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摘要:目的 观察六味地黄丸对四氯化碳(CCl4)小鼠肝纤维化过程中巨噬细胞激活的影响。方法 每周3次腹腔注射CCl4
共6周制备肝纤维化模型,六味地黄丸在CCl4造模同时灌胃给药。免疫荧光检测α􀆼SMA表达,免疫组化检测巨噬细胞标志

物CD68表达,qPCR检测α􀆼SMA、TNF􀆼α、IL􀆼1β、MCP1、CXCR3表达,Westernblot检测α􀆼SMA、MCP1和CXCR3。结果 造

模6周,α􀆼SMA表达显著升高(P<0.01),六味地黄丸显著抑制α􀆼SMA表达(P<0.01);CCl4造模后CD68主要分布在纤维间

隔呈强阳性表达;与正常组相比,模型组TNF􀆼α、IL􀆼1β、MCP1、CXCR3表达显著升高(P<0.01);与模型组相比,六味地黄丸显

著降低CD68及促炎症因子、趋化因子的表达(P<0.01)。结论 六味地黄丸对CCl4肝纤维化过程中的巨噬细胞激活有显著

抑制作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToobservetheinhibitoryeffectsofLiuweiDihuangPills LWDHP onmacrophagesactivationin
CCl4􀆼inducedliverfibrosisinmice METHODS C57BL 6micewereinducedliverfibrosisbyCCl4exposureandadministered
withLWDHPfor6weekssimultaneously LivertissuewasinvestigatedbyHEandSiriusredstaining α􀆼SMAwasanalyzed
byimmunofluorescence qPCRandWesternblot LivermacrophageswereobservedbyimmunohistochemistryofCD68 The
pro􀆼inflammatorycytokinesandchemokinesuchasTNF􀆼α IL􀆼1β CXCR3andMCP1weredetectedbyqPCRorWesternblot
analysis RESULTS After6weeksofCCl4administration theexpressionofα􀆼SMAsignificantlyincreased andLWDHPpo-
tentlyinhibitedtheα􀆼SMAexpression ImmunohistochemistryshowedthattheexpressionofCD68wasveryweakinnormal
group CD68wasdistributedmainlybetweenfibroticseptawithstrongpositiveexpressioninCCl4 modelgroup Real􀆼time
quantitativePCRshowedthatTNF􀆼α IL􀆼1β MCP1andCXCR3expressionsignificantlyincreasedinmodelgroupcompared
withnormalgroup Comparedwiththemodelgroup LWDHPsignificantlyreducedtheexpressionofCD68 inflammatoryfac-
torsandchemotacticfactors CONCLUSION LWDHPshowsapotentinhibitionofmacrophageactivationinCCl4􀆼inducedliv-
erfibrosis 
KEYWORDS liverfibrosis LiuweiDihuangPills macrophage

  六味地黄丸是中医养阴经典方剂,肝肾阴虚是

肝纤维化基本病机之一[1],然而,六味地黄丸抗肝纤

维化作用及机制则罕见报道。本研究以六味地黄丸

为研究对象,以CCl4肝纤维化小鼠模型为载体,以
巨噬细胞激活为研究的切入点,解析六味地黄丸对

CCl4肝纤维化巨噬细胞激活的影响。

1 材料与方法

1.1 动物

C57BL/6小鼠24只,清洁级,体质量(18±2)

g,购自河北省实验动物中心,许可证号:SCXK(冀)

1400311。河北大学医学实验中心饲养,自由饮食、
造模和观察。

1.2 主要试剂和药物

CCl4购自Sigma;ECL试剂盒及NC转移膜购

自 Millipore;预染蛋白 Marker购自 NewEngland
Biolabs;Trizol、High􀆼CapacitycDNA 反转录试剂

—56—
南京中医药大学学报2017年1月第33卷第1期
JNanjingUnivTraditChinMedVol.33No.1Jan.2017 

收稿日期:2015􀆼09􀆼07;修稿日期:2016􀆼01􀆼21
基金项目:河北大学附属医院课题(2014YJ016)
作者简介:王学敏(1980-),女,河北保定人,河北大学附属医院副主任医师。*通信作者:yaqincui1980@163.com



盒及SYBR荧光染料均购自Lifetechnology;SABC
试剂盒购自武汉博士德;Tris、SDS等化学试剂均购

自AMRESCO;六味地黄丸购自宛西制药,批号:

2014021;所用抗体如下:α􀆼SMA(Epitomics,1184􀆼
1,1∶400)、CD68(Abcam,Ab955,1∶100)、MCP􀆼1
(Abcam,Ab7202,1∶100)、CXCR3(SantaCruz,Sc􀆼
137140,1∶100)、GAPDH(Kangchen,KC􀆼5G4,1∶
5000)。

