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荔枝核总黄酮对肝纤维化大鼠肝细胞Bcl-2/Bax表达的影响

罗伟生, 靳雅玲, 欧士钰, 覃 浩, 孙旭锐
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■背景资料
中国是一个肝病
高 发 国 家 ,  防 治
肝纤维化是阻滞
慢性肝病向肝硬
化发展的重要途
径 .  肝 细 胞 发 生
凋亡是肝纤维的
始 动 因 素 .  如 何
抑制肝细胞凋亡
对肝纤维化的防
治具有重要意义, 
其成为目前肝病
研究的热点.

罗伟生, 靳雅玲, 欧士钰, 覃浩, 孙旭锐, 桂林医学院附属医
院消化内科 广西壮族自治区桂林市 541004
罗伟生, 教授, 主任医师, 博士生导师, 主要从事中西医结合对消
化性疾病的基础与临床研究.
广西卫生厅重点课题基金资助项目, No. 重2010052
作者贡献分布: 此课题由罗伟生、靳雅玲及欧士钰设计; 研究过
程由罗伟生、靳雅玲、欧士钰、覃浩及孙旭锐操作完成; 研究
所用新试剂及分析工具由罗伟生、覃浩及孙旭锐提供; 数据分
析由靳雅玲与欧士钰完成; 本论文写作由罗伟生与靳雅玲完成. 
通讯作者: 罗伟生, 教授, 主任医师, 博士生导师, 541004, 广西
壮族自治区桂林市环城北二路109号, 桂林医学院附属医院消化
内科. wsluo58@yahoo.com.cn 
电话: 0773-5898018
收稿日期: 2012-03-06   修回日期: 2012-05-07
接受日期: 2012-05-18   在线出版日期: 2012-06-28

Effect of total flavone of 
Litchi chinensis Sonn on the 
expression of Bcl-2 and Bax in 
hepatic fibrosis in rats

Wei-Sheng Luo, Ya-Ling Jin, Shi-Yu Ou, Hao Qin, 
Xu-Rui Sun

  
Wei-Sheng Luo, Ya-Ling Jin, Shi-Yu Ou, Hao Qin, Xu-
Rui Sun, Department of Gastroenterology, Affiliated Hos-
pital of Guilin Medical University, Guilin 541004, Guangxi 
Zhuang Autonomous Region, China	
Supported by: the Science Research Foundation of Healt-
hy Department of Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
No. zhong2010052
Correspondence to: Wei-Sheng Luo, Professor, Chief 
Physician, Department of Gastroenterology, Affiliated Hos-
pital of Guilin Medical University, 109 Beier Road, Guilin 
541004, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. wsluo58@yahoo.com.cn
Received: 2012-03-06    Revised: 2012-05-07 
Accepted: 2012-05-18    Published online: 2012-06-28

Abstract
AIM: To study the effect of total flavone of Litchi 
chinensis Sonn (TFL) on liver cell apoptosis in 
rats with hepatic fibrosis and to explore possible 
mechanisms involved. 

METHODS: Fifty rats were randomly divided 
into five groups: blank control group, colchicine 
group, model group, low- and high-dose TFL 
groups. Hepatic fibrosis was induced in rats by 
intraperitoneal injection of dimethylnitrosamine. 
The TFL groups were intragastrically adminis-
tered with different doses of TFL for 6 wk, while 
the blank control group and colchicine group 

were given normal saline and colchicine, respec-
tively. After treatment, liver samples were taken 
to examine the degree of liver fibrosis by HE and 
Masson staining and to detect Bcl-2 and Bax ex-
pression by immunohistochemistry. Serum ALT 
and AST levels were also measured.

RESULTS: The expression of Bcl-2 and Bax in 
the model group was significantly higher than 
that in the normal group (both P = 0.000). The 
expression of Bcl-2 was higher and that of Bax 
was lower in the TFL groups and colchicine 
group than in the model group (Bcl-2: P = 0.000, 
0.047, 0.021; Bax: P = 0.000, 0.014, 0.007), and 
in the high-dose TFL group than in the low-
dose TFL group (P = 0.018, 0.002). Bcl-2 and Bax 
expression showed no significant difference 
between the low-dose TFL group and colchicine 
group (P = 0.726, 0.767). The severity of liver fi-
brosis was positively correlated with Bax expres-
sion (P = 0.000) but negatively with Bcl-2 expres-
sion (P = 0.000). Serum levels of ALT and AST 
were significantly lower in the blank control 
group, TFL groups and colchicine group than in 
the model group (all P = 0.000), but showed no 
significant difference between the low-dose TFL 
group and colchicine group (P = 0.597, 0.669).

