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藏红花对肝纤维化大鼠肝组织 TGF-β1 表达的影响
王 强 钟丽华 于 雷 卢宝玲 汪 云 朱丽影△

(哈尔滨医科大学附属第四医院 黑龙江 哈尔滨 150001)

摘要 目的：通过观察藏红花对肝纤维化大鼠肝组织 TGF-β1 表达的影响，探讨藏红花预防肝纤维化作用的机制。方法：清洁级

SD 雄性大鼠 60 只随机分为正常组、模型组、藏红花组、丹参组，每组十五只。应用 30%四氯化碳橄榄油溶液 3ml/kg·腹腔注射制

备肝纤维化大鼠模型。治疗 8 周后，通过 HE 和 Masson 染色观察肝纤维化的形成、免疫组化检测肝组织中 TGF-β1 蛋白的表达。
结果：臧红花组、丹参组与模型组相比肝纤维化程度均轻于模型组（P<0.01），而藏红花组与丹参组相比肝纤维化程度无显著性差

异（P>0.05），臧红花组、丹参组与模型组相比 TGF-β1 蛋白的表达均明显减少,而藏红花组与丹参组相比 TGF-β1 蛋白的表达没有

显著性差异（P>0.05）。结论：藏红花能有效减轻肝纤维化大鼠的肝脏损伤及纤维化程度，其机制可能与抑制肝内 TGF-β1 的表达，

抑制 HSC 的激活以及阻断 HSC 与 TGF-β1 之间的恶性循环有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of Zanghonghua to prevent hepatic fibrosis by detect the effects of

Zanghonghua on Expression of Transforming Growth Factorsβ1 in Rats with Liver Fibrosis. Methods: Sixty male rats of clean grade
were divided into groups marked "normal", "model", "Zanghonghua" and "Danshen", each group is fifteen. Liver fibrosis models of
bandicoots were given 30% carbon tetrachloride solution of 3ml/kg·olive oil by intraperitoneal injection.After eight weeks of medical
treatment, hepatic fibrosis was detected by using HE and Masson pigmentation, immuno-histochemistry checking of TGF-β1 protein
expression in hepatic tissue. Results: The degree of liver fibrosis of those groups that marked "Danshen" and "Zanghonghua" were
lighter than the models （P<0.01）, but the degree of liver fibrosis showed no difference between the Danshen group and Zanghonghua
group （P>0.05）. The expression of TGF-β1 protein reduced clearly in the Danshen group and Zanghonghua group, as compared with
models, it showed no difference between the Danshen group and Zanghonghua group(P>0.05). Conclusions: Zanghonghua had effects on
easing the liver damage and hepatic fibrosis condition of bandicoots. The mechanism may be relative to the restraining of TGF-β1
expression inside the liver, retreat the HSC activation and block the Vicious cycle between HSC and TGF-β1.
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前言

纤维化是指体内各种组织的过度增长、硬化、瘢痕形成，可

以归因于体内细胞外基质(extracellularmatrix, ECM)主要是胶

原蛋白的过度沉积。纤维化疾病中常见疾病之一就是肝纤维

化[1]。肝纤维化（liver fibrosis)是指肝组织内 ECM 成分过度增生

与异常沉积，所导致的肝脏结构和(或)功能异常的病理变化[2]，

若进一步发展则进入肝硬化甚至发展到肝癌的阶段，严重影响

了患者的生活质量和生存率[3]，目前认为 ECM 累积所形成的

肝纤维化通过及时有效的治疗是可以逆转的。因此,如何有效

地防治肝纤维化、阻断其进展，已经成为国内外研究的热点。目

前临床常用的抗肝纤维化的药物主要有干扰素、复方丹参、秋
水仙碱等，但疗效不甚理想。近年来报道的很多单方、复方中药

在细胞、动物及临床实验中都观察到一定的抗肝纤维化疗效[4]，

研究表明，中药抗肝纤维化作用良好，其作用机制可能通过调

节 TGF-β1 等相关细胞因子的表达发挥作用[5]，近年来研究发

现藏红花具有保护肝细胞、降低肝损伤的作用，为进一步探讨

其对肝纤维化的作用，本实验应用藏红花作用于大鼠肝纤维化

模型，进行肝组织病理学检查，并免疫组化法检测肝组织中

TGF-β1 的表达，来研究藏红花是否具有抗肝纤维化作用及其

可能的调控机制。

1 材料与方法

1.1 药品

藏红花 （生产于西藏地区），购买于北京同仁堂哈尔滨药

店，注射用丹参粉针（冻干）由哈尔滨中医药二厂提供，四氯化
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碳为哈尔滨化工厂试剂厂产品，实验时用橄榄油配成 30％四

