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胆汁性肝硬化分为继发性胆汁性肝硬化和原发性胆汁性

肝硬化 （

primary biliary cirrhosis

，

PBC

），前者由肝外胆管长

期梗阻引起。

PBC

是一种慢性进展性自身免疫病，因肝内长

期、持续性的胆汁淤积，引起肝脏纤维化、肝硬化并最终导致

肝衰竭，其起病隐匿，早期常常无明显症状，部分患者到已达

肝功能失代偿期时才就诊，因而预后较差

[1-2]

。 药物治疗方面

熊去氧胆酸（

UDCA

）是目前公认的对

PBC

具有确实疗效的

首选治疗药物，但迄今尚无特异性药物，而

UDCA

也仅仅对

部分患者有效

[3]

。 田耀洲教授通过中医辨证论治研究总结了

中药化肝通络方，治疗本病获得了较好的疗效。 本研究拟对

化肝通络方的疗效进行科学评价，并探索其作用机制。

1

实验材料

1.1

药 品 与 试 剂 熊 去 氧 胆 酸 （

UDCA

），

Losan Pharma

GmbH

生产； 化肝通络方 （药物组成： 人工牛黄

0.1g

、 红花

15g

、五灵脂

15g

、余甘子

30g

、印度獐牙菜

15g

、肉豆蔻

10g

、黄

芪

25g

、木香

10g

、伞梗虎耳草

15g

、芫荽果

10g

、沉香

3g

、石榴

子

20g

、烈香杜鹃

8g

、冬葵果

15g

、甘草

10g

），由江苏省中西医

结合医院提供；血清

α-

平滑肌肌动蛋白（

α-SMA

）

ELISA

测

定试剂盒，

BioSource

公司（

Lot No20120709

）；金属蛋白酶组

织抑制因子

-1

抗 体 （

TIMP-1

）

ELISA

测 定 试 剂 盒 ，

R&D

Systems China

（

Lot No291100

）；细胞间黏附分子 （

ICAM-1

）

ELISA

测定试剂盒，

R&D Systems China

（

Lot No295330

）；抗

TGF-β1

、

Smad

3

、

Smad

7

多克隆抗体，

Cell Signaling Technology

。

1.2

实验动物 清洁级

SD

大鼠

72

只，全雄，体重（

180±20

）

g

，

购于南京青龙山动物繁殖场，合格证号：

SCXK

（苏）

2010-0001

。

1.3

主要仪器 全自动生化分析仪：日本日立公司；光学显

微镜：日本

Olympus

公司；自动放射免疫计数机：中国科学技

术 大 学 中 佳 公 司 ； 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 ：

Eppendorf

centrifuge 5417R

，德国

Eppendorf

公司；电热恒温水槽：

DK-

8D

型，上海医用恒温设备厂；酶联免疫检测仪：

Thermo

公司。

2

实验方法

2.1

分组与造模 取

72

只大鼠标号后，随机分为假手术组

12

只与造模组

60

只。 大鼠予

10%

水合氯醛溶液（

300mg/kg

）腹腔注

射麻醉后，沿腹正中线开腹，找到并暴露胆总管，假手术组仅分离

胆总管后关腹， 造模组在肝门部胆管周围的近端结扎胆总管后，

常规关腹。 术后连续

3d

注射青霉素

40

万单位

/

只，正常喂养

[4]

