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摘要# 目的!探讨大黄蛰虫丸 "熟大黄’ 土鳖虫’ 水蛭% 等# 对小鼠酒精性肝纤维化损伤的保护作用及机制& 方法
!以])&‘>J# 雄性小鼠为研究对象% 构建酒精性纤维化损伤模型% 用大黄蛰虫丸进行干预& 检测血清中谷丙转氨酶
"@>*#’ 谷草转氨酶 "@A*#’ 白介素 # "F>’##’ 白介素 "$ "F>’"$#’ 干扰素’"FdB’’#’ 肿瘤坏死因子’! "*Bd’!#
水平% 取肝组织做F型胶原蛋白 "]Q>’"# 荧光染色’ *NB.>染色和切割半胱天冬酶’- "]]-# 表达的测定& 结果!
与模型组比较% 大黄蛰虫丸组小鼠血清中@>*’ @A*’ F>’#’ FdB’’’ *Bd’!水平均下降% F>’"$ 水平升高& 肝脏]Q>’"
水平下降% 肝细胞凋亡减少和]]- 表达降低& 结论!大黄蛰虫丸通过调节炎症因子的水平% 减少 ]Q>’" 的沉淀% 抑
制肝细胞的凋亡% 从而对小鼠酒精性肝纤维化损伤产生保护作用&
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!!酒精性肝病是由于长期大量饮酒导致的肝脏疾
病& 初期表现为酒精性脂肪肝% 进而可发展成酒精
性肝炎’ 肝纤维化和肝硬化-". & 酒精性肝纤维化
作为酒精性肝硬化的前期阶段% 由于具有可逆转性
而成为该病研究的重点& 大黄蛰虫丸出自张仲景
/金匮要略0% 由熟大黄’ 土鳖虫’ 水蛭’ 虻虫’
蛴螬’ 干漆’ 桃仁’ 炒苦杏仁’ 黄芩’ 地黄’ 白
芍’ 甘草组成% 具有疏通经络’ 破瘀生新’ 缓中补
虚’ 清热润燥’ 滋阴养血之功效% 是祛瘀生新的代
表方剂& 临床上用于治疗各种原因引起的肝纤维
化’ 脂肪肝% 以及高脂血症’ 肝硬化等具有良好的
疗效-%’6. & 但大黄蛰虫丸对酒精性纤维化的影响%
既往并无相关研究& 因此% 本实验研究旨在探讨大
黄蛰虫丸对酒精性肝纤维化小鼠的影响% 以揭示其
抗酒精性肝纤维化的作用&
"!材料与方法
"I"!实验动物及药物
"I"I"!实验动物!# a7 周龄 ])&‘>J# 雄性小鼠
6$ 只% AEd级% 体质量 "%$ j%# 8% 由广东省医
学实验动物中心提供% 许可证号! A]bD "粤#
%$"-’$$$%% 饲养于广州中医药大学实验动物中心&
"I"I%!大黄蛰虫丸的制备!大黄蛰虫丸购自北京
同仁堂 "国药准字号 c""$%"%6"#% 使用前 "% 9 用
双蒸水将大黄蛰虫丸研碎制成 % 8J/>悬浊液&
"I"I-!阳性对照药的制备!阳性对照药选取秋水仙
碱片% 购自云南昊邦制药有限公司 "国药准字号
R)-$%"&(7#% 使用前 "% 9 研碎制成 $I$" /8J/>悬
浊液&
"I%!主要试剂!>1+X+S’O+]0S,1标准型酒精液体模
型饲料 "南通特洛菲饲料科技有限公司% 批号 *E
6$-$O#( 无水乙醇 "AF?=@% 批号 -67)%#( 四氯
化碳溶液 " AF?=@% 批号 "#$""#7#( @>*检测芯
片 "FO.bb% 批号 $$7-$(#( 炎症因子蛋白芯片
"H0P‘15;+49% 批号 G@R’FBd’"#( *NB.>试剂盒
"H549+% 批号 ""#767"&("$ #( @M;1’]Q>’" 抗体
"4X40/% 批号 0X#-$7#( @M;1’]]- 抗体 "]A*% 批
号 (##6#&
"I-!酒精性肝纤维化模型制备及分组
"I-I"!>1+X+S’O+]0S,1标准型酒精液体模型饲料的
制备! "以配制 " >液体饲料为例# 酒精液体饲料
")"I$ 8% 加水 #$$ />左右% 搅拌完全溶解后% 加
()!酒精 )%I# />"或无水酒精 )$ />#% 加水定
容至 " >% 立即封口混匀并于当日饲养完毕&
"I-I%!分组及给药!6$ 只雄性])&‘>J# 小鼠随机

