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Abstract
AIM: To investigate the effect of astrogalosides 
on periovular granuloma and liver fibrosis in 
mice with schistosomiasis japonica.

METHODS: One hundred and twenty ICR mice 
were infected with cercarie of Schistosoma japoni-
cum. The infected mice were divided randomly 
into four groups at the end of the 5th week after 
infection: model group, high dose astrogaloside 
group (20 mg/kg per day), low dose astrogalo-
side group (10 mg/kg per day) and liver protec-
tion tablet (Hugan pian) group (540 mg/kg per 
day) as positive drug control group. Forty days 
after infection, the four groups were treated with 

praziquantel (500 mg/kg per day) for 2 days. 
Thirty healthy ICR mice were used in this ex-
periment as normal control group. Ten mice in 
each group were sacrificed at the end of the 6th, 
10th and 14th weeks, respectively. Meanwhile, 
the liver index, hematoxylin and eosin stain and 
Sirius red stain were used to evaluate the mean 
area of periovular nodules and the degree of 
liver fibrosis. Types Ⅰ and Ⅲ collagen on tissue 
microarray sections were detected by immuno-
histochemistry.

RESULTS: At the end of either the 10th or the 
14th week in groups receiving two different dos-
es of astrogalosides, the mean area of periovular 
nodules was decreased significantly, the degree 
of liver fibrosis and the expression of types Ⅰ 
and Ⅲ collagen (P < 0. 01 or P < 0. 05) was also 
reduced in comparison with those in the model 
group. The mean optical density values at the 
end of the 10th week in the high and low dose 
astrogaloside groups and the model group were 
0.093 ± 0.002, 0.084 ± 0.003 and 0.134 ± 0.004 for 
type Ⅰ collagen, and 0.074 ± 0.002, 0.104 ± 0.005 
and 0.146 ± 0.008 for type Ⅲ collagen, and those 
at the end of the 14th week in the three groups 
were 0.099 ± 0.004, 0.095 ± 0.004 and 0.141 ± 0.007 
for type Ⅰ collagen, and 0.070 ± 0.003, 0.077 
± 0.003 and 0.101 ± 0.004 for type Ⅲ collagen. 
Meanwhile, there was a significant difference 
in the protein expression of type Ⅲ collagen 
between the high and low dose astrogaloside 
groups at the end of the 10th week (P < 0.01). 
However, at the end of the 6th week, there were 
not any differences in all the above parameters 
among the different groups.

CONCLUSION: Astrogaloside exerts its effects 
on hepatic fibrosis in ICR mice with schistosomia-
sis japonica by inhibiting periovular granuloma 
and reducing the synthesis of types Ⅰ and Ⅲ 
collagen.

Key Words: Astrogaloside; Schistosomiasis japani-
ca ; Liver fibrosis; Immunohistochemistry
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■背景资料
日本血吸虫病肝
纤维化是日本血
吸虫病患者死亡
的主要原因. 抗血
吸虫药物有效杀
虫 后 ,  肝 组 织 内
的虫卵结节及纤
维化仍能继续发
展. 而黄芪总苷是
一种新的有效的
抗肝纤维化药物, 
研究表明其具有
显著的抗炎, 抗损
伤, 抗肝纤维化和
免疫调节作用, 本
文研究了其对日
本血吸虫病肝纤
维化和虫卵肉芽
肿的影响.

■同行评议者
陈治水 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第211医院 
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摘要
目的: 研究黄芪总苷(AST)对小鼠日本血吸虫
病肝纤维化和虫卵肉芽肿的影响. 

方法: 以日本血吸虫尾蚴感染ICR小鼠制作
肝纤维化动物模型, 5 wk末随机分为: AST高
剂量组20 mg/(kg·d)、AST低剂量组10 mg/
(kg·d)、阳性药护肝片组540 mg/(kg·d)和模型
对照组, 各组均于感染40 d后, 吡喹酮杀虫2 d 
500 mg/(kg·d). 同时设置正常对照组30只. 感
染后6、10和14 wk每组随机处死10只, 观察肝
脏指数, 应用HE和天狼猩红染色观察小鼠虫
卵结节大小及纤维化程度; 构建组织芯片, 应
用免疫组织化学方法检测虫卵结节中Ⅰ、Ⅲ
型胶原蛋白的表达. 

