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摘　 要　 目的　 研究壮医方白花丹消蛊汤对食蟹猴肝纤维化的干预作用及其机制ꎮ 方法 　 将食蟹猴随机分为 ４
组ꎬ除空白对照组外ꎬ其余各组每周 ２ 次皮下注射 ６０％四氯化碳(ＣＣＩ４)油剂 ０.５ ｍＬ􀅰ｋｇ－１ꎬ同时辅以高脂饲料喂养ꎬ建立

食蟹猴肝纤维化模型ꎮ 造模 ６ 个月后ꎬ各组相应给药ꎬ白花丹消蛊汤小、大剂量组分别灌胃给予 １.０ꎬ４.０ ｇ􀅰ｋｇ－１(按处方

生药量计算)汤药ꎬ空白对照组和模型对照组给予等体积纯化水ꎮ 给药 ２ 个月后ꎬ静脉采集食蟹猴血液样本ꎬ检测各组食

蟹猴血清中丙氨酸氨基转移酶(ＡＬＴ)、天冬氨酸氨基转移酶(ＡＳＴ)、总胆红素(Ｔ￣ＢｉＬ) 含量ꎬ酶联免疫吸附测定法

(ＥＬＩＳＡ)检测食蟹猴血清中转化生长因子￣β(ＴＧＦ￣β１)、α￣平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、血清基质金属蛋白酶 ２(ＭＭＰ￣２)、
基质金属蛋白酶抑制剂￣１(ＴＩＭＰ￣１)水平ꎬ免疫组化观察肝组织 ＴＧＦ￣β１的表达情况ꎮ 结果　 与模型对照组比较ꎬ白花丹

消蛊汤能降低肝纤维化食蟹猴血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔ￣ＢｉＬ 含量ꎬ能降低其血清中 α￣ＳＭＡ 及相关基质金属蛋白酶水平ꎬ能调控

肝纤维化食蟹猴肝组织 ＴＧＦ￣β１的升高ꎮ 结论　 壮医方白花丹消蛊汤具有抗肝纤维化作用ꎬ降低 ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ 表达、
调节肝脏细胞外基质的代谢是其发挥抗肝纤维化作用的部分机制ꎮ
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　 　 肝纤维化是肝硬化的前趋阶段ꎬ具有可逆转的特

点ꎬ发病机制非常复杂[１]ꎮ 以往的啮齿类肝纤维化模

型ꎬ虽然能模拟肝纤维化临床特征ꎬ但都因其与人类遗

传学上的相似性差距较大ꎬ从疾病发生的种属性、疾病

的诊断、疾病进展的了解及临床药物的筛选上均不能

满足要求ꎬ得出的结论难以完全推广至人类ꎬ从而无法

满足研究的需要ꎬ限制肝纤维化的研究[２]ꎮ 因此ꎬ从
人类近缘的动物模型上找到突破口具有重要的现实意

义和必要性ꎮ 食蟹猴属于哺乳纲灵长目猕猴属ꎬ是目

前国内外使用量最大的非人灵长类实验动物ꎮ 食蟹猴
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无论是在生理学、遗传学还是生物学特性上与人类都

极相似ꎬ研究资料表明其许多疾病的机制和所表现出

的临床症状也与人类极为相似ꎬ建立非人灵长类实验

动物食蟹猴肝纤维化模型ꎬ为开展肝纤维化的发病进

展、发病机制及抗肝纤维化药物研究工作ꎬ提供良好的

研究工具[３]ꎮ 目前广西实验食蟹猴的存栏量和生产

量均居全国首位ꎬ本课题组利用广西独特的食蟹猴资

源优势ꎬ采用四氯化碳(ＣＣｌ４)复合高脂饮食诱导法建

立食蟹猴肝纤维化模型ꎬ探讨壮医方白花丹消蛊汤对

食蟹猴肝纤维化的干预作用及部分机制ꎬ为该方剂的

临床使用提供实验依据ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验动物　 ２０ 只雄性食蟹猴来自于广西防城港

