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莲子心醇提物抗四氯化碳诱导

大鼠肝纤维化的实验研究

高天娇"董"蕾"史海涛"李显梅

摘要"目的"研究莲子心醇提物对大鼠肝纤维化的保护作用并探讨其可能机制! 方法"雄性
D,

大鼠
%!

只"随机分为
$

组#正常对照组$模型组$莲子心高剂量组%浓度
# """ /@CE@

的莲子心醇提物按
#" /FCE@

灌

胃"每日
#

次&$莲子心低剂量组%浓度
8"" /@CE@

的莲子心醇提物按
#" /FCE@

灌胃"每日
#

次&"每组
G

只!

采用四氯化碳%

&&4

$

&腹腔注射诱导大鼠肝纤维化! 采用生化分析仪检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶 %

HF)

&$

天冬氨酸氨基转移酶 %

HD)

&$ 白蛋白 %

HFI

&水平'采用比色法检测肝组织中超氧化物歧化酶 %

DB,

&$ 丙二

醛 %

+,H

&$羟脯氨酸 %

JKL

&水平'采用
J;

及
+<MM3?

染色观察肝组织纤维化程度'采用免疫组化法检测肝

组织中
!

平滑肌肌动蛋白%

!

#

D+H

&的表达! 结果"%

#

&与正常对照组比较"模型组大鼠血清
HF)

及
HD)

明显

升高"

HFI

明显降低%均
N O"

!

"8

&"莲子心醇提取物治疗后"

HF)

及
HD)

低于模型组%均
N O"

!

"8

&"

HFI

高于

模型组%

N O"

!

"8

&! %

!

&与正常对照组比较"模型组大鼠肝脏可见明显的胶原沉积"并有假小叶形成"肝脏炎症

活动度及纤维化程度严重"肝脏
JKL

含量亦明显升高%

N O"

!

"8

&"而给予莲子心醇提物治疗后"胶原沉积明显

减少"未见明显的假小叶"肝脏炎症活动度及纤维化程度减轻"肝脏
JKL

含量亦明显降低%

N O"

!

"8

&! %

%

&与正

常对照组比较"模型组大鼠肝脏
+,H

明显升高"

DB,

明显降低%均
N O"

!

"8

&"莲子心醇提物治疗后"

+,H

降

低"

DB,

升高%均
N O"

!

"8

&! %

$

&与正常对照组比较"模型组大鼠肝脏
!

#

D+H

表达明显升高%

N O"

!

"8

&"莲子

心醇提物治疗后"

!

#

D+H

表达明显降低%

N O"

!

"8

&! 结论"莲子心醇提物具有抗
&&4

$

诱导的大鼠肝纤维化的

作用"抗脂质过氧化反应$抑制肝星状细胞活化增殖可能是其抗肝纤维化的主要机制!

关键词"莲子心醇提物'肝纤维化'脂质过氧化'肝星状细胞
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<.Q=V=Q=-M <?> P=013M=M >-@1--M \-1- <44-V=<Q->
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"
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#
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&
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=? QR- /3>-4 @13TL5 HPQ-1 Q1-<Q-> 0K H;N6

"
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=? QR- 4=V-1 Q=MMT- >-.1-<M-> <?> QR- M-1T/ DB, 4-V-4 M=@?=P=.<?Q4K =?.1-<M->

$
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$

%

&3/

#

L<1-> \=QR QR- ?31/<4 .3?Q134 @13TL

"

QR- -SL1-MM=3? 3P !

