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　　提　要　目的: 观察肝结散对 CCl4诱导的小鼠肝纤维化损害的预防作用。方法: 以小剂量 CCl4橄榄油溶

液长期腹腔注射造成小鼠慢性肝损伤性纤维化模型 ,同时预先以不同剂量肝结散口服给药 ,与秋水仙碱对

照 ,观察肝组织形态结构及其胶原代谢等的变化。结果: 肝结散高、低剂量组小鼠血谷丙转氨酶活性

( ALT130. 44± 42. 8, 145. 3± 38. 9)、 LPO ( 6. 42± 0. 64, 6. 74± 0. 71)、 PCⅢ ( 1459. 7±174. 8, 1485. 46± 163. 4)、 HA

( 1761. 35± 151. 36, 1814. 28± 170. 31)和肝纤维化积分 ( 1. 31± 0. 84, 1. 42± 0. 77)均明显低于对照组 (分别

为 ALT201. 8± 78. 5, LPO8. 70± 0. 72, PCⅢ 1956. 88± 201. 71, HA2339. 64± 209. 83,纤维化积分 1. 96±

1. 06) ,而白蛋白含量 ( 36. 1± 2. 5, 34. 6± 2. 7)、 SOD( 19. 38± 4. 21, 18. 83± 3. 90)、 GSH( 48. 52± 3. 67, 46. 67

± 3. 42)均明显高于对照组 (分别为白蛋白含量 30. 4± 5. 6, SOD12. 75± 2. 70, GS H40. 00± 2. 65)。结论: 肝结

散对 CCl4性肝损害有保护效应 ,这一作用可能与其促进自由基清除 ,减少 PCⅢ和 HA的合成和沉积有关。
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　　肝纤维化的治疗是目前较为困难的研究领域 ,国

内学者在挖掘中草药抗肝纤维化领域取得了一些可喜

的进展 ,但多偏重于活血化瘀法及其相关药物 [ 1]。中医

认为肝纤化的过程以肝阴亏损和肝脉瘀阻为主要病机

特征。为此 ,我们以养阴活血法为指导 ,选用二至丸和

桂枝茯苓丸加减组方并制成肝结散 ,旨在观察肝结散

对 CCl4所致慢性肝损伤时肝脏形态学及自由基代谢、

和某些细胞外间质 ( Ex t racellua r matrix , ECM )成分

的影响。探讨其对慢性肝损伤的作用及其机制。

1　材料与方法

1. 1　动物
　 　成年健康昆明种小白鼠 ,清洁级 ,雌雄兼用 ,体重 ( 20± 2)

g ,由野战外科研究所动物室提供。

1. 2　肝结散
　　主要由黄芪、桃仁、茯苓、丹参、丹皮等组成 ,并由院制剂室

制成可溶性散剂 ,经重蒸水溶解 ,冰箱保存备用。

1. 3　秋水仙碱
　　按临床用量约 10倍稀释成 10 mg /ml冷藏备用 [2]。

1. 4　肝纤维化模型
　　每只小鼠以 20% CCl4橄榄油溶液 (将 CCl4溶于橄榄油 ,

V /V )腹腔注射 , 0. 1 ml /次 ,每周 2次 ,连续 3个月。

1. 5　动物分组及给药
　　将纳入实验的小鼠随机分成 5组 ,每组 20只。A组为正常对

照组 ,以生理盐水腹腔注射 ,自来水灌胃 ; B组为模型组 ; C组为

秋水仙碱治疗组 ,造模同时以秋水仙碱每只每次 0. 5 ml灌胃 ;

