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[摘要 ]  目的 :观察养肝利胆颗粒对小鼠四氯化碳 (carbon tet rachloride , CCl4 ) 肝损伤的影响 , 并探讨其作

用机制。方法 :采用腹腔注射 CCl4 制作小鼠慢性肝损伤模型。造模 3 周后分别予以养肝利胆颗粒小、中、大

剂量 ,胆宁片及联苯双酯治疗 4 周 , 检测各组血清丙氨酸氨基转移酶 (alanine aminotran sferase , ALT ) , 天门

冬氨酸氨基转移酶 ( aspar tate aminot ransferase , AST ) , 肝组织超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase ,

SOD )活性和丙二醛 ( malondialdehyde , MDA )含量。结果 :养肝利胆颗粒可显著降低小鼠 CCl4 肝损伤模型

血清 ALT、AST 的水平和肝组织 MDA 的含量 ,明显升高肝组织 SOD 的水平。结论 : 养肝利胆颗粒对 CCl4

所致小鼠肝损伤有明显的改善作用 ,其作用机制可能与减轻肝内脂质过氧化反应有关。
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ABSTRACT  Objective: To observe the protective effects of Yanggan Lidan Granules ( YGLDG) on carbon

tetrachloride ( CCl4 )- induced liver damage in mice and to find out i ts mechanism . Methods: A model of

chronic liver damage was established in mice by intraperitoneal inject ion of CCl4 . After three weeks, those

model mice were treated with low- , medium- , high-dose YGLDG , Danning Tablets and bifendate respect ively

for four weeks . Then the levels of serum alanine aminotransferase ( ALT ) and aspartate aminotransferase

( AST) , as well as the contents of superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in liver t issues

were detected . Results: YGLDG could significant ly reduce the levels of serum ALT and AST in model mice ,

and the content of MDA was obviously decreased while the content of SOD was increased in liver t issue .

Conclusion: The therapeutic effect of YGLDG on mice with CCl4 - induced liver damage is to relieve the

seriousness of liver damage , and its mechanism may relate to reducing peroxidation act ivity in liver t issue .
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①

  目前 ,具有保肝、抗肝损伤作用的中药有效成分

或复方 ,如甘草甜素、联苯双酯、当飞利肝宁和黄芪

注射液等虽在临床上被广泛应用 , 但经国际认可的

该 类 药 物 均 非 源 自 我 国
[ 1 ]

。 养 肝 利 胆 颗 粒

( Yanggan Lidan Granules , YGLDG ) 具有养肝柔

肝、利胆止痛的功效 , 临床上治疗慢性胆道感染 ( 慢

性胆囊炎、慢性胆管炎 ) 证属肝阴不足者有一定的疗

效。我们观察了养肝利胆颗粒对小鼠四氯化碳
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(carbon tetrachloride , CCl4 ) 慢性肝损伤的保护作

