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肝纤维化造成肝功异常 ,影响肝病预后 ,是慢性肝

病发展至肝硬化的必经阶段。因此 , 防治肝纤维化具

有重要意义 。目前 , 国内外尚缺乏理想的抗肝纤维化

的药物 ,中医中药的应用具有广阔的前景 。为探讨三七

的抗肝纤维化作用 ,我们采用四氯化碳(Carbon tet ra-

chlo ride , CCl4)中毒诱导的大鼠肝纤维化模型 ,研究三七

对某些血清学指标 、肝组织羟脯氨酸 Hydroxy pro-
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line ,Hyp)含量变化和肝组织病理形态改变的影响 ,并

与秋水仙碱的抗肝纤维化作用进行对比分析 , 为进一

步研究三七防治肝纤维化作用和机制及指导临床应用

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性Wistar 大鼠 107只 , SPF 级 ,体重 180 ～ 210 g ,由

第三军医大学动物中心提供 。

1.2 药物及其配制

生三七粉(贵阳中药厂)制成 3%、6%、12%混悬液 ,秋水仙

碱(法国 HO UDE实验室)制成 0.0025%混悬液 , 4°C保存 。
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1.3 肝纤维化模型

每只大鼠首次后腿皮下注射纯 CCl4(重庆化学试剂厂)

