]，四逆散

中（“炙干”[10]。基于张仲景用药思想，本课题组在

前期研究中创新性地发现了从枳实炭中提取分离

出的枳实炭纳米类成分（Aurantii Fructus Immaturus 

Carbonisatum nano-components，AFIC-NCs）具有良

好的抗炎活性，对高尿酸血症和痛风性关节炎具有

良好的治疗作用[11]，并证实 AFIC-NCs 为枳实炭发

挥药效的物质基础。大黄-枳实炭是治疗黄疸的经典

药对，为了在复方中验证 AFIC-NCs 的药效，本研

究选用大黄与其进行配伍，形成大黄 Rhei Radix et 

Rhizoma-AFIC-NCs（R-AFIC-NCs），并以此为研究

对象，通过 α- 萘异硫氰酸酯（ α-naphthalene 

isothiocyanate，ANIT）诱导小鼠 IC 模型，从多个

维度探讨 R-AFIC-NCs 对 IC 的治疗作用及作用机

制，以期为大黄-枳实炭的临床应用提供参考，并为

IC 的治疗提供实验依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 8 周龄，体质量为
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（22±2）g，购自于斯贝福（北京）生物技术有限公

司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）2019-0010，

饲养于北京中医药大学实验动物中心，温度为（24±

1）℃，相对湿度为 55%～65%，明暗循环为 12 h，

通风良好，饲养期间小鼠自由饮水进食。本研究所有

动物实验均遵循北京中医药大学有关实验动物管理

和使用的规定，动物实验经北京中医药大学动物伦

理委员会批准（批准号 BUCM-2024070405-3021）。 

1.2  药品与试剂 

大黄饮片（批号 220615002）和枳实饮片（批

号 220708002）购自北京仟草中药饮片有限公司，

经北京中医药大学赵琰教授鉴定为药用大黄Rheum 

officinale Baill. 的干燥根和根茎及甜橙 Citrus 

sinensis Osbeck 的干燥幼果，符合（《中国药典》2020

年版规定。 

UDCA（（批号 S25093，质量分数 98%）购自上

海源叶生物科技有限公司；ANIT（批号 N814658，

质量分数 98%）购自上海麦克林生化科技有限公

司；橄榄油（（批号 S30503）购自上海源叶生物科技

有限公司；超氧化物歧化酶（（superoxide dismutase，

SOD）试剂盒（批号 A001-3-2）、还原型谷胱甘肽

（（glutathione，GSH）测定试剂盒（（批号 A006-2-1）、

丙二醛（（malondialdehyde，MDA）测定试剂盒（（批

号 A003-1-2）、肿瘤坏死因子-α（ tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）ELISA 试剂盒（（批号 H052-1-2）、

