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当飞利肝宁胶囊预防非酒精性脂肪性肝病大鼠肝纤维化
*
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摘 要 目的: 研究当飞利肝宁胶囊对大鼠非酒精性脂肪性肝病 ( nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD) 肝纤
维化的预防作用。方法: 雄性 Wistar大鼠 30 只，随机分为正常组、模型组和治疗组。正常组大鼠喂食普通饲料，模
型与治疗组大鼠给予高脂饲料，治疗组同时予当飞利肝宁胶囊灌胃。8 周后，对模型与治疗组大鼠腹腔注射小剂量四
氯化碳 ( carbon tetrachloride，CCl4 ) ，48 小时后处死各组动物并取肝组织固定或冻存。观察各组大鼠肝组织天狼猩红
染色结果，应用荧光定量 ＲT-PCＲ和 Western blot检测肝脏纤溶酶原激活物抑制因子-1 ( plasminogen activator inhibitor-
1，PAI-1) 、转化生长因子-β1 ( transforming growth factor beta 1，TGF-β1) 、α-平滑肌肌动蛋白 ( alpha smooth muscle ac-
tin，α-SMA) 及 I型胶原 α1 ( collagen type I alpha 1，COL1A1) 表达水平。结果: 模型组大鼠肝组织出现广泛肝细胞
脂肪变性，在肝小叶 3 区可见轻度窦周纤维化，而治疗组大鼠肝细胞周围无明显胶原沉积。模型组大鼠肝组织 PAI-1、
α-SMA、TGF-β1、COL1A1 表达水平较正常组升高 ( P ＜ 0. 05) ，在治疗组大鼠肝脏中上述促纤维化基因的表达被显著
下调 ( P ＜ 0. 05) 。结论: 当飞利肝宁胶囊对高脂饮食联合 CCl4 诱导的大鼠 NAFLD肝纤维化具有预防作用，其机制可
能与调控 NAFLD进展中 TGF-β1 和 PAI-1 的表达从而抑制肝星状细胞活化、胶原增生及促进细胞外基质降解相关。

关键词 非酒精性脂肪性肝病; 肝纤维化; 当飞利肝宁胶囊 /药理作用; 大鼠

Dangfei Liganning capsules prevent liver fibrosis in experimental rat of non-
alcoholic fatty liver disease
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Abstract Objective: To study the effect of Dangfei Liganning capsules on liver fibrosis in nonalcoholic fatty liver disease
( NAFLD) rats. Methods: Thirty male Wistar rats were randomly divided into normal group，model group and treatment group.
The rats of normal group were fed with a standard diet，while those of model and treatment groups with high-fat diet，and the rats for
treatment were gastrically perfused with Dangfei Liganning capsules. After 8 weeks，the rats of model and treatment groups were in-
traperitoneally injected with low dose of CCl4. Forty-eight hours later，the experimental rats were sacrificed and their livers were
frozen or fixed for future use. The liver tissue slides were stained with Sirius red and observed through microscope. Hepatic levels of
plasminogen activator inhibitor-1 ( PAI-1) ，transforming growth factor beta 1 ( TGF-β1) ，alpha smooth muscle actin ( α-SMA) ，

collagen type I，alpha1 ( COL1A1) and β-actin were measured by quantitative ＲT-PCＲ and Western blot. Ｒesults: Compared with
normal group，the liver tissues of model rat showed extensive lobular hepatic steatosis，companied with mild peri-sinusoidal fibrosis
in zone 3 area. No obvious collagen deposition was observed in the liver of treating rats. Dramatically increased mＲNA level of PAI-
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1，TGF-β1，α-SMA and COL1A1，as well as the protein expressing level of PAI-1，were determined in the liver tissues of model
rats ( P ＜0. 05) ，while in the treatment group，the expression of these pro-fibrogenesis genes were down-regulated obviously ( P ＜
0. 05) . Conclusion: Dangfei Liganning capsules could prevent liver fibrosis of NAFLD rats. The underlying mechanism might par-
tially lie in inhibiting the activation of hepatic stellate cells and collagen production，as well as promoting the degradation of extra-
cellular matrix，through regulating the expression of TGF-β1 and PAI-1 in NAFLD pathophysiology.

