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摘要 目的 探讨褪黑素对大鼠肝纤维的保护作用及其对

转化生长因子 β1( TGF-β1) 表达的影响。方法 选择 60 只

雄性 SD 大鼠，随机分为正常组、模型组、褪黑素低剂量组及

褪黑素高剂量组，每组 15 只。采用连续 6 周皮下注射 CCl4
方法制备肝纤维化大鼠模型。生化法测定大鼠血清谷丙转

氨酶( ALT) 、谷草转氨酶( AST) 活性及白蛋白( ALB) 含量。

分光光度计法测定肝组织羟脯氨酸( Hyp) 含量; HE 染色及

Van Gieson ( VG) 染色方法评价肝脏病理改变; 免疫组化法

测定肝组织中 TGF-β1 的表达。结果 与模型组相比，褪黑

素处理组大鼠血清 ALT、AST 活性明显降低( P ＜ 0. 01 ) ，褪

黑素高剂量组大鼠血清 ALB 含量明显升高( P ＜ 0. 05) ; 褪黑

素处理组 大 鼠 肝 组 织 Hyp 含 量 较 模 型 组 明 显 降 低 ( P ＜
0. 01) ; 褪黑素高剂量组大鼠纤维病理评分明显低于模型组

( P ＜ 0. 05 ) ; TGF-β1 在褪黑素处理组大鼠肝脏中的表达较

模型组明显较少( P ＜ 0. 01) 。结论 褪黑素对大鼠肝纤维

化有保护作用，其可能的作用机制为抑制 TGF-β1 的表达。
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肝纤维化为慢性肝病的共同病理特征，最终可

发展为肝硬化甚至原发性肝癌，严重威胁人类健康。
研究［1］证明肝纤维化为一动态过程，可逆转。但是

目前临床尚无治疗肝纤维化很有效的药物。褪黑素

作为松果腺体分泌的一种重要激素，对肝纤维化具

有保 护 作 用，且 机 制 与 其 强 大 的 抗 氧 化 作 用 有

关［2］。但是褪黑素抗纤维化的作用机制尚不完全

清楚。转化生长因子 β1 ( transforming growth factor
β1，TGF-β1) 作为肝纤维化氧化应激过程产生的重

要细胞因子，在肝纤维化的发生发展中起着重要作

用，抑制 TGF-β1 的表达可改善肝纤维化［3］。该研

究探讨褪黑素对 CCl4 致大鼠肝纤维化的保护作用

及其对 TGF-β1 表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 60 只普通级 SD 雄性大鼠，180 ～
220 g，购自安徽医科大学实验动物中心，标准环境

适应性饲养 1 周，提供正常饮食。
1． 2 主要试剂及仪器 褪黑素购于美国 Sigma 公

司，溶解于酒精及 0． 9% 生理盐水中( 酒精含量≤
1% ) ; CCl4 购于国药集团化学试剂合肥有限公司;

Van Gieson( VG) 染色试剂盒购于珠海贝索生物技

术有限公司; 组织蛋白及羟脯氨酸( hydroxyproline，

Hyp) 测定试剂盒购于南京建成生物工程研究所; 兔

多克隆抗体 TGF-β1 抗体购于美国 Santa Cruz 公司;

山羊抗兔二抗试剂盒及 DAB 试剂盒购于北京中杉

金桥生物技术有限公司; 瑞士 Ｒoche Modular DPP 全

自动生化分析仪购于瑞士罗氏公司; 752 N 分光光

度计购于上海绿宇生物科技有限公司; 光学显微镜

及倒置显微镜购于日本 Olympus 公司。
1． 3 动物处理 SD 大鼠被随机分为正常组、模型

组、褪黑素低剂量组及褪黑素高剂量组，每组 15 只。
将 CCl4 与精制花生油以 2 ∶ 3 的体积比制成 40%
CCl4。模型组及褪黑素处理组给予 40% CCl4 3 ml /
kg，正常组给予等体积花生油，皮下注射，每周 2 次，

