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复方肝毒清对二甲基亚硝胺诱导肝纤维化大鼠

肝组织细胞因子表达的影响

张玲1，江远1，何金洋2，聂广3

(1．广州医学院附属深圳沙井医院内一科，广东深圳518104； 2．广州中医药大学热带医学研究所，

广东广州510405}3．深圳市第三人民医院，广东深圳518020)

【摘要】 目的 探讨复方肝毒清对二甲基亚硝胺(DMN)诱导肝纤维化大鼠肝组织转化生长因子一p1

(TGF—B1)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)的mRNA表达的影响。方法采用每周连

续3 d腹腔注射DMN 10 pl／kg共4周制备大鼠肝纤维化模型(70只)，并设对照组(10只)。第2周开始，将70

只模型大鼠按随机数字表法分为模型组、秋水仙碱组、氯化钆(GdCl。)组以及复方肝毒清高、低剂量组，后4组

分别灌胃秋水仙碱0．01 mg／kg、腹腔注射GdCl3 40 mg／kg及灌胃中药复方肝毒清20 g／kg、5 g／kg；对照组及

模型组均灌胃生理盐水10 ml／kg；均每日1次，连用21 d。采用定量聚合酶链反应(PCR)检测肝组织TGF-pI、

iNOS、TNF—a的mRNA表达。结果 中药复方肝毒清不仅能减轻肝组织铁的沉积，抑制胶原纤维的增生，减少

假小叶的形成；而且能不同程度下调TGF—p1、iNOS、TNF—d的mRNA表达，以高剂量组较显著，与模型组比较

差异有统计学意义(TGF一口1 mRNA：6．32士1．19比16．15士2．39，iNOS mRNA：18．73士2．13比43．15士6．39，

TNF—a mRNA：3．69士1．22比8．68士2．13，均P<O．01)。结论铁沉积于库普弗细胞在肝纤维化发生发展过

程中发挥重要作用，复方肝毒清的抗肝纤维化机制可能与其调节体内铁的代谢有关。

【关键词】肝纤维化；库普弗细胞；铁；中医药疗法
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Effects of compound Ganduqing decoction(复方肝毒清)on mRNA expression of cytokine in rats of

N—Nitrosodimethylamine induced liver fibrosis ZHANG Ling’．JIANG Yuan r HE Jin—yang，NIE

Guang．’Department of Internal Medicine，Affiliated Shenzhen Sharing Hospital of Guangzhou Medical

College，Shenzhen 5181 04，Guangdong，China

[Abstract]Objective To investigate the effects of compound Ganduqing decoction(复方肝毒清)on
mRNA expressions of transforming growth factor—p1(TGF—p1)，inducible nitric oxide synthase(iNOS)，

tumor necrosis factor—a(TNF—a)in rats of N—Nitrosodimethylamine(DMN)induced liver fibrosis．Methods

Rat liver fibrosis models were established by DMN intraperitoneal injection at a dose of 10 pl／kg daily，for

3 consecutive dayseach weekfor 4 weeks，andblankcontr019roup(10 rats)was made．Fromthesecondweek，

70 rats for liver fibrosis models were randomly divided into model group，colchicine group，GdCl3 group，

compound Ganduqing high—dose and low-dose groups．Rats of the last four groups were treated by gastric

infusion at the dosage of colchicine 0．01 mg／kg，intraperitoneal injection of GdCl3 40 mg／kg，gastric perfusion

of compound Ganduqing decoction at the dosage of 20 g／kg and 5 g／kg，respectively．The model group and

blank control group were both infused gastrically with normal saline at 10 ml／kg．All groups were treated once

daily for 21 days．Quantitative polymerase chain reaction(PCR)was applied to detect expressions of TGF—B1，

iNOS and TNF—a mRNA．Results Compound Ganduqing not only could reduce iron deposition，prevent the

proliferation of collagen fibers and decrease pseudolobule formation in liver，but also could down—regulate

TGF—B1，iNOS and TNF—a mRNA expressions of liver tissue，which were more considerable in the Ganduqing

high-dose group．Compared with the model group，there were statistical significant differences(TGF—B1

mRNA：6．32士1．19 vs．16．15士2．39，iNOS mRNA：18．73士2．13 vs．43．15±6．39，TNF—a mRNA：3．69士

1．22 vs．8．68士2．13，aU P<O．01)．Conclusion hon deposition in Kupffer cells may play an important role

in the genesis and development of liver fibrosis．Compound Ganduqing can ameliorate liver fibrosis．whose

anti—fibrosis mechanism might be related to Ganduqing regulatory action on iron metabolism of liver tissues．