市常春生物技术公司ꎬ年龄为 ２ ~ ５ 周岁ꎬ体质量 ４ ~
６ ｋｇꎮ 所有试验用食蟹猴饲养于广西防城港常春生物

技术公司清洁级动物房ꎬ实验动物使用许可证号:
ＳＹＸＫ(桂) ２０１５￣０００１ꎮ 动物均得到了妥善保护和关

怀ꎬ并且得到动物伦理委员会的许可ꎮ
１.２　 药物与试剂 　 白花丹消蛊汤由白花丹、排钱草、
车前草、岗梅根、酸藤子、五爪金龙 ６ 味壮药组成ꎮ 称

取上述白花丹消蛊汤处方药材(上述药材均为课题组

成员采集ꎬ并由广西民族医药研究院蓝日春主任药师

鉴定)共 １３ ｋｇꎬ加水 １０ ~ １２ 倍量ꎬ室温浸泡 １ ｈꎬ加热

煮沸 １ ｈꎬ滤过ꎮ 以上方法共提取 ２ 次ꎬ合并滤液ꎬ浓缩

到 ５ Ｌꎮ 按照成人剂量 ６５ ｇ / ７０ ｋｇ 换算ꎬ食蟹猴剂量应

为 ０.９７５ １ ｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ꎮ 结合预实验结果ꎬ本次实验

设 定 白 花 丹 消 蛊 汤 小 剂 量 组 给 药 剂 量 为

１.０ ｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１、大剂量组为 ４.０ ｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ꎮ 丙氨

酸氨基转移酶(ＡＬＴ)、天冬氨酸氨基转移酶(ＡＳＴ)、总
胆红素(Ｔ￣ＢｉＬ)均为中国深圳迈瑞试剂盒ꎬ生产批号分

别为 １５０１１６０１２ꎬ １５０２１６００９ꎬ １５０６１６０１４ꎮ ＴＧＦ￣β１、 α￣
ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、ＴＩＭＰ￣１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒均为 Ｒ＆Ｄ 公司产

品ꎬ生产批号均为 ２０１６０２ꎮ
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１.３　 主要仪器　 ＢＳ￣３５０Ｅ 型全自动生化分析仪(深圳

