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黄芪多糖对四氯化碳诱导的大鼠肝纤维化的保护作用
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摘要　目的：观察黄芪多糖（ＡＰＳ）对四氯化碳（ＣＣｌ４）致大鼠肝纤维化的治疗作用。方法：采用ＣＣｌ４诱导大鼠肝纤维化模

型，造模成功后，取大鼠血清和肝组织进行检测。测定血清肝纤维化四项、肝脏组织中羟脯氨酸（ＨＹＰ）含量；ＨＥ染色比较
炎症及肝纤维化程度；免疫组织化学法分析肝组织中Ｉ型胶原（Ｃｏｌ－Ｉ）、平滑肌肌动蛋白α（α－ＳＭＡ）表达量。结果：与模
型组相比，ＡＰＳ中、高剂量组的肝纤四项水平、炎症及肝纤维化程度明显降低（Ｐ＜００５）；ＡＰＳ中、高剂量组肝脏组织中
ＨＹＰ含量显著降低（Ｐ＜００１）；ＡＰＳ中剂量组 Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达显著减少（Ｐ＜００１）；ＡＰＳ高剂量组 Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ
表达明显减少（Ｐ＜００５）。结论：ＡＰＳ对大鼠肝纤维化具有一定的防治作用，作用机制可能与其抑制 Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表
达有关。
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　　近年来，中医药抗肝纤维化基础与临床研究成
为医学界关注的焦点之一，其中作用机制的研究更

是备受关注［１－３］。在抗肝纤维化的众多药物中，中

药黄芪及其复方制剂是一类有很大发展潜力的药

物。黄芪能够减少免疫损伤所致肝内胶原成分的异

常沉积和调节相关信号通路转导［４－６］，对实验性肝

纤维化有明显的治疗作用。黄芪多糖（ＡＰＳ）是黄芪
主要生物活性成分。大量体内外实验及临床研究表

明，ＡＰＳ具有增强机体免疫力、降压、降血糖、抗应
激、抗肿瘤、抗病毒、抗辐射和抗氧化等多种药理功

效［７］。本实验基于ＣＣｌ４诱导大鼠肝纤维化模型，使
用ＡＰＳ进行干预，以探究该药物对大鼠肝纤维化的

防治作用。

１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠５０只，雄性，体重
１８０～２２０ｇ，购自广州中医药大学实验动物中心，动
物合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１３－００２０。
１２　主要试剂和仪器　黄芪多糖（南京泽朗医药科
技有限公司）；四氯化碳（天津富宇精细化工有限公

司）；羟脯氨酸检测试剂盒（南京建成生物工程研究

所，批号：２０１４０６０５）；山羊血清封闭液（武汉博士德，
批号：ＡＲ０００９）；Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ一抗（Ａｂｃａｍ公司，
批号：ａｂ３４７１０、ａｂ５６９４）；二抗（基因科技公司，批号：
ＧＫ６００５０５）；智能生物组织脱水机（益迪ＹＤ－１２９）；
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石蜡包埋冷冻机（益迪ＹＤ－６Ｌ）；石蜡切片机（益迪
ＹＤ－ＡＢ）；光学显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＣＸ３１）。
２　方法
２１　模型制备和给药　ＳＤ大鼠５０只按体重随机
分成正常组、模型组、ＡＰＳ组（低、中、高）５组，每组
１０只。参照文献［８］，除正常组皮下注射花生油溶液

外，其他各组大鼠由皮下注射６０％ ＣＣ１４花生油溶
液，首次注射５ｍＬ／ｋｇ，以后以３ｍＬ／ｋｇ每隔３ｄ注
射１次，连续注射８周建立大鼠肝纤维化模型。ＡＰＳ
组每天给予ＡＰＳ灌胃１次，低、中、高组剂量分别为
０２ｇ／ｋｇ、０４ｇ／ｋｇ、０８ｇ／ｋｇ，正常组和模型组给予
等体积的生理盐水。末次给药１ｈ后，水合氯醛麻
醉大鼠，收集腹主动脉血和肝脏组织。

