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基于巨噬细胞极化研究“赤芍-附片”治疗慢加急性肝衰竭的
作用机制

谭年花 1，曹钰楠 1，唐陈琴 1，彭杰 2，陈斌 2*

（1. 湖南中医药大学，长沙 410208；2. 湖南中医药大学 第一附属医院，长沙 410007）

［摘要］ 目的：研究赤芍-附片对慢加急性肝衰竭（ACLF）大鼠的治疗作用及其对 M1/M2 型巨噬细胞极化的影响。方法：

将 SD 雄性大鼠随机分为正常组、模型组、乳果糖组（乳果糖 1.8 g·kg-1）、中药组（赤芍-附片 5.85 g·kg-1），每组 6 只。采用牛血清

白蛋白皮下及尾静脉注射联合腹腔注射 D-半乳糖+脂多糖急性攻击建立 ACLF 模型，并予以相应药物灌胃 1 周，空白组和模型

组予以蒸馏水灌胃。利用苏木素-伊红（HE）染色观察肝组织病理变化，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白

免疫印迹法（Western blot）、免疫组化等方法比较各组大鼠肝组织 CD86、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、CD206、精氨酸酶 1

（Arg1）mRNA 和蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠肝组织假小叶形成，肝细胞形态变化、坏死，伴大量炎性细

胞浸润，CD86、iNOS mRNA 及蛋白表达均显著上调（P<0.01）；与模型组比较，各给药组肝组织坏死及炎性浸润均改善，CD86、

iNOS mRNA 及蛋白表达下调（P<0.01），而 CD206、Arg1 mRNA 及蛋白表达上调（P<0.05，P<0.01），与乳果糖组比较，中药组上

调 CD206、Arg1 作用更优（P<0.01）。结论：ACLF 大鼠存在 M1/M2 型巨噬细胞极化失衡，失衡向 M1 方向偏移，赤芍-附片通过

促进肝脏巨噬细胞向 M2 方向极化，抑制 M1 型巨噬细胞活化，减轻肝衰竭炎症反应。
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Mechanism of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis in Treatment of

Acute-on-chronic Liver Failure Based on Macrophage Polarization
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the therapeutic effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti

Lateralis on acute-on-chronic liver failure（ACLF）rats and its effect on M1/M2 macrophage polarization.

Method：： Male SD rats were randomly divided into normal group，model group，positive group（lactulose，

1.8 g·kg-1）and traditional Chinese medicine（TCM）group（Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis，

5.85 g·kg-1），six in each group. The ACLF rat model was established by subcutaneous and tail vein injection of

bovine serum albumin combined with intraperitoneal injection of D-galactosamine+lipopolysaccharide. Then the

modeled rats were intervened with corresponding drugs for one week. The normal group and model group were
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given the same dose of distilled water. The histopathological changes of liver tissue were observed by

hematoxylin-eosin（HE）staining. The mRNA and protein expression levels of CD86，inducible nitric oxide

synthase（iNOS），CD206 and arginase 1（Arg1）were detected by real-time polymerase chain reaction（Real-

time PCR），Western blot and immunohistochemistry. Result：： Compared with the conditions in the normal

group，pseudolobule formation in liver tissue and morphological changes and necrosis of hepatocytes were

observed in ACLF rats，accompanied by a large number of inflammatory cell infiltration. Moreover，the mRNA

and protein expression levels of CD86，iNOS were up-regulated（P<0.01）. Compared with the model group，the

treatment groups had improved necrosis and inflammatory infiltration of hepatocytes，down-regulated mRNA

and protein expression of CD86 and iNOS（P<0.01）and up-regulated mRNA and protein expression of CD206

and Arg1（P<0.05，P<0.01），with the up regulation in the TCM group better than that in the positive group.

Conclusion：：ACLF rats had unbalanced M1/M2 macrophage polarization，and the imbalance shifted towards

M1. Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis inhibited the activation of M1 macrophages and reduced the

inflammatory response of liver failure by promoting the polarization of liver macrophages towards M2.

