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Abstract
AIM: To explore the cura t ive e f fec t s o f 
Lanyuzan granules on hepatic fibrosis in 
dimethylnitrosamine (DMN)-induced SD rat 
model and its mechanism.

METHODS: Forty-five female SD rats were ran-
domly divided into six groups: a control group 
(n = 5), a model group (n = 8), three treatment 
groups with different dosage of Lanyuzan gran-
ules (n = 8), and a positive control group (n = 8). 
In the following 30 days, an intraperitoneal injec-
tion of dimethylnitrosamine (DMN) 10 mg/kg 
was performed in five groups every three days, 
except in the control group. On the thirty-first 
day, the five indexes of hepatic function, serum 
concentrations of ALT, AST and ALB, the expres-
sions of a-smooth muscle actin (a-SMA) and ma-
trix metalloproteinase-2 (MMP-2) were measured. 
Moreover, pathological changes were observed 
on liver tissue with HE staining.

RESULTS: In liver fibrosis model group, serum 
concentrations of ALT and AST were significant-
ly higher and concentration of ALB was signifi-
cantly lower (P < 0.05), while significant increase 
in a-SMA expression and significant decrease 
in MMP-2 expression were observed compared 
with the normal group (182.042 ± 0.658 vs 60.879 
± 0.987; 145.612 ± 4.66 vs 74.824 ± 9.004; 16.078 ± 
0.633 vs 28.971 ± 0.443; 161.667 ± 26.766 vs 80.167 
± 10.135; 5.994 ± 1.360 vs 8.270 ± 0.289, all P < 
0.05). Decreased ALT and AST serum concentra-
tions, significantly increased ALB concentration, 
lowered a-SMA expression and elevated MMP-2 
expression in liver tissue, were observed in 
Lanyuzan granules treatment group compared 
with model control group (87.856 ± 8.526, 106.69 
± 0.987, 136.11 ± 0.329 vs 182.042 ± 0.658; 94.208 ± 
2.017, 107.602 ± 20.014, 118.847 ± 5.486 vs 145.612 
± 4.66; 23.412 ± 0.775, 19.653 ± 0.775, 18.635 ± 0.221 
vs 16.078 ± 0.633; 109.958 ± 3.607, 117.833 ± 6.600, 
119.833 ± 6.167 vs 161.667 ± 26.766; 11.610 ± 0.523, 
10.367 ± 0.714 vs 5.994 ± 1.360, all P < 0.05). No 
notable difference was observed between low 
dosage group and model control group. The 
pathological observation showed hepatic fibrosis 
was alleviated markedly.

CONCLUSION: Lanyuzan granules may play a 
part in the alleviation of inflammation and the 
protection of liver by markedly relieving and 
inhibiting the formation of hepatic fibrosis in-
duced by dimethylnitrosamine.
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摘要
目的: 探讨蓝玉簪颗粒对实验性二甲基亚硝
胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的SD大鼠
肝纤维化模型的治疗作用机制.  

方法: SD♀大鼠45只随机分为正常组, 模型组, 
蓝玉簪颗粒高、中、低治疗组, γ-干扰素阳

®

■背景资料
肝纤维化是发展
到肝硬化的必经
阶段, 是所有慢性
肝病晚期并发症
(门脉高压, 腹水, 
肝性脑病等)的共
同病理基础, 并与
肝癌有关. 目前最
积极有效的抗肝
纤维化的治疗措
施是去除病因与
治疗相结合, 预防
肝纤维化的发生, 
抑制肝纤维化进
展与促进肝纤维
化的降解.

■同行评议者
陈 国 凤 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第302医院感染
七科
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性对照组. 除正常组外, 其余各组大鼠均给予
10 mg/kg的剂量腹腔注射DMN, 隔天注射1次, 
连续30 d. 第31天, 检测各组大鼠血清中丙氨
酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶
(AST)、白蛋白(ALB)含量; 肝组织匀浆中a-
平滑肌肌动蛋白(a-SMA)、基质金属蛋白酶
-2(MMP-2)的含量. 应用HE染色观察各组大鼠
肝组织病理学变化. 