白细胞介素-1β（（interleukin-1β，IL-1β）ELISA 试剂

盒（（批号 H002-1-2）、IL-6ELISA 试剂盒（（批号 H007-

1-2）、苏木素-伊红（（Hematoxylin eosin，HE）染色

液（（批号 D006-1-2）均购自南京建成生物工程研究

所有限公司；TUNEL 试剂盒（批号 11684817910）

购自上海罗氏制药有限公司；BCA 蛋白定量检测试

剂盒（（批号 BN27109）购自北京百瑞极生物科技有

限公司；葡萄糖调节蛋白 78（glucose-regulated 

protein78，GRP78）一抗（（批号 11587-1-AP）、C/EBP

同源蛋白（ protein kinase RNA-like endoplasmic 

reticulum kinase，CHOP）一抗（（批号 15204-1-AP）、

山羊抗兔二抗（（批号 SA00001-2）、兔多抗 β-肌动蛋

白（beta-actin，β-actin，批号 20536-1-AP）均购自

美国 Proteintech Group 公司。 

1.3  仪器 

PXR-9 型马弗炉（北京中科奥博科技有限公

司）；PFT-100A 型高速万能粉碎机（温岭市林大机

械有限公司）；RE-52AA 型旋转蒸发仪（上海亚荣

生化仪器厂）；Tecnai G2 20 型透射电子显微镜

（（transmission electron microscope，TEM，美国 FEI

公司）；JEN-1230 型高分辨透射电子显微镜（high-

resolution transmission electron microscope，HRTEM，

日本电子株式会社）；CECIL 型紫外-可见分光光度

计（（ultraviolet-visible spectrophotometer，UV-Vis，英

国 Cambridge 公司）；JEN-1230 型傅里叶转换红外

光谱仪（Fourier transform infrared spectrometer，

FTIR ）、 F-4500 型 荧 光 分 光 光 度 计

（（fluorospectrophotometer，FL）、Escalab 250Xi 型 X-

射 线 光 电 子 能 谱 仪 （ X-ray photoelectron 

spectroscopy，XPS）（美国 Thermo Fisher Scientific

公司）；D8-Advanced 型 X 射线衍射仪（X-ray 

diffractometer，XRD，德国 Bruker AXS 公司）；AU-

480 型全自动生化分析仪（美国 Beckman 公司）。 

2  方法 

2.1  AFIC-NCs 的制备 

依据课题组前期制备工艺[11]，称取 400 g 生枳

实，放入干燥的坩埚中，铝箔纸密封，放入马弗炉，

马弗炉升温程序：5 min 升温至 70 ℃，维持 30 min； 

25 min 升温至 350 ℃，维持 1 h。待冷却至室温，打

成粉末。称取 30 g 炭粉，加入 900 mL 去离子水，

煎煮 1 h，共煎煮 2 次。放凉后滤过，合并滤液，浓

缩、透析，待透析袋外溶液颜色没有任何变化，取

出袋内溶液，定容至 1 g/mL（以枳实炭质量计），

即得 AFIC-NCs 溶液，于 4 ℃冰箱中保存。 

2.2  AFIC-NCs 的表征 

利用 TEM 获取 AFIC-NCs 的形态大小及分散

程度；通过 HRTEM 获取其晶格间距等微观结构；

利用 XRD 获取 AFIC-NCs 的内部原子的空间分布；

利用 UV-Vis 和 FL 检测 AFIC-NCs 的光学特征；利

用 FTIR 研究 AFIC-NCs 的表面官能团信息；利用

XPS 在获取 AFIC-NCs 元素组成等信息。 

2.3  溶液配制 

2.3.1  大黄水煎液  称取 50 g 大黄，加 30 倍体积

去离子水，浸泡 30 min，煮沸后继续煎煮 25 min，

冷却后滤过并收集药渣，再次煎煮，滤过，合并滤

液，定容至 1 g/mL（以生大黄质量计，芦荟大黄素

质量分数为 0.898 mg/g）。 

2.3.2  R-AFIC-NCs 溶液  参考栀子大黄汤中的经

典配比，将（“2.1”项下制备的 AFIC-NCs 溶液与大

黄水煎液按 4∶1 混匀，得到 R-AFIC-NCs 溶液；利

用去离子水稀释 R-AFIC-NCs 溶液，使高、中、低
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剂量 R-AFIC-NCs 溶液质量浓度分别为 1.6、0.8、

