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■背景资料
藏茵陈是藏药中
最具特色的药物
之一 ,  已被各族
人民广泛用于治
疗急慢性肝炎等
疾病 ,  但其作用
机制不明.
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of Swertiamarin 
on fibrosis in rats with cholestatic liver damage. 

METHODS: Thirty young male SD rats were 
randomly divided into three groups: a normal 
control group (n = 10), a model group (n = 
10) and a Swertiamarin treatment group (n = 
10). α-naphthylisothiocyanate was used to 
induce cholestatic liver damage and fibrosis. 
During the process of model development, 
rats in the treatment group were given 
Swertiamarin. After treatment, serum indexes 
for liver function and liver fibrosis, fibrosis 
of liver tissue and pathological tests were 
used to determine the therapeutic efficacy of 
Swertiamarin. Western blot was performed to 
determine the expression changes of hepatocyte 
membrane transporters Mrp3 and Mrp4 in rat 
liver tissue. 

RESULTS: Compared with the model group, 
serum indexes for l iver function (ALT, 
AST, TBIL, DBIL, ALP and GGT) and liver 
fibrosis (HA, LN, IV-C and PCIII), fibrosis 
of liver tissue (hydroxyproline content), and 
pathological tests (inflammation activity and 
fibrosis degree) were significantly improved in 
rats treated with Swertiamarin. Western blot 
results indicated that the expression of Mrp3 
and Mrp4 was significantly increased in rats 
receiving Swertiamarin treatment. 

CONCLUSION: Swertiamarin can inhibit the 
fibrosis in rats with cholestatic liver damage.
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■研发前沿
标准化是中医药
现代化和全球化
的必经之路 .  只
有切实建立一套
行之有效的标准
化程序 ,  并依据
程序对中医药进
行开发 ,  才是对
祖国传统医学的
真正继承和创新.
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摘要
目的: 探讨獐牙菜苦苷对大鼠胆汁淤积性肝
损伤肝纤维化进程的影响. 

方法: 30只♂幼年SD大鼠随机分为正常对
照组(n  = 10)、空白治疗模型组(n  = 10)及獐
牙菜苦苷治疗组(n  = 10), 利用改良ANIT法
构建大鼠胆汁淤积性肝损伤及肝纤维化模
型, 造模期间给予獐牙菜苦苷治疗. 实验终
点以大鼠肝功能指标、肝纤维化血清学指
标、肝组织纤维化指标、肝纤维化病理学
指标等以判定獐牙菜苦苷的治疗效果, 并利
用Western blot法检测大鼠肝脏膜转运蛋白
Mrp3、Mrp4的表达水平变化. 

结果: 与空白治疗模型组相比, 獐牙菜苦苷
治疗组大鼠肝功能指标包括谷丙转氨酶、

谷草转氨酶、总胆红素、直接胆红素、碱
性磷酸酶及谷氨酰转肽酶, 肝纤维指标包
括血清透明质酸、层黏连蛋白、Ⅳ胶原及
Ⅲ型前胶原, 肝组织纤维化指标肝组织羟脯
氨酸含量, 病理学指标包括炎症活动度及纤
维化程度SSS计分等均有显著改善. Western 
blot检测结果提示獐牙菜苦苷可显著提高模
型大鼠肝脏膜转运蛋白Mrp3、Mrp4的表达
水平.

结论: 獐牙菜苦苷可抑制大鼠胆汁淤积性肝
损伤肝纤维化进程. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提示: 獐牙菜苦苷是藏茵陈的主要活性成

分之一. 在本研究中, 我们利用大鼠模型证实獐

牙菜苦苷对胆汁淤积性肝损伤肝纤维化进程有

一定的抑制作用, 其为藏茵陈及相关提取物的

进一步临床开发提供实验依据. 
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0  引言

藏茵陈主要来源于龙胆科獐牙菜属植物, 为青

藏高原所特有. 祖国传统医学认为其具有清热

解毒、清肝利胆的功效. 现代药理研究也证实, 
藏茵陈及其提取物具有保肝、抗菌、消炎等

多种作用, 因此在临床上其已被广泛用于治疗

急慢性肝炎、胆囊炎等疾病[1,2]. 獐牙菜苦苷, 
又称獐牙菜苦素, 属于裂环烯醚萜氧糖苷类化

合物, 是藏茵陈的主要活性成分之一[3]. 已有多

个研究[4,5]显示獐牙菜苦苷对急慢性肝炎有显

著的治疗作用. 国内陈文生教授课题组等的

研究显示, 獐牙菜苦苷可通过上调膜转运蛋

白3(multidrug resistance-associated protein 3, 
Mrp3)、Mrp4等的表达进而促进肝细胞胆酸

排泌过程, 由此抑制大鼠胆汁淤积性肝脏损

伤[6-9]. 在本研究中, 我们利用胆汁淤积性肝损

伤大鼠模型, 探讨獐牙菜苦苷对胆汁淤积性

肝损伤肝纤维化进程的影响及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂幼年SD大鼠30只, 体质量150 g±
20 g, 由武汉大学动物实验中心提供. 随机分为

