
现代医家多认为肝纤维化属于中医“症瘕、黄疸、胁

痛”等病症范畴［1］。吕志平教授根据多年临床经验提出

其病因病机多为“湿热余毒未尽，肝郁气滞，淤热互结阻

络”，其中湿热疫毒与脾虚血瘀是关键［2, 3］，并设计出新方

保肝宁用于治疗以此类病机为主的肝纤维化患者，疗效

显著［4, 5］。该方主要由白背叶根、丹参、莪术、黄芪、三七
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摘要：目的 观察中药复方保肝宁对肝纤维化模型小鼠的保护作用并探讨其作用机制。方法 本研究分为两部分，第1部分：按

0.6 mL/（kg·d）予以腹腔注射25% CCl4（CCl4∶橄榄油=1∶3）的方式诱导野生型小鼠建立肝纤维化病理模型，随机分为对照组、模

型组、阳性对照组及保肝宁低、中、高浓度组，10只/组。造模给药8周后处死小鼠，取小鼠血清检测AST、ALT水平。另取肝组织

做HE、天狼星红染色及α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）免疫组化染色并检测吲哚胺2,3-双加氧酶1（IDO1）的表达水平。流式细胞

仪检测小鼠肝脏树突状细胞（DCs）及T细胞的数量和表型变化。第2部分：按3×1011 v.g/只尾静脉注射 IDO1过表达腺相关病

毒，取正常野生型小鼠随机分为腺相关病毒阴性对照（AAV9-NC）干预组、IDO1过表达腺相关病毒（AAV9-IDO1）干预组及高浓

度保肝宁+IDO1过表达腺相关病毒联合干预组，6只/组。干预4周后，取肝组织做IDO1免疫组化染色并检测小鼠肝脏树突状细

胞（DCs）及T细胞的表型变化。结果 与模型组比较，保肝宁高浓度组能有效降低肝纤维化小鼠血清中AST、ALT水平（P<

0.01）；改善肝组织病理损伤，减少肝纤维组织的形成及α-SMA和 IDO1的沉淀（P<0.05）。保肝宁高浓度治疗组肝纤维化小鼠肝

脏中CD11C+DCs、CD11C+CD80+DCs、CD11C+CD86+ DCs、CD11C+CD40+ DCs、CD11C+MHCII+ DCs细胞和CD3+T、CD3+CD4+T

细胞比例与模型组相比均呈不同程度的升高（P<0.05）。高浓度保肝宁干预后可显著降低 IDO1过表达腺相关病毒干预小鼠肝

脏中 IDO1的表达水平及上调CD11C+CD40+ DCs、CD11C+MHCII+ DCs和CD3+CD4+T细胞比例（P<0.05）。结论 保肝宁对

CCl4所致小鼠肝纤维化具有一定的治疗作用，其机制可能与降低肝组织中 IDO1的表达水平继而促进肝脏中DCs表型成熟使

DCs刺激T细胞增殖能力增强有关。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of Bao Gan Ning (BGN), a traditional Chinese medicinal formula,
against CCl4-induced liver fibrosis in mice and explore the mechanism. Methods C57BL/6 mice were randomly divided into
control group, liver fibrosis model group, positive control group and the low-, middle-, and high-dose BGN groups (n=10). In
all but the control group, the mice were subjected to daily intraperitoneal injection of 25% CCl4 (in olive oil) to induce liver
fibrosis and intragastric gavage of corresponding drugs. After 8 weeks, serum levels of ALT and AST were detected.
Pathological examination of the liver was performed using HE and Sirius Red staining and α-SMA immunohistochemistry. The
expression level of indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) and phenotypic changes of hepatic DCs in the liver were measured.
Another 18 mice were randomly divided into AAV9-NC, AAV9-IDO1 and high- dose BGN + AAV-IDO1 groups (n=6) for
corresponding treatment, and 4 weeks later the deposit of hepatic IDO1 and phenotypic changes of the hepatic DCs were
analyzed. Results Compared with those in the model group, serum AST and ALT levels decreased significantly in BGN group
(P<0.01). Obvious liver fibrosis was observed in the model group, while the mice treated with BGN showed obviously reduced
cell necrosis and collagen proliferation in the liver with significantly lowered the expression levels of hepatic α-SMA and IDO1
(P<0.05). The percentages of CD11C+ DCs, CD11C+CD80+ DCs, CD11C+CD86+ DCs, CD11C+CD40+ DCs, CD11C+MHCII+ DCs,
CD3+ T cells, and CD3+CD4+ T cells all increased significantly in BGN group as compared with the model group (P<0.05). In
mice with adenovirus-mediated IDO1 overexpression in the liver, BGN treatment significantly lowered the expression level of
IDO1 (P=0.000) and increased the percentages of hepatic CD11C+CD40+ DCs, CD11C+MHCII+ DCs and CD3+CD4+ T cells (P<
0.05). Conclusion BGN can effectively inhibit liver fibrosis in mice possibly by lowering the expression level of IDO1 in the
liver, thus improving the function of hepatic DCs and subsequently promoting proliferation of T cells.
Keywords: Bao Gan Ning; liver fibrosis; indoleamine 2,3-dioxygenase 1; dendritic cells; T cells
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等组成，诸药合用共奏清热祛湿解毒、活血化瘀软坚、益