#

D+H \<M 30V=3TM4K -4-V<Q-> =? QR- /3>-4 @13TL

$

N O"5 "8

%

5 HPQ-1 Q1-<Q-> 0K H;N6

"

=QM -SL1-MM=3? \<M 30V=3TM4K 43\-1->

$

N O "5 "8

%
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%
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$
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&

R-L<Q=. MQ-44<Q- .-44

""肝纤维化是指在各种致病因子如炎症'损伤'药物'

遗传因素等的作用下"活化的成纤维细胞或肌成纤维细

胞增多"细胞外基质大量沉积的病理改变( 目前研究表

明"肝星状细胞$

R-L<Q=. MQ-44<Q- .-44

"

JD&

% 是肝脏病

理情况下
;&+

沉积的主要细胞来源( 一些抗氧化剂可

抑制因氧化应激而引起的
JD&

激活"具有抑制实验性肝

纤维化的作用" 这为人类选择抗氧化剂$如维生素
;

'

D

腺苷蛋氨酸"磷脂酰胆碱%和肝细胞保护剂水飞蓟素抑

制慢性肝病肝纤维化进程提供理论依据)

#

*

( 故本实验探

讨了天然抗氧化剂莲子心抑制实验性肝纤维化的作用"

为开发有潜力的抗肝纤维化药物提供实验依据(

莲子心 $

N4T/T4< 6-4T/0=?=M

%为睡莲科植物莲

的成熟种子的绿色胚芽"性味苦"寒"具有清心"去热"止

血"涩精的功效"目前有文献报道其具有清除活性自由

基'抗脂质过氧化作用'改善急性肺损伤及肺纤维化'抑

制血小板聚集等多种药理活性)

!

*

( 莲子心醇提物的主

要成分为莲心碱'甲基莲心碱等生物碱和木犀草素等黄

酮类化合物( 本课题组前期研究发现甲基莲心碱具有

促进肝星状细胞凋亡的作用)

%

*

"另有研究发现莲子心醇

提物具有较强的体外自由基清除能力及抗脂质过氧化

能力"对组织细胞及亚细胞膜性结构有保护作用)

$

*

"木

犀草素对
&&4

$

致大鼠肝纤维有较好的保护作用)

8

*

"但

对莲子心醇提物对大鼠实验性肝纤维化的作用目前尚

未见相关研究( 笔者采用
&&4

$

诱导大鼠肝纤维化模

型"研究莲子心醇提物对大鼠肝纤维化的保护作用"研

究其抗脂质过氧化作用及抑制肝星状细胞增殖活化作

用"从中初步探讨其抗肝纤维化的可能机制(

材料和方法

#

"动物"健康雄性
D,

大鼠
%!

只"

DNW

级"体

质量
#:" `!#" @

"由西安交通大学实验动物中心提

供"合格批号#陕医动证字
!"#%

%

"%8

(

!

"药物'试剂及仪器"莲子心购于药圣堂$湖

南%制药有限公司"合格批号
#%"#"#

( 莲子心醇提物

提取方法"体积
#"

倍量的
7"a

乙醇加热回流提取

!

次"分别为
9"

'

$8 /=?

"过滤"合并滤液"后经旋转蒸

发仪回收乙醇至完全"制成每
# /F

含生药
8 @

的黄

绿色流浸膏" %

!"

&保存备用"临用前用生理盐水配

成相应的浓度"提取由西安交通大学医学院药学系完

成"提取方法参考文献)

9

*中的提取条件(

&&4

$

"分析

纯"成都市科龙化工试剂厂&橄榄油"化学纯"四川天源

油橄榄有限公司( 超氧化物歧化酶 $

DB,

%' 丙二醛

$

+,H

% '羟脯氨酸 $

JKL

%测定试剂盒均为南京建成

生物制品研究所&兔抗大鼠
!

平滑肌肌动蛋白 $

!

#

D+H

%抗体"

N13Q-=?Q-.R

公司产品&

DN

#

:""# J=M

#

Q3MQ<=?

