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复元胶囊对肝纤维化大鼠肝脏中的TIMp一1和 TGF-I3}1 

表达的影响 

熊盛池 ，李荣亨 ，王淑关2，张素养 

(1．重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400016；2．重庆医科大学中医药学院中医临床教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究复元胶囊对猪血清所致大鼠肝纤维化的保护作用及其机制。方法：将大鼠随机分为正常组，模型组，复元胶 

囊低、中、高剂量组，阳性对照组(复方鳖甲软肝片水溶液组)6组，每组 8只。除正常组外，其余各组用猪血清 ，0．5 mY只，腹腔注 

射 ，每周两次(星期一，星期四)共 10周，复制大鼠免疫性肝纤维化模型，以此同时给予复元胶囊低、中、高剂量组，阳性对照组 

相应药物干预。造模、给药结束后观察各组动物的肝组织病理学变化，并检测丙氨酸氨基转移酶(A )、天门冬氨酸氨基转移酶 

(AST)的活性 ，检测血清透明质酸(HA)、Ⅲ型前胶原(PCllI)、Ⅳ型胶原(Ⅳ一c)及层粘连蛋白(LN)的含量。免疫组化显示基质金 

属蛋白酶组织抑制因子 1(Tissueinhibitor ofmetau叩r0【einases一1，TIMP—1)及转化生长因子 p 1(Transforming growthfactor —1， 

TGF—B 1)。结果：复元胶囊组血清中A 、AST、HA、LN、IV—C、PCⅢ比模型组低，特别是复元胶囊高剂量组 ，差异有统计学意义 

(P<0．05)。模型组 TIMP一1及 TGF—B 1的表达明显高于复元胶囊组，差异有统计学意义(P<O．05)。结论：复元胶囊对猪血清诱导 

的大鼠肝纤维化有明显保护作用。 
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Effects of FuYuan capsule on the expression of TIMP一1 and TGF一13 1 in Iiver 

of hepatic fibrosis in Rats 

XIoNG Sheng-chi．et ol 

(Department of Traditional Medicine Integrated Western Medicine，the First Affiliated Hospital，Chongqing 

Medic01 University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of FuYuan capsule on rat liver fibrosis induced by pig serum．Methods：The rats were 

randomly divided into six groups，including the norm al group，the model group，the low，middle and high dose FuYuan capsule group， 

and the positive control group(compound Biejiaruangan-chip solution)．The rat models of immune liver fibrosis were induced with pig 

seDJm．Alanine aminotransferase (ALT)and aspartate aminotransferase (AST)in serl／ln were detected with autoumatic biochemical 

analyzer．Hyaluronan(HA)，laminin(LN)．IV collagen(IV-C)and the type III collagen(PC BI)in serum were quantified by radiative— 

immune technology．The expression of TIMP一1(tissue inhibitor of metalloproteinases-1)and TGF—p 1(transforming growth factor 一1) 

in the liver were observed by immunohistochemical assay．Results：ALT，AST，HA，LN，IV—C and PC m in the model group were 

significantly higher than those in the other groups(P<0．05)，and there were significant difference between the model group and the 

FuYuancapsulegroups(P<O．05)，especiallythehigh—dosegroup．Comparedwiththatinmodelgroup，theexpressionof TIMP-1 andTGF_B 1 

in the Fuyuan groups were significantly lower(P<0．05)．especially in the high-dose group．Conclusion：The protective effects of FuYnan 

capsule on the pig serum—induced liver fibrosis are remarkable． 

【Keywords】FuYuan capsule；Liverfibrosis；TissueinhibitorofmetaUopmteinases一1；Transforminggrowthfactor B 1 

肝硬化是严重危害人类健康的常见病之一，其 

病理学基础是肝纤维化，后者是各种损肝因素(如 

病毒性肝炎，自身免疫性肝炎，酒精性肝炎等)所致 
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慢性肝病发展为肝硬化的必经病理过程。肝纤维化 

的主要病理变化就是肝细胞外基质(Extra cellular 

matrix，ECM)在肝脏中过度沉积。现已证实肝星状 

细胞(Hepatic satellite 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}11。许多因 

素都参与了HSC的调控，其中(组织抑制因子 1(Tissue 

inhibitor of metalloproteinases一1，TIMP一1)和(转化生 
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长因子 B 1(Transforming growth fact0r p一1，TGF—B1是其 

中两个主要调控因素。而基质金属蛋白酶(MMPs) 

