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臌胀片抗大鼠肝纤维化作用的实验研究“
赵玉瑶刘方洲 杨小平 侯留法 陈宝玲 毛重山 张关亭幻量 凸⋯U，l

摘要目的：观察臌胀片抗大鼠肝纤维化的作用，并探讨其机制。方法：将200～2209雌性大鼠50只，

随机分为：正常空白对照组(简称对照组，10只)，病理模型对照组(简称模型组，10只)．臌胀片小剂量治疗组

(简称小剂量组，10只)，臌胀片大剂量治疗组(简称大剂量组，10只)，鳖甲煎丸阳性对照组(简称鳖甲组，10

只)。观察治疗8周后大鼠的相关血清酶类、肝纤维化标志物、氧自由基及肝组织病理学等变化。结果：(1)

与模型组比较，大、小剂量组治疗后血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(AsT)、7一谷氨酰转

肤酶(GGT)、碱性磷酸酶(AKP)均有改善，大剂量组效果更为显著；(2)与对照组比较，大、小齐l量组对血清

总蛋白(TP)作用无明显差异，对白蛋白(ALB)有升高作用；(3)与对照组比较，大、小剂量组对血清透明质酸

(HA)、层粘蛋白(LN)、Ⅳ型胶原(Ⅳ一C)、Ⅲ型前胶原(PcⅢ)均有降低的作用，大剂量组尤为显著；(4)太、小

剂量组可以减少丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化酶(GsH—Px)和一氧化氮(NO)含量，然而在增加超氧化物

歧化酶(sOD)水平方面，与鳖甲组比较，差异无显著性；(5)大、小剂量组具有明显抗纤维化的作用，并优于鳖

甲组。结论：臌胀片在对抗大鼠肝纤维化的发生、发展过程中，能够保护肝细胞，抑制胶原蛋白的合成并促进

其降解，其作用机制与对抗氧化捐伤作用有关。

关键词肝纤维化臌胀片 实验研究

Experimental Study on the Anti-Liver Fibrosis Effect of Gl比hang Tablet in Rats ZHAO Yu—yao，LIU Fang—

zhou，YANG Xiao—ping，et al胁Hdn Pr0“”ci“Am出my o，丁cM，办删舭^o“(450004)

objective：To observe the anti—liver—fibrosis effect of Guzhang Tablet(GZT)and to e。plore its mechanism

Methods：Fifty female rats，weighirlg 200～2209 were randomly divided into the blank control group，the mod—

e1 group，the町lall dosage GZT group，the 1a。ge dosage GzT group and the B竭Ⅻian Pill(BJJP)gmup，10 rats

ln each gmup．The charlges of related serum enzymes，live卜fIbrosis marker，oxygen free radical and liver tissue

pathology were。bserved after 8 weeks of treatment R姻ults：(1)Compared with the nlodel group，the serum

levels。f alanine transaminase(ALT)，aspartate aminotran“erase(AST)，glutamyltranspetjdase(GGT)，alka—

line phosphatase(AKP)were improved in the GzT groups，better e“ect was got in the 1arge dosage GzT

group (2)(bmpared with the blank∞ntrol group，GzT showed no effect on serum totaI pmtein(TP)but

with ralsing albumln(ALB)effect (3)compared with blank contr01 group，the levels。f hyaluronidase(HA)，

laminin(LN)，collagen typeⅣ(Ⅳ一C)and procoll89en‘ypeⅢ(PCⅢ)in both GzT groups were lower，espe—

cially in the large dosage GzT group．(4)Small and 1arge dosage of GzT showed effect in reducirlg malonyl—

dialdehyde(MDA)，Glutathione．peroxidose(GSH—Px)and nitric oxide(NO)content，but the effect on increas—

ing superoxide dismutase(SOD)similar to that of BJJP with no significant different．(5)GzT，both small and

large dosage，had obvious anti—liver fibrosis action，whlch was superior to that of BJJP Conclusion：In the ge—

netic and developing processes of 1iver fibrosis iⅡrats，GZT could protect the liver cells，InhIbjt the synthesis and

reduce the content of coll89ens，the mechanism might be related with its action in antagonizing peroxidati。n in—

jury，indicating that GZT could effectively prevent liver fibrosis formation．

Key words liver fibrosis，Guzhang Tablet，experimental study

肝纤维化是各类慢性肝病的中间基本环节。药物

治疗可使增多的胶原纤维逐渐被吸收，使肝脏结构恢

‘国家中医药管理局科技攻关项目(No 898061)

