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■背景资料
肝纤维化(hepatic 
fibrosis, HF)是多
种原因引起的慢
性肝损伤所至的
病理改变, 是由于
各种病原侵袭, 引
起肝脏的损害和
炎症反应, 同时激
活免疫系统, 诱导
纤维组织增生所
致, 是慢性肝病向
肝硬化发展的共
同病理过程. 
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Abstract
AIM: To explore the anti-fibrotic mechanism of 

Biejiajian pill, a traditional Chinese medicine for 
activating blood circulation and eliminating sta-
sis, in rats with hepatic fibrosis. 

METHODS: Hepatic fibrosis was induced in 
rats by subcutaneous injection of CCl4. SD rats 
were randomly divided into five groups: a 
control group, a model group, low-, medium- 
and high-dose Biejiajian pill treatment groups. 
The three treatment groups were given Biejia-
jian pill 0.55, 1.10, and 2.20 g/(kg•d), respec-
tively, while the normal control group and 
model group were treated with equal volume 
of normal saline by gavage. At the 11th week, 
hepatic pathological changes were observed. 
The immunohistochemical technique was ap-
plied to analyze the expression of extracellular 
signal regulated kinase 1 (ERK1) in hepatic 
tissue. RT-PCR was applied to analyze the ex-
pression of platelet derivative growth factor 
(PDGF) and Ras mRNAs in hepatic tissue. 

RESULTS: Compared with the control group, 
the expression levels of ERK1 protein and 
PDGF and Ras mRNAs increased significantly 
in the model group (0.19 ± 0.001 vs 0.71 ± 0.018, 
0.12 ± 0.000 vs 0.42 ± 0.006, 0.12 ± 0.000 vs 0.44 
± 0.017, P < 0.05). Compared with the model 
group, Biejiajian pill significantly improved 
hepatic pathological changes and decreased the 
expression of ERK1 protein and PDGF and Ras 
mRNAs, and the efficacy of high-dose Biejiajian 
pill was the best. 

CONCLUSION: Biejiajian pill can improve he-
patic pathological changes in rats with hepatic 
fibrosis possibly via mechanisms associated 
with activating the Ras/ERK signaling path-
way.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
治疗HF的关键就
是减少肝星状细
胞的活化和促进
其凋亡, 对这些细
胞因子和传导通
路的研究便成为
治疗HF的靶点.

factor; Ras; Extracellular signal regulated kinase
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摘要
目的: 探讨化瘀通络中药对肝纤维化(hepatic 
fibrosis, HF)的可能作用机制. 

方法: 四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)皮
下注射的方法建立HF大鼠模型, 将其随机分
为对照组、模型组、中药低、中、高剂量
组. 造模开始时中药低、中、高剂量组大鼠分
别给予化瘀通络中药鳖甲煎丸0.55、1.10、
2.20 g/(kg•d)灌胃, 正常对照组及模型组给予
等体积的生理盐水灌胃, 共6 wk. 成模后继
续灌胃5 wk. 于第11周末, 观察各组大鼠肝脏
病理形态学变化; RT-PCR法检测肝组织中血
小板衍生生长因子(platelet derivative growth 
factor, PDGF )、Ras基因表达水平; 免疫组织
化学方法检测肝组织细胞外信号调节激酶
(extracellular signal regulated kinase, ERK1)蛋
白表达. 

结果: 与对照组相比 ,  模型组大鼠肝组织
PDGF、Ras、ERK1蛋白表达明显升高(0.190±
0.001 vs  0.710±0.018, 0.120±0.000 vs  0.420±
0.006, 0.120±0.000 vs  0.440±0.017, P<0.05); 与
模型组相比, 化瘀通络中药鳖甲煎丸能够显著
减轻HF大鼠肝脏组织病理损害, 下调PDGF、
Ras、ERK1蛋白的表达, 其中以高剂量组效果
最为显著. 

