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美洲大蠊提取物对肝纤维化大鼠ＮＦκＢ和αＳＭＡ表达的影响


刘丽辉，李　武△，马得宏，陈一晖，王宏图，张　禄，徐雪美，冉慧粉

（昆明医科大学第一附属医院感染科，昆明６５００３２）

　　摘　要：目的　探讨美洲大蠊提取物（ＡＰＡ）对实验性肝纤维化组织中核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）

表达的影响，并观察ＡＰＡ的抗纤维化疗效。方法　采用四氯化碳复制大鼠肝纤维化模型，同时用０．５ｇ／ｋｇ的ＡＰＡ灌胃治疗，测

定血清中丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、清蛋白（Ａｌｂ）水平。免疫组化测定肝组织中ＮＦκＢ和αＳＭＡ

表达的水平，并以光镜观察肝病理组织学改变，进行炎性活动度分级及纤维化分期。结果　ＡＰＡ可以降低血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ和

肝组织中ＮＦκＢ、αＳＭＡ的水平，ＡＰＡ组和三七丹参组与模型组相比血清中 Ａｌｂ水平差异有统计学意义，用药后的肝脏细胞变

性坏死及纤维化程度明显降低。结论　ＡＰＡ具有一定的抗纤维化作用，机制可能与其抑制肝组织中 ＮＦκＢ和αＳＭＡ的表达

有关。
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　　在前期研究中，本课题组采用四氯化碳复制小鼠肝纤维化

模型，结果表明，美洲大蠊提取物（ＡＰＡ）对小鼠实验性肝纤维

化具有一定的保护作用，能够明显改善小鼠受损肝脏的病理形

态，降低肝纤维化程度［１］。为了进一步研究 ＡＰＡ对肝纤维化

的治疗作用，本研究改用大鼠作为肝纤维化模型，观察 ＡＰＡ

对四氯化碳所致大鼠肝纤维化模型是否同样有治疗作用，并探

讨其抗纤维化的机制是否与其抑制大鼠肝纤维化组织中核转

录因子κＢ（ＮＦκＢ）和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达

有关。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级ＳＤ雄性大鼠４０只，胎龄５～６周，体

质量１２０～１５０ｇ，由昆明医科大学动物科提供。实验过程中饲

养条件相同，而且定期清洁、消毒。动物合格证号：ＳＣＸＫ（滇）

２０１１０００４。４０只大鼠分成４组，即正常对照组、模型组、ＡＰＡ

组和三七丹参组。造模当日即开始灌胃，每天１次，连续７周，

直至动物处死。正常对照组和模型组动物按２０ｍＬ／ｋｇ体质

量蒸馏水灌胃，三七丹参组按２０ｍＬ／ｋｇ体质量灌胃，用量为１

ｇ／ｋｇ；ＡＰＡ组给予２．５％原药２０ｍＬ／ｇ体质量灌胃（０．５ｇ／

ｋｇ，相当于临床６０ｋｇ成人每日用量的５０倍）。２０％四氯化碳

橄榄油溶液按５ｍＬ／ｋｇ给大鼠颈背部皮下注射，每周２次，连

续７周。正常对照组动物仅皮下注射相同剂量的橄榄油溶液。

１．２　试剂　四氯化碳（分析纯）由昆明泽浩科技有限公司提

供，商品编号：１０１７４９９。橄榄油（化学纯），由昆明泽浩科技有

限公司提供，商品编号：ＧＣ１２７０。ＮＦκＢ、αＳＭＡ免疫组化试

剂盒由美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提供。Ｍａｓｓｏｎ试剂盒由福州迈新

生物有限公司提供。ＡＰＡ（肝龙）原药由昆明赛诺制药有限公

司提供，批号：０３１２２００１。三七丹参片由昆明医科大学第一附

属医院制剂室提供，批号：２０１２０５１３，每片０．３３ｇ（含生药

０．２６ｇ）。

１．３　方法
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１．３．１　标本采集与观察指标　观察动物的体质量、食欲、精神

状况。第７周末，先用乙醚吸入麻醉，立即剖开腹部，找到腹主

动脉，用止血钳夹闭腹主动脉的近心端，用采血针后接针筒轻

轻平行插入腹主动脉近心端，放开止血钳，抽吸针筒，血液即流

入针筒内，将血液迅速转移到加有抗凝剂的离心管中。立即取

肝脏左叶中部、左叶及右上叶前部，进行组织病理及免疫组织

化学检查。采用全自动生化分析仪测定丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、清蛋白（Ａｌｂ）。

