
免疫功能降低，从而严重影响生活质量。同时，机体

免疫力减退，又进一步导致肿瘤的发展和恶化。本研

究中，两组 ＱＬＱ－ＣＣＣ量表评分均降低，但研究组
ＱＬＱ－ＣＣＣ量表评分较对照组均较高（Ｐ＜０．０１），并
ＫＰＳ评分较高（Ｐ＜０．０５），这可能与催熟树突状细
胞，从而激活和刺激 Ｔ细胞，加强机体免疫功能有关，
其具体机制有待于进一步探讨。

有关 ｒｍｈＴＮＦ毒性不良反应，国内外文献均有报
道。本研究中观察到与 ｒｍｈＴＮＦ有关不良反应有畏
寒、发热症状，不需做特殊治疗，亦不影响化疗疗效，

并停药后均能自行消失。本研究还显示，截至随访日

期，研究组生存率高于对照组（Ｐ＜０．０５），表明 ｒｍｈＴ
ＮＦ联合多西他赛加顺铂可延长晚期 ＮＳＣＬＣ患者生
存时间，并提高生存率。综上所述，ｒｍｈＴＮＦ联合多西
他赛加顺铂治疗晚期非小细胞肺癌效果确切，能改善

机体功能状况和生活质量，并毒性不良反应较轻，均

能耐受，有效提高生存率和生活质量，值得临床推广

与应用。
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红花提取物对肝纤维化大鼠肝线粒体的作用

胡志伟

摘　要　目的　探讨红花提取物对肝纤维化大鼠肝细胞线粒体的保护作用。方法　二乙基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化模型，

实验组口服红花提取物，分离各组肝组织细胞线粒体，观察肝细胞线粒体形态学改变，检测 ＭＤＡ和 ＳＯＤ在肝细胞线粒体中的水
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　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｙ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．５　　



平。观察线粒体膜势能和线粒体 ＡＴＰ的水平改变，并观察线粒体的呼吸功能变化，以研究红花提取物对肝纤维化大鼠肝细胞线

粒体是否具有保护作用。结果　正常组大鼠肝线粒体排列整齐、形态正常，对照组的大鼠线粒体肿胀且形态不规则，边界不清

晰，且大小不一致，而实验组线粒体的肿胀、结构不清晰、大小不一等情况有明显改善；肝纤维化大鼠肝细胞线粒体中 ＭＤＡ的水

平明显升高，而 ＳＯＤ的含量明显下降，红花提取物处理则能明显降低线粒体 ＭＤＡ的水平，并提高 ＳＯＤ的含量；与正常组相比，肝

纤维化大鼠的线粒体膜势能明显降低，而红花提取物处理能够提高线粒体膜势能；大鼠由于肝纤维化可加重消耗肝细胞线粒体

中的 ＡＴＰ，而红花提取物能明显减少大鼠线粒体中的 ＡＴＰ消耗。与之一致的是，实验组大鼠线粒体中的磷氧比明显高于对照组。

结论　红花提取物能明显降低大鼠肝纤维化诱导的肝细胞线粒体氧化应激。能维持肝细胞线粒体 ＡＴＰ水平、呼吸控制率及磷

氧比来保护线粒体的功能。

关键词　红花提取物　二乙基亚硝胺　大鼠肝纤维化　线粒体功能
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ｔｈｅｓａｆｆｌｏｗｅｒｅｘｔｒａｃｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ｄｕｅｔｏｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｒａｔｓｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｏｆＡＴＰｉｎｌｉｖｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄｓａｆｆｌｏｗｅｒｅｘｔｒａｃｔｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅＡＴＰｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｉｎｒａｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．Ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｉｓ，ｔｈｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒ－ｔｏ－ｏｘｙｇｅｎｒａｔｉｏｉｎｔｈｅｒａｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｓａｆｆｌｏｗｅｒｅｘｔｒａｃｔｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎ

ｒａｔｓ．ＩｔｃａｎｍａｉｎｔａｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＡＴＰｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｏｎｔｒｏｌｒａｔｅａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ－ｏｘｙｇｅｎｒａｔｉｏｔｏｐｒｏｔｅｃｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｓａｆｆｌｏｗｅｒｅｘｔｒａｃｔ；Ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ；Ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ；Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　肝纤维化是一种较常见的慢性肝病，临床上主要
表现为肝功能的损伤，严重时累及其他脏器组织。研

