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摘要!目的9在建立血吸虫肝纤维化小鼠模型基础上$研究没食子鞣酸对血吸虫感染所致肝纤维化的影响及作用机制% 方法

9利用日本血吸虫尾蚴感染d!ad@7小鼠建立感染模型$将 &$ 只小鼠随机分为没食子鞣酸高&中&低浓度组&正常对照组和模

型组等 & 组$每组 %$ 只% 血吸虫感染 : 周后$各组分别给予相应的药物干预$模型组&正常对照组仅给予生理盐水$不予药物

干预% 没食子鞣酸连续灌胃 : 周后$观察小鼠的生活状况并记录小鼠体质量% 实验开始 ) 周后处死小鼠取标本做免疫组化检

测结缔组织生长因子"[ef_#的表达'"+染色&;.BB83染色观察小鼠肝脏病理学变化% 结果9与造模组小鼠相比$' 个没食子

鞣酸干预组肝肉芽肿面积较小$纤维化程度较轻$肝组织[ef_蛋白表达水平较低$均差异有统计学意义"'g$6$&#% 结论9

没食子鞣酸可明显减轻日本血吸虫对小鼠感染模型肝病理学损伤$缓解肝肉芽肿所致肝纤维化程度%

关键词!没食子鞣酸'日本血吸虫'd!da@7小鼠'肝脏'组织病理学
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99血吸虫肝纤维化病发生的主要原因是沉积于

肝组织内的大量成熟血吸虫对机体的刺激作用$以

及宿主对血吸虫活毛蚴分泌的可溶性抗原"<802T0F

+JJ!3M/JF3$<+!#产生的病理性免疫应答协同所导

致的肝慢性免疫性疾病$病程中病情逐渐加重形成

肝肉芽肿和继发性肝纤维化(%)

% 当前临床治疗血

吸虫病的公认有效药物是吡喹酮(#)

$但该药治疗后

肝组织中的血吸虫等仍然可以继续释放 <+!

(')

$激

活一系列信号通路$致使肝肉芽肿出现并继续诱导

肝纤维化(:)

% 没食子鞣酸来源于五倍子等药用植

物$具有护肝&抗炎&抗氧化&抗单纯疱疹病毒 % 型

""FONFB</-N0FZk/O2B%$"<k,%#诱导的病毒性脑炎

等作用(&,?)

% 本研究旨在探讨血吸虫肝纤维化发展

+&%(+
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早期$没食子鞣酸对血吸虫感染肝纤维化小鼠模型

肝组织病理学的影响$进而探讨产生具体作用机

制$为临床治疗血吸虫肝纤维化病提供新的治疗方

法和机制研究参考%

78材料与方法

7E78实验试剂与钉螺8没食子鞣酸"纯度 )$=#购

自成都植标化纯生物技术有限公司% 兔抗小鼠结

缔组织生长因子"[833F7M/PFe/BB2FfO8XM4 _.7M8O$

[ef_#抗体购自美国 [<e公司% ;.BB83 染色试剂

盒购自珠海贝索生物科技有限公司% <!d[免疫组

化试剂盒&苏木精染色液&伊红染色液&生素标记并

结合亲和素,辣根过氧化物酶""̀ i#的羊抗兔 WJf

购自武汉博士德生物工程有限公司% 感染日本血

吸虫钉螺由南京市血防站提供%

7E;8实验动物8雄性 d!da@7小鼠$体质量 %) \

## J$购自湖北省疾病预防控制中心动物中心% 实

验室温度"#& l## x$相对湿度"&$ l%&# =$正常

昼夜节律"即 %# 4光照@%# 4 黑暗交替#$所有小鼠

分盒饲养$& 只@盒$自由饮水&采食% 适应性喂养 %

周后开始实验% 研究方案参照国际公认实验动物

伦理原则$符合华中科技大学实验室动物使用原

则%

7E<8模型建立和动物分组8&$ 只小鼠采用随机数

字表法分 &组$即没食子鞣酸高&中&低浓度组$模型

组和正常对照组$每组 %$ 只% 没食子鞣酸用生理盐

水分别制成 )&:&# J+a

C%的悬浮液$给药剂量 )$&:$&

#$ -J+VJ

C%

$给药体积 %$ -a+VJ

C%

% 造模前$各组

分别给予高浓度没食子鞣酸")$ -J+VJ

C%

+S

C%

#$中

浓度没食子鞣酸":$ -J+VJ

C%

+S

C%

#$低浓度没食子

鞣酸"#$ -J+VJ

C%

+S

C%

#$模型组和正常对照组给予

等量生理盐水$作用 & S% 在第 ( 天除正常对照组所

有组小鼠造模$腹部贴片造模$每只小鼠感染"#& l&#

条血吸虫尾蚴% 感染 :周后$各组小鼠给予相应的药

物% 给药 :周后$处死小鼠采标本% 整个实验过程详

细记录小鼠生活状况%

7E=8肝脏组织病理学检测8肝组织常规石蜡包埋

后 :

!

