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"摘要#
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目的
!

研究参芍软肝汤抗大鼠肝纤维化的作用及其机制%方法
!

选取
d#+DFJ

雄性大鼠
-1

只!正常喂养
$

周后分

为对照组"

' $̂1

$和造模组"

' )̂%

$!造模组采用
0%]

四氯化碳"

44H

0

$橄榄油溶液腹腔皮下注射构建大鼠肝纤维化模型!造模成

功后分为模型组"等量生理盐水灌胃$&阳性对照组"秋水仙碱
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$&低剂量组"每
$%%

E

体质量
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!含参芍软

肝汤生药
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$&中剂量组"每
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体质量
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!含参芍软肝汤生药
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$及高剂量组"每
$%%

E

体质量
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!含参

芍软肝汤生药
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#

M;

$各
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只!均治疗
/

周后观察大鼠的肝纤维化相关指标的差异%结果
!

对照组大鼠全部为
%

期标准!阳

性对照组大鼠的肝组织纤维化程度显著优于模型组"

!

%

%&%2

$!低剂量组&中剂量组&高剂量组的大鼠肝组织纤维化程度逐渐减

轻!高剂量组大鼠肝组织纤维化程度显著轻于模型组和低剂量组"
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$%模型组大鼠的
$

型前胶原"

T4.

$

$&层粘连蛋白
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%

.4

型胶原"

%

.4

$&透明质酸"
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$检测值均显著高于对照组大鼠"
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$!阳性对照组&低剂量组&中剂量组&高剂量组

的
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检测值均显著低于模型组大鼠"
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$%模型组大鼠的血清超氧化物歧化酶"

RV<

$检测值均显著低

于对照组大鼠"

!

%

%&%2

$!模型组大鼠的血清丙二醛"

7<A

$水平显著高于对照组大鼠"

!

%

%&%2

$'阳性对照组&低剂量组&中剂量

组&高剂量组的血清
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检测值均显著高于模型组大鼠"
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%&%2

$!血清
7<A

水平显著低于模型组大鼠"

!

%

%&%2

$%结论
!

参

芍软肝汤能有效减轻大鼠肝纤维化程度!其作用机制为降低血清肝纤维化指标的水平!抑制过氧化物产生!减轻自由基对肝细胞

的损伤作用%
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肝纤维化是指由各种致病因子所致肝内结缔组织异常增

生#导致肝内弥漫性细胞外基质过度沉淀的病理过程#是各种

慢性肝病的病理基础)病理学检查可见肝脏假小叶形成#肝细

胞排列紊乱*纤维组织增生*血管分布相对不足#进而导致门静

脉高压等并发症&

$

'

)中医对肝硬化的认识着重于整体观念的

理解#慢性肝病病因乘久#病邪乘机侵犯脾脏*胃以及肠道等器

官#使得气血淤滞而搏结&

1.'

'

#通过针对性地解毒利湿驱邪*温

阳活血扶正治疗#可以缓解肝硬化的发生发展#改善肝硬化患
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者的生存质量&
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)本实验重在分析参芍软肝汤抗大鼠肝纤维

化的效果并初步探讨其可能的作用机制)

?

!

材料与方法

?&?

!

实验动物
!

健康清洁级成年雄性$

R<

%大鼠
-1

只购自武

汉大学动物实验中心&

R4e6

$鄂%

1%%/.%%%0

'#体质量$

$/%_

1%

%

E

(面粉*猪油及胆固醇配成的混合饲料由湖北中医药大学

实验动物中心提供(中药材原料购自湖北辰美中药有限公司#

参芍软肝汤含有丹参*白芍*郁金*海藻*制鳖甲*垂盆草*女贞

子*茯苓*制附片*炙甘草
$%

味中药成分#加水煎煮#去渣后浓

缩至
1&'

E

"

M;

#密封#

0Z

保存#为本院制剂室配置(苏木素伊

丽春红酸性复红液试剂盒购自谷歌生物(大鼠血清透明质酸

$

=A

%*层粘连蛋白$

;>

%*

%

.4

型胶原$

%

.4

%和
$

型前胶原

$

T4.

$

%酶联免疫吸附试验$

X;3RA

%试剂盒购自南京安培化工

科技有限公司#检测仪器为美国
8#"DC[

酶标仪(超氧化物歧化

酶$

RV<

%检测试剂盒及丙二醛$

7<A

%试剂盒购自上海西唐生

物科技有限公司(全自动生化分析仪购自美国贝克曼公司)

?&@
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方法

?&@&?

!

分组
!

