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Abstract
AIM: To determine the inhibitory effects of 
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) on carbon 
tetrachloride-induced liver fibrosis in rats.

METHODS: A total of 75 healthy Sprague-Daw-
ley rats were randomly divided into five groups: 
normal control group, model group, low-dose 
TUDCA group, high-dose TUDCA group and 
pentoxifylline (PTX) group. Hepatic fibrosis was 
induced in rats by hypodermic injection of carbon 
tetrachloride (40%). The low- and high-dose TUD-
CA groups were orally administered TUDCA at 
doses of 50 and 100 mg/(kg•d), respectively. The 
PTX group was orally administered PTX at a dose 
of 16 mg/(kg•d). The treatment lasted 8 wk for 
all the groups. Hematoxylin and eosin staining 

and Masson’s trichrome staining of liver tissue 
was performed for histopathological evalua-
tion of liver fibrosis. Serum parameters of liver 
fibrosis were detected by enzyme-linked immu-
nosorbent assay. The expression of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1) and α-smooth muscle 
actin (α-SMA) in liver tissue was detected by im-
munohistochemistry.  

RESULTS: Compared with the model group, 
the levels of serum hyaluronic acid (HA), 
laminin (LN) and type IV collagen (IV-C) sig-
nificantly decreased in the low- and high-dose 
TUDCA groups and the PTX group (HA: 146.33 
± 35.13, 162.2 ± 24.80 and 137.14 ± 22.24 vs 252.83 
± 51.94; LN: 77.20 ± 11.84, 66.80 ± 16.78 and 82.00 
± 10.74 vs 108.00 ± 30.00; IV-C: 14.14 ± 2.59, 12.60 
± 3.17 and 10.09 ± 2.22 vs 25.08 ± 5.93, all P < 0.05). 
Compared with the model group and normal 
control group, fibrous septa became thinner and 
even disappeared, and the number of diffuse 
cirrhotic nodules and the area of collagen fiber 
decreased in the TUDCA and PTX intervention 
groups (all P < 0.05). The expression intensity of 
TGF-β1 and α-SMA proteins was significantly 
lower in the TUDCA and PTX intervention 
groups than in the model group (all P < 0.05), 
but showed no significant difference between 
the TUDCA and PTX treatment groups. 

CONCLUSION: TUDCA can prevent carbon 
tetrachloride-induced liver fibrosis in rats by re-
ducing TGF-β1 synthesis, inhibiting hepatic stel-
late cell activation and decreasing extracellular 
matrix synthesis. 
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摘要
目的: 探讨牛磺熊去氧胆酸(TUDCA)对四氯
化碳(CCl4)诱发大鼠肝纤维化的抑制作用.
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■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病发展为
肝硬化的共同病
理基础, 肝脏中细
胞外基质合成与
降解失衡是肝纤
维化发生的主要
机 制 .  各 种 病 因
所致反复或持续
的慢性肝实质炎
症、坏死可导致
肝脏持续不断的
纤维增生而形成
肝纤维化.

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科



方法: 健康6周龄♂SD大鼠75只, 随机分为空
白对照组、模型对照组、TUDCA低剂量组、

TUDCA高剂量组、己酮可可碱(PTX)阳性对
照组, 每组15只. 用40%的CCl4油溶液, 大鼠背
部皮下注射3 mL/kg(首次5 mL/kg)造大鼠肝纤
维化模型. 各组给予相应浓度干预药物溶液灌
胃8 wk, 检测血清纤维化指标HA、LN、Ⅳ-C; 
胶原纤维染色(Masson三色染色)观察各组胶
原纤维面积比变化; 免疫组织化学SP法观察
TGF-β1及α-SMA在大鼠肝组织中的表达及分
布变化. 

