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Abstract
AIM: To study the effect of oral oxymatrine on expressions
of type I, III, IV collagen in rat liver fibrosis induced by CCl4.

METHODS: 140 male Wistar rats were randomly divided
into normal control group (n =20), CCl4 group (n =30), and
oxymatrine-treated group including low-dose subgroup
(n =30), median-dose subgroup (n =30), and high-dose
subgroup (n =30). Low, median, and high-dose oxymatrine
subgroups were given 30, 60 and 100 mg/kg oxymatrine
by daily gastrogavage for 12 wk, respectively. Inflammation
and fibrosis degree of liver tissues were examined by he-
matoxylin-eosin staining. Expressions of type I, III, IV col-
lagen were detected by immunohistochemistry, and ultra-
structural changes were observed by electron microscopy.

RESULTS: Liver histologic examination showed that the
degree of liver inflammation and fibrosis were more serious
in  control group than in oxymatrine-treated groups. In
control group, the amounts of collagen type I, III, IV de-
posits were observed, and type III and IV collagen deposits
were the main constitutes of hepatic sinusoid capillarization.
But in oxymatrine-treated groups, type I, III, IV collagen
deposits were less, hepatic sinusoid capillarization was

not obviously found. Electron microscopy showed that the
degree of hepatocyte injury was more serious in control
group than in oxymatrine-treated groups.

CONCLUSION: Oral oxymatrine might decrease expression
of type I, III, IV collagen in rat liver fibrosis model induced
by carbon tetrachloride, suggesting oral oxymatrine might
have anti-fibrogenic effect.
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摘要

目的: 研究口服氧化苦参碱对CCl4诱导的大鼠肝纤维化组

织 I III IV 型胶原表达的影响.

方法: Wistar 大鼠 140只随机分为正常对照组(n =20)

CCl4模型组(n =30) 氧化苦参碱预防低剂量组(n =30)

中剂量组(n =30)和高剂量组(n =30). 氧化苦参碱低 中 高

剂量组大鼠氧化苦参碱的用量分别为30  60 100 mg/kg 每

日灌胃1次 共12 wk. 肝组织学检查观察肝组织炎症和纤

维化程度 免疫组化观察肝组织中I III和IV型胶原的表

达 电镜观察肝组织的超微结构变化.

结果: 组织学检查结果表明对照组肝脏炎症和纤维化程度明

显高于氧化苦参碱预防组; 免疫组化检测表明预防对照组大

鼠肝内有大量I III和 IV型胶原沉积 其中III型和IV型

胶原的沉积形成肝窦毛细血管化 而氧化苦参碱预防组肝内

胶原沉积较少 无明显的肝窦毛细血管化形成; 电镜学检查

证明氧化苦参碱预防组肝细胞损伤程度较对照组显著减轻.

结论: 口服氧化苦参碱可减少CCl4诱导的大鼠肝纤维化组

织中胶原的表达 对肝纤维化有预防作用.
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0   引言

氧化苦参碱是从中药苦参和苦豆子中提取的一种生物

碱 近年来人们在研究中发现其有效成分氧化苦参碱

具有保护肝细胞 抗乙型和丙型肝炎病毒和抗肝纤维

化等作用[1-15]. 我们观察了氧化苦参碱对肝纤维化动物模



型肝组织中 I II I IV 型胶原的表达变化 为临床

应用氧化苦参碱治疗肝纤维化提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  氧化苦参碱纯品由宁夏药物研究所提供 批

号: 971201. 使用前用0.01 mol/L PBS配成为100 g/L的母

液 分装后-70 冰箱保存备用. 多克隆兔抗大鼠I III

和 IV型胶原抗体为Sigma公司产品. 链霉菌抗生物素蛋

白-过氧化酶免疫组化染色超敏试剂盒(UltraSensitiveTM

S-P Kit)购于福州迈新试剂公司. Wistar 大鼠140只

清洁级 体质量120-140 g 购于中科院上海实验动

物中心. 动物自由进食与饮水 在整个实验过程中房间

定期消毒.

