
-1078· 主冒生堕匡绫金盘查!!!!笙!Q旦箜!!鲞笙!!塑垡!!里堕：Q!塑!!!!Q!!：!!!：垫：盟!：!Q

消瘕荣木散治疗大鼠肝硬化的实验研究
慕永平 陈晓蓉 陆云飞 汤伯宗 彭秀华 杨 华 童海涛

摘要 目的 探讨消瘕荣木散对进展性CCI。大鼠肝硬化的治疗作用。方法 采用50％CCI。2 mL／kg

皮下注射(首次CCI。橄榄油溶液3 mL／kg)，每周2次，共8周(w)，制备大鼠肝硬化模型；第9W开始模型大

鼠随机分为模型对照组、消瘕荣木散组及小柴胡汤组；用药的同时继续CCl。皮下注射至12W末。观察死亡

率、腹水质量、肝功能、肝组织病理学、肝细胞增殖及肝纤维化相关指标mRNA表达变化。结果8W模型大

鼠血清ALT、AST、TBil显著升高(P<0．01)，Alb显著下降(P<0．01)，全部形成肝硬化并伴有腹水，肝组织

a—SMA、TGF．13l、CollA2、TNF．d、TIMP．1 mRNA表达显著增加(P<0．01)，MMP—13 mRNA表达显著降低(P<

0．01)，并有少量肝细胞增殖；12w模型大鼠腹水质量、ALT、AST、TBil、d—SMA、TGF-81、ColIA2、TNF—Ot、

TIMP—l进一步升高，且腹水质量和TNF-d显著高于8w模型组，Alb及MMP-13进一步降低，肝细胞增殖明

显受抑。与8W及12w模型组比较，消瘕荣木散治疗后肝硬化程度明显减轻，ALT、AST、TBil、仅．SMA、TGF一

13l、ColIA2、TNF—d、TIMP—l均显著降低(P<0．01)，Alb含量和MMP一13 mRNA表达显著升高(P<0．05和P

<0．01)，肝细胞增殖活跃。结论 具有消痰祛瘀补气功效的消瘢荣木散能够逆转CCI。诱导的进展性肝硬

化，该治疗方法可能为中医药逆转肝硬化带来新的希望。

关键词 消瘢荣木散；肝硬化；肝星状细胞；kupffer细胞；肝细胞再生

日怕ct of Xiaozheng Rongmu Powder for the Treatment of Liver Cirrhosis ln Rats MU Yong—ping．CHEN Xi—

ao—rong，LU Yun·fei。et al Clinical Center of Shanghai Public Health，Shanghai(201508)

ABSTRACT Ohjective To observe the therapeutic effect of Xiaozheng Rongmu Powder(XRP)for the

treatment of progressive CCl4-induced liver cirrhosis in rats．Methods Rat liver cirrhosis model was established

by subcutaneous injection of 50％CCI。-olive oil 2 mL／kg twice a week for 1 2 weeks．Experimental rats were di-

vided into the control group treated by saline and the two treatment groups，treated with XRP and Xiaochaihu De-

coction，respectively，with the treatment starting from the 9th week of modeling．Rats were sacrificed at the ter-

minal of experiment，the death rate，character of ascites，liver histological changes，liver function，mRNA ex—

pression of hepatocyte mitosis and the liver fibrosis associated markers in rats were observed．Results At the

end of the 8th week of modeling，serum levels of ALT，AST and TBil were increased，and AIb decreased signifi—

cantly in rats(尸<0．01)，cirrhosis formation with ascites could be seen in all rats．Meantime，levels of vascular

smooth muscle d-actin，transforming growth factor-B1，collagen I A2，tumor necrosis factor·a，tissue inhibistor

of melalloproteinase一1 mRNA increased，while matrix meIa¨OprOteinase-1 3 mRNA were decreased significantly

(P<0．01)，with visible liver proliferation to some extents．Further changes of above-mentioned abnormalities

and clear suppression of hepatocytes mitosis were found in the modeled rats at the end of the 1 2th week．As

compared to those occurred in the control group，changes in the XRP treated group were significantly milder at

the corresponding duration，and clearly active hepatocytes mitosis was shown．Conclusion XRP，a Chinese

drug with the effect of dissolving phlegm，removing stasis and supplementing qi，could reverse the progress of

cirrhosis formation induced by CCl4，and it brings potential new hope for the treatment of advanced cirrhosis by