和基质金属蛋白酶组织抑制因子(TIMPs)二者参与 

了肝纤维化形成和降解恢复的全过程【2】。TIMP一1通 

过抑制 MMP活性，抑制 HSC凋亡I3_．导致肝纤维化 

的形成。TGF一131是促进 HSC活化的最关键因素， 

它的分泌持续产生结蛋白，间质胶原纤维增加引起 

纤维束收缩，导致肝小叶结构物和肝脏血流模式的 

破坏 。本实验即通过观察 TIMP—l和 TGF一131的表 

达分布情况来了解 HSC活化、增殖情况，进而研究 

复元胶囊对猪血清所致大鼠肝纤维化的保护作用 

及其机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 48只雌雄各半 SD清洁级大鼠，体重 

180～200 g，鼠龄 6～7周，由重庆医科大学动物实验中心提 

供，许可证号 SYXK(渝)2002007。 

1．1．2 实验试剂 血清透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)、lV 

型胶原(1V—C)及 Ⅲ型前胶原(PCm)试剂盒(上海海军生物 

技术研究所 )，TIMP一1和 TGF—B 1试剂盒(北京中杉生物技 

术有限公司)。 

1．1．3 实验药物 复元胶囊由鹿茸 、生晒参、三七 、淫羊藿、 

肉苁蓉、菟丝子、黄芪、续断等组成 ，所有药材均购于重庆桐 

君阁药材批发公司，由重庆希尔安药业有限公司生产为胶 

囊。每粒胶囊重 0．41 g，每克粉末相当于生药 3 g，仅供实验使 

用。复方鳖甲软肝片由内蒙古福瑞中蒙药科技股份有限公司 

出品(批号：国药准字 Z19991011)，规格为 0．5 g。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型的制备 参照文献[5】胃廷刚刚宰杀的猪血(弃 