1.2 方法  将动物随机分为正常对照组20 只 不加处

理 自由进食与饮水; CCl4模型组30只 CCl4用花生

油配成400 ml/L 初次剂量为5 ml/kg 以后为2 ml/kg

皮下注射 2次 /wk 共进行12 wk. 本组用于观察造模

过程中 肝组织纤维化进展情况. 在4 6 8 12 wk时

分批处死 每次随机 3 只 观察肝组织学病理变化;

氧化苦参碱预防组90只 低剂量组30只 中剂量组30

只 高剂量组30只 在注射CCl4的同时口服氧化苦参

碱 分别为 30 60 和 100 mg/kg 1 次 /d 共进行

12 wk. 灌胃给药容积为10 ml/kg. 动物处死后取右叶肝

组织 用40 g/L中性甲醛溶液固定 经系列乙醇脱水

二甲苯透明后 石蜡包埋. 切成 5 um厚切片. HE染色

后 光镜下观察肝纤维化程度. 肝炎症活动度和纤维化

程度按1995年全国诊断标准进行. 免疫组织化学根据

S-P免疫组化试剂盒说明进行. 检测肝组织内I III 和

IV型胶原表达. 光镜下观察 棕褐色为表达阳性. 着色

面积(1/3 为(+) 1/3 -2/3 为(++) )2/3 为(+++). 40 ml/L

戊二醛固定后的肝组织 经锇酸后固定 包埋后 制

成70 nm厚超薄切片 铅铀双染色后 透射电镜检查.

         统计学处理  计量资料以 sx ±  表示. 统计分析采用
SAS软件包进行 组间比较采用方差分析 计数资料

采用 χ2检验.

2   结果

氧化苦参碱预防各剂量组未见腹水发生 死亡情况分

别为: 低剂量组1只 中剂量组3只 高剂量组2只 预

防对照组7只. 大鼠CCl4注射后短期出现兴奋症状 表

现为活动增加 奔跑等 而后为抑制症状 表现为活动

减少 团缩 全身被毛稀疏无光泽. 从症状程度来看

预防组明显轻于对照组. 预防对照组大鼠体质量获得较

氧化苦参碱预防低 中和高剂量组显著降低(P <0.05或

P <0.01). 肝质量 /体质量比值显著升高 而氧化苦参碱

预防组显著降低(P <0.01) 并随氧化苦参碱剂量增大

有降低趋势(表1).

2.1 组织学检查  氧化苦参碱预防组较对照组肝纤维化

程度显著改善 氧化苦参碱中 高剂量组肝纤维化程度

轻于氧化苦参碱低剂量组. 氧化苦参碱正常对照组肝脏无

明显改变. 氧化苦参碱预防组肝纤维化程度较对照组明显

减轻(P <0.01) 中和高剂量组略好于低剂量组(P>0.05).

      免疫组织化学检查氧化苦参碱对照组I III IV型

胶原表达均显著增加 明显高于氧化苦参碱预防各剂

量组(P <0.01)(表 2). 预防对照组I型胶原主要分布在纤

维隔 III和 IV型胶原在Disse间隙也非常明显 形成

肝窦基底膜 显示典型的肝窦毛细血管化. III 和 IV型

胶原在预防低剂量组大鼠肝窦内沉积较少 未见典型

的肝窦毛细血管化形成. 中 高剂量组I III和 IV型胶

原沉积显著低于低剂量组(图1 2). 电镜下见氧化苦参

表1  各组动物的一般情况

  肝纤维化分期
组分  n 体质量增加值(g)   肝质量 /体质量

           S0  S1 S2 S3 S4

正常对照 20       230±15     0.033±0.001            20

预防对照 23         78±26b     0.048±0.002a 0   0   2   7        14

预防低剂量 29        133±18 a                  0.039±0.002b 0   2   6 14  7

预防中剂量 27        156±27 b                  0.038±0.002b 0   4 10   9  4

预防高剂量 28        151±29 b                  0.037±0.001b 1   5 12   8  2

aP <0.05, bP <0.01, vs 预防组.

