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人参皂苷Ｒｇ１抗肝纤维化的体视学分析
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　　摘　要：目的　研究三七总甙单体成分人参皂苷Ｒｇ１对肝纤维化的作用。方法　采用５０％Ｃｃｌ４ 造大鼠肝纤维化模型，共３５

ｄ，同时予三七总皂甙单体成分人参皂苷Ｒｇ１不同剂量治疗，于第５周（实验结束）时分离肝组织，光镜和电镜观察肝组织病理变

化，并应用体视学方法计量各组大鼠肝细胞线粒体的体积密度（Ｖｖｍ）、面积密度（Ｓｖｍ）、比表面（Ｑｍ）、面数密度（Ｎａｍ）。结果　

各组大鼠肝细胞线粒体体视学结果比较组间存在差异。三七总甙组、Ｒｇ１低剂量组和等渗盐水组Ｖｖｍ较正常对照组显著增高，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高剂量组、Ｒｇ１中剂量组和秋水仙碱组 Ｖｖｍ较正常对照组呈增高趋势，但差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；Ｒｇ１高、中、低剂量组，三七总甙组、秋水仙碱组 Ｖｖｍ与等渗盐水组比较呈降低趋势，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。Ｒｇ１低剂量组、三七总甙组、秋水仙碱组、等渗盐水组Ｓｖｍ较正常对照组呈显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１

高、中剂量组、三七总甙组、秋水仙碱组Ｓｖｍ较等渗盐水组显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高剂量组Ｓｖｍ较Ｒｇ１低

剂量组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｒｇ１低剂量组、秋水仙碱组、等渗盐水组Ｎａｍ较正常对照组显著增高，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高、中剂量组，三七总甙组Ｎａｍ较等渗盐水组显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高剂量组

Ｎａｍ较Ｒｇ１低剂量组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。各组Ｑｍ较正常对照组呈降低趋势，但差异有统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　人参皂苷Ｒｇ１具有三七总甙的抗肝纤维化作用，在一些方面甚至超过三七总甙，且Ｒｇ１的上述作用与剂量呈正相

关，故认为人参皂苷Ｒｇ１是较理想的防治肝纤维化的药物。
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　　三七是临床防治肝病常用的一种中药。三七抗肝纤维化

的作用主要由其主要成分三七总甙发挥的［１］，而三七总甙是一

种混合物，通过高效液相色谱法可分离出Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１等人参

皂苷单体成分［２］，人参皂苷 Ｒｇ１为其中主要成分之一。前期

研究表明，人参皂苷 Ｒｇ１对肝纤维化有明显的治疗作用
［３］。

本文将通过对肝纤维化大鼠肝组织病理观察、体视学分析来进

行研究，有望为提取三七总甙有效作用成分，开发抗肝纤维化

治疗药物提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药物与试剂　三七总甙及其单体成分人参皂苷 Ｒｇ１

