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　 　 ［摘要］ 　目的 　观察紫草素对肝纤维化大鼠肝组织病理学改变及转化生长因子唱β１（TGF唱β１）含量的影响 ，探讨其对四氯

化碳诱导的肝纤维化大鼠抗肝纤维化作用及可能的机制 。方法 　将 ４０只 SD大鼠随机分为空白组 、模型组 、阳性对照组 、紫

草素组 。除空白组外 ，各组大鼠腹腔注射 ４０％ 四氯化碳橄榄油溶液建立肝纤维化模型 。造模同时 ，空白组与模型组予蒸馏水

灌胃 ，阳性对照组予复方鳖甲软肝片水溶液灌胃 ，紫草素组予腹腔注射紫草素溶液 ，共干预 １０周 。观察肝组织病理学变化 ；采

用 ELISA法测定层粘连蛋白 、Ⅲ型前胶原含量 ，采用全自动生化仪分析 ALT 、AST 含量 ，免疫组织化学法检测纤维化肝组织

中 TGF唱β１的表达 。结果 　与空白组比较 ，模型组可见明显肝纤维化病理改变 ，AST 、ALT 水平升高（P＜ ０ ．０５） ，层粘连蛋白 、

Ⅲ型前胶原含量增高（P＜ ０ ．０５） ；与模型组比较 ，紫草素组肝纤维化程度较轻 ，血清 ALT 、ALT 水平较低（P＜ ０ ．０５） ，层粘连蛋

白 、Ⅲ型前胶原含量下降（P＜ ０ ．０５） ，肝组织 TGF唱β１含量下降（P＜ ０ ．０５） ；与阳性对照组比较 ，紫草素组肝组织 TGF唱β１含量
下降（P＜ ０ ．０５） 。结论 　紫草提取物紫草素可通过下调四氯化碳诱导的肝纤维化大鼠肝组织中 TGF唱β１的表达 ，从而抑制大

鼠肝纤维化 。
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Effect of shikonin on expression of TGF唱β1 in liver fibrosis induced by CCl4 in
rats
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［Abstract］ 　 Objective 　 To observe the influence of shikonin on pathological changes of liver tissue ，expression of TGF唱β１
in liver fibrosis in rats and to explore the possible mechanism of shikonin on rats′ liver fibrosis ．Methods 　 ４０ SD rats were ran唱
domly divided into four groups ： normal group ，model group ，positive controlled group and shikonin group ．Except normal
group ，the liver fibrosis models were introduced by subcutaneously injecting CCl４ ．Meanwhile ，The normal group and the mod唱
el group were intragastrically given the distilled water ．The positive controlled group was intragastrically given Compound
Biejiaruangan T roche solution ．The treatments lasted for ten weeks ．After treatments ，pathological changes were observed ．

The alanine aminotransferase （ALT ） and aspartate aminotransferase （AST ）of serum were determined by automatic biochemical
analyzer ．The serum contents of laminin ，procollagen type Ⅲ were assayed by ELISA ．T ransforming grow th factor beta １

（TGF唱β１） index level was determined by immunohistochemistry ．Results 　 Compared with the normal group ，liver fibrosis was
detected in the model group ．The serum levels of ALT ，AST and the serum contents of laminin and procollagen type Ⅲ in the
model group were significantly increased （P＜ ０ ．０５） ．Compared with the model group ，the degree of liver fibrosis was less se唱
vere in shikonin group ．The serum levels of ALT ，AST ，laminin ，procollagen type Ⅲ and the expression of TGF唱β１ in liver
tissue were all decreased （P＜ ０ ．０５）in shikonin group ．Compared with the positive controlled group ，the expression of TGF唱β１
in liver tissue was reduced in the shikonin group （P＜ ０ ．０５） ．Conclusion 　 In SD rats ，shikonin could inhibit the rats liver fibro唱
sis induced with CCl４ by accommodating TGF唱β１ expression in liver tissue ．
　 　 ［Key words］ 　 shikonin ；liver fibrosis ；TGF唱β１

