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常山酮对大鼠肝纤维化的影响及其机制 
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摘  要：目的  探讨常山酮对刀豆蛋白 A（Con A）诱导的大鼠肝纤维化的影响及其机制。方法  50 只 Wistar 大鼠随机分成

对照组（8 只）、模型组（14 只）及常山酮低、高剂量（5、10 mg/kg）组（各 14 只），对照组大鼠每周尾 iv 磷酸盐缓冲液

（PBS）300 μL 1 次；其余 3 组大鼠每周尾 iv Con A 12.5 mg/kg（溶于 300 μL PBS）1 次，连续 8 周。自造模起在常山酮各组

大鼠饲料中添加相应剂量的常山酮，连续给药 8 周后大鼠称质量，处死。生化分析法检测血清中肝功能指标丙氨酸转氨酶

（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、总蛋白（TP）、白蛋白（ALB）的水平；ELISA 法检测血清肝纤维化指标转化生长因子-β1

（TGF-β1）、透明质酸（HA）、III 型前胶原（PC-III）的水平；肝组织行 HE 和 Masson 胶原染色，进行病理分析并按肝纤维

化半定量计分系统（SSS）计分系统进行评分；天狼星红和免疫组化染色观察肝组织 I 型胶原（Col I）的沉积及蛋白表达的

变化。结果  与模型组大鼠比较，常山酮组大鼠血清中 ALT、AST、TP、TGF-β1、HA 和 PC-III 水平显著降低（P＜0.05、
0.01），肝脏病理损伤明显减轻（P＜0.05、0.01），肝纤维化评分明显降低（P＜0.05、0.01），肝组织中 Col I 沉积及蛋白的表

达显著下调（P＜0.05、0.01）。结论  常山酮能有效减轻 Con A 致肝纤维化大鼠的肝脏损伤，降低肝纤维化程度，其机制与

抑制肝内 Col I 的沉积和蛋白的表达有关。 
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Abstract: Objective  To investagate the protective effects of halofuginone against liver injury induced by concanavalin A (Con A) in 
rats and their mechanism. Methods  Rats were divided into control (G1, 8), model (G2, 14), low- (5 mg/kg, G3, 14) and high-dose (10 
mg/kg, G4, 14) halofuginone groups. The rats in G1 were iv injected with 300 μL PBS from tail vain once a week, the rats in other 
three groups were iv injected with 12.5 mg/kg Con A (in 300 μL PBS) once a week for eight consecutive weeks. Halofuginone was 
given in the diet for rats in G3 and G4 after molding and continuous administration for eight weeks after the rats were weighted and 
then were put to execution. The biochemical analysis was used to determine alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
aminotransferase (AST), total protein (TP), and album protain (ALB) in serum while enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) 
was applied for detecting transforming growth factor β1 (TGF-β1), hyaluronic acid (HA), and procollagen III (PC-III) levels in serum. 
HE and Masson’s trichrome stainings were conducted in liver tissue to observe the pathological variations. Grades of hepatic fibrosis  
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were evaluated according to SSS system. Sirus and immunohistochemical stainings were executed for detecting the deposition and 
protein expression of collagen 1 (Col I) in liver tissue. Results  Compared with the G2, halofuginone could decrease the levels of 
ALT, AST, TP, ALB, TGF-β1, HA, and PC-III in serum obviously (P < 0.05, 0.01). Halofuginone could improve the liver pathological 
variations of fibrotic rats obviously (P < 0.05, 0.01) and reduce the score of hepatic fibrosis significantly (P < 0.05, 0.01). 
Halofuginone treatment could reduce the deposition and expression of Col I protein (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Halofuginone could 
attenuate the Con A-induced immunological liver injury and the fibrosis level in rats. The mechanisms possibly contribute to 
down-regulating the deposition and expression of Col I protein in liver of rats. 
Key words: halofuginone; concanavalin A; hepatic fibrosis; Col I; TGF-β1; α-SMA  
 

