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Abstract
AIM: To investigate effects of kidney-tonifying 
liver-emoliating formula (KTLEF) on expression 
of connective tissue growth factor (CTGF) mRNA 
in dimethylnitrosamine-induced hepatic fibrosis 
rats and thereby to elucidate its therapeutic 
effects and its underlying molecular mechanism.

METHODS: Forty male Wistar rats were ran-
domly assigned to normal control group (n = 
10), model group (n = 15) and KTLEF-treated 
group (n = 15). Except the normal control group, 
all the rats received intraperitoneal DMN injec-
tion once a day for 3 successive days for 4 wk. 

Then only the model group was given KTLEF 
for anther 4 wk. Rats were all executed at week 
8. The serum liver fibrosis markers, such as HA, 
LN and Ⅳ-C, were measured using ELISA and 
RIA. The Hepatic inflammatory necrosis and col-
lagen deposition were determined by HE stain-
ing and Sirius red staining, and CTGF mRNA 
expression was detected using RT-PCR. 

RESULTS: The rat model of liver fibrosis in-
duced by DMN was successfully constructed. 
Serum HA, LN and Ⅳ-C levels were significantly 
declined in BSRGF-treated group compared with 
those in the model-group (HA: 319.75 ± 63.23 pg/
L vs 434.44 ± 98.81 pg/L; LN: 44.83 ± 4.09 pg/L vs 
70.67±6.32 pg/L; Ⅳ-C: 52.79 ± 5.71 pg/L vs 79.39 
± 10.52 pg/L, all P < 0.01). The expression level 
of CTGF mRNA was lower in the KTLEF-treated 
group than that in the fibrosis model group 
(CTGF/β-actin: 0.76 ± 0.10 vs 1.08 ± 0.17, P < 0.01), 
and the least in the normal control group.

CONCLUSION: The expression of CTGF mRNA 
is increased in the hepatic fibrosis rats, and is 
supposed to be one possible mechanism of he-
patic fibrosis. KTLEF can significantly inhibit 
CTGF mRNA expression and then effectively 
counteract hepatic fibrosis. 

Key Words: Kidney-tonifying liver-emoliating for-
mula; Hepatic fibrosis; Dimethylnitrosamine; Con-
nective tissue growth factor; Animals; Laboratory
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摘要
目的:  探讨中药复方补肾柔肝方对二甲基
亚硝胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导大
鼠肝纤维化后肝脏组织结缔组织生长因子
(connective tissue growth factor, CTGF) mRNA
的表达影响, 以了解其对肝纤维化的治疗作用
和分子机制.

®

■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病向肝硬化发
展的必经之路, 目
前认为肝纤维化
通过积极治疗是
可以逆转的, 但关
键是早期得到及
时诊断和治疗. 补
肾柔肝方能显著
降低肝纤维化大
鼠血清纤维化相
关指标, 改善肝组
织病理学损害, 有
效的干预大鼠肝
纤维化.

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心
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方法: ♂Wistar大鼠40只, 随机分为正常对照组
(n  = 10)、模型组(n  = 15)及治疗组(n  = 15). 模型
组和治疗组以10 mg/kg的剂量腹腔注射DMN, 
每天1次, 每周连续3 d, 共4 wk. 模型组在造模
结束后给予生理盐水ig, 而治疗组在造模结束
后给补肾柔肝方ig进行治疗干预, 用药4 wk. 第
8周末处死全部大鼠, 用放射免疫试剂盒方法
检测血清胶原成分HA、LN及Ⅳ-C的含量; 用
HE和天狼猩红染色法观察肝组织的炎症及纤
维增生情况. 并采用RT-PCR半定量方法, 探讨
大鼠肝组织CTGF mRNA的表达水平.  

结果: 治疗组大鼠一般状态明显好于模型组; 
正常组大鼠无死亡, 模型组死亡率为40%, 治
疗组死亡率20%. 模型组血清胶原成分HA、

LN及Ⅳ-C的含量较正常组显著增高, 治疗组
较模型组显著下降(HA: 319.75±63.23 pg/L 
vs  434.44±98.81 pg/L; LN: 44.83±4.09 pg/L 
vs  70.67±6.32 pg/L; Ⅳ-C: 52.79±5.71 pg/L 
vs  79.39±10.52 pg/L, 均P <0.01). DMN可以
成功诱导大鼠肝纤维化, 模型组肝组织CTGF 
mRNA表达明显增强, 中药复方治疗组与模型
组相比明显减弱(CTGF/β-actin: 0.76±0.10 vs  
1.08±0.17, P<0.01), 而正常对照组表达较少. 

结论: CTGF mRNA的表达可能与肝纤维化的
发生密切相关, 中药复方补肾柔肝方具有较好
的抗肝纤维化作用, 可以显著抑制大鼠肝组织
CTGF mRNA的表达.

