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各种慢性肝病进展到肝硬化必经的、共同的病理阶

段是肝纤维化，它以结缔组织异常增生，细胞外基质过

度沉积为病理特征。普遍认为，抗肝纤维化的治疗是延

缓或阻止各种慢性肝病进展的重要手段。经过大量文献

研究及临床观察，在对肝纤维化基本病机全面梳理认识

的基础上，认为肝纤维化发生发展过程中“痰、瘀、虚”

贯穿于疾病的始终， 因此在本病的治疗上“化痰” 与

“活血化瘀”“扶养正气”同等重要，不可偏废。前期通

过对慢性乙肝肝纤维化患者的干预研究发现，临床拟定

了化痰活血扶正方有较好的临床疗效［!

］。本研究拟通过

动物实验研究着重探讨化痰活血扶正方及其拆方后的相

关药组对肝纤维化大鼠
!!*+,

、
-.

表达的影响。

化痰活血扶正方拆方后的相关药组
对肝纤维化大鼠α

!

SMA、FN表达的影响※

郑保平 肖 海 林唐唐 唐 杨 刘海华

（赣南医学院第一附属医院中医科，江西 赣州 341000）

摘 要
!

目的 观察化痰活血扶正方拆方后的相关药组对肝纤维化大鼠模型肝脏组织病理学，
!!

SMA、FN表达，胶原面积百分

比的影响。方法 选择雄性SD大鼠120只，随机分为正常组、模型组、水飞蓟宾组、化痰低中高剂量组、活血化瘀低中高剂量

组、扶正低中高剂量组、化痰活血扶正低中高剂量组。除正常组外，其余各组大鼠均予腹腔注射4%TAA（水为溶剂）5mL/kg
体质量，剂量200mg/kg，每周2次，共8周。造模开始次日，各低、中、高剂量组分别按照0.25、0.5、1.0g/kg剂量，每日1次、予

10mL/kg体质量不同浓度的药物灌胃，水飞蓟宾组给予水飞蓟宾50mg/kg体质量灌胃，每日1次，用药8周。8周后取各组大

鼠肝右叶组织，免疫组化法观察各组大鼠肝脏组织
!"

SMA、FN的表达、胶原面积百分比及组织形态病理学变化情况。结果

中药干预后的各组大鼠肝组织
!#

SMA、FN的表达及胶原面积百分比均有下降，与模型组相比均有统计学意义（
!

<0.05）；各组

大鼠肝脏病理切片光镜下观察均较模型组大鼠肝组织在炎细胞浸润程度、变性坏死、纤维增生等方面有明显减轻。结论 化痰

活血扶正方及其拆方后的各药组可显著降低肝纤维化大鼠模型肝组织中
!$

SMA、FN的表达；各中药治疗组大鼠的组织形态

病理学明显改善，表明化痰活血扶正各药组能够减缓或阻断肝纤维化的进展。

关键词
!

化痰活血扶正方；
!%

SMA；FN；肝纤维化；大鼠；胁痛
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1

材料与方法

1.1药物及试剂 本实验所用的中药饮片均购自江西省赣

州市协记大药房有限公司；秋水仙碱片，云南植物药业

公司生产，批号：
$'!"'!'!

； 硫代乙酰胺 （
*+,-./!

01.2,30

，
*44

），批号
!"$5'$!5''6

。
78

抗体，博士德，

货号：
94)""$

；
!":;4

，博士德，货号：
9;<''$

；
;.=!

=->

三色染色试剂，索莱宝，货号：
6)?@<#)<<

。

1.2实验动物及分组 选用
:A

雄性大鼠 （清洁级）
)$<

只，体质量（
&<B)'

）
C

，购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司 （动物许可证号：
:DEF

（湘）
$<)?$<<<@

，合

格证号：
@?<<@"<<<$$$G5

）。随机分为空白对照组、水飞

蓟宾组、模型组、化痰药低剂量组、化痰药中剂量组、

化痰药高剂量组、活血药低剂量组、活血药中剂量组、

活血药高剂量组、扶正药低剂量组、扶正药中剂量组、

扶正药高剂量组、化痰活血扶正药低剂量组、化痰活血

扶正药中剂量组、化痰活血扶正药高剂量组，每组
&

只。分笼饲养，每笼
@

只，自由摄食饮水适应性喂养
"

天，自然光线，湿度
?<

%
"5<

%，温度
$<"$G #

。

1.3实验方法

1.3.1药物制备 将中药饮片按照功效及主治分为：化痰药

组（白芥子、半夏、茯苓、陈皮、甘草等）、活血化瘀药组

（莪术、丹参、桃仁等）、扶正药组 （黄芪、党参、当

归、白术等）、化痰活血扶正方组。每组药物均水浸过药

面
$ /2

并浸泡
)$ +

以上、第
)

遍，加水
? H

，
?<< $

，

) +

煮开；第
$

遍，加水
)I5 H

，
?''$

，
@' 2,>

煮开。每遍

煮开后
#'' $

续煎
?' 2,>

。
#

次合液，旋转蒸发仪浓缩至

)''' 2H

。置
@$

冰箱备用，使用前按要求配成所需浓度。

1.3.2造模及给药 除正常组外其余大鼠均腹腔注射
@

%!

