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摘要　目的：通过对肝癌前病变大鼠予抗纤抑癌方灌胃给药，结合肝脏病理及相关指标的免疫组化检测，观察抗纤抑癌方
对肝癌前病变的治疗作用。方法：将５５只Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠随机分为正常组１０只、模型组１５只、扶正化瘀组１５只与抗纤
抑癌组１５只，除正常组外，其余各组以二乙基亚硝胺腹腔注射诱导肝癌前病变形成，每周１次，持续１４周，同时每天分别
以等计量生理盐水、扶正化瘀胶囊及抗纤抑癌颗粒的水溶剂灌胃给药，在第１４周末给药后取材，进行大鼠肝脏 ＨＥ、Ｍａｓ
ｓｏｎ病理染色及ＦＮ、ＧＳＴＰｉ及ＰＣＮＡ指标的免疫组化检测。结果：通过肝脏ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色发现抗纤抑癌方较扶正化
瘀胶囊可明显改善肝癌前病变大鼠肝脏纤维堆积及肝细胞异常增生情况，免疫组化结果显示抗纤抑癌方可明显减少肝癌

前病变时ＦＮ、ＧＳＴＰｉ及ＰＣＮＡ表达（均为Ｐ＜００１），较扶正化瘀组也有较明显的改善作用（分别为Ｐ＜００１、Ｐ＜００１及
Ｐ＜００５）。结论：抗纤抑癌方具有改善肝癌前病变大鼠肝脏纤维堆积及肝细胞异常增生等作用，其作用机制有待进一步
深入研究。
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　　肝细胞癌（简称“肝癌”）起病隐匿，预后极差，
是全球致死性最高死亡肿瘤之一［１］。目前已公认肝

癌的发生多经历“慢性肝炎→肝硬化→肝癌前病变
→肝癌”的病情进展，其中肝硬化是肝癌发生的独立
危险因素之一［２］。肝癌前病变以异型增生结节为形

态学特征，是肝硬化结节进一步发展的结果，也是肝

细胞癌变进展中启动、促进和演变过程的中间阶段，

是阻断癌变的理想时机，对肝癌前病变病理与治疗

方案的探索、研究，将有助于指导临床治疗。

经过长期理论探索与临床实践，我们发现肝癌

前病变以肝郁脾虚，痰瘀互结为主要病机，据此创立

了治疗肝癌前病变的有效方剂———抗纤抑癌方。该

方主要由柴胡、黄芪、山药等组成，具有疏肝健脾、活

血化痰等功效，本实验研究将对抗纤抑癌方干预大

鼠肝癌前病变进行初步疗效观察。

１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５５只，体
重约（１８０５±６８）ｇ，购自北京维通利华实验动物技
术有限公司。给予大、小鼠维持饲料喂养，饲养于北

京中医药大学东直门医院屏障环境动物实验室，以

上实验方案报经北京中医药大学东直门医院实验动

物伦理委员会许可。
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１２　主要药品及试剂　抗纤抑癌方：主要由柴胡、
黄芪、山药等组成，药物免煎颗粒由培力（南宁）药

