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黄连素对小鼠肝纤维化的影响

欧意桃，杨桂智，兰　天，李卫东

（广东药科大学，广东 广州　５１０００６）

［摘要］目的　探讨黄连素防治肝纤维化的机制。方法　将Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为正常组、模型组、黄连素组，腹腔

注射四氯化碳诱导纤维化动物模型，同时给予黄连素治疗。６周后测定丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）活性，并观察肝脏病理形态学改变，测定羟脯氨酸含量，同

时用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时ＰＣＲ检测肝脏中α平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、Ⅰ型胶原α１

（ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅⅠ，ａｌｐｈａ１，Ｃｏｌ１α１）和基质金属蛋白酶组织抑制剂１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，

ＴＩＭＰ１）的含量。结果　与肝纤维化组相比，黄连素干预后，肝脏损伤和纤维化程度明显减轻，胶原合成和沉积

减少，炎性反应减轻，ＡＬＴ和ＡＳＴ活性下降，αＳＭＡ、Ｃｏｌ１α１和ＴＩＭＰ１合成减少。结论　黄连素通过抑制炎

性反应和胶原沉积，改善小鼠肝纤维化。
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　　肝纤维化是一种在损害因子持续作用下渐进的

病理进程，反复的伤口愈合反应导致持续的肝损

伤［１］，以细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过度

沉积和瘢痕形成［２］为特征。如发生后未对其进行及

时有效的干预及治疗，可发展为肝硬化甚至肝癌。然

而，至今临床上还没有理想的药物对肝纤维化进行有

效的治疗。因此，研发对肝纤维化干预治疗的药物具

有重要意义。

黄连素俗称小檗碱，是从黄连、黄柏等植物中提

取的异喹啉类生物碱。临床上黄连素广泛应用于痢

疾和细菌性胃肠炎。但近年来研究发现该药尚能治

疗肥胖［３］、动脉粥样硬化［４］及降低胆固醇［５］。最近有

研究显示，黄连素能抑制人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞的

增殖及生长［６７］，有作为抗肝癌药物的潜在可能。而
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肝纤维化是发展为肝癌的中心环节，黄连素是否具

有治疗肝纤维化的药理作用值得研究。因此，本研

究采用ＣＣｌ４ 诱导的小鼠肝纤维化模型，探讨黄连素

对肝纤维化的保护作用和机制。

１　材料

１．１　实验动物　Ｃ５７ＢＬ／６（Ｃ５７）小鼠１８只，雌雄

各半，８周龄，体质量２２～２５ｇ，购于广东省实验动

物中心，生产许可证号为ＳＣＸＫ（粤）２０１３０００２。将

小鼠饲养于广东药科大学实验动物中心，期间遵循

１２ｈ光照／１２ｈ黑暗周期，并保持充足的饲料和饮水。

１．２　 药物 与试 剂 　 黄 连素 （货号 ＰＨＲ１５０２

５００ＭＧ）：Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣｌ４（货号Ｃ１１２０４３）、玉米油

（货号 Ｃ１１６０２３）：上海阿拉丁公司；丙氨酸转氨酶

（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）试 剂 盒 （货 号

ｃ００９２）、天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，

ＡＳＴ）试剂盒（货号ｃ０１０２）、羟脯氨酸测试盒（货号

Ａ０３０２）：南京建成生物工程研究所；ＧＡＰＤＨ 抗体

（货号Ａｂ１０３０２）：南京诺唯赞生物科技有限公司；

ａｎｄＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５（ＴＬＲ５）ｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＣａｃｏ２

ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊ａｌｏｎｅｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＬ８，ＩＬ

１β，ＨＢＤ２，ａｎｄＨＢＤ３（犘＜０．０５）ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ１，ＴＬＲ２，

ＴＬＲ４，ａｎｄＴＬＲ５（犘＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊ａｌｏｎｅ，

ｔｈｅＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢＡＥＢｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＬ８，ＩＬ１β，

ＨＢＤ２，ａｎｄＨＢＤ３（犘＜０．０５）ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ１，ＴＬＲ２，

ＴＬＲ４，ａｎｄＴＬＲ５（犘＜０．０５），ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＢＡＥＢｈａｄｔｈｅｍｏｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅａｎｔｉ犆犪狀

犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＢＡＥＢｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，ＨＢＤ，ａｎｄＴＬＲｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］ＢａｉｔｏｕｗｅｎｇＤｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ｂｕｔｙｌａｌｃｏｈｏｌｅｘｔｒａｃｔ；犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊；Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌ；Ｃｙｔｏｋｉｎｅ；Ｄｅ

ｆｅｎｓｉｎ；Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
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α平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α

ＳＭＡ）抗 体 （货号 ＢＭ０００２）、ＣＤ６８ 抗 体 （货 号

ＢＡ３６３８）：武汉博士德生物工程有限公司。

２　方法

２．１　肝纤维化模型复制及分组给药　将Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠经１周适应性喂养后，随机分为正常组（狀＝６）、

模型组（狀＝８）和黄连素组（狀＝８）。取玉米油８ｍＬ，

加入ＣＣｌ４２ｍＬ，配成２０％ＣＣｌ４。黄连素用三蒸水

稀释，定容至１ｍｇ／ｍＬ，０．２２μｍ微孔滤膜过滤除

菌，分装保存于－２０℃冰箱。模型组和黄连素组每

周两次腹腔注射２０％ＣＣｌ４，５μＬ／ｇ，连续６周，正常

组腹腔注射等容积玉米油。同时黄连素组腹腔注射

黄连素，给药剂量为５ｍｇ／ｋｇ，每周５次，与注射

２０％ＣＣｌ４ 的时间错开，连续６周。

２．２　血清生化指标检测　最后一次给予黄连素结

束２４ｈ后，眼眶取血，离心后取血清于－８０℃保

存。按试剂盒说明书测定血清ＡＬＴ、ＡＳＴ活力值。

２．３　肝脏病理学检查　剖腹取肝，部分用来固定、

脱水、包埋、切片。苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏ

ｓｉｎ，ＨＥ）染色和天狼星红染色观察胶原沉积程度。

光镜下进行组织病理学检查，观察肝小叶结构、细胞

形态及排列、炎性细胞浸润及纤维组织增生程度。

采用ＩｍａｇｅＪ软件对天狼星红染色结果进行分析，

先分解ＲＧＢ图像为灰度图，调整待测对象为红色，

测定红色区域面积占照片总面积的面积比。将剩余

肝组织于－８０℃保存。按试剂盒说明书测定肝脏

中羟脯氨酸含量。

２．４　免疫组织化学检测αＳＭＡ及ＣＤ６８　取石蜡

切片，脱蜡，ＰＢＳ洗涤，柠檬酸盐修复１５ｍｉｎ，１％

ＢＳＡ室温封闭１ｈ。甩掉１％ＢＳＡ，加一抗，４℃过

夜。ＰＢＳ洗涤，加二抗，放置１ｈ。切片脱水后中性

树胶封片。

２．５　实时ＰＣＲ检测αＳＭＡ、Ⅰ型胶原α１（ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ，ｔｙｐｅⅠ，ａｌｐｈａ１，Ｃｏｌ１α１）及基质金属蛋白酶组

织抑制剂１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ

ｔｅｉｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ１）ｍＲＮＡ表达水平　ＴＲＩｚｏｌ法提

取肝脏总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，引物由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成，引物序列见表１。

反应条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，

６０℃退火１０ｓ，７２℃延伸１０ｓ，共４０个循环。实验

结果以目的基因与βａｃｔｉｎ相对表达量表示。

表１　实时ＰＣＲ扩增小鼠基因的引物

基因 上游引物 下游引物

βａｃｔｉｎ ＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＣＡＧＣＣＣ ＴＴＣＴＴＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＧＴＴ

Ｃｏｌ１α１ ＴＡＧＧＣＣＡＴＴＧＴＧＴＡＴＧＣＡＧＣ ＡＣＡＴＧＴＴＣＡＧＣＴＴＴＧＴＧＧＡＣＣ

αＳＭＡ ＧＴＴＣＡＧＴＧＧＴＧＣＣＴＣＴＧＴＣＡ ＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＡＡＡＧ

ＴＩＭＰ１ ＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＴＧＡＴＴＴＣＴ ＧＴＡＡＧＧＣＣＴＧＴＡＧＣＴＧＴＧＣＣ