D组和 E组分别以肝结散 2. 5 g kg- 1 d- 1 , 1. 25 g kg- 1 d- 1灌

胃 ,作为高、低剂量治疗组。小鼠给药量系按等效量公式算出。

每日给药 1次 ,连续 3个月。末次给药 2 h后 ,小鼠称重 ,眼眶取

血 ,留取血样 ;断头处死 ,取肝、脾脏称重并留取肝脏标本。

1. 6　检测指标及方法
1. 6. 1　小鼠体重及肝脾系数　　脏器系数 = (脏器重量 /体

重 )× 100% 。

1. 6. 2　组织学检查及判定标准　　按参考文献 [ 3 ]所用方法

进行。

1. 6. 3　外周血生化指标　　按常规方法及有关文献方法测外

周血中丙氨酸氨基转换酶 ( ALT , u) ,总蛋白 ( g /L ) ,白蛋白

( g /L ) ,过氧化脂质 ( LPO , nmo l /ml) ,超氧化物歧化酶 ( SOD,

u /ml) ,还原型谷胱苷肽 ( GSH, mg /ml ) ,Ⅲ 型前胶原 ( PCⅢ ,

u /l) ,透明质酸 ( HA, mg /L )。

1. 6. 4　肝组结匀浆生化指标　 　肝右叶对应部位取组织 20

g ,冰浴状态下以匀浆器匀浆 1. 5 min,分离上清 ,按常规方法测

定蛋白含量及 LPO ( mmo l /mg pro tein)、 SOD ( u /mg pro tein)、

GSH( mg /mg protein)。

2　结果

2. 1　肝结散对各组小鼠体重及肝脾系数的影响
　　如表 1所示 ,各组间小鼠体重差异不明显 ,肝、脾系数与正

常组比较各组明显增加 ,与模型组比较各组显著减少 ,提示各

给药组肝脾肿大均有减轻 ,但给药组间差异不明显。

2. 2　肝结散对各组小鼠肝功能的影响
　　如表 2所示 ,各组间总蛋白量差异不明显 ,各给药组白蛋白

含量与正常组比较差异不显著 ,与模型组比较则差异显著 ( P
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< 0. 05) , ALT含量以模型组最高 ,明显高于其它各组 ,各给药

组亦显著高于正常对照组。

表 1　各组小鼠体重及肝脾系数 ( x-± s,n= 20)

Tab 1　Weight and relative weight of spleen

and liver (x-± s ,n= 20)

Group n Weight ( g ) Spleen relative weight Liv er rela tive weight

A 20 33. 55± 3. 59 0. 56± 0. 15 4. 70± 0. 36

B 20 33. 98± 2. 94 0. 99± 0. 18△△ 6. 85± 0. 82△△

C 20 34. 15± 2. 20 0. 74± 0. 22△* 5. 64± 0. 87△*

D 20 35. 64± 2. 10 0. 76± 0. 17△* 5. 57± 0. 76△*

E 20 35. 07± 1. 90 0. 78± 0. 16△* 5. 68± 0. 73△*

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs A;* : P < 0. 05 vs B

表 2　各组小鼠肝功能变化 ( x-± s,n= 20)

Tab 2　 Changes of liver function in diff erent groups

of mice(x-± s, n= 20)

Group To tal protein(ρB /g L- 1 ) Albumin(ρB /g L- 1) AL T( IU)

A 66. 29± 14. 6 37. 2± 2. 8 80. 4± 17. 6

B 65. 31± 13. 4 30. 4± 5. 6△ 201. 8± 78. 5△△

C 66. 40± 15. 1 36. 3± 2. 7* 142. 7± 40. 4△△*

D 64. 70± 13. 7 36. 1± 2. 5* 130. 4± 42. 8△△*

E 65. 30± 12. 9 34. 6± 2. 7* 145. 3± 38. 9△△*

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs A;* : P < 0. 05v s B

2. 3　各组小鼠肝脏病理形态学检查
2. 3. 1　肝脏外观　　 A组小鼠肝脏表面光滑 ,边缘锐利 ,呈红

褐色 ,质软 ,无肿胀结节等 ; B组肝脏肿胀明显 ,质硬 ,呈暗褐

色 ,无光泽 ,表面粗糙 ,布满大小不等的暗紫色结节 ,肝脏边缘

不齐 ; 3个给药组肝脏外观情况相似 ,与 B组比较 ,肿胀减轻 ,质

中等硬度 ,色紫红 ,表面可见少数散在细小暗红色结节 ,肝脏边

缘锐利。

2. 3. 2　肝脏纤维化光镜检查

　　在 HE和 VG切片上 ,各组小鼠肝脏纤维化如表 3所见。经

Ridti分析 , 3个给药组肝纤维化程度明显低于 B组 ,而各给药

组间差异不显著 ;经 t检验 ,成纤维细胞数以 C组最低 ,显著低

于 B组 , 3个给药组间差异不显著。

表 3　各组小鼠肝脏纤维化情况 ( x-± s,n= 20)

