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　　[摘要]　目的:研究清肝化瘀颗粒对二乙基亚硝胺(DEN)所致原发性肝癌大鼠的治疗作用。方法:将162只

雄性SD大鼠随机平均分为模型组、肝复乐组、化疗药组及清肝化瘀颗粒低、中、高剂量组。应用 DEN 腹腔注射

法制备原发性肝癌大鼠模型,分别给予生理盐水10mL/(kg·d)灌胃,肝复乐组0.94g/(kg·d)灌胃,氟尿嘧啶

注射液50mg/(kg·w)腹腔注射,清肝化瘀颗粒0.47、0.93、1.86g/(kg·d)灌胃,连续给药8周。末次给药后各

组随机选取6只大鼠解剖,观察肝脏成癌情况,检测血清肝功能。结果:清肝化瘀颗粒组大鼠的肝脏大体与病理

组织学癌变程度均较模型组减轻明显;清肝化瘀颗粒组肝指数较模型组显著降低,中、高剂量组肝脏表面癌结节

数显著低于模型组(P<0.05);清肝化瘀颗粒可显著降低血清 TBIL、GGT、AFU水平(P<0.05或P<0.01),且
中、高剂量组以及化疗药组分别具有显著降低血清 ALP、AST水平的作用(P<0.05)。结论:清肝化瘀颗粒能够

有效缓解 DEN诱导原发性肝癌大鼠的肝损伤,改善其肝功能。
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Abstract　Objective:ToobservethetherapeuticeffectofQinggan Huayugranuleonprimarylivercancer
(PLC)ratsinducedbydiethylnitrosamine(DEN).Methods:Onehundredandsixty-twoSD maleratswereran-
domlydividedintomodelgroup,Ganfulegroup,andchemotherapeuticgroup,low-group,medium-group,and
high-doseofQingganHuayugranulegroups.RatmodelsofprimarylivercancerwerepreparedbyDENintraper-
itonealinjection method,and saline atdoes of10 mL/(kg· d),Qinggan Huayu granule atdoes of
0.47g/(kg·d),0.93g/(kg·d),1.86g/(kg·d),Ganfuleatdoesof0.94g/(kg·d)forgavageandfluorou-
racil50mg/(kg·w)intraperitonealinjectionweregivenfor8weeks.Afterthelastadministration,sixratswas
randomlyselectedfromeachgroupfordissectiontoobservetheincidenceoflivercanceranddetectserumliver
function.Results:ThedegreeofgrossandhistopathologicaloflivercancerratsofQingganHuayugranulegroup
weresignificantlyreducedcomparedwiththatofmodelgroup.TheliverindexofQingganHuayugranulegroup
wassignificantlylowerthanthemodelgroup,andthenumberofcarcinomanodulesontheliversurfaceoftheme-
diumandhighdosegroupswassignificantlylowerthanthatofthemodelgroup(P<0.05).Theserum TBIL,

GGTandAFUlevelsweresignificantlyreducedbyQingganHuayugranule(P<0.05orP<0.01),inaddition,

theserum ALPandASTlevelscouldbesignificantlyreducedbymedium-dose,high-doseofQingganHuayugran-
ulegroupsandchemotherapeuticgrouprespectively(P<0.05).Conclusion:QingganHuayugranulecaneffective-
lyrelievetheliverinjuryofDEN-inducedprimarylivercancerinratsandimproveliverfunction.
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　　原发性肝癌(肝癌)是世界范围内常见的一种

