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摘要 探讨 了祛痕的下疲血 汤和养 阴的一 贯煎抑制 CCI
`
诱 导的大 鼠肝硬化形成 的不 同作用机

制
.

采用方法为给大鼠先皮下注射 C C I
` 3 m L / k g

,

然后注射 5 0 % C C I
咤

橄榄油溶液 2 m L / k g
,

每周

2 次
,

第 9 周开 始 随机将大 鼠分为模 型对照 组
、

下痕血 汤组及 一 贯煎组
,

药物干预 的同时继 续

C C I
;

诱导建立大鼠肝硬化模型
,

至 12 周末取材
.

检测指标为
:

肝组 织病理学 ; 肝组 织经脯氨酸含

量 ; 肝组织
a 一

SM A
,

C D 6 8
,

M M P
一

1 3
,

T IM P
一

1
,

T IM P
一

2 蛋 白表达 ; M M P
一

2
,

M M P
一

9 的活 性 ;

肝细胞凋亡 指数及 C as p as e 一 12
,

H G F
。

蛋 白表达
.

结果显 示
:

(1 ) 与正常大鼠比较
,

模型大 鼠 8 周

时 a 一 SM A
,

C D 6 8
,

T IM P
一

1 蛋 白表达 显 著增加
,

1 2 周 时显著高于 8 周模 型对 照 组 ; M M P
一

1 3
,

H G F
。 ,

T IM P
一

2 蛋 白表达逐渐降低
,

各 时间点相互 比较具有显著性差异
; M M P

一

2
,

M M P
一

9 活性 4

周时显著升高
,

8 周 时较 4 周略 有升高
,

1 2 周 时显著高于 8 周模型对 照 组 ; 肝 细 胞凋亡 指数
,

C as p as e 一 12 蛋白表达量逐渐增加
,

且 各时间点 比较均具有显著性差异
.

( 2) 与同期模型对 照组 比

较
,

干预 组 M M P
一

9 活 性及 M M P
一

13
,

T IM P
一

2
,

H G F
。

蛋 白表达量均显著增加
,

其 中下痕血汤 组

M M P
一

9
,

M M P
一

13 显著高于 一 贯煎组
,

一 贯煎组 T IM P
一

2
,

H G F
。

显著高于 下疲血 汤组
; 干预 组

M M P
一

2 活性
,

T IM P
一

1 蛋 白表达显著降低
,

且 一贯煎组 显著低于 下痕血 汤 组 ; 一贯 煎组肝细胞凋

亡指数
,

C as p as
e 一 12 蛋 白表达量显著减少

.

由此得 出结论
:

祛痕 的下痰血汤 和养阴的一贯煎均可

有效地 抑制 C CI
`

诱 导的大 鼠向肝硬 化发展
,

下疲血 汤 的主 要作 用在于提高 M M P
一

9 的活 性及

M M P
一

13 的蛋白表达
,

其祛疾作用的主要机制是促进胶原纤维的降解
; 而 抑制肝细 胞凋亡和肝星

状细胞的活化是一贯煎养 阴的主要作用途径
.

关键词 肝硬化 MM sP IT M sP GH
F

。

肝细胞凋亡 下痕血汤 一贯煎

肝硬化是一难治性病变
,

目前西 医学仍无有效

的对策
,

而传统 中医 药却显示 出明显的治疗优 势
.

我们基于中医临床实践对肝炎后肝硬化基本证候病

机
“
血窟阻络

、

气阴两虚
、

湿热内蕴
”
的共识

,

针

对基本证候病机
,

选择代表性的经典方剂
,

包括活

血祛窿 的下疲血 汤
、

养 阴的一贯煎
、

益气 的黄茂

汤
、

清热利湿 的茵陈篙汤 以及小柴胡汤 ( 和解少 阳

方剂为对照 )对 C CI
;

诱导的大 鼠肝硬化形成期进行

了干预治疗 的对照研究
,

药效学显示只有下痕血汤

和一贯煎可显著改善肝功能 (数据另发 )
.

本文试图

进一步从促进增生纤维结缔组织 的降解及保护肝细

胞
、

抑制肝细胞凋亡 的不 同角度
,

探讨下痕 血汤
、

一贯煎抑制成型期大鼠肝硬化 的祛邪与扶正的作用

特征
,

为祛疲与养阴治法干预大 鼠肝硬化形 成提供

科学证据
,

现将研究结果报告如下
.
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1 材料与方法

1
.

1 动物

W si at
r

雄 性大 鼠 “ 只
,

清 洁级
,

体重 13 0一

15 0 9
,

购 自中国科学院上海实验动物中心
.

大鼠在

上海中医药大学实验动物中心 饲养
、

造模和观察
,

自由饮食
.

1
.

2 药物与试剂

下疲血汤 (桃仁
、

制 大黄
、

地鳖虫的配伍 比例

为 1 : 1 : 0
.

