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茵陈蒿汤干预二甲基亚硝胺大鼠肝硬化效应的方证
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摘要 目的 基于清热利湿与滋养肝肾不同功效古典方剂的干预效应，探讨二甲基亚硝胺(dimethylni—

trosamine，DMN)诱导大鼠肝硬化的方证病理学基础。方法腹腔注射DMN 4周制备大鼠肝硬化模型，造

模2周末取6只模型大鼠作给药前观察，其余模型大鼠随机分为模型对照组、茵陈蒿汤(yinchenhao Decoc—

tion，YCHD)组及一贯煎(yiguanjian，YGJ)组；各组于继续造模同时给予不同方剂的煎剂经口灌胃2周，正

常大鼠与模型对照组给予同量等渗盐水，4周末处死大鼠，获取血清与肝组织样品，观测肝功能、肝组织病

理学、(It．平滑肌肌动蛋白(a．smooth muscle actin，a—SMA)与羟脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)含量，检测肝组

织丙二醛(malondialdehyde，MDA)、谷胱甘肽(glutathione，GSH)含量，谷胱甘肽S转移酶(glutathione S—

transferase，GST)活性；免疫印迹检测肝组织a—SMA、肿瘤坏死因子Ot(tumor necrosis factor—alpha，TNF—a)、

血小板衍生生长因子(platelete-derived growth factor，PDGF)以及肝脂肪酸结合蛋白(1iver fatty acid binding

protein，L—FABP)、转铁蛋白(transferrin，Tf)表达的变化。结果 与模型对照组比较，YCHD纽肝功能显著

改善；肝组织Hyp含量与d．SMA蛋白表达显著降低(P<0．05)，显著抑制DMN大鼠肝硬化的形成，而YGJ

无明显作用。肝组织TNF．仅与PDGF表达在YCHD组显著减少，而YGJ组TNF—d进一步增加，PDGF无明

显变化；YCHD组肝组织MDA含量与GST活性显著降低(P<0．01或P<0．05)，GSH含量、L—FABP及Tf

蛋白表达显著增加(P<0．05)，而YGJ组仅见GSH显著增加(P<0．05)。结论 茵陈蒿汤显著抑制DMN

大鼠肝硬化的形成；DMN大鼠肝硬化形成期的肝组织炎性病变及其过氧化损伤是茵陈蒿汤清热利湿效应的

方证病理学基础。

关键词 二甲基亚硝胺；肝硬化；肿瘤坏死因子一d；脂质过氧化；茵陈蒿汤

Recipe-syndrome Correlation and Pathogenesis Mechanism of Yinchenhao Decoction in Intervening Dim-

ethylnitrosamine Induced Liver Cirrhosis Progress in Rats LIU Cheng，LIU Ping，TAO Qing，et al Institute of

Liver Disease．Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shanghai(201203)

ABSTRACT Objective Lay on the intervention effect of different classic Chinese medicine recipes for

clearing—heat，eliminating dampness and nourishing Gan-Shen，to investigate the recipe—syndrome pathologic

foundation of dimethylnitrosamine(DMN)induced liver cirrhosis in rat．Methods Liver cirrhosis model rats were

made by DMN intra-peritoneally injection for 4 weeks at the dosage of 10 mg／kg body weight，once per day for 3

consecutive days in each week．Excepting the 6 rats for pre—treatment observation，others were divided into 3

groups and gastric infused respectively with saline(model group)，Yinchenhao Decoction(YCHD group)and

Yiguanjian(YGJ group)in the continuous 2-week modeling period．Besides，a normal group was set up with 10

healthy rats administered by saline．At the end of the 4th week，rats were sacrificed and their blood sample and

liver tissue were get for detecting liver function；hepatic histology(HE and Sirus red stain)；a—smooth muscle ac-
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tin(a-SMA)and hydroxyproline(Hyp)contents，Oxidative stress-related parameters such as malondiaIdehyde

(MDA)，glutathione(GSH)，and glutathione S-transferase(GST)；expressions of a-SMA tumor necrosis fac-

tor-alpha(TNF-a)，platelete·derived growth factor(PDGF)，liver fatry acid binding protein(L-FABP)，and

transferrin were determined at the same time．Results Compared to those in the modeI group．Iiver function was

improved significantly and content of Hyp．a-SMA protein expression decreased remarkably in the YCHD group