２２　观察指标和检测
２２１　血清学指标分析　大鼠麻醉后腹主动脉取
血约５ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取血清，－２０℃
保存备用。全自动生化分析仪常规检测各组血清样

本的肝纤维化指标：血清透明质酸（ＨＡ），层黏蛋白
（ＬＮ），Ⅲ型前胶原（ＰＣⅢ），Ⅳ型胶原（ＣＩＡ）。
２２２　肝组织中ＨＹＰ含量测定　称取肝脏湿重约
５０ｍｇ，准确加水解液１ｍＬ，混匀。严格按照羟脯氨
酸检测试剂盒说明测定各管的 ＯＤ值，根据计算公
式：ＨＹＰ含量（μｇ／ｍｇ）＝（测定 ＯＤ值 －空白 ＯＤ
值）÷（标准 ＯＤ值 －空白 ＯＤ值）×标准品含量（５
μｇ／ｍＬ）×水解液总体（１０ｍＬ）÷组织湿重（ｍｇ），计
算肝组织中的ＨＹＰ含量。
２２３　ＨＥ染色　取大小约为１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ
肝组织，保存于１０％甲醛溶液中。２４ｈ后，开始脱
水、二甲苯透明、浸蜡、包埋、切片，行常规 ＨＥ染色。
光镜下观察肝组织病理改变，随机选取１０个１００倍
视野，观察并比较炎症及肝纤维化程度。

２２４　免疫组织化学染色分析肝组织中 Ｃｏｌ－Ｉ、α
－ＳＭＡ表达量　大鼠处死之后，取同一部位肝组
织，大小为１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ。组织样本处理：１）依
次进行甲醛固定、不同浓度乙醇脱水、二甲苯透明、

石蜡封片、切片、烤片；２）染色：二甲苯脱蜡１５ｍｉｎ，
重复 ３次，依次经乙醇（１００％、９５％、８５％、７０％、
５０％）脱水各５ｍｉｎ。３％ Ｈ２Ｏ２、纯水漂洗各３ｍｉｎ。
柠檬酸盐缓冲液修复，正常山羊血清封闭３０ｍｉｎ，一
抗４℃孵育过夜，正常对照组以ＰＢＳ代替一抗，平衡
盐漂洗。二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，平衡盐漂洗。ＤＡＢ
染色，苏木精复染，去离子水迅速冲洗，０１％盐酸酒
精分化 ２０ｓ。最后依次冲洗、脱色、透明、封片、干
燥。染色结果以组织出现黄色或黄褐色为阳性。用

已知阳性片作阳性对照，普通光学显微镜低倍镜确

定阳性表达位置，移至高倍镜（×２００）下拍摄病变组
织５个视野照片，采用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分
析软件，计算平均灰度值。

２３　统计学分析　各组数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，数据处理采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件分析。
组间均数比较采用单因素方差分析，方差齐时用

ＬＳＤ法，方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ，Ｔ３检验，以 Ｐ＜
００５为有统计学意义。
３　结果
３１　模型制备及大鼠死亡情况　本次实验在第
１２、１５周每组各处死１只大鼠用于ＨＥ染色，用于判
定模型建立是否成功。实验期间大鼠共死亡５只，
其中模型组２只，ＡＰＳ（低、中、高）组各死１只。大
鼠死亡前活动度明显降低，进食减少，体重减轻，消

瘦，考虑为ＣＣ１４慢性中毒而死。
３２　各组大鼠血清中肝纤维化四项含量变化　与
正常组比较，模型组大鼠血清肝纤维化四项水平显

著升高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，ＡＰＳ中、高剂量
明显降低大鼠血清中肝纤维化四项水平（Ｐ＜
００５）。见表１。
３３　肝组织中 ＨＹＰ含量变化　与正常组比较，模
型组大鼠肝脏组织 ＨＹＰ水平显著升高（Ｐ＜００１）；
与模型组相比，ＡＰＳ中、高剂量显著降低大鼠肝组织
中ＨＹＰ水平（Ｐ＜００１）。见表１。
３４　各组大鼠肝脏组织 ＨＥ染色　正常组大鼠肝
小叶结构清晰、完整，肝细胞索由中央静脉向四周呈

