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  摘要 目的 观察抗纤软肝颗粒对肝纤维化模型大鼠 Hedgehog通路核转录因子Gli1的影响。
方法 将60只SPF级Wistar大鼠随机分成空白对照组,模型组,抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组和环靶

明对照组。除空白对照组外,所有实验大鼠均以四氯化碳(CCl4)复合因素法诱导肝纤维化模型8周。
第9周开始给药干预,抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组分别给予1.125g/kg、2.5g/kg、5g/kg相应药物

灌胃,环靶明对照组给10mg/kg环靶明灌胃;均连续灌胃2周,灌胃期间造模继续。采用酶联免疫吸

附试验检测各组大鼠肝功能指标及Ⅰ型胶原水平;采用Gomori银染法观察各组肝脏组织病理学改变;
采用Real-timePCR法检测各组大鼠肝组织Gli1mRNA表达水平,Western-blot法检测各组大鼠肝组

织Gli1蛋白质表达水平,免疫组化法检测各组大鼠肝组织Gli1表达。结果 Gomori银染显示,模型组

大鼠肝组织中胶原纤维广泛增生,纤维间隔相互连接,假小叶形成;抗纤软肝颗粒各剂量组大鼠肝脏组

织纤维化程度较模型组减轻,但不如环靶明对照组。与模型组比较,抗纤软肝颗粒中、高剂量组、环靶明

组血清丙氨酸氨基转移酶(alanineaminotransferase,ALT)、天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶(aspartateamin-
otransferase,AST)水平显著降低(P<0.05),且高剂量组显著低于低剂量组(P<0.05);与模型组比

较,抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组Ⅰ型胶原含量明显降低(P<0.01),且高剂量组明显低于低、中剂量

组(P<0.05);与环靶明对照组比较,抗纤软肝颗粒高剂量组ALT、AST水平及I型胶原含量差异无统

计学意义(P>0.05)。与模型组比较,抗纤软肝颗粒各剂量组 Gli1mRNA及蛋白表达均降低(P<
0.01);与环靶明对照组比较,抗纤软肝颗粒中、高剂量组Gli1mRNA差异无统计学意义(P>0.05),而

抗纤软肝颗粒各剂量组Gli1蛋白表达均增加(P<0.05)。免疫组化结果显示,抗纤软肝颗粒各剂量组

大鼠肝脏组织Gli1的表达较模型组出现不同程度减少,其中以高剂量组减少最显著,但各剂量组减少

程度均不如环靶明对照组。结论 抗纤软肝颗粒对CCl4复合因素法所致的大鼠肝纤维化有保护作用,
其作用机制可能与下调Hedgehog通路核转录因子Gli1有关。
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  Abstract Objective ToobservetheeffectofKangxianRuangangranuleonthenucleartranscriptionfactor
Gli1ofHedgehogpathwayinratswithhepaticfibrosis.Methods SixtySPFWistarratswererandomlydividedin-
toblankcontrolgroup,modelgroup,low,middleandhighdosegroupsofKangxianRuangangranuleandcyclopam-
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inecontrolgroup.Excepttheblankcontrolgroup,allexperimentalratswereinducedbycarbontetrachloride(CCl4)

compoundfactormethodfor8weeks.Atthe9thweek,thedrugadministrationinterventionwasstarted.Thelow,

middleandhighdosegroupsofKangxianRuangangranuleweregivencorrespondingdrugsof1.125g/kg,2.5g/