-连续切片做 "+染色和 ;.BB83 染色$光镜

观察并用目镜测微器测量每张切片肝肝肉芽肿大

小$求平均值% 肝肉芽肿面积 t最大横径 y最大纵

径$目镜测微器每格为 $6%$ --$肉芽肿平均面积t

每张切片总的肉芽肿面积之和 z每张切片总的肉

芽肿数% ;.BB83染色切片计算胶原纤维面积$通过

肝纤维化程度评分(%$)判断肝纤维化程度"分 $ \(

分 * 个判断标准#%

7E@8肝组织IKOQ免疫组化分析8免疫组化染色

操作按抗体使用说明书及试剂盒说明书进行% 每

张切片随机摄取 & 个高倍视野照片$采用W-.JF,iO8

i02B&6$6% 软件对图像进行半定量分析$计算平均

光密度值";HY#表示蛋白相对表达量% 实验均用

磷酸盐缓冲液"id<#代替一抗作阴性对照$用已知

阳性切片作阳性对照%

7EG8统计学方法8所有数据用 <i<< %?6$ 进行统

计学分析处理% 计量资料以Ll<表示$多组间比较

为单因素方差分析$两两比较则进行a<Y,.检验$等

级资料采用bO2BV.0,L.00/B"检验% 以 'g$6$& 为

差异有统计学意义%

;8结果

;E78各组小鼠生存状况8正常对照组小鼠毛发润

泽整齐&尿液清亮&肝标本表面光滑红润% 模型组

小鼠活动减少&明显厌食&毛发杂乱&尿液深黄&肝

标本表面晦暗并有少许结节显得色泽不均衡&部分

肠道扩张甚至伴鼓胀% 没食子鞣酸高浓度组小鼠

食欲良好&尿液清亮&肝标本表面红润光滑&较少出

现肠道扩张% 随着没食子鞣酸浓度的降低$小鼠生

存状态变差% 实验开始 ) 周后$正常对照组&没食

子鞣酸高浓度组小鼠无死亡'模型组死亡 # 只$没

食子鞣酸中浓度组死亡 % 只$没食子鞣酸低浓度组

死亡 # 只%

造模前各组小鼠的体质量差异无统计学意义$

造模前与治疗后各组小鼠体质量统计结果见表 %%

表 78造模前与给药后各组小鼠体质量变化
@Ll<

组别 鼠数@只
平均体质量@J

造模前 给药后

正常对照组 %$ #$6(% l%6'% #:6## l$6&)

模型组 %$ %?6*$ l$6%*

#$6:# l$6?(

.

低浓度组 %$ %?6&$ l$6%'

#%6'% l%6%:

.

中浓度组 %$ #$6#$ l$6%%

#%6%' l%6%(

.

高浓度组 %$ %?6:# l$6%*

#'6?: l%6*)

T

I值 (6?:: %?6:()

'值 $6$$$ $6$$$

99注!与正常对照组相比$

.

'g$6$&'与模型组相比$

T

'g$6$&%

;E;8小鼠肝纤维化分级8"+染色结果可见正常

对照组小鼠肝标本表面红润光滑$显微镜镜下观察

小叶结构完整&中央静脉清晰&肝细胞索呈整齐的

放射状"图 %!#% 模型组可见大量慢性血吸虫性结

节$结节周围包绕着梭形的成纤维细胞和胶原$部

分慢性血吸虫性结节&中心坏死&出现纤维团块聚

结成块&被吸收"图 %d#% 没食子鞣酸组肝结节面

积$条索状纤维明显较少$并随药物浓度增加而改

+(%(+
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善"图 %[\+#% 各组小鼠肝脏纤维化评分正常对

