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Abstract
AIM: To study the effects of matrine on the 
expression of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) in carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver injury in mice.  

METHODS: Fifty mice were randomly divided 
into four groups: CCl4 group (group A, n = 15), 
CCl4 + matrine group (group B, n = 15), matrine 
control group (group C, n = 10), and saline con-
trol group (group D, n = 10). Mice in each group 
were sacrificed at 4 and 8 weeks, and the liver 
pathology was estimated by hematoxylin and 
eosin (HE) staining. The expression of iNOS in 

liver tissues of every group was detected by im-
munohistochemistry. 

RESULTS: The animals in group A at 4 weeks 
developed slight steatosis and obvious inflam-
mation. Prolonged CCl4 administration en-
hanced liver damage and pronounced steatosis, 
as well as spotty necrosis, which were mostly  
observed in the portal area. There was struc-
tural damage to the hepatic lobules in group A 
at 8 wk. Liver structure obviously improved in 
group B at all time points. The liver structure in 
groups C and D was integrated and clear. The 
score of iNOS-IR hepatocytes in group A was 
significantly higher than that in group B (2.20 ± 
0.12 vs 1.20 ± 0.02, P < 0.01; 1.2 ± 0.06 vs 0.60 ± 0.02, 
P < 0.01). No iNOS-IR hepatocytes were detected 
in groups C and D. 

CONCLUSION: iNOS is involved in CCl4-in-
duced hepatic fibrosis in mice. Matrine inhibits 
expression of iNOS in injured hepatocytes and 
relievs CCl4-induced liver injury.  
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摘要
目的: 研究苦参碱对四氯化碳(CCl4)所致的小
鼠慢性肝纤维化肝组织诱生型一氧化氮合酶
(iNOS)表达的干预及意义. 

方法: 将健康昆明小鼠50只, 随机分为4组: 
CCl4组(A组, n  = 15)、CCl4+苦参碱治疗组(B
组, n  = 15)、生理盐水对照组(C组, n  = 10)、
苦参碱对照组(D组, n  = 10). 各组分别于造模4 
wk、8 wk后取材, 常规HE染色法观察比较不
同组别小鼠肝组织病理变化, 免疫组化方法检
测各组肝组织内iNOS的表达. 
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■背景资料
临床实验显示苦
参碱具有良好的
保护肝细胞、减
轻肝纤维化等作
用, 其确切机制不
明了. 研究表明诱
生型NOS(iNOS)
与 肝 细 胞 损 伤
有 关 ,  苦 参 碱 与
iNOS之间关系如
何目前未见相关
报道. 



结果: A组小鼠4 wk肝组织出现脂肪变, 随
CCl4给药时间延长, 肝组织损伤加重, 第8周出
现空泡样变及点状坏死, 多见于门管区, 小叶
结构紊乱. B组各时间点肝组织结构较A组有
明显改善, 肝细胞坏死和脂肪变性程度显著减
轻. C组、D组肝小叶结构完整, 肝细胞结构清
晰. 免疫组化结果显示, A组、B组各时间点受
损肝细胞均有iNOS表达, A组与B组iNOS表达
分值相比差异有显著性(2.20±0.12 vs  1.20±
0.02, P <0.01; 1.2±0.06 vs  0.60±0.02, P <0.01). 
C组、D组肝细胞iNOS表达阴性. 

结论: iNOS参与CCl4诱导的小鼠肝慢性纤维
化损伤. 苦参碱可通过干预受损肝细胞iNOS
表达, 有效降低CCl4所致肝脏损伤.

关键词: 诱生型一氧化氮合酶; 肝纤维化; 苦参碱; 
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0  引言