1.3 方法

1.3.1 肝纤维化模型的制备 50%的CCl4玉米油

溶液1mL/kg剂量腹腔注射,每周3次,共6周[2]。

1.3.2 分组与给药 造模开始小鼠随机分为正常

组和CCl4组,正常组小鼠腹腔注射等量的玉米油。

CCl4组又随机分为模型组和六味地黄丸(LWDHP)
组,LWDHP组 给 予70kg成 人 体 质 量10倍 量

(0.6171g/kg)灌胃给药,模型组小鼠给予等量的生

理盐水灌胃。

1.4 观测指标

1.4.1 天狼星红染色观察肝脏组织学变化 常规

脱蜡至水,去离子水洗3遍,每遍2~3min。滴加天

狼星红染液-37℃孵育25min,无水乙醇脱色,二
甲苯1min,镜验,封片。

1.4.2 肝组织qPCR检测TNF􀆼α、IL􀆼1β、CXCR3、

MCP1mRNA表达 Trizol法抽提肝脏总 RNA,
测RNA浓度,统一稀释RNA浓度至1μg/μL,样
本上样量2μg,随机引物法进行逆转录,逆转录产物

10倍稀释后进行PCR检测,两步法PCR扩增,95
℃预变性10s,PCR反应,40个循环,95℃,5s,60
℃20s,以18s作为参照基因。采用双deltaCt法

分析结果,最终结果以正常组作对照。引物序列见

表1。

表1 引物序列

基因 上游引物 下游引物

18SrRNA 5'􀆼GTAACCCGTTGAACCCCATT􀆼3' 5'􀆼CCATCCAATCGGTAGTAGCG􀆼3'
TNF􀆼α 5'􀆼AGGGTCTGGGCCATAGAACT􀆼3' 5'􀆼CCACCACGCTCTTCTGTCTAC􀆼3'
CXCR3 5'􀆼TCTCGTTTTCCCCATAATCG􀆼3' 5'􀆼AGCCAAGCCATGTACCTTGA􀆼3'
IL􀆼1β 5'􀆼CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG􀆼3' 5'􀆼GATCCACACTCTCCAGCTGCA􀆼3'
MCP1 5'􀆼AGGTGTCCCAAAGAAGCTGTA􀆼3' 5'􀆼ATGTCTGGACCCATTCCTTCT􀆼3'
α􀆼SMA 5'􀆼CGAGAGGACGTTGTTAGCATAGAG􀆼3' 5'􀆼GGGCATCCACGAAACCA􀆼3'

1.4.3 免疫荧光染色检测α􀆼SMA 石蜡切片脱蜡

至水,柠檬酸钠微波修复,PBS洗;3%H2O2灭活内

源性过氧化物酶,5%BSA封闭30min,滴加一抗,
加FITC标记的绿色二抗,37℃孵育40min,封片,
镜验。

1.4.4 SABC免疫组化检测CD68 石蜡切片常规

脱蜡至水,3%H2O2,PBS室温5min,微波热修复,
一抗37℃孵育1h,辣根过氧化物酶标记的第二抗

体37℃孵育30min,SABC37℃孵育20min、轻洗,

DAB显色,苏木素复染,封片。

1.4.5 Westernblot法检测肝组织α􀆼SMA、MCP1
以及CXCR3蛋白表达 匀浆肝组织提蛋白,考马

斯亮蓝检测蛋白浓度,根据分子量制备15%或12%
分离胶,每泳道蛋白量为50μg,SDS􀆼PAGE电泳。
根据分子量确定半干转时间把蛋白转到NC膜上后

封闭,一抗4℃过夜,回收一抗,加上相应的二抗置

于摇床,室温轻轻混匀孵育1h,滴加ECL后混匀,1
min后置暗室、根据条带的荧光强度确定曝光时间。

1.5 统计学分析

计量资料以SPSS11.5中的ANOVA程序进行

单因素方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 肝组织病理学

HE染色:正常小鼠肝小叶结构清晰,肝细胞索

由中央静脉向四周放射排列,中央静脉、汇管区动、
静脉和胆管结构正常,肝窦不扩张。造模6周,正常

肝小叶结构完全被破坏,肝细胞脂肪变明显,大量的

纤维结缔组织增生,形成大小不一的典型的假小叶

结构,间隔内可见大量的成纤维细胞和炎性细胞浸

润,胆管损害严重。结果见图1。
天狼星红染色:正常肝组织仅在汇管区和中央

静脉壁见少量胶原纤维。造模6周弥漫性增生的胶

原纤维分割肝小叶形成较粗大的完全间隔,肝小叶

结构 异 常,形 成 假 小 叶,与 模 型 对 照 组 比 较,

LWDHP组的胶原纤维增生显著减轻,纤维间隔窄、
疏松而不连续。结果见图1。

2.2 肝组织α􀆼SMA蛋白表达变化

免疫荧光结果显示α􀆼SMA在正常小鼠血管内

皮有表达;造模6周小鼠的肝组织纤维间隔内表达

和肝窦壁可见大量表达。qPCR结果显示,造模6
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周,α􀆼SMA表达显著升高至正常组的4倍,六味地

黄丸显著抑制α􀆼SMA mRNA 表达(P<0.01);

