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苗药消疤草对四氯化碳肝纤维化大鼠作用机制的研究*
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  [摘要] 目的 探讨贵州苗药消疤草对四氯化碳(CCl4)肝纤维化大鼠的治疗效果及其作用机制。方法 
将84只wistar雄性大鼠分成6组,分别是模型组,空白对照组,扶正化瘀组,消疤草高、中、低剂量组,皮下注射

CCl4干预8周制作肝纤维化模型。再给予扶正化瘀胶囊(5.25
 

g/L)、消疤草(20、4、2
 

g/kg)灌胃治疗12周。
实验结束后,检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、总胆红素(TBIL)、清蛋

白(ALB)水平;Masson染色、HE染色观察肝组织病理状况;免疫组化、实时荧光定量PCR技术(RT-PCR)检

测Ⅰ型胶原蛋白(Col-Ⅰ)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)蛋白表达及mRNA表达水平。结果 与模型组比较,消

疤草各剂量组能显著降低大鼠血清ALT、AST、TBIL水平(P<0.05),提升ALB水平(P<0.05);与模型组对

比,消疤草各剂量组能显著降低肝脏组织Col-Ⅰ、α-SMA的表达水平(P<0.05)。结论 消疤草有效改善肝脏

炎症、增强肝脏代谢水平、下调肝组织Col-Ⅰ、α-SMA
 

的表达,对CCl4肝纤维化大鼠具有治疗作用。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

Xiao-Ba-Cao
 

(XBC)
 

on
 

carbon
 

tetrachloride-induced
 

liver
 

fibrosis
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

84
 

Wistar
 

male
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

six
 

groups,which
 

were
 

the
 

model
 

group,the
 

blank
 

control
 

group,the
 

fu-zheng-hua-yu
 

(FZHY)
 

group,the
 

XBC
 

groups
 

at
 

high,medium
 

and
 

low
 

dose.The
 

rats
 

were
 

given
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

carbon
 

tetrachloride
 

(CCl4)
 

for
 

eight
 

weeks
 

to
 

make
 

liver
 

fibrosis
 

model.FZHY
 

(5.25
 

g/L)
 

and
 

high,medium
 

and
 

low
 

doses
 

of
 

XBC
 

(20,4,2
 

g/kg)
 

were
 

used
 

to
 

give
 

intragastric
 

treatment
 

for
 

12
 

weeks.The
 

serum
 

alanine
 

aminotransferase
 

(ALT),aspartate
 

aminotransferase
 

(AST),total
 

bilirubin
 

(TBIL)
 

and
 

albumin
 

(ALB)
 

lev-
els

 

of
 

rats
 

were
 

detected
 

after
 

the
 

experiment.The
 

masson
 

staining
 

and
 

HE
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

status
 

of
 

the
 

liver
 

tissue.The
 

immunohistochemistry
 

and
 

real-time
 

PCR
 

(RT-PCR)
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

Collagen
 

type
 

Ⅰ
 

(Col-Ⅰ)
 

and
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels.Results Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

ALT,AST
 

and
 

TBIL
 

in
 

serum
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

dose
 

of
 

the
 

XBC
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

ALB
 

were
 

increased
 

(P<
0.05).The

 

expressions
 

of
 

the
 

Col-Ⅰ
 

and
 

α-SMA
 

in
 

the
 

liver
 

tissue
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

different
 

XBC
 

dosage
 

groups,compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

XBC
 

can
 

effectively
 

im-
prove

 

the
 

liver
 

inflammation,enhance
 

liver
 

metabolism,and
 

down-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

Col-Ⅰ
 

and
 

α-
SMA

 

in
 

liver
 

tissue.It
 

has
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

carbon
 

tetrachloride-induced
 

liver
 

fibrosis
 

rats.
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  肝纤维化是由多因素所致的慢性肝损伤修复反

