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柔木丹颗粒对四氯化碳诱导小鼠肝纤维化的治疗作用

史晓燕１，许小凡１，宋　亮１，李　倩１，常占杰２，席　奇２，李京涛２

（１．陕西中医药大学医学科研实验中心，陕西　咸阳　７１２０４６；２．陕西中医药大学附属医院肝病科，陕西　咸阳　
７１２０００）

摘要：　目的　探讨柔木丹颗粒对四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导的小鼠肝纤维化的治疗作用。方法　将３０只成年昆明
小鼠随机分为对照组、肝纤维化组和柔木丹组，每组１０只。肝纤维化组和柔木丹组小鼠腹腔注射含体积分数２０％
ＣＣｌ４的橄榄油混合液５ｍＬ·ｋｇ

－１，对照组小鼠腹腔注射相同体积的橄榄油，每周２次，连续８周；第３周起，柔木丹组

小鼠灌胃柔木丹颗粒４ｇ·ｋｇ－１，每日１次，共６周；肝纤维化组和对照组小鼠灌胃相同体积的生理盐水。实验前和末
次给药后２４ｈ（实验后）分别称各组小鼠的体质量，观察各组小鼠体质量的变化；并于取材时称小鼠肝质量，计算各组
小鼠肝体比；取小鼠肝组织，进行苏木精伊红染色和Ｍａｓｓｏｎ染色，观察小鼠肝组织病理学变化；免疫组织化学法检测
小鼠肝组织中α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的定位及表达；实时聚合酶链反应检测小鼠肝组织中αＳＭＡ、Ⅰ型胶原蛋白
Ａ１（ＣＯＬ１Ａ１）、组织金属蛋白酶抑制剂１（ＴＩＭＰ１）及转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）ｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠
肝组织中αＳＭＡ、ＴＧＦβ１蛋白的表达。结果　实验前３组小鼠体质量比较差异无统计学意义（Ｆ＝２．３１２，Ｐ＞０．０５）。
肝纤维化组和柔木丹组小鼠体质量增加显著小于对照组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组小鼠体质量增加显著大于肝纤维化组
（Ｐ＜０．０１）。肝纤维化组小鼠肝体比显著大于对照组和柔木丹组（Ｐ＜０．０１），对照组与柔木丹组小鼠肝体比比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。肝纤维化组小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白及 ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），
柔木丹组小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著低于肝纤维化组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组与对照组小鼠肝
组织中αＳＭＡ蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。肝纤维化组小鼠肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１和
ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组小鼠肝组织中ＣＯＬ１Ａ１和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量
显著低于肝纤维化组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组小鼠肝组织中ＣＯＬ１Ａ１和ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１）。肝纤维化组小鼠肝组织中ＴＧＦβ１蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组小鼠肝组
织中ＴＧＦβ１蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著低于肝纤维化组（Ｐ＜０．０１），柔木丹组小鼠肝组织中 ＴＧＦβ１蛋白及
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　柔木丹颗粒可通过降低肝组织中 αＳＭＡ、ＣＯＬ１Ａ１、ＴＩＭＰ１及
ＴＧＦβ１的表达而改善ＣＣｌ４诱导的小鼠肝纤维化。

关键词：　肝纤维化；柔木丹颗粒；四氯化碳；α平滑肌肌动蛋白；组织金属蛋白酶抑制剂１；转化生长因子β１
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ｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ
ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ１ａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ１ａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅ
Ｒｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＯＬ１Ａ１ａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ
ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
００１）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓｃａｎｉｍｐｒｏｖｅＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｍｉｃｅｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ，ＣＯＬ１Ａ１，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　 ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ；Ｒｏｕｍｕｄａｎｇｒａｎｕｌｅｓ；ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ；αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１

　　肝纤维化是慢性肝损伤导致的纤维生成和炎症
反应过程，表现为肝细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）过度增生和异常沉积，导致肝脏的结构和功能
异常，可发展为肝硬化，甚至肝癌，严重威胁人类的健

