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益气法制剂对肝纤维化大鼠的治疗作用及其分子机制
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　　［摘要］　目的　探讨益气法制剂对肝纤维化大鼠的治疗作用及分子机制。方法　７周龄Ｗｉｓｔａｒ大
鼠，建立肝纤维化模型大鼠前，选取１０只为正常对照组；建模成功后，分为模型组（ｎ＝１０）、秋水仙碱组
（ｎ＝９）、益气法制剂组（ｎ＝９），后两组分别给予相应药物［秋水仙碱制剂０．４５ｍｇ／ｋｇ，益气法制剂（黄
芪、白术）３．６ｇ／ｋｇ］，模型组和正常对照组大鼠给予等量生理盐水灌胃，每天 １次，连续治疗 １２周。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织中α平滑肌肌动蛋白（!ＳＭＡ）、磷酸化的细胞外信号调节激酶（ｐＥＲＫ１／２）、磷
酸化Ｐ３８丝裂原活化蛋白酶（ｐｐ３８）相关指标表达。ＲＴｑＰＣＲ检测肝组织中单核细胞趋化蛋白１ａ
（ＭＣＰ１ａ）指标的表达。免疫组化检测肝组织中基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、基质金属蛋白酶９
（ＭＭＰ９）、金属蛋白酶组织抑制因子１（ＴＩＭＰ１）指标表达。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常对照
组相比，模型组的

!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２的表达均升高（Ｐ＜０．０５），ｐｐ３８的表达差异无统计学意义；与模型
组比较，益气法制剂组和秋水仙碱组的

!

ＳＭＡ、ｐｐ３８的表达均降低（Ｐ＜０．０５），秋水仙碱组 ｐＥＲＫ１／２
的表达降低（Ｐ＜０．０５），益气法制剂组 ｐＥＲＫ１／２的表达差异无统计学意义，表明益气法制剂可通过抑
制

!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８的表达缓解肝纤维化的进程。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与正常对照组相比，模型
组的ＭＣＰ１ａ的表达上调（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，益气法制剂组和秋水仙碱组的 ＭＣＰ１ａ表达下调
（Ｐ＜０．０５），提示益气法制剂可能通过下调ＭＣＰ１ａ的表达，缓解肝纤维化的进程。免疫组化结果显示，
ＭＭＰ２在正常对照组明显表达，模型组中可见 ＭＭＰ２的表达，与模型组相比，益气法制剂组和秋水仙
碱组ＭＭＰ２的表达上调；ＭＭＰ９的表达在正常对照组可见，与正常对照组相比较，模型组上调，与模型
组比较，益气法制剂组上调；ＴＩＰＭ１正常对照组表达较少，与正常对照组相比，模型组的表达有所上调，
与模型组相比较，益气法制剂组和秋水仙碱组均下调。结论　益气法制剂可改善大鼠肝纤维化，可能通
过抑制ＭＣＰ１来减少炎症细胞的释放，进而抑制ＥＲＫ１／２、ｐ３８信号通路的激活，减少磷酸化ｐＥＲＫ１／２、
ｐｐ３８介导信号由胞浆向胞核传递，从而抑制ＴＩＭＰ１的表达，促进ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的释放，增加ＥＣＭ降
解，减少沉积，逆转肝纤维化。

　　［关键词］　益气法制剂；黄芪；白术；肝纤维化
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ｆｉｂｒｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１５７３８６０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＡＯＷｅｎｆｕ，Ｅｍａｉｌ：ｃａｏｗｅｎｆｕ９３１６＠
１６３．ｃｏｍ

　　肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创伤愈
合反应，表现为肝内结缔组织增生与沉降。肝纤维化

