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消黄方对二甲基亚硝胺诱导大鼠肝硬化的干预作用
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［摘　要］　目的　探讨消黄方对进展期二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）诱导大鼠肝硬化的干预作用。 方法　Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠３４只，

随机分为正常组（１０只）和模型组（２４只）。腹腔注射ＤＭＮ　４周制备肝硬化模型。造模２周末取正常和模型大鼠各３只做药

前观察，其余模型大鼠随机分为消黄方组、三氯化钆组和模型对照组（各７只）；消黄方组于继续造模同时每天给予消黄方煎出

液灌胃２周；三氯化钆组予三氯化钆每周２次（７ｍｇ／ｋｇ）尾静脉注射。４周末处死全部大鼠。观察大鼠的死亡情况，体重、肝脏

大体形态、肝功能、肝脏及脾脏重量、肝脏组织学变化等。 结果　ＤＭＮ造模２周，大鼠肝脏呈现明显的纤维化，造模４周大鼠

肝硬化形成。与正常组相比，血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性及总胆红

素（ＴＢｉＬ）含量随造模时间呈梯形增加；而血清总蛋白（ＴＰ）和白蛋白（Ａｌｂ）含量随模型进展逐渐降低；４周时与模型对照组相

比，消黄方组显著降低血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ活性及ＴＢｉＬ含量（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），显著提高血清ＴＰ及 ＡＬＢ含量（Ｐ＜
０．０１）。消黄方显著改善肝组织病理和胶原染色，三氯化钆无此显著作用。 结论　具有清热利湿、活血化瘀功用的消黄方显

著干预ＤＭＮ诱导大鼠肝硬化形成。
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　　肝纤维化是指各种致病因子致肝内结缔组织异
常增生，肝内细胞外基质过度沉积的病理过程，是慢

性肝病向肝硬化发展的必经之路［１－３］，阻断、减轻乃
至逆转肝纤维化，从而阻止肝硬化形成是改善慢性
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肝病预后的治疗目标之一。近年来，中医药治疗肝
硬化显示出明显的优势［４－５］，明确了湿热内蕴、瘀血
阻络是肝硬化主要病机之一。基于以上认识，本研
究以二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）诱导的大鼠肝纤维化为
载体，以巨噬细胞阻断剂三氯化钆作对照，探讨具有
清热利湿兼活血化瘀功用的消黄方对二甲基亚硝胺

诱导大鼠肝硬化的干预效果。

１　材料与方法

１．１　动物

Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠３４只，清洁级，体重（１８０±
２０）ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，生产
许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－０００６。上海市公共卫生
临床中心实验动物中心恒温饲养，自由饮食。

１．２　药物与试剂
消黄方由茵陈２．４ｋｇ、赤芍１．２ｋｇ、栀子１．２ｋｇ、

茯苓１．２ｋｇ、甘草０．８ｋｇ组成，所含生药均购自上海
华宇药业有限公司，由上海中医药大学中药制剂中
心一次制备干燥（１．１２４ｋｇ）后冷藏。每克药粉含

６．０５ｇ生药。三氯化钆购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公
司（Ｃａｔ：１３４５０－８４）。ＤＭＮ购自日本公司（Ｃａｔ：１４９－
０５８８２）

１．３　肝硬化模型制备
大鼠肝硬化模型制备参照 Ａｌａ－Ｋｏｋｋｏ方法［６］。

模型组大鼠以１０ｍｇ／ｋｇ剂量于每周前３天连续腹
腔注射０．５％ＤＭＮ 溶液（以生理盐水稀释），共４
周，正常组大鼠腹腔注射等量的生理盐水。

１．４　分组与给药
随机取１０只大鼠作为正常组，２４只大鼠造模，

造模２周末取正常和造模大鼠各３只作药前观察，

２１只模型大鼠随机分为模型组、消黄方组和三氯化
钆组，每组７只。消黄方组于继续造模的同时按成
人（６５ｋｇ）体重用量的８倍，以１０ｍｌ／ｋｇ大鼠体重的
容量灌胃给药，每日１次，连续２周；三氯化钆组于
继续造模的同时每周２次［７］（每次间隔２天）按照

