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用苹果辅助逆转大鼠肝纤维化的实验性研究 

祝娟娟，程明亮，穆 茂 

(贵阳医学院附属医院感染科，贵阳 550004) 

【摘 要】目的：研究苹果对实验性肝纤维化大鼠的辅助逆转作用，并探讨其对肝纤维化的影响机制。方法：雄性sD大鼠42只 

分为正常组、CCh肝纤维化模 组、自然恢复组、丹芍化纤治疗组、丹芍化纤 +苹果试验组。除正常组以外，其余大鼠均采用 

cch、饮酒、高脂低蛋 饮食等复合因素刺激制备大鼠肝纤维化模型共 8周。确认造模成功后再将剩余模型组大鼠随机分为丹 

芍化纤 +苹果试验组 、丹芍化纤治疗组及 自然恢复组，共观察 8周。结果：丹芍化纤 +苹果试验组 与模型组、自然恢复组及丹芍 

化纤治疗组比较：肝脏指数 、血清 A【 T及 AST显著下降(P<0．05，P<0．Ol，P<0．01)；RT—PCR中核 子相关[大1予 2(NF—E2一related 

fa( "2，Nrf-2)mRNA及血红素加氧酶 一1(Heine oxygenase—l，HO一1)mRNA在丹芍化纤 +苹果试验组中的表达较丹芍化纤治 

疗组 与模型组、自然恢复组升高(P<0．05)，丹芍化纤 +苹果试验组中肝组织 TGF一8 1的表达较丹芍化纤治疗组与模型组、自然 

恢复组降低(P<0．05)、而 MMP一2在丹芍化纤 +苹果试验组巾的表达较丹芍化纤治疗组与模型组 、自然恢复组升高(P<0．05)； 

GSH有所升高，MDA有所降低，差异有统计学意义(P<0．05)。结论：苹果在实验性肝纤维化大鼠的逆转过程巾起到了有效的辅 

助作川，辅助逆转的机制可能与其上词 Nrf-2表达，从而增强 HO一1表达 ，增强其抗氧化功能，抑制脂质过氧化作用在丹芍化纤 

胶囊的治疗基础上进一步抑制丁TGF—B 1的表达；从而促进细胞外基质的降解，这可能是苹果辅助逆转肝纤维化的机制之一。 

【关键词】苹果；丹芍化纤胶囊 ；肝纤维化；核因子相关因子 一2；血红素加氧酶 一1；转化生长因子 B 1；基质金属蛋白酶；丙二醛 ； 
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Adjuvant reverse effect of apple on liver fibrosis In rats 
ZHUJuan—juan，et al 

(Department ofInfection，f AffiliatedHospital，GuiyangMedical College) 
【Abstract】Objective：To study the beneficial effects of apple as an adjuvant on liver fibrosis in rats and t0 explore its potential mechanisms． 

Methods：Forty-two SD rats were divided into the normal(n=lO)，fibrosis model control(n=8)，Danshao Huaxian(DHC)(n=8)，DHC 

plus Apple (rl=8)and model (n=8)groups．Liver fibrosis model was induced by complex etiological factors，including CC14，alcohol 

(eveQ"other(1ay)and high lipid，low protein diets for eight weeks．After the establishment of liver fibrosis，model rats were treated with 

DHC and DHC plus Apple．The degree of liver fibrosis was examined under microscope．the liver index．Results：AI and AST were 

significantly decreased in DHC plus Apple group(P<O．O1，P<0．01，P<O．O1)．GSH of】iver homogenate in DHC plus Apple group was signifi— 

cantty higher and MI)A was lower than those in the DHC and model control groups(P<O．05)．Hepatic rot／NA expression of TGF—B 1 was 
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significantly decreased(P<0．05)，while the expre—ssions of MMP-2 

