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一贯煎促进骨髓间充质干细胞逆转肝纤维
化的实验研究
刘文兰　 油红捷　 车念聪　 白辰　 唐佐青

【摘要】　 目的　 该研究观察骨髓间充质干细胞对肝纤维化的逆转作用，了解一贯煎对该过程
的作用，阐释一贯煎逆转肝纤维化的机制。方法　 ６０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌａｙ大鼠随机分为５组，即
正常对照组、模型组、阳性对照组、骨髓间充质干细胞组、一贯煎加骨髓间充质干细胞组，每组１２只。
除正常对照组外，均建立肝纤维化恢复模型，分离、培养和标记骨髓间充质干细胞，在ＣＣｌ４停止注射
后３天，骨髓间充质干细胞组每只动物经尾静脉注射５ × １０６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ浓度１ ｍｏｌ骨髓间充质干细胞；
一贯煎加骨髓间充质干细胞组每只大鼠尾静脉注射等量的骨髓间充质干细胞外，给予一贯煎浓缩
液２ ｍｌ ／ ２００ ｇ灌胃，每天１次。阳性对照组给予秋水仙碱灌胃，０ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，每天１次。正常对照组
和模型组按相同方法灌服等量生理盐水。阳性对照组、正常对照组和模型组经尾静脉注射等量生
理盐水。４周后，检测各组大鼠血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶等肝功能指标；通过ＨＥ染色评价肝脏
炎症活动度（Ｇ）和纤维化程度（Ｓ）；荧光显微镜下示踪肝组织中骨髓间充质干细胞。结果　 （１）骨
髓间充质干细胞组和一贯煎加骨髓间充质干细胞组较模型组和阳性组在改善肝功能、减轻炎症、逆
转肝纤维化的作用较好，Ｐ ＜ ０ ０５。一贯煎加骨髓间充质干细胞组较骨髓间充质干细胞组在改善肝
功能、逆转纤维化的作用更明显，Ｐ ＜ ０ ０５。（２）骨髓间充质干细胞组和一贯煎加骨髓间充质干细胞
组骨髓间充质干细胞在肝脏分布面积较模型组增大，Ｐ ＜ ０ ０５；一贯煎加骨髓间充质干细胞组较其
他组差异显著，Ｐ ＜ ０ ０５。结论　 骨髓间充质干细胞具有逆转肝纤维化的作用，一贯煎对该过程具
有促进作用；一贯煎能够促进骨髓间充质干细胞募集到肝脏，从而发挥逆转肝纤维化的作用。
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　 　 进展期的肝纤维化在损伤因素去除或应用抗
肝纤维化药物后，是可以部分或完全的逆转恢复。
促进肝纤维化的逆转是阻断肝炎转变为肝硬化的
关键环节。文献研究证实，骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）能够明显减
轻肝纤维化［１３］，需要进一步证实的是：骨髓间充质
干细胞是否能够逆转肝纤维化，滋补肝肾中药一贯
煎对此过程是否有促进作用，本实验建立肝纤维化
恢复模型，观察骨髓间充质干细胞对肝纤维化的逆
转作用，探讨一贯煎对该过程是否有促进作用。
!

　 材料
１ １　 实验动物

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌａｙ大鼠，雄性，体重２５０ ～ ３５０ ｇ，
２０１３年４月１９日购自北京维通利华实验动物技术
有限公司，合格证号ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１，共６０
只，饲养在首都医科大学实验动物科学部ＳＰＦ级动
物室。实验大鼠随机分为５组，即正常对照组、模型
组、阳性对照组、骨髓间充质干细胞组、一贯煎加骨
髓间充质干细胞组，每组１２只。
１ ２　 药物及试剂

根据一贯煎原方药物剂量和比例，选取北京同
仁堂药店的标准中药北沙参９ ｇ、麦冬９ ｇ、当归９ ｇ、
生地黄２０ ｇ、枸杞子１２ ｇ、川楝子４ ５ ｇ，将饮片置煎
煮容器内，加相当于药材量５ ～ ７倍的冷水浸泡１ ～
２小时，煮沸３０分钟，过滤。药渣加３ ～ ５倍量水继
续煎煮，煮沸２０分钟，过滤。合并２次滤液，按照体

表面积计算，大鼠每１００ ｇ体质量所需生药为０ ６５
ｇ，将一贯煎浓缩液按照１００ ｇ大鼠灌胃１ ｍｌ的体积
配成相应浓度，冷却装入灭菌药瓶，高温灭菌后，对
ｐＨ值、比重、卫生学进行检测，置４℃冰箱备用。

