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　　摘　要：目的　观察荔枝核总黄酮（ＴＦＬ）抗大鼠肝纤维化作用，并探讨其中的可能机制。方法　以二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）腹

腔注射制作大鼠肝纤维化模型；造模同时ＴＦＬ给药组以ＴＦＬ灌胃给药，秋水仙碱为阳性对照组，苏木素伊红（ＨＥ）染色、马松染

色观察大鼠肝纤维化程度，检测血清天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）水平，检测肝组织丙二醛（ＭＤＡ）、超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量，免疫组化检测肝组织核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）的表达。结果　与模型组比较ＴＦＬ给药组血清 ＡＳＴ、

ＡＬＴ水平及肝组织 ＭＤＡ含量明显降低（犘＜０．０５），ＳＯＤ含量明显升高（犘＜０．０５）；ＴＦＬ可明显抑制肝组织 ＮＦκＢ的表达（犘＜

０．０５），改善大鼠肝纤维化程度（犘＜０．０５）。结论　ＴＦＬ具有显著的抗肝纤维化作用，减轻机体脂质过氧化反应及抑制ＮＦκＢ的

表达可能参与了其抗肝纤维化作用的机制。
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　　肝纤维化是肝脏细胞外基质的合成与降解平衡被破坏，导

致细胞外基质过度沉积的病理过程，是各种慢性肝病进一步向

肝硬化发展的必经阶段［１２］。目前认为，肝纤维化乃至早期肝

硬化均可逆［３］。因此，对肝纤维化的防治具有重要意义。荔枝

为广西东南部特产，其核仁作为广西特色中药已有几千年的应

用历史。荔枝核总黄酮（ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｅｆｒｏｍ Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

Ｓｏｎｎ，ＴＦＬ）是从荔枝核提取的有效药理成分。实验研究表明，

ＴＦＬ可通过促进活化肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）

凋亡而发挥抗肝纤维化作用［４］。本实验旨在进一步观察ＴＦＬ

抗肝纤维化作用，并对其可能机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　本实验采用４０只健康雄性ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，质

量（２００±２０）ｇ，由桂林医学院实验动物中心提供（合格证号：

ＳＣＸＫ桂２００７０００１）。主要试剂及药品：丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ

ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）测试盒，超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）测试盒购于南京建成生物工程研究所；兔抗大鼠核转录

因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）多克隆

抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公司；免疫组织化学二抗

试剂、３，３′二氨基联苯胺（３，３′Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色

购于福建迈新生物科技有限公司；秋水仙碱二甲基亚硝胺

（ＤＭＮ）购于Ｓｉｇｍａ公司；ＴＦＬ购于广州广弘中药材公司，经鉴

定为无患子科植物荔枝的成熟种子，桂林医学院药理实验室提

取分离，荔枝核总黄酮含量达５４．２％，用蒸馏水稀释为４０ｇ／Ｌ

溶液。

１．２　方法

１．２．１　大鼠分组及处理　大鼠随机分为正常对照组、模型组、

ＴＦＬ给药组、秋水仙碱组，每组１０只。正常对照组以等体积

的生理盐水灌胃。模型组、ＴＦＬ给药组、秋水仙碱组按 Ａｌａ

Ｋｏｋｋｏ等方法腹腔注射０．５％ ＤＭＮ制作肝纤维化模型
［５］。

造模与给药同时。模型组、ＴＦＬ给药组、秋水仙碱组分别用５
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ｍＬ／ｋｇ生理盐水、２００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１ＴＦＬ及０．１ｍｇ·ｋｇ

－１·

ｄ－１秋水仙碱灌胃
［４］，每日１次，共６周。６周后处死大鼠，抽

取下腔静脉血，常规分离血清，取部分肝脏组织加冷生理盐水

制成１０％肝组织匀浆，取同一部位新鲜肝脏组织固定于体积

分数为１０％的中性甲醛溶液中１ｄ，制作石蜡切片。大鼠处死

前禁食不禁水２４ｈ。

１．２．２　血清及肝组织匀浆生化指标检测　血清丙氨酸氨基转

移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶

（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）用全自动生化分析仪测定，

严格按试剂盒说明进行 ＭＤＡ、ＳＯＤ指标的检测。

１．２．３　肝组织病理学检查　苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅ

ｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色、马松染色按常规方法进行。纤维化分

级评分参照２００２年中华肝脏病学会肝纤维化分级法进行胶原

纤维增生程度半定量分析［６］，最低０分，最高２９分；得分越高，

表示纤维化程度越重。

１．２．４　免疫组化检测 ＮＦκＢ蛋白的表达　防脱切片经过常

规脱蜡、脱水；２％ 乙二胺四乙酸二钠（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔ

ｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）高温修复２０ｍｉｎ冷却后磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗；３％过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎ

ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）阻断１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；滴加ＮＦκＢ多克隆抗

体（１∶２００），１ｈ后ＰＢＳ洗；滴加二抗，１５ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗；

ＤＡＢ显色；苏木精复染，常规脱水，透明，中性树胶封固，光镜

下观察。用已知阳性切片作为阳性对照，用ＰＢＳ代替一抗作

为阴性对照。ＮＦκＢｐ６５采用半定量计分方法，以细胞核或胞

浆呈棕黄色为（＋）。参照免疫组化显色标准
［７］：按显色程度分

弱、中、强３种，分别记以１、２、３分。每个指标的每个标本，取

１０个较好的高倍视野，按显色范围分为４度：＋为显色范围占

高倍视野小于２５％；＋＋为显色占高倍视野２５％～５０％；＋＋

＋为显色占高倍视野＞５０％～７５％；＋＋＋＋为显色占高倍视

野大于７５％。将每个高倍视野显色程度和范围换算成显色指

数，显色指数＝显色程度×显色范围（＋为１分、＋＋为２分、

＋＋＋为３分、＋＋＋＋为４分），取其均数作为每个检测指标

的最终显色指数。

１．３　统计学处理　各组数据均数狓±狊表示。先进行数据的

正态性检验及方差齐性检验，符合上述条件的行单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ），组间比较应用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ（ＳＮＫ）检

验，相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ检验。非参数资料应用秩和检

验。采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件做相关分析。

２　结　　果

２．１　一般情况　实验过程中共有４只大鼠死亡，尸检及肝脏

ＨＥ染色检查，死因均为急性肝衰竭，死亡动物不计入统计学

处理。

２．２　ＴＦＬ对肝纤维化大鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平的影响　模

型组 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平最高，与正常对照组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５），ＴＦＬ给药组、秋水仙碱组 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平明

显低于模型组（犘＜０．０５）。ＴＦＬ给药组 ＡＬＴ、ＡＳＴ与秋水仙

碱组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　ＴＦＬ对各组大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平的影响（狓±狊）

