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肝心宁对大鼠肝纤维化α-ＳＭＡ、ＭＭＰ-13
及ＴＩＭＰ-1蛋白表达的影响

李志钢1　杨晋翔1　张　伟2　王再谟3　谢春光3　段　渠3

　　肝纤维化是肝脏中纤维生成超过了降解�降解细胞
外基质 （ＥＣＭ）在肝脏中过度沉积所致�而肝脏星状细胞
（ＨＳＣ）的激活是肝纤维化形成的中心环节�大量研究表
明胶原酶、纤溶酶等参与ＥＣＭ的降解。经临床长期应用
已发现�肝心宁可以明显降低血中透明质酸和层粘连蛋
白。本研究旨在探讨在大鼠肝纤维化形成过程中肝心宁
对肝内纤维组织的形成与α-ＳＭＡ、ＭＭＰ-13及ＴＩＭＰ-1蛋
白表达的影响。
1　材料与方法
1∙1　动物

雄性ＳＤ大鼠68只�体重 （160±10）ｇ�购自四川华西
医科大学实验动物中心。
1∙2　药品及试剂

ＣＣｌ4（上海四星医药科技工贸公司出品 ）；精制花生
油 （山东鲁花集团产品 ）；秋水仙碱 （昆明制药有限公司
产品 ）�0∙5ｍｇ／片；肝心宁处方由成都中医药大学王再谟
教授惠赠。前药临用前用单蒸水稀释�后药提前按实验
需要的剂量煎煮成汤剂。兔抗大鼠α-ＳＭＡ多克隆抗体、
兔抗大鼠 ＭＭＰ-13多克隆抗体及兔抗大鼠 ＴＩＭＰ-1多克
隆抗体均购自武汉博士德生物工程有限公司；即用型ＳＰ
免疫组化试剂盒购自福州迈新试剂公司；ＤＡＢ购自北京
中山生物公司。
1∙3　大鼠分组及用药

雄性ＳＤ大鼠68只随机分成5组。模型组 （Ｍ组�15
只 ）：采用ＣＣｌ4复合造模法�将ＣＣｌ4与花生油以4∶6配
成40％油剂�每隔3天皮下注射40％油剂 ＣＣｌ40∙3ｍｌ／
100ｇ体重 （首剂ＣＣｌ4与花生油以3∶1配成75％油剂�皮
下注射ＣＣｌ4第1次用0∙5ｍｌ／100ｇ体重 ）�同时采用高脂
低蛋白食物 （以玉米面为饲料�加0∙5％胆固醇�实验第
1、2周加20％猪油 ）�30％酒精为唯一饮料；并且每天用
蒸馏水灌胃1ｍｌ／100ｇ体重。阳性对照组 （ＰＣ组�14只 ）：
ＣＣｌ4造模的同时�用秋水仙碱灌胃�每天0∙01ｍｇ／100ｇ。
肝心宁高剂量组 （ＧＸＮｈ组�14只 ）：ＣＣｌ4造模的同时�用
肝心宁灌胃2∙6ｇ／100ｇ。肝心宁低剂量组 （ＧＸＮｌ组�14
只 ）：ＣＣｌ4的造模同时用肝心宁灌胃�每天0∙65ｇ／100ｇ。
正常组 （Ｎ组�11只 ）：不做药物处理。
1∙4　标本的制备

存活大鼠均于第6周末处死取材�每组各随机抽取
10份样品进行检测。取同一部位切除的肝脏于10％中
性缓冲福尔马林液中固定、酒精梯度脱水、石蜡包埋、切
片�厚度为4μｍ经常规脱蜡脱水�3％Ｈ2Ｏ2去除内源性过
氧化物酶�0∙1ｍｏｌ／Ｌ枸椽酸盐缓冲液微波处理�马血清封
闭非特异性抗原�分别滴加兔抗大鼠多克隆抗体α-ＳＭＡ
（1∶150）、ＭＭＰ-13（1∶100）及 ＴＩＭＰ-1（1∶150）�4℃过
夜�阴性片以ＰＢＳ代替一抗�后依次加入羊抗兔抗体ＩｇＧ�
辣根酶标记的链霉卵白素工作液进行反应�用 ＤＡＢ显
色、脱水、透明�中性树胶封片�分别检测组织中α-ＳＭＡ、
ＭＭＰ-13及ＴＩＭＰ-1的表达情况�阳性片细胞胞浆中出现
棕黄色�阴性片无着色。
1∙5　免疫组化结果判定

