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基于内源性大麻素探讨康氏抗纤方治疗
肝纤维化大鼠的作用机制

张绍良1 摇 陈少东1 摇 赖鹏华1 摇 许诗霖1 摇 周志佳1 摇 吴耀南2
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摘要摇 目的摇 研究康氏抗纤方对肝纤维化大鼠的药理效应及对内源性大麻素的作用机制遥 方法摇 将

40 只 Wistar 雄性大鼠随机分为正常组尧模型组尧康氏抗纤方组和安络化纤丸组袁每组 10 只遥 造模 8 周期

间袁正常组给予普通饲料喂养袁模型组尧康氏抗纤方组和安络化纤丸组给予四氯化碳渊CCl4冤腹腔注射复制肝

纤维化模型遥 从第 5 周开始袁康氏抗纤方组尧安络化纤丸组分别给予康氏抗纤方尧安络化纤丸灌胃治疗 4 周遥
检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶渊ALT冤尧天冬氨酸氨基转移酶渊AST冤活性曰ELISA 检测肝组织羟脯氨酸

渊Hyp冤含量曰HE 染色法观察大鼠肝组织的病理变化曰采用高效液相色谱原质谱联用法渊LC/MS冤检测肝组织

内源性大麻素 N鄄花生四烯酸氨基乙醇渊AEA冤尧2鄄花生四烯酸甘油渊2鄄AG冤含量变化曰通过 real鄄time PCR 法

检测大鼠肝组织内源性大麻素水解酶脂肪酰胺水解酶渊FAAH冤和单酰基甘油酯酶渊MGL冤m鄄RNA 表达水平

变化遥 结果摇 与正常组比较袁模型组大鼠的肝组织内出现明显肝纤维化状态袁血清 ALT尧AST 活性及肝组织

Hyp尧AEA尧2鄄AG 含量升高渊P<0郾 01冤袁FAAH尧MGL m鄄RNA 表达降低渊P<0郾 01冤遥 治疗 4 周后袁与模型组比

较袁康氏抗纤方组尧安络化纤丸组肝细胞炎症坏死及胶原纤维增生明显减轻袁血清 ALT尧AST 活性尧肝组织

Hyp 含量均显著降低渊P<0郾 01冤袁康氏抗纤方组尧安络化纤丸组血清大麻素 AEA尧2鄄AG 含量明显降低渊P<
0郾 01袁P<0郾 05冤袁FAAH尧MGL 的 m鄄RNA 表达显著升高渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤遥 结论摇 康氏抗纤方对肝纤维化