)+

#

N4TM ^=QM

及
bF(

#

:"#G,HI ^=Q

"北京中杉

金桥生物技术有限公司产品&全自动生化分析仪(

%

"分组'造模及给药方法"采用随机数字表法分

为
$

组"正常对照组'模型组'莲子心高剂量组及莲子

心低剂量组"每组
G

只( 除正常对照组外"其余各组大

鼠以
&&4

$

与橄榄油以
$

'

9

$

2C2

%配制成
$"a

油剂"

首剂按
8 /FCE@

$体积
C

质量 % 腹腔注射" 以后按

!

!

8 /FCE@

注射"正常对照组以
#

!

8 /FCE@

体重橄榄

油腹腔注射"每周二'五各注射
#

次"共
G

周( 所有大

鼠均正常饮食"自由饮水"正常对照组给予
#" /FCE@

体重的生理盐水灌胃" 每日
#

次& 模型组给予

#" /FCE@

体重的生理盐水灌胃"每日
#

次&莲子心高'

低剂量组给予
# """ /@CE@

及
8"" /@CE@

体重莲子

心醇提物按
#" /FCE@

灌胃"每日
#

次( 给药剂量参考

文献)

7

*的剂量( 造模及给药过程顺利"无大鼠死亡(

$

"检测指标与方法"

G

周后"大鼠禁食
#! R

"称

量体重"

#"a

水合氯醛腹腔注射
% /FCE@

麻醉"经心
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!

#!

脏采血
% /F

"分离血清" %

G"

&保存"取肝右叶同一

部位组织"一部分用
$a

多聚甲醛溶液固定作常规组

织病理学观察"另一部分用储存于液氮罐中备用(

$

!

#

"病理学观察"石蜡切片"行
J;

及
+<MM3?

染色"镜检观察肝细胞变性'胶原纤维增生程度和组织

形态学变化( 炎症活动度分级和纤维化程度分期标准

参照中华医学会+病毒性肝炎防治方案,

)

G

*中慢性肝

炎炎症活动度分级和纤维化程度分期的标准"见表
#

(

$

!

!

"血清学指标"应用全自动生化分析仪测定

大鼠血清丙氨酸氨基转移酶$

HF)

%'草氨酸氨基转移

酶$

HD)

%及血清白蛋白$

HFI

%的水平(

$

!

%

"肝组织
JKL

含量测定"按照试剂盒说明书

应用酸水解法测定
JKL

含量(

$

!

$

"肝组织氧化指标测定"取氮罐中保存肝组织

每个样本
!"" /@

用生理盐水作为匀浆介质匀浆后"按照

试剂盒说明书的步骤分别测定
DB,

'

+,H

的水平(

$

!

8

"

!

#

D+H

免疫组化染色"肝脏石蜡切片"行

免疫组化染色"按试剂盒说明常规进行染色( 图像分

析与数据处理 免疫组化结果应用
F-=.< c*=?

图像分

析软件分析平均光密度值$

>-?M=QK /-<?

%(

8

"统计学方法"采用
DNDD #%

!

"

软件进行统

计分析( 计量资料以
S

(

M

表示"采用正态齐性检验和

方差齐性检验"若符合正态分布"方差具有齐性"则采

用单因素方差分析"多重比较采用
FD,

#

Q

检验&不满

足方差分析条件以及等级资料采用秩和检验"

N O

"

!

"8

为差异有统计学意义(

结""果

#

"肝脏病理学变化$图
#

'

!

"表
!

%"

J;

染色及

+<MM3?

结果显示"正常对照组肝小叶结构完整清晰"

肝细胞呈条索状向四周放射排列"无脂肪变性及坏死"

汇管区无纤维组织增生及炎性细胞浸润( 模型组大

部分正常肝小叶结构破坏或消失"肝汇管区和肝小

叶坏死区可见大量纤维组织增生"形成厚薄不均且

连接的纤维间隔"肝细胞脂肪变性及坏死严重"形成

明显的肝纤维化( 与模型组比较"莲子心醇提物高'

低剂量组肝小叶结构稍紊乱"较少肝细胞脂肪变性"

炎性细胞浸润少"纤维组织轻度增生"仅见细薄的纤

维束( 莲子心醇提物高'低组的纤维化程度较模型

组相比明显减低(

表
#

%慢性肝炎炎症活动度分级和纤维化程度分期标准

分级$期%

炎症活动度分级$

X

%

汇管区及周围 小叶内
纤维化程度分期$

D

%

"

无炎症 无炎症 无

#

汇管区炎症 变性及少数点'灶性坏死灶 汇管区纤维化扩大'局限窦周及小叶内纤维化

!

