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［摘　要］　目的　探讨肝复健方抗肝纤维化（ＨＦ）的可能作用机制。 方法　将６０只ＳＤ大鼠随机分为正常组、模型组、肝复

健方低剂量组、肝复健方中剂量组、肝复健方高剂量组、秋水仙碱组各１０只，除正常组外其余各组腹腔注射猪血清０．５ｍｌ／只

制备 ＨＦ模型，每周２次，共８周。造模成功后，肝复健方低、中、高剂量组分别给予含１．４ｇ／ｍｌ、２．８ｇ／ｍｌ、４．２ｇ／ｍｌ肝复健方

水煎剂灌胃；秋水仙碱组给予秋水仙碱片混悬液０．１５４ｍｇ／ｋｇ；正常组和模型组给予１０ｍｌ／ｋｇ生理盐水灌胃。ＲＴ－ＰＣＲ法检

测瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）及Ｌｅｐｔｉｎ受体（ＯＢ－Ｒｂ）ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测酪氨酸蛋白激酶２（ＪＡＫ２）、信号转导和转录激活

蛋白３（ＳＴＡＴ３）的表达。 结果　与正常组比较，其余各组大鼠Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３表达明显增强
（Ｐ＜０．０５）；肝复健方低、中、高剂量组和秋水仙碱组较模型组大鼠上述各项指标明显降低（Ｐ＜０．０５），并且肝复健方高剂量组

较肝复健方中、低剂量组和秋水仙碱组降低明显（Ｐ＜０．０５）。 结论　肝复健方抗 ＨＦ的作用可能与其抑制Ｌｅｐｔｉｎ、ＯＢ－Ｒｂ表

达，进而抑制ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路有关。
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　　肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是肝脏细胞外
基质（ＥＣＭ）合成和降解失衡，导致其过度沉积的结
果，作为慢性肝病向肝硬化转变的关键阶段，越来越
受到重视和关注［１］。瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）与 ＨＦ的形成有
着密切的关系，Ｌｅｐｔｉｎ与瘦素受体（ＯＢ－Ｒｂ）结合后，

主要通过经典的酪氨酸蛋白激酶／信号转导和转录
激活蛋白（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）途径而发挥促 ＨＦ效果［２］。

既往研究证实，肝复健方具有明显的阻断病毒性乙
型肝炎慢性化、减轻 ＨＦ及保护肝功能的作用［３－６］。

本研究进一步观察其对 ＨＦ大鼠肝脏Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲ－
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ＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白表达的影
响，以探求其治疗 ＨＦ作用机制。

１　材料

１．１　动物
清洁级ＳＤ大鼠６０只，雄性，体重（２００±２０）ｇ，

由河北医科大学实验动物中心提供，动物合格证号：

１１０５０３３。

１．２　主要试剂
无菌未灭活猪血清（北京燕生政博生物科技有

限责任公司）；ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品）；焦炭酸二乙醋（ＤＥＰＣ，美国

Ｓｉｇｍａ公司）；逆转录试剂（ＲＴ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ）、聚合酶链
反应试剂（ＰＣＲ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ）、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均购自美
国ＴａＫａＲａ公司；ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、甘油醛－３－磷酸脱
氢酶（ＧＡＰＤＨ）均购自美国Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ公司。

１．３　药物
肝复健方由茵陈 １５ｇ、田基黄 １５ｇ、绞股蓝

１２ｇ、虎杖１２ｇ、黄连１２ｇ、鳖甲１５ｇ、穿山甲珠６ｇ、
三棱６ｇ、红景天１５ｇ、丹参１２ｇ等组成，生药购自河
北省中医院中药房，河北省中医院煎药房煎煮，灭菌
分装，４℃保存。秋水仙碱片，０．５ｍｇ／片，通化百信
药业有限公司生产，批号０８０６０１０１４８。

１．４　主要仪器

７５６ＭＣ型紫外－可见分光光度计（上海精密科
学仪器有限公司）；ＰＥ９６００型ＰＣＲ扩增仪（美国ＰＥ
公司）；电泳仪及电泳槽（北京六一仪器厂）；紫外透
射仪（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）；超低
温保存箱（ＭＤＦ－３８２Ｅ，日本Ｓａｎｙｏ公司）；高速冷冻
离心机（１－１５Ｋ，美国Ｓｉｇｍａ公司）。

