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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(non-alcoholic 
steatohepati t is , 
NASH)的确切发
病机制目前仍不
清楚 ,  近年来研
究发现 ,  肝脏的
免疫应答可能参
与NASH的发生
发展, Th17细胞
通过分泌白介素
17(interleukin 17, 
IL-17)、血清肿瘤
坏死因子-α(tumor 
necrosis  factor 
a lpha ,  TNF-α )
等多种效应分子
介导肝脏的炎症
反应. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Clematis 
polysaccharide on serum levels of interleukin-17 
(IL-17) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 
and hepatic pathological changes in rats with 
non-alcoholic steatohepatitis (NASH), and to 
analyze the correlation between serum levels 
of IL-17 and TNF-α.

METHODS: A rat model of NASH was 
established by feeding SD rats a high-fat diet. 
The levels of fasting IL-17 and TNF-α were 
tested, and the liver fatty degeneration grade 
and liver inflammation grade were assessed 
for NASH model rats, NASH rats treated with 
Clematis polysaccharide, NASH rats treated with 
polyene phosphatidylcholine, and normal 
rats. The differences in fasting IL-17 and TNF-α 
levels and  hepatic pathological changes among 
all groups were compared, and the correlation 
between serum levels of IL-17 and TNF-α was 
analyzed. 

RESULTS: Compared with the model group, 
NASH rats treated with Clematis polysaccharide 
had milder liver fatty degeneration and 
liver inflammation (P < 0.05 for both) and 
lower serum levels of IL-17 and TNF-α (P < 
0.01 for both). Compared with the polyene 
phosphatidylcholine group, NASH rats treated 
with Clematis polysaccharide had a similar liver 
fatty degeneration grade and liver inflammation 
grade, and similar serum IL-17 and TNF-α 
levels (P > 0.05 for all).  

CONCLUSION: Clematis polysaccharide is 
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■研发前沿
在NASH治疗方
面 ,  关于生活方
式修正的临床证
据越来越多 ,  为
大家认识和使用
饮食、 运动处方
提供了依据 ,  但
肝 组 织 学、  代
谢方面的长期获
益 仍 需 要 观 察 , 
治疗依从性也需
要提高 ;  益生菌
和胰高血糖素样
肽-1(glucagon-
l ike  pept ide  1 , 
GLP-1)活性上调
剂的作用似乎值
得期待 ,  但药物
治疗总的进展不
大 ,  提示发病机
制的研究仍需要
加强 ,  以便于针
对性治疗手段的
开发. 

effective in NASH rats, its therapeutic effect 
is equivalent to that of polyene phosphati
dylcholine, and the underlying mechanism 
may be associated with reducing serum IL-17 
and TNF-α levels, and improving hepatic 
pathological change. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved.
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摘要
目的: 研究威灵仙多糖对实验性非酒精性
脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH)大鼠血清白介素17(interleukin 17, 
IL-17)水平、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor alpha, TNF-α)水平和脏脏病理改变的
干预作用, 并探讨血清IL17水平与TNF-α水
平的相关性. 

方法: 采用高脂饲料饲养SD大鼠建立实验性
NASH大鼠模型, 通过检测实验性NASH大
鼠模型组、威灵仙多糖组、易善复组及空
白组空腹IL-17、TNF-α的含量及观察评估
肝脏脂肪变分度、肝脏炎症分级后, 统计分
析各组血清IL17水平、血清TNF-α水平的差
异和肝脏病理改变, 并探讨血清IL17水平和
TNF-α水平的相关性. 

结果: 威灵仙多糖组NASH大鼠与模型组相
比, 肝脏脂肪变、肝脏炎症程度均减轻(均
P <0.05), 血清IL-17、TNF-α水平均明显降
低(均P <0.01); 威灵仙多糖组NASH大鼠与易
善复组相比, 肝脏脂肪变、肝脏炎症、血清
TNF-α、IL-17水平均相当(均P >0.05). 

