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肝纤维化是多种慢性肝病共有的病理变化，表现为

以胶原为主的细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）在

肝脏内的过度沉积[1]。研究证实，通过积极有效地对原

发病和肝纤维化进行治疗可预防肝纤维化发展为肝硬

化或肝癌[2]，因此肝纤维化的早期诊断和有效治疗显得

尤其重要。由于肝纤维化的行成过程具有多因素、多步

骤、多环节的特征，虽然临床上也使用秋水仙碱、青霉

胺等药物进行治疗，但毒副作用大，其治疗方法尚未

有突破。而中药具有多靶点、多环节、多层次的作用特

点，近年来中药单味及复方制剂在抗肝纤维化治疗中已

显示出明显优势[3-4]。抑毒调肝合剂是由西南医科大学
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摘 要 目的：研究抑毒调肝合剂抗大鼠肝纤维化的作用及机制。方法：将60只SD大鼠随机分为正常组、模型组、秋水仙碱组

（阳性对照，0.2 mg/kg）和抑毒调肝合剂低、中、高剂量组（2.7、5.4、10.8 mL/kg）。除正常组外，其余各组大鼠均复制肝纤维化模型，

并于造模同时 ig相应药物，每天1次，连续8周。检测大鼠血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、透明质酸（HA）、

Ⅲ型前胶原（PCⅢ）、Ⅳ型胶原（CⅣ）、基质金属蛋白酶组织抑制因子1（TIMP-1）、基质金属蛋白酶1（MMP-1）、MMP-2、MMP-13、

转化生长因子β1（TGF-β1）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平和肝组织中羟脯氨酸（Hyp）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）、TGF-β1、TNF-α水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠血清中ALT、AST、HA、

PCⅢ、CⅣ、TIMP-1、MMP-2、TGF-β1、TNF-α水平显著升高，MMP-1、MMP-13水平显著降低（P＜0.05）；肝组织中 Hyp、TGF-β1、

TNF-α、MDA水平显著升高，SOD、GSH-Px、CAT水平显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，抑毒调肝合剂中、高剂量组和秋水仙碱

组大鼠血清中 ALT、AST、HA、PCⅢ、CⅣ、TIMP-1、TNF-α水平以及肝组织中 Hyp、TGF-β1、TNF-α、MDA 水平均显著降低（P＜

0.05）；抑毒调肝合剂高剂量组和秋水仙碱组大鼠血清中MMP-1、MMP-13水平以及肝组织中CAT水平均显著升高（P＜0.05），且

血清中MMP-2、TGF-β1水平显著降低（P＜0.05）；抑毒调肝合剂低剂量组大鼠上述指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：抑

毒调肝合剂抗大鼠肝纤维化的作用机制可能与调节TIMP/MMP平衡、抗氧化应激、降低TGF-β1水平和减少细胞外基质沉积有关。
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Study on Anti-hepatic Fibrosis Effects of Yidu Tiaogan Mixture on Rats and Its Mechanism
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the anti-hepatic fibrosis effects of Yidu tiaogan mixture on rats and its mechanism. METH-

ODS：60 SD rats were randomly divided into normal group，model group，colchicine group（positive control，0.2 mg/kg）and Yi-

du tiaogan mixture low-dose，medium-dose and high-dose groups（2.7，5.4，10.8 mL/kg）. Except for normal group，liver fibrosis

model was induced in other groups，and they were given relevant medicine intragastrically during modeling，once a day，for 8

weeks. Serum levels of ALT，AST，HA，PCⅢ，CⅣ，TIMP-1，MMP-1，MMP-2，MMP-13，TGF-β1 and TNF-α and the levels of

Hyp，SOD，GSH-Px，CAT，MDA，TGF-β 1 and TNF-α in liver tissue were detected in rats. RESULTS：Compared with normal

group，the serum levels of ALT，AST，HA，PCⅢ，CⅣ，TIMP-1，MMP-2，TGF-β 1 and TNF-α were increased significantly in

model group，while the serum levels of MMP-1 and MMP-13 were decreased significantly（P＜0.05）；the levels of Hyp，TGF-β1，