常山酮（ halofuginone ）是从常山 Dichroa  
febrifuga Lour. 中提取的常山碱（febrifugine）的衍

生物，主要用于驯养类动物球虫病和疟疾的预防和

治疗，且无肝脏毒性[1-3]。自首次发现常山酮可抑制

I 型胶原（Col I）蛋白的合成以来[4]，陆续报道其对

硬皮病、辐射诱导纤维化、肺纤维化、外科植入物

周围纤维化的粘连等与纤维化相关的疾病具有一定

抑制作用[5-6]；还具有抑制胰腺纤维化、平滑肌瘤黑

色素瘤骨转移及肌肉纤维化等作用[7-10]，其主要通

过抑制转化生长因子（TGF-β）信号途径发挥抗纤

维化作用[7-11]。常山酮作为治疗癌症和多种纤维化

疾病的药物目前已经进入临床试验阶段[12]。许多中

药被证实有不同程度的抗纤维化作用[13-15]，然而常

山酮对肝纤维化 Col I 沉积的影响鲜见报道。此外

寻找有效的抗纤维化治疗位点及选择合适的实验模

型研发新的、有效的抗纤维化药物仍是肝病研究领

域的热点和难点[16]。本实验采用刀豆蛋白 A（Con 
A）建立 Wistar 大鼠免疫性肝损伤模型，探讨常山

酮是否具有抑制纤维化和肝脏保护作用及其作用机

制，为常山酮用于治疗肝纤维化提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

常山酮，上海蓝季科技发展有限公司，经 HPLC
检测质量分数＞98%；Con A、苏木素、伊红，美国

Sigma 公司；肿瘤生长因子-β1（TGF-β1）、透明质酸

（HA）、III 型前胶原（PC-III）ELISA 试剂盒，北京

索莱宝科技有限公司；Masson 三色胶原试剂盒，福

州迈新生物技术开发有限公司；天狼星红染色试剂，

北京索莱宝科技有限公司；免疫组化用兔抗大鼠 I
型胶原（Col I）多克隆抗体，北京博奥森生物技术

有限公司。 
1.2  动物 

雄性 Wistar 大鼠，SPF 级，体质量（200±20）
g，由青岛市实验动物和动物实验中心提供，动物质

量合格证号：SCXK（鲁）20090007。大鼠适应环

境 1 周后开始实验。 
1.3  仪器 

Olympus BX50 PM-CBAD 显微照相装置；

Olympus 400 自动生化仪；雷杜 PT-6100 酶标仪。 
2  方法 
2.1  分组与给药 

大鼠随机分为对照组（8 只），模型组（14 只）

及常山酮低、高剂量（5、10 mg/kg）组（各 14 只）。

对照组大鼠经尾 iv 磷酸盐缓冲液（PBS）300 μL，
每周 1 次；其余 3 组大鼠每周尾 iv Con A 12.5 mg/kg 
[溶于 300 μL 磷酸缓冲液（PBS）] 1 次 [17]，连续 8
周。期间对照组和模型组正常喂饲；常山酮各组大