结论: 威灵仙多糖可有效治疗NASH大鼠, 疗
效与易善复相当, 其主要机制之一可能是降
低NASH大鼠血清IL-17及TNF-α水平、并
改善NASH大鼠肝脏病理改变. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 高脂饮食诱导的非酒精性脂肪性肝

炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)大鼠血

清白介素17(interleukin 17, IL-17)及血清肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor alpha, TNF-α)水
平均明显升高, 且呈正相关, 并存在明显的肝脏

脂肪变和肝脏炎症; 威灵仙多糖能有效降低高

脂饮食诱导的NASH大鼠血清IL-17及TNF-α水

平、改善NASH大鼠肝脏病理改变, 或许能够为

NASH的预防和治疗提供新的思路.

叶江锋, 琚坚, 王伟, 赵钰鑫. 威灵仙多糖对实验性NASH大鼠

血清IL-17、TNF-α水平和肝脏病理改变的干预作用.  世界
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0  引言

非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH)是以无过量饮酒史(或酒精摄入量<20 g/d)
为前提条件, 并以肝细胞脂肪变性、气球样

变、弥散性肝小叶轻度炎症和 /或肝中央静

脉、肝窦周围胶原沉积等为病理特征的慢性

肝脏炎性疾病[1,2]. NASH是与胰岛素抵抗和遗

传易感性密切相关的获得性代谢疾病, 作为单

纯性脂肪肝发展为肝纤维化的关键病理阶段, 
常见于肥胖、2型糖尿病、高脂血症等患者[3,4]. 
NASH是全球范围内慢性肝脏疾病越来越常见

的原因, 即使在没有形成肝硬化的情况下, 该
病也与增加肝脏相关的死亡率和肝细胞癌有

关系[5-7]. NASH若不给予及时有效的治疗, 肝脏

组织受损严重, 则有进展为肝硬化、甚至肝癌

的可能[8,9]. 有研究[10]显示, NASH患者的10-15
年肝硬化发生率高达15%-25%. 在治疗上, 经
基础治疗无效者和肝活检证实为NASH及病

程呈慢性进展性者, 可采用针对肝病的药物进

行辅助治疗, 以抗氧化、抗炎、抗肝纤维化

为主, 可依药物性能、疾病活动及病理检查

结果, 合理选用烯磷脂酰胆碱(易善复)、维生

素 E、水飞蓟宾及熊去氧胆酸等相关药物, 但
不宜同时应用多种药物[11]. 威灵仙多糖是毛茛

科植物威灵仙(Clematis chinensis Osbeck )的活

性成分之一, 具有抗氧化和抗肿瘤等功效[12,13]. 
本文旨在探讨威灵仙多糖对实验性NASH大

鼠模型血清白介素17(interleukin 17, IL-17)水
平、血清肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor 
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■相关报道
NASH在药物治
疗包括合理选用
烯磷脂酰胆碱、
维生素E、水飞
蓟宾及熊去氧胆
酸等 ,  上述药物
虽然有理论的支
持 ,  但是在临床
上尚无任何一种
药物对NASH有
明确治疗作用. 

alpha, TNF-α)及肝脏脂肪变分度、肝脏炎症

分级的影响, 并与易善复进行对比, 探讨应用

威灵仙多糖治疗NASH的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康♂SD大鼠50只, 平均体

质量70 g±10 g, 购自昆明医科大学动物实验

中心: SCXK(滇)2005-0008, 大鼠饲养于昆明

医科大学动物实验中心. 所有大鼠分笼放在室

温22 ℃±2 ℃, 湿度50%±5%, 通风良好, 自
然昼夜光线, 安静环境下饲养, 期间大鼠自由

进食、饮水. 猪油购自昆明市农贸市场; 蛋黄

粉、胆固醇、胆酸钠购自上海源叶生物科技

有限公司; 威灵仙多糖(纯度 = 61.5%)购自安

徽大学生命科学院; 多烯磷脂酰胆碱胶囊(228 
mg/粒)购自赛诺菲(北京)制药有限公司; 戊巴

比妥钠购自上海西塘生物科技有限公司; 福
尔马林溶液购自上海远慕生物科技有限公司; 
大鼠血IL-17检测试剂盒采用美国eBioscience
公司产品(85-BMS635 IL-17 Platinum ELISA 
96tests); TNF-α检测试剂盒采用美国Raybiotech
公司产品(ELR-TNF-α-001 96T); 主要仪器设

