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　　［摘要］　目的　探讨淫羊藿素延缓大鼠肝硬化进程的作用及可能机制。方法　用不同浓度淫羊藿素处理经ＣＣｌ４损伤
的体外培养大鼠原代肝细胞，测定细胞培养液中ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＭＤＡ浓度、细胞内ＳＯＤ含量及凋亡细胞数量。建立ＣＣｌ４诱导

的大鼠肝硬化模型，用淫羊藿素处理后检测各组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ、ＧＬＢ浓度，并观察大鼠肝组织病理学变化和胶原

蛋白Ⅰ表达情况。结果　ＣＣｌ４损伤可使原代大鼠肝细胞培养上清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和 ＭＤＡ含量以及细胞凋亡率升高，细
胞内ＳＯＤ活性降低。用淫羊藿素预处理后，其培养上清中ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和 ＭＤＡ含量以及细胞凋亡率均明显低于凋亡模型

组和药物载体组，细胞内ＳＯＤ活性则明显高于模型组和药物载体组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１）。体内研究结果显

示，与模型组比较，淫羊藿素处理可降低肝硬化模型大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平，改善肝功能指标（Ｐ＜０．０５）并减少胶原蛋白Ⅰ
沉积，减轻肝硬化程度。结论　淫羊藿素可能通过抗氧化损伤延缓ＣＣｌ４诱导的肝纤维化向肝硬化发展的进程。
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　　肝硬化是严重危害人类健康的常见病之一。目
前认为，氧化应激是肝硬化发生发展的一个重要机
制，它能导致肝细胞损伤、凋亡，进而引起肝组织中
细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）合成超过降
解，ＥＣＭ过度沉积则会导致肝纤维化。在亚洲国家
中草药用于肝硬化治疗的历史悠久，具有明显价值
和优势。淫羊藿是小檗科（Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａｅ）淫羊藿属
（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ）植物的干燥地上部分。淫羊藿苷是淫
羊藿的主要活性成分［１］，而淫羊藿素（ｉｃａｒｉｔｉｎ）是淫
羊藿苷在体内的主要代谢产物之一，属于黄酮类化
合物［２］。已知黄酮类化合物具有抗氧化活性，并且
其羟基化程度是影响抗氧化活性高低的重要因

素［３］。从分子结构看，淫羊藿素酮环母体的两个羟
基取代了淫羊藿苷中的糖苷元，因此具有更强的抗
氧化能力。

　　本研究以ＣＣｌ４诱导的大鼠肝细胞损伤为模型，
研究淫羊藿素对大鼠氧化损伤肝细胞的保护作用，
并通过ＣＣｌ４诱导的大鼠急性肝损伤模型进一步观察
淫羊藿素对大鼠肝硬化进程的影响及可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及实验动物　淫羊藿素（上海友思生
物技术公司）；ＣＣｌ４（常州武卫试剂厂）；丙二醛（ｍａ
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）检测试剂盒（南京建成生物工程研
究所）；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒（江苏碧云天
生物技术研究所）。健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，５～６周
龄，体质量８０～９０ｇ，由中国科学院斯莱克实验动物
中心（上海）培育提供，购自第二军医大学实验动物
中心。

１．２　大鼠原代肝细胞制备、培养及分组处理　参照

Ｉｃｈｉｈａｒａ等［４］的方法制备大鼠原代肝细胞，以每孔

５×１０５／ｍｌ的密度接种于铺有鼠尾胶的２４孔培养
板，培养２４ｈ后分为对照组、凋亡模型组、药物载体
组、淫羊藿素处理组。其中对照组无任何处理。模
型组用含３ｍｍｏｌ／ＬＣＣｌ４的培养基处理细胞２４
ｈ［５］，药物载体组和药物处理组在此基础上分别加入
药物载体二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）
和淫羊藿素。淫羊藿素预处理包括３个不同浓度：

０．１μｍｏｌ／Ｌ、１μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ。处理方法是加
入淫羊藿素培养２４ｈ后，换含３ｍｍｏｌ／ＬＣＣｌ４的培
养基培养２４ｈ，然后取样检测。实验重复３次，每组
均设３个复孔。