结果: 感染后10、14 wk, AST高、低剂量组
与模型组相比较, 肝组织中血吸虫虫卵结节
显著缩小, 纤维化程度明显减轻,Ⅰ、Ⅲ型胶
原蛋白含量(MOD)明显减低(10 wk: 0.093±
0.002、0.084±0.003 vs  0.134±0.004, P <0.01; 
0.074±0.002、0.104±0.005 vs  0.146±0.008, 
P <0.05; 14 wk: 0.099±0.004、0.095±0.004 
vs  0.141±0.007, P <0.01; 0.070±0.003、0.077
±0.003 vs  0.101±0.004, P <0.05). 感染10 wk,  
AST高、低剂量组Ⅲ型胶原蛋白含量有统计
学差异(P <0.01).

结论: AST通过抑制虫卵结节、减少Ⅰ、Ⅲ
型胶原的合成发挥抗小鼠日本血吸虫病肝纤
维化的作用.

关键词: 黄芪总苷; 日本血吸虫病; 肝纤维化; 免疫

组织化学
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0  引言

日本血吸虫病肝纤维化是导致门静脉高压、腹

水和上消化道出血的主要原因, 也是日本血吸

虫病患者死亡的主要原因. 针对血吸虫病肝纤

维化的发生发展过程, 抗血吸虫药物主要针对

杀虫、抑制虫卵肉芽肿和延缓甚至阻止肝纤

维化发展三个关键环节, 但杀虫药在有效杀虫
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后, 肝组织内的虫卵结节及纤维化仍能继续发 
展[1-2], 国内外尚无理想的抗血吸虫病肝纤维化

药物. 黄芪总苷(astrogalosides, AST)是一种新的

有效的抗肝纤维化药物, 研究表明AST具有显著

的抗炎、抗损伤、抗肝纤维化和免疫调节作用, 
而且毒副作用小[3-7]. 目前除本实验室一篇体外

AST抗血吸虫病肝纤维化报道外[3], 尚未见AST
抗血吸虫病肝纤维化报道. 本文采用ICR小鼠制

作血吸虫病肝纤维化模型, 并给予AST ig, 观察

小鼠肝组织中虫卵结节大小、纤维化程度及Ⅰ

型、Ⅲ型胶原蛋白合成的变化, 研究AST对小鼠

日本血吸虫病肝纤维化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级ICR小鼠150只, 购自安徽省实验

动物中心, 雌雄各半, 6-8周龄, 体质量31±2 g, 中
国大陆株日本血吸虫阳性钉螺购自江苏省血吸

虫病防治所, AST由合肥工业大学生物学院张

宵翔教授提供, 吡喹酮为南京制药厂有限公司

生产, 护肝片为哈尔滨葵花药业有限公司产品, 
多克隆兔抗小鼠胶原Ⅰ抗体(浓缩液200 mg/L, 
BA0326, 武汉博士德生物构成有限公司, 工作滴

度1∶50), 多克隆山羊抗小鼠胶原Ⅲ抗体(浓缩液

200 mg/L, Sc-25974, Santa Cruz, 工作滴度1∶50), 
通用型PV免疫组化试剂盒购于北京中杉生物技

术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 小鼠肝纤维化模型的建立: 将钉螺孵育后

逸出的中国大陆株日本血吸虫尾蚴, 以盖玻片

法经小鼠腹部皮肤攻击感染, 总计感染120只
ICR小鼠, 每只小鼠感染30±1条日本血吸虫尾

蚴[8].
1.2.2 实验分组及给药: 实验小鼠造模35 d后, 随
机分为4组: AST高剂量20 mg/(kg·d)组, AST低剂

量10 mg/(kg·d)组, 护肝片540 mg/(kg·d)组和模型

对照组, 每组30只, ig给药1次/d. 实验小鼠均于

日本血吸虫尾蚴感染40 d后, 吡喹酮500 mg/(kg·d)
治疗2 d. 药物均以5 g/L羧甲基纤维素钠作为溶

媒, 10 mL/(kg·d) ig. 正常对照组为30只健康鼠, 
模型组和正常组以等量5 g/L羧甲基纤维素钠ig. 
感染后第6、10和14 wk分别取小鼠肝组织作病