气疏肝健脾之效［6］。保肝宁复方对肝炎后肝纤维化患

者的临床症状、体征、主要理化指标有明显的改善作用，

临床使用安全，无明显副作用，值得临床大力推广应

用［7］。为了推广其临床应用及增加国际化应用的可能

性，使更多的临床患者收益，亟需对保肝宁治疗肝纤维

化作用的分子机制展开深入研究。

研究表明免疫应答紊乱是肝纤维化发生、发展的重

要因素。树突状细胞作为抗原递呈细胞，在肝脏免疫微

环境中尤为重要［7-9］。有学者指出慢性乙型病毒性肝炎

患者体内的树突状细胞存在功能减弱，数量减少的

病理变化［10, 11］。作为一种关键的免疫微环境调控因子，

吲哚胺2,3-双加氧酶1（IDO1）与免疫系统的调控密切相

关。抑制IDO1的活性可显著降低免疫性肝炎小鼠肝组

织中F4/80+巨噬细胞、LY6G+中性粒细胞、CD11b+单核

细胞及CD3+T细胞的浸润［12］。IDO1的基因缺失可使

肝纤维化小鼠肝组织中IL-17a、IL-6、TNF-α和TGF-β炎

症因子水平及Th17细胞浸润减少［13］。我们前期的研究

结果表明 IDO1在肝纤维化小鼠肝组织中显著上调且

IDO1可与Nrf2相互拮抗调节肝纤维化小鼠树突状细

胞的成熟［8］。然而，关于保肝宁复方是否也可以通过调

控IDO1的表达继而影响树突状细胞的成熟发挥抗肝纤

维化作用仍然未知。因此，本研究拟构建四氯化碳

（CCL4）所致的小鼠化学性肝纤维化，观察保肝宁复方

对实验性肝纤维化的影响，并试图探索IDO1的表达及

树突状细胞的功能状态在保肝宁复方抗肝纤维化过程

中发挥的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物 雄性C57BL/6小鼠60只，体质量18~22 g，

SPF级，由广州中医药大学实验动物中心提供，许可证

号：SYXK（粤）2013-0034。

1.1.2 药物 中药复方保肝宁各组成成份购于广州康美

药业，经南方医科大学中药鉴定与药用植物教研室专家

鉴定、水煎后，75 ℃水浴浓缩，制成高、中、低浓度组（含

生药量分别为3.51、1.76、0.88 g/mL，其中低剂量组相当

于成人等效剂量）。秋水仙碱（阳性对照药），购自西双

版 纳 版 纳 药 业 有 限 责 任 公 司（国 药 准 字 号 ：

H53021369），使用前12 h研碎制成0.01 mg/mL悬浊液。

1.1.3 主要试剂 四氯化碳溶液（SIGMA），EGTA

（APExBIO），Ⅳ型胶原酶（Gibco），DNA酶（SIGMA），

CD16/CD32（BD），CD11c-PE-CY7（BD），CD80-BV421

（BD），CD86-BV605（BD），CD40- PE（BD），MHCII-

AF488（BD），7-AAD（BD）。AST、ALT检测试剂盒均购

自南京建成生物工程技术研究所。天狼星红苦味酸染

色液（phygene）。IDO1 过表达腺相关病毒（AAV9 -

IDO1）购自上海吉凯基因科技有限公司。免疫组化染

色试剂盒（上海基因科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组、造模及给药 小鼠适应性喂养7 d后，

