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生姜醇提物对四氯化碳致大鼠肝纤维化炎症相关因子的影响
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　　摘　要：目的　观察生姜醇提物对四氯化碳所致大鼠肝纤维化进程中炎症相关因子的影响。方法　将ＳＤ雄性大鼠２４只分

为对照组（ＣＯＮ组，狀＝８）、肝纤维化模型组（ＨＦ组，狀＝８）及生姜醇提物干预组（ＺＧＢ组，狀＝８）。ＨＦ组及ＺＧＢ组大鼠背部皮下

注射５０％ＣＣＬ４橄榄油溶液３ｍＬ／ｋｇ，每周２次，共８周，首次剂量加倍。同时ＺＧＢ组大鼠给予生姜醇提物溶液灌胃（３００

ｍｇ／ｋｇ），ＣＯＮ组、ＨＦ组以等体积生理盐水灌胃，每天１次。８周后处死动物，采集血清，检测丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬

氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）水平。留取肝组织样本，测定羟脯氨酸（Ｈｙｐ）水平；免疫印迹检测αＳＭＡ蛋白的表达量；实时定量ＰＣＲ

检测ＴＮＦα、ＩＬ１及ＩＬ６的表达水平；ＨＥ染色观察肝组织的病理学改变。结果　与 ＨＦ组比较，ＺＧＢ组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平明

显下降（犘＜０．０５）；肝组织 Ｈｙｐ水平降低（犘＜０．０５）。免疫印迹结果显示，ＺＧＢ组αＳＭＡ蛋白的表达量明显低于 ＨＦ组（犘＜

０．０５）；实时定量ＰＣＲ的结果显示，ＺＧＢ组肝组织ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６的表达水平较ＨＦ组下降（犘＜０．０５）。光镜下ＺＧＢ组肝细

胞变性和坏死程度较 ＨＦ组明显减轻。结论　生姜醇提物具有较好的抗肝纤维化、保护肝细胞的作用，其机制之一可能是生姜醇

提物能减少促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６的释放，从而延缓或阻碍了肝纤维化进程。
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　　肝纤维化是许多慢性致病因子作用于肝脏，以细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）在肝脏内过度沉积为其特征
［１］。

肝星形细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓａｔｅｌｌｉｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）是ＥＣＭ的主要来源细

胞，活化的ＨＳＣ既可以分泌大量的ＥＣＭ，又能调节ＥＣＭ的降

解。而炎症因子刺激被认为是 ＨＳＣ激活的重要因素
［２］，因此

抑制炎症因子的释放对于减轻肝纤维化具有重要的意义。

生姜既是食材，又是传统中药。近年来的研究表明生姜具

有抗炎、抑菌、抗氧化、免疫调节等多种作用［３５］。前期的研究

显示，生姜醇提物对四氯化碳所致的肝纤维化大鼠具有良好的

抗纤维化作用［６］，那么其抗肝纤维化作用的机制是否与影响炎

症相关因子的释放有关呢？本文从炎症相关因子方面入手进

一步探讨生姜醇提物抗肝纤维化作用的可能机制，以期为临床
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防治肝纤维化提供药效学基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　ＳＤ大鼠，雄性，ＳＰＦ级，体质量２１０～２５０ｇ，购

自第三军医大学实验动物中心。

１．１．２　药物与试剂　生姜醇提物，陕西旭煌植物科技有限公

司，经ＨＰＬＣ检测纯度达９０％以上；四氯化碳，成都市智远化工

贸易有限公司；Ｈｙｐ检测试剂盒，南京建成生物工程研究所；小

鼠抗大鼠αＳＭＡ单克隆抗体，武汉博士德生物工程有限公司；

ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ，北京中杉生物技术有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ

Ｒｅａｇｅｎｔ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂盒，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＳＹＢＲ

ＧＲＥＥＮ荧光染料，Ｔａｋａｒａ公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．３　主要仪器　ＪＹ８８Ⅱ超声波细胞粉碎机（宁波新芝科器

