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［摘　要］　目的　观察中药甲乙煎对实验性肝纤维化大鼠基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）及转化生长因子１（ＴＧＦβ１）

表达的作用。方法　雄性清洁级Ｗｉｓｔｅｒ大鼠６０只，随机分为正常对照组和肝纤维化模型组，运用二甲基亚硝胺对

模型组大鼠诱导肝纤维化。４周后，将模型组大鼠随机分为模型对照组、甲乙煎高剂量［２２ｇ／（ｋｇ·ｄ）］组和低剂量

［５．５ｇ／（ｋｇ·ｄ）］组。对甲乙煎高、低剂量组大鼠分别给予甲乙煎灌胃，共治疗４周，处死全部大鼠。采用免疫组化

法检测大鼠肝组织ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１的表达。结果　经中药甲乙煎高、低剂量治疗后，甲乙煎高、低剂量组的大鼠

肝细胞浆内ＴＧＦβ１的阳性表达与模型对照组比较，显著降低（犘＜０．０５），其中甲乙煎高剂量组优于低剂量组（犘＜

０．０５）；而甲乙煎高、低剂量组ＭＭＰ２的表达较模型对照组无明显差异（犘＞０．０５）。结论　中药甲乙煎能下调实验

性肝纤维化大鼠肝组织ＴＧＦβ１的表达，这是其抗肝纤维化的作用机制之一。
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　　肝纤维化是许多慢性肝病共同的病理过程，在 病毒、乙醇、寄生虫、胆汁淤积等不同病因作用下，肝
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星状细胞激活并转化成肌成纤维细胞样细胞，细胞

外基质过度合成，同时降解能力下降，从而导致肝纤

维化的发生［１］。近年来，对肝纤维化细胞和分子生

物学机制研究的不断深入，细胞因子作为肝纤维化

的重要调节因子已越来越受重视，尤其是转化生长

因子１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）可

直接使肝星状细胞增殖并活化，而基质金属蛋白酶

２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）是降解细胞

外基质的主要酶。本研究通过观察甲乙煎对肝纤维

化大鼠的治疗效果及ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１在肝纤维化

大鼠肝组织的表达，探讨甲乙煎抗肝纤维化的作用

和机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　雄性清洁级 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠６０只，

体重（２００±２０）ｇ，由河北医科大学动物中心提供，实

验动物合格证号：６０３０３６。

１．１．２　实验用品　中药甲乙煎由茵陈、茯苓、苡仁、

佩兰、泽泻、郁金、柴胡、连翘、生甘草组成，其药量比

为３∶３∶３∶１∶１∶１∶１∶１∶１。由邯郸市传染病

医院药剂室制成流浸膏，水煮醇提，每毫升药液含生

药２．５０ｇ。二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）由天津市化学试

剂研究所提供（批号：ＭＡＬ０５）。ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１

试剂盒由北京中衫金桥生物技术有限公司提供。

１．１．３　主要仪器　奥林巴斯光学显微镜ＢＸ４１

（ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；ＢＭⅡ型病理组织包埋机（安

徽电子科学研究所）；３０３４Ａ数显电热保温箱（上海

阳光实验仪器有限公司）；ＣＳⅡ型摊片烤片机（孝

感市宏业医用仪器有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　动物饲养　６０只大鼠按清洁级标准饲养，