关键词: 补肾柔肝方; 肝纤维化; 二甲基亚硝胺; 结

缔组织生长因子; 动物; 实验

张斌, 王灵台. 补肾柔肝方对二甲基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化

后CTGF mRNA表达的影响.  世界华人消化杂志  2008; 16(20): 

2224-2228

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2224.asp

0  引言

肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创

伤愈合反应 ,  表现为肝内结缔组织增生与沉

积. 细胞因子促进肝纤维化的作用已较明确, 尤
其是转化生长因子β(transforming growth factor 
β, TGF-β)、金属蛋白酶组织抑制因子1(tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1, TIMP-1)和血小板

源性生长因子(platelet derived growth factor, PDGF)
等, 他们可直接作用于肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)和肝细胞等, 使其增殖和活化[1-7]. 尽管

如此, 人们对肝纤维化的形成机制仍没有清楚. 
结缔组织生长因子(connective tissue growth factor, 
CTGF)是转化生长因子(transforming growth factor, 

TGF)的下游效应介质, 可诱导纤维母细胞细胞

外基质成分基因的表达, 多数学者认为与肝纤维

化关系密切[8-10], 但是也有学者持不同意见[11], 为
此, 我们运用二甲基亚硝胺(dimethylnitrosamine, 
DMN)诱导大鼠肝纤维模型, 观察CTGF在肝纤维

化大鼠肝组织内的表达状况, 并运用补肾柔肝方

(kindney-tonifyis liver-emoliating formula, KTLEF)
进行治疗, 以观察中药复方抗肝纤维化的疗效, 
并分析其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠40只, 清洁级, 体质量150
±10 g, 购于中科院上海实验动物中心. 补肾柔

肝方(主要成分为仙灵脾、炙鳖甲及黄芪等多

种中药), 由上海中医药大学附属曙光医院制剂

室提供, 制备成含生药1.6 kg/L的流浸膏灌胃液; 
DMN, 购自日本东京化成工业株式会社; 透明质

酸(HA)、层黏连蛋白(LN)及Ⅳ胶原检测试剂盒

购自上海海军医学研究所生物技术中心. 高氯

酸(批号: 19880907), 分析纯, 上海桃浦化工厂提

供. 柠檬酸钠、无水乙酸钠, 分析纯, 购自上海化

学试剂有限公司. AA-200分析天平, Densere仪器

公司; 日立7020自动生化分析仪、轮转切片机

(RM2035)、冰冻切片机(CMl850)、H11220烤片

机、H11210恒温水浴, 均购自德国Leica公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: Wistar大鼠随机分组, 正常对

照组10只, 模型组和治疗组分别15只, 对模型组

和治疗组进行DMN造模, 采取每周连续3 d, 每
天ip DMN 10 mg/kg, 共4 wk, 治疗组在造模4 wk
后给予补肾柔肝方ig, 剂量10 mL/(kg·d), 共治疗

4 wk. 研究过程的第8周末处死全部大鼠, 留取血

清及肝组织标本. 
1.2.2 RT-PCR半定量检测肝组织CTGF mRNA表

达: 分别取正常组、模型组和治疗组各3个肝组

织进行研究, CTGF引物(由中国南方基因中心合

成, 产物383 bp): 上游5'-CTAAGACCTGTGGA 
ATGGGC-3'; 下游5'-CTCAAAGATGTCATT 
GTCCCC-3'; β-肌动蛋白(β-actin)引物(内参照物, 
由中国南方基因中心合成, 产物300 bp), 上游 
5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'; 下
游5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'. 
TRIzol抽提肝组织RNA, 进行RT-PCR扩增. PCR
反应体系为20 μL, 扩增条件: 94℃预变性3 min; 
94℃变性30 s, 54℃退火30 s, 72℃复性30 s, 共
30-35个循环, 最后72℃延伸7 min. 每次PCR反
应均以无菌双蒸水代替cDNA模板作为阴性对

■相关报道
本课题组前期研
究证实, 补肾柔肝
方可以有效的改
善肝纤维化大鼠
的肝功能、抑制
肝纤维化的发生
和发展, 提高大鼠
的生存率.
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照. 取7 μL PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶中进行

电泳, 紫外线下观察结果, 并在凝胶电泳分析系

统下拍照. 求出每条带的密度值, 以β-actin PCR
产物作为内参照. 求出每条目的条带与β-actin条
带的比值, 进行统计学处理. 
1.2.3 生化指标检测以及病理组织观察: 大鼠氯

胺酮麻醉后, 下腔静脉采血, 离心分离血清. 放
射免疫试剂盒方法检测血清胶原成分HA、LN
及Ⅳ-C的含量. HE染色观察肝组织炎症活动情

况, 天狼猩红染色观察肝组织纤维化程度, 并按

照改良Knodell HAI[12]对纤维化程度进行判断.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 应