连续 6 周。自皮下注射 CCl4 之日起，腹腔注射褪黑

素: 褪黑素低剂量组 5. 0 mg /kg，褪黑素高剂量组

10. 0 mg /kg，正常组及模型组给予等体积 1% 乙醇

溶液( 乙醇 + 生理盐水) ，每天 1 次，连续 6 周。每

周称大鼠体重 1 次，根据体重调整用药剂量。6 周

末，所有动物禁食 12 h 后以 10% 水合氯醛麻醉处

死，腹主动脉取血，4 ℃、5 000 r /min 离心 15 min，收

集血清标本，并取新鲜肝脏同一部位用 10% 中性甲

醛固定，以备石蜡包埋行病理及免疫组化检查，其余

肝脏组织放入液氮中备用。
1． 4 血清谷丙转氨酶( ALT)、谷草转氨酶( AST)

及白蛋白( ALB) 含量的测定 大鼠血清 ALT、AST
及 ALB 水平采用瑞士 Ｒoche Modular DPP 全自动生

化分析仪进行测定。
1． 5 肝组织 Hyp 含量测定 精确称取新鲜肝脏组

织 100 mg，严格按照试剂盒说明书步骤进行操作，
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采用分光光度计测定吸光度值，计算大鼠肝组织

Hyp 的含量。采用考马斯亮蓝法测定肝组织蛋白含

量。
1． 6 病理学检查 取同一部位肝脏组织行 10% 中

性甲醛固定、石蜡包埋并 5 μm 连续切片。按常规

步骤行 HE 染色，按试剂盒说明书步骤行 VG 染色，

光学显微镜下观察病理结果。按 Metavir 半定量评

分系统［4］进行肝纤维化病理评分，0: 正常肝脏; 1:

汇管区纤维化，无纤维间隔; 2: 汇管区纤维化，少量

纤维间隔; 3: 汇管区纤维化，纤维间隔很多，无肝硬

化; 4: 肝硬化。
1． 7 免疫组化法测定肝组织中 TGF-β1 表达 石

蜡包 埋 组 织 块，5 μm 连 续 切 片，常 规 脱 蜡 至 水，

0. 5% ～1. 0% 过碘酸 30 s 灭活内源性过氧化物酶，

放入微波炉中柠檬酸盐抗原修复( 1 次 2 min，循环 5
次) ，予以正常山羊血清行抗原封闭，加入一抗 TGF-
β1( 1 ∶ 450) ，4 ℃孵育过夜，按试剂盒说明书步骤加

二抗，加 DAB 镜下显色，苏木精复染、脱水、透明、封
片。每批实验均以 PBS 液代替一抗设置阴性对照。
有明显黄色 /棕黄色 /褐色颗粒的细胞为阳性细胞。
每张切片随机选取 5 个不连续的视野( × 400 ) ，用

Olympus 倒置显微镜摄片，Image-Pro Plus 6. 0 图像

分析系统测定光密度( optical density，OD) 值，计算

平均 OD 值作为该切片的 OD 值。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 进行统计学分

析。计量资料以 珋x ± s 表示，单因素方差分析进行组

间比较，LSD 法进行两组间比较。等级资料采用

Ｒidit 检验方法进行分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 大鼠肝功能测定结果 模型组大鼠死亡 2 只，

其余 3 组大鼠均未见死亡。与正常组比较，模型组

大鼠血清 ALT、AST 活性明显升高，ALB 含量明显降

低( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，褪黑素低剂量组大鼠

血清 ALT、AST 活性明显降低( P ＜ 0. 01) ，血清 ALB
含量差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ，褪黑素高剂量

组大鼠血清 ALT、AST 活性明显降低( P ＜ 0. 01 ) ，

ALB 含量明显升高( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 2 大鼠肝组织 Hyp 含量测定结果 与正常组比