根据小鼠随机分为6组，每组10只，分别为对照组、模型

组、秋水仙碱组和保肝宁低、中、高浓度组。参照参考文

献［8］，除对照组予以腹腔注射微量纯橄榄油溶液

0.6 mL/（kg·d）外，其余各组予以等体积CCl4 橄榄油溶

液（CCl4∶橄榄油=1∶3）注射，3次/周，持续8 周。各组按

照0.2 mL/10 g的灌胃体积予以相应的受试药物灌胃。

对照组与模型组给予生理盐水灌胃，阳性对照组予

以2 mg/kg秋水仙碱灌胃，保肝宁低、中、高浓度组分别

予以0.88、1.76、3.51 g/mL保肝宁灌胃，持续8周。另取

正常野生型小鼠分为腺相关病毒阴性对照干预组、

IDO1过表达腺相关病毒干预组及高浓度保肝宁+IDO1

过表达腺相关病毒联合干预组。将IDO1过表达腺相关

病毒干预组及高浓度保肝宁+IDO1过表达腺相关病毒

联合干预组小鼠置于固定器内，露出尾巴，选取尾部一

条侧静脉，掐住尾巴根部，使静脉充血膨胀，用 75%酒精

浸泡过的棉球反复擦拭尾部，在消毒的基础上使静脉进

一步膨胀。向上斜插针头进入静脉，回抽有血，证明针

头进入静脉，缓慢将 IDO1过表达腺相关病毒注射入小

鼠体内（3×1011 v.g/只）。注射完毕后按压3 min止血，观

察小鼠情况。另腺相关病毒阴性对照干预组注射等量

空载病毒。高浓度保肝宁+IDO1过表达腺相关病毒联

合干预组小鼠同时给予3.51 g/mL保肝宁灌胃，其余各

组给予等体积生理盐水灌胃，4周后处死小鼠。所有动

物处理和程序均经广州中医药大学动物保护和使用委

员会批准（S2017040，S2017043）。

1.3 指标检测方法

1.3.1 血清指标AST、ALT的检测 分离小鼠血清，严格

按照试剂说明书进行检测。

1.3.2 肝组织病理学检测 取小鼠肝左叶用4%多聚甲

醛固定后，常规石蜡包埋、切片，分别做HE、天狼星红染

色，在光学显微镜下观察肝组织病理变化情况。

1.3.3 免疫组化法检测小鼠肝组织α-SMA及 IDO1的

表达 肝脏石蜡切片常规烤片、封闭、阻断内源性过

氧化物酶后分别滴加α-SMA及 IDO1一抗（稀释浓度

1∶250），4 ℃过夜孵育，后续步骤按照免疫显色试剂盒进

行，中性树胶封片后在光学显微镜下观察蛋白表达情况。

1.3.4 Western blot检测肝脏IDO1蛋白表达水平 将肝

脏组织加入裂解液制成肝匀浆，离心取上清液。测定上

清蛋白浓度，加入上样缓冲液，10% SDS-PAGE电泳，转

膜，BSA室温封闭2 h，一抗（IDO1）4 ℃孵育过夜，TBST

洗涤3次，二抗室温孵育2 h，TBST洗涤3次。ECL化学
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发光试剂盒显色曝光，分析。