业有限公司生产，批号：Ａ１４０１１３８；扶正化瘀胶囊：上
海黄海制药有限责任公司生产，批号：１３０９４３；ＧＳＴ
Ｐｉ单克隆抗体：Ａｂｃｏｍ公司生产，货号：ａｂ１３８４９１；
４％多聚甲醛：索莱宝公司生产，货号：Ｐ１１１０；ＰＣＮＡ
单克隆抗体：Ａｂｃｏｍ公司生产，货号：ａｂ９２５５２；免疫
组化试剂盒：博奥森公司生产，货号：ＳＰ００２３；ＨＥ染
色试剂盒：索莱宝公司生产，货号：Ｇ１１２０；Ｍａｓｓｏｎ三
色试剂盒：索莱宝公司生产，货号：Ｇ１３４０；ＤＡＢ显色
剂：中杉金桥公司生产，货号：ＺＬＩ９０１８．
１３　主要仪器　自动病理脱水机：莱卡公司生产，
型号：ＨＩ１２１０；包埋机：莱卡公司生产，型号：
ＡＳＰ２００Ｓ；病理组织切片机：莱卡公司生产，型号：
ＲＭ２２３５；光学显微镜：奥林巴斯公司生产，型号：
ＣＸ３１．
１４　动物分组、造模、给药及取材方法
１４１　分组及造模方法　５５只 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠按
照Ｅｘｃｅｌ随机数字表法随机分为正常组１０只、模型
组１５只、扶正化瘀组１５只与抗纤抑癌组１５只，饲
养于室温２０～２３℃，相对湿度５５％ ～７０％，１２ｈ光
照、１２ｈ黑暗交替环境，各组大鼠自由摄食摄水。除
正常组以外，其余各组适应性饲养１周后，以二乙基
亚硝胺（ＤＥＮ）５０ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射，正常组予
０４ｍＬ／１００ｇ０９％氯化钠注射液腹腔注射，每周１
次，持续１４周。
１４２　给药方法　造模开始即予灌胃给药，正常组
与模型组给予０９％生理盐水，按照１ｍＬ／１００ｇ剂
量灌胃，１次／ｄ；其余两组按照临床用量的６２５倍，
按临床６０ｋｇ成人用量进行计算，具体药量如下：１）
扶正化瘀胶囊：去掉扶正化瘀外胶囊，将粉末溶解于

０９％生理盐水中，每毫升含药量为００２８，按１ｍＬ／
１００ｇ的剂量灌胃，１次／ｄ；２）抗纤抑癌方：将中药免
煎颗粒溶解于０９％生理盐水中，每毫升含颗粒药
量为０４４８ｇ，按 １ｍＬ／１００ｇ的剂量灌胃，１次／ｄ。
以上４组连续给药１４周。
１４３　取材方法　于给药后第１４周末取材。配置
１０％水合氯醛溶液按照０３３ｍＬ／１００ｇ腹腔注射麻
醉，腹主动脉取血，迅速摘取肝脏，取肝脏最大叶、距

边缘约１ｃｍ的部位切取大小约１ｃｍ×１ｃｍ×０３
ｃｍ组织块，置于４％多聚甲醛溶液中固定４８ｈ后进
行石蜡包埋、以４μｍ厚度切片，按照相应试剂盒说
明书进行ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色及ＧＳＴＰｉ、ＰＣＮＡ及ＦＮ免
疫组化检测。

１５　统计学方法　对免疫组化图片进行光镜下观
察，视野中呈棕黄色的细胞为阳性灶，每张切片随机

拍摄５个视野（×４００），应用图像分析软件 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏｐｌｕｓ６０测各组目的蛋白积分光密度（ＩＯＤ）；数
据以（珋ｘ±ｓ）表示，应用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行计
算分析，对符合正态分布的计量资料应用 ＡＮＯＶＡ
方差分析，不符合正态分布者采用非参数检验，以 Ｐ
＜００５有统计学意义，Ｐ＜００１为有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠肝脏ＨＥ染色（见图１）　正常组大鼠
肝细胞索放射状排列，细胞质均质红染，核圆形居