kgand5g/kgrespectivelybygavage,andthecyclopaminegroupwasgiven10mg/kgofcyclopaminebyga-
vage.Theratsweregavagedcontinuouslyfor2weeks,andthemodelingcontinuedduringgavage.Theliverfunc-
tionindexesandtheleveloftypeⅠcollagenweredetectedbyenzyme-linkedimmunosorbentassay.Gomorisilver
stainingwasusedtoobservethehistopathologicalchangesofliverineachgroup.Real-timePCRmethodwasused
todetecttheexpressionlevelofGli1mRNAinlivertissueofratsineachgroup.Western-blotmethodandimmuno-
histochemistrywereusedtodetecttheexpressionofGli1proteininlivertissueofratsineachgroup.Results Go-
morisilverstainingshowedthatthecollagenfibersinthelivertissuesofratsinthemodelgroupwereextensively
proliferated.Besides,fiberseptawereinterconnected,andpseudolobuleswereformed.Thedegreeoffibrosisinthe
liverhistologyofratsineachdosegroupofKangxianRuangangranulewaslessthanthatinthemodelgroup,but
notasgoodasthatinthecyclopaminecontrolgroup.Comparedwiththemodelgroup,thelevelsofserumalanine
aminotransferase(ALT)andaspartateaminotransferase(AST)inthemiddleandhighdosegroupsofKangxianRu-
angangranuleandthecyclopaminegroupweresignificantlydecreased(P<0.05),andthehighdosegroupwassig-
nificantlylowerthanthelowdosegroup(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thecontentoftypeIcollagen
inthelow,middleandhighdosegroupsofKangxianRuangangranuleweresignificantlydecreased(P<0.01),and
thehighdosegroupwassignificantlylowerthanthelowandmiddledosegroups(P<0.05).Therewasnosignifi-
cantdifferenceinALT,ASTlevelsandtypeIcollagencontentbetweenthehighdosegroupandthecyclopamine
controlgroup(P>0.05).Comparedwiththemodelgroup,themRNAandproteinexpressionofGli1ineachdose
groupofKangxianRuangangranulewasdecreased(P<0.01).TherewasnosignificantdifferenceinGli1mRNA
amongthemiddleandhighdosegroupsofKangxianRuangangranuleandthecyclopaminecontrolgroup(P>
0.05),whiletheexpressionofGli1proteinineachdosegroupofKangxianRuangangranulewasincreased(P<
0.05).ImmunohistochemicalresultsshowedthattheexpressionofGli1inlivertissueofratsineachdosegroupof
KangxianRuangangranulewasreducedtovaryingdegreescomparedwiththemodelgroup.Amongthem,thehigh
dosegroupdecreasedthemostsignificantly.However,thereductiondegreeofeachdosegroupwasnotasgoodas
thatofthecyclopaminecontrolgroup.Conclusion KangxianRuangangranulehadaprotectiveeffectonhepaticfi-
brosisinducedbyCCl4compoundfactormethodinrats,anditsmechanismmayberelatedtothedown-regulationof
nucleartranscriptionfactorGli1inHedgehogpathway.

Keywords hepaticfibrosis;KangxianRuangangranule;Hedgehogpathway;Gli1

  抗纤软肝颗粒系本院名中医肝病专家张赤志教

授创立的经验方。张教授根据自己长期治疗肝硬化

的经验和体会,认为肝纤维化是肝硬化“证未显现”阶
段,痰瘀互结为其总病机,治疗当以化痰软坚、活血化

瘀为法。前期临床观察发现,抗纤软肝颗粒对降低肝

纤维化相关的血清学指标透明质酸酶(hyaluronidase,

HA)、层黏连蛋白(laminin,LN)、Ⅲ型前胶原(procol-
lagentypeⅢ,PC-Ⅲ)、Ⅳ型胶原(typeⅣcollagen,Ⅳ-
C)等效果显著,对肝功能和肝脏硬度值亦有较明显改

善[1-2]。人肝星状细胞系 HSC-LX2体外实验研究表

明:抗纤软肝颗粒能够下调 HSC-LX2细胞 Hedgehog
(Hh)信号通路核转录因子Gli1表达,从而抑制肝星

状细胞(hepaticstellatecell,HSC)活化[3],这可能是

其减轻肝纤维化程度、延缓病程进展的作用机制之

一。为深入研究抗纤软肝颗粒在肝纤维化方面的治

疗作用,本研究以四氯化碳(CCl4)复合因素法诱导肝

纤维化大鼠模型,探讨抗纤软肝颗粒对肝纤维化模型

大鼠Hedgehog信号通路核转录因子Gli1的影响,现
报道如下。

1 材料与方法

1.1 主要实验用品

1.1.1 实验动物 SPF级 Wistar大鼠60只,雌雄各

半,体重190g~210g,由湖北省实验动物研究中心提

供,实验动物合格证号:SCXK(鄂)2015-0018。

1.1.2 药物及试剂 抗纤软肝颗粒(批准文号:鄂药

制字Z201313145),由海藻、醋鳖甲、牡蛎、莪术、丹参、
净山楂、地骷髅等组成,由湖北省中医院制剂中心生
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产,生药含量为2g/100g;环靶明(S1146,美国Sell-
eckchem公司)。丙氨酸氨基转移酶(alanineamin-
otransferase,ALT)检测试剂盒(C073-a,长春汇力公