康［１２］。柔木丹颗粒由黄芪、皂刺、鳖甲、枳壳、柴胡、

赤芍、丹参、川芎、汉防己等组成，针对肝纤维化的中

医病机和证型，方中黄芪甘温补气，皂刺、鳖甲软坚散

结，枳壳、柴胡疏肝理气，赤芍、丹参、川芎活血散瘀，

汉防己利湿消肿，诸药配伍寓“气行则血行”、“血行

则瘀散”之意，达到补气活血、散结排毒之目的［３］。本

研究旨在探索柔木丹颗粒对小鼠肝纤维化的治疗作

用，为其临床应用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　清洁级雄性昆明小鼠 ３０
只，体质量２５～３５ｇ，购自成都达硕实验动物有限公
司，许可证号：ＳＣＸＫ（川）２０１５０３０。将３０只小鼠随
机分为对照组、肝纤维化组及柔木丹组，每组１０只。

１．２　主要试剂与仪器　柔木丹颗粒（陕西中医药
大学附属医院制剂室，陕药制字 Ｚ２０１６００１２）；四氯
化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）、无水乙醇（上海国
药集团化学试剂有限公司），阿格利司（ＡＧＲＩＣ）欧
丽薇娜特级初榨橄榄油（西班牙亿芭利橄榄油公

司），ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
Ⅱ（日本ＴａＫａＲａ公司），蛋白提取、定量及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ相关试剂（武汉博士德生物工程有限公司），
ＰｒｏｔｅａｓｅａｎｄＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＭｉｎｉＴａｂｌｅｔｓ（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），抗 α平滑肌肌动蛋
白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）抗体（北京博奥
森生物技术有限公司），抗转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）抗体（美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）引物（生工
生物工程上海股份有限公司）。ＲＭ２２３５石蜡切片
机（德国徕卡公司），ＴＣ１２０Ｓ型生物组织自动脱水
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机、ＴＢ７１８ＥＬ生物组织包埋机、ＴＫ２１８ＩＩ生物组织
摊片、烤片机（湖北泰维科技实业有限公司），Ａ１研
究级正置数码显微镜（德国蔡司公司），ＢＣＤ５７９ＷＥ
低温冰箱（青岛海尔股份有限公司），ＪＹ３００２电子天
平（上海精密科学仪器有限公司），蛋白电泳系统（美

国ＢｉｏＲａｄ公司），全自动酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司），７５００实时ＰＣＲ系统（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司），手术用剪刀、注射器、小鼠灌胃针、小鼠笼具（陕

西中医药大学医学科研实验中心）。

１．３　实验方法
１．３．１　肝纤维化小鼠模型的建立及给药　３组小
鼠给予基础饲料适应性喂养１周，于造模前１ｄ上
午禁食不禁水２４ｈ。肝纤维化组和柔木丹组小鼠腹
腔注射含体积分数 ２０％ ＣＣｌ４的橄榄油混合液
５ｍＬ·ｋｇ－１，对照组小鼠腹腔注射相同体积的橄榄
油，每周２次，连续８周；第３周起，柔木丹组小鼠灌
胃柔木丹颗粒４ｇ·ｋｇ－１，每日１次，共６周；肝纤维
化组和对照组小鼠灌胃相同体积的生理盐水。

１．３．２　小鼠体质量及肝质量测定　实验前称小鼠
体质量，末次给药后小鼠禁食不禁水 ２４ｈ（实验
后），称体质量；然后 １００ｇ·Ｌ－１水合氯醛溶液
（４ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔注射麻醉，取肝脏，称肝质量，计
算体质量差及肝体比（肝体比＝肝质量／体质量）。
１．３．３　小鼠肝组织病理学检测　取０．２～０．３ｃｍ
厚度的肝组织，浸入体积分数１０％中性甲醛溶液固
定，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片（厚度约３μｍ）；
按照常规步骤进行苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）和Ｍａｓｓｏｎ染色，中性树胶封片，显微镜下观察。
１．３．４　免疫组织化学染色检测肝组织中 αＳＭＡ
的表达　取肝组织石蜡切片，常规脱蜡至水，体积分
数３％ Ｈ２Ｏ２室温避光孵育１０ｍｉｎ，纯水冲洗３次，
每次３ｍｉｎ；枸橼酸缓冲液煮沸１５ｍｉｎ修复抗原，自
然冷却至室温，磷酸盐缓冲液冲洗３次，每次５ｍｉｎ；
５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白室温封闭 １ｈ后滴加抗
αＳＭＡ的一抗（１２００稀释），４℃孵育过夜，用含
Ｔｗｅｅｎ２０的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）冲洗５次，每次３ｍｉｎ；滴加生
物素化山羊抗兔ＩｇＧ，室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ冲洗５次，
每次３ｍｉｎ；加链霉亲和素生物素复合物室温孵育
４０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ冲洗５次，每次３ｍｉｎ；二氨基联苯胺
显色，苏木精复染，脱水，封片，显微镜下观察并