应。现普遍认为,肝损伤激活肝星状细胞并引起细胞

外基质堆积是肝纤维化的关键环节[1]。如肝纤维化

不能得到明显抑制,将发展成肝硬化甚至诱发肝癌危

及生命[2-3]。目前研究认为,肝纤维化是可逆的,因此

积极而有效地控制肝纤维化成为现在亟待解决的问

题。近年研究发现,中药在抗纤维化治疗中具有明显

成效。以安络化纤丸、扶正化瘀胶囊、复方鳖甲软肝

片、强肝胶囊等为代表的复合制剂可通过多途径、多
靶点、多层次治疗肝纤维化,并在临床取得一定的疗

效[4-5]。但是,市场上仍缺乏有效成分确切、价格便

宜、能充分逆转肝纤维化的药物。对此寻找该类药物

成为现阶段最迫切的问题。通过观察,苗族人用单味

捣烂消疤草外敷瘢痕,数月后瘢痕组织可见明显消

退。瘢痕组织主要由胶原蛋白组成,和肝纤维化的形

成类似,故受此现象启发,设计本实验探寻消疤草抗

肝纤维化的作用。本实验以大鼠为研究对象,从血清

水平、肝脏病理形态、肝组织Ⅰ型胶原蛋白(Col-Ⅰ)、
α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)的蛋白及 mRNA表达方

面验证本实验可行性。
1 材料与方法

1.1 实验动物

无特定病原级 Wistar大鼠84只,雄性,周龄8
周,体重280~320

 

g,购自贵州医科大学动物实验中

心[批号:SCXK(京)2015-0005]。本研究通过贵州医

科大学伦理委员会批准(2001099)。
1.2 实验试剂

四氯化碳(CCl4)购自上海三抒生物科技有限公

司。普通饲料购自重庆腾鑫生物技术有限公司。葵

花籽油购自益海嘉里食品营销有限公司。无菌生理

盐水购自贵州科伦制药有限公司。扶正化瘀胶囊购

自上海黄海制药有限公司(批准文号:Z20020073)。
消疤草植株采自贵州省黔东南州山区。YBR

 

Green
 

PCR试剂盒购自上海拜力生物科技有限公司(货号:
KM4101)。兔抗大鼠Col-Ⅰ多克隆抗体购自武汉博

士德生物工程有限公司(货号:BA03250)。兔抗大鼠

α-SMA多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公

司(货号:BA0002)。兔二步法检测试剂盒购自武汉

博士德生物工程有限公司(货号:PV6001)。
1.3 方法

1.3.1 药物制备

将扶正化瘀胶囊去掉胶囊外壳,按5.25
 

g/L浓

度配成扶正化瘀水溶液[4]。因前期已将采样植株送

至贵州医科大学药学院民族药与中药实验教学中心

鉴定,结果提示消疤草为罂粟科紫堇属植株地锦苗,
主要成分为异喹啉类生物碱。实验证明消疤草水煎

液对实验大鼠无毒。取1
 

000
 

g新鲜消疤草,洗净后

加入100
 

mL水中进行文火煎煮直至300
 

mL。然后

将煎液离心去除残渣,浓缩至2
 

g/mL作为消疤草原

煎液,将其稀释至1∶5、1∶10浓度的药液。以原煎

液为高剂量组用药,1/5原煎液为中剂量组用药,1/10
原煎液为低剂量组用药。药物制备完成在4

 

℃冰箱

保存。
1.3.2 造模、分组、给药

所有大鼠适应性饲养1周分成空白对照组,模型

组,扶正化瘀组,消疤草高、中、低剂量组,每组14只。
各组分笼饲养,实验前适应性饲养1周。除空白对照

组外,每组予以40%
 

CCl4
 

葵花籽油混合溶液皮下注

射(首次0.5
 

mL/100
 

g,后予0.3
 

mL/100
 

g),每天1
次。空白对照组予以等量生理盐水皮下注射,所有大

鼠予以普通饲料喂养。造模时间共8周。第9周开

始,扶正化瘀组和消疤草高、中、低剂量组分别予以扶

正化瘀水溶液(1.0
 

mL/100
 

g)和消疤草高、中、低剂

量煎液(1.0
 

mL/100
 

g)灌胃治疗,其他组大鼠予以等

量生理盐水灌胃,1天2次,连续治疗12周。
1.3.3 标本采集

实验结束后,称量各组大鼠体重。每组大鼠腹腔

注射戊巴比妥(4
 

mg/100
 

g)麻醉后,无抗凝真空采血

管收集股动脉血,静置、离心分离血清,-20
 

℃冰箱保

存,后续测定丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸

氨基转移酶(AST)、总胆红素(TBIL)、清蛋白(ALB)
水平。解剖大鼠,取出新鲜肝脏,称量大鼠肝重量,计
算肝脏 指 数(肝 脏 指 数 = 肝 脏 重 量/小 鼠 体 重 ×
100%)。取新鲜肝右叶组织,部分予10%甲醛保存,
后续HE染色、Masson染色。其余肝脏-80

 

