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  
摘要：目的  研究积雪草有效成分积雪草苷的抗纤维化作用。方法  建立猪血清致大鼠免疫性肝纤维化模型，设正常组、

模型组、γ干扰素组、积雪草苷高、中、低剂量组(0.9，0.3，0.1 g·kg1)，检测大鼠血清中谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)以及肝组织中羟脯氨酸(Hyp)的含量，HE 及 Masson 染色观察肝组织病理学变化，并且对纤维化程度进行半定量评

分。结果  积雪草苷能显著降低大鼠血清中的 ALT、AST 水平以及肝组织中的 Hyp 水平；积雪草苷各剂量组均能减轻

大鼠肝组织的纤维化程度，其中高剂量组尤为显著(P<0.01)。结论  积雪草苷具有抗免疫性大鼠的肝纤维化作用，且呈现

出一定的量效关系。 
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Study on Effects of Asiaticoside Against Hepatic Fibrosis in Rats 
 
ZHAO Sixia1, ZHANG Rusong1, YANG Subei2(1.Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China; 

2.Zhejiang Research Institute of Traditional Chinese Medicine Co., Ltd., Hangzhou 310023, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To research the effect and mechanism of asiaticoside from Centella asiatica (L.) Urban on rats 
with hepatic fibrosis. METHODS  Hepatic fibrosis model was induced by intracutaneous injection of swine serum. The rats 

were divided into normal group, model group, γ-interferon group, and asiaticoside group with the dose of 0.9, 0.3, 0.1 g·kg1. 
The content of alanine aminotransferase(ALT) and aspartate aminotransferase(AST) in serum and liver hydroxyproline(Hyp) 
from hepatic tissue were detected. The pathological change of hepatic tissue were observed by HE and Masson staining, and the 
extent of fibrosis by semi quantitative score were evaluated. RESULTS  The levels of ALT, AST in serum and Hyp in liver 
tissue were decreased obviously by asiaticoside. All asiaticoside groups could reduce the extent of fibrosis, significantly in the 
high dose group(P<0.01). CONCLUSION  Asiaticoside has the raputic effect on immune hepatic fibrosis which shows a 
dose-dependent manner. 
KEY WORDS: asiaticoside; hepatic fibrosis; swine serum; ALT; AST; Hyp 
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肝纤维化是指肝脏纤维结缔组织的过度沉

积，是纤维增生和纤维分解失衡的结果，是多种

原因引起的慢性肝损害所致的病理改变，是慢性

肝病发展到肝硬化的必经阶段[1]。阻断或逆转病理

性肝纤维化是预防肝硬化导致的肝脏功能丧失的

重要治疗措施，但目前仍缺乏有效的药物。近年

来，中药治疗肝纤维化、肝硬化逐渐被人们重视[2]，

许多中药已应用于临床治疗，取得了一些令人瞩

目的进展。 

积雪草为伞形科植物积雪草 Centella asiatica 

(L.) Urban 的全草，具有清热利湿、解毒消肿的功

效[3]，在民间用于肝炎、肝硬化的治疗。积雪草苷

为积雪草的主要有效成分，具有抑制成纤维细胞

增殖、促进伤口愈合、抗溃疡、抗抑郁等多种药

理作用[4]。本研究采用猪血清致大鼠肝纤维化模

型，通过检测大鼠血清中丙转氨酶(ALT)、谷草转

氨酶(AST)以及肝组织中羟脯氨酸(Hyp)的含量，并

且观察肝组织病理学变化，进一步评价积雪草苷

的抗纤维化作用。 

1  材料 

1.1  动物 

健康 Wistar 大鼠 60 只，♂，SPF 级，体质量

(100±20)g，由浙江省医科院实验动物中心提供，

普通饲料喂养，动物许可证号：SCXK(浙)2014- 

0001。 

1.2  药品 

积雪草苷(南宁维康医药科技有限公司，批号：

20150915，含量：92.5%)；γ 干扰素(上海克隆生物
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高技术有限公司，批号：20150404，规格：每瓶