Chinese medicine．
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肝硬化属于中医的“胁痛”、“瘕积”、“臌胀”等范

畴。有研究认为“痰瘀凝结、肝气虚损”病机在很大程

度上影响着肝硬化的形成、发展与转归，治疗应重视

“消痰软坚”、“活皿祛瘀”及“补气养肝”。因此本研

究将体现活血祛瘀的下瘀血汤(载于《金匮要略》，实

验研究表明该方能显著抑制四氯化碳和猪血清免疫损

伤大鼠肝硬化的形成¨’2。)、益气的黄芪汤(载于《和剂

局方》，有研究表明该方对二甲基业硝胺和胆管结扎

大鼠肝硬化作用湿著¨’4，)、消痰软·隆的海藻昆布浸酒

(载于《普济方》)3个方剂适当增减，命名为“消瘕荣

木散”，以消瘕荣木散治疗CCI。诱导大鼠肝硬化，结果

显示，该方具有良好的逆转肝硬化作用，现报告于下。

材料与方法

1 药物与试剂 消瘕荣木散(XZRM)由海藻、血

竭、制大黄、黄芪、甘草等药物组成，根据不同的药物溶

出特点分组提取，真空干燥，冷藏保存，每克干燥粉剂

含生药6．2 g；药物由卜海中医药大学附属曙光医院制

剂中心(国家中医药管理局中药制剂中心)一次性制

备，所有饮片均留样备查。小柴胡汤(TJ-9颗粒剂，成

人每R用量7．5 g)：购自日本。y厶乡株式会社，为阳性

对照药物。四氯化碳(CCI。，分析纯)和橄榄油(化学

纯)购自中罔医药集团卜海化学试剂公司。

2动物与模型制备 Wistar雄性大鼠69只，清

洁级，体重180～220 g，购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司，生产许可证号：SCXK(沪)2007m006。上海

