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［摘要］ 目的 比较五灵胶囊工艺优化前后对四氯化碳（CCl4）诱导的肝纤维化大鼠的保护作用。方法 将 SD 
大鼠随机分为 9 组：对照组，模型组，水飞蓟素阳性药组，五灵胶囊新工艺低（0.25 g/kg）、中（0.5 g/kg）、高（1.0 
g/kg）剂量组，五灵胶囊原工艺低（0.25 g/kg）、中（0.5 g/kg）、高（1.0 g/kg）剂量组，每组 10 只。除对照组外，

其余各组大鼠腹腔注射 40% CCl4（橄榄油配制，剂量为 2 mL/kg），每周 2 次，连续 8 周，构建肝纤维化模型。给药

组于第 2 周开始灌胃给药，持续 6 周。实验结束后称取大鼠肝脏、脾脏湿重并计算脏器指数；检测血清生化指标丙

氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）、白蛋白（ALB）含量和

超氧化物歧化酶（SOD）活性；采用 H-E 染色和 Masson 染色进行肝组织病理结构和纤维化程度观察；应用免疫组织

化学染色检测肝组织中 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）水平；采用 ELISA 测定血清中炎症因子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α
含量；采用 qPCR 法测定肝脏中胶原蛋白（COL）Ⅰ、COL Ⅲ、COL Ⅳ 和 NF-κB mRNA 的相对表达量。结果 五灵

胶囊优化工艺前后均改善了模型大鼠的肝脏病理结构、降低了肝纤维化程度。与模型组相比，五灵胶囊新工艺和原

工艺组大鼠血清中ALT、AST、ALP 和TBA 含量均降低（P＜0.05）；血清中ALB 含量和SOD 活性均升高（P＜0.05）；
肝脏组织中 α-SMA 阳性表达面积均减少（P＜0.05）；血清中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 含量均降低（P＜0.05）；肝脏组

织中 COL I、COL Ⅲ、COL Ⅳ 和 NF-κB 的 mRNA 表达水平均下调（P＜0.05），其中五灵胶囊新工艺组 TBA、α-SMA
和 COL Ⅲ优于原工艺组。结论 五灵胶囊新工艺和原工艺对 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化均具有保护作用，但新工艺

的部分指标优于原工艺。
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肝纤维化是我国常见的慢性肝病，也是肝硬

化、肝癌发展的必经阶段，其早期干预对于肝硬

化、肝癌的防治具有重要意义。目前尚无有效防

治肝纤维化的药物，中药具有多功能、多靶点的作

用特点，用于防治肝纤维化具有显著优势。五灵胶

囊由丹参、柴胡、五味子、灵芝 4 味药材组成，已

收录于《中华人民共和国药典》（2020 版），具

有疏肝、健脾、活血之功效［1］，可用于肝炎、肝纤

维化、肝硬化等肝脏疾病的治疗［2-5］。五灵胶囊原

工艺中的五味子和丹参使用乙醇回流提取 3 次，根

据本课题组前期指纹图谱和含量测定结果，表明多

糖、丹参酸B和五味子醇甲等成分未被充分提取［6］。 
为提升五灵胶囊的疗效，在原工艺的基础上优化提

取工艺，以增加水溶性成分的提取率。本实验旨在

比较五灵胶囊工艺优化前后对大鼠肝纤维化的保护

作用，为其工艺变更和临床应用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物、药品与试剂 90 只 SPF 级雄性 SD
大鼠，体质量（180±20）g，6～8 周龄，由成都