1 000 000 U)；精制猪血清(上海纬群生物技术有限

公司，批号：20150805)；Hyp 标准品(杭州昊天生

物技术有限公司，批号：20160205)；ALT 试剂盒(批

号：20160105)、AST 试剂盒(批号：20160329)均

购自宁波塞克生物技术有限公司。 

1.3  试剂 

95%乙醇(杭州长征化工厂，批号：20141020)；

丙酮(衢州巨化试剂有限公司，批号：20151103)；

柠檬酸(如皋市金陵试剂厂，批号：20141012)；氯

胺 T(国药集团化学试剂有限公司，批号：

20160301)；三水合乙酸钠(温州润华化工实业公

司，批号：20150609)；对二甲氨基苯甲醛(上海三

爱思试剂有限公司，批号：20150411)；乙二醇甲

醚(上海化学试剂采购供应五联化工厂，批号：

20150708)；高氯酸(上海金鹿化工有限公司，批号：

20140521)；盐酸(衢州巨化试剂有限公司，批号：

20140807)；氢氧化钠(杭州萧山化学制剂厂，批号：

20151225)；冰醋酸(汇普化工仪器有限公司，批号：

20140716)。 

1.4  仪器 

Thermo Shandon 自 动 脱 水 机 ( 英 国

SHANDON 公司)；MICROM HM340E 石蜡切片

机(德国 MICROM 公司)；BMJ-  Ⅲ 型包埋机(常州

中威电子仪器厂)；Leica DM LB2 显微镜(德国

Leica公司)；AB104-N型电子天平(瑞士 METTLER 

TOLEDO 公司)；ANALYTECH-738PLU 半自动生

化仪(上海安泰分析仪器有限公司)；TD5A-WS 台

式低速离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)；

HH-2 型数显恒温水浴锅(常州国华电器有限公

司)；DHG-9140A 型电热恒温鼓风干燥箱(上海一

恒科技有限公司)；WH-861 漩涡混合器(江苏太仓

市华美生化仪器厂)。 

2  方法 

2.1  药物配制 

积雪草苷配制：积雪草苷粉末溶于水中，每 5 g

加植物油和吐温各 1 滴助溶，分别配成浓度为 10，

30，90 mg·mL1 的溶液。 

阳性药配制：将 100 万单位的 γ干扰素干粉溶

于 5 mL 的灭菌生理盐水，制备成 2×105 U·mL1

的 γ干扰素注射液。4 ℃冰箱保存备用。 

2.2  模型制备及分组 

Wistar 大鼠 60 只，随机分为正常组、模型组、

干扰素组(1×104 U·kg1)、积雪草苷高、中、低剂

量组(0.9，0.3，0.1 g·kg1)。其中正常组 8 只，模

型组 12 只，其余各组各 10 只。按文献方法制备

猪血清致免疫性肝纤维化模型，即每只大鼠腹腔

注射 0.5 mL 精制猪血清，每周 2 次，持续 8 周，

正常组大鼠注射 0.5 mL 生理盐水作为对照[4]。4

个给药组均从造模的第 1 天开始给药，积雪草苷

各剂量组采用灌胃给药，给药量为 1 mL·(100 g)1，

干扰素组采用肌肉注射给药，正常组和模型组给

予等量的蒸馏水。 

2.3  样本采集与处理 

实验持续 8 周，用药期间各组动物每 3 d 称重

1 次；最后一次造模后，禁食 12 h，眼眶取血，静

置 30 min，血液凝固后，于 3 500 r·min1 离心