１．３．２　病理组织学检查　石蜡包埋肝脏组织、切片，进行 ＨＥ

和 Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下观察切片，按高志良标准进行ＧＳ分级

（Ｇ为炎性活动度，Ｓ为纤维化程度）。

１．３．３　免疫组织化学法检查　石蜡包埋肝组织，常规切片，放

入５５℃烤箱中３ｈ以上，取出切片进行脱蜡，用蒸馏水冲洗切

片３～５次，用修复液修复，滴加ＮＦκＢ和αＳＭＡ一抗（ＮＦκＢ

和αＳＭＡ按１∶１００的浓度进行稀释），放入４℃冰箱中过夜，

然后滴加二抗，放入温箱内３０ｍｉｎ，再进行染色，树胶封片。采

用彩色病理图文报告分析系统在光镜下（×２００）计算阳性染色

面积，即每个视野棕黄色阳性面积占视野总面积百分比（％）的

方法来表示。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析。计

量资料用狓±狊表示，检验水准为α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠一般情况　正常对照组处死前状态良好，体质量均

大于模型组。模型组大鼠出现饮食减少、尿黄、皮毛粗糙无光

泽、乏力、纳差、便溏。模型组和 ＡＰＡ组大鼠实验过程中各死

亡１只。

２．２　ＡＰＡ对实验性肝纤维化大鼠肝功能的影响　与模型组

相比，ＡＰＡ和三七丹参均能显著改善大鼠的肝功能，且 ＡＰＡ

组疗效优于三七丹参组（犘＜０．０１），但是 ＡＰＡ组与三七丹参

组的Ａｌｂ水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．３　解剖及病理形态学表现　解剖发现模型组大鼠肝脏肿

大，质硬，颜色灰暗，表面出现小颗粒状结节，而其余３组大鼠

肝脏颜色较模型组红润，边缘规则。ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色结果

见图１。正常对照组大鼠肝小叶结构完整，肝索排列整齐，无

肝细胞变性坏死及纤维组织增生（图１Ａ及图１Ｅ）。模型组大

鼠肝细胞大量脂肪变性，弥漫性点状坏死及可见部分灶状坏

死，汇管区有大量炎性细胞浸润，胶原纤维大量增生并形成假

小叶（见图１Ｂ及图１Ｆ）。ＡＰＡ组和三七丹参组肝细胞变性坏

死减轻，弥漫性点状坏死、胶原纤维增生减少，肝纤维化程度降

低（见图１Ｃ、１Ｄ、１Ｇ、１Ｈ）。

表１　　ＡＰＡ对实验性肝纤维化大鼠肝功能的影响（狓±狊）

组别 狀 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） Ａｌｂ（ｇ／Ｌ）

正常对照组 １０ ３１．３７±２．１１ ３９．４２±３．５９ ４５．１９±３．６２

模型组 ９ ８１０．２０±５４．６０△ １４４．９２±８．５１△ ２４．８４±２．２０△

ＡＰＡ组 ９ １３７．４４±１３．４７▲ ７２．９０±４．５２▲ ３６．４６±２．６３▲

三七丹参组 １０ ２６４．２９±３４．７２▲◆ ９７．６８±５．４０▲◆ ３７．２３±２．３０▲

　　△：犘＜０．０１，与正常对照组比较；▲：犘＜０．０１，与模型组比较；◆：

犘＜０．０１，与ＡＰＡ组比较。

２．４　大鼠肝脏ＧＳ分级　等级资料采用秩和检验和Ｒｉｄｉｔ分

析，结果显示，ＡＰＡ组和三七丹参组与模型组相比，大鼠肝组

织炎性活动度分级及肝纤维化分期差异均有统计学意义（犘＜

０．０１），而ＡＰＡ组与三七丹参组比较，大鼠肝脏炎性活动度分

级及肝纤维化分期差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　各组大鼠炎性活动度分级及肝纤维化分期（狀）

组别 狀

炎性活动度分级

Ｇ０ Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４

肝纤维化分期

Ｓ０ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４

正常对照组 １０ ９ １ ０ ０ ０ １０ ０ ０ ０ ０

模型组 ９ ０ ０ ２ ５ ２△ ０ ０ ０ ２ ７△

ＡＰＡ组 ９ ０ ３ ５ １ ０▲ ０ ２ ６ １ ０▲

三七丹参组 １０ ０ １ ４ ５ ０▲ ０ １ ３ ５ １▲

　　△：犘＜０．０１，与正常对照组比较；▲：犘＜０．０１，与模型组比较。

　　Ａ：正常对照组（×２００）；Ｂ：模型对照组（×２００）；Ｃ：ＡＰＡ组（×２００）；Ｄ：三七丹参组（×２００）；Ｅ：正常对照组（×１００）；Ｆ：模型对照组（×１００）；