Tab 3　Measurement of liver fibrosis in dif ferent

groups of mice( x-± s ,n= 20)

B C D E

Liver fib rosi s
( Point )

1. 96± 1. 06 1. 12± 0. 76* 1. 31± 0. 84* 1. 42± 0. 77*

Fib roklast
( Num ber)

9. 94± 8. 47 3. 76± 2. 86* 4. 63± 3. 06* 4. 88± 3. 56*

* : P < 0. 05 vs B

2. 4　肝结散对小鼠 LPO、 SOD、 GSH的影响 ,见表 4

表 4　各组小鼠外周血及肝组织匀浆中 LPO、 SOD、GSH的变化 (x-± s,n= 20)

Tab 4　Concentrations of LPO, SOD and GSH in serum and liver homogenate in dif f erent groups of mice( x-± s ,n= 20)

Serum Homogenate

LPO(CB /nmol m l- 1) SOD(u /ml) GSH(ρB /mg ml- 1 ) LPO( nmol /mg protein) SOD( u /mg protein ) GSH( mg protein)

A 5. 12± 0. 47 22. 5± 2. 44 55. 4± 2. 43 3. 32± 0. 4 23. 8± 2. 1 4. 05± 0. 21

B 8. 70± 0. 72△△ 12. 75± 2. 70△△ 40. 00± 2. 65△△ 7. 16± 0. 80△△ 12. 8± 2. 12△△ 2. 28± 0. 56△△

C 7. 89± 0. 52 13. 20± 3. 81△△ 43. 63± 4. 25△△ 6. 37± 0. 56△△ 13. 88± 3. 71△△ 3. 45± 0. 43△□*

D 6. 42± 0. 64△△□* * 19. 38± 4. 21△△□* * 48. 52± 3. 67△□* * 4. 72± 0. 36△□* * 20. 43± 4. 25△□* * 3. 89± 0. 54△□*

E 6. 74± 0. 71△□* 18. 83± 3. 90△□* 46. 67± 3. 42△□* 4. 89± 0. 56△□* 19. 39± 3. 59△□* 3. 59± 0. 48△□*

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs A;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs B;□: P < 0. 05 vs C

　　如表 4所示: D组与 E组各项指标与 B组比较均有显著性

差异 ;与 C组比较 ,除肝 GSH外 ,其它各项均有显著性差异 ; C

组与 B组比较 ,只有肝 GSH含量差异显著 ; A组与其它各组比

较 ,各项指标均有显著性差异。提示慢性 CCl4性肝损害时存在

自由基代谢异常 ,主要表现为血及肝中 LPO蓄积和 SOD、 GSH

降低 ,秋水仙碱只对肝 GSH有所提高 ,而肝结散对这种代谢异

常有良好的调节作用。

2. 5　肝结散对小鼠外周血 PCⅢ 、 HA的影响 ,见表 5

表 5　各组小鼠外周血中 PCⅢ 、HA的变化 (x-± s,n= 20)

Tab 5　 Concentrations of PCⅢ and HA in serum in diff erent groups of mice(x-± s,n= 20)

A B C D E

PCⅢ ( u /L) 1181. 25± 106. 87 1956. 88± 201. 71△△ 1368. 0± 184. 57△△* * 1459. 7± 174. 8△* * 1485. 46± 163. 4△* *

HA(ρB /mg L- 1 ) 1411. 32± 158. 02 2339. 64± 209. 83△△ 1641. 24± 149. 64△△* * 1761. 35± 151. 36△* * 1814. 28± 170. 31△* *

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs A;** : P < 0. 01 vs B
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　　如表 5所示: B组小鼠 PCⅢ 、 HA较 A组显著增高 ; 3个给