迈瑞生物医疗电子股份有限公司)ꎬ１８Ｇ Ｌ￣１３０ｍｍ 型

肝穿刺活检枪(日本 ＴＳＫ 株式会社)ꎬＥＧ１１５０Ｈ 型石

蜡包埋机、ＲＭ２２５５ 型组织切片机、ＤＭ２５００ 型光学显

微镜均为 Ｌｅｉｃａ 公司产品ꎬＶ４.６ 高清晰度彩色医学图

文分析系统(ＬＡＳ 公司)ꎬ高速冷冻离心机(上海安亭

科学仪器厂)ꎬＭｕｌｔｉｓｌｃａｎ ＭＫ３ 型酶标仪(赛默飞世尔

上海仪器有限公司)ꎮ
１.４　 肝纤维化食蟹猴模型的建立　 采用 ＣＣｌ４复合高

脂饮食诱导法建立食蟹猴肝纤维化模型[３￣４]ꎮ 具体造

模方法如下:选取雄性食蟹猴 ２０ 只ꎬ实验前均采集动

物静脉血液ꎬ随机抽取 ３ 只作为空白对照组ꎬ除空白对

照组外ꎬ其余动物均以 ０.５ ｍＬ􀅰ｋｇ－１皮下注射 ＣＣｌ４油
剂(６０％ ＣＣｌ４橄榄油剂)造模ꎬ每周 ２ 次ꎬ同时辅以高

脂饲料(配方:基础饲料６９.３％、猪油 １０％、甲硫氧嘧啶

０.２％、蛋黄粉 １０％、胆固醇 １０％、胆酸钠 ０.５％)ꎮ 造模

前及造模后每隔 ３ 个月ꎬ所有动物进行快速穿刺肝活

检并采集其静脉血液ꎬ根据相关血液指标及肝组织苏

木精￣伊红(ＨＥ)、Ｍａｓｓｏｎ 染色结果判定成模情况[５￣８]ꎮ
造模 ６ 个月后ꎬ动物肝穿组织均出现肝小叶结构破坏、
纤维组织增生、胶原纤维沉积等现象ꎬ判定造模成功ꎮ
造模的 １７ 只食蟹猴中ꎬ１２ 只被判定造模成功ꎮ
１.５　 分组及给药　 未造模的 ３ 只食蟹猴即为空白对

照组ꎬ成模的食蟹猴按照肝纤维化程度的轻重分级ꎬ再
随机分为 ３ 组ꎬ即模型对照组 ３ 只、白花丹消蛊汤小剂

量组(ＢＨＤ￣Ｌ)３ 只、白花丹消蛊汤大剂量组(ＢＨＤ￣Ｈ)３
只ꎮ 空白对照组和模型对照组灌胃给予等体积纯化

水ꎬ汤剂组分别给予相应的药物剂量ꎮ 所有剂量组均

给药每天 １ 次ꎬ根据体质量连续给药 ２ 个月ꎮ
１.６　 一般情况记录　 从造模开始ꎬ每 １ 个月记录实验

动物体质量一次ꎬ根据体质量给予造模剂及相应药液ꎬ
观察造模剂和药物对食蟹猴一般情况的影响ꎮ
１.７　 血清学检测 　 于末次给药后采集外周血ꎮ 采血

前 １ 天晚 ２１:００ 开始禁食不禁水ꎬ次日上午 ９:００ 采集

外周血 ５ ｍＬꎬ于常温下放置 ２ ｈꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１( ｒ ＝ ３
ｃｍ)分离血清ꎮ 全自动生化分析仪检测血清中 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、Ｔ￣ＢｉＬ 水平ꎻ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤操作ꎬ
测定 ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、ＴＩＭＰ￣１ 水平ꎮ
１.８　 肝组织 ＴＧＦ￣β１免疫组织化学染色　 采集末次给

药后肝穿组织标本ꎬ多聚甲醛溶液中浸泡固定ꎬ常规石

蜡包埋ꎬ切片厚 ５ μｍꎮ 采用链酶亲和素￣生物素￣过氧

化物酶复合物法(ＳＡＢＣ 法)对 ＴＧＦ￣β１蛋白表达进行

检测ꎮ 一抗分别采用 ＴＧＦ￣β１兔抗人多克隆抗体ꎬ苏木

精进行复染ꎬ以 ＰＢＳ 代替一抗作为阴性对照ꎬ棕色颗
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粒为阳性表达ꎮ 免疫组化结果分析ꎬ根据细胞染色程

度及染色细胞百分率进行分析评定:基本不着色为 ０
分ꎬ着色淡黄为 １ 分ꎬ棕黄色为 ２ 分ꎬ棕褐色为３ 分ꎻ着
色细胞占计数细胞百分率:５％以下为 ０ 分ꎬ>５％~２５％
为 １ 分ꎬ>２５％ ~ ５０％为 ２ 分ꎬ> ５０％为 ３ 分ꎮ 显色指

数＝整张切片染色程度得分 ×染色细胞百分率得

分[９￣１０]ꎮ
１.９　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ１９.０ 版软件统计学分

析ꎮ 结果采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ所有的统计进

行方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 对肝纤维化食蟹猴体质量的影响 　 造模及药物

干预对肝纤维化食蟹猴体质量的影响:随着造模时间

的延长ꎬ食蟹猴食欲变差ꎬ活动减少ꎬ体质量增长较空

白对照组缓慢ꎬ甚至体质量逐渐减轻ꎮ 造模 ６ 个月后ꎬ
从第 ７ 个月开始白花丹消蛊汤干预ꎬ药物组食蟹猴的

体质量有所回升ꎬ但仍低于空白对照组ꎮ
２.２　 对肝纤维化食蟹猴肝功能的影响　 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ
是反映肝细胞受损的指标ꎬＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平升高反映