轻度碎屑坏死 变性'点'灶状坏死或嗜酸小体 汇管区周围纤维化'纤维间隔形成'小叶结构保留

%

中度碎屑坏死 变性'融合坏死或见桥接坏死 纤维间隔伴小叶结构紊乱"无肝硬化

$

重度碎屑坏死 桥接坏死范围广"累计多个小叶$多小叶坏死% 早期肝硬化

""注#

H

为正常对照组&

I

为模型组&

&

为莲子心高剂量组&

,

为莲子心低剂量组&箭头所示为胶原纤维区域

图
#

%各组大鼠肝组织病理学观察%$

J;

" )

#""
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""注#

H

为正常对照组&

I

为模型组&

&

为莲子心高剂量组&

,

为莲子心低剂量组&箭头所示为胶原纤维区域

图
!

%各组大鼠肝组织病理学观察%$

+<MM3?

" )

#""

%



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

!!"#(%!

肝脏炎症活动度各组间比较"差异有统计学意义$

J d

!8

!

8!8

"

N d"

!

"""

%"纤维化分期各组比较"差异亦有

统计学意义 $

J d!8

!

9G7

"

N d"

!

"""

%(

表
!

%各组肝脏炎症活动度分级和纤维化程度分期

组别
?

炎症活动度分级$

X

%

" # ! % $

纤维化程度分期$

D

%

" # ! % $

正常对照
G G " " " " G " " " "

模型!

G " " " 9 ! " " " 8 %

莲子心高剂量"

G " ! 8 # " " % $ # "

"""低剂量"#

G " ! $ ! " " # $ % "

""注#与正常对照组比较"

!

N O "

*

"8

&与模型组比较"

"

N O "

*

"8

&与

莲子心高剂量组比较"

#

N O"

*

"8

!

"莲子心醇提物对肝纤维化大鼠血清
HF)

'

HD)

及
HFI

的影响 $表
%

%"与正常对照组比较"模

型组大鼠血清
HF)

及
HD)

明显升高"差异具有统计

学意义"

HFI

明显降低$均
N O "

!

"8

%"莲子心醇提取

物治疗后"

HF)

及
HD)

低于模型组$均
N O "

!

"8

%"

HFI

高于模型组$

N O"

!

"8

%( 其中莲子心高剂量组

较低剂量组
HF)

及
HD)

均更低$均
N O"

!

"8

%"

HFI

更高$

N O"

!

"8

%(

表
%

%莲子心醇提物对肝纤维化大鼠血清

HF)

'

HD)

及
HFI

的影响"$

S

(

M

%

组别
? HF)

$

[CF

%

HD)

$

[CF

%

HFI

$

@CF

%

正常对照
G $%

*

%G

(

:

*

G# #"!

*

""

(

##

*

G# %7

*

9G

(

%

*

"G

模型
G

#!#

*

#!

(

!$

*

"8

!

!79

*

8"

(

!$

*

""

!

%"

*

9:

(

#

*

%%

!

莲子心高剂量
G

98

*

8"

(

G

*

%!

"

#!8

*

78

(

#9

*

%!

"

%9

*

":

(

#

*

$!

"

"""低剂量
G

:"

*

!8

(

#$

*

7"

"#

#$8

*

GG

(

#!

*

!"

"#

%%

*

%:

(

%

*

$%

"#

""注#与正常对照组比较"

!