达硕实验动物有限公司提供，动物生产许可证号为

SCXK（川）2020-030。自由摄食及饮水，饲养温

度（21±3）℃，湿度（50±5）%，照明时间为 12 h， 

before and after process optimization. Methods SD rats were randomly divided into 9 groups: control group, model group, 
positive control group (silymarin) and low (0.25 g/kg)-, medium (0.5 g/kg)- and high (1.0 g/kg)-dose of Wuling capsule 
new process and original process groups, with 10 rats in each group. The rat model with liver fibrosis was established by 
intraperitoneal injection of CCl4 solution (dissolved in olive oil, at a dosage of 2 mL/kg), twice a week for 8 weeks except 
control group. The rats in the treatment groups were administered by gavage at the second week for 6 consecutive weeks. At 
the end of the experiment, the wet weights of the rat liver and spleen were examined and the viscera indexes were calculated. 
Serum biochemical indexes (alanine aminotransferase ［ALT］, aspartate aminotransferase ［AST］, alkaline phosphatase ［ALP］, 
total bile acid ［TBA］, and albumin ［ALB］) and superoxide dismutase (SOD) activity were detected. Hematolyxin-eosin 
staining and Masson staining were used to observe the pathological structure and fibrosis degree of liver tissues. The level of 
α-smooth muscle actin (α-SMA) in rat liver tissues was detected by immunohistochemistry. The levels of interleukin (IL)-6, 
IL-1β and tumor necrosis factor α (TNF-α) in serum were determined by enzyme-linked immunosorbent assay. The mRNA 
relative expression levels of collagen (COL) Ⅰ, COL Ⅲ, COL Ⅳ and nuclear factor κB (NF-κB) in the liver were determined by 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Results Both the new and original process groups of Wuling capsule improved 
the liver pathological structure of CCL4-induced hepatic fibrosis rats and reduced the degree of hepatic fibrosis. Compared 
with the model group, the contents of ALT, AST, ALP and TBA in serum were significantly decreased (P＜0.05); serum ALB 
content and SOD activity were significantly increased (P＜0.05); the α-SMA positive area ratio in liver tissues decreased  
(P＜0.05); the contents of serum IL-6, IL-1β and TNF-α were significantly decreased (P＜0.05); and the mRNA expression 
levels of COL Ⅰ, COL Ⅲ, COL Ⅳ and NF-κB in liver tissues were significantly down-regulated (P＜0.05). The experimental 
results of TBA, α-SMA and COL Ⅲ in the new process group were significantly better than those in the original process 
group. Conclusion Both the new technology and original technology of Wuling capsule have protective effects on CCl4-
induced hepatic fibrosis in rats, but some indexes of the new technology are better than those of the original technology group.

［ Key words ］ Wuling capsule; process optimization; carbon tetrachloride; liver fibrosis; anti-inflammation
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(12): 1429-1436］

大鼠适应性饲养 1 周。

五灵胶囊（新工艺，批号 21031；原工艺，批

号 210304）由清华德人西安幸福制药有限公司提

供，水飞蓟素（批号 C16D10H105984）购于上海

源叶生物科技有限公司。

四 氯 化 碳（CCl4， 货 号 20210102） 购 于

天津市天力化学品试剂有限公司；碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP；货号 140320011）、

丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT；
货号 140120014）、天冬氨酸转氨酶（aspartate 
aminotransferase，AST；货号 140220008）、总胆

汁酸（total bile acid，TBA；货号 143221002）、

总蛋白（total protein，TP；货号 140820005）和白

蛋白（albumin，ALB；货号 148320009）检测试剂

盒均购于深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司；超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）检测

试剂盒（货号 20210722）购于南京建成生物工程

研究所；大鼠 IL-6（货号 R210723-003a）、IL-1β
（货号 R210730-007a）和 TNF-α（货号 R210708-
102a）ELISA 检测试剂盒均购于深圳欣博盛生物科

技有限公司。α- 平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle 
actin，α-SMA）抗体（货号 GB13044）由武汉赛

维尔生物科技有限公司提供。
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1.2 实验仪器 BS-330E 全自动生化分析仪（深

圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司），Synergy 
H1 全功能酶标仪（美国 BioTek 公司），Sorvall 
LegendTM Micro 17R 高速冷冻离心机（美国 Thermo 
Scientific 公司），qTOWER2.2 实时荧光定量 PCR
仪（德国 Analytik Jena 公司）。

1.3 五灵胶囊提取工艺 五灵胶囊原工艺参照

2020 版《中华人民共和国药典》［1］。五灵胶囊新

工艺中的柴胡、灵芝、丹参和五味子的配比与原工

艺一样。新工艺［6］中，柴胡粗粉和灵芝加 75% 乙

醇回流提取后，增加了 50% 乙醇回流提取；丹参

和五味子乙醇回流提取 2 次后，增加了 50% 乙醇

回流提取。

1.4 分组、造模及给药 SD大鼠随机分为 9 组：对 
照组、模型组、水飞蓟素阳性药组（0.1 g/kg）、五

灵胶囊新工艺（五新）低剂量组（0.25 g/kg）、五新

中剂量组（0.5 g/kg）、五新高剂量组（1.0 g/kg）、 
五灵胶囊原工艺（五原）低剂量组（0.25 g/kg）、 
五 原 中 剂 量 组（0.5 g/kg） 和 五 原 高 剂 量 组 
（1.0 g/kg），每组 10 只。五灵胶囊临床使用剂量

