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肝纤维化是肝脏对持续性肝损伤的创伤再修

复反应的病理产物，其病理特征主要表现为肝脏内

细胞外基质（JWL*58J66G65* @5L*QWD [1S）的过度异常

沉积^!_。肝纤维化是慢性肝病发展为肝硬化甚至是

肝癌的必经阶段，美国 E*QJT@53 等^ _̀指出肝纤维化

是一个可逆的过程，因而通过有效的抗肝纤维化治

疗，早期的肝纤维化可以得到很好地逆转。氧化应

激是肝纤维化发生的重要机制，)*+`、-.$! 蛋白

是调节氧化应激的关键蛋白 ^/_。蒿鳖养阴软坚方

（-YBM）是一种养阴活血软坚、凉血清热解毒的中

药复方。本课题组以往研究发现，-YBM 可以抑制肝

星状细胞活化，降低肝细胞的炎症反应和氧化应激

水平^'$>_。我国是乙肝大国，目前，多数学者认为乙型

肝炎病毒感染引起的肝损伤主要与机体免疫应答

有关，免疫性肝损伤是多种急慢性肝病和继发的肝

纤维化发生的共同病理基础，刀豆球蛋白 (（123(）

诱导的小鼠急性肝损伤模型已被证实为以 P 淋巴

细胞为主介导的免疫性肝损伤^;_。因此，本实验拟通

过蒿鳖养阴软坚方对 123( 诱导小鼠肝纤维化模型

中肝脏组织病理及肝纤维化指标、)*+` 和 -.$! 蛋

白的表达作用，探讨该方是否能够激活 )*+`,-.$!

信号通路，降低肝纤维化水平，抑制免疫性肝损伤。
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!:!:! 实验动物 4567,8 小鼠 `'% 只，aME 级，雌雄

各半，体质量为 !"b`` <，购自解放军军事医学科学

院实验动物中心。饲养过程中自由进食水和食物，

室温 `%b`` +，适应环境 / T 后用于实验。
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!"!"# 仪器设备 $%&!'!#$() 型光学显微镜（日

本 *+,-./0 公司），123'4##( 紫外可见分光光度计

（北京瑞利分析仪器公司），563'5 型水浴振荡器，

电热鼓风干燥箱。

!"!"& 试剂 蒿鳖养阴软坚方制备成原料药粉，用

前配成混悬液；$789、秋水仙碱和 :'羟脯氨酸

（5,.）均为美国 3;<-=公司产品，批号分别为：$>#4>，

$&?!，>@#>(；乌来糖：上海润捷化学试剂有限公司；

氯胺 A：天津市化学试剂一厂，批号 (!(4(B；高氯

酸、对二甲氨基苯甲醛：天津市光复精细化工研究

所；C9D 显色试剂盒：博士德生物，批号 9E!((#；超

敏二步法免疫组化检测试剂盒：北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号 F1'?((!；GHI# 兔源多克隆抗

体：北京博奥森生物技术有限公司，批号 J0'!(4)E；

5*'! 鼠源单克隆抗体：美国 3=8K= $H/LM 公司，批号

0N'&?(??!；二甲苯、无水乙醇：天津市天新精细化工

开发中心；过氧化氢、磷酸氢二钠、氯化钠：天津市江

天化工技术有限公司；枸橼酸、磷酸二氢钠、三水醋

酸钠、盐酸：天津市光复科技发展有限公司；异丙醇、

柠檬酸三钠：天津市风船化学试剂科技有限公司；中

性树脂：国药集团化学试剂有限公司，批号 !((()!@(；

生物染色剂：O=,MH苏木素染液、苏木精染液、伊红染

液、天狼猩红'饱和苦味酸液、天青石蓝液。

!"# !"