司)、天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶(aspartateaminotrans-
ferase,AST)检测试剂盒(C072-a,长春汇力公司);

Gli1兔多抗(DF7523,Affinity公司)。

1.1.3 仪器设备 全自动生化分析仪(Chemray240,

Rayto公司),实时荧光定量PCR仪(QuantStudio6,
美国ABI公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 动物的造模与给药 SPF级 Wistar大鼠60
只,标准饲料喂养,自由饮水。将大鼠随机分成6组,
分别为空白对照组、模型组、环靶明对照组(10mg/

kg)、抗纤软肝颗粒低、中、高、剂量(1.125g/kg、2.5
g/kg、5g/kg)组,每组10只。除空白对照组外,所有

实验大鼠采用40%CCL4橄榄油溶液行背部皮下注射

造模,按3mL/kg/次的剂量(首次剂量为5mL/kg/
次),每周2次;同时辅以低蛋白、低胆碱、高脂肪(饲
料中含猪油10%)、高胆固醇(饲料中含胆固醇0.5%)
饮食,造模8周。第9周开始灌胃给药,抗纤软肝颗粒

低、中、高剂量组分别给予相应的药物及剂量灌胃,环
靶明对照组给予环靶明灌胃。按大鼠体质量灌胃,灌

胃容量为10mL/kg,1次/d,连续2周(灌胃期间继续

给予40%CCl4橄榄油溶液皮下注射)。

1.2.2 动物处置及标本制备 第10周末处死大鼠。
末次给药后,禁食不禁水12h,大鼠称重后以10%水

合氯醛进行麻醉,腹主动脉取血后,颈椎脱臼处死,手
术摘取肝脏,用预冷的生理盐水清洗,拭干,称重。将

收集的全血离心分离血清,置于-20℃冰箱保存备

用。取大鼠左叶肝脏约1cm×1cm×1cm大小固定

于4%多聚甲醛固定液中,以制备石蜡切片,余下肝组

织置于-80℃液氮速冻保存备测。

1.2.3 肝脏组织病理检测 采用Gomori银染法观

察各组肝脏组织病理学改变。

1.2.4 肝功能指标检测 采用酶联免疫吸附试验检

测各组大鼠血清ALT、AST、I型胶原水平。

1.2.5 肝脏组织Gli1mRNA及蛋白质表达水平检

测 Real-timePCR法检测各组大鼠肝组织Gli1mR-
NA表达水平,引物序列见表1。反应条件为50℃2
min,95℃10min;95℃30sec,60℃30sec,40cycles;
绘制溶解曲线,采用2-ΔΔCt方法分析目的基因 mRNA
相对表达量。Western-blot法检测各组大鼠肝组织

Gli1蛋白质表达水平。免疫组化法检测各组大鼠肝

组织Gli1表达。

表1 引物序列

基因名 引物序列(5'→3') 产物大小

Gli1 Forward TATGTCAGGGTCCCAGGGTTATG 112bp
Reverse GAGCCCGCGCTTCTTAGTCAGTTTG

GAPDH Forward ACAGCAACAGGGTGGTGGAC 253bp
Reverse TTGAGGGTGCAGCGAACTT

1.3 统计学方法

采用SPSS19.0统计软件进行数据统计分析,计量

资料采用均数±标准差(x±s)表示,组间比较采用单因素

方差分析,以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠肝脏组织病理学改变

Gomori银染后,空白对照组可见肝小叶结构完

整、肝细胞排列整齐;而模型组大鼠肝组织中胶原纤

维广泛增生,纤维间隔相互连接,假小叶形成;环靶明

对照组大鼠肝细胞无显著纤维化,且肝小叶相对结构

完整、肝细胞排列相对整齐;随着抗纤软肝颗粒浓度

的升高,抗纤软肝颗粒各剂量组大鼠肝细胞纤维化程

度依次逐渐减轻,但各剂量组改善幅度均低于环靶明

对照组。见图1。

A:空白对照组;B:模型组;C:抗纤软肝颗粒低剂量组;D:抗纤软肝颗粒中剂量组;E:抗纤软肝颗粒高剂量组;F:环

靶明对照组。

图1 各组大鼠肝组织Gomori银染图(×100)
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2.2 各组大鼠肝功能指标及Ⅰ型胶原变化