究认为，肝纤维化的致病机制主要有肝成纤维细胞和

肝星型细胞的增殖与迁移，炎症引起的氧化应激，以

及肝细胞凋亡等
［１］
。近年来，肝纤维化的发生率日

益升高，而因其病理病因复杂，使得其发病机制及治

疗干预方法依然不甚明了，已经成为备受关注的社会

健康问题。

目前关于肝纤维化的治疗，主要是通过药物干预

的方式。因中药具有长期服用不良反应较小的特点，

因此临床上常采用中药汤剂或中成药进行抗纤维化

治疗
［２，３］
。其机制主要包括抑制病毒复制、减轻肝组

织免疫损伤，减轻肝组织细胞炎性浸润、抑制肝细胞

变性坏死，清除自由基、减轻肝组织细胞氧化损伤，提

高肝细胞线粒体功能、抑制其凋亡、提高肝细胞的活

性，改善肝脏组织的血液循环、促进肝细胞的再生

等
［４～７］

。

红花为菊科植物，含有红花黄色素和红花苷，有

抗凝血、抗血栓形成、增加冠状动脉血流量和降低冠

状动脉阻力、扩张血管、改善微循环等作用。近年来

关于红花在肝病中的研究也日益增多，但是，尽管红

花在肝病中的治疗作用已经日益受到关注，然而其对

肝纤维化抑制作用机制的研究仍不完善。

材料与方法

１．肝纤维化模型建立及标本制备：Ｗｉｓｔａｒ大鼠，
雄性，鼠龄相同，体重 １８０～２２０ｇ，常规条件下标准
饲养，实验前适应性饲养 １周。冷浸提取法获得红
花提取物（ＣＴＬＥ）。大鼠随机分为３组，每组１０只。
第１组为正常组，每周腹腔注射１次生理盐水，每日
口服生理盐水（ＳＩ），量同实验组，处理 ８周；第 ２组

·９０１·
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为二乙基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化模型（对照组），

每周腹腔注射 １次 ７０ｍｇ／（２ｍｌ·ｋｇ）浓度的二乙基
亚硝胺（ＤＥＮ），每日口服生理盐水，处理 ８周；第 ３
组为二乙基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化模型（实验

组），每周腹腔注射 １次 ７０ｍｇ／（２ｍｌ·ｋｇ）浓度的
ＤＥＮ，每日口服 ４０ｍｇ／（１０ｍｌ·ｋｇ）浓度的 ＣＴＬＥ，处
理８周。在第８周处死大鼠并取大鼠肝组织等进行
后续检测。

２．电镜样品制备及肝细胞线粒体提取：取肝组
织，依次固定、包埋、固化，常规 Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下
观察肝组织切片，并利用超薄切片机切片，厚度约

６０ｎｍ；然后予以醋酸铀 －枸橼酸铅双染色处理，制备
透射电镜样品，然后用透射电镜观察并采片。另取肝

组织，差速离心法分离肝组织细胞线粒体。

３．线粒体中 ＭＤＡ、ＳＯＤ的测定：取肝组织线粒体
溶液，采用比色法检测 ＭＤＡ和 ＳＯＤ的水平。利用
ＭＤＡ和硫代巴比妥酸发生反应可以产生红色产物的
原理来测定 ＭＤＡ水平，利用 ＳＯＤ和二硫代二硝基苯
甲酸发生反应可以生成黄色产物的原理来测定 ＳＯＤ
水平。测定吸光度 Ａ值，分别按照 ＭＤＡ及 ＳＯＤ试剂
盒说明书公式进行计算。

４．线粒体膜势能的检测：利用线粒体膜电位试剂
盒分别检测各组大鼠肝线粒体的跨膜电位。分光光度

计测定各组吸光度 Ａ值，波长取 ５４２ｎｍ。最后依据说
明书公式计算，获得各组大鼠肝线粒体膜势能的值。

５．线粒体 ＡＴＰ含量的测定：利用 ＡＴＰ检测试剂

盒来测定各组大鼠肝线粒体的 ＡＴＰ含量，将肝组织
细胞线粒体离心，然后取上清液，按照说明书操作，分

别得到各组大鼠肝线粒体的 ＡＴＰ含量标准曲线，然
后依据说明书计算方法分别得出各组大鼠肝线粒体

的 ＡＴＰ含量。
６．线粒体呼吸功能的测定：利用 Ｃｌａｒｋ氧化电极

法来测定各组大鼠肝线粒体的呼吸功能。配制反应

液。取线粒体溶液加至反应液中，先后测得呼吸 ３态
和呼吸４态的各自氧消耗率。然后根据公式分别计
算出各组大鼠肝线粒体的呼吸控制率（ＲＣＲ）和磷氧
比（Ｐ／Ｏ）的值，从而评测各组大鼠肝线粒体呼吸功能
的改变。

