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六、成果简介 
  (1)课题来源与背景 
  肝纤维化是各种原因引起的慢性肝损伤所共有的病理改变。我国是乙肝大国;前瞻性研究表明,慢性乙型肝炎发展为肝硬化的估计年发生
率为 2.1％;乙肝 e 抗原阴性慢性 乙型肝炎患者进展为肝硬化的发生率为 23％。因此,肝纤维化的群体十分巨大。现有研 究表明脂多糖(LPS)
通过肝星状细胞 TLR4—MyD88—NF-κB 信号下调 TGF-β1 假受体 BAMB I,放大了 TGF-β1 信号,促进了肝纤维化。我们假说大黄蛰虫丸
可能阻断该途径而治疗 肝纤维化。基于该假说,我们用四氯化碳肝纤维化动物模型,大鼠原代 HSC 以及大鼠肝星 状细胞 HSC-T6 细胞系,
研究大黄蛰虫丸对 LPS—NF-κB—BAMBI 通路的调节,明确大黄蛰 虫丸是否可阻断 LPS 对 TLR4 的活化,以及是否阻断 NF-κB 核转录和
BAMBI 的表达,从而探 讨大黄蛰虫丸抑制肝纤维化的分子机制。 
  (2)研究目的与意义 
  该研究在理论上进一步验证了 LPS—TLR4—NF-κB 活化对 BAMBI 表达的调控,探讨了临床广泛使用的以活血化瘀法治疗内毒素血
症相关肝纤维化的分子机制,阐明了传统方药大黄蛰虫丸通过抑制以上通路各个环节,直接降低血清 LPS,抑制 LPS 与 HSC 细胞 TLR4 结合,
直接抑制或抑制 LPS 诱导的 HSC 细胞 TLR4、MyD88 的表达和 NF-κB 的活化,进而促进 BAMBI 表达;并直接促进 HSC 细胞 BAMBI
的表达,或逆转 LPS 诱导的 BAMBI 的低,从而少了 TGF-β1 信号,抑制肝纤维化。这种治疗分子机制的建立,为中药多靶点、多效应的疗
效提供了新的证据。  
  (3)主要论点与论据 
  在体实验部分：大黄蛰虫丸对肝纤维化大鼠内毒素血症及肝脏组织 LPS—NF-κB—BAMBI 通路相关分子的调控。离体实验部分(1)不同
组别纤维化大鼠原代 HSC 细胞 LPS 相关通路分子的对比;(2)大黄蛰虫丸对大鼠 HSC 细胞系 HSC-T6 细胞以及原代 HSC 细胞 LPS 活化的
TLR4 相关通路分子的调控;(3)大黄蛰虫丸对 LPS 与 TLR4 交联的影响;(4)大黄蛰虫丸对大鼠 HSC 细胞系 HSC-T6 细胞以及原代 HSC 细胞
BAMBI 的调控。  
  项目在肝纤维化大鼠中发现,大黄蛰虫丸可以轻肝纤维化程度,改善肝功能,少血清 LPS,并抑制肝组织中和 HSC 细胞中 TLR4、MyD88 表
达,以及降低 NF-κB 的活化,同时促进 BAMBI 表达。在细胞实验中发现,大黄蛰虫丸含药血清可抑制 LPS 诱导的原代 HSC 和肝星状细胞系
HSC-T6 细胞 TLR4、MyD88 的表达和 NF-κB 的活化,进而促进 BAMBI 的表达;以及逆转 BAMBI 干扰 RNA 处理后 BAMBI 的下调;也可以
抑制 LPS 与其细胞表面配体 TLR4 的结合,从而抑制 NF-κB 活化;另外也发现,大黄蛰虫丸含药血清可直接抑制原代 HSC 和肝星状细胞系
HSC-T6 细胞系 TLR4、MyD88 和 NF-κB 的活化,进而促进 BAMBI 的表达。 
  (4)创见与创新 
  创见：从肠源性内毒素血症活化肝星状细胞 NF-κB 的角度,阐明大黄蛰虫丸可能的作用机制,寻求中药抗肝纤维化的科学本质,是本项目
的创见。  
  创新：肠源性内毒素血症诱导肝星状细胞核转录因子 NF-κB 的活化作为肝纤维化的主要机制近年才被阐明,在肝纤维化动物模型以及来
源于活体原代 HSC 细胞中研究调控它的机制,是一个新的探索。 
  (5)社会经济效益： 
  该研究的进行,为临床广泛使用的抗纤维化传统中药大黄蛰虫丸进行肝纤维化的治疗提供了充分的理论依据,为进一步拓展肝纤维化的中
医药治疗提供了思路,为解决现代医学仍无有效处理手段的疾病提供了可供参考的中医药方案,也为中医药的进一步开发及中医药走向世界
奠定了一些理论基础。  
  (6)存在问题：  
  项目的实施过程中,主要存在的问题是原代HSC细胞的分离培养难度较大,操作困难,费时费力,我们多次反复分离培养,优化条件,完成了实
验。  
  另外构建腺病毒载体时出现操作过程复杂,且反复构建不成功,在不改变研究目标和研究效应的情况下,已改用慢病毒载体完成了实验。  
  部分实验结果与预期结果不符,如我们预期肝纤维化动物模型的结肠组织会有水肿等变化,但在 HE 染色的结肠组织中未发现模型组和正
常组之间的明显差异,进一步用电镜检测了二者结肠组织的微结构变化,仍然无任何差异。但模型动物血清 LPS 较正常组明显增高,我们推测
血清 LPS 的升高可能由于肝细胞解毒功能下降、局部免疫功能低所致,或者由于肠道菌群紊乱,尽管结构无改变,但细菌释放出的 LPS 增加
所致。这需要用其他肝纤维化模型,或者肠道菌群方面的实验进一步研究以明确这种情况出现的原因。由于血清 LPS 是升高的,这并不影响
我们的假说以及后续实验。 
  尽管出现了一些困难和难点,但是,该项目研究达到了预期目标。

 