鼠自造模开始喂饲含有相应剂量常山酮的饲料，连

续给药 8 周。第 8 次 iv Con A 1 周后，大鼠以 10%
水合氯醛麻醉，称体质量，心包取血，分离血清，

−20 ℃保存待检。4%多聚甲醛灌注后取肝脏组织，

置于 4%多聚甲醛中待检。 
2.2  指标检测 
2.2.1  肝脏指数  处死大鼠前称体质量，取出肝脏，

滤纸拭干后立即称质量，计算肝脏指数。 
肝脏指数＝肝脏质量 (g) / 体质量 (g) ×100 

2.2.2  肝功能  应用自动生化仪检测大鼠血清中肝

功能指标丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶

（AST）、总蛋白（TP）、白蛋白（ALB）的水平。 
2.2.3  ELISA 法检测大鼠血清中肝纤维化指标

TGF-β1、HA、PC-III 的水平  按 ELISA 试剂盒说

明书操作，酶标仪检测大鼠血清中 TGF-β1、HA、

PC-III 水平。 
2.2.4  病理形态学观察  取“2.1”项下处理过的大

鼠肝组织，HE 染色，光镜下观察（×200）肝组织

病理学改变。 
2.2.5  Masson 三色胶原染色  取“2.1”项下处理

过的大鼠肝组织，Masson 染色，光镜下观察（×200）
胶原纤维，并按照肝纤维化半定量计分系统（SSS）
方法[18]，对各组大鼠肝纤维化程度进行评分，得分
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越高，表示纤维化程度越重。 
2.2.6  苦味酸-天狼星红染色观察胶原沉积   取
“2.1”项下处理过的大鼠肝组织，切片脱蜡至水，

苦味酸-天狼星红染液（1 g 天狼星红溶于 100 mL
苦味酸饱和液内）染 1 h，水洗。苏木素对比核染色

2 min，无水乙醇分化与脱水，二甲苯透明，中性树

脂封固。 
2.2.7  免疫组化 SP 法检测肝组织中 Col I 蛋白的表

达  取“2.1”项下处理过的大鼠肝组织，石蜡包埋，

切片，依次经二甲苯脱蜡、系列质量分数乙醇水化，

PBS 洗 5 次后，置于枸橼酸钠缓冲液中煮沸修复 15 
min，自然凉至室温，PBS 洗 3 次。3%双氧水和正

常山羊血清各封闭 20 min，加入一抗，4 ℃孵育过

夜。次日复温 20 min，PBS 洗 3 次，加入二抗（生

物素标记的羊抗兔 IgG）孵育 20 min，PBS 洗 3 次，

加入三抗（辣根酶标记的链酶亲和素）37 ℃下孵育

20 min，PBS 洗 3 次，DAB 显色，光镜下观察（×

200），适时终止。苏木素复染 5 min，自来水冲洗

片刻，1%盐酸-75%乙醇溶液分化 30 s，自来水冲洗

5 min 蓝化。依次经 70%、80%、90%、95%、无水

乙醇（各 5 min），二甲苯（15 min）脱水 3 次，

后用中性树胶封片。 
2.3  统计学分析 

采用 SAS 8.1 统计学软件进行数据处理，数据

以 ±x s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，进

行方差齐性检验，若各组总体方差齐，采用 Pooled 
t 检验；若各组总体方差不齐，采用 Satterthwaite t
检验。 
3  结果 
3.1  模型成功判定标准 