秋水仙碱，西双版纳版纳药业有限责任公司生
产，批号１２０４１２。根据成人（６０ ｋｇ）的日用量为
１ ｍｇ，大鼠剂量为成人用量的３０倍（即０ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ）。
橄榄油：阿果萨特级初榨橄榄油，原产国：西班牙（原
装进口），最大酸度０ ４％，批号：１４００１９５２。四氯化
碳：四氯化碳分析纯专用试剂，纯度≥９９ ５％，北京
现代东方精细化学品有限公司，批号：２００６０１３２。生
理盐水：石家庄四药有限公司，批号：２０７２９５０９。
１ ３　 仪器

组织包埋机（ＬＥＩＣＡ ＥＧ１１４０Ｈ，德国），石蜡切
片机（ＬＥＩＣＡＲＭ２１３５，德国）。正置荧光显微镜
（Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００Ｂ，德国），冰冻切片机（ＬＥＩＣＡ
ＣＭ３０５０ｓ，德国），图像分析系统（Ｌｅｉｃａ Ｑｗｉｎ，德国）。
"

　 方法
２ １　 制备ＣＣｌ４诱导的肝纤维化恢复大鼠模型

适应性饲养１周后，制备ＣＣｌ４诱导的肝纤维化
恢复大鼠模型：大鼠腹腔注射５０％ ＣＣｌ４ 橄榄油溶
液（０ ２ ｍｌ ／ １００ ｇ），每周２次，共２周；随后腹腔注
射０ １ ｍｌ ／ １００ ｇ的ＣＣｌ４橄榄油溶液，每周２次，共２
周；接着腹腔注射０ ０５ ｍｌ ／ １００ ｇ的ＣＣｌ４ 橄榄油溶
液，每周２次，共２周；停止注射ＣＣｌ４，自发逆转
８周。
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２ ２　 药物治疗及各组动物处理
模型组、阳性对照组、骨髓间充质干细胞组、一

贯煎加骨髓间充质干细胞组每只动物均参照ＣＣｌ４
诱导的肝纤维化恢复大鼠模型的建模方法进行造
模，同时，正常对照组则以同样方法注射等量橄榄
油。在ＣＣｌ４停止注射后３天，骨髓间充质干细胞组
每只动物经尾静脉注射５ × １０６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ浓度１ ｍｏｌ
骨髓间充质干细胞；一贯煎加骨髓间充质干细胞组
每只大鼠尾静脉注射等量的骨髓间充质干细胞外，
给予一贯煎浓缩液２ ｍｌ ／ ２００ ｇ灌胃，每天１次，连续
４周。阳性对照组给予秋水仙碱灌胃，０ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，
每天１次，连续４周。正常对照组和模型组按相同
方法灌服等量生理盐水。阳性对照组、正常对照组
和模型组经尾静脉注射等量生理盐水。灌胃结束
后，各组实验大鼠的数量为：正常对照组１２只、模型
组９只、阳性对照组９只、骨髓间充质干细胞组１０
只、一贯煎加骨髓间充质干细胞组１０只。
２ ３　 骨髓间充质干细胞的分离、培养和标记

取雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１２０ ｇ左右，脱颈处死
后，无菌条件下分离下肢长骨，使用完全培养基反
复冲洗骨髓腔，过滤，于３７℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培
养，当细胞浓度达到７０％ ～８０％时进行传代，取第４
代骨髓间充质干细胞用ＤＡＰＩ进行荧光标记，温箱
内孵育过夜。取出细胞，经胰酶消化后，调整细胞
浓度为５ × １０６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２ ４　 取材

在治疗４周末处死所有大鼠，收集血清进行肝
功能检测，取肝左叶同一部位，１０％福尔马林固定，
石蜡包埋，ＨＥ染色。将右叶浸泡在多聚甲醛的ＰＢＳ
（４％）溶液中，进行冰冻切片后，立即于４３０ ｎｍ波
长的正置荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００Ｂ）观察。
２ ５　 指标检测
２ ５ １ 　 血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ｉｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，
ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎｕｓｅｉ，ＡＳＴ）检
测　 使用ＳＸＯＵＴⅡ半自动生化分析仪测定谷丙转
氨酶、谷草转氨酶等肝功能指标。
２ ５ ２　 肝组织病理检查　 对石蜡包埋的组织切片
进行ＨＥ染色，由同一位病理专家依据２０００年第十
次全国病毒性肝炎及肝病学术会议制定的慢性肝
炎分级分期标准，对大鼠的肝脏炎症活动度（Ｇ）和
纤维化程度（Ｓ）进行病理分级和分期诊断。
２ ５ ３　 荧光显微镜下示踪肝组织中骨髓间充质干
细胞　 肝组织冰块置恒冷箱切片机冰冻切片，切片

