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Abstract
AIM
To assess the regulatory effect of emodin on the 
nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway in rats 
with acute liver failure (ALF).

METHODS
Rats were injected intraperitoneally with D-galacto
samine and lipopolysaccharide to induce ALF, and 
the treatment group and the positive control group 
were given rhubarb and biphenyl dimethyl ester, 
respectively, before modeling. The normal group was 
injected intraperitoneally with equal volume of normal 
saline. After 3 d of modeling for 16 h, the rats were 
sacrificed. Serum levels of alanine transaminase (ALT), 
aspartate transaminase (AST), nitrogen monoxide 
(NO), and interleukin (IL)-1β were detected, and the 
activities of Caspase 3 and Caspase 8 in liver tissues 
were measured. The pathological morphology of the 
liver was detected by HE staining. Western blot was 
used to detect the protein expression of inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), Bcl-
associated x protein (Bax), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), 
proliferation cell nucleus antigen (PCNA), NF-κB p65, 
and IκBα.

RESULTS
Compared with the normal group, serum levels of ALT 
and AST in the model group increased significantly (P 
< 0.01), and emodin treatment could effectively reduce 
the contents of ALT and AST (P < 0.01). In the ALF 
model group, serum ALT, AST, NO, and IL-1β levels 
and the activities of Caspase 3 and Caspase 8 in liver 
tissues increased significantly, the protein expression 
of iNOS, COX-2 and Bax increased, the expression of 
Bcl-2 and PCNA decreased, and the phosphorylation 
of NF-κB p65 and IκBα was significant; emodin 
treatment could reverse these changes.

CONCLUSION
Emodin can reduce the contents of liver function 
enzymes and inflammatory factors in serum and 
regulate the expression of apoptosis related proteins 
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in ALF rats via the NF-κB signaling pathway, thereby 
improving the symptoms of ALF rats.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究急性肝衰竭大鼠采用大黄素治疗后对核因子-κB
(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通路的调控作用.

方法
以D氨基半乳糖/脂多糖腹腔注射造模, 治疗组和阳
性对照组于造模前分别给予大黄素, 联苯双酯, 正
常组以等量生理盐水腹腔注射, 连续3 d造模16 h
后, 尾静脉取血处死. 检测各组大鼠血清谷丙转氨酶
(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
transaminase, AST)、NO、白介素(interleukin, IL)-
1β含量及肝组织中Caspase 3、Caspase 8活性; HE
染色检测肝脏病理学形态; Western blot检测iNOS、
环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)、Bcl-2相关
x蛋白(Bcl- associated x protein, Bax)、B淋巴细胞瘤
-2基因(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)、增殖细胞核抗
原(proliferation cell nucleus antigen, PCNA)、NF-κB 
p65及IκBα蛋白的表达.

结果
正常组较模型组血清中ALT、AST含量明显升高
(P <0.01); 大黄素治疗组可有效抑制ALT、AST含量
的升高(P <0.01). 急性肝功能衰竭(acute liver failure, 
ALF)模型组血清中ALT、AST、NO、IL-1β含量
及肝组织中Caspase 3、Caspase 8活性显著上升; 
iNOS、COX-2、Bax表达量升高, Bcl-2、PCNA表
达量下降; NF-κB p65、IκBα磷酸化显著, 大黄素治
疗组可抑制此变化.

结论
大黄素通过NF-κB信号通路, 可降低ALF大鼠血清
中肝功能酶和炎症因子含量, 调节细胞凋亡相关蛋
白表达, 从而改善ALF大鼠症状.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 大黄素; 急性肝衰竭; 炎症; 凋亡; NF-κB信号通路

