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大黄唐虫丸对大鼠肝星状细胞基质金属

蛋白酶表达及活性的影响
潘志恒1 谢瑶2 何宏文2 武敬1 何艾华

摘要 目的观察大黄座虫丸对大鼠肝星状细胞间质胶原酶(MMP一1)基因表达及分泌到培养基中的

明胶酶A(MMP一2)活性的影响。方法分离培养大鼠肝星状细胞(HsC)，制备大黄鹰虫丸大鼠药物血清，

温育HSC。逆转录多聚酶链反应(Rfj PCR)法观察MMP一1的表达。酶谱法检测MMP_2的活性。结果

大黄度虫丸药物血清可明显促进Hsc对MMP 1的基因表达，同时可明显增加Hsc合成的MMP一2的含量

和活性(P<O．05)。结论犬黄痞虫丸的抗肝纤维化作用与其促进HsC的MMP 1基因表达，增加MMP一2

的含量和活性有关。，
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肝纤维化是肝脏细胞外基质(extraceIIuIar matrix，

KcM)合成与分解代谢失去平衡状态的结果，其中肝

星状细胞(hep“ic stellate cell，Hsc)足肝纤维化病理

形成的重要细胞学基础，Hsc活化后不但从静止的维

生素A储存细胞过度转化为肌成纤维样细胞(my。fi．

br。blaster，MHj)，同时合成EcM，并通过其合成基质

金属蛋白酶(matrix mctalloDroLcinase，MMP)和金属

蛋白酶组织抑制网子(tissuc inhibit。r。f MMP，
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TIMP)调节ECM降解。近年来，中医经典占方大黄

鹰虫丸在临床观察中小断被报道有抗肝纤维化的作

用“1j，为了探讨该药可能存在的抗肝纤维化作用机

制，我们观察r大黄鹰虫丸对体外培养的大鼠肝脏

Hsc间质胶原酶(MMP一1)基因表达发分泌到培养基

中的明胶酶A(MMP一2)活性的影响作用，现报告

如下。

材料与方法

1 动物雄性SD大鼠50只，清洁级动物，体重

250～280 g，购自中山大学中山医学院实验动物中心，

普通饲料喂养。随机分成5组：(1)细胞培养组：用于

体外分离、培养Hsc细胞；(2)空白对照组；(3)药物血

清A组；(4)药物血清B组；(5)软肝冲剂组。每组lo
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只。