1.3.4 肝脏非实质细胞的分离 根据参照文献［6, 14］分

离肝脏非实质细胞：小鼠麻醉后，取腹正中切口，逐层剪

开，开腹暴露下腔静脉及门静脉，静脉留置针在下腔静

脉穿刺，快速注入EGTA（190 mg/L）冲洗肝脏以避免红

细胞污染及肝脏血管凝血，再以1 mL/min 注入约 50 mL

浓度为0.5 mg /mL的Ⅳ型胶原酶（含1% 2 mg/mL DNA

酶）消化。取出肝脏，撕开肝脏表面包膜，捣碎肝组织，再

以0.5 mg/mL 的Ⅳ型胶原酶（含1% 2 mg/mL DNA酶）

体外继续消化20 min。消化后细胞混悬液经70 μmol/L

细胞滤网过滤。滤液以 50 g离心3 min，收集上清备用。

1.3.5 肝脏DCs表型变化及T细胞增殖情况的检测 将

上述获得的肝脏非实质细胞悬液调整至细胞密度为1×

106/mL；取100 μL 细胞悬液先加入0.5 μL CD16/32冰

上孵育 5 min 阻断非特异性染色，350 g，5 min，弃上

清。随后，各管按照检测类型加入相应的抗体染色液，

检测肝脏DCs表型变化的抗体染色液配置：CD11C-PE-

CY7，CD80-BV421，CD86-BV605，CD40-PE，MHCII-

AF488各 1 μL；检测T细胞亚群的抗体染色液配置：

CD-APC-CY7，CD4-PE，CD8a-FITC各1 μL。常温孵育

30 min后加入1 mL含2%FBS的PBS洗1次，1000 r/min，

5 min，弃上清。再加入5 μL 7-AAD孵育10 min标记死细

胞，随后加入1 mL含2%FBS的PBS洗1次，1000 r/min，

5 min，弃上清。加500 μL含2%FBS的PBS重悬，上机

待测。

1.4 统计方法

采用SPSS 22.0软件分析数据、Graph Pad Prism7.0

作图，计量资料以均数±标准差表示，多组间比较采用单

因素方差分析，若方差齐性，组间两两比较采用Tukey

检验；若方差不齐，组间比较采用Dunnett's T3法检验，

以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 保肝宁对CCl4所诱导的肝纤维化小鼠的影响

对照组小鼠肝组织仅在汇管区见极少量红色纤维

增生，肝小叶结构清晰，无假小叶形成（图1A、B）。模型

组小鼠肝组织汇管区及小叶间见大量红色胶原纤维并

形成纤维间隔，可见假小叶结构，天狼星红阳性染色面

积较对照组明显增多（P=0.003）。与模型组比较，保肝

宁低浓度组小鼠肝组织胶原纤维明显减少，假小叶结构

减少，肝小叶破坏程度减轻，但其差异不具有统计学意

义（P=0.223）；其中保肝宁中、高浓度组小鼠肝组织仅在

汇管区见少量胶原纤维形成，未见明显假小叶结构形

成，肝小叶结构较完整（P=0.001；P=0.028）。

与对照组比较，模型组小鼠血清AST（P=0.02）、

ALT（P=0.001）水平均显著升高（图1C、D）。与模型组

比较，秋水仙碱干预后可使肝纤维化小鼠血清AST、

ALT水平明显下降（P=0.011；P=0.012）。保肝宁低、中

浓度组小鼠血清AST平均水平较模型组降低，但其差

异不具有统计学意义（P=0.074；P=0.128），保肝宁高浓

度组可显著降低肝纤维化小鼠血清 AST 水平（P=

0.041）。保肝宁中、高浓度组小鼠血清ALT水平均较模

型组显著降低（P=0.003；P=0.001）。

2.2 保肝宁对 CCl4 所诱导的肝纤维化小鼠肝脏中α-

SMA、IDO1表达水平及肝脏DCs数量的影响

与对照组比较，模型组小鼠肝组织中α-SMA的表

达明显上升（P=0.002），表达的阳性物质呈黄色，主要分

布在汇管区、肝窦Disse间隙及纤维间隔等纤维区。与

模型组相比，秋水仙碱组α-SMA 表达明显降低（P=

0.001），仅在肝窦Disse间隙见极少量表达；保肝宁低、

中、高浓度组治疗后，α-SMA的表达水平均较模型组显

著下降（P=0.004；P=0.003；P=0.002），在汇管区、肝窦间

隙及纤维组织等见少量α-SMA表达（图2A、B）。

Western blot结果显示：与对照组比较，模型组小鼠

肝组织中 IDO1的蛋白表达水平明显增多（P=0.024）。

与模型组比较，保肝宁低、中浓度组小鼠肝组织IDO1平

均表达水平均较模型组降低，但其差异不具有统计学

意义（P=0.204；P=0.15，图2C、D），保肝宁高浓度组可

显著降低肝纤维化小鼠肝脏中 IDO1 蛋白水平（P=

0.031，图2C、D）。

本研究以CD11C+DCs标记树突状细胞。模型组

小鼠肝脏中CD11C+DCs细胞较对照组显著下降（P=

0.000，图 2E、F）。保肝宁低、中浓度组小鼠肝脏中

CD11C+DCs细胞比例的平均水平均较模型组升高，但

其差异不具有统计学意义（P=0.627；P=0.188），保肝宁

高浓度组可显著上调肝纤维化小鼠肝脏中CD11C+DCs

细胞比例（P=0.003）。

2.3 保肝宁对CCL4所诱导的肝纤维化小鼠肝脏中DCs

表型的影响

与对照组比较，模型组小鼠肝脏CD11C+CD80+

DCs、CD11C+CD86+ DCs细胞比例显著降低（P=0.000；

P=0.007）。保肝宁低、中浓度干预组小鼠肝脏中

CD11C+CD80+DCs（P=0.153；P=0.69）、CD11C+CD86+

DCs（P=0.254；P=0756）细胞比例的平均水平均较模型

组小鼠升高，但其差异不具有统计学意义。与模型组比

较，保肝宁高浓度干预组小鼠肝脏CD11C+CD80+DCs、

CD11C + CD86 + DCs 细胞比例显著升高（P=0.01；P=