组别 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

正常对照组 １０ ４５．４５±１１．０５ ８４．９５±１４．５０

模型组 ８ １９４．６３±２２．８６ ２９３．９９±２３．７８

ＴＦＬ给药组 ９ １０９．７８±１８．６９＃△ １５６．５０±２６．２９＃△

秋水仙碱组 ９ １４７．１１±２７．２９＃ ２１３．８３±３１．５３＃

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与模型组比较；△：

犘＜０．０５，与秋水仙碱组比较。

２．３　ＴＦＬ对肝纤维化大鼠肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ的影响　与正

常对照组比较，模型组大鼠肝组织 ＭＤＡ含量显著升高，ＳＯＤ

含量明显减低（犘＜０．０５）。与模型组比较，ＴＦＬ给药组大鼠肝

组织 ＭＤＡ的含量明显降低，ＳＯＤ含量显著升高（犘＜０．０５）。

ＴＦＬ给药组与秋水仙碱组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

结果提示：ＴＦＬ能显著降低ＤＭＮ诱导的肝纤维化大鼠肝组织

中 ＭＤＡ含量，升高ＳＯＤ含量。见表２。

表２　　ＴＦＬ对各组大鼠肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ的影响（狓±狊）

组别 狀 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）

正常对照组 １０ ６．１９±１．３５ ３４５．３０±２０．０２

模型组 ８ １５．０８±２．９３ ２４２．７３±４８．３２

ＴＦＬ给药组 ９ ８．５４±１．９６＃△ ２８６．６８±３０．１５＃△

秋水仙碱组 ９ ８．６４±２．３０＃ ２７６．６０±２９．２６＃

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与模型组比较；△：

犘＞０．０５，与秋水仙碱组比较。

２．４　肝组织病理学检测结果　光镜观察，与正常对照组相比，

模型组肝细胞索排列紊乱，肝细胞水肿，脂肪变性，增生纤维分

割、包绕肝小叶，多数正常小叶结构破坏或消失，汇管区周围粗

大胶原沉积，纤维隔内大量炎细胞浸润。ＴＦＬ给药组和秋水

仙碱组 ＨＥ、马松染色均显示肝细胞水肿及变性不明显，肝小

叶结构破坏明显减轻，胶原纤维增生较少，纤维疏松变窄，炎性

细胞浸润较少。见图１、表３。

２．５　免疫组化ＮＦκＢｐ６５蛋白表达结果　正常肝组织ＮＦκＢ

呈弱阳性表达，分布在汇管区、窦周及少数肝细胞中，显色淡；

模型组ＮＦκＢ呈强阳性表达，与正常对照组比较表达明显增

强（犘＜０．０５），主要表达于汇管区和纤维间隔及肝细胞中，显

色最深呈棕黄色；ＴＦＬ给药组 ＮＦκＢ蛋白表达与模型组比较

明显下降（犘＜０．０５），显色较淡；秋水仙碱组 ＮＦκＢ蛋白表达

水平低于模型组（犘＜０．０５）。ＴＦＬ给药组与秋水仙碱组比较

具有统计学意义（犘＜０．０５）。见图２、表３。

图１　　各组肝组织光镜检查（ＨＥ×１００）
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图２　　各组肝组织ＮＦκＢ蛋白的表达（×４００）

