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［摘要］ 目的：探讨铁皮石斛多糖（DOP）基于 Notch 信号通路逆转四氯化碳（CCl4）诱导大鼠肝纤维化（HF）的作用，并采

用超声弹性成像技术评价药物疗效。方法：将 56 只雄性 SD 大鼠随机分成正常组、模型组、秋水仙碱组、扶正化瘀组、DOP 低、

中、高剂量组，每组 8 只。模型组及各给药组均皮下注射 CCl4-橄榄油（2∶3）混合液，每 3 d 注射 1 次，共 10 周。造模 6 周后，各给

药组分别给予秋水仙碱（1×10-4 g·kg-1）、扶正化瘀胶囊粉（0.45 g·kg-1）和低、中、高剂量 DOP（0.05、0.1、0.2 g·kg-1）连续灌胃 4 周，

每日 1 次。采用苏木素-伊红（HE）和马松（Masson）染色观察大鼠肝组织的病理形态学改变。采用全自动生化分析仪分析血清

肝功能指标丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆汁酸（TBA）和碱性磷酸酶（ALP）水平；采用酶联免疫

吸附测定法（ELISA）检测血清肝纤四项指标透明质酸（HA）、层黏连蛋白（LN）、Ⅲ型前胶原（PC-Ⅲ）、Ⅳ型胶原（Col-Ⅳ）含量。

分别采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肝组织中的 α-平滑肌肌动

蛋白（α-SMA）、Notch1、Jagged1、Hes1 的 mRNA 和蛋白表达。采用声辐射力脉冲（ARFI）弹性成像技术获取大鼠肝脏的杨氏模

量（YM），观察 DOP 用药前后 YM 的变化，并分析 YM 与肝纤四项、肝组织中 α-SMA 和 Notch1 信号通路相关因子蛋白的相关

性。结果：与正常组比较，模型组大鼠的肝组织病理检查结果显示，肝组织肝细胞索排列紊乱，炎性细胞浸润明显，出现大量的

脂肪空泡和纤维组织增生；大鼠的血清肝功能和肝纤四项表达均显著升高（P<0.01）；大鼠肝组织中的 α -SMA、Notch1、

Jagged1、Hes1 mRNA 和蛋白相对表达量均显著升高（P<0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠肝组织的假小叶及汇管区胶原纤

维沉积均有不同程度改善；除 DOP 低剂量组大鼠的血清 ALT 水平变化不明显外，各给药组均能显著降低大鼠的血清肝功能和

肝纤四项表达，并显著降低大鼠肝组织中的 α-SMA、Notch1、Jagged1、Hes1 mRNA 和蛋白的相对表达量，以 DOP 高剂量组最为

明显（P<0.05，P<0.01）。ARFI 超声评价及相关性分析结果显示，给药后，与正常组比较，模型组肝组织的 YM 显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，各给药组的肝组织 YM 均显著下降（P<0.01）；且 YM 与 HA、LN、PC-Ⅲ及 α-SMA、Notch1、Jagged1 和

Hes1 蛋白均呈强正相关（r 分别为 0.754、0.734、0.801、0.885、0.896、0.757、0.800，P<0.01），仅与 Col-Ⅳ呈中等正相关（r=0.688，

P<0.01）。结论：DOP 可通过下调 Notch1/Jagged1/Hes1 信号通路逆转 HF。YM 有利于 DOP 抗 HF 程度和疗效的评估。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effect of Dendrobium officinale polysaccharides （DOP） in 

reversing carbon tetrachloride （CCl4）-induced hepatic fibrosis （HF） in rats via the Notch signaling pathway and 

evaluate the therapeutic effect of DOP by ultrasound elastography. Method：： Fifty-six male SD rats were 

randomized into normal， model， colchicine （1×10-4 g·kg-1）， Fuzheng Huayu powder （0.45 g·kg-1）， and low-， 

medium- ， and high-dose （0.05， 0.1， 0.2 g·kg-1） DOP groups （n=8）. The rats in the model group and each 

treatment group were injected subcutaneously with a mixture of CCl4-olive oil （2∶3） once every 3 days for 