Nrf-2 and HO一1 were significantly increased compared to model 

contro1．DHC and Apple alone groups(P<O．05)．Conclusion： 
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Apple has beneficial effects as an adjuvant in the treatment of liver fibrosis when used together with DHC in rats．The mechanisms of apple 

as an adjuvant in reversing the rats liver fibrosis seems to up modulate the expression of Nrf-2 while promote the HO一1 expression and 

amplify anti—oxidize reaction．These effects appear to be related to promoting the degradation of extracellular base by induction of MMP， 

and by suppression of TGF-B 1 expression． 

【Key words】apple；danshao Huaxian powder；liver fibrosis；NF-E2一related factor 2(Nrf2)；Heme oxygenase一1(HO一1)；transfer growth 

factor p 1；matrix metalloproteinase；malondialdehyde(MDA)；glutathion(GSH) 

肝纤维化是肝硬化的早期阶段，在此阶段，通过有效防 

治，完全可以发生逆转，从而可以阻止向肝硬化或肝癌的发 

展 ，因此 ，近些年来对肝纤维化的防治已成为肝病领域的研 

究热点。不少研究表明：中医药在抗肝纤维化的治疗中发挥 

了积极的作用，并已展示 良好的应用前景。丹芍化纤胶囊由 

丹参、赤芍、防己、银杏叶、黄芪组成。具有活血化瘀，通络软 

坚的功效，近年来被广泛用于治疗肝纤维化，并取得了较好 

的临床效果。苹果素有百果之王的美称，具有多种保健功能 ， 

在很多疾病的治疗中均起到了不同程度的辅助作用。有研究 

者认为：苹果是肝纤维化病人最佳的食疗果品，其中的营养成 

份对肝细胞的再生和修复功能都具有很重要的作用⋯；且在内 

科综合疗法加食苹果逆转肝纤维化的临床疗效观察中发现 ： 

肝硬化发生率明显低于不吃苹果者[21，鉴于上述研究基础 ，本 

实验采用丹芍化纤加苹果来观察 cch诱导大鼠逆转肝纤维 

化的疗效。并探讨苹果对肝纤维化的辅助逆转机制。 

1 材料和方法 

1．1 主要材料及动物分组 

雄性 sD大鼠42只，清洁级 ，体重(200±20)g(许可证 

批号 ：060001)，购 自重庆第三军医大学 ，予大鼠颗粒饲料喂 

养 ，自由饮水 ，自然采光 ，室温 20％，实验前适应性喂养 1 

周。苹果(产于农业部公布的我国唯一符合 7项生态适宜指 

标的 一陕西延安苹果 )；丹芍化纤胶囊(批号 ：20013，贵阳制 

药厂生产)临用前取胶囊内容物研磨成粉末 ，用蒸馏水稀释 

成所需浓度；四氯化碳分析纯(批号 981201，重庆无机化学试 

剂厂生产)；胆固醇(批号 951108，北京化学试剂公司生产 )； 

丙二醛测定试剂盒(批号 20081123，北京博奥森生物工程有 

限公司)；还原型谷胱甘肽测定试剂盒(批号 20081124，北京 

博奥森生物工程有限公司)；转化生长因子 B 1(Transfergrowth 

factorB 1，TGF—p 1)、基质金属蛋白酶 2(Matrix metalloprote 

inase，MMP一2)引物(上海捷瑞生物工程有限公司)；核因子相 