0.4 g/mL。 

2.3.3  UDCA 溶液  称取 21.6 mg UDCA 粉末，加

入 2.16 mL 去离子水，配制成质量浓度为 10 mg/mL

的 UDCA 溶液，现用现配。 

2.3.4  ANIT 溶液  称取 120 mg ANIT 粉末，充分

溶解于 12 mL 橄榄油，配制成质量浓度为 10 mg/mL

的 ANIT 溶液，现用现配。 

2.4  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠的影响 

2.4.1  分组、造模与给药  C57BL/6J 小鼠随机分为

对照组、模型组、UDCA（100 mg/kg）组及 R-AFIC-

NCs 高、中、低剂量（22.66、11.33、5.67 mg/kg）组，

每组 8 只。各给药组小鼠 ig 相应药物（10mL/kg），对

照组和模型组给予等体积生理盐水，连续 7 d，1 次/d。

第 5 天给药 2 h 后，除对照组外，各组小鼠 ig ANIT

溶液（80 mg/kg），对照组 ig 等体积橄榄油[12]。造模

后继续给药 2 d。每天同一时间对各组小鼠的精神状

态、活动、对刺激的反应、皮毛色泽、大小便颜色质

地、有无死亡情况等进行观察比较并记录。 

2.4.2  肝功能及胆汁酸水平检测  末次给药结束

后，小鼠禁食不禁水 12 h，麻醉后眼眶取血，4 ℃

静置 4 h，4 ℃、3 500 r/min 离心 10 min，取上清，

备用。利用全自动生化分析仪检测血清中丙氨酸氨

基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨

酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、碱

性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、直接胆红素

（direct bilirubin，DBIL）、间接胆红素（ indirect 

bilirubin，IBIL）、总胆红素（total bilirubin，TBIL）

和总胆汁酸（total bile acid，TBA）水平。 

2.4.3  肝脏指数、小鼠肝脏和胆囊外观  取血后迅

速剖取小鼠肝脏，观察其颜色和质地，有无出血点

或坏死，胆囊颜色及大小等。并称取各组小鼠肝脏

质量，计算肝脏指数。 

肝脏指数＝肝脏质量/体质量 

2.4.4  HE 染色观察肝组织病理变化  将肝脏组织

于多聚甲醛固定 48 h 以上，经过无水乙醇和二甲苯脱

水、石蜡包埋后，进行切片处理，进行HE 染色，利用

倒置显微镜对各组小鼠肝组织进行观察并采集图像。 

2.4.5  TUNEL 凋亡染色检测肝细胞凋亡  石蜡切

片烘干，脱腊、脱水后，滴加 TUNEL 反应液，37 ℃

避光孵育 60 min，清洗残留的缓冲液，将 DAPI 滴

于切片，避光孵育 10 min，洗涤，封片。使用倒置

荧光显微镜，观察并采集各组小鼠肝组织 TUNEL

凋亡染色的图像，计算凋亡指数。 

凋亡指数＝凋亡肝细胞数/肝细胞总数 

2.4.6  肝组织炎症因子和氧化应激水平  根据试

剂盒说明书，分别检测小鼠肝组织中 TNF-α、IL-1β、

IL-6、SOD、MDA 及 GSH 含量。 

2.4.7  Western blotting 检测肝组织中 GRP78 和

CHOP 蛋白表达  剪取 20 mg 肝组织，加入裂解液，

充分匀浆，离心取上清，使用 BCA 法检测样品蛋白

质含量。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，用快速封闭液封闭 20 min

后，加入一抗（GRP78 和 CHOP 分别以 1∶3 000 和

1∶2 000 的比例稀释），4 ℃孵育过夜。次日，TBST

洗涤 5 次，加入二抗（1∶8 000），室温孵育 1 h。

使用 ECL 试剂显色，用仪器显影曝光。利用 Image-

J 软件分析测量灰度值。 

2.5  统计学分析 

利用 SPSS 20.0 软件中的方差分析分析数据，

数据以 x s （表示。正态分布的数据用单因素

ANOVA 分析，方差齐且符合正态分布的数据使用

LSD-t 检验，方差不齐且符合正态分布的数据使用

Dunnett’s T3 检验。 

3  结果 

3.1  AFIC-NCs 的表征 

AFIC-NCs 呈类球形颗粒，分布均一（（图 1-A），

粒径范围 1.2～4.0 nm（（图 1-B），主要集中于 1.7～

2.5 nm。HRTEM 结果显示，AFIC-NCs 的晶格清晰

且排列整齐，其晶格间距为 0.18 nm（（图 1-C）。XRD

结果显示，AFIC-NCs 在衍射角度 2θ＝22°的非晶体

衍射峰（（图 1-D），可能由于 AFIC-NCs 由高度无定

形的碳结构组成[13]。AFIC-NCs 在 268 nm 处可见微

弱的紫外吸收峰，这可能由于 π-π*跃迁所致（（图 2-

A）。AFIC-NCs 的红外光谱图可见多处吸收峰（图

2-B），3 428.56 cm−1 处的峰值由-N-H 或-O-H 的伸

缩振动引起；2 916.83、2 844.85 cm−1 附近的峰值由

-C-H 的伸缩振动引起；1 628.95 cm−1 附近的峰值由

-C＝O 的伸缩振动引起[14]；1 460.03、1 375.22 cm−1

附近的峰值由-C-N 的伸缩振动引起；1 069.46 cm−1

处的峰值由-C-O-C-键的伸缩振动引起[15-17]，由此可

见 AFIC-NCs 含有羟基、羰基等官能团。AFIC-NCs 的

荧光光谱显示，AFIC-NCs 的激发最大值和发射最大

值分别为 318、418 nm（图 2-C），并随着激发波长由

280 nm 增大至 400 nm，发射波长逐渐红移至 467 nm，

且强度逐渐降低（图 2-D）。
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图 1  AFIC-NCs 的 TEM (A)、粒径分布 (B)、HRTEM (C)、XRD (D) 图 

