
观察维吾尔药小茴香对实验性大鼠肝纤维化转化生长因子!!"!#$%!!""的影响#探讨其抗肝纤维化作用及其机制$ 选取健
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/7.15845#持续 9 周$ 各组大鼠留取肝组织进行病理学观察和 #$%!!" 免疫组化染色$ 结果显示#小茴香可显著降低给药组大鼠

#$%!!" 表达水平!!:;<;""#小茴香组大鼠肝纤维化程度较模型组明显改善#表明维吾尔药小茴香具有明显的抗肝纤维化作用#并
可降低实验性大鼠 #$%!!"水平$
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! 引言
肝纤维化的主要成因是肝细胞坏死和慢性炎症损伤引

起的肝细胞外基质!!"#$% &’(()(%$ *%+$,""-&.#的增生和降解
失去平衡$ 在中国"慢性肝损伤的主要原因是病毒性肝炎%酗
酒和药物滥用 /0123$ 肝纤维化是一切慢性肝病发展的共同途
径"其主要表现为大量的纤维组织在肝脏内堆积/43$ 大量纤维
组织在肝脏中的堆积造成肝功能紊乱%门静脉高压"最终发
展成肝硬化 /53$ 在细胞学水平" 肝纤维化是以肝星型细胞
&6’78+,9 :%+’((,+’ ;’(("6:;# 激活为特征的"6:; 激活后进一
步转化为肌成纤维样细胞"分泌大量的 -;./2<=>$ 肝纤维化的
治疗旨在抑制 6:; 的激活%抑制胶原的增生%促进胶原的降
解等减轻纤维化程度"延缓其发展"乃至逆转其病理进程 /?1@>$
鉴于肝纤维化可以逆转"将抗肝纤维化作为治疗慢性肝病的
一个环节具有重要意义$

西药秋水仙碱%干扰素1!%核苷类似物等虽可抑制肝纤
维化"但因其价格%疗效%作用靶点单一及有副作用等因素"
临床应用受到限制 /A3$ 中药具有多成分%多环节的作用特点"
对病理复杂的疾病可发挥其综合优势$ 中医药如丹参%冬虫
夏草%银杏叶提取物等在抗肝纤维化中具有良好的作用 /B10C3$
伞形科植物小茴香&!"#$%&’(’) *’(+,-. .,((#为维吾尔医常用
药材"具有抗菌%消炎%镇痛%祛风的作用 /001043"民间有应用小
茴香作为偏方治疗肝纤维化的案例"但有关维吾尔药抗肝纤
维化研究报道极少$ 本课题组应用维吾尔药小茴香对四氯化
碳&;%$DEF G’+$89H(E$,I’";;(5#诱导的肝纤维化大鼠模型进行
预防性治疗"与已知具有治疗肝纤维化作用的秋水仙碱进行
对比"发现维吾尔药小茴香具有一定的抗肝纤维化作用$ 在
此基础上"本研究分析维药小茴香对肝纤维化大鼠模型的转
化生长因子1"0&GJK1"0#表达的影响"探讨维吾尔药小茴香
抗肝纤维化的机制$

" 材料与方法
"#" 实验动物

L,M+8$大鼠 5A 只"雄性"体重&2CC!2C#""购于新疆医科大
学实验动物中心$ 大鼠分笼饲养"自由饮水"室温和湿度适宜"
自然采光"实验前适应环境 0周"给予常规大鼠饲料喂养$
"#$ 试剂
维吾尔药小茴香购自新疆维吾尔医院"常规方法制成煎

剂并浓缩成 0NO 中含小茴香 0P’秋水仙碱粉剂&Q()R8 产品#’
四氯化碳分析纯 &天津市北方天医化学试剂厂 " 批号

2CC@C420#’液体石蜡&天津市福晨化学试剂厂#’大鼠 GSQ1"0
检测试剂盒&北京晶美生物工程有限公司#’大鼠 GSQ1"0 单
克隆抗体&:8F+8 ;$)TD 生物技术有限公司#’免疫组织化学染
色试剂盒&北京博奥森生物技术有限公司#$

"#% 方法
将 5A 只大鼠随机分为 5 组(! 小茴香组(02 只"用 ;;(5

与花生油 0U0 的混合物 2NOV!RP)I 10#"2 次V周 "0CW酒精
=NOV&RP)I10#灌胃"同时给予小茴香 0CCNPV&RP)I10#"持续 ?