关因子 一2(NF—E2一related factor 2，Nrf-2)、血红素加氧酶 一1 

(Heme oxygenase一1，HO一1)引物、 rRIz0l试剂 、逆转录 cDNA 

第 1链合成试剂盒 、B—actin引物等由美国国家环境卫生科 

学研究所刘杰博士惠赠。 

1．2 模型制备及 分组 

将 42只大鼠随机分成 5组：正常组 10只，CCh肝纤维 

化模型组(模型组)8只，自然恢复组 8只，丹芍化纤 +苹果 

试验组 8只，丹芍化纤治疗组 8只。正常组正常饮食，自由饮 

水；其余大鼠均用复合病因刺激制备大鼠肝纤维化模型 ：皮 

下注射 4o％cch花生油溶液 o．3 ml／lO0 g(首次用纯 CChO．5 

ml／lO0g)，每周 2次，共 8周；同时喂予高脂低蛋白饲料(79．5％ 

玉米粉，20％猪油，0．5％胆固醇)，间日以30％乙醇为饮料。造 

模结束后部分 cch模型组大鼠，股动脉放血处死(处死前称 

体重)，留取血液及全部肝脏 ：每只大鼠取相同部位肝脏用 

10％中性甲醛固定；l周后取肝脏组织切片镜检 ，剩余肝脏组 

织一8O℃低温冰箱保存；血液 1 500 r／min离心 10 min后将血 

清置于 一80℃低温冰箱保存。确认造模成功后，将模型组剩 

余大鼠(除正常组外)随机分为 3组，自然恢复组、丹芍化纤 

治疗组(给予丹芍化纤粉末加蒸馏水混合溶液 ：药物浓度为 

0．1 g／lOO g大鼠体重配比，以 0．2ml／lO g／d灌胃 1次)、丹芍 

化纤(丹芍化纤粉末加蒸馏水混合溶液：药物浓度为 0．1 g／1o0 

g大鼠体重配比，以0．2ml／10(g-d)灌胃 1次)+苹果试验组 

(新鲜苹果切碎组织匀浆机匀浆后过滤取汁为 4 ml／100 g大 

鼠体重灌胃，在前期预实验中发现，这是大鼠胃能耐受的最 

大容积 )。正常组给予等容生理盐水。观察 8周 ，实验结束，禁 

食 12 h后称大鼠重量，股动脉放血，分离血清置 一80％保存 ； 

留取全部肝脏组织：称肝脏湿重 ，每只大鼠取肝右叶置于 

10％中性甲醛固定后，石蜡包埋，用于制作组织切片。剩余肝 

脏组织放 一80％低温冰箱保存。 

1．3 肝脏指数 

计算方法为：(肝脏重量／体重)×100％ 

1．4 血清学指标 

血清丙氨酸氨基转移酶(AIJT)、门冬氨酸氨基转移酶 

(AST)在贵阳医学院附属医院生化科协助下完成。 

1．5 肝组织病理检 测 

动物处死后，立即解剖，取相同部位 1 emx 1 em x 0．5 cm 

大小的肝右叶置于 10％中性甲醛缓冲液中固定 1周，常规石 

蜡包埋切片行 H·E染色。由贵阳医学院附属医院病理科完 

成。 

1．6 抗氧化 系统功 能检测 

肝组织匀浆，丙二醛(Malondialdehyde，MDA)、谷胱甘肽 

(Glutathione，GSH)均按照 MDA测定试剂盒(TBA法 )、GSH 

测定试剂盒(比色法)说明书操作检测。 

1．7 RT—PCR检测 TGF一131、MMP一2、Nrf一2、HO—lmRNA基 

因的表 达 

称取 50～100 mg肝组织用 TRIzol提取总 RNA，核酸蛋 

白定量分析仪测定核酸浓度 ，测定值 A2印／A 80>1-8，证明所 

提取的 RNA纯度好 ，无蛋 白及 DNA污染。RNA逆转录合 

成 cDNA，按试剂盒说明书操作。逆转录反应体系(20 LL1)： 

RNAMixture 16 Ixl【MgCl2 25mmol 4．4 l、10×PCR BufferⅡ2．0 

ixl、dNTP 10 mmol 4．0 Ixl、Oligo dT 50 mmol 1．0 Ixl RNase In— 

hibitor 20 U／I~1 0．4 txl、MMLV 50 U／I~1 0．5 Ixl、Rnase—free H2O 
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3．7 l、RNA模板 +Rnase—freeH2O 4．0 1)。反应条件：第 1阶 