10 min，取上层血清，用以测定 ALT、AST。低温

处死动物后，摘除肝脏，称重后，切取肝左叶的

相同部位，置于 10%甲醛固定后，脱水、包埋、

切片，进行 HE 染色和 Masson 染色，于光镜下观

察，进行组织病理学评价，并使用 Motic Images 

Advanced 3.0 测试系统软件对其进行定量分析。剩

余的肝组织加少量生理盐水碾磨成肝匀浆，脱脂

烘干后，磨成肝粉，测定 Hyp。 

2.4  观察指标及测定方法 

2.4.1  对大鼠一般情况及体质量的观察  每天观

察大鼠的一般症状，包括饮食变化，行为(自主活

动，精神状态)及毛发变化，记录体质量，并计算

肝脏指数。肝脏指数=肝脏湿重 /空腹体质量× 

100%。 

2.4.2  大鼠血清肝功能指标的测定  按试剂盒说

明书操作，采用赖氏法[5]测定 ALT、AST 水平。 

2.4.3  大鼠肝纤维组织标志物 Hyp 含量测定  

Jamall 法测定肝组织中 Hyp 含量。 

2.4.4  疗效判定  大鼠肝组织病理学评价，采用

半定量计分系统，通过对 HE 染色、Masson 染色

切片的组织病理学观察，对肝组织纤维化程度进

行量化处理，进而评估药物对肝纤维化的治疗效

果[6]。具体标准见表 1。 

  肝表面纤维化程度半定量处理：于 10 倍镜下，

随机对各组 Masson 染色切片截取 3 个不同的视

野，利用 Motic Images Advanced 3.0 测试系统软件

对肝表面纤维束进行周长(C)与面积的测定，用单

位视野内纤维束总面积(S)和各条纤维束面积与周

长的比值(S/C)作为肝组织表面纤维沉积程度的量
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度，进而来判断积雪草苷的治疗效果。 

表 1  纤维化半定量计分系统 

Tab. 1  Semi quantitative scoring system 

记分 
小叶(L) 汇管区 

(P) 

纤维间隔 

静脉周/窦周 数量(N) 宽度(W) 

0 无 无 无 

1 局限，少数 扩大无隔 ≤6/10 mm 细 

2 弥散，多数 扩大有隔 ≥6/10 mm 疏松，宽 

3  肝硬化 肝硬化 致密，宽 

4    ≥2/3 活检面积

注：纤维化程度计分=L+P+2×(N×W)。 

Note: fibrosis degree score=L+P+2×(N×W). 

2.5  统计方法 

采用 EXCEL 统计软件进行统计学处理，各计

量资料以 sx  表示，组间差异以 t 检验进行统计

学处理。 

3  结果 

3.1  积雪草苷对大鼠一般情况的影响 

正常组大鼠毛色光泽，粪便成形；模型组大

鼠毛发蓬松，无光泽，粪便常常呈稀湿状，易激

怒；各给药组大鼠毛发较模型组大鼠良好，粪便

基本成型，干燥，偶见黏湿现象。各组大鼠间的

体质量以及肝脏指数无明显差异，结果见表 2。 

表 2  积雪草苷对肝纤维化大鼠体质量、肝重及肝脏指数

的影响 

Tab. 2  Effects of asiaticoside on the change of body weight, 
liver weight and liver coefficient of rats with hepatic fibrosis 