TNF-α and MDA in liver tissue were increased significantly，while the levels of SOD，GSH-Px and CAT were decreased signifi-

cantly（P＜0.05）. Compared with model group，the serum levels of ALT，AST，HA，PCⅢ，CⅣ，TIMP-1 and TNF-α as well as

the levels of Hyp，TGF-β1，TNF-α and MDA in liver tissue were all decreased significantly of rats in Yidu tiaogan mixture medi-

um-dose，high-dose and colchicine groups（P＜0.05）；the serum levels of MMP-1 and MMP-13 as well as the level of CAT in liver

tissue were increased significantly in Yidu tiaogan mixture high-dose group and colchicine group（P＜0.05），while the serum levels

of MMP-2 and TGF-β1 were decreased significantly（P＜0.05）. There was no statistical significance in above indexes in Yidu tiao-

gan mixture low-dose group（P＞0.05）. CONCLUSIONS：Yidu tiaogan mixture exerts protective effects on liver fibrosis of rat

through regulating TIMP/MMP balance，suppressing oxidative stress，decreasing the level of TGF-β1 and reducing deposition of ex-

tracellular matrix in liver.

KEYWORDS Yidu tiaogan mixture；Liver fibrosis；Rat
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附属医院自主研发生产的医院制剂，由虎杖、丹参、党

参、绵马贯众、黄精等5味中药材组成，在临床主要用于

治疗慢性肝炎，症见疲乏无力、不思饮食、肝区隐痛、自

汗者，但在肝纤维化方面应用较少。笔者在前期研究中

已对该方的制剂工艺进行了优化，建立了其质量标准，

并证实了其具有一定抗肝纤维化作用[5-6]，但具体作用机

制尚不明确。本研究在此基础上进一步探讨抑毒调肝合

剂对大鼠肝纤维化的作用机制，为其临床合理用药提供

实验依据。

1 材料
1.1 仪器

KS604721放射免疫分析仪（北京科思佳科技有限

责任公司）；FA1004电子分析天平（上海精科天平厂）；

AMS-18A 全自动生化分析仪（北京奥普森科技有限公

司）；MK3酶标仪[热电（上海）仪器有限公司]。

1.2 药品与试剂盒

抑毒调肝合剂（西南医科大学附属医院中药制剂室

自制，批准文号：川药制字Z20070510，批号：150217，规

格：20 mL/支，每1 mL含生药约1.12 g）；秋水仙碱片（云

南植物药业有限公司，批号：20150504，规格：0.5 mg/片）；

丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、超氧化物

歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化

氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）、羟脯氨酸（Hyp）试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；透明质酸（HA）、Ⅲ型前胶原

（PCⅢ）、Ⅳ型胶原（CⅣ）放射免疫试剂盒（北京华英生

物技术研究所）；基质金属蛋白酶组织抑制因子 1

（TIMP-1）、基 质 金 属 蛋 白 酶 1（MMP-1）、MMP-2、

MMP-13、转化生长因子β 1（TGF-β 1）、肿瘤坏死因子α

（TNF-α）酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒（上海西唐生物

科技有限公司）。

1.3 动物

清洁级成年健康 SD 大鼠 60只，♀♂各半，体质量

180～200 g，由西南医科大学实验动物中心提供，动物合

格证号为SYXK（川）2013-065。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将60只SD大鼠随机分为正常组、模型组、秋水仙碱

