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益气软肝方与肝刺激因子对大鼠免疫性肝纤维化
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摘要 目的
:

通过 与肝刺 激因子 ( H S S )保肝作用 的比较
,

评估

益气软肝方 (I 形 sl
_

) 对肝纤维化的保护作用
。

方法
:

大鼠肝纤维

化模型由人血清白蛋白制备
。

P G SI
_

保护组予 P G SI
J

中药汤剂

侮 日两 次灌胃
.

H S S 保护组同时予 H S S 每周两次腹腔 内注射
,

共 8 周
。

结果
:

l,( i lS
、

及 H S S均可 以降低肝纤维化大鼠的死亡

率
;
肝组 织经脯氨酸 测定

、

大体标本
、

H E 染色
、

嗜银 及 V G 染

色
,

提示 几者均可 以降低大鼠肝纤维化的增生程度
。

上述两 个

保护组 比较均无统计学差异
。

结论
:

益气软肝方预 防肝纤维 化

的作用 与肝刺激因子相似
。

主题词 肝纤 维化
/
中医药疗法 免疫 活性 /药物作用 益 气

软肝方

中药在抗肝纤维化治疗中具有一定优势
,

多种复

方及单药
、

单体的研究证 明
,

可有效抑制肝纤维化
’ j

。

我们以往实验也证实益气软肝方 ( P G SI
J

) 对肝纤维化

有保护和治疗作用
。

本文将该中药在保护肝纤维化方

面的作用与肝刺激因子 ( H S S )做一 比较
,

旨在进一 步

对其作用效果做一评估
。

l 材料与方法

1
.

1 动物 分组
:

雌性 S D 大 鼠
,

5 0 只
,

体重 12 0 一

1 5 0 9
,

由大连医科大学实验动物中心提供
,

随机分成

4 组
。

A 组
:

正常对照组 8 只 ; B 组
:

肝纤维化模型组

15 只 ; C 组
:

(P ; SI
J

保护组 15 只 ; D 组
:

H S S 保护组

12 只
。

1
·

2 药物的制备

1
.

2
.

1 益气软肝方
:

由黄茂 5 09
,

白术 2 09
,

丹参 2 59
,

川芍 I ()g
,

桃仁 1 59
,

鳖甲 3 0 9
,

生牡蜗 5 0 9
,

炙甘草 1 09

组成
。

中药制剂由大连市中医医院标准制剂室制备成

中药汤剂
,

按人鼠用药 比例换算 (以 6 5 k g 成人等体重

10 倍量
,

计算每千克体重大 鼠对应的药量 )
,

并结合大

鼠胃的承受容量调节浓度为 5 0 %
。

飞 大连伙科大学附属第一 医院消化 内科
,

大连市西 岗区中山路

22 2 号 ( 11 6 ( ) 1 1 )

2 大连 市中医医院

3 大连伙科大学

4 大连友谊医院

收稿 11期
: 2 (`( )2 一 ( ) 1一 11 ;

修 l
“

l 日期
: 2 ( ) () 2一 0 5一 3 ( )

1
.

2
.

2 初生牛 H S S
:

大连医药科学研究所提供
。

中国

普通奶牛
,

出生后禁食水
,

24 小时内取肝
,

分子筛方法

提取 H S S
,

分子量约 8
.

o K D ; H S S 含量为 Z m g / m l ; 活

性测定 (体内法 )
:

可使肝细胞 D N A 合成提高 4
.

8 倍
。

1
.

3 动物模型 的制备及给药
: B 组

:

肝纤维化模型制

备按 B la e k w e ll 方法
LZ 〕稍加改进

。

致敏阶段
:

20 %人血清 白蛋白 ( H S A )用生理盐水

稀释
,

与等量不完全福氏佐剂乳化
,

每只大鼠皮下多点

注射
,

每次 O
·

5m l (含 H S A 4m g )
,

共 4 次
,

前 2 次间隔

1 4 天
,

第 3
、

4 次间隔 10 天
,

末次致敏后第 10 天进行

攻击阶段
。

攻击阶段
:

尾静脉攻击注射 H S A
,

每次 2
.

5 ~ 4m g

(剂量逐渐增加 )
,

每周 2 次
,

共 8周
。

A 组
:

正常对照组予相应量的生理盐水注射
。

c 组
:

即 P G sI
J

保护组
。

.

