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■背景资料
酒精性肝纤维化
是酒精性肝硬化
的前期, 消除肝纤
维化将成功阻断
肝硬化的发生. 星
状细胞(HSC)的活
化增殖, 被公认为
纤维化发生的关
键因素, 而通过诱
导其凋亡的方式
来消除纤维化, 已
成为治疗纤维化
的靶点之一. 目前
现代医学对肝纤
维化的治疗尚缺
少有效药物, 而中
医药的良好疗效
已为人所共识, 本
文就是以HSC和
肝细胞凋亡为对
象, 来研究中药在
防止酒精性肝病
的相关作用机制.
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Abstract
AIM: To evaluate the influences of Qinggan 
Huoxue recipe (QHR) on the apoptosis of hepatic 
stellate cells (HSC) and hepatocytes in alcoholic 
liver fibrosis rats.

METHODS: Rat model of alcoholic liver fibrosis 
were established mainly through alcohocol, and 
then the rats were divided into 6 groups: QHR 
groups [low dose: 4.75 g/(kg•d), moderate dose: 
14.25 g/(kg•d), high dose: 28.5 g/(kg•d)] and 
control groups (normal, model, and Essentiale 
control). Colorimetry was used to detect the se-
rum levels of alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate transaminase (AST) and gamma-

glutamyltranspeptidase (γ-GT). The degrees of 
inflammation and fibrosis were evaluated by HE 
and Masson stainings. TUNEL and TUNEL-a-
SMA methods were used to detect the apoptosis 
of HSC and hepatocytes, respectively.

RESULTS: As compared with those in model 
control group, the serum levels of ALT (1213 
± 245, 1432 ± 253 nkat/L vs 2140 ± 428 nkat/L, 
both P < 0.05), AST (1671 ± 400, 2123 ± 413 
nkat/L vs 4454 ± 850 nkat/L, both P < 0.05), and 
γ-GT (4539 ± 1847, 5509 ± 2430 nkat/L vs 8271 ± 
3304 nkat/L, both P < 0.05) were significantly 
decreased in QHR (high dose) group and Es-
sentiale control group; the apoptosis rates of 
hepatocytes were reduced (0.43% ± 0.11%, 0.60% 
± 0.16% vs 1.77% ± 0.49%, both P < 0.05) and the 
apoptosis rates of HSC were increased (5.25% ± 
2.48%, 3.63% ± 2.04% vs 2.30% ± 1.24%, both P < 
0.05); the degrees of inflammation and fibrosis 
were relieved too (5.5 ± 2.50, 6.30 ± 3.16 vs 9.00 ± 
2.27, P < 0.05).

CONCLUSION: Chinese medicine QHR can 
relieve alcohol-induced fibrosis, decrease apop-
tosis of hepatocytes and increase apoptosis of 
HSC.
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摘要
目的: 观察酒精性肝纤维化大鼠Hsc和肝细胞
的凋亡及中药清肝活血方对细胞凋亡的影响. 

方法: 以乙醇为主制备酒精性肝纤维化大鼠
模型, 将造模大鼠分为清肝活血方低(4.75 g/
kg)、中(14.25 g/kg)和高剂量组(28.5 g/kg), 每
日进行ig药物干预2 wk, 并设空白对照组、模
型对照组及易善复对照组. 比色法检测血清
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ALT, AST, γ-GT; HE和Masson染色观察肝组织
炎症和纤维化程度. TUNEL检测肝细胞凋亡, 
TUNEL-a-SMA双标记检测HSC凋亡. 

结果: 清肝活血方用药组及易善复组能降低
大鼠血清ALT(1213±245, 1432±253 nkat/L 
vs  2140±428 nkat/L, P 均<0.05), AST(1671
±400, 2123±413 vs  4454±850 nkat/L, P 均
<0.05), γ-GT水平(4539±1847, 5509±2430 
vs  8271±3304 nkat/L, P 均<0.05), 减轻纤维
化程度(5.5±2.50, 6.30±3.16 vs  9.00±2.27, 
P <0.05); 诱导活化的HSC凋亡(5.25%±2.48%, 
3.63%±2.04% vs  2.30%±1.24%, P <0.05), 减
少肝细胞凋亡(0.43%±0.11%, 0.60%±0.16% 
vs  1.77%±0.49%, P <0.05).

结论: 清肝活血方能有效减轻大鼠肝纤维化
程度, 并减少乙醇引起的肝细胞凋亡, 诱导活
化的HSC凋亡.