每只大鼠大致喂饲料５０ｇ／ｄ，充足饮水，相对湿度

６０％，温度２０℃。动物饲料由河北医科大学动物中

心提供。

１．２．２　动物分组及模型制备　大鼠６０只，随机分

为正常对照组１０只和模型组５０只。模型组５０只

大鼠，每周连续 ３ 日腹腔注射 ＤＭＮ１０ ｍｇ／

（ｋｇ·ｄ），共４周，首次用量减半。造模结束后随机

抽取１只大鼠做肝脏病理切片，证实有假小叶形成，

为肝纤维化。模型组死亡１９只，故有３０只大鼠进

入下一步实验。

１．２．３　分组及给药方法　将模型组３０只大鼠随机

分为３组：模型对照组及甲乙煎高、低剂量组。甲乙

煎高、低剂量组分别给予２２ｇ／（ｋｇ·ｄ）、５．５ｇ／

（ｋｇ·ｄ）甲乙煎灌胃治疗，容量３ｍＬ；肝纤维化模

型组和正常对照组给予等容量的０．９％氯化钠注射

液灌胃，共４周。

１．２．４　免疫组化法检测大鼠肝细胞 ＭＭＰ２和

ＴＧＦβ１的蛋白表达　末次给药次日，空腹处死全部

大鼠，取肝左叶组织部分，用１０％中性甲醛固定

２４ｈ，石蜡包埋切片。免疫组化采用ＳＰ法，常规脱

蜡去水，入３％过氧化氢室温１５ｍｉｎ，枸橼酸缓冲液

２５００ｍＬ注入进口ＥＤＴＡ高压锅，切片置于金属

架上，位于液面以下，盖锅加热至沸腾。７ｍｉｎ后压

力锅开始喷气，计时１．５ｍｉｎ，将压力锅远离热源，

室温冷却后，打开锅盖，取出切片，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ

液洗２ｍｉｎ（×３次），擦干净片子，吸去多余液体，加

Ⅰ抗；４℃过夜，ＰＢＳ液洗５ｍｉｎ（×３次），擦干净

片子，吸去多余液体，加Ⅱ抗；３７℃２５ｍｉｎ，ＰＢＳ液

洗５ｍｉｎ（×３次），擦干净片子，吸去多余液体，加Ⅲ

抗；３７℃２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗５ｍｉｎ（×３次），应用

ＤＡＢ显色，蒸馏水冲洗，复染脱水，中性树胶封片。

结果评定：大鼠肝组织 ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１的蛋白表

达均在细胞浆内，根据着色程度及着色细胞百分率

进行计算。不着色为０分，浅黄色为１分，黄色为２

分，棕黄色为３分；着色细胞计数阳性细胞百分率，

＜５％为０分，６％～２５％为１分，２６％～５０％为２

分，≥５１％为３分；每张切片着色程度与着色细胞百

分率得分定性：０～１分为阴性（－），２～４分为弱阳

性（＋），５～６分为阳性（＋＋），＞６分则为强阳性

（＋＋＋）。

１．３　统计方法　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计

学处理，计数资料组间比较采用秩和检验，犘＜０．０５

为有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠一般情况比较　正常对照组大鼠生长状

态良好，体重增加，动作敏捷，皮毛光滑，大、小便正

常；模型组大鼠精神萎靡，嗜睡，皮毛杂乱无光泽，尿

黄，大便稀，有异味；治疗组大鼠生长状态尚好，体重

无明显下降，动作灵活，皮毛较顺但缺光泽，大、小便

基本正常。其中，甲乙煎高剂量组小鼠状态优于低

剂量组，整体状态优于模型对照组，但次于正常对照

组。正常对照组大鼠无死亡，造模组大鼠死亡率

３８．００％（１９／５０）。
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２．２　肝组织ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１的表达　正常对照

