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Abstract
AIM: To invest igate the prevent ion and 
treatment of Hong Tian Gan Kang (HTGK) on 
experimental hepatic cirrhosis.

METHODS: The female ICR mice were allocated 
into traditional Chinese medicine (HTGK) pre-
vention group, treatment group, animal model 
group, and control group. During the process 
of inducing hepatocirrhosis by CCl4 celiac in-
jection in ICR mice, the HTGK group received 
HTGK per day, while the model group was cre-
ated into the animal model by the above means 
without treatment. The mice of control group 
were normally raised without being created into 
models. The control group, animal model group 
and (HTGK) prevention group were sacrificed 
randomly at the end of the 60 d, 90 d and 180 d; 
while treatment group was sacrificed randomly 

at the end of the 30 d, 60 d and 90 d. Tissue 
specimenswere taken. Animals received liver 
histopathology and ultrastructure test.

RESULTS: Up to day 180, marked hepatic 
fatty changes, inflammation, necrosis and fi-
brosis were observed in mice of model group. 
In contrast, these alternations were attenuated 
by HTGK administration although mild fatty 
changes remained. Compared with the CCl4-
induced cirrhotic mice, histological changes 
of fibrosis were improved significantly in the 
mice treated with HTGK. Liver histopathology 
showed that the contents of transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1) and alpha-smooth muscle 
actin (α-SMA) in the animal model group were 
significantly higher than those in the control 
group (TGF-β1, 60 d: 0.269 vs 0.155; 90 d: 0.306 
vs 0.155; 180 d: 0.336 vs 0.160; α-SMA, 60 d: 0.269 
vs 0.160; 90 d: 0.299 vs 0.150; 180 d: 0.322 vs 0.155, 
P < 0.01). However, the contents of TGF-β1 and 
α-SMA in the therapy group were significantly 
lower than those in the model group (0.220, 0.203, 
0.185 vs 0.336, P < 0.01; 0.2451, 0.2113, 0.185 vs 
0.3217, P < 0.01).

CONCLUSION: HTGK has suppressive, preven-
tive and curative effect on hepatic fibrosis and 
hepatocirrhosis.

Key Words: Hepatic cirrhosis; Herbal-based medi-
cine; Transforming growth factor-β1; Alpha-smooth 
muscle actin; Mice
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摘要
目的: 研究植物药洪天肝康(HTGK)对小鼠实
验性肝硬化的防治作用. 

方法: 将ICR♀小鼠, 随机分成正常对照组、

模型组、预防组和治疗组. 正常对照组: 室温
下常规饲养; 模型组: ip 200 mL/L CCl4; 预防
组: ip 200 mL/L CCl4同时给予HTGK灌服; 治

®

■背景资料
目前, 在我国, 原
发性肝癌患者合
并 肝 硬 化 者 占
53.9%-85.0%, 甚
至高达90%以上. 
因此防治肝纤维
化和肝硬化是当
今医学领域的重
要课题. 西医治疗
肝硬化尚无特效
疗法, 而中药却在
治疗上表现出独
特的优势. 

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科 
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疗组: 造模d 180开始给予HTGK灌服, 同时继
续ip 200 mL/L CCl4. 模型组和预防组于60、
90、180 d; 治疗组于30、60、90 d分别进行
肝脏B超检测, 并取出肝脏组织进行HE、VG
染色和PAS反应, 以观察其组织病理学的变
化. 应用免疫组织化学方法进行肝组织中转
化生长因子-β1(TGF-β1)和α-平滑肌肌动蛋白
(α-SMA)的标记, 以探讨HTGK的作用途径. 
TGF-β1和α-SMA的阳性标记物应用图像分析
仪进行定量测定. 

结果: 模型组肝脏呈重度变性及炎性细胞浸
润, 可见纤维条索形成; 预防组较模型组肝纤
维化程度轻; 治疗组显示正常肝细胞数量增
多, 肝纤维化程度明显减轻. 模型组TGF-β1、
α-SMA阳性反应物与正常对照组相比显著增
加(TGF-β1, 60 d: 0.269 vs  0.155; 90 d: 0.306 
vs  0.155; 180 d: 0.336 vs  0.160; α-SMA, 60 
d: 0.269 vs  0.150; 90 d: 0.299 vs  0.155; 180 d: 
0.322 vs  0.160, 均P <0.01); 治疗组TGF-β1、
α-S M A阳性反应物与模型组相比显著降低
(0.220, 0.203, 0.185 vs  0.336, P <0.01; 0.245, 
0.211, 0.185 vs  0.322, P <0.01).