市公共卫生临床中心实验动物中心恒温饲养，自由饮

食。大鼠以50％的CCl。橄榄油溶液，2 mL／kg皮下注

射(首次3 mL／kg皮下注射)，每周2次，共12周。所

有大鼠12周(W)乙醚麻醉下处死，测量腹水质量，下

腔静脉采血，分离血清用于肝功能检测，肝脏采用磷酸

盐缓冲液(PPS)液灌流后摘取，用于组织病理、mRNA

检测。

3分组与给药造模第8W后，随机处死正常及

模型大鼠各3只，作药物治疗前对照。其余模型大鼠

随机分为模型对照组(10只)、消瘕荣木散组(9只)、

小柴胡汤组(9只)。第9周开始，于继续造模的同时，

药物干预组按60 kg成人临床用量等体重的8倍量，

即消癜荣木散2．76 g／kg(相当于生药17．11 g／kg)、小

柴胡汤颗粒1 g／kg，分别用蒸馏水10 mL稀释灌胃，每

天1次，共计4周，正常组(6只)与模型对照组以同体

积生理盐水灌胃。

4肝组织病理变化观察大鼠麻醉后，18G静脉

留置针插入门静脉并固定，100 mLPBS灌流肝脏，4％

多聚甲醛固定，石蜡包埋。组织切片厚5恤m，采用苏

木精一伊红(hematoxylin and eosin，HE)及天狼星红

(Sirius Red)染色。

5 血清肝功能检测 下腔静脉采血，3 000 r／

rain，4℃，离心10 min，检测血清肝功能。丙氨酸氨

基转移酶(ALT)与天冬氨酸氨基转移酶(AST)活性采

用赖氏法；总胆红素(TBil)含量测定采用重氮法；总蛋

白(TP)及白蛋白(Alb)采用溴甲酚绿法检测。

6 肝纤维化相关细胞因子mRNA表达水平检测

肝组织Of．．平滑肌肌动蛋白(仅-SMA)、肿瘤坏死因子(It

(TNF．Ot)、转化生长因子Bl(TGF．p1)、I型胶原A2

(ColIA2)、组织基质金属蛋白酶抑制剂一1(TIMP一1)、

基质金属蛋白酶一13(MMP一13)mRNA表达，采用Re—

a1．time PCR方法检测；总RNA抽提采用Isogen试剂盒

(日本基因公司，Tokyo，Japan)，mRNA表达检测参考

Mu YP等¨1的方法，采用TaqMan一步法RT—PCR试剂

盒(Applied Biosystems，Foster City，CA)，或一步法

SYBR RT—PCR试剂盒(Takara Bio Inc．，Ohtsu，Ja—

pan)，以及应用生物系统PRISM 7700进行检测，引物

及寡核苷酸探针(表1)由Sigma公司设计合成。

表1 Real．time PCR反应引物序列

引物 上游f≯列 下游}h列 探针

TNF．d 5’．C‘f CCC TCT 5’一A(：GGG CT一5’-CC AGA

CAT CAG TTC Tg'l’C AC'I’CGA CCC TEA CAC

CATg-3’ G竹TTG．3’TCA GAT CAT
C"IT C-3’Taq-
Man

TGF．BI 5’一GC"ITC CGC 5’-AG TAG 5’一‘rG CGTgCC
ATC ACC GT．3’ACC ATC GGC GCA GGC TTT—

AGTgGC．3’ gG一3’

5’．AC GCT CCT 5’-CG AGA 5’．AG GGT

Col lA2 cTCcT_3，g(谴卧“臌籀，“G署c罂嚣
AT一3’

n．SMA 5’．AG GAG 5’，TT CTC CCG 5’．AC GGA

CAT CCG ACC GTTgGC CTTA—G(：C GCC

"ITGC．3’ 3’ GCTgAA CC-3’

MMP．13 5’．GA CCTgGG 5’一CT'rcc CCG—

ATT TCC AAA TGT CCT CAA

AGA(：．3’ A．3’

TTMP．1 5 7．CA GCC ATC 5’-AG CCC ATG—

CCT TGC AAA—AGG ATC TGA

3 TCT．3’

3一磷酸甘油醛5’-AAG ATG 5’一AA GGC 5’-CGG ArI'T

脱氢酶 GTG AAG GTC AGC CC'I"’gGT TGG CCG TAT

GGTgTG．3’ AACC．3’ CGG ACGC．3’

3磷酸甘油醛5’·AATGCA 5’ GA GGC

脱氢酶TCC TGC ACC CATgTA GGC
ACC AAC TCC．CATC AGC TC一

3’ 3。

7 统计学方法 采用统计SPSS 11．5分析软件

进行单因素方差分析(q检验)，并用LSD进行两两

比较。

结 果

1 各组大鼠死亡率、腹水发生率及腹水质量比较

(表2) 造模1—8W内模型大鼠共死亡42．6％(29／
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68)。分组治疗后模型大鼠死亡50．0％(5／10)；消瘕

荣木散组死亡33．3％(3／9)；小柴胡汤组死亡55．6％

(5／9)；87矿末模型大鼠均出现腹水，随着造模时间的

延长，腹水质量逐渐增加，消瘢荣木散组腹水发生率为

50．0％(3／6)，平均腹水质量显著低于8W及12W模

型对照组(P<0．01)；小柴胡汤组无明显改善。

表2 各组大鼠死产率、腹水发生率及腹水质!it比较组别面淼瓦荪若糍最面

注：与8W模型组比较，’P<0．01；与12W模型组比较．6P<0．Ol

2各组大鼠ALT、AST、TBil、TP及Alb比较(表

3)8、12W模型组大鼠m清ALT、AST、TBil水平均显

著高于正常组(P<0．01)，随着造模时间的延长逐渐

增加；血清TP、A1b含量显著低于正常组(P<0．01)，

且随着造模时间的延长逐渐降低。消瘕荣木散治疗组

ALT、AST、TBil水平均显著低于8、12W模型对照组(P

<0．01)；血清TP、Alb含量显著高于8、12W模型对照

组(P<0．05)。

3各组大鼠肝组织a．SMA、TNF．0【、TGF一131、Co—

IIA2、TIMP-I及MMP—13 mRNA比较(表4) 与正常

大鼠比较，模型大鼠8W末肝组织d．SMA(肝星状细胞

活化标记物)、TNF．d(活化的肝脏Kupffer细胞分泌)、

rrCFl31(促肝旱状细胞活化的关键细胞因子)、ColIA2

(活化肝星状细胞分泌)、及TIMP一1(活化的肝星状细

胞分泌，抑制MMP．13的活性)mRNA表达水平均显著

升高(P<0．01)；I、，IMP—13(促进细胞外基质降解)

