
柔肝抗纤方对活动性和非活动性

肝纤维化大鼠作用的实验研究

上海中医学院附属曙光医院 (2 0 0 0 2 1 )金树根
. 王灵台 任字滩 陈勤杰 夏炎兴“

摘婆 活血化条与扶正补虚组成的柔肝杭纤复方对 DM N造模的纤维化大鼠有明显的保肝降酶和

抗纤维化作用
,

其治疗处理优于预防 ( 防治 ) 处理
;
柔肝抗纤复方对活动性和非活动性肝 纤维化

的不同作用
,

显示出活血化瘫药对活动性肝纤维化没有良好的防治作用
, D M N造模制作的肝 纤维

化模型具有较多的优越性
,

此模型在防治肝纤维化的研究中
,

有实际意义
。

关锐饲 中药复方 肝纤维化 活动性与非活动性

中草药伉肝纤维化研究是近 10 年来在国内活跃开展的研究新领域
,

通过较多的临床观察

和实验研究
,

初步显示活血化糜和扶正补虚二大类中药对肝纤维化有良好的预防和治疗作用
,

而且有实验表明合并使用 活血化痕与扶正补虚二类中药其疗效优于单独使用 活 血 化痕类 中

药
。

考虑肝纤维化是个动态变化过程
,

即早期肝纤维化表现为胞外基质 ( e xt r a c le l川ar m -

at r ix
,

E C M ) 合成和分解均亢进
,

而 且异常亢进的基质降解如 W型胶原酶 /明胶酶
、

基质酶

(
s t r o m e l ys i n ) 破坏正常的肝 内胞外基质可能对启动和促进肝纤维化的发生和发展有 重 大

作用
,
晚期肝纤维化时肝 内基质合成可正常或甚至下降

,

而以基质降解低下尤以降解 I
、

I

型胶原的间质胶原酶活性降低为显 目
。

鉴此
,

为观察药物对不同阶段 ( 活动性 ) 肝纤维化的

作用
,

我们采用二甲基亚硝胺 (简称D M N ) 造模制作大鼠肝纤维化模型
,

分别对活动性肝纤

维化 ( 造模染毒期间
,

肝纤维化形成阶段 ) 和非活动性肝纤维化 ( 停止染毒后
,

肝纤维化形

成后阶段 ) 大鼠给予活血化瘤和益气养阴两法组成的柔肝抗纤方灌服处理
,

观察中药复方对

不同活动性 ( 即不 同阶段 ) 肝纤维化大鼠的作用
。

1 材料和方法

1
.

1 品系选择与分组
:

雄性 SD大 鼠21 只
,

体重 2 95 士 2 09
,

随机分成 4组即正常对照组 5只
,

病理对照组 5只
,

中药 I ( 防治 ) 组 ( 简称 I 组 ) 5只和中药 l ( 治疗 ) 组 ( 简称 I 组 ) 6只
,

普通颗粒饲料喂养
,

自由吸水
,

实验全程 8周
。

1
.

2 造模与用药

1
.

2
.

1 造模
:

除 5只大鼠作正常对照组外
,

其它大鼠均以 D M N ( 日本国东京化成工业 株式

会社
,

L o t M A l o 4 ) 溶于生理盐水配成 z % ( v / 、 ) 溶液
,

以每 日 l m l / k g 体重 ( 即 1 0卜 1

D M N ) 每周连续 Z d腹腔注射
,

共 4周
。

正常对照组大鼠以相应剂量的生理盐水处理
。

1
.

2
.

2 用药
:

柔肝抗纤方组成及剂量 ( 成人剂量
,

单位为g )
:

太子参
、

元参各 1 5 ,

黄 蔑
、

石解
、

祀子
、

鳖 甲
、

丹参各 1 2
,

白术
、

白芍各 1 0 ,

泽兰
、

郁金各 9
,

佛手
、

桃仁各 6 ,

红花 3
。

由

曙光医院中药研究室制作水醇提取物
,

每毫升含生药约 3
.

59
。

I
、

I 组大鼠以成人 10 倍 的

剂量
,

每日灌服 1 次
,

其中 I 组大鼠在染毒第 3周开始灌服给药
,

其余各组 以等量蒸 馏水处

.

A dd
r e s s :
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理
,

而 I 组大鼠在停止染毒 d6 后改为中药灌服处理
,

直至实验第 8周末
。

1
.

3 观察项目和方法
1

.

3
.

1 一般情况
:

包括体重
、

活动
、

摄食
、

饮水以及死亡书等
。

1
.

3
.

2 肝脾大体
: 包括大小

、

重量
、

质地以及体率等
。

1
.

3
.