为 5（粒）×0.35（g/ 粒）×3（次 /d）/60（kg，
成人平均体重）＝0.087 5（g/kg），换算为大鼠用

药剂量：0.087 5（g/kg）×6.25≈0.5（g/kg），故

在本实验中选择 0.25、0.5 和 1.0 g/kg 分别作为五

灵胶囊低、中、高剂量。

分别取五新和五原粉末适量，加水配成 25、
50、100 mg/mL 混悬液，分别用作五新和五原低、

中、高剂量组的灌胃药物。取水飞蓟素粉末适量，

加水配成 10 mg/mL 混悬液，用于水飞蓟素阳性药

组的灌胃药物，每组按 10 mL/kg的体积灌胃给药。

模型组和给药组大鼠分别腹腔注射 40% 
CCl4（CCl4 与橄榄油的体积比为 2 ∶ 3，剂量为 
2 mL/kg）［7］，对照组大鼠腹腔注射等量的橄榄油，

每周 2 次（周二、周五），每次注射前称大鼠体重，

计算注射体积，共 8 周。给药组第 2 周开始灌胃

给药，每天 1 次，对照组和模型组大鼠给予等量生

理盐水，连续 6 周。实验期间大鼠自由摄食饮水，

每周记录大鼠体重。大鼠末次给药后，禁食不禁水

12 h，0.3% 戊巴比妥钠（10 mL/kg）腹腔注射麻

醉大鼠，腹主动脉采血，1 200×g 离心 10 min 分离

血清，取部分血清用于生化指标测定，剩余血清于 
－80 ℃保存。采集血样后，完整取出肝脏和脾脏，

用生理盐水清洗后滤纸拭干，称取湿重，按公式

计算脏器指数：脏器指数（%）＝脏器质量 / 体质 
量×100%。取肝脏左叶中部浸泡于 10% 多聚甲醛

溶液中，剩余肝脏组织放于－80 ℃冰箱保存。

1.5 指标检测

1.5.1 肝功能指标 用全自动生化分析仪检测大鼠

血清 ALP、ALT、AST、TP、ALB 和 TBA 水平。

1.5.2 肝组织病理学 剪取大鼠肝组织左叶，以

4% 多聚甲醛溶液固定，石蜡包埋，连续切片，厚 
5 μm，分别进行 H-E 染色和 Masson 染色，于光学

显微镜下观察肝组织病理变化。成像完成后应用

Image-Pro Plus 6.0 软件对 Masson 染色结果进行半

定量分析，分别测量每个视野的胶原纤维面积及对

应视野的组织面积，胶原纤维面积百分比（%）＝

胶原纤维面积 / 组织面积×100%。

1.5.3 免疫组织化学染色检测肝组织中 α-SMA 的
表达 大鼠肝组织切片脱蜡后以 3% H2O2 去除内

源性过氧化物酶，用 0.01 mol/L 枸橼酸抗原修复

液对组织抗原进行微波修复，冷却到室温，加一抗

α-SMA 封闭过夜后滴加二抗（IgG-HRP 多聚体抗

体），室温孵育 1～2 h。PBS 冲洗后，DAB 显色，

中性树胶封片，于光镜下观察。成像完成后应用

Image-Pro Plus 6.0 软件对免疫组织化学染色结果进

行半定量分析，分别测量每个视野的阳性染色面积

及对应视野的组织面积，阳性表达面积比例（%）＝ 

阳性面积 / 组织面积×100%。

1.5.4 血清 SOD 活性检测 按照血清 SOD 检测试

剂盒说明书测定。

1.5.5 ELISA 测定血清中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的

含量 按照 ELISA 试剂盒说明书操作。

1.5.6 qPCR 检 测 采 用 TRIzol（货 号 T9424，
美国 Sigma 公司）法提取大鼠肝脏总 RNA，采

用 NanoDrop One 检 测 RNA 浓 度 和 纯 度。 采 用

PrimeScriptTM RT Master Mix 反 转 录 试 剂 盒（货

号 RR036A，日本 TaKaRa 公司）将 RNA 反转录

为 cDNA，采用 qTOWER2.2 实时荧光定量 PCR
仪 和 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ 试 剂 盒（货 号 
RR820A，日本 TaKaRa 公司）进行 qPCR 扩增。反