CONCLUSION: TFL can resist hepatic fibrosis 
and improve liver function possibly by up-regu-
lating Bcl-2 expression and down-regulating Bax 
expression to inhibit liver cell apoptosis.
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摘要

目的: 研究荔枝核总黄酮(total flavone from 
Litchi Chinensis Sonn, TFL)对二甲基亚硝胺
(dimethylnitrosamine, DMN)肝纤维化大鼠肝
细胞凋亡的影响及作用机制.

方法: 50只SD大鼠随机分为5组, 以DMN腹
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■研发前沿
文献报道荔枝核
总黄酮(TFL)具有
防治大鼠肝纤维
化并且促进肝星
状细胞凋亡, 抑制
肿瘤坏死因子相
关诱导凋亡配体
的作用. 但是对于
TFL在抗肝纤维
化基础上对凋亡
调控蛋白表达的
影响未见报道. 

腔注射制备大鼠肝纤维化模型, 造模的同时, 
TFL干预组分别以高、低剂量的TFL灌胃6 wk
进行干预治疗, 空白对照组、秋水仙碱组分别
以生理盐水、秋水仙碱灌胃作为阴阳性对照. 
HE及Masson染色观察肝纤维化程度; 免疫组
织化学二步法检测Bcl-2、Bax的表达; 测定血
清ALT、AST的水平.

结果: 模型组大鼠肝组织中Bcl-2、Bax的表达
较正常组显著升高(P  = 0.000), TFL高、低剂
量给药组及秋水仙碱组Bcl-2的表达较模型组
升高(P  = 0.000, 0.047, 0.021), Bax的表达较模型
组降低(P  = 0.000, 0.014, 0.007), TFL高剂量组
与低剂量组比较Bcl-2的表达升高(P  = 0.018), 
Bax的表达显著降低(P  = 0.002). Bcl-2、Bax在
秋水仙碱组与TFL低剂量组中的表达无显著
性差异(P  = 0.726, 0.767). 肝纤维化严重程度
与Bax的表达显著正相关(P  = 0.000); 与Bcl-2
的表达负相关(P  = 0.000). 空白对照组、TFL
高低剂量给药组及秋水仙碱组血清A LT、

AST均明显低于模型组, 具有显著性差异(P  = 
0.000). 低剂量组与秋水仙碱组无显著性差异
(P  = 0.597, 0.669).

结论: TFL具有较好的抗肝纤维化和改善肝功
能的作用, 并推测这种作用可能与上调Bcl-2、
下调Bax的表达, 抑制肝细胞的凋亡有关.

关键词: 荔枝核总黄酮; 肝纤维化; 细胞凋亡; Bcl-2; 
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0  引言

我国是一个肝病高发国家, 大多数慢性乙型肝炎

患者都会经历由乙型肝炎、肝硬化到肝癌的三

步曲阶段, 如何延缓甚至阻断这条途径对肝病治

疗具有重要意义. 肝纤维化是慢性肝病向肝硬化

发展的必经阶段[1,2], 研究发现肝纤维化甚至肝硬

化早期均是可逆的[3]. 因而, 肝纤维化早期治疗是

可以使这条肝病进展途径停止发展甚至逆转的. 
在前期的研究中荔枝核总黄酮(total flavone from 
Litchi Chinensis Sonn, TFL)已被证实具有抗大鼠

肝纤维化的作用, 并且可以促进肝星状细胞的凋

亡[4]、抑制肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体[5]. 
本实验通过建立二甲基亚硝胺(dimethylnitrosa-
mine, DMN)大鼠肝纤维化模型, 观察TFL对肝纤

维化大鼠肝细胞内Bcl-2、Bax表达的变化及肝功

能的影响, 初步探讨TFL抗肝纤维化的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠50只, ♂, 体质量200 g±
20 g, 购自桂林医学院实验动物中心. 所有大鼠

按常规饲养条件(温度25 ℃; 湿度50%-60%; 光
照随昼夜变化), 普通大鼠饲料喂养, 自由进水. 
二甲基亚硝胺(Sigma公司); 荔枝核总黄酮[4]由桂

林医学院药理教研室提取分离, 将荔枝核干粉

通过乙醇微波辅助提取, 大孔吸附树脂分离纯

化后对提取物进行定性、定量检测, 得到的黄

酮类化合物, 用蒸馏水稀释为40 g/L和20 g/L两
种溶液. 秋水仙碱(colchicine, Col); Bcl-2、Bax
抗体(北京中衫金桥生物技术有限公司); 免疫组