７．统计学方法：统计学分析使用 ＳＰＳＳ１６．０软件
进行，数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。两组数据
之间采用 ｔ检验进行统计学分析，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果
１．红花提取物能明显改善大鼠肝组织结构纤维

化：对各组大鼠所取肝组织进行切片及 Ｍａｓｓｏｎ染色。
光学显微镜下观察结果显示，正常组肝组织结构整齐

且正常；对照组的肝组织出现明显的纤维化及结节形

成，并且可以看见明显的炎性细胞浸润和组织损伤，

组织细胞形态出现异常；而经红花提取物处理的实验

组，上述组织损伤得到明显减轻，可见纤维化及结节

明显减少，炎性细胞浸润和组织细胞形态变化明显减

弱（图１）。

图 １　红花提取物对肝纤维化大鼠肝组织形态结构有保护作用（Ｍａｓｓｏｎ，×２００）
Ａ．正常组（ＳＩ组）大鼠肝组织结构；Ｂ．对照组（ＤＥＮ组）大鼠肝组织结构；Ｃ．实验组（ＤＥＮ＋ＣＴＬＥ组）大鼠肝组织结构；ＦＩ．纤维化

　

　　２．红花提取物能够减轻肝纤维化导致的肝细胞
线粒体形态改变：透射电镜下观察各组大鼠肝线粒体

的结构变化，发现正常组大鼠肝线粒体形态正常，而

肝纤维化对照组肝线粒体结构紊乱，具体表现为线粒

体整体肿大、外形不规则、边界欠清晰等；而红花提取

物处理的大鼠线粒体结构明显得到了改善，和正常组

的大鼠肝线粒体存在类似的结构（图２）。
３．红花提取物能明显减轻肝纤维化引起的肝组

织线粒体的氧化应激：结果发现，与正常组对比，二乙

基亚硝胺诱导肝纤维化后对照组大鼠线粒体中的

ＭＤＡ水平明显升高，ＳＯＤ的含量明显下降，提示对
照组中大鼠肝组织线粒体中存在显著升高的氧化应

·０１１·
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图 ２　红花提取物对大鼠肝细胞线粒体

电镜结构的影响（×２１０００）
Ａ．正常组（ＳＩ组）大鼠肝组织细胞线粒体电镜结构；Ｂ．对照组

（ＤＥＮ组）大鼠肝组织细胞线粒体电镜结构；Ｃ．实验组（ＤＥＮ＋

ＣＴＬＥ组）大鼠肝组织细胞线粒体电镜结构

　

激水平；而与对照组相比，实验组大鼠肝细胞线粒体

的 ＭＤＡ水平有了明显下降，同时 ＳＯＤ的水平有着
显著上升（表１）。

表 １　红花提取物对肝组织线粒体中 ＭＤＡ和

ＳＯＤ含量的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）

正常组 ０．０５±０．０１ ０．７６±０．１１

对照组 ０．２１±０．０２ ０．３４±０．０７

实验组 ０．０９±０．０１＃＃ ０．６８±０．０８＃＃

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０１；与对照组比较，＃＃Ｐ＜０．０１

　　４．红花提取物能帮助改善肝纤维化引起的肝细
胞线粒体膜势能改变：为了进一步研究红花提取物是

否对肝纤维化大鼠肝线粒体的膜具有保护作用，课题

分别检测了各组大鼠肝细胞线粒体的膜势能。与正

常组比较，肝硬化大鼠肝线粒体膜势能明显降低，而

实验组大鼠肝组织细胞线粒体膜势能明显高于对照

组（图３）。

图 ３　红花提取物对大鼠肝组织细胞线粒体膜势能的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　５．红花提取物能明显保护肝纤维化大鼠肝细胞
线粒体的功能：笔者检测了３组大鼠肝组织细胞线粒
体的 ＡＴＰ水平，同时还检测了线粒体呼吸控制率以
及磷氧比。与正常组比较，对照组大鼠肝细胞线粒体