关键词: 清肝活血方; 酒精性肝纤维化; 肝星状细

胞; 凋亡
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0  引言

肝星状细胞(HSC)的活化增殖在酒精性肝纤维

化的发生过程中发挥着重要作用, 近年来随着

对细胞凋亡研究的深入, 人们发现通过诱导活

化HSC凋亡可逆转肝纤维化的发生. 因此, 在前

期良好的临床及药效学研究基础上, 从细胞凋

亡的角度探讨中药清肝活血方治疗酒精性肝纤

维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠72只, SPF级, 体质量140
±30 g, 购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司, 饲养于上海中医药大学附属龙华医院实验

中心动物房. CCl4分析纯、橄榄油化学纯、多

聚甲醛化学纯(国药集团化学试剂有限公司); 吡
唑(Fluca公司); 玉米油(营口渤海油脂工业有限

公司); 盐酸氯胺酮注射液(江苏恒瑞医药股份有

限公司); ALT, AST, γ-GT检测试剂盒(南京建成

生物公司); HE, Masson染液(上海虹桥乐翔医用

试剂有限公司); Cell death detection Kit (Roche 
Diagnostics Ltd); a-SMA一抗BM0002, SABC试

剂盒SA1021, DAB显色液AR1022(博士德生物

有限公司货号); 易善复(北京安万特制药有限公

司); 清肝活血方(柴胡9 g, 黄芩9 g, 丹参15 g, 鳖
甲9 g, 葛根15 g)由上海中医药大学附属龙华医

院制剂室制备.
1.2 方法 模型制备采用60度二锅头酒(10 mL/
kg)、玉米油(2 mL/kg)、吡唑(25 mg/kg)混合物

每日早晚灌胃10 mL/kg. 第二周开始CCl4橄榄

油溶液(CCl4∶橄榄油 = 1∶3) 0.3 mL/kg ip 2次
/周, 空白组以等量生理盐水代替, 共10 wk[1]. 第
11周将造模组大鼠分为清肝活血方低(4.75 g)、
中(14.25 g)和高剂量组(28.5 g/kg)及易善复对照

组(66.5 mg/kg), 每日灌胃, 空白对照组和模型对

照组以等量生理盐水代替, 给药2 wk. 血清ALT, 
AST, γ-GT检测采用尤尼克UV-2102C分光光度

计严格按说明书步骤 检测. 肝组织HE染色观察

炎症坏死, Masson染色观察纤维化程度. 炎症、

纤维化分级、评分标准参照文献[2-3]. 
1.2.1 肝细胞凋亡TUNEL检测 石蜡切片常规脱

蜡至水; 双蒸水浸泡5 min, 滴加蛋白酶K(20 mg/
L) 37℃, 30 min, PBS洗; 将enzyme solutionⅠ 5 
μL与Ⅱ 45 μL混合, 每片加此混合物50 μL, 湿
盒内孵育60 min, PBS洗; 滴加TUNEL reaction 
mixture 50 μL 37℃, 1 h, PBS洗; DAB显色; 苏木

素轻度复染封片. 阳性结果判定: 每组随机选片

5张, 由第3人读片, 以肝细胞为计数对象不考虑

其他间质细胞, 其中胞质黄染、胞核固缩变形

为阳性细胞, 每片随机取中央及四周5个不同高

倍镜视野(400倍)观察, 以平均每100个肝细胞核

中含凋亡肝细胞个数作为肝细胞凋亡指数. 
1.2.2 HSC凋亡TUNEL-a-SMA双标记检测[4] 石
蜡切片常规脱蜡至水; 0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲

液微波修复3 min冷却后PBS洗; 30 mL/L H2O2

室温孵育5-10 min, 蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min; 
将enzyme solutionⅠ 5 μL与Ⅱ 45 μL混合, 每片

加此混合物50 μL, 湿盒内孵育60 min, PBS洗, 
5 min×3次; 滴加TUNEL reaction mixture 50 μL 
37℃, 1 h, PBS洗; DAB显色. PBS洗, 5 min×3
次, 50 g/L BSA封闭液室温孵育30 min; 倾去血

清; 滴加稀释的一抗(1∶150), 37℃ 1.5 h, PBS冲
洗; 滴二抗, 37℃孵育30 min, PBS洗; 滴加试剂

SABC, 37℃, 30 min, PBS洗; DAB显色, 苏木素

轻度复染封片. 阳性结果判定: 每组随机选片5
张, 由第3人读片, 以α-SMA表达阳性细胞为计

数对象, 其中胞质黄染, 胞核棕黑色固缩、变形,
为凋亡的HSC, 每片随机取5个不同高倍镜视野

■创新盘点
本文通过双染技
术对星状细胞的
凋亡进行体内研
究, 比体外培养更
客观更真实的说
明了中医中药作
用靶点.
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(400倍)观察, 以平均每100个HSC中含凋亡细胞

个数作为星状细胞凋亡指数(AI).
统计学处理 各组计量资料以mean±SD表

示, 组间差异比较采用ANOVA and post hoc test. 
全部数据采用SPSS 11.5软件进行分析, P <0.05
为差异显著.

