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  摘 要:目的 探究吴茱萸碱对小鼠肝纤维化的影响及作用机制。方法 32只SPF级C57BL/6J小鼠按

照随机数字表法分为对照组、模型组、吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组,每组8只。采用10%四氯化碳

(CCL4)在模型组、吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组中复制小鼠 肝 纤 维 化 模 型。每 周1、3、5按0.5
 

mL/kg的剂量经腹腔注射10%
 

CCL4,重复12周。造模过程中,吴茱萸碱低剂量组给予吴茱萸碱溶液20
 

mg/(kg·d)、吴茱萸碱高剂量组给予吴茱萸碱溶液25
 

mg/(kg·d)进行灌胃干预,模型组和对照组只注射

10%
 

CCL4混合溶剂。造模结束后,小鼠摘眼球采集血液标本,检测血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨

酸氨基转移酶(AST)水平;取肝组织,制备肝组织匀浆,检测丙二醛(MDA)水平;免疫组化法检测肝组织中Ⅲ
型胶原蛋白(Col-Ⅲ)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达情况;免疫印迹法检测肝组织中增殖细胞核抗原(PC-
NA)蛋白、细胞基质金属蛋白酶-9(MMP-9)表达情况。结果 与模型组比较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高

剂量组ALT、AST、MDA水平均降低,差异有统计学意义(P<0.05);免疫组化法检测结果显示,与模型组比

较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组Col-Ⅲ及α-SMA
 

表达下调;免疫印迹法检测结果显示,与模型组比

较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组PCNA蛋白表达下调,MMP-9表达上调,差异均有统计学意义(P<
0.05)。结论 吴茱萸碱对于CCL4诱导小鼠肝纤维化有一定的保护作用,其作用机制可能与降低 MDA水平,抑
制机体氧化应激反应,抑制肝星状细胞活化并下调PCNA蛋白、Col-Ⅲ、α-SMA表达,上调MMP-9表达有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

evodiamine
 

on
 

liver
 

fibrosis
 

in
 

mice.
Methods A

 

total
 

of
 

32
 

cases
 

of
 

SPF
 

C57BL/6J
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,model
 

group,evodiamine
 

low-dose
 

group
 

and
 

evodiamine
 

high-dose
 

group
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group,with
 

10%
 

carbon
 

tetrachloride
 

(CCL4)
 

copy
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

mice
 

model
 

in
 

model
 

group,evodia-
mine

 

low-dose
 

group
 

and
 

evodiamine
 

high-dose
 

group.Every
 

Monday,Wednesday
 

and
 

Friday,10%
 

CCL4
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

0.5
 

mL/kg
 

body
 

weight
 

for
 

12
 

weeks.During
 

the
 

molding
 

process,the
 

evodiamine
 

low-dose
 

group
 

was
 

given
 

20
 

mg/(kg·d)
 

and
 

the
 

evodiamine
 

high-dose
 

group
 

was
 

given
 

25
 

mg/(kg·d)
 

fro
 

gavage
 

intervention,the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

given
 

only
 

solvent.After
 

the
 

modeling,the
 

eyeballs
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

contents
 

of
 

serum
 

glutamate
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

were
 

detected.Liver
 

tissue
 

was
 

collected
 

and
 

liver
 

tissue
 

ho-
mogenate

 

was
 

prepared
 

for
 

detection
 

of
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

content.Type
 

Ⅲ
 

collagen
 

(Col-Ⅲ)
 

and
 

α-
smooth

 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.Proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA)
 

protein
 

and
 

cell
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-9)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.
Results Compared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

ALT,AST
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

evodiamine
 

low-dose
 

group
 

and
 

the
 

evodiamine
 

high-dose
 

group
 

decreased
 

significantly,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
  

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

immunohistochemistry
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

Col-Ⅲ
 

and
 

α-SMA
 

in
 

the
 

evodiamine
 

low-dose
 

group
 

and
 

the
 

evodiamine
 

high-dose
 

group
 

decreased
 

significantly
 

compared
 

with
 

those
 

in
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the
 

model
 

group.Western
 

blotting
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

expression
 

of
 

PC-
NA

 

protein
 

down-regulated
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-9
 

up-regulated
 

in
 

the
 

evodiamine
 

low-dose
 

group
 

and
 

the
 

evodiamine
 

high-dose
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Evodia-
mine

 

