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摘 � 要:目的:探讨一贯煎对 CC l4诱导大鼠肝硬化形成阶段肝组织基因表达谱的影响。方法:首次

大鼠皮下注射 CC l4 3mL /kg, 此后以 50% CC l4橄榄油溶液 2mL /kg皮下注射, 每周 2次,共计 12周,自第

9周开始给与药物干预 4周, 12周末杀鼠取材;检测肝功能,肝组织病理,肝组织羟脯氨酸含量,并采用

基因芯片技术探讨一贯煎对模型大鼠肝组织基因表达谱的影响。结果: ( 1)模型大鼠 8周时呈慢性肝

损伤肝纤维化的病理改变, 12周时已形成典型的肝硬化;与正常大鼠比较, 12周时模型大鼠精氨酸加压

素 1A受体 ( AVPR1A )、CYP3A13、�球蛋白 ( Beta- g lo)等基因表达显著下调;淋巴毒素 A ( LTA )、MMP

- 23、RNA结合基序蛋白 3( RBM 3)、血小板反应蛋白 2( TSP2)、AP1�亚单位结合蛋白 1 ( AP1GBP1)、

生长素释放素受体 ( GHRHR)、阿米洛利结合蛋白 1( ABP1)等基因表达显著上调。 ( 2)与 12周模型对

照组比较,一贯煎组 AVPR1A、CYP3A13、Beta- g lo等基因表达显著上调; LTA、MMP- 23、RBM3、TSP2、

AP1GBP1、GHRHR、ABP1等基因表达显著下调。结论:一贯煎抑制 CC l4诱导大鼠肝硬化形成的作用机

制与提高肝脏生物转化功能、抑制肝脏炎症反应、抑制肝细胞凋亡和肝星状细胞活化、抑制肝窦内皮损

伤、改善肝脏糖代谢及水钠潴留等多种途径有关。

关键词:肝硬化 � 基因芯片 � 一贯煎

� � 一贯煎载于 ∃柳州医话 %, 由北沙参、麦门冬、当
归、生地黄、枸杞子、川楝子等 6味药物组成,具有养阴

疏肝之功,为临床治疗肝硬化的代表方剂。前期研究

基于中医对肝硬化 &瘀血阻络, 气阴虚损, 湿热内蕴 ∋

基本病机的认识,采用养阴疏肝的一贯煎、活血化瘀的

下瘀血汤、益气的黄芪汤、清热利湿的茵陈蒿汤及小柴
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胡汤 (对照方剂, 购自日本 � �  株式会社, 日本学者

研究认为该方具有较好的抗肝纤维化作用
[ 1- 3 ]

)于

CC l4诱导大鼠肝硬化形成阶段进行干预,药效学结果

显示一贯煎具有良好的综合干预作用, 其显著的作用

特点在于提高血清白蛋白含量
[ 4]
。进一步从促进增

生纤维结缔组织的降解及保护肝细胞、抑制肝细胞凋

亡等不同角度探讨一贯煎抑制大鼠肝硬化形成的作用

机制的结果显示,一贯煎可显著抑制肝细胞凋亡及肝

星状细胞 (HSCs)活化; 显著降低 MMP - 2 /T IM P- 2

比值; 显著提高 MMP- 9 /TIMP- 1比值及 HGF 的蛋

白表达
[ 5]
。

本文采用基因芯片技术, 基于肝组织基因表达谱

的变化分析探讨了一贯煎抑制 CC l4诱导大鼠肝硬化

形成的作用机制,现将结果报告如下。

一、材料与方法

1. 动物

W istar雄性大鼠 56只, 清洁级, 体重 130~ 150g,

购自中国科学院上海实验动物中心, 许可证号: SCXK

(沪 ) 2003- 0003. 上海中医药大学实验动物中心饲

养、造模和观察, 自由饮食。

2. 药物与试剂

一贯煎所含的生药均购自上海华宇药业有限公

司,有明确的原产地, 经生药学专家鉴定,按照原方比

例和制法由上海中医药大学附属曙光医院国家中医药

管理局中药制剂中心制备,干燥后冷藏保存。 CC l4分

析纯和橄榄油购自中国医药集团上海化学试剂公司;

肝功能测定试剂盒分别购自卫生部上海生物制品研究

所及南京建成生物工程研究所; 羟脯氨酸标准品购自

日本! ∀ # ∃ # % &株式会社, 批号: M IR8282。

3. 模型制备

首次以 CC l4 3mL( kg
- 1
剂量皮下注射, 以后以

2mL( kg
- 1
剂量皮下注射 50%的 CC l4橄榄油溶液, 每

周 2次,共 12周。

4. 分组与给药

造模 4周、8周后,随机抽取正常及模型大鼠各 6

只,处死作动态观察。其余模型大鼠随机分为模型对

照组 ( 10)、一贯煎组 ( 9)干预治疗。第 9周开始,在继

续造模的同时,药物干预组按成人 ( 65kg) kg体重日用

量的 8倍, 即一贯煎 2. 682g( kg
- 1

(相当于生药 7.