mRNA水平显著降低(P<0．01)。12W末模型大鼠

0【．SMA、TNF．仅、rrcF'13 1、ColIA2及TIMP一1 mRNA水平

进一步增高，且TNF—d显著高于8W模型对照组(P<

0．05)；MMP一13 mRNA水平进一步下降。与8W、12V【，

模型对照组比较，消瘕荣木散组OL-SMA、TNF—d、

I'CFl31、CollA2及TII~，IP一1 mRNA水平显著降低(P<

0．01)，MMP一13 mRNA水平显著升高(P<0．01)，小柴

胡汤组各项指标均无娃著改善。

4 各组大鼠肝脏病理变化比较

4．1 HE染色(图1) 模型大鼠8W时表现为肝

细胞广泛脂肪变性、桥接样坏死及点片状坏死，伴有大

量炎性细胞浸润；12W时肝细胞损害进一步加剧，大

量肝细胞坏死；消瘕荣木散组肝细胞坏死及炎性细胞

浸润明湿减轻，小柴胡汤组改善不明显。

4．2天狼星红胶原染色(图2) 正常大鼠仅见

汇管区及门脉周围有少量的胶原沉积，模型大鼠8W

及12W时均为典型的肝硬化改变，消瘕荣木散组除l

号大鼠仍然旱现较典型的肝硬化结节外，其余大鼠纤

维间隔明显消退，小柴胡汤组改善不明显。

4，3消瘕荣木散可明显促进肝细胞再生(图3)

将HE染色切片放大至600倍观察，可见正常大鼠肝

细胞几乎无明显肝细胞增殖，8W模划组可见少量肝

细胞增殖，12W模型组纤维间隔周围可见卵圆细胞样

细胞(核呈卵圆形，深染，核质比明显增加)沿胶原纤

维整齐排列，但少见肝细胞增殖；消瘢荣木散组则可见

大量肝细胞增殖，同时肝实质内町见成簇或散在的肝

细胞样小细胞分布，小柴胡汤组与12W模型对照组相

似(图略)。

表3 各组大鼠ALT、AST、TBil、TP及Alb比较(哥±s)

注：与正常组比较，’P<O．Ol；与8W模犁组比较，△P<0．05，△△P<0．Ol；与12W模型组比较，▲P<0．05．▲▲P<O．OI

表4 各组肝d—SI～tA、TNF—d、TGF一131、ColIA2、T11VIP一1及MMP一13 mRNA比较 (z-4-5)

注：与正常组比较。‘P<0．Oi；与8W模型组比较，△P<O．05；与12W模型对照组比较。▲P<O．OI
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注：C为正常组；8W M为8W模型组；12W M为12W模型组；XZRM为消瘕荣木散组；XCHT为小柴胡汤组，下图同；

C大鼠肝小叶结构清晰．模型大鼠8W时肝细胞广泛脂肪变性、桥接样坏死、点片状坏死，伴有大量炎性细胞浸润；模型大

鼠12W时肝细胞损害进一步加剧，大量肝细胞坏死；XZRM组肝细胞坏死及炎性细胞浸润明显减轻；XCHT改善不明显

图l 肝组织病理变化比较(HEx200)

注：C大鼠肝脏胶原沉积见于大的血管周围；8W、12W模型组均已形成典型的肝硬化；XZRM组除XZRMl仍呈现较

典型的肝硬化结节外，其余(XZRM2一XZRM5)大鼠肝细胞纤维问隔明显消退；XCHT改善不明显

图2肝组织病理变化比较(天狼星红胶原染色，x100)