℃冰箱

保存,用免疫组化法、荧光定量PCR分别检测 Col-
Ⅰ、α-SMA蛋白和mRNA表达水平。
1.3.4 肝脏病理组织检测

取适量肝组织经常规脱水、浸泡、包埋、固定、切
片后,行HE及 Masson染色,于显微镜下观察各种大

鼠肝组织肝纤维化病理变化。按照Scheuer方法[6]进

行炎症分级(G)和纤维化分期(S)评估。
1.3.5 血清生化指标检测

采用全自动生化检测仪检测血清 ALT、AST、
TBIL、ALB水平。
1.3.6 Col-Ⅰ、α-SMA检测

取出肝组织用流水反复冲洗干净,常规脱水、浸
泡、包埋、切片,脱蜡脱水,抗原修复,滴加Col-Ⅰ、α-
SMA一抗,加PBS

 

4
 

℃过夜,滴加二抗,滴加DAB染

色液显色,自来水反复冲洗,苏木素染色,脱水透明、
中性树胶封片。于显微镜下观察并采集图像,采用

Image-Pro
 

Plus
 

6.0图像分析系统测定各切片阳性细

胞平均吸光度(A)。流水反复冲洗肝组织,采用Tr-
izol提取总RNA,以RNA为模板逆转录cDNA,进行

Real-time
 

PCR扩增,结果采用2-ΔΔCt 法进行各组基

因的表达量。引物序列见表1。
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1.4 统计学处理

采用SPSS19.0对实验数据进行统计学分析,计
量资料以x±s表示,多样本均数采用单因素方差分

析,两两比较采用LSD检验。等级资料用 Kruskal-
Wallis秩和检验,组间资料多重比较用 Wilcoxon秩

和检验。以P<0.05为差异具有统计学意义。
表1  引物序列

引物名称 序列
扩增片段大小

(bp)

Col-Ⅰ 正向:GCT
 

TGG
 

TCC
 

ACT
 

TGA
   

80

Col-Ⅰ 反向:CGT
 

TGG
 

GTC
 

ATT
 

TCC
 

ACT

α-SMA 正向:ACA
 

AGG
 

TAT
 

TTG
 

TCC
 

GGA 100

α-SMA 反向:CCG
 

ACC
 

GAA
 

TGC
 

AGA
 

GGA

actin 正向:CGT
 

TGA
 

CAT
 

CCG
 

TAA
 

AGA
 

C 110

actin 反向:TAG
 

GAG
 

CCA
 

GGG
 

CAG
 

TA

2 结  果

2.1 大鼠生存情况

实验造模期间,除空白对照组外其余组均有大鼠

死亡。其中模型组死亡3只,扶正化瘀组,消疤草高、
中剂量组均死亡1只,消疤草低剂量组死亡2只,各
组大鼠死亡情况比较差异无统计学意义(P>0.05)。
治疗期间各组均无死亡。
2.2 大鼠体重、肝重量、肝脏指数情况

实验结束时,模型组大鼠体重低于空白对照组(P
<0.05),扶正化瘀组和消疤草各剂量组大鼠体重显

著高于模型组(P<0.05)。模型组大鼠肝脏重量、肝
脏指数明显高于空白对照组(P<0.05),扶正化瘀组

和消疤草各剂量组肝脏重量、肝脏指数低于模型组(P
<0.05),见表2。
2.3 大鼠血清ALT、AST和TBIL水平

与空白对照组比较,模 型 组 血 清 ALT、AST、
TBIL水平显著升高(P<0.05),ALB水平显著降低

(P<0.05)。与模型组比较,扶正化瘀组,消疤草高、

中、低剂量组ALT、AST和TBIL水平显著下降(P<
0.05),ALB水平显著上升(P<0.05),见表3。
2.4 大鼠肝组织病理观察HE及 Masson染色

空白对照组大鼠肝组织结构完整,可见完整肝细

胞、肝血窦,肝索排列整齐,肝小叶结构完整,未见明

显纤维组织。模型组肝细胞结构紊乱,可见纤维组织

增生,有典型假小叶形成,汇管区及周围可见明显炎

症细胞浸润。扶正化瘀组和消疤草各剂量组肝组织

损伤明显改善,汇管区炎症浸润较少,纤维组织增生

较轻,见图1、图2。在炎症分级中,空白组无炎症。
与模型组比较,扶正化瘀组和消疤草高、中、低剂量组

炎症分级明显下降(P<0.05),见表4。在纤维化分

期中,空白对照组无纤维增生。与模型组比较,扶正

化瘀组和消疤草高、中、低剂量组纤维分期明显下降

(P<0.05),见表5。
表2  大鼠体重、肝脏重量、肝脏指数比较(x±s

 