938g( kg
- 1

), 用蒸馏水 10mL稀释灌胃, 每日 1次, 共

计 4周。正常组 ( 8)与模型对照组以同体积生理盐水

灌胃。

5. 样品的采集和处理

造模 12周结束,大鼠用 2%戊巴比妥钠以 2mL(
kg

- 1
体重剂量腹腔注射麻醉后, 仰卧位固定, 打开腹

腔,观察肝脾的色、质、形态、体积等情况。经下腔静脉

采血,摘取肝脾, 称重,立即从肝右叶固定位置切取约

100mg肝组织液氮冷冻保存,抽提 RNA进行基因芯片

杂交实验,从肝右叶切取 1. 0cm ) 0. 8cm )0. 3cm大小

肝组织 1块, 10% 中性福尔马林固定, 脱水、包埋, 切

片, HE及胶原染色,观察组织学变化; 留取肝组织作

羟脯氨酸含量测定。所采血液 4∗ 静置 3h 后,

3000rpm离心 30m in, 分离血清, 检测各项血清学指

标。 �

6. 观测项目与方法

( 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。

( 2)肝组织切片: HE及胶原染色, 观察肝脏组织

学变化。

( 3)肝组织羟脯氨酸 ( hydroxypro line, Hyp)含量测

定:按 Jam all等人的方法
[ 6 ]
。

( 4)肝功能:血清丙氨酸氨基转移酶 ( ALT )、门冬

氨酸氨基转移酶 ( AST )活性, 赖氏法; 白蛋白 ( A lb)含

量,溴甲酚绿法; 血清总胆红素 ( TB il) ,重氮法; 谷氨酰

转酞酶 ( GGT) ,按试剂盒说明方法测定。

7. RNA的抽提、芯片杂交和数据分析

基因芯片: A ffymetrix Rat 230 2. 0基因表达谱芯

片,共载基因探针 31099个。RNA的抽提采用 T rizo l

试剂盒。用纯化的 RNA合成双连 cDNA,生物素标记

cRNA合成参考 B ioA rray H igh Y ield RNA Transcript

Labe ling kit方法。将 cRNA片段杂交于 A ffyme trix Rat

230 2. 0芯片。

基因芯片的数据处理: 首先将信号进行标准化和

基于模型的表达指数 (mode l- based expression index,

M BE I)分析,得出校正确的数值,用于差异基因分析。
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特征性基因表达谱分析采用聚

类分析法。特征性基因的筛选

采用 Fo ld change法, 两个芯片

的每个基因之间倍数通过表达

指数比值得出,以识别特征性基

因,并用 MBE I的标准误差来计

算倍数的可信区间,本研究在组

间进行比较时,以倍数的可信下

限 ( low er bound)作为基因表达

上调或下调的评判标准。

8. 统计方法

计量资料采用方差分析,两

两比较采用 q检验。

二、结 � 果

1. 肝功能、肝组织 Hyp含

量及腹水变化

与正常组比较,随着模型的

加重, 模型组大鼠 ALT、AST、

GGT、TB il、Hyp逐渐升高, 12周

时达到高峰,且 AST、GGT、TB il、

Hyp显著高于 4周、8周模型对

照组 ( P < 0. 01 )。血清 A lb含

量逐渐降低, 12周时显著低于 4

周、8周模型对照组 (P < 0. 01)。

与 12周模型对照组比较, 一贯

煎组 AST、GGT、TB il、A lb、Hyp

显著改善 (P < 0. 05或 0. 01)。

12周模型组的腹水发生率为

50%, 一贯煎组为 33. 3% (图

1)。

2. 肝组织病理变化

HE及天狼星红染色显示,

4周末模型大鼠肝脏内可见以

中央静脉为中心的肝细胞脂肪

变性, 极菲薄的胶原纤维在脂肪

变区域伸展。8周末模型大鼠

( a) ALT、AST、H yp变化; ( b) TB il、GGT、A lb、腹水发生率的变化 � a: 与各时

间点模型对照组比较, P < 0. 01; b:与 8周、12周模型对照组比较, P < 0. 01; c:

与 12周模型对照组比较 , P < 0. 05; d: 与 12周模型对照组比较, P < 0. 01

图 1� 大鼠肝功能、Hyp含量及腹水发生率的变化

A HE染色; B天狼星红染色 � ( a)正常组; ( b) 4周模型对照组 ; ( c) 8周模型对照组;

( d) 12周模型对照组; ( e)一贯煎组

图 2� 肝组织病理变化
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肝细胞脂肪变性累及整个肝小叶, 可见较细的胶原纤

维形成不完全包绕, 间隔内可见较多的成纤维细胞和

少量的炎性细胞浸润。12周末模型大鼠大量纤维结

缔组织增生,形成大小不一的典型假小叶结构,间隔内

可见大量的成纤维细胞和炎性细胞浸润, 80%大鼠

( 8 /10)形成肝硬化;与 12周模型比较, 一贯煎组大鼠

肝细胞脂肪变性程度轻,纤维间隔明显减少,极少见紧

密包绕的完整假小叶结构, 仅有 1只大鼠 ( 1 /9,

11�1% )形成肝硬化 (图 2)。

3. 大鼠肝组织特征性基因聚类分析

模型大鼠肝组织特征性基因来源于总的差异基

因,采用单侧 Fisher确切概率法对模型组特征性基因

表达数值的校正值进行聚类, 比较方法为模型组不同

时间点与正常组比较,一贯煎组与 12周模型对照组比

较。聚类图的右半部分表示随着模型的进展, 这部分

基因表达逐渐下调;左半部分表示随着模型的进展,这

部分基因表达逐渐上调 (图 3)。

4. 模型大鼠部分基因表达的动态变化及一贯煎组

特征性差异表达基因

本文列出了与肝纤维化形成密切相关的部分基

因,包括不同方剂组与 12周模型对照组比较后的基因

仅在一贯煎组差异表达有统计学意义的所有基因就有

( 18个 ) ,并对一贯煎组有明确功能描述的特征性基因

进行重点论述 (表 1)。

12N:正常组; 4M: 4周模型组; 8M: 8 周模型组;