造模第 8 周末，各组随机处死大鼠 2 只。模型

组大鼠体质量较轻，肝脏大体色泽偏暗、表面不光

滑、体积未见明显改变、边缘较钝、质地较实、有

结节感；血清 ALT、AST、TP、TGF-β1、HA、PC-III

水平均明显升高；病理组织学观察可见肝纤维化，

证实肝纤维化造模成功。随即处死所有大鼠。 
3.2  对大鼠一般状态和肝脏指数的影响 

对照组大鼠发育良好，无死亡。模型组大鼠精

神萎靡、活动少、发育缓慢、毛色蓬乱无光泽、厌

食，体质量减轻，于注射 Con A 第 6 周死亡 2 只，

第 7 周死亡 3 只。常山酮 5 mg/kg 组第 6、7 周各死

亡 1 只大鼠，10 mg/kg 组第 7 周死亡 1 只大鼠，两

组大鼠一般状态介于对照组和模型组之间。与对照

组比较，模型组大鼠肝脏指数显著增加（P＜0.001），
与模型组比较，常山酮各组大鼠肝脏指数显著降低

（P＜0.05）。结果见表 1。 
3.3  对肝纤维化大鼠肝功能指标的影响 

与对照组比较，模型组大鼠血清中 ALT、AST、
TP 水平显著升高（P＜0.01），ALB 水平显著降低

（P＜0.01）。与模型组比较，常山酮各剂量组大鼠血

清中 ALT、AST、TP 水平显著降低（P＜0.05、0.01），
且其两剂量组间无显著差异；常山酮 10 mg/kg 组大

鼠血清中 ALB 水平显著升高（P＜0.01）。结果见表 2。 
3.4  对肝纤维化大鼠血清中肝纤维化指标的影响 

与对照组比较，模型组大鼠血清中 TGF-β1、

HA、PC-III 的水平明显升高（P＜0.01）。与模型组

比较，常山酮各组大鼠血清中的上述指标显著下降 

表 1  常山酮对肝纤维化大鼠肝脏指数的影响 ( ±x s ) 
Table 1  Effect of halofuginone on liver indexes of rats 

with hepatic fibrosis ( ±x s ) 

组  别
剂量 / 

(mg·kg−1)
动物 / 只 肝脏指数 

对照 — 8 4.488 0±0.002 8 

模型 — 9 5.517 1±0.005 9***

常山酮 5 12 5.100 2±0.001 6**#

 10 13 4.948 8±0.002 9**#

与对照组比较： **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

表 2  常山酮对肝纤维化大鼠血清中肝功能指标的影响 ( ±x s ) 
Table 2  Effect of halofuginone on liver function indexes in serum of rats with hepatic fibrosis ( ±x s ) 

组  别 剂量 / (mg·kg−1) 动物 / 只 ALT / (U·L−1) AST / (U·L−1) TP / (g·L−1) ALB / (g·L−1) 

对照 — 8 50.61±5.02 171.58±14.78 62.67±4.68 34.06±2.52 

模型 — 9 70.61±8.90** 253.05±37.76** 74.28±6.81** 27.61±2.10** 

常山酮 5 12 64.38±6.26**# 218.73±20.00**# 70.67±5.81** 29.38±2.88** 

 10 13 59.91±6.02*## 208.68±33.18*# 67.46±5.18*# 31.58±2.59*##

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 
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（P＜0.05、0.01），且 10 mg/kg 组大鼠血清 HA 和