７ｍｇ／ｋｇ剂量经尾静脉注射２周。

１．５　样品采集和处理
实验４周末处死全部大鼠，用７％水合氯醛腹

腔注射麻醉后，仰卧位固定，打开腹腔，观察肝脾的
色、质、形态等情况。经下腔静脉采血，静置１ｈ后，

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分离血清，检测肝功能指
标。摘取肝脾，称重，自肝右叶切取１．０ｃｍ×０．８ｃｍ
×０．３ｃｍ 肝组织１块，１０％中性甲醛固定，脱水、
包埋。

１．６　观察指标

１．６．１　一般情况　包括大鼠的死亡情况，体重、肝
脏大体形态、肝脏及脾脏重量等。计算肝、脾脏器指
数。脏器指数＝脏器重量／体重（％）。

１．６．２　肝组织 ＨＥ及天狼星红染色观察肝脏组织
学变化　肝组织胶原纤维增生程度分期分级采用

ＳｃｈｅｕｅｒＰ分级［８］。０期：正常肝脏，无明显胶原纤维
增生；Ⅰ期：胶原纤维增生，中央静脉和门脉区有少
量星状胶原纤维束放散，但无间隔形成；Ⅱ期：胶原
纤维增生，中央静脉和门脉区结缔组织变厚，由此向
四周伸出纤维索，形成不完全间隔；Ⅲ期：胶原纤维
大量增生，有个别菲薄的完全间隔形成，或较厚的不
完全间隔即将形成假小叶；Ⅳ期：完全纤维间隔，假
小叶形成。

１．６．３　血清肝功能检测　包括血清丙氨酸氨基转
移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷
酸酶（ＡＬＰ）活性、血清总蛋白（ＴＰ）、白蛋白（ＡＬＢ）、
总胆红素（ＴＢｉＬ）水平，均由上海市公共卫生临床中
心检验科检测。

１．７　统计学方法
计量资料以ＳＰＳＳ　１８．０中的 ＡＮＯＶＡ程序进

行单因素方差分析，等级资料采用Ｒｉｄｉｔ分析。

２　结果
造模第４周时，模型组死亡２只，三氯化钆组死

亡１只，消黄方组大鼠无死亡。

２．１　各组大鼠体重、肝重等指标比较
与正常大鼠比较，造模１周后大鼠体重增长速

度明显减缓，表１示，４周模型组肝脏指数显著低于
正常组大鼠（Ｐ＜０．０１）；脾脏指数显著增加（Ｐ＜
０．０１）；与４周模型组相比，消黄方可以显著增加大
鼠体重、肝重及肝脏指数（Ｐ＜０．０１）；但消黄方对大
鼠脾重及脾脏指数改善不明显。三氯化钆组大鼠体
重显著低于模型组大鼠（Ｐ＜０．０５），三氯化钆对大
鼠脾重及脾脏指数作用明显，其脾重（Ｐ＜０．０１）及
脾脏指数（Ｐ＜０．０５）显著低于模型组大鼠。对肝脏
及肝脏指数无改善作用。

２．２　各组大鼠肝脏色、质观察
正常大鼠肝脏表面光滑，红润柔软；造模２周大

鼠肝脏充血、色泽暗红，肿胀明显，４周模型组大鼠
肝脏明显缩小，质地变韧，呈暗红色，表面颗粒感强；
脾脏明显增大，功能亢进，形成巨脾。与４周模型组
大鼠比较，消黄方组大鼠肝脏表面较为光滑，色泽较
红润。三氯化钆组对肝脏改善不明显。
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表１　各组大鼠体重、肝重、脾重、肝脏指数、脾脏指数比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 体重（ｇ） 肝重（ｇ） 肝脏指数（％） 脾重（ｇ） 脾脏指数（‰）

２周正常组 ３　 １９９．３３±９．４５　 ６．８１±０．６１　 ３．４３±０．４５　 ０．５４±０．１１　 ２．７３±０．６４
２周模型组 ３　 １８０．３３±０．５５　 ７．６７±０．２７　 ４．２５±０．２６△ ０．７７±０．０６　 ４．２５±０．３３△