6) 和一贯煎 (北沙参
、

麦冬
、

生地
、

构

祀子
、

当归
、

川棣子的配伍 比例为 1 , 1 , 1 , 1
.

8 ’

1
.

2 :
0

.

45 )所含 的生药 购 自上海华宇药业有 限公

司
,

有明确的原产地
,

经生药学专家鉴定
,

按照原

方 比例和制法 由上海中医药大学附属曙光医院国家

中医药管理局 中药制剂中心一次制备干燥后冷藏备

用
.

C C 1
4
(分析纯 )和橄榄油为中国医药集团上海化

学试剂公司产品
; 轻脯氨酸 ( H y p )标 准品购 自日本

士力于 了于 又夕株式会社 ; 小 鼠抗
a 一

S M A 单克隆抗

体购自 B I O D E S I G N 公 司 ; 小 鼠抗 C D 6 8 单克隆抗

体 购 自 S e r o t e 。
公 司 ; 山 羊 抗 大 鼠 M M P

一

1 3
,

T IM P
一

1
,

T IM P
一

2
,

C a s p a s e 一 1 2 多 克 隆 抗 体 购 自

S a nt a C ur z 公司 ;
兔抗大 鼠 H G F

。

多克隆抗体购 自

A s s a y D e s i g n s In 。 公司 ; 小 鼠抗 G A P D H 单克隆抗

体购 自 K an g C h en 公司
; 肝细胞凋亡原位检测试剂

盒购自 C H E M IC O N 公司
.

同体积生理盐水灌胃
.

1
.

5 样品的采集和处理

造 模 12 周 结 束
,

大 鼠 以 2% 戊 巴 比 妥 钠

Z m L / k g剂量腹腔注射麻醉后
,

仰卧位固定
,

打开

腹腔
,

经下 腔静 脉采血
,

从 肝右叶切 取 1
.

0 c m X

0
.

5 。 m 只 0
.

3 。 m 大小肝组 织 i 块
,

1 0 % 中性 福尔

马林固定
,

脱水
,

包埋
,

切片
,

H E 及胶原染 色
,

观察组织学变化
; 其余肝组织 一 70 ℃ 保存

,

进行

蛋 白印迹及胶原酶活性测定
.

1
.

3 模型制备

首次以 C CI
; 3 m L / k g 剂量皮下注射给大鼠

,

以

后 以 50 % C 1C
4

橄榄油溶液 2 m L / k g 皮下注射
,

每

周 2 次
,

共 12 周
.

1
.

4 分组与给药

于 4 周
、

8 周末随机抽 取正常与模型大 鼠各 6

只
,

处死作动态观察
.

其余 28 只模 型大鼠于造模

8 周末
,

随机分 为模 型对照组 ( 10 )
、

下疲 血 汤组

( 9 )
、

一贯煎组 ( 9) 干 预治疗
; 自第 9 周开始

,

于

继续造模的同时
,

药物干预组按成人 ( 6 5 k g ) k g 体

重 日用量 的 8 倍
,

即下癖血汤 0
.

36 9 / k g (相当于生

药 3
.

2 9 / k g )
,

一 贯 煎 2
.

6 2 8 9 / k g ( 相 当于 生 药

7
.

9 3 8 9 / k g )
,

分别用蒸馏水 1 0 m L 稀释灌 胃
,

每 日

1 次
,

共计 4 周
.

同期正常对照组大 鼠 (8 只 )皮下

注射等量 的橄榄 油溶液
,

并与模型对 照组 大 鼠以

1
.

6 观测指标与方法

肝组织经脯氨酸 ( H y )P 含量测定参照 J a m al l 等

的方法进行 〔`〕
.

肝组 织
a 一

S M A
,

C D 6 8
,

M M P
一

1 3
,

T IM P
一

l
,

T IM P
一

2
,

C a s p a s e 一 1 2
,

H G F
。

蛋 白表达采用 W e s t
-

er
n bl ot 方法检测

,

具体为每组取 4 个样本
,

提取

总蛋白
,

经 10 % S D S 聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

转膜

后加 人 一 抗 稀 释 液 (
a 一 S M A

,

C D 6 8
,

M M P
一

1 3
,

T IM P
一

l
,

T IM P
一

2
,

C a s p a s e 一 1 2
,

H G F
。

抗 体 均 为

l :

10 。稀释 )4 ℃孵育过夜
,

经洗涤后与辣根过氧化

物酶 ( H R P ) 偶 联 的二抗 室温 孵 育 l h
,

再 洗 涤
,

E C L 显影
、

曝光
.

同一张膜封闭
,

加人 G A P D H 抗

体稀释液 ( 1 , 10 0) 作为 内参照
,

余法同前
.

应用复

日 F R
一

9 8 0 生物电泳图像分析系统分析底 片中的 目

的条带
,

计算机 自动读取并记 录每条带 的积分值
,

以样品积分值 /内参照积分值比值进行统计学分析
.