Fig. 1  TEM (A), particle size distribution (B), HRTEM (C) and XRD (D) diagrams of AFIC-NCs 

 

图 2  AFIC-NCs 的 UV-Vis 光谱 (A)、FTIR 光谱 (B)、FL 光谱 (C)、不同激发波长下的发射光谱 (D) 

Fig. 2  UV-Vis spectra (A), FTIR spectra (B), FL spectra (C), and emission spectra under different excitation wavelengths (D) 
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由 AFIC-NCs 的元素峰图可见，在 283.83、

398.82、531.15 eV 处由明显的 3 个峰，分别表示

C 1s（69.11%）、O 1s（28.73%）、N 1s（1.93%），

还有极少量 S 2p（0.23%）存在（图 3-A）。进一

步观察 C 1s 谱带明显可见在 283.72、286.97、

285.71 eV 处的 3 个峰（图 3-B），依次对应为 C＝

C、C＝O[18]、C-O[19]。在 O 1S 谱带显示有 2 个

峰，分别在 531.13 、529.66 eV，分别表示 C-O

和 C＝O[14,18]（图 3-C）。在 N 1S 谱带显示 2 个

峰，依次在 398.84、398.97 eV（图 3-D），分别

对应 C-N、C=N[20-21]。因此，AFIC-NCs 主要由

碳、氧、氮元素组成，占 99%以上。 

3.2  对 IC 小鼠一般情况的影响 

造模期间各组小鼠存活率为 100%，对照组未

见明显异常；与对照组比较，模型组小鼠精神萎靡，

基本俯卧不动，蜷缩在角落，对外界刺激反应迟钝，

毛发凌乱欠光泽，尿液颜色呈深黄色。与模型组比

较，各给药组小鼠情况明显改善，活动较频繁，对

外界刺激较灵敏。 

3.3  对 IC 小鼠胆汁酸相关水平的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组 DBIL、

IBIL、TBIL、TBA 水平显著升高（（P＜0.01）；与模

型组比较，各给药组 DBIL、IBIL、TBIL、TBA 水

平显著下降（P＜0.05、0.01）。 

 

A-全扫描图谱；B-C 1s 图谱；C-O 1s 图谱；D-N 1s 图谱。 

A-full-scan spectrum; B-C 1s spectrum; C-O 1s spectrum; D-N 1s spectrum. 

图 3  AFIC-NCs 的元素组成和表面基团 

Fig. 3  Elemental composition and surface composition of AFIC-NCs 

 

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

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

图 4  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠 DBIL、IBIL、TBIL、TBA 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 4  Effects of R-AFIC-NCs on DBIL, IBIL, TBIL, TBA levels in IC mice ( x s , n = 8) 
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3.4  对 IC 小鼠肝功能的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，模型组 ALP、ALT

和 AST 的含量显著增加（（P＜0.01）；与模型组比较，

各给药组 ALP、ALT 和 AST 水平均显著降低（（P＜

0.05、0.01）。 

3.5  对 IC 小鼠肝指数、肝脏和胆囊外观的影响 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组的肝脏质

量和肝脏指数显著升高（（P＜0.05、0.01）；与模型组

比较，R-AFIC-NCs 中、低剂量组的肝脏质量明显降

低（P＜0.05、0.01）；UDCA 组、R-AFIC-NCs 高、

中、低剂量组肝脏指数显著下降（（P＜0.05、0.01）。 

如图 6 所示，对照组小鼠肝脏未见明显肿大、

颜色、质地等未见明显异常，胆囊内未见明显胆汁

淤积，胆囊大小和颜色符合正常；模型组肝脏明显

充血肿大，颜色加深，质地偏韧，表面可见大量出

血点，胆囊呈深墨绿色，且明显增大，说明 IC 模型

造模成功，引起了肝脏和胆囊的病变。与模型组比

较，各给药组小鼠肝脏和胆囊外观明显改善，肝脏

颜色接近正常，未见明显肿大，表面出血点明显减

少，胆囊稍增大，颜色呈黄色。 

 

图 5  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠 ALP、ALT、AST 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 5  Effects of R-AFIC-NCs on ALP, ALT, AST levels in IC mice ( x s , n = 8) 

表 1  各组小鼠的肝脏质量和肝脏指数 ( x s , n = 8) 

Table 1  Liver mass and liver index of mice in each group 

( x s , n = 8) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 肝脏质量/g 肝指数/% 

对照 — 1.10±0.09 4.74±0.50 

模型 — 1.24±1.42# 6.37±0.63## 

UDCA 100.00 1.09±0.12 5.30±0.56** 

R-AFIC- 022.66 1.13±0.09 5.58±0.53* 

NCs 011.33 1.09±0.08* 5.29±0.54** 

 005.67 1.08±0.14** 5.28±0.69** 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  

**P＜0.01。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model 

group. 