周’" 正常对照组(02 只"以花生油 2NOVRP"2次V周"灌胃"以
与小茴香组等体积蒸馏水灌胃"0 次VI"持续 ? 周’# 肝纤维
化模型组 (02 只 "用 &&(5 与花生油 0U0 的混合物 2NOVRP"2
次V周"0CW酒精 =NOV&RP)I10#"灌胃"同时以与小茴香组等体
积蒸馏水灌胃"0次VI"持续 ?周’$ 秋水仙碱组(02只"用 &&(5
与花生油 0U0 混合物 2NOVRP"2 次V周"0CW酒精 =NOV&RP)I 10#
灌胃"同时给予秋水仙碱 CX2NPV&RP)I10#"持续 ?周$
"#& 取材
大鼠处死前禁食 25H"称取体重"用 4W戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉&0X=NYVRP#"腹主动脉取血 5NY"分离血清"1AC#冰
箱保存待测$ 然后处死动物"迅速切取肝脏标本置于冰盐水
中充分洗涤"称取脾重$ 留取肝左叶组织置于 0CW中性甲醛
中固定待检$

"#’ 指标及方法
"#’#" 肝脏指数!脾脏指数测定
称 L,M+8$ 大鼠体重"处死动物"剥离肝脏%脾脏"分别称

重"结果以肝脏指数&肝重V体重$0CC#%脾脏指数&脾重 V体重$
0CC#表示$
"#’#$ 肝脏病理学观察
将固定好的肝组织用石蜡包埋%切片%常规 Z-组织学染

色"光镜下观察病理变化$

"#’#% 免疫组化染色
肝组织 GJK1"0 的表达采用免疫组化染色法测定$ 石蜡

切片脱蜡和水化后"用 [\] 冲洗 4次’氧化物酶阻断液&试剂
^#室温下孵育 2CN,F"以阻断内源性过氧化物酶的活性’枸橼
酸修复液进行高压抗原修复’每张切片加 =C%Y&0U0CC 稀释#
第一抗体"5%过夜’[\] 冲洗" 每张切片加 =C%Y酶二抗聚合
物"5%过夜’[\] 冲洗’ 每张切片加 =C%Y 新鲜配制的 _^\"
水冲洗"苏木素复染"中性树胶封固"显微镜下观察$ 对照染
色(‘\]替代一抗作阴性对照$染色结果(aJK1"0以胞浆内出
现棕色颗粒为阳性表达$ 染色结果判断( 于切片的 5 个角及
中央部分"分别选取 =个观测视野&避开边缘效应#"并要求每
个观测视野包含 0 个汇管区加 0 个肝小叶或 0 条纤维间隔$
计数 aJK1"0 阳性表达细胞数$
"#’#& 肝功能指标
谷丙转氨酶&^Oa#%谷草转氨酶&^]a#%白蛋白&^O\#%球

蛋白&JO\#检测按照试剂盒说明书加样后"全自动生化分析
仪自动检测并计算结果$
"#( 统计学处理

正态性数据用/!01表示"非正态性数据用平均秩和表示$
统计学处理用 ][O. 04XC 和 [-.] 4XC 统计软件对多组正态
性资料进行方差分析" 对非正态性资料进行等级资料的秩和
检验$

$ 结果
$#" 大鼠一般情况
各组 L,M+8$ 大鼠实验前一般状况良好$ 正常组一般状态
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图 ! "#$%!! 免疫组化染色
$&’( ) *++,-./&01.2/3+&0145 016&- .7 "8$9!!

!6" 正常对照组!:;;!"

<6= >.-14.? ’4.,@ <A;;!=

!B" 模型对照组!A;;!"

<B= C.D3? ’4.,@ <A;;!=

!2" 小茴香组!A;;!"

<2= !"#$%&’(’) *’(+,-. C&??
’4.,@ <A;;!=

!D" 秋水仙碱组!A;;!"