组大鼠肝组织 ＭＭＰ２阳性表达偶见于肝细胞的细

胞浆，大部分无表达（图１）；ＴＧＦβ１无表达（图２）。

模型对照组大鼠肝细胞浆内 ＭＭＰ２（图３）和

ＴＧＦβ１（图４）的阳性表达较强，明显高于正常对照

组，且差异均有高度显著性（犘＜０．０１）。甲乙煎高

剂量组大鼠肝细胞浆内 ＭＭＰ２阳性表达（图５）与

其低剂量组大鼠肝细胞浆内ＭＭＰ２的阳性表达与模

型对照组之差异均无显著性（均犘＞０．０５）。甲乙煎

高、低剂量组大鼠肝细胞浆内ＴＧＦβ１的阳性表达（图

６）较模型对照组有明显抑制作用（犘＜０．０５），其中甲

乙煎高剂量组优于低剂量组（犘＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠一般资料比较 （只）

犜犪犫犾犲１　Ｇｅｎｅｒａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｃａｓｅ）

组别 有效大鼠（只）
ＭＭＰ２

　" 　＋ ＋＋ ＋＋＋

ＴＧＦβ１

　" 　 ＋ ＋＋ ＋＋＋

正常对照组 １０ ９ １ ０ ０ １０ ０ ０ ０

模型对照组 １０ ０ １ ５ ４ ０ ０ ５ ５

甲乙煎高剂量组 １０ ０ ２ ７ １ ５ ４ １ ０

甲乙煎低剂量组 １０ ０ １ ６ ３ １ ４ ５ ０

　　ＭＭＰ２的阳性表达：模型对照组与正常对照组比较，犘＜０．０１；甲乙煎高、低剂量组分别与模型对照组比较，均犘＞０．０５

　　ＴＧＦβ１的阳性表达：模型对照组与正常对照组比较，犘＜０．０１；甲乙煎高、低剂量组分别与模型对照组比较，均犘＜０．０５

图１　正常对照组ＭＭＰ２的表达 （×４００）

犉犻犵狌狉犲１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（×４００）

图２　正常对照组ＴＧＦβ１的表达 （×４００）

　犉犻犵狌狉犲２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（×４００）

图３　模型对照组ＭＭＰ２的表达（×４００）

犉犻犵狌狉犲３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（×４００）

图４　模型对照组ＴＧＦβ１的表达（×２００）

　犉犻犵狌狉犲４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｉｎｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（×２００）
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图５　甲乙煎高剂量组ＭＭＰ２的表达（×４００）

犉犻犵狌狉犲５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎＪｉａｙｉｊｉａｎｈｉｇｈｄｏｓａｇｅ

　　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（×４００）

图６　甲乙煎高剂量组ＴＧＦβ１的表达（×４００）

　犉犻犵狌狉犲６　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｉｎＪｉａｙｉｊｉａｎｈｉｇｈｄｏｓａｇｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（×４００）

３　讨论

甲乙煎是根据古代医家王旭高和李冠仙治肝大

法并结合我们多年的临床实践组成的方剂。全方重

在健脾利湿
!

理气和胃
!

疏肝解郁。本实验研究结

果显示，甲乙煎能够明显减轻实验性大鼠肝组织纤

维化程度。

中医认为肝纤维化是各种外感内伤因素长期损

伤肝脏，正气耗散，邪气不退，伤及五脏，肝气郁滞，

肝络瘀滞，日久伤脾犯胃，气血水凝结而成的“积

聚”、“鼓胀”、“黄疸”等。肝病传脾是重要的病理环

节，古医家李冠仙曰：“肝气一动，既乘脾土，作痛作

胀，甚则作泄”；“见肝之病，知肝传脾，当先实脾”。

因此，本方体现了上述原则。

西医认为肝纤维化是各种病因引起的肝细胞发

生坏死和炎症刺激导致的细胞外基质的合成增多而

降解减少，沉积于肝内形成的肝纤维化［２］。研究发

现，肝纤维化时肝细胞间质有 ＭＭＰ２和高水平的

ＴＧＦβ１转录物能引起细胞外基质量和质的改变。

ＭＭＰｓ是参与肝内细胞外基质降解的主要酶系，其

中ＭＭＰ２又称明胶酶Ａ，系Ⅳ型胶原酶，在肝星状

细胞肝窦内皮细胞
!

库普弗细胞均有表达。在肝纤

维化时，ＭＭＰ２表达明显增强，它通过降低胶原螺

旋结构的稳定性，改变底物的二级结构，为其他蛋白

酶作进一步降解创造条件［３］。ＴＧＦβ１是一个多功

能多肽生长因子，在肝纤维化中能增加细胞外基质

的合成而减少降解，是目前所知的最强大的促胶原

生成因子，是调控肝纤维化发生、发展的核心物质。

在大鼠胶原２条多肽链基因的启动上均有ＴＧＦβ１

的作用位点，因而它是肝纤维化治疗的重要目标［４］。

肝损害时，肝星状细胞通过自分泌或旁分泌的方式

产生大量ＴＧＦβ，炎症或损伤过程中释放的纤溶酶

可进一步增强其活性，激活的ＴＧＦβ通过细胞膜上

的ＴＧＦβⅠ型和Ⅱ型受体相结合发挥作用，减少细

胞外基质的分解，从而促进肝纤维化的形成［５］。其

机制包括促进肝星状细胞分泌肝脏组织金属蛋白酶

抑制因子，抑制胶原酶ｍＲＮＡ的表达，减少间质胶

原酶基因的表达等。

本研究显示，运用中药甲乙煎高、低剂量治疗

后，大鼠肝组织纤维化程度得到显著改善，肝组织

ＴＧＦβ１的表达较模型对照组明显降低（犘＜０．０５）；

其中，高剂量组优于低剂量组，差异有显著性（犘＜

０．０５）。表明中药甲乙煎通过抑制ＴＧＦβ１的表达来

抑制肝纤维化是其抗肝纤维化的机制之一。

中草药治疗肝纤维化历史悠长，现有方药及治

法研究停留在活血化瘀及扶正祛瘀上［６］，比较局限。

而甲乙煎从调脾入手，健脾利湿
!