3.6  对 IC 小鼠肝组织病理形态的影响 

如图 7 所示，对照组小鼠肝组织结构清晰完

整，肝索排列有序，肝细胞大小和结构均未见异

常；模型组小鼠肝组织严重损伤，结构模糊不清，

肝小叶明显失去正常结构，十分不规则，肝索紊

乱，且中央静脉出现了明显充血，大量胆汁淤积

和炎症细胞浸润，可见空泡样改变，肝细胞明显

增大、甚至部分坏死；而各给药组小鼠肝组织病

理损害明显改善，肝血窦未见明显充血，胆汁淤

积和炎症细胞浸润明显减少，肝细胞形状和大小 

明显改善。 

 

图 6  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠肝脏的影响 

Fig. 6  Effects of R-AFIC-NCs on liver of IC mice 

3.7  对 IC 所致小鼠肝细胞凋亡的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组有大量

凋亡细胞产生，肝细胞凋亡率大幅度上升（P＜

0.05）；与模型组比较，各给药组的小鼠凋亡细

胞数量显著下降，细胞凋亡率较模型组显著减

少（P＜0.05）。 

3.8  对 IC 小鼠肝脏炎症因子的影响 

如图 9 所示，与对照组比较，模型组 TNF-α、

IL-1β 和 IL-6 显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，

各给药组 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平显著降低（P＜

0.05、0.01）。 
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图 7  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠肝组织病理形态的影响 (HE, ×200) 

Fig. 7  Effects of R-AFIC-NCs on histopathological morphology of liver in IC mice (HE, × 200) 

 

图 8  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠肝细胞凋亡的影响 (×200; x s , n = 8) 

Fig. 8  Effect of R-AFIC-NCs on hepatocyte apoptosis in IC mice (× 200; x s , n = 8) 

 

图 9  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 9  Effects of R-AFIC-NCs on TNF-α, IL-1β and IL-6 levels in IC mice ( x s , n = 8) 

3.9  对 IC 小鼠肝脏氧化应激的影响 

如图 10 所示，与对照组比较，模型组 SOD 和

GSH 含量显著下降（P＜0.01），MDA 含量显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组 SOD 和

GSH 活力显著升高（（P＜0.05、0.01）、MDA 的生成

显著降低（P＜0.05、0.01）。 

3.10  对 IC 小鼠肝组织中 GRP78 和 CHOP 蛋白

表达的影响 

如图 11 所示，与对照组比较，模型组 GRP78 和

CHOP 蛋白表达均显著增加（P＜0.01）；与模型组比

较，各给药组 CHOP 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01），GRP78 表达也显著减少（P＜0.05、0.01）。 
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图 10  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠 SOD、GSH、MDA 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 10  Effects of R-AFIC-NCs on SOD, GSH and MDA levels in IC mice ( x s , n = 8)  

 

图 11  R-AFIC-NCs 对 IC 小鼠肝组织 GRP78 和 CHOP 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Effects of R-AFIC-NCs on GRP78 and CHOP protein expression in liver tissues of IC mice ( x s , n = 3) 