恶性肿瘤,致死率高,根据一项全球的癌症病例研

究数据表明,预计2018年末,肝癌每年新增患者约

84.1万,死亡人数达78.2万[1]。目前我国肝癌的

年发病率和死亡率已上升至恶性肿瘤的第4位和

第2位[2]。由于肝癌发病隐匿、进展快,大多数患

者确诊时已进展至中晚期或已发生转移,失去手术

机会,又因肝功能或免疫功能差无法耐受放疗或化

疗,故临床治疗难度较大,治疗效果与预后均不理

想,严重威胁患者的健康和生命安全[3]。传统中医

药在肝癌的诊治上已广泛应用,优势明显,可有效

缓解肝癌患者各个时期的临床症状,提高其他局部

治疗的疗效,减少放化疗的不良反应[4],改善患者

生存质量,延长生命周期[5]。因此,探寻一种疗效

可靠、稳定可耐受的中药复方制剂让更多患者受益

至关重要。清肝化瘀方是本课题组姚树坤教授结

合传统医学理论与多年临证经验研究而成,方由黄

芩、苦参、莪术、半枝莲、白花蛇舌草等组成。本研

究通过改良法构建肝癌大鼠模型,观察清肝化瘀颗

粒对二乙基亚硝胺(DEN)诱导的原发性肝癌大鼠

肝脏功能的治疗作用,旨在为临床应用及新药研发

提供理论支持,现将结果报告如下。
1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF级雄性 SD 大鼠,6周龄,体重220g左

右,均由北京华阜康生物科技有限公司提供[许可

证号SCXK(京)2014-0004],饲养于中日友好医院

标准化动物室。
1.2　药材与试剂

DEN(中国标准化研究院提供,于使用前配制

成浓度为100mg/L的DEN溶液,避光存放)。清

肝化瘀颗粒干膏粉(批号:20170731)由中日友好医

院药学部提供。“干膏粉”指的是本供试品提取物,
每克提取物相当于4.472g生药。
1.3　方法

1.3.1　原发性肝癌大鼠模型的建立　适应性饲养

1周后,将大鼠随机分为6组,分别为模型组、肝复

乐组、化疗药组、清肝化瘀颗粒低剂量组、清肝化瘀

颗粒中剂量组和清肝化瘀颗粒高剂量组(以下分别

简称低、中、高剂量组),每组27只,同时设置空白

对照组6只,记录初始体重。造模使用 DEN 腹腔

注射,50mg/(kg·w),空白对照组腹腔注射等量

生理盐水,至第14周结束。每周称重1次,根据最

新体重情况调整各组给药剂量。第13、14周末,造
模组随机选取5只大鼠取材观察成癌情况,计算肝

癌发生率。实验期间观察大鼠的一般状况与死亡

情况并记录。
1.3.2　给药方法　当大鼠肝癌发生率>80%时,
认为造模成功,开始进行药物干预。根据文献报道

的方法折算出动物给药剂量[6],已知人口服清肝化

瘀方生药的最佳剂量为40g/d,清肝化瘀颗粒每克

提取物相当于4.472g生药,可得成人最适剂量

为0.149g/(kg·d), 因 此 大 鼠 最 适 剂 量

为0.93g/(kg·d)。同理根据药物说明书计算出

肝复乐给药剂量。每日上午9∶00各组分别给药,
模型组给予生理盐水10mL/(kg·d)灌胃,清肝化

瘀 颗 粒 低、中、高 剂 量 组 以 0.47、0.93、
1.86g/(kg·d)的剂量灌胃,肝复乐组给予0.94g/
(kg·d)灌胃,化疗药组采用腹腔注射的方式,给予