has
 

a
 

certain
 

protective
 

effect
 

on
 

CCL4-induced
 

liver
 

fibrosis
 

in
 

mice,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

reducing
 

MDA
 

content,inhibiting
 

oxidative
 

stress,inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

hepatic
 

stellate
 

cells,down-
regulating

 

the
 

expression
 

of
 

PCNA
 

protein,Col-Ⅲ
 

and
 

α-SMA,and
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-9.
Key

 

words:liver
 

fibrosis; evodiamine; type
 

Ⅲ
 

collagen; α-smooth
 

muscle
 

actin; proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen; cell
 

matrix
 

metalloproteinase-9

  肝纤维化是病理损伤、病毒性肝炎、非酒精性脂

肪肝、酒精性肝炎等众多疾病的共同病理过程,遗传

性新陈代谢失调、药物损伤、胆汁淤积性疾病、免疫功

能失调等均可导致肝纤维化[1]。因此,肝纤维化是对

急、慢性肝损伤的创伤应答反应,该反应几乎是所有

终末期肝病及其并发症的基础,包括门静脉高压、腹
水、肝性脑病、合成功能障碍和代谢能力受损等,长期

的肝脏损伤导致细胞外基质(ECM)增生、肝纤维化形

成[2]。研究 表 明,肝 纤 维 化 是 可 逆 的 肝 脏 损 伤 过

程[3],及时有效的干预可阻止肝脏向肝硬化或肝癌进

展。因此,研究肝纤维化的发病机制及有效的干预措

施对肝纤维化的防治具有重要的临床意义。
1 材料与方法

1.1 实验动物 32只C57BL/6J小鼠均购自贵州医

科大学动物实验中心,SPF级实验室饲养,按照随机

数字表法分为对照组、模型组、吴茱萸碱低剂量组、吴
茱萸碱高剂量组,每组8只,自由饮水,普通饮食。
1.2 主要试剂 吴茱萸碱;丙二醛(MDA)试剂盒

(南京建成生物工程研究所有限公司);3型胶原蛋白

(Col-Ⅲ)单克隆抗体(美国Abcam公司);α-平滑肌肌

动蛋白(α-SMA)
 

单克隆抗体(美国Abcam公司);细
胞基质金属蛋白酶-9(MMP-9)单克隆抗体(美国Ab-
cam公司);增殖细胞核抗原(PCNA)单克隆抗体(美
国Abcam公司);BCA蛋白定量试剂盒

 

(南京巴傲得

生物科技有限公司);增强型化学发光(ECL)试剂(德
国

 

Millipore公司)。
1.3 方法

1.3.1 小鼠肝纤维化造模流程 参考文献[4],采用

10%
 

四氯化碳(CCL4)在模型组、吴茱萸碱低剂量组、
吴茱萸碱高剂量组中复制小鼠肝纤维化模型;橄榄

油∶CCL4=9∶1配制10%
 

CCL4混合溶剂;吴茱萸

碱的溶剂为吐温,配制吐温∶二甲基亚砜(DMSO)∶
生理盐水=1∶1∶18的混合溶剂;每周1、3、5按0.5

 

mL/kg的剂量经腹腔注射10%
 

CCL4,每周小鼠称

重,调整药物剂量,重复12周。造模过程中,吴茱萸

碱低剂量组给予吴茱萸碱溶液20
 

mg/(kg·d),吴茱

萸碱高剂量组给予吴茱萸碱溶液25
 

mg/(kg·d)进
行灌胃干预。模型组和对照组只注射10%

 

CCL4混

合溶剂。
1.3.2 小鼠血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬

氨酸氨基转移酶(AST)水平检测 小鼠摘眼球采集

血液标本,以3
 

000
 

r/min离心10
 

min分离血清。
ALT、AST均采用SiemensAdvia

 

1650全自动生化分

析仪按试剂盒说明书要求进行检测。
1.3.3 小鼠肝组织MDA水平检测 取小鼠肝组织,
制备肝组织匀浆,采用硫代巴比妥酸法检测 MDA水

平,严格按照试剂盒说明书要求操作。
1.3.4 免疫组化法检测 肝组织切片经脱蜡、抗原

修复、封闭、一抗孵育、二抗孵育、显色后,每张切片随

机选取5个低倍视野(×100),采用免疫组化法检测

Col-Ⅲ、α-SMA表达情况。
1.3.5 PCNA蛋白、MMP-9水平检测 取小鼠肝组

织,制备肝组织匀浆,采用免疫印迹法按试剂盒说明

书提取蛋白并定量。取20
 

μg蛋白,变性处理后进行

聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳,转PVDF膜,一
抗PCNA(1∶1

 