具有良好的治疗作用袁其作用机制与抑制内源性大麻素密切相关遥
关键词摇 康氏抗纤方曰 肝纤维化曰 内源性大麻素

Study on the Mechanism of Kangshi Kangxian Recipe in Treatment of Liver Fibrosis Based on En鄄
dogenous Cannabinoid 摇 ZHANG Shao鄄liang1袁 CHEN Shao鄄dong1袁 LAI Peng鄄hua1袁 XU Shi鄄lin1袁
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ABSTRACT摇 Objective摇 To study the pharmacological effect of Kangshi Kangxian Recipe 渊KSKXR冤
on hepatic fibrosis rats and its mechanism of action on endogenous cannabinoid. Methods 摇 Forty Wistar
male rats were randomly divided into normal group袁 model group袁 KSKXR group袁 and Anluo Huaxian Pill
渊ALHXP冤袁 10 rats in each group. During the 8 weeks of modeling袁 rats in the normal group were fed with
common diet袁 while those in the rest three groups were intraperitoneally injected with carbon tetrachloride
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渊CCl4冤 to replicate the liver fibrosis model. Starting from the 5th week袁 KSKXR and ALHXP were respec鄄
tively administered to rats in the KSKXR group and ALHXP group for 4 successive weeks. Activities of ser鄄
um alanine aminotransferase 渊 ALT冤 and aspartate aminotransferase 渊 AST 冤袁 hepatic hydroxyproline
渊Hyp冤 were detected. Pathological changes of liver tissue were observed by HE staining. Contents of en鄄
dogenous cannabinoid N鄄arachidonic acid aminoethanol 渊AEA冤 and 2鄄arachiodonoylglycerol 渊2鄄AG冤 in
liver tissue were detected by LC/MS. m鄄RNA expressions of endogenous cannabinoid fatty acid amide
hydrolase 渊FAAH冤 and monoacylglycerol lipase 渊MGL冤 were detected by Real鄄time PCR. Results 摇 Com鄄
pared with the normal group袁 obvious liver fibrosis occurred袁 serum activities of ALT and AST significantly
increased 渊P<0郾 01冤袁 the contents of Hyp in liver tissue increased 渊P<0郾 01冤袁 the contents of AEA and 2鄄
AG in liver tissue significantly increased 渊P<0郾 01冤袁 and m鄄RNA expressions of FAAH and MGL decreased
渊P<0郾 01冤 in the model group. Compared with the model group after 4 weeks treatment袁 inflammation and
necrosis of hepatocytes and the proliferation of collagen fibers were significantly alleviated袁 and serum ac鄄
tivities of ALT and AST袁 hepatic Hyp content decreased significantly in the KSKXR group and the ALHXP
group 渊P<0郾 01冤 . Contents of AEA and 2鄄AG decreased obviously in the KSKXR group and the ALHXP
group 渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤 . m鄄RNA expressions of FAAH and MGL increased obviously 渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤 .
Conclusion 摇 KSKXR had good therapeutic effect on hepatic fibrosis袁 and its mechanism was closely re鄄
lated to inhibiting endogenous cannabinoid.

KEYWORDS摇 Kangshi Kangxian Recipe; liver fibrosis; endogenous cannabinoid

摇 摇 肝纤维化是肝脏受到慢性损伤的一种修复反应袁
是多种慢性肝病共有的病理改变袁可最终发展为肝硬

化尧肝癌袁严重影响着人们的健康咱1暂遥 作为肝硬化尧肝
癌发展的中间阶段袁肝纤维化存在可逆性袁因此袁加强

抗肝纤维化治疗的研究袁及时阻止肝纤维化的进展是

治疗慢性肝病的关键袁具有重要的社会意义与经济意

义咱2暂遥 现代医学多采用皮质类固醇尧马洛替酯尧秋水

仙碱等治疗肝纤维化袁虽有一定的治疗作用袁但因其效

果不甚理想尧毒副反应大袁临床应用常常受到限制咱3暂 遥
中药复方因其多途径尧多环节的作用特点成为防治肝

纤维化的研究热点袁前期研究工作已证实康氏抗纤方

治疗肝纤维化作用显著咱4袁5暂 遥 近期研究表明袁内源性

大麻素系统在肝纤维化发病机制中起着重要作用袁在
疾病状态下袁内源性大麻素渊endocannabinoid sys鄄
tem袁eCBs冤被激活袁eCBs 经旁分泌刺激肝内大麻素