核心提要: 大黄素是一种从中药大黄素中提取出的蒽醌

衍生物, 具有抗炎、抗肿瘤等广泛的生物活性, 且大黄

素给药剂量达到3.0 mg/100 g体质量时不会对动物产生

毒性. 本研究评估了大黄素对急性肝功能衰竭大鼠炎症

因子含量及肝功能酶可有效调节细胞凋亡. 
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0  引言

急性肝功能衰竭(acute liver failure, ALF)是由于多种因

素引起的大量肝细胞坏死, 炎症细胞浸润而导致的细

胞器官严重衰竭的临床综合征, 严重危害人体健康. 其
临床死亡率高达50%以上. 不同因素诱发的ALF最终

都会导致炎性细胞的活化, 进而加重肝细胞的坏死, 导
致肝脏合成、代谢、转运和排泄发生严重障碍, 进而

出现各种临床症状[1,2]. 肝衰竭在中医上属于黄恒, 其
基本病理为“毒”“瘀”“痰”互结, 治疗关键在于

解毒, 化瘀. 而大黄(Rheum palmatum  L.)来源于蓼科

植物掌叶大黄的根或茎. 传统医学认为大黄性味苦寒, 
具有清热泻火, 凉血解毒, 活血祛瘀之功效. 现代药理

学研究表明大黄具有减轻肝损伤作用, 临床上也广泛

应用于肝炎治疗. 在术后ALF大鼠治疗中, 大黄素可

通过降低caspase 3、Fas、FasL表达, 来抑制肝细胞凋

亡, 通过提高增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)表达, 促进肝细胞再生, 减轻肝损伤. 
核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)可被脂多糖、细

菌、病毒等激活, 由细胞质转入细胞核, 调控相关基

因表达[3,4]. ALF引起的肝细胞凋亡和炎症与NF-κB
信号通路密切相关, 通过此通路可调节iNOS, 环氧

合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)等炎症因子及Bcl-2
相关x蛋白(Bcl- associated x protein, Bax)、B淋巴细胞

瘤-2基因(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)、PCNA等凋亡蛋

白的表达. 本实验分析大黄对ALF炎性因子表达量、

ALF凋亡蛋白表达及对ALF、NF-κB信号通路相关蛋

白表达的影响进行了研究, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)动物: ICR大鼠购自上海斯莱克实验动

物有限公司, 清洁级, 合格证号(2012-0002), 20 g±
2 g, 室内温度控制在23℃± 2℃, 大鼠自由饮食和

摄水; (2)药物: 大黄素购自国大药房. 联苯双酯滴丸

购于浙江医药股份有限公司; (3)试剂: D氨基半乳

糖(D-galactosamine, D-GaIN)(美国, sigma公司, 批
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号: G0500); 脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)(美国, 
sigma公司, 批号: L2630); BCA法蛋白定量试剂盒(江
苏, 碧云天生物技术研究所, 批号: P0009); ECL超敏

发光液(江苏, 碧云天生物技术研究所, 批号: P0018); 
β-actin(江苏, 碧云天生物技术研究所, 批号: AA128); 
N O检测试剂盒(北京, 北京普利莱基因技术有限公

司, 批号: E1030); Caspase 3(南京, 南京凯基生物技

科技发展有限公司, 批号: KGA204); Caspase 8检测

试剂盒(南京, 南京凯基生物技科技发展有限公司, 批
号: KGA304); 谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)
检测试剂盒(南京, 南京建成生物工程研究所, 批号: 
C010-2); 谷草转氨酶(aspartate transaminase, AST)
检测试剂盒(南京, 南京建成生物工程研究所, 批号: 
C009-2); 白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)检测试剂盒