4  讨论 

中药炭药应用历史悠久，且经历了反复的实践

验证，在内外妇儿多科疾病中疗效明确且肯定。本

课题组前期研究发现，炭药多样性药效的物质基础

均与其纳米类成分有关[22]。枳实炭应用历史悠久，

在（《金匮要略》中有枳实（“炙令黄”“烧令黑”等炮

制方法的记载，据此，本研究对枳实进行炭化，并

提取出 AFIC-NCs，利用纳米表征技术，确定 AFIC-

NCs 是一种类球形颗粒，粒径在 1.2～4.0 nm，晶格

间距为 0.18 nm，具有紫外和荧光特性，并且具有激

发波长依赖性的光致发光行为，与碳点的荧光现象

报道一致[23]，这可能由于纳米类成分的不均匀颗粒

尺寸和不同的发射位置导致[24]。AFIC-NCs 主要由

碳、氮、氧组成，3 种元素总占比达 99%以上，表

面含有氨基、羟基、羧基等官能团，具有良好的亲

水性，为后期探讨其与药物配伍后的生物活性奠定

了基础。 

ANIT 已被广泛用于啮齿动物 IC 模型的建立，

仅单剂量的 ANIT 就会损害胆管上皮细胞，并诱导

胆汁淤积损伤，出现明显的炎症和肝细胞损伤[25]，

引起肝质量和肝指数的增加[26]。本研究中，ANIT 诱

导的 IC 小鼠肝质量和肝指数显著提升，肝组织可

见大量胆汁淤积和炎症细胞聚集，肝细胞明显增

大、甚至部分坏死。给予 R-AFIC-NCs 后，肝脏外

观接近对照组，肝脏指数下降，胆囊明显缩小，胆

汁淤积减少，肝细胞形态和结构病理变化减轻，表

明 R-AFIC-NCs 可以减轻 IC 对肝脏的病理损害。血

清 ALP、ALT、AST、DBIL、IBIL、TBIL 和 TBA

是诊断和评价 IC 的常规指标[27]。当 IC 发生后，肝

胆发生炎症、坏死时，胞内酶 ALT 和 AST 因细胞

膜通透性增加而穿过细胞膜渗透进入血液当中，造

成其在血液中的含量增加[28]，且这 2 种转氨酶的升

高与肝细胞损伤的程度一致。此外，ALP、DBIL、

IBIL、TBIL 和 TBA 是评价胆红素代谢及胆汁淤积

的特征性血清生化指标[29]。当胆汁代谢障碍，淤积

于肝组织内损害肝细胞，进一步加重肝脏代谢胆汁

的负担，造成恶性循环。同时过量的胆汁淤积可引起

肝细胞膜通透性增加，使大量的胆汁酸、胆红素、肝

功能酶反流入血，导致血清中其含量大幅度增加[30]。

研究表明伴随着胆红素水平的升高，肝细胞凋亡数

目增加[31]。本研究结果表明，模型小鼠血清中 ALP、

ALT、AST、DBIL、IBIL、TBIL 和 TBA 含量明显

升高的现象，而 R-AFIC-NCs 能够显著降低小鼠血

清中异常升高的生化指标。 

氧化应激是 ANIT 诱导的 IC 的重要发病机制。

胆汁淤积是有害氧化应激的有效刺激，其通过触发

中性粒细胞流入肝脏，释放大量活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）[32]，调节 Nrf2 转录因子等抗
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氧化途径，以及引发随后的脂质过氧化损伤[33-34]。