肝纤维化(fibrosis)是多种慢性肝病发展致肝硬

化的必经阶段. 现有的研究表明肝纤维化的病

理过程是可逆的. 因此在肝脏受损的早期阶段

进行合理治疗, 有望逆转肝纤维化进程, 进而缓

解乃至治愈肝纤维化, 防止肝硬化的形成[1]. 肝
损伤是肝纤维化的启动因素, 各种致病因素如

乙肝病毒、乙醇、血吸虫、化学毒物等所致的

肝细胞变性、坏死在肝纤维化形成过程中起到

较强的刺激和诱导作用, 故寻找合适的治疗靶

点以保护肝细胞是抗肝纤维化的关键. 一氧化

氮(nitric oxide, NO)为一种多生物活性物质. 机
体内NO合成酶(NOS)具有诱生型(iNOS)和结

构型(cNOS)两种. 内毒素和某些细胞因子如白

细胞介素(IL-1), 肿瘤坏死因子(TNF)、干扰素

(IFN)等可诱导iNOS合成分泌大量NO[2]. 临床资

料及动物实验结果显示, 血液中高浓度的NO与

肝细胞损伤有关[3], 但NO如何介导肝的慢性病

变过程, 目前很少报道. 苦参碱(matrine)是苦参

及其同属植物苦豆子等的主要有效成分, 临床

实验显示其具有良好的保护肝细胞、减轻肝纤

维化等作用[4-5]. 现有的研究认为苦参碱作用机

制可能与抑制HSC活化, 促进氧自由基清除等

有关[6-7]. 我们观察了小鼠肝纤维化形成过程中

肝组织iNOS的表达水平及苦参碱对iNOS表达
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的干预作用, 以进一步理解肝纤维化的病理机

制并探讨阻断肝纤维化发展的可能途径. 已知

TGF-β1与肝损伤、肝纤维化密切相关[8], 本文以

其做为肝损伤参考指标.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康成年昆明小鼠50只, 雌雄

各半, 体质量25-28 g, 购于中山大学医学院实验

动物中心(SCXK粤2004-0011). 苦参碱注射液为

广州明兴制药有限公司产品(5 g/L), 四氯化碳

(CCl4, 500 mL/瓶)为上海化学试剂一厂产品, 粟
米油市售, 兔抗iNOS多克隆抗体、兔抗TGF-β1
多克隆抗体为Santa Cruz产品, 兔两步法(非生

物素)检测试剂盒(Non-Biotin HRP Detection 
System)及DAB显色试剂盒为北京中杉金桥生物

技术有限公司产品.
1.2 方法 将CCl4溶于食用粟米油中, 配成500 
mL/L以备用.
1.2.1 造模及分组: 将所有小鼠随机分为4组: 
CCl4组(A组, n  = 15), 苦参碱治疗组(B组, n  = 
15), 苦参碱对照组(C组, n  = 10)及正常对照组

(D组, n  = 10). 所有小鼠饲养1 wk后, A组及B组
小鼠轮替背部皮下及四肢内侧注射500 mL/L
的C C l4粟米油混悬液 ,  首次注射C C l4原液(6 
mL/kg体质量), 隔4 d后sc 500 mL/L CCl4-粟米

油6 mL/kg体质量, 2次/wk, 共8 wk. C组、D组

单纯采用同体积的粟米油sc. 在造模的同时, B
组及C组分别加用100 mg/kg体质量苦参碱ip, 1
次/d. A组、B组造模过程中分别死亡小鼠5只
和2只, C、D两组无小鼠死亡. 4 wk末、8 wk末
分别于腹腔麻醉下取小鼠中叶肝组织, 置于40 
g/L中性甲醛固定, 常规方法制做肝石蜡切片备

用, HE染色, 光学显微镜下观察比较肝组织病理 
改变. 
1.2.2 免疫组化方法: 按试剂盒说明肝组织切片

依次经过60℃烤箱熔蜡、二甲苯脱蜡、酒精梯

度水化、30 mL/L过氧化氢溶液封闭、枸橼酸

缓冲液修复抗原、正常山羊血清封闭等步骤后, 
加一抗(兔抗iNOS 1∶100或兔抗TGF-β1)4℃冰

箱过夜, 次日取出切片PBS冲洗3次, 依次加二抗

(山羊抗兔)孵育、PBS冲洗DAB显色, 苏木素复

染、脱水, 中性树胶固定封片. 阴性对照用PBS
代替一抗. 根据iNOS及TGF-β1阳性细胞反应强

度及百分比设定免疫组化反应级别: 0级(阳性细

胞数<5%, 着色浅淡), 1级(阳性细胞数5%-20%, 
淡棕色), 2级(阳性细胞数20%-50%, 棕黄色), 3
级(阳性细胞数>50%, 深棕色). 采用双盲计分法

www.wjgnet.com

■研发前沿
各种致病因素所
致 的 肝 细 胞 变
性、坏死在肝纤
维化形成过程中
起较强的刺激和
诱导作用, 寻找合
适的靶点保护肝
细胞是抗肝纤维
化的关键, 是目前
研究的热点之一. 
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由专业技术人员统计各组切片iNOS及TGF-β1
表达均值(每张切片随机选取5个视野). 