结论: 植物药HTGK对肝硬化的形成具有积
极的干预作用.

关键词: 肝硬化; 植物药; 转化生长因子-β1; α-平

滑肌肌动蛋白; 小鼠
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0  引言

肝硬化是严重危害人类健康的常见病之一, 也
是导致肝癌的主要病因, 而肝纤维化是多种慢

性肝病发展为肝硬化的必经阶段, 因此防治肝

纤维化和肝硬化是当今医学领域的重要课题. 
各种病因引起肝细胞弥漫性炎性坏死、再生、

诱发肝脏广泛地纤维结缔组织增生、肝小叶结

构破坏、假小叶形成, 纤维间隔包绕再生的肝

细胞形成结节, 成为肝硬化[1-4]. 近年来, 国际上

虽然对肝硬化的病原学治疗如抗乙肝病毒治疗

取得了一定的成效, 但西医治疗肝硬化尚无特

效疗法[5-13], 而中药却在治疗上表现出独特的优

势. 近年来国内对中药及中药提取物靶向制剂

的研究取得了较大的进展, 但大多处在基础研

究阶段, 而且对中药制剂的研究大多数是以天

然单一有效成分为原料药物. 深化肝硬化的中

医病因病机学研究已成为提高肝硬化临床疗效

亟待解决的重要问题. 首都医科大学与北京洪

天医药技术研究所共同成功研制了抑制肝纤维

化、逆转肝硬化的植物药洪天肝康(Hong Tian 
Gan Kang, HTGK). HTGK是应用现代工艺方法

提取黄芪、半枝莲、白芍等纯植物原料中的皂

甙、黄酮等有效活性成分, 依据益气解毒, 扶正

祛邪维持机体的动态平衡的中医理论, 达到抑

制肝纤维化和逆转肝硬化促进正常肝细胞增殖

的药效作用, 最终达到防治肝硬化的目的. 为进

一步证实HTGK逆转肝硬化的体内疗效, 我们

将制备肝硬化的动物模型, 以动态观察植物药

HTGK在肝硬化形成过程中对肝组织细胞的影

响, 并探讨其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级4 wk龄ICR♀小鼠80只, 体质量

20-30 g, 购自首都医科大学动物中心. HTGK为

北京洪天力药业有限公司提供. 分析纯CCl4为

北京现代东方精细化学品有限公司生产. 兔抗

鼠转化生长因子-β1(transforming growth factor, 
TGF-β1)抗体, 小鼠抗小鼠单克隆α-平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)抗体, 购自

武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 将80只小鼠随机分成4组, 正常对照

组, 模型组, 预防组, 治疗组, 每组20只. 肝硬化

组: 每5 d进行小鼠ip 200 mL/L CCl4橄榄油溶液

5 mL/kg. 预防组在制备肝硬化模型的同时(时
间剂量同模型组), 每日给予80 mg/kg HTGK灌

服, 每日分2次灌服. 治疗组造模180 d后, 给予80 
mg/kg HTGK灌服, 每日分2次灌服, 同时继续ip 
200 mL/L CCl4(时间剂量同模型组). 水合氯醛5 
mL/kg将小鼠麻醉, 脱毛剂备皮, 将小鼠固定于

操作台上, 使用高分辨率小动物超声系统(Vevo 
770TM), 704探头扫描肝脏, 采集图像并进行比较

分析. 肝硬化组分别于d 60、90、180; 预防组分

别于d 60、90、180; 治疗组分别于d 30、60、90
断髓取肝脏, Bouin液固定, 常规石蜡包埋. 
1.2.1 组织病理学: 将石蜡包埋的肝组织, 制成4 
μm厚的切片. 分别进行HE染色, VG(Van Gieson)
染色和PAS(periodic acid-schiff)反应. 
1.2.2 免疫组织化学: 切片脱蜡入水, 柠檬酸钠