氟尿嘧啶注射液50mg/(kg·w),所有动物每周称

重1 次 并 根 据 体 重 变 化 调 整 给 药 剂 量,连 续

干预8周。
1.3.3　标本采集与处理　末次给药后每组随机选

取6只大鼠禁食12h,自由饮水。次日上午9:00
称重后按50mg/kg给予2%戊巴比妥进行腹腔注

射,麻醉后迅速固定在解剖台上,沿腹正中线依次

剪开皮肤、皮下组织、腹膜,暴露腹腔,采用腹主动

脉取血法留取3mL新鲜全血,静置2h后予低温

下3000r/min离心5min,分离血清保存于-80℃
冰箱待检测。依次留取肝脏、脾脏,称重拍照,记录

各组大鼠肝脏表面癌结节数及最大癌结节长径、短
径。在肝 右 叶 边 缘 切 取 1.0cm ×1.0cm ×
0.5cm 大小肝组织,固定于4%甲醛中,依次进行

脱水、透明及浸蜡处理,石蜡包埋,切片,苏木精-伊

红染色后在显微镜下进行组织病理学观察。其余

肝脏肿瘤标本快速液氮冷冻后置于-80℃冰箱保

存以备用。
1.3.4　血清生化指标检测　血清放置室温下解

冻,使用全自动血清生化仪检测各组大鼠血清标本

肝功能,包 括 谷 丙 转 氨 酶 (ALT)、谷 草 转 氨 酶

(AST)、总胆红素(TBIL)、碱性磷酸酶(ALP)、γ-
谷氨酰转肽酶(GGT)、α-L-岩藻糖苷酶(AFU)等
指标。
1.4　统计学分析

采用SPSS25.0统计软件,计量资料以■x±s
表示并进行正态性检验,2组变量间比较采用t检

验,多组变量间比较采用单因素方差分析。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　各组大鼠解剖及肝脏大体情况的比较

各组大鼠肝脏均不同程度肿大,表面粗糙,分
布大小不等的灰白色癌结节,可见血性腹水或腹腔

出血。其中,模型组(4只)、低剂量组(2只)、肝复

乐组(2只)和化疗药组(1只)可见明显癌组织破裂

出血或血肿,各组大鼠肝脏癌变率为100%,提示

肝癌模型较为成功。与模型组比较,化疗药组大鼠

肝组织癌变程度明显较轻,肝脏表面较为光滑,散
在少量癌结节,仅有1只可见出血灶;中剂量、高剂
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量组癌变程度次之,各组均未见腹腔出血及癌组织

破裂出血(图1)。
2.2　各组大鼠肝脏癌结节情况与肝、脾指数的

比较

与模型组比较,各药物组对减小最大癌结节的

长径、短径无显著作用,中、高剂量组和化疗药组可

显著减少肝脏表面癌结节数量(P<0.05);各组药

物干预后的大鼠肝指数均较模型组显著降低(P<
0.05),但各药物组之间降低肝指数的疗效无显著

差异;低剂量组、化疗药组对降低大鼠的脾指数有

显著作用(P<0.05)。见表1。
2.3　各组大鼠肝脏病理组织学改变的比较

苏木精-伊红染色后光镜下观察,各组大鼠肝

脏组织损伤程度不同,主要表现为肝小叶结构破坏

与假小叶形成,肝细胞纤维化明显,弥漫性的肝细

胞水肿、空泡样变性、坏死,大量炎症细胞聚集,严
重者可见肝板消失,肝小叶结构完全被破坏,肝癌

细胞呈不同程度的分化,可见双核、多核、核仁突出

或深染的肝癌细胞呈巢状、灶状及梁状排列,肝细

胞增生结节数量增多、增大,结节内可见肝癌细胞

或明显异型性增生的肝细胞,间质血窦丰富,瘤灶

内可见大片出血、坏死及炎症细胞浸润;各药物干

预组肝组织癌变程度均有不同程度的减轻,以化疗

药组肝组织改善最为明显。见图2。
2.4　各组大鼠肝功能指标的比较

与模型组比较,各药物干预组大鼠血清 TBIL、
GGT水平均显著降低(P<0.01),但各药物组间

差异无统计学意义;与模型组比较,各药物干预组

大鼠血清 AST水平均有降低趋势,其中高剂量组

和化疗药组差异有统计学意义(P<0.05);除肝复

乐组外,清肝化瘀颗粒组和化疗药组的大鼠血清

AFU水平均显著降低(均P<0.01);各药物干预

组的大鼠血清 ALP水平均有不同程度的降低,以
中、高剂量组和化疗药组的作用较为显著(P<
0.05或P<0.01)。见表2。

1a:模型组;1b:低剂量组;1c:中剂量组;1d:高剂量组;1e:肝复乐组;1f:化疗药组。
图1　各组干预8周的大鼠肝脏大体观察

表1　各组大鼠癌结节情况与肝、脾指数的比较 ■x±s
组别 长径/cm 短径/cm 肝指数/% 脾指数/% 表面癌结节/个

模型组 1.12±0.55 0.73±0.48 6.30±0.79 0.34±0.06 17.33±11.59
低剂量组 1.22±0.63 0.52±0.23 4.21±0.642) 0.23±0.032) 14.56±12.95
中剂量组 1.01±0.70 0.71±0.44 4.17±1.022) 0.29±0.08 8.00±4.061)

高剂量组 1.16±0.63 0.71±0.41 4.64±0.752) 0.27±0.06 4.56±3.212)