PC-III 的水平显著低于 5 mg/kg 组（P＜0.05）。结果

见表 3。 
3.5  各组大鼠肝组织病理学观察 

HE 染色可见，对照组大鼠肝小叶结构完整，

肝索排列整齐，肝细胞无变性坏死和淋巴细胞浸润，

未见纤维沉积。模型组大鼠汇管区纤维结缔组织大

量增生，肝小叶结构被破坏，肝索排列紊乱，肝细

胞坏死明显，有大量淋巴细胞浸润，部分可见假小

叶形成。常山酮 10 mg/kg 组大鼠肝脏汇管区有少量

纤维组织增生，肝细胞变性坏死明显减轻，少量淋

巴细胞浸润，未见假小叶形成；其 5 mg/kg 剂量组

量组大鼠汇管区纤维结缔组织增生较明显，个别小

叶结构被破坏，未出现假小叶，肝损伤程度介于模

型组和其高剂量组之间。结果见图 1。 

Masson 三色胶原染色显示，对照组大鼠肝脏汇

管区有极少量胶原纤维存在，肝小叶间未见纤维组

织增生，无假小叶形成。模型组大鼠肝脏汇管区大

量胶原纤维增生，增生的胶原纤维形成纤维分隔，

并破坏肝小叶结构，分割、包绕肝小叶，有假小叶

形成。常山酮 10 mg/kg 组大鼠肝脏胶原纤维明显减

少，只见汇管区有一定的纤维组织增生，少部分亦

见胶原向周边延伸，无假小叶存在；其 5 mg/kg 剂

量组大鼠肝组织汇管区纤维结缔组织增生较明显，

个别小叶结构被破坏，未出现假小叶，肝损伤程度

介于模型组和常山酮 10 mg/kg 组之间。结果见图 2。 
按照 SSS 方法，对 4 组大鼠肝纤维化程度进行

评分。结果显示，与模型组比较，常山酮各剂量组

大鼠 SSS 评分显著降低（P＜0.001），其中 10 mg/kg
组的作用强于 5 mg/kg 组（P＜0.05）。结果见表 4。 

表 3  常山酮对肝纤维化大鼠血清中肝纤维化指标的影响 ( ±x s ) 
Table 3  Effect of halofuginone on hepatic fibrosis indexes in serum of rats with hepatic fibrosis ( ±x s ) 

组  别 剂量 / (mg·kg−1) 动物 / 只 TGF-β1 / (ng·L−1) HA / (ng·L−1) PC-III / (μg·L−1) 

对照 — 8 97.86± 9.39 210.33±33.11 19.72±2.15 

模型 — 9 129.83±20.90** 365.01±54.08** 29.64±4.37** 

常山酮 5 12 114.04± 7.87**# 314.73±45.81**# 25.77±3.13**# 

 10 13 112.24±12.07*# 264.06±51.66**##▲ 23.02±3.33*##▲ 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与常山酮 5 mg·kg−1 组比较：
▲P＜0.05 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; ▲P < 0.05 vs halofuginone 5 mg·kg−1 group 

 

 

图 1  HE 染色观察各组大鼠肝组织病理学改变 
Fig. 1  Liver histopathological photograms of rats in each group by HE staining 

 

图 2  Masson 染色观察各组大鼠肝组织病理学改变 
Fig. 2  Liver histopathological photograms of rats in each group by Masson staining 

    
对照                        模型                   常山酮 5 mg·kg−1                      常山酮 10 mg·kg−1  

   
对照                        模型                   常山酮 5 mg·kg−1                      常山酮 10 mg·kg−1   
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表 4  常山酮对肝纤维化大鼠 SSS 评分的影响 ( ±x s ) 
Table 4  Effect of halofuginone on SSS score of rats 

with hepatic fibrosis ( ±x s ) 

组  别 剂量 / (mg·kg−1) 动物 / 只 SSS 评分 

对照 — 8 0 

模型 — 9 20.75±2.87 

常山酮 5 12 13.70±2.45###

 10 13 11.30±2.08###▲

与模型组比较：###P＜0.001；与常山酮 5 mg·kg−1 组比较：
▲P＜0.05 

###P < 0.001 vs model group; ▲P < 0.05 vs halofuginone 5 mg·kg−1 group 

3.6  对纤维化肝脏 Col I 胶原沉积的影响 
天狼星红染色显示，对照组大鼠肝脏汇管区有

极少量的 I 型沉积。模型组大鼠肝脏中 Col I 沉积明

显增多，呈红色，在小叶中央静脉、肝窦周围间隙

呈环绕分布，在汇管区呈星芒状分布，部分向小叶

内伸展，形成小叶间分隔。常山酮给药组大鼠肝脏

Col I 沉积明显减少，只见汇管区有一定的纤维组织

增生，少部分亦见胶原向周边延伸，无假小叶存在，

其对胶原沉积的减轻作用随剂量的增加而增强。结

果见图 3。 
3.7  对肝纤维化大鼠肝组织中Col I蛋白表达的影响 

对照组大鼠免疫组化图片背景洁净，无非特异性

染色，大鼠肝组织 Col I 表达微弱，主要分布在门静

脉、汇管区及纤维间隔等纤维化区。与对照组比较，

模型组大鼠肝组织 Col I 阳性染色所占面积比例明显

升高。与模型组比较，常山酮 2 个剂量组的 Col I 阳
性表达面积比例明显减小，且 5 mg/kg 组 Col I 蛋白

阳性表达面积比例略高于 10 mg/kg 组。结果见图 3。 
 

 