肝细胞受损ꎬ其增高程度越大ꎬ病变越严重[１１]ꎮ 由表

１ 可见ꎬ与空白对照组比较ꎬ模型对照组食蟹猴血清

ＡＬＴ、Ｔ￣ＢｉＬ 水平显著性升高(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬＡＳＴ
水平高于空白对照组ꎬ但差异无统计学意义ꎮ 应用白

花丹消蛊汤治疗后ꎬ肝纤维化食蟹猴血清 ＡＬＴ 水平

(Ｐ<０.０５)及 Ｔ￣ＢｉＬ 水平(Ｐ<０.０５)显著降低ꎮ

表 １　 ４ 组食蟹猴血清肝功能相关指标的比较　
Ｔａｂ. １ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｍａｃａｃａ ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ　 ｘ±ｓꎬｎ＝ ３

组别
ＡＬＴ ＡＳＴ

(Ｕ􀅰Ｌ－１)
Ｔ￣ＢｉＬ /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
空白对照组 ４９.０７±２.４０ ５５.５３±５.６３ ０.４３±０.１５
模型对照组 ８５.４３±１１.２９∗１ ６７.４０±９.６７ ２.１７±０.１５∗２

ＢＨＤ￣Ｌ 组 ５５.６３±５.８３∗３ ６７.９７±７.２９ １.９７±０.５４∗２

ＢＨＤ￣Ｈ 组 ６４.５６±９.６５ ６８.７０±６.４６ １.４７±０.２２∗３

　 　 与空白对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比

较ꎬ∗３Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１ Ｐ < ０. ０５ꎬ∗２ Ｐ < ０. ０１ꎻ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗３Ｐ<０.０５

２.３　 对肝纤维化食蟹猴血清 ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、
ＴＩＭＰ￣２ 含量的影响 　 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬ
肝纤维化食蟹猴血清 ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、ＴＩＭＰ￣１
含量均有所升高ꎬ白花丹消蛊汤能不同程度降低 ＴＧＦ￣
β１、α￣ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、ＴＩＭＰ￣１ 水平升高ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 ４ 组食蟹猴血清 ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ、ＭＭＰ￣２、ＴＩＭＰ￣１
含量的比较　

Ｔａｂ. ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ꎬ
α￣ＳＭＡꎬＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＴＩＭＰ￣１ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｍａｃａｃａ
ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ　 ｘ±ｓꎬｎ＝ ３

组别 ＴＧＦ￣β１ α￣ＳＭＡ
空白对照组 １２.２２±０.２２ ２４.３７±０.３０
模型对照组 １７.９９±５.４０∗１ ２５.６８±１.９４∗１

ＢＨＤ￣Ｌ 组 １３.９４±０.９７∗３ ２７.０８±１.４９
ＢＨＤ￣Ｈ 组 １２.３６±０.３８∗３ ２４.０９±０.７７∗３

组别 ＭＭＰ￣２ ＴＩＭＰ￣１
空白对照组 １２.５４±０.２５ １２３.０２±４.０７
模型对照组 １７.５５±３.６９∗１ １５９.４２±３０.５３∗２

ＢＨＤ￣Ｌ 组 １４.６０±１０.５８∗３ １３１.３７±２.０５∗３

ＢＨＤ￣Ｈ 组 １３.０７±０.４４∗３ １２１.２６±４.５８∗３

　 　 与空白对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比

较ꎬ∗３Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１ Ｐ < ０. ０５ꎬ∗２ Ｐ < ０. ０１ꎻ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗３Ｐ<０.０５