10 weeks. After 6 weeks of modelling， the rats were administrated with corresponding drugs once a day for 4 

weeks. Hematoxylin-eosin （HE） staining and Masson staining were employed to observe the pathomorphological 

changes of the liver tissue. An automatic biochemical analyzer was used to measure the serum levels of alanine 

aminotransferase （ALT）， aspartate transaminase （AST）， alkaline phosphatase （ALP）， and total bile acids 

（TBA）. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was employed to measure the serum levels of hyaluronic 

acid （HA）， laminin （LN）， type Ⅲ  precollagen （PC-Ⅲ）， and type Ⅳ  collagen （Col-Ⅳ）. The mRNA and 

protein levels of α -smooth muscle actin （α -SMA）， Notch1， Jagged1， and Hes1 in the liver tissue were 

determined by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR） and Western 

blot， respectively. The Young's modulus （YM） of the rat liver was measured by acoustic radiation force impulse 

（ARFI） elastography before and after treatment. Then， the correlations of YM with the serum levels of HA， 

LN， PC-Ⅲ， and Col-Ⅳ  and the protein levels of α -SMA and Notch1 signaling pathway-related factors in the 

liver tissue were analyzed. Result：： Compared with the normal group， the model group showed disordered 

arrangement of liver cell cords， obvious infiltration of inflammatory cells， appearance of a large number of fat 

vacuoles， and fibrous proliferation， elevated levels of ALT， AST， TBA， ALP， HA， LN， PC-Ⅲ， and Col-Ⅳ  in 

the serum， and up-regulated mRNA and protein levels of α-SMA， Notch1， Jagged1， and Hes1 in the liver tissue 

（P<0.01）. Compared with the model group， drug interventions alleviated the pseudolobule formation and the 

collagen deposition in confluent areas. Except that the serum level of ALT in the low-dose DOP group had no 

significant changes， drug interventions， especially high-dose DOP， lowered the levels of ALT， AST， TBA， 

ALP， HA， LN， PC-Ⅲ， and Col-Ⅳ  in the serum and down-regulated the mRNA and protein levels of α-SMA， 

Notch1， Jagged1， and Hes1 in the liver tissue （P<0.05， P<0.01）. The results of ARFI and correlation analysis 

showed that the YM of the liver tissue was increased in the model group （P<0.01） compared with that in the 

normal group， Compared with the model group， drug interventions decreased YM （P<0.01）. YM was positively 

correlated with the expression levels of HA， LN， PC-Ⅲ， α -SMA， Notch1， Jagged1， and Hes1s （r=0.754， 

0.734， 0.801， 0.885， 0.896， 0.757， and 0.800， respectively， P<0.01）， and it had a moderate correlation with 

Col-Ⅳ  （r=0.688， P<0.01）. Conclusion：： DOP can reverse HF by down-regulating the Notch1/Jagged1/Hes1 

signaling pathway. YM can be used as an indicator in the assessment of the efficacy of DOP against HF.

［［Keywords］］ Dendrobium officinale polysaccharides； hepatic fibrosis； Notch signaling pathway； 

ultrasound evaluation； Young's modulus

肝纤维化（HF）是一个分子、细胞和组织高度整

合的动态过程，并由肌成纤维细胞维持细胞外基质

（ECM）成分的过度积累［1］。负责 HF 形成的主要细

胞为肝星状细胞（HSCs），其在炎症刺激或肝细胞死

亡反应中发生活化并向肌成纤维细胞转化，所表达

的 α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA）可作为鉴定活化

HSCs 的最显著标志物［2］。ECM 成分的交联，尤其

是纤维胶原和弹性蛋白，与纤维化进展及对纤维化

逆转的抵抗密切相关［3］。Notch 通路是控制细胞增

殖、分化、凋亡、再生和其他细胞活动的基本且高度

保守的通路［4］，在 HF 过程中对 HSCs 的活化起关键

作用［5］。早期发现并及时明确诊断和评估 HF 程度

可通过有效治疗来延缓甚至逆转其病程进展。弹

性成像已成为临床评估 HF 的首选非侵入性成像技
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术。其中，声辐射力脉冲（ARFI）弹性成像是一种定