(南京, 南京建成生物工程研究所, 批号: H002); 兔抗

COX-2、iNOS(武汉, 武汉博士德生物生物工程有限

公司); 兔抗Bcl-2、Bax、PCNA、NF-κB p65、pp65、
IκBα、p-IκBα抗体(杭州, Epitmics公司); (4)石蜡切片

机(美国Optical公司); 全自动生化分析仪(美国Abbott
公司); 电泳仪, 转印电泳仪, ChemiDocTM XRS凝胶成

像系统(美国Bio-Rad公司); 酶标仪(瑞士TECAN集团

公司); -80℃冰箱(美国Thermo公司). 
1.2 方法

1.2.1 造模: 40只大鼠随机分为4组, 每组10只: 正常组, 
模型组, 大黄素治疗组, 联苯双酯阳性对照组. 结合文

献报道, 以D-GalN(400 mg/kg)/LPS(10 μg/kg)腹腔注射

造模, 治疗组和阳性对照组于造模前分别给予大鼠大

黄素1.5 g/(kg·d), 联苯双酯150 mg/(kg·d), 正常组以等

量生理盐水腹腔注射, 连续3 d, 造模16 h后, 尾静脉取

血, 处死, 取肝脏组织标本, 标本-80℃冻存, 进行各项

指标的检测. 
1.2.2 HE染色、血清及肝组织活性检测: 肝脏组织标本

经10%中性福尔马林浸泡, 石蜡包埋, 切片, 烘干. 二甲

苯脱蜡, 无水、95%、80%乙醇脱水, 流水冲洗, 苏木素

浸泡, 盐酸酒精浸泡, 流水冲洗至反蓝, 伊红复染, 流水

冲洗, 梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 吹干后中性树胶封

片, 后镜检. 血清ALT、AST、NO、IL-1β含量测定: 根
据试剂盒说明书进行操作测定. 肝组织中Caspase 3、
Caspase 8活性检测: 根据试剂盒说明书进行操作测定.
1.2.3 Western blot: 取适量肝脏组织标本, 加入RIPA裂

解液, 裂解, 离心, 收获蛋白. 根据BCA试剂盒对蛋白浓

度进行测定. 一抗孵育, 4℃过夜; 漂洗后, 二抗室温孵

育1-2 h. 漂洗, 滴加ECL曝光液, 在凝胶成像系统中曝

光. 用“Quantity one”软件对各抗体条带灰度值进行

统计.
统计学处理 采用Microsoft Excel软件建立数据

库, 应用SPSS17.0软件进行数据分析, 所有数据均重复

检验3次, 并采用mean±SD表示, 应用t检验, P <0.05为
差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 HE染色检测大黄素对ALF大鼠肝组织的保护作用 
正常组肝组织染色均匀, 结构清晰完整(图1A); 模型组

肝细胞数目减少, 正常组织结构消失, 并有大量炎性

细胞浸润(图1B); 大黄素治疗组和联苯双酯组较模型

组肝细胞数目增多, 细胞坏死减少, 炎性细胞浸润较少

(图1C, D). 
2.2 大黄素对ALF大鼠血清ALT, AST含量的影响 相对于

正常组, 模型组中血清ALT、AST含量显著上升, 差异具

有统计学意义(P <0.01); 大黄治疗组能显著抑制ALT、
AST含量的上升, 差异具有统计学意义(P<0.01, 表1).
2.3 大黄素对ALF大鼠血清炎症因子NO, Il-1β含量的

影响 相对于正常组, 模型组中血清NO、IL-1β含量显

著上升(P <0.01), 具有统计学意义; 大黄素治疗组能显

著抑制NO、IL-1β含量的上升, 差异具有统计学意义

(P <0.01, 表1). 
2.4 大黄素对ALF大鼠肝组织中Caspase 3, Caspase 8
含量的影响 与模型组相比, 大黄素治疗组能显著抑制

Caspase 3、Caspase 8含量的上升, 差异具有统计学意

义(P <0.01, 表1).
2.5 大黄素对ALF大鼠炎症蛋白iNOS、COX-2表达量

的影响 相对于正常组, 模型组中iNOS、COX-2表达量

     

表  1  大黄素对ALF大鼠血清中的ALT、AST、炎症因子IL-1β、NO含量以及肝组织中Caspase 3、Caspase 8的抑制 (mean ± SD)

分组 剂量 [mg/(kg·d)] ALT (IU/L) AST (U/L) NO (μmol/L) IL-1β (ng/L) Caspase 3 (μg) Caspase 8 (μg)

