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摘要　目的：观察抗纤抑癌方对肝癌前病变大鼠ＨＧＦ／ｃＭｅｔｍＲＮＡ的影响，探讨抗纤抑癌方防治肝癌前病变的作用机制。
方法：７５只ＳＤ雄性大鼠随机分为正常组、模型组、抗纤抑癌组、鳖甲软肝组和秋水仙碱组。以二乙基亚硝胺诱发大鼠肝
癌前病变模型，用抗纤抑癌方进行干预，并以复方鳖甲软肝片、秋水仙碱片作为对照，采用免疫组化检测肝组织αＳＭＡ的
表达情况，实时荧光定量ＰＣＲ检测各组大鼠肝脏的 ＨＧＦ和 ｃＭｅｔｍＲＮＡ的表达量。结果：免疫组化显示，与模型组及秋
水仙碱组比较，抗纤抑癌组能明显减少αＳＭＡ表达量，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。实时荧光定量ＰＣＲ结果
显示，ＨＧＦｍＲＮＡ的相对表达量抗纤抑癌组与模型组比较有统计学意义（Ｐ＜００５），与秋水仙碱组比较亦有统计学意义
（Ｐ＜００５），抗纤抑癌方能显著提高肝癌前病变大鼠ＨＧＦｍＲＮＡ的表达水平。ｃＭｅｔｍＲＮＡ在ＤＥＮ造模的各组中均低表
达，各组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：抗纤抑癌方能够提高肝癌前病变大鼠ＨＧＦｍＲＮＡ的表达水平，这可能是
其防治肝癌前病变的作用机制之一。
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　　肝细胞肝癌（ＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒＣａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是
全球最常见的恶性肿瘤之一，约占原发性肝癌的

９０％，在肿瘤相关死因中位列第三［１］。在我国每年

死于肝癌的患者约１１万，其病死率已上升为农村和
城市恶性肿瘤病死率的第一位和第二位［２］。肝癌的

有效治疗是临床上所面临的艰巨而又紧迫的难题。

由于肝癌患者临床症状出现晚、进展迅速、手术切除

率低、复发率高、生存期短等问题，虽然近年来诊疗

手段日益丰富，但其发病率和死亡率并无明显下降

趋势，预后仍然十分凶险。肝癌相关的基础研究近

年来有着较大的投入，但亦未取得重大突破。这些

都迫切要求肝癌的临床治疗及相关基础研究需战略

前移，加强预防肝癌发生的能力，这使得肝癌前病变

的研究具有非常重要的现实意义。而在预防肝癌的
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发生方面，目前尚未有一个公认的疗效确切的药物，

无论西医还是中医都处在同一条起跑线上，具有完

全相同的机会和优势［３］。中医药防治肝癌有着悠久

的历史，具有多层次、多靶点及协同作用的特点［４］，

但因其具体作用机制未明，目前仍难以被大多数学

者所接受，已成为中医药国际化发展的瓶颈。因而

应用现代生物医学技术揭示、阐明中医药干预肝癌

前病变的作用机制研究十分必要。

本研究的抗纤抑癌方是我院叶永安教授在临床

上治疗肝癌前病变的经验方，从以往的临床及基础

研究中已证实其具有抗纤维化、延缓肝癌前病变进

展及抑制肝癌细胞增殖等作用［５－６］。本实验用抗纤

抑癌方对二乙基亚硝胺（Ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）诱
发的肝癌前病变大鼠进行干预，观察抗纤抑癌方对

大鼠肝癌前病变的肝细胞生长因子（Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）及其受体（ｃＭｅｔ）ｍＲＮＡ的影
响，探讨抗纤抑癌方防治肝癌前病变的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　清洁级ＳＤ雄性大鼠７５只，每只
体重１１０～１２０ｇ，购自北京维通利华实验动物技术
有限公司，许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２００６０００９。给予
北京科澳协力饲料有限公司生产的清洁级大、小鼠

维持饲料喂养，生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００９
００１２，生产批号：１０１０１６２１。实验动物饲养于北京中
医药大学屏障环境动物实验室。