结论: 鳖甲煎丸可明显减轻HF的病理损害, 这
一作用的实现可能是通过PDGF介导的Ras/
ERK信号转导通路实现的. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究选用化瘀通络中成药鳖甲煎丸

对肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)大鼠进行干预, 
通过分析各组大鼠肝脏病理形态学变化, 肝组织
血小板衍生生长因子(platelet derivative growth 
factor)、Ras基因表达水平及细胞外信号调节激
酶(extracellular signal regulated kinase)蛋白含量

的变化, 探讨化瘀通络中成药鳖甲煎丸对HF的
治疗作用及其可能作用机制, 为临床治疗以气阴
两虚、瘀血阻络为基本病因病机的HF提供实验
依据.
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0  引言

近年来, 随着肝病的发生率逐年上升, 我国已成

为全球晚期肝病发病率最高的国家, 这对国民

经济的发展和人民健康造成了严重影响. 肝纤

维化(hepatic fibrosis, HF)是各种慢性肝病发展

成肝硬化的一个动态过程, 是肝脏纤维结缔组

织过度沉积的结果[1,2]. 因此, 寻找防治和延缓

HF发生的有效途径和方法具有重要意义. 近几

十年来, 开展的中医药抗HF的大量研究, 显示

了中医药抗HF的多途径、多层次、多靶点的综

合优势, 可见其具有较大的潜力和广阔前景[3-6], 
众多研究[7-11]证实鳖甲煎丸治疗HF可取的良好

疗效. 本实验通过观察化瘀通络中药鳖甲煎丸

对HF大鼠血清学指标的影响, 对肝组织血小板

衍生生长因子(platelet derivative growth factor, 
PDGF)介导的Ras/磷酸化细胞外信号调节激酶

(extracellular signal regulated kinase, ERK)信号

转导通路的影响, 探讨其对HF的可能作用机制, 
为该药的临床应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康♂S D大鼠48只, 体质量

280-320 g, 由河北医科大学实验动物中心提供

(证书号: 1104167). 鳖甲煎丸由鳖甲胶、阿胶、

桃仁、蜂房、鼠妇虫、土鳖虫、党参、射干、

硝石、柴胡、黄芩等药物组成, 由武汉中联药

业集团股份有限公司提供, 药物批准文号: 国药

准字: Z42020772. DNA Marker、反转录及PT-
PCR扩增试剂盒(TaKaRa宝生物公司); PCR引

物(上海捷瑞生物工程有限公司鉴定并合成); 免
疫组织化学染色试剂盒(北京中杉金桥生物技

术有限公司); 抗ERK1抗体(武汉博士德公司); 
HPIAS-1000型全自动彩色病理图像分析系统

(武汉千屏)等. 
1.2 方法
1.2.1 动物分组及造模: 清洁级健康♂SD大鼠48
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■相关报道
中医药抗 H F具
有多途径、多层
次、多靶点的综
合优势, 具有较大
的潜力和广阔前
景, 众多动物实验
及临床研究证实
鳖甲煎丸治疗HF
可取的良好疗效.

只, 体质量280-320 g, 适应性饲养1 wk后, 按体质

量随机分为对照组(Control)、模型组(Model)、
中药鳖甲煎丸低剂量组, 简称ZY(L)、中剂量组, 
简称ZY(M)、高剂量组, 简称ZY(G). 模型组、

中药各组每只大鼠均于实验第1天皮下注射40%
四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)

[12-14]花生油5 
mL/kg, 以后每3天注射3 mL/kg, 同时, 中药低、

中、高剂量组大鼠分别给予鳖甲煎丸0.55、
1.10、2.20 g/(kg•d)灌胃, 1次/d. 于实验第4周末

开始, 随机处死模型组大鼠观察肝脏病理学改

变, 实验第6周末造模成功. 造模成功后给予中

药各组大鼠继续灌胃5 wk, 1次/d. 整个实验过程

中, 模型组大鼠给予蒸馏水灌胃共1 wk. 正常组

大鼠皮下注射等量花生油, 并给予蒸馏水灌胃, 
1次/d, 共6 wk, 6 wk停止皮下注射花生油继续给

予蒸馏水灌胃5 wk. 
1.2.2 标本收集: 于实验第11周末, 禁食12 h, 麻
醉, 摘取肝脏, 留取肝组织置于4%多聚甲醛固定

液, 应用HE染色观察各组大鼠肝脏病理形态学

变化; 留取肝组织液氮速冻后置-80 ℃低温冰箱

保存, 免疫组织化学方法检测肝组织ERK1蛋白

的表达; RT-PCR法检测肝组织中PDGF、Ras基
因表达. 
1.2.3 病理形态学观察: 4%多聚甲醛固定肝组织

24 h, 不同梯度乙醇逐级脱水, 二甲苯透明, 浸蜡, 
石蜡包埋, 常规病理切片, 进行HE染色, 观察大

鼠肝脏病理学改变. 
1.2.4 免疫组织化学检测ERK1蛋白表达: 石蜡切

片, 常规脱蜡, 抗原修复, 滴加一抗、二抗, DAB
显色, 用HPIAS-1000型全自动医学图像分析系

统进行分析, 每张切片随机选取5个视野, 测定

肝组织中ERK1的棕黄色阳性表达颗粒的平均

吸光度(A )值. 
1.2.5 RT-PCR测定肝组织中PDGF、Ras基因
表达: 按照T R I z o l试剂说明书提取肝组织总

RNA, 检测纯度与含量. 以GAPDH为内参, 引
物序列及PCR产物片段大小为: Ras上游引物: 
5'-TGCCTGGACGACATGCTCTATG-3', 下游引