Ｇ：ＡＰＡ组（×１００）；Ｈ：三七丹参组（×１００）。

图１　　各组大鼠肝组织 ＨＥ（×２００）及 Ｍａｓｓｏｎ（×１００）染色结果
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２．５　免疫组织化学检测结果　ＮＦκＢ和αＳＭＡ在正常肝组

织的所有细胞中均微量表达。ＮＦκＢ主要分布在细胞核内及

部分胞质，而αＳＭＡ主要在肝细胞的胞质中表达。镜下观察

模型组大鼠肝组织中ＮＦκＢ和αＳＭＡ蛋白表达广泛，其阳性

染色面积均高于正常对照组、ＡＰＡ 组和三七丹参组（犘＜

０．０１），且呈现深棕黄色。而 ＡＰＡ组与三七丹参组比较，ＮＦ

κＢ蛋白阳性染色面积表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），α

ＳＭＡ蛋白阳性染色面积表达差异有统计学意义（犘＜０．０１），

见表３。

表３　　各组大鼠肝组织中ＮＦκＢ和αＳＭＡ阳性表达

　　　　面积的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＮＦκＢ αＳＭＡ

正常对照组 １０ １３．６２０±４．９６３ ２２．９９０±１．１８５

模型组 ９ ４４．９００±５．１４３△ ６３．０２０±５．３６６△

ＡＰＡ组 ９ ２５．４１０±３．０７３▲ ３２．４００±２．７２１▲

三七丹参组 １０ ２７．３３０±５．１６８▲ ４３．４１０±４．３３５▲◆

　　△：犘＜０．０１，与正常对照组比较；▲：犘＜０．０１，与模型组比较。

３　讨　　论

肝纤维化是多种因素作用的结果，越来越多的国内外学者

认为肝纤维化主要是由于多种细胞因子激活肝星状细胞，导致

细胞外基质的沉积和降解减少。本实验主要观察了 ＮＦκＢ和

αＳＭＡ两个因子在肝脏中的表达情况，并探讨ＡＰＡ抗大鼠实

验性肝纤维化的作用机制。

ＮＦκＢ是众多细胞因子和炎性介质表达的主要转录因子，

是多种信号转导途径的汇聚点［２］。ＮＦκＢ蛋白正常情况下与

ＩκＢａ结合存在于肝脏多种细胞的细胞质中，当 ＮＦκＢ受到一

些反式信号通路激活时（主要是ＩκＢ激酶），它可以使ＩκＢａ蛋

白泛素化和降解，导致ＮＦκＢ激活并向细胞核移位，从而导致

肝星状细胞（ＨＳＣ）活化并呈现ＮＦκＢ的核转位活性
［３］。活化

的 ＨＳＣ内ＮＦκＢ活性增强，导致肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白

细胞介素６（ＩＬ６）、细胞间黏附分子（ＩＣＡＭ）１、转化生长因子

（ＴＧＦ）β１等ＮＦκＢ下游致炎因子表达增强，放大了肝脏炎性

损伤反应［４］。长时间的炎性反应导致肝脏的纤维化。

αＳＭＡ被视为肝纤维化的一个很好的标志物，有研究表

明氧化应激在 ＨＳＣ活化过程中起了重要的作用，可以刺激

ＨＳＣ活化并转化为αＳＭＡ阳性的成纤维细胞
［５］。此外，虽然

αＳＭＡ也可以由其他类型的细胞来表达，但是αＳＭＡ被称为

ＨＳＣ活化的一个可靠标志
［６］。ＨＳＣ在正常情况下是静态的，

它的激活使过量的胶原蛋白沉积在肝脏而导致肝纤维化［７］。

本实验病理形态学和血液生化检查结果表明，ＡＰＡ能显

著降低肝纤维化分期程度和改善肝功能，对四氯化碳所致的大

鼠肝纤维化有一定的防治作用。本研究尚发现 ＮＦκＢ和α

ＳＭＡ在模型组中高度表达，而在ＡＰＡ组和三七丹参组中表达

相对较少，即纤维化程度越高，ＮＦκＢ和αＳＭＡ表达水平相对

较高。由此可以推断 ＡＰＡ抗纤维化作用可能与其可以降低

肝纤维化组织中 ＮＦκＢ和αＳＭＡ的表达水平有关。进一步

深入研究ＡＰＡ与肝纤维化的关系及其潜在的机制具有深远

意义，将为治疗肝纤维化药物开拓新的道路。
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