理气和胃
!

疏肝

解郁，为中医药防治肝纤维化开拓了新思路。
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漱口液或复方氯己定含漱液漱口。合并细菌感染

者，根据细菌培养和药敏试验结果，选择敏感药物联

合治疗。同时根据病情及各项检查结果给予升白细

胞药物、输血、白蛋白、服用中药等营养支持综合治

疗，适当控制和调整放疗剂量。本组除６例病例因

并发症而中断治疗，２例自行出院外，其余鼻咽癌口

腔真菌感染患者均通过积极治疗和护理得以控制，

完成放疗整个疗程。

３　讨论

３．１　真菌感染危险因素　由于恶性肿瘤细胞在体

内的浸润、破坏，严重影响了肿瘤患者机体的免疫功

能，加之肿瘤是消耗性疾病，常需要大剂量放疗或化

疗，使机体免疫功能更为低下［１］。胡自省等［２］对鼻

咽癌放疗后患者免疫指标进行测定，发现１１项免疫

指标有１０项与正常人有显著差异，其免疫损伤主要

是细胞免疫损伤、体液免疫亢进和紊乱。因此，鼻

咽癌放疗患者是医院感染的高危人群。

放疗是鼻咽癌患者首选的治疗方法。在放疗过

程中由于腮腺、唾液腺均在照射范围内，导致腮腺及

唾液腺功能受到抑制，引起唾液量减少，质变黏稠。

随着放射剂量的增加，唾液分泌减少更加明显，唾液

ｐＨ下降，致口腔自洁功能减弱。当敏感者照射１０

Ｇｙ时，唾液分泌量即锐减，出现口干，口腔黏膜充血

水肿、溃疡，增加了医院感染机会。放射性反应与损

伤增加了真菌感染的机会，例如：放射性龋齿，出现

牙痛、口臭，咀嚼、吞咽困难和疼痛，继发放射性溃

疡、口咽部干燥、白膜形成，从而诱发口咽部的内环

境发生变化，破坏正常屏障，引起菌群失调，真菌乘

机生长繁殖，形成病灶，并侵犯周围组织，向他处扩

散而造成医院感染。

除上述原因外，在日常医疗护理中，无菌观念不

强，消毒隔离意识淡薄，如鼻咽镜、压舌板消毒灭菌

不严格，换药不正规，操作前后不洗手以及雾化器、

氧气湿化瓶、吸氧管带菌等，也是造成医院感染的因

素之一。

３．２　预防对策　结合本组病例，我们认为鼻咽癌放

疗患者口咽部真菌感染与多种因素有关，提出以下

预防对策：（１）加强健康宣教，使患者充分了解放疗

中应注意的事项，尤其如何减轻黏膜反应、预防口腔

感染方面的知识，发挥患者的主观能动性，积极配合

治疗和护理；（２）加强营养支持，补充蛋白质、维生素

和新鲜蔬菜、水果等；（３）对胃肠功能障碍者给予静

脉营养、输血、白蛋白，以保证患者营养需要，能耐受

放疗，减少医院感染。鼻咽癌患者口腔真菌感染的

预防：必须保持口腔卫生，早晚用软毛牙刷及含氟牙

膏刷牙，鼓颊和吸吮动作交替，以清除松动的牙垢；

经常做张口叩齿运动，使口腔黏膜皱襞处充分进行

气体交换，破坏真菌的生长环境，防止继发感染。口

腔护理：放疗前应拔除龋齿、义齿，对牙周炎、牙龈炎

患者也需采取相应治疗后再进行放疗。治疗期间多

喝水、多漱口，减轻局部水肿，稀释口腔内有害菌群

密度，尤其是碳酸氢钠溶液能改变口腔黏液酸碱度，

是预防真菌感染的重要措施。

对已发生口腔溃疡合并真菌感染者，可用３％

ＮａＨＣＯ３（苏打水）漱口，并用制霉菌素１０万ＩＵ含

漱。溃疡形成者可在漱口液中加利多卡因或局部擦

利多卡因，以减少患者进食时的疼痛，提高生活质

量。控制鼻咽癌放疗期间真菌感染与其他病原菌所

致的医院感染一样，关键在于病原菌的早期诊断，早

期预防，合理使用抗真菌药物，同时给予适宜的免疫

增强剂，正确选择照射野。
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