Key Words NAFLD; liver fibrosis; Dangfei Liganning capsules /pharmacological effect; rat

持续性肝损伤往往引起肝纤维化，进一步发展可形成肝

硬化。当飞利肝宁胶囊是包含当药和水飞蓟醇提取物的中成

药，临床作为保肝药应用，可有效改善慢性病毒性肝炎患者

肝功能、减轻肝纤维化程度。在 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化中

当飞利肝宁的干预可下调其血清肝纤维纤化指标，但既往研

究均未涉及其中的分子机制［1 ～ 3］。本课题组前期试验表明，

当飞利肝宁胶囊可减轻 NAFLD 大鼠的肝损伤，包括肝细胞脂

肪变性、凋亡和炎性浸润等［4，5］。本研究旨在进一步探讨当飞

利肝宁胶囊是否具有减轻 NAFLD 中肝纤维化作用及其相关因

素，为临床用药提供指导和依据。
1 材料与方法

1. 1 实验动物 6 周龄雄性 Wistar 大鼠 30 只，SPF 级，购自上

海斯莱克实验动物有限公司，动物许可证号为 SCXK ( 沪)

2007-0005。普通饲料及高脂饲料 ( 88% 普通饲料 + 10% 猪油

+ 2%胆固醇) 亦购于斯莱克公司。
1. 2 药物与试剂 当飞利肝宁胶囊为四川美大康药业有限公

司产品。CCl4、甲醛、氯仿等有机化学试剂购于国药集团化

学试剂有限公司; 饱和苦味酸天狼猩红染色液为上海亿欣生

物科技有限公司产品; 蛋白酶抑制剂为 Ｒoche 产品; PAI-1 兔

多克隆抗体，购于 Santa Cruz 公司; β-肌动蛋白 ( β-actin) 兔

多克隆抗体，杭州华安生物技术有限公司产品; 抗兔 IgG 为

Cell Signaling Technology 公司产品; PVDF 膜、化学发光试剂

为 Millipore 公司产品; PCＲ 引物由上海闪晶分子生物科技有

限公司合成; GoScriptTM 逆转录试剂盒为 Promega 公司产品;

TＲIzol 和定量 PCＲ 试剂 Power SYBＲ○Ｒ Green PCＲ Master Mix 为

Life Technologies 公司产品。
1. 3 方法
1. 3. 1 动物模型制备及药物干预 大鼠随机分为正常组、模

型组及治疗组，每组 10 只。正常组大鼠喂食普通饲料，模型

和治疗组均予以高脂饲料，治疗组大鼠同时给予当飞利肝宁

胶囊内容物灌胃，0. 225g /kg，1 次 /d，其余大鼠予等体积生

理盐水灌胃。持续 8 周后，模型与治疗组大鼠按照 0. 5mL /kg
腹腔注射 33% CCl4 ( CCl4 ∶ 玉米油 = 1∶ 2) ，48 小时后戊巴比

妥钠麻醉，腹主动脉取血处死大鼠，取肝组织于-80℃ 冻存或

甲醛固定。
1. 3. 2 肝脏组织胶原染色 10% 中性甲醛溶液固定大鼠肝组

织过夜，置于包埋盒常规脱水石蜡包埋，6μm 切片脱蜡复水

后，用饱和苦味酸天狼猩红染色液室温下孵育 1 小时，并用

稀盐酸孵育 2 分钟，脱水透明后用中性树胶封片，光学显微

镜下观察并拍照。
1. 3. 3 定量 ＲT-PCＲ 检测肝组织基因表达 每组取 3 个肝脏

组织 100mg，分别加液氮研磨，用 TＲIzol 提取总 ＲNA，用 Oli-
go dT 为引物，20μl 体系中包含 ＲNA 4μg，应用 GoScriptTM 试

