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·基础研究·

△ ［基金项目］　江苏省中医药局科技项目（ＹＢ２０１５１６３）
 ［通信作者］　魏睦新，博士，教授，研究方向：中医肝病；Ｅｍａｉｌ：ｍ１８１２０１７２３６９＿１＠１６３ｃｏｍ

大黄素对 ＣＣｌ４诱导小鼠肝纤维化的作用机制
△

王云龙１，郭海１，魏睦新２

（１南京医科大学 附属淮安第一医院，江苏　淮安　２２３００１；２南京医科大学 第一附属医院，江苏　南京　２１０００３）

［摘要］　目的：观察大黄素对四氯化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）腹腔注射引起小鼠肝纤维化的作用及其机
制。方法：雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２４只，按数字随机法随机分成空白组、模型组和大黄素组。每组８只。模型组和大
黄素组通过腹腔注射ＣＣｌ４制备小鼠肝纤维化模型，大黄素组并给予大黄素４０ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１悬液灌胃。ＨＥ染色观察
小鼠肝脏的炎症和组织形态，Ｍａｓｓｏｎ染色和ａ平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）免疫组化观察小鼠肝
纤维化的程度，细胞膜表面分子ＣＤ４５、ＣＤ１１Ｂ和Ｆ４／８０免疫组化观察小鼠肝组织中白细胞、单核细胞和巨噬细胞
的数量，实时定量ＰＣＲ检测了小鼠肝组织中转化生长因子β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）和单核细胞受
趋化因子１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）的表达。结果：模型组组小鼠注射 ＣＣｌ４四周后，光镜下观察
到明显的肝细胞损伤和组织纤维化，提示肝纤维化模型建立成功。大黄素组小鼠肝组织炎症和肝纤维化程度较模型

组明显减轻；ＣＣｌ４腹腔注射引起小鼠肝组织中 ＣＤ４５
＋、ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋细胞浸润明显增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，

Ｐ＜００１），而大黄素减少了ＣＤ４５＋、ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋细胞在肝纤维化期肝脏中的浸润（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５）；除此之外，与空白组比较，模型组中 ＴＧＦβ１和 ＭＣＰ１表达明显增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１），而大黄素组
ＴＧＦβ１和ＭＣＰ１显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００５）。结论：大黄素可减轻ＣＣｌ４引起的小鼠肝脏炎症和纤维化，其机制
可能与通过减少单核巨噬细胞浸润、减少促纤维化因子ＴＧＦβ１的释放有关。

［关键词］　肝纤维化；大黄素；ＴＧＦβ１；单核细胞；巨噬细胞

ＭｅｃｈａｎｉｓｍＳｔｕｄｙｏｆＥｆｆｅｃｔｏｆＥｍｏｄｉｎＡｇａｉｎｓｔＬｉｖｅｒＦｉｂｒｏｓｉｓＩｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４ｉｎＭｉｃｅ
ＷＡＮＧＹｕｎＬｏｎｇ１，ＧＵＯＨａｉ１，ＷＥＩＭｕｘｉｎ２

（１ＴｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｕａｉａｎＮｏ１Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｕａｉ’ａｎ２２３００１，Ｃｈｉｎａ；
２ＴｈｅｆｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００３，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｅｍｏｄｉｎｆｏｒＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｓ
ｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍＭｅｔｈｏｄｓ：２４ｍａｌｅＣ５７Ｂ６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ＣＣｌ４ｇｒｏｕｐａｎｄｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐ，
ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｅｉｇｈｔｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐＴｈｅＨｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌＣＣｌ４ｉｎｊｅｃｔｉｏｎＴｈｅｍｉｃｅｏｆｅｍｏｄｉｎ
ｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｅｍｏｄｉｎｖｉａｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｔａｄｏｓａｇｅｏｆ４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅＬｉｖｅｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄαＳｍａｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＣＤ４５＋，ＣＤ１１Ｂ＋ａｎｄＦ４／８０＋ｃｅｌｌｓｉｎｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＴＧＦβ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＲｅｓｕｌｔｓ：Ｍｉｃｅｏｆ
ＣＣｌ４ｇｒｏｕｐａｎｄｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＣｌ４ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓＴｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｗｅｒｅｏｂ
ｓｅｒｖｅｄ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｍｏｄｅｌｉｎｇｓｕｃｃｅｅｄｅｄＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＣｌ４ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｉｖｅｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄＩｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＣＣｌ４ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣＤ４５