受体渊 cannabinoid receptor袁CBR冤袁导致肝星状细

胞渊hepatic stellate cell袁 HSC冤的持续激活袁促进肝

纤维化的发生发展咱6暂 遥 故本研究以内源性大麻素系

统为切入点袁探讨康氏抗纤方对肝纤维化大鼠的治疗

作用及其作用机制遥
材料与方法

1摇 动物摇 Wistar 雄性大鼠 40 只袁清洁级袁体重

渊220依10 g袁10冤周龄袁由上海斯莱克实验动物有限公

司提供袁许可证号院SCXK 2012鄄0002遥 实验动物饲养

于厦门大学医学院实验动物中心袁自由饮水袁饲养温度

控制在 20~22 益袁相对湿度 65% ~70%遥 本实验方案

通过厦门大学实验动物伦理委员会审查渊No.XMU鄄
LAC20120020冤遥

2摇 药物摇 康氏抗纤方组成院黄芪 20 g 摇 炒白术

15 g摇 鳖甲 10 g 摇 太子参 15 g 摇 龟板 10 g 摇 石斛

10 g摇 郁金 10 g摇 柴胡 10 g摇 佛手 10 g摇 丹参 15 g
茜草 15 g 摇 茵陈 15 g 摇 白花蛇舌草 15 g 摇 栀子根

15 g摇 败酱草 15 g摇 丹皮 10 g袁购于北京同仁堂厦门

市思明区禾祥中医门诊部袁由厦门大学医学院中医系

协助制备袁制备药物浓度为 3郾 08 g/mL遥 安络化纤丸

购自森隆药业有限公司渊批号院1855500冤袁制备药物浓

度为 3郾 0 g/mL遥
3摇 试剂摇 血清丙氨酸氨基转移酶渊alanine ami鄄

notransferase袁ALT冤试剂盒渊批号院20180402冤尧天冬

氨酸 氨 基 转 移 酶 渊 aspartate aminotransferase袁
AST冤试剂盒渊批号院20180701冤购自南京建成生物工

程研究所曰羟脯氨酸渊hydroxyproline袁Hyp冤 ELISA
检测试剂盒渊批号院 20180104冤尧分析纯 CCl4渊批号院
20180402冤购自上海晨曦生物科技有限公司遥

4摇 仪器摇 ni鄄6K 微型离心机曰CHOL鄄16M 高速台

式冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公司冤曰
M2000 多功能酶标仪渊瑞士 Tecan 公司冤曰HP 1200
高效液相色谱仪渊安捷伦科技有限公司冤曰Qtrap 3200
质谱仪渊美国 AB 公司冤曰罗氏 LightCycler 480域荧光

定量 PCR遥
5摇 分组尧造模及给药摇 40 只 Wistar 雄性大鼠按
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随机数字表法分为正常组尧模型组尧康氏抗纤方组和安

络化纤丸组袁每组 10 只遥 模型组尧康氏抗纤方组和安络

化纤丸组按照 3 mL/kg 剂量腹腔注射 40% CCl4 玉米

油溶液袁每周 2 次袁共 8 周袁复制肝纤维化模型咱7暂曰正常

组袁给予等量的生理盐水袁腹腔注射袁每周 2 次遥 康氏抗

纤方组和安络化纤丸组自第 5 周起袁按 1 mL/100 g 剂

量分别给予康氏抗纤方尧安络化纤丸溶液灌胃袁按成人

体重为 60 kg 计算大鼠每日常规用药量袁持续 4 周遥 实

验结束后袁各组大鼠经腹主动脉取血尧收集肝脏组织并

称重袁将肝脏组织固定在 10%多聚甲醛中用于组织病

理学分析袁将剩余的肝脏储存于原80 益袁用于生化分析遥
6摇 指标检测及方法

6郾 1摇 肝组织病理检测摇 肝组织常规脱水尧包埋尧
切片袁分别行 HE 染色袁光镜下观察肝组织的炎症尧纤
维化程度遥

6郾 2摇 血清 ALT尧AST 活性检测摇 采用比色法检

测各组血清 ALT尧AST 活性遥
6郾 3摇 肝组织 Hyp 含量检测 摇 采用 ELISA 法检

测各组肝组织 Hyp 含量遥
6郾 4摇 内源性大麻素 N鄄花生四烯酸氨基乙醇

渊anandamide袁 AEA冤尧2鄄花生四烯酸甘油渊2鄄arachi鄄
odonoylglycerol袁 2鄄AG冤含量检测摇 采用液相色谱原
质谱联用法检测大鼠肝组织 AEA尧2鄄AG含量遥