应体系 20 μL，内参为 β- 肌动蛋白，根据 2－ΔΔCt 计

算胶原蛋白（collagen，COL）Ⅰ、COL Ⅲ、COL Ⅳ
和 NF-κB mRNA 的相对表达量。引物序列如下：

COL Ⅰ 上游引物序列为 5'-TCCTGGCAATCGTGGT- 
TCAA-3'，下游引物序列为 5'-ACCAGCTGGGCC-
AACATTTC-3'；COL Ⅲ 上游引物序列为 5'-TGG- 
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ACAGATCGTGGTGCTGAG-3'，下游引物序列为 
5'-GAAGGCCAGCTGTACATCAAGGA-3'；COL Ⅳ 
上游引物序列为 5'-GTCCTGTCTGGAAGAGTT-
TA-3'，下游引物序列为 5'-AGCTGTAAGCATTCG-
CGTAG-3'；NF-κB 上游引物序列为 5'-ACGATC-
TGTTTCCCCTCATCT-3'，下游引物序列为 5'-TGC- 
TTCTCTCCCCAGGAATA-3'；β-肌动蛋白上游引物序

列为 5'-TCAGGTCATCACTATCGGCAAT-3'，下游引

物序列为 5'-AAAGAAAGGGTGTAAAACGCA-3'。
1.6 统计学处理 应用 SPSS 19.0 软件进行统计

学分析，符合正态分布的计量资料以 x±s 表示，两

组间比较用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠脏器指

数的影响 结果见表 1。与对照组相比，模型组大

鼠的肝脏指数和脾脏指数均升高（P 均＜0.01）。

与模型组相比，水飞蓟素及五新和五原低、中剂量

组大鼠的肝脏指数均降低（P＜0.05，P＜0.01），

脾脏指数组间差异无统计学意义（P 均＞0.05）。

五新和五原高剂量组大鼠的肝脏指数均高于水飞蓟

素组（P 均＜0.01），五新中、高剂量组大鼠的脾

脏指数均低于水飞蓟素组（P 均＜0.05）。五新和

五原各剂量组间肝脏指数和脾脏指数差异均无统计

学意义（P 均＞0.05）。

2.2 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠血清生

化指标的影响 结果见表 2。与对照组相比，模型

组大鼠血清的 ALT、AST、ALP 和 TBA 含量均升

高（P 均＜0.01）、ALB 含 量 下 降（P＜0.01）。

与模型组相比，五新 3 个剂量组大鼠血清 ALT、
AST 和 TBA 的含量均降低（P＜0.05，P＜0.01）、

ALB 含量升高（P＜0.01），高剂量组 ALP 含量降

低（P＜0.05）。与模型组相比，五原低、高剂量

组大鼠血清 ALT 含量均降低（P 均＜0.05）、ALB
含量升高（P＜0.05，P＜0.01），高剂量组 AST 含

量降低（P＜0.05），中、高剂量组 ALP 和 TBA 含

量均降低（P 均＜0.05）。与模型组相比，水飞蓟

素组的 ALT 和 TBA 含量均降低（P 均＜0.05）、

ALB 含量升高（P＜0.05）。五新高剂量组大鼠血

清 ALP 含量低于水飞蓟素组（P＜0.05）。

表 2 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠血清生化指标的影响

Tab 2 Effects of Wuling capsule on serum biochemical indexes of CCl4-induced hepatic fibrosis rats
n＝10, x±s

Group ALT/(U·L－1) AST/(U·L－1) ALP/(U·L－1) TBA/(μmol·L－1) TP/(g·L－1) ALB/(g·L－1)
Control 36.4±5.0** 132.7±24.8** 116.2±18.1**   17.0±4.7** 51.3±4.8   28.4±1.2**

CCl4 model 135.4±45.3 437.9±149.8 397.2±81.7 144.8±58.9 49.8±5.5 25.8±1.5
Silymarin 93.1±17.4* 322.2±100.7 384.0±62.4    83.4±40.5* 53.3±4.4  27.9±1.4*

WLC-N-L 90.7±34.3* 295.8±78.7* 370.8±116.1     71.3±19.7** 48.1±7.1   27.9±1.4**

WLC-N-M 95.5±21.9* 300.0±68.1* 390.8±54.6     63.8±22.0** 51.3±7.4   28.4±1.2**

WLC-N-H 96.7±19.8* 226.6±61.3** 298.8±56.7*△     54.4±32.7** 51.7±6.5   28.1±1.6**

WLC-O-L 97.6±27.5* 355.6±77.8 391.4±101.1 101.4±45.5 48.2±6.8  27.6±1.0*

WLC-O-M 111.5±35.7 327.4±125.3 289.2±71.3*    70.8±37.6* 48.9±5.8 26.8±2.9
WLC-O-H 94.0±17.1* 259.7±57.9* 302.3±96.7*      94.6±35.7*▲ 50.7±4.4   28.3±1.4**

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling capsule new process low-dose, middle-dose and high-
dose group, respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H indicate Wuling capsule original process low-dose, 
middle-dose and high-dose group, respectively. *P＜0.05, **P＜0.01 vs CCl4 model group; △P＜0.05 vs silymarin group;  
▲P＜0.05 vs Wuling capsule new process group at the same dose. ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; 
ALP: Alkaline phosphatase; TBA: Total bile acid; TP: Total protein; ALB: Albumin. 