0.05 ml/kg ,以后注射 40%CCl4橄榄油 0.03 ml/kg(V/V),每

周 2次 ,共 9周 。

1.4 动物分组及给药

将实验动物随机分为 4组:①空白对照组(Control g roup),

大鼠接受橄榄油 (上海卫辉化学试剂厂)后腿皮下注射 , 首次

0.05 ml/kg ,以后 0.03 m l/kg ,每周 2次 。同时予 0.5%羧甲基

纤维素钠溶液经口灌胃 , 5 ml/kg , 1/d 。 ②肝纤维化模型组

(Model)。③秋水仙碱组(Colchicine)。模型组和秋水仙碱组在

造模的同时分别予 0.5%羧甲基纤维素钠 、 0.0025%秋水仙碱

灌胃 , 5 ml/kg , 1/d。 ④三七组(Panax no toginseng , PN),在预

实验取得最佳剂量后 , 造模的同时予 12%三七粉灌胃 , 5 ml/

kg , 1/d 。

1.5 标本采集

各组每隔 3周处死 8只大鼠 , 最后一次处死大鼠为第 9周

末 。用 3%戊巴比妥钠腹腔注射 0.02 ml/kg ,麻醉后 ,经股动脉

放血 ,分离血清 , -20°C 保存 。留取肝组织标本 。

1.6 检测指标及方法

1.6.1应用 EX7 全自动生化测定仪检测血清丙氨酸氨基转移酶

(Alanine amino transfe rase , ALT)、白蛋白(Albumin)、球蛋白

(Globulin)含量 。

1.6.2应用上海第二军医大学海军医学研究所提供的透明质酸

(Hyaluronic acid , HA)、层粘连蛋白(Laminin , LN)放免试剂

盒 ,按说明操作 ,测定 HA 、LN 含量 。

1.6.3肝组织 Hyp含量按许志勤法
[ 1 ]进行测定 。

1.6.4病理形态学观察 常规 HE 染色观察肝组织学改变 ,Van

Gieson胶原纤维染色观察胶原纤维增生情况 , 电镜观察肝脏超

微结构变化 。

1.7 统计学处理

采用第三军医大学医用数理统计程序进行统计学处理 。

2 结果

2.1 大鼠一般情况

对照组处死前均存活 , 每只体重增加(128±47)g 。模型组

实验中死亡 7只 ,至 9周处死前 ,每只体重增加(34±29)g ,显著

低于空白对照组(P <0.05)。秋水仙碱组实验中死亡 4只 , 每

只体重增加(62±23.6)g , 显著低于空白对照组(P <0.01)而

高于模型组(P <0.05)。三七组实验中无死亡 , 与模型组比较

P <0.05 , 每只体重增加 (87±36)g , 显著高于模型组 (P<

0.01)。死亡者均未列入统计 。

2.2 三七对实验大鼠肝功能的影响

模型组 、秋水仙碱组 、三七组不同时相 ALT 含量均显著高

于同期空白对照组(P <0.01 , P <0.05),而以模型组最高 ,显

著高于其它同期各组(P<0.01)。 9周时 ,三七组 ALT 低于秋

水仙碱组(P<0.05)。模型组不同时相白蛋白下降、球蛋白增

加 ,与其它各组比较差异显著(除秋水仙碱组 6周外),而 9周时

三七组球蛋白显著低于秋水仙碱组(P <0.05),见表 1。

2.3 三七对大鼠血清 HA 、LN 和肝组织中 Hyp的影响

各组大鼠不同时相血清 HA 、LN 、肝 Hyp均较空白对照组

有不同程度升高 ,但 3周时均无显著性差异 , 6周时秋水仙碱组

Hyp升高及三七组 3项指标升高无统计学意义 , 各组以 9周时

3项指标升高(除三七组 Hyp外)最为明显 , 而 2个药物治疗组

6 、 9周时各项指标显著低于同期模型组 (除秋水仙碱组 6周时

血 HA 、9周时肝 Hyp外),见表 2。

2.4 病理形态学观察

2.4.1肝脾大体形态观察 模型组 3周末肝脏开始肿大 , 9

周末停止肿大 ,韧度增加 ,有油腻感 。其中有 1只大鼠肝脏体积

缩小 ,黄褐色 ,表面呈细结节状 ,有腹水 。脾脏从第 6周末开始
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肿大 , 9周末肿大最明显 。秋水仙碱组 、三七组 3周末肝脏开始