量诊断 HF 并进行分期的超声弹性成像技术［6］。目

前尚无明确可用于抗 HF 的特效药物，但中医药因

其具有多渠道、多层次、多靶点的综合药理作用，在

治疗 HF 方面具有独特优势［7］。铁皮石斛是一种天

然的名贵中药 ，其主要活性物质铁皮石斛多糖

（DOP）具有护肝、抗氧化、抗炎、提高免疫力等作

用［8］。本研究团队前期发现，DOP 可通过调控大鼠

肝 组 织 中 的 转 化 生 长 因 子 - β（TGF- β）［9］ 、

Hedgehog［10］、Wnt/β -连环蛋白（β -catenin）［9］信号通

路和抑制上皮 -间质转化达到抗 HF 作用［11］，但未见

报道其抗 HF 机制是否与 Notch 信号通路有关。本

研究主要探讨 Notch 信号通路在 DOP 抗 HF 作用中

的机制，并运用 ARFI评价 HF 程度及其干预效果。

1 材料

1.1　动物     SD 雄性大鼠 56 只，7~8 周龄，体质量

150~200 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提

供，合格证号 SCXK（湘）2019-0004。室温下自由进

食饮水，适应性喂养 1 周后开始实验。所有实验符

合 大 理 大 学 实 验 动 物 伦 理 要 求（编 号 2022-PZ-

124），并 严 格 遵 循“ 减 少（reduction）、替 代

（repIacement）、优化（refinement）”3R 原则。

1.2　药物及试剂     四氯化碳（CCl4，广东西陇科学

股份有限公司，批号 2203242）；秋水仙碱片（云南植

物药业有限公司，批号 20221101，规格 0.5 mg/片）；
扶正化瘀胶囊（上海黄海制药有限责任公司，批号

211138，规格 0.3 g/粒）；DOP（宁夏香草生物技术有

限公司，批号 XC221015，纯度 50%）；苏木素 -伊红

（HE）、马松（Masson）染色试剂盒（北京索莱宝科技

有限公司，批号分别为 G1120、G1340）；丙氨酸氨基

转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱性磷

酸酶（ALP）血清检测试剂盒（南京建成生物工程研

究所，批号分别为 C009-2-1、C010-2-1、A059-2-2）；总
胆汁酸（TBA）血清测定试剂盒（深圳雷社生命科学股

份有限公司，批号 S03074）；透明质酸（HA）、层黏连

蛋白（LN）、Ⅲ型前胶原（PC-Ⅲ）、Ⅳ型胶原（Col-Ⅳ）
酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海酶联生

物科技有限公司，批号分别为 ml003310、ml102831、

ml028349、ml058918）；总 RNA 提取试剂盒（北京天

根生化科技有限公司，批号 DP419）；RIPA 裂解液

（强）、BCA 蛋白定量检测试剂盒、甘油醛 -3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）兔一抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G、HRP 标记山羊抗小

鼠 IgG、Hes1 一抗（武汉塞维尔生物科技有限公司，

批号分别为 G2002-100ML、G2026-200T、GB23301、

GB23303、GB11002、GB112254-100UL）；Notch1、

α-SMA 兔一抗（武汉三鹰生物技术有限公司，批号

分别为 10062-2-AP、14395-1-AP）；Jagged1 鼠一抗

（ 上 海 圣 克 鲁 斯 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 sc-

390177）。
1.3　仪器     KB0801003 型光学显微镜（日本奥林巴

斯公司）；Chemray800 型全自动生化分析仪（深圳雷

杜生命科技）；5804 R 型冷冻型台式高速离心机（德

国艾本德公司）；YD-6L 型生物石蜡包埋机、YD-6L

型生物组织冷冻台（益迪医疗设备有限公司）；RM-

2126 型石蜡切片机（德国徕卡公司）；infinite 200 型

连续波长酶标仪（瑞士帝肯公司）；CFX96 型实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR） Detection 