-1

只大鼠分为对照组$

'̂ $1

%和造模组$

'̂ )%

%)

造模组分为模型组*阳性对照组*低剂量组*中剂量组及高剂量

组各
$1

只)各组大鼠初始体质量比较差异无统计学意义)

?&@&@

!

建立肝纤维化模型
!

采用四氯化碳$

44H

0

%皮下注射法

诱导大鼠肝纤维化模型)雄性
d#+DFJ

大鼠
)%

只#按.中药药

物实验方法学/用复合因素造模#实验第
$

天皮下注射
0%]

44H

0

橄榄油溶液
%&2M;

"

$%%

E

体质量#以后每隔
'!

#皮下注

射
0%] 44H

0

橄榄油溶液
%&'M;

"

$%%

E

体质量#以
-(&2]

单

纯面粉*

1%]

猪油及
%&2]

胆固醇配成混合饲料喂养制成大

鼠肝纤维化模型)阳性对照组及治疗组在造模同时给药持续

/

周#正常对照组以同样方法注射等量植物油)模型组除正常

饮食*饮水外#每日给予
%&(]

氯化钠灌胃#皮下注射
0%]

44H

0

橄榄油)

?&@&A

!

取材
!

对照组*模型组$等量生理盐水灌胃%*阳性对照

组$秋水仙碱
%&$20M
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E

W$
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W$

%*低剂量组$

$%%

E
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#

含参芍软肝汤生药
%&1'

E

"
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%*中剂量组$

$%%

E

"

1M;

#含参

芍软肝汤生药
%&0)

E

"

M;

%及高剂量组$

$%%

E

"

1M;

#含参芍软

肝汤生药
%&)(

E

"

M;

%#各组动物模型均于治疗
/

周后处死#取

下腔静脉血液#分离血清样本(迅速取部分肝组织以
0]

甲醛

固定#用于肝组织病理及免疫组织化学染色观察)

?&@&B

!

肝组织标本的制备及观察
!

每只大鼠取相同部位肝脏

用
0]

多聚甲醛固定#石蜡包埋切片#对各组大鼠的肝组织采

用
=X

染色观察病理变化#另采用
7F++",

三色染色#石蜡切

片脱蜡至水#依次用自来水和蒸馏水冲洗#用
@C

E

FQ!

苏木精

染液或
dC#

E

CJD

苏木精液染核
2

#

$%M#,

#采用磷酸盐缓冲液

清洗
'

次#每次
2M#,

#用
7F++",

丽春红酸性复红液
2

#

$%

M#,

#

$]

磷钼酸水溶液分化
'

#

2M#,

#

(2]

乙醇*无水乙醇*二

甲苯透明#中性树胶封固)在光镜下观察并对肝组织纤维化程

度进行评级#

%

期!无胶原纤维形成(

*

期!汇管区扩大#纤维组

织将汇管区粘连(

(

期!汇管区周围纤维化#纤维间隔形成#小

叶结构基本保留(

$

期!肝组织汇管区与中央静脉之间出现广

泛的纤维粘连(

%

期!假小叶形成)所有切片由病理科医师进

行评价#每张切片选取
/

个高倍视野)

?&@&D

!

X;3RA

法测定各组大鼠血清的肝纤维化指标
!

T4.

$

*

;>

*

%

.4

*

=A

及
RV<

*

7<A

的水平)

?&A

!

统计学处理
!

采用
RTRR$(&%

软件进行统计分析#计数

资料用百分率表示#采用
!

1 检验(计量资料以
-_A

表示#采用

)

检验)

!

%

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

干预治疗
/

周后各组大鼠的肝纤维化程度比较
!

对照组

大鼠全部为
%

期标准#阳性对照组大鼠的肝纤维化程度显著优

于模型组$

!

%

%&%2

%#低剂量组*中剂量组*高剂量组的大鼠肝

纤维化程度逐渐减轻#高剂量组大鼠肝组织纤维化程度显著轻

于模型组和低剂量组$

!

%

%&%2

%#见表
$

)

!!

各组大鼠肝组织切片染色后结果见图
$

)

A

为对照组大

鼠肝组织
=X

染色结果#可见肝小叶结构清晰完整#肝细胞围

绕中央静脉呈放射状排列#无变形坏死#未见肝纤维组织增生(

8

为模型组#可见肝组织中肝小叶结构遭到破坏#肝细胞排列

紊乱*坏死*炎症细胞浸润(

4

为阳性对照组#

<

*

X

*

?

