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茵陈四逆汤对阴黄证模型大鼠的治疗作用研究元
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渊黑龙江中医药大学 哈尔滨 150040)

摘 要：目的：建立中医阴黄证动物模型，系统评价茵陈四逆汤对大黄、乙醇、琢-异硫氰酸萘酯
（ANIT）三因素复合诱导的大鼠阴黄证的治疗作用。方法:70只 Wistar大鼠随机分为 7组，分别为空白
组、模型组、模型恢复组、茵陈四逆汤低剂量组、茵陈四逆汤中剂量组、茵陈四逆汤高剂量组、阳性药对

照组。观察大鼠一般生物学状态，检测谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、酌-L-
谷氨酰转肽酶（酌-GT）、总胆红素（TB）、直接胆红素（DB）、总胆汁酸（TAB）、血清白介素 2（IL-2）的活
性和效价以及环磷酸腺苷与环磷酸鸟苷比值（cAMP/cGMP），同时观察大鼠肝脏组织病理学情况。结
果：阴黄证大鼠出现明显阳虚表现。模型组、模型恢复组 ALT、AST、ALP、酌-GT、TB、DB、TAB、IL-2活
性显著高于正常对照组（P<0.01），治疗组上述指标，与模型组及模型恢复组比下降显著（P<0.01）；模
型组、模型恢复组 cAMP/cGMP比值显著低于正常对照组（P<0.01），治疗组 cAMP/cGMP比值与模型组
及模型恢复组比升高显著（P<0.01）。同时，组织病理学也得出上述相同的结论。结论:茵陈四逆汤对阴
黄证大鼠具有良好的治疗作用。
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茵陈四逆汤始载于宋代的《伤寒微旨论》，是韩

祗和阐发《伤寒论》中张仲景有关治疗黄疸阴证者当

从“寒湿中求之”的微意创制而成，方由茵陈蒿、制附

子、干姜、炙甘草组成，具有温阳散寒、利湿退黄的功

效，是治疗阴黄证的基础方[1]。目前，由于缺少客观化
实验室诊断指标和理想的阴黄证动物模型，使得阴

黄证的诊断、治疗及新药开发研究缺乏科学手段。本

研究在原有黄疸模型 [2~3]的基础上，将大黄、乙醇、琢-

异硫氰酸萘酯三者有机地结起来，并通过经典方剂

一茵陈四逆汤治疗反证，建立一种理想的阴黄证动

物模型。

一、实验材料及仪器

1援 药 材

茵陈蒿为菊科植物茵陈蒿 A rtemisia capillaries
Thunb.秋季采收的干燥花枝，产于安徽宣城，购自天
津新内田制药有限公司；附子为毛茛科植物乌头 A原
conitum carmichaeli Debx.子根的加工品，商品规格为
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黑顺片，原药产于四川江油；干姜为姜科植物姜 Zin原
giber officinale Rosc.的干燥根茎，产地为河北安国；
炙甘草为豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的
干燥根及根茎经过蜜炙后的加工品，产地为内蒙古

赤峰；大黄为蓼科多年生草本植物长叶大黄（Rheum
palmatum）的干燥根及根茎，产于甘肃。上述 4种饮片
均购自北京同仁堂哈尔滨药店，附子、炙甘草的炮制

标准依据《北京市中药炮制规范》，生产商为北京同

仁堂（亳州）中药饮片有限公司。上述生药鉴定均由

黑龙江中医药大学王喜军教授完成。

2援 仪 器

Waters2695 型 HPLC 色谱仪匹配 Waters2996 型
PDA 紫外检测器，Waters2996 型四元泵系统和 Wa原
ters2996型自动进样器(美国 Waters公司，美国)；Wa原
ters Symmetryshield C18 色 谱 柱 （250mm 伊4.6mm,
5滋m）；Nova -Pak C18 Guard -PakTM 保护柱；日立
KY2000 型 CLINICAL SPECTROMETER 全自动生化
分析仪；DY89-II 型电动玻璃匀浆机 (宁波新芝生物
科技股份有限公司)；PB1501-N电子天平 (上海梅特
勒一托利多仪器有限公司)；SK-I型快速混匀器。