河南省中医药研究院(郑州450004)

通讯作者：赵玉瑶．Td：0371—6322735

复正常⋯，故阻断肝纤维化的进程是治疗许多难愈性

肝病的关键所在。笔者根据中医学理气活血、健脾利

湿的法则，以柴胡、三七、青皮、葫芦巴等为主要药物，

组成臌胀片应用于临床，取得了较好的疗效。在此基

础上，我们进行了臌胀片抗肝纤维化的实验研究，进一
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步验证其疗效并探讨其作用机制。

材料与方法

】 动物雌性wi5tar大鼠50只，体重200～

2209，由河南省中医药研究院实验动物中心提供。

2 药物治疗药物臌胀片(由柴胡、青皮、j三七、

赤芍、山楂、党参、鳖甲、葫芦巴、黄芪、青蒿组成，按照

1：l：1：1：l：l：l：1．5：2：2比例配制，提取后制成片剂，

每片o．59，每克成药含原生药59。由河南省奥林特制

药厂生产，生产批号：980312。实验时研为粉末，用

1％羧甲基纤维素钠配制成30％(含原生药1．59／m1)

和15％(含原生药0．759／mJ)的混悬液供灌胃用。对

照药物鳖甲煎丸(武汉中药厂生产)，实验时用1％羧

甲基纤维素钠配制成20％的混悬液供灌胃用。

3 试剂及仪器四氯化碳(cch)分析纯，北京

市化工厂生产，批号：990107，用棉子油配制成40％油

剂。日立7020全自动生化分析仪，sN695B型智能放

免7一测量仪(上海原子核研究所日环仪器一厂生产)。

4 实验方法

4．1 模型制作参照文献”1方法，实验第1天

除正常空白对照组(简称对照组)外，其余动物皮下注

射cch分析纯0．5ml／1009体重，以后每隔3天注射

40％cch油剂0．3ml／1009体重，连续6周。实验前

2周饲喂高脂玉米粉饲料(79．5％玉米粉+20％猪

油+O．5％胆固醇)，第3～6周饲喂loo％玉米粉和

30％乙醇饮料。

4．2 分组及给药方法将50只大鼠随机分为5

组，第1组对照组(10只)，饲喂正常饮食；第2组病理

模型对照组(简称模型组，10只)，按上述造模方法给

予饮食；第3组臌胀片小剂量治疗组(简称小剂量组，

lo只)，于造模第2天开始，给予15％臌胀片药液灌

胃，每日1ml／1009；第4组臌胀片大剂量治疗组(简称

大剂量组，10只)，于造模第2天开始给予30％臌胀片

药液，每日1ml／1009；第5组鳖甲煎丸阳性对照组(简

称鳖甲组，10只)，于造模第2天开始给予鳖甲煎丸

20％混悬液灌胃，每日lml／1009。

4．3 观察指标及检测方法

4．3．1 生化指标于实验第8周末，眼眶取血，

离心。血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)测定：采用赖氏

法；门冬氨酸氨基转移酶(AsT)测定：采用赖氏法；碱

性磷酸酶(AKP)、7一谷氨酰转肽酶(GGT)测定：采用速

率法；总蛋白(TP)、白蛋白(AI。B)和球蛋白(GLo)测

定：采用溴甲酚绿法。

4．3．2 肝纤维化标志物血清透明质酸(HA)、

层粘蛋白(LN)、Ⅳ型胶原(Ⅳ一C)、Ⅲ型前胶原(PCⅢ)