拍照。

１．３．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测小鼠肝组织中αＳＭＡ、
ＴＧＦβ１、ＣＯＬ１Ａ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表达　取
约３０ｍｇ肝组织，使用 ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌ
ＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ提取小鼠肝组织总 ＲＮＡ。以总

ＲＮＡ为模板，经ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ反转录获
得ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，按照 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑⅡ试剂盒说明书进行ＰＣＲ。以磷酸甘油醛脱氢
酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
为内参，采用２－△△Ｃｔ法计算 αＳＭＡ、ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶
原蛋白 Ａ１（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ Ａ１，ＣＯＬ１Ａ１）、组织金
属 蛋 白 酶 抑 制 剂 １ （ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ１）的相对表达量。αＳＭＡ
上游引物序列为５′ＧＧＣＴＣＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＡＡＧＧ３′，
下游引物序列为５′ＣＴＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣ３′；
ＣＯＬ１Ａ１ 上 游 引 物 序 列 为 ５′ＡＣＣＴＧＴＧＴＧＴ
ＴＣＣＣＴＡＣＴＣＡ３′，下游引物序列为 ５′ＧＡＣＴＧＴＴＧ
ＣＣＴＴＣＧＣＣＴＣＴＧ３′；ＴＩＭＰ１上游引物序列为 ５′
ＧＧＴＧＴＧＣＡＣＡＧＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＴＴ３′，下游引物序列
为５′ＴＣＣＧＴＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＴＧＡＧＴＧＴＣＡ３′；ＴＧＦβ１
上游引物序列为 ５′ＧＣＣＣＴＧＧＡＴＡＣＣＡＡＣＴＡＴＴＧＣ
３′，下游引物序列为 ５′ＴＧＴＴＧＧＡＣＡＧＣＴＧＣＴＣＣＡ
ＣＣＴ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物序列为 ５′ＴＧＡＡＣＧＧ
ＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ３′，下游引物序列为 ５′ＴＣＣＡＣＣ
ＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。
１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠肝组织中 αＳＭＡ
和ＴＧＦβ１蛋白的表达　取３０ｍｇ肝组织，加入添
加ＰｒｏｔｅａｓｅａｎｄＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ的蛋白裂解液
５００μＬ，充分匀浆，冰上孵育２ｈ，１２０００×ｇ、４℃离
心１０ｍｉｎ，吸取上清液，二喹啉甲酸法进行蛋白定
量；加等量的蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶电泳，将蛋白样品转移至聚偏氟乙烯膜，用

含５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉的封闭液室温封闭１ｈ；分别
加抗βａｃｔｉｎ（１１０００）、抗 ＴＧＦβ１（１２００）、抗
αＳＭＡ（１２００）的一抗，４℃下在摇床上孵育过夜，
用加 Ｔｗｅｅｎ２０的 ＴｉｒｓＨＣｌ缓冲液漂洗 ３次，每次
５ｍｉｎ；加辣根过氧化物酶标记的二抗（稀释度１
１０００的山羊抗小鼠 ＩｇＧ或 １５０００的山羊抗兔
ＩｇＧ），室温下在摇床上孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，每
次 ５ｍｉｎ。加电化学发光液，利用凝胶成像系统，选
择合适的曝光时间拍照。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用方差分析，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　３组小鼠体质量及肝体比比较　结果见表１。
实验前 ３组小鼠体质量比较差异无统计学意义
（Ｆ＝２．３１２，Ｐ＞０．０５）。肝纤维化组和柔木丹组小
鼠体质量增加显著小于对照组，差异有统计学意义
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（Ｐ＜０．０１）；柔木丹组小鼠体质量增加显著大于肝
纤维化组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。肝纤维
化组小鼠肝体比显著大于对照组和柔木丹组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；对照组与柔木丹组小鼠
肝体比比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表１　３组小鼠体质量及肝体比比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｂｏｄｙｍａｓｓａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｉｖｅｒｍａｓｓｔｏｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 实验前体质量／ｇ 实验后体质量／ｇ 体质量差／ｇ 肝体比