组 别 n 体质量/g 肝重/g 肝脏指数 

正常组 8 321±16 10.7±0.8 3.33±0.24 

模型组 12 303±25 11.1±0.9 3.36±0.35 

γ 干扰素组 10 316±10 11.2±0.3 3.53±0.21 

积雪草苷低剂量组 10 311±23 11.1±1.3 3.57±0.77 

积雪草苷中剂量组 10 319±14 11.1±1.0 3.50±0.47 

积雪草苷高剂量组 10 306±13 10.6±1.5 3.47±0.64 

3.2  积雪草苷对大鼠血清指标的影响 

模型组大鼠血清中的 ALT 以及 AST 活性明显

高于正常大鼠(P<0.01)。各给药组的 ALT 与 AST

含量均低于模型组(P<0.05或P<0.01)。结果见表 3。 

3.3  积雪草苷对大鼠肝组织中 Hyp 含量的影响 

模型组大鼠肝组织中 Hyp 含量明显高于正常

大鼠(P<0.01)。与模型组相比，各给药组均能显著

降低模型 Hyp 水平(P<0.01)，明显减轻猪血清诱导

的大鼠慢性肝损伤。结果见表 3。 

表 3  积雪草苷对肝纤维化大鼠血清中 ALT、AST 和肝组织

中 Hyp 的影响 

Tab. 3  Effects of asiaticoside on AST, ALT in serum and 
Hyp in liver tissue of hepatic fibrosis rats  

组 别 n ALT/U·L1 AST/U·L1 Hyp/g·g1

正常组  8  53.2±5.22)  121±242) 65±122) 

模型组 12  85.5±12.5 195±36 147±19 

γ 干扰素组 10  60.9±14.12)  130±222) 85±222) 

积雪草苷低剂量组 10  71.6±6.31)  166±191) 112±252) 

积雪草苷中剂量组 10  68.6±11.91)  150±262) 99±152) 

积雪草苷高剂量组 10  64.8±8.82)  142±182) 92±112) 

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.4   积雪草苷对大鼠肝脏形态的影响 

正常组肝脏呈红褐色，表面光滑，质软；模

型组肝脏明显肿胀，粗糙，色苍黄，部分肝表面

呈结节状，质硬，油腻；γ 干扰素组和各积雪草苷

给药组部分肝脏轻度肿大，黄褐色，表面尚光滑。 

3.5  积雪草苷对大鼠肝脏组织病理学的影响 

正常组肝脏结构正常，肝细胞索围绕中央静

脉呈放射状排列，未见明显病变，肝细胞结构完

整，其围绕中央静脉呈放射状排列，未见假肝小

叶形成和大量纤维束的沉积；模型组肝脏组织破

坏，肝细胞明显肿胀变性，部分气球样变性，其

中多为脂肪变性、小灶性坏死，部分肝细胞呈结

节样再生，门脉区及坏死区纤维组织大量增生，

包绕肝细胞形成大小不等的假小叶，假小叶间隔

明显增宽，大量纤维沉积；积雪草苷低剂量组与

模型组比较，病变程度有所减轻，但汇管区仍可

见大量炎性细胞浸润，肝细胞可见点状和片状坏

死，纤维细胞明显增生，有大量纤维沉积；干扰

素组和积雪草苷中、高剂量组与模型组比较，肝

组织结构较为完整，肝细胞坏死程度明显减轻，

假小叶形成明显较少，假小叶间隔稍有增宽，纤

维沉积明显减少。结果见图 1~2。 

3.6  积雪草苷对大鼠肝组织纤维化程度的影响 

在光镜下观察比较各组大鼠肝脏 Masson染色

切片，参照 SSS 系统对其进行纤维化半定量计分。

结果正常组、模型组、干扰素组、积雪草苷低、

中、高剂量组的半定量计分值分别为 0，13.3±4.6， 

7.6±2.4，11.8±3.6，9.4±2.7，8.5±2.8。 

利用 Motic Images Advanced 3.0 测试系统软

件测量 Masson 染色切片视野下的纤维面积(S)和

周长(C)，计算 S 与 S/C，进而考查积雪草苷对肝

表面纤维的治疗效果。结果见表 4。 
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图 1  积雪草苷对肝纤维化大鼠肝组织病理学的影响(HE

染色) 
A正常组；B模型组；C干扰素组；D积雪草苷低剂量组；E积

雪草苷中剂量组；F积雪草苷高剂量组。 

Fig. 1  Effects of asiaticoside on liver histopathology in 
hepatic fibrosis rats (HE staining) 
Anormal group; Bmodel group; C-interferon group; Dasiaticoside 

low-dose group; Easiaticoside middle-dose group; Fasiaticoside 
high-dose group. 

