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益气化瘀化痰养阴剂对肝纤维化大鼠FSP1、 

PAR-2表达的影响 

高世娇，陈文龙，何 英，曹文富 

(重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察益气化瘀化痰养阴剂对四氯化碳(ccl )诱导的肝纤维化大鼠成纤维细胞特异性蛋白1(砧mb1ast—specific 

protein 1，FSP1)和蛋白酶激活受体一2(protease activated receptor，PAR一2)表达的影响。方法：将大鼠随机分为正常组、模型组、秋 

水仙碱组、益气化瘀化痰养阴剂低、中、高剂量组(分别简称为中药低、中、高剂量组)。正常对照组、模型组灌服生理盐水；秋水 

仙碱组灌服秋水仙碱0．1 m~(kg·d)；中药低、中、高剂量组分别灌服益气化瘀化痰养阴剂【相当于生药 30、60、120 (kg·d)]。连 

续给药 12周后，观察各组动物的肝组织病理学变化，并检测血清丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase，ALT)、天门冬氨 

酸转移酶(aspartate aminotransferase，AST)、透明质酸(hyaluronan，HA)及Ⅳ型胶原(collagen IV，CIV)含量，用实时荧光定量 PCR 

(qRT—PCR)和免疫印迹法(Western blot)检测各组大鼠肝组织FSP1和PAR一2的基因和蛋白表达。结果：(1)模型组大鼠与正常 

组大鼠相比，前者肝组织纤维化程度明显，血清中ALT、AST、HA、CIV含量明显增高(JPl<0．05)，肝组织中FSP1和PAR一2的mRNA 

和蛋白表达亦明显增高(P<0．05)。(2)各治疗组与模型组相比，前者肝组织炎性细胞浸润少，肝纤维化程度轻，血清中ALT、 

AST、HA、CIV含量仅轻度升高(P<0．05)，肝组织中FSP1和PAR一2的mRNA和蛋白表达亦轻度升高(P<0．05)。结论：益气化瘀 

化痰养阴剂能保护肝脏，延缓大鼠肝组织纤维化进程，其机制可能与调控大鼠肝组织FSP1和PAR一2的基因和蛋白表达有关。 
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Effects of Yiqi-huay u-huatan-yangyin preparation on the expression of 

fIbrOblaSt—speC⋯C protein 1 and protease activated receptor-2 in rats with 

liver fibrosis 

Gao Shijiao，Chen Wenlong，He Ying，Cao Wenf~ 

(Department ofIntegration ofTraditional Chinese and Western Medicine，The First Affiliated Hospital of 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects of Yiqi—huayu—huatan—yangyin preparation on the liver histopathology and expression of 

fibmblast—speci6c protein 1(FSP1)and protease activated receptor-2(PAR-2)in liver fibrosis rats induced by CCL．Methods：The 

SD rats were randomly divided into：normal group，model group，colchicines group and low／moderate／high dosages of Yiqi—huayu—hu— 

atan-yangyin preparation group．Rats in norm al and model group were fed with norm al saline，rats in colchicine group were fed with 

O．1 mg／(kg‘d colchicine and rats in low／moderate／high dosages of Yiqi—huayu-huatan-yangyin preparation group were fed with 

Yiqi—huayu—huatan—yangyin[30，6O，120 g／(kg·d)]correspondingly．Pathological changes of the liver tissues were observed by light 

microscopy．Activities of alanine aminotransferase(ALT)，aspartate aminotransferase(AST)in liver tissues were evaluated by spec- 

trophotometry．Levels of hyaluronic acid(HA)，typeIV collagen(CIV)in serum were determined using ELISA kit．Expression of FSP1 

and PAR-2 mRNA and protein in the liver tissues was detected by qRT-PCR and Western blot．Results：(1)Levels of ALT，AST， 

HA and C IV in serum and fibrosis changes were increased significantly in model group compared with those in normal group rJP< 
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0．05)and the expression of FSP1 and PAR-2 mRNA and pm— 

tein of liver tissues were increased obviously(P<0．05)．(2)In- 

flammatory cell infiltration and liver fibrosis were lighter in 

treatment groups than in model group．Levels of ALT，AST，HA 

and C IV in serum and expression of FSP1 and PAR一2 mRNA 
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and protein in liver tissues were slightly elevated in treatment groups(P<0．05)．Conclusion：Yiqi—huayu—huatan—yangyin preparation 

may protect the liver and delay the development of liver fibrosis by regulating the mRNA and protein expression of FSP1 and PAR一2
． 
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肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展的核 