3组: 正常对照组、空白治疗模型组、獐牙菜

苦苷治疗组, 每组10只. 采用欧巧群等的方法

构建改良淤胆型肝病大鼠模型[10,11], 空白治疗

模型组及獐牙菜苦苷治疗组均给予1.6% α-
萘异硫氰酸酯(alpha-naphthylisothi, ANIT)花
生油溶液灌胃诱导肝损伤, 剂量为大鼠体质

量5 mL/kg于实验当天、第7天、第14天、第

21天灌胃; 正常对照组大鼠给予花生油5 mL/kg
于同样时间节点灌胃. 
1.2 方法

1.2.1药物治疗: 于实验第2天始给予獐牙菜苦

苷治疗组大鼠獐牙菜苦苷溶液100 mg/kg灌胃, 
共持续21 d; 于同样时间点给予空白治疗模型

组大鼠生理盐水100 mL/kg灌胃, 共持续21 d; 
正常对照组大鼠实验期间自由进食进水. 实验
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■相关报道
陈文生教授课题
组长期以来致力
于藏茵陈及相关
提取物在肝纤维
化中应用及作用
机制研究 ,  其结
果已得到国内外
同行的高度认可
和赞誉.

结束前夜禁食, 第23天于麻醉状态下处死大鼠, 
常规制作血清标本及肝脏标本, 保存于-80 ℃
冰箱. 
1.2.2 血清肝功能指标检测: 以日立SBA-300
型全自动生化分析仪测量血清谷丙转氨酶

(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶

(aspartate transaminase, AST)、总胆红素(total 
bilirubin, TBIL)、直接胆红素(direct bilirubin, 
DBIL)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 
ALP)及谷氨酰转肽酶(glutamyl transpeptidase, 
GGT)等水平. 
1.2.3 肝纤维化血清学指标的测定: 采用放射免

疫法测定血清透明质酸(hyaluronic acid, HA)、
层黏连蛋白(laminin, LN)、Ⅳ胶原(Ⅳ-C)和Ⅲ

型前胶原(PCⅢ)[12,13], 操作按照试剂盒说明书

进行. 
1.2.4 肝组织羟脯氨酸含量的测定: 采用碱水解

法羟脯氨酸试剂盒检测大鼠肝组织羟脯氨酸

含量[14,15], 操作按照试剂盒说明书进行. 
1.2.5 病理学诊断: 肝组织切片后以天狼星红-
苦味酸染色, 光镜下观察大鼠肝组织胶原沉积

情况, 并以半定量计分系统(semi-quantitative 
scaling system, SSS)判断肝组织炎症活动度及

纤维增生水平[16,17]. 
1.2.6 Western blot检测: 提取大鼠肝脏组织蛋白

后应用Western blot检测Mrp3和Mrp4蛋白表达

水平变化, 以β-actin表达水平为内参. 
统计学处理 实验结果用统计学SPSS19.0

软件进行处理分析, 实验数据以mean±SD表

示, 行student-t检验或ANOVA方差分析, P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 獐牙菜苦苷治疗对大鼠肝功能指标的影响 

与正常对照组相比, 空白治疗模型组大鼠血清

ALT、AST、TBIL、DBIL、ALP及GGT均显

著增高(P <0.01); 而造模大鼠在给予獐牙菜苦

苷治疗后, 其6项血清学指标与空白治疗模型

组相比均显著下降(P <0.05.), 但与正常对照组

相比, 各项指标仍较高(P <0.05)(表1). 
2.2 獐牙菜苦苷治疗后大鼠肝纤维化血清学

指标的变化 与正常对照组相比, 空白治疗模

型组大鼠肝纤维化血清学指标HA、LN、Ⅳ

-C及PCⅢ均有显著增高(P <0.01); 但在给予

獐牙菜苦苷治疗的大鼠中, 肝纤维化血清学4
项指标与空白治疗模型组相比均有显著改善

(P <0.05)(表2). 
2.3 獐牙菜苦苷治疗后大鼠肝组织羟脯氨酸含

量的变化 与空白治疗模型组相比, 经獐牙菜苦

苷治疗后, 大鼠肝组织羟脯氨酸含量显著下降

(652.4±116.53 vs  984.3±178.62, P <0.01); 但
较正常对照组, 其肝组织羟脯氨酸含量仍较高, 
有显著统计学差异(652.4±116.53 vs  126.5±
36.51, P <0.01)(图1). 
2.4 肝纤维化病理学指标的变化 与正常对照组

