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Abstract
AIM: To study the antihepatofibrotic mechanism of tetrandrine,
rhubarb and dipyridamole.

METHODS: The experimental hepatic fibrosis was induced
by subcutaneous injection of CCl4. The three drugs were
administered to male Sprague-Dawley rats by intragastric
infusion respectively. Liver function test was performed by
enzyme kinetics and the extracellular matrix (ECM) contents
were determined by radioimmunoassay. Pathological
changes of liver tissues were detected by HE and VG staining,
meanwhile, ultra micro-structure changes were observed
by electron microscope in randomly selected samples.

RESULTS: All of the three drugs could improve the liver
function in liver fibrosis, reduce the contents of ECM and the
degree of liver fibrosis. There was no significant difference
among the three drugs.

CONCLUSION: Tetrandrine, rhubarb and dipyridamole could
protect hepatocytes, inhibit the synthesis of ECM, and
thereby could prevent the development of liver fibrosis and
cirrhosis in the experimental animal models.

Wang RT, Chen YW, Wei XG, Xu QF, Li DG. Comparative study of anti-
hepatofibrotic effect of tetrandrine, rhubarb and dipyridamole. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1492-1496

摘要

目的: 观察并比较粉防已碱(tetrandrine tet) 大黄与潘生

丁对实验性肝纤维化的影响 探讨其可能的作用机制.

方法: 四氯化碳皮下注射法制备大鼠肝纤维化模型 分别

给予不同剂量的药物灌胃 酶动力法测定肝功能指标

放免法测定细胞外基质(extracellular matrix ECM)水平

HE VG染色和电镜检测病理形态学改变.

结果: 三种药物可不同程度地改善肝纤维化时的肝功能状态

降低ECM含量 降低肝纤维化程度 以小剂量Tet 大剂量

大黄和小剂量潘生丁效果最显著. 药物间比较无显著差异.

结论: Tet 大黄和潘生丁均可保护肝细胞 抑制ECM合

成 具有防治实验性肝纤维化和肝硬化的作用.
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0   引言

肝纤维化与肝硬化的治疗一直是医学界的难题. 近年

来 我们曾就粉防已碱(tetrandrine tet)对肝纤维化的

防治作用进行了一系列的研究. 研究表明: Tet能保护肝

细胞及各种细胞器 降低血清透明质酸(hy l u r o n i c

acid HA) 型前胶原(procollagen PC )水平 阻

遏肝脏贮脂细胞的增生转化 并能在转录水平上抑制

胶原合成 减少胶原沉积 从而具有良好的抗肝纤维

化作用[1]. 然而 大剂量的Tet 毒性较强 且其中毒剂

量与治疗剂量相当接近 因而限制了Tet 在临床的推

广应用. 因此 寻找更安全有效的抗肝纤维化药物是

现今治疗肝纤维化的当务之急. 文献报道 大黄和潘

生丁均能保护肝细胞 并具有明显的抗脂质过氧化作

用[2, 3]. 本研究中 我们分别观察和比较Tet 大黄与

潘生丁对实验性肝纤维化的影响 并探讨其可能的作

用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  动物: SD 大鼠 体重250 g 左右 购自

中国科学院上海实验动物中心.  药物和试剂: Tet 潘

生丁: 浙江金华第三制药厂产品; 生大黄粉: 上海童涵春

堂国药号; 羟脯氨酸(hydroxyproline HYP): 中国科学院

上海生物化学研究所产品; HA 层粘连蛋白(laminin

LN)和PC 放免测定试剂盒: 海军上海医学研究所产品.

主要仪器: 自动生化分析仪: 日本岛津公司产品; MJ-182

型放射免疫计数仪: 中国科学院上海原子核研究所四环



仪器厂产品; UV-Vis7530型分光光度计: 上海分析仪器

厂产品; 普通光学显微镜: 日本OLYMPULS公司产品; H-

500透射电镜: 日本HITACHI公司产品.