结果: 8 wk后, TUDCA及PTX干预组与模型组
相比, 血清HA、LN、Ⅳ-C有明显降低(146.33
±35.13, 162.2±24.80, 137.14±22.24 vs  252.83
±51.94; 77.20±11.84, 66.80±16.78, 82.00±
10.74 vs  108.00±30.00; 14.14±2.59, 12.60±
3.17, 10.09±2.22 vs  25.08±5.93, 均P<0.05); 肝
组织纤维间隔变细或消失, 形成弥漫性肝硬
化结节减少, 胶原面积比降低(P <0.05); 免疫
组织化学结果显示, TUDCA及PTX干预组与
模型组相比, TGF-β1及α-SMA阳性表达减少, 
图像软件半定量分析结果显示差异有显著性
(P <0.05). 而TUDCA低剂量组与高剂量组及
PTX组三者之间结果差异无显著性.

结论: TUDCA对CCl4诱发的大鼠肝纤维化有
拮抗作用, 主要是通过减少TGF-β1合成, 抑制
HSC细胞活化, 降低细胞外基质合成, 延缓肝
纤维化进程.

关键词: 肝纤维化; 牛磺熊去氧胆酸; 胶原纤维; 转

化生长因子β1; α-平滑肌肌动蛋白
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病发展为肝硬化的共

同病理基础, 肝脏中细胞外基质(extracellular 
ma t r ix, ECM)合成与降解失衡是肝纤维化发

生的主要机制. 各种病因所致反复或持续的慢

性肝实质炎症、坏死可导致肝脏持续不断的

纤维增生而形成肝纤维化 .  牛磺熊去氧胆酸

(tauroursodeoxycholic acid, TUDCA)是一种结合

型天然胆汁酸, 广泛存在于人和动物的胆汁中. 
具有保护肝细胞, 拮抗疏水性胆汁酸的细胞毒作

用[1-4], 促进胆汁酸转运和分泌[5-8], 以及抗细胞凋

亡作用[9,10]. 已有研究显示, 给予等待肝移植的肝
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硬化患者口服TUDCA, 可明显改善其肝功能及

胆汁淤积, 减少患者住院天数[11]. TUDCA对原发

性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, PBC)患
者也有效, 可以明显改善PBC患者肝功能, 拮抗

毒性胆汁酸对肝脏的损伤[12]. 本文通过动物模型

来探讨TUDCA抗纤维化作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物与分组: 健康6周龄♂SD大

鼠75只, 体质量180-210 g , 购于华中科技大学

同济医学院实验动物中心, 每组15只. 随机分为

5组: 空白对照组[蒸馏水10 mL/(kg•d)]、模型

组[蒸馏水10 mL/(kg•d)]、TUDCA低剂量组[50 
mg/(kg•d)]、TUDCA高剂量组[100 mg/(kg•d)]、
己酮可可碱(PTX)阳性对照组[16 mg/(kg•d)]. 主
要试剂: TUDCA(滔罗特胶囊)由铨福发展有限

公司提供; CCl4(分析纯级)由郑州化学试剂二厂

提供; TGF-β1兔抗鼠即用型抗体及SP试剂盒购

于北京中山生物制品有限公司; α-SMA小鼠抗

大鼠单克隆抗体购于武汉博士德生物工程有限

公司; Masson三色染色试剂盒购于迈新试剂公

司; 血清肝纤维化指标检测试剂盒购于上海昕

辉科技发展有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模及给药方法: 用花生油与CCl4按3∶2的
比例配制成40%的CCl4油溶液, 按每次3 mL/kg(首
次5 mL/kg)大鼠背部皮下注射, 正常组注射同等