１．３　ＣＣｌ４诱导大鼠肝纤维化模型建立及分组处
理　采用ＣＣｌ４腹腔注射建立肝硬化模型［５］，即腹腔
内注射０．０２５ｍｌＣＣｌ４（用橄榄油１６稀释），每周３

次，共８周。对照组以生理盐水及橄榄油（１６，Ｖ／

Ｖ）注射。间隔１周杀死２只大鼠，查看模型建立情
况。如文献［６］报道，ＣＣｌ４腹腔注射４周后出现肝细
胞坏死及炎症反应，并发生间隔纤维化。肝纤维化
特征显现后进行实验。分为３组：对照组、药物载体
组和淫羊藿素处理组，每组８只大鼠。对照组灌胃
生理盐水，药物载体组灌胃橄榄油稀释的ＤＭＳＯ，淫
羊藿素处理组灌胃淫羊藿素。根据不同剂量淫羊藿
素（０．１～１０ｍｇ／ｋｇ）处理的体内预实验结果，选用

１ｍｇ／ｋｇ淫羊藿素剂量给药，３次／周，持续４周。

１．４　生化指标的测定　细胞培养液或大鼠血清

ＭＤＡ、肝细胞ＳＯＤ含量采用分光光度法检测。大
鼠血清丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｎｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）、
天冬氨酸转氨酶 （ｇｌｕｔａｍｉｃｏｘａｌｏａｃｅｔｉｃｔｒａｎｓａｍｉ
ｎａｓｅ，ＡＳＴ）、白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）、球蛋白（ｇｌｏｂｕ
ｌｉｎ，ＧＬＢ）采用 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪
检测。　　　
１．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　分离后的原代大
鼠肝细胞（活力＞９０％）经培养后接种２４孔板，密度
为每孔５×１０５／ｍｌ，培养２４ｈ后分为空白对照组、

ＣＣｌ４ 损伤模型组、药物载体组及０．１、１．０、１０．０

μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素处理组，每组设３复孔，重复３次。
按照ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书处理细胞，荧光显微镜
下观察结果。使用的激发波长为５５０ｎｍ，发射波长
为５７０ｎｍ，此波长下凋亡细胞呈红色荧光。结果判
断：在荧光显微镜下，活细胞核呈弥散、微弱、均匀荧
光，坏死细胞不被着色。凋亡细胞的胞核或胞质内
可见浓染致密的颗粒块状荧光及明显的核型变化。
每张染色图片观察５００个细胞，并计算细胞凋亡率。

１．６　肝组织病理学和胶原蛋白Ⅰ免疫组化检
查　取肝左叶边缘部位的肝组织，１０％甲醛固定、脱
水、石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，光镜下观察肝脏组织
结构的变化。可反映肝纤维化程度的胶原蛋白Ⅰ表
达采用免疫组织化学ＳＰ法检测，胶原蛋白Ⅰ抗体
（工作浓度１２００）和辣根过氧化物酶复合试剂盒分
别购自 Ａｂｃａｍ 和福州迈新生物技术开发有限
公司。　　　
１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件处理
数据，数据以珚ｘ±ｓ表示，行单因素方差分析，检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　淫羊藿素处理可减少受损原代大鼠肝细胞释
放ＡＬＴ、ＡＳＴ　经ＣＣｌ４损伤的原代大鼠肝细胞用淫
羊藿素预处理后，其培养上清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性低
于凋亡模型组，并且在０．１～１０μｍｏｌ／Ｌ间呈剂量依
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赖关系。如图１所示，０．１μｍｏｌ／Ｌ、１μｍｏｌ／Ｌ淫羊
藿素组ＡＬＴ、ＡＳＴ活性与凋亡模型组间差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），１０μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素组与凋亡模
型组间差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结果说明
淫羊藿素可减少ＣＣｌ４损伤大鼠肝细胞释放 ＡＬＴ、

ＡＳＴ。

图１　淫羊藿素预处理对受损原代大鼠肝细胞

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＭＤＡ、ＳＯＤ含量的影响

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴ，ＭＤＡ，ａｎｄＳＯＤｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｐｒｉｍａｒｙｒａｔｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｃａｒｉｔｉｎ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　淫羊藿素处理可抑制受损原代大鼠肝细胞