3援 药品与试剂
琢-异硫氰酸萘酯（ANIT），购于 Sigma公司;无水

乙醇（分析纯），购于天津市永大化学试剂开发中心；

乙腈购自美国天地公司；AST 试剂盒、ALT 试剂盒、
酌-GT 试剂盒、ALP 试剂盒、TB 试剂盒、DB 试剂盒、
TAB试剂盒、IL-2 试剂盒、cAMP 试剂盒均购于上海
中医药大学；cGMP试剂盒购于上海中医药大学。

4援 动 物

健康雄性 Wistar 大鼠，体重 200依20g，黑龙江中
医药大学动物中心提供。每日给予大鼠标准食物和

饮用水各两次，保持光照和避光循环饲养（12/12h）；
实验开始前保持室内饲养 1周。

二、实验方法

1援 大黄供试品溶液的制备
取大黄 2500g，先用冷水浸泡 60min，煎煮

20min，8 层纱布过滤（温度 50依5益），滤液 50益减压
浓缩为 1g 生药/mL，浓缩液冻干，出粉率为 16.42%。
大黄冻干粉过 5号药典筛，细粉倒入研钵中，加入热
水，沿同一方向研磨，使药粉充分溶解，作为大黄供

试液备用。

2援 茵陈四逆汤供试品溶液的制备

精确称取茵陈蒿 120g、制附子 120g、干姜 90g、
炙甘草 120g，加水 8000mL，煎煮 2h，6层纱布过滤
（温度 60依5益），滤液 60益减压浓缩为 0.5g 生药/mL，
浓缩液冻干，出粉率为 26.4%。茵陈四逆汤冻干粉过
5号药典筛，细粉倒入研钵中，加入热水，沿同一方向
研磨，使药粉充分溶解，作为茵陈四逆汤供试液备

用。低剂量相当于 0.2g生药/mL，中剂量相当于 0.6g
生药/mL，高剂量相当于 1.2g生药/mL，分别相当于成
人每日剂量的 l、3、6倍。

3援 乙醇溶液的配置
量取 50mL无水乙醇，加入等体积纯净水，超声

混匀，配制 50%（v/v）乙醇溶液。
4援 琢-萘异硫氰酸酯(ANIT)橄榄油溶液的配置
精密称量 琢-萘异硫氰酸酯（ANIT）粉末 1.6g，溶

于 40mL橄榄油中，超声混匀，配制 4%的 琢-萘异硫
氰酸酯（ANIT）橄榄油溶液。

5援 实验动物分组
实验动物按体重随机分为 7 组：空白组、模型

组、模型恢复组、茵陈四逆汤高剂量组、茵陈四逆汤

中剂量组、茵陈四逆汤低剂量组、阳性药对照组。每

组 10只，单笼饲养，自由食水。
6援 各组模型的制备
实验动物分组后，各组动物称重，测肛温。具体

方法如下：

空白组：每天予 0.9%生理盐水 1mL/100g灌胃。
模型组、模型恢复组、茵陈四逆汤高剂量组、茵陈四

逆汤中剂量组、茵陈四逆汤低剂量组、阳性药对照

组：每天灌胃给予大黄煎剂 1mL/100g连续给药 14d，
于第 10日起每天灌胃给予乙醇 50%（v/v）连续 5天
（5g·kg -1），于第 12 日灌胃给予 琢-异硫氰酸萘酯
（ANIT）7.5mg/100g，于第 13日灌胃给予 琢-异硫氰酸
萘酯（ANIT）2.5mg/100g。其中模型恢复组于第 15日
予 0.9%生理盐水 1mL/100g灌胃，连续 7d。

7援 治疗方法
茵陈四逆汤高剂量组、茵陈四逆汤中剂量组、茵

陈四逆汤低剂量组：于第 15日按体重 1mL/100g分别
灌胃给予不同剂量茵陈四逆汤冻干粉，连续给药 7d，
阳性药对照组于第 15日灌胃给予熊去氧胆酸（优思
弗，德国 Falk 公司产品）6mg/100g（按重量和体表面
积折算相当于成人每天 10mg·kg-1的剂量)灌胃，连续
给药 7d。