表 1 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠

脏器指数的影响

Tab 1 Effects of Wuling capsule on viscera indexes of 

CCl4-induced hepatic fibrosis rats
n＝10, x±s

Group Liver index Spleen index
Control   2.27±0.13**   0.19±0.02**

CCl4 model 3.50±0.32 0.30±0.07
Silymarin  2.88±0.41** 0.31±0.04
WLC-N-L   3.09±0.22** 0.29±0.06
WLC-N-M   3.03±0.32**   0.26±0.03△

WLC-N-H     3.63±0.21△△   0.24±0.05△

WLC-O-L 3.09±0.29* 0.36±0.10
WLC-O-M 2.95±0.40* 0.25±0.11
WLC-O-H    3.43±0.16△△ 0.28±0.04

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling 
capsule new process low-dose, middle-dose and high-dose 
group, respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H 
indicate Wuling capsule original process low-dose, middle-dose 
and high-dose group, respectively. *P＜0.05, **P＜0.01 vs CCl4 
model group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs silymarin group.
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五新中剂量组大鼠血清 ALT、AST、ALB 和

五新低剂量组的 TBA 等指标与模型组相比差异均

有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01），而相应剂量

的五原组差异无统计学意义（P 均＞0.05）；与五

原高剂量组相比，五新高剂量组大鼠血清 TBA 含

量降低（P＜0.05）。

2.3 肝组织病理学检查 大鼠肝脏组织 H-E 染色结

果（图 1）显示，对照组大鼠肝小叶结构正常，肝细

胞排列整齐，中央静脉血管壁清晰可见；模型组大

鼠肝小叶结构紊乱，不同静脉间大量结缔组织增生

并互相连接，形成假小叶结构，伴有炎症细胞浸润，

并可见胆管增生、较多的肝细胞脂肪变性，细胞质

内可见微小的圆形空泡；水飞蓟素组及五新和五原

低、中、高剂量组的肝脏病变程度均轻于模型组。

图 1 大鼠肝脏组织 H-E 染色病理学图片（200×）

Fig 1 Representative pathological images of rat liver 

tissues by H-E staining (200×) 

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling capsule 

new process low-dose, middle-dose and high-dose group, 

respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H indicate 

Wuling capsule original process low-dose, middle-dose and 

high-dose group, respectively. H-E: Hematoxylin-eosin.

大鼠肝脏组织 Masson 染色结果（图 2）显示， 
对照组未见明显胶原纤维增生；模型组大鼠肝

小叶均受到不同程度的破坏，肝细胞排列紊乱，

汇管区、中央静脉、门静脉可见大量胶原纤维增

生。与对照组相比，模型组肝脏胶原纤维面积百

分比增加［（17.2±7.6）% vs （1.1±0.4）%，P＜ 

0.01］，提示肝纤维化造模成功。各给药组的胶原

纤维增生程度较模型组改善，水飞蓟素组，五新

低、中、高剂量组，以及五原低、中、高剂量组的

肝脏胶原纤维面积百分比分别为（6.8±4.6）%、

（8.7±4.7）%、（3.1±1.0）%、（6.5±4.9）%、

（7.7±6.2）%、（7.7±6.2）% 和（6.0±5.8）%，

较模型组减少（P＜0.05，P＜0.01）。水飞蓟素、

五新和五原各剂量组间的肝脏胶原纤维面积百分比

差异无统计学意义（P 均＞0.05）。

图 2 大鼠肝脏组织 Masson 染色病理学图片（200×）

Fig 2 Representative pathological images of rat liver 

tissues by Masson staining (200×) 

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling capsule 

new process low-dose, middle-dose and high-dose group, 

respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H indicate 

Wuling capsule original process low-dose, middle-dose and 

high-dose group, respectively.