物: 5'-GGCAGGATACTCATTGTCTGGT-3', 扩
增片段为386 bp; PDGF上游引物: 5'-GTCCAG-
GTGAGGTTAGAGG-3', 下游引物: 5'-CACG-
GAGGAGAACAAAGAC-3', 扩增片段为209 
bp; GAPDH上游引物: 5'-CCTTCATTGACCT-
CAACTAC-3', 下游引物: 5'-GGAAGGCCAT-
GCCAGTGAGC-3', 扩增片段为594 bp. 取每个

标本的扩增产物6 µL于1%的含GV核酸染料的

琼脂糖凝胶电泳, 应用Quantity One凝胶图象分

析软件对目的电泳条带进行分析, 以相应的内

参电泳条带作为参照, 结果以两者之积分A的比

值表示. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计分析软件进

行统计分析, 所有计量资料正态分布者用mean
±SD表示, 采用单因素方差分析, P <0.05为差异

具有统计学意义. 

2  结果

2.1 实验大鼠的一般情况 正常组大鼠体质量

呈进行性增长, 饮食正常、反应敏捷、眼光有

神、毛发有光泽、粪便麦粒状、尿量正常. 其
余各组大鼠一般状况较差, 反应迟钝、皮毛松

弛、毛色暗淡、潮湿成缕, 其中模型组个别大

鼠出现双目失明, 且脾气急躁易怒、易激惹、

形体消瘦、粪便时而不成形. 实验过程中, 除正

常组外, 其余各组均有死亡情况, 其中模型组死

亡3只, 中药高剂量组死亡1只, 低、中剂量组各

死亡2只. 死亡原因可能与皮下注射CCl4部位不

当、药物注射过深, 引起肌肉坏死、皮肤破溃

导致全身感染等因素有关. 
2.2 病理形态学观察 肉眼观察正常组大鼠肝脏

呈淡红色, 光滑、柔软、有光泽, 包膜完整, 切
面整齐. 余组大鼠肝脏呈深红色, 颜色暗红, 体
积较小, 或肝脏颜色发白, 表面略呈细小颗粒状, 
毛糙质脆, 切面有沙粒感. 

HE染色示: 正常组大鼠肝脏肝小叶结构完

整, 肝板呈条索状, 肝细胞围绕中央静脉呈放射

状排列, 肝细胞多为单核, 无炎细胞浸润; 模型

组大鼠肝细胞肿胀变大, 胞浆疏松出现颗粒, 肝
细胞广泛坏死, 可见大量脂肪变性, 肝脏汇管区

扩大及炎细胞浸润, 肝小叶结构破坏, 汇管区纤

维结缔组织增生明显, 将肝小叶包绕成大小不

等的肝细胞团, 部分形成假小叶. 中药各剂量组

肝小叶结构较清晰, 肝窦轻度扩张, 结构较正常, 
肝细胞中度坏死, 部分脂肪变性, 汇管区纤维结

缔组织中度增生, 假小叶形成明显较少, 其中以

中药高剂量组效果最明显(图1). 
2.3 各组大鼠肝组织ERK1蛋白表达的比较 正
常组大鼠肝组织中ERK1呈棕黄色弱阳性表达, 
主要可见于小叶中央静脉周围、汇管区及肝索

Disse腔间隙中, 高倍镜下观察可见ERK1位于

Disse间隙的肝星状细胞胞质中, 肝细胞未见表
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■创新盘点
本研究选用化瘀
通络中成药鳖甲
煎丸对肝纤维化
大鼠进行干预 , 
发现鳖甲煎丸可
明显降低肝组织
中血小板衍生生
长因子 (p l a t e l e t 
derivative growth 
factor, PDGF)及
R a s蛋白基因的
表达水平 ,  明显
减少大鼠肝组织
细胞外信号调节
激酶(extracellular 
signal regulated 
kinase, ERK1)的
表达, 显著改善大
鼠抗肝纤维化能
力, 这可能是通过
PDGF介导的Ras/
ERK1/2信号途径
实现的, 此可能为
其治疗肝纤维化
的作用机制之一.

