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Abstract
AIM: To observe the effects of Qizhu granules 
on Angiopoietin-1, Angiopoietin-2/Tie-2 signal 
transduction pathways in CCl4-induced liver 
fibrosis rats.

METHODS: The rats were randomly divided 
into blank, model, Qizhu granules and tablet of 
compound Biejia ruangan groups. Liver fibrosis 
rat models were replicated by CCl4, Qizhu gran-
ules and tablets of compound Biejia ruangan 
were given. And 4 weeks later, liver tissues of 
each rat were collected and the expression quan-
tity of Angiopoietin-1 mRNA, Angiopoietin-2 
mRNA and Tie-2 mRNA was detected by real-
time fluorescence quantitative PCR.

RESULTS: The Ang-1 mRNA expression quan-
tity of Qizhu granules was obviously lower than 

that of the model group (0.32 ± 0.11 vs 0.66 ± 0.80, 
P < 0.01). The Ang-2 mRNA expression quantity 
was higher than that of the model group (0.27 ± 
0.34 vs 0.09 ± 0.01, P < 0.05).  There was no sig-
nificant difference in the expression quantity of 
Ang-1 mRNA, Ang-2 mRNA and Tie-2 mRNA 
between groups of Qizhu granules and com-
pound Biejia ruangan.

CONCLUSION: Qizhu granules can alleviate 
liver fibrosis by intervening liver sinusoidal cap-
illarization, and one of its mechanisms is to reg-
ulate the expression of Angiopoietin-1 mRNA, 
Angiopoietin-2 mRNA and Tie-2 mRNA.
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摘要
目的: 观察芪术颗粒对肝纤维化模型大鼠肝
组织Ang-1、Ang-2/Tie-2的影响.

方法: 应用CCl4复制大鼠肝纤维化模型, 同时
给予芪术颗粒灌胃预防, 并设立空白对照组、

模型对照组、鳖甲软肝片对照组, 分别于造模
4 wk后取大鼠肝组织, 实时荧光定量PCR方法
检测Ang-1、Ang-2/Tie-2 mRNA的表达量. 

结果: 芪术颗粒组Ang-1 mRNA表达量明显低
于模型组(0.32±0.11 vs  0.66±0.80, P <0.01), 
而Ang-2 mRNA 的表达量明显高于模型组
(0.27±0.34 vs  0.09±0.01, P <0.05). 芪术颗
粒组和鳖甲软肝片组比较, 二者对Ang-1、
Ang-2及Tie-2 mRNA表达的影响无显著差异.

结论: 芪术颗粒通过调控Ang-1、Ang-2/Tie-2 
mRNA的表达, 阻断肝窦毛细血管化的形成以
减少肝纤维化的产生.

关键词: 芪术颗粒; 血管生成素-1; 血管生成素-2; 
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■背景资料
芪 术 颗 粒 由 黄
芪 、 莪 术 、 丹
参、柴胡等药物
组 成 ,  具 有 益 气
活血、化瘀通络
之 功 效 ,  曾 列 为
国家“九五”、

“十五”攻关项
目. 临床与实验均
证实了该药有很
好的抗肝纤维化
作用. 本实验在前
期研究的基础上, 
运用RT-PCR法研
究芪术颗粒对肝
纤维化模型大鼠
Ang-1、Ang-2/
Tie-2的影响 ,  以
进一步阐明芪术
颗粒抗肝纤维化
的作用机制.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科 ;  党双锁 , 
教 授 ,  西 安 交 通
大学第二医院感
染科
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0  引言

芪术颗粒是我院治疗肝纤维化的有效药物, 临
床应用已有30余年. 以往实验研究证实, 该药对

肝纤维化模型大鼠有良好的防治效果[1-3]. 在此

基础上, 我们观察了芪术颗粒对肝纤维化模型

大鼠肝组织血管生成素-1、2/可溶性酪氨酸激

酶受体-2(angiopoietin 1, 2/soluble tyrosine kinase 
receptor-2, Ang1、2/Tie-2)的影响, 以进一步阐明

该药治疗肝纤维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠, 40只, 清洁Ⅱ级, 体质

量150±20 g, 由中国医学科学院实验动物研

究所提供, 本院Ⅱ级动物房饲养, 饲以标准的

大鼠合成饲料, 自由饮用大鼠专用无菌水, 环
境温度20±2℃, 相对湿度36%; 芪术颗粒由本

院制剂室提供, 批号: 20080121; 复方鳖甲软

肝片, 内蒙古福瑞中蒙药科技股份有限公司生

产, 批号: 20081001; CCl4: 分析纯, 由国药集团

化学试剂有限公司提供, 批号: 20080522; 橄榄

油: 分析纯, 北京化学试剂公司, 批号: 20080322.  
TRIzol(购自Invitrogen公司); 反转录试剂盒(购
自Fermentas公司). PCR仪, 型号: GeneAmp 5700 
Taq MAN, 美国Applied Biosystems公司生产; 
凝胶图像分析仪, 型号: ImageMaster VDS, 美
国Pharmacia Biotech公司生产; 高速冷冻离心