在制备模型同时
,

与攻击

阶段 同时予 P G SI
才

灌 胃
,

每次 2 m l/ 只
,

2 分钟 内灌完
,

每 日 2 次
。

D 组
:

即 H S S 保护组
,

在制备模型同时
,

与攻击阶

段同时予每只大鼠 s m g H S S 腹腔内注射
,

每周 2 次
。

在攻击注射 8 周末
,

全部大鼠眼球取血
,

做血清学

检查
,

再去头取肝
,

一部分迅速投人液氮
,

之后转入

一 7 O C保存
。

再用生理盐水按 10 % ( w / v) 浓度制备肝

匀浆
,

一 2() C保存
。

另一部分置入 10 % 中性 甲醛 中固

定
,

留制备病理切片
。

.1 4 检测指标和方法

1
.

4
.

1 大 鼠血清转氨酶 ( A l
一

T )
、

白蛋 白 ( A lb)
、

球蛋

白 ( G lb )测定
:

生化全 自动分析仪测定
。

1
.

4
.

2 肝组织轻脯氨酸 ( H Y P ) 的测定
:

参照郑少雄

方法 93」
。

.1 5 病理学检查方法

1
.

5
.

1 大体标本观察肝脏的变化
。

1
.

5
.

2 光镜检查
:

( 1 ) H E 染色
:

观察肝纤维组织增生

与分布情况并观察成纤维细胞增生程度
, “
一

”

无成纤

维细胞增生
, “

+
”

仅汇管区少量成纤维细胞增生
。 “

+

+
”

汇管区成纤维细胞增生并向小叶内延伸
,

呈较窄较

短的纤维条索
。 “

+ + +
”
汇管区成纤维细胞大量增生

DOI : 10. 13288 /j . 11 -2166 /r . 2003. 05. 037
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并向小叶内大量延伸
。

( 2) 嗜银染色
:

观察 班型胶原增

生程度
。 “

一
”

无网状纤维增生
。 “

+
”

少数小叶的汇管

区 网状纤维呈细纤索状向肝小叶内延伸
。 “
十十

”

较多

小叶的汇管区 网状纤维呈细网状向肝小叶内延伸
。 “

+

+ 十
”
多数小 叶的汇管区网状纤维呈细网状向肝小叶

内延伸且形成假小叶
。

( 3) V G 染色
:

观察 J 型胶原增

生 程度
:

根据 汇管 区血管 周围绿染 区 厚度
, “
一

” :

<

5拼m ; “
十

” 5 ~ 10拼m ; “
+ +

” 1 1一 1 5卜m ; “
+ + +

”
>

1 5拜m
。

( 4 ) H E 染色
:

观察除汇管区
、

纤维间隔以外肝细

胞间梭形细胞数 目的变化
:

40 倍物镜下
,

各 随机取不

同鼠肝 20 个视野
,

计数肝细胞间 (汇管区
、

纤维间隔以

外 )梭形细胞数 目
。

( 5) H E 染色
:

观察肝细胞
、

炎细胞

的变化
。

1
.

6 统计学方法
:

死亡率的比较用四格表的确切概率

法
,

病理学判断中的等级资料应用秩和检验
,

计量资料

用方差分析
。

2 结果

2
.

1 对肝纤维化大 鼠死亡率影响的比较
:

免疫性肝

纤维化大鼠的死亡率为 4 6
.

67 %
,

给予 P G SI
洲

与 H S S

均可以降低免疫性大鼠的死亡率
,

分别为 1 3
.

33 % ( P

< 0
.

0 1 )
、

2 5
.

0 0 % ( P < 0
.

0 5 )
。

P G S I
才

组较 H S S 组死亡

率有减低趋势
,

但二者比较无统计学意义 (尸> .0 05 )
。

2
.

2 对肝纤维化大 鼠 A L T
、

A lb
、

G lb 影响 的比较
:

附

表结 果显示
,

P G SI
J

及 H S S 均可抑 制肝纤 维化大 鼠

A L T 的 升 高
,

二 者 之 间 比较 差 异 无 显 著 性 ( P >

0
.

0 5 )
。

肝纤维化大 鼠血清 A lb
、

G lb 水平没有变 化
,

P G SI
才

及 H S S 也没有引起它们的变化 ( P 均 > 0
.

05 )
。

附表 P G SI 与 H S S 对肝纤维化大鼠血清

A l
子

T
、

A lb
、

G l b 影响 的比较 `
一

士 * )

组别

A 组

1玉组

C 组

l ) 组

鼠数 A lb ( g / I )

4
.

0土 0
.

4

(妥lb ( g / I )

3
.

6士 1
.

2

{:

8士 ()

1士 0
. ;立:

.

3
.

8士 0
.

2 3
.