大鼠相比, 模型组大鼠正常肝小叶结构破坏, 
存在大量纤维结缔组织增生; 与空白治疗模型

组相比, 獐牙菜苦苷治疗组肝组织纤维增生程

度显著减轻(图2). 根据SSS计分, 獐牙菜苦苷

治疗组大鼠炎症活动度及纤维化程度在统计

学上也显著低于空白治疗模型组(P <0.01), 但
较正常大鼠对照组, 其炎症活动度及纤维化程

度SSS计分仍较高(P <0.01)(表3). 
2 . 5  獐牙菜苦苷对大鼠肝细胞膜转运蛋白

Mrp3、Mrp4表达的影响 与正常对照组大鼠

相比, 空白治疗模型组大鼠Mrp3、Mrp4表达

水平适应性增加(Mrp3增加约2.7倍, Mrp4增

     

表  1  各组大鼠肝功能指标比较

指标 正常对照组 空白治疗模型组 獐牙菜苦苷治疗组 F 值

ALT(U/L)   28.3±10.15 139.3±64.29   90.4±30.11a 18.05

AST(U/L)   99.0±28.95 281.8±86.03 133.7±36.73b 29.49

TBIL(μmol/L) 16.5±6.55 283.3±75.67   97.0±41.68b 74.85

DBIL(μmol/L) 2.19±1.58 210.2±65.85   52.1±24.15b 71.87

ALP(U/L) 130.5±43.32   458.7±122.78   245.8±108.73b 28.90

GGT(IU/L) 1.05±0.47 5.21±1.94 2.77±1.50b 20.95

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白治疗模型组. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; TBIL: 总胆红素; DBIL: 直接胆红素; ALP: 碱性磷酸

酶; GGT: 谷氨酰转肽酶.
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■创新盘点
本研究利用改良
A N I T 法诱导大
鼠胆汁淤积性肝
炎及肝纤维化模
型 ,  其可更好的
模拟胆汁淤积性
肝病的病理生理
过程.

加约2.1倍), 差异具有统计学意义(P <0.01); 而
较空白治疗模型组, 獐牙菜苦苷治疗组大鼠其

Mrp3、Mrp4表达水平进一步提高(Mrp3增加

约7.4倍, Mrp4增加约7.1倍), 差异具有统计学

意义(P <0.01)(图3). 

3  讨论

藏茵陈是中华民族药中的瑰宝, 是藏药中最具

特色的药物之一, 已被各族人民广泛用于治疗

急慢性肝炎等疾病. 国内已有多个课题组致力

于藏茵陈及其提取物的现代药理学研究. 冯伟

力等[4]的研究显示, 藏茵陈可通过降低肝P450
酶活性而对脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱
导的小鼠急性肝损伤起到显著的治疗作用. 王
芳等[5]则观察了藏茵陈对大鼠肝缺血-再灌注

损伤(hepatic ischemia-reperfusion injury, HIRI)
的保护作用, 结果表明藏茵陈可通过提高体内

NO水平, 可通过提高体内NO水平, 改善肝组

织血供、改变肝细胞形态学而减轻HIRI. 而近

年, 陈文生教授课题组更进一步探讨了藏茵陈

原植物川西獐牙菜及其提取物的药理学作用, 

     

     

表  2  各组大鼠肝纤维化血清学指标的比较

项目 正常对照组 空白治疗模型组 獐牙菜苦苷治疗组 F 值

HA(ng/mL)   94.2±17.32 255.5±60.60 143.6±44.60b 34.38

LN(μg/mL) 31.8±6.57   66.2±12.43   45.5±11.53b 27.21

Ⅳ-C(ng/mL) 13.0±3.62 26.2±5.57 19.0±6.85a 14.39

PCⅢ(ng/mL) 21.9±4.31   49.6±12.19 33.9±9.64b 22.24

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白治疗模型组. HA: 血清透明质酸; LN: 层黏连蛋白; Ⅳ-C: Ⅳ胶原; PCⅢ: Ⅲ型前胶原.

表  3  各组大鼠肝脏组织炎症活动度及纤维化程度SSS计分的比较

项目 正常对照组 空白治疗模型组 獐牙菜苦苷治疗组 F 值

炎症活动度 0.25±0.11 10.9±2.63 6.2±1.08 105.47

纤维化程度 0 11.6±1.95 8.2±1.88 145.03

图  2  天狼星红-苦味酸染色结果. A: 正常对照组; B: 空

白治疗模型组; C: 獐牙菜苦苷治疗组.
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图  1  肝组织羟脯氨酸含量检测结果.
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■应用要点
藏茵陈及相关提
取物是中草药临
床开发领域的热
点 .  本研究结果
进一步证实藏茵
陈提取物獐牙菜
苦苷是抑制胆汁
淤积性肝损伤肝
纤维化进程的有
效作用成分.