ＭＤＡ升高，部分恢复ＳＯＤ活性　结果（图１）表明：

与对照组相比，模型组和药物载体组肝细胞培养上
清中 ＭＤＡ 明显升高，细胞内ＳＯＤ活性明显减低
（Ｐ＜０．０５）。结果说明ＣＣｌ４对大鼠肝细胞具有氧化
损伤作用。但淫羊藿素（１～１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理后，
其细胞培养上清中 ＭＤＡ含量低于模型组和药物载
体组，细胞内ＳＯＤ活性则高于模型组和药物载体组
（Ｐ＜０．０５或０．０１）。这说明淫羊藿素对ＣＣｌ４损伤
大鼠肝细胞具有抗氧化损伤作用。

２．３　淫羊藿素处理可减轻受损原代大鼠肝细胞凋
亡　ＴＵＮＥＬ法检测结果（图２）表明：ＣＣｌ４处理大鼠
原代肝细胞可引起广泛的凋亡表现，如胞质减少、体
积变小、核固缩、碎裂、荧光显微镜下反光增强等。
而用淫羊藿素处理后凋亡特征明显减弱。模型组和
药物载体组细胞凋亡率分别为５５．５９％、５９．７３％，

０．１μｍｏｌ／Ｌ、１μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素组细胞
凋亡率分别为２２．２１％、１９．９４％、９．１７％。结果提
示：淫羊藿素（０．１、１μｍｏｌ／Ｌ）处理后肝细胞凋亡数
量显著减少，凋亡率明显低于对照组和药物载体组
（Ｐ＜０．０５），而１０μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素组与模型组和药
物载体组比较，差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结
果表明：淫羊藿素处理可减轻ＣＣｌ４导致的大鼠原代
肝细胞凋亡。

图２　荧光显微镜下观察大鼠原代肝细胞凋亡

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｐｒｉｍａｒｙｒａｔｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＵＮＥＬｍｅｔｈｏｄ）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｄｒｕｇｃａｒｒｉｅｒ；Ｄ：０．１μｍｏｌ／Ｌｉｃａｒｉｔｉｎ；Ｅ：１μｍｏｌ／Ｌｉｃａｒｉｔｉｎ；Ｆ：１０μｍｏｌ／Ｌｉｃａｒｉｔｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　淫羊藿素处理可改善ＣＣｌ４诱导肝纤维化模型
大鼠肝功能　ＣＣｌ４诱导大鼠肝纤维化模型经各种处
理后，血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ、ＧＬＢ指标检测结果如
图３。与正常组相比，模型组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ升高
（Ｐ＜０．０５），血清 ＡＬＢ、ＧＬＢ含量则有小幅降低

（Ｐ＜０．０５）。淫羊藿素处理组肝功能指标较模型组
下降（Ｐ＜０．０５）。淫羊藿素可缓解肝纤维化大鼠血
清转氨酶水平升高，说明淫羊藿素能减轻大鼠肝纤
维化过程中的肝脏损伤。

２．５　淫羊藿素处理可延缓ＣＣｌ４诱导肝纤维化模型
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大鼠肝硬化进程　光镜下对照组和药物载体组可见
肝细胞片状坏死、凋亡，增生的胶原纤维形成纤维分
隔，破坏正常肝小叶，分割、包绕肝小叶，形成明显的
假小叶。淫羊藿素组可见多数肝细胞水肿、脂肪变
性，肝细胞小片状坏死，增生的胶原纤维形成纤维分
隔，与模型组和药物载体组给药前相比，肝组织纤维
间隔明显减少，未见明显的假小叶形成（图４）。免
疫组织化学检查结果显示，与模型组和药物载体组
相比，淫羊藿素组胶原蛋白Ⅰ沉积明显减少（图４）。
结果说明，淫羊藿素处理可延缓ＣＣｌ４诱导肝纤维化
模型大鼠肝硬化进程。

图３　淫羊藿素处理对ＣＣｌ４诱导肝纤维化大鼠肝功能的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｃａｒｉｔｉｎｏｎｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＣＣｌ４
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌ，△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图４　大鼠肝组织切片ＨＥ染色和胶原蛋白Ⅰ染色

Ｆｉｇ４　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅠｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　几乎所有肝病均具有炎症坏死，而炎症坏死可
诱发肝纤维化。肝纤维化持续发展则促进肝小叶结
构改建和假小叶形成，导致肝硬化。纤维组织压迫
血管，引起门脉高压和肝缺血，进而加剧肝细胞坏死
和炎症，如此形成恶性循环［８］。在整个过程中，氧自
由基对肝细胞损伤起重要作用。氧自由基蓄积可引
起严重的细胞功能障碍和死亡，它作用于细胞膜成
分，不但引起相关结构的损伤及通透性改变，而且会
进一步产生脂质自由基、脂质过氧自由基、脂质过氧
化物等，由氧自由基和不饱和脂肪酸相互作用所引
发的这种脂质过氧化反应最终导致细胞死亡或凋