研究所）；Ｔ６紫外分光光度计（北京普析），ＴＧＬ１８Ｒ高速冷冻

离心机（珠海黑马）。免疫印迹电泳系统（北京六一仪器厂），

Ｍｘ３０００型实时荧光定量ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，美国）。

１．２　方法

１．２．１　模型制备　大鼠背部皮下注射５０％ ＣＣＬ４橄榄油溶

液３ｍＬ／ｋｇ，每周２次，共８周，首次剂量加倍，制备肝纤维化

模型。正常大鼠皮下注射等量生理盐水。

１．２．２　分组与处理　２４只ＳＤ大鼠随机分为３组：正常对照

组（ＣＯＮ组，狀＝８）；肝纤维化模型组（ＨＦ组，狀＝８）；生姜醇提

物干预组（ＺＧＢ组，狀＝８）。造模同时，ＺＧＢ组给予生姜醇提物

３００ｍｇ／ｋｇ灌胃；ＣＯＮ组、ＨＦ组以等体积生理盐水灌胃，每日

１次，连续８周。末次给药后２４ｈ，１０％水合氯醛麻醉（０．４

ｍＬ／ｋｇ），下腔静脉采血，３５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，分离血清，

测定血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶

（ＡＳＴ）水平；取部分肝叶制成１０％ 肝组织匀浆，测定肝组织羟

脯氨酸（Ｈｙｐ）含量；另取部分肝叶迅速放入－８０℃冰箱冻存

用于后续实验。切取相同部位肝叶用１０％中性福尔马林固

定，进行 ＨＥ染色。

１．２．３　指标检测

１．２．３．１　血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量的测定　全自动生化分析仪检

测肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ。

１．２．３．２　肝组织Ｈｙｐ含量的测定　制备１０％肝组织匀浆，严

格按试剂盒说明书提供的方法进行操作，采用Ｔ６紫外分光光

度计检测。

１．２．３．３　免疫印迹检测肝组织αＳＭＡ表达　提取蛋白样品，

用考马斯亮蓝法检测蛋白浓度，每泳道５０μｇ蛋白进行十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），将ＰＶＤＦ膜平

衡后湿转法转印３ｈ（冰浴），之后５％脱脂奶粉封闭１ｈ，小鼠

抗大鼠αＳＭＡ单克隆抗体（抗体浓度１∶３００）４℃孵育过夜，

３次漂洗后以 ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（抗体浓度１∶５００）室

温下震荡孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光显色，暗室曝光。

１．２．３．４　实时定量ＰＣＲ检测肝组织ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６的

表达水平　提取总ＲＮＡ，取２μｇ总ＲＮＡ用于反转录，反转录

后产物用超纯水１∶５稀释后用于 ｍＲＮＡ 表达检测。ＰＣＲ反

应总体系２５μＬ，反应条件为９５℃１０ｍｉｎ；９５℃３０ｓ、６０℃４０

ｓ、７２℃５０ｓ，共４０个循环。实时定量ＰＣＲ结果由仪器自动采

集给出数据，采用Ｅｘｃｅｌ处理后，大鼠的目标基因的转录水平，

用其相对于空白组大鼠相应基因转录水平的倍数来表示。

１．２．４　肝组织 ＨＥ染色　固定好的肝标本经常规脱水，石蜡

包埋、切片，进行 ＨＥ染色，观察肝组织病理学变化。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。实验

数据均以狓±狊表示，采用单因素方差分析，两两比较采用最小

显著差法ＬＳＰ检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠肝功能指标的变化　与ＣＯＮ组比较，ＨＦ组大鼠血

清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著升高（犘＜０．０５），尤以 ＡＬＴ的升高较

为明显；与 ＨＦ组比较，ＺＧＢ组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均有

不同程度的下降（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　各组大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平的变化（狓±狊，狀＝８）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