用SPSS10.0统计软件进行t检验及方差分析.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 正常组大鼠生长状态良好, 体
质量增加显著, 皮毛光滑, 二便如常; 模型组活

动少, 精神萎靡, 胡须下垂, 喜睡少动, 体重增加

减少, 甚至较前下降, 皮毛欠光滑, 尿色黄, 有腹

泻; 治疗组一般状态明显好于模型组. 在第8周
的治疗过程中, 正常大鼠无死亡, 而模型大鼠死

亡率为40%(6/15), 治疗组死亡率为20%(3/15), 
所有大鼠经过解剖发现, 正常大鼠无腹水, 模型

组大鼠腹水发生率为60%(9/15), 治疗组大鼠腹

水发生率为33.33%(5/15). 可见, 治疗组与模型

组有显著性差异(P <0.01). 
2.2 血清胶原成分 模型组血清胶原成分HA、

LN及Ⅳ-C的含量均较正常组显著增高, 分别为

正常组的分别为正常组的1.72、1.86、3.71倍, 
表现出明显的肝纤维化特征. 药物治疗组HA、

LN、Ⅳ-C均较模型组显著下降, 分别为正常组

的1.26、1.18、2.47倍(表1). 
2.3 病理组织学检查 正常组: 肝小叶结构正常, 
无界面性炎症及纤维化; 肝条索排列规整, 以中

央静脉为中心呈反射状排列, 肝细胞无变性、

坏死. 模型组: 肝内纤维化间隔增多增宽, 自汇

管区和中央静脉区向周围延伸, 小叶内中央静

脉偏离或消失; 肝细胞索排列紊乱, 少数细胞肿

胀, 散在不同程度的小叶内坏死、碎屑坏死、

桥接坏死. 治疗组: 增生纤维细菲薄, 肝小叶未

被完全分割; 肝细胞排列接近正常, 肝细胞变性

明显减轻, 偶见点状坏死, 有再生肝细胞, 汇管

区有炎症细胞浸润(图1). 根据天狼猩红染色结

果进行纤维化程度判断: 各组大鼠肝组织胶原

纤维增生程度比较(表2), 其中治疗组结果要显

著好于模型组(P <0.05). 
2.4 肝组织CTGF mRNA的表达 模型组CTGF/
β-actin的比值为1.08±0.17, 治疗组为0.76±0.10, 
两者有显著性差异(P<0.01), 而正常组仅为0.28±

表  1  各组大鼠血清HA、LN及Ⅳ-C成分的变化 (mean±SD)

     
分组               n                          HA(pg/L)	                               LN(pg/L)	                         Ⅳ-C(pg/L)

正常组	    10	         252.90±26.59	                      37.90±5.97	                     21.40±4.17

模型组	      9	         434.44±98.81b	       70.67±6.32b	                     79.39±10.52b

治疗组	    12	         319.75±63.23d	       44.83±4.09d	                     52.79±5.71d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

图  1  各组大鼠肝组织病理改变(HE×100). A: 正常组; B: 模

型组; C: 治疗组.

A

B

C

■应用要点
本研究运用二甲
基亚硝胺诱导大
鼠肝纤维化, 对大
鼠肝组织中的结
缔组织生长因子
的表达水平进行
研究, 有助于进一
步阐明肝纤维化
的发病机制, 同时
也有助于阐明补
肾柔肝方抗肝纤
维化的疗效机制.
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0.03. CTGF mRNA基因扩增电泳结果如图2所示.

3  讨论

DMN是一种具有肝毒性、细胞毒性和免疫毒性

的药物, 可用于大鼠肝纤维化模型的制作, 其给

药途径为ip, 其造模机理主要与毒性产物引起核

酸和蛋白质的甲基化从而导致肝细胞坏死有关, 
形成的纤维化相对稳定而不易吸收, 此模型与

人类肝硬化早期改变及胶原纤维沉积相似, 可
作为筛选抗肝纤维化药物的方便模型[13-17]. 缺点

是不容易掌握剂量, 因为小剂量不易形成肝纤

维化, 大剂量应用可致大鼠肝细胞坏死后肝纤

维化. 另外还存在死亡率高和容易出血等不足. 
本研究中尽管造模是成功的, 但是仍存在死亡

率偏高的情况, 考虑与DMN剂量偏高或造模时

间偏长有关, 有关造模的最佳条件, 还需要做进

一步深入研究. 
细胞因子作为促进肝纤维化的重要调节因

子的作用已较明确, 尤其是TGF-β、TIMP-1和
PDGF等在肝纤维化形成过程中的作用比较明

确[18-22], 但是许多其他细胞因子的作用也引起

人们的高度重视, 其中CTGF在肝纤维化形成

过程中的作用也引起需要学者的高度重视[23-25]. 
CTGF是高度保守的CCN多肽家族成员之一, 分
子质量38 kDa, 含349个氨基酸, 富含半胱氨酸, 
具有明显的丝裂原性和趋化性, 能诱导成纤维