备: LT202精密电子天平200 g/0.01 g、B600B型
医用低速离心机、7020全自动生化分析仪、

石蜡切片机、光学显微镜、SHH420恒温水浴

箱、Mix Ⅱ Type 37600涡旋混匀器、连续波

长酶标仪. 
1.2 方法 
1.2.1 造模阶段实验动物分组: 从50只清洁级健

康♂SD大鼠中随机抽取14只组成空白组, 剩余

的36只作为模型组. 
1.2.2 NASH大鼠模型的建立: 空白组予普通饲

料喂养16 wk; 模型组予高脂饲料(饲料配比: 
82.5%普通饲料+10%猪油+5%蛋黄粉+2%胆固

醇+0.5%胆酸钠)喂养16 wk. 然后在造模期间

的第4周末随机选择空白组和模型组各1只、

第8周末各1只、第12周末各2只、第16周末各

2只, 下腔静脉取血测定空腹IL17、TNF-α的
值; 于肝右叶中央部位取适量肝组织, 行HE染
色后在光镜下观察肝脏脂肪变、炎症情况, 统
计分析空白组和模型组大鼠血清中空腹血清

IL-17、TNF-α水平的差异, 最后根据检测及观

察的相关指标来判断实验性NASH大鼠模型成

功建立[14]. 
1.2.3 药物干预阶段实验动物分组:  实验性

NASH大鼠模型成功建立后, 将余下的30只原

模型组大鼠随机分为模型组、易善复组和威

灵仙多糖组, 每组分别10只; 余下的8只原空白

组大鼠作为空白组. 药物干预: 模型组、易善复

组、威灵仙多糖组、空白组依次分别予0.9%氯

化钠注射液、易善复[195.4 mg/(kg•d)]、威灵仙

多糖[50 mg/(kg•d)][12]、0.9%氯化钠注射液配

成3 mL溶液, 灌胃干预8 wk. 
1.2.4 大鼠血清采集及指标测定: 剖杀大鼠前

禁食禁饮24 h, 3%戊巴比妥钠0.10-0.15 mL/100 g
行腹腔麻醉, 然后下腔静脉采血测定IL17、
TNF-α水平. 血清IL17与TNF-α测定步骤严格

按照大鼠血清ELISA试剂盒说明书进行操作. 
1.2.5 大鼠肝脏病理结果判定: 摘取全部肝脏、

滤纸拭干称质量后, 于肝右叶中央部适量取材

一块置于40 g/L甲醛溶液中固定, 行石蜡切片, 
HE染色观察评估肝细胞脂肪变分度和肝脏炎

症分级, 评判标准如下: 根据《非酒精性脂肪

肝诊疗指南(2006)》[15]评估肝细胞脂肪变分

度; 根据《肝纤维化诊断及疗效评估共识》[16]