System、Mini-Protein 型垂直电泳槽和电泳仪、XRS+

型凝胶化学发光成像系统（美国伯乐公司）；阿波罗

500 型彩色多普勒超声诊断仪（日本东芝公司）。
2 方法

2.1　造模及分组     56 只雄性 SD 大鼠被随机分为正

常组、模型组、秋水仙碱组（1×10-4 g·kg-1）、扶正化瘀

组（0.45 g·kg-1）及 DOP 低、中、高剂量组（0.05、0.1、

0.2 g·kg-1）。本实验参考 2020 年版《中华人民共和

国药典》记载的成人铁皮石斛用量（每天 6~12 g），换
算大鼠 DOP（纯度 50%）的等效用量：以成人铁皮石

斛每天服用 6 g、成人平均体质量 70 kg、成人体表面

积换算比为 6.3 进行换算，换算公式为（6 g/70 kg）×

6.3×50%≈0.27 g·kg-1。本研究团队预实验发现 DOP

在室温下的溶解率较低 ，结合前期研究干预效

果［11］，故选取 0.20 g·kg-1为高剂量组浓度，然后设置

依次递减的不同剂量进行干预，观察 DOP 对相关检

测指标的影响。模型组及各给物组皮下注射 CCl4-

橄 榄 油（2∶3）混 合 液 ，首 剂 5 mL·kg-1，之 后 每 次

3 mL·kg-1，每 3 d 注射 1 次，共 10 周；正常组大鼠给

予等量橄榄油注射［11］。

2.2　药物干预     所有药物用 0.9% 生理盐水（NS）配
制，4 ℃保存备用。6 周后给予相应药物连续灌胃，

除秋水仙碱组每只 0.5 mL·kg-1外，其余给药组均为

每只 10 mL·kg-1，每天 1 次，共 4 周。正常组、模型组

大鼠给予等量 0.9% NS 灌胃。

2.3　肝脏样本采集     第 10 周末禁食 12 h 后，2% 戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉。经腹主动脉抽血置于无

菌离心管中，室温静置 40 min 后，3 000 r·min-1（离心

半径 10.7 cm）离心 15 min，取上层血清置于 4 ℃冰

箱中保存备用。用 0.9% NS 自门静脉快速冲洗肝中
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血液，剪取肝脏，洗净肝表面并去除肝包膜和周围

残留组织后，滤纸吸干。称量肝脏质量，取肝中、外

叶置于 4% 甲醛室温固定 48 h 以上，剩余组织迅速

液氮冷冻后置于-80 ℃冰箱保存。

2.4　 肝 组 织 病 理 学 检 查     取 肝 叶 切 块 ，大 小 约

1 cm×1 cm×1.5 cm，行 常 规 脱 水 、石 蜡 包 埋 后 以

5 μm 厚度连续切片，分别行 HE、Masson 染色，光镜

下观察。

2.5　肝功能指标检测     按试剂盒说明书严格操作，

采用全自动酶标仪测定血清中 ALT、AST、AKP 水

平，使用深圳雷杜生命科技全自动生化分析仪检测

血清总胆汁酸（TBA）水平。

2.6　HF 指标检测     按照 ELISA 试剂盒说明书检测

血清中的 HA、LN、PC-Ⅲ、Col-Ⅳ含量，用样品稀释

液将血清稀释 5 倍，分别设置标准品孔、空白孔、各

组样品孔，每孔设置 3 个复孔。在 λ=450 nm 下，依

序测量各孔的吸光度 A，按照说明书计算 HA、LN、

PC-Ⅲ、Col-Ⅳ的血清相对含量。

2.7　 Real-time PCR 法 检 测 α -SMA、Notch1、

Jagged1、Hes1 mRNA 表达     称取肝组织 50 mg，按

照总 RNA 提取试剂盒提取肝组织总 RNA。取总

RNA 2 μg 逆转录成 cDNA，以 β-actin 为内参，β-actin

和 α-SMA 引物序列均由武汉塞维尔生物科技有限

公司设计并合成，Notch 信号通路相关因子 Notch1、

Jagged1、Hes1 的引物序列源自文献［12-13］，并由北

京擎科生物科技股份有限公司合成。引物序列见

表 1。扩增条件为 95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 15 s，

60 ℃退火 30 s，共 40 个循环。扩增产物运用 2-ΔΔCt法

计算各目的 mRNA 的相对表达量。

2.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达     称量肝组织 100 mg，将各组样本充分裂解，