＋，ＣＤ１１Ｂ＋ａｎｄＦ４／８０＋ｃｅｌｌｓｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅＡｎｄｅｍｏｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｓｅｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｖａｌｕｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＩｎａｄｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｉｎＣＣｌ４ｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｅｍｏｄｉｎｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１，ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｖａｌｕｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＥｍｏｄｉｎｃａｎｒｅｄｕｃｅＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｒｅｄｕｃｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒＴＧＦβ１ｒｅｌｅａｓｅ，ａｎｄｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅｓｄｅｒｉｖｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｅｍｏｄｉｎ；ＴＧＦβ１；ｍｏｎｏｃｙｔｅ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７０８３１００６
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肝纤维化是各种感染性或非感染性因素引起的

肝脏慢性损伤后导致细胞外基质过度沉积的病理过

程。肝纤维可进展为肝硬化，甚至是肝癌，给家庭、

社会带来了沉重的经济负担，目前尚缺乏有效的治

疗肝纤维化的药物［１３］。随着对肝纤维化病理生理机

制研究的深入，越来越多的研究表明巨噬细胞参与

了肝损伤和纤维化的发生、发展，在肝纤维化形成

过程中起着关键的作用，被称为肝纤维化的 “中心

调控者”［４６］。

肝脏内的巨噬细胞主要是由肝脏本身的库夫细

胞（ｒｅｓｉｄｅｎｔＫｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ，ＫＦｓ）和外周趋化而来的单
核细胞组成。现在研究表明在肝脏损伤时肝脏内

ＫＦｓ急剧减少，而外周和骨髓中大量的单核细胞受
单核细胞趋化因子（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，
ＭＣＰ１）趋化进入肝脏，分化为单核细胞来源的巨噬
细胞［４］。肝脏损伤时趋化进入肝脏的单核细胞，可

以通过多种途径活化肝星状细胞，如释放促纤维化

的细胞因子转化生长因子（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＴＧＦβ１）［５６］，导致纤维化的发生、进展。因此减少
单核细胞的趋化被认为是治疗肝脏纤维化的重要方

向之一。

大黄素是大黄、虎杖等常用中药材中的关键活

性成分。而大黄和虎杖则是中医药治疗肝纤维化的

常用药物［７］。近年来对大黄素研究发现其具有良好

的抗炎、抗肿瘤和抗纤维化效果［８］。如展玉涛

等［９１０］研究发现大黄对肝纤维化大鼠具有良好的保

护作用，但大黄素抗纤维化机制仍不清楚。本研究

拟在前人研究的基础上，验证大黄素对 ＣＣｌ４诱导小
鼠肝纤维化的作用，并从单核细胞浸润的角度探索

可能的机制。

１　材料

１１动物

ＳＰＦ级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，７～８周龄，体质量
（２４±２）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公
司，合格证号：ＳＣＸＫ２０１６０００１，小鼠分笼饲养，
自由饮水进食，实验前置实验环境中适应 ６～８ｄ，
实验环境温度控制在（２４±２）℃，相对湿度为６０％～
８０％，小鼠处理符合江苏省人民医院实验动物管理
的相关规定。

１２药物及试剂

大黄素（上海源叶生物科技有限公司，纯度 ＞

９０％，ＨＰＬＣ，ＣＡＳ号：５１８８２１）。四氯化碳（ＣＣｌ４，
上海凌峰化学试剂有限公司，批号：２０１６１０１１）。橄
榄油（四川科龙化工有限公司，批号：２０１５０６０７０２）。
免疫组化一抗抗体 ＣＤ４５（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ１０５５８）、
ＣＤ１１Ｂ（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ１３３３５７）、Ｆ４／８０（Ａｂｃａｍ公
司，ａｂ１６９１１）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）抗体
（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ５６９４）。免疫组化二抗辣根过氧化
酶标记羊抗兔 ＩｇＧ（北京中杉金桥生物科技有限公
司，ＰＶ６００１）。Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批
号：１５５９６０１９）、ＲＴＰＣＲ 逆 转 录／荧 光 试 剂 盒
（ＴａＫａＲａ公司，批号：ＲＲ４２０Ａ／ＲＲ０３６Ａ）。