［［Keywords］］ acute-on-chronic liver failure；Radix Paeoniae Rubra；Radix Aconiti Lateralis；macrophage

polarization；inflammation

慢加急性肝衰竭（ACLF）是临床常见的危重肝

病症候群，以凝血功能障碍、黄疸、腹水和器官严重

衰竭为主要临床表现，预后差，病死率高［1］。持续性

炎症反应与免疫失衡是贯穿 ACLF 病理生理的核心

机制［2-3］，其中天然免疫失衡介导的炎症反应是肝衰

竭发病的首要机制，决定了组织损伤的严重程度，

严重影响机体免疫重建及患者的预后。而占全身

巨噬细胞总数高达 80%~90% 的肝脏巨噬细胞（又

称 Kupffer cells）则是肝脏在面对各种病原微生物时

的第一道屏障［4-5］，其 M1/M2 型巨噬细胞极化状态

贯穿肝衰竭整个发病过程，是肝衰竭炎症级联反应

的重要一环，影响疾病的进展和预后［6］。

近年来课题组所在学科在国内提出“阴阳黄”

证候，创立了肝衰竭“阳黄 -阴阳黄 -阴黄”辨证论治

模式，以及“清温并用”的中医治法，疗效确切［7］。赤

芍、附片作为清温并用法中分别代表“清法”“温法”

的核心药对，在临床配伍应用中具有高度代表性，

分别起凉血化瘀解毒、温阳健脾之功，前期研究也

表明大剂量赤芍合用附子具有减轻炎症反应、利胆

退黄、免疫调节等作用，可有效拮抗肝衰竭［8］。其免

疫炎症调节机制与巨噬细胞极化是否有关，需要进

一步研究。因此，本研究基于赤芍-附片清温并用治

法，以巨噬细胞极化为切入点，探讨其抗肝衰竭的

协同作用机制，对不断完善肝衰竭中医药防治体系

及清温并用的临床应用具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 动物 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 24 只，体质量

130~150 g，所有大鼠皆由湖南斯莱克景达实验动物

有限公司提供，质量合格编号 ZS-202103230023。

大鼠饲养于湖南中医药大学动物实验中心，实验操

作均遵循实验动物伦理委员会的相关规定，并接受

湖南中医药大学伦理委员会的监督 ，伦理批号

LLBH-202103160006。

1.2 药物与试剂 赤芍、附片均采用湖南中医药大

学第一附属医院中药房，经湖南中医药大学第一附

属医院药学部邓桂明研究员鉴定为道地药材，产品

批号分别为 2012003C、21030068S，经本单位药学部

药师鉴定质量和协助制备，制备方法为称取赤芍

50 g、附片 15 g 置于烧杯中，加入 10 倍量的冷水浸

泡 30 min 后，煎煮 2 h 后倒出药液，再加入 8 倍量水

煎煮 1 h，2 次药液混合后用双层纱布过滤，再用旋

转 蒸 发 仪 浓 缩 药 液 至 65 mL（药 液 生 药 含 量 为

1 g·mL-1），灭菌后置 4 ℃保存备用。乳果糖口服溶

液（ 湖 南 科 伦 制 药 有 限 公 司 ，批 号 国 药 准 字

H20093523，66.7 g/100 mL），牛血清白蛋白、D-半乳

糖 、脂 多 糖 、Tris（美 国 Sigma 公 司 ，货 号 分 别 为

A1933-5G、 MB1853-1、 MB5198-1、 V900483），

CD86、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、CD206、精氨

酸酶 1（Arg1）、β-肌动蛋白（β-actin）一抗、辣根过氧

化物酶（HRP）山羊抗鼠免疫球蛋白 G（IgG）、HRP 山

羊抗兔 IgG 二抗（美国 Proteintech 公司，货号分别为

13395-1-AP、18985-1-AP、60143-1-Ig、16001-1-AP、

60008-1-Ig、SA00001-1、SA00001-2），RIPA 裂 解 液

（ 中 国 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号

P0013B），SuperECL Plus超敏发光液（美国 Advansta

公司，货号 K-12045-D50），mRNA 逆转录试剂盒、
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miRNA 逆 转 录 试 剂 盒 、UltraSYBR Mixture、

