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Abstract
AIM: To investigate the effect of Jiazhu on α-SMA 
and TGF-β1 expression in the liver of rats with 
hepatic fibrosis and its anti-fibrosis mechanism.

METHODS: A model of rat hepatic fibrosis was 
induced by injecting 40% CCl4, which was in-
terfered with high [2.0 �����������������������  g/(kg������������������  •�����������������  d)]��������������  , medium [1.0 
g/(kg���������������������������     ��������������  •��������������������������     ��������������  d)]�����������������������     ��������������   and low doses [0.5 �����������������  g/(kg������������  •�����������  d)]��������   of Jia-
zhu. Hepatic function and serum TGF-β1 were 
examined. Expression of α-SMA and TGF-β1 
was detected by immunohistochemistry and RT-
PCR. 

RESULTS: Compared with the model group, 

the levels of aspartate transaminase and alanine 
transaminase were significantly decreased in the 
high, medium and low Jiazhu dose groups. Total 
protein and albumin increased while serum bili-
rub and TGF-β1 were significantly reduced. The 
expression of α-SMA and TGF-β1 in liver tissue 
was decreased. The mRNA expression, stained 
area and gray scale of α-SMA and TGF-β1 in the 
high, medium and low Jiazhu dose groups were 
significantly different compared with the model 
group(α-SMA: 9.21 ± 1.12、12.63 ± 2.42、14.23 ± 
1.57 vs 16.32 ± 2.14,  P < 0. 01、P < 0.01、P < 0.05; 
TGF-β1 mRNA: 5.58 ± 0.80、8.62 ± 1.16、11.92 
± 1.35 vs 14.57±1.59, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.01), 
(dyeing area of α-SMA: 9.21% ± 1.29%、12.63% 
± 1.44%、14.23% ± 1.41% vs 16.32% ± 1.75%, P < 
0.01、P < 0.01、P < 0.05; dyeing area of TGF-β1: 
5.31% ± 0.70%、8.37% ± 1.09%、11.92% ± 1.42% 
vs 14.47% ± 1.48%, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.01), 
(gray scale of α-SMA: 91.29 ± 9.53、99.55 ± 
11.83、107.18 ± 12.06 vs 116.44 ± 12.97, P < 0.01、
P < 0.01、P < 0.05; gray scale of TGF-β1: 89.96 ± 
9.64、106.92 ± 13.90、110.50 ± 12.91 vs 127.13 ± 
14.88, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.05). 

CONCLUSION: Jiazhu can inhibit rat hepatic 
fibrosis induced by CCL4.

Key Words: Jiazhu; Hepatic fibrosis; α-SMA; 
TGF-β1; RT-PCR
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摘要
目的: 研究甲珠对肝纤维化大鼠α-肌动蛋白
(α-SMA)和转化生长因子-β1(TGF-β1)表达影
响, 并探讨其抗纤维化机制.

方法: 采用400 mL/L CCL4 sc, 制备肝纤维
化模型并以高[2.0 g/(kg•d)], 中[1.0 g/(kg•d)], 
低剂量[0.5 g/(kg•d)]甲珠干预, 测定各组肝
功能、血清T G F-β1, 免疫组织化学法检测
肝组织α-SMA、TGF-β1表达, RT-PCR检测
α-SMA、TGF-β1 mRNA 的表达. 
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■背景资料
肝纤维化的病理
改变是细胞外基
质(ECM)的增生
和降解失衡所致, 
而病理情况下细
胞外基质的主要
细胞来源是肝星
状细胞(HSC), 他
的激活和增生在
肝 纤 维 化 过 程
中 起 主 要 作 用 . 
TGF-β1是HSC活
化的强有力刺激
因子和肝纤维化
形成的始动细胞
因子 ,  α -SMA是
HSC活化的标志. 
研 究 T G F - β 1、
α-SMA的表达变
化可反映肝纤维
化的变化情况.