6郾 5摇 内源性大麻素水解酶水解酶脂肪酰胺水解

酶渊 fatty acid amide hydrolase袁 FAAH冤尧单酰基甘

油酯酶渊monoacylglycerol lipase袁 MGL冤 mRNA 检

测摇 采用 real鄄time PCR 检测肝组织 FAAH尧MGL
mRNA 表达遥

7摇 统计学方法摇 采用 SPSS 16郾 0 软件包进行统

计学分析遥 计量资料以x依s 表示遥 满足正态性和方差

齐性袁采用单因素方差分析袁组间比较采用 q 检验遥
P<0郾 05 为差异有统计学差异遥

结摇 摇 果

1摇 一般情况摇 正常组大鼠精神佳袁动作敏捷袁毛
发光泽袁食欲良好袁大便色黑成形曰模型组尧药物组每次

腹腔注射 CCl4 后 24 h 内大鼠有不同程度的烦躁袁动
作稍迟缓袁食欲减退袁便溏曰而药物组大鼠精神逐渐恢

复袁食纳渐佳袁活动灵敏遥
2摇 各组大鼠肝组织病理改变渊图 1冤 摇 正常组大

鼠肝细胞以中央静脉为中心袁呈放射状排列袁未见肝细

胞炎症坏死尧胶原纤维增生曰模型组大鼠肝细胞呈片状

坏死袁炎性细胞浸润明显袁肝细胞索结构紊乱袁并形成

大量胶原纤维袁纤维间隔形成袁肝窦界限模糊袁肝细胞

结构完全被破坏曰康氏抗纤方组和安络化纤丸组大鼠

病变明显轻于模型组袁肝细胞坏死尧炎性细胞浸润明显

减少袁胶原纤维增生明显减轻遥

摇 摇 注院A 为正常组曰B 为模型组曰C 为康氏抗纤方组曰D 为安络化

纤丸组曰箭头所示为肝小叶结构破坏袁纤维结缔组增生

图 1摇 各组大鼠肝组织炎症变化摇 渊HE 染色袁伊200冤
3摇 各组大鼠血清 ALT尧AST 活性尧肝组织 Hyp

含量比较渊表 1冤 摇 与正常组比较袁模型组大鼠血清

ALT尧AST 活性以及肝组织 Hyp 含量升高渊P<0郾 01冤袁
而康氏抗纤方组尧安络化纤丸组 ALT尧AST 活性及

Hyp 含量均降低渊P<0郾 01冤遥
表 1摇 各组大鼠血清 ALT尧AST 活性及

肝组织 Hyp 含量比较摇 渊x依s冤
组别 n ALT渊U/L冤 AST渊U/L冤 Hyp渊滋mol/L冤
正常 10 34援 23依4援 11 30援 44依5援 14 5援 86依1援 22
模型 10 89援 56依10援 23鄢 75援 21依10援 64鄢 15援 35依3援 43鄢
康氏抗纤方 10 61援 63依7援 11吟 59援 33依9援 12吟 9援 81依2援 62吟
安络化纤丸 10 69援 21依8援 24吟 63援 73依8援 38吟 12援 72依3援 13吟

摇 摇 注院与正常组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 01
4摇 各组大鼠肝组织内源性大麻素含量及水解酶

mRNA 表达比较渊表 2冤 摇 与正常组比较袁模型组肝组

织 AEA尧2鄄AG 含量增加渊P<0郾 01冤袁而大麻素水解酶

FAAH尧MGL mRNA 表达降低渊P<0郾 01冤曰与模型组比

较袁康氏抗纤方组 AEA尧2鄄AG 含量降低尧FAAH尧MGL
mRNA 表达水平增加渊P<0郾 01冤袁安络化纤丸组 AEA尧
2鄄AG含量降低袁FAAH尧MGL mRNA 表达水平增加

渊P <0郾 05冤遥 康氏抗纤方组与安络化纤丸组比较

AEA尧2鄄AG 含量升高袁FAAH尧MGL mRNA 表达水平

降低渊P<0郾 05冤遥
讨摇 摇 论

肝纤维化是各种慢性肝脏疾病的病理结构改变袁
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表 2摇 各组大鼠肝组织内源性大麻素含量及水解酶 mRNA 表达比较摇 渊x依s冤
组别 n AEA渊pmol/g冤 2鄄AG渊pmol/g冤 FAAH mRNA MGL mRNA