缓冲液热抗原修复, 30 mL/L H2O2封闭内源性过

氧化物酶, 100 mL/L正常山羊血清抑制非特异

性表达, 分别滴加一抗(兔抗鼠TGF-β1抗体, 稀
释度1∶100; 小鼠抗小鼠单克隆α-SMA抗体, 稀

■研发前沿
当今研发热点集
中在以下几个方
面: 肝硬化的基因
治疗, 肝干细胞移
植, 中药复方多方
位的靶向治疗.
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释度1∶100), 4℃过夜, 分别滴加二抗(生物素化

山羊抗兔IgG, 稀释度1∶200; 山羊抗小鼠IgG抗

体-HRP多聚体, 稀释度1∶200), DAB显色. 阴
性对照以PBS替代TGF-β1和α-SMA抗体. 应用

LEICA Q500IW自动图像分析仪检测40倍物镜

下, 测定免疫反应阳性细胞的吸光度(A ). 并求其

平均吸光度A值. 
统计学处理 实验所得数据采用SPSS11.0统

计软件进行单因素方差分析及其相关性分析.

2  结果

2.1 小鼠肝脏病变观察 正常对照组小鼠肝脏表

面光亮, 颜色暗红, 边缘锐利, 大小及各叶的比

例均正常, 模型组小鼠肝脏表面光亮度下降, 表
面有小米粒样改变, 呈暗紫红色, 边缘圆钝, 质
脆, 体缩小, 有的与周围组织有黏连, 且脾肿胀黏连, 且脾肿胀连, 且脾肿胀

明显. 预防组小鼠肝脏表面较光滑, 边缘微钝, 
呈浅褐色, 肝肿大不明显, 未见明显脾肿胀. 治
疗30 d小鼠肝脏肿大, 表明粗糙, 呈深褐色; 治疗

60 d小鼠肝脏表面逐渐光滑, 颜色呈浅褐色; 治
疗90 d小鼠肝脏肿大不明显, 呈暗红色. 与正常

对照组比, 模型组肝表面呈中度锯齿状回声, 肝
实质回声明显增强, 其中细点状分布明显增多, 
预防组: 肝表面呈低度锯齿状回声, 肝实质回声

减弱, 治疗组: 肝表面锯齿状回声不明显, 肝实

质回声减弱, 其中点状分布不明显(图1). 
HE染色正常对照组肝脏肝小叶结构正常, 

肝细胞索排列规则有序, 未见脂肪变性、坏死, 
无纤维增生; 模型组可见肝小叶结构紊乱, 肝细

胞索失去放射状肝索结构, 纤维结缔组织增生

形成纤维条索, 纤维宽窄不一, 分隔肝组织形成

假小叶, 纤维间隔内可见慢性炎性细胞浸润, 部
分肝细胞呈脂肪变; 预防组可见纤维组织增生

减轻, 间隔内少量炎性细胞浸润, 肝细胞空泡样

变性; 治疗组30 d, 可见纤维组织增生减轻, 大量

的肝细胞均呈空泡样或脂肪样变性, 核固缩, 中
央静脉周围可见形态趋于正常的肝细胞; 治疗

组60 d, 变性坏死的肝细胞减少, 出现大量形态

近似正常的肝细胞; 治疗90 d: 形态近似正常的

肝细胞进一步增加. VG染色正常对照组未见明

显的呈红褐色的胶原纤维; 模型组可见胶原纤维

显著增多, 主要分布于被膜下、肝小叶间和中央

静脉周围; 与模型组相比, 预防组和治疗组胶原

纤维数量明显减少, 尤治疗组减少明显(图2). PAS
染色正常对照组肝细胞内含较多的呈紫红色的

PAS阳性反应物; 模型组可见肝细胞内的PAS阳

性反应物显著减少; 与模型组相比, 预防组和治

疗组肝细胞内的PAS阳性反应物增多, 尤治疗组

增多明显. 
2.2 免疫组织化学标本观察 正常对照组肝脏中

偶见TGF-β1表达; 模型组肝组织TGF-β1蛋白广

泛分布, 尤集中于肝脏汇管区和增生的胶原间质, 
着色呈均匀的浅棕色至深棕色; 预防组和治疗组

阳染程度较模型组减轻, 尤治疗组明显(图3). 正
常对照组肝脏中α-SMA阳性细胞较少, 多分布

在小静脉周围; 模型组α-SMA蛋白分布广泛, 尤
集中于增生的胶原间质, 着色呈均匀的浅棕色

至深棕色; 预防组和治疗组(图4)阳染程度较模

型组减轻, 尤治疗组明显. TGF-β和α-SMA平均

吸光密度见表1.度见表1.表1.