１１２　药品与试剂　抗纤抑癌方主要由柴胡、黄
芪、山药等药物组成，由深圳市三九现代中药有限公

司提供相应药物的免煎颗粒。复方鳖甲软肝片，内

蒙古福瑞中蒙药科技股份有限公司生产，批准文号：

国药准字 Ｚ１９９９１０１１。秋水仙碱片，昆明制药集团
股份 有 限 公 司 生 产，批 准 文 号：国 药 准 字

Ｈ５３０２１３８９。ＤＥＮ购自ｓｉｇｍａ公司，货号：Ｎ０７５６，Ｌｏｔ
＃０４９ｋ１６１３ｖ；αＳＭＡ免疫组化检测试剂盒及 Ｍａｙｏｒ
苏木素均为武汉博士德生物工程有限公司产品；Ｍ
ＭｕＬＶ反转录酶和 ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
（ＭＢＩ）公司；２×ＰＣＲＴａｑＭｉｘ购自北京美莱博医学
科技有限公司；琼脂糖购自西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；
ＤＥＰＣ购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司。
１１３　主要仪器　ＬＥＩＣＡＲＭ２１３５组织切片机：德
国莱卡公司；ＯｌｙｍｐｕｓＬ３４００９９光学显微镜：日本奥
林巴斯公司；ＬＥＩＣＡＱ５００ＩＷ图像分析仪：德国莱卡
公司；ＴａｋａｒａＴＰ６００型梯度 ＰＣＲ仪：日本 Ｔａｋａｒａ公
司；Ｈ１６５０Ｗ台式微量高速离心机：长沙湘仪离心机

仪器有限公司；电泳槽、电泳仪及凝胶紫外分析仪：

北京君意东方电泳设备有限公司。

１２　方法
１２１　动物分组、造模及给药方法　将７５只ＳＤ大
鼠随机分为 ５组，分别为正常组 １２只，模型组 １８
只，抗纤抑癌组１５只，鳖甲软肝组１５只，秋水仙碱
组１５只。所有大鼠在同一个条件下饲养，实验期间
各组大鼠自由摄水、摄食。适应性喂养１周后，按我
们前期研究方法予造模给药［６］：除正常组以外的各

组均以ＤＥＮ（７０ｍｇ／ｋｇ）按１ｍＬ／１００ｇ的剂量灌胃，
正常组大鼠按１ｍＬ／１００ｇ的剂量给予生理盐水灌
胃，每周１次，连续１４周。造模开始后，正常组及模
型组大鼠给予生理盐水灌胃，其余各组大鼠分别给

予相应药物灌胃，给药剂量相当于临床用量的７倍
剂量，按１ｍＬ／１００ｇ的体积灌胃，１次／ｄ，连续给药
１４周。
１２２　取材　最后一次给药后禁食１２ｈ，１０％水合
氯醛麻醉，迅速摘取大鼠右前叶部分肝组织。一部

分肝组织置于４％多聚甲醛溶液中准备石蜡切片行
苏木素伊红染色和免疫组化，另一部分肝组织快速
置于液氮中备实时荧光定量ＰＣＲ检测用。
１２３　免疫组化　按照 ＳＡＢＣ试剂盒使用说明书
检测大鼠肝脏 αＳＭＡ的表达水平，利用 ＬＥＩＣＡ
Ｑ５００ＩＷ图像分析仪进行图像采集和处理。随机选
取５个视野（４００倍），测阳性着色面积百分比 ＝阳
性着色面积／肝组织面积×１００％。所有结果均用均
值加减标准差表示。

１２４　实时荧光定量 ＰＣＲ　Ｔｒｉｚａｌ法提取总 ＲＮＡ，
琼脂糖凝胶电泳检测提取 ＲＮＡ的完整性。ＲＮＡ反
转录为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板行实时荧光定量ＰＣＲ
反应，检测 ＨＧＦ和 ｃＭｅｔ的 ｍＲＮＡ与 βａｃｔｉｎ（管家
基因）的扩增效率的一致性，优化反应条件。将优化

后的ＰＣＲ反应体系置于 ＳＬＡＮ荧光定量 ＰＣＲ仪中
行ＰＣＲ扩增：９５℃５ｍｉｎ预变性，９５℃１５ｓ→５８℃
２０ｓ→７２℃ ２０ｓ（荧光检测），共３０个循环，终反应
于７２℃延伸 ５ｍｉｎ。ＨＧＦ引物：上游：５ＴＴＧＧＴＧ
ＧＡＣＧＡＴＧＡＣＡＣＧＴＧ３； 下 游：５ ＧＴＧＴＣＴＣ
ＣＣＡＡＧＡＴＧＴＣＣＡＴＧ３，产物长度为 ２５１ｂｐ。ｃＭｅｔ
引物：上游：５ＧＣＴＣＧＧＣＴＣＴＡＴＣＧＴＴＴＴＣＧ３；下游：
５ＡＡＡＡＣＣＴＡＧＣＡＣＡＣＴＣＧＣＡＧ３，产物长度为２８９
ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物：上游：５ＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡ
ＣＡＴＣＣＧ３；下 游：５ＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧ
ＧＴＧ３，产物长度为２８２ｂｐ，以上引物均由北京擎
科生物工程有限公司合成。采用比较循环阈值法