12M: 12周模型组; G:一贯煎组。

红色线条代表上调基因, 蓝色线条代表下调

基因,白色线条代表非差异基因;通过本图, 可将差

异基因区分为随时间变化有上调趋势 (图的左半

部分聚类 )的基因和下调趋势 (图的右半部分聚

类 )的基因

图 3� 特征性基因聚类图

表 1� 模型大鼠部分基因表达的动态变化及一贯煎组特征性差异表达基因

基因名称
A ccess ion

NO.
Summ ary

正常组
( N)

4周模型
对照组

( 4M )

8周模型
对照组

( 8M )

12周模型
对照组

( 12M )

一贯煎组
( YG J)

low er bound
of FC

( YG J /12M

细胞离子稳态

AVPR1A argin ine vasopress in re�
cep tor 1A

NM _053019
en codes a receptor for argin in e

vasopress in
1676. 61 822. 3 517. 16* 165. 76* ! 440. 48+ 2. 66,

ABP1 am iloride b ind ing protein 1 NM _022935

b inds am iloride and som e of its

derivat ives; m ay form an ep ith e�
lial- specif ic Na+ channel

70. 94 71. 27 143. 78 603. 3* ! 239. 63+ - 2. 28−

炎症和免疫反应

LTA lym photoxin A NM _080769
cytok ine p roduced by lym ph o�
cytes

544. 48A 253. 89A 525. 49A 468. 84 195. 34+ - 2. 1−

Cd44 CD44 ant igen B I302830

adhesion m olecu le involved in

m igrat ion, cell fus ion and respor�
t ion in osteoclasts that also p lays
a role in cellu lar m etastas is

30. 29 200. 21* 313. 11* 906. 04* * 548. 23 - 1. 55(− )

Cd48 CD48 ant igen X13016

p lays a role in m as t cell act iva�
t ion and response toM ycobacteri�
um tubercu los is

512. 56 742. 75 650. 84 1207. 78* 1001. 86 - 1. 13(− )

Cd53 CD53 ant igen NM _012523
a tetraspan in protein; may be in�
volved in cell su rvival and grow th

regu lat ion

229. 17 570. 75* 426. 96 599. 6* 558. 59 - 1. 01(− )
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基因名称
A ccess ion

NO.
Summ ary

正常组

( N)

4周模型
对照组

( 4M )

8周模型
对照组

( 8M )

12周模型
对照组

( 12M )

一贯煎组

( YG J)

low er bound
of FC

( YG J /12M

Cd63 CD63 ant igen NM _017125

human hom olog facilitates endo�
cytosis of H, K - ATPase b eta-

subun it; m ay p lay a ro le in pro�
tein traffick ing

591. 89 1723. 82* 1614. 85* 2448. 27* 1846. 96 - 1. 25(− )

细胞外基质及其代谢

Co l1a1 collagen, typ e 1, alph a 1 B I285575 88. 83 667. 77* 882. 31* 1850. 28* ! 1166. 49 - 1. 51(− )

Co l3a1 collagen, type III, alph a 1 B I275716 1149. 52 2831. 2* 2961. 62* 4670. 16* 4322. 93 - 1. 03(− )

Co l4a2 collagen, typ e V, alpha 2 A I179399 138. 98 390. 2* 408. 69* 675. 02* 584. 19 - 1 (− )

procollagen, type I, a lpha 2 B I282748 123. 98 659. 39* 537. 07* 1182. 96* 863. 38 - 1. 25(− )

procollagen, type IV, alpha 1 A I176393 188. 16 505. 87* 664. 03* 888. 71* 730. 27 - 1. 14(− )

procollagen, type V I, alpha 3 A I176126 132. 96 233. 4 259. 19 652. 03* 464. 18 - 1. 25(− )

procollagen, type X II, alpha 1 BE108345 32. 98 199. 46 145. 37 378. 9* 268. 97 - 1. 32(− )

M gp matrix G la protein NM _012862
a v itam in K- dependen t p rotein;
part of the bon em atrix

460. 34 1031. 6 1525. 86* 4652. 83* 2698. 95 - 1. 62(− )

MMP - 23 M atrix m etalloprotein�
ase 23

NM _053606
p lay a ro le in d egrad ing and re�
modeling com ponen ts of extracel�
lu lar matrix

188. 86A 167. 36 158. 96A 424. 41 155. 28+ - 2. 06 −

Mmp12 m atrix m etallopep tidase

12
NM _053963

m ay have a ro le in glom eru lar in�
jury in a crescent ic glomeru lon e�
phritis

54. 43 523. 28* 528. 28* 783. 42* 516. 26 - 1. 44(− )

TSP2 Thrombospondin 2 A I406660 No 139. 49 326. 94 360. 09* 1367. 82* ! 620. 44+ - 2. 09 −

TIMP- 1 tissue inh ib itor ofm etal�
loprotein ase 1

NM _053819

acts as an inh ib itor ofm etallopro�
tease act ivity; m ay p lay a role in

vascu lar t issue rem odeling

194. 57A 467. 14 356. 37 726. 65 487. 37 - 1. 49(− )