织化学抗体稀释液、二抗试剂、DAB显色剂(福
建迈新生物技术有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 造模与分组: 参照文献[4]制备DMN肝纤

维化大鼠模型, 50只大鼠随机分为5组, 每组10
只. 肝纤维化模型组: 大鼠以2 mL/kg剂量(第1周
为此剂量的2/3)于每周前3 d连续腹腔注射0.5% 
DMN溶液(以生理盐水稀释), 共4 wk; 造模同时

用生理盐水灌胃, 每日1次, 每次5 mL/kg, 共6 wk. 
TFL高、低剂量治疗组:  造模同时分别给予TFL 
200、100 mL/(kg·d)灌胃, 每日1次, 共6 wk. 秋水

仙碱组: 秋水仙碱粉剂溶于生理盐水后以0.1 mg/
(kg·d)的浓度灌胃, 每日1次, 共6 wk. 空白对照组: 
以等体积的生理盐水灌胃, 不做其他处理. 
1.2.2 取材及处理: 末次给药后次日, 苯巴比妥钠

腹腔注射, 麻醉抽取下腔静脉血后处死大鼠, 分
离肝脏, 观察肝组织的大体变化. 并取同一部位

新鲜肝脏组织制作石蜡切片用于病理形态学和

免疫组织化学的检测. 下腔静脉血离心后用全

自动生化分析仪检测肝功能的变化.
1.2.3 检测指标及方法: (1)肝组织病理学检查, 
肝组织HE及Masson染色, 参照曾民德等[6]的纤

维化评分标准对肝纤维化严重程度进行半定量

分析; (2)肝功能检测, 下腔静脉血离心后用全

自动生化分析仪测定各组丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)的水平; (3)
免疫组织化学(二步法)检测Bcl-2、Bax的表达, 
严格按照说明书进行操作. 结果判断: 在细胞浆

或/和细胞膜有黄色颗粒沉着视为阳性表达. 高
倍视野(×400)下, 根据染色细胞多少及染色深

浅对阳性表达情况进行半定量分析[7]: 不着色者
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■创新盘点
本实验通过建立
肝纤维化大鼠模
型, 观察TFL对肝
纤维化大鼠肝细
胞Bcl-2/Bax的表
达 变 化 .  结 果 表
明, TFL可能通过
上调Bc l-2, 下调
Bax的表达抑制肝
细胞的凋亡从而
达到抗肝纤维化
的作用.

为0分, 着色淡(浅黄)者为1分, 中等着色(棕黄)为
2分, 着色深(棕褐)者为3分; 着色范围<5%为0分, 
6%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, 
>76%为4分; 将每张切片的着色程度与着色范围

的得分各自相加为其最后计分. 
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

SPSS17.0软件进行统计分析, 先对数据做正态性

检验及方差齐性检验, 符合上述条件的, 行单因素

方差分析. 组间比较应用LSD检验. 相关性分析采

用Pearson检验. 以P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况 实验期间共死亡5只大鼠, HE染
色显示急性肝衰竭, 死亡大鼠均不计入统计学处理. 
2.2 各组大鼠血清AST、ALT的水平 空白对照

组、T F L高低剂量给药组及秋水仙碱组血清

ALT、AST均明显低于模型组, 具有显著性差异

(P  = 0.000). 低剂量组与秋水仙碱组无显著性差

异(P  = 0.597, 0.669, 表1).
2.3 HE及Masson染色 HE染色: 与空白对照组相

比, 模型组大鼠肝小叶结构破坏, 肝细胞索排列

紊乱, 肝组织内出现广泛的空泡变性, 大范围坏

死、炎细胞浸润, 部分可见假小叶形成; TFL高
剂量给药组小叶结构部分紊乱, 肝组织变性、

细胞坏死, 炎细胞浸润较轻. Masson染色: 空白

对照组仅见汇管区和中央静脉周围有少量细小

的胶原纤维, 未见纤维增生; 模型组可见小叶间

及汇管区有明显的胶原纤维增生, 形成粗大的

纤维间隔并向肝小叶内伸展; TFL高剂量给药组

胶原纤维增生较轻, 形成的纤维间隔较纤细; TFL
低剂量给药组及秋水仙碱组肝组织的改变介于

模型组和TFL高剂量给药组之间. 肝纤维化半定

量计分: 模型组21.130分±5.463分, TFL高剂量给

药组6.780分±3.930分, TFL低剂量给药组14.560
分±4.667分, 秋水仙碱对照组15.670分±5.745
分, 空白对照组0.800分±0.422分(表1, 图1, 图2).

