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摘要　目的：本实验采用用四氯化碳（ＣＣＬ４）诱导的ＳＤ大鼠ＨＦ模型，在大鼠足三里、太冲、阳陵泉这３个穴位上进行刺络

泻血治疗，观察该疗法对ＨＦ模型大鼠肝脏组织形态、肝功能ＡＳＴ、ＡＬＴ及肝纤维化指标ＰＣⅢ、ＣⅣ的影响，从而探索刺血
疗法对于ＨＦ的疗效及其作用机制。方法：ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４０只，雄性，随机分为４组，空白对照组（１０只）、模型
对照组（１０只）、秋水仙碱组（１０只）以及刺血干预组（１０只）。除空白对照组外，其余３组用４０％ ＣＣＬ４（花生油稀释）诱
导ＨＦ模型，为期６周。第６周至第１２周，对空白对照组的大鼠０９％生理盐水皮下注射，２次／周，至１２周；其余３组的大
鼠持续注射４０％ ＣＣＬ４（花生油稀释），模型对照组的大鼠只抓取，不做其他处理，秋水仙碱组同时２２０μｇ／（ｋｇ·ｄ）标准给
予秋水仙碱，５次／周；刺络泻血组同时进行刺络泻血疗法干预，２次／周，至１２周。１２周后，麻醉大鼠并行开腹术，取大鼠
肝左叶小块组织行石蜡包埋、切片，以及Ｍａｓｓｏｎ染色，观察大鼠肝左叶的组织形态学改变；采用 ＥＬｉｓａ法对肝纤维化指标
ＰＣⅢ、ＣⅣ，采用化学法对肝功能指标ＡＳＴ、ＡＬＴ进行定量检测。结果：１）肝脏组织形态改变：对切片分析后可见生理盐水
对照组肝小叶结构完整，汇管区周围存在少量染色；模型组肝小叶消失，纤维架桥出现，形成肝纤维化；秋水仙碱组和刺血

干预组肝纤维化程度明显比造模组减轻，但比空白对照组严重，说明秋水仙碱组和刺血干预组干预均有效。２）肝功能情
况：比较于模型对照组，刺血干预组ＡＳＴ、ＡＬＴ含量显著降低（Ｐ＜００５），秋水仙碱组ＡＳＴ含量降低（Ｐ＞００５），而ＡＬＴ含
量显著降低（Ｐ＜００５）；提示刺血疗法可显著降低血清ＡＳＴ、ＡＬＴ的含量。３）对肝纤维化指标ＰＣⅢ、ＣⅣ的影响：比较于模
型对照组，秋水仙碱组和刺血干预组ＰＣⅢ、ＣⅣ的含量下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）提示刺血疗法可以显著降低ＰＣ

Ⅲ、ＣⅣ的含量。
关键词　肝纤维化；刺络泻血；Ⅲ型前胶原；Ⅳ型胶原
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　　肝纤维化（ＨｅｐａｔｉｃＦｉｂｒｏｓｉｓ）是慢性肝病向肝硬
变以及肝癌的发展必经阶段，在肝纤维化发展的后

期会严重影响患者的生命质量，如果继续恶化，甚至

危及生命。我国长期以来都占据着肝病大国的位

置，根据２００８年调查的数据显示，全球大约有 ３５
亿乙肝病毒感染者，中国大约有 １２亿，占总数的
３４３％，占我国人口总数的 ９８％［１］。慢性乙型肝

炎发展为肝纤维化，只需要２～６年的时间，慢性乙
型肝炎患者中约１０％～１５％的人可能会在５～１０年
内发展为肝纤维化，从而导致肝硬化。此外，急性丙

肝的危害也较大，２００７年世界卫生组织公布数据表
明，全球约有１７亿人感染丙型肝炎病毒，包括肝硬
化或肝癌；我国 ＨＣＶ的感染率约为３２％［２］。２００９
年报告的发病人数在短短６年时间内竟然达到是
２００３年发病人数的６倍多。多项研究表明，肝纤维
化经过治疗后可以发生逆转化。因此，提早预防和

干预肝纤维化的形成，对各种慢性肝病的治疗具有

重要意义。现代医学治疗肝纤维化的手段，主要从

肝纤维化发生的各个途径抑制纤维化的发生和发

展，但是在治疗肝纤维化的过程中，不仅需要长期服

药，而且会有较大经济负担，因此，有必要寻求一种

更为安全有效、经济、无不良反应的治疗方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级健康雄性ＳＤ大鼠４４只，体重
（２００±２０）ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限公
司提供，许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。在２级动
物室（北京中医药大学实验针灸动物室：室温２２℃，
相对湿度４５％）清洁条件下喂养。
１１２　药物　四氯化碳（分析纯，国药集团化学试
剂有限公司，生产批号：２０１３０３２６）；秋水仙碱（国药
集团化学试剂有限公司，生产批号：４４１５０１０１５０）；花
生 油 （鲁 花 集 团 有 限 公 司，生 产 批 号：