采集α-ＳＭＡ、ＭＭＰ-13及 ＴＩＭＰ-1免疫组织化学染色
图像�用Ｉｍａｇｅ-ＰｒｏＰｌｕｓ分析软件进行图像分析�每张切
片取5个视野测定α-ＳＭＡ、ＭＭＰ-13及ＴＩＭＰ-1蛋白阳性
产物的积分光密度值 （ＩＯＤ值 ）�取平均值代表 α-ＳＭＡ、
ＭＭＰ-13及ＴＩＭＰ-1蛋白表达强度�ＩＯＤ值越大表示阳性
产物表达越强。
1∙6　统计学方法

用ＳＡＳ9∙0软件包统计分析�计量资料以 （﹣ｘ±ｓ）表
示�多组间均数两两比较用单因素方差分析�ＬＳＤ法�用
Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行相关性检验。
2　结果
2∙1　α-ＳＭＡ的表达

Ｎ组可见血管壁少量α-ＳＭＡ阳性表达；Ｍ组α-ＳＭＡ
阳性表达细胞数明显增多�胞浆呈棕黄色�有的细胞有2
～3个较长突起�主要分布于门静脉、汇管区、纤维间隔
和邻近的肝窦；ＧＸＮｈ、ＧＸＮｌ和ＰＣ组汇管区、纤维间隔和
邻近的肝窦阳性细胞数目显著减少�胞浆阳性染色显著
减轻�与Ｍ组相比有统计学意义 （Ｐ＜0∙05）；ＧＸＮｌ组与
ＰＣ组相比无统计学差异 （Ｐ＞0∙05）；ＧＸＮｈ组与ＧＸＮｌ组
和ＰＣ组相比有统计学差异 （Ｐ＜0∙05）。
2∙2　ＭＭＰ-13的表达

Ｎ组ＭＭＰ-13在汇管区的血管壁和胆管壁周围有阳
性染色。Ｍ组阳性染色多集中于纤维间隔、中央静脉周
围、肝窦处的间质细胞胞浆棕黄色着色明显可见�而在
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ＧＸＮｈ、ＧＸＮｌ和ＰＣ组�尤以纤维间隔及肝窦处的间质细
胞胞浆棕黄色着色明显增多�与Ｍ组相比�ＭＭＰ-13的表
达显著升高 （Ｐ＜0∙05）。ＧＸＮｌ组与ＰＣ组相比无统计学
差异 （Ｐ＞0∙05）；ＧＸＮｈ组与ＧＸＮｌ组和ＰＣ组相比有统计
学差异 （Ｐ＜0∙05）。
2∙3　ＴＩＭＰ-1的表达

ＴＩＭＰ-1在Ｎ组汇管区的血管壁和胆管壁周围有少
量阳性染色。Ｍ组ＴＩＭＰ-1阳性染色表达部位和ＭＭＰ-13
组一致�与Ｎ组相比有统计学差异 （Ｐ＜0∙05）。ＧＸＮｈ、
ＧＸＮｌ和ＰＣ组仅见汇管区和纤维间隔中有少量较淡的阳

性染色�与Ｍ组相比表达明显下降 （Ｐ＜0∙05）。ＧＸＮｌ组
与ＰＣ组相比无统计学差异 （Ｐ＞0∙05）；ＧＸＮｈ组与ＧＸＮｌ
组和ＰＣ组相比有统计学差异 （Ｐ＜0∙05）。
3　讨论

ＭＭＰ-13或胶原酶3属于中性蛋白酶一族�需锌离子
的激活�专门降解Ⅰ、Ⅲ型间质胶原酶�胶原酶活性的正
常调控受到破坏可促进肝纤维化的进展�而造成肝纤维
化、肝硬化形成的主要原因之一是特异性降解Ⅰ、Ⅲ型胶
原的间质胶原酶在纤维化进展期活性下降所致。ＴＩＭＰ-1
则为ＭＭＰ-13的抑制物。ＭＭＰ-13与ＴＩＭＰ-1在肝纤维形
成过程中主要由激活的ＨＳＣ分泌。ＩｒｅｄａｌｅＪＰ等认为肝纤
维化过程中 ＴＩＭＰ-1与 ＭＭＰ-13动态平衡破坏即前者升
高后者降低的结果是促进了胶原纤维的累积并促进肝纤