表  1  各组大鼠肝功能变化、肝纤维化程度及Bcl-2、Bax的表达情况

     分组  n             ALT            AST   肝纤维化程度        Bcl-2        Bax   

空白对照组 10   45.46±11.045dfhj   84.95±14.495dfhj   0.80±0.422dfhj 2.30±0.483dfhj 2.80±0.789dehj

纤维化模型组  8 194.63±22.857bfhj 293.99±23.779bfhj 21.13±5.463bfhi 4.00±0.756bfgi 5.88±0.991bfgj 

TFL高剂量组  9 109.78±18.688bdhj 156.50±26.292bdhj   6.78±3.930bdhj 5.44±0.726bdgi 3.67±0.707adhj

TFL低剂量组  9 141.92±21.045bdf 219.11±30.902bdf 14.56±4.667bdf 4.67±0.707bce 4.89±0.782bcf

秋水仙碱组  9 147.11±27.287bdf 213.83±31.530bdf 15.67±5.745bcf 4.78±0.667bce 4.78±0.667bdf

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组; eP<0.05, fP<0.01 vs  TFL高剂量组; gP<0.05, hP<0.01 vs  TFL低剂量

组; iP<0.05, jP<0.01 vs  秋水仙碱组.

图  1  各组大鼠HE染色图片(×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 高剂量组; D: 低剂量组; E: 秋水仙碱组.

A B C

D E
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■应用要点
本实验旨在探讨
TFL抗纤维化的
作用机制, 初步证
明TFL可改善肝
功能, 并为开发抗
肝纤维化中药提
供了较好的理论
依据. 但是TFL抗
肝纤维化的其他
作用机制, 与其他
抗肝纤维化药物
的疗效比较还需
进一步研究.

2.4 大鼠肝组织中Bcl-2、Bax的表达 光镜下高

倍视野(二步法, ×400)观察, Bc l-2在正常肝组

织肝窦、肝细胞浆、中央静脉有少量表达; 肝
纤维化组织中广泛分布, 主要表达在汇管区、

纤维间隔、肝细胞浆、肝窦、中央静脉. Bax在
正常肝组织中央静脉及周围的肝窦有少量表达; 
肝纤维化组织中主要表达在肝细胞浆, 多为变

性的肝细胞浆, 严重时呈弥漫性表达. 模型组大

鼠肝组织中Bcl-2、Bax的表达较正常组显著升

高(P  = 0.000), TFL高、低剂量给药组及秋水仙

碱组Bcl-2的表达较模型组升高(P  = 0.000, 0.047, 

0.021), Bax的表达较模型组降低(P  = 0.000, 
0.014, 0.007), TFL药物干预组中高剂量组与低

剂量组比较Bcl-2的表达升高(P  = 0.018), Bax的
表达显著降低(P  = 0.002). Bcl-2、Bax在秋水仙

碱组与TFL低剂量组中的表达无显著性差异(P  = 
0.726, 0.767, 表1, 图3, 图4).
2.5 肝纤维化程度与Bc l-2、Bax的相关性 肝
纤维化严重程度与Bax的表达显著正相关(r  = 
0.874, P  = 0.000); 除正常组外的肝纤维化程度

与Bcl-2的表达显著负相关(r  =  -0.763, P  = 0.000, 
图5).

图  2  各组大鼠Masson染色图片(×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 高剂量组; D: 低剂量组; E: 秋水仙碱组.

A B C

D E

图  3  免疫组织化学检测Bcl-2的表达(×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 高剂量组; D: 低剂量组; E: 秋水仙碱组.