12 000 r·min-1（离心半径 9.5 cm）离心 15 min，取上

清液待用。使用 BCA 试剂盒进行大鼠肝组织蛋白

含量的测定，按样本最低浓度将各样本总蛋白浓度

配平。各取加入上样缓冲液 5 μL，以 10% 十二烷基

硫酸钠 -聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳（200 V，

40 min）。电泳结束后，置于 TBST 液中洗膜 3 次，

5% 脱脂奶粉封闭 1 h，再洗膜 3 次去除残留液，分别

加入一抗 GAPDH（1∶1 000）、α -SMA（1∶5 000）、
Notch1（1∶500）、Jagged1（1∶500）和 Hes1（1∶500），
4 ℃孵育过夜。次日洗膜 3 次，分别加入二抗 HRP

标记山羊抗兔或小鼠 IgG（1∶3 000），室温孵育 1 h，

再洗膜 3 次后，滴加 ECL 显色液 200 μL 曝光成像。

以 GAPDH 为内参，应用 Image J 软件对目的条带进

行灰度分析，计算各目的蛋白的相对表达量。

2.9　超声检测     造模 6 周及灌胃 4 周后分别对大鼠

称重，用 2% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，仰卧位固定，

电动剃发刀备皮消毒。应用东芝 Aplio 500彩色多普

勒超声诊断仪，选用 L5-14线阵探头（PLT-1204BT 型

号），频率 12 MHz。在 ARFI 模式下，避开肝脏的包

膜及大血管，将感兴趣区域置于肝中叶或右叶，直径

约 3 mm，得出剪切波速度（SWV）值，运用公式 E=

3ρv2转换为杨氏模量（YM）E［14］，以 kPa为单位。

2.10　统计学方法     采用 SPSS 27.0 统计软件进行

数据分析。计量资料均用 x̄ ± s 表示，多组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较方差齐者采用最

小显著性差异法（LSD）检验，不齐者采用 Tambane's 

T2 检验法。相关性分析采用 Spearman 法，几乎无、

弱、中等、强、高度强相关的系数绝对值（r）分别为

0.00~0.10、0.10~0.39、0.40~0.69、0.70~0.89、0.90~

1.00［15］，P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　DOP 对肝组织病理学的影响     

3.1.1　HE 染色     正常组大鼠的肝小叶完整，肝细

胞大小形态正常且排列有序，肝细胞索呈放射状排

列。模型组大鼠的肝小叶结构被大量破坏，肝细胞

索排列紊乱，炎性细胞浸润明显，可见大小不等的

脂肪空泡和假小叶形成，汇管区出现大量纤维组织

增生并形成纤维间隔。与模型组比较，各给药组大

鼠的肝脏结构得到不同程度修复，脂肪空泡和假小

叶明显减少，炎性细胞浸润和纤维组织增生明显减

轻。见图 1。

3.1.2　Masson 染色     Masson 染色结果显示，正常

组大鼠的肝小叶结构清晰，细胞排列有序，仅在中

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

α-SMA

Notch1

Jagged1

Hes1

β-actin

序列（5′-3′）
上游 ACCATCGGGAATGAACGCTT

下游 CTGTCAGCAATGCCTGGGTA

上游 TGGATGAGGAAGACAAGCATTA

下游 GAAAAGCCACCGAGATAGTCAG

上游 GAGACCTCCTCGGGCTTTGA

下游 GCACACGCACTTGAATCCAT

上游 CAAGCTGGAGAAGGCAGACAT

下游 CCTCGTTCATGCACTCGCTG

上游 TGCTATGTTGCCCTAGACTTCG

下游 GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG

长度/bp

191

136

144

143

240
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央静脉和汇管区有少量蓝染的胶原纤维。模型组

大鼠的汇管区有大量蓝染的胶原纤维，纤维间隔明

显增宽、不规则，伸入肝小叶将其分隔成大小不等

的假小叶；与模型组比较，各给药组的蓝染胶原纤

维明显变细、变薄，纤维间隔缩小、变窄，假小叶形

成得到改善。见图 2。

3.2　DOP 对肝功能血清学指标的影响     与正常组

比较，模型组大鼠的血清 ALT、AST、TBA 和 ALP 水

平均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，除 DOP 低

剂量组大鼠的血清 ALT 水平变化差异无统计学意

义外，其余各给药组大鼠的血清 ALT、AST、TBA、

ALP 水平均明显下降（P<0.05，P<0.01）。见表 2。

3.3　DOP 对血清肝纤四项的影响     与正常组比较，

模型组大鼠的血清 HA、LN、PC-Ⅲ、Col-Ⅳ水平均显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组大鼠的血