)

组别 n
 体重

(g)
 

肝脏重量

(g)
肝脏指数

(%)

空白对照组 14
 

432.76±35.20
  

12.51±0.95
   

3.15±0.40
 

模型组 11
 

350.10±48.65* 15.88±1.51*
 

4.61±0.45*
 

扶正化瘀组 13
 

387.86±35.17*△
 

 

13.89±1.45*△
 

 

3.88±0.50*△
 

消疤草高剂量组 13
 

403.56±39.17*△ 13.10±0.99*△
  

3.65±0.48*△
  

消疤草中剂量组 13
 

386.66±33.17*△
 

14.12±1.15*△
 

3.98±0.39*△
 

消疤草低剂量组 12 380.66±19.17*△ 14.56±1.38*△
  

4.13±0.51*△

  *
 

:P<0.01,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

2.5 免疫组化检测Col-Ⅰ、α-SMA蛋白表达

与空白对照组比较,模型组大鼠肝脏中Col-Ⅰ、α-
SMA蛋白表达明显增加(P<0.05)。与模型组比较,
扶正化瘀组和消疤草各剂量组肝脏组织中Col-Ⅰ、α-
SMA蛋白表达均有不同程度的下降(P<0.05)。在

消疤草各剂量组中,高剂量组Col-Ⅰ、α-SMA蛋白表

达最低,见图3~4、表6。

表3  血清肝功能指标比较(x±s)

组别 n
 

ALT(U/L)
 

AST(U/L) TBIL(μmol/L) ALB(g/L)

空白对照组 14
 

53.33±10.04
  

167.36±40.18
   

28.86±8.68
   

35.11±5.42
 

模型组 11
 

171.43±18.37*
  

280.82±73.08*
 

50.15±16.56*
 

22.88±5.66*
 

扶正化瘀组 13
 

73.45±9.63*△
 

 

208.06±30.78*△
 

 

33.15±10.56*△
 

 

32.06±4.89*△
 

消疤草高剂量组 13
 

64.67±9.32*△ 221.52±35.83*△
  

33.85±12.98*△
  

31.99±4.56*△
  

消疤草中剂量组 13
 

55.74±8.92*△
 

233.25±40.35*△
 

34.99±12.56*△
 

28.88±4.33*△
 

消疤草低剂量组 12 53.28±10.67*△ 159.47±44.67*△
  

36.85±13.98*△
  

27.13±4.25*△
  

  *
 

:P<0.01,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

2.6 Real-Time
 

PCR检测Col-Ⅰ、α-SMA
 

的 mRNA
表达量

与空白对照组比较,模型组Col-Ⅰ、α-SMA的 mR-
NA表达量明显减少(P<0.05);与模型组比较,扶正化
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瘀组和消疤草各剂量组Col-Ⅰ、α-SMA的mRNA表达量

明显减少(P<0.05);消疤草高剂量组的Col-Ⅰ的 mR-
NA表达量最低,但略高于扶正化瘀组,消疤草低剂量

组α-SMA的mRNA表达量最低,见图5。

  A:空白对照组;B:模型组;C:扶正化瘀组;D:消疤草高剂量组;E:消疤草中剂量组;F:消疤草低剂量组。

图1  大鼠肝组织 HE染色病理切片(×200)

  A:空白对照组;B:模型组;C:扶正化瘀组;D:消疤草高剂量组;E:消疤草中剂量组;F:消疤草低剂量组。

图2  大鼠肝组织 Masson染色病理切片(×200)

表4  大鼠肝损伤活动度分级(n)

组别 n G0 G1 G2 G3 G4 Mean
 

rank

空白对照组 14 14 0 0 0 0 7.50

模型组 11 0 0 2 5 4 59.23*

扶正化瘀组 13 0 2 7 3 1 39.19
 *△

消疤草高剂量组 13 0 1 8 4 0 39.27
 *△
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续表4  大鼠肝损伤活动度分级(n)

组别 n G0 G1 G2 G3 G4 Mean
 

rank

消疤草中剂量组 13 0 1 6 5 1 44.42
 *△

消疤草低剂量组 12 0 0 5 7 0 47.67
 *△

  *:P<0.05,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

表5  大鼠肝纤维化分期(n)