组（阳性对照，0.2 mg/kg，相当于成人临床用量的 6倍剂

量）和抑毒调肝合剂低、中、高剂量组（2.7、5.4、10.8 mL/kg，

分别相当于成人临床用量的 3、6、12倍剂量），每组 10

只。除正常组大鼠 sc橄榄油溶液外，其余各组大鼠均 sc

40％CCl4橄榄油溶液（首次剂量为5 mL/kg，以后每次剂

量为3 mL/kg），每周2次，连续8周；造模开始前2周给予

高脂饮食（80％玉米粉+20％猪油），以后改用普通饲料，

造模期间以10％乙醇为饮用水。自造模第1天起，各给

药组大鼠 ig相应药液，每天1次；正常组大鼠 ig等体积蒸

馏水。每天观察大鼠一般活动情况。

2.2 指标测定

2.2.1 血清指标 末次给药后 24 h，称大鼠体质量，麻

醉，腹主动脉取血，以离心半径为 10 cm、3 000 r/min离

心10 min（下同），分离血清。采用全自动生化分析仪测

定血清中 ALT、AST水平，采用放射免疫法测定血清中

HA、PCⅢ、CⅣ水平，采用 ELISA 法测定血清中 TIMP-

1、MMP-1、MMP-2、MMP-13、TGF-β1、TNF-α水平，实验

操作严格按照相应试剂盒说明书进行。

2.2.2 肝脏指标 取血后处死大鼠，摘取肝脏，冷生理

盐水漂洗，冰浴中制成 10％肝组织匀浆，离心，取上清。

分别采用碱水解法、硫代巴比妥酸法（TBA法）、黄嘌呤

氧化法测定肝组织中Hyp、MDA、SOD水平，采用比色法

测定肝组织中GSH-Px、CAT水平，采用ELISA法测定肝

组织中 TGF-β1、TNF-α水平，实验操作严格按照相应试

剂盒说明书进行。

2.3 统计学方法

采用SPSS 22.0 软件进行统计分析。数据采用 x±s

表示，应用单因素方差分析进行显著性检验，方差齐时

采用 LSD 法进行组间两两比较，方差不齐时采用 Dun-

nett’s T3法。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 一般情况观察结果

正常组大鼠皮毛光滑润泽，活动及饮食基本正常，

无死亡。模型组大鼠随给药时间的延长，进食和活动逐

渐减少，皮毛干涩、枯乱，反应迟钝，分别于造模第6周和

第7周各死亡1只。抑毒调肝合剂低剂量组大鼠的一般

状态与模型组无明显区别，死亡1只。抑毒调肝合剂中、

高剂量组大鼠的饮食情况较模型组改善，毛色逐渐趋于

正常，活动度较好。秋水仙碱组大鼠整体情况与抑毒调

肝合剂高剂量组相似，但有轻微腹泻症状。

3.2 血清中ALT、AST、HA、PCⅢ、CⅣ水平和肝组织

中Hyp水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠血清中ALT、AST、HA、

PCⅢ、CⅣ水平和肝组织中 Hyp 水平均显著升高（P＜

0.05），提示造模成功。与模型组比较，抑毒调肝合剂中、

高剂量组和秋水仙碱组大鼠上述指标水平均显著降低

（P＜0.05），提示抑毒调肝合剂和秋水仙碱具有一定抗

肝纤维化作用。与秋水仙碱组比较，抑毒调肝合剂高剂

量组大鼠上述指标均无显著变化（P＞0.05），结果详见

表1。

3.3 血清中TIMP-1、MMP-1、MMP-2、MMP-13水平测

定结果

与正常组比较，模型组大鼠血清中TIMP-1、MMP-2

水平均显著升高（P＜0.05），MMP-1、MMP-13水平均显

著降低（P＜0.05）。与模型组比较，抑毒调肝合剂高剂

量组和秋水仙碱组大鼠上述指标均显著改善（P＜

0.05）。与秋水仙碱组比较，抑毒调肝合剂高剂量组大鼠

血清中 MMP-1、MMP-2、MMP-13 水平均无显著差异

（P＞0.05），结果详见表2。
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3.4 血清和肝组织中TGF-β1、TNF-α水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠血清和肝组织中TGF-β1、

