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  [摘要] 目的 观察软坚护肝片对 SD大鼠的长期毒性0 方法 将 160 只大鼠随机分为 4 组(每组 40
只) 分别为软坚护肝片低剂量组(1.24 g/kg)~中剂量组(2.48 g/kg)~高剂量组(4.96 g/kg)和对照组0 给药
的三组每日灌胃 1 次 每周给药 6 d 连续 26 周 对照组等体积蒸馏水灌胃0 观察大鼠一般状况~体重~摄食量
等变化 给药后 13~26 周及停药后 4 周时检查大鼠的血液学~血液生化学~脏器系数和组织病理学改变0 结果
各剂量组动物一般状况良好 血液学~血液生化学及脏器系数与对照组比较差异均无统计学意义(P>0.05) 
组织病理学检查未见异常改变0 结论 软坚护肝片在临床剂量范围内毒性小 用药安全0
  [关键词] 软坚护肝片  SD大鼠  长期毒性
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Astudy onlong-termtoxicity ofruanjianhugantabletinSdrattusnorregicus WANGYong-ling KONGxi-
ao-long MOF ng-zh n  tal.Pharma Cologicalschool GuangxiM dicalUnio rsity Nanning 530021 China
  [Abstract] Objective Toobservetheiong-termtoxicityofRuanjian Hugan Tabiet(RJHGT) in SDrattus
norregicus.Methods Onehundred and sixtyrattusnorregicuswererandomiydivided intofourgroups(40 in each
group) iow moderate high dosagegroups(groupL M H) and controigroup(group C).Experimentaigroupswere
given RJHGTbygarage and group Cwasgiven distiiied waterinstead.Theexperimentwascarried outfor26 consec-
tiveweeks.Generaiconditions bodyweight food intakeofSDrattusnorregicuswereobserved.Hematoiogy biochemi-
caiparameters coaguiation function organ coefficient histopathoiogychangesofSDrattusnorregicusweredetected in
13 and 26 weeksoftheexperiment and in 4 weeksafterdrugwithdrawai.results Aiitheindexesmentioned above
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werenormaiin group L Mand H.Conclusion ThetoxicityofRJHGPisiowwhen itisused in itsciinicairange and
itissafe.
   Key words  Ruanjian hugan tabiet  SDrattusnorregicus  Long-termtoxicity

  软坚护肝片是由丹参 虎杖 赤芍等十二味中药
组成的方剂 经过现代制剂技术研制而成 动物实验
表明该药可以改善大鼠肝纤维化过程中肝脏胶原纤

维的面积 纤维化程度和降低血清透明质酸 层粘连
蛋白 #型胶原水平 对大鼠肝纤维化有很好的预防
作用 1  临床应用发现对于肝癌术后 3 年和 5 年复
发率显著降低 并且生存率明显提高 2  本实验的
目的是观察软坚护肝片对实验动物重复给药所产生

的毒性反应和严重程度及可逆程度 评估可能对机
体的损伤 体内蓄积和对靶器官作用的相关信息 确
定无毒剂量 为临床安全应用提供理论依据 3  现
将软坚护肝片对大鼠长期毒性研究结果报告如下 
1 材料与方法
1.1 实验动物 适应性观察后健康 SD大鼠 160
只 雌雄各半 5 周龄 体重 90 ~120 g 由广西医科
大学实验动物中心提供 合格证号 scxk 桂 2009-
0002 动物按性别分笼饲养 每笼 5 只 温度 19 ~
29 C 相对湿度 40% ~80% 
1.2 实验药物 软坚护肝片 以下简写为 RJH-
GP  由广西医科大学制药厂制备 批号为 20110115 
规格 0.31 g/片 临床人日用量为 0.062 g/kg 乌来
糖 Ethyicarbamate  晶欣生物科技公司产品 批号
为 20100219 
1.3 仪器与试剂 EL204电子天平 上海梅特勒-托
利多仪器有限公司  TDL-5A台式低速大容量离心机
 上海菲恰尔分析仪器有限公司  HITACHI7600-120
生化全自动分析仪 日本  SysmexXE-2100 全自动
血液分析仪 日本  Leica2135 型石蜡切片机 德
国  OiympusBX60 型高级显微镜 日本  Citadei
2000 型自动脱水机 英国  日立 ISE参比电极液
 L1070 日立仪器苏州有限公司  日立 ISE内部标
准液 J1359 日立仪器苏州有限公司  日立 ISE稀
释液 K1126 日立仪器苏州有限公司  天门冬氨酸
转氨酶试剂盒 EO030 日本和光  丙氨酸转氨酶试
剂盒  ER718 日本和光   碱性磷酸酶试剂盒
 KH308 日本和光  尿素氮试剂盒 KG664 日本和
光  总胆固醇试剂盒 KG676 日本和光  总胆红素
 KF003 日本和光  甘油三酯试剂盒 KF020 日本和
光  血清总蛋白试剂盒 6013160606 英科新创厦门
科技有限公司  血清白蛋白试剂盒 6014160607 英