6士 0
.

6

A I r ( U / l )

4 9
.

2士 9
.

3
长

8 0
.

5士 10
.

4

4 6
.

乌士 I J
.

1
’

4 3
.

4士 9
.

5
“

与 B 组 比较
, *

P < 0
.

01

2
.

3 对肝纤维化大鼠肝组织 H Y P 含量的影响
:

肝组

织 H Y P 含量分别为
:

A 组
:

30
.

2士 9
.

8拌g / g 肝湿重
,

B

组
:

91
·

1士 34
.

5拼g / g 肝湿重
,

C 组
:

35
·

9士 12
·

2拼g / g 肝

湿重
,

D 组
: 3 .4 9士 13

·

O拼g /g 肝湿重
,

无论 P G SI
、

还是

H S S
,

均可以降低肝纤维化大鼠升高的肝组织 H Y P 含

量 ( P < 0
.

0 1 )
,

二者之间无统计学差异 ( P > 0
.

05 )
。

2
.

4 P G sI
J

与 H s S 对肝纤维化大鼠肝脏病理学 的影

响

2
.

4
.

1 大体标本
: B 组大 鼠与 A 组正常大 鼠比较

,

肝

组织表面光亮度 明显下降
,

颜色变暗且边缘稍微不规

整
,

肝表面粗糙
,

布满针尖大小的颗粒
,

分布均匀紧密
,

触之质较硬
,

易切割
,

不易碎
。

C 组和 D 组大鼠肝脏大

多数基本接近正常
,

表面有一定光亮度
,

颜色暗红
,

边

缘规整
,

肝表面光滑
,

触之质软
,

切割易碎
。

2
.

4
.

2 光镜检查结果
:

( 1 ) P G SI
_

与 H S S 对肝纤维化

大鼠肝脏纤维组织增生的影响
:

对增生与分布的影响
:

从 H E 染色切片上可以看到
,

纤维化大鼠肝脏纤维分

隔完整
,

纤维带粗细均匀
,

P G SI
才

与 H S S 均可使纤维

组织增生明显减轻
,

纤维带减少而且变细
,

主要分布在

汇管区
。

对增生程度 的影响
:

分别通过 3 种染色及相应

3 种分级方法 比较各组 的纤维组织增生程度
,

结果显

示
,

P G SI
了

及 H S S 均可使大 鼠肝脏成纤维细胞
、

I 型

及 班型胶原增 生程度降低 ( P < 0
.

01 )
,

二者之间无统

计学差异 ( I
,

> 0
.

0 5 )
。

( 2 ) P G S I
一

与 H S S 对肝纤维化大

鼠除汇管区
、

纤维间隔以 外肝细胞间的梭形细胞数 目

影响的比较
:

梭形细胞数 目分别为
:

A 组
:

32
.

5士 4
.

1
,

B 组
: 5 8

.

6 士 4
.

5
,

C 组
: 3 6

.

1士 3
.

1
,

D 组
: 3 5

.

0 士 4
.

0
,

结果显示
,

P G SI
、

及 H S S 均可以减少肝纤维化大 鼠增

多的梭形细胞 ( P 均 < 0
.

01 )
,

二者之间无统计学差异

( P > 0
.

0 5 )
。

( 3 ) P G S I
才

与 H S S 对肝纤维化大 鼠肝细胞

影响的比较
:

肝纤维化大鼠肝细胞大小均一
,

大多数肝

细胞肿胀
、

少部分脂肪变性
,

少数细胞核浓染
,

溶解并

可见小双核细胞
。

C 组及 D 组上述表现明显改善
,

少

量肝细胞可见肿胀
,

未见细胞变性
,

大多数肝细胞基本

正常
,

显示 P G SI
J

及 H S S 均可以保护免疫损伤的肝细

胞
。

( 4 ) P G S I
刁

及 H S S 对肝纤维化大鼠肝脏炎细胞浸

润影响的比较
:

肝纤维化组大 鼠肝脏汇管区及 中央静

脉周围可见到大量炎细胞浸润
,

以淋 巴细胞为主
,

少量

为 中性粒细胞
,

C 组 及 D 组 只见少量炎细胞存在
,

说

明 P G SI
洲

及 H S S 均可 以抑制炎细胞浸润
。

3 讨论

中药治疗肝纤维化已经成为现代抗肝纤维化治疗

手段之一
,

益气软肝方作为经验方剂 已挽救很多肝病

患者
。

从 中医角度来说
,

肝纤维化是在气虚基础上出

现了气滞血癖及痰浊等
,

益气软肝方就是采用 中医益

气化疲
,

软肝散结 治疗原则
,

治疗肝纤维化患者
。

众

所周知
,

H S S 对肝纤维化有保护作用
,

我们也 曾对初

生小牛 H S S 对肝纤维化保护作用进行探讨
,

得出相同

的结论川
。

本文通过免疫性肝纤维化模型对二者在肝纤维化

保护作用方 面做一 比较
。

结果显示
,

益气软肝方 和

H S S 均可以降低免疫性肝纤维化大鼠的死亡率
,

提高

生存率
。

从肝组织羚脯氨酸测定及病理切片上我们更
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能清楚地看到
,

不 管是益气软肝方还是 H S S
,

均能使

肝纤维化增生程度降低
。

3 种染色方法显示了二者对

成纤维细胞
、
工型胶原

、

班型胶原增生 的抑制
,

统计学

分析提示二者的抗肝纤维化作用无显著差异
。

我们还

观察了除汇管区
、

纤维间隔以外肝细胞间的梭形细胞
,

我们 以往的实验曾通过电镜观察到这些梭形细胞大多

是激活状态的星状细胞
,

少数为肿胀的内皮细胞川
,

益

气软肝方及 H S S 给予均可以减少这些细胞的数 目
。

星

状细胞是肝纤维化形成的中心环节
,

激活状态的星状

细胞能够分泌胶原并能调节胶原合成和降解
。

推测益

气软肝方及 H S S 均可能有抑制星状细胞激活的作用
,

从而减少了细胞外基质的分泌
。

本研究还证实了益气

软肝方的保护肝细胞作用与 H S S 相似
,

血清学检查提

示降低 A L T
,

病理切片看到肝细胞损伤减轻
,

均证实

了这一点
。

另外
,

我们还观察了炎细胞的变化
,

两种保

护方法均能使肝组织内炎细胞减少
,

提示益气软肝方

和 H S S 一样可以对免疫损伤起到抑制作用
。

本研究结果显示
,

益气软肝方有预防肝纤维化 的

作用
,

而且其作用效果与 H S S 的保护效果相似
,

再次

显示了传统中药对慢性肝病的治疗前景
。
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,

等
.

肝刺激 因子对 实验性免疫性肝纤 维的保

护作用
.

中华消化杂志
,

一9 9 7 ,

1 7 ( 3 )
: 1 3 8一 1 4 0

.

辨证 治疗发作性睡病 3 则

夏 如 宁

1 温肾助阳
,

健脾醒脑

苗某某
,

男
,

3g 岁 因突发性 嗜睡反复发作 l 年余于 1 9 9 6

年 万月 12 日就诊 患者于 1 年前 无明显原 因出现嗜睡
,

常在进

食时 突然人 睡
,

l() 余分钟后 可醒来
,

呼之亦 可醒
,

醒后 如常人
.

一大一般发作 1 次
,

近半月来有加重趋势
。

于 5 天前在某医院

神经 内科做脑 C T 等各种检查均未 发现异常
,

诊断为发作性睡

病 因患者不愿服用西药
,

故来我科就诊
。

伴有身沉乏力
,

院闷

纳差
,

〔J淡不渴
,

二便通调
。

舌质淡
,

苔白腻
,

脉沉细
。

辨证为脾

虚湿盛
,

清阳不升 处方
:

黄茂 2 0 9
.

党参 1贩
,

白术 1 5
,

苍术 1 2 9
,

获 等 I祖 石营蒲 1 2 9 ,

陈皮 1 ()s
,

佛手 1 2 9
,

佩 兰 1 29
.

甘草 69
.

5

fflj 水煎服 再诊时乏力纳差略有 改善
,

嗜睡如故
。

追溯病史
,

有

肢 冷畏寒 之 症 遂 于原 方加 人炮 附子 1 2 9
,

桂枝 1娘
,

冤丝 子

l祖
·

鹿角胶 1 2 9 (洋化 )
,

继 服 5 剂 药后来诊
,

诉 已两天未发作

嗜睡
,

余症亦减轻
,

续进 10 剂停药观察
,

随访 1 年未见复发

按
:

初诊时似以脾虚 为主
,

方用 黄茂
、

党参
、

苍术
、

白术
、

获

冬健脾 益气
;
陈皮

、

佛手理气化湿
;
石蓄蒲

、

佩兰醒脑开窍
;
甘草

协助健脾
,

并调和诸药
,

后仔细追 问病 史
,

患者有畏寒 肢冷
,

加

之脉细沉
,

当为合并 少阴阳虚
,

故加人益肾壮阳散寒之附子
、

桂

枝
、

冤丝子
、

鹿角胶
, ’

肾阳得 补
.