测定，试剂盒由上海海洋医学生物技术中心提供，均采

用放免法，按说明书操作。

4，3．3氧自由基测定于实验第8周末．将各

组大鼠处死，取0．59肝左叶组织，以冰冷生理盐水冲

洗，待血液清洗干净后，置于容器中，加入5ml冰冷生

理盐水，研成10％组织匀浆，按相应的检测项目进行

不同方法的处理和检测。进行一‘氧化氮(No)测定(荧

光光度法)、丙二醛(MDA)测定(硫代巴比妥酸法

TBA)、谷胱甘肽过氧化酶(GsH+Px)测定(荧光光度

法)，并测超氧化物歧化酶(soD)活性(黄嘌呤氧化酶

法)。试剂盒由南京建成生物[程研究所提供。用

722型分光光度计540nm测吸光度，由上海第三分析

仪器厂生产。

4．3．4 组织病理学观察各组大鼠取肝左叶，

10％福尔马林液固定72h后，脱水石蜡包埋、切片，约

厚4pm，作HE染色，光镜观察肝损伤程度及肝纤维化

程度并摄取照片。

4．4统计学方法计数数据均以至±s表示，均

采用f检验。计量资料用R耐甜统计学处理。

结 果

1 各组大鼠血清酶类含量的变化比较见表1。

从表1可以看出，臌张片大、小剂量组对血清中酶娄含

量均有一定的改善作用。在对ALrT的改善方面，大、

小剂量组接近正常水平，与对照组比较，差异无显著性

(P>0．05)；大剂量组疗效明显优于鳖甲组(P<

0．05)；小剂量组疗效与鳖甲组相近，差异无显著性(P

>0．05)。在对AST、GGT、AKP等改善方面，大、小剂

量组与模型组和鳖甲组比较，差异均有显著性(P<

0．01)，其中大剂量组又优于小剂量组(P<0．05或P

<O．01)。

2 各组大鼠血清蛋白含量的变化比较见表2。

实验大鼠血清TP的水平各组间差异无显著性(均P>

0．05)。模型组的ALB和A／G含量相对降低，与其他

各组比较差异有显著性(P<0．05，尸<0．01)；大、小

剂量组对ALB均有升高作用，大剂量组这种作用明显

优于鳖甲组，与其比较差异有显著性(P<0．01)，而小

剂量组则与鳖甲组疗效相近，差异无显著性(尸>

0．05)。说明臌胀片大、小剂量组对血清TP影响不

大．但对AI，B、GLo和A／G调节平衡方面有作用。

3各组大鼠血清肝纤维化标志物含量的变化比

较见表3。试验大鼠血清中HA、LN、PcⅢ、Ⅳ一c含

量的影响方面，大、小剂量组和瞥甲组比较差异有显著
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表1 各组大鼠血清酶类含量的变化比较 (uVI。，f±5)

对照 10 29 1 i 3．8 37 4±3 7———面■rirr———五百i王-面—__————
模型 1() 48 3i 5 2。 150 2i12 0。 166 5±16．4” 254 2i 29 2。

小剂量 10 36 8 1 6 06 86．0 114 6+6 103 9i12．9+4 185 6 119．3’6

大剂量 10 33．4i 4 260 63 O 113 8Ⅲ‘oo 75，1 113．7⋯‘co 149 5 114 86‘oo

鳖甲 10 42．8i 4．7。 97．3 19．2+6 100 l±15．2。6 204 7i 34 2’6

注：与对照组比较，’P<0 01；与模型组比较，6P<0叭；与小剂量组比较，‘P<0 05，‘‘P<0 01；与鳖甲组比较，oP<0 05，ooP<0 01

表2 各组大鼠血清中蛋白含量的变化比较(j=s)

组别 n TP(g／I。) AI，B(g／I。) GLn(g／L)A／G

对照 10 69 48二3．09 41 78±2 01 27 70 11 13 1．51i 0．03

模型 10 66 69i 2．19 32 84±1 24‘ 33 85±1 55+ 0 97±o 05。

小剂量10 71 13±4 85 37 34±1 45⋯ 33 79 1 4 z5。 1．12 1 0．13+6

大剂量 10 68．52±1 44 38 92±1．22⋯oo 29．60±l 506▲o L 32±0．10Ⅲ‘^co
鳖甲 10 66．65±2．92 33 51 11．47。 33 15±2 66

4

1．021 0．10。

沣：与对照组比较，+P<o．ol；与模型纽比较，6P<O．05，66P<o ol；与小剂量组比较，‘尸<o．05，‘‘P(o．01；与鳖甲组比较．oP<

O 05．ooP<O 0l

表3 各组大鼠血清HA、LN、PcⅢ、Ⅳc含毒变化比较 (口g／L，j±s)

组别 n}tA I．N PcⅢ Ⅳ．c

对照 10 59 60±1l 54 115 80i14 94 113 50i 6．06 52．40±8 68

模型 10 328 80±45 33’ 250 10±21 74’ 296 20 1 32 68” 186．50±19．67’