3  讨论

慢性肝病所致的持续或反复的肝实质炎症及坏

死, 可引起纤维结缔组织大量增生. 因其降解活

性相对或绝对不足, 导致大量细胞外基质的沉

积形成肝纤维化. 肝纤维化同时伴有肝小叶结

构的破坏(肝再生结节), 则称肝硬化. 本实验研

究借助西医对肝硬化鉴定指标, 即肝脏结构被

损坏、纤维化组织增生、纤维性结节的出现为

标准, 观察植物药HTGK防治肝硬化的药效作用. 
中医早在两千多年《灵枢•水胀篇》指出: 

“色苍黄, 腹筋起, 此其候也”, 说明前人对肝

硬化已有深刻认识. 现代中医认为肝硬化的基

表  1  各组小鼠肝脏内TGF-β1、α-SMA平均光密度变化
表(mean±SD)

     
分组                  正常对照组    模型组       预防组    治疗组

TGF-β1				  

    60 d	           0.155          0.269b       0.241a	

    90 d	           0.155          0.306b       0.264a	

  180 d	           0.160          0.336b       0.280a	

  治疗30 d			              0.220d

  治疗60 d			              0.203d

  治疗90 d			              0.185d

α-SMA				  

    60 d	           0.150          0.269b      0.240a	

    90 d	           0.155          0.299b      0.257a	

  180 d	           0.160          0.322b      0.278a	

  治疗30 d			              0.245d 

  治疗60 d			              0.211d

  治疗90 d			              0.185d

aP<0.05 vs  模型组; bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模
型组180 d.

■创新盘点
本文通过动物体
内实验, 证实了植
物药洪天肝康可
有效逆转肝纤维
化, 并能刺激肝组
织细胞的增殖. 研
究结果证实复方
植物药具有一药
多靶的作用, 是当
今西医治疗所不
能比拟的.
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本病机是正衰邪盛, 肝郁脾肾气血虚, 导致血瘀. 
血瘀表现在肝硬化的病理上就是肝纤维化的形

成. 故治疗以益气养阴、柔肝舒郁, 佐以活血化

瘀为主. HTGK属植物药, 采取益气解毒, 扶正祛

邪的中医理论, 应用现代工艺提取黄芪、半枝

莲、白芍等纯植物原料中的皂甙、黄酮等有效

的活性成分, 通过健脾益气、活血化瘀、疏肝

理气、软坚散结、利水消肿来维持机体的动态

平衡, 防治肝硬化的形成. 皂甙、黄酮已被证实

具有保肝护肝、抗肿瘤[14]、抗氧化、抗菌、抗

病毒等作用[15-18]. Kimura et al [19]发现皂甙及类似

物是肝细胞分裂素, 能诱导肝细胞DNA的合成. 
皂甙对鼠和人类肝脏特有的有机阴离子转运多

肽具有抑制作用, 并且是他的一种运输底物[20]. 
天然黄酮类化合物是植物体多酚类的内信号分

子及中间体或代谢物. 现代药理研究表明, 该类

化学物质在心血管系统、内分泌系统和抗肿瘤

方面具有明显的药理作用. 特别是黄酮类化合

物的抗氧化性质, 引起学者们的广泛关注. 
我们在制备肝硬化模型时, 使用HTGK灌服

进行干预, 结果预防(干预)组各项指标均优于模

型组, 特别是沿汇管区周的纤维增生程度显著

降低, 而肝细胞内糖原含量可见明显增加. 肝糖

原是由许多葡萄糖分子聚合而成的物质, 正常

状态下, 小肠黏膜细胞吸收单糖后, 由门静脉到

达肝脏, 在肝内转变为肝糖原而贮存. 当机体需

要时, 肝细胞又能把肝糖原分解为葡萄糖, 转化

为能量, 所以患肝病时常可见肝糖原的改变, 因
此肝糖原的含量变化可作为肝细胞功能状态的

指标之一. 
已有研究证实肝细胞变性坏死后 ,  可激

活单核吞噬细胞系统产生各种细胞因子 ,  如
TGF-β1、血小板衍生生长因子(platelet-derived 
growth factor, PDGF)、肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor, TNF-α)等, 细胞因子介导的细胞

-细胞相互作用, 以及基质-细胞相互作用引起

图  1  各组小鼠肝脏B超变化结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗60 d; D3: 治疗90 d.