0.008，图3A、B、E、F）。

与对照组比较，模型组小鼠肝脏中CD11C+CD40+

DCs细胞比例平均水平呈下降趋势，但其差异不具有统

计学意义（P=0.14）。保肝宁低、中浓度干预组小鼠肝脏

中CD11C+CD40+ DCs细胞比例的平均水平均较模型组
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图1 保肝宁对CCL4所诱导的肝纤维化小鼠的影响
Fig.1 Effects of BGN on CCl4-induced liver fibrosis in mice. A: Histopathological changes in the liver shown by HE staining and Sirius
Red staining (Original magnification: ×100). B: Positive staining area for Sirius red measured using image J software and quantified in a
bar graph. C, D: Serum concentrations of AST and ALT, respectively. Data are presented as Mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Fig.2 Effects of BGN on expression levels of α-SMA, IDO1 and frequencies of hepatic CD11c + DCs in the liver of the mice with liver
fibrosis. A, B: Immunohistochemistry for hepatic α-SMA expression (×200) and positive staining area measured using image J software
and quantified in a bar graph. C, D: Western blotting for hepatic IDO1 expression and semi-quantitative analysis of the results
(GAPDH as the loading control). E, F: Flow cytometry and summary data showing the percentage of hepatic CD11C + DC cells in
hepatic NPCs. Data are presented as Mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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小鼠升高，但其差异不具有统计学意义（P=0.354；P=

0.182）。保肝宁高浓度干预组小鼠肝脏中 CD11C +

CD40+ DCs细胞比例较模型组小鼠显著升高（P=0.04，

图3C、G）。

与对照组比较，模型组小鼠肝脏CD11C+MHCII+

DCs细胞比例平均水平明显下降（P=0.019）。保肝宁

低、高浓度干预组小鼠肝脏 CD11C+MHCII+ DCs 细

胞比例均较模型组小鼠显著升高（P=0.039；P=0.019，

图 3D、H）。

2.4 保肝宁对CCL4所诱导的肝纤维化小鼠肝脏中T细

胞亚群的影响

模型组小鼠肝脏CD3+T细胞比例较对照组小鼠显

著降低（P=0.002）；保肝宁低、中浓度干预组小鼠肝脏

CD3+T细胞比例平均水平均较模型组小鼠升高，但其差

异不具有统计学意义（P=1.00；P=0.053）；保肝宁高浓度

干预组小鼠肝脏CD3+T细胞比例较模型组小鼠显著升
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图3 保肝宁对肝纤维化小鼠肝脏中DCs表型的影响
Fig.3 Effects of BGN on the phenotype of hepatic DCs in mice with liver fibrosis. A-D: Flow cytometry of hepatic CD11C +

CD80 + DCs, CD11C + CD86 + DCs, CD11C + CD40 + DCs and CD11C + MHCII + DCs in hepatic NPCs, respectively. E-H: The
corresponding summary data of cell percentages. Data are presented as Mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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图4 保肝宁对肝纤维化小鼠肝脏中T细胞亚群的影响
Fig.4 Effects of BGN on hepatic T cell subsets in mice with liver fibrosis. A: Frequencies of CD3+, CD3+CD4+, and CD3+

CD8+ T cells in hepatic NPCs analyzed by flow cytometry and the summary data (B-D). Data are presented as Mean±SD.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