达; 模型组肝组织中ERK1表达明显增多、增强, 
汇管区、小叶中央静脉周围及肝小叶内均可见

大量星芒状、条索状ERK1阳性表达, 高倍镜下

可见肝星状细胞胞质、胞核为ERK1阳性表达

的分布区域; 其余中药各剂量组阳性染色程度

较模型组明显减轻, 纤维隔内间质细胞及炎细

胞阳性染色程度减轻, ERK1阳性细胞数目减少, 
其中中药高剂量组ERK1阳性程度最低, 中药低

剂量组ERK1阳性程度较高、中剂量组稍高, 但
较模型组较低(P <0.05)(表1, 图2). 
2.4 各组大鼠肝组织PDGF、Ras基因表达的比
较 与正常组相比, 其余各组PDGF mRNA、Ras 
mRNA表达均升高(P <0.05), 其中模型组表达

最高, 中药低剂量组次之, 中药中剂量组再次

之, 中药高剂量组表达最低(P <0.05); 与模型组

相比, 余各组肝组织PDGF mRNA、Ras mRNA
表达均较低; 中药各剂量组之间比较均有统计

学意义(P <0.05), 其中, 中药低剂量组表达较高, 
中药中剂量组次之, 中药高剂量组肝组织PDGF 
mRNA、Ras mRNA表达最低(表2, 图3, 4). 

3  讨论

我国约有3 0 0 0万以上慢性肝病患者 ,  其中

A B

C D

E

图  1  各组大鼠肝脏HE染色(×200). A: 对照组; B: 模型组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组.

     

表  1  各组大鼠肝组织ERK1蛋白含量的比较 (mean±SD)

分组 n ERK1

对照组 6 0.19±0.001

模型组 6  0.71±0.018a

低剂量组 7   0.53±0.007ac

中剂量组 6    0.49±0.019ace

高剂量组 6     0.31±0.008aceg

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组; eP<0.05 vs  低剂量组; 
gP<0.05 vs  中剂量组. ERK1: 细胞外信号调节激酶1.
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25%-40%最终发展为肝硬化乃至肝癌, 每年死

于晚期肝硬化和肝癌的患者可高达50多万例, 
我国已成为全球晚期肝病发病率最高的国家, 
这对国民经济的发展和人民健康造成了严重影

响. 任何病因导致的慢性肝病都存在HF, 如: 肝
炎病毒、酒精、药物与毒物、代谢和遗传、自

身免疫性肝病等各种损伤因素[15]长期刺激, HF
是各种慢性肝病发展为肝硬化的共同必经途

径. 肝硬化的治疗效果不甚理想, 代偿期肝硬化

10年生存率为68%, 失代偿期肝硬化5年生存率

仅为14%, 早期诊断并阻抑甚或逆转HF, 能明

显改善慢性肝病的预后, 防止及延缓肝硬化及

肝癌的发生, 目前已成为肝病学界关注的重大

课题. 
中医学并无HF病名, 常将本病归属于“胁

痛”“癥积”“鼓胀”等范畴. 大多数学者认

为, 感受湿热疫毒是形成HF的常见病因, 其基

本病理因素有湿、热、瘀、毒、虚等, 以气阴

两虚、瘀血阻络为基本病机. 依据其病机特点, 
结合多年临床用药经验, 运用活血化瘀通络、

软坚散结中成药鳖甲煎丸治疗HF, 方中鳖甲胶

为君药, 化瘀通络、软坚消癥之力强; 硝石、大

黄、土鳖虫、蜣螂、鼠妇为攻逐之品, 以助破

血消癥之力; 柴胡、黄芩、白芍三药和少阳而

条肝气; 厚朴、射干、葶苈子、半夏行郁气而

消痰癖; 干姜、桂枝温中, 与黄芩相伍, 辛开苦

降而调解寒热; 人参、阿胶补气养血而扶正气; 
桃仁、牡丹、凌霄花、蜂房化瘀通络而去肝

血, 以瞿麦、石韦利水祛湿. 综合诸药, 乃攻补

兼施、寒温并用之剂, 对于疟母内结, 症瘕积聚, 
有攻邪不伤正、气畅血行, 癥积内消之功. 

PDGF是重要的促HF因子[16-18], 他对肝星状

细胞的活化、增殖及趋化均有明显作用. PDGF
是一种多肽类调节因子. 他的合成主要是体内

■应用要点
本研究采用四氯
化碳皮下注射的
经典方法复制肝
纤维化大鼠模型, 
应用化瘀通络中
成药鳖甲煎丸对
其进行干预, 探讨
化瘀通络中成药
鳖甲煎丸对肝纤
维化的治疗作用
及其可能作用机
制, 为临床治疗以
气阴两虚、瘀血
阻络为基本病因
病机的肝纤维化
提供实验依据.