段，60％、l min，25％、10 min；第 2阶段，48qC、60 rain；第 3阶 

段 ，95℃、5 min ， 

B—actin弓l物序列 (由美国国家环境卫生科学研究所刘 

杰博士惠赠)： 

大鼠 B—actin引物 ：正义链，5’一GGCCAACCGTGAAAA— 

GATGA一3；反义链，5’CAGCCTGGATGGCTACGTACA一3。 

TGF—B 1、MMP一2、Nrf-2、HO一1引物按参考文献设计并 

在 GenBank进行核对。 

TGF—B 1引物：正义链 ，5’一TCGACATGGAGCTGGTGAA 

A一3；反义链，5’一CTGGCGAGCC'ITAGrlTYGGA一3。 

MMP一2引物：正义链 ，5’一CACCTGGITFCACCCITFCTG 

一 3；反义链 ，5’一AACGAGCCAAGGGcATACAA一3。 

Nrf-2引物 ：正义链，5’一CGAGATATACGCAGGAGAG— 

GTAAGA一3；反义链，5’一GcTCGACAATG rTI℃TCcAC(：TT一3。 

HO—l引物 ：正义链 ，5’一ATCATGGC3~FGGCCTACAqWG 

一 3；反义链 ，5’一CACGCATGTGcACCTCC33'一3。 

PCR反应体系(20 1)：SYBR Green 10 l、ddH2O 5 Ixl、 

Primer mix l l、模板 eDNA 4 l。反应条件 ：第 1阶段，50℃、 

2 min；第 2阶段，95℃、10 min；第 3阶段，95℃、15 s，60℃、 

1 rain，40个循环。内参基因：8一actin。 

结果判定：通过 13一actin作为内参照，比较 目的基闲与 

内参基因的ct值差异，从而对TGF一13 1、MMP一2、Nrf-2、HO一1 

mRNA在各组间的表达进行相对定量。 

1．8 统计学处理 

采用 SPSS．11．5统计软件进行分析，计量资料以 ±S表 

示，多组间比较用单因素方差分析，分析前行方差齐性检验， 

方差齐时用 SNK法(q检验 )，若方差不齐时用 Tambanes法 

(q，检验)，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠肝脏指数检测结果(见表 1) 

表 1 各组大鼠肝脏指数比较(；4-s) 

注：与正常组比较，‘P<0．Ol；与模型组比较，·P<0．01；与自然恢复组 

比较 P<0．01；与丹芍化纤治疗组比较，·P<0．05 

2．2 各组大鼠血清酶学指标结果(见表 2) 

2．3 大鼠肝脏组织病理形态学改变(见图 l～5) 

H·E染色：光镜下正常组大鼠肝细胞以中央静脉为中 

心，呈放射状排列 ，未见肝细胞变性坏死，门脉区不增宽，肝 

组织及肝小叶结构清晰，未见胶原纤维增生。模型组可见大 

量肝细胞变性、坏死，汇管区周围大量炎症细胞浸润，大量胶 

表 2 各组大鼠血清酶学ALT、AST比较(；±S) 

注：与正常组比较，·P<0．01； 模型组比较，‘P<0．O1；与自然恢复组 

比较 P<0．01；与丹芍化纤治疗组比较，。P<0．Ol 

原纤维增生，伸入到肝实质中，形成纤维间隔，包绕、分割正 

常肝组织，肝小叶结构破坏。自然恢复组纤维化程度较模型 

组稍有减轻 ，纤维间隔稍薄，但延伸仍明显。丹芍化纤组纤维 

化程度较模型组和 自然恢复组明显改善，纤维间隔显著变 

薄，汇管区结缔组织增生显著减少。丹芍化纤 +苹果组与丹 

芍化纤组相比，炎症细胞明显减少 

2．4 抗氧化系统功能检测(见表 3) 

表 3 各组大鼠肝匀浆GSH、MDA浓度的影响(；±S) 

注：与正常组比较，。P<0．01； 模型组比较， P<0．01；与 自然恢复组 

比较 P<0．05；与丹芍化纤治疗组比较，。P<0 05 

2．5 RT—PCR检 测 大 鼠肝脏 TGF—B1、MMP一2、Nrf一2、HO— 

hnRNA的表达(见表4、5) 

表 4 各组大鼠肝脏TGF一13 1、MMP一2mRNA的表达比较( ±S) 

注：与正常组比较 ，’P<O．Ol；与模型组比较，·P<O．Ol；与自然恢复组 

比较 P<O．05；与丹芍化纤治疗组比较，’P<0．05 

表5 各组大鼠肝脏 Nrf一2、HO一1 mRNA的表达比较( ±S) 

注：与正常组比较，。P<0．01；与模型组比较，·P<O．Ol；与 自然恢复组比 

较 P<0．05；与丹芍化纤治疗组比较，·p<o．05 
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TGF一8 I从多方面影响 HSC，是调控肝纤维化发生 、发 