氯化碳溶液。
1.2 动物

清洁级 SD 雄性大鼠 60 只，体重 200±20g，购买于哈尔滨

医科大学动物实验室。
合格证号：SCXK 黑 2006-010。

1.3 方法

1.3.1 造模方法 采用 CCl4 诱导大鼠肝纤维化模型，除正常组

外，其余各组大鼠腹腔注射 30％四氯化碳橄榄油溶液 3ml/kg，

每周注射 2 次，共 8 周。
1.3.2 藏红花的熬制 将藏红花放在砂锅中熬制，然后提取滤

过，熬制所需浓度，于 4℃冰箱保存备用。
1.4 动物分组与给药

SD 雄性大鼠 60 只随机分为正常对照组，模型对照组，藏

红花组，丹参组，每组 15 只。除正常对照组外，其余各组给予

30%四氯化碳橄榄油溶液 3 ml·kg-1·d-1 腹腔注射，一周两次，藏

红花组给予藏红花溶液 5 ml·kg-1·d-1 ，灌胃 (每毫升含 0.004g)，
丹参组给予丹参溶液 5 ml·kg-1·d-1 (每毫升含 0.004g) 灌胃，正常

组应用生理盐水灌胃，连续八周，八周后处死大鼠取相同部位

肝组织进行 MASSON 染色及 TGF-β1 免疫组化检查。
1.5 Masoon 染色方法

肝组织病理切片二甲苯脱蜡；Regand 苏木素染色 5min 流

水稍洗，1%盐酸酒精分化；流水冲至蓝黑色，放入丽春红酸性

品红液染 5min；蒸馏水稍洗，1%磷铝酸溶液处理 5min；直接入

苯胺蓝液染 5 min；处理封固 1 min，95%酒精分化，无水酒精脱

水，蒸馏水稍洗，1%冰醋酸处理，最后二甲苯透明，中性树胶封

固。中性树胶染色结果：细胞核蓝黑色，胞浆呈红色，胶原纤维

呈蓝色。组织病理学观察 肝组织病理学检查根据胶原增生程

度，将肝纤维化分为 0-4 期[6]，在低倍镜下，每张切片随机取 10
个视野，分别记录病理分期，并取其平均值作为该动物肝脏的

病理分期。
1.6 TGF-β1 表达的检测

石蜡包埋块 4mm 连续切片或冰冻切片，采用 ABC 法作免

疫组化染色。主要步骤如下：石蜡切片脱蜡和水化；用 PBS 液

(pH7.4)冲洗 3 次，每次 3min；用 0.01mol/L 柠檬酸缓冲液(pH6.
0)高压进行组织修复；PBS 液冲洗 3 次，每次 3min；3%H2O2 去

离子水孵育 5~10min，阻断内源性过氧化物酶；PBS 液冲洗 3

次，每次 3 min；加入一抗，4℃过夜；PBS 液冲洗 3 次，每次

3min；加入 MaxVisionTM 试剂孵育 10~15 min；PBS 液冲洗 3
次，每次 3min；用 DAB 显色，镜下观察 3~5min 呈棕黄色；自来

水冲洗，苏木素复染；乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。免

疫组织化学检测 TGF-β1 蛋白表达(结果判定参考文献[7] )：取

10 个较好的高倍视野，按显色程度分弱、中、强 3 种，分别记以

1、2、3 分；按显色范围分为 4 度：+ 显色范围占高倍视野 <25%；

++ 显 色 占 高 倍 视 野 25%-50%；+++ 显 色 占 高 倍 视 野 50%
-75%；++++ 显色占高倍视野 >75%。将每个高倍视野显色程度