3 血清生化
:

包括碱性磷酸酶 (
s A K P )

、

白蛋白 (
s A )

、

球蛋白 (
s G ) 以及透明质

酸 (
s
H A等 )

,

其中血清透明质酸采用透明质酸结合蛋白 ( H A B P ) 放免法检测〔’ 〕
。

1
.

3
.

4 肝脏生化
:

肝脏经脯氮碱 ( IH y p ) 采用 J a m a l l氏法测定〔 2 〕
。

1
.

3
.

5 肝脏组织病理学检查
:

包括 w
e i g er t氏铁苏木精伊红染色

、

C as o n 氏胶原三色法染色

以及糖醛酸染色等〔3〕
。

2 结果

2
.

1 一般情况变化
: D M N 染毒后大鼠生长减慢

,

尤以 I 组大鼠在染毒与给药同时处 理 的 2

周期间生长最慢 ( 体重明显减轻
,

如实验第 3周其体增 为 一 0
.

4 1 十 5
.

1 39
,

与正常对照组 9
.

01

土 2
.

52 9比
,
尸 < 。

.

0 1 ,

与病理对照组 4
.

05 士 6
.

3 39 比
,

尸 < 0
.

0 5 )
,

同时摄食
、

饮水和 活 动

等减少
,

并伴稀便
。

染毒停止后
,

I 组大鼠体重增长最快
,

尤以停止染毒后 2周内最明显 (如

实验第 6周其体增为 7
.

04 士 2
.

43 39
,

与正常对照组 0
.

08 士 4
.

3 5 89 比
,
尸 < 0

.

05
,

而与病 理 对

照组 比 一 3
.

62 士 7
.

3 969 和 I 组 一 6
.

62 一 2
.

5 6 6 9比
,

尸均 < 0
.

0 1 )
,

伴一般情况明显改善
。

I

组大鼠灌服后一时性稀便和体重下降
,

但尔后体重明显增长
,

活动
、

摄食及饮水 亦 增 加
。

I
、

l 组均未见大鼠死亡
,

而病理对照组中有 l只大鼠在实验第 6周 (即灌服蒸馏水的第 2周 )

时死亡
,

尸检肝脏缩小
、

其表面脑回样改变
。

实验各组实验前后和灌服前后体增以及体增率

变化见表 1
。

衰 1 实脸各组大鼠体盆变化 ( 二 土 5 0 )

观察项目 正常对照组 ( 5 ) 病理对照组 ( 5 ) I 组 ( 5 ) 11 组 ( 5 )

总增重 ( g ) 13 1
。
2 士 3 2

.

9 7 8 6士 2 3
.

0 3 9 6
.

8 士 3 3
.

9 1 0 ` 士 2 了
。
8

总增率 ( % ) 4 7士 1 1
.

7 2 9
.

1 士 8
.

7 3 2 士 1 1
。
7 3 5 士 1 1

.

7

中增重 ( g ) 2 6士 1 3
.

5 15士 10
.

通 8 7士 1 7
.

8* . 5 1 士 19
.

5* , 么

中增率 ( % ) 6
.

7士 3
. 4 1 通. 1士 2

.

3 1 2 5
.

5 士 7
.

3 7六
.

1峨
.

5 士 6
.

0 7盛. 吞

注
: 1 .

总增重
、

总增率表示实验前后增重
、

体增率
,

中增重
、

中增率表示灌服前后体增重
、

体增率
。

2 。

女
、

★分别表示与正常对照比
,

其尸 < 0
.

05
、 。

.

01 , 。 、 . 分 gfJ 表示与 病理 对 照 组 比
,

尸 < 0
.

05
、

。
.

0 1 ,

△
、

▲ 分别表示与 I 组比
,

尸 < 0
.

05
、 。

.

01
,

以下各表均同
。

3
.

由于 I 组大鼠在染毒期间给药后休重增加明显下降至减 重
,

而滓上染毒后继续洽药体重增加明 显 加 速
,

因此
,

I 组大鼠中增重及中增率数值较其它各组大 鼠的要高
。

2
.

2 肝脾大体
:

病理对照组大鼠肝脏色黯质中
、

表面呈嘀回样改变
。

亚组大鼠肝脏色黯
、

质

偏中
,

脑回样改变不明显
。

I 组大鼠肝脏改变介于上述两者之间
。

除王常对照组外
,

其它各

组大鼠脾脏紫黯而肿大
,

以病理对照组最明显
,

I 组次之
,

I 组较轻
。

各组大 鼠肝脾湿重及

其体率改变见 表 2
。

2
.

3 血清 A K P和蛋白改变
:

见 表 3
。

2
.

4 血清 H A (
s H A ) 和肝脏 H y p ( IH y p ) 改变

:

见表 4
。

2
.