TNF-α水平均显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，抑毒

调肝合剂中、高剂量组和秋水仙碱组大鼠血清和肝组织

中TNF-α水平均显著降低（P＜0.05）；抑毒调肝合剂高剂

量组和秋水仙碱组大鼠血清和肝组织中TGF-β1水平以

及抑毒调肝合剂中剂量组大鼠肝组织中TGF-β1水平均

显著降低（P＜0.05）。与秋水仙碱组比较，抑毒调肝合

剂中、高剂量组大鼠上述指标均无显著差异（P＞

0.05），结果详见表3。

3.5 肝组织中SOD、GSH-Px、CAT、MDA水平测定结果

与正常组比较，模型组大鼠肝组织中 SOD、GSH-

Px、CAT 水平均显著降低（P＜0.05），MDA 水平显著升

高（P＜0.05）。与模型组比较，抑毒调肝合剂中、高剂量

组和秋水仙碱组大鼠肝组织中SOD、GSH-Px水平以及

抑毒调肝合剂高剂量组和秋水仙碱组大鼠肝组织中

CAT水平均显著升高（P＜0.05），MDA水平均显著降低

（P＜0.05）。与秋水仙碱组比较，抑毒调肝合剂中、高剂

量组大鼠上述指标均无显著差异（P＞0.05），结果详见

表4。

表 3 各组大鼠血清和肝组织中TGF-β1、TNF-α含量测

定结果（x±±s，μg/L）

Tab 3 The contents of TGF-β 1 and TNF-α in serum

and liver tissue of rats in each group（x ±± s，

μg/L）

组别

正常组
模型组
抑毒调肝合剂低剂量组
抑毒调肝合剂中剂量组
抑毒调肝合剂高剂量组
秋水仙碱组

n

10

8

9

10

10

10

血清
TGF-β1

2.27±0.37

5.28±0.68＊

5.12±0.65Δ

4.80±0.69

4.59±0.50#

4.45±0.47#

TNF-α

12.04±1.35

32.16±4.96＊

30.56±4.34Δ

25.70±4.30#

23.81±3.67#

24.20±3.51#

肝组织
TGF-β1

3.13±0.38

4.58±0.75＊

4.41±0.75

3.92±0.53#

3.88±0.63#

3.85±0.63#

TNF-α

19.18±2.82

27.53±3.28＊

26.15±4.12Δ

23.69±4.22#

22.80±3.38#

22.20±3.66#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与秋水仙

碱组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

colchicine group，ΔP＜0.05

表 4 各组大鼠肝组织中SOD、GSH-Px、CAT、MDA水

平测定结果（x±±s）

Tab 4 The levels of SOD，GSH-Px，CAT and MDA

in liver tissue of rats in each group（x±±s）

组别
正常组
模型组
抑毒调肝合剂低剂量组
抑毒调肝合剂中剂量组
抑毒调肝合剂高剂量组
秋水仙碱组

n

10

8

9

10

10

10

SOD，U/mg prot

342.84±36.87

248.49±33.76＊

257.07±36.13Δ

289.87±28.66#

296.58±31.35#

294.85±39.49#

GSH-Px，U/mg prot

896.51±129.25

509.63±68.94＊

525.08±84.53Δ

610.72±80.89#

603.54±83.66#

630.51±74.77#

CAT，U/mg prot

788.83±87.64

579.50±76.68＊

608.96±66.18

635.61±70.96

655.15±82.74#

674.29±70.49#

MDA，nmol/mg prot

1.45±0.20

5.78±0.69＊

5.45±0.71Δ

4.85±0.67#

4.38±0.65#

4.53±0.68#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与秋水仙

碱组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

colchicine group，ΔP＜0.05

4 讨论
临床上常用的肝纤维化诊断方法有血清学指标（胶

原及其代谢产物HA、LN、PCⅢ、CⅣ等）、肝穿刺病理学

及B超瞬时弹性检测。胶原纤维主要由胶原蛋白构成，

而 Hyp 又是胶原蛋白的特有成分，因此测定肝组织总

Hyp含量可间接反映肝纤维化的程度[7]。本研究结果显