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ　取保存在－８０℃

的肝组织３０ｍｇ，加适量蛋白裂解液匀浆，离心后取

上清进行ＢＣＡ蛋白定量。取３０μｇ蛋白上样，经电

泳、电转及封闭后加一抗孵育，４℃过夜。ＴＢＳＴ洗

涤后加二抗室温孵育１ｈ，显影。用ＩｍａｇｅＪ软件进

行灰度分析。

２．７　统计学方法　所有数据均采用“均数±标准差

（珚狓±狊）”进行统计学描述，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０

软件进行单因素方差分析及两个独立样本狋检验。

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　３组小鼠肝脏病理形态学变化　正常组小鼠

肝小叶结构正常，肝索以中央静脉为中心呈放射状

排列，肝细胞大小正常，未见肝细胞坏死、纤维结缔

组织增生、炎性细胞浸润，汇管区结构清晰。模型组

小鼠肝小叶结构紊乱，汇管区有炎性细胞浸润，纤维

组织增生明显。黄连素组小鼠肝脏病理变化明显改

善，纤维结缔组织增生明显减少。见图１。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型

组；Ｃ．黄连素组。

图１　３组小鼠肝脏病理

形态学变化（ＨＥ染色，

１０×１０倍）

３．２　３组小鼠肝脏汇管区和肝小叶间隔胶原纤维

沉积量比较　与正常组比较，模型组小鼠肝脏汇管

区及肝小叶间隔有大量胶原纤维沉积。与模型组比

较，黄连素组小鼠肝脏胶原纤维沉积量明显减少

（犘＜０．０５）。见图２。
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　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄连素组；与模型组比

较，犘＜０．０５。

图２　３组小鼠肝脏汇管区和肝小叶间隔胶原纤维

沉积量比较（天狼星红染色，１０×１０倍）

３．３　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ表达水平比较　免

疫组织化学染色检测结果显示，正常组小鼠肝组织

中αＳＭＡ蛋白表达水平低；模型组小鼠肝组织汇

管区纤维间隔及靠近纤维间隔的肝窦成纤维细胞胞

浆中有较多αＳＭＡ表达；与模型组比较，黄连素组

小鼠肝组织αＳＭＡ表达水平明显降低（犘＜０．０５）。

见图３。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄连素组；与模型组比

较，犘＜０．０５。

图３　３组小鼠肝组织αＳＭＡ表达水平比较

（免疫组织化学染色，１０×１０倍）

３．４　３组小鼠肝组织中ＣＤ６８表达水平比较　免

疫组织化学染色结果显示，正常组小鼠肝组织中

ＣＤ６８表达水平较低，主要分布在肝血窦；模型组

ＣＤ６８表达水平升高，除在肝血窦中表达，还在汇管

区和纤维间隔中表达；与模型组比较，黄连素组

ＣＤ６８表达水平明显降低（犘＜０．０５）。见图４。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄连素组；与模型组比

较，犘＜０．０５。

图４　３组小鼠肝组织ＣＤ６８表达水平比较

（免疫组织化学染色，１０×１０倍）

３．５　３组小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ活力和肝组织中羟

脯氨酸含量比较　与正常组比较，模型组血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ活力均明显升高；与模型组比较，黄连素

组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活力和肝组织中羟脯氨酸含量

明显降低（犘＜０．０５）。见图５。

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型

组；Ｃ．黄连素组；与模型组

比较，犘＜０．０５。

图５　３组小鼠血清ＡＬＴ、

ＡＳＴ活力和肝组织羟脯

氨酸含量比较

３．６　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ、Ｃｏｌ１α１、ＴＩＭＰ１

ｍＲＮＡ表达水平比较　与正常组比较，模型组小鼠

肝组织中αＳＭＡ，Ｃｏｌ１α１，ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ 表达水

平明显上调（犘＜０．０５）；与模型组比较，黄连素组小

鼠肝组织αＳＭＡ，Ｃｏｌ１α１，ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ 表达水

平明显下调（犘＜０．０５）。见图６。

３．７　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白表达水平比

较　正常组有少量αＳＭＡ蛋白表达；与正常组比

较，模型组αＳＭＡ 蛋白表达水平显著增多（犘＜

０．０５）；与模型组比较，黄连素组αＳＭＡ蛋白表达

水平显著降低（犘＜０．０５）。见图７、图８。

３５
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　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型