细胞增殖和分泌细胞外基质, 参与调节细胞增

生、分化、胚胎发育以及伤口愈合, Li et al [26]研

究认为CTGF具有有促进炎症和纤维化形成的

作用. George et al [27]运用DMN诱导老鼠肝纤维

化的模型后发现模型组肝组织的CTGF和TGF-β
表达均显著提高, 通过运用针对CTGF的小干扰

RNA(siRNA)后进行干预, 发现可以下调CTGF
和TGF-β的表达, 有抑制肝纤维化的形成和发

展的作用. Weng et al [28]研究认为CTGF具有上调

TGF-β活性的作用, 从而促进肝纤维化的形成和

发展, 其机制可能与纤维化发生过程中的细胞

信号转导激活有关, 其中Smad3、Smad7等信号

蛋白参与其发病的过程. Hora et al [29]研究发现, 

在丙型肝炎患者, CTGF是促进肝纤维化的炎症

介质, 可能是通过提高瘦素(leptin)水平来实现

的. 本研究结果显示, 运用补肾柔肝方进行治疗

后, 大鼠肝细胞的变性和坏死程度得到显著改

善, 肝纤维化有显著减轻. 基因半定量研究结果

表明, 他可以显著减少肝组织CTGF mRNA的基

因表达水平. 以上表明补肾柔肝方对肝纤维化

具有较好的疗效, 其抗肝纤维的分子机制可能

与下调CTGF有关, 可以使HSC的活化得到抑制, 
从而减少肝纤维化的发生和发展. 

中医中药治疗肝胆疾病, 如黄疸、臌胀、

胁痛等, 已有悠久的历史, 大量临床实践也证实

其疗效. 补肾柔肝方攻补兼施, 攻而不破, 补而

不腻, 攻补力量较为平均, 其以仙灵脾、枸杞、

鳖甲等以补肾而软坚散结; 黄芪、白术等健脾, 
以益气生血, 以丹参等补血活血, 诸药合用, 共
奏补肾健脾活血软坚之功, 是治疗慢性肝病肝

纤维化脾肾亏虚较为严重, 瘀血内阻较为明显

的安全、有效的中药处方. 其独到之处在于注

重肾在肝病发病过程中的调节, 认为肝纤维化

发生与机体正气亏虚有关, 提出“从肾治肝, 扶
助正气”的治肝观点, 这是治疗的一个创新, 符
合中医基础理论中的“肝肾同源”的原理, 在
先前的研究中也证实具有良好的抗肝纤维化作

用[30-31]. 本研究表明, 治疗组可以使HA、LN、

Ⅳ-C均较模型组显著下降, 显示补肾柔肝方对

DMN诱导的肝纤维化形成和发展具有良好的

治疗作用. 其良好的抗肝纤维化作用也得到了

病理学研究的证实, 与正常对照组比较, 模型组

和治疗组的肝组织有显著的肝细胞炎症、水肿

和出血, 有显著的肝纤维化表现, 同时治疗组与

模型组比较其程度有不同的减轻. 本研究对补

肾柔肝方的抗肝纤维化的疗效及机制进行了初

步研究, 为中医药防治肝纤维化提供新的思路

和方法. 

表  2  各组大鼠肝脏组织胶原纤维增生程度比较

     
	                       纤维化分级	           

Ridit分析
                              －	    +      ++    +++   ++++

正常组	 10      10	    	                            P<0.01

模型组	   9        0     0      4        2        3	  

治疗组	 12        0     0      6        5        1          P<0.05

分组           n   

图  2  CTGF mRNA基因扩增. 1: DNA marker; 2-4: 内参照物

PCR产物(300 bp); 5: 正常组PCR扩增; 6: 模型组PCR产物

(383 bp); 7: 治疗组PCR产物(383 bp).

1       2        3        4       5        6       7

383 bp

■名词解释
DMN: 一种具有
肝毒性、细胞毒
性和免疫毒性的
药物, 可用于大鼠
肝纤维化模型的
制作, 其给药途径
为腹腔注射, 其造
模机理主要与毒
性产物引起核酸
和蛋白质的甲基
化从而导致肝细
胞坏死有关, 形成
的纤维化相对稳
定而不易吸收.
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■同行评价
本研究采用较成
熟的肝纤维化的
造 模 方 法 ,  观 察
中药复方补肾柔
肝方对大鼠模型
血肝纤指标和肝
脏组织结缔组织
生长因子(CTGF) 
mRNA的表达影
响, 研究方法较规
范, 取得了较好的
结果; 行文表达较
流畅, 具有较好的
学术价值. 