[Key words]Liver fibrosis；Kupffer eell；Iron；Traditional Chinese medicine therapy

铁沉积与肝纤维化关系密切。有研究认为，巨噬

细胞(库普弗细胞)是铁促进肝纤维化的介导者，肝

星状细胞(HSC)则是效应者[1]。本课题组前期研究

中通过腹腔注射二甲基亚硝胺(DMN)复制SD大

鼠肝纤维化模型，发现铁主要沉积在肝小叶周围，并

且大部分可沉积在细胞外或库普弗细胞中比1。然而
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铁沉积于库普弗细胞到底影响了库普弗细胞的哪些

功能并促进了肝纤维化进展尚不清楚。复方肝毒清

是临床治疗乙型肝炎、肝纤维化的经验方，研究表

明，本方具有抗肝纤维化作用[3]。本实验中通过观察

DMN诱导肝纤维化大鼠肝组织转化生长因子一B1

(TGF—B1)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、肿瘤坏死

因子一a(TNF—a)的mRNA表达变化，以期探明铁沉
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积于库普弗细胞对肝纤维化相关细胞因子表达的影

响及复方肝毒清的干预作用。

1材料与方法

1．1动物模型制备与分组给药：SD大鼠80只，雌

雄各半，体重120～150 g，购于广州中医药大学实验

动物中心，合格证号：0008215。每周连续3 d随机向

70只大鼠腹腔注射用生理盐水配制1：100的

DMN稀释溶液10肛l／kg制备肝纤维化模型，对照

组10只注射等量生理盐水，共4周。于第1周注射

DMN结束后再将70只大鼠按随机数字表法分为

模型组、秋水仙碱组、氯化钆(GdCl。)组以及复方肝

毒清高、低剂量组，每组14只。各给药组分别灌胃秋

水仙碱0．01 mg／kg，腹腔注射GdCl3 40 mg／kg，灌

胃复方肝毒清20 g／kg、5 g／kg；模型组及对照组均

灌胃生理盐水10 ml／kg。各组均每日1次，连用

21 d。中药复方肝毒清主要由白花蛇舌草、墨旱莲、

太子参、玉米须、山药、益母草、三七、炙甘草8味中

药组成，煎煮浓缩为1 g／ml浓度药液冷藏备用。

GdCl。购自美国Sigma公司，纯度为99．99％。秋水

仙碱购自广州威佳科技有限公司。

1．2检测指标及方法：观察并记录动物死亡情况。

实验结束时摘眼球取血，收集血清；观察有无腹水；

取肝脏，肉眼观察形态、色泽，一部分左前叶肝组织

置于Bouin固定液中固定，另一部分肝组织置于

TRIzol中一70℃冻存待检。

1．2．1 肝组织病理学观察：肝组织于Bouin固定液

中固定36 h制备石蜡切片，苏木素一伊红(HE)染色

和Masson染色，光镜下观察并拍照。

1．2．2肝纤维化相关因子mRNA表达的检测：按

TRIzol提取试剂盒操作说明书步骤进行总RNA提

取，然后进行反转录eDNA。采用定量聚合酶链反应

(PCR)测定细胞因子mRNA。扩增条件为：95℃变

性1 min，95℃15 s，60℃‘1 min，共40个循环，然

后进行定量分析。TGF—p1引物序列：上游5’一CAT

ACCTGCCACGTAACCATC一37，下游5'-GCTCT

CGTCTAGCTCATCAC一3’；iNOS引物序列：上游

5’一TGGGAAAGGTCTACACCCTC一3’，下游5 7一GC

GTCCCTTCCTCGCAATCC一3 7；TNF—a引物序列：

上游57一TCCCAGTCGAATCCGTATAC一3’，下游

5'-CTCTCCTTCCGTATCCTTAC一3’；三磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)序列：上游5'-TTCTAAGTGC

