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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of bear bile powder 
on rat liver fi brosis induced by dimethylnitrosamine (DMN).

METHODS: A total of 30 rats were randomly divided 
into 3 groups: normal control group, model group, and 
bear bile group (10 in every group). The rat liver fi bro-
sis model was induced by peritoneal injection of DMN 

(10 g/L) for 4 wk. At the same time, the rats in the 
bear bile group received bear bile powder (400 mg/kg) 
orally once a day for 4 wk. Then the activities of serum 
alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase 
(AST), and the contents of total protein (TP) were 
detected. Meanwhile, the pathological changes of liver 
tissues were observed under light microscope after 
HE staining, and the area density of collagenous fi ber 
were examined. The amount and distribution of Kupffer 
cell (KC) and hepatic stellate cell (HSC) were detected 
by immunohistochemical SP method through the 
distribution of ED1 and α-smooth muscle actin (α-SMA).

RESULTS: Compared with that in the model group, 
the level of serum ALT was decreased, and AST was 
significantly decreased (4 370.87±1 338.60 nkat/L vs  
5 741.15±1 000.20 nkat/L, P  <0.05) in the bear bile 
group. The TP content and the ratio of liver to body 
weigh were increased. The area density of collagenous 
fi ber was notably decreased (6.73±1.31 vs  9.90±1.93, 
P  <0.01). The pathological changes were lighter, and 
the occurrence rate of diffused liver fi brosis was lower 
in the bear bile group than those in the model group. 
The fibrous septa became thin or disappeared, and 
the expressions of ED1 and α-SMA were markedly 
reduced in the bear bile group.
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CONCLUSION: The bear bile powder can prevent DMN-
induced rat liver fi brosis, and the mechanism may relate 
to its inhibition on the activation of the HSC and KC.
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摘要

目的: 探讨熊胆粉对二甲基亚硝胺(dimethylnitrosamine, 
DMN)诱发大鼠肝纤维化的抑制作用. 

方法: 将30只大鼠随机分为正常组、模型组及熊胆组, 每组

各10只. 用10 g/L DMN腹腔注射诱发大鼠肝纤维化模型, 用
400 mg/kg熊胆粉灌胃共4 wk, 检测血清AST、ALT值和总

蛋白(TP)含量. 肝组织做HE、直接红染色, 观察肝组织的

病理变化, 并检测肝组织内胶原纤维的面密度. 免疫组化

采用SP法, 利用单克隆抗体ED1和α-SMA观察库普弗细胞

(Kupffer cell, KC)和肝星状细胞(hepatic satellite cell, HSC)的
数量及分布. 

结果: 熊胆组与模型组比较血清ALT值下降, AST值明显下

降(4 370.87±1 338.60 nkat/L vs  5 741.15±1 000.20 nkat/L, 
P <0.05), TP升高, 肝/体质量比增加, 胶原纤维的面密度明显

下降(6.73±1.31 vs  9.90±1.93, P <0.01). 熊胆组肝组织病理

变化较模型组轻, 纤维间隔变细、或消失, 形成弥漫性肝硬

化的少. KC和HSC在增生的纤维组织及间隔内分布, 熊胆组

两种细胞的数量明显减少. 

结论: 熊胆粉具有较好的抑制DMN诱发大鼠肝纤维化的作

用, 其机制可能与抑制KC, 减少细胞因子的分泌, 从而抑制

HSC的激活和转化, 减少胶原纤维合成和分泌有关. 

关键词: 熊胆粉; 二甲基亚硝胺; 肝纤维化; 大鼠
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0  引言

近十多年来我国学者利用中医中药的优势, 进行了大量

抗肝纤维化的动物实验和临床研究, 取得了可喜的成就, 
但利用动物胆汁进行抗肝纤维化的研究尚少, 我们用二

甲基亚硝胺(DMN)诱发大鼠肝纤维化模型, 探讨熊胆粉

抑制肝纤维化的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SD♂大鼠(清洁级), 体质量160-180 g, 由

延边大学医学院动物科提供. 
1.1.2 试剂及药物 DMN购自美国Sigma公司, 直接红

(Direct Red 80)购自美国Aldrich Chem公司, 免疫组化单

克隆抗体ED1购自英国Serotec公司, α-SMA购自Denmak 
Dako公司, 熊胆粉(明月山牌)由吉林省延边熊厂提供. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型制作 参照Matsuda et al [1]的方法制备动物