M M P
一

2 和 M M P
一

9 的活性检测
:

采用明胶酶图

法
,

每组取 4 个样本
,

提取总蛋 白
,

在非变性条件

下 8% S D S 聚丙烯酞胺凝胶 (含 0
.

1%的明胶 ) 中电

泳
,

洗脱
、

孵育
、

染 色及脱 色
,

采 用复 日 F R
一

9 80

生物电泳图像分析系统在灰 阶模式 下扫描 电泳凝

胶
,

并分析 M M P S 活性条带积分值
,

以样品积分值

进行统计学分析
.

肝细胞原位凋亡检测
:

参考 C H E M IC O N 公司

肝细胞凋亡原位检测试剂盒说明书方法进行
.

凋亡

肝细胞形态学识别参考 S hi 等 的方法 〔 2」 ,

即对于模

型组及药物干预组
,

在脂肪变性肝细胞中凡满足下

列条件之一者即确定为肝细胞凋亡
:

( l) 核呈新月

牙状 ; (2 ) 核浓缩 ; ( 3) 核碎裂
; (4 ) 出现凋亡小

体
.

凋亡细胞的计数采用每组取 5 个样本
,

每个样

本计数 5 个不同视野凋亡肝细胞的总数
.

计量资料用统计分析软件 S P S SI 1
.

5中的 A N O
-
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V A 程序进行 单因素方差分析
,

q 检验
,

并用 L S D

进行两两 比较
.

2 结果

2
.

1 肝组织病理学变化

H E 染色显示正常大 鼠肝小 叶结构清晰
,

肝细

胞索由中央静脉向四周呈放射状排列
.

与正常大 鼠

比较
,

4 周后模型大鼠可见 以 中央静脉为 中心的肝

细胞脂肪变性
,

已有极菲薄的胶原纤维在脂肪变区

域伸展 ; 8 周后
,

模型大 鼠肝细胞脂肪变性累及整

个肝小叶
,

可见较 细的胶原纤维形成不完全包绕
;

12 周后
,

正常肝小叶结构消失
,

大量的纤维结缔组

织增生
,

形成大小不一的典型假小叶结构
,

间隔内

可见大量 的成纤维细胞和炎性 细胞浸润
.

与 12 周

模型 比较
,

下痪血汤组
、

一贯煎组大鼠肝细胞脂肪

变性程度较轻
,

少见完整的假小叶结构 ( 图 1 )
.

图 1 各组大鼠肝组织 H E 染色

a( ) 正常组 ; b( ) 4 周模型对照组 ; (
C
) 8 周模型对照组 ; ( d) 12 周模型对照组 ; ( e) 下疲血 汤组

; ( f) 一贯煎组

天狼星红胶原染色显示正常大 鼠仅在汇管 区和

中央静脉壁见少量胶原纤维
.

4 周模型大 鼠胶原纤

维呈星芒状在脂肪变区域伸展
,

中央静脉管壁明显

增厚 ; 8周模 型大 鼠纤维 间隔增厚
,

少数 向小叶 内

延伸
,

极少部分形成较疏松的纤维包绕肝细胞
; 12

周模型大鼠纤维间隔增宽致密
,

形成大小不一 的完

整假小叶结构
.

与 12 周模型组 比较
,

下痪血汤组
、

一贯煎组纤维间隔明显减少
,

少见完整包绕的假小

叶结构 ( 图 2 )
.

图 2 各组大鼠肝组织天狼星红 染色

a( ) 正常组 ; ( b) 4 周模型对照组 ; (
c
) 8 周模型对照组 ; ( d) 12 周模型对照组 ;

(e ) 下痪血汤组
; ( f) 一贯煎组
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2
.

2 肝组织 H yP 含量变化

与正常大鼠比较
,

4
,

8
,

12 周时模型大鼠肝组

织 H y p 含量均显著升高 (P < 0
.

01 )
,

且 12 周显著

高于 4
,

8 周模型对照组 ( P < 0
.

0 1 )
.

与 12 周模型

对照组 比较
,

下癖血汤组
、

一贯煎组 H yP 含量显著

降低 ( p < 0
.

0 5 或 0
.

0 1 ) (表 1 )
.

表 1 各 组大 鼠肝组织 H yP 含量变化 (了士 s)

组别 H y p ( 拜g / g 湿肝 )

正常组

4 周模型对照组

8 周模 型对照组

12 周模 型对照组

下癖血汤组

一贯煎组

1 9 5
.

8 3士 7
.

16
于

3 1 2
.

8 5士 7 0
.

8 3

4 6 1
.

3 3士 5 1
.

7 4

8 1 8
.

4 2士 6 7
.

9 5

6 2 6
.

60士 1 0 5
.

0 5 普 “ 书

6 6 5
.

8士 1 5 7
.

7 3
“ 并

与 4
,

8
,

12 周模型对照组 比较
, `

P < 0
.

01 ; 与 12 周模型对 照

组 比较
, “ P < 0

.

0 5
, ` ’ `

P < 0
.