TCCTCCGCTC一37，下游5'-CTCTGGCCCGATCA

GCCTTC一3’。每个基因进行染料法定量PCR时均

作标准曲线，以对照组第一个标本的eDNA作为标

准品进行4个10倍的梯度稀释，定量PCR结束后

用软件进行定量分析；然后将目标基因与内参照

GAPDH的比值作为该目标基因的相对表达量。

1．3统计学处理：用SPSS 11．5统计软件进行统计

分析，计量资料以均数±标准差(z±，)表示，采用方

差分析和t检验，Pdo．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1大鼠死亡、腹水及肝脏肉眼观察情况：第1周

死亡2只，第2周未见死亡，第3周开始有大鼠批量

死亡，第4周死亡14只；最终存活56只。观察4周

结束时模型组12只，秋水仙碱组、GdCl。组及肝毒

清高、低剂量组均为11只。

对照组肝脏表面平滑，浅黄色，边缘锐利，无肿

大、缩小。模型组9只有大量血性腹水，另3只少量

腹水；肝脏均为黑褐色；有1只肝脏总体积缩小，但

边缘均不锐利，其余肝脏均肿大。秋水仙碱组4只有

腹水，且均为黑褐色肿大肝脏；其余7只未见腹水，

肝脏均肿大，颜色为浅黄，表面有较多颗粒样。肝毒

清高剂量组有3只见少量腹水，但肝脏色泽均为浅

黄色，且肝脏均稍微肿大；8只边缘锐利。肝毒清低

剂量组6只有腹水，且肝脏呈黑褐色，其中2只肝脏

缩小，4只肿大；其余未见腹水的5只肝脏为浅黄

色，表面较多颗粒样，肝脏肿大。

2．2肝组织病理观察(彩色插页图1)：对照组大鼠

肝组织肝小叶排列整齐，均未见明显异常。模型组标

本汇管区大量纤维沉积，有8个标本形成假小叶；大

量铁伴随于沉积的纤维中，肝细胞排列紊乱，所有标

本均有脂肪沉积，汇管区大片炎性细胞浸润；肝组织

大片出血灶。秋水仙碱组标本汇管区大量纤维沉积，

有5个标本形成假小叶；大量铁伴随于沉积的纤维

中，肝细胞排列紊乱，4个标本肝细胞有脂肪沉积，

汇管区大片炎性细胞浸润。GdCI。组标本有条状纤

维沉积，有2个标本形成假小叶，大部分肝细胞排列

整齐，但肝细胞之间夹有纤维条索，汇管区少量炎性

细胞浸润；肝组织仍有点状出血灶。肝毒清高剂量组

有3个标本大量纤维沉积于汇管区，其中1个形成

假小叶，但其余8个标本只可见纤维条索，大部分肝

细胞排列整齐，所有标本均有少量炎性细胞浸润；有

5个标本可见明显出血灶，有少量铁伴随着纤维条

索。肝毒清低剂量组标本有大量汇管区纤维沉积，有

5个标本形成假小叶，大量铁伴随于沉积的纤维中，

肝细胞排列紊乱，有3个标本肝细胞中有脂肪沉积，

汇管区大片炎性细胞浸润；肝组织大片出血灶。

2．3 肝组织TGF—p1、iNOS、TNF—a的mRNA表
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达(表1)：与对照组比较，模型组TGF—p1、iNOS、

TNF—a的tuRNA表达均显著升高(均P<0．01)；

秋水仙碱组、GdCl。组、肝毒清高剂量组较模型组均

显著降低(均P<0．01)，而肝毒清低剂量组仅iNOS

mRNA表达较模型组显著降低(P<O．01)，其中肝

毒清高剂量组的作用最明显。说明模型组TGF一61、

iNOS、TNF—a的mRNA表达均显著上调，而GdCI。

和肝毒清均能不同程度下调其表达。

表1各组大鼠肝组织TGF—pl、iNOS、TNF-a的

mRNA表达比较(；士s)