科新创厦门科技有限公司  肌酐试剂盒 MARJ013 
上海执诚生物技术有限公司   血糖试剂盒
 APRJ014 上海执诚生物技术有限公司  乳酸脱氢
酶试剂盒 60058526/1 德赛公司  
1.4 研究方法
1.4.1 分组及给药 健康 SD大鼠 160 只 按excei
表格随机分组法随机分为软坚护肝片低 中 高剂量
组和对照组 每组 40 只 各组大鼠分笼饲养 每笼
5 只 每周给药 6 d 每日按 10 mi/kg灌胃 1 次 连
续给药 26 周 每周记录 1 次体重 摄食量 根据体
重变化重新计算给药量 4  对照组给予等体积蒸
馏水 根据急性毒性试验结果 确定低 中 高剂量
组给药剂量为 1.24 g/kg 2.48 g/kg 4.96 g/kg 相
当于 20 40 80 倍临床成人日用量  将软坚护肝片
粉碎 以蒸馏水配制受试物 低 中 高剂量组药液浓
度分别为 0.124 g/mi 0.248 g/mi 0.496 g/mi 给
药后第 13 周末进行中期检测 高剂量组和对照组各
取 10 只大鼠 雌雄各半 给药后第 26 周末各组取
20 只大鼠 雌雄各半 同上方法进行末期检查 各
组余下动物于停药后第 4 周末同法进行恢复期
检查 
1.4.2 观察指标 5 

1.4.2.1 一般观察 给药期间 每日观察大鼠外观
体征 行为活动 腺体分泌 呼吸及粪便等情况 并记
录饲料消耗和体重 每周记录一次 
1.4.2.2 血液学及血液生化指标检测 腹主动脉
采血 取约 2mi新鲜全血低温保存于EDTA-K2 抗凝
管中检测网织红细胞百分率 RET%  淋巴细胞计
数 LY  平均RBC血红蛋白浓度 MCHC  血小板
计数 PLT 等血液学指标 剩余血液 3 000 r/min 离
心 15 min后 取血清检测丙氨酸氨基转移酶 ALT  
肌酐 CREA  门冬氨酸氨基转移酶 AST  总胆红
素 TBii 等血液生化指标 
1.4.2.3 系统解剖 脏器系数和组织病理学检查 
肉眼观察实验动物的脏器外观 颜色和质地 并称量
实验动物的脑 心 肝 脾 肺 肾等脏器重量 按脏
器系数=脏器重量  100 g体重 -1计算  10%甲
醛固定 包埋 切片 HE染色观察 
1.5 统计学方法 应用 SPSS19.0 统计软件进行数
据分析 计量资料以均数1标准差 "X1S 表示 采用
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随机区组设计方差分析?均数间两两比较采用 SNK-
G检验?P<0.05 为差异有统计学意义O
2 结果
2.1 一般观察结果 实验期间?RJHGP各剂量组
和对照组实验动物外观体征\行为活动\腺体分泌\
呼吸\粪便\摄食量等状况正常?无一只死亡O 大鼠
体重增长正常?与对照组比较差异无统计学意义O
停药观察 4 周后亦无明显变化O
2.2 血液学及血液生化学检测结果 RJHGP各剂
量组与对照组的白细胞计数\淋巴细胞计数\平均
RBC血红蛋白浓度\血小板计数等血液学指标和钾
离子\白蛋白\门冬氨酸氨基转移酶\总胆固醇等血