机, 型号: Allagra.21R Centrifuge, 德国Beckman
公司生产; 紫外线分光光度计, 型号: DU640, 德
国Beckman公司生产; OYY-Ⅲ-5型电泳仪, 北京

六一仪器厂生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 大鼠随机分为空白对照、模

型对照、芪术颗粒及鳖甲软肝片组, 每组10只, 
并作相应造模处理. 其中空白对照组大鼠同等

条件下饲养, 不造模. 模型对照、芪术颗粒及鳖

甲软肝片组大鼠均使用10% CCl4橄榄油溶液按

3 mL/kg剂量腹腔注射, 每周2次, 共4 wk, 复制肝

纤维化进展期模型. 
1.2.2 给药: 造模同时各组按以下要求给药: 空白

对照组: 同等条件下饲养, 不灌胃. 模型对照组: 
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等量大鼠专用无菌水灌胃, 灌胃剂量1 mL/100 g, 
每天灌胃1次. 芪术颗粒组: 予芪术颗粒灌胃, 给
药量为2 g/(kg·d), 每天灌胃1次. 复方鳖甲软肝片

对照组: 予复方鳖甲软肝片灌胃, 灌胃剂量为0.7 
g/(kg·d), 每天灌胃1次. 同时, 各组每周称体质量

1次, 依体质量调整灌胃及造模药物剂量.
1.2.3 取材: 实验第4周, 处死各组大鼠, 取新鲜肝

组织, 置于-80℃液氮中保存, 供实时荧光定量

PCR检测用. 
1.2.4 Ang-1、Ang-2/Tie-2检测: 取50-100 mg的
标本应用TRIzol Reagant试剂盒, 按说明书要求

提取总RNA, 测吸光度(A值)定量RNA浓度后, 
置于-80℃冰箱保存待用. 20 μL反转录反应体

系中经特异性下游引物反转录成cDNA后, 用
EASY Dilution将cDNA液按100、101、102、103

梯度稀释, 各取2.0 μL稀释好的cDNA进行RT-
PCR反应, 检测发现目的基因的扩增效率和管家

基因的扩增效率一致, 可应用ΔΔCt方法进行相

对定量. 
取5.0 μg总RNA依照Revert Aid TM First 

Strand cDNA Synthesis Kit说明书合成cDNA. 之
后, 取2.0 μL cDNA依照SYBR Green PCR Master 
Mix说明书要求进行PCR检测, 引物采用Primer 
Premier 5.0设计, 由赛百盛公司合成. β-actin(263 
bp): 上游: 5'-GAG ACC TTC AAC ACC CCA 
GCC-3', 下游: 5'-AAT GTC ACG CAC GAT TTC 
CC-3'. Ang-1(256 bp): 上游: 5'-CTC CGT AAG 
GGC TTC CAT- 3', 下游: 5'-CTG CGT CCT CTG 
TTG TCG-3'. Ang-2(329 bp): 上游: 5'-CAA GAC 
GGA ACA ACG AAC-3', 下游: 5'-CAC CGC TAA 
CCA ACC AAA-3'. Tie-2: (337 bp): 上游: 5'-ATG 
GAC TCT TTA GCC GGC TTA-3', 下游: 5'-CCT 
TAT AGC CTG TCC TCG AA-3'. 反转录条件: 
42℃温浴60 min, 70℃温浴10 min. PCR循环参

数: 95.0℃ 10 min, 1个循环; 95.0℃ 25 s、55.0℃ 
25 s、72.0℃ 50 s, 40个循环; 72.0℃ 5 min, 1个
循环. 
1.2.5 定量分析: 以上反应设定均在与PCR仪相

连的计算机上进行, 每个循环电脑自动记录反

应管中的荧光信号值, 并描绘曲线. 反应结束由

PE 5700软件分析结果, 自动计算定量数值. 定量

结果: r <-0.980, 否则定量结果无效. 以达到阈值

的最低循环数(Ct值)计算样本中mRNA拷贝数

相对量. 每个样本的Ct值由目的基因和管家基因

决定, 即ΔCt(目的基因) = Ct(目的基因)-Ct(管家

基因), ΔΔCt(目的基因) = ΔCt(目的基因)-ΔCt(标
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■研发前沿
肝窦毛细血管化
对肝星状细胞活
化、细胞外基质
异常沉积均有着
重要影响, 是肝纤
维化发生发展过
程中的一个关键
病理改变. 

■相关报道
Ohmori et al 认为
肝纤维化过程中
血管化程度明显
加重 ,  且Kimura  
et  a l 通过研究证
实, Angs/Tie-2受
体系统在部分肝
切除后肝血窦的
重建及大鼠肝坏
死区域肝窦毛细
血管化的形成中
起重要作用.
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准值). 样品中目的基因的相对拷贝量为2-ΔΔCt.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计处

理, 结果用mean±SD表示, 多组均数比较采用单

因素方差分析. 组间各指标mRNA表达量比较采

用LSD检验, P <0.05表示存在统计学意义.