组别 n S0 S1 S2 S3 S4 Mean
 

rank

空白对照组 14 14 0 0 0 0 7.50

模型组 11 0 0 0 6 5 66.41*

扶正化瘀组 13 0 3 8 2 0 36.04*△

消疤草高剂量组 13 0 3 7 3 0 37.88*△

消疤草中剂量组 13 0 2 7 4 0 41.12*△

消疤草低剂量组 12 0 0 6 5 1 49.58*△

  *:P<0.05,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

  A:空白对照组;B:模型组;C:扶正化瘀组;D:消疤草高剂量组;E:消疤草中剂量组;F:消疤草低剂量组。

图3  大鼠肝组织Col-Ⅰ免疫组化(×200)

  A:空白对照组;B:模型组;C:扶正化瘀组;D:消疤草高剂量组;E:消疤草中剂量组;F:消疤草低剂量组。

图4  大鼠肝组织α-SMA免疫组化结果(×200)
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表6  各组大鼠免疫组化检测结果(x±s
 

)

组别 n Col-Ⅰ α-SMA

空白对照组 14 0.132
 

6±0.006 0.130
 

0±0.013

模型组 11 0.342
 

3±0.011* 0.356
 

7±0.018*

扶正化瘀组 13 0.180
 

3±0.003*△ 0.187
 

0±0.010*△

消疤草高剂量组 13 0.213
 

8±0.0163*△ 0.230
 

2±0.034*△

消疤草中剂量组 13 0.231
 

9±0.090*△ 0.266
 

2±0.011*△

消疤草低剂量组 12 0.280
 

6±0.011*△ 0.306
 

1±0.008*△

  *:P<0.05,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

  *:P<0.05,与空白对照组比较;△:P<0.05,与模型组比较。

图5  大鼠Col-Ⅰ、α-SMA
 

mRNA表达量

3 讨  论

肝纤维化是由肝炎病毒、乙醇、药物、化学等因素

所引起的慢性肝病,是向肝硬化发展的必经病理过

程。肝纤维化是由肝星状细胞(hepatic
 

stellate
 

cells,
HSC)激活,再转化成肌成纤维细胞(myofibroblasts,
MFB),最后产生大量细胞外基质(extracellular

 

ma-
trix,ECM)堆积[1,7-8]。近年来,大多数学者认为,肝纤

维化是可以被逆转的。通过去除诱因,控制肝脏炎

症,清除炎症介质,重塑瘢痕组织等途径治疗肝纤维

化甚至肝硬化已成为一种可能[7-8]。
本实验中,经不同剂量消疤草煎液治疗后,可显

著降低大鼠血清ALT、AST、TBIL水平,而消疤草各

剂量组ALB水平处于空白对照组和模型组之间。在

病理层面,空白对照组可见结构完整的肝小叶,肝窦、
肝索排列整齐,模型组可见明显假小叶形成,肝索排

列紊乱,汇管区沉淀大量胶原纤维,经消疤草煎液治

疗后大鼠肝损伤程度较模型组明显改善。故推测消

疤草具有保护肝细胞受损,增强肝脏代谢水平和抑制

假小叶形成的作用。
在分子生物水平,消疤草组大鼠肝组织中 Col-

Ⅰ、α-SMA的表达均比模型组下调,其中以消疤草高

剂量组治疗效果最佳。实验证明α-SMA和Col-Ⅰ的

表达和激活的 HSC呈正相关[9]。激活的 HSC致大

量纤维胶原蛋白沉积在 Disse间隙,促进 ECM 积

累[10-11]。ECM积累是肝纤维化发生、发展的关键[12]。
本研究结果表明,消疤草可下调Col-Ⅰ、α-SMA的表

达,抑制HSC激活,减少纤维胶原蛋白沉积和ECM

的积累。
本实验还存在很多不足,以后仍需改进。本实验

采用造模时间短、建模成功率高、死亡率低、可重复性

高的CCl4皮下注射造模方法[13-15]。因CCl4有自愈

作用,该造模方式对实验结果可靠性产生影响,后期

需进一步探索更加接近人类肝纤维模型方法。在临

床过程中,肝纤维化治疗是一个漫长的过程,本实验

干预只有短短12周,对肝细胞修复远远不够。下一

步本课题组将选用更长的时间节点动态监测大鼠肝

脏情况,不断丰富实验数据,进一步探索消疤草抗纤

维化的作用。
综上所述,本实验初步表明,苗药消疤草通过保

护肝脏细胞受损、增强肝脏代谢能力、下调肝组织

Col-Ⅰ、α-SMA
 

的表达,对CCl4肝纤维化大鼠起到抗

纤维化作用。
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