2药物大黄唐业丸药粉出广东刚江制药厂提

供。软肝冲剂为经验方，由女贞子、旱莲草、龟板、罄

甲、赤芍、牡丹皮、⋯茱萸、虎杖等药物组成，由广东一

方制药J负责生产，本院约剂科监制。

3试剂及仪器

3 1 丰要试剂 链霉蛋白酶(Pronase E)及Ⅳ型

胶原酶(TypeⅣc。11agenase)为美国sjgnla公司产品；

DNaseI为Boehrlnger公司产品；淋巴细胞分离液为

上海试剂二厂产品，用D—Hanks液调整其密度为

1．053备用；DMEM／F12为GIBcO公司产品；总

RNA提取试剂盒(TRI∞1)、MMv逆转录酶、T铀

DNA聚合酶为叶1⋯大学达安基因股份有限公可产品；

引物由上海博亚生物技术有限公司合成；PcR—arke“

为MBI ferm叽tas公司产品；sDs一聚丙烯酰胺凝胶电

泳(sDs—PAGE)低分子量标准蛋白质为上海生丁生物

工程公司产品。

3 2 土要仪器美国NAPc0培养箱，德国

Licca倒置显微镜，美国PE公司9700DNA扩增仪，美

国Bio_Rad公司电泳仪，美国uvP凝胶扫描系统。

4实验方法

4 1 药物血清制备 药物血清A组按文献法”1

给予大黄唐虫丸药粉(每只每天2．7 g)。药物血清B

组按每只每天1．5 g给药。将上述药粉用燕馏水溶

化，分别每天分两次灌胃给药，每次4 ml，连续给药5

天。空白对照组灌胃等量的蒸馏水。采血刚问为最后

一次灌胃后I h，以乙醚麻醉大鼠，无莳状态下打丌大

鼠腹腔，经下腔静脉取血，2 OOO r／min离心15 min，血

清经56。c，30 min灭活后置于20℃冰箱保存备用。

4．2 止常大鼠HsC分离、培养及传代 参考义

献“方法，即：大鼠每H经皮F注射维生素A油剂5万

U，共2周。以1％戊巴比妥钠麻醉大鼠，常规消毒后

打开腹腔，经下腔静脉盯素化(1 000 u／只)，门静脉插

管，连接滴液瓶，剪断后腔静脉放血，快速灌注150 mf

D—Hanks液争肝脏变自，流出液不带血色。分离肝脏

至大培养皿中，继续灌注0．05％链酶蛋白酶液100 nll

和O．025％胶原酶液100 m1，每分钟约60滴。收集灌

注液于烧杯内，撕碎肝脏剔除肝包膜及大血管后，连同

收集的酶液置于磁力搅拌器上，调整至200 r／min，继

续消化20 min，3层纱布过滤。滤液离心(1 200 r／

mm)10 min，吸弃上清，加入Hanks液及DNase』(终浓

度40 ng／m1)，吹打使细胞充分离散悬浮再按上述条

件离心洗涤3次，直至J二清液较澄清，弃r清液，加10

mI的DMEM／F 12培养液充分吹散细胞后小心加到

20 ml比重为1．053的细胞分离液上，以3 000 r／min

离心30 mjn。仔细吸取分离液与细胞悬渡界面之间

的细胞，Hanks液洗涤2遍，以含15％新生小牛血清的

DMEM／F 12悬浮细胞。台盼蓝染色汁算存活率及细

胞数。细胞以1×103 cells／cm2密度接种，置相对体积

分数为5％c02、95％空气、37。c恒温恒湿培养箱内培

养。每周换液2～3次，10～14天艮满后传代。

4 3 MMP—l基因表达的榆测 采Hj R口PCR

法进行测定，H』1-rizol提取HSc总RNA，采用20 p1

逆转录反应体系进行cDNA的合成(内含待测RNA，

MMv逆转录酶RNA酶抑制剂，两种引物的混合液及

dNTP×5R’T buffer)。37。C反应1 h。95。C 3 min灭

活MMv。共扩增定量PcR，反应体系为50口l，内含

10×buffer 5肛1、10 mnl01／L dNTP 0．4“MMP一1、
GAPDH引物各0．5扯l，Taq酶3u，cI)NA模板0．1～l

pg，加水补足至50弘1，PCR反应在PE 9700扩增仪上

进行，反应条什为：93℃预变忭3 min；93℃变性30 s；

57。C退火45 s，72。c延伸45 s；共35个循环；72。C后

延伸7 nlin。MMP一1及GAPDH引物序列如F：上游

5’一AGGTGAAAAGGCTCAGTGCI、Gc一3’，下游

5’一GATCCTTGGGGC TCT CAATTTC 3’；内参

对照GAPI)H的引物如下：上游5’一TcA ccA TcT

TCCAGGAGCG 3’，下游5’一CTG CTT cAC CAC

cTT CTT GA一3’。扩增产物在2％琼脂糖凝胶卜进

行电泳，MMP一1和GAPDH的扩增产物分别为494bp

和571bp，扩增产物以uVD凝胶扫描系统进行半定量

分析．川MMP一1／GAPDH的比值表示MMP一1的相对

表达水、凡

4 4 酶谱法榆测MMP一2活性 按不同组别分

别加曲后Hsc培养48 h，细胞培养基以3：l与样品缓

冲液混匀，在含O．1％白明胶的lo％snS PA(；E凝胶

上电泳，电泳结束后置含2．5％Triton x一100，50

nml。l／L Tris—HCl pH7．5，5 mm。l／L cacl，的洗脱缓冲

液中，于脱色摇床上洗脱30 mifl，换洗脱缓冲液后孵

育过夜。接着将凝胶置反应缓冲液(含50 tnrn01／L

Tr溥IIcl pH7．5，5 mrnol几Cacb)370c孵育24 h。孵

育结束后经染色液(O．25％考马斯亮蓝R一250，30％甲

醇，10％乙酸)染色l h，川含5％甲醇和7．5％乙酸脱

色液脱色至条带清晰，凝胶扫描成像计算机信号密度

分析。

5 统计学方法统计数据以z±s表示，应用单

因素方差分析进行统计学处理。

结 果

I 大黄鹰虫丸药物血清刘大鼠肝星状细胞
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MMP一1基冈表达 见表1。大黄鹰虫丸药物血清A、

B两组均有显著促进MMP一1基因表达水平的作用，

并呈一定的剂量依赖关系。

表1 大黄唐虫丸对H∞细胞MMP-I基因表达的影响(叠±s)