中，汇管区无炎性细胞浸润及无胆汁瘀积。模型组

可见广泛纤维间隔分割与假小叶形成，肝细胞变质

与增生病变并存，变质主要为肝细胞的小滴脂变、细

胞水肿，肝细胞坏死，增生病变表现为大量肝细胞异

型增生灶及异型增生结节，肝细胞大小不等，细胞核

增大，核／浆增高，核具有多形性，双核、多核多见。
扶正化瘀组也可见纤维间隔与假小叶形成，但假小

叶不如模型组密集，细胞变质与增生病变并存。抗

纤抑癌组纤维增生与假小叶形成程度轻于扶正化瘀

组，肝细胞异常增生与细胞变质少于模型组及扶正

化瘀组。

图１　各组大鼠肝脏ＨＥ染色（×１００）

２２　各组大鼠肝脏 Ｍａｓｓｏｎ染色（见图２）　Ｍａｓｓｏｎ
特染可更好的反映纤维增生情况。正常组大鼠肝细

胞间可见少量纤维组织。模型组明显可见纤维条索

分割肝小叶成更密集、体积更小的假小叶。扶正化

瘀组中纤维间隔明显，被纤维分割形成的假小叶面

积大于模型组。抗纤抑癌组可见汇管区周围纤维间

隔形成，但纤维条索分割假小叶形成不明显。

２３　免疫组化检测结果
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２３１　各组ＦＮ比较（见图３）　不可溶的纤维粘连
蛋白（ＦＮ）阳性灶为棕黄色，在肝脏，主要存在于肝
窦、基底膜与肝细胞之间、汇管区及纤维条索分割假

小叶处。正常组可见少量 ＦＮ存在，与模型组及扶
正化瘀组均有统计学意义（Ｐ＜００１），与抗纤抑癌
组无统计学意义（Ｐ＝０１４５）；模型组与扶正化瘀组
ＦＮ表达无统计学意义（Ｐ＝０１９９），抗纤抑癌组 ＦＮ
较模型组及扶正化瘀组表达明显减少，均存在统计

学意义（Ｐ＜００１）。

图２　各组大鼠肝脏Ｍａｓｓｏｎ染色（×１００）

图３　各组ＦＮ比较（×４００）

表１　各组大鼠肝脏ＦＮＩＯＤ

组别 ＩＯＤ（珋ｘ±ｓ）

正常组 ４６８４３±２７６５３／△△

模型组 １５３１９７０±３３２０９８
扶正化瘀组 １２４９８２０±１７６４００
抗纤抑癌组 ３８８３３３±２０９３／△△

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１；△△与扶正化瘀组相比，Ｐ＜
００１。

２３２　各组ＧＳＴＰｉ比较（见图４）　谷胱甘肽 Ｓ转
移酶（ＧＳＴＰｉ）免疫组化阳性灶表现为不规则形棕黄
色团块，主要分布在肝细胞胞浆中。正常组表达较

少，与其余３组间均存在统计学意义（Ｐ＜００１），模
型组及扶正化瘀组间无统计学意义（Ｐ＞００５），抗
纤抑癌组ＧＳＴＰｉ表达量低于模型组与扶正化瘀组，
均有统计学意义（Ｐ＜００１）。

图４　各组ＧＳＴＰｉ比较（×４００）

表２　各组大鼠肝脏ＧＳＴＰｉＩＯＤ比较

组别 ＩＯＤ（珋ｘ±ｓ）

正常组 ２２６０９３±１２１７０９

模型组 １１３４６９９０±１５３３８２４
扶正化瘀组 １１４３１５５０±２０３２８３０
抗纤抑癌组 ６９２１９３４±３０８３１６２／△△

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１；△△与扶正化瘀组相比，Ｐ＜

００１。

图５　各组ＰＣＮＡ比较（×４００）

２３３　各组ＰＣＮＡ比较（见图５）　增殖细胞核抗
原（ＰＣＮＡ）在细胞核内合成，主要分布在肝细胞细胞
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核中，在正常肝脏细胞表达明显少于其余３组（Ｐ＜
００１），模型组中ＰＣＮＡ表达显著高于扶正化瘀组与
抗纤抑癌组（Ｐ＜００１），抗纤抑癌组 ＰＣＮＡ表达量
低于扶正化瘀组，有统计学意义（Ｐ＜００５）。