组别 动物数TGF—p1 mRNA iNOS mRNA TNF—a mRNA

注：与对照组比较，·P<0．01；与模型组比较，。P<0．01

3讨论

铁沉积于库普弗细胞在肝纤维化发生发展过程

中发挥重要作用。国外研究表明，在慢性活动性肝炎

及肝硬化中，铁主要沉积在肝小叶外周区[4]，主要为

库普弗细胞所吞噬。血色病患者的肝纤维化只发生

于库普弗细胞内铁负荷过重的位置口]。本实验中，伴

随着胶原的生成和肝细胞变性坏死，铁沉积于库普

弗细胞是DMN诱导的大鼠肝纤维化模型的特点之

一，以GdCl。和中药复方肝毒清干预治疗3周后发

现，两者均能明显减轻肝组织炎症和出血，改善铁的

沉积，并能不同程度抑制胶原纤维的增生，减少假小

叶的形成。需要指出的是，GdCl。是抑制库普弗细胞

功能的物质，被广泛应用于巨噬细胞(库普弗细胞)

功能的剔除[6]。有研究显示，阻断库普弗细胞功能的

GdCI。可使DMN和猪血清导致的大鼠肝纤维化发

生逆转[7书]，其机制主要与库普弗细胞增加基质金属

蛋白酶13(MMP一13)、MMP一9及p38丝裂素活化

蛋白激酶(p38MAPK)的分泌有关。

TGF—p1是重要的促肝纤维化因子[9]，也是重要

的免疫调节因子[10。。在应用蛋白芯片技术观察慢性

肝病患者血清细胞因子变化规律的研究中发现，肝

硬化患者血清TGF一61明显高于慢性乙型肝炎患

者，且以肝硬化C级含量最高，这提示TGF一61水平

与肝脏纤维化程度明显相关n川。TNF—a是一种重要

的炎症因子，虽然不直接参与肝纤维化的发生，但炎

症先于纤维化的形成‘12]。应用蛋白芯片技术结果显

示，在慢性重型肝炎患者血清中，TNF—a显著升

高Ⅱ¨。NOS是一氧化氮(NO)生物合成的关键限速

酶，肝病中库普弗细胞释放TNF、干扰素、白细胞介

素一1等细胞因子，作用于肝细胞、库普弗细胞导致

NO生成增多口3‘。NO一方面具有特异性杀伤病毒、

细菌、寄生虫等病原体和肝肿瘤细胞的作用；另一方

面可通过细胞毒作用损伤正常肝组织，造成肝细胞

死亡。

本实验显示，在DMN诱导的大鼠肝纤维化模

型中，TGF一61、iNOS、TNF—a的mRNA表达均显著

上调，而GdCI。能不同程度下调其表达，提示GdCI。

可能通过剔除库普弗细胞的功能，抑制TGF一61、

iNOS、TNF—a的mRNA表达，从而延缓肝纤维化

的发生发展。然而，与GdCI。不同，虽然复方肝毒清

能明显改善大鼠肝组织的病理改变，并且下调与铁

沉积相关的TGF一61、iNOS、TNF—a的tuRNA表

达，但复方肝毒清更可能是通过调节体内铁的代谢

发挥抗肝纤维化作用。因为在以肝细胞变性坏死和

出血为明显特征的肝纤维化大鼠模型中，正是由于

库普弗细胞吞噬衰老的红细胞并释放铁蛋白造成铁

的沉积；反过来，伴随铁沉积而生成的纤维组织又进

一步阻断了细胞问或肝小叶之间的营养和信息传

递，导致肝纤维化的发生。因此我们推测，复方肝毒

清可能是通过减轻肝组织出血、变性坏死，减少胶原

纤维的沉积，从而调节体内铁的新陈代谢，发挥抗肝

纤维化作用，其具体机制值得进一步研究。
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1例乙醇、百草枯、乐果混合中毒患者抢救成功体会

邵 利，姚爱荣，高建元

(解放军第二五五医院中毒重症科，河北唐山063000)