<D= E.?2/&2&-3 ’4.,@ <A;;!=

注!与正常组比较!!!!"!#"与模型组比较"!!!"!##

$%&’() !!!!"!# *( +%,&-%. /-%012 "!!!"!# *( 3%4’. /-%01"

表 A 组织免疫组化染色 "8$9!)阳性细胞数的变化!/#F0"
"6B?3 A "8$9!) @.0&1&G3 23??0 B5

&++,-./&01.2/3+&0145 016&-!/#F0"

组别 " 567阳性细胞数
正常对照组

模型组

小茴香组

秋水仙碱组

#8
#8
#8
#8

!"9#"!"!8
8:";!":"<:!

9";!"8"!;"

="99"8"#8"

注! 与正常组比较!!!!"!#$与模型组比较"!!!"!#"""!!!"!9$与秋水
仙碱组比较$!!!"!##

$%&’() !!!!"!# *( +%,&-%. /-%01> %!!!"!#2 ""!!!"!9 *( 3%4’. /-%01>
&!!!"!# *( +%.+?@+@,’ /-%01"

良好!活动如常!毛发白色有光泽!饮食量正常!:周后体重较
原体重均有增长" 随着造模时间的延长!模型组大鼠均出现
不同程度的精神差#饮食饮水减少#体重增长缓慢等变化$毛
色发黄且缺少光泽!呈松散蓬乱状 $二便减少 !小便发黄!颜
色明显加深!时有腹泻" 小茴香组大鼠一般状况较好!体重增
加!与模型组和秋水仙碱组比较!差异有显著性%!A!"!#&!结
果见表 #"
A(A 大鼠脾指数
与正常组大鼠相比! 模型组脾指数均有显著性差异 B!A

!"!9C" 小茴香组脾指数下降!与模型组和秋水仙碱组比较!均
有显著性差异%!A!"!9&%表 #&"

A(H 肝纤维化大鼠肝组织 "8$9!)表达的影响
567D!#表达见图 #及表 8" 567D!#表达阳性物质呈棕

色颗粒状!正常肝组织未见 567D!#阳性染色的细胞$模型组
在汇管区及纤维间隔周围可见阳性染色的细胞!形态大多为

梭形或不规则形 !以巨噬细胞#成纤维细胞 #肝星状细胞为
主" 8!!倍视野阳性染色数平均 8:个%图 ##表 8&!与正常对
照组相比明显增多%!A!"!#&$小茴香组和秋水仙碱组 567D!#
阳性染色的细胞数均较模型组减少%!A!"!#&"
A(I 肝组织病理学变化
A(J() 肝脏大体观察
开腹观察!除正常组外!各组大鼠腹腔内明显呈油腻感!

且大网膜有粘连!以模型组为重" 模型组大鼠半数以上有腹
水形成" 正常组肝脏色泽鲜红!表面光滑!边缘锐利!质地软#
脆!触之易碎!与周围组织无粘连!易分离" 模型组肝脏色泽
偏暗!表面有泥沙状结节感!体积多无明显改变!部分有明显
增大或缩小!肝脏边缘明显变钝#厚!质地较实!触之硬#韧!

不易碎!多与大网膜粘连" 小茴香组肝脏与正常肝脏组织类
似" 秋水仙碱组肝脏较好!部分体积增大或色泽稍暗!表面偶
有微结节感"

A(I(A 肝组织学观察
正常组肝组织结构清晰!肝细胞大小均匀!无变性#坏死!

肝小叶结构清晰!肝板以中央静脉为中心呈条索状向四周放
射状排列!小叶内肝细胞索排列较整齐" 模型组肝细胞可见
明显脂肪变性#气球样变性!部分有坏死$多数正常小叶结构
破坏或消失!由汇管区和中央静脉伸出粗大胶原纤维条索分
割#包绕肝小叶!肝细胞索排列紊乱$纤维隔内有大量单核细
胞#淋巴细胞#嗜酸性粒细胞及成纤维细胞等细胞浸润" 小茴
香组肝小叶结构破坏明显减轻! 脂肪变性和气球样变性较
轻!炎细胞浸润减少!纤维组织增生不明显" 秋水仙碱组介于
模型组和小茴香组之间%图 8和表 ;&"
A(K 肝功能指标的影响
A(K() 血清 LM"及 LN" 的变化
血清 EF5及 EG5的变化如表 =所示" 与正常组比较!模