促纤维化细胞因子

AP1GBP1 AP1 gamm a subunit

b ind ing protein 1
A I716461

m ay link th e AP1 adaptor com�
p lex to oth er protein s

146. 61A 56. 04 51. 3A 209. 07 34. 7+ - 4. 43−

GHRHR grow th horm one releasing
h orm one recep tor

NM _012850

b inds grow th h orm one- releasing

hormone; requ ired for norm al
grow th

540. 19A 413. 67 619. 5A 940. 69 375. 34+ - 2. 28−

Edn rb endothelin receptor type B X57764 No 296. 89 364. 1 490. 51 837. 81* 621. 56 - 1. 22(− )

C tg f connect ive tissue grow th fac�
tor

NM _022266
a m ed iator of TGFbeta1- d riven
m atrix produ ct ion and norm al

skeletal rem odeling

270. 64 648. 92* 682. 75* 1743. 7* 1063. 1 - 1. 57(− )

Ltbp1 laten t trans form ing grow th

factor b eta b ind ing protein 1
NM _021587

large subun it com ponen t ofm ask�
ing protein; neu tralizes th e activ�
ity of TGF- b eta 1

93. 19 172. 41 236. 25 741. 23* 511. 28 - 1. 36(− )

Ltbp4 laten t trans form ing grow th

factor b eta b ind ing protein 4
BG375362 No 154. 85 208. 09 279. 57 490. 69* 316. 55 - 1. 35(− )

Tbrg1 trans form ing grow th factor

b eta regu lated gene 1
BG666773

b inds the TGFbeta receptor;

p lays a role in regulation of cell

grow th and pro liferat ion; induces

syn thesis of extracellu lar m atrix
protein s and m ay p lay a role in

fib ros is

633. 32 1376. 95 1304. 87 1741. 04* 1516. 08 - 1. 11(− )

Pdgfra p latelet derived grow th fac�
tor recep tor, alpha polypep tide

A I232379

acts as a receptor tyrosin e k inase

for PDGF; m ay p lay a ro le in gl i�
al cell generation

310. 97 441. 74 555. 72 1188. 09* 756. 11 - 1. 46(− )

Pdgfrb p latelet derived grow th fac�
tor recep tor, beta po lypep tide

BM389426
b inds p latelet derived grow th fac�
tor BB hom od im er

78. 47 115. 13 140. 55 267. 13* 205. 75 - 1. 13(− )
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基因名称
A ccess ion

NO.
Summ ary

正常组

( N)

4周模型
对照组

( 4M )

8周模型
对照组

( 8M )

12周模型
对照组

( 12M )

一贯煎组

( YG J)

low er bound
of FC

( YG J /12M

细胞凋亡与增值

C asp12 Caspase 12 NM _130422
invo lved w ith th e term inal stage

of apoptosis
48. 96 308. 18 204. 55 473. 38* 413. 32 - 1. 05(− )

H gfH epatocyte grow th factor BF284043

p lays a role in positive regulation

of cell prol iferation; m ay p rom ote

en try in to th e cell cycle

212. 04 84. 97 95. 62 53. 59* 56. 89 0. 41 (, )

异生化合物代谢

CYP3A13 cytochrom e P450, fam�
ily 3, sub fam ily a, polypep tide 13

U46118

catalyzes the hydroxy lation of

progesterone at 6b eta, 16alpha,
and 21 posit ion s

2154. 45 986. 45* 282. 77* # 103. 15* ! 319. 89+ 2. 47,

Cyp4f4 cytoch rom e P450 4F4 U39206
m ember of th e cytoch rom e P450
CYP4F sub fam ily

1689. 71 1349. 86 1353. 15 767. 88* 968. 68 1. 14 (, )

Cyp2t1 cytochrom e P450 m onoox�
ygenase CYP2T1

NM _134369

putative m ember of the cyto�
ch rom e p450 m onooxygenase en�
zym e fam ily, w h ich catalyze

m any react ions involved in drug

m etabo lism and choles terol b io�
syn thesis

516. 62 335. 05 274. 35 205. 27* 241. 76 0. 92 (, )

Cyp4a12 cytoch rom e P450, 4 a12 NM _031605 m onoxygenase found in rat testes 183. 35 135. 59 100. 77 51. 15* 74. 04 1. 03 (, )

Cyp1a2 cytoch rom e P450, fam ily

1, subfam ily a, po lypept ide 2
K02422

a m onooxygenase thatm ay p lay a

role in xenob iot ic m etabo lism
3958. 65 5742. 56 2375. 25# 1499. 72* 2710. 6 1. 47 (, )

Cyp2d13 cytochrom e P450, fam i�
ly 2, sub fam ily d, polypep tid e 13

AB008424

m ember of the p450 xenob iotic-

inducib le superfam ily th at in�
duces immunoreactivity in ven tral
m esencephalon

4469. 19 2789. 91 2800. 96 1337. 49* 1903. 2 1. 27 (, )

Cyp2f2 cytoch rom e P450, fam ily

2, subfam ily ,f polypep tid e 2
NM _019303

m ember of th e p450 2F subfam i�
ly; form s styrene glyco l from sty�
rene in liver and lungm icrosom es

1347. 24 938. 71 716. 12 405. 84* 550. 18 1. 22 (, )