!"#"! $789 模型制备及实验分组 实验分为 @ 组，

即正常、模型、秋水仙碱（("!& <PQ<）和蒿鳖养阴软坚

方低、中、高剂量（!"!@ <PQ<&、"&@ <PQ<、!!">B <PQ<）

组，$789 用量 !> -<PQ<，溶解于无菌无热源的 ("?R

G=$+生理盐水注射液中，配制成 !">-<P-:，经 ("##!-

微孔滤器过滤除菌。尾静脉注射 !( !:P< $789 进行

造模，每周 ! 次，持续 !( 周，末次注射后 ! 周内处

死小鼠。各组复制模型开始即同时经口灌胃相应药

物，灌胃体积为 ("! -:P!( < 体质量，正常组和模型

组均经口灌胃相应体积的蒸馏水，每日 ! 次，每周

用药 @ S 至实验结束。

!"#"# 标本采集 末次用药 #) T 后，小鼠用乙醚麻

醉，留取肝右叶组织（!"( N-!!"( N-）# 块。一部分以

!(R福尔马林中性缓冲液固定后石蜡包埋切片；另

一部分置于氯仿'甲醇脱水脱蜡液（1P1U#V!）中，每

天换液 ! 次，持续 @ S，备测 5,. 浓度。

!"& #$%&

!"&"! 小鼠一般状态 每日注意观察小鼠的精神

状态、活动、进食量、体质量变化等情况。

!"&"# 肝组织病理学观察 常规石蜡切片做 5W 染

色检查肝组织结构和 3;H;/0HMS 染色观察胶原纤维

形成的情况。

!"&"& 肝组织羟脯氨酸浓度测定 采用 X=-=++氏法Y4Z。

!"&") 肝组织 GHI#、5*'! 蛋白的表达情况 采用

免疫组化法，光镜下观察 GHI#、5*'! 蛋白的表达

情况。

!") '()*+ 利用 3F33 !@"( 软件分析处理数

据，各项计量数据均以 !"# 表示，两组间样本比较采

用 ! 检验，""("(> 时，差异具有统计学意义。

! !"

#"! ,-./0123401 正常组小鼠一般

状态良好，皮毛柔顺有光泽，饮食量正常；模型组小

鼠随着给药时间延长，活动量减少，精神萎靡，皮毛

松弛无光泽，饮食量减少，体质量减轻；各治疗组小

鼠一般状态明显好于 $789 模型组，皮毛少光泽，体

质量减轻。

#"# 56789:!; $789 <=,->?@A

B)CDE 5[EF 对 $789 模型小鼠肝组织形态

的影响见图 !；5[EF 对 $789 模型小鼠肝脏胶原纤

维的影响见图 #。
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W"5[EF 高剂量组] \"秋水仙碱组
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!" 正常对照组# $% 模型组& '%()*+ 低剂量组& ,"()*+ 中剂量组& -"

()*+ 高剂量组& .%秋水仙碱组

! ! "#$% " &'() #$%&'()*+,-./0*+,+-.,/0 1

23!1224

3+4 5 677/89 '7 "#$% '( :/;<9+8 7+=,'.+. +(0-8/0 => &'(?@*+,+-.,/0

.9<+(+(4A!122B

!' ,

!! $

!- .

实验分组 ! 羟脯氨酸浓度/（!0123）

正常组 4 5%67!5859

模型组 :5 5%;5!5%7<

==

蒿鳖养阴软坚方低剂量组 :6 5894!58:>

蒿鳖养阴软坚方中剂量组 > 5%9:!5%:?

@

蒿鳖养阴软坚方高剂量组 4 587;!58:<

@

秋水仙碱组 ; 587>!58:?

@

5 C "#$%6 &'(?7$%&'89:;<=>?-./0!"#4

D<= C 677/89 '7 "#$% '( :>0,'E>;,'F+(/ 8'(8/(9,<9+'( +( G+8/

H+9: :/;<9+8 7+=,'.+. +(0-8/0 => &'(?0!"$4

与正常组比较，=="A585:；与模型组比较，@

"A585<

!' ,

!! $

!- .

! I "#$%6 &'(?7$%&'89 J,75@A5B-./0!KL4

3+4 M 677/89 '7 "#$% '( /E;,/..+'( '7 J,7! ;,'9/+( +( F+N/, 9+..-/.