2.4 五灵胶囊对肝纤维化大鼠肝脏组织中 α-SMA

表达的影响 免疫组织化学染色结果（图 3）显示，

对照组大鼠肝脏组织中仅见少量棕黄色染色斑点，

α-SMA 阳性表达面积比例仅为（0.6±0.4）%。与

对照组相比，模型组大鼠肝脏组织中棕黄色区域

面积增加，颜色加深，α-SMA 阳性表达面积比例
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［（12.5±4.0）%］增加（P＜0.01）。与模型组比

较，各给药组大鼠肝脏组织中棕黄色区域面积减

少，颜色减轻。水飞蓟素组，五新低、中、高剂量

组，以及五原低、中、高剂量组的 α-SMA 阳性表

达面积比例分别为（5.7±2.7）%、（3.4±3.2）%、

（3.5±1.2）%、（1.8±0.5）%、（2.8±1.5）%、

（4.6±3.0）% 和（6.9±2.5）%，与模型组相比均

减少（P＜0.05，P＜0.01）。与五原高剂量组相比，

五新高剂量组的 α-SMA 阳性表达面积比例减少 
（P＜0.01）。

图 3 大鼠肝脏组织中 α-SMA 表达的免疫组织 

化学染色图片（200×）

Fig 3 Representative immunohistochemical images of 

α-SMA expression in rat liver tissues (200×)
WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling capsule 

new process low-dose, middle-dose and high-dose group, 

respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H indicate 

Wuling capsule original process low-dose, middle-dose and 

high-dose group, respectively. α-SMA: α-smooth muscle actin.

2.5 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠血清

SOD 活性的影响 对照组大鼠血清 SOD 活性为

（121.2±8.8）U/mL；与对照组相比，模型组大鼠

血清 SOD 活性［（108.8±6.3）U/mL］降低（P＜ 

0.01）；与模型组相比，水飞蓟素组，五新低、中、

高剂量组，以及五原低、中、高剂量组的大鼠血清

SOD 活性均升高（P＜0.05，P＜0.01），分别为

（119.3±5.2）、（121.0±2.8）、（121.9±4.1）、

（120.4±10.0）、（119.3±6.7）、（117.6±3.8）、

（121.8±4.8）U/mL。水飞蓟素组、五新和五原

各剂量组间的血清 SOD 活性差异无统计学意义 

（P＞0.05）。

2.6 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠血清

IL-6、IL-1β 和 TNF-α 表达的影响 结果见表 3。

与对照组相比，模型组大鼠血清中 IL-6、IL-1β 和

TNF-α 的含量均升高（P＜0.05，P＜0.01）。与

模型组相比，水飞蓟素组大鼠血清中 IL-1β 含量降

低（P＜0.05）；五新各剂量组大鼠血清中 IL-6 和

IL-1β 含量均降低（P 均＜0.05），五新中、高剂量

组的 TNF-α 含量均降低（P＜0.05，P＜0.01）；五

原各剂量组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α 含量均降低 

（P 均＜0.05），五原低、中剂量组的 IL-1β 含量均

降低（P 均＜0.05）。五原高剂量组大鼠血清中 IL-6

含量及五新中、高剂量组和五原各剂量组的 TNF-α

含量均低于水飞蓟素组（P＜0.05，P＜0.01）。五新

和五原各剂量组间大鼠血清 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的

含量差异无统计学意义（P 均＞0.05）。

表 3 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠血清 IL-6、

IL-1β 和 TNF-α 表达的影响

Tab 3 Effects of Wuling capsule on expression of serum 

IL-6, IL-1β and TNF-α in CCl4-induced hepatic  

fibrosis rats

(pg·mL－1), n＝10, x±s
Group IL-6 IL-1β TNF-α

Control 26.3±10.2** 40.4±8.0** 28.1±4.1*

CCl4 model 128.1±95.2 102.9±55.3 38.2±11.3
Silymarin 69.5±24.4 42.6±9.1* 36.3±4.2
WLC-N-L 52.0±30.6* 58.5±38.5* 32.0±7.6
WLC-N-M 56.6±25.1* 51.7±12.8* 28.6±6.2*△

WLC-N-H 39.4±35.4* 55.7±16.6* 24.6±2.4**△△

WLC-O-L 58.2±34.7* 53.2±13.4* 26.9±6.5*△△

WLC-O-M 44.3±33.6* 60.5±21.0* 28.9±5.2*△

WLC-O-H 31.1±10.6*△△ 59.3±49.8 24.2±4.1*△△

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling 
capsule new process low-dose, middle-dose and high-dose 
group, respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H 
indicate Wuling capsule original process low-dose, middle-dose 
and high-dose group, respectively. *P＜0.05, **P＜0.01 vs CCl4 
model group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs silymarin group. IL: 
Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis factor α. 