000)、MMP-9(1∶5
 

000),4
 

℃孵育过

夜。二抗(1∶20
 

000)室温孵育1
 

h,
 

TBST缓冲液清洗

后暗室内ECL试剂显色、曝光。通过Image
 

J软件进行

灰度分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示。
符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比较

采用方差分析,多组间两两比较采用SNK-q 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组小鼠血清ALT、AST水平比较 与模型组

比较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组小鼠血

清ALT、
 

AST 水平明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表1。
2.2 各组小鼠肝组织MDA水平比较 对照组、模型

组、吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组MDA水平

分别为(0.857±0.044)、(1.394±0.047)、(0.993±
0.021)、(0.911±0.03)nmoL/mg,与模型组比较,吴
茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组小 鼠 肝 组 织

MDA水平均明显降低,差异有统计 学 意 义(P<
0.05)。
2.3 各组小鼠肝组织免疫组化法检测结果 对照组

小鼠肝组织中Col-Ⅲ可见于汇管区和中央脉管壁表

达,但量极少,染色较淡;模型组Col-Ⅲ表达广泛,呈
弥漫性,主要表达在中央静脉周围及纤维组织增生的

汇管区的纤维间隔、肝窦壁、血管内皮细胞和胆管上

皮细胞细胞质,形成宽而粗大的纤维条索。吴茱萸碱

·1232·检验医学与临床2023年8月第20卷第16期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2023,Vol.20,No.16



低剂量组、吴茱萸碱高剂量组Col-Ⅲ阳性表达部位与

模型组一致,但表达面积和强度有所减少和减弱。见

图1。
对照组小鼠肝组织中α-SMA仅在肝内动脉、静

脉、胆管壁表达。模型组小鼠α-SMA除在血管壁表

达外,主要在纤维间隔及汇管区的成纤维母细胞细胞

质处表达明显,且呈梭形或长椭圆形。吴茱萸碱低剂

量组、吴茱萸碱高剂量组α-SMA阳性表达部位与模

型组一致,但表达面积和强度有所减少和减弱。见

图2。

  注:A为对照组;B为模型组;C为吴茱萸碱低剂量组;D为吴茱萸碱高剂量组。

图1  各组小鼠肝组织Col-Ⅲ表达情况

  注:A为对照组;B为模型组;C为吴茱萸碱低剂量组;D为吴茱萸碱高剂量组。

图2  各组小鼠肝组织α-SMA表达情况

表1  各组小鼠血清ALT、
 

AST水平(x±s,IU/L)

组别 n ALT AST

对照组 8 36.73±7.15 172.59±47.76

模型组 8 7
 

185.73±598.05 3
 

850.80±197.45

吴茱萸碱低剂量组 8 1
 

261.20±141.80* 2
 

125.75±22.98*

吴茱萸碱高剂量组 8 1
 

253.21±166.16* 1
 

982.87±169.15*

  注:与模型组比较,*P<0.05。

2.4 各组小鼠肝组织免疫印迹法检测结果 与模型

组比较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组小鼠

肝组织 MMP-9表达上调,PCNA蛋白表达下调,差异

均有统计学意义(P<0.05)。见图3、4。
  

  注:A为对照组;B为模型组;C为吴茱萸碱低剂量组;D为吴茱萸

碱高剂量组。

图3  免疫印迹法检测各组小鼠肝组织 MMP-9、PCNA
蛋白表达情况

  注:a为 MMP-9表达情况比较;b为PCNA蛋白表达情况比较;A为对照组;B为模型组;C为吴茱萸碱低剂量组;D为吴茱萸碱高剂量组;与

模型组比较,*P<0.05。

图4  各组小鼠肝组织 MMP-9、PCNA蛋白表达情况
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3 讨  论