1.2 方法  实验分组及处理: 110只 SD大鼠 随机分为

组: 正常对照组; 组: 模型对照组; 组: Tet治疗组(大剂

量组: 40 mg/kg; 中剂量组: 20 mg/kg; 小剂量组: 10 mg/kg); 组:

大黄治疗组(大剂量组: 1 000 mg/kg; 中剂量组: 500 mg/kg; 小

剂量组: 250 mg/kg); 组: 潘生丁治疗组(大剂量组: 12 mg/kg;

中剂量组: 6 mg/kg; 小剂量组: 3 mg/kg). 共 11个实验组

每组10只大鼠. 模型建立采用经SD大鼠的皮下注射40

CCl4 剂量为0.3 ml/kg (首剂加倍) 3d/ 次 共 15次;

正常对照组则以同样方法注射等量的精制橄榄油. 造模

结束后第2 d起 给予模型治疗组不同剂量的Tet 大

黄或潘生丁混悬剂分别灌胃 1次 /d 共 42 次; 模型

对照组则予以等量的0.5 羧甲基纤维素混悬剂按同样

要求灌胃. 治疗结束后 处死动物 分别取血清和肝

组织进行各项测定. 肝功能系列测定采用酶试剂法 自

动生化分析仪检测. 细胞外基质(extracellular matrix

ECM)的检测: (1)肝组织HYP含量测定: 参照郑少雄法[4];

(2)血清HA LN 及 PCIII 含量测定: 采用放免法 按

HA LN及PCIII 放免分析测定试剂盒说明书操作. 病

理形态学检测采用HE 常规染色 VG 胶原染色 并

进行肝纤维化分级[5, 6]; 透射电镜下观察比较各组大鼠超

微结构变化.

         统计学处理  计量资料采用方差分析; 计数资料采

用Ridit 检验.

2   结果

2.1 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠肝功能的影响

与正常对照组相比 模型对照组大鼠血清ALT AST

及ALP水平都明显升高(P <0.01); 血清ALB及 TBIL水

平则无明显变化(P >0.05). 三种药物各剂量治疗组的血

清ALT ALP水平均显著下降(P <0.01-0.05); 大黄各剂

量组间比较无统计学差异 Tet和潘生丁则均以小剂量

效果最优; 血清AST水平在Tet大 小剂量组及潘生丁

各剂量组中亦明显降低. 三种药物比较 血清ALT下降

程度以小剂量Tet和小剂量潘生丁为优 而血清ALP下

降程度在三种药物九个剂量组均无统计学差异 表1-3.

2.2 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠ECM的影响

与正常对照组相比 肝纤维化模型组肝组织HYP含量

及血清HA LN及PCIII含量均显著升高(P <0.01); Tet

大黄与潘生丁各剂量组能不同程度地降低这四种指标

水平 分别以Tet小剂量 大黄大剂量和潘生丁小剂量

最为有效(P <0.05-0.01). 此三者相比 HYP下降以小

剂量潘生丁最明显 而对血清HA LN及PCIII的影响

则以小剂量Tet 最有效 表4-9.

表1  Tet 对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7   40 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量 89 9d 287 34d 227 70d   6.0 3.0 39.7 4.1    16.8 6.0

中剂量 79 22d 312 72 170 54d   2.0 2.3 41.5 3.6    17.2 5.8

小剂量 62 16d 306 34a 205 45d   1.5 0.9 44.7 5.3    10.3 2.3

bP <0.01vs正常对照组, aP <0.05 vs 模型对照组, dP <0.01vs模型对照组.

表2  大黄对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7    46 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量 87 11d 382 55 201 36d   2.0 0.8 45.6 6.5    18.1 3.1

中剂量 92 24a 329 80 193 38d 2.25 0.5    40 4.7    17.9 4.2

小剂量 97 20a 398 102 189 41a 2.78 0.7 39.5 3.5    17.7 8.4

bP <0.01vs正常对照组, aP <0.05 vs 模型对照组, dP <0.01 vs模型对照组.

表3  潘生丁对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7   40 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量            101 36d 304 56a 196 41d   6.0 3.0 43.2 1.8    11.8 2.8

中剂量 74 37d 303 61 170 15d   2.0 2.3    45 5.2    10.1 2.1

小剂量 62 19d 308 42a 152 21d   1.5 0.9 45.3 5.7    12.6 3.9

bP <0.01vs正常对照组, cP <0.05 vs模型对照组, dP <0.01vs模型对照组.
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表4  Tet 对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组    709 195 15 3 36 9            31 11

模型对照组  1 765 509b 35 8b              119 23b              77 17b

模型治疗组
       大剂量 1 298 234a 33 12            103 19          48 19d

       中剂量 1 062 203d 28 8  43 19d              42 16d

       小剂量    914 169d 20 6d 39 18d         44 14d

bP <0.01vs正常对照组, aP<0.05vs模型对照组, dP <0.01vs模型对照组.