0 1
.

2
.

3 C D 6 8
, a 一

SM A
,

M M P
一

1 3
,

T I M P
一

1
,

T I M P
一

2

蛋 白表达的变化

正常大 鼠有少量 C D 68 和 T IM P
一

1 蛋 白表达 ;

模型大鼠 4 周时无 明显变化
,

8 周时两者表达量均

显著增加 ( P < 0
.

0 1 ) ; 。 一
S M A 在正 常组

、

4 周模型

对照组无明显表达
,

造模 8 周时有少量表达
; 12 周

时 C D 68
, a 一 S M A

,

T I M P
一

1 表达量均显著高于 8 周

模型对照组 ( P < 0
.

01 ) ; M M P
一

13 和 T IM P
一

2 在正

常大鼠有明显表达
,

模型大 鼠随着肝脏病变 的进展

而逐渐下降
,

且 比较各 时间点均 具有显著 性差异

(P < 0
.

0 1 )
.

与 12 周模 型对照组 比较
,

下疲血汤

组
、

一贯煎组 C D 68
,

M M P一 1 3
,

T IM P
一

2 蛋 白表达

量均显著增加 ( P < 0
.

01 )
,

且下癖血汤组 M M P
一

13

显著高于一贯煎组 ( P < 0
.

01 )
,

一贯煎组 T IM P
一

2

显著 高 于下疲 血 汤组 ( P < 。
.

01 ) ; 两 组
a 一 S M A

、

T IM P
一

1 蛋白表达量显著降低 (P < 0
.

0 1 )
,

且一贯煎

组显著低于下痪血汤组 (P < 0
.

0 1 ) ( 图 3)
.

图 3 M M -P 1 3
,

T I M-P l
,

T IM P
一
2

,
C D 6 8

,

a- SM A 蛋白的表达变化

( a) 蛋 白免疫印迹
.

1 ,

正常组 ; 2 , 4 周模 型对照组 ; 3 ,

8 周模型对照组
; 4 ,

12 周模型对照组 ; 5 ,

下疲

血汤组 ; 6 ,

一贯煎组
.

( b) 灰度积分 比值
.

a ,

与各时间点模 型组 比较 P < 。
.

01 ; b
,

与 8 周
、

12 周模型组

比较 P < 0
.

0 1 ; c ,

与 12 周模 型组 比较 P < 。
.

01 ; d
,

与下疲血汤组模型组比较 力 < 。
.

01
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2
.

4 M M P
一

2
,

M M P
一

9 活性的变化

正常组 M M --P 2
,

M M P
一

9 活性较低
; 与正常组

比较
,

造模 4 周 时 M M P
一

2
,

M M P
一

9 活性显著升高

(P < 。
.

0 1 )
,

8 周时较 4 周略有升高
,

12 周 时两者

均显著升高
,

尤 以 M M P
一

2 为著
,

与 8 周模 型对照

组 比较均具有显著性差异 ( P < 0
.

01 )
.

与 12 周模型

对照组 比较
,

下癖血汤组和一贯煎组 M M P
一

2 活性

显著降低 ( P < 0
.

01 )
,

且一贯煎组显著低于下癖血

汤组 (P < 0
.

01 ) ; M M P
一

9 活性显著升高 ( P < 0
.

01 )
,

且下察血汤组显著高于一贯煎组 (P < 0
.

01 )( 图 4)
.

气ù门22

,
卜ó矛

M M P
一

9

ù、n甘ù、

恻余彩侧撰
M M P

一

2

0
L

MMP
一

2活性
M M P

一
9活性

图 4 M M P
一
2 和 M M P

一
9 活性的变化

a( ) 明胶酶图
.

1 ,

正 常组 ; 2 , 4 周模型对照组 ; 3 , 8 周模型对照组
; 4 ,

12 周模型对照组
; 5 ,

下癖

血汤组 ; 6 ,

一贯煎组
.

( b) 灰度积分比值
.

a ,

与 4 周
、

8 周
、

1 2 周模型组 比较
,

P < 。
.

01 ; b
,

与 12

周模型组 比较
,

P < 。
.

01 ; c ,

与下疲血汤组 比较
,

P < 。
.

01

2
.

5 M M P
一

2理I M P
一

2 和 M M P
一

9江 xM p
一

i 比值变化

与正 常大 鼠 比较
,

模 型大 鼠 M M P
一

2/ T IM P
一

2

比值逐渐升高
,

比较各 时间点 均具有 显著性 差异

( P < o
,

0 1 ) ; M M p
一

9 / T IM p
一

1 比 值 4 周 时开 始下

降
,

但无显著性差异 ( p > 0
.

0 5 )
,

8 周时显著降低

(P < 0
.

01 )
,

12 周时进一步降低且显著低于 8 周模

型对照组 (P < 0
.

01 )
.

与 12 周模型对照组 比较
,

下

痊血汤组
、

一贯煎组 M M P
一

2/ T IM P
一

2 比值 显著 降

低
,

且一贯煎组显著低 于下癖血汤组 ( P < 。
.