图 3  各组大鼠肝组织中 Col I 蛋白的阳性表达 
Fig. 3  Expression of Col I protein in liver tissue of rats in four groups 

4  讨论 
肝纤维化是以肝内大量胶原沉积为特征的疾

病，沉积的胶原分 5 型，其中以 I 型为主。肝脏经

病毒、乙醇、药物等反复刺激后均可引起肝细胞的

变性、坏死，继而形成肝纤维化甚至肝硬化。激活

的肝星形细胞（HSC）是肝纤维化发生、发展的中

心环节，是细胞外基质（ECM）的主要来源。在致

病因子刺激下，静止的 ECM 激活为成肌纤维样细

胞，开始表达 ECM 激活的早期标志物 α-SMA，继

而使肝脏 ECM［主要是 Col I、III 型胶原（Col III）］
生成增加而降解减少， 终导致多种类型的肝纤维

化形成[19-20]。TGF-β1 是现知 强有力的肝纤维化促

进因子，是肝损伤后促进肝全面纤维化的一个关键

细胞因子[21]。TGF-β1 I 型受体（TBR-I）在肝纤维

化过程中起重要作用，可以启动和维持 HSC 的活

化，促进 HSC 的增殖及 ECM 的合成，以阻碍胶原

的降解。肝纤维化形成时 Col I、Col III 明显增多，

以 Col I 为主，约占 60%～70%。此外，HA、人 III
型前胶原（hPC III）、层粘连蛋白（LN）、Col IV 蛋

白（Col IV-C）可作为反映肝纤维化的血清学指标，

尤其是 HA 和 hPC III 对早期肝纤维化诊断 有价

值[22]。HA 还是筛选肝硬化 敏感的指标，hPC III
与肝纤维化程度呈正相关[23]。 

常山酮是从中药常山中提取的常山碱的衍生

物。体外实验发现，常山酮可抑制鼠科动物、鸟类

及人类硬皮病患者分离的皮肤纤维母细胞 Col I 基

因的表达与合成[24]。本实验对大鼠肝脏 Masson 染

色和天狼星红染色发现，模型组大鼠肝脏内胶原沉

积显著，常山酮能显著减轻 I 型胶原沉积，且作用

随剂量的增大而增强。免疫组化观察结果显示，模

    

 

天狼星红 

 

 

 

 

免疫组化染色 

对照                        模型                   常山酮 5 mg·kg−1                      常山酮 10 mg·kg−1  
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型组大鼠肝脏汇管区和小叶内 Col I 蛋白的表达明

显，常山酮 10 mg/kg 组大鼠肝脏汇管区和小叶内

Col I 表达明显下调，这与常山酮能降低其他纤维化

疾病中 Col I 蛋白的合成的报道相符[25]。ELISA 结

果显示，常山酮治疗组中大鼠血清 TGF-β1、HA、

PCIII 水平降低。肝组织病理学检查可见，模型组小

鼠肝组织结构受到严重破坏，淋巴细胞浸润，由胶

原纤维等构成的纤维间隔正在形成或已经形成；而

常山酮 10 mg/kg 组大鼠肝组织胶原纤维增生程度

明显减轻，与血清学指标及免疫组化结果相符。表

明常山酮在减轻胶原沉积的同时保护肝脏。 
近来有研究表明，常山酮降低慢性移植物抗宿

主病患者体内 Col I 基因的表达及 Col I 的合成，其

作用是通过抑制 Th17 细胞的分化产生的，这进一

步证实了常山酮治疗人类纤维化疾病的潜在临床

价值[26]。 
综上所述，常山酮可减轻大鼠肝组织中胶原沉

积、降低肝组织胶原蛋白的量，改善肝脏病理损害

情况，且其高剂量的作用优于低剂量。但常山酮减

轻胶原沉积的具体机制并不明确，尚待进一步深入

探讨。 
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