*44

（水为溶剂）
5 2H!JC

体质量，剂量
$'' 2C!JC

，每

周
$

次，持续
&

周，复制大鼠肝纤维化模型。造模的同

时各低、中、高剂量组分别按照
'K#5

、
<K5

、
(K< C!JC

剂

量，按
( 2H!(<< C

体质量不同浓度的药物灌胃；正常

组、模型组予以生理盐水，等体积灌胃；阳性药物组给

予水飞蓟宾
5< 2C!JC

体质量灌胃，日
(

次；给药
&

周。

1.3.3标本采集与处理 造模及用药的第
&

周后取各组所

有剩余大鼠，每次均禁食
(# +

后称重，
(<

%的水合氯
醛腹腔注射麻醉后，冰盒上处死大鼠，取部分肝右叶组

织，
(<

%!甲醛常规固定、梯度乙醇脱水、二甲苯透明、

石蜡包埋。

1.3.4病理组织学观察 石蜡包埋组织，
@ !2

厚切片，分

别行
;.==->

染色。光镜下观察各组肝组织病理组织学

变化。

1.3.5免疫组化检测α
!

SMA、FN蛋白的表达 采用免疫

组化
:L

法，鼠抗鼠
!%:;4

单克隆抗体及
78

抗体均以

(%(<<

稀释，
A49

显色，苏木素复染
L9:

代替一抗作为

阴性对照，阳性组织呈棕色，阴性组织呈蓝色。在自动

图像分析系统上，采用
MLN4:&$'''

型图像分析软件进行

定量分析，随视选取每张切片
!'

个视野（
&$''

）倍测定

阳性细胞的灰度值与所占视野面积的比，即平均光密度。

1.3.6统计学方法 统计学分析使用
:L:: !?K'

软件。各

测量指标的数据以（
!'"

）表示，组间比较采用单因素方

差分析，以
#O'K'5

为差异有统计学意义。

2

结果

2.1一般情况 正常组大鼠食欲好、毛发光泽、活动灵

敏，体质量增加明显；模型组大鼠进食少，体质量增长

慢，活动少，反应迟钝，毛发干枯稀疏，部分大鼠毛发

有结；其余各组大鼠较模型组相比在精神、毛发、活动、

食欲方面均有不同程度的改善。

2.2肝组织α
"

SMA、FN表达及胶原面积百分比的影响 免

疫组化检查显示模型组
!':;4

、
78

的平均光度值较空

白对照组显著升高，结果有统计学意义（
#O'K'!

）；各中

药治疗组
!(:;4

、
78

的平均光度值较模型组显著下降，

结果有统计学意义（
#O'K'5

），其中以化痰活血扶正全方

组及活血化瘀高剂量组为优。模型组
;.==->

染色胶原

面积百分比与空白组比较显著升高，结果有统计学意义

（
#O'K'!

）；各中药治疗组的胶原面积百分比较模型组显

著下降，结果差异有统计学意义（
#O'K'5

）。见表
!

。

2.3病理组织学改变
;.==->

染色后光镜观察，对照组汇

管区及小叶间隔见少量蓝色胶原纤维，模型组蓝色胶原

纤维明显增多，汇管
)

中央静脉区纤维间隔增宽，包绕、

分隔肝小叶明显，部分形成假小叶。化痰活血扶正方及

拆方后的各组及秋水仙碱组与模型组相比：肝细胞变性、

坏死，纤维组织增生、炎细胞浸润程度等减轻明显（见

图
!P!5

）。

表1各组大鼠肝组织中α
!

SMA、FN表达、

胶原面积百分比水平比较 （
!("

，
&Q

）

组别 只数
!R:;4

平均光密度

78

平均

光密度

空白对照组

模型组

秋水仙碱组

化痰药低剂量组

化痰药中剂量组

化痰药高剂量组

活血药低剂量组

活血药中剂量组

活血药高剂量组

扶正药低剂量组

扶正药中剂量组

扶正药高剂量组

化痰活血扶正药低剂量组

化痰活血扶正药中剂量组

化痰活血扶正药高剂量组

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

&

<K&((<K(&

&K"((<K%#

!

@K#((<K@G

/

GK#((<K&"

/

5K@#(<K&(

/

5K?"(<KG@

/

GK<((<KG5

/

5K#<(<K5@

/

@K(((<K@5

/

"K(%(<K&5

/

GK"#(<K""

/

GK5#(<K"#

/

?K??(<K5"

/

?K<G(<K5&

/

#K%@(<K@5

/

<K(%(<K((

#K5#(<K#@

!