肿大 , 9周末仍肿大 ,但较模型组轻 ,脾脏肿大不明显 。

2.4.2 光镜观察 HE染色和 Van Gieson胶原纤维染色后

观察 ,见对照组肝小叶结构完整 ,无变性 、坏死 、炎细胞浸润及纤

维组织增生 。模型组 3周时肝细胞广泛脂肪变性 ,可见少量增生

的纤维组织;6周时肝细胞脂肪变性加重 ,残存少量肝细胞;9周

时肝组织大片脂肪变性 ,呈空网状 , 仅残存少量肝细胞 , 变性肝

组织中穿插纤维组织条索。秋水仙碱组 3周时界板区大量脂肪

空泡 , 炎细胞浸润较多 , 有少量纤维组织增生;6周时肝细胞呈

大片网状变性坏死 ,变性区有纤维细胞增生和炎细胞浸润 ,小叶

间少量纤维组织增生;9周时汇管区纤维组织增生 , 并向周围放

射生长 ,可见再生肝细胞 ,界板区纤维组织增生 。三七组 3周时

肝细胞脂肪变性较模型组及秋水仙碱组轻 , 汇管区少量纤维组

织;6周时部分肝细胞脂肪变性 , 肝内灶性炎细胞浸润 , 肝小叶

间和中央静脉周围少量纤维组织增生;9周时中央静脉周围大

片肝细胞脂肪变性 ,汇管区及界板区纤维组织少量增生 。

2.4.3 电镜观察 模型组肝细胞胞浆内充满大小不等的脂肪

空泡 ,有的肝细胞核被挤压变形 ,核内亦可见空泡 。胞浆内滑面

内质网增生 , 呈典型的肝细胞中毒损伤后的超微结构特征性改

变 。变性的肝细胞内线粒体电子密度增强 , 嵴模糊或消失呈均

质状 。而秋水仙碱组和三七组上述改变较轻微 。

3 讨论

本研究以 CCl4复制肝纤维化动物模型 ,使肝细胞

发生变性坏死 ,通过炎症肝脏结缔组织增生 ,分割肝小

叶 , 最后导致肝硬变 。肝纤维化的实质是由于胶原和

其他细胞外基质 (ECM)的合成与降解失衡 , 导致

ECM 在肝内过量沉积
[ 2]
。参与肝纤维化的细胞外基质

成分包括胶原蛋白 、 非胶原性糖蛋白和蛋白多糖 3大

类[ 3] 。HA 是构成 ECM 中蛋白多糖的主要成分 ,是反

映肝内皮细胞功能和肝硬化程度的指标 , 其对慢性肝

损伤和肝纤维化的诊断价值已得到普遍承认
[ 4]
。 LN

是一种重要的结构糖蛋白 ,当肝细胞受损伤时 ,各种细

胞因子及 ECM 本身的破坏可激活 LN 的合成 , LN 升

高程度与肝纤维化程度呈正相关
[ 5]
。胶原纤维主要由

胶原蛋白所构成 , Hyp为胶原蛋白所特有的氨基酸成

分 ,其在肝脏中的含量可反映胶原代谢的变化情况 ,与

肝纤维化程度相平行 。

根据中医辨证 ,结缔组织增生性疾病(包括肝纤维

化和肝硬化)与血瘀证相关 ,而活血化瘀药物对此类疾

病有独特的功效 。在肝纤维化的治疗中 , 目前以活血

化瘀及益气活血法应用得最为广泛 。

三七是经典的止血活血良药。临床观察发现 , 三

七有利胆 、退黄 、降酶等作用 , 可提高慢性肝病患者的

血浆白蛋白
[ 6]
。药理研究证实 ,三七对动物实验性急性

肝损伤有明显的防治作用 , 其有效成分三七总皂甙是

缺血再灌注损伤的有效保护药物
[ 7]
, 但其对肝纤维化

的防治研究报道甚少 。

本研究结果表明 , 三七可显著降低血清 ALT 、球

蛋白 , 升高白蛋白 , 减轻肝细胞脂肪变性及炎细胞浸

润 ,说明三七具有保护肝细胞 、肝细胞损伤的作用。结

果还表明 ,三七组 6、9周时血HA 、LN 、肝 Hyp与同期

模型组相比显著降低 , 且病理观察提示三七可明显地

拟制肝组织中成纤维细胞及胶原纤维增生 , 说明三七

确能抑制肝脏胶原纤维合成与沉积 , 具有抗肝纤维化

作用。

秋水仙碱已用于临床治疗慢性肝病 , 长期应用可

防治实验性和临床病人的肝纤维化和肝硬化 , 并有抑

制胶原分泌的作用 , 被认为是治疗人类肝纤维化的有

希望的药物
[ 8]
。从本研究结果分析 ,秋水仙碱确有抗肝

纤维化作用 , 且血清学指标变化与形态学改变相吻

合 。

本研究表明 , 三七有保护肝细胞 、减轻 CCl4中毒

性肝脏损害 、减少胶原蛋白合成 、促进胶原蛋白分解的

作用 ,是较理想的防治肝纤维化的药物 ,其作用比秋水

仙碱强 ,作用机制有待进一步研究。

参考文献:

[ 1] 许志勤 ,高兴兰 .组织羟脯氨酸测定方法的改进[ J] .解放

军预防医学杂志 , 1990 ,8(1):40-42.

[ 2] Friedm an S L.The cellular basis of hepatic fibrosis m echanism

and strategies[ J] .Eng l J M ed , 1993 , 328(25):1 828-1 835.

[ 3] Bissel l D M , Friedman S L , M aher J J , et a l.Connective

tissue biology and hepat ic f ib rosis: report of a conference[ J] .

Hepatology , 1990 , 11(3):488-498.

[ 4] Plebani M , Burlina A.Biochem ical m akers of hepatic f ib rosis

[ J] .Ch in Biochem , 1991 , 24(3):219-239.

[ 5] Misak i M , Shim a T , Yano Y , et a l.Basement membrane-

related and type Ⅲ p reco llagen-related ant igens in serum of

pat ient w ith ch ronic viral liver disease[ J] .C lin Chem , 1990,

36(3):522-524.

[ 6] 陶文生 ,韩淑芳 .三七有利胆 、退黄 、降酶等作用[ J] .中医

杂志 , 1994 , 35(2):71.

[ 7] 梁力建 ,何 强 , 吕明德 ,等.三七总皂甙对大鼠肝缺血再

灌注损伤的保护作用[ J] .新消化病学杂志 , 1997 , 5(7):

419-420.

[ 8] Cedil lo A , Mourelle M , Muriel P .E ffect of colchicine and

trimethylcolchicinic acid o n CCl4-induced cirrhosis in the rat

[ J] .Pharmacology Toxicology ,1996 , 79(4):241-246.

(编辑 潘式文)

张荣华 ,等 .三七抗肝纤维化的实验研究