表5  大黄对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组    709 195 15 3 36 9         31 11

模型对照组       1 765 509b 35 8b                  119 23b              77 17b

模型治疗组
        大剂量    966 162d 22 6d 72 14d          49 14d

         中剂量 1 109 195d 28 8 86 16d          61 16a

          小剂量 1 297 251a 32 7            105 22         68 16

bP <0.01vs正常对照组, aP <0.05 vs 模型对照组, dP <0.01 vs模型对照组.

表6  潘生丁对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组   709 195 15 3 36 9        31 11

模型对照组 1765 509b 35 8b            119 23b       77 17b

模型治疗组
        大剂量      1 067 323d 31 8 81 16d       68 11

        中剂量         926 120d 27 8a 94 21d       65 9

        小剂量         882 161a 24 9d 98 16d       60 11a

bP <0.01 vs正常对照组, aP <0.05 vs模型对照组, dP <0.01vs模型对照组.

表7  Tet 对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0    -

模型对照组 10 0 1 1 3 5    -
模型治疗组

       大剂量 10 0 1 1 5 3 0.62

       中剂量 10 0 4 3 1 2 1.70

       小剂量 10 0 5 3 1 1 2.48a

aP <0.05 vs模型组.

表8  大黄对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0   -

模型对照组 10 0 1 1 3 5   -
模型治疗组

       大剂量 10 0 5 2 2 1 2.32 a

       中剂量 10 0 5 2 1 2 2.01 a

       小剂量 10 0 2 2 3 3 1.01

aP <0.05 vs 模型组.

表9  潘生丁对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0   -

模型对照组 10 0 1 1 3 5   -
模型治疗组

       大剂量 10 0 2 2 2 4 0.70

       中剂量 10 0 4 2 2 2 1.78

       小剂量 10 0 5 2 2 1 2.32 a

aP <0.05 vs模型组.

图1  正常对照组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 2  模型对照组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 3  小剂量潘生丁治疗组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 4  小剂量Tel 治疗组大鼠肝组织VG染色(×100).
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2.3 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠病理形态学的影响.

2.3.1 光镜观察(图 1-4)  肝组织切片HE常规染色和VG

胶原染色显示 肝纤维化模型对照组大鼠肝组织中可

见肝细胞脂肪变性 坏死 炎细胞浸润; 汇管区内胶

原纤维沉积 Henny s 管增生; 纤维结缔组织明显增

生 纤维间隔增粗 并有典型假小叶形成. 模型治疗

组大鼠肝组织纤维结缔组织增生程度减轻 纤维间隔

变细 假小叶形成不明显 尤以小剂量Tet 大 中

剂量的大黄和小剂量潘生丁为明显 与模型对照组比

较有显著性差异(P <0.05).

2.3.2 电镜观察(图 5-8)  正常对照组大鼠肝细胞间紧

密相连 细胞内各种细胞器分布规律 结构典型.

血窦排列整齐 Disse 腔内可见肝贮脂细胞 胞质内

有脂滴. 模型对照组大鼠肝组织中则出现典型的肝细胞

损伤结构 相邻肝细胞间隙增宽 肝细胞变性坏死 核

固缩 胞质内出现大小不等 分布不规则的脂滴. 线粒

体增生 肿胀及肥大 内质网扩张 出现脂褐素体和髓

鞘样结构; 此外 肝组织中还存在轻重不等的纤维化病

变. 内质网明显扩张 内质网池有絮状和丝状蛋白样结

构 内皮细胞窗孔明显减少 内皮侧有基底膜形成 形

成 裙边 样切面. 肝窦毛细血管化 Disse腔内可见较

多成纤维细胞(活化的肝贮脂细胞) 且周围有大量胶原

纤维沉积. 汇管区内可出现大量的胶原纤维.

图5  模型对照组大鼠肝组织投射电镜(×5 000).

图 6  大剂量大黄对照组大鼠肝组织投射电镜(×5 000).

        Tet 大黄和潘生丁治疗组中 肝细胞的损伤程度

有不同程度的减轻 肝细胞间隙较紧密 胞质内脂肪小

滴减少 细胞内结构趋向正常. 肝纤维化病变不明显 肝

血窦和Disse腔内胶原纤维沉积及成纤维样细胞数量减少.

图7  小剂量Tel 治疗组大鼠肝组织透射电镜(×5 000).