型组血清 EF5 及 EG5 的活性显著升高%!A!"!#&$与模型组比
较!小茴香可显著减少 EF5 释放%!A!"!#&!优于秋水仙碱组
%!A!"!#&$小茴香可显著减少 EG5 的释放%!A!"!9&!优于秋水
仙碱组%!A!"!9&"
AOKOA 血清白蛋白#球蛋白及白P球蛋白比的变化
血清 EFH#6FH及 EI6的变化见表 9" 与正常组比较!模

表 ) 各组大鼠脾指数和体重增加值比较!/#F0"

"6B?3 ) M&G34 6-D 0@?33- &-D3Q .7 4610 &- 362/ ’4.,@!/#F0"

组别 " 脾指数 体重增加值I/
正常对照组

模型组

小茴香组

秋水仙碱组

#8
#8
#8
#8

!"8J"!"!J
!":9"!"#<!

!";K"!"##%&

!"9J"!"8!%%

#J<"8#
K<"==!

#<8";<%&

#8#";K%%

研究论文!L41&2?30"

RS 科技导报 A;);$AR!T"

C MY K



注!与正常组比较!!!!"!#"!!!!!"!$#与模型组比较"!!!"!#"""!!!"!$$

%&’()* !!!!"!#+ !!!!!"!$ ,) -&.’/&0 1/&234 "!!!"!#+ ""!!!"!$ ,) 5&6(0
1/&23"

表 ! 血清 "#$!%#$ 及 "&%的变化"!#’"#
()*+, ! -)./)0/123 14 "#$5 %#$ )26 "&% /2 3,.78

组别 " 789:!1"8;## <89:!1"8;## 7:<
正常对照组

模型组

小茴香组

秋水仙碱组

#=
#=
#=
#=

>#"?#"#"@=
A!"!=">"==!

A$">B"?"#A"

A="!B"A"A!

#C">?"#"!C
=!"$="#"#C
=!"=A"#"C$
=!"=#"#"CC

#"?$"!"##
#"AA"!"#>!!

#"?A"!"#C""

#"A$"!"#C

表 9 血清 "#( 及 ":( 的变化"!#;"#

()*+, 9 -)./)0/123 14 "#( )26 ":( /2 3,.78"!#’"#

注! 与正常组比较!!!!"!##与模型组比较"!!!"!#"""!!!"!$#与
秋水仙碱组比较$!!!"!#"$$!!!"!$$

%&’()* !! !!"!# ,) -&.’/&0 1/&234 %! !!"!#+ ""! !!"!$ ,) 5&6(0
1/&234 &!!!"!#+ &&!!!"!$ ,) -&0-DE-E.( 1/&23"

组别 " 78F!GH:8# 7IF!GH:8#
正常对照组

模型组

小茴香组

秋水仙碱组

#=
#=
#=
#=

>!"?@">"$#
#@B"=B"?C"$B!

C!"#="AA">C%&

#$>"A#"$!"==

#$C"=A"#="??
>!!"##"#A@"?#!

#@$">A"B#"CA%%&&

AA="?!"CB"=@

图 < 肝组织 =>染色
?/@A < => 30)/2/2@ 14 B,C)0/D 0/337,

")# 正常对照组"<EE!#

F)G H120.1+ @.17C F<EE!I
"*# 模型对照组"<EE!#
F*I J16,+ @.17C F<EE!I

"D# 小茴香组 F<EE!I

FDI #$%&’()*)+ ,)-./0% J/++
@.17C"<EE!#

"6# 秋水仙碱组 F<EE!I
F6I H1+DB/D/2, @.17C"<EE!#

注!与正常组比较!!!!"!#"与模型组比较%!!!"!#"与秋水仙碱组比
较&!!!"!#$

%&’()* !!!!"!# ,) -&.’/&0 1/&23+ %!!!"!# ,) 5&6(0 1/&23+ &!!!"!# ,)
-&0-DE-E.( 1/&23"

表 K 大鼠肝纤维化分级情况
()*+, K =,C)0/D 4/*.13/3 .)2L/2@ 14 .)03

组 别 " !级 # 级 =级 A级 > 级
正常对照组

模型组!

小茴香组%&

秋水仙碱组

#=
#=
#=
#=

#=
!
!
!