表３　各组大鼠肝脏ＰＣＮＡＩＯＤ

组别 ＩＯＤ（珋ｘ±ｓ）

正常组 ５５５９７±７１４２９

模型组 ３２６１３１８±２３０６９２２
扶正化瘀组 ６２２５９４±６５９０６３

抗纤抑癌组 ２２３３９０±１２７９６４／△△

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１；△△与扶正化瘀组相比，Ｐ＜

００５。

３　讨论
肝癌前病变多数情况下是发生在肝脏慢性病变

如肝纤维化、肝硬化基础上的肝细胞异常增生，是

ＨＣＣ发生的前奏与防治的重要阶段。对于肝癌前
病变发病机制的研究逐渐增多，研究内容已进入细

胞和分子水平，越来越多的证据表明肿瘤的发生和

进展是肿瘤细胞自身与其所处的环境共同作用的结

果。肝癌前病变的发生既是肝细胞的变异，又与其

所处的肝硬化微环境密切相关，是一个较为独特的

病理阶段。

抗纤抑癌方以中医理论为指导，经过长期临床

实践创立，是治疗肝癌前病变的有效方剂，通过本实

验证实，抗纤抑癌方可从抑制肝癌前病变细胞异常

增生、调整细胞微环境这两个相对独立又相互关联

的方面着手，有效抑制肝癌前病变的发生、发展。

肝癌前病变的病理以肉眼可见较大增生结节，

ＨＥ染色下见到肝硬化基础上的小细胞增生伴高级
别异型增生结节为特征［３］。模型组大鼠肝脏 ＨＥ染
色可见肝细胞多处变性、坏死，在肝硬化基础上形成

以细胞核增大、核／浆增高及细胞核具有多形性为特
点的异型增生灶，扶正化瘀组及抗纤抑癌组肝细胞

变质与增生病变轻于模型组，其中尤以抗纤抑癌组

为轻。Ｍａｓｓｏｎ染色显示各组纤维化情况与 ＨＥ类
似。由以上研究可见，抗纤抑癌方能有效减轻大鼠

肝癌前病变肝硬化纤维堆积程度、减轻大鼠肝脏细

胞变性与坏死，以及减少肝细胞异形性及异型增生

结节。

胎盘型谷胱甘肽转移酶 ＧＳＴＰｉ在多种恶性肿
瘤中均有表达，在癌前状态及分化较好的肿瘤中表

达升高，被认为是检测“癌症启动细胞”最准确、最

早的标志酶，其阳性灶数目与癌细胞增殖多少正相

关［４］。增殖细胞核抗原 ＰＣＮＡ与 ＤＮＡ合成关系密

切，是反应细胞增殖的良好指标，在具有旺盛增殖活

性的肿瘤细胞中表达较高，与肿瘤的发生、发展及分

级呈正相关［５］。本实验免疫组化结果显示，抗纤抑

癌方可显著减轻肝癌前病变大鼠肝脏ＧＳＴＰｉ与ＰＣ
ＮＡ阳性灶含量，其中抗纤抑癌组 ＧＳＴＰｉ与模型组、
扶正化瘀组相比均有显著的统计学意义（Ｐ＜
００１），抗纤抑癌组 ＰＣＮＡ与模型组、扶正化瘀组相
比均有统计学意义（分别为 Ｐ＜００１、Ｐ＜００５），提
示抗纤抑癌方对减缓肝癌前病变细胞异常增殖有一

定功效。

ＦＮ主要在肝血窦内皮细胞生成，是构成细胞外
基质的主要成分之一，具有促进肝星状细胞的活化、

细胞外基质合成，以及抑制细胞外基质降解的作用，

在肝纤维化早期即有明显升高，是较肝星状细胞

（ＨＳＣ）活化、Ｉ型胶原沉积更为早期的病理表现之
一［６］。ＦＮ在正常细胞、组织中也有表达，本实验结
果显示抗纤抑癌组大鼠肝脏免疫组化 ＦＮ均显著低
于模型组与扶正化瘀组（Ｐ＜００１），结合我们前期
研究显示该方对于 ＨＳＣ、αＳＭＡ的抑制作用，提示
抗纤抑癌方可通过抑制 ＦＮ合成发挥抗纤维化、改
善肝癌前病变微环境等作用。

综上，通过本研究发现，抗纤抑癌方具有明显的

改善肝癌前病变大鼠肝脏纤维堆积及肝细胞异常增

生等作用，而该方剂抑制肝癌前病变发生的机制，值

得进一步深入研究。
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