统计学处理 使用SPSS10软件对数据进行统

计学处理, 组间均数比较采用方差分析, 两组间

比较采用LSD-t检验, P <0.05表示统计学上差异

有显著性.

2  结果

2.1 肝组织病理学变化 A组4 wk肝组织肉眼未

见明显改变, 8 wk肝脏表面有细颗粒感, 质地较

硬. HE染色镜下可见4 wk肝组织汇管区及中央

静脉周围有炎细胞浸润, 肝细胞出现脂肪变. 8 
wk肝组织出现点状或灶状坏死, 多见于界板区, 
小叶结构紊乱. 门脉区及坏死区纤维组织增生,
有假小叶形成. B组肝脏色泽、大小、质地、表

面光滑度较A组有明显改善, 4 wk肝组织结构破

坏不明显, 肝细胞坏死和脂肪变性程度显著减

轻. 8 wk肝组织中央静脉和汇管区有少量纤维索

延伸, 间隔较薄, 无完全间隔形成(图1). C组、D
组各时间点肝组织表面光滑, 质脆软. 镜下可见

肝小叶结构完整, 中央静脉周围有放射状排列

的肝细胞索, 彼此连接成网状. 肝细胞呈多边形, 
界限清楚, 胞质丰富, 两组间结构无明显差别.
2.2 各组肝组织iNOS及TGF-β1表达 A组各时

间点肝实质内均可见iNOS免疫阳性细胞, 4 wk 
iNOS表达于肝枯否氏细胞及肝细胞胞质内, 呈
棕色颗粒状. 8 wk肝脏实质内同样可见iNOS免
疫阳性细胞, 界板及坏死肝组织周围肝细胞呈

高表达. B组iNOS免疫阳性细胞数量及总体反

应强度均低于A组, 与A组各时间点相比差异有

显著性(1.20±0.02 vs  2.20±0.12, P <0.01; 0.60±
0.02 vs  1.2±0.06, P <0.01; 图2, 表1). C组、D组

肝组织内iNOS表达为阴性. TGF-β1免疫组化显

示, A组4 wk肝细胞有广泛的TGF-β1表达, 8 wk
肝细胞TGF-β1表达减弱. B组各时间点TGF-β1
中、轻度表达, 而C组、D组肝细胞TGF-β1表达

为弱阳性或阴性(表1).

3  讨论

CCl4诱导肝纤维化是较为成熟的肝毒模型, 在
肝硬化动物实验中广泛应用. 研究表明, 各种慢

性致肝损伤因素通过诱导肝星状细胞(HSC)的
增殖与活化, 使细胞外基质(ECM)合成与降解

代谢失衡、肝脏内胶原纤维过度增生和广泛

沉积, 形成肝纤维化. 此过程涉及细胞、细胞

因子和ECM等多因素间相互作用和调节, 但不

论何种原因引起的肝纤维化, 最终都将因ECM
的大量沉积使肝组织结构破坏而影响肝脏功

能[9]. 在多种器官纤维化的研究中, 转化生长因

子-β(TGF-β1)是研究得最多、也是作用最强的

致纤维化因子[10-11]. 在哺乳动物中, TGF-β可分

为TGF-β1, TGF-β2和TGF-β3 3种亚型[12], 其中

TGF-β1的生物学活性最明显. 在生理状态下, 
TGF-β1主要由淋巴细胞、巨噬细胞和血小板表

达分泌, 组织间质细胞也有不同程度的表达, 而
实质细胞则不表达, 但在器官慢性炎症或纤维

化时, 实质细胞也启动TGF-β1表达[8], 故我们将

TGF-β1作为肝损伤的一个观察指标. 由于肝脏

的内源性生物素含量较高, 为避免假阳性, 本实

验免疫组化采用两步法非生物素检测系统. 结
果显示, A组各时间点肝细胞均有较强的表达, 
但8 wk肝细胞TGF-β1表达比４wk减弱, 可能与

8 wk大量的肝细胞坏死有关. B组TGF-β1中轻度

表达, 而C组、D组肝细胞TGF-β1表达为弱阳性

或阴性. 
国内外学者从化学药物、细胞因子及其

受体拮抗剂、基因治疗等方面对抗纤维化药

物进行了广泛的探索, 但大多由于副作用及安

全性问题而难以在临床广泛应用 .  我国的抗

肝纤维化研究结果表明 ,  苦参碱有较好的药

理活性和抗纤维化作用 [6-7].  目前认为苦参碱

抗肝纤维化的作用与其抑制H S C激活、抑制

肝内胶原合成有关, 但确切机制仍不明了. 本
文组织学检测结果显示, CCl4组小鼠肝组织出

■同行评价
本文整体设计基
本 合 理 ,  数 据 可
信, 具有一定的参
考价值.