(P<0．05)。showing significant inhibition on liver cirrhosis formation；while those effect was not shown in the

YGJ group．Comparisons of various parameters between groups showed that TNF-a，PDGF expression。MDA

content and GST activity in Iiver tissue were decreased and GSH content．L-FABP and transferrin expression

were increased significantly at the terminal of the experiment in the YCHD group(P<0．05)，but only increases

of TNF-a and GSH were shown in the YGJ group(P<0．05)．Conclusion YCHD exerts significant inhibition on

DMN-induced cirrhosis formation in rats．and the inflammatory change and peroxidation in liver tissue at Iiver cir-

rhosis developing stage of DMN treated rats is the recipe-syndrome pathologic foundation of clearing heat and e-

Iiminating-dampness effects of YCHD．

KEYWORDS dimethylnitrosamine；liver cirrhosis；tumor necrosis factor-alpha；lipid peroxidation；Yinchen—

hao Decoction

肝炎后肝硬化患者流行病学调查的中医病机分析

结果表明，气虚血瘀是该病的共性病机，而湿热内

蕴、瘀热蕴结与肝肾阴虚为其主要证候病机¨矗。；基于

证候病机与其疾病和方剂的相关性是中医证候理论研

究的蕈要问题以及方证相应的原理，采用不同功效方

剂进行疾病多模型干预治疗的比较对照研究，发现四

氯化碳大鼠肝硬化为一贯煎养阴的效应模型¨’，而茵

陈蒿汤可有效逆转二甲基亚硝胺(dimethy[nitrosa—

mine，DMN)造模成型的大鼠肝硬化¨。。本实验进一

步基于动态观察的研究设计思路，在大鼠肝纤维化

(DMN造模2周后)向肝硬化发展的阶段采用茵陈蒿

汤、一贯煎进行干预治疗，以药效学为判定标准，以

方测证，深入探讨DMN大鼠肝硬化形成阶段中医方

证病机的病理学基础。

材料与方法

l 材料

1．1 动物 Wistar雄性大鼠52只，清洁级，体

重(165 4-15)g，购自中国科学院上海实验动物中心，

许可证号：SCXK(沪)2003-0003。上海中医药大学实

验动物中心饲养、造模和观察，自由饮食。

1．2 药物 茵陈蒿汤和一贯煎所含的生药均购

自上海华宇药业有限公司，经生药学专家鉴定，按照

原方比例和制法由上海中医药大学附属曙光医院国家

中医药管理局中药制剂中心一次制备干燥后冷藏。

1．3主要试剂及仪器DMN(1 g／mL)购自Sig．

ma公司，ECL试剂盒购自Pierce公司，PVDF转移膜

购自Millipore公司。预染蛋白Marker购自New Eng．

1and Biolabs公司，SABC试剂盒购自武汉博士德公

司。Tris、SDS等化学试剂均购自Amersham公司。肝

功能测定试剂盒、脂质过氧化相关指标试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所，羟脯氨酸标准品购自日本

于力于彳于灭夕株式会社。所用抗体如下：

免疫印迹电泳系统为BioRAD公司产品

(041 BR)，半干转膜仪为Amersham产品

(ET70PWR)，曝光暗匣为上海跃进医用光学仪器厂

产品(XJX—II)，病理及免疫组化图片拍照系统为倒置

光学显微镜为Olympus公司产品(XT0)。

2 方法

2．1 肝硬化模型的制备 参照Ala．Kokko方

法”’造模，大鼠以0．5％的DMN溶液(以生理盐水稀

释)2 mL／kg剂量腹腔注射，每天1次，每周前3天连

续注射，共4周。正常对照大鼠腹腔注射等量的生理

盐水。

2．2 分组与给药 随机取10只大鼠作为正常

组，42只大鼠造模，造模2周末取6只模型组和3只

正常大鼠作干预用药前观察，余36只造模大鼠随机

分为模型对照组、茵陈蒿汤组与一贯煎组，每组12

只；药物干预组于继续造模的同时按成人(65 kg)体重

日用量的8倍，以10 mL／kg大鼠体重的容量灌胃给

药，每天1次，连续2周；模型对照组和正常组以同体

积等渗盐水灌胃。
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2．3样品采集和处理 实验第4周末处死全部