心环节。目前认为，肝纤维化是由于各种病因所致 

的肌成纤维细胞的动员及细胞外基质(extracellular 

matrix，ECM)的过度沉积所致。现已证实。肝星状细 

胞(hepatic stellate cells，HSC)大量合成、分泌ECM 

是肝纤维化发展的核心环节和共同通路，许多因素 

都参与了 HSC的调控。其中蛋白酶激活受体一2 

(protease activated receptor，PAR-2)是胰蛋白酶和肥 

大细胞胰酶的受体，它能刺激 HSC的增殖与活化， 

分泌胶原蛋白，从而形成肝纤维化『l1。近年来 ，大量 

研究表明，HSC并非肝纤维化中唯一的关键角色， 

肝内的上皮细胞可以通过上皮间质转化(epithelial 

mesenchymal transition，EMT)获得间质细胞的表型 

及功能，参与纤维化的发生。间质细胞的标志蛋白 

之一是成纤维细胞特异性蛋白 1(fibroblast—specific 

protein l，FSP1)(也称 $100A4或 MTS-1)圜，在肝脏 

受损时，EMT能促进上皮细胞转化为成纤维细胞发 

生肝纤维化。中医学认为肝纤维化是气虚血瘀、痰 

浊凝聚、痰瘀互结的结果 ，本课题组前期研究证实， 

益气化瘀化痰养阴剂对大鼠肝纤维化有一定的干 

预作用，但其作用机制尚不完全明了[31。因此，本实 

验进一步研究了益气化瘀化痰养阴剂对 cch诱导 

的大鼠肝纤维化的干预机制，为其提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

雄性 SD大鼠60只，SPF级，体质量 180 220 g，鼠龄 6～ 

7周，由重庆医科大学实验动物中心提供。许可证号：【SYXK 

(渝)2007—0001】。 

1．2 实验药物 

阳性对照组实验药物选用秋水仙碱片(云南望子隆公司。 

中国)。造模组药物选用cch分析纯(Sigma，美国)。中药制备 

精选黄芪、白术、川芎、姜黄、半夏、海藻、白芍、鳖甲(购自重 

庆桐君阁药房)按2：1：1：1：1：l：1：2比例配伍 ．常规水煎后过 

滤取液，浓缩成益气化瘀化痰养阴口服制剂(简称益气化瘀 

化痰养阴剂)。用药剂量由成人与大鼠用药剂量转换公式(人 

的用药剂量：6．25 X鼠的用药剂量)得出，成人通常每 日口服 

约250 g生药．故益气化瘀化痰养阴剂中剂量为每毫升含生 

药2 g。中药低、中、高剂量组剂量按 1：2：4配制分装。高压灭 

菌后 4℃保存备用。 

1．3 实验试剂 

z0I(碧云天公司，中国)，血清丙氨酸氨基转移酶 

(alanine aminotransferase，ALT)、天门冬氨酸转移酶(aspartate 

aminotransferase，AST)检测试剂盒(博奥森公司，中国)，透明 

质酸(hyaluronan，HA)、Ⅳ型胶原(collagen1V，ClV)ELISA试 

剂盒(博奥森公司，中国)，逆转录试剂盒及qRT—PCR试剂盒 

(TaKaRa公司，中国)，兔抗 FSP1及兔抗 PAR一2(Abcam公 

司，美国)。 

1．4 分组及造模 

60只雄性 SD大鼠随机分为 6组．正常对照组 、模型组、 

秋水仙碱组及益气化瘀化痰养阴剂低、中、高剂量组(简称中 

药低、中、高剂量组)各 10只。对照组大鼠给予普通饲料喂 

养。其余大鼠按照以下方法建立肝纤维化模型H：给予高脂低 

蛋白饲料(39．5％t米面+40％面粉+20％猪油+O．5％胆 固醇) 