　 　据枟中华人民共和国药典枠记载［１］
，紫草（L itho唱

spermun ery throrhizon Sieb ．et Zucc ．） 是紫草科
（Boraginaceae） 植物新疆紫草 A rnebia euchroma
（Royle）Johnst ．或内蒙紫草 A rnebia guttata Bunge
的干燥根 。紫草可用于治疗血热毒盛 、尿血 、血淋 、

血痢 、热结便秘等［２］病症 ，紫草主要成分为紫草素［３］

（shikonin） ，紫草素常被作为肝胆疾病辅助用药 ，主
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要用于急性黄疸型或无黄疸型肝炎 、慢性肝炎 、扁平

疣等的治疗 ，对肝硬变（腹水） 、寻常疣也有疗效［４］
。

　 　肝纤维化（hepaticfibrosis ，HF）的形成是肝脏
对各种病因所致慢性肝损伤的修复反应 ，肝脏持续

受到损害引发病情进展最终发展为肝硬化 、肝癌 ，严

重威胁人类健康和生存［５唱７］
。目前为止 ，临床缺乏疗

效确切的抗肝纤维化西药 ，中医药研究在治疗肝纤

维化方面具有优势 ，中医药治疗肝纤维化更是成为

当前研究热点 。目前 ，抗肝纤维化药物研究主要集

中于 ：①保护肝实质细胞 ，减少其损伤 ；②作用于各

种影响细胞外基质含量的细胞因子和酶 ；③ 作用于

肝非实质细胞 ；④肝细胞凋亡与基因调控剂 。研究

显示紫草素可作用于肝细胞外基质含量的细胞因

子 ，也可干扰肝细胞凋亡 ，对肝损伤具有一定的修复

作用 。笔者在临床工作中 ，采用中药加／减紫草辩证

治疗肝炎及肝纤维化 ，取得了较好的疗效 ，在此基础

上 ，本实验采用四氯化碳注射法制作肝纤维化大鼠

模型 ，通过紫草素对模型进行药物干预 ，观察紫草素

对肝纤维化模型的影响 ，从而揭示紫草素在治疗肝

纤维化方面的作用 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　实验动物与试剂
　 　健康清洁级 SD大鼠 ４０只 ，雌雄各 ２０只 ，体重