大鼠。大鼠用2％戊巴比妥钠以2 mL／kg体重剂量腹

腔注射麻醉后，仰卧位固定，打开腹腔，观察肝的色、

质、形态等情况。经下腔静脉采血，摘取肝脾，称重，

自肝右叶切取1．0 cm×0．8 cm×0．3 cm肝组织1块，

10％中性福尔马林固定，脱水、包埋；留取肝组织作羟

脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)含量测定。血液4℃静

置3 h后，3 000 r／min，离心30 rain，分离血清。

一80℃保存备用。

2．4观测项目及检测方法

2．4．1 肝组织HE及天狼星红染色观察肝脏组

织学变化。

2．4．2血清ALT、AST活性及白蛋白、TBIL含量

测定均按照试剂盒说明书操作。

2．4．3 肝组织Hyp含量测定 采用Jamall氏

等‘6’方法。

2．4．4肝组织丙二醛(MDA)和谷胱甘肽(GSH)

含量及谷胱甘肽S转移酶(GST)活性测定 按照试剂

盒说明书操作。

2．4．5肝组织Ot．平滑肌肌动蛋白(Ot．SMA)免疫

组化检测 采用SABC法。石蜡切片常规脱蜡至水一

3％H：O：．PBS室温5 min一微波热修复一一抗37℃

孵育1 h一辣根过氧化物酶标记的第二抗体37℃孵

育30 min---，SABC 37℃孵育20 rain轻洗一DAB显色

一苏木素复染30 s—l min，封片。

2．4．6肝组织(It-SMA、TNF一仅、血小板衍生生长

因子(PDGF)及肝脂肪酸结合蛋白(L·FABP)、转铁蛋

白(Tf)表达测定 采用免疫印迹检测。匀浆肝组织提

取蛋白，考马斯亮蓝检测蛋白浓度，根据分子量制备

15％或10％分离胶，每泳道蛋白量为50“g，SDS—

PAGE电泳。根据分子量确定半干转时间把蛋白转到

PVDF膜上后封闭，～抗4℃过夜，回收一抗，加上相

应的二抗置于摇床，室温轻轻混匀孵育l h，滴加ECL

后混匀。1 min后置暗室，根据条带的荧光强度确定曝

光时间。

2．5 统计学方法 计量资料以SPSS 11．5中的

ANOVA程序进行单因素方差分析，尸<0．05为差异

有统计学意义。

结 果

l各组大鼠肝组织病理学观察HE染色：正常

大鼠肝小叶结构清晰，肝细胞索由中央静脉向四周呈

放射状排列。2、4周模型组大鼠肝组织出现较广泛的

肝细胞浊肿、小叶中心性出血及灶状坏死，伴炎性细

胞浸润，纤维组织大量增生，4周时肝小叶结构紊乱。

与两模型组比较，茵陈蒿汤组大鼠肝细胞索较为规

则，肝细胞变性、坏死以及炎细胞浸润明显较轻；一贯

煎组变化不明显(图1)。

天狼星红染色：正常肝组织仅在汇管区和中央静

脉壁见少量胶原纤维。造模2周，肝组织胶原纤维广

泛增生，可见部分菲薄的不完全间隔形成；造模4周

时弥漫性增生的胶原纤维分割肝小叶形成较粗大的完

全间隔，肝小叶结构异常，形成假小叶，75％形成肝

硬化。与两模型组比较，茵陈蒿汤组的胶原纤维增生

显著减轻，纤维间隔窄、疏松而不连续，仅有1只大鼠

见完整的假小叶(肝硬化形成率为8．3％)，一贯煎组

变化不明显(图2)。

2各组大鼠肝组织Ot．SMA蛋白表达的变化d．

SMA在正常大鼠血管内皮见有表达；造模2周大鼠的

肝组织纤维间隔内表达显著增强，造模4周时进一步

增加，肝窦壁可见大量表达，蛋白免疫印迹结果的变化

趋势一致；与两模型组比较，茵陈蒿汤组d-SMA表达

围1各组大鼠肝组织HE染色结果(x200)
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图2各组大鼠肝组织天狼星红染色结果(x100)