正常摇 摇 摇 10 40援 22依8援 11 50援 21依10援 09 1援 56依0援 28 1援 59依0援 27
模型摇 摇 摇 10 97援 68依18援 23鄢 108援 68依20援 18鄢 0援 43依0援 12鄢 0援 45依0援 15鄢
康氏抗纤方 10 67援 34依16援 11吟吟 70援 43依15援 12吟吟 0援 81依0援 22吟吟 0援 82依0援 33吟吟
安络化纤丸 10 89援 93依20援 34吟银 93援 15依20援 24吟银 0援 56依0援 31吟银 0援 57依0援 24吟银

摇 摇 注院与正常组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01曰与康氏抗纤方组比较袁银P<0郾 05

当肝脏受到病毒感染尧酒精尧药物等生化因素损伤时袁
在多种细胞因子共同作用下肝星状细胞活化袁并转变

为肌成纤维细胞袁同时合成过多胶原蛋白袁使大量细胞

外基质在肝脏内堆积袁从而引发肝纤维化袁最终演变为

肝硬化咱8暂遥 由于肝纤维化存在逆转可能袁实现对这一

阶段的调控对于肝硬化及其并发症的防治具有极为重

要的临床意义遥
肝脏是 eCBs 作用的重要靶点之一遥 研究已经证

明 eCBs 通过其受体介导通过脂质代谢的调节参与各

种肝脏疾病过程袁在肝脏炎症损伤尧肝纤维化中起重要

作用咱9袁10暂 遥 目前已被证实的 eCBs 主要有 AEA尧
2鄄AG咱11暂袁而 MAGL尧FAAH 作为 2鄄AG尧AEA 的降解

酶袁对其起到调控分解的作用咱12暂 遥 在肝纤维化患者

中袁内源性大麻素系统被激活袁外周血 2鄄AG尧AEA 水

平增高袁并与肝功能受损的程度相关咱13暂袁而 MAGL尧
FAAH 表达升高袁则能有效地抑制 2鄄AG尧AEA 异常

升高咱14暂遥
福建名医康良石教授认为肝纤维化病机乃湿热留

著肝脏袁气机阻遏袁气滞血瘀袁日久气阴两虚而成遥 以

疏肝活血尧益气养阴立法袁创制康氏抗纤方遥 方中以黄

芪尧炒白术尧鳖甲尧太子参尧龟板尧石斛益气养阴袁配以茵

陈尧栀子根尧白花蛇舌草尧败酱草清热利湿袁酌用柴胡尧
佛手尧郁金以疏肝理气袁伍以丹参尧茜草活血化瘀袁诸药

相配共奏扶正祛邪尧化瘀通滞之功遥 实验研究结果表

明康氏抗纤方可以通过减少活化的肝星状细胞来减少

肝纤维化面积袁并具有改善肝脏炎症尧抗肝纤维化的临

床疗效咱15暂 遥
本实验结果显示袁康氏抗纤方与阳性对照药安络

化纤丸均能使肝细胞炎症坏死明显减少袁胶原纤维增

生明显减轻袁降低 ALT尧AST 活性以及 Hyp 含量袁表
明该方具有显著抗炎尧治疗肝纤维化的药理效应遥 值

得注意的是袁LC鄄MS 结果显示袁康氏抗纤方较安络化

纤丸更能显著降低大鼠肝组织 AEA尧2鄄AG 含量袁这可

能是其治疗肝纤维化的作用机制之一遥 通过降低

AEA尧2鄄AG 含量袁进而减少下游因子生物效应遥 本实

验 real鄄time PCR 结果提示袁康氏抗纤方较安络化纤

丸更能明显升高内源性大麻素的 FAAH尧MGL 两种水

解酶的表达袁从而加速 2鄄AG尧AEA 的水解尧进一步发

挥其抗肝纤维化作用特点遥
上述实验结果表明康氏抗纤方通过调控内源性大

麻素进而改善肝纤维化病理状态袁其作用机制可能与

通过降低内源性大麻素含量袁增加内源性大麻素水解

酶表达有关遥
利益冲突院 无遥
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