用 ,以期为临床用药提供依据并对其作用机制作进

一步的探讨。

1  材料与方法

1 .1  药物与试剂  (1 ) 养肝利胆颗粒 ( 干膏粉 ) , 主

要成分 :白芍、枸杞子、甘草等 , 四川美大康药业股份

有限公司提供 ,批号 020301 , 每克干膏粉相当于4 g

生药 ; ( 2) 胆宁片 ( Danning Tablets , DNT ) , 主要成

分 :人工牛黄、水飞蓟素、盐酸小檗碱、延胡索、大黄、

蒲公英、金钱草、薄荷油等 , 250 mg/ 片 , 上海中药制

药一 厂 生 产 , 批 号 000715; ( 3 ) 联 苯 双 酯 片 ,

25 mg/ 片 ,上海市医药股份有限公司天平制药厂生

产 ,批号 248004; (4 ) CCl4 ,分析纯 , 中国医药集团上

海化学试剂公司生产 , 批号 W20021218; ( 5 ) 橄榄

油 ,化学纯 , 中国医药集团上海化学试剂公司生产 ,

批号 F20020819; ( 6 ) 超氧化物歧化酶 ( superoxide

dismut ase , SOD ) 和 丙 二 醛 ( malondialdehyde ,

MDA )测试盒 ,南京建成生物工程研究所提供 ,批号

均为 20030809; ( 7)考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒 , 南

京建成生物工程研究所提供 ,批号 20030814。

1 .2  动物  昆明种雄性小鼠 , 体质量 18～22 g , 上

海中医药大学实验动物中心提供 ,合格证号 : 医动字

02-24-3 号。

1 .3  实验方法

1 .3 .1  药物配制  ( 1) 用蒸馏水溶解养肝利胆干膏

粉 ,配制成小剂量 ( 含 0 .18 g 生药/ ml )、中剂量 ( 含

0 .36 g 生药/ ml )及大剂量 (含 0 .72 g 生药/ ml) 混悬

液。 ( 2 ) 用 蒸 馏水 溶 解胆 宁 片 , 配制 成浓 度 为

0 .11 g/ ml的混悬液。 ( 3 ) 用蒸馏水溶解联苯双酯

片 ,配制成浓度为 2 .5mg/ ml 的混悬液。 ( 4 )用橄榄

油溶解 CCl4 , 配制成 7% ( 体积比 ) CCl4 溶液。

1 .3 .2  动物分组和造模  77 只小鼠随机分为正常

组 ,模型组 , Y GLDG 小、中、大剂量组 , 胆宁片组和

联苯双酯组 , 每组 11 只。采用 CCl4 注射致小鼠肝

损伤模型。正常组小鼠予以腹腔注射生理盐水 , 其

余各组均予以腹腔注射 7% CCl4 溶液 , 10 ml/ kg ,

1 周2 次 , 连续 7 周。造模期间不限饮食量 , 自由饮

水。造模第 3 周末 , 小鼠禁食不禁水 16 h , 摘眼球取

血后随机处死每组各 2 只小鼠 , 测定血清丙氨酸氨

基转移酶 (alanine aminotran sferase , ALT ) , 取肝组

织作 HE 染色 , 行病理学检查 , 结果显示造模成功

(造模小鼠血清 ALT 较正常组升高近 10 倍 , 病理

结果显示造模小鼠肝小叶外围有多层次肝细胞坏死

伴炎细胞浸润 )。

1 .3 .3  药物处理  造模第 4 周起 , YGLDG 小、中、

大剂量组分别予以 0 .18、0 .36、0 .72 g/ ml 的养肝利

胆混悬液灌胃 , 胆宁片组予以 0 .11 g/ ml 的胆宁片

混悬液灌胃 ,联苯双酯组予以 2 .5mg/ ml 的联苯双

酯混悬液灌胃 ,每组均按 10 ml/ kg 给药 , 1 次/ d , 连

续 4 周。正常组和模型组则以等量生理盐水灌胃 ,

1 次/ d , 连续 4 周。

1 .3 .4  标本采集和指标测定  末次给药或生理盐

水后 , 小 鼠 禁 食 不 禁 水 16 h , 摘 眼 球 取 血 ,

3 000 r/ min离心 15 min , 取血清检测 ALT 和天门

冬氨 酸氨 基转 移酶 ( aspar tate aminotransferase ,

AS T ) ;取肝组织用冷生理盐水制成 10 %肝匀浆 , 检

测肝组织总蛋白 (考马斯亮蓝法 ) 、SOD(黄嘌呤氧化

酶法 )和 MDA (硫代巴比妥酸比色法 ) 的含量。

1 .4  统计学方法  所有实验数据均用 SPSS 统计

软件进行分析 ,计量资料均数用 x ± s 表示 , 组间比

较采用 t 检验。

2  结  果

2 .1  对小鼠血清 ALT 和 AS T 的影响  与正常组

比较 ,模型组小鼠血清 AL T 和 AS T 水平明显升高

( P < 0 .01 )。与模型组比较 , YGLDG 大、中、小剂

量组血清 AL T 和 AS T 水平均明显降低 , 大剂量组

的效应尤其明显 ( P < 0 .01 ) ; 联苯双酯组血清 ALT

和 AS T 水平亦明显下降 ( P < 0 .01 )。提示养肝利

胆颗粒对小鼠 CCl4 肝损伤模型血清 ALT 和 AST

水平升高有明显的拮抗作用。见表 1。

表 1  各组小鼠血清 ALT、AST 及肝组织 SOD、MDA

Tab 1  Serum ALT , AST and SOD, MDA in liver tissues of mice in different groups

( x± s, U/ L )

G roup n A L T AST SOD MDA

Norma l 9 Á26 G.11±6 .31 54 R.00±5 .15 163 ].82±26 .37 0 S.31±0 .20

Unt rea t ed 9 Á421 G.22±90 .92 * * 510 R.00±92 .65 * * 129 ].61±24 .66 * 0 S.84±0 .24 * *

Low-dose YG L DG- t rea t ed 9 Á240 G.22±52 .97△△ 357 R.00±104 .99△△ 148 ].03±24 .91 0 S.50±0 .23△

Mediu m-do se YG LDG- t rea te d 9 Á249 G.22±51 .27△△ 424 R.89±94 .18△ 152 ].32±29 .44△ 0 S.58±0 .18△

High-dose Y GL DG- t reat ed 9 Á246 G.11±90 .09△△ 325 R.56±87 .12△△ 158 ].67±18 .70△△ 0 S.60±0 .17△

D N T- t reat ed 9 Á370 G.22±80 .57 507 R.56±77 .08 221 ].06±98 .01△ 0 S.90±0 .51

Bifenda te- t reat ed 9 Á31 G.00±10 .26△△ 79 R.33±20 .44△△ 158 ].21±41 .13△△ 0 S.47±0 .10△△

    * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs nor mal group ; △ P < 0 .05 , △△ P < 0 .01 , vs untrea te d group
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2 .2  对小鼠肝组织 SOD 和 MDA 的影响  与正常