首尾取中段)，静置后以 2 000 r／min，4~C离心 15 rain，离心血 

清分装后 ，一20~C冻存备用，临用前放于4~C融化。SD大鼠正 

常喂养 1周后造模，除正常组外，其余各组用猪血清每次 0．5 mY 

只腹腔内注射，每周两次(星期一 ，星期 四)共 l0周，复制大 

鼠免疫性肝纤维化模型。从造模第 1周开始 ，模型组及正常 

组不给药，其余各组灌胃给药，每 日1次，共 l0周。 

1．2．2 取材与固定 各组大鼠在造模 l0周后以 3％水合氯 

醛腹腔注射(10ml／kg)麻醉，腹主动脉取血，血液以2000r／min， 

离心 15 min后分离血清，用于血清学指标的检测。于肝左叶 

距边缘 3 mm处取肝脏组织，放入 多聚甲醛固定液固足 24h， 

常规脱水，石蜡包埋，切片 5 in，进行 HE染色和免疫组织 

化学检测。 

1．2．3 主要观察指标 

1．2．3．1 观察大鼠的体重(每周一次称体重)，毛发，摄食，二 

便，神态和活动情况。 

1．2．3．2 全 自动生化仪检测肝功能指标天门冬胺酸氨基转 

移酶(AST)、丙胺酸氨基转移酶(ALT)。 

1．2．3．3 放射免疫法检测肝纤维化指标(透明质酸 )HA、层粘 

连蛋白(LN)、IV型胶原(IV—C)、Ⅲ型前胶原(PCIII)。 

1．2．3．4 采用 S-P法对肝组织进行 TGF一13 1，TIMP一1免疫 

组化染色，采用 HPIAS一1000型高清晰度彩色病理图文报告 

分析系统在低倍镜下计算它们在整个肝组织以及纤维间隔 

区域中的平均阳性面积及平均吸光度(A)值。 

1．2．4 统计学方法 应用 SPSS1 1．0统计分析软件处理，数 

据结果以 ±s表示，计量资料采用单因素方差分析，两组间 

比较用 t检验。 

2 结 果 

2．1 一般情况观察 

随着饲养时间的延长，模型组大鼠毛发稍欠光 

华，活动稍差，摄食稍减少，粪便变稀，精神状态稍 

差。阳性对照组大鼠活动正常，毛发光泽好，摄食二 

便均正常，精神状态可。复元胶囊各组大鼠活动正 

常，毛发光泽。摄食二便均正常，精神状态好。各组 

大鼠体重未见明显差异，未出现腹水，无互相撕咬 

等好斗现象。 

2．2 肝功能的观察 

各组大鼠肝功能指标 AST、A (表 1)，模型组 

显著增高，复元胶囊低剂量组中度增高，复元胶囊 

中、高剂量组以及阳性对照组轻度增高。复元胶囊 

低、中、高剂量组与模型组比较，差异有显著性(P< 

0．05)。复元胶囊低，中剂量组与正常组比较差异有 

显著性(P<0．05)；复元胶囊高剂量组与正常组比较 

差异无显著性(P>0．05)。复元胶囊低，高剂量组与阳 

性对照组比较差异有显著性(尸<0．05)；复元胶囊中 

剂量组与阳性对照组比较差异无显著性(P>0．05)。 

2_3 肝纤维化指标 

各组肝纤维化指标 HA、LN、IV—C、PC一Ⅲ (表 

2)，模型组显著增高，复元胶囊低组中度增高，复元 

胶囊中、高剂量组以及阳性对照组轻度增高。复元 

胶囊低、中、高剂量组与模型组比较差异有显著性 

(P<0．05)，复元胶囊低，中剂量组与正常组比较差异 

有显著性(P<0．05)，复元胶囊高组与正常组比较差 

异无显著性 ，复元胶囊低 ，高剂量组与 阳性对照组 

比较差异有显著性(P<0．05)；复元胶囊中剂量组与 

阳性对照组比较差异无显著性(P>0．05)。 

2．4 TIMP一1的表达 

各组TIMP-144平均阳性面积及平均吸光度(A) 

值(表3)模型组阳性面积和平均吸光度高于其他各组， 

复元胶囊低组与阳性组比较有显著差异(p<0．05)，复 
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元胶囊中组与阳性组比较无显著差异( o．10)，复元胶 

囊高组与阳性组比较有显著差异(P<O．05)，除复元胶 

囊高组外各组与正常组比较有显著差异(P>0．05)。 

2．5 TGF一131的表达 

各组TGF-131平均阳性面积及平均吸光度(A)值 

(见表4)模型组阳性面积和平均吸光度高于其他各 

组，复元胶囊低组与阳性组比较有显著差异(P<O．05)， 

复元胶囊中组与阳性组比较无显著差异(P>O．1O)，复 

元胶囊高组与阳性组比较有显著差异(P<0．05)，除复 

元胶囊高组外各组与正常组比较有显著差异( 0-05)。 

2．6 表达位置 

肝星状细胞胞浆内TGF一13免疫组织化学染色 

阳性者，呈棕黄色。模型组肝小叶结构破坏，肝细胞 

索排列紊乱，着色明显增多，色较深(图 1)。阳性对 

照组血管壁上有少量棕黄色的着色，颜色较浅(图 

5)。复元胶囊组有少量着色，且着色明显较模型组 

变淡，与阳性对照组接近(图2—4)。肝星状细胞胞浆 

内TIMP一1免疫组织化学染色阳性者，呈棕黄色。对 

照组在血管壁上有少量棕黄色的着色，颜色较浅 

(图7)。模型组着色明显较对照组增多，色较深 (图 

6)。复元胶囊低组着色明显较模型组变淡 ，但仍比 

阳性对照组着色深(图8)。 

3 讨 论 

实验发现TIMP一1和TGF一131在模型组中的表 

达明显高于正常组，阳性组及复元胶囊各组( ．05)。 

提示 TGF一131和 TIMP一1与肝纤维 化病变密切相 

关。肝纤维化是慢性肝病的共同通路，是紧随肝细 

胞破坏之后的自身修复过程，以ECM的合成增多 

和降解减少为特征[61。HSC激活是肝纤维化形成的 

关键步骤，TGF一13]是目前最重要的促 HSC活化因 

表 1 各组大鼠肝功能的变化(X一---S) 

注：与模型组比较 P<O．05：与阳性组比较Ap<o．05；与正常组比较。P<O．05 

表 2 各组大鼠肝纤维化指标(互±s) 

注：与模型组比较： P<O．05；与正常组比较：Ap<o．05；与阳性组比较：op<o．05 

表 3 各组TIMP-I平均吸光度(A)值及平均阳性面积( ±s) 

注：与模型组比较 ap<o．05；与阳性组比较‘P<O．05；与正常组比较op<o．05 
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， 它 可 调 节 细 胞 外 基 质 受 体 的 表 达 ， 刺 激