剂量未添加CCl4的花生油, 每周一和周四各注射

1次, 连续8 wk, 共16次. 大鼠在第一次皮下注射

CCl4后的第二天即开始灌胃给药, 各给药组给

予相应浓度的药物灌胃[10 mL/(kg•d)], 正常组

和模型组给予等量蒸馏水, 共56 d. 大鼠自由饮

水、摄食. 
1.2.2 取材: 末次给药灌胃后禁食一晚, 用1%戊

巴比妥钠麻醉动物, 打开腹腔于腹主动脉取血

制备血清, -20 ℃冰箱内保存; 肝脏标本取右叶

相同的部分, 以4%多聚甲醛固定, 3 d内石蜡包

埋备组织病理学检测. 
1.2.3 血清纤维化指标检测: 用ELISA法检测血

清透明质酸(hyaluronic acid, HA)、层粘连蛋白

(laminin, LN)、四型胶原(type Ⅳ collagen, Ⅳ-C)
浓度. 
1.2.4 肝组织TGF-β1及α-SMA表达的检测: 采用免

疫组织化学SP染色法. 石蜡切片置于用1∶10的多

聚赖氨酸处理的玻片上, 温控箱中烤干. TGF-β1及
α-SMA单抗工作液浓度分别为1∶300, 1∶100. 详
细操作按照说明书进行. PBS代替一抗做阴性对
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■研发前沿
牛磺熊去氧胆酸
(TUDCA)是一种
结合型天然胆汁
酸, 广泛存在于人
和动物的胆汁中. 
具有保护肝细胞, 
拮抗疏水性胆汁
酸的细胞毒作用
促进胆汁酸转运
和分泌.
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照. 通过Olympus显微摄像系统于放大400倍下, 
每张切片随机选取5个视野照相, 以胞质内棕色

颗粒为TGF-β1及α-SMA阳性表达, 采用Image-
proplus v6.0软件进行定量分析, 测定其平均吸光

度值(A值).
1.2.5 病理形态学观察 采用肝组织HE染色及胶

原纤维(Masson)染色法, 每张切片于放大200倍
镜下随机取5个视野, 用Image-proplus v6.0软件

进行胶原定量分析: 胶原纤维面积百分比 = 胶
原纤维面积/肝组织面积×100%.

统计学处理 采用SPSS11.0软件进行分析. 
数据以mean±SD表示, 多组资料间比较采用

ANOVA分析. 

2  结果

2.1 血清纤维化指标 8 wk后, TUDCA及PTX干

预组与模型组相比, 血清HA、LN、Ⅳ-C有明

显降低(146.33±35.13, 162.2±24.80, 137.14±
22.24 vs  252.83±51.94; 77.20±11.84, 66.80±
16.78, 82.00±10.74 vs  108.00±30.00; 14.14±
2.59, 12.60±3.17, 10.09±2.22 vs  25.08±5.93, 
均P <0.05, 表1).
2.2 TUDCA对肝纤维化大鼠肝脏组织病理变

化的影响 HE染色显示正常组见肝细胞以中央

静脉为中心向周围呈放射状排列, 结构完整(图
1A). 模型组显示肝细胞索排列紊乱, 肝细胞呈

弥漫性脂肪变性, 空泡形成, 汇管区扩大, 汇管

区和肝小叶内可见淋巴细胞浸润, 假小叶形成

(图1B). TUDCA治疗组见肝细胞坏死及空泡变

性减少, 淋巴细胞浸润减少(图1C). 
Masson染色可见正常组胶原纤维在血管周

围少量表达(图2A), 与模型组和药物干预组都有

明显差异(P <0.05), 其中模型组胶原纤维增生明

显, 部分区域形成假小叶(图2B), TUDCA干预组

及PTX组胶原纤维沉积减少, 形成的纤维间隔和

假小叶明显减少(图2C, 2D), 与模型组间差异有

统计学意义(P<0.05). PTX阳性对照组与治疗组之

间无显著差异. 各组胶原面积百分比结果见表2.