N O "

*

"8

&与模型组比较"

"

N O "

*

"8

&与

莲子心高剂量组比较"

#

N O"

*

"8

%

"莲子心醇提物对肝纤维化大鼠肝组织
JKL

'

DB,

及
+,H

的影响$表
$

%"与正常对照组比较"模

型组大鼠肝脏
JKL

含量亦明显升高$

N O"

!

"8

%"而给

予莲子心醇提物治疗后"肝脏
JKL

含量亦明显降低

$

N O"

!

"8

%"其中莲子心高剂量组较低剂量组
JLK

更

低"差异有统计学意义$

N O"5 "8

%( 与正常对照组比

较"模型组大鼠肝脏
DB,

明显降低"

+,H

明显升高

表
$

%莲子心醇提物对肝纤维化大鼠肝组织
DB,

'

+,H

'

JKL

'

!

#

D+H

的影响"$

S

(

M

%

组别
?

DB,

$

[C/@ L13

%

+,H

$

?/34C/@ L13

%

JKL

$

"@C/@

%

!

#

D+H

正常对照"

G !7

*

$!

(

#

*

%# 9

*

:9

(

#

*

!" "

*

$$

(

"

*

#" "

*

#!

(

"

*

"#

模型
G

#G

*

$:

(

#

*

%$

!

#$

*

99

(

#

*

9#

!

#

*

#7

(

"

*

#G

!

"

*

!#

(

"

*

"!

!

莲子心高剂量
G

!%

*

G$

(

#

*

8!

"

G

*

$%

(

#

*

%8

"

"

*

89

(

"

*

"$

"

"

*

#$

(

"

*

"#

"

"""低剂量
G

!!

*

%!

(

#

*

!7

"#

:

*

8!

(

"

*

9G

"#

"

*

7%

(

"

*

#"

"#

"

*

#8

(

"

*

"#

"#

""注#与正常组对照比较"

!

N O"

*

"8

&与模型组比较"

"

N O"

*

"8

&与莲

子心高剂量组比较"

#

N O"

*

"8

$均
N O "

!

"8

%"莲子心醇提物治疗后"

DB,

升高"

+,H

降低$均
N O"

!

"8

%&其中莲子心高剂量组较低剂

量组
DB,

更高"

+,H

更低"差异均有统计学意

义$

N O"5 "8

%(

$

"免疫组化
!

平滑肌肌动蛋白$

!

#

D+H

%表达结

果$图
%

"表
$

%"正常对照组大鼠
!

#

D+H

阳性表达仅

存在于汇管区动静脉血管壁上"肝窦散在分布&模型组

大鼠
!

#

D+H

呈强阳性表达"密布于汇管区'炎症浸润区

及胶原纤维增生处&莲子心醇提物高'低剂量组
!

#

D+H

阳性表达主要存在于汇管区血管壁"肝窦处亦有分布(

结果显示"模型组
!

#

D+H

表达较正常对照组明显增强

$

N O"5 "8

%"莲子心醇提物高'低剂量组
!

#

D+H

的表达

减弱$

N O"5 "8

%"其中莲子心高剂量组较低剂量组表达

更弱"差异有统计学意义$

N O"

!

"8

%(

""注#

H

为正常对照组&

I

为模型组&

&

为莲子心高剂量组&

,

为莲子心低剂量组&箭头所示为
!

#

D+H

阳性表达区域

图
%

%各组大鼠肝脏
!