６９１６１６８６１６３０）。
１１３　试剂与仪器　甲醛溶液（分析纯，北京鼎国

昌盛生物技术有限公司，生产批号：２０１３０９０７）；磷酸
氢二钠（北京鼎国昌盛生物技术有限公司，生产批

号：２０１４０３１０）；磷酸氢二钠（北京鼎国昌盛生物技术
有限公司，生产批号：２０１４０３１０）；１０％水合氯醛（北
京中医药大学生理教研室配制）；７５％酒精（北京梦
怡美商贸中心）；０９％氯化钠溶液（江苏强生生物科
技有限公司）；试剂盒：ＡＬＴ、ＡＳＴ生化试剂盒，由北
京中医药大学科研中心提供；离心机（３Ｋ１８Ｓｉｇｍａ）；
全自动生化分析仪（迈瑞 ＢＳ２２０）；ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６
图像分析系统（北京中医药大学科研中心提供）；

ＡｎｙｍｉｃｒｏＤＳＳＴＭ图像采集系统（北京中医药大学科
研中心提供）；电子秤（ＨＯＣＫＹＡＤ０５）；小号三棱针
（北京中研太和医药有限公司２０ｍｍ×５７ｍｍ）；移
液枪（北京中医药大学针灸推拿机能实验室提供）。

１２　实验方法
１２１　分组与模型制备　采用随机数字表法将４４
只大鼠随机分为２组，空白组１２只，模型组３２只。
参考王伟明［３］、周贤［４］的造模方法，即在大鼠颈后皮

下注射经过花生油稀释的４０％ ＣＣＬ４。使用该造模
方法对３６只大鼠造模。６周后随机选取２只模型组
大鼠，２只空白组大鼠进行肝脏病理切片观察，以保
证造模成功。最终纳入数据统计的是空白组１０只，
模型组３０只。然后将模型组大鼠随机分为模型对
照组，刺血干预组及秋水仙碱组，每组１０只。
１２２　干预方法　全部大鼠适应性喂养１周后，空
白组：常规饲养，０９％生理盐水皮下注射，２次／周，
至１２周，第６周后只抓取，其他不做任何处理；模型
对照组：皮下注射经过花生油稀释的 ４０％ ＣＣＬ４６
周，２次／周，第６周后只抓取，不做其他处理，至１２
周；刺血干预组：皮下注射经过花生油稀释的４０％
ＣＣＬ４６周，２次／周，同时足三里、阳陵泉、太冲刺血，
出血量为０２５～０４ｍＬ（换算公式为出血量 ＝体重
×７４％×２％）［５１０］，２次／周，至１２周；秋水仙碱组：
皮下注射经过花生油稀释的４０％ ＣＣＬ４６周，２次／
周，同时２２０μｇ／（ｋｇ·ｄ）标准给予秋水仙碱［１１］，５
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次／周，至１２周。
１２３　检测指标与方法　实验进行至第１２周末，
各组大鼠禁食不禁水１２ｈ，使用１０％水合氯醛（３５
ｍＬ／ｋｇ）进行腹腔注射麻醉后，固定于鼠板，开腹后
于腹主动脉取血５ｍＬ，静置２ｈ，在４℃环境下，将
离心机设置３０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，分离上层血
清，移液枪转移血清至 ＥＰ管，－８０℃保存，待用于
ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＰＣⅢ、ＣⅣ的检测；选取肝左叶距边缘约
０５ｃｍ处取１ｃｍ×１ｃｍ×０５ｃｍ大小新鲜肝组织，
投入１０％中性甲醛溶液中固定，用石蜡包埋后切
片，使用ＭＡＳＳＯＮ法染色。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计分析软件，
数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组比较中，若各
组方差齐且数据符合正态分布时用单因素方差分析

检验，组间比较用 ＬＳＤ及 ＳＮＫ检验，方差不齐或非
正态时用 Ｗｅｌｃｈ检验或 Ｎｅｍｅｎｙｉ非参数检验；方差
齐时进行２组独立样本 ｔ检验，方差不齐时采用非
参数检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠肝脏组织镜下形态学变化　Ｍａｓｓｏｎ
染色可直接显示除各组大鼠肝组织的汇管区周围纤