厚度４ μｍ。在荧光显微镜下示踪ＭＳＣｓ细胞。使
用Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００Ｂ正置荧光显微镜，观察肝组织冰
冻切片上ＭＳＣｓ细胞，经Ｌｅｉｃａ ＱＷｉｎ图像分析系统
处理，测量２０倍物镜下ＭＳＣｓ细胞的分布面积。
２ ６　 统计学方法

计量资料以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示。采用
ＳＰＳＳ １３ ０统计软件，各组资料经正态性检验（Ｐ ＞
０ ０５），符合正态分布；方差齐性检验（Ｐ ＞ ０ ０５），具
有方差齐性；满足方差分析的条件。两组间的均数
比较采用单因素方差分析ＬＳＤ检验，Ｐ ＜ ０ ０５为差
异有统计学意义。
#

　 结果
３ １　 肝功能、肝脏病理组织炎症分级、纤维分期检
测结果
　 　 各组数据采用单因素方差分析，并作组间两两
比较。（１）ＡＬＴ结果比较：与模型组比较，骨髓间充
质干细胞组和一贯煎加骨髓间充质干细胞组均显著
性降低，Ｐ ＜０ ０５；与阳性对照组比较，骨髓间充质干
细胞组和一贯煎加骨髓间充质干细胞组均显著性降
低，Ｐ ＜０ ０５。与骨髓间充质干细胞组比较，一贯煎加
骨髓间充质干细胞组显著性降低，Ｐ ＜ ０ ０５。（２）ＡＳＴ
结果比较：与模型组比较，骨髓间充质干细胞组和一
贯煎加骨髓间充质干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜０ ０５；
与阳性对照组比较，骨髓间充质干细胞组和一贯煎加
骨髓间充质干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜０ ０５；与骨
髓间充质干细胞组比较，一贯煎加骨髓间充质干细胞
组显著性降低，Ｐ ＜ ０ ０５。（３）炎症分级结果比较：与
模型组比较，骨髓间充质干细胞组和一贯煎加骨髓间
充质干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜０ ０５；与阳性对照
组比较，骨髓间充质干细胞组和一贯煎加骨髓间充质
干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜０ ０５。（４）纤维化分期结
果比较：与模型组比较，骨髓间充质干细胞组和一贯
煎加骨髓间充质干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜ ０ ０５；
与阳性对照组比较，骨髓间充质干细胞组和一贯煎
加骨髓间充质干细胞组均显著性降低，Ｐ ＜ ０ ０５；与
骨髓间充质干细胞组比较，一贯煎加骨髓间充质干
细胞组显著性降低，Ｐ ＜ ０ ０５。骨髓间充质干细胞组
和一贯煎加骨髓间充质干细胞组较模型组和阳性
组在改善肝功能、减轻炎症、逆转肝纤维化的作用
较好，Ｐ ＜ ０ ０５。一贯煎加骨髓间充质干细胞组较
骨髓间充质干细胞组在改善肝功能、逆转纤维化的
作用更明显，Ｐ ＜ ０ ０５。见表１、图１。
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表１　 各组肝功能、炎症分级和纤维化分期的比较
分组 ＡＬＴ　 ＡＳＴ　 炎症分级　 纤维化分期　

正常组（ｎ ＝ １２） ５０ ６４ ± ７ ９０ ８７ ６０ ± ８ ２０ ０ ００ ± ０ ００ ０ ００ ± ０ ００

模型组（ｎ ＝ ９） ６９ ２２ ± １０ ２０ ２２３ ７３ ± ２０ ７９ ３ ３３ ± ０ ５７ ３ ３３ ± ０ ５７

阳性对照组（ｎ ＝ ９） ６１ ５７ ± ３ ６１ １６０ １９ ± １０ ３８ ３ ３３ ± ０ ５７ ３ ００ ± ０ ００

骨髓间充质干细胞组（ｎ ＝ １０） ５２ ６３ ± ８ ６７ａ １３０ ００ ± １３ ７７ａ ２ ３３ ± ０ ５７ａ ２ ００ ± ０ ００ａ

一贯煎加骨髓间充质干细胞组（ｎ ＝１０） ４３ ６０ ± ９ ９８ａｂ ８２ ９１ ± １２ ３８ａｂ １ ６６ ± ０ ５７ａ １ ３３ ± ０ ５７ａｂ

注：与模型组、阳性对照组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与骨髓间充质干细胞组相比，ｂＰ ＜ ０ ０５