清 HA、LN、PC-Ⅲ、Col-Ⅳ水平均明显下降（P<0.05，

P<0.01）。见表 3。

3.4　 DOP 对 大 鼠 肝 组 织 中 α -SMA、Notch1、

Jagged1、Hes1 mRNA 表达的影响     与正常组比较，

模型组大鼠肝组织中的 α-SMA、Notch1、Jagged1 和

Hes1 mRNAs 表达水平均显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，除 DOP 低剂量组的 Notch1 mRNA 表达

水平明显下降（P<0.05），其余给药组的 mRNA 表达

水平均显著下降（P<0.01）。见表 4。

3.5　 DOP 对 大 鼠 肝 组 织 中 α -SMA、Notch1、

Jagged1、Hes1 蛋白表达的影响     与正常组比较，模

型组大鼠肝组织中的 α -SMA、Notch1、Jagged1 和

Hes1 蛋白表达水平均显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，除秋水仙碱组的 Notch1 蛋白表达水平明显下

降（P<0.05），其余给药组的蛋白表达水平均显著下

降（P<0.01）。见表 5、图 3。

3.6　DOP 对 HF 大鼠超声检测指标的影响     

3.6.1　杨氏模量的变化     用药前，与正常组比较，

模型组及各给药组的 YM 均显著升高（P<0.01）；与
模型组比较，各给药组的 YM 比较差异无统计学意

义。用药后，与正常组比较，模型组的 YM 仍显著升

注：A.正常组；B.模型组；C.秋水仙碱组；D.扶正化瘀组；E~G.DOP 低、中、高剂量组（图 2-图 3 同）
图  1　DOP 对 HF 大鼠肝组织病理学的影响  （HE，×200）
Fig.  1　Effect of DOP on hepatic histopathology in HF rats （HE， ×200）

图  2　DOP 对 HF 大鼠肝组织病理学的影响  （Masson，×200）
Fig. 2　Effect of DOP on hepatic histopathology in HF rats （Masson， ×200）

表  2　DOP 对 HF 大鼠血清肝功能的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of DOP on serum hepatic function in HF rats （x̄± s，n=8） U·L-1

组别

正常组

模型组

秋水仙碱组

扶正化瘀组

DOP 低剂量组

DOP 中剂量组

DOP 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

0.45

0.05

0.1

0.2

ALT

4.60±0.65

20.52±5.981）

8.02±2.183）

6.98±1.703）

13.27±2.02

9.53±1.622）

7.28±1.353）

AST

16.80±6.15

77.84±8.831）

33.99±7.633）

31.86±6.493）

63.41±6.713）

45.63±7.583）

23.16±2.323）

TBA

4.55±1.60

26.31±4.661）

7.33±1.613）

8.58±3.143）

16.02±2.683）

9.94±2.533）

9.84±1.613）

ALP

21.93±6.94

78.86±20.531）

25.65±7.903）

23.78±9.443）

44.14±3.672）

30.49±3.613）

25.50±8.013）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 3-表 6 同）
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高（P<0.01），而各给药组的 YM 升高得到缓解；与模

型组比较，各给药组的 YM 均显著下降（P<0.01）。
见表 6。

3.6.2　杨氏模量与肝纤四项、α-SMA 和 Notch1 信号

通 路 相 关 因 子 蛋 白 的 相 关 性 分 析 结 果     YM 与

Col-Ⅳ呈中等正相关（r=0.688，P<0.01），与 HA、LN、

PC-Ⅲ、α -SMA、Notch1、Jagged1、Hes1 的表达均呈

强正相关（r分别为 0.754、0.734、0.801、0.885、0.896、

0.757、0.800，P<0.01）。

表  6　DOP 对 HF 大鼠用药前后肝组织杨氏模量的影响  （x̄± s，n=8）

Table 6　 Effect of DOP on Young's modulus of rat hepatic tissues 

in each group before and after administration in HF rats （x̄± s，

n=8） kPa

组别

正常组

模型组

秋水仙碱组

扶正化瘀组

DOP 低剂量组

DOP 中剂量组

DOP 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

0.45

0.05

0.1

0.2

给药前 YM

4.01±0.54

11.15±0.881）

11.06±0.701）

11.03±1.141）

11.09±0.811）

11.11±0.881）

11.04±0.921）

给药后 YM

4.11±0.55

11.35±1.021）

5.68±1.023）

5.73±0.823）

7.89±1.083）

6.49±0.553）

5.54±0.573）

表  5　DOP 对 HF 大鼠肝组织中 α-SMA 和 Notch1 信号通路相关因

子蛋白表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 5　 Effect of DOP on protein expressions of α -SMA and 