2  结果

模型组Ang-1 mRNA表达量较空白对照组明显

增加(P <0.01, 表1, 图1), 而Tie-2、Ang-2 mRNA
的表达量有所增加, 但无统计学意义(P >0.05, 表
1, 图2). 芪术颗粒组Ang-1 mRNA表达量明显低

于模型组, 而Ang-2 mRNA 的表达量明显高于模

型组(P <0.05, 表1, 图2). 芪术颗粒组和鳖甲软肝

片组比较, 二者对Ang-1、Ang-2及Tie-2 mRNA
表达的影响无显著差异(表1, 图1-2).

3  讨论

肝窦毛细血管化在肝纤维化的发展过程中起着

重要作用. 目前已有文献报道, 肝纤维化过程中

血管化程度明显加重[4-5], 且通过使用血管生成

抑制剂, 可实现实验动物的肝纤维化逆转. 肝窦

毛细血管化直接阻碍了肝细胞与血液之间氧

和营养物质的交换, 引起肝窦塌陷和肝细胞萎

缩、坏死, 从而加速肝纤维化的进程并促使其

向肝硬化转变[6], 因此, 肝窦毛细血管化的逆转

是关系到肝纤维化能否逆转的重大问题. 
Angs家族对于血管生成、成熟、重塑和维

持起着重要作用. Angs是一组分泌型的细胞因

子, 包括Ang-1、2、3、4 4位成员, 其中Ang-1、
2已被证明和血管生成关系密切. Angs/Tie-2系
统在早期人胚肝发育过程中对肝窦等有着重要

的影响作用, 主要是通过对肝窦内皮细胞的作

用来促进血管的形成和肝脏的发育[7]. Kimura  
et al [8]通过研究证实, Angs/Tie2受体系统在部分

肝切除后肝血窦的重建及大鼠肝坏死区域肝窦

毛细血管化的形成中起重要作用, 同时研究发

现, CCl4肝损伤的大鼠, 其肝组织Ang-1 mRNA
的表达较正常大鼠增加10倍. Ishikawa et al [9]研

究认为, 肝窦毛细血管化发生是通过坏死区域

的血管内皮细胞与活化的肝星状细胞的相互作

用而形成, 而活化的肝星状细胞可表达Angs. 所
以, Angs/Tie-2受体系统在肝窦毛细血管化中起

着重要的作用. Ang-1主要由血管旁支持细胞包

括周细胞、血管平滑肌细胞等合成, 通过旁分

泌作用, 与附近内皮细胞膜上的Tie-2受体特异

性结合, 引起其受体磷酸化和随后的信号传递, 
从而抑制内皮细胞凋亡, 减少血管的萎缩和退

化. 而Ang-2作为Ang-1的拮抗剂则可以促进新生

血管的消退[10-12].
芪术颗粒由黄芪、莪术、丹参、柴胡等药

物组成, 具有益气活血、化瘀通络之功效, 主要

用于肝纤维化的治疗. 从本研究结果来看, 芪术

颗粒干预后的大鼠, 肝组织Ang-1、Tie-2 mRNA
的表达量较模型组明显减少, 而Ang-2 mRNA 
的表达量相对较多, 这有利于减少新生血管的

形成. 由此我们可以推断, 芪术颗粒可通过调控

Ang-1、Ang-2/Tie-2 mRNA的表达, 阻断肝窦毛

细血管化的形成以减少肝纤维化的产生.
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表  1  肝组织Ang-1、Ang-2/Tie-2 mRNA相对拷贝量比
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1    2     3    4     5     6    7    8bp
100
200
300
400500
700

1000

图  1  β-actin、Ang-1 mRNA的RT-PCR产物电泳结果. 1-4: 

β-actin(263 bp)的表达; 1: 空白组; 2: 模型组; 3: 芪术颗粒组; 

4: 鳖甲软肝片组; 5-8: Ang-1 mRNA(256 bp)的表达; 5: 空

白组; 6: 模型组; 7: 芪术颗粒组; 8: 鳖甲软肝片组.
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图  2  Tie-2及Ang-2 mRNA的RT-PCR产物电泳结果. 1-4: 

Tie-2(337 bp)的表达; 1: 空白组; 2: 模型组; 3: 芪术颗粒组; 

4: 鳖甲软肝片组; 5-8: Ang-2 mRNA(329 bp)的表达; 5: 空

白组; 6: 模型组; 7: 芪术颗粒组; 8: 鳖甲软肝片组.

■应用要点
芪术颗粒通过调
控Ang-1、Ang-2/
Tie-2 mRNA的表
达, 阻断肝窦毛细
血管化的形成以
减少肝纤维化的
产生.

■名词解释
肝窦毛细血管化: 
胶原在狄氏间隙
和肝静脉根部、

中央静脉沉积, 将
有许多窗孔高通
过性的肝窦变为
与其他器官内一
样的连续毛细血
管床的病理改变
过程.
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《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志(国际标准刊号ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology )》, 是一本由来自国内23个省、市、自治区、特別行政区

的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国内各地的胃肠病学和肝病

学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文章, 使其成为一种公众资源, 

同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全文, 了解其领域的所有的关

键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的患者及基础研究提供进一步

的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务. 
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■同行评价
本研究设计比较
合理 ,  结果可靠 , 
研究内容具有实
际意义.