图１　 各组大鼠肝组织ＨＥ染色比较（× １００）

３ ２　 肝组织中骨髓间充质干细胞的分布比较
各组数据采用单因素方差分析，并作组间两两

比较。分布面积结果比较：与模型组比较，骨髓间
充质干细胞组和一贯煎加骨髓间充质干细胞组均
显著性增大，Ｐ ＜ ０ ０５；与一贯煎加骨髓间充质干细
胞组比较，正常组、模型组、阳性对照组和骨髓间充
质干细胞组均显著性减小，Ｐ ＜ ０ ０５。见表２、图２。
表２　 各组骨髓间充质干细胞在肝脏的分布面积比较

分组 分布面积（平方微米）
正常组（ｎ ＝ １２） 　 ０ ００ ± ０ ００ｂ

模型组（ｎ ＝ ９） １７４ ３３ ± ４９ ０７ｂ

阳性对照组（ｎ ＝ ９） ３８１ ７０ ± ２０８ ８０ｂ

骨髓间充质干细胞组（ｎ ＝ １０） ７６４ ０２ ± ２８５ ９９ａｂ

一贯煎加骨髓间充质干细胞组（ｎ ＝ １０） １９４０ ５１ ± ７４７ ９９ａ

注：与模型组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与一贯煎加骨髓间充质干细胞组相
比，ｂＰ ＜ ０ ０５

$

　 讨论
中医学并无“肝纤维化”一词，根据其临床表现

属“痞积”、“臌胀”、“胁痛”、“肝积”等病证范畴。
肝阴不足，湿热之邪乘虚入侵，留而不去，导致血行
不利，脉络瘀阻，引起肝脏实质逐渐损坏等肝纤维
化表现，正虚邪盛，湿、热、瘀、痰、毒等诸邪互结于
肝，形成肝硬化、肝癌［４］。由此可见，正虚是肝纤维
化发生发展的重要病机。正如《灵枢·百病始生》
所言：“壮人无积，虚人则有之。”正气不足，邪气容
易侵袭；邪气侵袭后，正虚无力祛邪，日久形成正虚
邪恋之势，使病情迁延难愈。在肝纤维化的病变过
程中，邪热内蕴或肝郁化热，必伤津耗液；过用疏肝
理气等辛燥药物易耗血伤津；病程漫长，邪必伤正，
久病及肾；加之脾胃亏虚，津血化生不足等原因均
可致肝肾阴虚，因此，肝肾阴虚是肝纤维化发生发
展的重要病机。名老中医姚希贤等认为慢性肝炎
后期具有明显肝纤维化者，多表现出肝肾阴虚证型
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图２　 各组大鼠肝组织骨髓间充质干细胞
分布面积示踪比较（× ２００）

特点［５］，因此，针对肝肾阴虚这一核心病机进行积
极治疗，对于逆转肝纤维化具有非常重要的意义。

一贯煎是清代名医魏玉横所创，见于《续名医类
案》，用于治疗肝肾阴亏、肝失疏泄所致的胁肋隐痛，
遇劳加重，口干咽燥，头晕目眩，腰膝酸软，舌红少津，
脉弦细数等症，是滋阴疏肝的著名方剂。大量临床和
实验研究证明，一贯煎确有良好的抗肝纤维化作用。
一贯煎不但能改善患者症状体征、降低血清肝纤维化

指标，还能保护肝细胞、减轻肝损伤、调节肝组织胶原
代谢从而达到抗肝纤维化的目的［６７］。

现代研究证实，在肝损伤时，骨髓间充质干细
胞能够向损伤部位趋化并发挥修复肝损伤的作用。
实验研究证明，来源于骨髓的间充质干细胞具有向
肝系细胞分化的潜能，并可逆转肝纤维化的病
程［８］。进一步的研究提示，骨髓间充质干细胞能够
分泌降解胶原的基质金属蛋白酶ＭＭＰ９，从而减少
肝纤维化胶原的沉积［９］。实验研究发现，骨髓间充
质干细胞在肝纤维化恢复模型肝损伤因素停止后
向肝脏募集，骨髓间充质干细胞能够改善肝功能、
减轻炎症、逆转肝纤维化，一贯煎能够提高骨髓间
充质干细胞的这些作用，Ｐ ＜ ０ ０５。总之，本实验提
示，一贯煎逆转肝纤维化的作用机制之一是通过促
进骨髓间充质干细胞募集到肝脏而发挥修复肝脏
的作用。对于临床合理应用一贯煎起到一定的指
导作用。
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