2.7 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠肝脏

COL Ⅰ、COL Ⅲ 和COL Ⅳ mRNA 表达的影响 结果 
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见表 4。与对照组相比，模型组大鼠肝脏中 COL Ⅰ、 
COL Ⅲ 和 COL Ⅳ mRNA 的相对表达量均升高 
（P 均＜0.05）。与模型组相比，水飞蓟素组大鼠

肝脏中 COL Ⅰ 和 COL Ⅳ mRNA 相对表达量均降低

（P 均＜0.05）；五新各剂量组大鼠肝脏中 COL Ⅰ、 
COL Ⅲ 和 COL Ⅳ mRNA 相对表达量均降低（P＜ 

0.05，P＜0.01）；五原各剂量组的 COL Ⅰ mRNA
相对表达量均降低（P＜0.05，P＜0.01），五原

中剂量组的 COL Ⅲ mRNA 相对表达量降低（P＜ 

0.05），五原中、高剂量组的 COL Ⅳ mRNA 相对

表达量均降低（P＜0.05，P＜0.01）。五新中、

高剂量组的 COL Ⅲ mRNA 相对表达量均低于水飞

蓟素组（P 均＜0.05），五原低剂量组的 COL Ⅳ 
mRNA 相对表达量高于水飞蓟素组（P＜0.05）。

五新低剂量组的 COL Ⅲ mRNA 相对表达量低于五

原低剂量组（P＜0.05）。

表 4 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠肝脏 

COL Ⅰ、COL Ⅲ和 COL Ⅳ  mRNA 表达的影响

Tab 4 Effects of Wuling capsule on mRNA expression of 

COL Ⅰ , COL Ⅲ  and COL Ⅳ in the liver of CCl4-induced 

hepatic fibrosis rats
n＝10, x±s

Group COL Ⅰ COL Ⅲ COL Ⅳ
Control 0.98±1.06* 1.08±1.23*  1.04±1.04*

CCl4 model 3.49±2.45 3.23±2.30 3.55±2.28
Silymarin 1.28±1.23* 2.69±2.41  1.09±1.19*

WLC-N-L 1.63±1.16* 1.43±0.62*▲  1.94±1.38*

WLC-N-M 0.57±0.67** 1.04±0.87*△  1.33±1.62*

WLC-N-H 0.46±0.50** 0.78±0.59**△   0.65±0.40**

WLC-O-L 1.51±1.20* 2.53±1.32   2.83±1.43△

WLC-O-M 0.63±1.20** 1.41±0.59*   0.68±0.27**

WLC-O-H 0.52±0.45** 1.93±1.74  1.03±0.63*

WLC-N-L, WLC-N-M and WLC-N-H indicate Wuling 
capsule new process low-dose, middle-dose and high-dose 
group, respectively. WLC-O-L, WLC-O-M and WLC-O-H 
indicate Wuling capsule original process low-dose, middle-
dose and high-dose group, respectively. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 
CCl4 model group; △P＜0.05 vs silymarin group; ▲P＜0.05 vs 
Wuling capsule original process group at the same dose. COL: 
Collagen. 

2.8 五灵胶囊对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠肝脏 
NF-κB mRNA 表达的影响 对照组大鼠肝脏中NF-κB 
mRNA 的相对表达量为 0.82±0.59，与对照组相