图 8  小剂量潘生丁治疗组大鼠肝组织透射电镜(×5 000).

3   讨论

肝纤维化系多种慢性肝损伤的异常修复过程 主要为

细胞外胶原和其他基质成分的合成和降解失衡 造成

ECM在肝内过量生成和沉积. 由于肝脏过度或异常的纤

维结缔组织增生 故使小叶结构发生紊乱 肝内微循环

障碍 造成肝细胞功能进一步降低. 因此 抗肝纤维化

的主要任务是减少慢性肝损伤过程中ECM在肝内的沉

积量[7].

        ECM包括胶原 非胶原性糖蛋白及蛋白多糖三种

主要成分. HYP是胶原蛋白的主要成分 约占胶原氨

基酸总量的13 . 肝组织内HYP含量的测定是衡量肝

脏胶原组织代谢和判定抗肝纤维化疗效的重要指标[8].

PC 是 型胶原的前体 其在血清中的水平可反映

型胶原的合成状态 并与肝纤维化程度呈密切正相关[9].

HA是ECM中重要的蛋白多糖 主要由肝贮脂细胞合

成 在窦状隙内皮细胞内降解. 血清HA水平与肝纤维

化的病理改变之间存在着良好的一致性[10, 11] 对反映

肝纤维化程度和肝内皮细胞功能具有较高的敏感性和

准确性[12]. LN是ECM中的糖蛋白 在肝纤维化时沉积

于Disse腔 参与肝窦毛细血管的形成[13] 其血清含量

变化在肝纤维化诊断和预后评估中均具有重要价值[14].

本实验中发现 三种药物各剂量治疗组中不仅有各项

肝功能指标的改善 而且肝组织HYP含量和血清HA
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LN及PC 含量均有不同程度的降低 以小剂量Tet

大剂量大黄和小剂量潘生丁最为有效. 结果提示 这三

种药物能对抗CCl4所致的肝细胞损伤 减少肝纤维化

时ECM的沉积 从而具有抗肝纤维化的作用.

         本研究中HE常规染色显示 模型对照组大鼠肝

组织中可见肝细胞脂肪变性坏死 炎细胞浸润 汇管

区扩大 Henny s 管增生; VG 胶原染色则显示 汇

管区内红色的胶原纤维明显增生 纤维间隔增粗 并

有典型假小叶形成. 模型治疗组大鼠肝组织纤维结缔组

织增生程度减轻 纤维间隔变细 假小叶形成不明

显 尤以小剂量Tet 大 中剂量大黄和小剂量潘生

丁模型治疗组为明显 与模型对照组比较有显著性差

异(P <0.05) 但这四者之间的变化则无统计学意义(P >

0.05). 实验结果进一步证实了Tet 大黄和潘生丁的抗

大鼠肝纤维化作用.

        业已证实 肝脏贮脂细胞是肝脏发生纤维化的关

键细胞. 在正常状态下 其主要功能为储存和代谢维生

素A 仅合成与分泌少量的ECM及有一定的产生胶原

酶的能力. 在肝损伤时 贮脂细胞大量增生并发生表型

改变 转化为肌成纤维母细胞 产生除V型胶原以外

几乎所有的ECM成分[15]. 贮脂细胞的增生转化受多种因

素调节 其中 血小板源生长因子(platelet-derived

growth factor PDGF)是最重要的细胞因子之一[16, 17]. 体

外研究发现 Tet 能明显抑制肝贮脂细胞的增生与转

化; 阻断PDGF对肝贮脂细胞的激活作用; 可呈浓度和时

间依赖性地抑制成纤维细胞地生长和增生[18-21]. 有文献

报道 肝脏Kupper s 细胞的活化可刺激肝贮脂细胞

的增生和转化 而大黄可剂量依赖性地抑制肝脏

Kupper s 细胞的活化[22]; 近年来国外研究认为 潘生

丁在肝损伤时能抑制血小板的聚集 减少PDGF的释

放 从而影响PDGF 对贮脂细胞的激活. 因此 我们

推测 这三种药物抗肝纤维化作用可能与他们在不同

环节抑制肝贮脂细胞增生转化有关.

         本实验中 三种药物之间的疗效无显著差异. 我们

设想 药物的联合应用是否可以提高疗效 而联合应

用时各种药物的剂量又该如何设定 这些问题均有待

于进一步研究.
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