评估肝脏炎症分级. 
统计学处理 采用SPSS22.0软件进行统计

分析. 定量资料采用mean±SD表示, 符合正态

分布采用t检验和单因素方差分析; 相关性分

析非正态分布采用Spearson相关性分析; 等级

资料的统计方法采用秩和检验. P <0.05表示差

异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般状况观察 造模阶段: 模型组大鼠

逐渐出现皮毛光泽度变差, 活动量减少, 食欲

降低, 大便质软、稀, 饮水增多, 而空白组大鼠

普遍毛发光整, 活动力强, 进食饮水量无异常, 
大便性状正常. 干预阶段: 经灌胃干预后, 易善

复组、威灵仙多糖组大鼠食欲欠佳, 活动力, 
皮毛不光整情况较模型组有所改善; 但各组大

鼠体质量增加都相对放缓; 空白组大鼠进食饮

水量无异常、活动力正常、毛发较为光整. 模
型组、易善复组、威灵仙多糖组大便性状仍

旧软、稀, 饮水仍较多, 三组间无明显差别且

与造模期间无明显区别; 空白组大便性状正常. 
2.2 各组大鼠血清IL-17、TNF-α的含量 干预

结束后, 空白组血清IL-17、TNF-α的含量与模

型组相比, 差异具有显著统计学意义(P <0.01), 
而分别与易善复组、威灵仙多糖组相比, 差
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■创新盘点
随着现代药理研
究的深入 ,  威灵
仙多糖显示出多
种药理作用 ,  如
较强的抗氧化作
用、在体内能抑
制 肿 瘤 的 生 长 , 
增加小鼠机体的
免疫力等 ,  本文
就威灵仙多糖对
高脂饮食诱导的 
NASH大鼠治疗
作用进行了探讨, 
发现威灵仙多糖
可 能 通 过 降 低
IL-17及TNF-α水
平而发挥作用. 

异不具有统计学意义(均P >0.05); 模型组血清

I L-17、T N F-α的含量分别与易善复组、威

灵仙多糖组相比, 差异具有显著统计学意义

(P <0.01); 易善复组血清IL-17、TNF-α的含量

与威灵仙多糖组相比, 差异不具有统计学意义

(P >0.05)(表1). 
2.3 大鼠血清IL-17与TNF-α的相关性 IL-17和
TNF-α的相关性分析采用Spearson相关性分析, 
r  = 0.882, P <0.001, 提示IL-17与TNF-α正相关

(图1). 
2.4 肝脏病理观察 空白组: 肝板结构正常, 肝窦

存在, 窦内及汇管区个别炎症细胞(淋巴细胞

及浆细胞)浸润. 模型组: 肝板结构消失, 部分

肝窦闭锁, 部分肝窦扩张, 大量红细胞外渗, 肝
细胞重度脂肪变性及细胞气球样变性, 肝小叶

内及汇管区大量慢性炎症细胞(淋巴细胞及浆

细胞)浸润, 点状坏死灶明显. 易善复组: 肝板

结构消失, 部分肝窦闭锁, 红细胞外渗, 肝细胞

广泛脂肪变性, 部分细胞气球样变性, 可见个

别点状坏死灶. 威灵仙多糖组: 肝板结构消失, 
肝细胞广泛脂肪变性, 部分细胞气球样变性, 
可见个别点状坏死灶, 汇管区慢性炎症细胞

(淋巴细胞及浆细胞)浸润(图2). 

2.5 各组大鼠肝脏脂肪变性分度、肝脏炎症分

级 干预结束后, 空白组肝脏脂肪变性分度、

炎症分级与模型组、易善复组、威灵仙多糖

组相比, 差异具有显著统计学意义(P <0.01); 模
型组肝脏脂肪变性分度、炎症分级与易善复

组相比, 差异具有显著统计学意义(P <0.01); 
模型组肝脏脂肪变性分度、炎症分级与威灵

仙多糖相比, 差异具有统计学意义(P <0.05); 
易善复组肝脏脂肪变性分度、炎症分级与

威灵仙多糖组相比, 差异不具有统计学意义

(P >0.05)(表2). 