理学检测和免疫组织化学分析.
处死前隔夜禁食, 称体质量, 颈椎脱臼法处

死, 迅速摘取肝脏并称湿质量, 观察肝脏大体标

本, 取肝脏右叶组织1块, 40 g/L中性甲醛溶液固

定, 用于组织学研究. 按此公式计算肝脏指数:  

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前的研究主要
集中于阻滞肝星
状细胞活化途径
的相关细胞因子, 
从而逆转或延缓
肝纤维化的进程, 
但国内外至今无
理想的抗肝纤维
化药物.
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肝脏指数 = 肝脏湿质量/体质量×100%.
1.2.3 病理学检查: 肝组织常规石蜡包埋, 4 μm连

续切片, 作HE和天狼猩红染色. HE染色切片光

镜观察肝脏虫卵结节的大小, 天狼猩红染色切

片观察肝纤维化程度. 肝纤维化程度判定标准[9]: 
0级20 = 1, 正常; Ⅰ级21 = 2胶原纤维包绕肉芽肿

周围并插入其中; Ⅱ级22 = 4汇管区有大量纤维, 
小叶间仅有少量纤维; Ⅲ级23 = 8纤维组织大量

延伸至小叶间.
1.2.4 组织芯片的构建:  HE染色切片, 光镜下定

位器定位标记病变区域, 使用内径2 mm取样针

从供体蜡块取样, 每个蜡块取样3个, 并放入事

先制备的7×6点阵的模型蜡块中, 经二次包埋

后制成组织芯片, 4 μm厚连续切片, 分别作HE和
免疫组化染色.
1.2.5 Ⅰ、Ⅲ型胶原的免疫组织化学检测: 免
疫组化染色操作按抗体及试剂盒说明书进行. 
每例均拍摄病变组织5个高倍视野照片, 采用

Image-pro plus图像分析软件, 计算平均光密度

(mean optical density, MOD).
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用SPSS13.0软件进行单因素方差分析.

2  结果

2.1  肝脏指数  6、10和14 w k时 ,  A S T两个

剂量组及模型组的肝脏指数均高于正常组

(P <0.01), AST高、低剂量组和模型组之间无

明显差异(表1).
2.2 肝组织HE和天狼猩红染色切片观察 正常

组小鼠肝组织的小叶结构完整, 可见中央静脉

及放射状肝细胞索 ,  汇管区见少量胶原纤维 
(图1A). 6 wk时AST高、低剂量组和模型组之

间的一般组织形态学无显著差异, 病变主要是

散在的急性虫卵结节, 汇管区有大量淋巴细胞

及嗜酸性粒细胞浸润, 可见肝组织灶性坏死, 部
分汇管区见虫卵聚集成簇, 虫卵结节周围可见

少量胶原纤维(图1B). 10 wk时主要表现为慢性

虫卵结节, 虫卵周围可见梭形的成纤维细胞和

胶原纤维包绕, 亦可见少量急性虫卵结节. AST
两个剂量组的虫卵结节面积均明显低于模型组

(P <0.01, P <0.05); 虫卵结节和小静脉周围的胶原

纤维增生, 部分向肝小叶间延伸(图1C). 14 wk时
主要为纤维化结节, 可见胶原纤维沿汇管区延

图  1  各周小鼠肝组织天狼猩红染色结果(×100). A: 正常对照组; B: 6 wk; C: 10 wk; D: 14 wk.