较，模 型 组 大 鼠 肝 组 织 Hyp 含 量 明 显 升 高 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，褪黑素低剂量组及高剂量组

大鼠肝组织 Hyp 含量明显降低( P ＜ 0. 01 ) 。见图

1。

图 1 各组大鼠肝组织 Hyp 的含量

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组;

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 3 大鼠肝脏病理检查结果 HE 及 VG 染色结果

显示: 正常组大鼠肝小叶结构正常，几乎无胶原纤维

沉积; 模型组大鼠肝脏肝细胞肿大、脂肪变性及炎症

细胞浸润明显，且肝小叶尤其汇管区胶原蛋白沉积

明显，纤维间隔显著; 褪黑素低剂量组及高剂量组大

鼠肝小叶肝细胞脂肪变性明显，炎性细胞浸润及胶

原纤维沉积程度较模型组明显减少。见图 2、3。与

正常组相比，模型组大鼠纤维化病理分级评分明显

升高( U ＞2. 58，P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，褪黑素高

剂量组大鼠纤维化病理分级评分明显降低 ( U ＞
1. 96，P ＜ 0. 05) 。褪黑素低剂量组与模型组纤维化

病理分级评分差异无统计学意义 ( U ＜ 1. 96，P ＞
0. 05) 。见表 2。

图 2 各组大鼠肝脏病理 HE 染色 × 200

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

2． 4 大鼠肝脏 TGF-β1 表达结果 TGF-β1 主要表

达于肝脏组织中肝星状细胞、窦内皮细胞及纤维化

附 近 的 炎 症 细 胞 胞 质 中。正 常 组 大 鼠 肝 脏

组 织中未见棕黄色、褐色阳性颗粒，TGF-β1几乎无
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表 1 褪黑素对 CCl4 肝纤维化大鼠肝功能的影响( 珋x ± s)

组别 数量 ALT( U /L) AST( U /L) ALB( g /L)

正常 15 48． 00 ± 13． 37 157． 27 ± 16． 18 33． 49 ± 3． 00
模型 13 336． 92 ± 26． 48＊＊ 438． 15 ± 26． 79＊＊ 28． 43 ± 3． 28＊＊

褪黑素低剂量 15 222． 27 ± 28． 43## 313． 80 ± 21． 23## 30． 83 ± 4． 07
褪黑素高剂量 15 202． 20 ± 27． 09## 281． 53 ± 25． 57## 31． 04 ± 3． 11#