注：与空白对照组比较，’P<0．05，”P<0 01；与较肝冲剂组比

较，6P<0 05．66P<0 01

2 大黄唐虫丸对培养液巾MMP 2活性的影响

见表2。大黄唐虫丸能够明显增加传代后Hsc细胞

培养液中活化MMP一2含量，大剂量时(药物血清A

组)还町同叫增加培养液中非活化MMP一2的含量，两

者问呈现明显的剂量依赖关系。

表2 大黄鏖虫丸对培养液LfIMMP 2活性的影响(i±s)

挂：与空白对照组比较，‘P<0．05，“P<O 01；与软肝冲剂组比

较，。p<0 I)5．66r<0 01

讨 论

肝内基质金属蛋白酶(，nat“x melaJloproteina5e，

MMPs)是降解胶原、蛋白多糖等EcM的主要蛋白

酶，直接参与调节EcM合成与降解的动态平衡，在肝

纤维化发生、发展及形成过程巾发挥着重要的作用。

按照作用底物的不同，MMPs至少可分成4类”1：(1)

问质胶原酶(MMP一1、MMP_8、MMP 13)；(2)明胶酶

(MMP一2、MMP 9)；(3)基质溶解素(MMP一3、MMP一

10)；(4)膜型金届蛋白酶(MTMMP一】、MTMMP一2)。

研究表明“，肝纤维化的早期，MMPs常轻度增高，而

肝纤维化中晚期MMPs活性则明显降低，以致EcM

的合成超过降解，引起EcM的大量沉积，因此，通过

调节MMPs的活性，有助于增加基质的降解，促进肝

纤维化的逆转。

肝内的MMP一1为间质胶原酶，由HSc合成，以

酶原的方式分泌，其主要的作用底物是』、Ⅱ、Ⅲ型胶

原。软肝冲剂是我f『J以往治疗慢性肝炎肝纤维化常用

的经验方，对患者临床症状的改善有较好的疗效，因此

我们设计把该药作为与大黄唐虫丸组治疗的阳性对照

组。本组资料的研究结果表明，犬黄鹰虫丸药物血清

A、B两组不论与卒白对照组或软肝冲剂组比较，均有

显著提高MMP 1基因表达水平的作用，并呈一定的

剂量依赖关系，说明该药的确有增强MMP一1基因表

达水平，促进l、Ⅱ、Ⅲ型胶原降解方面的作用。

MMP一2即明胶酶A或Ⅳ型胶原酶，是金属蛋白

酶家族的主要成员之一，主要降解基底膜Ⅳ型胶原及

明胶，在肝纤维化的早期和中期，MMP一2可增加Disse

腔内皮下基质的降解，破坏肝小叶的排列，影响细胞与

基质、细胞与细胞问的正常关系而促进肝纤维化的形

成。虽然研究发现在肝纤维化的发展过程中MMP一2

基因表达逐步增强，到中期达到高峰，但到肝纤维化晚

刿及肝硬化阶段则明显下降。MMP 2基因表达的调

控机制目前尚不完全清楚。一般认为，肝纤维化早期

某些炎症因子、TGF一口等对MMP 2呈正性调节作用，

而肝纤维化晚期和肝硬化阶段MMP一2的下降则与金

属蛋白酶组织抑制因子(TIMPs)的进行性升高

有关⋯。

MMPs活性受TIMPs的调节，后者通过与前者

以非共价结台，从而抑制MMPs的活性和EcM降解，

因此前纯MMPs的数量并不反映其对EcM的降解能

力，而测定MMPs活性更有实际意义。本研究以酶谱

法测定MMP一2活性的结果表明，上述药物效应似乎

有悖于肝纤维化的治疗，但如果我们仔细研究大黄鹰

虫九主治“五劳虚极赢瘦，腹胀不能食，⋯⋯内有干血，

肌肤甲错，两曰黯黑”所描述的症状，便明白古人是将

该药的适应证限定于久病瘀血阻络(即相当于肝纤维

化晚期及肝硬化)的阶段，这实际上从另一角度证实了

中医临床用药时辨证的重要性及古人有关慎用活血破

瘀类(特别是走窜人络的虫类)药理论的正确性。如前

所述，MMP一2的主要作用是降解基底膜的Ⅳ型胶原及

明胶，在肝纤维化后期阶段由于TIMP的表达增强和

进行性升高，会造成包括MMP一2在内的MMPs活性

下降，导致EcM成分降解减少，沉积增多”3。因此，在

这一阶段活化MMP一2含量的增加显然有助“肝窦毛

细血管化”的逆转而发挥治疗作用。