模型, 将30只动物随机分为3组, 正常组(10只): 注射用生

理盐水1 mL/kg连续3 d/wk, 腹腔内注射共4 wk, 同时

用生理盐水2 mL/d灌胃共4 wk. 模型组(10只): 10 g/L 
DMN(生理盐水稀释)1 mL/kg连续3 d/wk, 腹腔内注射

共4 wk, 同时用生理盐水2 mL/d灌胃共4 wk. 熊胆组(10
只): 10 g/L DMN腹腔内注射的同时用熊胆粉400 mg/
(kg·d)灌胃共4 wk. 实验第4周末检测大鼠体质量后用乙

醚麻醉, 心脏采血离心处理.  
1.2.2 血清生化指标的检测 血清ALT、AST活性检测采

用Reiman氏方法, 总蛋白含量采用Biuret法, 全部Kit购自

Eiken Chemical(Tyoko, Japan)公司, 严格按Kit说明书进行

操作, 利用分光光度计(Ultraspec 4050, LKB, Switzerland)
测定吸光度, 对照标准曲线计算AST、ALT值和总蛋白

含量. 
1.2.3. 病理学检查 肝/体质量百分比: 采血后立即取肝脏

称质量, 计算肝/体质量百分比.病理学检查: 取肝组织二

块, 经40 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋, 切片行HE和
直接红染色(1 g/L直接红picric acid饱和液), 光镜下观察

肝组织的病理变化及纤维组织增生程度. 直接红染色的

切片利用CMIAS真彩色病理图像分析系统(北京航空航

天大学)进行胶原纤维的定量分析, 观察条件: 物镜10倍, 
每张切片随机选4个视野, 图像采集、分割处理, 参数统

计分析, 得出目标总面积/统计场总面积之比值. 免疫组织

化学染色: 切片厚4-5 μm, 常规脱蜡至水, 用SP法进行免

疫组化染色, ED1工作浓度为1∶500, α-SMA工作浓度为

1∶50; 观察肝组织内KC和HSC数量及分布. 
统计学处理 采用SPSS 10.0软件进行统计学分析. 

2  结果

实验过程中模型组、熊胆组大鼠各死亡1只. 
2.1 熊胆组与模型组比较血清ALT活性下降, AST活性明

显下降(P <0.05); 总蛋白含量和肝/体质量比升高, 胶原纤

维面密度明显下降(P <0.01, 表1). 
2.2 病理学观察结果 正常组肝小叶结构正常, 肝细胞无

变性、坏死, 肝小叶中央静脉壁和汇管区有少量胶原纤

维(图1A). 模型组肝小叶结构紊乱, 肝细胞变性、灶状或

片状坏死, 汇管区大量纤维组织增生, 并形成较粗的纤维

间隔伸入肝组织内, 大部分形成弥漫性肝硬化(8/9只)(图
1B). 熊胆组肝细胞变性、坏死较模型组轻, 汇管区纤维

组织减少, 纤维间隔变细或消失, 纤细的纤维间隔伸入肝

组织内, 部分形成弥漫性肝硬化(4/9只)(图1C). 
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表 1 实验第４周末各项指标的检测结果

组别                    n                     ALT (nkat/L)                      AST (nkat/L)                            TP (g/L)                   肝/体质量比 (%)                面密度 (%)

正常组               10                398.91±106.35             1 365.27±435.09                     69.67±6.09                  2.950±0.15                  1.27±0.28

模型组                 9(1)         1 201.91±215.04             5 741.15±1 000.20                  50.32±9.81                  2.156±0.54                  9.90±1.93

熊胆组                 9(1)         1 041.04±144.53             4 370.87±1 338.60a                 56.48±3.65                  2.411±0.54                  6.73±1.31b

( )内为死亡动物数,  aP＜0.05, bP＜0.01.