结果: 模型组大鼠血清中ALT、AST明显升高, 
ALB明显降低; 肝组织匀浆中a-SMA明显增
加、MMP-2降低, 与正常组比较有显著性差
异(182.042±0.658 vs  60.879±0.987; 145.612
±4.66 vs  74.824±9.004; 16.078±0.633 vs  
28.971±0.443; 161.667±26.766 vs  80.167
±10.135; 5.994±1.360 vs  8.270±0.289, 均
P <0.05); 蓝玉簪颗粒治疗组与模型组比较, 血
清ALT、AST降低, ALB增加; a-SMA降低, 
肝组织中MMP-2水平升高(87.856±8.526, 
106.69±0.987, 136.11±0.329 vs  182.042
±0.658; 94.208±2.017, 107.602±20.014, 
118.847±5.486 vs  145.612±4.66; 23.412±
0.775, 19.653±0.775, 18.635±0.221 vs  16.078
±0.633; 109.958±3.607, 117.833±6.600, 
119.833±6.167 vs  161.667±26.766; 11.610
±0.523, 10.367±0.714 vs  5.994±1.360, 均
P <0.05), 小剂量组与模型组MMP-2水平比较, 
差异无统计学意义. HE染色观察肝组织纤维
化分级和积分明显改善.

结论: 蓝玉簪颗粒可减轻肝脏炎症, 保护肝脏功
能, 减轻或抑制DMN诱导的肝纤维化的形成.

关键词: 蓝玉簪颗粒; 二甲基亚硝胺; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化是肝脏内纤维结缔组织异常增生, 细
胞外基质过度沉积的病理过程, 是慢性肝损伤

向肝硬化甚至原发性肝癌发展的中间环节[1]. 近
年来随着对肝纤维化形成、发生机制的不断深

入研究发现, 肝纤维化是可以逆转的[2-5]. 蓝玉簪

颗粒是由蓝玉簪、三七总苷等多种成分组成的

抗肝纤维化中药复方. 本研究通过建立二甲基

亚硝胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠

肝纤维化动物模型, 对大鼠血清中丙氨酸氨基

转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、白

蛋白(ALB)的含量; 大鼠肝组织匀浆中a-平滑肌

肌动蛋白(alpha-smooth muscle actin, a-SMA)、
基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, 
MMP-2)的含量进行测定, 以及观察肝纤维化

大鼠的肝组织病理切片的变化, 从减轻肝内炎

症、抑制肝星状细胞(hepatic star celll, HSC)激
活和促进胶原的降解方面探讨蓝玉簪颗粒在慢

性肝损伤、肝纤维化中的防治作用及作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀SD大鼠45只, 体质量180-200 g. 由中

国人民解放军第四军医大学实验动物中心提

供, 二级动物. 蓝玉簪颗粒为中国人民解放军第

四军医大学研制; 蓝玉簪颗粒大、中、小剂量

组分别为4、2、1 g/kg. γ-干扰素由中国人民解

放军第四军医大学生物技术中心赠送. 二甲基

亚硝胺为天津市化学试剂研究所产品. ALT、
A S T、A L B试剂盒为南京建成生物制品公司

产品. a-SMA、MMP-2抗体为美国Adlitteram 
Diagnostic Laboratories, Inc公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 实验动物处理: 将45只SD大鼠随机分为6
组, 除正常组5只外, 其余各组均为8只. 正常组: 
予ip生理盐水. DMN模型组: DMN 2 mL/(kg·d)ip, 
隔天注射1次, 连续30 d. 每天称质量1次, 根据体

质量调整DMN用量[6]. 蓝玉簪颗粒治疗组(大、

中、小剂量组)和阳性对照组(γ-干扰素治疗组): 
同模型组方法造模. 造模之日起, 同时给予蓝玉

簪颗粒ig, 蓝玉簪颗粒治疗组(大、中、小剂量

组)分别为生药4、2和1 g/kg, 阳性γ-干扰素15万
单位/kg肌肉注射, 观察动物的一般情况及死亡

情况. 30 d后于末次给药24 h断颈处死各组大鼠, 
腹主动脉取血, 离心取血清和肝脏组织备用.
1.2.2 血清学测定: 血清肝功能的检测采用752C
型紫外分光光度计完成,ALT、AST及ALB测定