本组资料的研究结果显示，大黄唐虫丸药物血清

可明显促进传代Hsc细胞对MMP一1的基因表达，同

时可明显增加Hsc台成MMP一2的含量和活性，这与

以往研究发现大黄唐虫丸可显著抑制TIMP生成，促

进MMP活化从而增加对于胶原的降解作用的研究结

论一致”1，也可能是大黄唐虫丸对纤维组织的降解作

用强于其对胶原合成的抑制作用u，的原因所在。
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自制鼓膜穿孔促生长剂的临床应用
邵权邵剑

2002年3月一2004年9月，笔者对24例鼓膜穿孔患名外

用自制鼓膜穿孔促生长剂治疗，临床上收到了良好的治疗效

果，现报告如下。

资料与方法

l临床资料本组24例鼓膜穿孔患者中，外伤性穿孔13

例。其中大穿孔8例．中穿孔5例，男性7例，女性6例；年龄7～

46岁，平均(27．2±7 8)岁；病程2～64天，平均(38．5=9 5)

天；均为单耳。静止期中耳炎鼓幢穿孔ll例，其中小穿孔3

例，中穿孔8例，男6例，女5例；年龄15～68岁，平均(35．6±

lO．2)岁；病程6～43年，平均(24 8±儿4)年；单耳0例，双耳

2例。

2方法

2．1促生长剂配制方法取阿托品(无锡11；i第七制药有

限公司生产，每支1ml，0．5 mg)o 5 mg，复方丹参(四川升和制

药有限公司生产，每支2 ml，每l ml含丹参、降香牛药各l g)2

ml，瑞支亭(甲磺酸酚妥拉明，上海复华药业有限公司生产，管

制瓶装，每支10 mg)lo mg，根据黏膊接受刺激反应，比照常规

黏膜吸收浓度以及用药次数和用量，配制适当浓度，将3种注

射剂分别以生理盐水稀释成。叭7％，1 1，0．25％溶液，分置3

个无菌滴器内于2～5℃环境下保存备用(或现用现配制，本组

有16例采取此法)。

作者单位：河北省大厂回族自治县人民医院耳鼻喉科(河北

065300)

通讯作者邵 剑，reh03【6—8824432，E—rnmI：sh∞Imn_2001@s0

hu⋯

2 2治疗方法 常规局部消毒。治疗过程中，对丁外

伤<l刷者，仅以无菌棉纱浸药置贴；1—3周者，局部清拭后，

在严格无菌操作下行穿孑L区打创后，敫贴浸曲之棉纱；>4刖或

静【r型中耳炎鼓膜穿孔病例，均行瘢痕上皮扩清¨造创伤床后

贴敷。按局部情况，般5、7、1 O大进行1次。根据侧重面，3

种药液可更换施用?如创区黏膜红润充血，色泽新鲜．则用复

方丹参制剂，若局部瘢痕存，创K上皮红润度差或血管网少，用

侧重解瘴扩l札管昀瑞支亭。阿托晶作为中介制剂配食应用。

门诊处理后，’止患者带药，每日27蔓，每次2～3滴点耳。

结果24例患者中，5例外伤性中等穿孔者3例2次治

愈，2例3次治愈。8例大穿孔中5例为2个月后就诊，3倒4

次1冶愈，2例5狄治愈。其他3例凶伤后就诊早，经门诊3次处

置治愈。陈IH小穿孔3例L}l 2例3次治愈，l倒2次}厶愈。陈

旧性中穿}L 8例L}『．4例6次治愈．2例5次治愈，穿扎稍大且

瘢痕略重者2倒中6次治愈l例．8次治愈1例。ll例陈j日穿

孔者治疗期间因感冒引起感染4例，待感染控制后2个月．重

新治疗5次，2例痊愈，另2例穿孔火音|5分缩小，因中途失去联

系，未有最终治疗结果。其余7例完全愈合，随诊l～3年束见

复发。

讨论本组病例所用3种药物，具有抗血管瘴挛，抗凝

溶栓，扩张血管，改善微循环，增加局部血流量，促进侧枝循环

的生长，抑制血小扳聚集，防止血栓形成作用。通过24例疗效

观察，收到良好的功效，，较之烧灼补贴等传统保守治疗，时间

短、经济、简便，疗效高，是较为安全、可靠、坪想的促生长剂。
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