对照组 ６ ３６．５６±０．９８ ４４．５０±０．８８ ７．９４±１．０７ ０．０４３３±０．００１５
肝纤维化组 ６ ３６．７５±１．１６ ４０．４３±１．６４ ３．６８±０．８５ａ ０．０５４７±０．００５３ａ

柔木丹组 ６ ３５．００±１．９１ ４１．１４±１．７７ ６．１５±０．６２ａｂ ０．０４６１±０．００３４ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与肝纤维化组比较ｂＰ＜０．０１。

２．２　３组小鼠肝组织病理学变化　结果见图 １。
ＨＥ染色结果显示，对照组小鼠肝细胞排列整齐，肝
小叶结构完整；肝纤维化组小鼠肝组织出现空泡，肝

细胞明显变形，肝小叶结构严重破坏；柔木丹组小鼠

肝组织损伤程度较肝纤维化组显著改善。Ｍａｓｓｏｎ
染色结果显示，与对照组相比，肝纤维化组小鼠肝脏

胶原纤维沉积，出现明显的纤维化；柔木丹组小鼠肝

纤维化程度明显减轻。

图１　３组小鼠肝组织病理学变化（×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（×１００）

２．３　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ表达比较　结果见
图２、图３和表２。免疫组织化学染色结果显示，对
照组小鼠肝组织中未见αＳＭＡ阳性表达细胞；肝纤
维化组小鼠肝组织中 αＳＭＡ阳性表达细胞大量增
加，尤以中央静脉周围较明显；柔木丹组小鼠肝组织

中αＳＭＡ阳性表达细胞较肝纤维化组减少，中央静
脉周围几乎无 αＳＭＡ阳性表达细胞。肝纤维化组

小鼠肝组织中 αＳＭＡ蛋白及 ｍＲＮＡ相对表达量显
著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；柔木
丹组小鼠肝组织中 αＳＭＡ蛋白及 ｍＲＮＡ相对表达
量显著低于肝纤维化组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；柔木丹组与对照组小鼠肝组织中 αＳＭＡ蛋
白及 ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：对照组；Ｂ：肝纤维化组；Ｃ：柔木丹组。

图２　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ的表达（免疫组织化学染色，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
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Ａ：对照组；Ｂ：肝纤维化组；Ｃ：柔木丹组。

图３　３组小鼠肝组织中 αＳＭＡ蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ

ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表２　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量

比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ

ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ αＳＭＡ蛋白 αＳＭＡｍＲＮＡ
对照组 ６ ０．８２±０．０６ １．００±０．０６
肝纤维化组 ６ １．５０±０．１９ａ １．６３±０．０９ａ

柔木丹组 ６ ０．８２±０．０４ｂ ０．９７±０．０９ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与肝纤维化组比较ｂＰ＜０．０１。

２．４　３组小鼠肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１及 ＴＩＭＰ１
ｍＲＮＡ表达比较 　结果见表３。肝纤维化组小鼠
肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量显
著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；柔木
丹组小鼠肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对
表达量显著低于肝纤维化组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；柔木丹组小鼠肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１和
ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）。
表３　３组小鼠肝组织中 ＣＯＬ１Ａ１及 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ相对

表达量比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ１

ａｎｄＴＩＭＰ１ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＣＯＬ１Ａ１ｍＲＮＡ ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ
对照组 ６ １．００±０．０５ １．００±０．０３
肝纤维化组 ６ ６０．６５±３．３１ａ ８．３４±１．２２ａ

柔木丹组 ６ １７．０６±２．７５ａｂ ４．６５±０．５６ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与肝纤维化组比较ｂＰ＜０．０１。

２．５　３组小鼠肝组织中 ＴＧＦβ１蛋白及 ｍＲＮＡ表
达比较　结果见图４和表４。肝纤维化组小鼠肝组
织中ＴＧＦβ１蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；柔木丹组小鼠
肝组织中ＴＧＦβ１蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著低
于肝纤维化组，差异有统计学意义（ｔ＝１０．１６０、

１１８７３，Ｐ＜０．０１）；柔木丹组小鼠肝组织中 ＴＧＦβ１
蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

Ａ：对照组；Ｂ：肝纤维化组；Ｃ：柔木丹组。

图４　３组小鼠肝组织中ＴＧＦβ１蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ

ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表４　３组小鼠肝组织中ＴＧＦβ１蛋白及ｍＲＮＡ相对表达量比较

Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＧＦβ１蛋白 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ

对照组 ６ ０．９０±０．１２ １．００±０．０３
肝纤维化组 ６ ２．１８±０．２２ａ １．８２±０．１１ａ

柔木丹组 ６ １．２１±０．０８ａｂ １．２６±０．０４ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１；与肝纤维化组比较ｂＰ＜０．０１。

３　讨论

肝纤维化是多种原因引起的慢性肝损伤导致的

纤维生成和炎症反应过程，是慢性肝病发展为肝硬

化甚至肝癌的必经阶段［４］。目前研究认为，肝纤维

化阶段尚有逆转的可能，因此，寻找治疗肝纤维化的

有效药物对肝硬化及肝癌的防治具有重要意义［５６］。

ＣＣｌ４是一种选择性肝毒性药物，其进入肝脏后经氧
化产生ＣＣｌ３·及Ｃｌ·自由基，引发活性氧自由基产
生和脂质过氧化，损伤肝细胞，促进肝星状细胞

（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）活化，分泌大量 αＳＭＡ、
ＣＯＬ１Ａ１和ＴＩＭＰ１等，破坏 ＥＣＭ的动态平衡，导致
肝纤维化的发生［７８］。此外，坏死的肝细胞所释放的

ＴＧＦβ１可能是激活邻近 ＨＳＣ并使其分化为肌成纤
维细胞的首要信号，对肝纤维化的发生、发展具有重

要影响［９］。

中医并无“肝纤维化”概念，根据其临床症状、

体征及病理特征可归属于“胁痛”、“积聚”、“症

瘕”、“鼓胀”等范畴，基本病机特点为气阴两虚、淤

阻肝络，基本治法为益气养阴、活血化瘀［１０１１］。由

于肝纤维化是多因素、多环节相互作用的动态发展

过程，而中药复方的优势恰好在于其作用具有多环

节、多层次及多靶点性，且不良反应较少，因此，深入

研究中药复方对肝纤维化的防治具有重要意义。
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柔木丹颗粒治疗肝纤维化具有一定的效果，但

其作用方式和机制尚不明确。本研究采用腹腔注射

ＣＣｌ４的方法建立小鼠肝纤维化模型，并对模型小鼠
灌胃柔木丹颗粒进行干预，以探索柔木丹颗粒对肝

纤维化的治疗效果及相关机制。本研究结果显示，

柔木丹颗粒可以显著改善小鼠肝纤维化，减少胶原

纤维沉积，使肝脏损伤得到改善，肝小叶结构趋于正

常。αＳＭＡ在活化的ＨＳＣ中大量表达，是肝纤维化
的重要标志［１２］。本研究结果显示，柔木丹颗粒可以

显著降低小鼠肝组织中αＳＭＡ的表达，但其作用是
通过促进活化的 ＨＳＣ凋亡还是抑制 ＨＳＣ的活化而
实现，还有待深入研究［１３］。ＣＯＬ１Ａ１是ＥＣＭ的重要
组成部分，在肝内占蛋白总量的５％ ～１０％，当肝脏
发生纤维化时，胶原蛋白含量可增加至约５０％［１４］。

ＴＩＭＰ１在肝纤维化进展过程中持续保持高水平，可
与基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）
结合，使沉积的 ＥＣＭ不能被降解，导致 ＭＭＰ与
ＴＩＭＰ之间平衡被破坏，进一步促进肝纤维化的发
生［１５］。本研究结果显示，柔木丹颗粒能够显著降低

ＣＯＬ１Ａ１和ＴＩＭＰ１的转录水平。ＴＧＦβ１是一种重
要的细胞因子，不仅可诱导 ＨＳＣ的活化，还能激活
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号转导通路，从而促进炎症反应，在
肝纤维化中扮演着重要角色。本研究结果显示，柔

木丹颗粒可以降低 ＴＧＦβ１的表达，但其是否会影
响ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号转导通路中其他信号转导分
子的作用，还有待进一步研究。

综上所述，柔木丹颗粒能够降低 ＨＳＣ中肝纤维
化相关基因αＳＭＡ、ＣＯＬ１Ａ１和ＴＩＭＰ１的表达，其作
用可能是通过抑制 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号转导通路中
ＴＧＦβ１的表达而实现的。该研究可能为柔木丹颗粒
在肝纤维化防治中的临床应用提供一定的理论依据。
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