表 4  各组大鼠肝脏表面纤维表现比较 

Tab. 4  Effect of asiaticoside on the degree of fiber 
proliferation among each rats 

组 别 n S/mm2 S/C 

正常组  8 0 0 

模型组 12 0.057 6±0.0123) 103.4±9.03) 

γ 干扰素组 10 0.020 2±0.009 92)3) 67.0±5.72)3) 

积雪草苷低剂量组 10 0.047 8±0.004 73) 95.5±11.13) 

积雪草苷中剂量组 10 0.035 0±0.009 21)3) 87.9±6.91)3) 

积雪草苷高剂量组 10 0.028 4±0.005 82)3) 80.6±15.22)3)

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与正常组比较，3)P<0.01。 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
normal group, 3)P<0.01. 

4  讨论 

肝纤维化是肝脏纤维性结缔组织异常增生，

进而肝脏内弥漫性纤维结缔组织过度沉积，是慢

性肝病发展到肝硬化必经之阶段[7]。近年来的研

究表明，在有效的病因治疗基础上，抗纤维化治

疗不仅可以抑制肝纤维化的进一步发展，而且能

够一定程度的逆转肝纤维化甚至早期肝硬化病

变[8-9]。 

 
图 2  积雪草苷对肝纤维化大鼠肝组织病理学的影响

(Masson 染色) 
A正常组；B模型组；C干扰素组；D积雪草苷低剂量组；E积
雪草苷中剂量组；F积雪草苷高剂量组。 

Fig. 2  Effects of asiaticoside on liver histopathology in 
hepatic fibrosis rats (Masson staining) 
Anormal group; Bmodel group; C-interferon group; Dasiaticoside 

low-dose group; Easiaticoside middle-dose group; Fasiaticoside 
high-dose group. 

本实验建立的猪血清致大鼠肝纤维化模型与

免疫性肝纤维化的形成有关，与人类慢性肝炎中

肝纤维化的发生相似。猪血清蛋白作为抗原刺激

大鼠，可产生抗猪血清蛋白抗体，并形成免疫复

合物，从而激活补体。由于抗原反复、长期的刺

激，过量的免疫复合物来不及被清除，沉积于肝

窦和肝血管壁内外，引起炎症细胞浸润，释放炎

症介质，导致血管炎和血管周炎，形成广泛的进

行性慢性炎症病变，造成肝细胞变性、坏死，肝

细胞纤维增生等变化，最终形成免疫性肝纤维化

大鼠[10]。 

血清 ALT、AST 水平在一定程度上能反应出

肝组织的炎症状况以及损伤程度。Hyp 是胶原蛋

白的特有成分之一，而胶原蛋白是肝组织纤维化

基质中最主要的成分，通过测定肝组织中 Hyp 的

含量可以间接反应出纤维化的程度。肝脏组织病

理学观察，并在此基础上，结合定量计分分析是

诊断肝纤维最为直接和有效的方法。 

干扰素是目前研究最广泛的抗纤维化细胞因
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子。γ干扰素是由活化的 T 细胞产生，可抑制肝组

织成纤维细胞增殖，减少细胞外基质合成，是肝

纤维化的主要抑制因子[11-12]。 

本研究结果显示，猪血清致免疫性肝纤维化

模型大鼠血清中的 ALT、AST 含量和肝组织中的

Hyp 含量均升高，以及肝组织纤维化程度明显增

高，表明本实验成功建立了肝纤维化大鼠模型。

与模型组比较，积雪草苷各剂量组能显著降低大

鼠血清中的 ALT、AST 水平，显著降低大鼠肝组

织中的 Hyp 水平，其中中、高剂量组能显著减轻

肝组织的病变，明显减少胶原纤维，其效果与阳

性药 γ干扰素相当。研究结果提示，积雪草苷具有

明显的抗免疫性肝纤维化作用，为中药积雪草临

床治疗肝纤维化提供了实验依据。 
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