正常组 - 45.12 ± 4.59 160.11 ± 34.11 0.54 ± 0.22 7.27 ± 0.37 1.54 ± 0.37 0.97 ± 0.06

模型组 - 265.84 ± 556.32b 645.34 ± 67.84b 12.08 ± 1.21b 18.11 ± 0.97b 12.08 ± 7.21b 9.11 ± 1.35b

大黄 1000 124.35 ± 43.28d 389.56 ± 56.45d 2.83 ± 0.28d 8.30 ± 1.04d 4.83 ± 6.45d 3.30 ± 1.11d

联苯双酯 150 122 ± 35.89d 367.33 ± 45.86d 1.14 ± 0.13d 8.36 ± 0.57d 4.14 ± 5.73d 3.36 ± 0.57d

bP<0.01与正常组比较; dP<0.01与模型组比较.
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显著升高, 大黄素治疗组能显著抑制iNOS、COX-2表
达量的上升(图2).
2.6 大黄素对ALF大鼠凋亡相关蛋白表达量的影响 相
对于正常组, 模型组中Bax表达量显著升高, Bcl-2、
PCNA表达量下降; 大黄素治疗组能显著抑制Bax表达

量的上升, Bcl-2、PCNA表达量的下降(图3).
2.7 大黄素对ALF大鼠NF-κB信号通路的影响 与模

型组对比, 大黄素治疗组能显著抑制ALF大鼠NF-κB 
p65、IκBα磷酸化, 不管给药造模与否, 都不影响NF-
κB p65、IκBα自身的表达(图4). 

3  讨论

研究显示, 病毒是引起ALF的主要因素, 因此适合选用

化学药物诱发ALF, 国内外报道显示D-GalN/LPS, 其造

模特点为可复制性, 可逆性, 对实验人员危害较小. 其
中GalN大量消化尿吡啶核苷, 抑制肝细胞增殖相关蛋

白合成, 增加肝细胞对炎症因子的敏感度, 同时限制了

细胞器的再生和酶的补充合成, 使肝细胞结构和功能

都受到严重破坏, 引起大鼠ALF. LPS可引起肝损伤, 内
毒素性休克, 多器官衰竭等症状. LPS与GalN还具有协

同作用, 可促使免疫细胞产生更多炎性因子及毒性, 作
用于肝细胞, 导致肝损伤[5,6]. 所以本实验采用GalN联

合LPS诱导ALF大鼠模型. 在模型组中, AST、ALT、
炎性因子等含量显著上升, 细胞凋亡等相关蛋白表达

也显著提高; 病理学检测发现肝细胞结构组织模糊, 正
常肝细胞量少, 基本坏死, 呈气球样, 有大量炎性因子

浸润, 这些数据充分说明, 本实验采用D-GalN/LPS诱
导ALF大鼠模型成功[7,8]. 

肝功能检测血清转氨酶的变化是反映肝细胞损害

的敏感指标, 其中临床中应用最普遍的是ALT、AST. 
ALT在肝脏中含量最为丰富, 只分布在细胞浆中, 并
且在肝细胞内的活性远大于细胞外, 当1%肝细胞受

A B C D

图  1  大黄素对大鼠肝脏的保护作用(HE染色, ×400). A: 正常组肝组织; B: 模型组肝组织; C: 大黄治疗组肝组织; D: 联苯双酯组肝组织.
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图  2  大黄素对正常组及模型组中iNOS、COX-2表达量的影响. A: 

蛋白的灰度; B: 统计图. aP<0.05, bP<0.01.
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图  3  大黄素对正常组与模型组中Bax表达量的影响. A: 蛋白的灰

度; B: 统计图. aP<0.05, bP<0.01.
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损, 血清中ALT含量即可显著上升. AST是肝细胞内功