'7 &'(?O+(0-8/0 :/;<9+8 7+=,'.+.0!PL4

B

(- 染色和 CDEDFGEHI 染色显示正常组小鼠肝细

胞形态大小正常，肝小叶结构正常，无炎性细胞浸

润，汇管区纤维组织无增生。模型组小鼠肝组织出

现严重的损伤性病理改变，少数细胞肿胀及嗜酸性

变，散在不同程度的小叶内坏死，有较多炎性细胞

浸润，肝小叶结构紊乱，肝细胞索排列紊乱，汇管区

纤维组织增生，并可见厚薄不一的纤维间隔形成。

与模型组比较，蒿鳖养阴软坚方各剂量组和秋水仙

碱组小鼠肝组织损伤性病理改变明显减轻，炎性细

胞浸润和坏死减少，肝小叶结构接近正常，肝细胞

索排列接近正常，汇管区纤维组织增生减少。

6%7 !"#$%&'( 'JK! )*+,-./0

12345678 与正常组相比，模型组小鼠肝

组织羟脯氨酸浓度显著升高（""5%5:）；与模型组比

较，各治疗组羟脯氨酸浓度均有不同程度的降低

（""5%5<）。结果见表 :。

6%9 !9:$;&<= 'JK! )*+,-./

LEM6>(NO: ?@AB678 与模型组 LEM6 细胞

核内浅棕红着色比较，蒿鳖养阴软坚方各剂量组大

部分细胞核内均呈较深棕红色着色，且随着药物浓

度的升高，LEM6 在胞核内的表达逐渐增强，甚至出

现棕褐色着色（图 7）。与模型组 (NO: 细胞浆的微

棕色着色比较，蒿鳖养阴软坚方各剂量组大部分细

胞胞浆内均呈较深棕黄着色，且随着药物浓度的升

高，(NO: 在胞浆内的表达逐渐增强（图 9）。

!%阴性对照组& $%正常组& '%模型

组& ,%秋水仙碱组& -%()*+ 低剂

量 组 & .%()*+ 中 剂 量 组 & B%

()*+ 高剂量组
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在肝纤维化发展过程中，多种信号转导通路的

平衡被打破，多种促纤维化因子的合成增多、活性

发生改变，而抗肝纤维化因子的作用减弱或受到抑

制，最终导致细胞外基质代谢失衡而过度沉积，诱

发肝纤维化的发生。

氧化应激是肝纤维化发生的重要机制。肝损伤

时，细胞内活性氧（!"#）浓度显著升高破坏了机体

的氧化$抗氧化系统平衡，诱导肝细胞释放大量的炎

性细胞因子，进而活化肝星状细胞，加剧肝纤维化

的演变。%&'( 属于 )*+,-.//*& 转录因子家族成员，具

有亮氨酸拉链结构蛋白，可与细胞核内的小 0*' 蛋

白形成异源二聚体，经乙酰化等结构修饰后实现其

高活性状态，进而与抗氧化反应元件 1!2 结合启

动下游 33 相解毒酶及抗氧化蛋白基因的转录 456。

7"89 是 33 相解毒酶中最容易被诱导的抗氧化酶，

它能够将衰老或破损的红细胞释放的血红素降解

为胆绿素、:;<=和一氧化碳，而这 > 种催化产物对于

维持细胞内氧化平衡均有重要的作用4?8996。

本研究选择 ).,1 作为诱导剂，建立小鼠自身

免疫性肝纤维化动物模型。).,1 诱导小鼠肝纤维

化模型更适合用于研究人类自身免疫性肝病的病

理机制和进行抗肝损伤的药物筛选49<6。研究结果显

示，正常组小鼠肝小叶结构正常，模型组肝小叶结

构紊乱，汇管区可见大量炎性细胞浸润，纤维组织

增生，%&'<、7"89 弱阳性表达，而与模型组相比，蒿

鳖养阴软坚方治疗组大部分肝小叶结构接近正常，

肝细胞索排列接近正常，汇管区有少量炎性细胞浸

润，纤维组织增生减少，%&'<、7"89 在细胞浆中的

阳性表达明显升高，呈深棕色，且 %&'< 在细胞核中

也有阳性表达，呈剂量依赖性。

蒿鳖养阴软坚方为养阴活血软坚、凉血清热解

毒中药复方，由青蒿、鳖甲、生地、丹参、虎杖、白花

蛇舌草等 ? 味中药组成，上述药物在慢性肝病（肝

纤维化、肝硬化等）的临床治疗上使用频率较高、疗

效好。前期研究表明，蒿鳖养阴软坚方对牛血清白

蛋白、血吸虫病、酒精、))/
@

复合因素所致的肝纤维

化均有预防和治疗作用4@8ABC>8CD6。本次研究发现，蒿鳖

养阴软坚方能够减轻 ).,1 诱导的肝纤维化增生程

度，降低肝组织中羟脯氨酸浓度，抑制炎症反应，诱

导 %&'< 和 7"8C 蛋白的表达。

综上所述，蒿鳖养阴软坚方具有改善 ).,1 模

型小鼠的临床症状和病理学变化及对抗免疫性肝

损伤的作用，其机制可能与蒿鳖养阴软坚方能够激

活 %&'<E7"8C 信号通路有关，这为临床上治疗肝纤

维化提供了新的思路。
#$%&'

4C6 #;FG 2H I&;,,;& J 1K !;-;,L *MN*,-;O;,L .' O./;-P/*& O;-Q*,GROR

.' /GN;& 'GS&.RGR4T6K T 7;+*L.SG/G*&U V*,-&;*L #-GH <W9AH <<XYZ[ AC(

4(6 :&G;MO*, # \K 7;+*LG- 'GS&.RGR[ ;O;&]G,] LQ;&*+G;R 4T6 K JG] JGRB
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