吴茱萸为《神农本草经》所记载的一味中药,药性

辛、苦、热,有小毒。其功效主要为助阳止泻、散寒止

痛、温中止呕。吴茱萸碱为吴茱萸主要活性成分之

一,有广泛的药理活性,对心血管系统[5]、内分泌系

统[6]、免疫系统[7]等均有较强的调节作用,表明吴茱

萸碱在抗氧化应激损伤方面有重要作用。
肝纤维化是所有慢性肝损伤长期刺激转归的必

经之路,一旦进入肝硬化阶段则难以逆转。经过大约

40年的基础、转化和临床研究的稳步进展,人们对肝

硬化和终末期肝病的发病机制有了深入的认识[8]。
肝纤维化因其较高的发病率及病死率严重威胁人类

健康,全球约1亿人口受到肝纤维化的影响[9]。肝纤

维化的显著特点为肝组织内大量ECM成分过度增生

及异常沉淀[10],其特征是纤维ECM 产生和降解不平

衡,导致间质胶原及其他基质成分积聚。肝纤维化的

发生、发展与机体氧化应激反应紧密相关,机体氧化

应激状态刺激肝星状细胞(HSC)活化及炎症细胞与

细胞因子、肝巨噬细胞等多种因素,参与肝细胞损伤

及肝小叶结构的重构。其中 HSC的活化是肝组织内

纤维胶原积累的关键因素[11],是肝纤维胶原的主要来

源。研究表明,α-SMA是 HSC活化的重要标志,α-
SMA在HSC中表达的强度与 HSC的活化程度呈正

相关[12]。肝组织中的胶原主要分为Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅵ型

等,其中以Ⅰ型胶原蛋白(Col-Ⅰ)、Col-Ⅲ最多,占肝

脏ECM总量的95%以上,因此,Col-Ⅰ、Col-Ⅲ是肝

纤维化、肝硬化时ECM 的主要成分[13]。本研究中免

疫组化法检测结果显示,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸

碱高剂量组纤维间隔及汇管区的Col-Ⅲ、α-SMA表达

面积和强度与模型组比较均有所减少和减弱,表明吴

茱萸碱在抑制HSC的活化及抑制肝组织内纤维胶原

积累方面有较好的作用。
 

基质金属蛋白酶(MMPs)是一类结构相似的锌

依赖性内肽酶家族,MMP-9是 MMPs家族的主要成

员之一。
 

MMP-9能够水解胶原蛋白、蛋白聚糖、弹性

蛋白及纤连蛋白,通过降解ECM参与许多生物过程,
在肝纤维化、肿瘤等多种疾病的发生、发展中有重要

作用[14-15]。MMP-9更是为数不多的可以降解Ⅳ型胶

原等多种基质胶原的蛋白酶[16]。国内外诸多文献报

道了 MMP-9与肝纤维化发生、发展的关系,认为

MMP-9可作为肝纤维化程度及肝细胞状态的可靠评

价指标[17-19]。本研究结果表明,与模型组比较,吴茱

萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组肝组织中 MMP-9
表达上调,差异有统计学意义(P<0.05)。王豫萍

等[20]研究发现蓝莓果浆在猪血清诱导大鼠免疫性肝

纤维化损伤中可增加肝组织 MMP-9表达。
 

因此,
MMP-9在降解ECM 进而抑制肝纤维化中起重要作

用,可能与吴茱萸碱的防护肝纤维化、水解ECM、防
止肝组织内纤维胶原积累的功能有关。

肝纤维化是伴随着肝细胞的不断损伤与修复的

过程。DONATO等[21-22]研究了慢性肝炎和肝硬化患

者的肝脏组织标本PCNA蛋白表达水平,发现其能反

映慢性病毒性肝炎患者的肝细胞增殖率,与肝病的严

重性相关。胡沛臻等[23]研究表明,在慢性肝炎、肝细

胞不典型增生、肝细胞肝癌中,病情严重程度与PC-
NA蛋白表达量增加相关,即PCNA蛋白的表达水平

与组织的分化程度呈负相关。本研究结果表明,与模

型组比较,吴茱萸碱低剂量组、吴茱萸碱高剂量组

PCNA蛋白表达下调,差异有统计学意义(P<0.05),
可能与吴茱萸碱能抑制肝细胞过度增殖,减轻肝细胞

损伤有关。
综上所述,吴茱萸碱对CCL4诱导小鼠肝纤维化有

显著防护效果,可能与吴茱萸碱抑制肝组织氧化应激反

应,同时抑制 HSC活化,提高 MMP-9表达,降低肝组

织周围Col-Ⅲ水平,同时下调PCNA蛋白表达有关。
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