按照试剂盒说明书操作.
1.2.3 肝脏病理学检查: 取右叶肝脏, 以100 g/L
甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋、切片, HE染色

做组织学检查. HE染色后按慢性肝炎分期分级

标准判定肝纤维化程度, 肝纤维化程度(S)0-4级. 
现在最常用的肝纤维化分期、分级标准参考, 
F0期: 无纤维化; F1期: 汇管区纤维增多, 中央区

及小叶内局限性纤维化; F2期: 汇管区周围纤维

化, 纤维间隔少量形成, 但小叶结构完整; F3期: 
纤维间隔形成伴有小叶结构紊乱, 无肝硬化; F4
期: 早期肝硬化[7]. 
1.2.4 肝组织a-SMA、MMP-2用ELISA法测定: 

■研发前沿
到目前为止, 国内
外学者在HF防治
药物方面的研究
已经在实验动物
模型上取得了重
要的进展, 研究思
路和药物靶点也
比较明确, 但是从
临床治疗来评估, 
HF防治药物研究
并未取得重大的
突破性进展.
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取肝在冰水中制成100 g/L匀浆, 按照试剂盒说

明书操作, 用酶标仪测定结果.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行数

据分析. 计量资料用mean±SD表示, 经方差齐性

检验后用方差分析, 组间均数比较用t检验. 计数

资料用秩和检验.

2  结果

2.1 一般状况 ip DMN第2周动物出现乏力、反

应迟钝、嗜睡、皮毛皱而不洁、进食减少、腹

泻、尿黄、个别大鼠趾甲易出血, 造模结束时5
只大鼠出现腹水. 模型组死亡2只; 蓝玉簪颗粒

治疗组有所改善, 大鼠活动好, 毛色有光泽, 小
剂量组死亡1只; 阳性对照组死亡1只.
2.2 血清学指标的改变 与正常组比较, 模型组

血清ALT和AST均明显增高, ALB明显降低, 差
异有显著性(P <0.05); 蓝玉簪颗粒能降低ALT、
AST, 增加ALB含量, 与模型组比较差异有显著

性(P <0.05, 表1).
2.3 肝脏病理形态改变 肉眼观察, 模型组与蓝玉

簪颗粒治疗组(小剂量组)颜色灰白, 质较硬. HE
染色后光镜下观察, 正常组大鼠HE染色肝细胞

结构清楚多成单核, 无细胞变性、坏死; 肝板条

索状以肝小叶中央静脉为中心成放射样排列, 
肝板间有少许极为纤细的网状纤维包绕肝窦, 
门脉区少有纤维分布. 模型组大鼠HE染色见肝

组织结构部分破坏、肝细胞普遍变性、水样变

性甚至气球样变性, 还可见程度、范围不等的

肝细胞坏死; 肝板排列紊乱, 部分肝小叶失去正

常结构; 汇管区大量胶原沉积, 可见相互连接的

纤维分隔重新分割肝小叶; 有较明显纤维组织

增生, 甚至有部分区域有早期肝硬化表现. 蓝玉

簪颗粒治疗组(大、中剂量组)在汇管区有胶原

沉积, 胶原染色显示结缔组织增生程度较模型

组减轻, 脂肪变性轻微; 蓝玉簪颗粒治疗组(小剂

量组)肝组织灶性破坏, 肝细胞变性、肝纤维化

较模型组稍微. 阳性对照组肝组织灶性破坏, 肝
细胞变性、肝纤维化较模型组稍微(表2).
2.4 肝组织a-SMA与MMP-2表达情况 ELISA
分析结果: 正常组a-SMA和MMP-2的阳性表达

很少, 甚至是阴性; 与其比较, 模型组的a-SMA
阳性表达明显增高(P <0.05), MMP-2表达很少

(P <0.05). 与模型组比较, 蓝玉簪颗粒治疗组的

a-SMA的表达量减少(P <0.05), MMP-2的表达量

增加(P <0.05, 表3).