■同行评议者
高春芳, 研究员, 
第二军医大学附
属长征医院实验
诊断科 



结果: 甲珠各组较模型组肝功能明显改善, 丙
氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶显著降低, 总
蛋白及白蛋白显著升高, 胆红素降低; 血清
TGF-β1显著降低; 高, 中, 低甲珠剂量组肝
组织α-SMA及TGF-α1 mRNA表达, 染色面
积比, 灰度值与模型组相比均有显著性意义
(α-SMA: 9.21±1.12、12.63±2.42、14.23
±1.57 vs  16.32±2.14, P <0.01、P <0.01、
P <0.05; TGF-β1 mRNA: 5.58±0.80、8.62±
1.16、11.92±1.35 vs  14.57±1.59, P <0.01、
P <0.01、P <0.01), (α-SMA染色面积比: 9.21%
±1.29%、12.63%±1.44%、14.23%±1.41% 
vs  16.32%±1.75%, P <0.01、P <0.01、P <0.05; 
TGF-β1染色面积比: 5.31%±0.70%、8.37%
±1.09%、11.92%±1.42% v s  14.47%±

1.48%, P <0.01、P <0.01、P <0.01), (α-SMA灰
度值: 91.29±9.53、99.55±11.83、107.18±
12.06 vs  116.44±12. 97, P <0.01、P <0.01、
P <0.05; TGF-β1灰度值: 89.96±9.64、106.92
±13.90、110.50±12.91 vs  127.13±14.88, 
P <0.01、P <0.01、P <0.05).

结论: 甲珠对CCl4诱导的实验鼠肝纤维化有
良好的抑治作用.

关键词: 甲珠; 肝纤维化; α-肌动蛋白; 转化生长因

子-β1; 逆转录聚合 酶链式反应
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0  引言

肝纤维化作为肝硬化的前期阶段, 其可逆性为

延缓或阻止各种慢性肝病发展为肝硬化提供了

可能, 对肝纤维化的防治已成为该领域的研究

热点. 近年来研究显示许多中医方药对肝纤维

化有很好的治疗效果, 并已展示良好的应用前

景[1-5]. 甲珠为穿山甲的鳞片, 主归肝经, 具有软

坚、通络、散结的功效, 是历代医家治疗癥、

瘕、集、聚的常用药, 近年来被广泛用于治疗

肝硬化, 取得了较好的临床效果. 但目前国内外

尚无甲珠抗肝纤维化的基础及临床研究.
本实验采用四氯化碳(CCL4)大鼠肝纤维化模

型, 观察甲珠的抗肝纤维化作用, 并探讨其对α-
肌动蛋白(α-SMA)、转化生长因子-β1(TGF-β1)
影响, 及甲珠抗肝纤维化的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠108只, 体质量180±30 g, 
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由吉林大学实验动物中心提供. 甲珠(由牡丹江

中医院提供)研细末. CCL4购自北京北化精细化

学品有限责任公司: 秋水仙碱(colchicine)购自昆

明股份制药有限公司; 谷丙转氨酶(ALT)、谷草

转氨酶(AST)、白蛋白(ALB)试剂盒购自上海科

欣生物技术研究所; 血清总胆红素(TBIL)试剂盒

购自上海科华东菱诊断用品有限公司; TGF-β1
酶联免疫吸附试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司, 单克隆即用型鼠抗人α-SMA试剂盒

购自北京中杉生物公司, 兔抗大鼠TGF-β1多克

隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司, 即
用型SP免疫组化试剂盒购自福州迈新试剂公司, 
DAB购自北京中山生物公司. RT-PCR两步法试

剂盒购自TaKaRa公司, TRIzol购自Sangon公司.
1.2 方法 
1.2.1 模型制作: 模型制作参照文献[6]方法, 实
验第1天除正常空白对照组(简称对照组)外, 其
余动物sc CCL4分析纯5 mL/kg体质量, 以后每隔

3 d注射400 mL/L CCL4橄榄油剂3 mL/kg体质量, 
连续8 wk. 实验前2 wk饲喂高脂玉米粉饲料(795 
g/kg玉米粉+200 g/kg猪油+5 g/kg胆固醇), 第3-6 
周饲喂1000 g/kg玉米粉和300 mL/L乙醇饮料. 
1.2.2 分组及给药方法: 采用成组设计, 将108只
大鼠随机分为6组, 每组18只, 第1组对照组, 饲
喂正常饮食; 第2组模型组, 按上述造模方法给

予饮食; 第3组秋水仙碱组, 于造模第3周开始

给予秋水仙碱0.1 mg/(kg•d), 第4组甲珠高剂量

治疗组, 于造模第3周开始, ig甲珠混悬液, 2.0 
g/(kg•d)(体质量); 第5组甲珠中剂量治疗组, 于
造模第3周开始, ig甲珠混悬液, 1.0 g/(kg•d)(体
质量); 第6组甲珠高剂量治疗组, 于造模第3周开