剂逆转录获得 cDNA ( 互补 DNA) 。应用 Power SYBＲ○Ｒ Green
PCＲ Master Mix 及 AB StepOneTM Plus Ｒealtime PCＲ 仪进行扩增

反应，以 β-actin 为内参基因，每个样本做 3 个复孔，用相对

标准曲线法检测各基因 mＲNA 相对表达值 ( relative quantity，

ＲQ) 。引 物 序 列 详 见 表 1。反 应 条 件: 95℃ 变 性 10 分 钟;

95℃ 15 秒，60℃ 1 分钟，重复 40 个循环; 95℃ 15 秒，60℃
1 分钟，收集信号获得溶解曲线。

表 1 大鼠基因 PCＲ 引物序列

基因名称 上游引物 下游引物 产物长度 ( bp)

PAI-1 GCCTCCTCATCCTGCCTAAG CACTGTGCCGCTCTCGTTC 191

TGF-β1 GACCGCAACAACGCAATCTA CAATGGGGGTTCTGGCAC 105

α-SMA TCACCATCGGGAATGAACG CTGTCAGCAATGCCTGGGTA 193

COL1A1 GACCTGTGTGTTCCCCACTCA TGGATAGCGACATCGGCAG 162

β-actin CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC 150

1. 3. 4 Western blot 检测大鼠肝组织 PAI-1 蛋白水平 每组取 3

个肝脏组织 100mg，分别加液氮研磨，加入含有蛋白酶抑制

剂的 ＲIPA 裂解液提取总蛋白，用 Bradford 法检测浓度，用

10% 聚 丙 酰 烯 胺 凝 胶 分 离 蛋 白， 转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯

( PVDF) 膜，封闭后加一抗 PAI-1 ( 1 ∶ 100 ) 或 β-actin ( 1 ∶
2000) 于 4℃孵育过夜，二抗 ( 1 ∶ 1000 ) 室温下孵育 1 小时，

加入化学发光试剂反应 5 分钟后，用 TANON 凝胶成像分析系

统采集图片并分析条带灰度值，计算 PAI-1 相对于 β-actin 的

表达值。
1. 4 统计学方法 应用 SPSS 16. 0 和 GraphPad Prism 5. 0 软件

进行统计学分析及作图，实验数据以 ( 珋x ± s) 表示，多组间

比较采用单因素方差分析，用 Newman-Keuls 法进行组间两两

比较，以 P ＜ 0. 05 为有统计学差异。
2 结果

2. 1 肝组织胶原染色 见插页图 1。图 1 肝组织天狼猩红染

色显示: 正常组大鼠肝组织仅中央静脉和汇管区少量着色;

模型组大鼠肝小叶内有广泛的肝细胞脂肪变性，中央静脉周
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围的肝小叶 3 区有气球样变性，局部可见轻度窦周胶原纤维

着色; 治疗组大鼠肝脏无明显气球样变及小叶窦周胶原着色。
2. 2 肝组织 PAI-1、TGF-β1、α-SMA和 COL1A1 表达水平
荧光定 量 PCＲ 结 果 见 表 2，模 型 组 大 鼠 肝 组 织 PAI-1、α-
SMA、TGF-β1 和 COL1A1 的 mＲNA 的 ＲQ 值均比正常组显著

升高 ( P ＜ 0. 05) ，治疗组的干预明显下调了这些促纤维化指

标 ( P ＜ 0. 05) 。Western blot 检测获得的蛋白条带见图 2，经

软件采集分析获得相应灰度值，以 β-actin 为内参对照，并设

C 组相对表达平均水平为 1，计算获得 PAI-1 蛋白表达相对

值: 正常组为 1. 0 ± 0. 26，模型组为 2. 7 ± 0. 44，治疗组为

1. 7 ± 0. 14，统计表明肝组织 PAI-1 蛋白表达水平在模型组升

高 ( P ＜ 0. 05) ，而在治疗组有所下降 ( P ＜ 0. 05) 。

表 2 各组大鼠肝组织促纤维化基因 mＲNA ＲQ 值比较 ( 珋x ± s，n = 3)