１３仪器

ａｐｐｌｉｅｄｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ６ＦｌｅｘＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ仪（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），ａｐｐｌｉｅｄｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
２７２０Ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ逆转录仪（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ），ＡｌｌｅｇｒａＸ１５Ｒ型台式高速冷冻离心机（美国
Ｂｅｎｃｈｔｏｐ），ＢＭＪ１型石蜡包埋机（天津爱华），Ｌｅｉｃａ
ＲＭ２２３５型石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ），Ｂｘ６０型生物
显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ），Ｔ５０型匀浆机（德国ＩＫＡ）。

２　方法

２１分组及肝纤维化模型制备

肝纤维化模型制备参考 Ｋａｒｌｍａｒｋ等［４］制作的小

鼠肝纤维化模型。将小鼠随机分为 ３组：空白组、
模型组、ＣＣｌ４＋大黄素即大黄素组，每组８只。适
应性饲养 ７ｄ后开始造模：大黄素组及模型组按
０６ｍＬ·ｋｇ－１的剂量腹腔注射 ＣＣｌ４ ［ＣＣｌ４－橄榄油
（１∶４），腹腔注射３μＬ·ｇ－１ＣＣｌ４油剂，每周２次，连
续注射４周，建立肝纤维化小鼠模型］。肝纤维化造
模成功判断依据：病理可见小鼠肝脏结构破坏，假

小叶形成，大量胶原沉淀。空白组腹腔注射等体积

的橄揽油作为对照。大黄素粉末用０２５％羧甲基纤
维素钠（ＣＭＣＮａ）水溶液混悬，配制成适当的浓度，
大黄素组小鼠每天给予５μＬ·ｇ－１大黄素药液灌胃，
大黄素的剂量为４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，此剂量参照展玉
涛等［９１０］实验结果，为治疗肝纤维化最适宜的浓度。

每天１次，连续４周。空白组和 ＣＣｌ４组给予等体积
的０２５％ ＣＭＣＮａ水溶液。

２２ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色

小鼠麻醉后摘除眼球取血，取小鼠左小叶行中

性甲醛固定 ４８ｈ后，脱水，石蜡包埋，切片厚
·３０４·
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３μｍ，后行ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色。染色方法参照
ＨｕａｎｇＲ等的研究报道［１１］。

２３免疫组化

采用免疫组化 ＳＡＢＣ法检测 ＣＤ４５、ＣＤ１１Ｂ、
Ｆ４／８０、ａ平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，
αＳＭＡ）。石蜡切片烘烤后于二甲苯脱蜡，７５％乙醇
透明，３％过氧化氢溶液封闭内源性过氧化氢酶，
ＥＤＴＡ高温抗原修复，加相应浓度的一抗（ＣＤ４５
１∶２０００、ＣＤ１１Ｂ１∶５００００、Ｆ４／８０１∶５００、αＳＭＡ
１∶２０００）孵育过夜，再加二抗 ３７℃ ２５ｍｉｎ，最后
ＤＡＢ显色，中性树脂封片。

２４ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测小鼠肺组织的ＴＧＦβ１和
ＭＣＰ１ｍＲＮＡ相对表达量

　　取冻存肝组织４℃解冻以后，放入 ＤＥＰＣ预处
理的ＥＰ管中，在低温冰块上将其剪碎，加入１ｍＬ
ＴＲｏｚｌ进行组织匀浆。提取总 ＲＮＡ：按 ＲＮＡｉｓｏＲｅａ
ｇｅｎｔ试剂盒提取小鼠肝脏组织总ＲＮＡ，并测其浓度。
逆转录反应：按照 ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒操作规范，
反转录反应３７℃、１５ｍｉｎ，８５℃反转录酶失活反应
５ｓ。ＰＣＲ反应：采用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑｋｉｔ试剂盒
相应反应体系，总体积为 ２０μＬ，引物序列如下：
ＭＣＰ１，上游 ５′ＡＴＴＧＧＧＡＴＣＡＴＣＴＴＧＣＴＧＧＴ３′，下
游５′ＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＡＣＡＧＴＴＧＣＣ３′，引物长度１８７ｂｐ；
ＴＧＦβ１，上 游 ５′ＧＴＧＧＡＡＡＴＣＡＡＣＧＧＧＡＴＣＡＧ３′，
下游 ５′ＡＣＴＴＣＣＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＴＣ３′，引物长度
２１０ｂｐ；βａｃｔｉｎ作为内参，上游 ５′ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣ
ＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ３′，下游 ５′ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣ
ＣＡＴＧＴ３′，引物长度 ２０５ｂｐ；分别扩增 ＭＣＰ１、
ＴＧＦβ１和βａｃｔｉｎ，每个样本３个复孔，得到阈循环
值（Ｃｔ）平均值，计算△△Ｃｔ值，各个样本的 ｍＲＮＡ
表达水平均以２△△Ｃｔ表示。