注：A为正常组；B为2周模型组；C为4周模型组；D为茵陈蒿汤组；E为一贯煎组；F为各组大鼠

肝组织Ot—SMA免疫印迹

图3各组大鼠肝组织Of．一SMA免疫组化(x200)及免疫印迹结果

显著减少，而一贯煎组d．SMA蛋白表达呈增多趋势 3．57倍；与4周模型组比较，茵陈蒿汤组Hyp含量显

(图3)。 著降低(P<0．05)，较模型对照组下降44．9％；一贯

3 各组肝组织Hyp含量变化(图4) 与正常大

鼠比较，2、4周时模型大鼠肝组织Hyp含量呈梯级、

显著性增加(P<0．01)，分别是正常大鼠的1．61倍与

正常2周模型4周模型 茵陈蔫汤一贯煎

注：与2周模型组比较，jP<0．0l；与4周模型组比

较，aP<O．05。6aP<O．Ol

图4各组大鼠肝组织Hyp含量变化

煎组无明显变化。

4各组大鼠肝功能变化比较(表1) 与正常大

鼠比较，造模2周大鼠的血清ALT、AST活性、TBIL含

量显著增高，Alb含量显著降低，4周时进一步加重

(P<0．05，P<0．01)。与4周模型组比较，茵陈蒿汤

组血清ALT、AST活性和TBIL含量均显著降低(P<

0．01或P<0．05)，基本维持在2周模型组时的水平；

茵陈蒿汤组血清Alb含量增加，但差异无统计学意义，

而一贯煎组无明显变化。

表1 各组大鼠肝功能变化比较 (i．4-s)

2周模型6 40．62±4．12△△42．08±2．35AA 20．00±矗52 35．06±2．27r△△

4周模型12 70．30±3．21‘81．08±3．18+ 24．10±7．7l 26．38±4．11’

茵陈蒿汤12 39．34±6．50AA 45．39±5．16AA 16．70±4．68△ 27．06±4．16

=基墼!!竺：：：：!：!i ：!：竺!：：至 丝：塑!!i：!! 垄：!j!i：竺

注：与2周模型组比较，‘P<0．Ol；与4周模型组比较，△P<

0．05．zX ZXp<0．0l
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5各组肝组织MDA、GSH含量及GST活性变化

(表2) 与正常大鼠比较，肝组织MDA含量、GST活

性在造模2周显著升高(P<0．01或P<0．05)，肝组

织GSH含量显著降低(P<0．01)，造模4周进一步升

高或降低。与4周模型组比较，茵陈蒿汤组肝组织

MDA含量和GST活性显著降低(P<0．01或P<

0．05)，GSH含量显著增高(P<0．01)；一贯煎组GSH

含量显著升高(P<0．05)。

表2 各组大鼠氧化应激指标的比较 (i 4-s)

组别 n MDA(nmol／mg)GST(U／mg) GSH(mg／g)