类属于中医的“积”“胁痛”等病证范畴，基本病机是

“气虚、血瘀痰凝互结”［１］，其中正气虚为本，痰瘀互结

为病理产物，故确立益气化瘀化痰为基本治法。黄芪

是临床常用中药，其主要成分黄芪多糖具有提高免疫

力、抗病毒、抗菌、抗氧化、调节血糖、保肝护肾等多种

药效作用，有研究表明黄芪能有效抑制 ＣＣＬ４诱导大
鼠肝纤维化［２］。白术能维持肝脏组织结构完整，提高

肝脏抗氧化功能［３］。

　　有研究表明，中医药针对早期慢性肝病（慢性肝
炎、肝纤维化）的患者，在逆转其病程发展或者改善晚

期肝病患者终末期生存质量等方面优于西医保守治

疗。黄芪和白术是常见中药材，但两者联合用药对肝

纤维化治疗的作用机制知之甚少。为了探究黄芪和白

术联合用药对肝纤维化大鼠的保护作用和机制，本研

究以黄芪、白术为主要组分研制了益气法制剂，旨在以

ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ通路为切入点探讨其分子机制，为
肝纤维化中医临床益气治法选药提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　同批次的７周龄 ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
６０只，体质量１８０～２２０ｇ，购于重庆医科大学实验动物
中心。动物生产许可证：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００１。在恒
温室（２２±２）℃分笼饲养，每笼５只，自由进食（标准饲
料和自来水）。所有动物实验程序严格遵照国家动

物实验管理的政策法规和实验动物伦理福利原则，
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经重庆医科大学医学研究伦理委员会批准（２０１５年
３月５日）。
１．１．２　药品与试剂　　益气法制剂组方：黄芪３０ｇ、
白术１０ｇ（生药购于重庆医科大学附属第一医院中药
房），共４０ｇ，加入２００ｍＬ蒸馏水，武火加热至沸腾，然
后文火加热１ｈ，期间不断搅拌，３层纱布过滤得滤液；
在药渣中再加入 ２００ｍＬ蒸馏水，同法煎煮过滤，共
２次；混合滤液并加热浓缩成益气法口服制剂２０ｍＬ，
每毫升含生药２ｇ，４℃冰箱保存备用。高脂低蛋白饮
食饲料配方：２０％猪油＋７９．５％玉米粉＋０．５％胆固醇
（北京科澳协力饲料有限公司）。其他药物和试剂包

括：注射用ＣＣＬ４（成都市科龙化工试剂厂）；秋水仙碱
（云南植物药业有限公司）；ＥＤＴＡ（美国 Ｓｉｇｍａ），Ｔｒｉｓ
碱（上海生工），

!

ＳＭＡ（兔来源，中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），
ｐｐ３８（兔来源，美国 ＣＳＴ），ｐＥＲＫ１／２（兔来源，美国
ＣＳＴ），ＧＡＰＤＨ（鼠来源，美国 Ａｂｃａｍ）；二抗：山羊抗
兔、山羊抗鼠（美国 Ｓｉｇｍａ）；ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ），引物
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ＤＥＰＣ（美国 Ｓｉｇｍａ），ＲＮＡ提
取试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ），氯仿（上海化学试剂公司），
异丙醇（上海化学试剂公司），ＲＴ试剂（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 （Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ（ＷｅｓｔｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），
ＨＲＰ标志的二抗（山羊抗兔，美国Ａｂｃａｍ），ＤＡＢ（北京
中杉），二甲苯（国药集团），苏木精（南京建成）。