#

D+H

的表达"$免疫组化" )

#""

%

讨""论

肝纤维化发生的关键是
JD&

的激活和细胞外基

质的过度沉积"活化的
JD&

大量增殖"并转化为肌成

纤维细胞"进而产生大量的细胞外基质)

:

*

( 胶原是细

胞外基质的主要组分"而
JKL

是胶原蛋白降解产物"

在纤维化过程中"肝组织中
JKL

随着胶原的消长而变

化"是评估胶原蛋白量和肝纤维化程度的重要指

标)

#"

*

( 大量研究表明"

&&4

$

诱导的大鼠肝纤维化有

明显的脂质过氧化损害"脂质过氧化是其肝脏炎性损

伤发展至纤维化的桥梁(

+,H

是氧自由基与细胞膜

表面不饱和脂肪酸脂质过氧化反应的终末产物(

DB,

是细胞内天然的氧自由基清除剂( 研究表明"肝

纤维化的发生'发展与氧自由基损伤'脂质过氧化有
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#!

关"肝组织中脂质过氧化产物
+,H

含量明显增加"

DB,

活性不同程度地降低)

##

"

#!

*

( 在病理状态下"肝

星状细胞被激活"而
!

#

D+H

表达是肝星状细胞激活的

显著特征之一( 故
!

#

D+H

的表达水平是肝星状细胞

激活增殖情况的重要标志(

本实验采用
&&4

$

腹腔注射诱导的
D,

大鼠肝纤

维化模型"研究莲子心醇提物对肝纤维化保护作用及

其机制( 结果显示"莲子心醇提物可以明显降低
&&4

$

诱导的肝纤维化大鼠血清中
HF)

'

HD)

"升高
HFI

"且

高剂量效果明显"表明其肝细胞损伤具有保护作用(

同时"莲子心醇提物能明显降低肝纤维化大鼠肝组织

中的
+,H

的水平和提高
DB,

的活性" 说明其能提

高肝组织的抗氧化酶
DB,

活性"抑制自由基的产生"

促进其清除" 并能抑制氧自由基引起的脂质过氧化反

应" 使
+,H

生成减少" 从而对肝组织起保护作用"使

大鼠肝纤维化减轻" 提示抗脂质过氧化作用可能是其

抗肝纤维化的作用机理之一( 莲子心醇提物抑制肝纤

维化大鼠的
!

#

D+H

表达"且高剂量效果明显"表明其

可以抑制肝星状细胞的活化增殖"继而细胞外基质合

成减少"表现为肝组织中的
JKL

降低"故可以减轻肝

纤维化的程度( 病理观察也见莲子心醇提物各剂量组

能改善肝纤维化程度"且高剂量效果明显( 各指标组

间比较"差异有统计学意义(

抗纤维化治疗 尚缺乏有效或较为理想的药物"目

前中医药在抗肝纤维化方面具有相当大的优势"并已

证实有抑制与逆转作用)

#%

*

( 莲子心醇提物中含有多

种生物碱及黄酮类活性成分"相关研究显示"其具有很

强的体外自由基清除能力及抗脂质过氧化能力对组织

细胞及亚细胞膜性结构有保护作用( 结合本实验结

果"可推测莲子心醇提物可能通过其抗脂质过氧化反

应及抑制
JD&

活化"从而实现抗纤维化作用(

莲子心作为一种传统中药"具有清除活性自由基'

抗脂质过氧化作用'改善急性肺损伤及肺纤维化'抗心

律失常'抗癌'降压'降脂'降血糖'抑制血小板聚集等多

种药理活性等多种药用及保健功能"本研究显示其具有

抗肝纤维化作用( 我国莲子心资源丰富"开发潜力巨

大"应充分发挥莲子心的临床效用( 但迄今为止"仅见

莲心茶研制报道)

#$

*

"制剂研究方面"刘产明等)

#8

*采用

直接压片发制备莲子心总碱缓释片"柳伟等)

#9

*制成莲

子心总生物碱滴丸"巫志峰等)

#7

*从莲子心中提取莲心

总碱制备莲子心微囊"作为保健食品"莲子心目前只有

临时冲泡"煎煮服用方法"因此"如何充分发掘莲子心有

效活性成分"制成方便服用的制剂"探究其不良反应"其

抗纤维化的分子水平上的机制"有待进一步研究(
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