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

图 3 各组大鼠肝脏病理 VG 染色 × 200

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

表 2 褪黑素对大鼠肝组织肝纤维化病理分级评分的影响

组别 数量
肝纤维化病理分级

0 1 2 3 4
U 值

正常 15 15 0 0 0 0 4． 5709＊＊

模型 13 0 0 2 8 3 －
褪黑素低剂量 15 0 1 6 5 3 1． 2658
褪黑素高剂量 15 0 2 8 3 2 2． 2737*

与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

表达。模型组大鼠肝脏组织中可见明显的棕黄色及

褐色颗粒，且主要位于汇管区纤维组织中，TGF-β1
表达较正常组明显增加。褪黑素低剂量及高剂量组

大鼠肝脏组织中可见棕黄色阳性颗粒，且主要位于

汇管区，但是阳性颗粒较模型组明显减少，TGF-β1
表达量较模型组明显减少。见图 4。与正常组相

比，模型组大鼠肝脏 TGF-β1 表达量明显增加( P ＜
0. 01) ; 与模型组相比，褪黑素低剂量组及高剂量组

大鼠肝脏 TGF-β1 表达量明显减少( P ＜ 0. 01 ) 。见

图 5。

3 讨论

肝纤维化是肝脏对各种致病因素持续或反复损

伤的一种慢性修复反应，以细胞外基质及胶原纤维

的过度沉积为特征［5］。Hyp 主要存在于胶原蛋白

中，其他蛋白中含量极少或不存在，故其含量的测定

可用于反映纤维化严重程度［6］。本研究采用连续 6

周皮下注射 CCl4 制备大鼠肝纤维化模型。与正常

组比较，模型组大鼠血清 ALT、AST 活性明显升高，

血清 ALB 含量明显降低，肝组织 Hyp 含量明显增

加，肝脏组织肝细胞变性坏死及炎症细胞浸润明显，

汇管区纤维沉积及肝小叶纤维间隔明显增加，肝脏

纤维化病理分级评分明显增加，说明 CCl4 诱导的肝

纤维化模型制备成功。与模型组相比，褪黑素低剂

量组及高剂量组大鼠肝功能明显改善，肝组织 Hyp
含量明显减少，且肝脏炎症坏死及纤维沉积程度均

明显降低，可见褪黑素对 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化

具有明显的保护作用。

图 4 各组大鼠肝组织 TGF-β1 表达情况 × 400

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

图 5 各组大鼠肝组织 TGF-β1 的表达

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组;

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ##P ＜ 0. 01
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褪黑素( N-乙酰 － 5 － 甲氧色氨酸) 是松果腺体

分泌的一种神经内分泌激素，有强大的自由基清除

能力，是一种很强的抗氧化剂。褪黑素除清除自由

基直接抗氧化作用外，还能提高机体抗氧化酶活性

间接增强机体抗氧化功能［7］。研究［8 － 9］证明褪黑素

能减轻多种原因导致的肝纤维化，且作用机制与抗

氧化作用相关。
氧化应激促进肝纤维化发生发展过程中，大量

细胞因子得以产生并释放，加速肝纤维化的发生发

展，其中 TGF-β1 是最重要的促纤维化细胞因子［10］。
TGF-β1 主要通过活化肝星状细胞促进肝纤维化的

形成: 肝脏接受各种病理刺激时，肝内库普弗细胞、
窦内皮细胞及血小板释放 TGF-β1，激活静止状态的

肝星状细胞，活化的肝星状细胞释放更多的 TGF-β1
并进一步促进自身的增殖及活化，活化的肝星状细

胞合成大量的细胞外基质并沉积于肝脏内。TGF-
β1 除直接激活肝星状细胞合成细胞外基质外，其还

能通过抑制组织金属蛋白酶并促进组织金属蛋白酶

抑制剂而减少细胞外基质的降解，从而间接促进肝

纤维化［11］。研究［12 － 13］表明减少 TGF-β1 表达可抑

制肝纤维化的发生发展。目前未见有关褪黑素对纤

维化肝脏 TGF-β1 表达影响的报道。故本研究探讨

褪黑素对肝纤维化大鼠的保护作用及其对 TGF-β1
表达的影响。

免疫组化方法结果显示: TGF-β1 在正常组大鼠

肝脏组织中几乎无表达; 模型组大鼠肝脏组织 TGF-
β1 表达量明显增加; 褪黑素低剂量及高剂量组大鼠

肝脏组织 TGF-β1 表达量明显低于模型组。结果说

明褪黑素对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠肝脏 TGF-β1
的表达具有抑制作用。褪黑素对 TGF-β1 的抑制作

用与其保护肝纤维化作用相一致，故考虑褪黑素抗

纤维化作用机制可能与抑制肝脏 TGF-β1 的表达相

关。

参考文献

［1］ Pellicoro A，Ｒamachandran P，Iredale J P． Ｒeversibility of liver fi-
brosis［J］． Fibrogenesis Tissue Ｒepair，2012，5 ( Suppl 1) : S26．

［2］ Czechowska G，Celinski K，Korolczuk A，et al． Protective effects
of melatonin against thioacetamide-induced liver fibrosis in rats
［J］． J Physiol Pharmacol，2015，66( 4) : 567 － 79．

［3］ Yao Q Y，Xu B L，Wang J Y，et al． Inhibition by curcumin of
multiple sites of the transforming growth factor-beta1 signalling
pathway ameliorates the progression of liver fibrosis induced by car-
bon tetrachloride in rats［J］． BMC Complement Altern Med，