１．１．３　仪器　　垂直板电泳转移装置（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ），ＴｒａｎｓＢｌｏｔ转膜装置（美国 ＢｉｏＲａｄ），图像分析
系统（ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭＡｎａｌｙｓｉｓ），电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ），
多功能酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），Ｔａｎｎｏｎ４２００凝
胶成像系统（中国天能 Ｔａｎｎｏｎ），低温高速离心机
（ＧＳ１５Ｒ）（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ），电子酸度计 （美国
Ｂｅｃｋｍａｎ），实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅ
ｐｌｕｓ），电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ），凝胶成像仪稳压 ＤＮＡ
电泳仪（美国 Ｔｉａｎｎｅｎｇ），ＧＤＳ８０００凝胶扫描系统（美
国ＵＣＰ），超净工作台（苏州净化设备公司），电热压力
蒸汽消毒器（ＹＸＱＬＳ１００Ａ）（上海博讯实业有限公
司），倒置显微镜（ＣＫ４０）（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ），切片机
（ＲＭ２２３５）（德国 Ｌｅｉｃａ），展片机（ＨＩ１２１０）（德国
Ｌｅｉｃａ），烤片机（ＨＩ１２１０）（德国Ｌｅｉｃａ）。
１．２　方法
１．２．１　模型及药物制备　　７周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠６０只
适应性喂养１周后，选取１０只为正常对照组，其余５０只
大鼠建立肝纤维化模型［４］。造模期间死亡１９只，剩下
３１只，随机挑选３只大鼠检验成模。本课题组已有相
关研究表明，ＳＤ大鼠造模后，与正常对照组相比，肝组

织中ＣｏｌⅠ、ＰⅢＮＰ、ＦＮ含量显著升高［４］，经此方法建

模后可造成肝纤维化。２８只造模后的大鼠完全随机
法分成３组：模型组１０只、秋水仙碱组９只、益气法制
剂组９只，给予药物灌胃治疗。根据《药理实验方法
学》体表面积折算法计算大鼠用药剂量，成人体质量

以７０ｋｇ计算，大鼠等效剂量为成人６．３倍，公式为药
物质量／７０ｋｇ×６．３。由此可得大鼠各制剂剂量为益气
法制剂３．６ｇ／ｋｇ，秋水仙碱制剂０．４５ｍｇ／ｋｇ。模型组
和正常对照组大鼠给予等量生理盐水灌胃，每天１次，
连续治疗１２周。末次给药后，禁食不禁水２４ｈ，各组
大鼠用２％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，取左下最大叶
肝脏边缘２ｃｍ处组织，一半放入４％多聚甲醛溶液中
固定，余下标本２／３用于提取蛋白，１／３于液氮中冷冻
后再转移到－７０℃冰箱中保存备用。
１．２．２　病理形态学观察　　肝脏组织４％多聚甲醛固
定４８ｈ，常规脱水，石蜡包埋、切片，厚度４μｍ，ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ
染色后，光学显微镜下观察肝组织病理形态变化。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织中
!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、
ｐｐ３８表达　　将肝组织剪碎，１０００ｍｇ组织加入
１ｍＬＲＩＰＡ裂解液，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，收取上
清液，得到组织蛋白液样本，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓
度，按照上样量计算后，加入 ５×上样缓冲液，混匀，煮
沸７ｍｉｎ，取煮沸后变性的蛋白上样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
加入４μＬ预染ｍａｒｋｅｒ，加入肝组织样本，开始电泳，开
始时１００Ｖ，进入分离胶层后，改用１２０Ｖ电压。采用
湿转法进行转膜，按照纤维棉滤纸ＰＶＤＦ膜ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶滤纸纤维棉，像夹三明治一样夹紧，电流
２００ｍＡ，视蛋白分子量大小确定转膜时间，将 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ上的蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，置于封闭液中
（５％脱脂奶粉，６０ｍｉｎ），用ＰＢＳＴ洗膜３次，加入一抗，
４℃冰箱，孵育过夜。次日用二抗孵育，用 ＴＢＳＴ洗膜
３次。将ＴＢＳＴ洗好的膜，放于保鲜膜上，保持平整，加
入适量ＥＣＬ发光液，固定于暗盒中，使 ＰＶＤＦ膜的正
面向上，取胶片，曝光，显影，再用清水洗去表面的显影