3  讨论

NASH是以肝细胞丧失、脂肪变性、气球样

变、炎性坏死及纤维化形成为特征的病理状

态. NASH常见于2型糖尿病、高血压、高脂

血症及肥胖患者. 研究 [17]表明胰岛素抵抗、

氧应激及脂质过氧化损伤、炎症细胞因子、

抵抗素、瘦素、脂联素、过氧化物酶增殖激

活的受体-α(peroxisome proliferator activated 
receptors-α, PPAR-α)等脂肪因子、细胞凋

亡、细胞核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)、肝组织固醇调节元件结合蛋白-1C(sterol 
regulatory element binding protein-1c, SREBP-
1c)、肠源性内毒素血症以及铁超载等都参与

了NASH发病机制. 
威灵仙是毛茛科植物威灵仙(C l e m a t i s 

chinensis Osbeck )的干燥块根, 是我国一种传统

中药, 具有祛风除湿、通络止痛之功效[18]. 威
灵仙含有多糖、皂苷等多种重要活性成分, 随
着现代药理研究的深入, 威灵仙多糖显示出解

痉[19] 、镇痛抗炎[20,21]、抗菌杀菌[22]、抗肿瘤

作用[23]、利胆作用[23]、降血压作用[24]、抗利

尿作用[24], 有学者对其皂苷等进行过研究[25], 
也有学者对多糖进行研究后发现, 多糖在体内

外均有较强的抗氧化作用、在体内能抑制肿

     分组  n 干预后血清IL-17 干预后血清TNF-α

空白组   8 118.95±21.00    0.007±0.004

模型组 10 257.91±28.38b    0.046±0.010b

易善复组 10 122.04±22.30d    0.007±0.003d

威灵仙多糖组 10 112.26±15.10d    0.009±0.005d

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.05 vs 模型组. IL-17: 白介素17; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α. 

表  1  各组间血清IL-17和TNF-α的比较 (mean±SD, pg/mL)

TN
F-

α
(p

g/
m

L)

0.07

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

0.00

IL-17(pg/mL)
0            100          200           300          400

图  1  血清IL-17与TNF-α的相关性散点图. IL-17: 白介素

17; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α. 
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■应用要点
威灵仙多糖可有
效治疗高脂饮食
诱导的NASH大
鼠 ,  其主要机制
之一可能是降低
NASH大鼠血清
IL-17及TNF-α水
平、改善NASH大
鼠肝脏病理改变. 

瘤的生长, 增加小鼠机体的免疫力[26]. 
人白介素17(h u m a n i n t e r l e u k i n-17, 

hIL-17)即细胞毒T淋巴细胞抗原8(cytotoxic 
T lymphocytes antigen 8, CTLA-8)是近年发

现的新的细胞因子 ,  他主要表达于激活的

CD4+的T淋巴细胞, IL-17家族可诱导多种趋

化因子以及前炎性因子分泌, 可以参与免疫

调节及炎性反应. IL-17由Th17细胞分泌, 是
一重要的炎症介质, 可诱导其他炎症细胞因

子(如I L-6)、T N F、趋化因子[如单核细胞

趋化蛋白-1(monocyte chemotactic protein 1, 
MCP-1)、MCP-2]和基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases, MMPs)的表达, 引起炎症细