始, 给予甲珠混悬液ig, 0.5 g/(kg•d)(体质量), 共8  
wk. 造模结束时模型组死亡3只, 中剂量组死亡3
只, 低剂量组死亡2只, 秋水仙碱组死亡2只, 高剂

量组死亡1只, 为增加可比性, 每组均采用15只. 
1.2.3 标本制作: 上述造模及处理过程结束后, 
禁食12 h后称质量 ,  心包取血 ,  分离血清置

-20℃保存; 并立刻完整摘取肝脏及脾脏, 肝右

叶置于40 g/L中性甲醛液中常规固定后, 石蜡

包埋, 用于制作组织芯片. 
1.2.4 血清及组织纤维化指标检测: 测定血清肝

功能包括TBIL、ALT、AST、ALB、TGF-β1,  
严格按说明书操作. 
1.2.5 免疫组织化学检查: α-SMA、TGF-β1: 采用

石蜡包埋常规切片, SP法, 兔抗鼠TGF-β1, 多克隆

抗体及鼠抗鼠α-SMA单克隆抗体均以1∶100 稀
释, DAB显色, 苏木素复染. PBS代替一抗作为阴

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝纤维化的可逆
性是防治肝硬化
的研究热点, 其中
星状细胞的激活
及细胞外基质的
分泌与代谢机制
是该领域的研究
重点, 找到安全、

高效、来源充足
的抗肝纤维化药
物是当务之急. 
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性对照. 阳性组织呈棕色, 阴性组织呈蓝色. 在
全自动图像分析系统上, 采用HPIAS-2000型图

像分析软件进行定量分析, 随机选取每张切片

10个视野(×200)倍测定阳性细胞的灰度值与所

占视野面积, 灰度值在0-249之间, 灰度值越高, 
染色越浅, 表达产物越少; 灰度值越低, 染色越

深, 表达产物越多. 
1.2.6 RT-PCR: 大鼠GAPDH上游引物: 5'-CAT
GACCACAGTCCATGCCATC-3', 下游引物: 
5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC-3', 全长

756 bp; TGF-β1上游引物: 5'-ACTACTGCTTCA
GCTCCACA-3', 下游引物: 5'-ATCATGTTGGA
CAACTGCTC-3', 全长301 bp; α-SMA上游引物: 
5'-TGTGCTGGACTCTGGAGATG-3',下游引物: 
5'-CTTCTGCATCCTGTCAGCAA-3', 全长493 bp. 
称取50-100 mg肝组织用TRIzol提取总RNA, 采用

分光光度法测定其含量及纯度, 测定A 260/A 280值. 
取2 μg总RNA, 42℃逆转录90 min. 参数设置94℃
变性, 3 min×1 循环. 94℃变性30 s, 53℃退火30 
s, 72℃延伸45 s, 共35个循环. 最后72℃彻底延伸

7 min×1循环. 同法扩增GAPDH作为内参照. 取
5 μL PCR产物150 mL/L琼脂糖凝胶电泳. 凝胶图

像分析系统检测灰度, TGF-β1/GAPDH比值表示

TGF-β1 mRNA相对水平. α-SMA/GAPDH比值表

示 α-SMA mRNA相对水平. 
统计学处理 实验结果数据以mean±SD表

示, 采用SPSS11.5软件进行统计分析, 各组间比

较采用单因素方差分析, 组间比较采用基于方

差分析两两比较LSD法. 

2  结果

2.1 各组大鼠肝组织病理学改变 (1)HE染色: 光
镜下正常对照组大鼠未见肝细胞变性及坏死, 
门脉区不增宽, 肝组织及肝小叶结构清晰, 未见

胶原纤维增生. 模型组大鼠可见大量肝细胞变

性、坏死, 汇管区周围大量炎症细胞浸润, 大量

胶原纤维增生, 伸入到肝实质中, 可见含铁血黄

素, 肝小叶结构破坏; (2)Masson染色见蓝色胶原

纤维明显增多. 汇管-中央静脉区纤维间隔明显

增宽, 包绕、分隔肝小叶, 部分形成假小叶. 甲
珠各组及秋水仙碱组较模型组肝细胞变性、坏

死明显减轻, 纤维增生及炎细胞浸润程度较模

型组明显减轻.
2.2 各组大鼠肝功能改变及血清TGF-β1检查结

果 模型组ALT、AST显著升高, ALB显著降低; 
不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱

(0.1 mg/kg) ig, 可不同程度降低ALT、AST、
TBIL水平(P <0.01, P <0.05), 可不同程度升高

ALB(P <0.01, P <0.05). 与正常组相比, 模型组

大鼠TGF-β1明显升高(P <0.01), 甲珠各组及秋

水仙碱干预组与模型组比较, TGF-β1明显降低

(P <0.01), 但未达到正常对照组的水平(表1).
2.3 免疫组化结果 正常组肝组织中几乎不表达

TGF-β1, 模型组TGF-β1阳性细胞主要位于中央

小叶和门静脉周围纤维带及肝纤维间隔中, 主
要见于Kuffe r细胞、类间质细胞质及其周围, 
不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱

(0.1 mg/kg)灌胃较模型组灰度值升高, 表达产

物减少, 阳性染色程度不同程度减轻(P <0.01, 
P <0.05)(图1). 模型组TGF-图1). 模型组TGF-). 模型组TGF-β1免疫组织化学染色

阳性面积明显升高, 显著高于正常组(P<0.01). 甲
珠治疗各组及秋水仙碱干预组明显低于模型组

(P<0.01). α-SMA在胞质表达, 正常对照组只表达胞质表达, 正常对照组只表达表达, 正常对照组只表达

于小动脉及小静脉, 在胆管无表达. 模型组α-SMA
主要表达于汇管区及纤维间隔, 且呈长椭圆形或

梭形. 实验表明不同剂量甲珠与秋水仙碱灌胃较

模型组α-SMA灰度值升高, 表达产物减少, 阳性

染色程度不同程度减轻(P <0.01, P <0.05). 模型组

α-SMA免疫组织化学染色阳性面积明显升高, 显
著高于正常组(P<0.01). 甲珠治疗各组及秋水仙碱

表  1  大鼠血清肝功能及TGF-β1(n  = 15)

     
分组                                  ALT(U/L)                       AST(U/L)                     ALB(g/L)                  TBIL(μmol/L)                 TGF-β1(μg/L)

正常对照组               53.42±6.54              47.26±7.33            39.32±3.45            13.47±2.42               0.79±0.13

模型组                    216.29±18.90b          197.63±19.36b         29.35±2.68b           76.10±7.82b              8.56±1.37b

秋水仙碱组             172.88±17.16          165.89±16.80          33.64±2.94            58.97±6.64               4.03±0.66

甲珠高剂量组          163.74±17.28          157.34±14.87           33.49±2.86            57.51±7.43               5.64±0.62

甲珠中剂量组          194.07±18.02a         170.34±18.38a         31.87±3.13a            64.21±8.08a              6.39±0.76

甲珠低剂量组          197.53±19.50a         175.43±17.05a         32.61±2.72a            68.86±7.19a              6.93±0.81

aP<0.05 vs 模型组， bP<0.01 vs 正常组.

■相关报道
Sakata et al报道肝
星状细胞(HSC), 
其激活和增生在
肝纤维化过程中
起 主 要 作 用 ,  是
肝纤维化发生、

发展的核心环节. 
Ballardini et al 报
道激活的肝星状
细胞的特点之一
是 表 达α - S M A , 
α-SMA是HSC活
化的标志. Border  
et al 报道TGF-β1
是HSC活化的强
有力刺激因子和
肝纤维化形成的
始 动 细 胞 因 子 . 
Pan  et al 报道研
究显示许多中医
方药对肝纤维化
有很好的治疗效
果, 并已展示出良
好的应用前景.
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干预组明显低于模型组(P<0.01, P<0.05)(表2).(表2).表2).
2.4 RT-PCR 正常肝组织几乎不表达TGF-β1 
m R N A, 而模型组为强表达 ,  不同剂量甲珠

(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱(0.1 mg/kg)灌
胃组TGF-β1 mRNA表达明显减少(图2), 各组(图2), 各组各组

TGF-β1 mRNA/GAPDH比值见表3, 与模型组比

较(P <0.01); α-SMA mRNA模型组表达较正常组

明显增强, 不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与
秋水仙碱(0.1 mg/kg)灌胃组α-SMA mRNA表达

明显减少(图3), 各组(图3), 各组各组α-SMA mRNA/GAPDH比

值见表3, 与模型组比较(P <0.01, P <0.05).