２２０ ～ ２６０ g ，购自浙江中医药大学实验动物中心（实

验动物许可证号 ：SCXK唱２０１４唱０００３） 。 紫草素 （南

京康满林化工实业有限公司 ，批号 ：１５０４８８２） ，四氯

化碳 （天津市富宇精细化工有限公司 ，批号 ：

１３０３１６） ；大鼠 TGF唱β１ 免疫组化试剂盒（武汉博士

德生物公司 ，批号 ：１４２０１７） 。

1 ．1 ．2 　主要仪器
　 　电子天平（瑞士 METTER AE１００ 型） ，显微镜

（美国 moticam３０００显微摄影成像系统） ，医用微波

炉（浙江临安爱迪仪器厂） ，电热恒温箱（上海一恒公

司） ，切片机（德国菜卡 ２１３５ 型切片机） 。

2 　方法

1 ．2 ．1 　分组与造模
　 　 ４０只 SD大鼠随机分为空白组 、模型组 、阳性药

组 、紫草素组 ，每组 １０只 。除空白组外 ，其余组大鼠

腹腔注射 ４０％ 四氯化碳橄榄油溶液 ２ ml／kg ，每周
２次 ，持续造模 ７周［８唱１０］

。

1 ．2 ．2 　给药
　 　自造模当天开始 ，空白组与模型组给予蒸馏水

灌胃 ，大鼠灌胃容积 １０ ml／kg ，１次／d ，连续灌胃 １０

周 ，紫草素组给予腹腔注射 ２５ mg／kg 紫草素 ，

１次／d ，连续 １０周 ，阳性对照组予 ５０％ 复方鳖甲软

肝片水溶液 １ ．２ ml／kg 灌胃 ，１次／d ，连续 １０周 。

1 ．2 ．3 　标本采集与指标检测
　 　在灌胃及腹腔注射干预的第 １０周末 ，末次给药

后 ，大鼠禁食 １２ h ，眼眶采血 ，以１２ ０００ r／min 、４ ℃

离心 １０ min ，分离血清 ，检测血清中肝纤维化指标 ；

采用全自动生化仪检测血清谷丙转氨酶（ALT ） 和
谷草转氨酶（AST ）活性 ，Elisa 法检测层粘连蛋白 、

Ⅲ型前胶原含量 ；处死大鼠 ，剖取肝脏 ，称重 ，计算肝

脏系数（肝脏系数 ＝脏器重量／体重 × １００） 。取大鼠

肝右叶相同部位组织 ，０ ．９％ 氯化钠溶液清洗干净 ，

观察肝脏形态 ，然后用 １０％ 甲醛固定 １２ h ，石蜡包

埋并切片备检 ，切片常规方法行 HE 和 Masson 染
色 ，观察肝组织病理改变 ，部分肝组织采用免疫组织

化学检测 TGF唱β１含量 。

1 ．2 ．4 　统计学分析
　 　所有数据均以（珚x ± s）表示 ，采用 SPSS ２１ ．０统

计软件进行数据统计处理分析 ，采用单因素方差分

析检验差异的显著性 ，以 P ＜ ０畅０５为差异有统计学

意义 。

2 　结果

2 ．1 　肝脏形态与肝脏系数
　 　空白组大鼠肝脏质地软 ，表面光滑 ，无斑点 。模

型组大鼠肝脏肿大 ，质地较硬 ，暗红无光 ，表面有黄

白色不规则斑点 。阳性对照组以及紫草素组大鼠肝

脏质地较模型组软 ，表面斑点少 。与模型组比较 ，紫

草素组肝脏系数下降 ，差异具有统计学意义（P ＜

０畅０５） ；但与阳性对照组比较 ，差异无统计学意义

（P＞ ０畅０５） ，见表 １ 。

表 1 　各组实验大鼠肝脏系数比值（珚x ± s ，n＝ １０ ，％ ）

组别 肝脏系数

空白组 　 　 ４ 吵．１０４ ± ０ ．２３１

模型组 　 　 ４ 吵．７１５ ± ０ ．３５６

阳性对照组 ４ 吵．３３６ ± ０ ．３１３

紫草素组 　 ４ 吵．２８７ ± ０ ．２０７ 倡

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

2 ．2 　紫草素组对肝纤维化大鼠生化指标的影响
　 　与空白组比较 ，模型组大鼠血清 ALT 、AST 水
平均升高（P ＜ ０ ．０５） 。与模型组比较 ，阳性对照组

大鼠血清 ALT 、AST 水平均下降（P ＜ ０ ．０５） ，紫草
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素组 ALT 、AST 水平明显下降 ，与阳性对照组相

比 ，紫草素组 ALT 水平下降 、AST 水平升高 ，但差

异均无统计学意义（P＞ ０ ．０５） ，见表 ２ 。

表 2 　各组实验大鼠血清转氨酶检测结果（珚x ± s ，n＝ １０ ，U ／L）
组别 AST ALT

空白组 　 　 ３２ A．２１ ± １１ ．０５ ４７ 墘．８３ ± ５ ．６２

模型组 　 　 ５８ A．４２ ± ６ ．２８ 倡 １０６ 墘．７５ ± ９ ．０２ 倡

阳性对照组 ３３ A．６０ ± １０ ．１７ ＃ ６５ 墘．８３ ± ８ ．８４ ＃

紫草素组 　 ３６ A．２５ ± ４ ．８６ ６２ 墘．３２ ± ５ ．２０

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，与空白组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