寒湿得除
,

则效果立见
。

竺 健脾祛湿
,

化痰开 窍

郭某某
,

女
,

枪 岁 发作性嗜睡半年
,

于 1 9 9 9 年 2 月 2 9 日

就诊 患者半年以来感困倦
、

嗜睡
,

常在午饭后有不可遏 止的人

睡
.

10 余分钟后醒来感头脑清醒
,

昨天在逛商场时人睡
,

被人叫

醒 患者形体肥胖
,

伴有身沉疲倦
,

微咳多痰
,

晨起恶 心
,

纳差
,

人便略塘
,

白带增多
,

舌胖苔腻
,

脉弦滑
。

给 以二陈汤加味以健

脾胜湿
,

化痰 开窍
。

处方
:

半夏 1 2 9
,

陈皮 1 29
,

获荃 2 0 9
,

白豆 葱

x! {东省威海 市立医院中医科 ( 2 6 4 2 ( ) o )

收稿日期
:

2 0 0 2一 0 3一 1 3

1 2 9
。

佩兰 2 29
,

石 营蒲 1 2 9
,

苍术 1 2 9
,

白术 1 5 9
,

厚朴 1 0 9
,

生黄

茂 2 0 9
,

炙甘草 6 9
。

服 5 剂后症状减轻
。

原方加桂枝 1 29 继服 5

剂
,

嗜睡进一步减轻
;
原方 继服 10 剂症状消失

,

嘱继服补 中益

气丸以巩固疗效
,

随访 1 年无复发
。

按
:

方 中半夏
、

陈皮燥湿化痰
,

黄茂
、

白术
、

获菩健脾益气
;

苍术
、

白豆恙
、

厚朴理气祛湿 ;石 营蒲
、

佩 兰化湿醒脑 开窍
; “

饮

为阴邪
,

非温不化
” ,

痰饮同源
,

二诊加入桂枝以温阳化痰
,

全方

共奏健脾益气
、

祛湿开窍之功
。

3 活血化痕
,

通络开窍

王某某
,

男
,

3 6 岁
。

于 2 0 0 0 年 11 月 4 日因发作性嗜睡 1 年

余就诊 患者于 1 9 9 9 年 1 月有过脑外伤史
,

其后便有发作性睡

眠
,

经常在 坐车
、

吃饭
、

甚至正说话 间突 然人睡
,

10 余分钟 后醒

来
,

平时有轻度头晕健 忘
,

夜寐多梦
,

鼻不闻香臭
,

饮食二便正

常
。

曾诊为脑外伤后遗症
,

服用过脑震宁
、

脑复康等药无效
。

查

见舌质略暗
,

舌下静脉痊血明显
,

舌苔白薄
,

脉沉涩
。

给予通窍

活血 汤加减
。

处方
:

川夸 1 59
,

当归 1 59
.

桃仁 l敬
,

红花 1 2 9
,

赤芍

1 2 9 冰片 。
.

琅 (化 )
,

石葛蒲 1飞
,

酸 枣仁 1飞
,

辛 夷 1 09
,

远志

10 9
,

龙齿 3 0 9 ,

生姜 3 片
,

老葱 白 3 寸
,

黄酒 与水各半煎 服
,

1 0

剂
。

再诊时嗜睡略有改善
,

余症 同前
口

原方加人察香 。
.

2 9 (绢包

另煎兑人 )
,

按前法煎服 10 剂
。

三诊时述嗜睡基本消失
,

嗅觉亦

有恢复
,

效 不更方
,

继进 10 剂后 嗜睡 未再发作
,

余症 明显改善
,

遂减少活 血药用量
,

加人构祀子
、

冤丝 子
、

核桃等补肾健脑之

品
,

再服 10 剂以巩 固疗效
,

随访 1 年无复发
。

按
:

本例患者为外伤致疲
,

脑络阻 塞
,

血气不通
,

神明失养

而导致的嗜睡
,

其病机重在一个
“

疲
”

字
。

方用川芍
、

当归
、

赤芍
、

桃仁
、

红花 活血通络
;
石营蒲

、

冰片
、

赓 香醒脑开窍
;
远志

、

酸枣

仁
、

龙齿养心益脑
;
细辛 开通鼻窍

;
葱姜之性 温通

,

以助 活血通

窍之 力
。

诸药合用共奏活血化癖
、

通络开窍之功
。
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