维化的发展�我们发现 ＴＩＭＰ-1在模型组于纤维间隔、中
央静脉周围、肝窦处的间质细胞胞浆可见大量棕黄色着
色�ＭＭＰ-13亦可见表达�应用肝心宁后�ＴＩＭＰ-1表达明
显减少�而ＭＭＰ-13表达则显著升高。模型组肝纤维化
程度与ＴＩＭＰ-1蛋白表达升高呈正相关�由此可见�ＣＣｌ4
造模诱导肝纤维化6周末�ＴＩＭＰ的蛋白表达显著升高�
而ＭＭＰ-13的蛋白表达明显降低�ＭＭＰ-13／ＴＩＭＰ-1的不
平衡表达�可能是肝纤维化形成的主要原因。而同时给
予肝心宁后�ＭＭＰ-13则显著升高�ＴＩＭＰ-1则明显降低�
说明肝心宁可以逆转该不平衡�促进过多 ＥＣＭ的降解�
因此�肝心宁是否对ＭＭＰ-13有激活作用尚未知�但我们
认为不能排除这种可能性。对模型组、肝心宁高剂量组
及肝心宁低剂量组α-ＳＭＡ、ＭＭＰ-13及ＴＩＭＰ-1三者之间
蛋白表达的相关性进行分析表明�各组α-ＳＭＡ与ＴＩＭＰ-1
二者蛋白表达有正相关�而与 ＭＭＰ-13蛋白表达呈负相
关�由此亦可说明�ＨＳＣ在肝纤维化形成的过程中发挥着
重要作用�而肝心宁使肝纤维化的程度明显减轻很可能
是通过抑制ＨＳＣ的活化起作用的。
1　北京中医药大学东直门医院 （100700）
2　新疆维吾尔自治区中医医院耳鼻喉科
3　成都中医药大学临床医学院

桑精胶囊对2型糖尿病大鼠葡萄糖和脂质代谢的影响
张　馨1　陆付耳2　邹　欣2　徐丽君2　董　慧2　杨明炜2

　　桑精胶囊由桑叶、桑椹、桑枝和桑白皮等药组成�临
床用于治疗2型糖尿病 （Ｔ2ＤＭ）显示出良好的效果。本
研究所前期研究证明�桑精胶囊能显著 Ｔ2ＤＭ大鼠的胰
岛素抵抗 （ＩＲ） ［1］。为进一步明确其对 Ｔ2ＤＭ的治疗效
应�本实验主要观察桑精胶囊对 Ｔ2ＤＭ大鼠葡萄糖和脂
质代谢的影响。
1　材料与方法
1∙1　实验动物及饲料

清洁级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠60只�约2月龄�体重200～
220ｇ�购于湖北省实验动物研究中心 （许可证号：ＳＣＸＫ
（鄂 ）2007－0005）。基础饲料购于华中科技大学同济医
学院实验动物中心�高脂高热卡饲料按配方 （蔗糖∶猪油
∶奶粉∶鸡蛋∶基础饲料＝30∶20∶4∶2∶63）配制。
1∙2　药物及试剂

桑精胶囊由桑叶、桑椹、桑枝和桑白皮等药按2∶4∶
2∶3比例组成�生药均购于武汉同济医院�水煎醇沉后
浓缩成浸膏 （1ｍｌ浸膏相当于2ｇ桑精胶囊生药 ）�置4℃
冰箱保存备用。二甲双胍 （ＭＦ）�成都川力制药有限公司

产品 （批号：060910）�临用前用双蒸水配制成含二甲双胍
61ｍｇ／ｍｌ的混悬液；链脲佐菌素 （ＳＴＺ）�Ｓｉｇｍａ公司产品
（批号：060811）；葡萄糖测定试剂盒为北京北化康泰临床
试剂有限公司产品；胰岛素放免测定试剂盒为北京北方
生物技术研究所产品；甘油三酯 （ＴＧ）、总胆固醇 （ＴＣ）、
高密度脂蛋白-胆固醇 （ＨＤＬ-Ｃ）、低密度脂蛋白-胆固醇
（ＬＤＬ-Ｃ）、载脂蛋白ＡⅠ （ＡｐｏＡⅠ ）和载脂蛋白Ｂ（ＡｐｏＢ）
测定试剂盒均为温州东瓯生物工程有限公司产品；游离
脂肪酸 （ＦＦＡ）测定试剂盒为南京建成生物工程研究所产
品。
1∙3　动物造模及分组处理

动物基础饲料适应性喂养2周后按体质量随机分为
正常对照组10只和造模组50只。造模方法参考文献
［2］并结合本实验室经验 ［3］：造模组按25ｍｇ／ｋｇ剂量经尾
静脉注射ＳＴＺ溶液1次�并饲以高脂高热卡饲料。2周后
作口服葡萄糖耐量试验 （ＯＧＴＴ）�50％葡萄糖溶液按
2∙2ｇ／ｋｇ剂量灌胃�用剪尾法在灌胃前及灌胃后30、60和
120ｍｉｎ从尾静脉采血检测血糖值。筛选糖耐量异常者共
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