２　方法

２．１　模型建立
参考文献［７－８］，大鼠适应性喂养１周后，采用

腹腔注射猪血０．５ｍｌ／只，每周２次，时间固定为周
一、周五上午９点，共注射８周。光镜下观察肝组织
普通病理变化，肝组织汇管区中纤维组织增生，同时
纤维组织与中央静脉周围增生并向肝小叶内延伸，
肝小叶结构破坏，证明造模成功。

２．２　动物分组及给药
采用随机数字表法将大鼠分为５组，每组１０

只。造模成功后，肝复健方低、中、高剂量组分别给
予含１．４ｇ／ｍｌ、２．８ｇ／ｍｌ、４．２ｇ／ｍｌ肝复健方水煎剂
灌胃；秋 水 仙 碱 组 给 予 秋 水 仙 碱 片 混 悬 液

０．１５４ｍｇ／ｋｇ；正常组和模型组给予１０ｍｌ／ｋｇ生理

盐水灌胃。各组大鼠均每日灌胃１次，共１２周。

２．３　检测指标及方法
各组大鼠选取同一部位肝组织，迅速将组织置

于４℃ ＤＥＰＣ水中洗去血液后，置冻存管中保存于
液氮中。

２．３．１　ＲＴ－ＰＣＲ半定量检测肝组织Ｌｅｐｔｉｎ及ＯＢ－
Ｒｂ　ｍＲＮＡ的表达　Ｔｒｉｚｏｌ法抽提肝组织总ＲＮＡ，
进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增。引物序列由北京塞百盛基因
技术有限公司合成。Ｌｅｐｔｉｎ上游引物：５′－ＧＴＣＧＧ－
ＴＡＴＣＣＧＣＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＧ－３′，下 游 引 物：５′－
ＧＧＡＧＴＡＧＡＧＣＧＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＧＡＣ－３′，扩增条
件：９４℃变性３ｍｉｎ，然后９４℃４０ｓ，５８℃５０ｓ，７２℃
９０ｓ（３０个循环），７２℃延伸１０ｍｉｎ，扩增片段为

２７７ｂｐ；ＯＢ－Ｒｂ上游引物：５′－ＡＧＧＧＧＴＴＣＴＡＴＴＴ－
ＧＴＡＴＣＡＧＴＧＡＣＣ－３， 下 游 引 物： ５′－
ＧＡＡＡＡＴＴＴＣＣＣＴＣＣＡＧＴＴＣＣＡＡＡＡＧ－３′，扩增
条件：９４℃变性３ｍｉｎ，然后９４℃４０ｓ，５８℃５０ｓ，７２℃
９０ｓ（３０个循环），７２℃延伸１０ｍｉｎ，扩增片段为

３５２ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物：５＇－ＣＣＴＴＣＡＴＴ－
ＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣ－３＇，下游引物 ５＇－ＧＧＡＡＧＧＣ－
ＣＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣ－３＇，扩 增 条 件：９４℃ 变 性

３ｍｉｎ，然后９４℃４０ｓ，５９℃５０ｓ，７２℃９０ｓ（３０个循
环），７２℃延伸１０ｍｉｎ，扩增片段为５９４ｂｐ。取每个
标本的扩增产物６μｌ于１％的含ＧＶ核酸染料的琼
脂糖凝胶电泳，以ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）作为标准
片段标记，电泳后于紫外透射仪观察，输入微机应用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ凝胶图像分析软件对目的电泳条带
进行分析，以相应的内参电泳条带作为参照，结果以
两者之积分吸光度的比值表示。

２．３．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检 测肝 组织 中 ＪＡＫ２、

ＳＴＡＴ３的蛋白水平　取５００～６００ｍｇ肝组织加

１ｍｌ提取液匀浆，４℃，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上
清，加入等体积２ＸＳＤＳ上样缓冲液，１００℃中煮沸

５ｍｉｎ。进行ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳，每孔上样
等量总蛋白。利用水浴式电印迹法将蛋白转移至膜
上。室温下干燥３０ｍｉｎ。室温振荡封闭膜２ｈ后，
加入１∶２５０（封闭液稀释）的第一抗体稀释液，室温
缓慢摇动２ｈ，用 Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳ洗膜３次后，再加入

１∶６５００（封闭液稀释）的 ＨＲＰ标记的第二抗体稀
释液，室温振摇１ｈ，Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳ充分洗膜后，将膜
浸入ＤＡＢ显色液中，５～１０ｍｉｎ内在膜上显示清晰
条带后，立即用蒸馏水洗膜，终止反应。使用