0 1 ) ;

M M P
一

9/ IT M P
一

1 比值显著升高 (P < 0
.

01 )
,

且下癖

血汤组显著高于一贯煎组 (P < 0
.

0 5 ) ( 图 5)
.

2
.

6 肝细胞凋亡指数
,

C a s p a s e 一 1 2 和 H G F
。

的变化

正常大鼠有少量肝细胞 凋亡 和微量 C as aP
s e 一 12

蛋 白表达
,

随着造模时间的延长
,

肝细胞凋亡指数

和 C as p as
e 一

12 蛋 白表达量逐渐增加
,

且不 同时间点

(4
,

8
,

12 周 ) 之间比较均具有显著性差异 (P < 0
.

05

或 0
.

0 1 ) ; 与 12 周模型对照组 比较
,

一贯煎组肝细

胞凋亡指数和 C as aP
s e 一 12 蛋 白表达量显著减少 (P <

0
.

00 1 )
,

下痪血 汤 组无 显 著 性 差异 ( P > 0
.

05 )
.

H G F
。

表达量在正常大 鼠最高
,

随着肝脏病变的进

展而逐渐减少
,

12 周时最低
,

与 4 周
、

8 周模型组

比均具有显著性差异 (P < 。
.

01 ) ; 与 12 周模型对照

组 比较
,

下疲血汤组
、

一贯煎组 H G F
。

蛋 白表达量

显著增加 ( P < 0
.

01 )
,

且一贯煎组显著高于下疲血

汤组 ( P < 0
.

0 5 ) (图 6 )
.

玛习山佘彩侧逐

卜旧叼 P
一

9活性 /《勿 M p
一

1/ G A I〕D l l ) M M p一 2活性 (/ T 】N” 〕一 2/ 〔 ;A p D )H

图 5 M M -P 9 / T I M p
一
i 和 M M p

一
2 / T I M p

一
2 比值的变化

a ,

与 4 周
、

8 周
、

12 周模型组 比较
,

P < 。
.

01 ; b
,

与 8 周
、

12 周模 型组 比较
,

P < 0
.

01 ; c ,

与 12 周模型对照组 比较
,

P < 。
.

0 1 ; d
,

与一贯煎组比较
,

P < 。
.

05

3 讨论

根据肝组织病理及 H y p 含量变化
,

C CI
、

诱导

的大鼠肝硬化模型在 4 周至 8 周为肝纤维化进展期
,

胶原纤维逐渐增加
,

H yP 含量分别增加了 0
.

5 98 倍

和 1
.

36 倍
; 8 周至 12 周为肝硬化形成期

,

逐渐形

成完整的假 小 叶结 构
,

H y p 含量 增加 了 3
.

18 倍
.

本 文结合临床实 际
,

以肝硬化形成 阶段为药物的干

605040302010
n
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图 6 肝细胞凋亡指数及 C sa aP
s e- 12

,

H C 凡 蛋 白表达 的变化

( a) 肝细胞凋亡照片
,

箭头示凋亡肝细胞 ;
(b ) C as aP

s --e 12
,

H G F
。

蛋白印迹
.

1 ,

正常 组 ; 2 , 4 周模 型对照组 ;

3 ,

8 周模型对照组 ; 4 ,

12 周模 型对照组 ; 5 ,

下痕血 汤组 ; 6
,

一贯煎 组 ; (
c
) 肝 细胞凋 亡指数

, C as p as
e一

12
,

H G F
。

蛋 白印迹灰度积分比值
.

a ,

与各时间点模型组 比较
,

P < 0
.

01 ; b
,

与 8 周模型组 比较 P < 。
.

01 ; C ,

与 12

周模型组 比较
,

P < 。
.

05 或 。
.

01 ; d
,

与下疲血汤组 比较
,

P < 。
.

05 或 。
.

01

预点
,

探讨不同功效 中医经典方剂抑制肝硬化形成

的作用机制
.

结果显示
,

12 周时模型大 鼠 M M P
一

2/

T IM P
一

2 比值较正常大鼠增加 了 3
.

42 倍
,

M M P
一

13

蛋 白表达量和 M M P
一

9 / T I M P
一

1 比值分别较正常大

鼠降低 了 99
.

8% 和 84
.

3 % ;
肝 细胞 凋 亡指 数和

C as aP s e 一 12 蛋 白表达量分别较正常组增加 了 1 1
.

79

倍和 1 30
.

43 倍
; H G F

。

蛋白表达量较正常大 鼠降低

了 7 5
.

1 %
.

表明在 C CI
、

诱导 的大鼠肝硬化形成阶

段有其综合的病理特征
,

即促进胶原合成的因素增

加
、

胶原降解代谢减少
、

肝细胞凋亡增加
、

以及肝

细胞增殖障碍等病理因素同时并存
,

复杂的病理变

化可能构成不同功效方剂作用 的病理基础
.