Cyp2 j9 cytoch rom e P450, fam ily
2, subfam ily ,j polypep tid e 9

U39943

m onooxygenase; respon sib le for

the ox idation of endogen ous
arachidon ic acid pools

1531. 4 1355. 22 1054. 87 581. 7* 860. 11 1. 33 (, )

Cyp8b1 cytoch rom e P450, fam ily
8, subfam ily b, polypept ide 1

NM _031241
endop lasm ic ret icu lum m emb ran e
protein; plays a role in sterolm e�
tabo lism

1934. 17 1333. 67 1753. 03 841. 15* 899. 97 0. 95 (, )

Cyp2c Cytochrom e P450, sub fam�
ily IIC

NM _019184
most abundant m em ber of th e
p450 xenob iot ic - inducib le su�
perfam ily in non- st imu lated liver

6618. 8 4027. 31 358. 93* # 266. 32* 493. 45 1. 13 (, )

分类不明

RBM3 RNA binding m ot if p rotein

3
A I598399

m ouse hom olog d isp lays in�
creased p rotein syn th es is in re�
sponse to m ild hypoth erm ia

330. 1 923. 47* 831. 56* 2304. 33* ! 1070. 33+ - 2. 04−

MGC72973 B eta- glo B I287300 1622. 31 895. 63 1806 537. 59* ! 1279. 36+ 2. 14,

Il2 rg in terleuk in 2 receptor, gam�
m a

A I178808

cytok ine recep tor w h ich con trib�
utes to ligand b ind ing and s ignal
transduction

333. 52 272. 05 311. 58 535. 95 216. 76+ - 2. 11−

Pkn1 Protein k inase N1 BE099509
d isp lays phosphorylat ion d epend�
en t protein k inase act ivity

153. 22 112. 98 131. 92 254. 9 86. 86+ - 2. 41−

h r hairless hom olog NM _024364
m ay p lay a role in developm ent of
the central nervou s system

97. 51 139. 01M 171. 98 270. 09* 102. 9+ - 2. 62−

Abr act ive BCR - related gene B I282699 150. 72 142. 04 138. 11A 301. 13 129. 37+ - 2. 04−
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基因名称
A ccess ion

NO.
Summ ary

正常组

( N)

4周模型
对照组

( 4M )

8周模型
对照组

( 8M )

12周模型
对照组

( 12M )

一贯煎组

( YG J)

low er bound
of FC

( YG J /12M

Amy2 amy lase 2, pancreat ic NM _031502 14. 55 7. 66 10. 38 111. 9* ! 7. 31+ - 9. 06−

hypothet ical LOC 303812 BF412161 252. 84 245. 36 284. 17 552. 62 187. 12+ - 2. 41−

Ilvbl IlvB ( bacteria l acetolactate

synthase) - like
BE109624 279. 27 235. 14A 207. 77A 435. 84 165. 42+ - 2. 09−

Transcribed locu s A I010048 137. 37 163. 3 158. 96 408. 42* ! 81. 72+ - 3. 14−

Transcribed locu s BF523849 330. 2 (A ) 191. 55 238. 17 464. 78 191. 33+ - 2. 02−

� � 注: ( A) :不表达;与正常组相比, * , FC可信下限. 2或 / - 2;与 4周模型组比较, #, FC可信下限. 2或 / - 2;与 8周模型组比较, !, FC可信下
限. 2或 / - 2;与 12周模型组比较, + , FC可信下限. 2或 / - 2; , 和 − 分别表示一贯煎干预后该基因表达显著上调或下调,达到 FC. 2或 / - 2

的筛选标准. ( , )和 ( − )分别表示一贯煎干预后该基因表达上调或下调,但未达到 FC可信下限. 2或 / - 2的筛选标准。

三、讨 � 论

中医方剂是在中医辨证论治原则指导下形成的复

杂活性成分体系,组成的复杂性决定了其作用靶点的

多向性和难测性,采用什么样的方法来探明复方的作

用机理是长期以来困扰中医药的一大难题。本研究从

肝功能、肝组织病理及肝组织基因表达谱的变化等方

面动态地观察了 CC l4诱导大鼠肝硬化形成过程中模

型大鼠病理变化特点及养阴疏肝的一贯煎对其影响。

结果显示模型 4周时主要表现为肝组织的炎症反应, 8

周时形成纤维化, 12周时已经形成典型的肝硬化。随

着肝硬化的形成,肝脏生物转化功能逐渐降低,炎症反

应、星状细胞活化、细胞外基质的合成逐渐增强, 肝实

质细胞凋亡逐渐增加。复杂的病理改变可能成为一贯

煎有效抑制肝硬化形成的病态学基础。

1. 抑制肝脏炎症反应、肝星状细胞活化及肝实质

细胞凋亡

炎症反应、肝星状细胞活化及肝实质细胞凋亡是

各种慢性肝病的共同特征
[ 7]
。本研究显示,随着模型

的进展,肝组织炎性细胞浸润逐渐增加, ALT、AST活

性逐渐增高。与 HSC s活化和增殖密切相关的细胞因

子如 PDGFRA、PDGFRB、LTBP1、LTBP4、TBRG1、CTGF

等基因表达均显著上调, 并发现生长素释放素受体

( grow th hormone re leasing hormone receptor, GHRHR )