讨 论

近年来，肝硬化痰瘀凝结病机逐渐受到重视，本研

究以下瘀血汤、黄芪汤以及海藻昆布浸酒分别体现活

血祛瘀、补气养肝和消痰软坚三大治法，探讨三首经典

复方加减组合而成的消癜荣木散治疗实验性肝硬化的

作用。结果显示，8W模型大鼠病理学特征为桥接样

坏死、典型的假小叶形成，并全部伴有腹水，死亡率达

到43％(29／68)，ALT、AST、TBil分别为正常大鼠的11

倍、6．5倍和2．2倍，Alb下降2l％，表明这个时期模型

大鼠已经形成典型的失代偿期肝硬化；12W时模型大

鼠肝功能损害进一步加重，自蛋白水平较正常大鼠下

降30％，腹水量为8周末的3倍，提示该阶段肝硬化

仍在不断进展。在肝硬化形成后于CCI。继续刺激的

同时，即在肝硬化进展阶段，予以消瘕荣木散灌胃干预

治疗4周，结果显示肝细胞坏死程度明显减轻，纤维间

隔明显变细，肝功能显著改善，且ALT、AST活性及

TBil含量分别较8W模型对照组下降53％、43％和

31％，Alb较8W模型对照组增加24％，且肝细胞增殖

旺盛，提示该方可在病理刺激因素持续存在的条件下

减轻肝损伤、促进肝细胞再生，逆转进展性肝硬化。

实时荧光定量PCR分析显示，消瘕荣木散全方能

够显著抑制肝脏Kupffer细胞和星状细胞活化(显著降

低TNF．Ot、Ot．SMA、TGFpI的mRNA表达)、抑制胶原
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注：C大鼠月f：细胞元明显增殖。8WM组人鼠可见少量增殖期肝细胞，12WM组人鼠纤维间

隔周围可见卵圆细胞样细胞(核呈卵圆形，深染，核质比明显增加)沿胶原纤维整齐排列，无明显

肝细胞：XZRM组大鼠口I见大量增殖期肝细胞。上图中红色箭头示增殖的肝细胞，黑色箭头所

示细胞酷似卵阋细胞，绿色箭头示成纤维细胞及其分泌的胶原，放大部分示肝窦内成簇肝细胞

样小细胞

图3肝细胞增殖图(HE，x600)

的合成(显著促进纤维间隔消退和降低ColIA2 mRNA

表达)，调节胶原合成与降解的平衡(显著降低TIMP一1

的mRNA表达与提高MMP一13的mRNA表达)。此

外，已有研究证实促进肝脏再生同样可以使细胞外基

质(ECM)合成／降解恢复平衡，促进过度沉积的ECM

降解乃至纤维化完全消退¨-。本研究初步显示消瘕

荣木散可明显促进硬化肝脏肝细胞增殖，并在肝实质

内町见成簇或散在小肝细胞样细胞(有学者认为其来

源于肝卵圆细胞)分布，且消瘕荣木散组血清Alb含量

显著高于治疗前的8W模型组；而模型大鼠12W时纤

维间隔周围可见卵圆细胞样细胞沿胶原纤维整齐排

列，少见成熟肝细胞增殖。提示该方逆转肝硬化的作

用机制不仅与抑制肝脏的炎症反应、kupffer细胞活

化、肝星状细胞活化，以及提高胶原酶活性有关，可能

还与促进成熟肝细胞的再生和调控肝脏干细胞分化方

向、促进硬化肝脏的重建有关。近期Sobrevals等¨1在

Hepatology上撰文将胰岛素样生长因子一l转入硬化肝

脏可促进纤维降解、减少纤维合成，进而逆转肝硬化，

一方面证实了肝硬化的可逆性，另一方面也为中医药

逆转肝硬化研究树立了信心。

小柴胡汤具有抗肝损伤、预防和治疗肝纤维化作

用¨。。而我们的研究结果表明，对于进展性CCI。大鼠

肝硬化，小柴胡汤无论在保护肝细胞还是促进胶原降

解方面均未显示出明显的药理学作用，可能与给药时

间段不同有关，本实验是在肝硬化形成后的肝硬化进

展期给药，而不是在造模前干预"3。提示结合临床实

际，设计合理的干预用药时间点对于判断中医方剂的

疗效具有实际价值。
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