2012，12: 156．
［4］ 洪汝涛，许建明，沈继龙，等． 褪黑素对大鼠肝纤维化的影响

及部分机制研究［J］． 中国药理学通报，2012，28 ( 8) : 1141 －
5．

［5］ 毛忠懿，吴雄健，陶立刚． ILK 和 TGF-β1 在实验性大鼠肝纤维

化中的表达和意义［J］． 安徽医药，2014，18 ( 9) : 1630 － 3．
［6］ Liu S Q，Yu J P，Chen H L，et al． Therapeutic effects and molec-

ular mechanisms of Ginkgo biloba extract on liver fibrosis in rats
［J］． Am J Chin Med，2006，34( 1) : 99 － 114．

［7］ Tomás-Zapico C，Coto-Montes A． Melatonin as antioxidant under
pathologicalprocesses［J］． Ｒecent Pat Endocr Metab Immune Drug
Discov，2007，1( 1) : 63 － 82．

［8］ Wang H，Wei W，Wang N P，et al． Melatonin ameliorates carbon
tetrachloride-induced hepatic fibrogenesis in rats via inhibition of
oxidative stress［J］． Life Sci，2005，77( 15) : 1902 － 15．

［9］ Tahan G，Akin H，Aydogan F，et al． Melatonin ameliorates liver
fibrosis induced by bile-duct ligation in rats［J］． Can J Surg，

2010，53( 5) : 313 － 8．
［10］ 吴雄健，毛忠懿． TGF-β1-Smad3-ILK 信号转导通路与大鼠肝

纤维化的相关性研究［J］． 中国当代医药，2013，20 ( 36 ) : 14
－ 21．

［11］ 田 甜，马国珍，廖志峰，等． TGF-β1、PDGF、CTGF 与肝纤维

化发病机 制 的 相 关 性 研 究 进 展［J］． 甘 肃 医 药，2014，33
( 10) : 740 － 2．

［12］ Chen B L，Peng J，Li Q F，et al． Exogenous bone morphogenetic
protein-7reduces hepatic fibrosis in schistosoma japonicum-infected
mice via transforming growth factor-β /Smad signaling［J］． World J
Gastroenterol，2013，19 ( 9) : 1405 － 15．

［13］ Lee J H，Eun J J，Hye L S，et al． Sauchinone attenuates liver fibro-
sis and hepatic stellate cell activation through TGF-β /Smad signa-
ling pathway［J］． Chem Biol Interact，2014，224: 58 － 67．

Protective effects of melatonin on hepatic fibrosis in rats and
its inhibitory effects on TGF-β1

Wang Yurong，Hong Ｒutao，Xie Yuanyuan
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

Key Laboratory of Disease of Anhui Province，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the protective effects of melatonin on hepaticfibrosis in rats and its effects on
the expression of transforming growth factor β1 ( TGF-β1 ) in liver． Methods 60 male SD rats were divided
randomly into the normal group，the model group and melatonin-treated groups ( 5. 0 mg /kg，10. 0 mg /kg; n = 15
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respectively) ． The model of liver fibrosis was induced by carbon tetrachloride( CCl4 ) subcutaneously for 6 weeks