分别为低

剂量组*中剂量组*高剂量组#可见肝脏组织结构逐渐恢复)

7F++",

染色结果显示胶原纤维*黏液*软骨呈蓝色$如光绿液

染色为绿色%#胞质*肌肉*纤维素*神经胶质呈红色#胞核呈黑

蓝色)各组纤维化程度同
=X

染色结果一致$图
A$.?$

%)

表
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!!

干预治疗
/

周后各组大鼠的肝组织

!!!

纤维化程度比较%

'

&

组别
' %

期
*

期
(

期
$

期
%

期

对照组
$1 $1 % % % %

模型组
$1 % % %

'

F

(

F

阳性对照组
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/

FN9

'
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$
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%

N9

低剂量组
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)
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)

F
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高剂量组
$1 %

-
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$
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%
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#与对照组比较(
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!

!

%

%&%2

#与模型组比较(
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!

!

%
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#与低剂量组比较)
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!对照组$

=X\$%%
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!模型组$

=X\$%%

%(
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!阳性对照组$

=X\$%%
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!低剂量组$
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X

!中剂量组$

=X\$%%
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?

!高剂量组$

=X\

$%%

%(
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!对照组$
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!模型组$
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!阳性对照组$
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!中剂量组$
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\1%%
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!!

干预治疗
/

周后各组大鼠的血清肝组织纤维化指标变化情况%

-_A

&

组别
' T4.

$

;>

%

.4 =A

对照组
$1 $'&0_$&/ 1-&)_0&( 0&(_%&/ $%2&-_10&/

模型组
$1 0'&2_1&(

F

-$&2_$%&)

F

1%&/_%&(

F

'1%&0_-)&2

F

阳性对照组
$1 1$&2_1&2

FN9

'2&(_)&1

FN9

/&1_$&$

FN9

$0-&(_1/&-

FN9

低剂量组
$1 '(&2_1&-

FN

2(&2_)&(

FN

$)&)_$&0

FN

10)&2_01&(

FN

中剂量组
$1 '$&1_1&(

FN

0-&2_-&1

FN

$1&2_$&1

FN

$()&'_0$&/

FN

高剂量组
$1 11&%_'&$

FN9

'-&$_(&0

FN9

/&2_%&(

FN9

$21&'_''&0

FN9

!!

F

!

!

%

%&%2

#与对照组比较(

N

!

!

%

%&%2

#与模型组比较(

9

!

!

%

%&%2

#与低剂量组比较)

@&@

!

干预治疗
/

周后各组大鼠血清的肝纤维化指标变化情况

!

模型组大鼠的
T4.

$

*

;>

*

%

.4

*

=A

检测值均显著高于对照

组大鼠$

!

%

%&%2

%#阳性对照组*低剂量组*中剂量组*高剂量

组的
T4.

$

*

;>

*

%

.4

*

=A

检测值均显著低于模型组大鼠$

!

%

%&%2

%#见表
1

)

@&A

!

干预治疗
/

周后各组大鼠的血清
RV<

*

7<A

水平变化

情况
!

模型组大鼠的血清
RV<

检测值均显著低于对照组大鼠

$

!

%

%&%2

%#模型组大鼠的血清
7<A

水平显著高于对照组大

鼠$

!

%

%&%2

%(阳性对照组*低剂量组*中剂量组*高剂量组的

血清
RV<

检测值均显著高于模型组大鼠$

!

%

%&%2

%#血清

7<A

水平显著低于模型组大鼠$

!

%

%&%2

%#见表
'

)

表
'

!!

干预治疗
/

周后各组大鼠的血清
RV<

(

7<A

!!!

水平变化情况%

-_A

&

组别
' RV<

$

5

"

M;

%

7<A

$

,M"H

"

;

%

对照组
$1 $1/&2_2&) %&'2_%&$)

模型组
$1 ()&$_)&%

F

'&$-_$&%)

F

阳性对照组
$1

$1%&$_-&%

FN9

%&(2_%&11

FN9

低剂量组
$1 $%'&2_)&'

FN

$&(/_%&2(

FN

中剂量组
$1 $%/&-_)&$

FN9

$&')_%&0(

FN9

高剂量组
$1

$$/&(_)&0

FN9

%&(-_%&'1

FN9

!!

F

!

!

%

%&%2

#与对照组比较(

N

!

!

%

%&%2

#与模型组比较(

9

!

!

%

%&%2

#与低剂量组比较)

A

!

讨
!!