Ｇｅｌ－ｐｒｏ凝胶分析软件，测定各条带的平均光密度值
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表１　各组大鼠肝组织Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 Ｌｅｐｔｉｎ／ＧＡＰＤＨ　 ＯＢ－Ｒｂ／ＧＡＰＤＨ

正常组 １０　 ０．２２９３±０．０１３２　 ０．２２５３±０．００４８
模型组 １０　 ０．６５２３±０．０２０４＊ ０．７４０３±０．０１１８＊

秋水仙碱组 １０　 ０．４３８６±０．０２９２＊△ ０．４７３５±０．０２４９＊△

肝复健方低剂量组 １０　 ０．５５４０±０．０１６３＊△＃ ０．６３０４±０．０１０８＊△＃

肝复健方中剂量组 １０　 ０．４５３６±０．０２１６＊△☆ ０．４８９１±０．０２２８﹡△☆

肝复健方高剂量组 １０　 ０．３３４９±０．０１５６＊△＃☆▲ ０．３９９６±０．０１７４＊△＃☆▲

　　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，＃Ｐ＜０．０５；与肝复健方低剂量组比较，☆Ｐ＜０．０５；与肝复

健方中剂量组比较，▲Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠肝组织ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＪＡＫ２／ＧＡＰＤＨ　 ＳＴＡＴ３／ＧＡＰＤＨ

正常组 １０　 ０．３２７４±０．０１２１　 ０．２２５３±０．００４８
模型组 １０　 １．２２６８±０．０１３２＊ ０．７４０３±０．０１１８＊

秋水仙碱组 １０　 ０．５３０３±０．０１８３＊△ ０．４７３５±０．０２４９＊△

肝复健方低剂量组 １０　 ０．９１３１±０．０１３７＊△＃ ０．６３０４±０．０１０８＊△＃

肝复健方中剂量组 １０　 ０．５２００±０．０１２９＊△☆ ０．４８９１±０．０２２８＊△☆

肝复健方高剂量组 １０　 ０．４５４４±０．００８２＊△＃☆▲ ０．３９９６±０．０１７４＊△＃☆▲

　　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，＃Ｐ＜０．０５；与肝复健方低剂量组比较，☆Ｐ＜０．０５；与肝复

健方中剂量组比较，▲Ｐ＜０．０５

（ＯＤ值），以光密度值代表蛋白质的表达量。待测
蛋白质表达量与内参照ＧＡＰＤＨ表达量进行对比，
表示蛋白质的相对表达水平。

２．４　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ　１３．０ 统计软件，计量资料采用

（珚ｘ±ｓ）表示，两个样本均数比较采用ｔ检验，多个样
本均数比较行完全随机设计单因素方差分析。

３　结果

３．１　各组大鼠肝组织Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲ－
ＮＡ表达的比较
表１示，与正常组比较，其余各组大鼠肝组织

Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ的表达均明显增强，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，秋
水仙碱组和肝复健方低、中、高剂量组Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲ－
ＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ表达明显减弱，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。肝复健方高剂量组Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲ－
ＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ的表达下降优于秋水仙碱组、
肝复健方中、低剂量组（Ｐ＜０．０５）；秋水仙碱组与肝
复健方中剂量组比较 Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲ－
ＮＡ的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３．２　各组大鼠肝组织ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白表达的
比较
表２示，与正常组比较，其余各组大鼠肝组织中

ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３的表达量均明显增强（Ｐ＜０．０５）；与
模型组比较，肝复健方低、中、高剂量组及秋水仙碱

组ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３的蛋白表达量显著性降低（Ｐ＜
０．０５）。肝复健方中剂量组与秋水仙碱组比较

ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白表达量差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；秋水仙碱组与肝复健方低剂量组相比

ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）；
肝复健方高剂量组在降低ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白表达
量方面优于秋水仙碱组、肝复健方中、低剂量组
（Ｐ＜０．０５）。

４　讨论

Ｌｅｐｔｉｎ是由肥胖基因编码的一种由１６７个氨基
酸组成的分泌型蛋白质［９］。１９９８年，Ｐｏｔｔｅｒ等在活
化的肝星状细胞（ＨＳＣ）中发现Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ和蛋
白质后，人们开始关注Ｌｅｐｔｉｎ与肝病的作用，Ｌｅｐ－
ｔｉｎ可能是一个关键促纤维化因子［１０－１１］。其作用是
通过靶细胞膜上的受体和相应的信号转导系统来实