小剂量 10 202 50±29 04。6 164．20 1 29．25’6 205．80±27，86‘4 134．00±24．64’6

大剂量 10 144 80 1 30 12Ⅲo 157．50±26．93。6 164 70i 26 65。6‘oo 104．20!zO 76Ⅲo
鼙甲 10 188 90i 29 57’6 183．蚰1 24．12。6 226．90i 34．16“6 144．80±22．09’6

注：与对照组比较，’尸<0．01i与模型纽比较．6P<o．01i与小剂量组比较，‘P<o．05；与鳖甲组比较，“尸<o 05．ooP<O oI

表4 各组大鼠肝组织MDA、GsH—Px、sOD、NO的变化比较 (i±s)

组别 n MDA(一ol／mg) GsH-Px(f^g／丌lg)sOD(NuVmg) NO(nmd／“嘻)

对照 10 57 2±4 1 0．93±0 13 12l 2±20．7 1．96i O．39

模型 10 164 3±19 2” 1．∞±017’ 80 2±20 3 4 84 10．44。

小剂量 lO 船1 4±18 o⋯o 1．291 o．05。6 1船6 129．5 2 14±O．4垆6c)o

大剂量 10 131．2±16 3‘60 1．34±0 20‘6 123 9±25 16 2．50 1 O．51660

鳖甲10 158．O±17 2’‘ 1 50±0 16。 91．3±23．2 3 21±0 48⋯
注：与对照组比较，’P<0 05；与模型组比较，6P<0 05，66P<o 01；与小剂量组比较．‘P<0．05；与鳖甲组比较．oP<0．05，()oP<O．01

性，虽然未恢复到正常水平，但与模型组比较差异有显 表5各组大鼠肝细胞脂肪变性及肝纤维化程度比较

著性(P<0．01)。而在HA、PcⅢ、Ⅳ一c方面大剂量组

疗效更为突出，与小剂量组和鳖甲组比较差异均有显

著性(P<O．05或P<0．01)。说明大剂量组比小剂量

组和鳖甲组更有优势。

4 各组大鼠肝组织MDA、GsH—Px、S()D、

NO的变化比较 见表4。大、小剂量组均可以减少

MDA、GsH．Px和NO含量，与模型组和鳖甲组比

较，差异有显著性(P<o．05或P<O．01)。而小剂

量组疗效更为突出，优于大剂量组。对S()D的影响

方面，大、小剂量组和鳖甲组均有一定的促进作用，

组间比较差异无显著性(P>0．05)，而大剂量组效果

略显为好，与模型组比较差异有显著性(尸<O．05)。

说明大、小剂量组在抗肝纤维化的同时，有对抗氧自由

基的作用，并可提高超氧化物歧化酶活性，阻止肝纤维

化的进一步发展。

5 各组大鼠肝组织细胞脂肪变性及肝纤维化程

度的比较见表5。

5．1 肝细胞脂肪变性根据肝细胞脂肪变性不

⋯一 ¨++ ‘分．f!j)

对照10 10 O O O 10 O O 0 O

模型10 0 O 2 8 0 0 2 8 2 561 o．44

小剂量10 2 4 4 0 2 5 3 0 1 28 1 0 57⋯△o
大剂量10 l 3 6 O 1 4 5 0 1 46 10 53⋯△
鳖甲10 O 4 5 l O 0 6 l 】9210 5l-△

注：与对照组比较，。尸<o 05．¨P<o ol；与模型组比较．6P<

o．05，66P<o 01；与鳖甲组比较，oP<o．05

同程度分为4级(一、+、_卜+、¨+)。一：肝小叶中的肝

细胞索排列呈放射状，肝细胞索之间有明显的肝窦、肝

细胞均正常，无异常改变。+：肝小叶的中央静脉周围

肝细胞出现不同程度的变性和脂肪变。H肝小叶中央

静脉周围及周边肝细胞胞浆内出现不同程度大小不一

的脂滴，少部分肝细胞核被积到一边，Ⅲ：肝小叶中的
大部分肝细胞出现较大的脂滴，肝细胞核被积到一边。

5．2 肝纤维增生程度根据肝纤维化程度的不

同分为4级(一、+、++、+++)，并分别记o、1、2、3

分。一：肝小叶中来出现纤维组织增生；+在肝小叶的

肝细胞坏死区和汇管区可见少量的纤维组织增生；

十+．在肝细胞坏死区和汇管区可见明显的纤维组织增生
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并破坏，肝组织结构；+++：在肝细胞坏死区和汇管医