2  结果

空白组大鼠毛发光泽, 体质量增加, 体态活泼, 
食量及大便正常. 模型组大鼠饮食逐渐减少, 体
质量下降, 大便干燥, 小便黄, 皮毛疏松无光泽,
精神不振. 易善复对照及中药各剂量组大鼠上

述症状有不同程度减轻, 特别是中药各组能明

显改善大便干燥, 小便黄的情况. 与模型组相比, 
各用药组可明显改善乙醇引起的肝损伤, 清肝

活血方各剂量组及易善复组均能显著降低大鼠

血清ALT, AST水平(P <0.05), 在改善AST方面清

肝活血方优于易善复; 清肝活血方高剂量及易

善复能降低血清γ-GT (P <0.05, 表1).
2.1 乙醇引起的肝损伤大鼠病理变化 空白组大

鼠HE染色显示, 大鼠肝小叶结构清晰, 肝细胞索

排列整齐, 呈放射状, 肝窦正常, 胞核结构清晰; 
Masson染色显示仅有少量胶原表达于中央静脉

壁. 模型组大鼠肝索排列紊乱,炎细胞浸润和组

织坏死明显, 可见桥接坏死, 成纤维细胞大量增

生, 肝小叶结构不完整; Masson染色显示肝细胞

周围纤维沉积增加, 中央静脉周围、汇管区胶

原纤维增粗并向小叶内延伸. 各治疗组炎细胞

浸润及组织坏死减轻, 成纤维细胞增生减少, 部
分肝小叶结构有所恢复; Masson染色显示肝脏

胶原沉积均有不同程度减少, 纤维间隔缩短变

窄, 纤维化分期下降; 且炎症纤维化程度随用药

剂量的加大而减轻呈一定量效关系, 但中药与

西药对照组间无明显差异(图1, 表2).
2.2 TUNEL及TUNEL-α-SMA双标记检测 TU-
NEL肝细胞凋亡染色显示, 空白组偶见肝细胞

图  1  乙醇引起的大鼠肝组织. A: 空白组; B: 模型组; C: 治疗组(A1-C1: HE×400; A2-C2: Masson×200). 

A1

B1

C1

A2

B2

C2

■同行评价
本文在整体实验
的 基 础 上 ,  研 究
清肝活血方对酒
精性肝纤维化大
鼠肝HSC的凋亡
的影响. 研究内容
新颖重要, 实验设
计科学合理, 指标
先进, 统计方法恰
当.
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凋亡, 模型组凋亡的肝细胞散在于小叶内, 经
药物治疗后各给药组可明显较少肝细胞凋亡

(P <0.05), 各用药组间比较发现中药高剂量优

于其他药物组, 且呈一定量效关系; TUNEL-α-
SMA双标记HSC凋亡显示空白组未见凋亡的

HSC, 模型组存在肝窦、胶原沉积处可见大量

活化HSC, 药物处理后HSC凋亡指数明显增加

(P <0.05), 中药组间存在一定量效关系. 高剂量

组优于其他药物组(图2, 表2 ).

3  讨论

现代医学认为, 饮酒超过5 a, 折合乙醇量男性

≥40 g/d, 女性≥20 g/d将导致酒精性肝病[5]. 乙
醇对肝脏的影响表现为, 乙醇对组织和细胞的

表  1  清肝活血方治疗乙醇引起的肝损伤及大鼠肝功能的变化 (mean±SD)

     
分组	                              n                 ALT (nkat/L)                AST (nkat/L)                γ-GT (nkat/L)

空白组                              12               375±233ac              526±119ac             1413±316ac

模型组                                8             2140±428c             4454±850c              8271±3304c

易善复组                            9             1432±253a             2123±413a               5509±2430a

清肝活血方高剂量            12             1213±245a             1671±400ac             4539±1847a

清肝活血方中剂量            11             1414±211a             1692±283ac             6093±2684

清肝活血方低剂量            10             1481±180a             1633±264ac             6043±1305

aP<0.05 vs  模型组, cP<0.05 vs  易善复组.