5 肝脏组织病理学改变
:

正常肝脏细 咆核多为单个核
,

肝 板以中央静脉为中心 呈条索状

向 四 周放 射样排列
,

板间有不规则肝窦
,

门脉区不增宽
。

胶原染色发现肝窦内有少许网状
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表2
,

各组大鼠肝脾沮 , 及其体率改变 ( x 千 5 0 )

观察项目

肝湿重 ( g )

肝休率 ( % )

脾湿重 ( g )

脾体率 ( 场 )

正常对照组 ( 5 )

12 。 6土 1。 1

3
。

0 6士 0
。

0 5

0
。

6士 0
。

1 2 3

l 。 5士 0
。

3 4 6

病理对照组 ( 5 )

1 1
。
6土 1。 7

3
。

0 2士 0
。 1 3

l
。

7 6士 0。 0 9

4
。

6士 0。 3 4 3

I组 ( 5 ) 11组 ( 5 )

1 1。 9士 1。 1

3
。 2 7士 0

。

1 1

l 。 1土 0
.

8 5 9* .

2
.

8土 0
。

1 5 4众 .

1 2
。

0士 0
。

8

2
.

9 7士 0
。

0 9

0
.

8士 0
。

0 8 9* .

2
。

0 1士 0
.

2 0 4* O

表 3 各组大鼠血清 A K P和蛋 白改变 ( 牙 土 5 0 )

观察项 目

A K P ( u )

T P ( g / L )

A ( g / L )

G ( g / L )

A / G

正常对照组 ( 5 )

10
.

8士 1
。

1 1

6 4
。

0士 5
。

8 1

2 5
。

8士 2
。

6 2

3 8
。

2士 2
。

7 5

0 .

6 8士 0
。

1 2

病理对照组 ( 5 )

18
。

3士 2 。
3 6

6 6
。

3士 2
。

7 5

2 1
。

5士 2
。

5 8

4 4
。 8 士 2

。

2 2

0
。

4 8士 0
。

1 1

I组 ( 5 ) 11组 ( 5 )

1 9 。 6士 6
。

4 7*

6 2
。

8士 2
。

1 7

2 4
。 3士 2 。

5 9

3 8。 5士 1 。
8 7 .

0
。

6 3士 0
。 0 8 .

1 0
。

8士 0
.

9 8 . `

6 4
。

5士 2
。

5 1

2 4
。

8士 2
。
2 7

3 9
。

7士 4
。

0 6

0
。

6 4士 0
。

1 2 0

裹 4 各组大鼠血清 H A和肝脏 Hy p ( IH Y P ) 改变 ( 云士 S D )

观察项目

S H A (“ g / l )

IH y p ( m g / g )

正常对照组 ( 5 )

6 8
。

6士 4 6
。

7 7

11组 ( 6 )

2 5 4 。
1 7士 6 1。 8 4众 .

0
。

3士 0 。 0 4 3

病理对照组 ( 5 )

3 9 1
。

2士 4 5
。

8 9

1
。

0 7 3士 0
。

0 3 1

I组 ( 5 )

2 7 9
。

2士 6 3
。

6 9* .