分为 6 组% 即正常对照组’ 模型组’ 阳性对照药组
和大黄蛰虫丸组% 各 "$ 只& >1+X+S’O+]0S,1液态酒
精饲料饲养期间全程禁食禁水% 适应性饲养 ) <%
酒精浓度每日梯度升高 "即从第 " 天 $’ 第 % 天
"!’ 第 - 天 %!’ 第 6 天 -!’ 第 ) 天 6!#% 随后
造模期间每日给予 6!酒精浓度的>1+X+S’O+]0S,1液
态酒精饲料饲养% 共 7 周& 饲养期间模型组’ 阳性
对照药组和大黄蛰虫丸组小鼠以 %)! ]],6 橄榄油
溶液 " />JZ8腹腔注射% 每周注射 % 次% 共 7 周&
正常对照组小鼠自由饮食& 阳性对照药组及大黄蛰
虫丸组小鼠造模第 ) 周起分别以每次 $I% /8JZ8秋
水仙碱’ "I%- 8JZ8大黄蛰虫丸 "相当于 " 倍成人
临床等效剂量# 灌胃给药% " 次J<& 7 周后% 麻醉
小鼠后心脏取血% 分离血清并于 h7$ f保存& 各
组小鼠取肝脏同一部位组织% 用于病理组织观察及
存放h7$ f以备后续检测&
"I6!检测指标及方法
"I6I"!血清@>*’ @A*!利用 ]0;0,PL;O[*=生化分
析仪检测血清@>*’ @A*活性&
"I6I%!血清炎症因子检测!按照试剂盒说明检测
血清炎症因子F>’#’ FdB’’’ *Bd’!和F>’"$ 水平&
"I6I-!e+L;+SM X,5;法检测肝脏]]- 蛋白含有量!
取冻存肝脏组织解液后匀浆% 离心取上清液& 测定
上清蛋白浓度% 加入上样缓冲液% ""!AOA’E@?.
电泳% 转膜% 脱脂奶粉封闭 " 9% 一抗 6 f过夜孵
育% " i*‘A 液洗涤 - 次% 二抗室温孵育 % 9% " i
*‘A液洗涤 - 次& .]>化学发光试剂盒显色曝光%
分析&
"I6I6!*NB.>染色检测肝细胞凋亡!组织切片
-& f烘烤 %$ /1M% E‘A 洗涤 "$ /1M& 滴加 )$ #>
*NB.>检测液% -& f避光孵育 #$ /1M% E‘A 洗涤
- 次& 滴加 O@EF染液% 室温孵育 "$ /1M% E‘A 洗
涤 - 次& 封片后荧光显微镜下观察&
"I6I)!免疫荧光法检测肝脏 ]Q>’" 表达!组织切
片 -& f烘烤 %$ /1M% E‘A洗涤 "$ /1M& $I$" /5,J>
枸橼酸钠缓冲溶液中煮沸 ") /1M% 自然冷却( E‘A
洗涤 - 次& -! R%Q% 室温避光孵育 "$ /1M% E‘A洗
涤 - 次& 一抗 6 f过夜孵育% E‘A洗涤 - 次( 滴加
荧光二抗室温孵育 % 9% E‘A洗涤 - 次& 滴加O@EF
染液% 室温孵育 "$ /1M% E‘A洗涤 - 次& 封片后荧
光显微镜下观察&
"I)!统计方法!采用 AEAA %%I$ 软件统计分析%
正态分布计量资料以均数 j标准误 "?j3# 表示%
多组间比较采用单因素方差分析% 并采用*:Z+P事
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后检验法进行组间两两比较% ’k$I$) 为有统计学
意义&
HG结果
%I"!各组小鼠血清 @>*和 @A*检测结果!如图 "
显示% 与正常对照组比较% 模型组小鼠血清 @>*’
@A*水平显著升高 "’k$I$)#( 与模型组比较%

阳性对照药组与大黄蛰虫丸组小鼠血清 @>*’ @A*
水平均显著降低 "’k$I$)#& 这些结果表明% 小
鼠在给予四氯化碳与液态酒精干预后% 肝脏受损%
肝功能出现明显变化% 提示模型成功( 同时% 大黄
蛰虫丸能够有效改善酒精性肝纤维化小鼠的肝
功能&

注! 与正常对照组比较%!’k$I$)( 与模型组比较%$’k$I$)

图 FG各组小鼠血清5A8$ 578检测结果 %+KFL’
Q#NMFG5A8+,!578*&)&*/#,/&-O."%&+’1N-"O2%+KFL’