及 AP1�亚单位结合蛋白 (AP1 gamma subun it binding

pro tein 1, AP1GBP1)基因表达亦显著上调。

GHRHR通过调节生长素释放素 ( g row th hormone

re leasing hormone, GHRH)对生长素 ( grow th hormone,

GH )合成和分泌的刺激,维持生长素细胞的正常功能
[ 8- 10]

。GHRH由下丘脑释放后与垂体生长素细胞上

特异的 GHRHR相结合,刺激垂体释放 GH
[ 11- 13]

, GH

进一步刺激胰岛素样生长因子 0 ( insulin - like grow th

facto r 1, IGF- 1)的生成
[ 12, 14]

。 IGF- 1主要在肝脏合

成,是多种细胞的有丝分裂原之一, 与细胞的异常分

化、肿瘤的发展及转移等有关。体内外研究表明 GH�
RH是 GHRHR mRNA表达的关键调节者

[ 15]
, 这一点

可 GHRH特异性拮抗剂能够干扰垂体产生 GH和肝脏

合成 IGF- 1而抑制肿瘤的生长得到印证
[ 14, 16- 21]

。近

期研究显示,在人的正常组织 (肝、肺、肾等 )和肿瘤组

织 (胰腺癌、小细胞肺癌等 )中也有垂体生长素释放素

受体 ( pGHRH - R) mRNA和蛋白表达
[ 22]

,提示我们,

就 CC l4诱导大鼠肝硬化而言, GHRHR基因在肝脏的

高表达可能主要与肝星状细胞的活化和增殖有关。

AP1GBP1是与氧化应激相关的一类二聚体转录

调控因子,其活化在细胞增生、分化、转化、凋亡以及细

胞外基质积聚中发挥重要作用, 具有增强 AP- 1功能

的作用
[ 23]

,主要通过激活 AP- 1而促进 HSCs的活化

与增值, 且激活的 AP - 1可在转录水平上直接上调

TIMP- 1基因的表达
[ 24, 25]

。前期研究中肝组织 ∀-

SMA、T IM P- 1的蛋白表达水平、肝细胞凋亡指数以及

本研究中肝功和以 #型前胶原、#型胶原为主的多种

胶原基因表达水平的变化,提示炎症反应、星状细胞活

化及肝细胞凋亡共同参与了 CC l4诱导大鼠肝硬化的

形成过程。

另外, RNA 结合基序蛋白 3 ( RNA b ind ing mo tif

pro tein 3, RBM 3)在冷应激状态下可与 60S的核糖体
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亚单位结合,改变 m icroRNA水平, 提高球蛋白的生物

合成
[ 26]
。但也有研究表明 RBM3是机体对缺氧的适

应性反应, 体内外研究均显示在组织缺氧状态下

RBM3mRNA表达显著增加
[ 27]
。该基因表达水平在

模型动态变化过程中逐渐上调可能说明由于肝窦毛细

血管化及肝组织结构的改建, 影响了肝窦血流和窦内

外物质交换,进而引起肝组织缺氧的病理状态。

一贯煎可显著改善肝组织病理, 抑制肝脏炎症反

应,降低肝组织 Hyp含量, 提高血清白蛋白含量及 �

球蛋白 ( B eta- glo)的基因表达, 降低肝组织 ∀- SMA

的蛋白表达及 GHRHR、AP1GBP1的基因表达, 抑制肝

实质细胞的凋亡。这从不同层面上揭示了一贯煎具有

抑制肝脏的炎症反应、肝星状细胞的活化和肝实质细

胞的凋亡的综合作用,一贯煎的这些作用可能与其提

高以 CYP3A13为主的 CYP4F4、CYP2T1、CYP4A12、

CYP1A 2、CYP2D13、CYP2F2、CYP2J9、CYP8B1、CYP2C

等基因表达而提高肝细胞的生物转化功能有关, 而干

预后 RNA结合基序蛋白 3( RBM 3)基因表达水平的显

著下调可能是该方对肝组织病理改善的重要反应。

虽然一贯煎对多种与胶原、促纤维化因子、部分生

物转化等相关的基因的表达调控未达到统计学的设定

值,但总体呈现改善趋势, 提示尽管其对某一种基因的

调控不够理想,但多靶点的作用途径可能使其发挥综

合干预效应,从而有效抑制肝硬化的形成。

2. 抑制肝窦内皮损伤

肝窦内皮损伤是肝纤维化的早期事件,许多蛋白

酶被认为参与介导基质降解, 而基质金属蛋白酶类

(MMPs)在肝纤维化中的作用重大
[ 28, 29]

。其中 MMP

- 2是目前较为公认的肝窦内皮损伤因子, MMP- 2

酶原可能作为 HSCs的自分泌生长因子,通过与 HSCs

表面的 MT1- MMP结合而活化,在肝纤维化早期参与

了基底膜胶原的降解, 使基底膜内的生长因子 (如

TGF- �, bFGF)释放,或破坏基底膜保持 HSCs静止状

态的能力,引起 HSC s的活化, 这与肝纤维化的发生密

切相关
[ 28- 31]

。前期研究显示, 随着模型的进展, MMP

- 2活性逐渐增强, 以肝硬化形成阶段 ( 9- 12周 )尤

为显著.