胞浸润和组织损伤[27]. 
汤艳丽等[28]发现: IL-17明显增加了脂肪

变性肝细胞内脂滴形成; 而Tang等[29]通过用高

脂肪饮食饲养小鼠8 wk, 成功在小鼠肝脏造出

脂肪肝模型, 研究发现: 饲养8 wk高脂肪小鼠

肝内Th17细胞是正常组的两倍, 但两组小鼠脾

内Th17细胞却无明显差异; 同时实验组中肝

内Th17细胞比例明显高于实验组和对照组中

脾内Th17细胞. 这表明高脂肪饮食介导的脂肪

肝中Th17细胞可能参与非酒精脂肪肝病, 且具

有器官特异性; 研究同时还发现: Th17细胞和

IL-17与非酒精性脂肪性肝的脂肪变性和炎性

反应有关, 而且促进单纯性脂肪肝发展到脂肪

性肝炎, 与Harley等[30]的结论基本一致, 说明

Th17细胞和IL-17在肝细胞脂肪变性和炎症进

程中起着关键的作用; 高脂饮食诱导的NASH
小鼠由于Th17细胞的异常活化使其分泌的促

炎因子IL-17增多, 后者可明显诱导趋化因子、

IL-6、黏附分子等促炎症细胞因子的表达, 并
介导中性粒细胞在肝脏的浸润, 导致肝脏发生

炎症反应和免疫病理反应[31]. 而在体外, IL-17
可以促进髓样树突状细胞和单核细胞活性, 并
加强产生促炎性细胞因子TNF-α的能力[32]. Xu
等[33]用高脂肪饮食成功在小鼠肝脏造出NASH
模型后, 肝HE染色图片示肝细胞脂质沉积及

空泡变性. 在使用抗IL-17抗体治疗后, 这些病

理改变得以改善; 并发现抗IL-17抗体明显抑

制了IL-17、IL-6、TNF-α等细胞因子的产生, 
抗IL-17抗体同时还被发现能抑制由高脂饮食

A B

C D

图  2  干预结束后光镜下肝脏病理学变化(HE×200). A: 空白组; B: 模型组; C: 易善复组; D: 威灵仙多糖组. 

     
分组   n

干预后肝脏脂肪

变性分度(度)

干预后肝脏

炎症分级(级)

空白组   8  4.5  6.0

模型组 10 30.5b 29.9b 

易善复组 10  18.5bd    18.25bd 

威灵仙多糖组 10  21.5bc    21.15bc 

bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

表  2  各组间肝脏脂肪变性分度、肝脏炎症分级的比较
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■同行评价
本文对研究NASH
有一定的帮助. 

诱发的肝内巨噬细胞的激活和分泌[34]. 
此外, 还发现IL-17与非酒精性脂肪性肝

病中的胰岛素抵抗有关. Xu等[33]发现, 肝细胞

内脂肪酸的过量蓄积能够激发肝细胞产生细

胞因子(如TNF-α和IL-6), 从而调节胰岛素敏

感性. Ogura等[35]发现, 在体外, 模型组中IL-6较
对照组明显增高, 加入IL-17干预后IL-6更进一

步升高. 而IL-6与TGF-β能促进Th17细胞的增

殖、分化. IL-6不仅作用于IL-17A的上游, 而且

是其下游的一个重要靶点: IL-6能促进Th17细
胞生成, 进而产生IL-17, 而IL-17能够诱导IL-6
产生, 如此, IL-17和IL-6相互促进, 形成正反馈

环路, 从而加重胰岛素抵抗, 进一步促进NASH
的发生发展.

本研究发现: 与正常大鼠相比, NASH大

鼠肝组织内肝细胞脂肪变性, 肝脏炎症浸润, 
血清IL-17及TNF-α含量均升高, 二者呈正相

关, 而经威灵仙多糖干预后, NASH大鼠血清

IL-17、TNF-α含量则明显降低, 且二者亦呈

正相关, 提示IL-17、TNF-α在NASH的发病过

程中可能具有重要作用, 而威灵仙多糖可减轻

NASH大鼠IL-17、TNF-α的释放, 从而达到缓

解NASH进展的目的. 威灵仙多糖这一疗效与

易善复相当. 本研究还发现, 经威灵仙多糖干

预后, NASH大鼠肝脏脂肪样变、炎症浸润程

度较干预前虽然有所减轻, 但减轻程度却不理

想, 与易善复组情况相似, 提示NASH相关肝脏

脂肪样变、炎症浸润可能较难完全改善.
总之, 基于本研究可以推测, NASH的治

疗, 或许可以侧重于减少Th17细胞的异常活

化从而减少IL-17的释放来达到治疗目的. 我
们可以把减少NASH大鼠体内的炎症因子(如
IL-17、TNF-α等)作为治疗NASH的研究方

向, 或许能够为NASH的预防和治疗提供新的

思路.  
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