２５免疫组化结果判断

在光学显微镜下观察组织切片，Ｍａｓｓｏｎ染色结
果及αＳＭＡ免疫组化染色结果在低倍镜下（×１００）
进行拍照。用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测量每个视野中蓝
色（Ｍａｓｓｏｎ阳性）或棕黄色（αＳＭＡ免疫组化阳性）区
域的面积（像素），用每个视野Ｍａｓｓｏｎ阳性或αＳＭＡ
免疫组化阳性染色面积（像素）占整个视野面积（像

素）的比例为该切片 Ｍａｓｓｏｎ阳性或 αＳＭＡ免疫组化
阳性的比例。每张切片随机拍５个视野，取平均值
作为该样本Ｍａｓｓｏｎ阳性或αＳＭＡ免疫组化阳性的比
例。对于ＣＤ４５、Ｆ４／８０及ＣＤ１１ｂ免疫组化结果则选

择在高倍镜下（×４００）。每只动物选取５张切片，每
张切片随机选取５个视野，采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件
计数每个视野下 ＣＤ４５、Ｆ４／８０及 ＣＤ１１ｂ阳性细胞
数，取平均值作为该样本ＣＤ４５、Ｆ４／８０及ＣＤ１１ｂ阳
性的细胞数。

２６统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行分析。有关检验
给出的检验统计量及其对应的 Ｐ值，所有计量资料
用（珋ｘ±ｓ）表示，用单因素分析检验，以 Ｐ＜００５表
示差异有统计学意义。

３　结果

３１动物一般情况

空白组小鼠活泼好动，皮毛柔顺有光泽，体质

量无明显变化；模型组小鼠活动和摄食明显减少，

精神不振，拱背蜷缩，背毛杂乱无光泽，身体较其

他组消瘦；大黄素组大鼠皮毛、饮食与模型组比较

有所改善，大便色黄稀软，小便较黄，体质量较模

型组减轻。

３２肝组织ＨＥ染色

如图１所示，空白组小鼠肝组织结构完整，肝
细胞无坏死，汇管区未见明显炎性细胞浸润，结构

清晰；而模型组小鼠的整个肝组织结构紊乱，肝小

叶结构明显破坏，形成许多假小叶，汇管区见大量

炎性细胞浸润。而经大黄素治疗后的小鼠肝组织整

个肝区炎症较模型组则有明显改善，肝细胞坏死及

假小叶的形成明显减少，而整个汇管区浸润的白细

胞也较模型组明显减轻。

３３肝组织Ｍａｓｓｏｎ染色和αＳＭＡ免疫组化

图２中Ｍａｓｓｏｎ染色可见空白组小鼠肝脏的肝小
叶中央静脉壁纤维着色，而汇管区及小叶间隔仅有

少量纤维着色。模型组小鼠肝组织内的阳性染色较

空白组明显增多，从图２中可以看出已经形成肝小
叶之间的纤维间隔，以及在中央静脉和汇管区周围

有许多纤维沉积。大黄素组的小鼠肝脏也存在纤维

沉积，而这些纤维沉积的分布与模型组小鼠亦相同，

但是其胶原沉积的数量、分布密度明显少于模型组。

αＳＭＡ是肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）的
活化标志蛋白，当ＨＳＣ被激活并转化为肌成纤维细
胞，即表达αＳＭＡ。在本实验中αＳＭＡ阳性染色为
棕色。空白组小鼠肝脏组织中除了血管平滑肌有少

·４０４·
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量表达 αＳＭＡ以外，其余部位几乎无表达（见
图２）。模型组小鼠肝组织的 αＳＭＡ表达明显增
多，沿汇管区大量分布，呈强阳性染色。而大黄