另外, 血小板反应蛋白 2 ( Thrombospondin 2,

TSP2)和基质金属蛋白酶 - 23 (MMP- 23)基因表达

在模型动态变化过程中也呈现出上调趋势。TSP2是

一种细胞基质蛋白, 是细胞外 MMP - 2的重要调节

者。它主要参与组织损伤修复过程中血管发生和基质

重构
[ 32, 33]

。但 TSP2需与 MMP - 2相互作用, 形成

TSP2 /MMP2复合体, 才能发挥正常作用。 TSP2缺失

小鼠可发生 MMP- 2的活性增强和纤维原细胞的胶

黏缺陷
[ 34, 35 ]

。MMP- 23属 1型跨膜基质金属蛋白酶,

其表达序列与 MMPs相似, 能够被单一的蛋白水解酶

所裂解,使其具有活性和分泌作用,用埃希氏大肠杆菌

进行重组的 MMP- 23虽然表达水平较低, 但却具有

显著的蛋白水解活性
[ 36, 37 ]

。我们的研究发现 TSP2基

因表达水平与 MMP- 2活性变化趋势一致, 提示在

CC l4诱导的大鼠肝硬化形成过程中, TSP2 /MMP - 2

复合物及 MMP- 23可能共同参与了基底膜胶原的降

解和促进肝组织结构重建的过程, 加速了肝纤维化向

肝硬化的发展。一贯煎可显著降低 MMP- 2活性以

及 TSP2和 MMP- 23的基因表达, 提示一贯煎抑制肝

硬化形成机制可能与减轻肝窦内皮的损伤有关。

3. 改善肝脏糖代谢功能

CC l4诱导大鼠肝硬化也伴随类似于肝硬化患者

的糖代谢异常和胰岛素抵抗
[ 38]

,肝细胞损伤是其关键

细胞学基础。我们的研究结果显示, 随着肝功能损害

的加重, 精氨酸加压素 1A受体 ( arg in ine vasopressin

receptor 1A, AVPR1A或 V1aR )基因表达水平逐渐下

降, V1aR不仅可通过对循环血量和压力感受器反射敏

感性的调节而稳定血压
[ 39]

, 而且与肝脏的糖代谢关

系密切。研究表明大鼠肝实质细胞富含 V 1aR
[ 40]

, 在

出生后的第 21天 V1aR mRNA主要在中央静脉周围

的肝细胞高表达,出生 60天后大部分肝实质细胞均表

达 V 1aR mRNA,与肝细胞 V1aR在糖代谢调节中的作

用一致
[ 41]

,且 V1aR的活化在颈动脉体感受器受钠氢

化物刺激后中枢和周围高血糖反应中扮演关键角

色
[ 42]
。近期研究还表明 V1aR与肝脏脂质代谢有关,

V1aR缺乏则小鼠 (V 1aR
- /-

)脂质代谢增强, 胰岛素信

号转导被抑制
[ 43]

,提示 V1aR与肝硬化糖代谢异常和

胰岛素抵抗有关。一贯煎可显著提高该基因的表达水

平,表明其抑制肝硬化形成的作用机制可能通过保护
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肝细胞、提高 V1aR的基因表达而促进糖代谢和胰岛

素功能恢复。

4. 改善水钠潴留

腹水以及自发性腹腔感染是晚期肝硬化患者常见

并发症和死亡的主要原因之一,本研究结果显示 CC l4

造模 12周时模型大鼠腹水发生率为 50% , 肝组织病

理呈现大小不一的假小叶改变, 血清白蛋白水平较正

常大鼠降低了 33. 83%。基因芯片分析显示阿米洛利

结合蛋白 1( am iloride b ind ing prote in 1, ABP1)基因表

达在模型动态变化过程中逐渐上调,阿米洛利 ( am ilo�
ride)通过对上皮钠通道的阻止发挥利尿作用

[ 44]
,阿米

洛利结合蛋白从人的肾脏和大鼠的结肠克隆并发现在

多种上皮组织表达
[ 45, 46]

,这种蛋白能够与阿米洛利及

其衍生物结合,降低后者对 N a
+
通道的阻滞作用,导致

水钠潴留。一贯煎可显著提高血清白蛋白水平和降低

ABP1的基因表达水平及腹水发生率, 提示抑制水钠

潴留可能是一贯煎改善大鼠肝功能和抑制 CC l4大鼠

肝硬化形成的又一重要机制。

需要说明的是,我们的研究还发现,白介素 2受体

�( interleukin 2 receptor, gamma, IL - 2R�)在模型 4

周、8周时表达有所下降,而 12周时较正常组升高, 一

贯煎可显著降低该基因的表达。 IL - 2R�是一个由

347个氨基酸构成的分子量为 64kD的膜蛋白, 起源于

X染色体
[ 47 ]

,它不仅对 IL - 2信号转导至关重要, 而

且也是 IL - 4、7、9、15受体的信号调节所不可缺少

的
[ 48- 53 ]

,主要表达于淋巴细胞
[ 54]
、单核细胞和嗜中性

粒细胞
[ 55, 56 ]

,具有促进 T细胞和 B细胞的生成和功能

的作用
[ 57]
。小鼠 IL- 2R�的功能降低可引起免疫系

统功能的改变
[ 58]
。而人类缺乏 L- 2R�则表现出特

有的成熟 T淋巴细胞缺乏
[ 59]

, IL- 2R�链的突变则引

起 x染色体连锁严重联合免疫缺陷病 ( x- linked se�
vere combined immunodeficiency, XSC ID )