高（P=0.002，图4A、B）。

与对照组相比，模型组小鼠肝脏CD3+CD4+T细胞

比例显著降低（P=0.02）；保肝宁低浓度组小鼠肝脏

CD3+CD4+T细胞比例平均水平较模型组小鼠升高，但

其差异不具有统计学意义（P=0.996）；保肝宁中（P=

0.033）、高浓度（P=0.001）干预组小鼠肝脏CD3+CD4+T

细胞比例均较模型组小鼠显著升高（图4A、C）。

模型组小鼠肝脏中CD4+/CD8a+比值较对照组明显

降低（P=0.006）；保肝宁低（P=0.001）、高浓度（P=0.005）

干预组小鼠肝脏CD4+/CD8a+比值较模型组小鼠显著升

高（图4A、D）。

2.5 保肝宁对肝脏特异性过表达IDO1小鼠的肝组织中

IDO1表达水平及DCs数量和表型的影响

免疫组化染色结果示：尾静脉注射IDO1过表达腺

相关病毒4周后，小鼠肝组织 IDO1蛋白表达水平较注

射空载病毒组显著增多（P=0.000，图5A、B）。高浓度保

肝宁干预后可显著降低IDO1过表达腺相关病毒干预小

鼠肝脏中IDO1的表达水平（P=0.001，图5A、B）。

IDO1 过表达腺相关病毒干预组小鼠肝脏中

CD11C+DCs数量（P=0.026）及CD11C+CD86+ DCs（P=

0.002）、CD11C+CD40+ DCs（P=0.001）、CD11C+MHCII+

DCs（P=0.05，图5C、G）细胞比例较腺相关病毒阴性对

照干预组明显降低，高浓度保肝宁干预后可明显上调

IDO1 过表达腺相关病毒干预小鼠肝脏中 CD11C +

CD40+ DCs（P=0.017）、CD11C+MHCII+ DCs（P=0.008）

细胞比例。

2.6 保肝宁对肝脏特异性过表达IDO1小鼠的肝组织中

T细胞亚群的影响

IDO1过表达腺相关病毒干预组小鼠肝脏中CD3+

CD4+T细胞比例较腺相关病毒阴性对照干预组显著降
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图5 保肝宁对肝脏特异性过表达IDO1小鼠的肝组织中IDO1表达水平及DCs数量和表型的影响
Fig.5 Effects of BGN on the expression level of hepatic IDO1 and the number and phenotype of hepatic DCs in AAV-IDO1 infected mice. A, B:
Immunohistochemistry for detecting hepatic IDO1 (×100) and bar graph of the positive staining area. C-G: FACS plots (left) and summary
data (right) showing the percentage of hepatic CD11C + DCs, CD11C + CD80 + DCs, CD11C + CD86 + DCs, CD11C + CD40 + DCs, and CD11C +

MHCII+ DCs in hepatic NPCs. Data are presented as Mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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低（P=0.006，图 6），高浓度保肝宁干预后可明显上调

IDO1过表达腺相关病毒干预小鼠肝脏中CD3+CD4+T细

胞比例（P=0.03）。IDO1过表达腺相关病毒干预组小鼠肝

脏中CD3+T（P=0.373）细胞比例、CD4+/CD8+（P=0.135）

比值均较腺相关病毒阴性对照干预组降低，高浓度保肝

宁干预后可上调IDO1过表达腺相关病毒干预小鼠肝脏

中CD3+ T细胞比例（P=0.516）、CD4+/CD8+（P=0.828）比

值，但其差异均不具有统计学意义。
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图6 保肝宁对肝脏特异性过表达IDO1小鼠的肝组织中T细胞亚群的影响
Fig.6 Effects of BGN on hepatic T cell subsets in AAV-IDO1-infected mice. A: Frequencies of CD3+, CD3+CD4+, and CD3+

CD8+ T cells in hepatic NPCs analyzed by flow cytometry and the summary data (B-D). Data are presented as Mean±SD. *P<
0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

3 讨论

本研究采用给小鼠腹腔注射具有肝毒性的化学

物质CCl4以诱导复制肝纤维化模型，是最早也是目前

国内外使用最广泛的一种实验性肝纤维化模型［15］。CCl4

进入体内可破坏线粒体、内质网和质膜的渗透性，引

起肝细胞的损伤与坏死［16］。我们采用单因素腹腔注

射CCL4的造模方法，排除了其他复合因素的干扰，更

有利于分析保肝宁的药效作用。当肝细胞受损时，转

氨酶会释放入血液，故血清中转氨酶会升高。本研究

结果示，保肝宁可显著降低CCL4所致的肝纤维化小

鼠血清中ALT、AST水平，表明保肝宁具有护肝、抑制

肝细胞损伤的作用。肝纤维化的主要病理特征是活

化的肝星状细胞（HSC）产生大量的胶原纤维和细胞

外基质（ECM）的过度沉积［17］。α-SMA的表达是HSC

早期被激活的标记。目前，以抑制肝星状细胞活化为

靶点的治疗方法已成为肝纤维化的研究热点［18］。本
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研究病理切片示模型组小鼠肝组织中见大量纤维结