组别
大鼠肝组织促肝纤维化各检测指标的 mＲNA ＲQ

PAI-1 TGF-β1 α-SMA COL1A1

正常组 1. 0 ± 0. 08 1. 0 ± 0. 16 1. 0 ± 0. 22 1. 0 ± 0. 08

模型组 3. 5 ± 0. 55* 1. 9 ± 0. 09* 2. 2 ± 0. 22* 7. 7 ± 1. 71*

治疗组 1. 3 ± 0. 47# 0. 95 ± 0. 13# 1. 0 ± 0. 25# 2. 7 ± 1. 53#

与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，#P ＜ 0. 05

图 2 蛋白印迹检测大鼠肝组织 PAI-1 蛋白表达水平

A: 正常组; B: 模型组; C: 治疗组;

右侧为 PAI-1 相对灰度值比较柱形图: 与正常组比较，

* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，#P ＜ 0. 05

3 讨论

NAFLD 已成为常见的慢性肝病，其中 10% ～ 20% 发展为

非酒精性脂肪性肝炎 ( nonalcoholic steatohepatitis，NASH) ［6］。
NASH 患者肝组织病理变化除肝细胞脂肪变性外，还出现炎性

细胞浸润、肝细胞气球样变性及肝纤维化，而持续纤维化导

致 15% ～25%的 NASH 患者在 10 ～ 15 年内进展成为难以逆转

的肝硬化［6 ～ 8］。虽然源于 NASH 的肝纤维化与在其他慢性肝

病中观察到的促纤维化机制存在一定共性，但 NASH 中脂肪

性细胞因子表达异常、氧化应激增强及与代谢综合征相关的

胰岛素抵抗等因素在纤维化诱导中发挥独特作用［9］，致其病

理过程有所不同，因此有必要研究选择针对相应机制的药物

以达到有效防治的目的。
NAFLD 对药物、毒物等肝损伤敏感性增加，受到肝毒性

刺激后可迅速发展为 NASH。本研究对高脂饮食 8 周大鼠给予

对正常饮食大鼠无明显毒性的低剂量 CCl4 腹腔注射，剂量虽

小，但 48 小时后肝组织病理变化除脂肪变性、肝细胞气球样

变性和炎性细胞浸润外［5］，在肝小叶 3 区还出现了轻度窦周

纤维化，表明 NASH 模型的形成，可用于研究药物对 NASH
肝纤维化的作用。当飞利肝宁胶囊，为当药和水飞蓟的提取

物，具有化湿利胆、清热解毒的功效。我们前期试验显示当

飞利肝宁可缓解 NASH 模型大鼠肝脂肪变性、气球样变、炎

性浸润及升高的血清转氨酶，在本研究中模型大鼠肝组织中

出现窦周纤维化，治疗组则未观察到此变化，表明当飞利肝

宁可减轻 NASH 肝功能损伤，有效防治肝纤维化的发生。
窦周纤维化是 NASH 早期的主要形式，而紧贴肝窦内皮

细胞与肝细胞的肝星状细胞 ( HSC) 的活化是其主要环节［8］。
HSC 被激活并转化为肌成纤维细胞，表达 α-SMA，该分子被

广泛作为 HSC 活化标志，有研究报道 NAFLD 患者活检肝组织

α-SMA 的表达水平可作为预测疾病进展的依据。活化的 HSC
大量合成以Ⅰ型胶原为主的细胞外基质 ( ECM) ，沉积在肝窦

和肝细胞周围形成纤维化，Ⅰ型胶原的上调也因此被认为是

肝纤维化的病理标记物［10］。在本研究中检测模型组大鼠肝组

织 α-SMA 和 COL1A1 表达水平升高，而在治疗组中这两个标

记性基因的表达下调，表明当飞利肝宁胶囊可抑制 NASH 中

HSC 的活化。
TGF-β是 HSC 活化的关键分子，通过对 HSC、肝细胞、

内皮细胞等直接或间接作用，从而促进 ECM 合成并抑制其降