A B C

D E
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3  讨论  

研究表明荔枝核及其活性成分具有降糖、调

脂[8]、护肝[9]、抗病毒[10]等多种药理作用. 荔枝

核颗粒对于S180、EAC肉瘤的抑瘤作用是通过

促进Bax的表达, 减少Bcl-2的表达, 诱导肿瘤细

胞的凋亡, 进而表现抗肿瘤作用[11,12]. 由此本实

验通过Bcl-2、Bax的表达变化来观察荔枝核总

黄酮抗肝纤维的作用机制.
肝纤维化是肝硬化的前期病变阶段, 研究

发现其可能是由于长期的肝损伤启动肝内细胞

死亡而引起的. 肝纤维化的起始阶段与肝组织

受到外界损伤刺激后发生脂质过氧化产生凋亡

有关[13]. 肝细胞凋亡后形成的凋亡小体和其他

细胞碎片被星状细胞吞噬, 引起星状细胞的活

化、增殖, 转化成肌成纤维样细胞后最终导致

细胞外基质的沉积形成纤维化[14]. 目前肝细胞

的凋亡主要有内源性途径和外源性途径, 这2种
途径都伴随着线粒体结构和功能的改变[15]. 在
细胞凋亡的进程中线粒体外膜的通透性起了非

常重要的作用, 而调节线粒体外膜通透性的就是

Bcl-2家族[16]. Bcl-2家族可以分为2类: 一类是促

细胞凋亡蛋白, 代表蛋白是Bax蛋白; 另一类是

抗细胞凋亡蛋白, 代表蛋白是Bcl-2蛋白, 他们通

过激活一系列下游基因发挥调节凋亡的作用[17]. 
Bax是Bcl-2家族的一种前凋亡蛋白, Bax诱导细

胞凋亡与在亚细胞器的定位改变相关; 一般情

况下Bax位于细胞浆内, 机体受到损伤、刺激

后, 激活的Bax将重新定位于线粒体表面释放细

胞色素C, 从而诱导细胞凋亡[18,19]. 模型组大鼠

肝组织中Bax的表达较正常组显著升高, 提示在

■同行评价
本研究为开发新
的抗肝纤维化中
药提供了较好的
理论依据, 有较高
的学术水平和实
际应用的价值.

图  4  免疫组织化学检测Bax的表达(×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 高剂量组; D: 低剂量组; E: 秋水仙碱组.
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图  5  肝纤维化程度与Bcl-2、Bax表达的相关分析散点图. 
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肝组织受到外界损伤刺激后, 引起促凋亡蛋白

Bax的表达增加来诱导肝细胞的凋亡. TFL干预

组、秋水仙碱组较模型组比较肝纤维化程度明

显减轻, Bax的表达降低, TFL高剂量组Bax的表

达较低剂量组和秋水仙碱组降低, 而低剂量组

和秋水仙碱组比较无显著性差异. Bc l-2抑制肝

细胞凋亡的机制可能与减轻线粒体功能障碍和

脂质过氧化的作用有关[20,21], 从而起到对抗Fas
介导的肝损伤的作用[22]. Guicciardi等[23]发现肝

细胞是否发生凋亡主要取决于Bcl-xl和Mcl-1这
2种蛋白的表达情况; 肝细胞特异减少任意1种
蛋白的表达都会导致细胞凋亡, ALT升高, 肝纤

维化的加重. 模型组大鼠肝组织中Bc l-2的表达

较正常组显著升高, 在肝细胞发生凋亡后, 机体

并不是被动地接受凋亡而是通过代偿机制加强

抗凋亡蛋白Bc l-2的表达来对抗凋亡[24]. TFL干
预组、秋水仙碱组较模型组比较Bcl-2的表达升

高, TFL高剂量组Bc l-2的表达较低剂量组和秋

水仙碱组升高, 而低剂量组和秋水仙碱组比较

无显著性差异.
Mi tselou等[25]在肝病不同阶段的临床研究

中显示, 轻型肝病(脂肪肝)中Bc l-2的表达较多, 
而重型肝病(肝硬化、肝癌)中Bax的表达较多. 
Hanafy等[26]在对不同组别的丙肝研究中显示, 丙
肝的严重程度与Bcl-2表达负相关, Bax表达正相

关有关联. 本实验结果显示肝纤维化的严重程

度与肝细胞内Bax的表达显著正相关、Bcl-2的
表达显著负相关, 这与临床研究中关于Bc l-2、
Bax与肝病进程的相关报道符合. 表明随着肝纤

维化程度的加重, 促凋亡蛋白Bax的表达显著增

强, 抑制凋亡蛋白Bcl-2的表达降低, 增加肝细胞

的凋亡, 也进一步验证了肝细胞凋亡与肝纤维

化程度之间的关系.
ALT、AST是反应肝细胞坏死及炎症活动

的指标[27], 其中ALT与肝损伤程度密切相关[28]. 
本研究结果显示, TFL给药组血清中ALT、AST
的水平明显低于模型组, 提示TFL具有改善肝功

能, 防治肝细胞损伤的作用.
总之, TFL具有较好的抗肝纤维化和改善

肝功能的作用 ,  并推测这种作用可能与上调

Bc l-2、下调Bax的表达, 抑制肝细胞的凋亡有

关. 同时疗效显示, TFL高剂量组的抗肝纤维的

作用优于秋水仙碱组, 但是本次实验中未能与

临床一线新药进行疗效比对, 例如复方鳖甲软

肝片[29,30], 因此对TFL抗肝纤维的疗效还有待于

进一步的深入研究.
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