和范围换算成“显色指数”，显色指数 = 显色程度×显色范围(+
为 1 分、++ 为 2 分、+++ 为 3 分、++++ 为 4 分)，取其均数为每

个检测指标的最终显色指数。
1.7 统计学处理

应用 SP13.00 软件分析，计量资料采用 x±s，进行方差分

析；计数资料采用 x2 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

在实验期间，正常组生长良好，CCl4 组动物一般状态差、精
神不振、反应迟钝、食欲不佳、体重增长缓慢、毛发无光、蓬松，

实验结束时死亡 5 只，藏红花组实验结束时死亡 3 只，丹参组

实验结束时死亡 2 只。
2.2 肝组织病理形态学变化

HE 染色显示：正常组大鼠肝细胞排列整齐，肝小叶结构完

整；肝细胞大小、形态一致。模型组大鼠肝组织内形成典型假小

叶，纤维间隔明显增厚及炎细胞浸润，部分肝细胞变性坏死。藏

红花组及丹参组显示肝细胞索排列较整齐，肝小叶结构基本完

整，间质有少量炎性细胞浸润，但较模型组明显减轻。见图 1。
Masson 染色显示：正常对照组：大鼠肝组织结构正常，未见病

理改变。CCl4 组：肝小叶结构紊乱，小叶内肝细胞广泛水肿，可

见大量脂质空泡形成，伴灶、片状坏死；汇管区可见大量炎性细

胞浸润，成纤维细胞大量增生，胶原纤维形成，形成粗大的纤维

间隔，并将增生的肝细胞团包绕分隔成大小不等的假小叶。藏

红花组及丹参组大鼠肝纤维化均有不同程度的改善，炎性浸润

程度减轻，汇管区纤维结缔组织显著减少，肝小叶结构完好，与

CCl4 组相比有统计学差异(P<0.01 表 1)。结果见图 2。

表 1 各实验组大鼠肝脏病理分期

Table 1 The liver pathological stage of experimental rats

肝纤维化分期(The liver pathological stage)

组别(Groups) 例数(Number of cases) S0 S1 S2 S3 S4

注：CCl4 组与藏红花组比较 P<0.01；CCl4 组与丹参组比较,P<0.01；藏红花组与丹参组比较 P>0.05。
Note: CCl4 group compared with Zanghonghua group, P<0.01; CCl4 group compared with Danshen group, P<0.01; Zanghonghua group

compared with Danshen group, P>0.05.
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2.3 藏红花对肝组织 TGF-β1 表达的影响

正常对照组：大鼠肝组织结构正常，TGF-β1 少量表达。CCl4
组大鼠肝组织表达较正常组明显增强且数目增多，呈棕黄色胞

质型分布，在汇管区和纤维间隔中，肝窦周围星状的间质细胞

和炎性细胞质中染色明显加深。藏红花治疗组阳性染色程度较

模型组明显减轻，在纤维间隔内间质细胞和炎性细胞质阳性染

色程度减轻，阳性细胞数目减少，与模型组相比差异显著(P<0.
05)，与丹参组相比没有统计学意义（P>0.05）（表 2）。

图 1 各组大鼠肝组织 HE 染色结果:A:CCl4 组;B:藏红花组;C:丹参组;D:正常组

Fig.1 The HE staining of liver tissue in rats : A:CCl4 group; B: Zanghonghua group;C: Danshen group;D:the normal

图 2 各组大鼠肝组织 Masson 染色结果:A:CCl4 组;B:藏红花组;C:丹参组;D:正常组

Fig.2 The Masson staining of liver tissue in rats :A:CCl4 group;B: Zanghonghua group;C: Danshen group;D:the normal

图 3 各组大鼠肝组织 TGF-β1 表达结果:A:CCl4 组;B:藏红花组;C:丹参组;D:正常组

Fig.3 The TGF-β1 expression of liver tissue in rats: A:CCl4 group;B: Zanghonghua group;C: Danshen group;D:the normal

表 2 各组大鼠肝组织 TGF-β1 表达情况(x±s)

Table 2 The TGF-β1 expression of Rats liver tissue(x±s)

组别 (Groups) 例数(Number of cases) TGF-β1

正常组(Normal) 15 1.72±0.36

CCl4 组(CCl4 group) 10 7.82±3.19

丹参组 (Danshen group) 13 2.81±1.64

藏红花组(Zanghonghua group) 12 3.98±1.44

注：CCl4 组与藏红花组比较 P<0.05；CCl4 组与丹参组比较 P<0.05；藏红花组与丹参组比较 P>0.05。
Note: CCl4 group compared with Zanghonghua group, P<0.05; CCl4 group compared with Danshen group, P<0.05; Zanghonghua group

compared with Danshen group, P>0.05.