A B

C D1

D3D2

■应用要点
本文通过动物体
内试验验证洪天
肝康疗效, 为进一
步临床应用提供
可靠依据.
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的肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激活, 
转化为肌成纤维细胞(myofibroblastic-like cell, 
MFBLC), 表达多种细胞因子及受体, 并大量合

成肝脏细胞外基质(extracellular matrix, ECM), 
而ECM的降解可引起肝纤维化的形成[21-24]. 甚至

肝小叶改建, 假小叶形成, 导致肝硬化发生. 生
理状况下, 位于肝窦间隙的HSC处于静止状态, 
与维生素A的贮存和代谢有关. 肝损伤后, HSC
被活化, 胞质中肌性骨架蛋白, 如α-SMA表达

增多, 分泌胶原等ECM的能力明显增强, 因此, 
HSC是肝纤维化发生发展的核心环节. α-SMA
是HSC活化的重要标志[25-26]. TGF-β1是组织修

复和肝纤维化的重要细胞因子[27-29], 调控HSC的
活化、增殖. 有研究表明, 肝组织TGF-β1表达

水平与肝组织纤维化程度密切相关, 在反映早

期肝纤维化方面较透明质酸、层黏连蛋白、Ⅳ

型胶原三项常规指标更敏感. TGF-β1是维持肝

脏内环境的相对稳定的细胞因子之一, TGF-β1

20 μm20 μm 20 μm

图  2  各组小鼠肝脏HE染色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗60 d; D3: 治疗90 d; E:

正常对照组; F: 模型180 d; G: 预防组180 d; H1: 治疗30 d; H2: 治疗60 d; H3: 治疗90 d.
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■同行评价
本文书写流畅, 层
次 分 明 ,  内 容 详
实, 具有一定的参
考价值.
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具有免疫调节、细胞分化、ECM形成等多种作

用. TGF-β1在炎症早期具有免疫刺激功能, 在
炎症中后期具有免疫抑制活性, 能抑制Th1细胞

亚群的激活与分化, 减少白介素2, 白介素12(IL 
2, IL12)和干扰素γ(IFN2γ)等细胞因子的分泌[30]. 
Peter博士认为肝病患者体内普遍缺乏免疫诱导

素, 导致肝脏长期处于免疫缺陷状态, 这也是肝

脏疾病产生和久治不愈的根本原因. 如能让肝

脏产生免疫力, 才能从源头上清除肝病素, 使肝

病转阴后不复发. 
本实验结果显示, HTGK下调TGF-β1蛋白

表达方面作用显著, 可能是在降低炎性反应的

20 μm 20 μm 20 μm

20 μm20 μm20 μm

A B C

D1 D2 D3

图  3  各组小鼠肝脏免疫组织化学TGF-β1显色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗

60 d; D3: 治疗90 d.

图  4  各组小鼠肝脏免疫组织化学α-SMA显色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗

60 d; D3: 治疗90 d.
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同时阻止了HSC活化, 导致TGF-β1蛋白表达下

调, 胶原合成减少, 通过解除免疫抑制增强机体

免疫功能、促进肝细胞修复、改善机体整体的

抗病能力, 但最终解析HTGK促进硬化肝组织结

构修复的作用机制还有待于进一步研究. 
药物的靶向性是指药物直接作用于靶区(靶

器官、靶组织、靶细胞), 靶向给药可提高疗效, 
降低全身毒副作用[31-32]. HTGK的研制使用了入

肝经的植物药材和药引, 研究结果证实HTGK能

有效的抗肝纤维化、防止肝硬化形成. 通过我

们的实验研究进一步证实对中医药的研究必须

立足于中医理论的整体观, 在解决病变部位这

一主要矛盾外, 同时要调整机体的平衡, 增强免

疫力, 以达到标本兼治的目的. 中医药理论既古

老又现代, 在现代化技术发展的今天仍指导着

医药现代化的发展, 并为靶向用药的研究指明

了方向.
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