示，模型组大鼠肝组织中Hyp、HA、PCⅢ、CⅣ水平明显

升高，表明肝纤维化大鼠模型制备成功；而预防性给予

抑毒调肝合剂后，上述指标均显著降低，表明该中药复

方可通过降低肝组织中Hyp含量、抑制胶原纤维合成，

从而发挥抗纤维化作用。

MMP和TIMP是ECM合成和降解调节中的两个重

要因子。目前发现有20多种MMP，其中MMP-1主要降

解Ⅰ、Ⅲ型胶原，减少ECM的沉积；MMP-2降解细胞间

基质成分和ECM CⅣ，并参与纤维结缔组织的重建、炎

症反应等；MMP-13需锌离子的激活并参与肝内ECM的

降解，在肝损伤等状态下表达降低 [8]。TIMP 是组织中

MMP的内源性抑制因子，可与活性MMP结合，抑制其

对ECM的降解活性，从而导致ECM在肝脏内的过度沉

表 1 各组大鼠血清中ALT、AST、HA、PCⅢ、CⅣ水平

和肝组织中Hyp水平测定结果（x±±s）

Tab 1 The levels of ALT，AST，HA，PCⅢ，CⅣ in se-

rum and Hyp in liver tissue of rats in each

group（x±±s）

组别
正常组
模型组

抑毒调肝合
剂低剂量组

抑毒调肝合
剂中剂量组

抑毒调肝合
剂高剂量组

秋水仙碱组

n

10

8

9

10

10

10

ALT，U/L

52.72±5.18

325.76±31.63＊

301.47±22.30Δ

274.20±31.13#

255.82±29.22#

250.56±32.76#

AST，U/L

142.53±18.98

548.14±47.12＊

535.36±61.97Δ

490.35±56.38#

470.45±55.77#

453.97±51.80#

HA，μg/L

184.71±25.94

341.58±39.94＊

336.53±40.46Δ

306.30±31.89#Δ

285.69±34.68#

275.20±28.67#

PCⅢ，μg/L

53.60±6.51

206.01±25.66＊

195.82±23.63Δ

152.91±29.51#Δ

124.88±16.05#

127.44±19.07#

CⅣ，μg/L

78.05±8.65

105.81±12.37＊

101.82±10.70Δ

93.19±10.84#

88.40±9.08#

86.01±10.76#

Hyp，μg/g

113.56±16.67

454.24±48.81＊

434.23±50.95Δ

345.01±40.98#Δ

337.83±49.43#

285.85±31.12#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与秋水仙

碱组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

colchicine group，ΔP＜0.05

表2 各组大鼠血清中TIMP-1、MMP-1、MMP-2、MMP-13

水平测定结果（x±±s，μg/L）

Tab 2 The serum levels of TIMP-1，MMP-1，MMP-2

and MMP-13 of rats in each group（x±±s，μg/L）

组别
正常组
模型组
抑毒调肝合剂低剂量组
抑毒调肝合剂中剂量组
抑毒调肝合剂高剂量组
秋水仙碱组

n

10

8

9

10

10

10

TIMP-1

14.25±1.38

36.38±3.49＊

34.34±3.67Δ

29.02±2.93#Δ

27.29±3.48#Δ

24.32±2.96#

MMP-1

314.85±30.38

166.78±24.30＊

170.29±24.36Δ

182.48±20.06

190.83±21.81#

195.45±24.23#

MMP-2

86.15±10.75

195.24±25.88＊

183.72±28.40Δ

161.47±24.50Δ

150.08±17.55#

141.19±15.34#

MMP-13

140.28±16.29

89.16±9.85＊

91.81±11.39

99.77±13.59

104.82±16.94#

102.87±14.28#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与秋水仙

碱组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

colchicine group，ΔP＜0.05
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积，促使肝纤维化形成。目前发现有 4种TIMP，肝脏中