SOD 能够维持组织的还原状态，抑制氧自由基的蓄

积引起的氧化反应[35]；GSH 具有清除氧自由基的能

力，从而减少大量自由基诱导的细胞凋亡的发生[36]；

MDA 能够损害细胞，使细胞功能蛋白的活性变化，

干扰细胞发挥正常作用[37]。本研究表明，模型组小

鼠 SOD 活力和 GSH 含量显著降低，大量 MDA 产

生，而 R-AFIC-NCs 可提高 IC 小鼠肝脏 SOD 活性

和 GSH 水平，抑制 MDA 生成，提示 R-AFIC-NCs

能够明显改善 IC 导致的氧化应激损伤。多项研究

表明，有害的氧化应激状态与促炎细胞因子的激活

之间存在密切关联，ROS 可以诱导核转录因子 NF-

κB 的表达，从而控制炎症性细胞内信号通路[7]，

导致 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 过量产生[38]。此外，过

多的 TNF-α 可以通过经相应受体结合后激活 NF-

κB、JNK 信号通路、促进氧自由基产生的脂类介

质生成，以及诱导脂质过氧化等途径促进肝细胞凋

亡[39]。IL-1β 能抑制参与胆汁酸摄取、转运、代谢的

FXR、PXR 等受体的转录，同时间接干扰胆汁酸转

运体的正常功能，促进胆汁淤积[40]。大量的 IL-1β

可刺激中性粒细胞分泌细胞因子以及氧自由基，并

使其聚集在肝脏，损害肝细胞，引起肝细胞凋亡[41]。

IL-6 可活化能够分泌 TNF-α 等促炎细胞因子的中

性粒细胞和单核巨噬细胞，使体内炎症因子含量大

幅度增加，促进炎症反应进一步发展，同时介导细

胞凋亡[42]。本研究结果进一步证实了这些发现，IC

模型组产生了大量的 TNF-α、IL-1β 和 IL-6，肝细

胞凋亡率大幅度上升；而 R-AFIC-NCs 治疗组肝脏

内炎症因子含量降低明显，可见少量凋亡细胞，提

示 R-AFIC-NCs 可能通过抑制炎症反应和细胞凋亡

发挥作用，但其具体分子机制还需进一步研究。 

研究表明，疏水性胆汁酸诱导的细胞凋亡是多

种肝脏疾病发生的主要病理过程[43]，肝细胞凋亡被

认为是 IC 的主要发生机制[44]。内质网应激是导致

肝细胞凋亡的重要通路之一，在诸多肝脏疾病中扮

演着重要角色。肝脏中重要的解毒成分细胞色素

P450 酶主要分布于内质网膜上，胆汁酸从有毒的疏

水性转化为无毒的亲水性以及胆汁酸的顺利排泄

均依赖细胞色素 P450 酶的代谢作用[45]，因此，正

常的内质网结构和功能有利于胆汁的代谢，而当内

质网应激时，可能引起疏水性胆汁酸的堆积，引起

胆汁淤积。研究发现，在内质网应激时，未折叠蛋

白启动自我保护反应时激活 BiP/GRP78 和 CHOP

的表达受疏水性的脱氧胆酸的影响，其能够上调基

因产物的表达[46]，而 GRP78 和 CHOP 基因是 ERS

的标志性蛋白，这反映了胆汁酸是内质网应激发生

的原因之一。GRP78 和 CHOP 是 ATF6 通路激活后

表达的基因，正常情况下 ATF6 蛋白与 BiP/GRP78

结合呈无活性的组合，广泛分布于内质网膜上。当

机体受到炎症、氧化应激等刺激时可能诱发 ERS，

这时聚集的未折叠蛋白可迫使这种无活性的组合

成分解离，游离的 ATF6 蛋白容易被水解产生活性，

激活 GRP78、CHOP 等基因表达。GRP78 是存在内

质网中数目最多的分子伴侣，应激状态下 GRP78 大

量表达能准确反应内质网状态，其能同时激活未折

叠蛋白反应中的 3 条通路，促使蛋白正确折叠，同

时，当未折叠蛋白反应超负荷时，GRP78 能够活化

凋亡蛋白，促使细胞发生凋亡[47-48]。CHOP 是诱导

细胞凋亡的主要基因，在内质网应激时可大量表

达，通过多种途径介导细胞凋亡 [49]，包括促进

pEIF2α 去磷酸化，增加蛋白质翻译以增加细胞负

荷，促使细胞凋亡[50]，同时促进内质网氧化酶 1α 表

达，增加二硫键的形成，进而产生大量活性氧并导致钙

超载，引起氧化应激和线粒体损伤的细胞凋亡[51-53]，

同时使促凋亡蛋白表达相对增加，诱导细胞凋亡[54-55]。

由此可知，GRP78 基因高水平的上调表示细胞内存

在持续的内质网应激，可能诱导细胞凋亡，CHOP

基因的激活是启动细胞凋亡的标志之一。因此，适

量的 ERS 是机体降解、输出错误折叠蛋白、增加蛋

白质折叠等以保护细胞的反应，过度则成为诱发细

胞凋亡的重要病理因素。本研究中模型组 GRP78 表

达明显增加，提示肝组织内存在较为严重的 ERS，

使 CHOP 表达水平进一步上升，诱导细胞凋亡，这

一结果与凋亡染色中 IC 模型的肝细胞凋亡数量显

著增加的结果一致。而经过 R-AFIC-NCs 干预的肝

组织中 GRP78 和 CHOP 表达显著降低，由此可见，

R-AFIC-NCs 可能对 ERS中的关键信号蛋白GRP78

和 CHOP 的表达进行调节，减少 ERS 及其引起的

细胞凋亡，减轻肝细胞损伤，治疗 IC。 

综上，本研究成功从枳实炭中分离得到 AFIC-

NCs，并证实了 R-AFIC-NCs 对 IC 具有潜在治疗作

用，其作用机制可能与 R-AFIC-NCs 下调 ERS 相关

蛋白表达、抑制氧化应激和炎症因子产生从而减少

肝细胞凋亡有关。该研究为 R-AFIC-NCs 用于临床

中治疗 IC 奠定了一定的实验基础，为中药配伍应

用研究提供了新的方向。 
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