液，再定影，保留底片进行光密度分析。

１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测肝组织中 ＭＣＰ１ａ表达　　取
冰冻保存的肝脏组织样本约 ５０ｍｇ，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取
总ＲＮＡ；检测总 ＲＮＡ浓度及纯度后按逆转录试剂盒
操作步骤配制反应体系，置于 Ｔ１００反应 ＰＣＲ仪中进
行逆转录反应，按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法配制Ｍｉｘ及反应体
系后上机进行 ＲＴｑＰＣＲ反应。反应结束后，由通过
ＣＦＸｍａｎａｇｅｒ３．１软件读取 Ｃｔ值，采用相对定量法分
析，待测基因ｍＲＮＡ相对表达量＝２－△Ｃｔ，公式为：ΔＣｔ＝
Ｃｔ（ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ）－Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ）。上下游引物序列：
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ＭＣＰ１ａ（２３４ｂｐ），正义链 ５′ＴＣＴＣＴＣＡＣＧＣＣＡＧＣＡＣＴ
ＧＡＣＣ３′，反义链 ５′ＧＣＴＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＡＡＡ３′；
ＧＡＰＤＨ（１３９ｂｐ），正义链 ５′ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＡＣＴＣ
ＣＡＣＧＡＣ３′，反义链５′ＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣ３′。
１．２．５　免疫组化检测肝组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、
ＴＩＭＰ１相关指标表达　　肝脏组织切片依次经过
６０℃烤箱、二甲苯脱蜡、酒精梯度水化、过化氢溶液、
热修复抗原、加血清封闭液、加一抗等步骤，４℃冰箱
过夜次日取出切片 ＰＢＳ冲洗 ３次，依次加二抗（山羊
抗兔），ＤＡＢ染色，苏木精复染，饱和碳酸锂返蓝，梯度
７５％乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。显微镜于
４００倍镜下观察。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行数据分析。数值变
量以 珋ｘ±ｓ表示。多组间差异的比较采用单因素方差分
析，其组间两两比较采用ＬＳＤｔ法。以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠一般情况
　　正常对照组大鼠体质量增加明显，进食好，皮毛光
泽度好，反应灵敏，活动自如。模型组大鼠体质量减

轻，精神萎靡，进食较少，皮毛粗糙，活动减少，动作迟

缓。益气法制剂组和秋水仙碱组大鼠一般情况较模型

组明显改善。

２．２　各组大鼠肝组织病理学观察
　　ＨＥ染色显示：正常对照组大鼠肝细胞以中央静
脉为中心呈放射状排列，肝细胞呈多边形，无变性坏

死，有１～２个圆形细胞核，核仁明显，胞质丰富；模型

组大鼠肝小叶结构紊乱，肝细胞胞浆稀疏，细胞核被挤

压到细胞边缘，大量炎性细胞浸润。益气法制剂组和

秋水仙碱组炎症细胞减少，部分肝细胞形态结构正常，

可见正常肝小叶结构，见图１。
　　Ｍａｓｓｏｎ染色显示：正常对照组肝小叶结构完整，
汇管区有少量疏松纤维结缔组织沉积。模型组表现为

肝小叶结构破坏，肝内胶原纤维组织增生明显，连接成

片，分割正常肝脏组织结构，形成假小叶，肝纤维化程

度高，汇管区扩大并失去正常形态。益气法制剂组和

秋水仙碱组未见明显纤维间隔，仅在中央静脉孔及汇

管区有纤维沉积，见图１。
２．３　益气法制剂显著改善ＣＣＬ４诱导的大鼠肝纤维化
　　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在正常对照组明显表达，模型组
中可见ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；与
模型组相比，益气法制剂组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达下
调（Ｐ＜０．０５），秋水仙碱组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达下
调，但无统计学差异；ＴＩＭＰ１在正常对照组明显表达，
模型组中可见ＴＩＭＰ１的表达升高，但无统计学差异；
与模型组相比，益气法制剂组和秋水仙碱组 ＴＩＭＰ１
的表达有下降趋势，但无统计学差异，见图２。
２．４　益气法制剂抑制

!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８的表达
　　与正常对照组相比，模型组的

!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、
ｐｐ３８的表达均升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，益气
法组和秋水仙碱组的

!