肝复乐组 1.21±0.88 0.98±0.74 3.89±0.582) 0.32±0.16 8.56±8.92
化疗药组 0.83±0.22 0.72±0.18 4.68±1.191) 0.28±0.041) 3.11±2.031)

　　与模型组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。
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2a:模型组;2b:低剂量组;2c:中剂量组;2d:高剂量组;2e:肝复乐组;2f:化疗药组。
图2　各组干预8周的大鼠肝脏病理组织学改变　苏木精-伊红染色 ×400。

表2　各组大鼠肝功能指标的比较 ■x±s

组别 例数
ALT/

(U·L-1)
AST/

(U·L-1)
TBIL/

(μmol·L-1)
ALP/

(U·L-1)
AFU/

(U·L-1)
GGT/

(U·L-1)

模型组 6 200.6±96.0 362.7±172.9 12.3±4.1 204.9±62.3 18.8±1.3 46.6±20.5
低剂量组 6 132.0±33.4 230.1±59.2 2.8±2.02) 177.4±44.9 15.0±2.02) 18.7±8.62)

中剂量组 6 116.6±42.6 235.1±107.3 3.7±5.62) 136.0±45.91) 15.1±2.52) 14.9±8.72)

高剂量组 6 123.8±26.2 195.3±31.81) 5.4±2.22) 126.1±44.41) 16.3±1.22) 13.2±2.62)

肝复乐组 6 142.6±54.3 291.6±121.1 4.6±4.12) 163.4±84.2 17.4±2.9 16.3±4.72)

化疗药组 6 127.4±45.5 176.4±59.91) 3.9±1.42) 90.3±32.72) 13.9±1.92) 14.3±5.72)