(K?((<K#<

/

(K&&(<K?5

/

(KG&(<K##

/

(KG?(<K#5

/

(K@@(<K#@

/

(K<G(<K#&

/

<K%5(<K#"

/

#K(G(<K#(

/

(KG#(<K?<

/

(K5"(<K?5

/

(K??(<K(&

/

(K<#(<K(?

/

<K%#(<K#G

/

;.==->

染色胶原面积

百分比

<K("(<K((

#K<&(<K#?

!

(K#G(<K#"

/

(KG#(<K#"

/

(K@&(<K#?

/

(K@#(<K#<

/

(K?((<K##

/

(K<&(<K(<

/

(K<@(<K(G

/

(KG&(<K(&

/

(K5&(<K#&

/

(K5G(<K#?

/

(K#<(<K(&

/

(K(#(<K("

/

<K%#(<K#<

/

注：与正常组相比较，▲
#

<0.01；与模型组比较，c
#

<0.05

(<5
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1

讨论

虽然学者们一致认为早期有效地干预肝纤维化的进

程便能阻断肝硬化的形成，但尚无安全有效的治疗药物。

中医药长期防治“黄疸”“胁痛”“积聚”“臌胀”等（多

与现代医学的“肝炎”“肝硬化”等疾病相关）理论总结

和处方用药经验，为当今中医药抗肝纤维化研究提供了

线索和捷径。肝纤维化的主要形成机制为肝细胞和内皮

细胞的慢性炎症损伤，使得肝星状细胞活化、增殖、过

度分泌，最终合成大量细胞外基质参与到肝纤维化的发

生和发展之中［$

］。
!!*+,

作为
-*.

活化的特有标志性蛋

白，与
-*.

增殖、肝纤维化程度呈正相关，
!"*+,

可作

为
-*.

是否激活的重要标志物［/

］。其表达强度的变化与

肝纤维化程度相关［0

］。随着
!#*+,

表达的增多，肝纤维

化的程度随之加重［1

］。另外，
2.+

异常增多是肝纤维化

发生与发展的主要病理基础［3

］。
45

是广泛存在于肝脏中

的大分子糖蛋白，和胶原纤维分布在一起［"

］。它作为

2.+

的一种，在肝纤维化过程中起着直接或间接的重

要作用［1

］。首先，
45

可作为其它基质蛋白的支架［&

］；

其次，
45

具有调节贮脂细胞的作用，其水平升高可以

加强吞噬作用，但同时也会破坏功能性基底膜，破坏贮

脂细胞静止状态，进而导致贮脂细胞表型发生改变［%

］。

本研究显示，用药
&

周后，中药各治疗组
-2

染色后的

大鼠肝脏病理切片光镜下观察均较模型组大鼠肝组织在

炎细胞浸润程度、变性坏死、纤维增生等方面有明显减

轻，表示各干预治疗的中药对肝纤维的形成和发展均有

一定的阻断作用。同时，化痰活血扶正方及其拆方后的

相关药组能够有效减低模型大鼠肝脏组织中
!$*+,

、
45

的表达及
+67789

染色后的胶原面积百分比。这说明化

痰活血扶正方及其拆方后的相关药组可能是通过抑制

-*.7

的激活及
2.+

的合成而起到延缓或逆转肝纤维化

向肝硬化的进程。
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在医药工业大生产中葛根提取率直接影响其资源利

用率，制剂生产效率及经济效益［!

］。葛根提取技术见于

报道的有传统浸提法［$

］、煎煮法、加热回流法［*+,

］、半仿

生提取法［-

］、微波辅助提取法［.

］、超声波辅助提取法［"

］、

超声波
1

微波辅助提取法［&

］，以及用超声波和热回流联合

提取法等［%

］。前期实验表明，可采用超声波辅助提取法

替代加热回流法对野葛样品进行处理［)/

］。本文进一步采

用超声加热提取方法，以主要活性成分葛根总黄酮和葛

根素 （
01234356

，
(

）［((

］含量为指标，对该提取工艺参数

进行单因素考察和正交设计优选，以探讨葛根最佳提取

工艺。
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正交设计优选葛根超声加热提取工艺※
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摘 要
!

目的 正交设计优选皖南野生葛根超声加热提取工艺。方法 以葛根总黄酮和葛根素为考察指标，采用单因素考察和

正交试验设计对皖南野生葛根超声加热提取工艺进行优化。结果 在考察因素变化范围内，总黄酮和葛根素均随超声温度增

加而增加，随超声时间延长而增加，乙醇浓度为60%时出现极值，在液料比为10∶1处出现极值；正交试验结果表明，四因素
对总黄酮和葛根素提取率影响大小顺序为超声温度>乙醇浓度>超声时间>液料比。结论 皖南野生葛根最佳超声加热提

取工艺参数为乙醇浓度为60%，超声温度为60℃，超声时间为60min，液料比为5∶1。
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