能酶, 当细胞受损, 会透过细胞膜, 进入血清中, 使血

清AST表达显著上升. 大量研究报道, 降低ALF血清中

ALT和AST含量, 可缓解肝损伤[9,10]. 本实验发现, 与模

型组对比, 大黄素治疗组能显著降低ALT、AST含量, 
其抑制程度与阳性对照组相当, 说明大黄素可通过降

酶缓解肝损伤. 
细胞凋亡与炎症受多种信号通路调控, NF-κB信

号通路就是其中之一. NF-κB是一类能与多种基因启

动子或增强子κB位点发生特异性结合并促进其转录

的蛋白. 在细胞中最常见的作用形式为p65及p50组成

的二聚体, 未受刺激时与IκB结合, 当受到刺激时, IκB
被降解, 磷酸化, 释放NF-κB, 使之恢复转录活性并从

细胞质转移到细胞核内, 调节炎症和凋亡相关基因的

表达. 在ALF中, NF-κB的激活能促使凋亡基因, 炎症

基因的大量表达, 加速炎症介质的释放和肝细胞的凋

亡, 并与预后相关[11-13]. 通过硫代乙酰胺刺激NF-κB基因

敲除的大鼠和野生型大鼠, 发现野生型组脑水肿明显, 
星形胶质细胞肿胀, iNOS表达显著, 基因敲除组症状

不明显, 说明NF-κB含量与ALF症状改善呈负相关[14,15]. 
Wu等[11]报道在GalN/LPS大鼠模型中, NF-κB p65, ALT
表达都显著升高, 通过给大黄素后, 可抑制IκB-α磷酸

化, 降解, 抑制NF-κB/p65从细胞质转入细胞核. 本实验

结果也发现, 模型组中, NF-κB p65, IκBα磷酸化显著, 
大黄素作用后, 磷酸化程度下降. 说明大黄素可通过

NF-κB信号通路缓解ALT症状[16].
ALF会诱发巨噬细胞、中性粒细胞等免疫细胞释

放大量炎性因子, 进一步引起肝细胞损伤坏死. NO是

一种性质不稳定的自由基, 在iNOS的催化下, 由左旋精

氨酸末端的胍基氮氧化而产生. NO普遍存在于各种细

胞内, 作为细胞间信号分子, 可介导多种生理病理过程. 
在GalN/LPS诱导的ALF动物模型中, iNOS表达量增加, 
NO含量升高, 造成细胞毒性, 抑制NO和iNOS的合成对

ALF有保护作用[17,18]. 本实验发现, 模型组中NO和iNOS
含量显著上升, 大黄素治疗组抑制其含量上升. IL-1β在

传递信息, 激活免疫细胞, 介导T、B细胞活化, 增殖与

分化及在炎症反应中起重要作用[19]. 模型组中IL-1β含

量上升, 大黄素治疗组减少Il-1β分泌. COX-2为前列腺

素合成和起始步骤的关键酶, 正常细胞内COX-2表达

甚微, 当有炎症细胞因子刺激时即迅速表达, 导致炎症

的产生. LPS诱导的COX-2转基因大鼠比LPS诱导的野

生型大鼠肝损伤程度低. 肝损伤大鼠中, COX-2表达量

过高[19]. 本实验发现, 与对照组相比, 大黄素治疗组和

阳性对照组都能下调COX-2表达. 说明大黄素可以抑

制炎症因子的分泌来改善ALF大鼠损伤.
在硫代乙酰胺诱导的ALF大鼠模型中, 通过抑制

NF-κB信号通路, 可显著降低炎性因子IL-1、COX-2
的含量, 从而缓解肝损伤. 在肝切除术诱导的ALF大
鼠模型中, 通过抑制NF-κB活性, 可显著降低IL-1含量. 
在酵母聚糖引起的多器官功能障碍综合征大鼠中, 抑
制NF-κB信号通路, 可下调iNOS等蛋白表达. 在GalN/
LPS诱导的大鼠模型中, 通过抑制NF-κB信号通路, 可
降低NO、iNOS含量. 这些数据充分说明大黄素降低

ALF大鼠血清中NO、IL-1β含量, 抑制iNOS、COX-2
表达, 是通过NF-κB信号通路实现的[20-25]. 