素组虽然也能见到许多阳性染色，但相比较于模

型组，αＳＭＡ阳性染色的数量、密度明显少于模
型组。对各组 Ｍａｓｓｏｎ染色和 αＳＭＡ免疫组化阳

性比例结果做统计分析，结果显示模型组小鼠

Ｍａｓｓｏｎ染色和 αＳＭＡ免疫组化阳性比例明显高于
空白组，而大黄素组 Ｍａｓｓｏｎ染色和 αＳＭＡ免疫
组化阳性比例虽然高于空白组，但也明显低于模

型组（见图３）。可见大黄素可明显改善 ＣＣｌ４所致
的小鼠肝纤维化。

图１　不同组小鼠肝脏ＨＥ染色图

图２　不同组小鼠肝脏Ｍａｓｓｏｎ和αＳＭＡ染色图

注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；下同。

图３　不同组小鼠肝脏Ｍａｓｓｏｎ染色（Ａ）和αＳＭＡ免疫组化（Ｂ）分析

３４ＣＤ４５、ＣＤ１１Ｂ、Ｆ４／８０免疫组化
空白组小鼠肝组织中仅有少量的 ＣＤ４５＋、

ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋细胞浸润，且分布均匀（见图４）；
而模型组小鼠 肝 组 织 中 见 有 大 量 的 ＣＤ４５＋、
ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋细胞浸润，主要集中在汇管区周

围。对空白组和模型组 ＣＤ４５＋、ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋

阳性细胞进行统计，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１，Ｐ ＜００１）；大黄素组小鼠肝脏中亦有
ＣＤ４５＋、ＣＤ１１Ｂ＋、Ｆ４／８０＋细胞浸润，但明显少于
模型组。对大黄素组和模型组的 ＣＤ４５＋、ＣＤ１１Ｂ＋、

·５０４·
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Ｆ４／８０＋阳性细胞行进行统计，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。见图５。
３５小鼠肝组织ＴＧＦβ１和ＭＣＰ１的ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ

如图６所示，在腹腔反复注射 ＣＣｌ４引起肝纤

维化过程中，小鼠肝脏中 ＴＧＦβ１表达明显上升
（Ｐ＜００１），而给予大黄素灌胃的小鼠肝脏中

ＴＧＦβ１表达明显减少（Ｐ＜００５）。同时，从图 ６
中可以看出，与空白组比较，模型组小鼠肝组织

中 ＭＣＰ１的 ｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ＜００１）；与
模型组比较，大黄素组肝组织 ＭＣＰ１的 ｍＲＮＡ表
达显著降低（Ｐ＜００５），相关结果具有统计学
意义。

图４　不同组小鼠肝脏ＣＤ４５、ＣＤ１１Ｂ和Ｆ４／８０免疫组化染色

图５　不同组小鼠肝脏ＣＤ４５（Ａ）、ＣＤ１１Ｂ（Ｂ）和Ｆ４／８０（Ｃ）免疫组化分析

图６　不同组小鼠肝脏ＴＧＦβ１（Ａ）和ＭＣＰ１的ｍＲＮＡ（Ｂ）表达变化
·６０４·



２０１８年４月　第２０卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ４

４　讨论

肝纤维化是临床多种肝脏慢性疾病的并发症，

其发病机制复杂，尚缺乏有效的治疗手段。近年来

研究发现巨噬细胞在肝纤维化发生的病理机制中发

挥着重要的作用［１２１３］。巨噬细胞可分泌肿瘤坏死因

子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）、白介素１β（Ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）等细胞因子，通过核转录因子（ｎｕ
ｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＮＦκＢ）促进 ＨＳＣ活化［１４］；

并能合成和分泌大量的促纤维化细胞因子，如 ＴＧＦ
β１和血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＰＤＧＦ），ＴＧＦβ１和 ＰＤＧＦ可直接激活 ＨＳＣ，导
致胶原纤维大量合成，引起纤维化［１５］。肝脏中巨噬

细胞主要有两个方面的来源，一是肝脏本身的库夫

细胞（ｒｅｓｉｄｅｎｔＫｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ，ＫＦｓ）的自我更新；二是
炎症期间趋化进入的单核细胞。研究发现，去除肝