表 2. 氧化苦参碱对 I III 和 IV 型胶原表达的影响

         I      II                 III
组分 n

- + ++      +++ - + ++ +++ -   + ++ +++

对照组 23 0 2   5        16 0   0   5 18 0   1   6 16

低剂量 29 2 6 13 8 1   4 18   6 3   7 14   5

中剂量 27 1 8 14 4 3 10 11   3 3   8 11   5

高剂量 28 2         10 13 3 3 12   9   4 2 11 12   3
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碱预防对照组肝细胞胞质疏松 并有胶原纤维形成

肝血窦纤维化及闭塞 血窦壁下可见基底膜样物质 而

氧化苦参碱预防组病变程度较对照组显著减轻(图3 4).

图1  对照组肝脏 I型胶原免疫组化染色 200.

图 2  氧化苦参碱中剂量组肝组织 I型胶原免疫组化染色 200.

图 3  对照组肝细胞胞质疏松, 并有胶原纤维形成 EM 8 000.

图4   氧化苦参碱中剂量组肝细胞胞质疏松,无胶原纤维形成EM 21 000.

3   讨论

苦参类生物碱有抗肝纤维化作用[1-5] 在抗肝损伤方面

具有良好的药理活性日益引起人们对苦参类生物碱的重

视和兴趣. 肝纤维化是细胞外基质(extracellular matrix

ECM)在肝内大量沉积造成的 他是各种慢性肝损伤向

肝硬化发展的必经阶段 一旦发生很难逆转 现阶段对

肝纤维化的防治尚缺乏有效措施 如何寻找有效的抗

肝纤维化药物已成为目前亟待解决的问题[16-21]. ECM的

沉积增加及降解减少是肝纤维化形成的基础 肝内

ECM成分主要包括以下三类: 胶原 非胶原性糖蛋白及

蛋白多糖 而胶原是最主要的成分. 在肝脏内发现的胶

原至少有近十种 其中以I III型为主 约各占正常肝

脏胶原的40 %和50 %. I型和 III型胶原主要分布于肝

包膜 汇管区 血管壁. 肝纤维化时 胶原含量增加47

倍 早期以III型胶原为主 晚期则以I型为主; IV型胶

原为基底膜胶原 过多沉积引起肝窦毛细血管化 影响

肝内外物质交换 加重肝功能损害[22-25]. 本文组织学检

查结果发现对照组肝脏炎症和纤维化程度明显高于氧

化苦参碱预防组 免疫组织化学检测显示预防对照组

大鼠肝内有大量 I III 和 IV 型胶原沉积 其中 III 型

和 IV型胶原的沉积形成肝窦毛细血管化 而氧化苦参

碱预防组肝内胶原沉积较少 无明显的肝窦毛细血管

化形成; 此外 电镜学检查显示氧化苦参碱预防组肝细

胞损伤程度亦较对照组显著减轻. 这些结果说明口服氧化

苦参碱可减少CCl4诱导的大鼠肝纤维化组织中胶原纤维

的表达 同时有保护肝细胞的作用 对肝纤维化的发生

有预防作用. 肝星状细胞是肝纤维化发生的主要效应细

胞 其激活和增生是肝纤维化发生的基础 因此抑制肝

星状细胞的活化和增生是治疗肝纤维化的方向[17, 18, 21,26-32].

我们既往的研究亦证明了氧化苦参碱可抑制肝星状细

胞的增生及产生ECM的作用 在临床上有研究报道氧

化苦参碱可用于治疗慢性病毒性肝炎肝纤维化[1, 2] 组

织病理学也证明其有减轻肝纤维化的作用 已应用于

临床. 尽管目前有不少报道氧化苦参碱有抗肝纤维化作

用 但其确切机制尚待进一步研究.
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