DM2000 Plus DNA Marker（中国北京康为世纪公

司 ，货 号 分 别 为 CW2569、CW2141、CW2601、

CW0632），TRIzol 试剂盒（美国 Thermo 公司，货号

15596026），苏木素、伊红、枸橼酸盐缓冲液（中国上

海威奥生物科技有限公司，货号分别为 WH1144、

WH2144、WH2007），核酸染料、脱脂奶粉、蛋白磷酸

酶抑制剂（中国北京普利莱生物公司，货号分别为

PB11141、P1622、P1260），十二烷基硫酸钠（SDS，中

国大连美伦生物技术有限公司，货号为 MB2479），
丙烯酰胺、蛋白酶抑制剂（中国北京金泰宏达生物

科技有限公司，货号分别为 0341、583794）。
1.3 仪器 PIKOREAL96 型实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time RCP）仪、SPL0960 型荧光 PCR

板（美国 Thermo 公司），DYY-2C 型电泳仪、DYCP-

31DN 型水平琼脂糖电泳槽、DYCZ-40D 型转膜仪、

DYY-6C 型恒温箱（中国北京六一仪器厂），TS-1 型

摇床（中国江苏其林贝尔仪器制造有限公司），
H1650R 型台式冷冻离心机（中国湖南湘仪集团），
DHP-500 型电热恒温培养箱（北京市永光明医疗仪

器有限公司），YD-315 型切片机（中国浙江金华益迪

医疗设备有限公司），BMJ-A型包埋机（中国常州中威

电子仪器有限公司），BA210T 型显微镜（北京 Motic

公司）。
1.4 动物造模 构建 ACLF 大鼠模型。先采用牛

血清白蛋白乳化液 0.5 mL（含牛血清白蛋白 4 mg）
皮下多点注射致敏，注射 4 次，分别间隔 14、10、

10 d；然后联合尾静脉注射牛血清白蛋白攻击建立

免疫性肝纤维化大鼠模型，2 次/周，初始含量为

2 mg/次，依次递加 0.5 mg/次，达 4 mg/次后维持此剂

量，共注射 12 次，为期 6 周；最后在第 6 周末，通过腹

腔注射 D-半乳糖+脂多糖（D-半乳糖 600 mg·kg-1，脂

多糖 100 μg·kg-1）急性攻击，构建 ACLF 大鼠模型。

急性攻击 8 h 后予以 10% 水合氯醛进行腹腔注射麻

醉（0.4 mL/100 g）并釆集肝组织样本。

1.5 分组与给药 将 24 只大鼠随机分为正常组、

模型组、阳性对照组（乳果糖组）、中药组，每组 6 只。

按人与大鼠体表面积关系换算出大鼠每日中药等

效剂量，得出大鼠日用等效剂量为 5.85 g·kg-1。乳

果糖组予以乳果糖灌胃，计算大鼠日用等效剂量为

1.8 g·kg-1。在造模期间尾静脉注射的第 6 周开始进

行药物灌胃干预，2 次/d，持续至急性攻击前。

1.6 观察检测

1.6.1 HE 染色观察肝组织病理变化 分离大鼠肝

脏，取各组大鼠同一位置约 0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm

大小的肝组织，石蜡包埋后制片。60 ℃烤片 12 h；
将烤制好的切片分别置于二甲苯和不同浓度乙醇

中脱蜡至水，蒸馏水浸洗 5 min；苏木素染 1 min，冲

洗后磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.2~7.6）返蓝；伊红染

0.5 min 后冲洗；梯度乙醇（95%~100%）脱水；取出后

置于二甲苯 10 min，2 次，中性树胶封片。显微镜下

观察并取片。

1.6.2 Real-time PCR 检 测 CD86、iNOS、CD206、

Arg1 的 mRNA 表达 取适量肝组织充分研磨匀浆，

混匀后裂解 5 min；加入三氯甲烷并振荡 15 s 后室温

静置 3 min；12 000 r·min-1，4 ℃离心 15 min（离心半

径 10 cm，下同）后取上层液相转移到 RNase-Free 离

心管中；加入等体积异丙醇并室温静置 10 min 后离

心去上清；加入无菌 DEPC 处理水配制的 75% 乙醇

洗涤沉淀，离心去上清；空气干燥 5~10 min 后溶解

沉淀；紫外分光光度计于 260 nm 与 280 nm 处测其

吸光度值 A，计算浓度跟纯度。以组织总 mRNA 为