E C M 的 产 生 ， 还 通 过 抑 制 胶 原 酶 和 蛋 白酶 的 产 生 ，

从 而 使 E C M 在 肝 脏 大 量 沉 积 而 导 致 肝 纤 维 化 。 肝

纤 维 化 是 肝 内 E C M 过 度 沉 积 的 结 果 。 但 更 大 程 度

上 特 别 是 后 期 更 是 由 于 胶 原 的 降解 减 少 所 致 。 E C M

的 转 换 主 要 由 M M P s 及 其 抑 制 因 子 T I M P s 所 调 节 ．

因 此 任 何 提 高 M M P s 或 降 低 T I M P — l 表 达 及 活 性 ．

促 进 E C M 降解 的 方 法 都 有 可 能 成 为 抗 肝 纤 维 化 的

表 4 各 组 T G F — B 1 平 均 吸 光 度 (A )值 及 平 均 阳 性 面 积 6 ± s )

注 ：与模 型 组 比较 。
P < 0 ． 0 5 ；与 阳性 组 比较 ‘

P < 0 ． 0 5 ；与 正 常组 比较 ●P < 0 ． 0 5

图 l T G F — B 模 型 组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 3 T G F 一 8 复 元 中组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 5 T G F 一 8 阳 。眭组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 2 T G F — B 复 元 低 组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 4 T G F — B 复 元 高组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 6 T I M P 一 1 模 型 组 表达 ( S A B C x 4 0 0 )
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图 7 T I M P 一 1 阳性 组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 9 T I M P 一 1 复 元 中组 表达 ( S A B C x 4 0 0 )

有 效 手 段 。 T I M P 一 1 表 达 上 调 会 导 致 E C M 降 解 减

少 ， 而 导 致 肝 纤 维 化 。 所 以 T I M P 一 1 是 另 一 种 强 有 力

的 致 纤 维 化 因 子 。 本 研 究 发 现 T I M P 一 1 和 T G F — B l

在 模 型 组 中 的 表 达 明 显 高 于 正 常 组 (P < 0 ． 0 5 )， 提 示

T I M P — l 和 T G F — B l 与 肝 纤 维 化 病 变 密 切 相 关 。 复

元 胶 囊 各 组 中 A ¨ 、 A S T 、 H A 、 L N 、 I V — C 及 P C II 上

升 不 显 著 ， 较 模 型 组 为 低 ；而 T I M P 一 1 和 T G F 一 13 1 的

表 达 与模 型 组 比 较 也 偏 低 ， 提 示 复 元 胶 囊 对 猪 血 清

所 致 大 鼠肝 纤 维 化 有 明 显 保 护 作 用 。

复 元 胶 囊 来 自长 期 临 床 实 践 观 察 所 得 的 经 验

方 ． 具 有 补 肾健 骨 、 益 气 活 血 功 效 。 经 临 床 近 4 0 年

应 用 ， 发 现 本 方 对 乏 力 、 气 短 、 舌 质 瘀 暗 、 胸 闷 痛 等

气 虚 血 瘀 证 有 较 好 的 治疗 作 用 。

虽 然 肝 纤 维 化 是 由 炎 症 、 免 疫 、 毒 物 、 缺 血 、 及

血 流 动 力 学 改 变 等 引 起 的 实 质 细 胞 损 伤 为 起 点 导

致 的 一 系 列 病 理 改 变 。 但 现 代 研 究 发 现 鹿 茸 能 明 显

改 善 四 氯 化 碳 所 致 小 鼠 急 性 肝 损 伤 的 肝 组 织 病 理

学 改 变 【7】
：三 七 总 皂 苷 对 传代 H S C 增 殖 有 明 显 抑 制

作 用 阎
；肉苁 蓉 能 增 强 实 验 性 败 血 症 大 鼠线 粒 体能 量

代谢 功 能嘲
；黄 芪 总 苷 是 一 种 新 的 有 效 的抗 肝 纤 维 化

药 物 l 。0 1
；综 观 全 方 具 有 显 著 的 抗 炎 、 抗 损 伤 、 抗 肝 纤

维 化 和 免 疫 调 节 作 用 。 所 以 ， 推 测 其 对 各 种 原 因 所

致 肝 纤 维 化 均 有 一 定保 护 作 用 。

图 8 T I M P 一 1 复 元 低 组 表达 ( S A B C x 4 0 0 )

图 1 0 T I M P 一 1 复元 高组 表 达 ( S A B C x 4 0 0 )
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