缔组织，并形成纤维间隔把肝小叶分割成假小叶，说

明本研究肝纤维化模型复制成功。保肝宁可以减少

肝纤维化小鼠肝组织中胶原纤维的形成，改善肝组织

病理结构。表明保肝宁具有抑制胶原蛋白的沉积，减

轻肝纤维化程度的作用。此外，模型组小鼠肝组织见

大量α-SMA表达，表明HSC活化水平增多，予以保肝

宁治疗后可显著降低肝组织中α-SMA的表达水平，即

抑制了HSC的活化，提示保肝宁可能通过抑制HSC

的活化继而延缓肝纤维化的病理进程。

肝纤维化是组织细胞损伤和修复的免疫应答过

程［19］。IDO1是肝脏外唯一可以催化色氨酸分解代谢的

限速酶，是一种抑制性免疫调节酶［13］。多项研究表明

IDO1可在单核-巨噬细胞、DCs等免疫细胞中表达，负

责各种免疫调节功能［20-22］。DCs是目前已发现的功能最

强的专职抗原呈递细胞，成熟DCs是体内免疫反应的重

要媒介，进一步激活Ｔ细胞并参与免疫应答过程或通过

免疫耐受来维持机体的免疫平衡状态［23, 24］。成熟DCs

的表面高表达CD80、CD86、CD40和MHCII等黏附分

子，对抗原加工提呈能力很强，而对抗原的摄取能力减

弱［25-27］。因此，肝纤维化过程中可能伴随着 IDO1表达

水平的变化及DCs表型和其下游T细胞的改变。已有

临床研究表明肝纤维化分级越高，慢性乙型肝炎患者外

周血DCs的数量越低。DCs数目下降和功能减弱是慢

性乙型肝炎患者重要的病理特征［10, 11］。与临床研究结果

一致，本研究发现肝纤维化小鼠肝脏中IDO1表达水平

显著升高的同时 CD11C + DCs、CD11C + CD80 + DCs、

CD11C+CD86+ DCs、CD11C+MHCII+ DCs细胞比例较

对照组显著降低。更重要的是，保肝宁干预后可显著降

低肝纤维化小鼠肝组织中 IDO1 表达水平，上调

CD11C+DCs、CD11C+CD80+DCs、CD11C+CD86+ DCs、

CD11C+CD40+ DCs、CD11C+MHCII+ DCs细胞比例，说

明保肝宁能有效的下调肝纤维化小鼠肝脏中 IDO1表

达、增加DCs数量和其表面成熟分子的表达。同时，模

型组小鼠肝脏CD3+T、CD3+CD4+T细胞比例与对照组

比较均呈低水平，予以保肝宁治疗后可使肝纤维化小鼠

肝脏中CD3+T、CD3+CD4+T细胞比例显著上调。说明

保肝宁可降低肝纤维化小鼠肝脏中IDO1表达水平，同

时改变DCs的成熟表型，促进DCs功能的恢复。研究

表明，调节树突状细胞的功能、抑制IDO1的表达均可抑

制肝纤维化的进展［28, 29］。为了进一步验证保肝宁的分

子机制，本课题组利用保肝宁干预肝脏中特异性过表达

IDO1的小鼠，结果发现保肝宁可有效降低IDO1过表达

腺相关病毒干预组小鼠肝脏中 IDO1 的表达水平、

CD11C+CD40+ DCs、CD11C+MHCII+ DCs细胞比例和

CD3+CD4+T细胞比例。因此，本实验不仅揭示了保肝

宁能够通过抑制 IDO1的表达进而发挥促进DCs成熟

和刺激T细胞增殖的免疫调节作用，还证实了保肝宁具

有治疗抗肝纤维化的潜能。

保肝宁是以“活血化瘀”为基本治则，兼以“清热

解毒、软坚、益气健脾、疏肝理气”等多途径发挥抗肝

纤维化的药效。本实验研究证实保肝宁能有效防治

实验性小鼠肝纤维化的形成，其作用机制可能与保护

肝细胞损伤、抑制胶原蛋白的形成、改善肝脏免疫应

答等相关，有助于诠释保肝宁多途径、多层次抗肝纤

维化的科学内涵，为保肝宁更好地应用于临床提供了

实验依据。
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