亡［９］。因此，自由基清除剂可保护肝细胞、延缓肝纤
维化进程［１０］。

　　黄酮类化合物基于其独特的结构特点具有清除

氧自由基的功能。在黄酮母核的３位上连有羟基或
其他含氧基团，其中Ｂ环是黄酮类物质抗氧化、清除
自由基的主要活性部位［１１１２］。淫羊藿素属于黄酮类
化合物，具有多酚羟基的化学结构。而酚羟基有很
强的去除自由基的能力，并且在甲氧基存在的情况
下更加明显。淫羊藿素的分子结构恰好符合这一特
点，因此具有较强清除自由基的能力。ＭＤＡ是肝细
胞脂质过氧化的敏感指标，ＳＯＤ是体内清除氧自由
基的主要酶，具有超强的抗氧化作用。因此，ＭＤＡ
含量及ＳＯＤ水平可以分别间接反映组织细胞氧化
性损伤的程度和机体清除自由基的能力。实验结果
显示，０．１～１０μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素处理受损肝细胞可
缓解细胞培养液 ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＭＤＡ含量升高，增
加肝细胞内抗氧化酶ＳＯＤ浓度。并且体内实验也
证明淫羊藿素处理可明显改善受试动物的肝功能和

肝组织中胶原蛋白Ⅰ沉积。这说明淫羊藿素可增强
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肝组织抗氧化酶活性，降低氧化应激的损害，通过调
节肝组织氧化／抗氧化系统的平衡，缓解肝纤维化，
对ＣＣｌ４诱发的肝纤维化有一定的保护作用。ＡＳＴ、

ＡＬＴ是肝功能重要指标，ＡＬＴ主要存在于胞质内，
而ＡＳＴ主要存在于肝细胞线粒体内。当细胞膜受
到脂质过氧化损伤时，胞质内酶类物质容易由内至
外释放，因此通常 ＡＬＴ漏出比 ＡＳＴ多。本实验淫
羊藿素处理组的 ＡＬＴ降低趋势较 ＡＳＴ更为明显。
结果提示淫羊藿素可能对肝细胞膜也具有抗氧化损

伤的保护作用。

　　目前认为，ＣＣｌ４致肝细胞损伤不仅与肝细胞坏
死密切相关，而且与肝细胞凋亡有关［１３１５］。本研究
结果显示，淫羊藿素处理可使肝细胞凋亡数量显著
减少，凋亡率明显低于未处理组和药物载体组。这
表明淫羊藿素处理可抑制ＣＣｌ４所致的大鼠原代肝
细胞凋亡。体内实验发现，对照组与药物载体组可
见肝细胞片状坏死、凋亡，增生的胶原纤维形成纤维
分隔，破坏肝小叶结构，分割、包绕肝小叶，形成明显
的假小叶。淫羊藿素组则可见多数肝细胞水肿、脂
肪变性，肝细胞小片状坏死，增生的胶原纤维形成纤
维分隔，与模型组与药物载体组相比，肝组织纤维间
隔明显减少，未见明显的假小叶形成，并且胶原蛋白

Ⅰ沉积明显减少。因此，可以认为淫羊藿素可延缓
大鼠肝纤维化及肝硬化的进程，甚至推测淫羊藿素
可能具有逆转肝纤维化的药理作用。

　　综上所述，本研究分别从体内、体外实验证实了
淫羊藿素对受损大鼠肝细胞的保护作用，它不仅可
明显降低肝纤维化大鼠模型的血清转氨酶水平，而
且可减缓肝纤维化向肝硬化发展的进程。其可能机
制则包括增加肝细胞内抗氧化酶ＳＯＤ含量、清除自
由基、减轻肝细胞凋亡、改善肝功能等。淫羊藿素具
有多种肝细胞损伤保护作用及可口服给药的便利，
并且提取原料来源丰富，提取工艺较为简单。因此，
其作为一种防治肝纤维化的候选药物值得深入研

究。
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