3
.

1 提高基质金属蛋白酶的分泌量及其 活性是下

癖血汤的主要作用途径

基质金属蛋 白酶 ( M M P S ) 与组织金属蛋白酶抑

制剂 ( T IM P s ) 在正常情况下处于动态平衡
,

调节肝

内细胞 外 基 质 ( E C M ) 的合 成 和降 解
,

维持 肝 内

E CM 质和量 的稳定
.

病理状态下 M M P S ,

T IM P :

失衡与肝炎
、

肝纤维化
、

肝硬化的发生发展有密切

关系3[]
.

在肝硬化形成期 (9 一 12 周 )予 以下癣血汤和一

贯煎干预治疗后
,

M M P 13 蛋 白表达量较 同期模型

组分别增加了 5 4 8
.

2 5 倍
、

8 2 倍
; M M P

一

9 / T IM P
一

1

比值分别增加 了 1
.

21 倍
、

0
.

91 倍
,

下血汤组优于

一贯煎组
.

这种提高基质金属蛋白酶分泌量及其活

性 的作 用可能与刺激 库普弗 细胞 ( K C ) 活化有 关
,

K C 细胞 通过 表达 M M P
一

13 而逆 转肝纤 维化阵
5〕

.

本文进一步研究显示
,

C D 68 蛋 白表达 8 周时开始

升高
,

12 周时较 8 周增加了 2 9
.

6%
,

而下疲血汤和

一贯煎干预治疗后较 同期模 型对照组 分别增加 了

21
.

8 %和 22
.

2%
,

表明 K C 在肝硬化的发生
、

发展

和恢复过程中可能发挥着
“
双刃剑

”
样作用同

,

即

持续毒物刺激可能使其分泌大量致纤维化因子而促

进胶原的沉积和组织结构 的改建
.

而下癖血汤和一
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贯煎可能具有
“
改 邪归正

”
之作用

,

即通过 诱导

K C 活化并表达 M M P
一

9 和 M M P
一

13 进而促进 间质

性胶原的降解可能是两首方剂尤其是下疲血汤抑制

肝硬化形成的重要途径
.

以往临床观察中成药大黄蛰虫丸对慢性 乙型肝

炎血清金属蛋白酶组织抑制因子
一

1 ( T IM P
一

1) 有突出

影响川
,

桃仁 提取物具有 促进 肝 内间质型胶 原酶

(人体为 M M P
一

1
,

大鼠为 M M P
一

1 3 ) 活性 的作用圈
,

结合下疲血汤突 出地降低肝组织 H yP 含量 的作用
,

表明下癖血汤的
“

祛疲
”
作用机制可能与提高胶原

酶活性进而降解过度沉积的细胞外基质有关
.

3
.

2 抑制肝细胞凋亡和肝星状细胞 ( H S sC )的活化

是一贯煎的重要作用环节

肝细胞凋亡是肝损伤的特征性表现之一田
.

已

有的研究显示 CCI
;

诱导的大 鼠肝纤维化进展期存

在大量的肝细胞凋亡叫
.

在有害刺激条件下发生的
“

病理性
”
凋亡可导致趋化性 /炎症性 因子 的释放

,

因而可加重肝损伤并激活 H S C s

10[ 〕
.

因此
,

抑制肝

细胞凋亡也许是抗肝纤维化 的重要策略田
〕

.

另外
,

C CI
、

诱导的肝纤维化大鼠肝脏蛋白质组

差异表达研究显示造模 12 周后模型大鼠有 C a s
aP

、 e -

12 蛋 白表达山口
.

C as p a s e 一 1 2 是 内质 网凋亡通 路的

关键 酶
,

各 种 损 伤 都 会 导 致 内 质 网应 激 诱 导

C a s p
a s e 一 1 2 表达

,

同时也诱导胞质 中的 C a s p a s e 一 7

向内质网表面迁移
,

C as aP
s e 一 7 与 C as p as

e 一

12 相结

合并打开 C as p as
e 一

12 的前域使其活化
,

最终加速 了

细胞死亡 1[ 3〕
.

一贯煎组肝细胞凋亡指数和 C a s p a s e 一 1 2 蛋白表

达分别较 同期模型组降低了 51
.

0 %和 50
.

8 %
,

而下

疲血汤组无显著改善
,

结合一贯煎可显著提高模型

大鼠血清 白蛋 白 ( A lb) 含量的特点
,

表 明抑 制肝细

胞凋亡可能是一贯煎抑制肝硬化形成的重要机制之

一
,

且这一机制与抑制内质 网凋亡通路有关
.

M M P
一

2 主要来源于活化的 H S C s ,

在肝纤维化

早期参与了基底膜胶原的降解
,

与肝纤维化 的发生

密切相关#l[ 〕 ,

而 T IM P
一

2 和 M M P
一

2 的关系较为复

杂
,

研究表明 T I M P
一

2 具有调节 M M P
一

2 活性的作

用阶」
.