论

肝纤维化是机体对各种致病因素引起的慢性肝损伤后的

一种自我修复反应#尽管早期的肝纤维化临床症状不是很明

显#但当肝脏受到持续的损伤时#肝纤维化可发展成肝硬化#肝

硬化可导致门脉高压*肝衰竭*肝性脑病*肝细胞癌等并发症)

有报道显示#肝硬化
2

年*

$%

年后发展成肝癌的概率分别约为

$-]

*

0%]

&

2

'

)目前肝移植是严重肝病唯一有效的治疗措施#

但肝纤维化在某种程度上可逆转&

)

'

)因此有效的抗纤维化药

物是十分必要的&

-

'

)目前对于肝硬化发生机制的研究表明#层

粘连蛋白*胶原蛋白
%

以及胶原纤维的增生是导致肝硬化恶化

的重要原因&

/.(

'

)中医理论认为#肝硬化过程中肝细胞正常的

解毒*合成等功能受到多种因素的干扰#进而引起肝失疏泄*气

滞血淤*肝血不足*脾胃运化失调等病理变化&

$%

'

)通过疏肝活

血理气解毒*温阳健脾利湿扶正等方式#可以改善间质代偿性

增生&

$$

'

#并抑再生肝内胆管的异常生成)另一方面#中医治疗

肝硬化注重对疾病系统性的整体调节和辨证用药#+见肝之病*

知肝传脾*当先实脾,#参芍软肝汤含有丹参*白芍*郁金*海藻*

制鳖甲*垂盆草*女贞子*茯苓*制附片*炙甘草
$%

种中药成分#

在调理肝脏血流的同时可以+散脾之湿毒,*+扶正以祛邪,#进

而达到整体治疗的目的)

通过本实验可以看出#不同的造模组通过四氯化碳进行肝

脏纤维化诱导#模型组采用常规的秋水仙碱治疗#中药治疗组

采用不同剂量的参芍软肝汤治疗#经过治疗后处死动物并取肝

脏组织染色分析#可见模型组的大鼠肝脏组织均呈现不同的假

小叶结构#再生的红染纤维组织包裹肝细胞以及胆管细胞形成

排列紊乱的非线性结构#提示造模成功&

$1

'

)而低剂量组*中剂

量组*高剂量组的大鼠肝组织纤维化程度逐渐减轻#高剂量参

芍软肝汤治疗组的大鼠肝脏纤维再生程度较低#虽然可见肝组

织中肝小叶结构遭到破坏#肝细胞排列紊乱*坏死*炎症细胞浸

润#但
7F++",

染色结果显示高剂量组的假小叶数量较少#间

质染色提示纤维化程度较轻#提示了参芍软肝汤对于治疗或者

抑制肝脏纤维化的过程中具有一定的剂量依赖性)通过肝脏

纤维化的生化指标分析可见#阳性对照组*低剂量组*中剂量

组*高剂量组的
T4.

$

*

;>

*

%

.4

*

=A

检测值均显著低于模型

组大鼠#而高剂量组的
=A

*

;>

*

%

.4

等均有较为显著的下降#

其中
;>

可下降至$

'-&$_(&0

%

E

"

;

#而
%

.4

的下降更为显著#

其平均值仅为$

/&2_%&(

%

E

"

;

#提示了高剂量的参芍软肝汤对

于抑制四氯化碳诱导的肝脏纤维化过程的抑制作用)据.温病

条辨/记载#参芍软肝汤可以主+经年不愈#下焦阴阳皆虚#不能

收摄#少腹气结,之证#散肝血解淤毒的同时可以调理阴阳气

血#参芍软肝汤对于抑制肝脏纤维化的作用可能与+附子固守

下焦之阳,*+茯苓*炙甘草守补中焦,有关)为进一步分析其作

用机制#高剂量组的血清
RV<

检测值均显著高于模型组大鼠#

而血清
7<A

呈现了相反的变化#

RV<

通过抑制细胞膜的过氧

化损伤作用进而稳定细胞膜以及细胞核&

$'

'

#维持细胞内第二

信使传递的稳定性#而
7<A

在过氧化损伤的过程中可以通过

调节白三烯等炎症因子进而促进缺血再灌注损伤&

$0.$2

'

#本研

究结果提示参芍软肝汤可能通过促进
RV<

的上调并抑制

7<A

的表达进而抑制肝脏纤维化#但本研究并未探讨
RV<

介

导的细胞内信号作用及其与
7<A

的交互作用#提示了本研究

的不足之处)

参芍软肝汤对于减轻大鼠肝纤维化程度的作用存在明显

的剂量依赖性#其机制可能与抑制过氧化物产生*减轻自由基

对肝细胞的损伤作用有关#但本研究仅限于动物试验#相关结

论和机制有待进一步探讨)
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