解，在肝纤维化的启动和进展中发挥关键作用［11］。除了 ECM
生成，ECM 降解是肝纤维化的另一决定因素。PAI-1，是纤溶

酶原激活剂的主要抑制剂，因而在纤维溶解中发挥重要作用。
在胆管结扎及 CCl4 诱导肝纤维化模型中，PAI-1 水平上调，

而敲除 PAI-1 基因的小鼠相对于野生型更易于发生肝纤维化。
临床研究显示代谢综合征患者中血浆 PAI-1 水平与肝脂含量、
转氨酶活性有相关性，另外研究也表明血浆中 PAI-1 浓度在

NAFLD 中不仅与包括脂肪变性和炎症在内的早期病变有关，

还与肝纤维化相关。PAI-1 一般在脂肪细胞与内皮细胞表达，

但在损伤炎症等情况下也会在其他细胞被诱导表达增强［12］。
近来研究显示在伴有胰岛素抵抗的遗传性肥胖小鼠和酒精性

脂肪肝小鼠中，血浆中 PAI-1 与肝脏中的 PAI-1 水平与肝脂积

聚程度密切相关，说明肝脏 PAI-1 在脂肪肝的病理进程中发

挥作用［13］。我们在 NASH 模型中检测到肝脏 TGF-β1、PAI-1
表达升高，与报道的其他 NAFLD 模型中检测结果一致［13，14］，

而当飞利肝宁的干预明显下调了这两个分子的表达，表明当

飞利肝宁胶囊可能通过调节 TGF-β1、PAI-1 相关途径防治肝

纤维化。
在 NAFLD 病理机制中，胰岛素抵抗 ( IＲ) 、氧化应激、

脂肪性细胞因子、炎性细胞因子及细胞凋亡等贯穿于其病程

进展中，并相互作用和影响，肝纤维化也是其网络性共同作

用的结果。在肝细胞损伤时释放的炎性细胞因子，趋化各种

炎性细胞，活化的 Kupffer 细胞、聚集的血小板及受损肝细胞

产生包括 TGF-β的细胞因子［11］。氧化应激产生的大量活性氧

簇 ( reactive oxygen spieces，ＲOS) 或脂质 ( 下转第 187 页)
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为主的评价。而本文均缺乏肝组织学的评价。因此，本文通

过文献综述分析，初步提示了抗肝纤维化中药联合抗病毒药

物“双抗联合”对于 CHB 肝纤维化的优效作用，但其确切疗

效尚需以组织学为最终疗效评价标准的严格的 ＲCT 证据加以

证实。
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过氧化物也可促进 TGF-β 表达［14］。IＲ 致循环中胰岛素水平

升高，而体外观察 HepG2 细胞和分离的人原代肝细胞有 PAI-
1 生成，并在胰岛素刺激下其表达上调。在肥胖小鼠模型中，

PAI-1 含量与肿瘤坏死因子 ( TNF) 和肿瘤坏死因子受体Ⅱ
( TNFＲII) 表达水平也密切相关，推测 TNF 通路诱导 PAI-1 的

表达是血浆 PAI-1 水平升高的原因之一［13］。另外，肝细胞凋

亡小体被单核细胞、巨噬细胞或星状细胞吞噬后，诱导促炎

症和促纤维化细胞因子释放，刺激 HSC 活化。而脂肪性细胞

因子脂联素具有直接对抗肝脏炎症和阻滞肝纤维化的作用，

并可逆转活化 HSC 的一些生物学特性［10］。我们前期研究结果

显示，高脂饮食模型组大鼠氧化应激水平、IＲ 指数、肝组织

匀浆 TNF-α含量增高，脂联素表达分泌下调，而治疗组大鼠

中上述指标得到显著改善［5］，说明当飞利肝宁胶囊抗肝纤维

化的作用可能通过对包括 IＲ、氧化应激、细胞因子、细胞凋

亡等在内的 NAFLD 进展因素综合调控实现。
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