1
。

0 2 7士 0
。

0 3 6众 . 0
。

5 2 4土 0
。 0 4 7众 . `

纤维
,

门脉区胶原纤维包绕门脉管
。

糖醛酸染色发现肝内均匀染布
,

以胞外为主
、

胞内多一

侧分布而呈流水样改变
。

病理对照组大鼠肝脏丧失正常小叶结构
,

肝 内可见细胞变性坏死和炎性浸润
,

胞周纤维

化 与完全性中心一中心性和 /或中心一门脉性纤维间隔并存
。

胶原染色发现胶原纤维包 绕 肝细

胞而致肝细胞间隙增宽
,

纤维间隔中央淡染而外周浓染
,

并见黄褐色颗粒及细胞残骸
。

糖醛

酸染色浓染而不均匀
,

以变性坏死肝细胞和成熟 ( 陈旧 ) 的纤维间隔淡染
、

而新生纤维及陈

旧纤维间隔以及其周边细胞浓染
。

I 组大鼠肝细胞变性坏死和炎性浸润仍存
,

但残存肝小叶有正常化趋向
,

纤维间隔仍存
,

与大量的成纤维样细胞并见
。

胶原染色发现胶原纤维包绕成纤维样细 胞
,

中心一中心 性 和 /

中心一门脉纤维间隔仍 存
。

糖醛酸染色肝组织 呈斑点状改变
,

即纤维间隔周边肝内细胞浓染
,

而远离纤维间隔的细胞淡染
。

l 组大鼠肝内变性坏死和炎性浸润不明显
,

纤维间隔变细小窄
,

残存肝小叶基本呈正常

辐射样排列
。

胶原染色支持上述改变
。

糖醛酸染色发现肝内浓染
,

但分布较均匀
,

接近正常

流水样分布
,

即胞外为主
、

胞内多一侧分布但较正常组浓染
。

3 讨论

中草药抗肝纤维化作用的实验研究初步表明
,

活血化痕类中药具有良好的抗肝纤维化作

用
,

而合并使用扶正补虚类中药则疗效更佳 4t, 5〕
。

然而我室 80 年代中期采用 D M N制作大鼠

肝纤维化模型
,

并以活血化寮
、

益气养阴和温肾益精三大类药物分别组成活血方
、

养阴方和

补肾方进行抗肝纤维化的研 究
,

结果发现
,

活血方不 仅未显示抗肝纤维化作用
,

而且可加重

肝 内病变而致大鼠死亡
,

而养阴方和补肾方均有良好的抗肝纤维化作用
。

本实验以益气养阴

.
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和活血化疲二法组成的柔肝抗纤中药复方
,

分别在肝纤维化的不同阶段 ( 即活动性肝纤维化

阶段
—

伴明显肝内炎性坏死的肝纤维化形成阶段和非活动性肝纤维化阶段— 病变相对静

止的肝纤维化形成后阶段 ) 给予其水醇提取物
,

结果发现在活动性肝纤维化阶段灌服此中药

复方可使大鼠生长受抑
,

同时摄入和活动均明显减少
、

以及稀便 ; 但在肝内病变相对静止的

肝纤维化阶段 ( 即染毒停止后 ) 继续灌服中药复方则加快大鼠生长
,

且一般情 况明显好转
。

另外
,

中药复方给入致大鼠体重增长和蛋白代谢改善
,

但中药复方预治性处 理 6周 ( I 组 )

的降酶和改善肝组织病变特别是减轻肝内纤维化等作用却不 如中药复方治疗组 ( I ) 4周
。

上述结果表明
,

以活血化痕和益气养阴的柔肝抗纤中药复方具有保肝降酶和抗肝 纤 维 化 作

用
,

尤其对非活动性肝纤维化大鼠有较好的疗效
,

而对活动性肝纤维化大鼠疗效欠佳
。

上述

结果与临床上用该中药复方治疗稳定期和活动期慢性肝病有不同的疗效相符合 ( 临床结果
,

另文发表 )
,

与我院中医夏德馨指出
“
对肝病活动期或有出血倾向的肝病患者

,

应少用慎用

活血化癖药物
,

否则于病不利
”
这一观点一致

,

也与我们以往的中草药抗肝纤维化实验研究

中—
活血化寮类药物不仅不能有效地预防肝纤维化

,

而且因加重肝内出血致大鼠全部死亡

此一结果相吻合
。

因此本实验结果对于临床肝病的治疗
,

有一定的参考价值
。

此外
,

由于肝纤维化是以肝内过多的胶原等胞外基质沉积为特征的病理改变
,

其发生发

展与肝脏受到病理刺激时肝内正常间声的过多破坏和异常间质增生密切相关
,

其早期多伴有

胶原酶等基质降解酶活性上升 〔 “ 〕
。

采用四氯化碳 ( C C I
`

) 制作肝纤维化模型是国内中草 药

抗肝纤维化作用研究中较多采用的模型
,

文献报道 C C .I 所致的肝内坏死为疑固性坏 死 而 病

情多轻
,

与D M N 所致的肝内坏死为出血性坏死而病情多重有异 7t, 幻
。

由于活血化潦类中药

大多具有抗凝 (血 ) 和 /或促 ( 纤 )溶作用〔 , 〕 ,

因此认为这可能是我们实验结果与国内以 往

其他研究结果相异的原因
。

近来研究表明单用具有抗凝血作用的活血化潦药物如川芍嗓进行

抗肝纤维化实验治疗研究
,

结果发现其致血清 A L T 上升 〔“ 〕
。

考虑肝病尤其是活动性肝 病如

重症肝炎
、

慢性活动性肝炎和进展型肝硬化多伴有肝功能障碍而表现凝血障碍与纤溶亢进
,

临床上表现多有出血倾向cl 。 〕
。

与 C C .I 不同
,

而 D M N 本身可在人体内自然形成
,

病变 以 左

叶受损严重
,

血液凝固纤溶系统为凝血障碍和纤溶亢进
,

其所致肝脏各种损伤比较类似人类

的各种肝脏疾病
,

如肝衰竭
,

肝肿瘤等〔 1幻
。

因此
,

我们认为在中草药抗肝纤维化作用 的研

究中
,

采用 D M N 制作肝纤维化模型进行认证临床疗效
、

筛选药物以及寻找新药
,

具有 一定

的实际意义
。
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