模板，逆转录 cDNA。以逆转录产物 cDNA 为模板

进行定量 PCR 扩增实验，扩增程序为 95 ℃反应

10 min，95 ℃ 变 性 10 s，60 ℃ 退 火 30 s，共 循 环

40 次。依据原始检测结果，运用 2-ΔΔCt法计算 mRNA

的相对表达量。引物于美国国家生物技术信息中

心（NCBI）上搜索目的基因的序列，运用 Primer 5 软

件设计，由北京擎科合成，引物序列见表 1。

1.6.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝组织

CD86、iNOS、CD206、Arg1 的蛋白表达 剪取适量

肝组织 PBS 洗涤后加入 RIPA 裂解液，于生物样品

均 质 仪 中 充 分 研 磨 后 至 于 冰 上 裂 解 10 min；
12 000 r·min-1，4 ℃离心 15 min 后取上清。配制

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

CD86

iNOS

CD206

Arg1

β-actin

序列（5′-3′）
上游 AGCAAGGATACCCGAAAC

下游 GATAGGCTGATGGAGACACT

上游 TTCAGCTACGCCTTCAACACC

下游 CTCCATTGCCAAATGTGCTTG

上游 ACACACTGGAACGCTGACAT

下游 CCCATAAACCACCTGCCACT

上游 CATATCTGCCAAGGACATCGT

下游 TCCATCACTTTGCCAATTCCC

上游 ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

下游 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

长度/bp

127

109

79

135

223
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10％分离胶和 4.8％浓缩胶和准备蛋白上清，测定蛋

白浓度；根据蛋白定量的结果，第 1 孔点入 Marker

2 μL，其他每孔上样 10 μL 已变性蛋白，开始电泳

（75 V，130 min）；300 mA 恒 定 电 流 转 膜（CD86，

85 min；iNOS，145 min；CD206，150 min；Arg1，

51 min；β-actin，60 min），PBST 洗膜 3 次，5% 脱脂奶

粉 封 闭 90 min；封 闭 稀 释 相 应 的 一 抗（CD86，1∶

1 000；iNOS，1∶1 000；CD206，1∶2 000；Arg1，1∶

1 000；β-actin，1∶5 000），4℃孵育过夜，次日室温放

置 30 min，PBST 洗 3 次；将稀释后的二抗（HRP 山羊

抗鼠 IgG，1∶5 000；HRP 山羊抗兔 IgG，1∶6 000）与膜

共同室温孵育 90 min，PBST 洗 3 次；加入 ECL 化学

发光液与膜孵育 1 min，凝胶成像系统成像，显影冲

洗。使用 Quantity One专业灰度分析软件进行分析。

1.6.4 免疫组化法检测 CD86、iNOS、CD206、Arg1

的蛋白定位和表达 60℃烤片 12 h；切片脱蜡至水；
枸橼酸盐缓冲液（pH 6.0）热修复抗原，冷却后 PBS

洗涤 3 次；加入 1% 高碘酸灭活内源性酶 10 min，

PBS 洗涤 3 次；孵育一抗：滴加适当稀释的一抗

（CD86、iNOS、CD206、Arg-1 1∶200），4 ℃过夜，PBS

洗涤 3 次；37℃孵育二抗 30 min，PBS 洗涤 3 次；
DAB 显色，蒸馏水洗涤；苏木素复染 5~10 min，蒸馏

水冲洗，返蓝；梯度乙醇脱水后置于二甲苯 10 min，

2 次，中性树胶封片、显微镜观察。

1.7 统计学方法 所有数据采用 SPSS 25.0 进行统

计分析处理，计量资料用 x̄± s 表示，釆用单因素方差

分析（One-way ANOVA）进行多组间比较，各组间两

两比较采用最小显著性差异法（LSD）检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 赤芍 -附片对 ACLF 大鼠肝组织病理学的影响