!
!
$
A

!
#
?
>

!
>
#
>

!
B
!
#

型组血清白蛋白含量明显降低$白蛋白与球蛋白的比值减小
!!J!"!$#%与模型组比较$小茴香可升高血清白蛋白含量和白
球蛋白比例!!J!"!$K&

K 讨论
本实验大鼠复制肝纤维化疾病$通过给予小茴香预防干

预$检测相关指标$探讨小茴香对大鼠实验性肝纤维化的影
响作用& 建立合适的动物模型是动物实验中的基础$用 LL0>
诱导大鼠实验性肝纤维化的模型$至今仍是研究肝纤维化和
肝硬化最常用的模型M#>;#?N& 与模型组比较$病理学可见小茴香
预防治疗后可明显减少肝细胞水肿$减轻脂肪变性’炎性细
胞浸润$表明小茴香可以减轻 LL0>的细胞毒性$保护实验性
肝纤维化大鼠的肝细胞$明显减轻其肝细胞损伤 $从而减少
肝纤维化发生的始动因素$保护肝细胞免于进一步受损及纤
维化的发展&
细胞因子之间通过合成与分泌的相互调节’生物学效应

的影响而构成细胞因子网络$两种或两种以上的细胞因子可
以取得协同’相加或者是拮抗作用& 肝损伤时$肝内多种细胞
因子通过旁分泌和自分泌的方式相互调节$参与肝纤维化的
形成 M#$N& 参与肝纤维化形成的细胞因子主要有 F<O;!#’F%O;
"’白细胞介素;?!G8;?#’G%O;#’肝细胞生长因子!P(3Q’&-R’(
</&S’D OQ-’&/$P<O#等M#BN& F<O;!# 的活性最为引人注目$其突
出作用是促进基质和胶原合成$并抑制降解& F<O;!# 在体内
可以引起炎症反应$与 PIL 的活化有关$并且可以促进 TLU
的形成$是促成肝纤维化及肝硬化的重要细胞因子之一& 纤
维损伤之后$PIL可以明显上调 F<O;!#的表达M#@N&刘君炎等M#CN

研究显示$银杏提取物通过减轻氧自由基和脂质过氧化对肝
细胞的损伤$抑制 PIL的增殖$减少 F<O;!#的表达& 宋仕玲
等M=!N研究提示$中药复方金三莪可通过降低结缔组织生长因
子的表达$ 特异性阻挡 F<O;!# 致纤维化的负面效应$ 抑制
PIL 活化并增殖转化为成纤维细胞和肌成纤维样细胞$减少
细胞外基质 TLU的形成$从而达到改善肝纤维化的作用& 国
内外大量实验证实$ 抑制 F<O;!#的表达可有效改善肝纤维
化M#?;=#N& 本实验证实大鼠发生肝纤维化后$肝组织 F<O;!#水
平明显升高$给予小茴香预防处理后$可以明显降低 F<O;!#
的水平!!J!"!$#$抑制纤维化程度&
血清转氨酶活性是肝细胞损害的敏感指标$它的升高在

一定程度上反映了肝细胞损害和坏死程度& 本研究表明$经
小茴香预防后可明显降低血清转氨酶 7IF 及 78F 活性$病理
学可见肝细胞水肿’脂肪变性减轻$炎性细胞浸润减少$表明
小茴香可以减轻 LL0>的细胞毒性$保护实验性肝纤维化大鼠
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的肝细胞!明显减轻其肝细胞损伤!减少肝纤维化发生的始
动因素!保护肝细胞免于进一步受损及纤维化的发展"
血清白蛋白是肝细胞特异分泌的功能性蛋白!反应肝细

胞功能受损情况" 肝细胞受损时白蛋白分泌量下降" 肝脏疾
病在白蛋白下降的同时一般都伴有球蛋白升高!白球蛋白比
例下降!反应了肝功能的变化" 与模型组比较!小茴香预防治
疗后可明显升高血清白蛋白含量和白球蛋白比例!表明小茴
香对 !!"#诱发实验性肝纤维化大鼠肝脏功能具有明显的改
善作用!可以通过进一步的动物治疗实验研究其功效!为今
后的临床用药提供实验依据"

! 结论
抑制细胞因子表达!可能是小茴香预防肝纤维化作用的

机制之一" 研究结果表明!维吾尔药小茴香具有明显的抗肝
纤维化作用!可能是通过降低 $%&’!(表达!最终阻止肝纤维
化"
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