■创新盘点
本研究中新发现: 
蓝玉簪和三七总
苷联合应用, 可减
轻肝脏炎症, 保护
肝脏功能, 减轻或
抑制DMN诱导的
肝纤维化的形成.

表 1 各组大鼠肝功能结果的比较 (mean±SD)

     
分组      n                    ALT(U/L)                  AST(U/L)                          ALB(g/L)

正常组     5 60.879±0.987          74.824±9.004 28.971±0.443

模型组     6         182.042±0.658a        145.612±4.66a  16.078±0.633a

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组    8 87.856±8.526ac          94.208±2.017ac 23.412±0.775ac

    中剂量组    8 106.69±0.987ac        107.602±20.014ac 19.653±0.775ac

    小剂量组    7 136.11±0.329ac        118.847±5.486ac 18.635±0.221ac

阳性对照组    7 90.879±0.987ac          97.114±11.357ac 20.984±0.313ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表 2 各组大鼠肝纤维化程度分级比较

     
分组                 n

      肝纤维化分级(n )

               S0        S1       S2       S3       S4

正常组     5        5        0        0        0        0

模型组a     6        0        0        1        2        3

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组d    8        0        4        2        1        1

    中剂量组d    8        0        3        3        1        1

    小剂量组d    7        0        3        2        1        1

阳性对照组d    7        0        4        2        1        0

aP<0.05 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

表 3 各组肝匀浆a-SMA和MMP-2的检测结果 (mean±SD)

     分组                 n        a-SMA(ng/mL)      MMP-2(ng/mL)

正常组               5      80.167±10.135     8.270±0.289

模型组               6    161.667±26.766a    5.994±1.360a

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组             8    109.958±3.607ac   11.610±0.523ac

    中剂量组             8    117.833±6.600ac   10.367±0.714ac

    小剂量组             7    119.833±6.167ac     6.603±0.334a

阳性对照组             7    104.917±9.546ac   13.501±0.361ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.
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3  讨论

据流行病学调查: 我国是病毒性肝炎高发区, 仅
乙型肝炎病毒携带者就达1.3亿, 其中约有3000
万以上的慢性肝炎患者, 每年还有50-100万的新

发病例, 其中肝纤维化发生的年增长率为13.3%, 
25%-40%肝纤维化患者可进展为肝硬化, 有的

最终形成肝癌[8]. 肝纤维化形成机制复杂, 影响

因素多, 因此研制和开发安全、有效的抗肝纤

维化的药物成为迫在眉睫的任务. 目前疗效确

切、不良反应少的抗纤维化的西药很少. 近些

年来的研究表明, 中药在抗肝纤维化的治疗中

具有明显的优势, 我们通过前期的实验研究发

现, 中药复方蓝玉簪颗粒可减轻肝组织中脂质

过氧化反应, 清除氧自由基并抑制其生成, 并削

弱炎症反应, 减少炎症细胞的渗出, 在肝纤维化

形成的早期起到预防、治疗作用. 
DMN具有较强的肝毒性, 通过腹腔内向大

鼠体内注射DMN, 很快致肝细胞损伤, 使肝组织

发生明显的出血性坏死并伴有剧烈的炎症反应, 
可激发HSC的活化, 产生包括大量胶原成分在

内的细胞外基质, 长期反复注射会导致进行性

的肝纤维化乃至肝硬化, 伴有慢性肝功能障碍. 
DMN诱导的大鼠肝纤维化模型, 其病变具有进

展性、短期内不易自发恢复的特点, 是观察抗

肝纤维化药物治疗效果的最佳模型[9]. 因此, 我
们建立了DMN肝纤维化模型, 以观察蓝玉簪颗

粒防治肝纤维化的疗效并初步探讨其发生机制.
 现代研究认为, 肝星状细胞(hepatic stellate 

c e l l, H S C)是肝纤维化细胞机制的重要环节. 
活化的HSC是细胞外基质(extralelluar matrix, 
ECM)成分主要的细胞来源[10-15]. 正常时HSC处
于静止状态, 其代谢和功能不活跃. 但在病理情