3 讨论

肝纤维化( Hepatic fibrosis)是各种慢性肝病向肝硬化发展

所共有的病理改变和必经途径，目前认为肝纤维化形成的机制

主要是由于各种肝脏损伤因子共同作用于肝星状细胞(HSC)，
并将其激活合成大量的胶原和蛋白多糖等细胞外基质(ECM)，
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沉积于 Disse 间隙导致肝纤维化。在肝纤维化形成过程中，

TGF-β1 是目前已知的最重要的致肝纤维化的细胞因子之一[8]，

肝内枯否细胞、肝细胞及星状细胞均可合成与分泌 TGF-β1，该

细胞因子能上调星状细胞和肝细胞胶原基质的表达，并最终发

展为肝纤维化[9,10]。肝星状细胞(HSC)是肝纤维化病理形成的重

要细胞学基础[11]，因而越来越多抗肝纤维化药物筛选, 以抑制

静止 H SC 活化增殖，诱导活化 HSC 凋亡为尺度[12]，其中 TGF-

β1 是 HSC 活化的重要因子，在肝纤维化中的主要作用是促进

ECM 合成并抑制其降解，也有间接促 HSC 增殖作用[13-15]。也就

是说 HSC 的活化和增殖是 ECM 的主要来源，然而 ECM 的合

成与降解在很大程度上由 TGF-β1 调控[16]。因此 TGF-β1 通过对

ECM 合成及其降解的调控从而在肝纤维化的启动、进展中发

挥关键性作用，降低 TGF-β1 表达，抑制 HSC 增殖，诱导其凋亡

是治疗肝纤维化的重要策略[17,18]。
藏红花又称番红花、西红花，是一种名贵传统中药，具有活

血通络、散瘀止痛、降低胆固醇之功效。临床广泛应用于冠心

病、抗肿瘤、肝炎、肝硬化、肾炎、软组织挫伤等的治疗。藏红花

急性毒性试验表明无毒[19]，前期实验中发现高浓度的藏红花对

大鼠肝组织有毒害作用，而低浓度的藏红花没有毒害作用[20]，相

关研究证实藏红花对 CCl4 致小鼠急性肝损伤有保护作用 [21]。
本实验中各组大鼠 Masson 染色肝病病理分期可以看出：藏红

花治疗组与 CCl4 组相比肝纤维化程度明显轻于与 CCl4 组

（P<0.01），而与丹参组比较两组肝纤维程度相似（P>0.05），这

说明了藏红花与丹参在预防肝纤维化程度上相似。从中可以看

出藏红花能使肝纤维化大鼠肝细胞变性坏死明显减轻，结缔组

织明显减少，假小叶形成减少，能预防肝纤维化的形成。
研究证实 TGF-β1 在肝纤维化时出现高表达与病理上肝纤

维化程度相平行，检测 TGF-β1 表达情况可准确地判定肝纤维

化程度[22]。因此本次实验通过研究藏红花对肝纤维化大鼠肝组

织 TGF-β1 表达的影响，更进一步证明了藏红花能明显改善肝

纤维化大鼠的肝脏组织结构，减轻肝细胞坏死和纤维组织增

生。本实验发现藏红花组的大鼠肝组织中 TGF-β1 表达情况明

显降低，与 CCl4 组比较 P<0.05，这说明了藏红花有着明显的预

防肝纤维化形成的效果；既往研究证实丹参有着一定的抗肝纤

维化的作用，本实验研究中发现藏红花治疗组的大鼠肝组织中

TGF-β1 表达情况与丹参组相似（P>0.05），说明了藏红花与丹参

预防肝纤维化的作用相似。因此推论藏红花预防肝纤维化形成

的机制，可能与其调节 TGF-β1 水平，从而抑制 ECM 合成并促

进其降解以恢复肝脏功能、消除肝纤维化诱发因素，同时亦可

能间接降低 HSC 增殖作用，最终抑制胶原纤维增生和促进胶

原纤维降解、减少增殖，从而达到抗肝纤维化的作用。综上所述

藏红花能有效减轻肝纤维化大鼠的肝脏损伤及纤维化程度，其

机制可能与抑制肝内 TGF-β1 的表达，抑制 HSC 的激活以及阻

断 HSC 与 TGF-β1 之间的恶性循环有关。
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