４周模型组 ５　 ２０１．５０±１７．８１△△ ５．９２±１．６４△△ ２．９０±０．７０△△ １．３８±０．３０△△ ６．７９±０．９９△△

消黄方组 ７　 ２１９．３０±３５．９８＊＊ ８．３３±１．３６＊＊ ３．５９±０．５９＊＊ １．５０±０．１５　 ６．４８±０．７７
三氯化钆组 ６　 １８３．５±１３．９９＊ ４．７３±０．４１　 ２．５８±０．０９　 １．１０±０．０８＊＊ ５．８２±０．３５＊

　　注：与４周模型组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与正常组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

表２　各组大鼠肝功能比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＰ（Ｕ／１００ｍｌ） 　ＴＰ（ｇ／Ｌ） ＡＬＢ（ｇ／Ｌ） ＴＢｉＬ（μｍｏｌ／Ｌ）

正常组 １０　 ２７．１４±５．９８　 ５６．１４±２．２６　 ２２６．７１±２４．７　 ５７．６０±１．９８　 ２９．１６±１．１０　 ２．４０±０．０８
２周模型组 ３　 ５０．６７±１７．１０＊△ １３６．００±２６．０５＊＊△△ ３８３．００±７２．３４＊＊△△４８．５３±４．５６＊＊△△ ２６．３３±１．１８△△ ３．３０±０．１７△

４周模型组 ５　１２３．２０±１８．２＊ ３１２．４０±７３．０４＊＊ ６０８．８０±９７．９１＊＊ ３５．９６±８．５５＊＊ ２０．５２±３．７８＊＊ ３４．１８±２０．６２＊＊

消黄方组 ７　 ９０．００±１８．８△ １４８．００±４５．１２△ ３６６．７０±７６．９５△△ ４６．８１±３．０４△△ ２４．９５±１．３３△△ １１．７１±５．６４△

三氯化钆组 ６　１１０．１０±７６．７０　 ５１５．００±２９１．００△ ５０３．８０±１２３．３４　 ４１．５６±９．１５　 ２２．００±４．６３　 ５６．６０±３６．７０△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与４周模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

２．３　各组大鼠肝功能比较
表２示，与正常组比较，２周模型组大鼠的血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ活性显著增高（Ｐ＜０．０５或（Ｐ＜
０．０１），血清 ＴＰ含量显著降低（Ｐ＜０．０１）；血清

ＴＢｉＬ含量升高，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
造模４周时各项指标进一步增高或降低（Ｐ＜０．０１
或Ｐ＜０．０５）。与４周模型组比较，消黄方组血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ活性和ＴＢｉＬ含量均显著下降（Ｐ
＜０．０５），ＴＰ及ＡＬＢ含量显著的升高（Ｐ＜０．０１或

Ｐ＜０．０５）。三氯化钆对肝功能基本无改善作用。

２．４　各组大鼠病理组织学比较

２．４．１　各组大鼠 ＨＥ染色　图１示，正常大鼠肝小
叶结构清晰，肝细胞索由中央静脉向四周呈放射状
排列，汇管区可见极少量纤维结缔组织。与正常大
鼠比较，造模２周模型大鼠肝细胞肿胀，呈水样变，
肝细胞出现较明显的空泡样脂肪变；汇管区及肝小
叶之间开始有大量炎性细胞浸润，中央静脉开始偏
离肝小叶中央。造模４周时见广泛的肝细胞浊肿和
脂肪变、伴大量炎性细胞浸润，浸润的炎性细胞不断
破坏肝小叶，并伴随广泛增生的纤维组织，把正常的
肝小叶分割、包绕形成大小不等的假小叶。消黄方
对肝细胞变性、炎性浸润、出血、纤维增生都有不同
程度的改善，其中对纤维增生及炎症改善最为显著。

２．４．２　各组大鼠天狼星红染色　图２示，正常大鼠
肝组织仅在汇管区和中央静脉壁见少量胶原纤维。
造模２周时胶原纤维广泛增生并从汇管区向肝小叶
内伸展，可见部分菲薄的不完全间隔形成；造模４周
时，胶原增生更加明显，在小叶间形成粗大的纤维，

弥漫性增生的胶原纤维分割肝小叶形成较粗大的完

全间隔，并向肝小叶内延伸、分割，正常肝小叶结构
消失，形成假小叶。消黄方组大鼠胶原纤维增生明
显减轻，纤维间隔较窄、疏松、不连续；三氯化钆对改
善粗大的纤维有一定的作用。表３示，肝组织胶原
增生程度，消黄方组与４周模型组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　各组大鼠肝脏组织病理观察（ＨＥ染色，×１００）