２.４　 对肝纤维化食蟹猴肝组织 ＴＧＦ￣β１表达的影响　
ＴＧＦ￣β１蛋白在肝纤维化食蟹猴肝组织中广泛分布ꎬ其
表达以肝细胞细胞质为主ꎬ着色呈均匀的浅棕色至深

棕色ꎮ 空白对照组肝组织仅微弱表达 ＴＧＦ￣β１(１.００±
０.３３)ꎬ显色极淡ꎬ计分较模型对照组显著降低ꎻ模型对

照组肝组织细胞染色程度为棕褐色(５.６７±２.０３)ꎬ阳性

染色分布于变性的肝细胞、纤维化区等处ꎬ较空白对照

组 ＴＧＦ￣β１阳性信号明显增强ꎻＢＨＤ￣Ｌ 组肝组织细胞染

色程度棕黄色(４. ６７ ± ０.６７)ꎬ着色细胞百分率 ６％ ~
２５％ꎻＢＨＤ￣Ｈ 组肝组织细胞染色程度棕褐色(３. ３３ ±
０.６７)ꎬ着色细胞百分率>５１％ꎬＴＧＦ￣β１蛋白表达明显高

于空白对照组ꎬ而低于模型对照组ꎮ 见图 １ꎮ
３　 讨论　

依据壮医理论ꎬ方中白花丹是通调龙路要药(龙
路与火路是壮医对维持人体生机和反映疾病动态的两

条极为重要的内封闭通路的命名ꎬ龙是制水的ꎬ龙路在

人体内即是血液的通道ꎬ其功能主要是为内脏骨肉输

送营养ꎻ火为触发之物ꎬ其性迅速ꎬ感之灼热ꎬ火路在人

体内为传感之道)ꎬ具有祛风毒、除湿毒、散瘀止痛等

功用ꎻ排钱草是民间壮医治疗腹部结块的良药ꎬ具有祛

风毒、清热毒、通龙路火路等功用[１２]ꎮ 二药合用ꎬ通调

龙路、除湿毒蛊毒之功效更著ꎬ共为主药、母药ꎮ 车前

草、岗梅根、酸藤子、五爪金龙等ꎬ加强除湿毒、清热毒

之功ꎬ是为帮药、带药ꎮ 全方主、帮、带三部分药物配

合ꎬ药力雄厚ꎬ入经达灶ꎬ疗效显著[１３]ꎮ
笔者选用与人类亲缘关系较近、适合笼养、体型较
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Ａ.空白对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.ＢＨＤＬ 组ꎻＤ.ＢＨＤＨ 组

图 １　 ４ 组食蟹猴 ＴＧＦ￣β１表达情况(×２０) 　
Ａ.ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ. ＢＨＤＬ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ. ＢＨＤＨ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.１　 ＴＧＦ￣β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｍａｃａｃａ ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ(×２０) 　

小、存栏量较高的实验动物食蟹猴ꎬ运用化学损伤混合

高脂饮食方法建立能模拟人类肝纤维化发病特点的诱

导型食蟹猴肝纤维化模型[１４￣１７]ꎮ 考虑时间成本及人工

成本ꎬ本次造模周期为 ８ 个月ꎬ造模前、造模后每 ３ 个

月采集动物血液及快速肝穿刺活检ꎬ判定成模情况ꎮ
造模 ６ 个月后ꎬ大部分动物均能成模ꎮ 由于化学试剂

的毒性ꎬ造模动物均出现不同程度的体质量降低现象ꎮ
总体来说ꎬＣＣｌ４诱导混合高脂饮食方法建立食蟹猴肝

纤维化模型是可靠的和可行的ꎮ
本次研究结果证明壮医方白花丹消蛊汤可改善

ＣＣｌ４诱导的食蟹猴纤维化ꎮ 其抗纤维化作用与减低

ＴＧＦ￣β１、α￣ＳＭＡ 表达、调节肝脏细胞外基质的代谢有

关ꎮ 本研究也为该方剂的临床应用提供更为可靠的实
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