表３　　各组肝组织纤维化评分及ＮＦκＢ表达情况（狓±狊）

组别 狀 纤维化评分 显色指数

正常对照组 １０ ０．８０±０．４２ １．４０±０．７０

模型组 ８ ２１．１３±５．４６ ９．００±２．５１

ＴＦＬ给药组 ９ ６．７８±３．９３＃△ ４．１１±２．２６＃△

秋水仙碱组 ９ １５．６７±５．７４＃ ６．４４±２．７４＃

　　：犘＜０．０５，与正常对照组比较；＃：犘＜０．０５，与模型组比较；△：

犘＜０．０５，与秋水仙碱组比较。

２．６　肝纤维化评分与 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＮＦκＢ相关性分析　肝组

织病理学肝纤维化评分与 ＭＤＡ、ＮＦκＢ呈正相关（狉＝０．７２，

０．６６），与ＳＯＤ呈负相关（狉＝－０．５７）。

３　讨　　论

本实验中，作者采用 ＤＭＮ建造大鼠肝纤维化模型研究

ＴＦＬ抗肝纤维化的作用机制。ＤＭＮ诱导的肝纤维动物模型，

与人类肝硬化早期改变的胶原沉积特点相似，ＤＭＮ是一种肝

毒性化合物，一方面可在线粒体中代谢为乙醛，进而与蛋白质

交联；另一方面ＤＭＮ代谢产生活性甲基化基因，引起核酸、蛋

白质的甲基化，导致肝细胞坏死与肝脏脂质过氧化，刺激 ＨＳＣ

活化与胶原基因表达，导致肝纤维化。

脂质过氧化反应是连结组织损伤与纤维化两个过程的纽

带，抑制过氧化反应，不仅可促进肝损伤修复，而且也可防止纤

维化的发生和发展［８］。本实验研究发现，模型组肝组织有较多

的成纤维细胞出现，肝索排列紊乱，纤维结缔组织增生纤维间

隔形成，提示大鼠肝纤维化模型复制成功。ＴＦＬ防治干预６

周后，血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＭＤＡ含量明显降低，ＳＯＤ水平明显升

高，肝组织损伤程度呈好转趋势，肝细胞坏死减少，病理学检查

肝纤维化程度明显改善。结果提示，ＴＦＬ有较好的保护肝细

胞、改善肝功能及抗肝纤维化作用，其机制可能与其提高ＳＯＤ

活性，降低 ＭＤＡ含量，清除氧自由基，保护肝细胞，抑制机体

脂质过氧化反应有关。

ＮＦκＢ是一种具有转录激活功能的蛋白质，普遍存在于多

种组织的多种细胞中。研究表明，静止的 ＨＳＣ向活化的 ＨＳＣ

转化时，ＮＦκＢ的结合活性增加，在细胞受到病毒、细菌毒素感

染、缺血缺氧、组织损伤等各种因素作用下 ＮＦκＢ活化，进入

细胞核与相应的靶基因结合，启动细胞黏附分子 ＮＯＳ和环氧

化酶２等基因转录，导致促炎因子、自由基、前列腺素等炎症

介质的大量产生，从而引起相应病变，并同时以自分泌或旁分

泌的形式激活未活化枯否细胞中的ＮＦκＢ，产生更多的炎性介

质，形成“炎性瀑布”，造成肝脏炎症反应，激活 ＨＳＣ参与肝脏

纤维化进程［９１０］。而且 ＮＦκＢ还具有抗 ＨＳＣ凋亡的作用，使

得活化的 ＨＳＣ的数量维持在一定的水平，一定程度上促进了

纤维化的发生和发展［１１１２］。因此，抑制ＮＦκＢ的表达和增殖，

可以作为抗肝纤维化治疗的有效途径之一［１３１４］。

在本次实验中发现正常对照组 ＮＦκＢ呈弱阳性表达，模

型组强阳性表达，而运用ＴＦＬ及秋水仙碱处理后治疗组肝组

织ＮＦκＢ的表达明显减弱，表明 ＮＦκＢ参与了ＤＭＮ诱导的

肝纤维化进程。模型组肝组织病理学表现为广泛纤维组织增

生假小叶形成；而采用ＴＦＬ处理后ＴＦＬ组肝组织ＮＦκＢ活性

显著下降，病理学显示其纤维化程度较模型组明显改善，仅见

少量纤维间隔及炎细胞浸润，肝小叶结构基本正常，无肝硬化

形成。相关性分析表明，ＮＦκＢ在肝内表达的增强程度与病理

学上纤维化程度评分呈一定正相关，提示ＴＦＬ抗肝纤维化作

用可能与其下调 ＮＦκＢ表达，进而抑制 ＨＳＣ活化、促进活化

的 ＨＳＣ凋亡有关。

综上所述，ＴＦＬ对ＤＭＮ诱导的肝纤维化具有较好的防治

作用，其机制可能与减轻机体脂质过氧化反应、抑制 ＮＦκＢ的

高表达有关。然而ＴＦＬ抗肝纤维化的具体体内生物过程尚有

待进一步研究。
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代谢。有学者推测ＡｐｏＡ５可能具有脂质转运功能
［９］，能清除

组织中的脂质和抗动脉粥样硬化。在后续的实验中发现，

ＡｐｏＡ５主要影响血浆 ＴＧ代谢，ＡｐｏＡ５基因变异与血浆 ＴＧ

水平增高及家族性混合型高脂血症有关，血浆 ＡｐｏＡ５浓度与

ＴＧ浓度呈负相关，提示 ＡｐｏＡ５有降 ＴＧ的作用。带 ＡｐｏＡ５

腺病毒载体小鼠的血浆 ＴＧ和 ＴＣ浓度分别降低了７０％和

４０％，原因是 ＡｐｏＡ５过度表达后极大地降低了 ＶＬＤＬ的比

例，从而降低 ＴＧ水平，也使脂蛋白中的胆固醇减少，其中

ＨＤＬ中的胆固醇降低幅度最大，从而使血浆ＴＣ浓度降低
［１０］。

在老年人群中，血清ＡｐｏＡ５水平与血清ＴＧ水平呈显著负相

关，这也支持ＡｐｏＡ５是ＴＧ代谢的一个重要决定因素
［１１］。何

成毓等［１２］和Ｇｒｏｓｓｋｏｐｆ等
［１３］的研究均显示，ＡｐｏＡ５与ＴＧ呈

负相关，与 ＨＤＬＣ呈正相关，多元回归分析显示，ＴＧ、ＨＤＬ与

ＡｐｏＡ５有关。

辛伐他汀不仅可以有效地降低血清中的ＴＣ和ＬＤＬＣ，而

且也有增高 ＨＤＬＣ及降低ＴＧ的作用，曾群英等
［１４］在一项关

于辛伐他汀治疗６９岁以上老年高脂血症患者的安全性及临床

疗效的报道中指出，辛伐他汀治疗２４周后ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ均

较治疗前明显下降（犘＜０．０１），ＨＤＬＣ则较治疗前显著上升

（犘＜０．０１），与安慰剂比较，辛伐他汀显著降低ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ

（犘＜０．０１），显著升高 ＨＤＬＣ水平（犘＜０．０１）。

李琰［１５］调查７８例患者经１６周口服辛伐他汀治疗后，与

治疗前相比，ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ值均显著下降（犘＜０．０５），ＨＤＬ

Ｃ值显著上升（犘＜０．０５）。

在本实验中，作者以不同浓度的辛伐他汀（１、５、１０、２５、５０

μｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＨｅｐＧ２细胞，体外培养４８ｈ后，以 ＰＣＲ和

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法，于基因水平及蛋白水平分别检测 ＡｐｏＡ５，结

果发现，随着辛伐他汀浓度的增加（１、５、１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ），

ＡｐｏＡ５的表达明显增加，通过单因素方差分析检验，各组间水

平差异具有统计学意义（犘＜０．０５），通过实验所得ＩＯＤ值，可

以直观地看到当辛伐他汀达到一定浓度时（５０μｍｏｌ／Ｌ），载脂

蛋白的表达量反而较前一组（２５μｍｏｌ／Ｌ）有所下降，推测辛伐

他汀上ＡｐｏＡ５的表达有一定的浓度上限，两种方法测量所得

结果一致。由此推测辛伐他汀可通过上调ＡｐｏＡ５而达到影响

血脂水平的作用，这为进一步研究辛伐他汀的调脂机制提供又

一新的思路，并为其提供一定的理论基础。
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