。

将造模成功的

60

只胆汁性肝硬化模型大鼠随机分为模型

组、熊去氧胆酸（

UDCA

，

58.3mg

·

kg

-1

·

d

-1

）组和化肝通络方高剂

量（

4.36g

·

kg

-1

·

d

-1

）、中剂量（

2.18g

·

kg

-1

·

d

-1

）、低剂量（

1.09g

·

kg

-1

·

d

-1

）

组，每组

12

只，并于第

8

天开始各组大鼠按

10mL/kg

的体积灌

胃相应药物，

1

次

/d

，共

7d

。 假手术组及模型组给等体积生理盐

水。 于最后

1

次灌胃后

24h

处死各组大鼠测定相关指标。

摘 要 目的：探讨化肝通络方对胆汁性肝硬化模型大鼠的抗纤维化作用及其机制。方法：大鼠随机分为假手术

组、模型组、熊去氧胆酸（

UDCA

）组和化肝通络方高、中、低剂量组，除假手术组外，其余各组大鼠均利用结扎大鼠胆

总管方法制造胆汁淤积肝硬化模型。 于造模后第

2

周开始分别给药，给药

4

周后取大鼠血清测总胆红素（

T-Bil

）、直

接胆红素（

D-Bil

）、谷丙转氨酶（

ALT

）、谷草转氨酶（

AST

）等肝功能指标，取部分肝脏行

HE

染色观察肝脏病理形态变

化，

ELISA

法测定血清

α-

平滑肌肌动蛋白（

α-SMA

）、金属蛋白酶组织抑制因子

-1

抗体 （

TIMP-1

）、细胞间黏附分子

（

ICAM-1

）的表达，免疫组化方法测定肝组织转化生长因子

β1

（

TGF-β1

）、信号传导蛋白

3

（

Smad

3

）、

Smad

7

的表达。 结

果： 与假手术组相比， 模型组大鼠

T-Bil

、

D-Bil

、

ALT

、

AST

等肝功能指标均明显升高 ， 且血清中

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

高表达。 模型组大鼠肝脏出现炎性细胞活动及纤维组织增生等病理改变。 化肝通络方各剂量组、

UDCA

组与

模型组比较，各项肝纤维化指标均有明显下降，肝组织中

TGF-β1

、

Smad

3

蛋白表达亦明显下降，

Smad

7

表达明显升高。

结论：化肝通络方对胆汁性肝硬化模型大鼠具有明显的抗纤维化作用，其机制可能与

TGF-β/smad

信号通路有关。
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表

3

各组大鼠肝组织

TGF-β1

、

Smad

3

、

Smad

7

免疫组化染色的比较（

x±s

）

TGF-β1

阳性数目 阳性数目

464±223 502±274

Smad

3

Smad

7

阳性数目

1787±254

组别

假手术组（

n=5

）

灰度值 相对光密度

163.89±9.87 0.1574±0.0184

灰度值 相对光密度

177.78±18.65 0.1145±0.0234

灰度值 相对光密度

267.43±17.75 0.1745±0.0543

1795±357

##

1356±457

##

538±152

##

模型组（

n=5

）

205.04±11.70

#

0.1734±0.0856

#

223.76±9.70

#

0.1534±0.0156

#

194.91±18.04

#

0.1200±0.0193

#

化肝通络方中剂量组（

n=5

）

1256±328

*△

189.87±9.45

△

0.1434±0.0146

*△

862±176

**△

232±8.45

△

0.1434±0.0156 862±186

*△

217.91±8.45

*△

0.1234±0.0147

化肝通络方低剂量组（

n=5

）

1395±223

*△

193.45±12.87

△

0.1540±0.0936

*△

896±423

**△

196.45±13.87

*

0.1210±0.1936

*△

896±417

*△

197.17±12.87

△

0.1278±0.0156

UDCA

组（

n=5

）

765±356

*

164.4±8.48

*

0.1344±0.0258

*

667±156

*

194.45±12.45 0.1344±0.0178

*

1556±467

*

223.56±8.70 0.1354±0.0146

化肝通络方高剂量组（

n=5

）

832±236

*

187.6±10.44

*△

0.1234±0.0343

*

702±236

*

195.67±8.54

*

0.1234±0.0193

*

1695±357

**

235.04±11.70

*

0.1334±0.0856

注：与模型组比较，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

；与假手术组比较，

#P＜0.05

，

##P＜0.01

；与

UDCA

组比较，

△P＜0.05

。

2.2

检测指标

2.2.1

肝功能 按照南京建成生物工程研究所试剂盒的方法

检测总胆红素（

T-Bil

）、直接胆红素（

D-Bil

）、谷丙转氨酶（

ALT

）、

谷草转氨酶（

AST

）、

γ-

谷氨酰转肽酶（

GGT

）及碱性磷酸酶（

ALP

）。

2.2.2

肝组织学观察 肝组织经

4％

中性甲醛固定， 石蜡切

片，按常规方法行

HE

染色，光镜下观

察肝组织的病理变化。

2.2.3

血清

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

测定 将检测血清严格按照酶联免

疫吸附 （

ELISA

） 试剂盒操作步骤进

行，分别测定血清中

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

的含量。

2.2.4

肝 组 织 转 化 生 长 因 子

β1

（

TGF-β1

）、信号传导蛋白

3

（

Smad

3

）、

Smad

7

的表达检测 免疫组化染色采

用

SP

法，处死后的大鼠肝脏经

10%

的甲醛溶液固定，石蜡包