【关键词】乙醇；百草枯；乐果；抢救；成功

中图分类号：R595．4 文献标识码：B DOI：10．3969／j．issn．1008—9691．2010．04．014

介绍1例乙醇、除草剂百草枯、有机 量激素、维生素C及谷胱甘肽、果糖二

磷农药乐果混合中毒患者的抢救体会， 磷酸钠、脱氧核苷酸、肝细胞生长素、奥

报告如下。 美拉唑、纳洛酮、血必净注射液、凝血酶、

1病历简介 抗生素等，心得安20 mg，每8 h 1次胃

患者女性，36岁，服白酒约200 ml 管内注入；同时给予血液透析加灌流，间

加百草枯约30 ml、乐果约200 ml 2 h， 隔6 h 1次，每次治疗前给予新鲜血浆

出现恶心、呕吐、大汗、口吐白沫、躁动， 200 ml，血、尿、胃液中无毒物后停止，共

意识恍惚，在当地卫生院予洗胃、导泻及4次，最后一次查血小板40×10。／L，补

对症处理，效果欠佳转入本院。入院时患 充血小板200 m1。患者入院后2 h出现

者间断抽搐，语无伦次，呼吸困难。查体： 舌后坠，呼吸困难加重，血氧饱和度为

体温39．6℃，脉搏145次／min，血压0．82，立即给予气管插管，采用呼吸末正

160／106 mm Hg(1 mm Hg=0·133 kPa)，压呼吸给予机械通气，16 h后脱机。入

呼吸频率30次／min，查体不合作；面色 院3 d X线胸片示双肺少量点片状阴

潮红，皮肤干燥，双侧瞳孔等大等圆(约 影，心肌酶、肝功能中度异常，肾功能轻

5 ram)，对光反射迟钝，双肺呼吸音弱， 度受损。调整治疗，小量氯解磷定3 d后

未闻及干湿哕音，心律齐，双侧巴宾斯 减量，维持使用15 d后停用(ChE活性

基征(士)。实验室检查：血电解质：Na+ 3 180 U／L)；小量阿托品7 d后减量，维
140·7 mmol／L，K+2·5 mmol／L，CI一 持15 d停用；激素7 d后减量，维持30 d

109·4 mmo|／L，Ca”1·9 mmol／L,动脉 停用。入院7 d，体温38℃，痰黏不易咯

血气分析：pH值7·42，动脉血二氧化 出，痰培养找到真菌，加氟康唑静脉滴
碳分压(PaCOz)50 mm Hg，动脉血氧分 注。入院36 d好转出院。2个月后复查
压(PaOz)58 mm

Hg，剩余碱(BE)X线胸片无异常变化，心肌酶及肝、肾功
一7·5 mmol／L；胆碱酯酶(ChE)活性

能均正常，除有少量脱发外，自觉良好。
300 U／L。血中检出微量乙醇，少量百草

2讨论
枯、乐果；胃液中少量乙醇、百草枯、乐

果；尿液中中量百草枯。入院前外院用阿

托品60 mg、碘解磷定1 g。入院诊断：

乙醇、百草枯，乐果、阿托品中毒，低钾

血症，呼吸衰竭(呼衰)。入院后给予重症

监护，反复洗胃，生大黄汤导泻，毛果芸

香碱皮下注射，按重度乐果中毒给予氯

解磷定，多索茶碱持续泵入，并给予大剂

作者简介：邵利(1963一)，男(汉族)，

河北省人，副主任医师．

乙醇、百草枯、乐果混合中毒比较少

见，治疗难度较大，在救治时应把握以下

几点：①在清除胃中和血中毒物的前提

下，尽早行血液透析加灌流，每次治疗前

给予新鲜血浆效果更好。②24 h内应用

足量激素及强力止血药，促进心、肝、肾

功能的恢复。⑧掌握吸氧时机。④第一时

间给予保护性、预防性用药，以免发生多

器官衰竭。⑤患者躁动不安时，应给予适

量镇静剂强行清除血中毒物。⑥正确掌

握用药时间窗，降阶梯式调节氯解磷定、

阿托品等药物。⑦注重血必净注射液、纳

洛酮、生大黄、多索茶碱等药物的应用。

血必净注射液具有“菌、毒、炎”并治的作

用，治疗百草枯时可使患者呼衰出现时

间延迟、肝肾功能损害程度减轻，且能延

长生存时间[13。纳洛酮对乙醇中毒可兴

奋呼吸中枢，缩短昏迷时间；对急性有机

磷农药中毒可帮助恢复ChE活性，缩短

达阿托品化时间，减少阿托品用量[23及

有效对抗有机磷毒物对呼吸中枢的抑

制[3]，拮抗内啡肽对中枢神经系统的抑

制作用[4]，从而提高抢救成功率。大黄能

活血化瘀、改善微循环，同时能有效促进

胃肠蠕动，清除肠道内细菌和毒素，改变

中毒的自然演变过程，配合常规综合救

治急性有机磷农药中毒，对恢复ChE活

性和昏迷患者意识，减少阿托品用量，缩

短住院时间均有较好效果[5]。
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