·７１３１·世界中医药　２０１５年９月第１０卷第９期



（２△△Ｃｔ）分析样本中 ＨＧＦ和 ｃＭｅｔ的 ｍＲＮＡ相
对含量。

１２５　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统
计分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多个
均数间比较采用单因素方差分析。

２　结果
２１　一般情况　实验过程中正常组大鼠一般状况
良好，模型组大鼠予ＤＥＮ灌胃第３周以后开始出现
毛色枯皱，不爱活动，易激惹，进食和饮水减少，尿

黄，体重增加缓慢；各治疗组大鼠也有类似表现，但

程度较模型组轻。第１２周起造模各组开始出现死
亡，至实验结束，模型组死亡６只，抗纤抑癌组死亡２
只（其中１只是因第２周时给药不慎致死），鳖甲软
肝组死亡４只，秋水仙碱组死亡４只。
２２　肝组织病理　ＨＥ染色显示正常组大鼠肝细胞
束排列整齐，呈单行放射状排列在中央静脉周围，未

见变性、坏死及纤维增生改变，肝窦无狭窄。模型组

大鼠肝索排列紊乱，在门脉区有大量的结缔组织增

生，胶原纤维增生明显，广泛假小叶形成，可见大量

肝细胞异型增生灶及异型增生结节，肝细胞大小不

等，核仁明显，细胞核具有多形性，核浆比增高。与

模型组相比，抗纤抑癌组在肝细胞变性坏死、结缔组

织增生程度及肝细胞异型增生灶和异型增生结节数

目上均明显减轻轻；而鳖甲软肝组、秋水仙碱组大鼠

的情况介于两者之间。

表１　αＳＭＡ阳性灶面积比（％）

组别 例数 αＳＭＡ（％）

正常组 ８ 
模型组 ８ ２６１１±５９４

抗纤抑癌组 ８ １７０３±６１６

鳖甲软肝组 ８ １９０３±２２３

秋水仙碱组 ８ ２２３７±２７４△

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与抗纤抑癌组比

较，△Ｐ＜００５。

２３　免疫组化结果　在正常组大鼠的肝组织中，α
ＳＭＡ以阴性表达为主，在中央静脉、汇管区血管平
滑肌及胆管壁肌上皮细胞中可见极少量阳性表达。

除了正常组以外的各组均可见 αＳＭＡ阳性表达，主
要表达在肝细胞胞浆、假小叶纤维带、汇管区较大的

纤维瘢痕、血管壁、内皮细胞、胆管上皮等部位。由

表１可看出，与模型组比较，抗纤抑癌组的 αＳＭＡ
表达量明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），鳖
甲软肝组亦明显下降（Ｐ＜００５），秋水仙碱组亦较
模型组有降低，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；抗
纤抑癌组较鳖甲软肝组、秋水仙碱组表达量低，与秋

水仙碱组比较有统计学意义（Ｐ＜００５），但与鳖甲
软肝组比较无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果　由表 ２可看
出，ＨＧＦｍＲＮＡ的相对表达量在模型组、鳖甲软肝组
及秋水仙碱组中较低，在正常对照组和抗纤抑癌组

中相对较高。与模型组比较，抗纤抑癌方组 ＨＧＦ
ｍＲＮＡ的相对表达量明显偏高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；抗纤抑癌方组与秋水仙碱组比较亦有
统计学意义（Ｐ＜００５），与鳖甲软肝组比较没有统
计学意义（Ｐ＞００５）；模型组、鳖甲软肝组和秋水仙
碱组之间的差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）。抗纤
抑癌方能够显著地提高大鼠肝癌前病变的ＨＧＦｍＲ
ＮＡ的表达。ｃＭｅｔｍＲＮＡ的相对表达量在正常组与
其他各组之间有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＤＥＮ造模
的各组间没有统计学意义（Ｐ＞００５）。ｃＭｅｔｍＲＮＡ
在ＤＥＮ造模的各组中均为低表达。