　　与模型组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

3　讨论

原发性肝癌作为严重威胁到我国人民生命健

康的恶性疾病,起病隐匿、早期难以发现,且疾病进

展快,恶性程度较高,极易发生浸润和转移,造成治

疗困难、预后差、死亡率高的困境。我国肝癌发病

率和死亡率均占全球总数的50%以上,占亚洲总

数的70%左右,所以探索研究临床有效的肝癌中

药制剂具有长远的积极意义。清肝化瘀方是姚树

坤教授根据多年临床经验,从肝癌的发病特点及病

因、病机特点出发创制的有效经验方,具有清热解

毒、健脾祛湿、活血化瘀、软坚消癥等功效。通过前

期文献研究发现,中药的“清热解毒、破瘀散结”之
效在抗癌过程中发挥着重要作用,具有抑制炎症微

环境的形成、调节细胞代谢与细胞保护、改善肝脏

微循环及维持肿瘤微环境等作用,还可通过多种通

路抑制肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡。李杨等[7]研

究发现,消癌解毒方可能通过 PERK 通路上调内

质网应激相关凋亡蛋白 ATF4、CHOP、TRB3的表

达从而诱导人肝癌 HepG2细胞凋亡。本课题组前

期动物实验和细胞实验明确了清肝化瘀方的主要

有效组分是氧化苦参碱类、黄芩苷类、莪术醇类,对
各类肿瘤均具有明确的抗肿瘤、抑制细胞增殖作

用。在临床应用中,我们还发现清肝化瘀方可显著

提高患者免疫力,改善生存质量,延长生存期[8-9]。
因而在此基础上开发出了“清肝化瘀颗粒”以便用

于新药研发与临床推广,并通过实验证实,清肝化

瘀颗粒可显著抑制大鼠肝癌癌前病变和癌变进

程[10],增强大鼠免疫功能,其可能是通过抑制 Raf/
MEK/ERK和PI3K/Akt信号通路发挥抗肿瘤作用。

为更好地模拟人肝癌从慢性炎症、纤维化、肝
硬化最终进展为肝癌的过程,进一步研究抗肝癌药

物的作用机制,国内外学者多采用化学诱导肝癌模

型。氧化应激是目前认为主要的诱发肝癌产生和

进展的因素[11]。DEN是一种具有基因毒性的亚硝

胺类物质,能够改变肝脏细胞的 DNA 结构,产生

烷基化DNA加合物并诱导染色体畸变,并且能够

增加ROS的产生,从而导致肝癌的发生。DEN 诱

癌成功率高,对肝脏专一,诱导的肝癌模型在相应

的临床表现及血液学检查方面也表现出与人类肝

癌相似的改变,但毒性大、周期长[12-13]。本研究采

用的是经课题组前期试验改良后的造模方法,腹腔

注射,50mg/(kg·w),具有较低的自然死亡率、较
长的生存期和带瘤生存期,可以更好地模拟人体肝

癌缓慢逐级发展的过程[14],更适合运用于清肝化

瘀颗粒的药效学研究。本方法诱导的大鼠肝癌成

癌率为100%,肝癌病理分型以弥漫型和结节型为
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主,少数表现为巨块型伴有破裂出血。本实验显

示,各组均可降低大鼠的肝指数,清肝化瘀颗粒低

剂量组和化疗药组可降低脾指数,中、高剂量组和

化疗药组可显著降低肝癌结节数,说明清肝化瘀颗

粒中、高剂量对肝癌的生长具有显著抑制作用。
尽管AFU在肝脏、肾脏、脑等器官组织中含量

丰富,但血液中的 AFU 在健康状态下可被肝脏中

的星型细胞清除,当肝脏发生疾病导致代谢紊乱

时,血液中AFU含量上调,且随着疾病进展表现为

升高趋势[15]。尤其是当肝脏发生癌变时,其血清

AFU的水平会明显增高(与肝癌细胞破裂有关)。
李宏斌等[16]的研究显示,原发性肝癌患者血清中

AFU处于高表达状态,与肿瘤大小、TNM 分期具

有相关性。GGT是一种富含在肝脏、肾脏、胰腺等

器官组织中质膜结合糖蛋白,当患者肝内胆管阻塞

导致胆汁排出障碍,或肝内合成亢进时,肝细胞就

会产生并分泌大量的GGT进入血液,与此同时,肝
癌细胞也在合成 GGT,故血清 GGT水平是诊断肝

胆疾病、判断病情与预后的重要标记物之一。Yin
等2013年的一项研究回顾性分析了411例肝内胆

管细胞癌患者,发现 GGT水平与肿瘤侵袭性有明

显关系,是肿瘤预后不良和复发的一个独立预测因

素。ALP是一种膜结合酶,广泛分布在机体多个

组织内,以肝脏及骨骼肌肉组织中含量最高,当肝

脏发生癌变等恶性病变时,病灶周边的胆管会出现

压迫性梗死导致胆汁淤积,从而引起血清 ALP水

平的大幅增高(陈贻斌等,2016)。周宁[17]的研究

结果显示,与单用血清 GGT、AFP、ALP或 AFU
检测相比,联合应用血清 GGT、AFP、ALP、AFU
检测对原发性肝癌诊断的敏感度、特异度和准确率

均更高。因此,除了 AFP、转氨酶等指标,结合

GGT、ALP、AFU等指标更能及时、全面地对肝癌

治疗的疗效及预后作出评价。本研究结果显示,清
肝化瘀颗粒干预的3组肝癌大鼠的肝指数和血清

TBIL、AFU、GGT 水平均显著低于模型组,中、高
剂量组在降低肝脏表面癌结节数及血清 ALP水平

方面也有显著作用,提示清肝化瘀颗粒能够有效缓

解DEN诱导肝癌大鼠的肝损伤,改善肝功能,为研

究清肝化瘀颗粒的抗癌作用提供了理论支持。
综上所述,清肝化瘀颗粒可有效改善原发性肝

癌大鼠的肝功能,缓解DEN造成的肝损伤,抑制肿

瘤生长,从而延缓肝硬化及癌变的进程。本课题组

已在前期动物实验和细胞实验从整体、细胞和分子

水平观察了清肝化瘀方药具有多环节、多靶点分子

网络的作用特点,此次实验主要是观察清肝化瘀颗

粒对原发性肝癌大鼠的治疗作用,故未与空白对照

组数据进行统计比较。然而本研究中清肝化瘀颗

粒各剂量组间无明显的量效学关系,且该药在抗肝

癌治疗中发挥的具体作用机制研究还不深入,仍需

更进一步的研究与探讨。
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