药组小鼠 PCⅢ 、 HA较 A组升高 ,较 B组降低 ,给药组间差异

不显著。

3　讨论

　　国内外近年来的研究证实 ,肝纤维化时细胞外间

质过度表达。血清及肝组织中 HA、 PCⅢ等含量随肝细

胞损伤程度及纤维化程度而变化 [ 4]。临床研究证实: 血

清 HA升高幅度与肝组织病变的严重性呈正相关 ,并

且与肝功能指标之间也有密切相关性 ,认为 HA可以

反映肝脏的损伤程度和肝纤维化发展变化。PCⅢ与肝

脏纤维化形成的活动程度亦有密切的相关性。其血清

含量随肝脏胶原合成的活跃而增多
[5 ]

。本实验观察到

具有养阴活血功效的肝结散能明显减少实验性肝纤维

化小鼠血清及肝组织匀浆中 HA、 PCⅢ含量 ;同时观察

到用药组小鼠肝细胞损害较轻 ,肝纤维化及肝脾肿胀

程度较对照组均有明显改善 ,与具有抗肝纤维化作用

的秋水仙碱对照 ,表现出良好的保护效应。

　　肝纤维化形成的最直接原因是肝细胞坏死 ,因为

坏死本身即是一种强有力的刺激和诱导因素。另一重

要因素是免疫调节紊乱 ,即肝脏内的 Kupf fer细胞和

淋巴细胞被激活 ,激活的细胞释放各种细胞因子和其

受体的表达 ,从而引发病理改变 [6 ]。CCl4诱导肝纤维化

的机制涉及这两方面的原因 ,其中以细胞损害尤为重

要。CCl4在肝脏经微粒体酶还原活化生成自由基。

( CCl3和 OO CCl3 ) ,后者对质膜的直接损伤及启动膜

脂质过氧化是其重要的初始和二次反应
[ 7]

。CCl4所致

的小鼠肝损伤时存在着明显的自由基代谢异常。肝结

散能增加小鼠血清及肝脏中 SOD、 GSH含量 ,减少

LPO蓄积 ,由此减轻自由基损伤作用 ,这可能是其抗

CCl4性肝损伤的作用机制之一。到于肝结散在肝损伤

状态下的免疫调节作用则有待进一步研究。
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Preventive ef fects of Ganjiesan on hepatic f ibrosis induced by carbon te-

trachloride in mice
Yang Guohan, Dai Yuguang , Tan Xiaoming ( Depar tment o f T raditional Chinese M edicine, Daping Hospital, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing , 400042)

　 　 Abstract　Objective: T o investiga te th e preventiv e effects of Ganjiesan ( G JS) on hepatic fibr osis in-

duced by carbon tetrachlo ride ( CCl4 ) . Methods: Afte r the hepa tic fibr osis w as induced by CCl4 in mice , the

hepa tic mo rpho log y and function w ere obse rv ed and the lev els o f proco llag en Ⅲ ( PCⅢ ) , hya turonic acid

( HA) , g lutathione ( GS H) , lipid pero xides ( LPOs) and super oxide dismutase ( SOD) in the plasma w ere de-

termined. Results: In the mice without o ral administration o f G JS, collag en synthesis wa s incr ea sed while

hepa tic function w as impair ed. M eanw hile, plasma levels o f PCII I and LPOs w ere inc reased wh ereas those of

SOD and GSH decrea sed. In the mice with o ral administ ration o f G JS, co llag en synthesis and depositio n w ere

inhibi ted, the hepatic function appea red normal and the pla sma levels of the above- mentioned biochemica l

pa rame ters g radually no rmalized. The effec ts of G JS pa ralleled with those of colchicine. Conclusion: G JS can

exert significant pr eventiv e effects of hepa tic fibro sis induced by CCl4 in mice , which might be due to its pro-

mo ting the r emoval o f fr ee radicals and decr ea sing the synthesis and accumula tion o f PCⅢ and HA.

　　 Key words　 hepatic fibrosis; Ganjiesan; colchicine; mouse
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