ＡＴＰ水平显著下降，与其一致的是，对照组线粒体呼
吸控制率及磷氧比也显著下降；与对照组比较，实

验组大鼠肝细胞线粒体 ＡＴＰ水平有了一定程度的
提高，同时实验组线粒体呼吸控制率以及磷氧比也

显著升高（图 ４，表 ２）。说明诱导肝纤维化的大鼠
肝组织线粒体的功能受到明显的损伤，而红花提取

物则有效的减轻了肝纤维化引起的肝组织线粒体

功能损伤。

图 ４　红花提取物对大鼠肝组织细胞

线粒体中 ＡＴＰ含量的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

表 ２　３组大鼠肝组织细胞线粒体的呼吸功能 （ｘ±ｓ）

组别 呼吸３态［ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）］ 呼吸４态［ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）］ 呼吸控制率（ＲＣＲ） 磷氧比（Ｐ／Ｏ）
正常组 ５９．２６±４．０２ １４．３８±１．２３ ４．５５±０．２７ １．５６±０．０２
对照组 ４４．３９±３．１１ １７．７７±１．０３ ２．６８±０．０９ １．１３±０．０１

实验组 ５２．４５±２．１４＃ １６．５６±１．０５ ３．２３±０．１０＃ １．５３±０．０２＃

　　与正常组（ＳＩ组）比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与对照组（ＤＥＮ组）比较，＃Ｐ＜０．０５

讨　　论
研究证实，氧化应激是肝组织损伤、肝纤维化形

成的重要因素
［８］
。多项研究发现，肝组织的损伤会

导致肝组织自由基增加，导致脂质过氧化，加重组织

氧化应激的水平，组织氧化损伤的最终产物是丙二醛

（ＭＤＡ），同时 ＭＤＡ也作为脂质过氧化的标志物，超
氧化物酶（ＳＯＤ）是可以清除过氧化物的酶类，其水平
的升高标志着组织过氧化得到减轻

［９～１１］
。
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机体氧化反应最重要的场所是线粒体，组织重要

的氧化过程基本都在线粒体中进行。同时，介导细胞

凋亡的源头也是线粒体，线粒体在消耗掉机体摄入的

氧后将其转化为自由基等物质，当自由基清除不及时

而累积过多时，线粒体的膜势能会受到影响，线粒体

内膜会受到损伤，最后导致线粒体形态与功能均受到

影响
［１２］
。研究表明，肝纤维化是肝脏细胞凋亡过度

的结果，且已有研究证实通过对线粒体的保护可以起

到保护肝脏细胞、抑制肝纤维形成的作用
［１３，１４］

。

肝纤维化是一个慢性病程，需长期服药治疗，已

有研究报道，红花对肝组织的纤维化具有抑制作

用
［１５～１７］

。Ｇａｏ等［１８］
在临床研究中发现，在对肝硬化

患者进行常规治疗的同时，进行注射红花提取物干

预，发现比对照组具有更明显的疗效，能够明显抑制

患者的肝组织纤维化。Ｚｈａｎｇ等［１９］
在大鼠肝纤维化

模型中发现，使用红花干预的大鼠肝组织纤维化水平

明显降低，且没有发现不良反应。而既往红花提取物

均需静脉给药，患者依从性差，而口服给药相对依从

性较好，本课题取肝细胞线粒体进行研究，观察口服

红花提取物是否对肝纤维化大鼠肝组织细胞中线粒

体的功能有保护作用。本课题首次发现，在 ＤＥＮ诱
导的大鼠肝纤维化模型中，红花提取物能有效抑制肝

纤维化引起的氧化应激，能明显减轻肝纤维化引起的

肝细胞线粒体结构损伤，保护线粒体功能。

研究显示，大鼠诱导肝纤维化后，口服红花提取

物的方式可以明显减轻肝细胞线粒体的结构损伤及

功能紊乱，进而加强了线粒体的抗氧化能力，从而减

轻氧化损伤对线粒体带来的损害，另外，口服红花提

取物可以维持线粒体的膜势，平衡线粒体渗透压，减

轻肝组织的氧化应激，提高肝组织的抗氧化能力，抑

制肝细胞的坏死和肝组织的纤维化，从而有效保护肝

纤维化引起的肝组织的功能损伤。本研究为口服红

花提取物应用于临床辅助治疗肝纤维化提供理论支

持。但是，红花提取物包括多种成分，具体是哪一种

或几种成分起到抗肝纤维化的作用尚需进一步研究。
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