展最重要的细胞因子。 肝纤维化中，TGF一13 1的主要生理 

作川包括：加速静态的HSC向肌成纤维细胞转化，诱导其他 

生长 子的产生及其往 HSC J二受体的表达，间接刺激 HSC 

增殖；促进 HSC合成 I、Ⅲ、Ⅳ型胶原 、纤维连结蛋白、细胞 

合素等多种增加蛋白水解酶抑制剂的产生，抑制蛋白水解 

酶的合成；上调纤溶酶原激活物抑制剂及组织金属蛋白酶抑 

制剂( rissue inhibilors of matrix meta[1oproleinases，TIMP)、抑制 

ECM的降解 、增加细胞表达整合素受体 ，加强 ECM的积聚 

等 本实验 RT—PCR检测发现，在正常组只有极少量的TGF— 

B l表达，而在模型和自然恢复组中明 增加(P<0．O1)，但治 

疗组大鼠经治疗 8剧后丹芍化纤组的TGF一13 1 mRNA表达 

量降低，而丹芍化纤+苹果组 FGF—B l mRNA表达量降低更 

著(P<0．05)。MMP一2在丹芍化纤 +苹果试验组中的表达 

较丹芍化纤治疗组与模型组、自然恢复组升高(P<0．05)。 

N rf2是细胞巾与氧化鹿激反应密切相关的 1种细胞因 

子。叮以经过转录翻译 一些抗氧化物质，对抗氧化应激作 

用，从 保护正常的细胞不受其破坏。HO—l基图表达的调控 

主要发生在转录水平、 其基冈禽有 4个内含子和 5个外显 

于 红 HO一1 5，一非转录 【U FR)包括激活蛋 一1结合位 

点、金属反应片段、抗氧化反应片段、热休克和皿红素反应片 

段等。如氧化应激反应转录因子 NF—K B和 AP一1等与这些 

特殊位点结合可导致 HO—l基闪激活。转录闲子AP一1是一个 

对氧化还原敏感的转录p寸子，可以激活许多基因包括 HO—l的 

表达参与氧化应激的保护性反应。AP—l在调节 HO一1基因 

转录巾的作用最近／j 被研究证实，Nrf2尤其重要。在对 Nrf2 

基因缺陷的巨噬细胞研究中发现，转录因子 Nff2可与相关 

抗氧化反应成分相互作Jf{，从而凋节相关基闪表达，在氧 

化 激反嘘巾起重要作用 1。有研究从基阂水平证实了脂质 

过氧化可刺激 HSC合成 I 胶原I i，促使肝纤维化的发生。 

本实验 RT— ，CR榆测发现，N 2及 HO一1在丹芍化纤 +苹果 

试验组巾的表达较丹芍化纤治疗组与模型组、自然恢复组升 

高(P<O．05)。f}{此I1I ，丹芍化纤胶囊具有良好的抵抗楷质 

过氧化的功效，加食苹果后，苹果中大齄的多酚类及类黄酮 

等商效抗氧化物质激活氧化应激通路，提高肝细胞内Nff-2 

日标基f{；=l的高表达，进一步调节其通路下 HO一1的表达，激 

活抗氧化反应，使氧化诱导的基因产物 GSH表达增加，保护 

肝细胞免受 m基损伤，显著提高肝细胞内的抗氧化能力， 

同时使 HSC活性受到抑制 减少 I胶原产生，且从另一个侧 

面证明，Nrf-2Ⅱ丁以介 肝细胞的 f1我保护作用 更有效的 

阻止 J 肝纤维化进程。 

f 述实验各项研究指标证实：苹果对肝纤维化大鼠有较 

好的抗氧化作 ，住丹芍化纤胶囊作用的基础上可促使细胞 

膜的通透性降低，抑制细胞内氧化还原酶的释放 ，从而抑制 

脂质过氧化反应。本深题研究仞步表明，抗氧化剂可通过抑 

制 HSC活化和增殖，减少 ECM的合成及皎原产生 ，达到辅 

助逆转肝纤维化的作用。 
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