脏本身的库夫细胞只能部分减轻肝纤维化。而将单

核细胞去除后的小鼠，在进行肝纤维化造模过程中，

发现肝纤维化较普通小鼠明显减轻［４］。进一步深入

研究发现，炎症期趋化进入肝脏的单核细胞可以分

化为单核细胞来源的巨噬细胞，其可释放促炎和促

纤维化的细胞因子，加重肝损伤和引起肝纤维化。

除此之外，近年来还发现一种非典型的单核细胞，

细胞膜表面分子标记为 Ｃｅａｃａｍ１＋Ｍｓｒ１＋Ｌｙ６Ｃ－Ｆ４／
８０－Ｍａｃ１＋，在肝纤维化过程中被招募至肝脏，具有
明显促纤维化作用，但其促纤维化机制尚不明

确［１６］。这些研究结果既提示了单核细胞在肝纤维化

中的关键作用，如何减少单核细胞浸润可能是治疗

肝纤维化的一个重要靶点。

大黄素是大黄和虎杖等中药的主要药物成分，

而大黄和虎杖等中药是中医治疗肝纤维化的常用药

物。现代研究发现大黄素具有抗炎、抗肿瘤和抗纤

维化的作用［１７１８］，其中大黄素的抗纤维化治疗作用

已经在肺纤维化和肝纤维化上得到证实［１９２０］，但相

关机制还没有完全清楚。近年来有研究发现大黄素

有抑制内毒素引起的单核细胞趋化作用［２１］。故本研

究拟通过检测肝纤维化过程中单核细胞浸润的变化

来探索大黄素治疗肝纤维化的机制。

本研究通过腹腔反复注射 ＣＣｌ４复制小鼠肝脏慢
性炎症造成肝纤维化模型，这也是目前比较认可的

肝纤维化模型。结果证实 ＣＣｌ４腹腔反复注射可以引
起小鼠肝脏损伤和肝纤维化，发现肝纤维化时肝脏

中单核细胞和巨噬细胞浸润明显增加，ＴＧＦβ１的合

成增多，这与既往认识相符［１５］。通过分析各组小鼠

肝脏的ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色结果，发现大黄素可
以明显减轻肝脏炎症和肝脏纤维化。αＳＭＡ是 ＨＳＣ
的活化标志蛋白，αＳＭＡ的表达降低说明了大黄素
减少肝星状细胞活化和增殖［２２］。ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ和
Ｆ４／８０分别是白细胞、单核细胞和巨噬细胞膜表面
特异性的标记分子。通过各组小鼠肝脏中 ＣＤ４５、
ＣＤ１１ｂ和 Ｆ４／８０免疫组化检测，发现大黄素可以减
少ＣＣｌ４腹腔注射引起的白细胞、单核细胞、巨噬细
胞在小鼠肝脏中的浸润。这说明了大黄素可以减少

肝纤维化期间单核细胞来源的巨噬细胞的数量。

ＴＧＦβ１是目前发现的最强促纤维化细胞因子，
可以直接活化肝星状细胞，分泌细胞外基质，引起

肝纤维化［２３２４］。研究发现，在肝纤维化形成过程中，

ＴＧＦβ１主要是单核细胞来源的巨噬细胞所分泌
的［２５］。这也是单核细胞促进肝纤维化的重要机制。

本研究也验证了在肝纤维化期ＴＧＦβ１表达升高，而
给予大黄素灌胃后，ＴＧＦβ１表达明显下降。这可能
与大黄素减少肝纤维化期单核细胞来源的巨噬细胞

浸润相关。

ＭＣＰ１是单核细胞趋化的关键细胞因子［２６２７］。

对ＭＣＰ１－／－小鼠进行腹腔反复注射ＣＣｌ４制备肝纤维
化模型时，ＭＣＰ１－／－小鼠肝脏中单核细胞浸润减少
和肝纤维化程度减轻［２６］。药理性拮抗ＭＣＰ１也有相
似作用［２７］。这些研究证实了单核细胞在肝纤维化期

的趋化主要通过ＭＣＰ１实现的。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的结
果显示大黄素可以明显减少肝脏纤维化期 ＭＣＰ１的
表达，推测大黄素是通过减少 ＭＣＰ１分泌来抑制单
核细胞浸润。

综上所述，本研究表明大黄素能够抑制ＣＣｌ４导
致的肝纤维化，其抗纤维化作用的机制可能是通过

减少单核细胞来源的巨噬细胞向肝脏浸润，进而抑

制 ＴＧＦβ１等促纤维化因子的表达，减轻肝脏的炎
症反应和 ＨＳＣ活化发挥其抗纤维化的作用。本研
究明确了单核细胞来源的巨噬细胞可能是肝纤维化

治疗靶点，也进一步揭示了大黄素抗肝纤维化的部

分机制，为肝损伤和纤维化的治疗提供了新的

思路。
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