2.3 免疫组化染色结果 正常组α-SMA在肝小叶中央静脉

壁有少量阳性表达, 汇管区的各种血管壁阳性表达, 肝细

胞间无阳性细胞, ED1在肝小叶中央静脉周围、汇管区和

肝实质内有少量阳性细胞分布. 模型组大量肝KC(ED1+)
和HSC(α-SMA+)在增生的纤维组织及间隔内弥漫分布, 
肝实质内散在分布. 熊胆组肝KC和HSC的分布与模型组

相似, 但两种细胞的数量明显减少. 

3  讨论

熊胆是珍贵的中药材之一, 熊胆特有的成分是熊去氧胆

酸(UDCA), 引流熊胆粉和天然熊胆的化学成分和各种胆

汁酸的含量接近. 国内外的研究已证实熊胆有抗炎、利

图 1 光镜下肝组织内纤维组织增生程度 (直接红染色×100). A: 正常
组; B: 模型组; C: 熊胆组.

A

B

C

胆、保肝、降血脂等多方面药理作用, 最近的研究表明

熊胆粉对培养的瘤细胞有抑制作用, 对受照小鼠有明显

的防辐射作用, 熊胆牛黄胶囊对柯萨奇病毒B4型和副流

感病毒Ⅰ型有显著的抑制作用[2-4]. 熊胆粉能明显对抗四

氯化碳CCl4引起的小鼠血清谷丙转氨酶升高, 对CCl4所致

的肝病理组织改变有一定保护作用, 熊胆粉有效缓解高

脂高热量饮食引起的肝脂肪变性[5], 熊胆粉治疗急慢性、

黄疸型肝炎和肝硬化有较好的疗效[6-9], 利用UDCA治疗

急、慢性肝炎和肝硬化均收到较好的疗效[10-12]. 本实验血

清检测结果表明, 熊胆粉有较好的降酶作用, 其中AST活
性下降较明显(P <0.05), 血清总蛋白含量和肝/体质量比升

高, 肝组织胶原纤维面密度明显减少(P <0.01). 病理学观

察表明模型组肝细胞排列紊乱、肝细胞弥漫性变性, 可
见较多灶状、片状坏死, 汇管区纤维组织明显增生、纤

维间隔较粗、伸入肝组织内, 大多数形成弥漫性假小叶

(8/9), 熊胆组肝细胞变性、坏死较模型组轻, 汇管区纤维

组织增生较轻, 纤维间隔变细或消失, 纤细的纤维间隔部

伸入肝组织内, 部分形成弥漫性假小叶(4/9), 表明熊胆粉

具有较好的抑制DMN诱发大鼠肝纤维化的作用. 
肝细胞损伤或坏死刺激、激活KC, KC活化后分泌多

种细胞因子再激活HSC, HSC转化为成纤维样细胞或肌纤

维细胞, 表达α-SMA. 单克隆抗体ED1可识别全部单核巨

噬细胞系统的细胞, 包括几乎全部的肝KC. 最近的研究

提示KC分泌的转化生长因子α(TGF-α)活化HSC, 加速向

肌成纤维细胞转化. 肿瘤坏死因子α(TNF-α)也是KC合成

的主要的蛋白质, 是参与肝纤维化的主要的细胞因子之

一, 在肝纤维化始动激活和调控中具有重要的作用[13]. 实
验研究证实CCl4、猪血清诱发的大鼠肝纤维化中ED1阳
性的KC显著增加, 主要位于增生的纤维间隔部位[14,15]. 本
实验免疫组化染色的结果, 模型组在增生的纤维组织及

间隔内大量KC(ED1+)和HSC(α-SMA+)分布, 表明KC与
激活、活化HSC密切相关. 熊胆组KC和HSC也分布在纤

维组织及间隔内, 但两种细胞的数量明显减少, 提示熊胆

粉通过抗炎等作用, 抑制肝KC的增生和活化, 减少各种

细胞因子的释放, 抑制HSC的激活和转化, 减少细胞外基

质的产生, 抑制肝纤维化的形成. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of phosphorylated 
focal adhesion kinase (phospho-FAK) and its signifi c-
ance in human colon carcinoma.

METHODS: The phospho-FAK (including FAK) expre-
ssion was detected by Western bloting in 20 cases of 
colon carcinoma and their corresponding para-cancer 
tissues.

RESULTS: The positive rate of FAK expression in the 
cancer tissues was signifi cantly higher than that in the 
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