8援 观测指标与方法
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（1）模型动物体重及肛温。
体重计：115型自动体重计量仪，大连星海电子

衡器有限公司。电子体温计：1671一 WC数位式电子
体温计，深圳科学仪器有限公司

（2）模型动物肝脏病理组织学检测。
用 0.9%生理盐水于肝门静脉处灌流肝脏以排除

肝脏血。摘取肝脏称重后，于肝右叶切取 1.0cm伊
1.0cm伊0.2cm 大小肝组织，置于 10%甲醛固定，常规
石蜡包埋、切片、HE 染色，光镜观察，评价观察肝组
织的病理变化。

（3）模型动物临床生化学、免疫学指标测定。
模型组于第 15 日称重、测肛温后取材；其余各

组于第 22日各组动物称重，测肛温后取材。用 1%戊
巴比妥钠 0.15mL/100g 腹腔注射麻醉，肝门静脉取
血，其中 1mL置 EDTA 管中供 cAMP、cGMP 检测用，
其余置肝素钠管中，4益、3000rpm 的条件下离心
15min，取上清液，血清按照相应测定方法，分别测定
AST、ALT、酌-GT、ALP、DBIL、TBIL、TBA、IL-2。
（4）阴黄证黄疸动物模型评估标准。
淤动物一般状态应符合阴黄证特点 巩膜发

黄，皮肤(耳背、肛周、口周)黄染、黄色晦暗，尿色黄，
大鼠体重明显下降，消瘦，蜷曲，拱背，反映迟钝，肛

温下降，聚堆，食欲明显下降，体毛不荣。

于实验室诊断指标 血清胆红素升高，肝组织

病理学改变，血清酶学改变，免疫低下。

9援 数据处理
所有数据均以 x依s 表示，采用

SPSS17.0 软件对所得数据进行单因素
方差分析，以 P<0.05判定具有统计学
意义。

三、结 果

1. 茵陈四逆汤质量控制分析
本研究采用多成分同时含量测定的方法控制茵

陈四逆汤的外在质量，具体操作如下：精确称取 1g冻
干粉，加甲醇定容至 50mL，超声提取 1h，过 0.45滋m
滤膜，进行 HPLC分析，结果表明，茵陈四逆汤提取物
质量均一稳定，满足体内药效学评价的要求（见表 1）。