由昆明医科大学重点实验室分离提纯，纯度高于９６％；秋水仙

碱购自昆明制药集团股份有限公司；Ｃｃｌ４（分析纯）和乙醚（分

析纯）购自上海化学试剂公司。

１．１．２　动物　健康ＳＤ大鼠１００只，体质量（１８０±２０）ｇ，雌、

雄各半，购自昆明医科大学动物科，动物合格证号：ＳＣＸＫ（滇）

２００５０００８。

１．２　方法

１．２．１　建立肝纤维化模型　Ｃｃｌ４ 用橄榄油配制成５０％溶液，

首剂３ｍＬ／ｋｇ皮下注射，此后２ｍＬ／ｋｇ皮下注射，每周２次，

共１０次；大鼠随机分为７组，正常对照组１０只，其余每组１５

只，分别为Ｒｇ１高剂量组（１２０ｍｇ·ｋｇ
１·ｄ１）、Ｒｇ１中剂量组

（６０ｍｇ·ｋｇ
１·ｄ１）、Ｒｇ１低剂量组（３０ｍｇ·ｋｇ

１·ｄ１）、三七

总甙组（６０ｍｇ·ｋｇ
１·ｄ１）、秋水仙碱组（０．２ｍｇ·ｋｇ

１·ｄ１）、

等渗盐水组（２ｍＬ／只），造模开始时即予颈部皮下连续注射治

疗药物，于治疗３５ｄ，切断腹股沟动脉处死大鼠，取肝脏，固定

于３．０％戊二醛溶液，由专业病理医师行光镜及电镜标本制作

并读片。将制好的标本编号登记后打乱次序，在ＪＥＭ１０１１型

透射电镜下观察，观察目标为肝细胞、细胞间质、肝细胞质及线

粒体，选择反差好且制片完好的部位进行随机拍照，高倍镜

（３００００倍）下拍摄肝细胞质及线粒体，低倍镜下拍摄肝细胞及

细胞间质。按体视学分析要求高倍（３００００倍）下每组拍摄不

少于３５张照片
［４］。体视学分析主要针对线粒体进行研究，肝

细胞质为参照系。

１．２．２　评价指标　体积密度（ＶＶ）：指某一结构的体积与其所

在的参照系体积之比；面积密度（ＳＶ）：指某一膜结构的面积与

其所在的参照系体积之比；比表面（Ｑ），指结构成分的表面积

与体积之比；面数密度（Ｎａ）：指单位面积参照系界面中包含的

某种颗粒的截面数。将电镜照片在 ＨＰＩＡＳ１０００彩色病理图

文分析系统下测得二维图像上的线粒体初级参数：（１）截面积；

（２）截面周长；（３）线粒体（截面）数。根据以上二维参数得出线

粒体的体积密度（Ｖｖｍ）、面积密度（Ｓｖｍ）、比表面（Ｑｍ）、面数

密度（Ｎａｍ）。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量资

料用狓±狊表示，采用方差分析，等级资料用秩和检验。检验标

准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组肝组织的光镜观察结果　正常对照组 ＨＥ染色见肝

细胞形态、大小正常，肝细胞索排列整齐，肝细胞未见变性坏死

和炎细胞浸润。等渗盐水组从 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色及银染

中都可以见到病变肝组织内小叶结构紊乱，弥散的肝细胞脂肪

变性，广泛的气球样变性，汇管区及中央静脉广泛炎细胞浸润，

纤维结缔组织增生，肝细胞被包绕分割成团块，局部形成假小

叶。而三七总甙及Ｒｇ１高、中剂量组肝纤维化均有不同程度

的改善，见表１。经秩和检验，Ｒｇ１高及中剂量组、秋水仙碱

组、三七总甙组与等渗盐水组的肝纤维化分期比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；Ｒｇ１高剂量组与低剂量组比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；Ｒｇ１低剂量组与秋水仙碱组比较，差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。