放射状排列，中央静脉汇管区动静脉和胆管结构正

常，未见肝窦扩张，无胶原纤维，未见炎细胞浸润与

胶原纤维增生；模型组大鼠肝组织正常肝小叶紊乱

无序，肝细胞结构完全被破坏，可见纤维结缔组织明

显增生，大部分肝细胞表现为片状坏死，形成大小不

一的典型的假小叶结构，假小叶内以充斥着脂肪变

的肝细胞为主，汇管区明显扩大，坏死细胞增多；

ＡＰＳ组大鼠表现均轻于模型组，肝小叶样结构较模
型组正常，未见假小叶形成，胶原纤维增生不典型。

见图１。
３５　各组大鼠肝脏组织中 Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达量
的差别　正常组多呈低水平表达，染色淡，局部表达
不明显；模型组多呈高水平表达，染色呈强阳性，染

色多为棕黄色，广泛分布；ＡＰＳ中、高剂量组表达介
于正常组与模型组之间，表达面积和强度较模型组

显著为弱，纤维间隔染色淡。ＡＰＳ低剂量组阳性表
达面积高于中、高剂量组，染色较深且广泛。将染色
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结果按照换算为显色指数，比较各组对肝组织Ｃｏｌ－
Ｉ、α－ＳＭＡ表达的影响。与正常组比较，模型组大鼠
肝脏组织中Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达量显著升高（Ｐ＜

００１）；与模型组相比，ＡＰＳ中、高剂量组大鼠肝脏组
织中Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达量显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ
＜００５）。见表２，图２、３。

表１　血清ＨＡ、ＬＮ、ＰＣⅢ、ＣＩＡ含量（ｎｇ／ｍＬ）和肝组织中ＨＹＰ（μｇ／ｍｇ湿重）比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＨＡ ＬＮ ＣＩＶ ＰＣⅢ ＨＹＰ（μｇ／ｍｇ）

正常组 １０ ４２０６±１３５３ ２４５４±９１４ ９６１±２３８ ５９８±２０９ ０２５８±００３２
模型组 ８ ３４９３５±５６８５ ９７３２±１３４６ ２２８０±４５８ ２３７５±３９７ ０７０２±００２７

ＡＰＳ低剂量组 ９ １４７４９±１８２９ ８１７１±１１２５ １７１０±１７１ １７８１±２８６ ０５７７±００３
ＡＰＳ中剂量组 ９ １３３６３±１８３９▲ ７０２６±８８１▲ １３６５±２０７▲ １４６８±３６７▲ ０３３４±００２４▲▲

ＡＰＳ高剂量组 ９ １３２１１±２６９５▲ ７２６８±１０２４▲ １５５２±２７０▲ １４８２±３９６▲ ０３６５±００３４▲▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１。

表２　肝脏组织中Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｃｏｌ－Ｉ α－ＳＭＡ

正常组 １０ ０２２６１±００１９６ ０２３９６±００１０２
模型组 ８ ０４０３３±００１２３ ０４３８９±００１８５

ＡＰＳ低剂量组 ９ ０３３３４±００２１８ ０３４７１±００５０４
ＡＰＳ中剂量组 ９ ０２６５３±００１４８▲▲ ０２６３４±００１６４▲▲

ＡＰＳ高剂量组 ９ ０２７７７±００２９５▲ ０２８３０±００４３８▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ

＜００１。

图１　大鼠肝组织ＨＥ染色（×１００）
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＡＰＳ低剂量组；Ｄ：ＡＰＳ中剂量组；

Ｅ：ＡＰＳ高剂量组。

图２　大鼠肝组织Ｃｏｌ－Ⅰ表达（×２００）
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＡＰＳ低剂量组；Ｄ：ＡＰＳ中剂量组；