Notch1 signaling pathway factors in hepatic tissues of HF rats 

（x̄± s，n=4）

组别

正常组

模型组

秋水仙碱组

扶正化瘀组

DOP 低

剂量组

DOP 中

剂量组

DOP 高

剂量组

剂量

/g·kg-1

0.000 1

0.45

0.05

0.1

0.2

α-SMA

/GAPDH

0.15±0.02

1.73±0.061）

0.47±0.083）

0.35±0.123）

0.98±0.103）

0.52±0.043）

0.18±0.023）

Notch1

/GAPDH

0.22±0.04

1.69±0.021）

0.71±0.202）

0.59±0.123）

1.34±0.043）

1.05±0.023）

0.45±0.033）

Jagged1

/GAPDH

0.37±0.11

1.55±0.101）

1.00±0.083）

1.12±0.163）

1.24±0.043）

0.83±0.133）

0.81±0.073）

Hes1

/GAPDH

0.31±0.13

1.36±0.041）

0.55±0.103）

0.84±0.073）

1.06±0.063）

0.54±0.043）

0.46±0.033）

表  4　DOP 对 HF 大鼠肝组织中 α-SMA 和 Notch1 信号通路相关因子 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=8）

Table 4　Effect of DOP on mRNAs expressions of α-SMA and Notch1 signaling pathway factors in hepatic tissues of HF rats （x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

秋水仙碱组

扶正化瘀组

DOP 低剂量组

DOP 中剂量组

DOP 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

0.45

0.05

0.1

0.2

α-SMA

1.01±0.04

6.73±0.801）

2.51±0.443）

2.10±0.383）

3.62±0.363）

2.64±0.493）

1.47±0.103）

Notch1

1.01±0.17

8.35±2.171）

1.48±0.533）

1.23±0.673）

4.88±1.072）

2.85±0.993）

1.11±0.563）

Jagged1

0.90±0.16

2.78±0.411）

1.11±0.313）

1.21±0.233）

1.51±0.133）

1.08±0.223）

0.94±0.323）

Hes1

1.02±0.13

11.18±1.921）

1.45±0.473）

2.45±0.663）

6.10±1.473）

1.14±0.743）

1.06±0.423）

表  3　DOP 对 HF 大鼠血清肝纤四项指标的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　Effect of DOP on four results of hepatic fibrosis in serum of HF rats （x̄± s，n=8） μg·L-1

组别

正常组

模型组

秋水仙碱组

扶正化瘀组

DOP 低剂量组

DOP 中剂量组

DOP 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

0.45

0.05

0.1

0.2

HA

488.44±27.49

649.73±20.741）

529.07±14.643）

515.49±37.073）

578.53±32.813）

544.01±21.233）

516.43±28.673）

LN

325.38±22.65

549.86±10.611）

377.03±23.843）

383.45±26.593）

433.64±22.343）

364.21±8.923）

357.13±25.203）

PC-Ⅲ
57.28±3.52

104.10±3.331）

81.96±8.683）

69.30±14.993）

96.13±2.053）

89.58±1.853）

74.82±12.143）

Col-Ⅳ
123.40±8.76

178.80±12.811）

138.52±5.143）

136.32±3.773）

153.84±8.292）

140.64±3.863）

138.41±4.503）

图  3　各组大鼠肝组织中 α-SMA、Notch1、Jagged1、Hes1 蛋白电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of α -SMA， Notch1， Jagged1 and Hes1 

proteins from rat hepatic tissues in each group
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4 讨论