ＣＯＮ组 ２９．３８±８．１２ ３４．００±７．４８

ＨＦ组 １０６３．５０±４９７．７１▲ ７０９．００±２５５．６１▲

ＺＧＢ组 ３９５．１４±１７５．９０# ３５５．７１±１７２．４３#

　　▲：犘＜０．０５，与ＣＯＮ组相比；#：犘＜０．０５，与 ＨＦ组比较。

２．２　大鼠肝组织 Ｈｙｐ含量的变化　与ＣＯＮ组比较，ＨＦ组

大鼠肝组织 Ｈｙｐ含量明显升高（犘＜０．０５）；与 ＨＦ组比较，

ＺＧＢ组大鼠肝组织 Ｈｙｐ含量降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见图１。

　　：犘＜０．０５。

图１　　各组大鼠肝组织 Ｈｙｐ的含量

２．３　大鼠肝组织αＳＭＡ蛋白的表达　ＣＯＮ组肝组织αＳＭＡ

蛋白的表达量极低，而 ＨＦ组大鼠肝组织αＳＭＡ蛋白的表达

量显著增加（犘＜０．０５）；ＺＧＢ组大鼠肝组织αＳＭＡ蛋白的表

达量呈明显减少。见图２。

图２　　各组大鼠肝组织αＳＭＡ蛋白的表达量

　　：犘＜０．０５；：犘＞０．０５。

图３　　各组大鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６基因表达水平

２．４　大鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平　与

ＣＯＮ组比较，ＨＦ组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水
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平均明显增加（犘＜０．０５）；与 ＨＦ组比较，ＺＧＢ组肝组织

ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平均明显减少，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。见图３。