2.3 TUDCA对肝纤维化大鼠肝组织TGF-β1表

达的影响 TGF-β1在正常组肝细胞内几乎无表

达, 肝窦间隙, 汇管区基质及间质细胞胞质内有

少量表达(图3A). 模型组肝内表达明显增强, 主
要见于小叶周围扩大的纤维组织内的成纤维细

胞、窦周细胞、炎性细胞以及增生的胆小管周

围梭状细胞内(图3B). TGF-β1表达的阳性强度

明高于正常组(P <0.05); TUDCA和PTX干预组

表  1  血清HA、LN及Ⅳ-C测定结果 (μg/L, mean±SD)

     
分组                 空白组	         模型组	    低TUDCA组	      高TUDCA组	           PTX组

Ⅳ-C	     7.48±1.00	   25.08±5.93a	   14.14±2.59ac	   12.60±3.17c	   10.09±2.22c

HA	 100.33±5.05	 252.83±51.94a	 146.33±35.13ac	 162.20±24.80ac	 137.14±22.24ac

LN	   39.25±5.62	 108.00±30.00a	   77.20±11.84ac	   66.80±16.78ac	   82.00±10.74ac

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组. HA: 透明质酸; LN: 层粘连蛋白; Ⅳ-C: 四型胶原.

图  1  TUDCA对肝纤维化大鼠肝脏组织病理变化的影响(HE
×400). A: 正常组见见肝细胞以中央静脉为中心向周围呈放

射状排列, 结构完整; B: 模型组见肝细胞索排列紊乱, 假小

叶形成; C: TUDCA干预组炎性细胞浸润少.

A

B

C

■相关报道
临 床 研 究 显 示
TUDCA已经用于
治疗胆固醇结石
和胆汁性消化不
良, 并能改善等待
肝移植的肝硬化
患者、慢性丙型
肝炎患者及原发
性胆汁性肝硬化
患者的肝功能, 减
缓病程进展.
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TGF-β1表达较模型组明显减轻, 主要表达集中

在汇管区、间质细胞和炎性细胞胞质内(图3C, 
3D). 各组TGF-β1表达的MOD结果见表2.
2.4 TUDCA对肝纤维化大鼠肝组织α-SMA表

达的影响 正常组仅在血管壁有少量的α-SMA
表达(图4A). 模型组除血管壁表达外, 在门静

脉, 汇管区, 纤维间隔和邻近的肝窦中的阳性表

达细胞也明显增加, 棕黄色颗粒主要见于胞质

(图4B). TUDCA干预组(图4C, 4D)与模型组相

比, 阳性表达的细胞明显减少, 且胞质阳性染色

减轻, 半定量α-SMA表达的平均光密度值较模

型组低(P <0.05). TUDCA干预组与PTX干预组
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图  2  TUDCA对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织胶原纤维表达的影响(Masson染色×200). A: 正常组; B: 模型组胶原纤维增生

明显, 形成多个假小叶; C: 低剂量TUDCA组形成胶原纤维间隔细小; D: 高剂量TUDCA组形成胶原纤维间隔细小.

A B

C D

图  3  TUDCA对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织TGF-β1表达的影响(免疫组织化学染色×400). A: 正常组TGF-β1表达少许; B: 

模型组肝内TGF-β1表达明显增强; C: 低剂量TUDCA组TGF-β1表达减少; D: 高剂量TUDCA组TGF-β1表达减少.

A B

C D

■应用要点
TUDCA是一种新
型天然胆汁酸酰
胺化物, 较熊去氧
胆酸具有更强的
亲水性和细胞保
护作用, 并能抗肝
纤维化, 可用于慢
性肝炎、肝纤维
化的治疗.
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相比无显著差异. TUDCA干预低剂量和高剂量

组之间也无显著差异. 各组表达α-SMA的MOD
结果见表2.