2援 一般生物学状态观察
大鼠灌服大黄煎液第 3d起，即出现较明显的脾

阳虚症状，如便条状稀便，后期出现稀水样便，进食

减少，倦卧懒动，畏寒扎堆，毛发散乱脱落暗淡无光

泽，体重显著下降等。造模结束后，模型自然恢复组

大鼠蜷卧，困倦嗜睡，大便湿、软、溏、肛脏。中药各治

疗大鼠活动较少，便溏症状较模型自然恢复组明显

缓解。阳性药对照组大鼠拱背、毛竖起，便溏缓解，排

尿量明显增多，体重减轻明显（见表 2）。
3援 血清中 ALT、AST、酌-GT、ALP活性的测定
与正常对照组相比，模型组血清 ALT、AST、酌-

GT、ALP 活性明显升高，有显著性差异（P<0.01），表
明造成了大鼠的肝损伤；茵陈四逆汤中剂量组、茵陈

四逆汤高剂量组上述各指标明显降低，与模型组相

比有显著性差异（P<0.01），且茵陈四逆汤高剂量组上
述各指标降低程度最大，表现出较好的治疗作用（见

表 3）。
4援 血清中 TBIL、DBIL、TBA活性的测定
与正常对照组相比，模型组血清 TBIL、DBIL、

TBA活性明显升高，有显著性差异（P<0.01），表明造
成胆汁淤积；中药治疗组及阳性药对照组上述各指

标明显降低，与模型组相比有显著性差异（P<0.01）
（见表 4）。

5援 血清中 IL-2及 cAMP/cGMP的测定
与正常对照组相比，模型组血清 IL-2明显升高，

有显著性差异（P<0.01），表明机体免疫功能受到抑
制；中药治疗组及阳性药对照组上述各指标明显降

低，与模型组、模型恢复组相比有显著性差异（P<
0.01），茵陈四逆汤高剂量组降低程度最大，表明茵陈

表 1 茵陈四逆汤中 6，7-二甲氧基香豆素，茵陈色原酮的含量测定结果
化合物

Samples Quantity Mean依SD
（mg·g-1）1 2 3 4 5

6，7-DME含量（mg·g-1） 3.805 3.504 3.577 3.770 3.765 3.68依0.13
茵陈色原酮含量（mg·g-1） 0.4423 0.4367 0.4427 0.4722 0.4765 0.45依0.02

表 2 各组大鼠实验前后体重和肛温差值均值比较（n=8，x依s）
Groups Body weight rise (g) T (益)

Control 42.00依8.02 0.43依1.83
Model -28.75依4.71元元 -1.71依0.15元元
Model recovery -24.38依4.60银 -1.48依0.24银
YCSNL -8.88依3.40 银银 -0.36依0.18银银
YCSNM -10.50依3.82银银 -0.50依0.13银银
YCSNH -6.38依2.67银银 -0.29依0.10银银
UDCA -14.00依3.30银银 -0.74依0.07银银

Note： 元 元 P <0.01 compared with control group, 元 P <0.05
compared with control group, 银银P<0.01 compared with model
group,银P<0.05 compared with model group.
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四逆汤能够拮抗由于 IL-2升高而产生的免疫抑制作
用。与正常对照组相比，模型组血清 cAMP/ cGMP比
值明显降低，有显著性差异（P<0.01），中药治疗组及
阳性药对照组上述各指标明显升高，与模型组相比

有显著性差异（P<0.01），茵陈四逆汤高剂量组升高程
度最大，表明茵陈四逆汤能够缓解大鼠阳虚症状（见

表 5）。
6援 肝脏组织学观察
正常对照组肝细胞以中央静脉为中心向四周呈

放射状排列，肝小叶结构正常，

肝板排列较规整，肝血窦无充

血，肝细胞形态正常，胞核明显。

模型组及模型恢复组肝小叶间

胆管扩张及其周围有炎性细胞

浸润。主要为淋巴细胞、浆细胞。

汇管区因炎性细胞浸润而扩大，

多数汇管区有不典型小叶间胆

管增生，肝小叶周围肝细胞肿

胀，胞浆疏松呈透亮网状。肝细

胞变性肿胀、体积变大、胞浆增

多、部分出现点状及灶性坏死、

肝血窦及中央静脉充血扩大，肝

汇管区充血可见淋巴细胞浸润。

部分可见胆小管明显增生肿胀。

与模型组及模型恢复组相比，茵

陈四逆汤高中低剂量组及阳性

药对照组肝组织损伤程度均明

显减轻，坏死面积明显减小，空

泡变性情况明显改善，偶有部分

区域发生轻度浸润和渗透现象，

肝细胞死亡数明显减少，肝小叶

间胆管扩张及其周围有炎性细胞浸润减轻，且高剂

量组大鼠整体肝细胞状态接近正常对照组大鼠（见

图 1）。
四、结果与讨论

中医学认为，阴黄的形成多见于素体脾胃虚寒，

或久病劳伤，脾阳虚衰，或阳黄迁延失治误治，阳气

受损，纵酒或外感寒湿或感受湿邪阻滞气机，瘀血阻

滞络道，胆道受阻而为黄疸。临床表现为：身目俱黄，

黄色晦暗，纳少脘闷，或见腹胀，大便不实，神疲畏

寒，口淡不渴，舌质淡苔腻，脉濡缓或沉迟。本文从中

医的病因病机入手，采用大黄、乙醇、琢-异硫氰酸萘
酯三因素复合诱导，造成阴黄证实验动物模型，并用

治疗阴黄证的经典方———茵陈四逆汤治疗进行反

证，证明该模型成立，并可靠实用。实验表明，阴黄证

大鼠出现活动减少，倦卧，扎堆，进食减少，便条状稀

便等症状与临床阴黄证患者相似。同时其肝脏病理

学及肝功能等客观化指标改变与阴黄证的临床研究

一致 [4]。阴黄证除以上表现外，还具备持续高胆红素
血症，免疫力低下的特点。

表 3 实验各组 ALT,AST, 酌-G，ALP均值比较（n=8，x依s）
Groupsr ALT（U·L-1） AST（U·L-1） 酌-GT（U·L-1） ALP（U·L-1）
Control 14.13依2.997 146.13依16.24 1.00依0 130.25依19.29
Model 760.38依106.16元元 1584.13依288.01元元 11.25依2.44元元 1229.63依400.17元元