2 ．3 　紫草素对肝纤维化大鼠血清层粘连蛋白 、Ⅲ型

前胶原水平的影响

　 　模型组大鼠血清中层粘连蛋白 、Ⅲ型前胶原水

平均高于空白组（P ＜ ０ ．０５） ，表明造模成功 。与模

型组比较 ，阳性对照组和紫草素组层粘连蛋白 、Ⅲ型

前胶原水平均降低（P ＜ ０ ．０５） ，紫草素组层粘连蛋

白 、Ⅲ型前胶原含量下降程度大于阳性对照组 ，但其

差异无统计学意义（P＞ ０ ．０５） ，见表 ３ 。

表 3 　各组大鼠血清层粘连蛋白 、Ⅲ型

前胶原检测结果（珚x ± s ，n＝ １０ ，ng ／ml）
组别 层粘连蛋白 Ⅲ 型前胶原

空白组 １９６ U．８２ ± ３２ ．１１ ３１ 墘．６５ ± ８ ．９２

模型组 ４２８ U．３２ ± ４１ ．２１ 倡 ７８ 墘．４４ ± ６ ．２０ 倡

阳性对照组 ３６０ U．５８ ± １７ ．７６ ＃ ４５ 墘．７８ ± ３ ．３４ ＃

紫草素组 ３４７ U．３６ ± １２ ．０４ Δ ４１ 墘．９１ ± ２ ．０５ Δ

倡 P ＜ ０ ．０５ ，与空白组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，△ P＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

2 ．4 　 紫草素对肝纤维化大鼠肝组织 TGF唱β１ 含量
的影响

　 　模型组大鼠肝组织中 TGF唱β１水平高于空白组
（P＜ ０ ．０５） 。与模型组比较 ，阳性对照组和紫草素

组 TGF唱β１含量均降低（P ＜ ０ ．０５） ，紫草素组 TGF唱
β１含量下降程度大于阳性对照组 ，差异有统计学意

义（P＜ ０ ．０５） ，见表 ４ 。

表 4 　紫草素对肝纤维化大鼠肝组织
TGF唱β1表达的影响（珚x ± s ，n＝ １０ ，ng ／ml）
组别 TGF唱β１ 珑
空白组 ２９ 蜒．５１ ± ３ ．１８

模型组 ７５ 蜒．４５ ± ２ ．４６ 倡

阳性对照组 ４９ 蜒．３３ ± ６ ．２１ ＃

紫草素组 ３４ 蜒．１２ ± １ ．１７ Δ ▲

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，与空白组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，△ P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比

较 ；▲ P ＜ ０ ．０５ ，与阳性对照组比较

3 　结论

　 　大量研究认为 ，肝纤维化的形成中细胞外基质

（ECM ）的过度产生和沉积是一个关键过程 ，而这一

过程受多种细胞因子尤其是 TGF唱β１［１１ ，１２］的影响 ，

TGF唱β１可上调肝星状细胞（HSC）对 Ⅰ 、Ⅲ 、Ⅳ型胶

原及纤维连接蛋白（FN） 、层粘连蛋白的表达和促进
分泌 ，增加 FN 与蛋白多糖的合成 ，并促进 FN 和胶
原在 ECM 中的沉积 。 HSC 可通过自分泌促进
TGF唱β１自身的表达 ，这种自分泌的正反馈机制 ，使

TGF唱β１对 HSC合成胶原的作用更加明显 ，这是肝

纤维化持续发展的原因之一［１３］
。

　 　紫草作为一种传统中草药具有清热解毒功效 。

紫草素作为紫草的一种提取物具有抗病毒 、抗菌 、抗

肿瘤作用 。研究显示紫草素具有抗菌 、抗炎等多种

功效 ，并能调节免疫功能及细胞因子的分泌［１４］
，本

实验结果显示 ，通过紫草素干预四氯化碳诱导的肝

纤维化大鼠 ，可使大鼠肝脏系数下降 ，AST 及 ALT
均降低 ，这与紫草素具有抗炎 、抗病毒作用有关 ，也

说明紫草素对四氯化碳致大鼠肝纤维化具有一定的

保护作用 。 此外 ，本实验结果还显示 ，与模型组比

较 ，紫草素组大鼠血清层粘连蛋白及 Ⅲ 型前胶原含

量下降 ，而两者在肝纤维化时含量均增多［１５ ，１６］
，说

明紫草素可降低肝纤维化大鼠血清中层粘连蛋白及

Ⅲ型前胶原含量 。 紫草素组大鼠纤维化肝组织中

TGF唱β１含量低于模型组 ，与阳性对照组比较 ，也显

示出较低的含量 。由此推断 ，紫草素组可能通过下

调肝纤维化中的关键因子 TGF唱β１ 的表达 ，从而达

到抗肝纤维化的作用 ，但是 ，紫草素应用于抗肝纤维

化研究较少 ，如何减少不良反应而使其广泛用于临

床是课题组将来研究的方向 。
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