２．５　肝组织病理组织学的变化　与ＣＯＮ组比较，ＨＦ组肝组

织内肝小叶中央静脉淤血，肝细胞肿胀，胞浆透亮，有的呈气球

样外观，核居中，肝窦变窄或消失（水变性），部分肝细胞细胞质

内可见大小不一的脂肪空泡（脂肪变性）；而ＺＧＢ组肝组织内

仅见血窦轻度淤血。见图４。

　　Ａ：ＣＯＮ组（ＨＥ×２００）；Ｂ：ＨＦ组（ＨＥ×２００）；Ｃ：ＺＧＢ组（ＨＥ×２００）；Ｄ：ＣＯＮ组（ＨＥ×４００）；Ｅ：ＨＦ组（ＨＥ×４００）；Ｆ：ＺＧＢ组（ＨＥ×４００）。

图４　　各组大鼠肝组织病理组织学变化

３　讨　　论

肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理基础，是向肝硬化发

展的必经阶段。而 ＨＳＣ的激活是肝纤维化发生的核心事件。

肝组织受损使库普弗细胞激活，活化的库普弗细胞释放大量的

炎症相关因子，进而刺激 ＨＳＣ，促进 ＨＳＣ的活化与增殖，同时

活化 ＨＳＣ又能分泌多种细胞因子及趋化因子，并表达多种趋

化因子受体，主动参与机体炎症反应［７］，启动和加速肝纤维化

的进程。因此，阻断或减轻炎症或炎症相关因子的表达被认为

是治疗肝纤维化的靶点之一［８９］。

生姜是临床广泛使用的传统中药，研究表明生姜的提取物

和活性成分具有潜在的抗氧化、抗炎、抗诱导和抗菌活性。王

军等［１０］发现生姜能不同程度降低全脑缺血再灌注大鼠脑组织

炎性细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的水平，从而抑制炎症的级

联反应。那么，生姜醇提物是否也影响四氯化碳所致肝纤维化

大鼠炎症相关因子的释放呢？基于此，本文从炎症相关因子方

面入手，进一步探讨生姜醇提物抗肝纤维化的可能机制。

实验结果显示，经ＣＣＬ４诱导的肝纤维化大鼠血清 ＡＬＴ、

ＡＳＴ水平显著升高，而生姜醇提物干预组大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ

水平则明显下降。ＡＬＴ、ＡＳＴ水平在一定程度上反映了肝细

胞膜的稳定性，与细胞的受损情况有关。以上结果提示生姜醇

提物增加了细胞膜的稳定性，保护了肝细胞，从而使肝功能得

到明显改善。Ｈｙｐ是肝脏胶原蛋白所特有的氨基酸，测定

Ｈｙｐ的含量，可反映胶原的含量及肝脏纤维化的程度。模型

组大鼠肝组织 Ｈｙｐ的含量显著增加，为正常大鼠的２倍以上，

说明肝脏中有过多的ＥＣＭ沉积，由甲氯化碳诱导的大鼠发生

了肝纤维化。而生姜醇提物干预的大鼠，其肝组织 Ｈｙｐ含量

较模型组明显降低，提示生姜醇提物能有效减少肝组织中

ＥＣＭ的沉积，进而抑制了肝纤维化的进程。那么其抗纤维化

的作用是否与影响促炎因子的释放有关呢？基于此设想，本研

究检测了大鼠肝组织 ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达水

平。ＴＮＦα是一种很强的促有丝分裂原，可促进 ＨＳＣ产生

ＥＣＭ；ＩＬ１不仅促进 ＨＳＣ的活化、增殖，还能抑制ＥＣＭ 的降

解；ＩＬ６则可以由活化的 ＨＳＣ大量产生，其反过来又刺激

ＨＳＣ的增殖和胶原合成，使 ＨＳＣ处于持续的活化状态，故ＩＬ

６被视为ＨＳＣ活化的标志。可见，当促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及

ＩＬ６大量释放时，可以促进 ＨＳＣ持续活化和增殖，使ＥＣＭ 不

断生成，促进肝纤维化的形成。实验结果显示，正常对照组大

鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达水平极低，而肝

纤维化大鼠肝组织，促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲＮＡ的

表达水平与正常对照组相比，是成倍数的急剧升高。经生姜醇

提物干预后，大鼠肝组织中促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６ｍＲ

ＮＡ的表达水平则有不同程度的下降，表明生姜醇提物能有效

地抑制促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６的释放。生姜醇提物有

效抑制了促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ１ｂ及ＩＬ６的释放，可能会在一

定程度影响 ＨＳＣ的活化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＨＳＣ活化的

标记物αＳＭＡ蛋白的表达水平是明显低于肝纤维化模型组

的，而肝纤维化模型组αＳＭＡ蛋白的表达水平则明显高于正

常对照组。因此，作者推测生姜醇提物在一定程度上抑制促炎

因子的释放，进而使 ＨＳＣ的活化水平受到影响，故ＥＣＭ 的分

泌量减少，Ｈｙｐ的含量下降，延缓或减轻了肝纤维化。

综上所述，生姜醇提物具有保护肝细胞，减少肝脏ＥＣＭ

沉积，抗肝纤维化的作用，其机制之一可能是抑制了促炎因子

释放，使 ＨＳＣ的活化受到影响，阻碍或延缓肝纤维化进程，从

而发挥抗纤维化作用的。那么，生姜醇提物（下转第２３２２页）
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性，可能是低温通过干扰海马中不同细胞和网络的正常同步性

起到抗癫痫活性的机制之一，而且中间神经元动作电位持续放

电可能通过ＧＡＢＡ的释放起到额外的抗癫痫作用，并且低温

能使阶段性抑制性突触电流的阻断作用延长。高温引起临床

条件下癫痫的效应已经明确。在一定程度上，ＧＡＢＡＡ介导的

抑制性突触电流对温度变化十分敏感［９］，低温通过降低突触电

荷转移在突触起惊厥剂的作用。虽然对于儿童发热性癫痫的

确切的机制尚未阐明［２］，但它与涉及 ＧＡＢＡＡγ２亚基的突变

引起的温度依赖的突触效应改变有关［１０］。本研究观察到的中

间神经元低温的不同效应提示低温的抗癫痫效应很可能是由

ＧＡＢＡ受体所介导的
［１１］。

低温治疗主要通过干扰海马中不同细胞和网络的正常同

步性起到抗癫痫活性，从而阻断体外模型的癫痫样放电。需要

指出的是，尽管目前有大量的体外和体内数据，但低温设备作

为癫痫和其他神经病变的治疗手段进入临床阶段仍受到诸多

技术问题的限制，今后的进一步研究还需要一种安全有效的传

热和散热方式，以探究人体内的低温治疗细胞机制，推动低温

疗法应用于临床试验。
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能否直接抑制 ＨＳＣ的活化，或者生姜醇提物能通过哪些间接

途径抑制 ＨＳＣ的活化？则有待后续进一步的研究。
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