Model recovery 724.38依186.37 1453.00依293.07 4.50依1.85银银 1072.63依89.42
YCSNL 55.00依4.66银银 188.00依28.76银银 1.00依0银银 355.13依58.35银银
YCSNM 44.00依3.02银银 196.13依25.74银银 1.00依0银银 290.63依40.29银银
YCSNH 43.00依3.51银银 166.88依14.79银银 1.00依0银银 255.13依9.85银银
UDCA 64.50依6.19银银 194.38依28.95银银 1.75依0.46银银 492.00依54.96银银

Note : 元元P<0.01 compared with control group, 元P<0.05 compared with control group, 银
银P<0.01 compared with model group, 银P<0.05 compared with model group.

表 4 实验各组 TBIL、DBIL、TAB均值比较（n=8，x依s）
Groups TBIL（滋mol·L-1） DBIL（滋mol·L-1） TBA（滋mol·L-1）
Control 1.53依0.39 0.31依0.21 21.23依6.04
Model 106.19依25.19元元 88.30依20.25元元 274.03依18.89元元

Model recovery 60.19依17.32银银 48.06依14.30银银 241.69依21.77
YCSNL 4.60依0.63银银 3.03依0.96银银 124.06依52.86银银
YCSNM 4.84依0.38银银 2.39依0.87银银 103.26依17.21银银
YCSNH 4.00依0.52银银 2.95依0.67银银 69.01依29.57银银
UDCA 6.20依1.22银银 1.84依0.61银银 120.73依42.84银银

Note：元元P<0.01 compared with control group, 元P<0.05 compared with control group, 银银
P<0.01 compared with model group, 银P<0.05 compared with model group.

表 5 实验各组 IL-2和 cAMP/ cGMP比值的均值比较（n=8，x依s）
Groups IL-2(umol·L-1) cAMP/ cGMP
Control 3.69依1.10 5.34依0.98
Model 19.08依3.38元元 2.45依0.77元元

Model recovery 17.46依3.73 2.54依0.67
YCSNL 8.60依2.21银银 4.83依1.02 银银

YCSNM 8.45依1.72银银 4.99依1.94银银
YCSNH 5.09依1.86银银 5.21依1.63银银
UDCA 10.68依2.95银银 4.88依0.39银银

Note： 元元 P <0.01 compared with control group, 元 P <0.05
compared with control group, 银银P<0.01 compared with model
group, 银P<0.05 compared with model group.
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从实验结果看，茵陈四逆