5 g／【lO0(g·d)】，背部皮下注射 4％CCL油剂，首次注射剂量为 

0．5 ml／100 g体质量，以后每周2次，每次注射剂量为 0．3 mY 

100 g体质量，5％酒精作为唯一饮用水。12周后，随机选取2 

只大鼠处死。取肝组织行Masson染色观察，确定肝纤维化模 

型是否复制成功。 

1．5 给药方法及标本制备 

正常对照组、模型组大鼠均以生理盐水灌胃【1 ml／lOO(g· 

d)】；秋水仙碱组大鼠以秋水仙碱灌胃 量O．1 mg／(kg·d)】；中 

药组分别以低、中、高剂量制剂灌 1 ml／lOO(g·d)]，连续灌 

胃12周。最后 1次用药后 24 h，10％水合氯醛(0．3 ml／kg)腹 

腔注射麻醉后，腹主动脉取血，分离血清，一20℃保存。取部 

分肝组织用4％多聚甲醛溶液固定 24 h．待做组织切片。另取 

部分肝组织于液氮中冷冻后，转移到一70℃冰箱保存备用。 

1．6 形态学观测 

将肝组织行石蜡包埋固定，切片常规脱蜡至水，进行 

Masson复合染色，于光镜下观察。 

1．7 肝功 能检测 

应用全自动生化测定仪检测ALT、AST的活性。 

1．8 肝 纤维化指标检测 

按试剂盒说明书操作，ELISA法检测大鼠血清中HA、 

CⅣ的含量 

1．9 FSP1、PAR一2 mRNA检测 

用 Trizol提取大鼠肝组织总 RNA．用紫外分光光度计测 

定RNA浓度。按 RT—PCR试剂盒说明书取 1 g总RNA逆 

转录为cDNA。然后以SyBR green作为荧光标记物，在Bio— 

Rad荧光实时定量 PCR仪上进行 PCR反应。由上海生工公 

司设计、合成大鼠FSP1、PAR一2和13-aetin的引物，见表 1。 
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疗的重要课题。 

EMT是指上皮细胞失去原有的极性和相互间 

的黏着力 ，转化为非极性的、自由移动的间质细胞 

的病理现象[51。EMT并非不可逆，它在一定条件下可 

以发生间质一上皮转化(mesenchymal—epithelial tran— 

sitions，MET)，从而减轻或延缓肝纤维化的发展，这 
一 特点使其成为抗纤维化治疗的理想的靶点[6]。肝 

纤维化发生EMT时．其标志性蛋白之--FSP1表达 

明显增高。因此。本实验通过检测 FSP1的表达，观 

察大鼠肝脏肝纤维化的发生发展情况以及药物对 

其的影响。 

此外，Armbrust等同在研究急慢性肝病和大鼠 

肝损伤时，发现肥大细胞(mast cell，MC)与肝纤维 

化的发生、发展密切相关。MC激活后释放类胰蛋白 

酶，后者是 PAR一2的内源性激活剂。肝纤维化形成 

过程中。MC类胰蛋白酶能够激活HSC细胞膜上的 

PAR一2，从而促进HSC的增殖及胶原的合成．ECM 

增加。研究表明，抑制 PAR一2的激活，可以有效抑 

制肝纤维化的发生、发展[8-O]。 

有研究发现秋水仙碱能够通过抗炎、抗氧化及 

降低肝脏内胶原蛋白水平，发挥其抗肝纤维化作 

用 ”】，但由于长期使用毒副作用较大，在临床上的 

使用受到限制，故 目前多作为实验性肝纤维化阳性 

对照药。 

中医学并无肝纤维化这一病名。肝纤维化属于 

中医的“瘾积”、“胁痛”等病证范畴，虚损生积、气虚 

血瘀、湿聚生痰、痰瘀互结是肝纤维化发生发展的关 

键病机，因此常常以益气化瘀化痰养阴为治疗原则。 

研究表明．益气药黄芪、白术能调节肝细胞功 

能，抑制 HSC活化与增殖 ，减少 ECM沉积 ，能阻止 

肝纤维化的发生发展[12-131。活血化瘀药川芎、姜黄能有 

效抑制大鼠肝纤维化模型中炎症因子的表达 ．从而 

抑制肝纤维化 堋。化痰药海藻中的褐藻酸有类似 

肝素样作用，具有抗凝血、抗血栓、降低血粘度及改 

善微循环的作用。养阴药鳖甲具有抑制结缔组织增 

生和提高血浆蛋白的作用『l8-20]，进而延缓肝纤维化。 

本实验采用 CC1 皮下注射法复制大鼠肝纤维 

化模型。模型组大鼠可见肝内结构紊乱．肝细胞破 

坏严重，纤维结缔组织增生明显，ALT、AST活性明 

显增强，HA,C1V含量明显升高，提示肝纤维化模型 

复制成功。经过秋水仙碱及益气活血化瘀化痰养阴 

剂干预后 ，结果显示 ：秋水仙碱及益气化瘀化痰养 

阴剂组都可以减轻大鼠肝纤维化程度。抑制ALT、 

AST活性及HA、CIV含量，降低大鼠肝组织 FSP1、 

PAR一2基因和蛋白表达，其中中剂量组及高剂量组 

作用优于其他各组。其作用机理可能为通过降低大 

鼠肝组织 FSP1基因和蛋白的表达，进而促进 EMT 

发生MET转变；降低PAR一2的基因和蛋白的表达， 

减少 ECM形成，促进 ECM降解等 ，从而抑制肝纤 

维化的发展。 
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