其研究发现, 川西獐牙菜醇提物能促进胆汁向

胆管排泌并明显减轻LPS所致大鼠胆汁淤积性

肝损伤, 其机制可能与上调肝细胞胆酸转运蛋

白BSEP有关[6-9]; 獐牙菜苦苷作为一个来源于

川西獐牙菜的单体成分, 也可明显降低LPS诱
导的大鼠胆汁淤积肝脏损伤, 进一步的机制研

究显示獐牙菜苦苷可通过核受体Pxr、Car等上

调肝脏膜转运蛋白Mrp3、Mrp4的表达, 进而增

强大鼠肝脏胆汁向胆管的排泌能力[8,9]. 
肝组织羟脯氨酸含量是反映肝纤维化程

度的一项客观指标[18,19]. 在本研究中, 我们以实

验终点所取部分大鼠肝脏组织行羟脯氨酸含

量检测, 为了进一步在病理学上明确獐牙菜苦

苷治疗对内毒素诱导大鼠胆汁淤积性肝损伤

肝纤维化进展的抑制作用, 我们对实验终点所

取肝脏组织行天狼星红-苦味酸染色并观察大

鼠肝组织病理形态学变化[20].
熊去氧胆酸是目前临床上用于治疗胆汁

淤积最主要的药物之一, 其能够通过核受体

Fxr及Pxr诱导肝脏膜转运蛋白Mrp2、Mrp3等
的高表达, 促进胆汁分泌从而减轻胆汁酸在肝

细胞内的淤积[21-23]. 临床实践已经证实, 长期应

用熊去氧胆酸可显著减缓原发性胆汁性肝硬

化(primary biliary cirrhosis, PBC)和原发性硬化

性胆管炎(primary sclerosing cholangitis, PSC)
等胆汁淤积性疾病的肝纤维化进程[24-26]. ANIT
是一种能造成胆汁淤积性肝炎的肝毒剂, 其诱

发肝损伤的物化学及病理学改变与人类胆汁

淤积性肝炎相似, 因此被广泛地用于诱导胆汁

淤积性肝炎模型, 其较胆总管结扎诱发大鼠肝

外胆汁淤积性肝损伤模型有明显的优势. 陈文

生教授课题组所采用的内毒素诱导胆汁淤积

性模型为急性肝损伤模型, 由于大鼠肝脏的自

我修复能力极强, 其模拟肝损伤的病理生理过

程较短, 1-2 wk内肝脏形态和功能即可恢复到

正常, 而临床上治疗胆汁淤积的药物通常更长

时间才可起效, 因此也不适于本课题研究[27,28]. 
在本研究中, 我们利用改良ANIT法构建大鼠

胆汁淤积性肝损伤模型, 探讨獐牙菜苦苷对胆

汁淤积性肝纤维化进程的影响, 结果显示该方

法可显著诱导大鼠肝脏纤维化, 而给予獐牙菜

苦苷治疗后, 模型大鼠在肝功能指标、肝纤维

化血清学指标、肝纤维化组织学指标、肝纤

维化病理学指标等多个层次得到改善, 这一结

果提示獐牙菜苦苷可以应用于胆汁淤积性肝

炎的治疗. 进一步, 我们应用Western blot检测

证实, 在ANIT诱导大鼠胆汁淤积性肝损伤及

肝纤维化模型中, 獐牙菜苦苷亦可以提高模型

大鼠肝脏膜转运蛋白Mrp3、Mrp4的表达. 獐
牙菜苦苷作用机制虽与熊去氧胆酸类似, 但其

涉及信号通路并不完全重合, 因此, 将两者联

合应用, 可能会起到更大的治疗效果. 
国内对藏茵陈及其提取物的研究已较为

深入, 但目前多处于动物实验阶段[29]. 獐牙菜
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图  3  大鼠肝脏组织Mrp3、Mrp4表达Western blot检测结果. bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  空白治疗模型组.
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苦苷作为由藏茵陈的主要活性成分之一, 也已

越来越受到重视. 我们期望可以利用现代医学

研究手段包括多中心、双盲、随机对照临床

研究等去证实獐牙菜苦苷对胆汁淤积性肝损

伤及肝纤维化的治疗作用, 使其有可能成为下

一个“传统中医药送给世界人民的礼物”[30]. 
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■同行评价
本研究系统探讨
了獐牙菜苦苷对
大鼠胆汁淤积性
肝损伤肝纤维化
进程的影响及其
相关机制 ,  实验
设计合理 ,  文章
组织严谨 ,  数据
充分 ,  其结果为
藏茵陈及相关提
取物的临床应用
提供了进一步的
实验基础.
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