图  2  肝细胞和HSC凋亡的检测结果. A: 空白组; B: 模型组; C: 治疗组(A1-C1: 肝细胞TUNEL×400; A2-C2: HSC TUNEL-
α-SMA×800).
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A2
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直接损伤作用; 乙醇在肝脏代谢过程, 可使2分
子的氧化型辅酶Ⅰ(NAD)转变为还原型辅酶Ⅰ 
(NADH), NADH/NAD的比值明显增高, 使细胞

的氧化还原状态改变, 对葡萄糖合成、脂质代

谢及蛋白质的分泌有广泛的影响. 乙醛对肝脏

的毒性作用更大, 主要表现在: (1)降低肝脏对

脂肪酸的氧化; (2)损伤线粒体、抑制三羧酸循

环; (3)影响肝脏的微管系统, 使微粒蛋白分泌减

少, 造成脂质和蛋白质在肝脏细胞中沉积; (4)与
细胞膜结合, 改变其通透性及流动性, 从而导致

肝细胞的损伤; (5)抑制DNA的修复和DNA中胞

嘧啶的甲基化, 从而抑制细胞的分化及损伤组

织的再生、修复; (6)乙醛能增加胶原的合成及

mRNA的合成, 促进肝纤维化的形成. 另外, 乙
醛蛋白加合物可作为半抗原引起免疫反应, 并
可刺激肝脏胶原合成直接导致ALF. 祖国医学

对于过度饮酒而引起的损害已有了较全面的认

识, 传统中医虽然没有酒精性肝病的病名, 但将

其归属于伤酒、酒风、酒疸、酒积、酒癖、酒

臌的范畴之内, 其中酒精性肝纤维化当属于酒

癖的范畴[6-7]. 本方是在临床流行病学调查发现

“湿热”与“瘀血”为酒精性肝病主要病理因

素的基础上, 拟定了以清肝利湿、活血散瘀为

主要功效的“清肝活血方”. 方用柴胡、黄芩

为君, 疏肝解郁, 和解少阳; 黄芩清热燥湿, 泻火

解毒. 丹参、鳖甲为臣, 丹参凉血清热、养血和

血、祛瘀生新; 鳖甲软坚散结. 配以葛根为佐, 
生津止渴、升发清阳. 全方清肝、活血并用, 切
中酒精性肝病机特点. 实验血清酶学及病理学

结果显示, 清肝活血方能显著降低酒精性肝纤

维化大鼠血清ALT, AST, γ-GT水平, 减轻炎症纤

维化程度(P <0.05), 并且清肝活血方低剂量、中

剂量、高剂量间有一定量效关系, 而在血清AST
上清肝活血方优于西药对照组. 

目前认为, 肝纤维化发生的核心是HSC的活

表  2  乙醇引起的肝损伤大鼠肝细胞凋亡指数比较(mean±SD, n  = 5)

     
分组	                               炎症	      纤维化         肝细胞凋亡指数 (%)         HSC凋亡指数 (%)

空白                               0                         0                           0.05±0.12ac                0ac

模型                               9.75±2.12         9.00±2.27            1.77±0.49c                 2.30±1.24c

易善复组                        6.30±3.16a        6.30±3.16a                  0.60±0.16a                 3.63±2.04a

清肝活血方高剂量           4.7±2.70a           5.5±2.50a          0.43±0.11ac                5.25±2.48ac

清肝活血方中剂量         6.55±2.94a         6.00±3.00a          0.64±0.13a                 3.81±1.98a

清肝活血方低剂量         6.60±2.76a         7.20±2.53           0.65±0.15a                 3.55±1.93a

aP<0.05 vs  模型组, cP<0.05 vs  易善复组.

化增殖, 乙醇引起的肝纤维化也不例外, 活化的

HSC转分化为MFb样细胞表型, 能合成除Ⅴ型胶

原外的几乎所有细胞外基质(ECM)成分, 同时活

化的HSC表达TIMP-1, TIMP-2以及TGF-β等阻

碍ECM的降解, 加重肝纤维化的程度[8]. 有实验

显示, 在HSC激活的过程中可以观察到HSC的凋

亡现象, 且随着激活过程的进展, 凋亡数目所占

的比例也逐渐增加而静止期没有凋亡现象[9-10]. 
因此消除炎症刺激、减少促纤维化因子释放、

促进ECM的降解、减少HSC的活化及促使过量

的HSC凋亡成为治疗的靶点, 通过细胞凋亡使

HSC减少对肝纤维化进行治疗也是一种新的探

索. TUNEL及TUNEL-a-SMA双标记检测结果显

示, 与模型组相比清肝活血方各剂量组能够显

著减少乙醇引起的肝细胞凋亡, 并能增加过度

增殖活化HSC凋亡(P <0.05), 并且清肝活血方高

剂量组优于西药对照组, 提示清肝活血方抗纤

维化作用可能是通过诱导星状细胞凋亡实现的, 
抑制肝细胞凋亡在改善肝功能方面有一定作用. 
近年来, 随着对中医药研究的深入, 中医药防治

酒精性肝病的良好疗效逐渐被人们所认识, 但
由于中药成分复杂, 作用环节多, 因此对其作用

机制的研究还需进一步深入. 
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