液生化指标比较差异均无统计学意义(P>0.05)O
给药第 13 周末\第 26 周末\停药后 4 周末上述各指
标比较差异均无统计学意义(P>0.05)O 见表 1O
2.3 系统解剖\脏器系数和组织病理学检查结果 
不同时点RJHGP各剂量组与对照组的实验动物系
统解剖肉眼观察?给药后大鼠心\肝\脾\肺\肾等脏
器外形\体积\色泽均属正常?无坏死\充血\肿胀等
异常现象O RJHGP各剂量组与对照组的肝脏系数\
肾脏系数等比较差异均无统计学意义(P>0.05)?
见表 1O 组织病理学检查所有实验动物均未发现明
显可能由于药物毒性引起的异常组织病理学改变O

表 1 RJHGP各剂量组大鼠脏器系数#血液学及血液生化指标的比较!"X1S"

分 组 时点 例数

脏器系数 血液学指标

肝脏
(%)

肾脏
(%) 网织红细胞百分率

淋巴细胞
(109 /L)

平均RBC血红蛋白浓度
(g/L)

血小板
(109 /L)

对照组 13 周  10 2.86 10.31 0.59 10.04 1.01 10.15 4.94 10.76 287.10 117.43 344.70 156.78
26 周  20 2.67 10.24 0.59 10.03 1.08 10.19 4.61 10.71 290.55 115.36 332.20 141.83
停药 4 周 10 2.70 10.22 0.61 10.02 1.15 10.10 4.57 10.72 293.20 119.90 367.90 153.58

高剂量组 13 周  10 2.80 10.48 0.54 10.04 1.02 10.17 5.13 11.09 300.60 116.02 314.20 149.18
26 周  20 2.95 10.44 0.60 10.03 1.08 10.13 4.99 10.86 283.90 119.53 348.00 133.78
停药 4 周 10 2.47 10.15 0.62 10.04 1.22 10.10 4.61 10.57 287.40 116.70 356.70 153.25

中剂量组 13 周  10 2.76 10.35 0.54 10.03 1.04 10.18 4.90 10.70 286.70 119.79 357.80 140.27
26 周  20 2.80 10.35 0.59 10.07 1.05 10.17 4.81 10.74 286.25 119.57 342.85 150.02
停药 4 周 10 2.70 10.41 0.61 10.07 1.11 10.13 4.81 10.89 294.90 115.89 333.50 142.88

低剂量组 13 周  10 3.00 10.29 0.58 10.06 1.02 10.40 4.90 10.90 284.90 116.50 336.60 138.00
26 周  20 2.51 10.33 0.61 10.07 1.07 10.22 4.35 10.73 291.05 117.12 341.15 187.91
停药 4 周 10 2.74 10.27 0.60 10.06 1.12 10.17 4.59 10.79 296.70 116.65 361.50 142.67

FA - - 0.007 0.543 0.343 1.024 0.057 0.178
FB - - 1.915 2.606 2.687 2.147 1.112 1.209
PA - - 0.999 0.655 0.794 0.384 0.982 0.911
PB - - 0.155 0.081 0.091 0.120 0.331 0.301

分 组 时点 例数
血液生化指标

丙氨酸氨基转移酶(U/L) 肌酐(!mOI/L) 门冬氨酸氨基转移酶(U/L) 总胆红素(!mOI/L)

对照组 13 周  10 41.60 13.63 39.68 12.51 2.68 10.26 2.68 10.26
26 周  20 41.30 13.29 41.31 12.62 2.55 10.28 2.55 10.28
停药 4 周 10 40.40 13.69 39.36 12.47 2.54 10.36 2.54 10.36