表２　ＨＧＦ和ｃＭｅｔｍＲＮＡ的相对表达量（珋ｘ±ｓ）

分组 例数 ＨＧＦｍＲＮＡ ｃＭｅｔｍＲＮＡ

正常组 ５ １２５±０５５ ３１２±０６０
模型组 ５ １０２±０２６ １３２±０８３

抗纤抑癌组 ５ １８２±０９７△ １３５±０８４
鳖甲软肝组 ５ １０９±０５４ １３４±０７９
秋水仙碱组 ５ １０２±０２４ ０９２±０７９

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与秋水仙碱组比较，△Ｐ＜００５。

３　讨论
ＨＧＦ是一种具有多种生物学功能的细胞因子，

主要由间质细胞产生，其生物学活性是由其受体 ｃ
Ｍｅｔ蛋白所介导。ＨＧＦ激活ｃＭｅｔ受体后，通过与细
胞内的一些靶蛋白直接作用，可引起包括 Ｒａｓ／
ＭＡＰＫ和 ＰＩ３２Ｋ／ＰＫＢ等信号通路的级联激活，从而
起到调节多种细胞的增殖、分化、形态发生和侵袭运

动等作用［７］。ＨＧＦ在慢性肝病的不同阶段所起到
的作用不同，一般认为在慢性肝病的早中期 ＨＧＦ具
有抗纤维化、治疗肝硬化的作用。有研究表明 ＨＧＦ
通过阻滞ＴＧＦβ和ＰＤＧＦ介导的信号通路起到抗纤
维化的作用［８］；Ｍａｔｓｕｄａ等［９］的研究发现多次注射

ＨＧＦ干预二甲基亚硝胺诱导的肝硬化大鼠，能降低
肝脏的ＥＣＭ水平、增加肝细胞的再生，能改善肝硬
化情况。Ｋｉｍ［１０］和 Ｕｅｋｉ［１１］的相关研究也证实了
ＨＧＦ对肝硬化的治疗效果。

抗纤抑癌方是我院叶永安教授临床上用于防治

肝癌前病变的经验方，具有疏肝健脾、活血化痰功

效，临床应用疗效显著。本实验研究结果表明，从大

鼠一般情况来看，抗纤抑癌方能够改善肝癌前病变
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大鼠的一般情况，提高肝癌前病变大鼠的体重，降低

肝癌前病变大鼠的病死率。从大鼠组织病理来看，

抗纤抑癌方能够减轻肝癌前病变大鼠肝脏的纤维化

程度、减少异型增生结节的数目和体积及减轻肝细

胞的异形程度；从肝癌前病变的免疫组化指标来看，

本实验通过给予抗纤抑癌方灌胃给药，非常显著地

降低大鼠肝脏αＳＭＡ的表达量，表明抗纤抑癌方能
够抑制ＤＥＮ诱导的肝癌前病变大鼠 ＨＳＣ的活化。
ＲＱＰＣＲ的结果表明，抗纤抑癌方能够提高肝癌前
病变大鼠ＨＧＦｍＲＮＡ的表达量。

由上我们可以得出，抗纤抑癌方能够抗纤维化、

延缓肝癌前病变的发生，其作用机制可能是通过调

控ＨＧＦ／ｃＭｅｔ系统，抑制肝星状细胞活化，起到抗
纤维化作用来改善肝脏的微环境，进而延缓肝癌前

病变的进展，具体作用环节仍需进一步研究。
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病学资料。

关于ＭＨＥ的治疗研究，国内中、西医研究均少
见大样本量的长疗程、随机、安慰剂对照研究，疗效

评估方法可比性欠佳。指南对 ＭＨＥ治疗及研究方
面的建议对国内中、西医 ＭＨＥ治疗研究参考意义
较大，如以 ＞６个月的长疗程研究反映治疗方法对
患者认知功能的持续疗效及患者对治疗方法的依从

性；将能反映ＭＨＥ对个人及社会经济负担的经济
疗效比值纳入到疗效评估中；以随机对照队列研究

考察中西医治疗方法对患者 ＯＨＥ发作的预防作用
等。尽管目前指南不推荐常规对 ＭＨＥ患者进行治
疗，但考虑到ＭＨＥ对个人及社会的潜在危害性，以
及伴随慢性肝病进展，ＭＨＥ病情逐步发展的必然
性，采用中医药辨证论治、早期干预 ＭＨＥ具有重要
的现实意义。若在指南相关建议的指导下充分证实

中医药的疗效作用并得到国内和国际认可，或可推

动中医药常规应用于ＭＨＥ的治疗。
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