表  1  各组肝细胞iNOS及TGF-β1表达均值(mean±SD)

     
分组

                                   iNOS	                                                     TGF-β1

                       4 wk(n )	                   8 wk(n )	                4 wk(n )                     8 wk(n )

A            2.20±0.12(5)b       1.2±0.06(5)b       2.60±0.24(5)b        1.40±0.16(5)b  

B            1.20±0.02(5)      0.60±0.02(8)        1.60±0.14(5)         1.00±0.02(5)   

C                  0(5)bd	                  0(5)bd	        0.20±0.02(5)bd       0.20±0.02(5)bd 

D                  0(5)bd	                  0(5)bd	        0.20±0.01(5)bd            0(5)bd

bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  A 组.
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现明显的病理改变 ,  随C C l4给药时间的延长

肝组织损伤程度加重 ,  出现纤维组织增生和

假小叶形成 .  而给予苦参碱i p后 ,  B组各时间

点肝组织结构较A组有明显改善, 肝损伤程度

减轻, 表明苦参碱对CCl4诱导的小鼠肝纤维化

有良好的干预作用. N O是一种新型生物信使

分子, 由NOS催化L-精氨酸生成. 肝脏有两种

NOS类型, 原生型(cNOS)和诱生型(iNOS). 前
者由内皮细胞产生, 合成N O的生物效应以生

理状态下细胞间信息传递为主 .  后者由肝脏

多种细胞在内毒素及某些细胞因子诱导下产

生, 合成大量具有细胞毒性作用的NO, 参与各

图  1  不同组别小鼠肝脏结构(H&E染色, ×200). A: A组4 wk肝组织; B: A组8 wk肝组织; C: B组4 wk肝组织; D: B组8 wk肝组织.  

A B

C D

A

DC

B

图  2  不同组别小鼠肝组织iNOS免疫组化反应(×200). A: A组4 wk肝组织; B: A组8 wk肝组织; C: B组4 wk肝组织; D: B组8 

wk肝组织.  
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种肝病的病理过程 [3]. 临床资料显示, 在肝硬

化患者血清中, 呼出气体中的一氧化氮水平明

显升高, 且N O水平与内毒素水平有显著相关 
性[13-14], 提示肝病患者体内NO生物合成机制被

激活是其肝细胞损伤的重要机制之一. 细胞培

养实验显示, 肝脏枯否氏细胞在外界因素刺激

下可产生大量的NO, 已知巨噬细胞释放的NO
可通过抑制靶细胞线粒体中三羧酸循环、电子

传递和细胞DNA合成等途径, 发挥杀伤靶细胞

的效应[15]. 在肝损伤动物模型体内iNOS mRNA
和NO的细胞来源问题说法不一. 在CCl4作用

后, 肝脏枯否氏细胞产生NO, 胆管结扎致肝损

害甚至肝纤维化时肝脏所有非实质细胞均产生

NO, 即肝脏在不同损伤程度及不同类型损害时

其iNOS表达各异[16-18]. 我们用CCL4诱导小鼠慢

性肝纤维化过程中发现, 除了枯否氏细胞表达

iNOS外, 肝细胞自身也有明显的iNOS表达, 且
iNOS的表达水平与肝脏的损伤程度成正比, 提
示肝细胞高表达的iNOS与肝纤维化发生有关. 
受损肝细胞合成的NO与枯否细胞分泌的细胞

因子及HSC的激活和增殖之间有何内在关系值

得深入探讨. 苦参碱ip后能显著降低受损肝细

胞iNOS表达, 减轻肝细胞损伤, 表明苦参碱抗

肝纤维化的作用与其抑制受损肝细胞iNOS的
活性、减少NO合成有关, 提示血清NO水平可

作为判断苦参碱治疗肝纤维化、肝硬化疗效的

参考指标.
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