注：与2周模型组比较。’P<0．05。一P(0．01；与4周模型组比

较，△P<d．05，zX r,p<o．01

6各组大鼠肝组织TNF—Ot、PDGF及L—FABP和

Tf蛋白表达变化(图5) 免疫印迹结果显示，TNF一仅

蛋白表达在2周达到高峰，4周有所下降，PDGF蛋白

表达随模型进展逐渐升高，造模4周时最高，肝脏L—

FABP和Tf均随着模型进展逐渐降低，造模4周时最

低；与模型组比较，茵陈蒿汤组肝组织TNF—Ot与

PDGF蛋白显著降低，L．FABP和Tf蛋白表达增加；一

贯煎组TNF．Ot显著增加，Tf表达较4周更低，PDGF

无明显变化，L—FABP有所增加。

注：A为正常组；B为2周模型组；C为4周模型

组：D为茵陈蒿汤组：E为一贯煎组

图5各组大鼠肝组织TNF．Ot、PDGF、

L-FABP及Tf蛋白表达变化

讨 论

腹腔注射DMN诱导大鼠肝纤维化、肝硬化是经

典方法⋯。本实验采用该方法造模2周的大鼠肝组织

表现为小叶中心性出血性坏死，炎性细胞浸润，纤维

组织显著增生，肝组织Hyp含量是正常大鼠的1．61

倍，肝功能显著异常，已形成显著的肝纤维化；DMN

染毒4周时大鼠肝功能损害显著加重，肝组织结构紊

乱、肝组织Hyp含量为正常大鼠的3．57倍，75％的模

型大鼠已形成肝硬化，与文献[8]报道一致。

本实验紧密结合临床实际，基于湿热内蕴与肝肾

阴虚是肝硬化主要证候病机，在肝纤维化已形成进一

步向肝硬化快速发展的病理阶段，采用清热利湿的茵

陈蒿汤与滋养肝肾的一贯煎进行干预治疗，结果表

明，清热利湿的茵陈蒿汤呈现显著的综合效应，可有

效阻断持续造模条件下肝纤维化向肝硬化的发展，12

只大鼠仅有1只形成肝硬化，肝功能、肝纤维化相关

指标(Hyp、Ot．SMA及PDGF含量)基本维持在模型对

照组2周时的水平，而一贯煎却基本无效，强烈提示

该模型具有茵陈蒿汤清热利湿效应的病理学基础。

该模型造模2、4周的动态观察结果显示，其肝组

织中致纤维化因子PDGF、Ot．SMA及过氧化诸指标均

呈梯级变化趋势，即与2周时比较，4周则进一步增

高或降低，而TNF—Ot在2周时便达到峰值，提示此时

期肝内炎性反应明显，由此进一步激发脂质过氧化及

星状细胞的增殖与活化，造模4周时肝脏TNF—Ot表达

虽有所下降，但肝组织MDA和GST以及Ot-SMA进一

步增加，GSH含量和L—FABP以及Tf进一步降低，以

至肝组织纤维化快速发展，形成肝硬化。2周后于继

续染毒的同时给药干预治疗至4周末，清热利湿的茵

陈蒿汤可显著抑制肝内TNF．仅的表达，显著提高Tf，

而一贯煎却进一步增加肝内TNF—Ot、降低Tf的表达，

两者形成了鲜明的对比，既显示出肝内以TNF·Ot增高

为主的炎性反应及脂质过氧化是加重肝细胞损伤、促

进纤维化快速发展的关键病理因素，同时表明这也是

清热利湿茵陈蒿汤取效的重要病理基础，而显著促进

肝细胞的Tf合成则是该方的作用途径之一。游离铁

离子(Fe2+)极易与过氧化氢反应形成高活性的羟自

由基以致脂质过氧化损伤，Tf与Fe“结合而减少后

者对细胞的损伤¨。。

课题组另一研究以相同的古典方剂干预四氯化碳

(CCI。)大鼠肝硬化(CCI。造模12周，造模9周首日开

始给药干预至12周末)的结果表明，一贯煎是显效方

剂，可显著抑制大鼠肝硬化的形成，而茵陈蒿汤仅对

增高的血清AST、ALT活性有降低作用，对肝纤维化

的进展、肝硬化的形成并无显著的抑制效应¨⋯。提示

不同造模因素诱致的肝纤维化病理机制具有显著的差

别，有着不同功效中医方剂效应的方证病理学基础，

DMN大鼠肝损伤以TNF．Ot增高为中心的炎性反应可

能是清热利湿茵陈蒿汤抗肝纤维化、阻抑其肝硬化形

成的方证效应基础。
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紧密联系临床实际，基于现代疾病的中医证候病

机，采用针对疾病中医证候病机的不同功效的代表性

方剂，对同一疾病的不同动物模型或者同一模型的不

同病理阶段进行动态比较研究，以整体综合疗效为判

定标准，可能为中西医病证结合，探索中医辨证论治

病态治疗学基础的有效新途径之一⋯’1“。
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