正常组可见大鼠肝脏表面光滑，切片显示肝细胞

结构完整，肝小叶结构清晰，肝细胞围绕中央静脉

呈放射状排列、未见变形坏死、纤维增生及炎性细

胞浸润。模型组可见大鼠肝脏表面粗糙，可见颗粒

状结节，切片显示肝细胞形态变化，呈融合性坏死、

桥接坏死，多发性假小叶形成，部分假小叶结构不

清，伴大量炎性细胞浸润。乳果糖组及中药组切片

显示肝细胞坏死程度较模型组减轻，大多呈点灶

状，肝小叶结构破坏程度减轻，汇管区仅见少量炎

性细胞浸润，以中药组肝组织坏死及炎性浸润改善

更为显著。见图 1。

2.2 赤芍 -附片对 ACLF 大鼠 CD86、iNOS、CD206、

Arg1 mRNA 表达水平的影响 与正常组比较，模

型组 M1 型巨噬细胞标志物 CD86、iNOS 和 M2 型巨

噬细胞标志物 CD206、Arg1 mRNA 表达均上调，其

中 CD86、iNOS 差异具有统计学意义（P<0.01）；与模

型组比较，乳果糖组和中药组 CD86、iNOS mRNA

表达下调（P<0.01），而 CD206、Arg1 mRNA 表达上

调（P<0.01）；与乳果糖组比较，中药组下调 CD86、

iNOS mRNA 的作用弱于乳果糖组（P<0.01），而上

调 CD206、Arg1 mRNA 的作用优于乳果糖组（P<

0.01）。见表 2。

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 乳果糖组；D. 中药组（图 2-图 4 同）
图 1 赤芍-附片对大鼠肝组织病理的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on

liver histopathology of ACLF rats（HE，×400）

表 2 赤芍-附片对各组大鼠肝组织 CD86、iNOS、CD206、Arg1 mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on expression levels of CD86，iNOS，CD206 and Arg1 mRNA in liver

tissues of each group rats（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

乳果糖组

中药组

剂量/g·kg-1

1.8

5.85

CD86

1.13±0.09

3.55±0.301）

1.62±0.543）

2.82±0.413，4）

iNOS

0.70±0.24

2.37±0.431）

1.17±0.323）

1.60±0.283，4）

CD206

1.14±0.12

1.84±0.32

2.83±0.752）

4.96±0.933，4）

Arg1

1.28±0.42

2.59±0.94

5.55±1.203）

8.50±2.313，4）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与乳果糖组比较 4）P<0.01（表 3 和表 4 同）
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2.3 赤芍 -附片对 ACLF 大鼠 CD86、iNOS、CD206、