A B

C D

表  1  小鼠肝脏指数(n  = 10)

     
分组

	                                   肝脏指数

	                6 wk	   10 wk	           14 wk

正常对照组      4.64±0.14     3.94±0.16     4.23±0.35

模型对照组      7.33±0.31b    6.10±0.13b    5.34±0.34b

AST高剂量       7.52±0.22b    6.21±0.19b    5.38±0.21b

AST低剂量       7.93±0.30b    6.66±0.29b    5.30±0.13b

护肝片组	         7.14±0.25     6.42±0.32     5.08±0.15

bP<0.01 vs  正常对照组.

■应用要点
本文研究黄芪总
苷可通过缩小虫
卵结节、减少胶
原合成发挥抗血
吸虫肝纤维化作
用.
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伸并相互连接, 部分肝细胞间亦可见少量胶原

纤维(图1D), AST高低剂量组虫卵结节面积及纤

维化程度均明显低于模型组(P <0.01). 模型组虫

卵结节和肝纤维化程度在10 wk时均高于6 wk和
14 wk. 14 wk AST两剂量组虫卵结节和肝纤维

化程度显著低于10 wk, 肝纤维化程度与6 wk时
的水平相近(表2).
2.3 肝组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达 免疫组

化染色结果显示(图2-3), 正常小鼠肝内胶原表

达很弱, 主要分布在汇管区. 血吸虫感染后, 各

图  2  各组小鼠10 wk肝组织虫卵结节内Ⅰ型胶原的表达(免疫组织化学PV法×400). A: 正常组; B: AST高剂量组; C: AST低

剂量组; D: 模型组.

A B

C D

图  3  各组小鼠10 wk肝组织虫卵结节内Ⅲ型胶原的表达(免疫组织化学PV法×400). A: 正常组; B: AST高剂量组; C: AST低

剂量组; D: 模型组.

A B

DC

■名词解释
血吸虫病肝纤维
化: 血吸虫虫卵沉
积于肝脏汇管区
后, 在虫卵抗原的
刺激下形成虫卵
结节, 结节周围纤
维组织增生, 沿着
汇管区延伸, 形成
干线型肝纤维化.
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组(AST高、低剂量组及模型组)肝组织内Ⅰ、

Ⅲ型胶原含量均不同程度增加, 主要见于汇管

区及虫卵结节. 模型组小鼠随着感染时间的延

长, Ⅰ型胶原含量逐渐增加, 10-14 wk维持在相

对较高的水平. Ⅲ型胶原在10 wk时含量最高, 
14 wk时已下降至6 wk水平, 各时间点模型组与

正常组相比较均有显著差异(P <0.01). 各时间点

AST高、低剂量组相比较显示, 小鼠肝组织Ⅰ、

Ⅲ型胶原蛋白含量随着时间的延长稳定在相对

较低的水平或略有减少, 与相应时间点模型组

相比较均有显著差异(P <0.01). 10 wk时AST高
剂量组的Ⅲ型胶原含量明显低于AST低剂量组

(P <0.01). 6 wk时各实验组之间的胶原含量差异

无统计学意义(表3).

3  讨论

血吸虫病肝纤维化是在虫卵肉芽肿基础上产生

的, 其核心机制是在可溶性虫卵抗原刺激下, 巨
噬细胞与淋巴细胞产生PDGF和TGFβ1等各种

细胞因子刺激肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)活化、增殖、转化为肌纤维母细胞, 并与

其他来源的成纤维细胞一起合成以Ⅰ和Ⅲ型胶

原为主的细胞外基质(extracellular matrix, ECM). 
目前国内外肝病学者普遍认为, 肝纤维化是可

逆转的[10-16], 抑制HSC活化、增殖和合成胶原已

成为抗肝纤维化治疗的重要对策[17-26]. 
针对肝纤维化发展的机制, 近年来抗肝纤维

化药物的研究取得了很大发展, 大量研究资料

表明, 中医中药在抗肝纤维化方面独树一帜[27-32]. 
在众多抗肝纤维化中药复方中 ,  黄芪频频出 
现[33-34], 但除本实验室一篇AST体外抗血吸虫病