HF 是各种因素导致慢性肝损伤后，引起 HSCs

异常激活、肝组织内 ECM 过度沉积、肝脏正常结构

破坏为主要特征的一种病理性疾病［16］。当肝细胞

受到刺激损伤时，ALT、AST、TBA 将释放入血清中

引起相关指标升高［17］。而血清 HA、LN、PC-Ⅲ和

Col-Ⅳ是无创评估 HF 的 4 种主要血清标志物［18］。

本研究结果示模型组大鼠肝组织的肝小叶结构被

破坏，汇管区有大量的胶原纤维增生，肝功能受损，

肝纤四项水平显著升高，提示大鼠 HF 模型的成功

建立，DOP 干预后，大鼠的肝组织病理形态有不同

程度的改善，大鼠血清肝功能及肝纤四项水平均有

所下降，表明 DOP 可以改善 CCl4 诱导的肝损伤，减

轻大鼠 HF 的程度。

Notch 信号通路是一个高度保守的通路，它与

许多纤维化的过程都有关联，如 HF、肺纤维化、肾纤

维化等，在调节 HF 的形成过程中可涉及肝内多种

不同类型的细胞，且与其他信号通路之间存在密切

的相互作用［19-20］。TGF-β1作为 HF 的关键调节因子，

对 HSCs 的活化起到诱导作用［21］，并通过激活小鼠

的 HSCs，导 致 Notch 信 号 通 路 相 关 因 子 Notch1、

Jagged1 和 Hes1 的高水平表达［22］。且 Notch1 蛋白

在矽肺肉芽肿中的蛋白表达明显增加［23］；Notch 信

号通路的配体 Jagged1 mRNA 和蛋白表达水平在肺

纤维化组织标本中均异常上调［24］。研究表明抑制

Notch 通路的激活可在体内外发挥强大的抗 HF 作

用［25］。DOP 作为一种具有减轻肝损伤的铁皮石斛

的活性成分，在 CCl4诱导的大鼠 HF 模型中，可抑制

LPS/TLR4/NF-κB 信号通路的激活，减少 TGF-β和

肿瘤坏死因子 -α的表达，以及显著降低 α -SMA 和

Ⅰ型胶原蛋白的表达来预防 HF［26-27］。另外 DOP 还

可能通过下调 Notch1/Hes1 信号通路来发挥抗矽肺

小鼠肺纤维化的作用［28］。本研究中 CCl4诱导的 HF

大 鼠 肝 组 织 中 α -SMA、Notch1、Jagged1 和 Hes1 

mRNAs 及蛋白表达明显上调，而 DOP 干预后，DOP

干 预 组 α -SMA 及 Notch1 信 号 通 路 相 关 因 子 的

mRNAs 和蛋白表达均下降，且 DOP 高剂量组下降

更加显著，提示 DOP 可能通过下调 Notch1/Jagged1/

Hes1 信号通路来发挥抗 HF 作用。

ARFI是一种通过测量 SWV 对肝脏组织硬度进

行评估的非侵入性方法，可用于区分非酒精性脂肪

肝肝炎（NASH）和非 NASH 大鼠，并对 NASH 大鼠

的 HF 程度进行分期［29］。YM 是单因素预测 HF 严重

程度能力最大的指标［30］，在肝硬化患者中，ARFI 检

测的肝实质硬度值（LS）与 Child-Pugh（CP）评分呈

正相关，且二者之间的相关性显著强于 HA、LN、

PC-Ⅲ、Col-Ⅳ与 CP 评分之间的相关性［31］。另有研

究发现，肝脏硬度值（LSM）与不同程度 HF 大鼠肝

组织中的胶原比例面积具有良好的线性相关［32］。本

研究中，大鼠肝脏的 YM 在 HF时显著升高，DOP干预

后，YM 显著下降，且与肝纤四项及 Notch1、Jagged1、

Hes1和 α-SMA蛋白表达成正相关，表明 YM 与 HF程

度密切相关，与多项指标联合应用可能成为 HF 诊断

和动态监测的有效评估方法。

综上，DOP 具有良好的抗 HF 的效果，对大鼠肝

脏组织起到保护作用 ，其作用机制可能与下调

Notch1/Jagged1/Hes1 信号通路有关。 YM 可用于

DOP 抗 HF 程度和疗效的评估。本研究在体内实验

中初步验证了 DOP 可能通过下调 Notch1/Jagged1/

Hes1 信号通路来发挥抗 HF 的作用，未来将在体外

实验中对 DOP 抗 HF 的作用机制进行深入探索。
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