Arg1 蛋白表达量的影响 与正常组比较，模型组

M1 型巨噬细胞标志物 CD86、iNOS 和 M2 型巨噬细

胞 标 志 物 CD206、Arg1 蛋 白 表 达 量 均 显 著 上 调

（P<0.01）；与模型组比较，乳果糖组和中药组 CD86、

iNOS 蛋白表达量下调（P<0.01），而 CD206、Arg1 蛋

白表达量上调（P<0.05，P<0.01）；与乳果糖组比较，

中药组在下调 CD86、iNOS 方面弱于乳果糖组，而上

调 CD206、Arg1 方面优于乳果糖组，但差异无统计

学意义。见图 2，表 3。

2.4 赤芍 -附片对 ACLF 大鼠 CD86、iNOS、CD206、

Arg1 蛋白定位和表达量的影响 免疫组化法检测

结果显示，CD86、CD206 表达于细胞膜中，iNOS、

Arg1 表达于细胞浆中。与正常组比较，模型组 M1

型巨噬细胞标志物 CD86、iNOS 和 M2 型巨噬细胞

标 志 物 CD206、Arg1 蛋 白 表 达 量 均 上 调 ，其 中

CD86、iNOS 差异具有统计学意义（P<0.01）；与模型

组比较，乳果糖组和中药组 CD86、iNOS 蛋白表达量

下调（P<0.05），而 CD206 蛋白表达量上调（P<0.05，

P<0.01），Arg1 蛋白表达有上调趋势，但差异无统计

学意义；与乳果糖组比较，中药组在下调 CD86、

iNOS 方面弱于乳果糖组，而上调 CD206、Arg1 方面

优于乳果糖组，其中 CD206 差异具有统计学意义

（P<0.05）。见图 3 和图 4，表 4。

3 讨论

慢加急性肝衰竭发病以身目黄染为主要症状，

故中医学将其归属于“瘟黄”“急黄”范畴，中医辨证

以阴阳为纲的认识基本达成共识，病机特点为湿热

血瘀兼脾虚，属正虚邪实，三者通过不同阶段病理

因素的侧重贯穿了疾病的整个过程，中医证型是从

阳黄到阴黄的渐进演变过程［9-10］，与西医学中所认

为的肝衰竭发病后依次经受免疫损伤、缺血缺氧和

图 2 各组大鼠肝组织 CD86、iNOS、CD206、Arg1蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of CD86，iNOS，CD206 and Arg1 protein

in liver tissue of rats in each group

图 3 赤芍-附片对各组大鼠肝组织 CD86、iNOS免疫组化的影响（免疫组化，×400）
Fig. 3 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on immunohistochemistry of CD86 and iNOS in liver tissue of rats in each

group（IHC，×400）

表 3 赤芍-附片对各组大鼠肝组织 CD86、iNOS、CD206、Arg1蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on CD86，iNOS，CD206 and Arg1 protein expression in liver tissue of rats

in each group（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

乳果糖组

中药组

剂量/g·kg-1

1.8

5.85

CD86/β-actin

0.16±0.03

0.59±0.141）

0.34±0.023）

0.40±0.023）

iNOS/β-actin

0.18±0.05

0.54±0.121）

0.31±0.083）

0.41±0.092）

CD206/β-actin

0.19±0.05

0.34±0.061）

0.46±0.073）

0.51±0.063）

Arg1/β-actin

0.20±0.05

0.40±0.061）

0.51±0.072）

0.57±0.083）
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内毒素血症三重打击的病理机制基本符合［11］。肝