现的［１２］。目前已证实有６种受体亚型［１３］，而其中只
有长受体ＯＢ－Ｒｂ具有完整的信号转导能力，Ｌｅｐｔｉｎ
信号传导通路的研究目前大多集中于 ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３通路。
中医学将 ＨＦ归属于“黄疸”、“胁痛”、“臌胀”等

范畴。浊毒内蕴、肝络瘀滞是 ＨＦ的主要病机之一。
浊毒病邪作用于人体，循人体络脉体系由表入里，由
局部至全身［１４］。本病可因感染邪毒、或忧思郁怒、
或饮酒过多、或饮食不节及其他疾病转变所致使脏
腑失和，肝脾受损，肝失疏泄，脾失健运，水湿不化，
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聚湿生浊，湿浊蕴久，酿生毒邪，浊毒并见，兼夹为
害，损伤肝络，络脉瘀滞，坚积而成。肝复健方以田
基黄、茵陈、绞股蓝化浊解毒，以治根本，田基黄有清
热利湿，散瘀止痛，解毒之功效；虎杖活血兼解热毒
利湿浊；黄连苦寒清热毒、燥湿浊；山甲珠活血散瘀、
通行经络；丹参养血活血；鳖甲滋养肝肾，软坚散结；
三棱破血行气消积；红景天益气活血，清热解毒。诸
药合用，湿浊化、热毒清、气血调畅，肝得滋养，肝复
如常。
本研究结果显示，各组大鼠肝组织均有Ｌｅｐｔｉｎ、

ＯＢ－Ｒｂ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３不同程度的表达，模型组显
著高于正常组（Ｐ＜０．０５），而秋水仙碱组和肝复健
方低、中、高剂量组表达较模型组均有不同程度下降
（Ｐ＜０．０５）。肝复健方中剂量组与秋水仙碱组差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），肝复健方高剂量组表达
量降低优于肝复健方中、低剂量组及秋水仙碱组。
本研究结果提示，ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３的表达程度与同期

Ｌｅｐｔｉｎ　ｍＲＮＡ、ＯＢ－Ｒｂ　ｍＲＮＡ的表达程度有一定
相关性。模型大鼠的ＨＦ过程中，活化的ＨＳＣ大量
分泌Ｌｅｐｔｉｎ，Ｌｅｐｔｉｎ进一步激活了其功能受体 ＯＢ－
Ｒｂ，两者结合后直接激活ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路。
肝复健方能够下调 ＯＢ－Ｒｂ的表达，减少Ｌｅｐｔｉｎ配
体和ＯＢ－Ｒｂ受体结合后的复合物的产生，进而抑制

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路，从而达到直接抑制Ｌｅｐｔｉｎ
促ＨＳＣ活化，形成ＨＦ的作用。本研究证实了肝复
健方抗 ＨＦ作用的又一重要机制，对与多种信号通
路的交互作用有待进一步研究。
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欢迎订阅《中医杂志》
《中医杂志》是由中华中医药学会和中国中医科学院主

办的全国性中医药综合性学术期刊。１９５５年创刊以来始终
坚持“以提高为主，兼顾普及”的办刊方针，是我国中医药界
创刊早、发行量大、具有较高权威性和学术影响力的国家级
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期刊”。２０１１年获国家新闻出版政府奖期刊奖提名奖，并且
是唯一获此荣誉的中医类期刊。被国内外多种检索系统收
录。本刊主要栏目中“当代名医”和“临证心得”分别介绍名
老中医和临床医生辨证用药治疗疑难病的经验；“临床研
究”、“临床报道”介绍中医药治疗的新方法、新成果。学术探
讨、思路与方法、方法学与临床评价、专家论坛、病例讨论、综
述、百家园等栏目，提供最新信息与治疗方法，成为学习中医
药、研究中医药，不断提高临床及研究水平的良师益友。

《中医杂志》为半月刊，大１６开本，每月２日和１７日出
版，每期９．８０元。读者可以到全国各地邮局办理订阅手续
（邮发代号：２—６９８），也可以与本刊读者服务部联系邮购，邮
购免邮费。电话：０１０－６４０１４４１１转３０３６。国外发行：中国国际
图书贸易总公司（北京３９９信箱，邮编：１０００４４，代号：Ｍ１４０）。
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