可见明显纤维组织增生并相互联接成网。

从表5可以看出，对大鼠肝细胞脂肪变性的影响，

经R趔拈分析可知，以小剂量组变性程度为最轻，大剂

量组变性程度次之，鳖甲组变性程度较重，模型组有严

重变性。因此小剂量组在抗肝组织细胞脂肪变性方面

效果显著。

肝病理组织学观察可见，对照组大鼠肝脏表面有

薄被膜，其下面肝组织有无数小叶组成，以中央静脉为

中心，肝细胞索呈放射状排列，细胞索之间为肝血窦、

肝细胞边界清晰，汇管区无炎细胞浸润。模型组大鼠

肝内有大量纤维增生，相互连接或汇管区扩大，呈现不

同程度的纤维增生破坏了正常的肝小叶，大部分肝细

胞出现脂肪变性、坏死，是促使肝纤维化形成的一个重

要因素，肝纤维化形成率100％。小剂量组大鼠肝小

叶中未见纤维增生。偶见肝小叶内有点状坏死，汇管

区有少量纤维组织增生，肝细胞脂肪变有不同程度的

改善。大剂量组大鼠肝小叶结构基本正常，偶见有不

同程度的细小的纤维束从汇管医延伸，但未形成纤维

连接，但肝细咆脂肪变性明显。鳖甲组大鼠肝小叶被

增生的纤维分隔，使肝小叶结构受到破坏，肝细胞出现

不同程度的肝脂肪变。

讨 论

肝纤维化的主要发生机制是以胶原为主的细胞外

基质(extracellular matrix，EcM)合成增多，而降解相

对减少，两者失去动态平衡，致使过多EcM沉积于肝

内而引起。多年来进行的中药抗肝纤维化研究已显示

出较好的前景，从单味药逐渐转向复方的研究在不断

深入，细胞水平和分子水平的研究进一步证实了辨证

论治的疗效。3。我们在此基础上，根据中医学认为该

病始于肝郁气滞，终于气滞血瘀及脾虚湿聚的特点，组

方选药研制成臌胀片，方中柴胡、青皮等疏肝懈郁；三

七、山楂、鳖甲、赤芍活血化瘀，黄芪、党参、青蒿、葫芦

巴等健脾利湿，针对病机理气活血，健脾利湿，经临床

初步观察显示出较好疗效n，。

相关研究表明，肝实质损害时血清中ALT等许多

酶及相应物质含量发生改变”3。本实验研究其模型组

的各种酶指标明显高于正常对照组，臌胀片大、小剂量

组在观察后可使其降为接近正常，且优于鳖甲组，表现

有良好的肝细胞保护作用。

有关研究显示，血清HA、LN、Ⅳ一c、PcⅢ水平可反

映肝纤维化的程度，并与病变程度呈正相关“3。主要是

因为肝纤维化时细胞外基质过度增生和沉积，其主要成

分是胶原蛋白，HA是糖胺多糖，由间质细胞合成；LN和

Ⅳ一c都是构成基底膜的主要成分；PcⅢ在肝纤维化早期

即可反映其胶原蛋白合成活性”’。本实验研究结果证

实，臌胀片大、小剂量组能显著降低HA、LN、Ⅳ一c和Pc

Ⅲ水平，表明有较好的抑制胶原蛋白台成，以及促进其

降解的作用，而随剂量增大疗效更为显著。

脂质过氧化可介导肝细胞损伤”’⋯，四氯化碳经肝

细胞微粒体内细胞色素P。。代谢裂解成的三氯甲基自

由基而致脂质过氧化，并介导肝细胞损伤，如肝细胞脂

肪变及坏死“⋯。同时脂质过氧化又可激活贮脂细胞，

导致胶原分泌增加，从而形成肝纤维化“⋯。脂质过氧

化是联系肝损伤与肝纤维化之间的桥梁⋯。臌胀片

治疗大、小剂量组均能降低大鼠肝组织MDA及N0

含量，提高sOD水平，说明臌胀片由其对抗氧化损伤

的作用，抑制或减轻肝纤维化的形成。其作用机制与

对抗氧化损伤的作用有关。
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