%I%!各组小鼠肝脏 ]Q>’" 免疫荧光染色结果!如
图 % 显示% 正常对照组小鼠肝脏小叶结构清晰% 无
明显的荧光染色( 与正常对照组比较% 模型组小鼠
肝脏汇管区可见大量假小叶形成% 可见]Q>’" "绿
色# 显著增多 "’k$I$)#% 主要表达于中央静脉’

汇管区以及肝窦 O1LL+间隙中& 与模型组比较% 阳
性对照药组和大黄蛰虫丸组小鼠肝脏 ]Q>’" 染色
显著减少 "’k$I$)#& 说明大黄蛰虫丸能够减轻
酒精性肝纤维化小鼠的胶原形成% 减轻肝纤维的
病变&

注! 与正常对照组比较%!’k$I$)( 与模型组比较%$’k$I$)

图 HG各组小鼠肝脏:>ASF免疫荧光染色结果 %HLL P& +KI’
Q#NMHG$\2-&//#","%:>ASF #,*#)&-/"%&+’1N-"O234 #..O,"%*O"-&/’&,(+,+*4/#/%HLL P& +KI’

%I-!各组小鼠肝脏 ]]- 检测结果!如图 - 显示%
与正常对照组比较% 模型组小鼠肝组织中 ]]- 蛋
白表达明显增强 "’k$I$)#( 与模型组比较% 阳
性对照药组和大黄蛰虫丸组小鼠肝组织中 ]]- 蛋
白表达明显减弱 "’k$I$)#( 阳性对照药组与大

黄蛰虫丸组小鼠肝组织中 ]]- 蛋白表达无显著性
差异 "’l$I$)#& 小鼠在造模后肝脏细胞发生凋
亡% 而大黄蛰虫丸能够改善肝细胞的凋亡% 从而减
轻肝脏的纤维化病变程度&
%I6!各组小鼠肝脏*NB.>染色结果!*NB.>染色
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注! 与正常对照组比较%!’k$I$)( 与模型组比较%$’k$I$)

图 IG各组小鼠肝脏::I 检测结果 %+KY’
Q#NMIG$\2-&//#","%’*&+)&!’+/2+/&SI #,(1&*#)&-/"%&+’1N-"O234 E&/(&-,3*"(%+KY’

能够直观地反映组织中细胞凋亡的情况& 如图 6 显
示% 与正常对照组比较% 模型组小鼠肝细胞凋亡明
!!!

显增多"’k$I$)#( 与模型组比较% 阳性对照药组和
大黄蛰虫丸组小鼠肝细胞凋亡相对减少 "’k$I$)#&

注! 与正常对照组比较%!’k$I$)( 与模型组比较%$’k$I$)

图 YG各组小鼠肝脏8@B$A染色结果 %HLL P& +KI’
Q#NMYG8@B$A/(+#,#,N "%(1&.#’&*#)&-(#//O&/%HLL P& +KI’

%I)!各组小鼠血清炎症因子检测结果!如图 ) 显
示% 与正常对照组比较% 模型组小鼠血清 F>’#’
FdB’’’ *Bd’!水平均显著升高 "’k$I$)#% F>’"$
水平显著降低 "’k$I$)#( 与模型组比较% 大黄
蛰虫丸组小鼠血清 F>’#’ FdB’’’ *Bd’!水平均显
著降低 "’k$I$)#% F>’"$ 水平显著升高 "’k
$I$)#( 与模型组比较% 阳性对照药组血清 F>’#’
FdB’’’ *Bd’!水平均显著降低 "’k$I$)#% 但
F>’"$ 水平无显著变化 "’l$I$)#&
IG讨论

酒精性肝病是一种由长期大量饮酒所导致的肝
脏疾病% 其病变肝组织常伴有纤维化和炎症反应&
其中肝纤维化是多种慢性肝病发展的共同病理基
础% 是肝损伤向肝硬化过渡的关键环节& 肝纤维化
具有可逆性的这一特点对预防和阻止肝硬化进程%

提高患者生活质量’ 增加患者寿命具有重要意义&
因此% 寻找有效药物以延缓’ 阻断或逆转酒精性肝
纤维化的发生和发展% 在现实治疗中十分迫切&

中医认为酒精性肝纤维化属于 +酒癖, 范畴%
其病因病机归纳为! 湿热中阻% 肝郁脾虚% 痰瘀互
结% 治疗上多以清热养血’ 疏肝补脾’ 活血化瘀为
主要原则-). & 本研究使用的大黄蛰虫丸出自东汉
名医张仲景所著 /金匮要略0 的血痹虚劳篇% 为
扶正祛瘀之方% 以祛瘀生新为主要治则& 根据辨
证% 大黄蛰虫丸用于治疗酒精性肝纤维化切合其病
机特点& 有研究显示% 大黄蛰虫丸可使肝纤维化大
鼠病变程度明显减轻% 假小叶的形成与胶原纤维的
堆积减少% 从而发挥抗肝纤维化的作用-#. & 另外%
还有研究表明% 大黄蛰虫丸灌胃给药% 能使 ]],6
复合因素致肝纤维化大鼠血清 F>’# 和 *Bd’!水平
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注! 与正常对照组比较%!’k$I$)( 与模型组比较%$’k$I$)