continuously． The serum activities of aspartate aminotransferase ( AST) ，alanine aminotransferase ( ALT) and the
levels of albumin( ALB) were detected by an autoanalyzer． The levels of hydroxyproline ( Hyp) in liver were meas-
ured by spectrophotometry． Changes in liver pathology were examined by hematoxylin and eosin( HE) staining and
Van Gieson( VG) staining． The expression of TGF-β1 in liver tissue was evaluated by immunohistochemistry． Ｒe-
sults Compared with the model group，serumactivities of ALT and AST were decreased significantly in melatonin-
treated groups( P ＜ 0. 01) ． The levels of serum ALB were increased significantly in melatonin-treated group( 10. 0
mg /kg) compared with the model group( P ＜ 0. 05) ． In comparison with the model group，the levels of Hyp in liver
were decreased significantly in melatonin-treated groups( P ＜ 0. 01 ) ． Pathologic grading score of melatonin-treated
group( 10. 0 mg /kg) was much lower than that of the model group( P ＜ 0. 05) ． The expression of TGF-β1 in liver
was decreased remarkably in melatonin-treated groups compared with the model group( P ＜0. 01) ． Conclusion Me-
latonin protects liver fibrosis，one mechanism of which may be related to the inhibition of TGF-β1 expression in liver．
Key words melatonin; liver fibrosis; transforming growth factor β1
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犬牙槽骨干细胞与髂骨骨髓干细胞体外成骨能力的比较
郑文龙1，2，3，吴 涛1，2，3，邹多宏1，2，3，陈乔尔1，2，3

摘要 目的 比较犬牙槽骨来源干细胞( ABSC) 和骨髓间充

质干细胞( BMSC) 的体外成骨能力，为骨组织工程的种子细

胞选择提供新思路。方法 取同一只犬的牙槽骨骨组织和

髂骨骨髓作为 ABSC 和 BMSC 的来源。取第 3 代细胞进行

一系列体外检测: MTT 法检测两种细胞的增殖能力; 成骨诱

导和常规培养条件下，不同时间点进行茜素红和碱性磷酸酶

染色，观察钙盐沉积和碱性磷酸酶合成能力，同时对细胞内

碱性磷酸酶活力进行半定量检测; 成骨诱导后 7、14、21 d 利

用 ＲT-PCＲ 法检测关键性成骨因子［Ⅰ型胶原( COL-1 ) 、碱

性磷酸酶( ALP) 、骨钙素( OCN) ］的表达情况。结果 相较

BMSC，ABSC 增殖能力略高，钙结节和碱性磷酸酶的表达能

力更强。COL-1 早期在 ABSC 中的表达高于 BMSC，并随着

时间呈下降趋势。ALP 在 ABSC 中的表达始终高于 BMSC，

且在 14 d 达到最高峰。OCN 总体呈上升趋势，14 d 和 21 d

有明显表达，且 ABSC 高于 BMSC。结论 犬 ABSC 的成骨

能力与 BMSC 差别不大，提示犬 ABSC 可以成为骨组织工程

优先选择的种子细胞之一。

关键词 骨髓干细胞; 牙槽骨干细胞; 成骨分化
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研究［1］表明，颌骨组织修复颌面部的骨缺损比

使用中轴骨或四肢骨拥有更加稳定的成骨效果，远

期的骨吸收更少。胚胎学证实，颌骨起源于神经嵴，

又称为外胚间叶组织，而躯干四肢骨起源于中胚

层［2］。研究［3］ 显 示，牙 槽 骨 来 源 干 细 胞 ( alveolar
bone-derived stem cells，ABSC) 和骨髓间充质干细胞

( bone marrow mesenchymal stromal cells，BMSC) 在胚

胎和骨骼系统发育相关基因的表达上存在较大差

异。近年来，Clausen et al［4］使用流式细胞术检测人

的 ABSC，证 明 其 高 表 达 干 细 胞 表 面 标 志 CD13、
CD44、CD90、CD73，低 表 达 CD31，并 利 用 ＲT-PCＲ
检测证明了成骨诱导后其成骨相关基因的高表达。
Payer et al［5］证明 ABSC 在体外培养下具有成骨和

成脂的潜能。研究［6］证明，颌骨 BMSC 比髂骨 BM-
SC 具有更高的神经向分化能力。以上结果说明，牙

槽骨中具有多项分化潜能的干细胞，在组织工程中

有巨大的潜力。该研究旨在比较 ABSC 和 BMSC 的

体外成骨能力，为其将来更好地应用于组织工程提

供更多的理论支持。

1 材料与方法

1． 1 材料
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