3  讨论

TUDCA是一种新型天然胆汁酸酰胺化物, 在体

内是熊去氧胆酸(ursodeoxycholic acid, UDCA)
与牛磺酸的结合形成的一种亲水性的胆汁酸. 
最早在熊胆粉中发现. 胆汁酸在临床上已经用

于治疗胆固醇结石和胆汁性消化不良及慢性肝

脏疾病, 尤其是原发性胆汁性肝硬化和慢性肝

炎. 而TUDCA作为最新的胆汁酸药物, 体内及体

外研究显示, 其与UDCA相比有更强的细胞保护

作用[13,14]. 目前已有临床研究提示用TUDCA治

疗由丙型肝炎病毒引起的慢性病毒性肝炎, 可

明显降低血清转氨酶水平, 减缓病程进展[15]. 本
实验结果表明, 用CCl4诱导大鼠肝纤维化模型, 
TUDCA干预组大鼠血清HA、LA、Ⅳ-C水平比

模型组低; 而肝组织Masson染色显示, TUDCA
干预组大鼠肝组织中纤维间隔变细, 纤维增生

减少, 半定量结果显示其胶原含量比模型组少

(P <0.05), 说明TUDCA存在抗纤维化作用. 
TGF-β1在调控纤维化发生发展的中起着

核心作用[19], 具有促进肝脏间质细胞分化和增

殖, 增加ECM的沉积, 抑制其降解的作用[16]. 同
时, TGF-β1也可抑制肝细胞再生, 促其凋亡, 使
肝实质细胞与间质成分比例失调, 导致肝脏外

基质代谢紊乱, 在Disse间隙过度沉积. TGF-β1调
节肝纤维化发生发展的另一重要作用是使HSC
激活. 目前研究认为, TGF-β1是调节HSC活化最

重要的细胞因子[16]. 活化的HSC可通过自分泌

及旁分泌作用促进大量的ECM, 如HA、LN及

Ⅳ-C合成[17,18]. 这些ECM在肝脏中过量沉积, 进
一步刺激纤维形成及HSC激活, 激活的HSC又

可进一步产生TGF-β1, 使纤维化持续发展[19]. 因
此, 抑制肝细胞受损, 以及调控TGF-β1合成在抗

纤维化有着重要意义. 本实验结果显示, TUDCA
治疗组中肝组织TGF-β1表达比模型组显著降低

(P <0.05), 而HSC活化的标志物α-SMA的表达也

低于模型组(P <0.05), 提示TUDCA干预组中肝组

图  4  TUDCA对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织α-SMA表达的影响(免疫组织化学染色×200). A: 正常组只在血管壁表达

少许α-SMA; B: 模型组α-SMA阳性表达明显增强; C: 低剂量TUDCA组形成纤维间隔少细小, α-SMA表达少; D: 高剂量

TUDCA组形成纤维间隔少细小, α-SMA表达少.

A B

C D

表  2  胶原面积比, TGF-β1及α-SMA的表达 (mean±SD)

     
分组	 胶原面积比(%)   TGF-β1(A 值)	  α-SMA(A 值)

空白组 1.17±0.53 11.27±1.95   6.07±0.45

模型组 6.51±1.03a 67.57±4.41a 38.89±3.91a

低剂量组 3.36±0.48ac 48.03±4.29ac 23.49±2.37ac

高剂量组 4.13±0.63ac 51.58±6.10ac 16.98±2.13ace

己酮组 4.15±0.61ac 43.59±3.64ac 30.23±3.66ac

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组; eP<0.05 vs  己酮组.

■同行评价
本文实验设计合
理, 结果可信, 有
一定的参考价值.
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织活化的HSC细胞比模型组减少. 
总之 ,  在C C l4诱导大鼠肝纤维化模型中 , 

TUDCA抑制TGF-β1合成及表达, 进而抑制HSC
活化, 减少肝组织ECM合成, 减低其在肝脏中的

沉积, 发挥抗纤维化作用.
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG ) (中文刊名《世

界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092, 论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种国际胃肠肝

病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG 在2009年国际胃肠肝

病学期刊中的排名分别增加了7个百分点, 4个百分点和3个百分点. (WJG 编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)