图 ]G各组小鼠血清炎症因子检测结果 %+KFL’
Q#NM]G;,%*+..+("-4 %+’("-/*&)&*/#,/&-O."%&+’1N-"O2%+KFL’

明显降低-&. &
@>*和@A*作为临床上评价肝功能损伤的传

统生化指标% 当肝脏损伤达到一定程度后% 血清
@>*和@A*升高& 而 ]Q>’" 作为肝细胞外基质的
主要成分% 其增生程序与肝纤维化进程密切相
关-7. & 在本实验中% 结合肝组织病理学检查和肝
功能指标% 综合评价药物对酒精肝纤维化的防治作
用& 首先通过喂饲酒精液体模型饲料予以])&‘>J#
雄性小鼠% 造成小鼠肝脏汇管区形成大量假小叶以
及胶原纤维沉淀% 使小鼠肝脏发生形态学病理改
变% 血清 @>*和 @A*水平升高% 肝脏 ]Q>’" 的表
达增加% 成功构建酒精肝纤维化小鼠模型& 在大黄
蛰虫丸干预后% 与模型组相比% 各给药组血清@>*
和@A*水平显著降低& 免疫荧光染色结果显示肝
脏]Q>’" 沉积减少% 肝脏的纤维间隔减少% 纤维
化程度和病理损伤减轻& 为进一步了解酒精性肝纤
维化中细胞凋亡诱导效应% 本实验检测了凋亡相关
蛋白 ]]- 在肝脏中的表达情况& 检测结果表明%
模型组肝脏 ]]- 的表达以及肝细胞凋亡率显著升
高% 肝细胞凋亡明显增多% 而大黄蛰虫丸给药组能
够明显改善肝细胞凋亡% 减轻肝脏纤维化病变

程度&
炎症是肝纤维化发展过程中重要的病理因素&

在肝脏受到致病因素的刺激下% 致病源激活巨噬细
胞% 激活的巨噬细胞分泌大量的促炎症因子% 进而
激活肝星状细胞 "RA]#% 启动纤维化级联反
应-(. & 在众多炎症因子中% F>’# 和 *Bd’!与肝坏
死及肝纤维化程度密切相关% 在肝硬化的发生发展
中参与肝脏的损伤’修复循环% 最终引起肝脏大量
细胞外基质 ".]=# 的合成和沉积% 导致肝纤维化
或肝硬化-"$. & 活化的 RA]也可产生大量 F>’#’
*Bd’!% 而F>’#’ *Bd’!反过来刺激RA]增殖和胶
原合成% 形成正反馈作用% 使 RA]呈持续活化状
态-"". % 从而加重肝脏的损伤及纤维化的程度-"%. &
F>’# 还可以通过d0L途径调节RA]凋亡% 促进肝纤
维化形成-"-. & 另外% FdB’’能通过激活巨噬细胞
并增强其吞噬能力% 加重肝脏炎症的发生进一步引
起肝纤维化& 而F>’"$ 则具有抑制肝纤维化发展的
作用-"6. % 其机制可能为F>’"$ 不足时可上调(型胶
原的合成并促进胶原蛋白酶基因表达重构 .]=%
且与巨噬细胞 *Bd’!的分泌水平相关& 从本实验
结果可见% 大黄蛰虫丸给药组血清中炎症因子 F>’
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#’ FdB’’和 *Bd’!水平均显著降低% F>’"$ 升高%
表明大黄蛰虫丸能够有效调节机体炎症因子水平%
提示药物可能通过调节各炎症因子% 阻断继发的炎
性级联反应% 从而抑制肝星状细胞活化% 最终改善
小鼠酒精性肝纤维化&

综上所述% 大黄蛰虫丸能够促进肝纤维化恢
复% 减轻肝脏的损伤与凋亡% 改善肝脏的胶原沉
淀% 对酒精性肝纤维化模型小鼠有明显的治疗作
用& 其抗肝纤维化作用可能与其通过调节炎症因子
F>’#’ FdB’’’ *Bd’!和F>’"$ 的分泌% 最终实现抑
制肝星状细胞的活化来发挥作用&
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