表１　　各组大鼠肝纤维化分期情况（狀）

组别 Ｓ０ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ 合计

Ｒｇ１高剂量组 ７ １ １ ０ ０ ９

Ｒｇ１中剂量组 ５ ４ １ ０ ０ １０

Ｒｇ１低剂量组 ２ ４ ２ ０ ２ １０

三七总甙组 ６ １ ２ ０ ０ ９

秋水仙碱组 ７ ２ ０ ０ ０ ９

生理盐水组 ０ ３ ２ ４ １ １０

正常对照组 １０ ０ ０ ０ ０ １０

合计 ３７ １４ ８ ６ ２ ６７

２．２　各组肝组织的电镜观察结果　正常对照组肝细胞核圆，

居于细胞中心，常染色质多，异染色质少，核仁明显，于细胞质

内见大量的线粒体、内质网等细胞器，其为圆形或椭圆形，

Ｄｉｓｓｅ间隙可见较多微绒毛，毛细胆管内未见淤胆，Ｄｉｓｓｅ间隙

未见胶原纤维增生，见图１Ａ。等渗盐水组肝细胞内广泛脂质

空泡变性，细胞质水肿，脂褐素沉着，线粒体增生肥大、肿胀，少

数固缩，一些细胞内线粒体残体增多，基质颗粒减少，内质网囊

状扩张，肝窦可见淤血、扩张，Ｄｉｓｓｅ间隙变窄，Ｄｉｓｓｅ间隙面微

绒毛减少、稀疏，有胶原纤维增生，见图１Ｂ、Ｃ。Ｒｇ１低剂量组

肝细胞内见较多脂肪空泡变性，内质网扩张，线粒体肿胀，肝窦

淤血、扩张，Ｄｉｓｓｅ间隙内广泛胶原纤维增生，较等渗盐水组对

肝纤维化无明显改善作用，见图１Ｄ。Ｒｇ１高及中剂量组、三七

总甙组及秋水仙碱组电镜改变处于正常对照组与等渗盐水组

之间。Ｒｇ１高剂量组、三七总甙组分别见图１Ｅ、Ｆ。

２．３　肝细胞线粒体体视学分析　（１）Ｖｖｍ：三七总甙组、Ｒｇ１

低剂量组和等渗盐水组较正常对照组显著增高，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高剂量组、Ｒｇ１中剂量组和秋水仙碱

组较正常对照组呈增高趋势，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ｒｇ１高、中、低剂量组，三七总甙组，秋水仙碱组与等渗

盐水组比较呈降低趋势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

（２）Ｓｖｍ：Ｒｇ１低剂量组、三七总甙组、秋水仙碱组、等渗盐水

组较正常对照组显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；

Ｒｇ１高、中剂量组、三七总甙组、秋水仙碱组较等渗盐水组显

著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高剂量组较Ｒｇ１

低剂量组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。（３）

Ｎａｍ：Ｒｇ１低剂量组、秋水仙碱组、等渗盐水组较正常对照组

显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｒｇ１高、中剂量组、

三七总甙组较生理盐水组显著降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；Ｒｇ１高剂量组较Ｒｇ１低剂量组明显降低，差异有统计
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学意义（犘＜０．０５）。（４）Ｑｍ：各组较正常对照组呈降低趋势， 但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ、Ｃ：等渗盐水组；Ｄ：Ｒｇ１低剂量组；Ｅ：Ｒｇ１高剂量组；Ｆ：三七总甙组。