照组无纤维化$模型组和低浓度组得分多为 : \&

分$中浓度组得分多为 ' \: 分$高浓度组得分多为

# \' 分% 各组肝纤维化程度评分均差异有统计学

意义"+"t'$6)&$'t$6$$$ g$6$&#% 见表 #%

表 ;8各组小鼠肝脏组织纤维化评分情况
@只

组别 鼠数 $ 分 % 分 # 分 ' 分 : 分 & 分 ( 分

正常对照组 %$ %$ $ $ $ $ $ $

模型组 ) $ $ $ % # : %

低浓度组 ) $ $ $ % ' ' %

中浓度组 ? $ $ % ' : % $

高浓度组 %$ $ $ ' : # % $

注!!6正常对照组'd6模型组'[6低浓度组'Y6中浓度组'+6高

浓度组%

图 78小鼠肝组织9L染色" y#$$#

;E<8小鼠肉芽肿面积8小鼠感染 ) 周后处死$模

型组;.BB83染色中可见增生的小静脉周围纤维&汇

管区有大量炎性细胞浸润可见结节&小静脉和肉芽

肿周围的胶原纤维向肝小叶周围延伸且部分延伸

向肝小叶间&甚至可见纤维条索连接成网状分割肝

小叶% 正常对照组&模型组&没食子鞣酸高&中&低

浓度组 & 个组小鼠平均肉芽肿面积见表 '% 没食子

鞣酸高&中&低浓度组分别与模型组相比$病变程度

和范围上明显减轻$均差异有统计学意义%

;E=8小鼠肝组织中IKOQ蛋白表达8正常对照组

小鼠肝内均未见明显 [ef_阳性着色$模型组阳性

着色细胞主要位于中央小叶&窦周细胞的细胞质及

肉芽肿中$此外还见于肝星状细胞""<[#&炎性细

胞&门静脉周围纤维带及纤维间隔中$呈深棕黄色$

肝细胞不着色% 没食子鞣酸高&中&低浓度组小鼠

肝脏[ef_阳性细胞分布区域同上$着色较造模组

均浅"'g$6$&#$没食子鞣酸低浓度组 [ef_含量

低于模型组组"'g$6$&#$但仍高于正常对照组"'

g$6$&#$见表 '%

表 <8各组小鼠肝脏组织内肉芽肿面积及

IKOQ蛋白表达量
@Ll<

组别 鼠数@只 肉芽肿面积@

!

-

#

[ef_蛋白表达量

";HY@!OF.#

正常组 %$ $ $6%#) l$6$#&

模型组 )

'# (#%6)( l' *((6%'

-

$6:#' l$6$:(

-

低浓度组 )

#? *((6:& l# ':)6(:

-

$6#): l$6$%&

- )

中浓度组 ?

%? *(#6&# l% &(&6'%

- )

$6#'* l$6$(?

- )

高浓度组 %$

%% #$'6?% l'%'6%&

- )

$6%?& l$6$&'

)

I值 :%:6:)& :?6?$%

'值 $6$$$ $6$$$

99注!多重比较的显著性标记$与正常对照组相比$

.

'g$6$&'与

模型组相比$

T

'g$6$&%

<8讨论

目前虽对血吸虫病大面积采用有效廉价药物

吡喹酮治疗$但全世界仍至少有 ) 亿人受威胁$还

有超过 *$ 个国家中约 #6' 亿人被感染$每年因血吸

虫病死亡的人数在 #$ 万左右(%)

% 我国的日本血吸

虫病主要分布在长江流域$血吸虫病人数约 '( 万$

仍是对我国公众威胁最大的 : 个主要传染性疾病

之一$现每年花费防控资金高达 * 亿人民币(%%)

% 当

前尚无预防血吸虫感染的疫苗$主要有效药物吡喹

酮杀伤童虫效果不理想$吡喹酮治疗后组织中血吸

虫可持续释放 <+!产生肉芽肿进一步诱导肝纤维

化(#)

% 吡喹酮有效治疗后$大部分早&中期病例的

肝纤维化能停止或逆转$但部分病例仍能继续发

展$因此发现有效且毒副作用小的药物用于血吸虫

病肝纤维化治疗的新型药物迫在眉睫% 已发现血

管紧张素
$

受体拮抗剂替米沙坦可安全有效用于

晚期血吸虫肝硬化门静脉高压的治疗(%#)

$中西医结

合治疗血吸虫病肝纤维化是目前的重要研究方向%

[ef_可介导对细胞外信号及微环境变化的反

应$刺激成纤维细胞增殖$直接诱导或易化&转化生

长因子,

"

"ef_,

"

#&肾素,血管紧张素系统" !̀<#&

血小板源性生长因子"iYf_#等$其过度表达与增

生性或纤维化疾病发生发展密切相关$可能是环境

因素与肝纤维化表型转化之间联系的桥梁(%')

%

本研究发现没食子鞣酸对血吸虫肝纤维化小

鼠的肝脏病理学组织有明显改善作用$且没食子鞣

酸可抑制血吸虫肝纤维化小鼠肝脏内 [ef_的表

达$因此可以推论出没食子鞣酸可能是通过下调

[ef_的表达而发挥出抗血吸虫肝纤维化的作用%

+*%(+
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