T I M P
一

1 在肝脏 由 K C 细胞
、

H S C s 及肌纤

维母细胞 ( M F B) 产生
,

以活化的 H S C S
表达 T I M P

-

1 最强 16[
, ` 7 〕

.

本研究亦显示伴 随着肝 组织
Q 一 SM A

蛋 白表达量的增加
,

M M P
一

2 / T IM P
一

2 比值
、

T IM P
-

l 蛋 白表达量亦 同步增加
.

下痪血 汤和一贯煎干预

治疗后
。 一

S M A 蛋 白表 达量 分别 下降 了 21
.

6 % 和

5 1
.

8%
,

同 时 M M P
一

2/ T IM P
一

2 比 值 分 别 降 低 了

22
.

4 %和 4 3
.

5%
,

T IM P I 蛋 白表 达量分别下降了

2 8
.

3%和 3 9
.

7 %
,

一贯煎均显著优于下癖血汤
.

结

果提示通过抑制 H S C s 的活化可能是一贯煎抑制肝

硬化形成的又一重要途径
.

下痪血汤和一贯煎干预治疗后肝组织 H G F
。

较

12 周模型对照组分别增加 了 3 5
.

8%和 40
.

。%
,

提

示通过提高肝组织 H G F
。

的蛋 白表达
,

进而促进肝

细胞的有丝分裂
、

激发肝脏胶原酶的活性和促进活

化的肝星状细胞凋亡哪
,
` 9口 ,

可能是一贯煎和下痪血

汤抑制肝硬化形成的共同作用途径之一
中医方剂是在中医理论指导下针对证候病机的

中药组合配伍形式
,

是一复杂系统
,

也是研究 中医

理论复杂体系的主要载体
.

本文立足于 中医临床实

践对肝炎后肝硬化基本证候病机的共识
,

进行不同

功效经典方剂的比较对照研究
,

不仅部分揭示 了下

疲血汤和一贯煎抑制肝硬化形成 的不 同作用机制
,

显示出中医药
“

同病异治
”

理论的科学 内涵
; 同时

也为
“
祛邪与扶正

”
治法理论获得部分生物学作用

基础的诊释
,

下疲血汤的
“

祛疲
”

作用 主要表现为

提高肝组织胶原降解活性
,

促进异常沉积 的纤维结

缔组织的降解与清除
; 而一贯煎的

“

养阴扶正
”
作

用主要在于抑制肝细胞凋亡和 H S C S 的活化
,

保护

患病机体的
“
正气

” .
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e r e e l l b y g a d o l i n i u m

e
h l o

r l d e p r e v e n t s p l g s e r u

价 i n d u e e d

r a t l i v
e r

f ib
r o s i s

.

B i o e h e m B i o p h y s
R

e s
C o m m u n , 20 00 , 2 6 7 ( 1 )

:

29 0一 2 9 5

S a k
a id a l

,

H i r o n a
k

a
K

, T e r a i S
, e t a

l
.

G a d o l z n i u m e h l o
r id e r e -
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v e r s e s di m e t h y ln i t r o s a m i n e ( DM N )
一

i n du e e d r a t li v e r f ib r o s i s

w i t h i n e r e a s e d m a t r i x m
e t a l l o p r o t e i n a s e s ( M M P s ) o f K u p f f e r

e e
l l s

.

L i f e S
e i ,

2 0 0 3 , 7 2 ( 8 )
: 9 4 3一 9 5 9

6 F ir e dm
a n S

.

M a e t h e k n i f e ? M a e r o p h a g e s

一
t h

e
d o u b l e

一 e dg
e
d

s w o r d o f h e p a t i e f ib r o s i s
.

J C l i n I n v e s t , 2 00 5
,

1 1 5 ( 1 )
: 2 9一 3 2

7 刘 平
,

刘 成
,

陈高朝
,

等
.

扶正化癖 31 9 方治疗慢性 乙型

肝炎及其对纤维化血 清学指标 的影响
.

中 国中西医结合 杂志
,

1 99 6 , 1 6 ( 1 0 )
: 5 8 8一 5 9 2

8 徐列 明
,

刘 平
,

刘 成
,

等 桃仁提取物抗实验性肝纤维化

的作用观察
.

中国中药杂志
,

1 9 9 4 , 19 ( 8 )
: 4 9 1一 4 9 4

9 C a n b a y A
,

F e ld s t e i n A
,

B a s k i n 一 B e y E
, e t a l

.

T h e e a s p a s e i n h ib i -

t o r I D N
一6 5 5 6 a t t e n u a t e s h e p a t i C inj u r y a n d if b r o s i s i n t h e b i l e

d u e t l ig a t e d m o u s e
.

J P h a r m
a e o l E x p T h e r ,

20 0 4 , 3 0 8 ( 3 )
:

1 1 9 1一 11 9 6

10 C a n b a y A
,

F r i
e
d m a n S

,

G o r e s G J
.