与空白对照组比较,模型组、抗纤软肝颗粒低剂

量组ALT、AST水平均显著增高(P<0.01),而抗纤

软肝颗粒中、高剂量组ALT、AST水平差异无统计学

意义(P>0.05);与模型组比较,抗纤软肝颗粒中、高
剂量组、环靶明组 ALT、AST水平均显著降低(P<
0.05),且高剂量组显著低于低剂量组(P<0.05);与
环靶明对照组比较,抗纤软肝颗粒高剂量组 ALT、

AST水平差异无统计学意义(P>0.05)。
与空白对照组比较,模型组及抗纤软肝颗粒各剂

量组Ⅰ型胶原含量均有明显升高(P<0.05);与模型

组比较,抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组Ⅰ型胶原含量

明显降低(P<0.01),其中与低、中剂量组相比,高剂

量组降低更为明显(P<0.05);与环靶明对照组比较,
抗纤软肝颗粒高剂量组Ⅰ型胶原含量差异无统计学

意义(P>0.05)。见表2。

表2 各组大鼠ALT、AST、Ⅰ型胶原变化(n=6,x±s)

组别 ALT(U/L) AST(U/L) Ⅰ型胶原(ng/mL)

空白对照组 72.30±11.13 121.14±12.07 19.48±2.73

模型组 124.34±17.43** 181.00±19.86** 56.06±6.13**

抗纤软肝颗粒低剂量组 107.14±9.38**▲▲ 155.59±14.89**▲▲ 42.39±4.84**△△▲▲

抗纤软肝颗粒中剂量组 95.90±16.52△▲▲ 137.82±20.49△△▲▲ 34.41±2.23**△△▲▲□

抗纤软肝颗粒高剂量组 80.05±13.88△△□ 111.74±11.61△△□ 27.47±2.34*△△□□■

环靶明对照组 67.14±9.95△△ 97.57±6.29△△ 22.88±2.31△△

  与空白对照组比较*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较△P<0.05,△△P<0.01;与环靶明对照组比较▲P<0.05,▲▲P<
0.01;与抗纤软肝颗粒低剂量组比较□P<0.05,□□P<0.01;与抗纤软肝颗粒中剂量组比较,■P<0.05,■■P<0.01

2.3 各组大鼠肝组织Gli1mRNA及蛋白表达

Real-timePCR检测结果:与空白对照组比较,模
型组、抗纤软肝颗粒低剂量组大鼠肝组织Gli1mRNA
均增高(P<0.01),而抗纤软肝颗粒中、高剂量组Gli1
mRNA差异无统计学意义(P>0.05);与模型组比

较,抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组Gli1mRNA均降

低(P<0.01);与环靶明对照组比较,抗纤软肝颗粒

中、高剂量组 Gli1mRNA 差异无统计学意义(P>
0.05)。见表3。

Western-blot检测结果:与空白对照组相比,模型

组、抗纤软肝颗粒低、中、高剂量组Gli1蛋白表达均增

高(P<0.01);与模型组比较,抗纤软肝颗粒低、中、高

剂量组Gli1蛋白表达量均降低(P<0.01),其降低程

度依剂量呈正相关;与环靶明对照组比较,抗纤软肝

颗粒低、中、高剂量组 Gli1蛋 白 表 达 均 增 加(P<
0.05),且增加程度依剂量呈负相关。见图2及表3。

Gli1免疫组化结果:空白对照组大鼠肝脏组织

Gli1着色较浅,仅有微量表达;模型组大鼠肝脏组织

Gli1着色较深,汇集大量Gli1。环靶明对照组大鼠较

模型组而言,Gli1着色明显变浅,Gli1表达明显减弱。
在抗纤软肝颗粒的干预下,各剂量组大鼠肝脏组织

Gli1的表达较模型组出现不同程度减轻,其中以高剂

量组改善最显著,但各剂量改善幅度均低于环靶明对

照组。见图3。

表3 各组大鼠肝组织Gli1mRNA及蛋白表达比较(n=3,x±s)