维增生的情况，可直观的判断除正常组之外的各组

大鼠ＨＦ的程度和范围。根据以上Ｍａｓｓｏｎ染色片可
知，正常组大鼠的肝小叶结构完整，仅在汇管区周围

有少许胶原纤维被染色；模型组大鼠肝小叶结构消

失，汇管区周围纤维架桥形成，ＨＦ明显，这就说明造
模成功；与模型组比较，秋水仙碱对照组和刺血干预

组大鼠的 ＨＦ程度明显减轻，但比正常对照组的 ＨＦ
程度严重这说明２组的治疗均有效。见图１。
２２　刺络泻血疗法对各组大鼠肝功能 ＡＬＴ、ＡＳＴ的
影响　造模结束后，与生理盐水对照组同时间比较，
模型组的ＡＳＴ、ＡＬＴ含量显著上升，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；与模型组同时间比较，刺血干预组
ＡＳＴ、ＡＬＴ含量显著降低（Ｐ＜００５），秋水仙碱对照
组ＡＳＴ含量降低（Ｐ＞００５），而 ＡＬＴ含量显著降低
（Ｐ＜００５）；刺血干预组与秋水仙碱对照组比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
２３　刺络泻血疗法对各组大鼠肝纤维化指标 ＰＣ
Ⅲ、ⅣＣ的影响　造模结束后，与生理盐水对照组
同时间比较，模型组的ＰＣⅢ、ⅣＣ含量显著上升，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组同时间比较，
刺血干预组 ＰＣⅢ、ⅣＣ含量显著降低（Ｐ＜００５），
秋水仙碱对照组 ＰＣⅢ、ⅣＣ含量显著降低（Ｐ＜
００５）但刺血干预组与秋水仙碱对照组比较，差异

无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２。

图１　大鼠肝脏病理形态学改变（Ｍａｓｓｏｎ×４００）

表１　各组大鼠ＡＳＴ、ＡＬＴ含量的比较（珋ｘ±ｓ，Ｕ／ｍＬ，ｎ＝１０）

组别 ＡＳＴ ＡＬＴ

空白对照组 １６１５±３３８ ２０５９±６０８
模型对照组 ２９９２±５４２ ３３０６±６６９

刺血干预组 ２４２８±３８８△ ２７３５±５３△

秋水仙碱组 ２３４±４８４ ３０３４±４２１△

　　注：与正常组同时间点比较，Ｐ＜００５；与模型组同时间点比

较，△Ｐ＜００５

表２　各组大鼠ＰＣⅢ、ⅣＣ的比较（珋ｘ±ｓ，Ｕ／ｍＬ，ｎ＝１０）

组别 ＰＣＩＩＩ ＰＣＩＶ

空白对照组 ６５８６±２６４６ ４６１±１４７８
模型对照组 １２２７６±６０１ ９７１５±２５１５

刺血干预组 ８２６７±２８５７△ ４９７８±１１３３△

秋水仙碱组 ８３７０±２７６２△ ４８４６±１５７４△

　　注：与正常组同时间点比较，Ｐ＜００５；与模型组同时间点比

较，△Ｐ＜００５

３　讨论
目前，国内外临床诊断 ＨＦ的“金标准”是肝活

检组织病理学检查，但是每次肝穿刺取出的肝组织

体积仅占全部肝肝组织的１／５００００，而肝纤维化在
肝内发生的部位不同，因此一次肝穿刺具有偶然性

不稳定性，并从而造成误诊因此强调肝活检时要有

以下２个标准：首先，肝脏组织穿刺标本的直径至少
要达到１５ｍｍ；其次，肝脏组织穿刺取出的标本要包
含６个以上的汇管区，且Ｂｅｄｏｓｓａ［１２］建议肝穿刺获得
肝组织时要不应少于２５ｍｍ。

本实验对不同组别的大鼠的 Ｍａｓｓｏｎ染色切片
观察和分析得知，刺络泻血疗法有效地减轻了四氯

化碳诱导的肝纤维化大鼠模型的肝脏组织形态学改
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变的程度。Ｍａｓｓｏｎ染色切片，模型对照组大鼠的肝
脏组织学形态改变明显，已经形成了肝纤维化；模型

对照组大鼠的肝小叶结构消失，并在汇管区周围形

成纤维架桥。将刺络泻血组和秋水仙碱组与模型对

照组的Ｍａｓｓｏｎ染色切片比较可见，刺络泻血组和秋
水仙碱组大鼠的肝脏病变程度明显减轻。秋水仙碱

是目前治疗肝纤维化的有效药物之一，以此作为对

照，可以间接证明刺络泻血疗法能够有效治疗肝纤

维化。

３１　刺络泻血对ＰＣⅢ、ＣⅣ的影响　本实验的研究
结果表明，刺络泻血疗法可以有效降低ＰＣⅢ、ＣⅣ在
肝脏组织中的表达，与模型组比较，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。刺络泻血疗法能有效降低 ＣＣＬ４诱
导肝纤维化大鼠ＰＣⅢ、ＣⅣ的含量，其效果与西药秋
水仙碱作用相当，改善肝纤大鼠肝组织病理变化，减