A p o p t o s i。
:

T h e n e x u s o f l i v
-

e r i nj u r y a n d if b r o s i s
.

H e Pa t o lo g y ,

2 0 04 , 3 9 ( 2 )
: 2 7 3一 2 78

1 1 H ig u e h i H
,

G o r e s G J
.

M e e h a n i s m s o f l i v e r inj
u r y :

A n o v e r -

v i e w
.

C u r r M o l M e d
, 2 0 0 3 , 3 ( 6 )

:
4 8 3一 4 9 0

12 刘 莺
,

刘 平
,

刘成海
,

等
.

细胞增殖 与凋亡相关蛋 白质在

大鼠肝 纤维化形 成与消 减 中的 动态 变化
.

中华肝脏病杂 志
,

2 0 0 5
,

18 ( 8 )
: 5 6 3一 5 6 6

13 R a o R V
,

H
e r m el E

,

C
a s t r o-- O b

r e g o n S
, e t a l

.

C o u p l in g e n d o -

p l
a s m i e r e t i e u lu m s t r e s s t o t h e e e l l d e a t h p r o g r a m

.

M e e h a n i s m o f

15

l 6

1 7

18

l 9

e a s p a s e a e t i v a t i o n
.

J B i o l C h e m
,

2 0 0 1 , 2 7 6 ( 3 6 )
:

14 T a k a h a r a T
,

F u r u i K
,

F u n a k i J
, e t a

l
.

I n e r e a s e d

3 3 8 6 9一 3 3 87 4

m a t r i x m
e t a l l o p r o t e i n a s于 11 i n

e x p e r i m
e n t a l l i v e r fib r o s

i
s i n r a t s .

H
e Pa t o l o g y ,

1 9 9 5 , 2 1 ( 3 )
: 7 8 7一 7 9 5

B e r n a r d o M M
, F r id m

a n R
,

T IM P
一2 ( t l s s u e i n h i bi t o r o f m e t a l

-

l o p r o t e i n a s e 一
2 ) r e g u l a t e s M M P 一2 ( m a t r i x m e t a l l o p r o t e i n

a s
--e 2 )

a e t i v i t y i n t h e e x t r a e e l lu l
a r e n v i r o n m e n t a f t e r p r

--o M M P
一
2 a e t i v a -

t i o n b y M T I ( m e m b
r a n e t y P e l )

一

M M P
.

iB
o e

h e rn J
, 2 0 0 3

,

3 74

( 3 )
:

7 3 9一 7 45

M u r p h y F R
,

Is s a R
,

Z h o u X
, e t a l

.

In hi b i t i o n o f a p o p t o s i s o f

a e t i v
a t e d h e p a t i e s t e l l a t e e e ll s b y t i s s u e i n h i bi t o r o f m e t a l lo p r o t e i

-

n a s e 一 1 15 m e d i a t e d v i
a e f f e e t s o n m a t r i x m e t a l l o p r o 一 t e i n a s e i n h ib i -

t i o n
.

J B i o l C h e m
, 2 0 0 2 , 2 77 ( 1 3 )

:
1 10 6 9一 1 1 0 7 6

T r im J E
,

S a m
r a S K

,

A r t h u r M J
, e t a l

.

U p s t r e a m t z s s u e i n
-

h ib i t o r o f m e t a llo p r o t e i n a s e 于 1 ( T IM R I ) e l e m e n t 一 l , a n o v e l a n d

e s s e n t i a l r e g u l a t o r y D N A m o t i f i n t h
e

h u m
a n T l入I P

一 1 g e n e p r o -

m o t e r ,

d i r e e t l y i n t e r a e t s w i t h
a 3 0一 k D a n u e l e

a r p r o t e i n
.

J B i o l

C h e m
, 2 0 0 0 ,

2 7 5 ( 9 )
: 6 6 5 7一 66 6 3

M a t s u d a Y
,

M a t s u m o t o K
,

I e h id a T
, e t a l

.

H e P a t o e y t e g r o w t h

f a e t o r s u p p r e s s e s t h e o n s e t o王 l i v
e r e

i r r h o s
i
s a n d

a
b

r o g a t e s
I
e t h

a
l

h e p a t i e d y s f u n e t i o n i n r a t s
.

J B i o Ch
e
nr ( T o k y o )

, 1 9 95
,

1 1 8 ( 3 )
:

6 4 3一 64 9

K im W H
,

M a t s u m o t o K
, B e s s

h o K
, e t a

l
.

G
r o w t h i n h i b

l t i o n

a n d a p o p t o s i s i n l i v e r m y o f ib r o b l a s t s p r o m o t e d b y h e p a t o e y t e

g r o w t h f a e t o r l e a d s t o r e s o lu t i o n f r o m l i v e r e l r r
h o s i s

,

A m J

P
a t h o l

,

2 0 0 5 , 16 6 :
1 0 1 7一 10 2 8

e x P r e s s i o n o f