[ 60, 61]
, 这些

资料提示 L- 2R�与机体的细胞免疫密切相关, 至于

为什么该基因在模型表达先下调而后上调,一贯煎显

著抑制该基因表达的机制等问题目前尚不明确, 有待

于进一步探索。另外,蛋白激酶 N1( Protein kinaseN1,

Pkn1)、活化 BCR相关基因 ( act ive BCR- re lated gene,

Abr)、胰淀粉酶 2 ( amy lase 2, pancreatic, Amy2)、假设

基因 LOC303812( hypothetical LOC303812)、IlvB ( bac�
terial aceto lactate synthase ) - like、T ranscribed locus

(A I010048)、Transcr ibed locus( BF523849)等基因均在

模型 12周时高表达,一贯煎可显著降低上述基因的表

达。这些基因在肝硬化形成过程中的生物学功能目前

尚不清楚,尚有待于进一步研究。

综上所述,一贯煎抑制 CC l4诱导大鼠肝硬化形成

的作用机制是非常复杂的,从目前的研究结果分析看,

这种机制的形成主要通过提高肝脏生物转化功能, 抑

制肝脏炎症反应、肝星状细胞活化、肝细胞凋亡、肝窦

内皮损伤,改善肝组织缺氧状态、肝脏糖代谢及水钠潴

留等多种途径,体现了中医复方作用的多途径、多靶点

的综合优势,为中医经典方剂一贯煎治疗肝硬化提供

了部分科学依据。当然,中医复方的成分及作用机制

非常复杂,本文只是报道了部分初步研究结果,加之部

分基因无肝纤维化相关文献报道或功能尚不明确, 进

一步验证工作尚在进行之中。
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Hepatic Gene Expression Analysis of Carbon Tetrachloride- Induced Rat

C irrhosis Identifies D istinct Effects of Y iguanjian Decoction

Mu Yongp ing, L iu P ing, W ang X iaoling, W ang L e, Du Guangli, L iu Chen,

Wang Gaoqiang, Du J inx ing, L iu Ying, L i F enghua

( Institute of L iverD isease, Shanghai University of Traditional ChineseM ed icine, Shanghai 201203)

Th is paper reports an investigation into the effects ofY iguan jian decoct ion on hepatic gene expression in carbon tet�
rachloride- induced rat cirrhosis. In the investigation, pure carbon tetrach loride w as injected into rats subcutaneously at

a dose o f 3m l( kg
- 1

for the f irst time, and then 50% CC l4 - o live so lution at a dose o f 2m l( kg
- 1

tw ice aw eek fo r the

follow ing 12 w eeks to induce c irrhosis. Y iguanjian decoction w as adm in istered ora lly starting from the 9th w eek for 4

w eeks. Sera and liver tissues w ere co llected at the end o f 12th w eek to determ ine liver3 s functionalit ies, hepatic patho�
h isto logy, and hepat ic hydroxyproline conten.t M eanwhile, oligonucleo tidesm icroarrays analysisw as conducted to meas�
ure the effects ofY iguan jian decoction on hepatic gene expression. H istopatho log ica l exam inat ion show ed that a chronic

liver in jury and liver fibrosis appeared in the 8 th w eek, and typ ica l c irrhosis form ed in the 12 th w eek formodel g roup.

M icroarray ana lysis revealed that arg in ine vasopressin receptor 1A ( AVPR1A ) , cytochrome P450 fam ily 3, subfam ily a,

po lypept ide 13 ( CYP3A 13) and Beta- g lo w ere down - regulated for mode l group in the 12th week, w ith another 7

genes up- regulated simultaneously, including lympho tox in A ( LTA) , matrix metalloprote inase 23 (MMP- 23), RNA

binding motif protein 3 ( RBM 3) , thrombospondin 2 ( TSP2) , AP1 gamma subun it b inding prote in 1( AP1GBP1 ),

grow th hormone re leasing hormone receptor ( GHRHR ), and am iloride b ind ing protein 1( ABP1). It is wo rthment ioning

that genes down- regulated in model group up - regulated sign ificantly in Y iguanjian decoction- treated g roup, a long

w ith those no ticeably up- regulated o r down - regulated. It is concluded tha tY iguan jian decoct ion inhibits CC l4 - in�
duced c irrhosis in rat significant ly, and the underly ing pathogenesis invo lves an enhanced hepatic biotransforma tion, in�
h ib it ing inf lammation, low ering hepatocyte apoptosis and hepatic stellate ce ll act ivat ion, reduc ing hepatic sinusoida l en�
dothelial ce ll injury, and improv ing hepatic g lucoregu lation and sodium and w ater retention.

K eyw ords: cirrhosis; DNA m icroarray; Y iguan jian decoction
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( Continued from Page 32)

w e filled the co llected RGB co lor data in C IELAB co lo r space, using the latter as a platform. Then w e measured the

gamut of tongue d isp lay. W e have created a numerical process for classify ing tongue co lors, based on the traditiona l

process ( for example: lightw hite tongue, light red tongue, red tongue), and screened ou t typ ical co lors for each tongue

pattern. W e believe that the nove l approach has produced a good resu lt for both descript ion and classificat ion of tongue

co lors, that can be compared w ith the resu lts of human v isions. It can be applied in c lin ical diagnosis.

K eyw ords: tongue diagnosis; tongue co lo rs; C IELAB co lor space; classificat ion; typica l co lors
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