主要存在 TIMP-1 和 TIMP-2。其中 TIMP-1 可抑制除

MMP-14、MMP-19外的所有 MMP，通过其 N-末端特异

性地与MMP-1催化活性中心的锌离子结合，从而封闭

其催化活性，使 MMP-1失活 [9]。TIMP-1对肝纤维化的

诊断特异性和敏感性高于 TIMP-2，其表达在肝纤维化

过程中逐渐增强，到肝硬化阶段达到高峰，增加的程度

可反映肝纤维化的严重程度。因此，本实验设计检测

MMP-1、MMP-2、MMP-13、TIMP-1等指标，以评价模型

复制是否成功和探讨药物的作用机制。结果发现，造模

8周后模型组大鼠血清中 TIMP-1、MMP-2水平显著升

高，MMP-1、MMP-13水平则显著降低；预防性给予抑毒

调肝合剂后，血清中 TIMP-1、MMP-2水平显著降低，

MMP-1、MMP-13水平则显著升高，提示抑毒调肝合剂

能明显升高肝纤维化大鼠血清中MMP-1、MMP-13水平

并下调血清中TIMP-1、MMP-2水平，使TIMP表达下降

并解除对MMP的抑制，从而增加ECM的降解。

不论何种病因引起的肝纤维化，肝细胞损害是共同

的始动因子，而临床研究和动物实验均提示肝纤维化的

发生发展直接或间接与氧化应激、氧自由基损伤、脂质

过氧化有关[10-11]。抑毒调肝合剂中多种成分具有清除氧

自由基、抑制脂质过氧化的药理作用[12-13]。MDA是脂质

过氧化反应的终末产物，其高低间接反映了机体细胞受

自由基攻击的严重程度。本研究发现，CCl4复合因素作

用后，在大鼠肝纤维化形成的同时，肝组织中MDA水平

显著升高，这表明肝纤维化形成与氧化应激有关。而

SOD、GSH-Px、CAT 等氧化指标水平显著降低，则更加

证实了这点。预防给予抑毒调肝合剂后，显著降低了大

鼠血清中ALT、AST水平和肝组织中MDA水平，提高了

肝组织中SOD、GSH-Px、CAT的水平，提示抑毒调肝合

剂对肝细胞的保护作用与抑制氧化应激及脂质过氧化

反应有关。

TGF-β1、TNF-α主要由肝星状细胞（HSC）、库普弗细

胞等产生。研究表明，TGF-β1在ECM的合成和降解过

程起关键调节作用。TGF-β1对肝纤维化的调控主要是

通过TGF-β1/Smad信号传导通路实现的，可促进ECM的

合成，增加ECM的沉积，还可通过抑制MMP等多种水

解酶的产生与活性、增加TIMP的表达，从而减少ECM

的降解。TNF-α能明显抑制活化 HSC 凋亡，直接刺激

HSC增殖和胶原合成，还能增强TGF-β1对HSC增殖和

胶原合成的刺激作用[14]。本研究发现，抑毒调肝合剂高

剂量组大鼠血清和肝组织中TGF-β1和TNF-α水平均较

模型组降低，提示 TGF-β1、TNF-α表达减少可能是抑毒

调肝合剂抗肝纤维化的分子机制之一，与TGF-βl/Smad

信号传导通路下游的关系将是笔者下一步研究的方向。

综上所述，抑毒调肝合剂能明显改善大鼠肝功能，

具有一定的抗肝纤维化作用。其作用机制可能与抗氧

化应激、抑制脂质过氧化反应、抑制 HSC 活化、降低

TGF-β1水平、调节TIMP/MMP平衡、减少ECM沉积等有

关。但其更多分子乃至基因水平的作用机制还有待进

一步研究。
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