Ｅ：ＡＰＳ高剂量组。

图３　大鼠肝组织α－ＳＭＡ表达（×２００）
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＡＰＳ低剂量组；Ｄ：ＡＰＳ中剂量组；

Ｅ：ＡＰＳ高剂量组。

４　讨论
肝纤维化是指肝脏内弥漫性细胞外基质

（ＥＣＭ）的过度沉积，是机体对慢性肝损伤的一种修
复反应，也是各种急慢性肝病共同的病理过程。

ＣＣｌ４皮下注射是建立肝纤维化模型的基本方法。
本次实验大鼠皮下注射６０％ＣＣｌ４，８周后，造模大鼠

逐渐表现为精神萎靡，行动迟缓，毛色干枯蓬乱发

黄，体重明显下降，通过血清肝纤四项及肝组织 ＨＥ
染色分析，提示肝纤维化大鼠模型造模成功。本结

果显示，ＡＰＳ各剂量组大鼠的肝纤四项、血清和肝组
织中ＨＹＰ含量以及病理纤维化程度均明显低于模
型组，提示ＡＰＳ在一定程度上可抑制肝纤维化的进
程。

肝脏中有多种蛋白，其中以 Ｃｏｌ－Ｉ为主。在正
常肝脏中，胶原蛋白约占５％ ～１０％，肝纤维化时胶
原蛋白可占肝脏总蛋白的５０％［９］。因此，Ｃｏｌ－Ｉ是
肝纤维化过程中 ＥＣＭ的主要成分。胶原主要经过
转录、翻译、翻译后修饰，去除端肽及交联等合成。

则作用于胶原合成的任何一个环节均有可能减少胶

原在肝脏细胞外间质的沉积［１０］，提示Ｃｏｌ－Ｉ在肝纤
维化的发生中发挥重要作用。ＨＹＰ是一种非必需
氨基酸，也是胶原代谢的重要产物。人体ＨＹＰ占胶
原蛋白比例最大，胶原蛋白是组织中胶原纤维的主

要成分，胶原纤维广泛分布于人体各个组织。因此，

胶原蛋白占人体蛋白质很大比例。我们根据 ＨＹＰ
在胶原蛋白中含量最高这一属性，通过对肝组织中

ＨＹＰ的测定，可以了解肝脏中胶原蛋白的代谢情
况，也可间接反映肝纤维化的程度和发展过

程［１１－１２］。当肝脏受到损伤因素的不断刺激时，多途

径共同激活肝星状细胞转化为肌纤维母细胞，并促

使表达大量的α－ＳＭＡ蛋白，导致肝脏内的ＥＣＭ合
成增多，而降解减少，造成胶原大量沉积，于是肝纤

维化逐渐形成。所以，大量的α－ＳＭＡ蛋白表达，在
肝纤维化的形成中起关键性作用［１３－１４］。有报道显

示［１５］，α－ＳＭＡ阳性细胞主要集中在汇管区、纤维
间隔内以及窦周间隙的间质细胞，随着肝纤维化的

发展，α－ＳＭＡ阳性细胞数明显增多。因此，抑制 α
－ＳＭＡ表达［１６］、促进ＥＣＭ的降解［１７］与否是促进肝

纤维化逆转非常重要的靶点。
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本实验结果显示，ＡＰＳ中、高剂量明显抑制肝纤
维化大鼠Ｃｏｌ－Ｉ表达，且 ＡＰＳ中、高剂量组大鼠肝
脏组织中α－ＳＭＡ表达量明显降低，表明 ＡＰＳ抗肝
纤维化的作用与其降低Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达有关。
ＡＰＳ可能是通过抑制Ｃｏｌ－Ｉ、α－ＳＭＡ表达，来抑制
ＥＣＭ的生成并促进 ＥＣＭ的降解，从而发挥保护肝
脏和抗肝纤维化的作用。
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