轻肝损伤。

３２　刺络泻血对肝功能指标 ＡＳＴ、ＡＬＴ的影响　
ＡＳＴ、ＡＬＴ的血清活性是最常使用的反映肝细胞损
伤的敏感指标。当肝细胞严重病变、坏死时，线粒体

内释放出ＡＳＴ；当肝细胞变性细胞膜变性、细胞膜通
透性增加时，从细胞内逸出的主要是 ＡＬＴ［１３］；在本
实验研究中，刺血干预组能够降低 ＡＳＴ、ＡＬＴ的含
量，减轻肝损伤与秋水仙碱组比较虽无明显差异，但

效果最优。

目前，肝纤维化的发病机制已经非常明确，即肝

组织中大量沉积无法代谢的胶原纤维，导致肝细胞

转变为纤维细胞。肝纤维化是各种慢性肝病以及病

毒性肝炎和酒精性肝病等重大疾病向肝硬化甚至肝

癌发展的必经阶段。目前，各种研究已经表明肝纤

维化经过适当的治疗后是完全可以发生逆转。因

此，抑制肝脏纤维化的发展，具有重大的现实意义。

近年来，西医的抗肝纤维化药物已达到细胞分

子水平，也有的药物可以通过基因调控肝细胞内信

息的表达，从而在一定程度上治疗肝纤维化。同时，

中医药在抗纤维化的研究中发挥了重要的作用，大

量的中药抗纤维化实验和临床研究为抗纤维化提供

了宝贵的经验，显示出其独特的优越性。

现代医学研究表明刺络泻血疗法可调节血液循

环，加快人体新陈代谢，可刺激骨髓的造血功能，增

多循环血液中的红细胞数量，提升血液含氧量刺血

疗法还可以通过神经体液调节，改善局部微循环，加

快代谢排出血中毒害物质的能力，进而提高人体的

免疫能力。现代研究表明［１４］，刺络泻血疗法可以明

显改善血管内血液的流变状态以及增强体内循环供

血的能力，可以调节人体的凝血系统和抗凝系统，进

而起到调节人体内分泌系统的功能。国外研究发

现［１５］，在治疗遗传性血色沉着病时，运用刺络泻血

疗法可以间接的改善患者的 ＨＦ程度，因此，可以推
断刺络泻血疗法可能是通过综合调整人体的供血功

能以及内分泌功能从而达到有效治疗甚至逆转 ＨＦ
的功能。但是，根据目前的情况来看，我们仍旧需要

加大对刺络泻血疗法的研究，以期进一步探明刺络

泻血疗法治疗ＨＦ的内在机制以及对于 ＨＦ不同程
度的干预效果。只有更多的研究和更多的探索，才

能进一步为临床治疗 ＨＦ提供实验基础，为探索刺
络泻血疗法对于ＨＦ的治疗机理具有重大意义。
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［Ｄ］．北京：北京中医药大学，２０１７．

［８］谭丽，王宁，赵慧玲，等．刺络泻血对高尿酸血症大鼠血尿酸及相

关酶活性的影响［Ｊ］．世界中医药，２０１７，１２（３）：６３１６３５．

［９］战慧敏，赵慧玲，谭丽，等．刺络泻血对高脂血症模型大鼠血脂、

ＮＯ及ＥＴ１影响的研究［Ｊ］．世界中医药，２０１７，１２（５）：１１０１
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［１０］陈子晨，赵慧玲，战慧敏，等．刺络泻血疗法对高血黏度大鼠血清

ｏｘＬＤＬ和ｏｘＬＰ（ａ）的影响［Ｊ］．中医药导报，２０１７，２３（１７）：３５

３７，４７．

［１１］史萌萌，奚胜艳，王彦晖，等．桃红四物汤对肝纤维化小鼠病理性

血管生成相关因子 ＶＥＧＦ、ＫＤＲ与Ｆｌｔ１表达的影响［Ｊ］．中华中

医药杂志，２０１６，３１（２）：４８７４９１．

［１２］ＢｅｄｏｓｓａＰ，ＤａｒｅｇｅｒｅＤ，ＰａｒａｄｉｓＶ，Ｓａｍｐｌｉｎｇｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏ

ｓｉｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００３，３８：１４４９１４５７．

［１３］王宝恩，张定凤．现代肝脏病学［Ｍ］．北京：科学出版社，２００３：

１８２１８４．
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