A B

C D

E

图  2  各组大鼠肝组织ERK1蛋白表达(×200). A: 对照组; B: 模型组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组.
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单核/巨噬细胞. 生理状态下, 他贮存于血小板α

颗粒中, 肝脏受损时, 激活的肝星状细胞、血小

板浸润的炎细胞等均可分泌PDGF. PDGF-A、

P D G F-B可通过二硫键形成二聚体 :  P D G F-
AA、PDGF-AB、PDGF-BB 3种形式, 其中最

强的促肝星状细胞分裂增殖的因子是P D G F-
BB[19]. PDGF受体(PDGFR)是一种跨膜糖蛋白, 
属于受体蛋白酪氨酸激酶家族, HF时, PDGF
与细胞膜上相应受体结合后引起构象变化, 促
使两个受体分子形成二聚体, 使细胞内结构域

酪氨酸残基酶磷酸化, 进而对其蛋白质底物进

行磷酸化等多种细胞内效应, 从而将信号传入

细胞内, 经级联式放大效应调控细胞的生命活

动, 包括靶细胞的分裂增殖[20]. PDGFR与具有

“SH02结构域”形似结构的不同底物结合后

使其活化, 启动下游蛋白质级联磷酸化反应信

号转到通路. 
Ras蛋白是一类分子量为21 kDa的三磷酸

鸟苷(GTP)酶蛋白, 与Rho、Rab等亚型均属于

Ras蛋白超家族成员[21]是多信号通路汇合点之

一. ERK是一种丝氨酸/苏氨酸激酶, 有ERK1/2
亚型[22], 属于MAPK家族, PDGF可增加ERK
活性[23-29]. 蛋白酪氨酸激酶受体如血管内皮生

长因子受体可激活Ras/ERK信号转导通路, 当
生长因子与相应受体结合后, 受体磷酸化, 招
募G r b2, G r b2与鸟嘌呤核苷酸交换因子通过

SH2结构域形成复合物. Ras-GTP募集Raf激酶, 
Ra f激酶被磷酸化后激活, Ra f蛋白激活-催化

MEK1、MEK2-MEK蛋白激活催化磷酸化ERK
蛋白酪氨酸及苏氨酸残基-ERK1/2激活[30]. 磷酸

化Ets-1、C-jun、C-myc及C-fos的转录因子及

一些调控细胞周期的蛋白, 阻止细胞凋亡, 刺激

细胞生长. 
本研究通过对纤维化大鼠肝脏P D G F、

Ras、ERK1含量的检测发现, 化瘀通络中药可

明显降低肝组织中PDGF mRNA的含量并减少

Ras蛋白mRNA的表达, 明显减少大鼠肝组织

ERK1的表达, 显著改善大鼠抗HF能力, 可能是

■同行评价
本研究有一定的
临床意义, 设计合
理, 统计学方法应
用得当 ,  结论可
信, 讨论全面.
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图  4  各组大鼠Ras 基因表达的比较. A: 各组大鼠Ras基因表达; B: 各组大鼠内参基因表达. M: Marker; 1: 对照组; 2: 模型组; 
3: 低剂量组; 4: 中剂量组; 5: 高剂量组.

     

表  2  各组大鼠肝组织PDGF、Ras基因表达的比较 (mean
±SD)

分组 n PDGF Ras

对照组 6 0.12±0.000 0.12± 0.000

模型组 6  0.42±0.006a 0.44±0.017a

低剂量组 7   0.27±0.014ac  0.32±0.008ac

中剂量组 6    0.22±0.012ace   0.25±0.005ace

高剂量组 6     0.18±0.003aceg    0.19±0.152aceg

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组; eP<0.05 vs  低剂量组; 
gP<0.05 vs  中剂量组. PDGF: 血小板衍生生长因子.
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图  3  各组大鼠PDGF 基因表达的比较. A: 各组大鼠PDGF基因表达; B: 各组大鼠内参基因表达. M: Marker; 1: 对照组; 2: 模
型组; 3: 低剂量组; 4: 中剂量组; 5: 高剂量组. PDGF: 血小板衍生生长因子.
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通过PDGF介导的Ras/ERK1/2信号途径实现的, 
此可能为其治疗HF的作用机制之一. 
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