Westernblot法结果的变化趋势一致;与模型组比

较,LWDHP组α􀆼SMA 蛋白表达显著减少(P<
0.01)。结果见图2。

 正常组      模型组     LWDHP组

HE染色(×200)

 正常组      模型组     LWDHP组

天狼星红染色(×100)

图1 肝组织病理染色

 正常组      模型组     LWDHP组

α􀆼SMA免疫荧光染色

注:与正常组比较,△△P<0.01;与模型组相比,▲▲P<0.01。

图2 六味地黄丸对α􀆼SMA抑制作用

2.3 肝组织CD68以及TNF􀆼α和IL􀆼1βmRNA表

达变化

正常小鼠CD68在肝窦弱阳性表达,造模6周

小鼠肝组织CD68表达显著增强,主要分布在纤维

间隔;qPCR结果显示,TNF􀆼α表达较低,造模6周

后TNF􀆼α表达显著增强(P<0.01),六味地黄丸处

理后,TNF􀆼α表达显著下调(P<0.01)。IL􀆼1β基因

表达与TNF􀆼α表达结果一致。结果见图3。

 正常组      模型组     LWDHP组

CD68免疫组化染色

注:与正常组比较,△△P<0.01;与模型组比较,▲▲P<0.01。

图3 六味地黄丸对巨噬细胞激活抑制作用

2.4 肝组织 MCP1和CXCR3表达变化

qPCR结果显示,造模6周 MCP1和CXCR3表

达显著升高(P<0.01),分别升高6.7倍和3.1倍。
六味地黄丸显著降低 MCP1和CXCR3的 mRNA
表达(P<0.01)。MCP1和 CXCR3蛋 白 表 达 与

mRNA表达基本一致。结果见图4。

注:与正常组比较,△△P<0.01;与模型组比较,▲▲P<0.01。

图4 六味地黄丸对趋化因子抑制作用

3 讨论

CCl4是广泛使用的制备化学性肝纤维化模型的

试剂。该模型具有稳定、容易复制、造模周期短等优

点[3]。CCl4在肝细胞内质网中,经肝内的细胞色素

激活后代谢产生的自由基可直接损伤质膜,启动脂

质过氧化作用及炎症反应。炎症反应所产生的炎症

因子刺激肝星状细胞激活,激活的肝星状细胞分泌

细胞外基质,胞外基质合成和降解失衡,造成肝纤维

化。由此可见,炎症反应是CCl4诱导小鼠肝纤维化

模型的重要病理机制[4]。本实验采用CCl4腹腔注

射6周诱导小鼠肝纤维化模型,造模6周正常肝小

叶结构消失,增生的纤维包绕肝小叶,形成假小叶,
提示造模成功。

六味地黄丸始见于宋代钱乙的《小儿药证直
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诀》,由熟地黄、山茱萸、干山药、泽泻、茯苓、丹皮组

成。前期结果表明六味地黄丸对单侧输尿管结扎诱

导的肾纤维化具有较好的疗效,提示六味地黄丸对

纤维化病变具有一定作用[5]。基于此,本课题组进

一步利用CCl4诱导小鼠肝纤维化模型,探讨六味地

黄丸的疗效,结果表明:六味地黄丸可显著抑制

CCl4诱导小鼠肝纤维化形成。
巨噬细胞激活是肝纤维化形成的重要病理因

素[6],激活的巨噬细胞分泌大量的促炎症因子,炎症

因子经过旁分泌途径刺激肝星状细胞,星状细胞激

活后分泌胶原,形成纤维化[7],故而,研究巨噬细胞

激活具有重要病理意义。CD68免疫组化结果显示

在正常组表达呈弱阳性,而造模6周后,CD68在纤

维间隔呈强阳性表达,提示巨噬细胞充分激活。激

活的巨噬细胞一个重要的功能就是分泌促炎症因

子,本文接着对TNF􀆼α及IL􀆼1β进行检测,发现在正

常组表达较低,而 CCl4造模6周显著升高,这与

CD68表达一致。六味地黄丸可显著抑制这些促炎

症因子的表达。这与六味地黄丸可显著抑制2型糖

尿病促炎症TNF􀆼α表达作用一致[8];促炎症因子表

达升高,进一步刺激肝星状细胞的激活。趋化因子

是招募巨噬细胞聚集的重要因子,结果显示造模6
周,MCP1和CXCR3趋化因子显著升高,一方面提

示巨噬细胞激活分泌大量趋化因子,另一方面趋化

因子又招募更多的巨噬细胞刺激肝星状细胞激活,
激活的巨噬细胞和星状细胞相互作用,促进肝纤维

化的发展。
本文采用六味地黄丸对CCl4肝纤维化进行干

预治疗,结果表明六味地黄丸显著抑制肝纤维化形

成,进一步的机制表明:六味地黄丸有效干预作用可

能通过抑制巨噬细胞激活实现,为六味地黄丸用于

肝纤维化临床应用提供基础依据。
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