况下, HSC不仅发生形态改变, 而且表现出明显

增殖、分泌细胞因子、合成大量ECM和产生蛋

白降解酶等功能变化, 这一系列变化被称为活

化[16-19]. 活化的HSC产生ECM, 细胞发生功能和

■应用要点
本研究运用二甲
基亚硝胺诱导大
鼠 肝 纤 维 化 ,  对
大 鼠 肝 组 织 中
的a-平滑肌肌动
蛋白(a-SMA)、
基 质 金 属 蛋 白
酶-2(MMP-2)的
含量进行测定有
助于进一步研究
肝纤维化的形成
和降解机制, 同时
也有助于阐明补
蓝玉簪颗粒抗肝
纤维化的机制.

图 1 各组动物肝组织切片HE染色结果. A: 正常组; B: 模型组; C: 蓝玉簪颗粒治疗组(大剂量组); D: 蓝玉簪颗粒治疗组(中剂

量组); E: 蓝玉簪颗粒治疗组(小剂量组); F: 阳性对照组.

A B

C D

E F
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表型改变, 转变为表达a-SMA的肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB), 后者合成ECM的能力显

著提高. a-SMA是公认的HSC活化标志[20-23]. 实
验研究显示, DMN致肝损伤后, 血清ALT水平明

显升高, AST水平有升高的趋势, 明显高于正常, 
HE染色观察到肝组织胶原大量沉积, 结果显示

肝纤维化明显, a-SMA有高表达, 大量分布在中

央静脉、汇管区和纤维间隔, 提示DMN有促进

HSC激活并迅速转型表达细胞因子和产生ECM
的作用. 给予蓝玉簪颗粒治疗后, 肝组织纤维化

程度明显减轻, a-SMA表达减弱, 表明蓝玉簪颗

粒能够抑制HSC激活和增殖, 减少胶原合成与沉

积, 达到抗纤维化的作用. 
 肝脏内胶原是肝纤维组织的基本成分, 在

肝纤维化形成过程中细胞外基质合成大量增加, 
而分解代谢相对低下, 是造成其沉积的重要原

因[19,24-26]. 改善分解代谢障碍, 促进胶原降解, 可
能是蓝玉簪颗粒抗肝纤维化的作用机制之一. 
近年来的研究发现, 细胞外基质的胶原可被多

种蛋白酶分解, MMP-2是其中一种已知的蛋白

酶. MMP-2又叫Ⅳ型胶原酶或明胶酶, 主要在造

血肝细胞、Kupffer细胞和窦内皮细胞中合成, 
并以无活性的酶原形式分泌, 随后通过其氨基

端被机体内有机泵裂解后而激活. 活化的Ⅳ型

胶原酶当降解明胶[27-29]. 实验结果显示: 模型组

大鼠MMP-2活性明显低于正常对照组, 病理观

察结果也证实模型组纤维增生严重. 给药4 wk
后, 蓝玉簪颗粒治疗组MMP-2活性上升, 提示蓝

玉簪颗粒可能有提高酶活性, 这有利于肝纤维

化时过多Ⅳ胶原的降解, 从而促进Ⅳ型胶原降

解的功能. 
本研究结果显示: 蓝玉簪颗粒治疗组的大

鼠血清中ALT和AST水平较模型组明显降低, 
ALB水平有所提高, 肝组织匀浆中a-SMA表达

减弱. 模型组大鼠MMP-2活性明显低于正常对

照组, 病理观察结果也证实模型组纤维增生严

重; 蓝玉簪颗粒治疗组MMP-2活性明显上升. 表
明蓝玉簪颗粒具有较好的减轻肝内炎症, 保护

肝细胞功能; 抑制HSC激活和增殖, 减少胶原合

成与沉积; 提高酶活性, 利于肝纤维化时过多Ⅳ

胶原的降解, 促进损伤肝细胞修复的作用, 而达

到预防及治疗肝纤维化的作用, 但是其抗肝纤

维化的机制需要进一步研究. 
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