3  讨论

目前的研究认为, 肝纤维化的病理改变是细胞

A B C

D E F

G H I

J K L

图  1  各组α-SMA、TGF-β1肝组织免疫组化表达图. A: α-SMA正常组; B: α-SMA模型组; C: α-SMA秋水仙碱组; D: 

α-SMA高剂量组; E: α-SMA中剂量组; F: α-SMA低剂量组; G: TGF-β1正常组; H: TGF-β1模型组; I: TGF-β1秋水仙碱组; J:  

TGF-β1高剂量组; K: TGF-β1中剂量组; L: TGF-β1低剂量组.

GAPDH

TGF-β

750 bp

301 bp

      A       B      C      D       E       F      G

图  2  TGF-βmRNA RT-PCR凝胶电泳图. A: 正常组; B:模型

组; C: 秋水仙碱组; D: 甲珠低剂量组; E: 甲珠中剂量组; F: 

甲珠高剂量组; G: Marker.

         A      B       C      D      E       F       G

750 bp

493 bp

GAPDH

α-SMA

图  3  α-SMA mRNA RT-PCR凝胶电泳图. A: 正常组; B:模

型组; C: 秋水仙碱组; D: 甲珠低剂量组; E: 甲珠中剂量组; F: 

甲珠高剂量组; G: Marker.
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■创新盘点
甲珠可改善肝功
能 ,  可 降 低 实 验
鼠血清及肝组织
α-SMA及α-SMA 
mRNA、TGF-β1 
m R N A 的 表 达 , 
TGF-β1具有逆转
肝纤维化的作用. 
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外基质(ECM)的增生和降解失衡所致, 而病理

情况下细胞外基质的主要细胞来源是肝星状

细胞(HSC), 其激活和增生在肝纤维化过程中

起主要作用[7-8]. 是肝纤维化发生、发展的核心

环节．激活的肝星状细胞的特点之一是表达

α-SMA, α-SMA是HSC活化的标志[9]. 常作为

肝星状细胞激活的标志物[10-25]. TGF-β1是HSC
活化的强有力刺激因子和肝纤维化形成的始动

细胞因子[24-25], TGF-β1在肝纤维化发生、发展

中的作用: (1)促进HSC转化为FSC, 并刺激FSC
合成ECM[26-27], (2)抑制胶原酶及基质降解, 刺
激TIMP产生, 抑制MMP的活性[28-29]. (3)对FSC
单核细胞等有 [30-31]趋化作用. 此外, 研究还显

示, TGF-β1可抑制谷氨酰半胱氨酸连接酶的表

达, 促进肝细胞损害[32], TGF-β1还能抑制肝细

胞DNA合成,  阻止肝细胞再生[33-34]. 从祖国医

学辩证, 认为肝纤维化是由于气滞、血瘀、络

阻所致, 肝纤维化初期主要为气滞, 进而血瘀, 
最后络阻, 气机不畅, 肝纤维化、肝硬化形成. 
甲珠为穿山甲的鳞片, 主归肝经, 具有软坚、

通络、散结的功效, 是历代医家治疗癥、瘕、

集、聚的常用药. 本实验证实了甲珠具有保护

实验鼠肝功能的作用, 甲珠高剂量组、中剂量

组、低剂量组ALT、AST较模型组均明显降低, 
ALB较模型组明显升高, 甲珠各组与模型组比

较差别显著(P <0.01, P <0.05); 血清中TGF-β1含
量甲珠高剂量组、中剂量组、低剂量组较模型

组均显著降低(P <0.01); 甲珠能够减少或阻抑

实验鼠TGF-β1及α-SMA的表达, 免疫组化结

果甲珠高剂量组、中剂量组、低剂量组肝组织

α-SMA及TGF-β1表达面积较模型组均明显减

少(P <0.01, P <0.05); 灰度值明显升高(P <0.01, 
P <0.05); RT-PCR证实TGF-β1及α-SMA的表

达量较模型组明显降低,  两者比较差别显著

(P <0.01, P <0.05). 实验结果证实甲珠具有降低

实验鼠血清及肝组织中肝纤维化指标的作用, 
可以防治或阻抑肝纤维化.
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