研究报道, ALF时残存的肝细胞仍具有较强的增

殖能力, 说明抑制肝细胞凋亡与促进肝细胞增殖, 可一

定程度上促进肝细胞生成, 恢复肝功能. Caspase家族

是重要的细胞凋亡执行者, 通常以非活化的酶原形式

存在于细胞质中, 在多种凋亡信号刺激下经蛋白水解

作用被激活成活化形式, 可对多种蛋白底物进行降解, 
从而在细胞凋亡过程中起关键作用. 其中Caspase 3、
8在ALF模型中活性高于正常组, 大黄素作用后, 可显

著降低其活性. 凋亡相关蛋白严格控制细胞凋亡. 如
Bcl-2家族成员, 能与Bax亚家族成员, 相互作用, 诱导

细胞内的凋亡信号, 引起细胞的凋亡. 在GalN/LPS大
鼠模型中, Bcl-2表达量显著下降, Bax 表达量上升, 大
黄素作用后, 可提高Bcl-2表达, 抑制Bax表达. PCNA在

系统性红斑狼疮患者的血清中发现并命名, 与DNA合

成关系密切, 是细胞增殖标志物之一. 在急性肝损伤

中, PCNA表达量显著下降[25-28]. 本实验结果发现, 大黄

素作用后, PCNA表达量上升. 说明大黄素可通过抑制
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图  4  大黄素抑制ALF大鼠NF-κB抑制的影响. A: 蛋白的灰度; B: 

统计图. aP<0.05, bP<0.01.
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促凋亡蛋白表达, 促进抗凋亡蛋白表达来改善ALF引
起的大鼠肝细胞凋亡. 

总之, 大黄素可通过NF-κB信号通路降低ALF大
鼠血清中ALT、AST含量, 抑制NO、IL-1β分泌, 降低

Caspase 3、8活性, 下调iNOS、COX-2、Bax表达, 上
调Bcl-2、PCNA表达, 来改善ALF引起的大鼠损伤.

文章亮点

实验背景

急性肝功能衰竭(acute liver failure, ALF)是由肝功能急

剧减退引起的黄疸、凝血功能底等临床表现. ALF发
病急、病情进展迅速, 目前临床无有效治疗方案.

实验动机

大黄素是临床治疗ALF应用较为广泛的一种中药, 其
主要成分是大黄素, 有研究证实大黄素具有多种活性

作用, 包括抗炎、肝功能保护、免疫调节等, 亦有学者

应用大黄制剂防治肝癌、保护肝功能等.
 
实验目标

本研究通过建立ALF动物实验模型并采用大黄素治

疗, 观察肝组织病理学改变以及核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)表达、肝功能指标的变化, 研究大黄

素对肝脏功能保护作用的可能机制.

实验方法

本文选取了40只健康大鼠建立炎性损伤模型 ,  分
析A L F炎性因子表达量、A L F凋亡蛋白表达及对

ALF NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响, 并采用

SPSS17.0软件进行数据分析, 所有数据均重复检验3
次, 并采用mean±SD表示, 应用t检验. 

实验结果

大黄素可能减少炎性细胞的释放, 抑制IKK细胞信号

传导通路, 进而达到抑制肝细胞凋亡的效果, 为肝细胞

再生提供微环境.

实验结论

本研究采用大黄素对ALF引起的大鼠损伤进行了实

验, 结论为大黄素可有效抑制NO、白介素-1β分泌, 降
低Caspase 3、8活性, 下调iNOS、环氧合酶-2、Bcl-2
相关x蛋白表达, 上调B淋巴细胞瘤-2基因、增殖细胞

核抗原表达.

展望前景

本研究经验教训是优化药物的剂量, 未来将应用在乳

腺癌的研究中, 未来将在细胞水平上对大黄素的抗炎

作用机制进行研究.
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