肝纤维化的报道外[3], 未见其他报道. 本研究动

态观察黄芪总苷干预小鼠血吸虫病肝纤维化的

过程, 结果显示, 6 wk时各组虫卵周围均有大量

嗜酸性粒细胞为主的炎细胞浸润, 构成以虫卵

为中心的、嗜酸性脓肿为主要表现的急性虫卵

结节, 此时血吸虫肝病组织中已有胶原纤维的

增多, 但各组结节的大小、Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋

白表达均无统计学差异. 10 wk时主要为慢性虫

卵肉芽肿, 其虫卵周围包绕较多的成纤维细胞

和胶原纤维. AST高、低剂量组与模型组之间的

Ⅰ、Ⅲ型胶原含量、虫卵结节大小及肝纤维化

程度均显著差异, 且AST两剂量组之间, Ⅲ型胶

原的表达亦有明显差异. 14 wk时虫卵肉芽肿纤

维化形成纤维性虫卵结节, 各组结节均变小, 结
节中细胞数也明显减少. 其中AST高、低剂量组

与模型组之间, Ⅰ、Ⅲ型胶原含量和虫卵结节

大小均明显降低, 肝脏纤维化程度显著减轻, 但
AST两剂量组无统计学差异. 提示AST对血吸虫

病肝纤维化有明显的抑制作用, 但AST的剂量在

表  2  各组小鼠虫卵结节大小及肝纤维化程度(n  = 10)

     
分组

	                              虫卵结节大小(×104 μm2)	                                            肝纤维化程度

	                 6 wk	        10 wk	                 14 wk	          6 wk	               10 wk	      14 wk

模型对照组        8.51±1.13     13.84±0.77     10.45±0.90        3.80±0.20     6.80±0.61      5.20±0.61

AST低剂量        8.68±1.30     11.16±0.88a      7.97±0.50a       3.90±0.38     4.80±0.53a     4.20±0.69a

AST高剂量        9.38±0.87     10.32±0.57b      6.76±0.59b       3.60±0.30     4.40±0.65b     3.60±0.58b

葵花护肝片       9.37±0.37       9.75±0.64       6.72±0.43        3.80±0.55     5.20±0.61       4.60±0.60

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.

表  3  各组小鼠胶原Ⅰ和Ⅲ的含量(MOD, n  = 10)

     
分组

	                                               胶原Ⅰ	                                                                  胶原Ⅲ

	                 6 wk	           10 wk                    14 wk	                    6 wk	             10 wk	         14 wk

正常组	         0.025±0.002     0.028±0.003     0.024±0.002       0.030±0.003      0.037±0.004	  0.032±0.003

模型组	         0.086±0.003f    0.134±0.004f     0.141±0.007f        0.102±0.006f     0.146±0.008f       0.101±0.004f

AST低剂量       0.081±0.003     0.084±0.003b    0.095±0.004b     0.098±0.005      0.104±0.005bd      0.077±0.003b

AST高剂量       0.089±0.004     0.093±0.002b    0.099±0.004b     0.092±0.005      0.074±0.002b       0.070±0.003b 

护肝片             0.086±0.004     0.101±0.005     0.102±0.007       0.101±0.004      0.120±0.002        0.078±0.003

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  AST高剂量组; fP<0.01 vs  正常组.

■同行评价
本文研究内容新
颖, 设计合理, 数
据可信, 但在阳性
对照组选择上欠
妥.
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持续性干预中的效果可能没有剂量依赖性. 各
组不同时间点虫卵结节大小、肝纤维化程度和

Ⅰ、Ⅲ型胶原表达结果提示AST抑制了Ⅰ、Ⅲ

型胶原蛋白的合成, 使胶原蛋白处于相对稳定

的低水平表达, 从而抑制了血吸虫病肝纤维化

的进程, 表现为虫卵结节缩小, 肝纤维化减轻. 
同时积极的进行大剂量AST的干预可能使胶原

蛋白的合成较早稳定在较低的表达水平. AST抗
血吸虫病肝纤维化的机制是否与AST减少虫卵

结节中成纤维细胞的数量和合成胶原纤维活性

有关, 我们将做进一步研究.
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