组比较 , 模型组小鼠肝组织 SOD 明显下降 ( P <

0 .05 ) , MDA 明显升高 ( P < 0 .01 )。与模型组比

较 , YGLDG 大、中剂量组肝组织 SOD 水平均有明

显升高 ( P < 0 .05 或 P < 0 .01 ) , 联苯双酯组 SOD

水平亦有明显升高 ( P < 0 .01 )。与模型组比较 ,

YGLDG 大、中、小剂量组肝组织 MDA 水平均有明

显降低 ( P < 0 .05 ) , 联苯双酯组 MDA 水平亦有明

显下降 ( P < 0 .01 ) 。提示养肝利胆颗粒具有显著

的抗脂质过氧化作用。见表 1。

3  讨  论

在正常情况下 , 生物体内活性氧自由基的产生

和清除维持在一定水平 , 过多或过少均会给机体造

成损害[ 2 ] 。自由基与脂质过氧化物极易对肝脏造成

损害。CCl4 在体内对肝脏的亲和力很强 , 在肝细胞

内质网中经细胞色素 P450 依赖性混合功能氧化酶

的代谢 ,生成三氯甲烷自由基、二氯甲烷自由基和过

氧化三氯甲烷自由基 ,可与细胞膜大分子共价结合 ,

使酶的功能丧失 ,细胞膜发生脂质过氧化 , 破坏肝细

胞膜的结构和功能完整 ,使蛋白质合成障碍 ; 并通过

抑制细胞膜上 Ca
2 +

泵的活性 , 使 Ca
2 +

离子大量内

流 ,导致肝细胞损伤 , 从而使胞浆内转氨酶渗入血液

中
[ 3 , 4 ]

。本实验证实 , CCl4 可使小鼠血清 AL T 和

AS T 活性明显上升 , 肝组织 SOD 水平明显下降伴

MDA 含量明显升高。

养肝利胆颗粒具有养肝柔肝、利胆止痛之功 , 主

治慢性胆道感染 ( 慢性胆囊炎、慢性胆管炎 ) 证属肝

阴不足者。方中白芍养血柔肝、缓中止痛 , 为君药。

《药品化义》云 :“白芍药味苦能补阴 ,略酸能收敛 , 因

酸走肝 ,暂用之生肝 , 肝性欲散恶敛 ,又取酸以抑肝 ,

故谓白芍能补复能泻⋯⋯以此泻肝之邪 , 而缓中焦

脾气 ,《难经》所谓损其肝者 , 缓其中。”现代药理学研

究显示 ,白芍中的白芍总苷有诱生干扰素的作用 , 对

小鼠的免疫应答具有调节作用[ 5 ] ; 白芍醇提取物对

大鼠甲醛性急性炎症及棉球肉芽肿等几种炎症模型

均有显著的抑制作用。方中枸杞子性味甘、平 , 有滋

补肝肾、益精明目之功 , 主要有效成分为甜菜碱。有

研究报道 : CCl4 引起小鼠急性肝损伤24 h后 , 经口服

或腹腔内给予甜菜碱 ,可使血清 ALT 下降 , 溴脱氧

鸟苷掺入肝细胞核 DNA 的量增加 [ 6 ] 。甜菜碱对

CCl4 所致小鼠肝细胞内脂肪沉积有轻微的抑制作

用 ,并可促进肝细胞再生。本实验中 , 养肝利胆颗粒

具有降低 CCl4 所致肝损伤小鼠血清 AL T、AS T 水

平 ,降低肝组织 MDA 含量以及升高 SOD 活性的作

用。提示养肝利胆颗粒对小鼠 CCl4 肝损伤的改善

作用 ,可能与抗脂质过氧化有关。

本实验中设立了中药与西药阳性对照组 , 确保

实验设计的科学性、合理性。联苯双酯的降酶作用

是公认的 ,但在临床上应用有其局限性 , 该药本身不

能针对病因治疗 ,即治标不治本 , 停药后肝功能极易

反跳 ,因而有研究中药保肝作用的必要。中药胆宁

片具有疏肝利胆、清热通下的功用 , 主治肝郁气滞型

的慢性胆囊炎 ,胆囊结石、慢性胆管炎、胆总管结石、

肝胆管结石、术后胆管结石 , 属湿热未清者。胆宁

片设为阳性对照药 , 一方面该药是朱培庭教授多

年临床经验心得 , 其保肝作用是确切的 , 另一方面

也从不同中医治法的保肝作用做个比较。从实验

结果看胆宁片降酶作用不明显 , 因本实验在给药

同时还继续造模 , 可能是胆宁片剂量起效浓度未

完全达到造成的 ; 养肝利胆颗粒三个剂量组的剂

量依赖性效应不明显 , 可能在低剂量时该药已起

效 , 因在给药同时还继续造模 , 可能造成起效之后

有一个平台期 , 这在以后的研究中可以在此基础

上做量效关系的观察。
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