组别 Gli1mRNA相对表达量 Gli1蛋白质相对表达量

空白对照组 0.897±0.100 0.109±0.023

模型组 5.535±0.998** 0.705±0.061**

抗纤软肝颗粒低剂量组 2.435±0.225**△△▲ 0.575±0.041**△△▲▲

抗纤软肝颗粒中剂量组 1.572±0.160△△ 0.468±0.039**△△▲▲□

抗纤软肝颗粒高剂量组 1.339±0.055△△ 0.273±0.024**△△▲□□■■

环靶明对照组 1.239±0.042△△ 0.169±0.010△△

  与空白对照组比较*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较△P<0.05,△△P<0.01;与环靶明对照组比较▲P<0.05,▲▲P<
0.01;与抗纤软肝颗粒低剂量组比较□P<0.05,□□P<0.01;与抗纤软肝颗粒中剂量组比较■P<0.05,■■P<0.01
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A:空白对照组;B:模型组;C:抗纤软肝颗粒低剂量组;D:抗纤软肝颗粒中剂量组;E:抗纤软肝颗粒高剂量组;F:环

靶明对照组。

图2 各组大鼠肝组织中Gli1与GAPDH蛋白表达(Western-blot)

A:空白对照组;B:模型组;C:抗纤软肝颗粒低剂量组;D:抗纤软肝颗粒中剂量组;E:抗纤软肝颗粒高剂量组;F:环

靶明对照组。

图3 各组大鼠肝组织Gli1免疫组化染色结果(×100)

3 讨论

肝纤维化时,HSC中Hedgehog(Hh)信号通路被

异常激活[4-5]。Hh信号通路通过 Hh配体,如sonic
Hh(Shh),IndianHh(Ihh)和desertHh(Dhh),结合

到Hh受体Patched(Ptch)上,然后激活G蛋白偶联

受体(Smoothened,Smo);激活的Smo反过来促进胶

质母细胞瘤(Gli)家族转录活性形式(Gli1、Gli2和

Gli3)的产生,从而导致核转录因子Glis与下游基因

启动子区处于结合状态,调控下游靶基因的转录表

达,并使 HSC活化,最终导致肝纤维化的发生[6-8]。
因此,Gli1被认为是Hh通路活性的可靠指标[9-10]。

环靶明是目前国际公认的且研究较为清楚的 Hh
通路抑制剂之一,其通过抑制 Smo活性因而遏制

HSC活化。但是环靶明对人体会产生严重致畸反应,
限制了其作为药物在临床上的应用[11]。故将此药品

作为本实验治疗组的阳性对照。
张赤志教授认为,痰凝和血瘀贯穿于肝纤维化、

肝硬化发生发展过程的始终,在其病因病机中占据核

心地位[12]。抗纤软肝颗粒由海藻、鳖甲、牡蛎、莪术、
丹参、山楂、地骷髅等组成,具有“化痰软坚、活血化

瘀”之功效。本方特点是通过软坚散结、消痞化积,使
肝内瘀血“融化”,再用活血化瘀之品将其“驱出”,从
而达到抗肝纤维化的目的。相关药理学研究表明,海
藻具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎、调节免疫及降血脂等作

用[13];鳖甲是治疗肝纤维化的基本药物,可以调节

TGF-β1/Smad、NF-κB和 Wnt/β-catenin信号通路,有
效消除细胞外基质、抑制 HSC活化和增殖[14-16];牡蛎

可以有效减少血清中IL-17、TNF-α的含量,降低转氨

酶的浓度,保护肝细胞[17];莪术具有抗癌、抗血栓、抗
肝纤维化、降血脂等多种功效[18];丹参具有抗炎、抗
菌、抗肝纤维化、抗肿瘤以及保护心血管等药理学作

用[19];山楂可减轻急性肝损伤,其机制与抗脂质过氧

化、抗氧化和减轻炎症反应有关[20]。
本实验研究结果表明:抗纤软肝颗粒可有效改善

肝纤维化大鼠的肝功能及纤维化指标,改善肝组织形

态学表现,同时能下调肝纤维化大鼠肝脏内 Gli1表

达;提示抗纤软肝颗粒可能通过调控 Hh信号通路发

挥抗纤维化作用。抗纤软肝颗粒各剂量组以高剂量

组疗效最好,但与环靶明对照组相比,疗效有不及之

处,不排除药物干预是在造模后、时间较短等因素,需
在今后进行优化和更深入的研究。
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