汤对阴黄证大鼠能明显降低

其 ALT、AST、ALP、酌 -GT、TB、
DB、TAB 水平，并呈较好的退
黄降酶保肝作用和量效关系。

ALT 与 AST 主要分布在肝细
胞内，其升高的程度与肝细

胞受损程度相一致，是最常用

的肝功能指标；ALP 与 酌-GT
是诊断胆道系统疾病常用的

指标；ALP几乎存在于机体的
各个组织，正常情况下血清中

的 ALP经血液流到肝脏，从胆
道系统排泄，瘀胆型肝炎时此

酶明显升高；酌-GT 在体内分
布很广，但血清中的 酌-GT 主
要来自肝脏，因此具有较强的

特异性。正常情况下，胆红素

组成胆汁，排入胆道，再经大

便排出；当肝细胞发生病变、

肝细胞肿胀、肝小管管腔闭

塞，排泄胆汁受阻，则血中胆

红素升高（TB、DB），发生了胆
汁淤滞性和肝细胞性黄疸。胆

汁酸（TBA）是胆汁中的主要
成分，它能与多种物质形成混

合微团，从而胆汁酸的分泌就

能促进胆汁中其他固体物质

的分泌和排泄，如胆红素。如

果胆汁酸代谢异常时，就会影

响胆汁的分泌功能而致胆汁

瘀积，产生持续的高胆红素血

症 [5]。胆汁酸（TBA）是肝内由
胆固醇合成的主要有机阴离

子。肝胆疾病时，血清胆红素

受着诸如生成率、器官灌注等

因素影响，因此能不一定能直

接反映排泄它的器官功能；而

胆汁酸代谢情况主要受排泄

它的器质所控制，因此能较特

异性地反映有关排泄器官的

功能。当肝转运有机阴离子的
图 1 肝脏组织病理学观察
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功能受损时，反映在胆汁酸代谢改变上，至少在理论

上较之胆红素代谢更为明显 [6]。血清 IL-2具有免疫
抑制作用，当血清中的 IL-2 含量升高，表明机体免
疫功能降低。cAMP、cGMP是细胞功能的重要调节物
质，在细胞代谢及多种生理效应的体现中具有关键

的作用。cAMP/cGMP比值与中医的阴阳有着密切的
关系。凡中医辨证阳虚者，cAMP/cGMP比值明显降
低；而各类疾病辨证为阴虚者则表现为 cAMP含量升
高，伴以无明显降低的 cAMP/cGMP 比值。 cAMP/
cGMP比值变化还可作为阳虚与阴虚病人病情演变
的指标。阳虚者好转时，cAMP含量升高，cAMP/cGMP
比值增大，无好转或恶化时则相反；阴虚者好转时，

cAMP含量降低，无好转或恶化时升高。
从肝组织病理结构看，阴黄证大鼠模型主要表

现在肝细胞的损害和胆管系统损害及胆汁转运障碍

方面，这可能是阴黄证大鼠的病理组织学特点，茵陈

四逆汤高剂量组较阳性药对照组在改善肝组织病理

方面作用显著，尤其在胆管扩张和胆汁淤积上作用

明显，这与反映在肝功能指标—ALT、AST、ALP、酌-

GT、TB、DB、TAB水平的降低上是一致的。再次从病
理结构上说明茵陈四逆汤的良好治疗效应

总之，通过选取系列生物标记物对大黄、乙醇、

琢-异硫氰酸萘酯三因素复合诱导的大鼠阴黄证动物
模型进行评价，结果证实该模型在本实验模式下被

成功复制，在此基础上，初步阐明了茵陈四逆汤对大

黄、乙醇、琢-异硫氰酸萘酯三因素复合诱导的大鼠阴
黄证具有良好的治疗作用。
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Therapeutic Efficacy of Yin Chen Si Ni Tang on Yin Jaundice Rats
Tong Xin, Wang Xijun, Sun Hui

(Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin 150040, China)

Abstract: This work aimed to investigate the effect of Yinchensini-Tang on Yin jaundice rats. 70 rats were ran鄄
domly divided into 7 groups: the control group, the model group, the model recovery group, the Yinchensini-Tang
low-dose group, the Yinchensini-Tang middle-dose group, the Yinchensini-Tang high-dose group, and the UDCA
group. The changes of liver function and hepatic pathology and behavior were observed. The ALT, AST, ALP, 酌-
GT, TB, DB, TAB and IL -2 in the model group and model recovery group were significantly higher than in the
control group (P<0.01). The ALT, AST, ALP, 酌-GT, TB, DB, TAB and IL-2 in the Yinchensini-Tang high-dose
group were significantly lower than in the model group and model recovery group (P<0.01), The cAMP/cGMP in the
model group and model recovery group was significantly lower than in the control group (P<0.01). The cAMP/cGMP
in the Yinchensini -Tang high -dose group was significantly higher than in the model group and model recovery
group (P<0.01). The results showed that high-dosed Yinchensini-Tang could amend the changes of hepatic patholo鄄
gy in Yin jaundice rats. Thus Yinchensini-Tang has better effect on Yin jaundice rats.
Keywords: TCM science, Yinchensini-Tang, Yin jaundice, Treatment
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