高剂量组 13 周  10 41.00 12.49 39.93 12.88 2.61 10.22 2.61 10.22
26 周  20 40.90 12.83 40.97 12.68 2.59 10.26 2.59 10.26
停药 4 周 10 42.40 14.12 39.39 13.23 2.7 10.17 2.70 10.170

中剂量组 13 周  10 41.60 13.98 39.39 12.38 2.63 10.26 2.63 10.26
26 周  20 41.10 13.26 39.94 12.59 2.54 10.26 2.54 10.26
停药 4 周 10 41.70 13.80 39.51 13.30 2.67 10.34 2.67 10.34

低剂量组 13 周  10 41.60 12.72 40.13 13.09 2.69 10.22 2.69 10.22
26 周  20 40.85 13.39 39.55 12.49 2.55 10.26 2.55 10.26
停药 4 周 10 40.80 14.10 40.72 13.58 2.43 10.22 2.43 10.22

FA - - 1.095 0.133 1.879 0.565
FB - - 0.089 0.94 0.017 0.639
PA - - 0.353 0.799 0.136 0.173
PB - - 0.915 0.382 0.983 1.06

 注:RJHGP各剂量组与对照组比较?P>0.05
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3 讨论
3.1 肝纤维化多由情志不遂~饮食不节~疫毒内侵
导致肝郁脾虚~气滞血瘀和痰湿壅阻 软坚散结中
药抗纤维化治疗有很多报道,动物实验证明小茴香~
苦参碱~熊果酸~姜黄素等均有不同程度的抗肝纤维
化作用 6 ~9] ;临床观察证明,复方鳖甲软肝片能够降
低肝纤维化程度~软肝缩脾及改善门静脉高压 10]  
3.2 软坚护肝片是由山豆根~赤芍等 12 种中草药
组成 方中以山豆根~虎杖等清热解毒;以丹参等药
活血化瘀~疏肝理气;以黄芪补气;以女贞子养肝肾
之阴,扶助正气;以砂仁醒脾;以山楂消食 诸药合
用,具有补益~逐瘀~化湿~散结之功效,符合中医治
疗肝纤维化原则中的活血化瘀~软坚散结~补益肝肾
等治法,作为医院制剂应用多年,显示出其安全~有
效和价廉的优点 
3.3 软坚护肝片作为久用多年的经验复方,方中单
一成分的毒性研究较多,而对山豆根~丹参~赤芍等
多种毒性的相关研究并未十分透彻,其原因一方面
由于中药为"多途径"~"多靶点"的作用机制;另一
方面由于中药的制剂工艺亦能产生某些影响,部分
伪品入药及药材混杂也是引起中药毒性的原

因 11 ~13]  为此,研究复方制剂的长期毒性对于探讨
功效与毒性相关的"有效剂量窗"和"安全窗"有重
要的意义 多数中药复方长期毒性研究结果表明,
各剂量组均值的意义大于单个数据,但单个数据显
著的异常改变也非常值得关注,虽然部分研究结果
出现个别指标差异有统计学意义,但其仍在正常值
范围之内,不具有生物学差异 14]  现有的各机构研
究水平~研究设备参差不齐,导致研究的重现性不
好,有时可能重复研究会得出相反结论 这些都是
中药复方长期毒性研究值得思考的问题 合理的剂
量设计~详细的实验观察~正确的统计分析是解决问
题的必然途径 
3.4 本研究以 3 个剂量组(即 1.24~2.48~4.96 g/kg,
相当于 20~40~80 倍临床成人日用量>连续给药 13~
26 周及停药 4 周后,通过血液学~血液生化学~组织

解剖学~病理检查学各方面观察,研究结果表明,对
于敏感的 RET%~ALT~AST等指标均在正常值范
围,并未发现血液系统其他指标的异常变化 对于
药物吸收代谢关键的肝脏~肾脏,其脏器形态功能亦
未发现改变 研究结果提示,软坚护肝片对大鼠的
长期重复给药,未发现明显毒性反应及延迟性毒性
反应,可以安全推广使用 
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