比，模型组大鼠肝脏中 NF-κB mRNA 的相对表达量

上调（3.00±2.02；P＜0.05，P＜0.01）。与模型

组相比，水飞蓟素组，五新低、中、高剂量组，以

及五原低、中、高剂量组大鼠肝脏中NF-κB mRNA
相对表达量均降低（P＜0.05，P＜0.01），分别为

1.18±0.68、0.88±0.35、0.37±0.40、0.34±0.21、
1.15±0.84、0.32±0.16 和 0.54±0.37。与水飞蓟素

组相比，五新中、高剂量组和五原中剂量组大鼠肝

脏中 NF-κB mRNA 相对表达量降低（P 均＜0.01）。

五新和五原各剂量组间 NF-κB mRNA 相对表达量

差异无统计学意义（P＞0.05）。

3 讨 论

CCl4 可诱导肝损伤模型，单剂量给予 CCl4 可

导致脂肪变性、肝细胞损伤，长期给药可导致肝纤

维化、肝硬化和肝癌。CCl4 诱导的肝纤维化动物

模型具有耗时短、成模率高及其病理组织学变化

与人类肝纤维化相似等特点，已被广泛用于抗肝

纤维化天然药物的研究［8］。本实验采用腹腔注射

40% CCl4 制作肝纤维化大鼠模型，表现为肝脏结构

破坏，肝组织胶原纤维量增加，ALT、AST、ALP
和 TBA 等释放入血，血清含量升高，ALB 含量和

SOD 活性下降，IL-1β、IL-6 及 TNF-α 等炎症因子

含量升高。本实验中五灵胶囊新工艺和原工艺均可

改善模型大鼠肝脏病理改变，降低肝纤维化程度和

模型大鼠血清中的 ALT、AST、ALP 和 TBA 含量

及 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 等炎症因子含量，升高模

型大鼠血清中的 ALB 含量和 SOD 活性，说明五灵

胶囊新工艺和原工艺均对肝纤维化有保护作用。

肝纤维化的本质是肝脏对各种慢性刺激进行

损伤修复时，以胶原蛋白为主要组分的细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）在肝内大量沉积的

病理过程［9］。肝星状细胞（hepatic stellate cell，
HSC）激活和增殖被认为是肝纤维化的本质与核心

步骤，其活化可促进 COL Ⅰ、COL Ⅲ、COL Ⅳ等 
ECM 的产生［10］，抑制 HSC 活化及增殖、诱导 HSC 
凋亡、减少 ECM 沉积均可逆转肝纤维化的发展。

α-SMA 是 HSC 激活的标志物，与 HSC 增殖及肝纤

维化程度呈正相关［11］。本实验肝纤维化模型大鼠

的肝脏结构被破坏，汇管区、中央静脉、门静脉均

有不同程度的纤维组织增生，肝脏组织中 α-SMA 
阳 性 表 达 面 积 增 加，COL Ⅰ、COL Ⅲ 和 COL Ⅳ 

mRNA 表达水平升高。五灵胶囊新工艺和原工艺

干预后，α-SMA 的阳性表达面积较模型组降低，

COL Ⅰ、COL Ⅲ 和 COL Ⅳ mRNA 表达水平降低，
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说明五灵胶囊新工艺和原工艺均可通过抑制 HSC
活化和减少 ECM 沉积症改善肝纤维化。

肝脏受到 CCl4 慢性刺激后出现肝功能障碍，

肝脏代谢功能降低，IL-1β、IL-6 及 TNF-α 炎症因

子释放增多，长期的炎症刺激是导致肝脏纤维化的

重要原因。研究发现，肝纤维化的形成过程与通路

下游的 NF-κB 信号转导因子有关［7,12］。当受到上

游刺激信号脂多糖、TNF-α、IL-1β及 IL-6等作用时，

NF-κB 被激活进入核内启动基因转录，产生并释放

细胞因子，使炎症反应级联放大。本实验考察了五

灵胶囊对肝损伤大鼠肝脏 NF-κB 的影响，发现五灵

胶囊优化工艺前后均可下调NF-κB mRNA的表达，

说明抑制 NF-κB 信号通路可能为五灵胶囊抗肝纤

维化的作用机制。

本实验结果证明五灵胶囊新工艺和原工艺均

具有抗肝纤维化活性，其保护作用可能与降低炎

症、抑制 HSC 活化和减少 ECM 沉积等有关。本实

验中，五灵胶囊的抗纤维化作用未出现明显剂量关

系，如五新和五原低、中剂量组的肝脏指数低于高

剂量组，可能原因为肝脏是主要的药物代谢器官，

高剂量能够有效调控肝纤维化相关基因表达的同

时也因成分复杂加重了肝脏负担。从本实验结果看

出，五新组 ALP、IL-6、TNF-α、COL Ⅲ、NF-κB
等指标低于水飞蓟素组，说明五灵胶囊新工艺在

肝保护、抗炎等方面优于水飞蓟素阳性药组。五

灵胶囊新工艺低、中、高剂量对血清 ALT、AST、
TBA、ALB、IL-1β、COL Ⅲ、COL Ⅳ等指标均有

改善作用，而五灵胶囊原工艺仅部分剂量对上述指

标有改善作用，说明五新组的作用效果优于五原

组。另外，五新组血清 TBA 含量、肝脏 α-SMA 阳

性表达面积比例以及肝脏 COL Ⅲ mRNA 表达量等

指标均低于五原组，也说明新工艺的药效优于原工

艺，提示实际生产中可以考虑用新工艺代替原工艺。
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