组；Ｃ．黄连素组；与模型组

比较，犘＜０．０５。

图６　３组小鼠肝组织中

αＳＭＡ、Ｃｏｌ１α１、ＴＩＭＰ１

ｍＲＮＡ表达水平比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白表达水平

　　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．黄连素组；与模型组比

较，犘＜０．０５。

图８　３组小鼠肝组织中αＳＭＡ蛋白表达水平比较

４　讨论

肝脏是人体重要的代谢器官，因此保肝护肝十

分重要。肝损伤是各种肝脏疾病的病变结果，肝脏

在损害因子的作用下会发生肝损伤，会出现慢性炎

症、肝纤维化、肝硬化，甚至转化为肝细胞癌［８］。

腹腔注射ＣＣｌ４ 法是经典的毒物诱导肝纤维化

模型的方法［９］。肝纤维化时，肝脏发生免疫应答，有

炎性细胞浸润；大量脂质过氧化物外溢，肝星状细胞

被活化后转变为肌成纤维细胞，表达大量肌性骨架

蛋白，如αＳＭＡ，分泌大量的 ＥＣＭ 以致过度沉

积［１０］；纤维结缔组织增生，形成桥接，严重时有假小

叶形成。ＥＣＭ 以Ｃｏｌ１α１为主，天狼星红染色可以

特异地显示胶原组织。而羟脯氨酸是胶原所特有的

氨基酸，测定肝组织中羟脯氨酸含量可知胶原总体

水平，是反映肝纤维化程度的直接指标。

ＡＬＴ与 ＡＳＴ是检测肝功能的指标，能反映肝

细胞是否损伤及损伤程度。ＣＤ６８是肝巨噬细胞的

特异性标志物，同时也是反映肝脏炎症程度的指标。

基 质 金 属 蛋 白 酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＭＭＰｓ）能降解ＥＣＭ
［１１］，分解纤维化结构。而肝纤

维化进程中，ＭＭＰｓ下调，而ＴＩＭＰ１表达会上调，

ＴＩＭＰ１也是反映肝纤维化的一个指标。

近年有研究显示，黄连素具有抗炎、抗氧化应激

作用［１２］，下调促炎性细胞因子白细胞介素６和肿瘤

坏死因子α的释放；能通过抑制ｐ６５的磷酸化及抑

制核转录因子κＢ激酶抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒ

ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）介导的ＩκＢα降解，进而

抑制由炎性因子或致癌物质诱导的核因子κＢ信号

通路活化［１３］。这为研究黄连素减轻肝纤维化的作

用机制提供了线索。器官纤维化是ＥＣＭ 过度沉积

的病理进程，可引起器官结构紊乱和功能减退，甚至

器官硬化以致衰竭［１４］。近年来，有关用黄连素治疗

纤维化的研究不断加深，有学者尝试用黄连素治疗

心肌纤维化［１５］、肺纤维化［１６］、肾间质纤维化［１７］，这

为研究黄连素治疗肝纤维化提供了理论基础。

本研究中，通过肝组织病理学观察，黄连素能减

轻肝纤维化程度，降低纤维结缔组织增殖及炎性反

应，减少胶原沉积。黄连素组肝脏中羟脯氨酸含量

减少，说明胶原合成减少。在肝功能检测中，黄连素

均能降低ＡＬＴ和ＡＳＴ活力，减轻肝损伤。免疫组

织化学检测结果显示，黄连素能下调肝纤维化进程

中αＳＭＡ 和 ＣＤ６８的表达。同时通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和实时ＰＣＲ，在蛋白水平和 ｍＲＮＡ水平上证

明，黄连素能下调αＳＭＡ的表达。而且在 ｍＲＮＡ

水平上，黄连素同时下调肝纤维化模型的Ｃｏｌ１α１和

ＴＩＭＰ１的表达。

综上所述，黄连素可以在一定程度上抑制肝纤

维化进程，其机制可能与其抑制肝内慢性炎症有关，

详细机制还有待进一步研究。
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