图１　　各组肝组织的电镜观察结果

表２　　细胞线粒体体视学计量结果（狓±狊）

组别 照片数 Ｖｖｍ（％） Ｓｖｍ（μｍ
１） Ｑｍ（μｍ

１） Ｎａｍ（１／μｍ
２）

Ｒｇ１高剂量组 ４５ ６．９１±１．９５ １．２３±０．３４ １９．４８±２．６１ ０．９０±０．０４

Ｒｇ１中剂量组 ４５ ７．０１±１．６４ １．３２±０．４１ １９．４０±２．１２ ０．９６±０．１０

Ｒｇ１低剂量组 ４５ ７．３８±２．５４ １．５４±０．４１ １９．３２±２．８０ １．１２±０．１３

三七总甙组 ４５ ７．１０±１．６０ １．３６±０．３２ １９．４１±１．８０ ０．９９±０．１４

秋水仙碱组 ４５ ６．９０±１．９１ １．４３±０．３０ １９．３０±２．１１ １．０８±０．１３

等渗盐水组 ４５ ７．８０±１．６５ １．７１±０．２７ １９．１４±２．５２ １．２１±０．１７

正常对照组 ３５ ６．０７±１．９８ １．１４±０．３５ １９．６９±２．７１ ０．８２±０．０４

３　讨　　论

随着对肝纤维化研究的深入，传统上肝纤维化不可逆转的

观点已受到严重挑战，提出了肝纤维化完全有可能逆转的观

点［５６］。研究显示，人参皂苷Ｒｇ１具有抗氧化和抗肝纤维化作

用［７］，并且对细胞外基质的沉积有抑制作用，未来可能用做细

胞外基质沉积的抑制剂［８］。

本研究前期采用ＲＴＰＣＲ检测人参皂苷Ｒｇｌ对Ｃｃｌ４ 所致

肝纤维化模型大鼠肝组织基质金属蛋白酶组织抑制剂（ＴＩＭＰ

１）ｍＲＮＡ及Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响，结果表明，三七总

甙及其单体成分Ｒｇ１高剂量组可以明显降低肝纤维化大鼠肝

组织ＴＩＭＰｌｍＲＮＡ和Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ的表达，其提示抑制

ＴＩＭＰ１表达对三七总甙及其单体 Ｒｇ１的抗纤维化作用有

益［９］。可见三七总甙具有抗肝纤维化作用，其主要单体成分

Ｒｇｌ是其发挥抗肝纤维化作用的主要有效成分，下调肝组织

ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表达可能是Ｒｇｌ及三七总甙抗肝纤维化作

用的机制之一［９］。

Ｒｇ１对肝纤维化超微结构的影响报道尚很少见。本研究

电镜结果显示，Ｒｇ１及三七总甙用于实验性肝纤维化可减轻肝

细胞脂肪空泡变性程度，减少Ｄｉｓｓｅ间隙及肝星状细胞（ＨＳＣ）

周围的胶原纤维沉积，促进已形成的胶原的吸收。

线粒体是细胞内重要的细胞器，其最主要的功能是为细胞

的各种活动供能。一旦细胞遭受各种内、外因素影响，线粒体

的反应最早，变化也最敏感，其是决定细胞由可逆到不可逆改

变的关键细胞器，因此本研究以线粒体作为检测指标。本研究

造模使用的Ｃｃｌ４，其本身无活性，在肝细胞被转化为毒性自由

基Ｃｃｌ３，之后引起内质网肿胀，脂质代谢障碍，肝细胞水肿和脂

肪变性，此时线粒体已经受损，ＡＴＰ生成减少，细胞膜 Ｎａ＋

Ｋ＋泵功能障碍，导致细胞内钠离子和水的大量积聚，这些损伤

属于可逆性损伤，当Ｃｃｌ４ 毒性持续作用会进一步导致线粒体

空泡形成、线粒体基质颗粒沉积、溶酶体释放酸性水解酶降解

细胞成分等，这些属于细胞的不可逆损伤，上述细胞损伤在本

研究的电镜观察中多有表现（如图１Ｂ～Ｆ）。本实验的电镜观

察结果表明，Ｃｃｌ４ 诱导的肝纤维化大鼠肝细胞的线粒体发生了

明显的改变，其表现为肿胀或固缩等形式，一些线粒体嵴变形

扭曲以致消失，部分线粒体基质颗粒减少。当线粒体肿胀时，

其比表面变小，而固缩时其比表面则变大［４］。结合体视学结

果，各组肝细胞线粒体比表面较正常对照组（下转第３６１６页）
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感染现状及基因亚型分布分析，为 ＨＰＶ基因亚型疫苗研制与

临床应用提供了参考依据。建议将宫颈 ＨＰＶ基因亚型检测

作为妇科门诊患者常规检测项目，可对宫颈癌或尖锐湿疣等疾

病的早期防治起到早诊、早治的目的。
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呈下降趋势，研究中观察到等渗盐水组肝细胞线粒体改变以肿

胀为主，同时有固缩存在。综合分析认为线粒体的通透性增

强，其细胞氧化功能受损，能量合成障碍，其损伤进一步导致细

胞受损，严重可引起细胞坏死，导致生理功能的降低或丧失。

参照本研究电镜结果，结合测算线粒体的有关参数结果分析，

Ｒｇ１、三七总甙、秋水仙碱均能在一定程度上减轻Ｃｃｌ４ 诱导的

肝纤维化大鼠肝细胞脂肪空泡变性程度，减轻线粒体的肿胀及

固缩，并对胶原纤维的沉积有改善作用，其中又以 Ｒｇ１高、中

剂量组为最明显，其次为三七总甙，再次为秋水仙碱。

综上所述，三七总甙是疗效确切、安全的抗肝纤维化药物，

其主要作用是由单体成分人参皂苷 Ｒｇ１发挥的，Ｒｇ１的抗肝

纤维化作用在一定范围内与剂量成正相关。本研究结果可能

为今后提取三七总甙抗肝纤维化成分、临床药物研发提供理论

依据。
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