埋，

4μm

连续切片， 脱蜡至水， 枸橼酸缓冲液高压修复抗原

3.5min

， 待切片晾至室温后滴加

3％H

2

O

2

，

37℃

孵育

15min

，

PBS

洗

3

次，每次

5min

，滴加胰酶消化

15min

，

PBS

洗片

3

次，

每次

5min

。 分别滴加

TGF-β1

、

Smad

3

、

Smad

7

一抗工作液（工

作液浓度分别为

1∶100

、

1∶50

，用

PBS

稀释），

4℃

孵育过夜。 次

日取出切片，

PBS

洗片

3

次， 每次

5min

； 滴加二抗工作液，

37℃

孵育

40min

。 蒸馏水洗

2

次，每次

5min

，用现配制的

DAB

溶液显色

10min

，苏木精衬染

2min

，分化、返蓝各

30s

，梯度乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，计算机扫描分析蛋白的

阳性数目、灰度值和相对光密度。

2.3

统计学方法 数据用 （

x±s

） 表示 ， 采用

t

检验 ，用

SPSS16.0

统计软件进行统计分析。

3

实验结果

3.1

治疗后各组大鼠血清肝功能指标测定 见表

1

。

3.2

各组大鼠肝脏组织

HE

染色病理形态 假手术组大鼠

肝小叶结构存在，肝板排列整齐，个别结构稍紊乱，以中央静

脉为中心向周围放射状排列， 肝细胞

多边形，浆丰富，核大而圆，少见双核；

模型组大鼠肝脏散在炎性细胞浸润，

纤维结缔组织增生将肝小叶分割成假

小叶结构；

UDCA

组大鼠肝脏无明显

炎性细胞浸润， 纤维结缔组织增生明

显改善； 化肝通络方低剂量组大鼠肝

脏炎性细胞浸润存在， 纤维结缔组织

轻度增生； 化肝通络方中剂量组大鼠

肝脏炎性细胞浸润减少， 少许纤维结

缔组织增生；化肝通络方高剂量组大鼠肝脏无明显炎性细胞

浸润，纤维结缔组织增生明显改善。 见图

1

。

3.3

各组大鼠血清

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

表达比较 见

表

2

。

3.4

各组大鼠肝组织

TGF-β1

、

Smad

3

、

Smad

7

表达比较 见表

3

。

表

1

各组大鼠治疗后肝功能生化指标（

x±s

）

47.67±16.42

ALP

（

U/L

）

0.25±0.42 58.38±1.87

D-Bil

（

μmol/L

）

GGT

（

U/L

）

0.84±0.29

T-Bil

（

μmol/L

）

30.8±11.5 59.4±11.4

ALT

（

U/L

）

AST

（

U/L

）

假手术组

8

组别 动物数（只）

54.06±9.70

##

40.38±4.90

##

254.43±23.37

##

318.38±198.90

##

567.0±238.8

##

611.6±283.4

##

模型组

8

UDCA

组

8 42.6±26.6

**

128.2±73.4

**

0.88±0.27

**

0.68±0.37

**

58.08±1.91

**

53.70±19.60

**

化肝通络方高剂量组

8 45.2±31.0

**

109.9±48.1

**

0.97±0.39

**

0.85±0.35

**△

59.04±3.14

**

55.90±26.13

**

化肝通络方中剂量组

8 34.6±18.3

**△

99.0±36.7

**△

1.07±0.28

**△

0.84±0.19

**△

57.66±3.71

**

49.78±23.19

**

化肝通络方低剂量组

8 228±125.9

**△△

209.0±73.2

**△

1.56±0.62

**△

1.26±0.49

**△

58.20±1.84

**

114.56±95.29

**△

注： 与模型组比较，

**P＜0.01

； 与假手术组比较，

##P＜0.01

； 与

UDCA

组比较，

△P＜0.05

，

△△P＜0.01

。

图

1

各组大鼠肝组织病理变化（

HE

，

200×

）

注：

A.

假手术组；

B.

模型组；

C.UDCA

组；

D.

化肝通络方低

剂量组；

E.

化肝通络方中剂量组；

F.

化肝通络方高剂量组。

表

2

各组大鼠治疗后血清

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

水平比较（

x±s

）

pg/mL

假手术组

组别

186.84±7.89

ICAM-1

507.01±17.99 390.73±22.89

α-SMA TIMP-1

8

动物数

模型组

8 1325.16±158.44

##

994.02±128.43

#

576.01±108.44

##

UDCA

组

8 587.43±36.55

**

468.87±23.42

*

254.45±36.54

**

化肝通络方高剂量组

8 650.35±52.04

*△

412.37±32.60

**△

268.36±52.04

**

化肝通络方中剂量组

8 728.36±110.11

*△

549.99±44.47

*△

307.89±54.67

*△

化肝通络方低剂量组

8 1011.79±100.95

*△△

583.55±57.01

*△

407.51±100.95

*△

注：与模型组比较，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

；与假手术组比较，

#P＜0.05

，

##P＜0.01

；与

UDCA

组比较，

△P＜0.05

，

△△P＜0.01

。
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讨论

近年来，中医药辨证施治治疗胆汁性肝硬化取得了一

定疗效。 现代医家多依据病程的不同阶段将本病分别归属

于“皮肤瘙痒”、“黄疸”、“胁痛 ”、“鼓胀 ”、“积聚 ”、“水肿 ”、

“血证”、“虚劳”等范畴

[5]