注：Ａ．正常组；Ｂ．２周模型组；Ｃ．４周模型组；Ｄ．消黄方组；

Ｅ．三氯化钆组

图２　各组大鼠肝组织胶原纤维增生观察
（天狼星红染色，×１００）

注：Ａ．正常组；Ｂ．２周模型组；Ｃ．４周模型组；Ｄ．消黄方组；

Ｅ．三氯化钆组
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表３　各组大鼠肝脏胶原增生程度分期

组别 鼠数 ０期 Ⅰ期 Ⅱ期 Ⅲ期 Ⅳ期 Ｒａｄｉｔ值

正常组 １０　 １０　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１６１
２周模型组 ３　 ０　 ０　 ２　 １　 ０　 ０．４６８＊

４周模型组 ５　 ０　 ０　 ０　 １　 ４　 ０．８０３＊＊

消黄方组 ７　 ０　 ０　 ３　 ３　 １　 ０．４３３△

三氯化钆 ６　 ０　 ０　 １　 １　 ４　 ０．７６９

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与４周模型组比

较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

３　讨论
ＤＭＮ诱导大鼠肝纤维化、肝硬化是国际上公

认的经典方法［９］。造模２周的大鼠肝脏充血、肿胀，
脾脏肿大明显。肝组织病理变化表现为小叶中心性
出血性坏死，肝小叶周围炎细胞浸润，间质细胞大量
增生，有菲薄的纤维间隔形成。肝功能显著异常，

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ等指标显著升高，ＴＰ和 ＡＬＢ下
降明显。ＤＭＮ造模４周时大鼠肝脏较正常大鼠肝
脏显著的缩小，重量减轻，颗粒样的结节明显，脾脏
肿大，巨脾形成，肝功能损害显著加重，肝组织结构
紊乱、纤维化快速进展，模型大鼠已形成肝硬化，与
文献报道［１０］一致。
我院中医科陈晓蓉主任在临床经验的基础上，

以茵陈蒿汤去大黄，加入赤芍，茯苓，佐以甘草调和
诸药，拟定消黄方，全方配伍得当，主要用于各种慢
性肝炎引起的难治性黄疸和肝硬化［１１－１２］。本研究
提示，消黄方可显著抑制模型大鼠体重的下降，增加
肝重及肝脏指数。对肝功能的改善也非常的明显，
可以显著降低 ＡＬＴ 活性，对 ＡＳＴ、ＡＬＰ及 ＴＰ、

ＡＬＢ及ＴＢｉＬ的改善作用基本达到２周水平。肝组
织病理损害也显著减轻，纤维化程度得到遏制。此
时期ＤＭＮ诱导的肝细胞坏死和脂肪变，炎症反应
及纤维增生是促进纤维化快速发展的病理因素，提
示减轻肝细胞坏死和脂肪变、炎症反应和纤维增生
是消黄方发挥作用的生物学基础，也说明消黄方是
通过多途径、多层次发挥治疗作用的。
既往研究表明，巨噬细胞和炎症是ＤＭＮ诱导

肝硬化主要的病理学基础［１３］，然而我们用巨噬细胞
阻断剂三氯化钆做对照，发现三氯化钆显著降低脾
重和脾脏指数，但对大鼠体重、肝重、及肝脏指数没
有改善甚至还有降低作用。三氯化钆对肝功能
ＡＬＰ活性有显著的降低作用，对其他指标基本无显
著作用。与国外报道三氯化钆显著改善大鼠肝硬化
报道［７，１４］不一致，分析原因可能是造模方法和给药
时间不同。同时也提示，单因素靶点阻断可能不能
作为肝硬化治疗的策略，联合用药或多靶点阻断可
能是一个较为可行的方法。与三氯化钆不同，具有

清热利湿兼活血化瘀的消黄方能降低死亡率、改善
肝功能及组织病理，对ＤＭＮ肝硬化效果显著，不仅
仅对单一靶点有抑制作用，而是通过对整体的、多途
径改善来实现的。
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