衰竭初期和进展期，病情急，机体免疫功能亢进，介

导肝组织炎症反应；后期免疫功能进一步紊乱，免

疫抵抗功能低下，以内毒素介导的炎症反应为主，

诱导并使先天免疫处于持续活化状态，导致抗炎/促

炎因素失衡［2，12］，这种持续性炎症反应与免疫失衡

是贯穿肝衰竭病理生理的核心机制，严重影响机体

免疫重建及患者的预后。因此，积极寻找有效的中

医药帮助减轻肝衰竭炎症反应及促进重建免疫的

方法是目前研究的重点［13］。

巨噬细胞主要表现为经典活化的 M1 型和替代

活化的 M2 型，M1 型巨噬细胞主要由脂多糖（LPS）
单 独 或 与 γ 干 扰 素（IFN- γ）、肿 瘤 坏 死 因 子 - α

（TNF-α）等协同诱导活化，分泌表达 CD86、iNOS、

TNF-α、白细胞介素（IL）-1β、IL-6 等促炎因子；M2

型巨噬细胞由 IL-4、IL-13、IL-10、转化生长因子 -β

（TGF-β）等诱导活化，分泌表达 Arg1、CD206、IL-10

等抗炎因子［14］。巨噬细胞作为肝衰竭先天免疫应

答中炎症瀑布效应的激活点，一旦被激活，则呈现

M1/M2 型巨噬细胞极化状态，分泌大量促炎/抗炎

因子，导致机体免疫炎症失控，与病情进展与否息

息相关。相关研究表明，通过诱导肝脏和外周血中

的巨噬细胞/单核细胞表型从 M1 型向 M2 型转变，

能保护肝脏免受缺血再灌注损伤［15］。在硫代乙酰

胺（TAA）诱导的急性肝损伤模型中，精胺（SPM）通
过抑制肝脏巨噬细胞向 M1 极化，促进肝脏巨噬细

胞向 M2 极化，抑制促炎因子 TNF-α、IL-1β和 iNOS

的表达，促进抗炎因子 IL-10 表达，减轻急性肝损

伤［16］。本研究从肝衰竭病理机制出发，联动中医辨

证，基于清温并用治法采用其临床常用经典药对赤

芍 -附片干预治疗，研究赤芍 -附片对肝衰竭巨噬细

胞极化的影响，也符合肝衰竭虚实夹杂的中医证候

学特征。

研究结果显示，在 ACLF 大鼠模型中，肝脏巨噬

细胞免疫状态处于活化状态，M1 型巨噬细胞标志

物 CD86、iNOS 与 M2 型 巨 噬 细 胞 标 志 物 Arg1、

CD206 基因及蛋白表达均较正常大鼠明显上调，以

CD86、iNOS 上调明显，表现为以 M1 型为主的促炎

状态，说明 ACLF 大鼠存在 M1/M2 极化失衡。一项

关于单核/巨噬细胞在肝衰竭中的作用及调节机制

研究也发现在肝衰竭早期外周血炎症性单核细胞

亚群在总单核细胞中的比例逐渐增高，肝脏巨噬细

胞表达促炎因子水平也增高，主要呈现促炎活化状

态［17］，二者结论基本一致。而经过乳果糖及赤芍、

附片干预后的 ACLF 大鼠，CD86、iNOS 表达下调，

而 Arg1、CD206 表达继续上调，说明乳果糖及赤芍、

表 4 赤芍-附片对各组大鼠肝组织 CD86、iNOS、CD206、Arg1免疫组化的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on immunohistochemistry of CD86，iNOS，CD206 and Arg1 in liver tissues

of rats in each group（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

乳果糖组

中药组

剂量/g·kg-1

1.8

5.85

CD86

0.015 9±0.004 2

0.040 0±0.014 01）

0.020 4±0.005 82）

0.023 5±0.009 32）

iNOS

0.016 4±0.003 3

0.040 0±0.008 11）

0.022 8±0.009 62）

0.027 4±0.013 42）

CD206

0.020 4±0.008 8

0.020 6±0.007 6

0.033 9±0.007 22）

0.047 9±0.012 43，4）

Arg1

0.057 1±0.004 2

0.072 6±0.004 9

0.082 0±0.013 3

0.109 6±0.042 02）

图 4 赤芍-附片对各组大鼠肝组织 CD206、Arg1免疫组化的影响（免疫组化，×400）
Fig. 4 Effect of Radix Paeoniae Rubra-Radix Aconiti Lateralis on immunohistochemistry of CD206 and Arg1 in liver tissue of rats in each

group（IHC，×400）
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附片具有抑制肝脏巨噬细胞向 M1 型极化，促进巨

噬细胞向 M2 型极化的作用。同时研究也发现，赤

芍、附片干预组在下调 CD86、iNOS 方面弱于乳果糖

组，而上调 CD206、Arg1 方面优于乳果糖组，提示

乳果糖的抗炎作用与促进产生肠道氢气，通过氧化

还原作用抑制炎症因子及肠源性内毒素入血［18］，进

而抑制 M1 巨噬细胞诱导活化有关，而赤芍、附片则

倾向于增强机体自生抗炎效应，通过调节免疫平衡

间接抑制机体过度的炎症反应。

综上所述，持续性炎症反应及免疫失衡是肝衰

竭的关键病理环节，肝脏巨噬细胞作为肝衰竭先天

免疫应答炎症瀑布效应中的主要成员，在肝衰竭的

发病机制中发挥了重要作用［19］。研究也证实 ACLF

大鼠存在明显的 M1/M2 型巨噬细胞极化失衡，失衡

向 M1 方向偏移，赤芍、附片通过促进肝脏巨噬细胞

向 M2 方向极化，抑制 M1 型巨噬细胞激活，可以有

效改善肝衰竭炎症反应。这一免疫学调控机制，为

肝衰竭免疫重建及炎症反应控制的研究提供了新

视角和新思路，对促进中医药在肝衰竭的治疗与应

用中具有一定意义。但其具体调控机制及发挥作

用的主要有效组分有待进一步深入探索，也是课题

组下一步研究的重点研究方向。
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