。本病虚实夹杂，本虚标实。本虚以

肝 、脾 、肾三脏为主 ，标实以气滞 、湿浊 （热 ）、血瘀 、水停等

为主。 肾主骨，肝主筋，肝肾精血不足，失于濡养，则患者多

骨节疼痛、腰膝酸软、发枯齿摇、经水早闭、目涩口干。 脾主

运化 ，运化水谷精微及水湿 ，脾虚则纳少便溏 ，湿浊内阻 ，

湿聚水停，腹胀足肿，久之则乏力倦怠，萎黄神疲。 肝主疏

泄 ，与胆腑互为表里 ，烦劳则肝失条达 ，气滞血瘀 、湿热熏

蒸则致黄疸

[5-6]

。 化肝通络方由红花、五灵脂、牛黄、印度獐

牙菜、黄芪、木香等组成，其中红花、五灵脂等活血通络，牛

黄 、印度獐牙菜等清热解毒 、疏肝利胆 ，黄芪 、木香等健脾

理气。 全方具有清热解毒、活血利水、理气健脾、补益肝肾

等功效。

肝纤维化是胆汁性肝硬化的重要中间环节，目前研究表

明 ， 肝纤维化的显著特征是细胞外基质 （

Extra cellular

matrix

，

ECM

） 的增加和成分的改变， 而肝星状细胞（

hepatic

stellate cells

，

HSCs

）的活化和增殖是其关键和中心环节

[7]

。

α-

SMA

是肝星状细胞活化的特征性标志物

[8]

；

TIMP-1

与肝纤维

化密切相关，

TIMPs

可选择性地结合

MMPs

，抑制

MMPs

降解

ECM

的活性

[9]

；

ICAM-1

的表达是

HSC

活化的固有的生物学

特性之一，

ICAM-1

为免疫球蛋白超家族的一种黏附分子，能

表达于淋巴细胞及中性粒细胞等表面 ， 在炎症反应中 ，

ICAM-1

是细胞与细胞接触过程中起中心作用的一种细胞黏

附分子

[10]

。

TGF-β/smad

细胞信号通路与肝纤维化的发生、发展密

切相关 ，

TGF-β1

参与活化肝星状细胞并促进胶原蛋白基

因表达，肝脏纤维化使

TGF-β1

合成明显增多，肝脏组织表

达

TGF-β1

增强， 而

Smads

蛋白家族作为

TGF-β1

膜受体

的特异性底物，根据功能分为三类：膜受体激活

Smad

、通用

Smad

和抑制性的

Smad

。

Smad

3

属于激活的

Smad

，在肝纤维

化发生时其表达显著增加， 具有活化、 促进胶原合成等效

应。 与之相反， 肝纤维化的进展常常伴随有抑制性激活的

Smad

7

表达水平低下，因而不能有效地抑制激活的

Smad

磷

酸化，并阻止

TGF-β1

的刺激信号向下游传导 ，导致

TGF-

β1

信号通路持续激活 ，最终发生肝纤维化 、肝硬化甚至肝

细胞癌

[11]

。

本实验采用经典方法复制胆汁性肝硬化模型。 与假手

术组比较，模型组大鼠血清中

AST

、

ALT

、

ALP

、

T-Bil

，

D-Bil

，

GGT

均显著升高 ，

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

蛋白的表达也

明显升高，结合肝脏组织病理学改变，证实动物模型复制成

功。 本研究发现，化肝通络方各剂量组能明显降低胆汁性肝

硬化模型大鼠血清中异常升高的肝功能指标和

α-SMA

、

TIMP-1

、

ICAM-1

蛋白的表达。 与模型组比较，化肝通络方

给药浓度与疗效呈正相关，其中以高剂量组最为显著，存在

浓度依耐性，表现出明显的量效关系。 与

UDCA

组比较，化

肝通络方高剂量组血清指标差异无统计学意义，而中、低剂

量组差异显著， 说明化肝通络方高剂量组与阳性药

UDCA

疗效相近。 同时病理组织学检查结果显示，化肝通络方高、

中剂量组对模型大鼠肝纤维组织增生、 肝组织炎性细胞活

动有显著的改善作用， 进一步证实化肝通络方具有明显的

抗纤维化作用。 肝组织免疫组化结果提示，模型组较假手术

组

TGF-β1

、

Smad

3

蛋白的阳性数目和灰度值、相对光密度表

达增高，抑制性激活蛋白

Smad

7

表达明显降低，化肝通络方

及

UDCA

均可显著抑制模型大鼠

TGF-β1

、

Smad

3

蛋白的表

达，上调抑制性激活蛋白

Smad

7

表达，说明化肝通络方具有

治疗胆汁性肝硬化的作用，其作用机制可能与

TGF-β/smad

信号通路相关。

5
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