ＳＭＡ、ｐｐ３８的表达均降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），秋水仙碱组 ｐＥＲＫ１／２的
表达降低（Ｐ＜０．０５），益气法制剂组 ｐＥＲＫ１／２的表达
有下降趋势，但无统计学差异，表明益气法制剂可通过

抑制
!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８的表达缓解肝纤维化的
进程，见图３。
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图１　 益气法制剂和秋水仙碱显著改善ＣＣＬ４诱导的大鼠肝纤维化程度
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Ａ：免疫组化检测各组中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ１的表达；Ｂ：半定量分析；１：正常对照组；２：模型组；３：益气法制剂组；４：秋水
仙碱组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图２　免疫组化检测各组大鼠肝组织中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；１：正常对照组；２：模型组；３：益气法制剂组；４：秋水仙碱组；Ｂ：半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肝组织中
!

ＳＭＡ、ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８蛋白表达

２．５　益气法制剂可抑制ＭＣＰ１ａ的表达
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与正常对照组相比，模型组
的ＭＣＰ１ａ表达上调（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，益气

法制剂组和秋水仙碱组的 ＭＣＰ１ａ表达下调（Ｐ＜
０．０５），益气法制剂可能通过下调 ＭＣＰ１ａ的表达，缓
解肝纤维化的进程，见图４。
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１：正常对照组；２：模型组；３：益气法制剂组；４：秋水仙碱组；
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图４　ＲＴｑＰＣＲ检测各组大鼠肝组织中ＭＣＰ１ａ基因的表达

３　讨论

　　本研究采用 ＣＣＬ４诱导的肝纤维化动物模型，是
公认的经典肝纤维化造模方法，被广泛应用于肝纤维

化的信号通路及分子调控机制、组织病理改变以及抗

纤维化药物筛选等方面的体内研究［５］。肝纤维化是

一种慢性肝损伤导致的肝脏病理改变，肝星状细胞

（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）的活化是肝纤维化发生的
中心环节［６］。抑制转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）生成能够改善肝纤维化［４］。

ＴＧＦβ１主要通过Ｓｍａｄ和 ＭＡＰＫｓ这两个效应相反的
细胞内信号转导通路发挥作用［７］。丝裂原活化蛋白

激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）信号转
导通路存在于大多数细胞内，是一类丝氨酸／苏氨酸蛋
白激酶，主要包括ＥＲＫ１／２通路、ｐ３８ＭＡＰＫ通路、ＪＮＫ／
ＳＡＰＫ通路、ＥＲＫ５通路等［８］，其异常表达是炎症反应

时炎症介质和相关细胞因子的主要信号通路［９］。

　　肝纤维化的逆转过程十分复杂，影响因素众多，确
切机制仍不甚明了。有研究表明黄芪可通过

ｐ３８ＭＡＰＫ通路抑制肝纤维化的进程［２］。益气法制剂

（黄芪、白术）可通过ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路改善肝纤
维化［１０］。但以黄芪和白术联合的益气法制剂研究

ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ通路对肝纤维化的机制很少，因此
探讨以黄芪和白术联合的益气法制剂对肝纤维化模型

大鼠的治疗作用，并以 ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ通路为切
入点探讨其分子机制仍有重要意义。

　　
!

ＳＭＡ作为ＨＳＣ活化的特有标志性蛋白，与ＨＳＣ
增殖、肝纤维化程度呈正相关，

!

ＳＭＡ可作为 ＨＳＣ是
否激活的重要标志物［１１］。黄芪的主要单体组分，如黄

芪多糖通过保护肝细胞，抑制 ＨＳＣ活化，从而抑制
ＣＣＬ４所致肝纤维大鼠纤维化［１２］。唐静等［１３］发现黄

芪汤可以减轻 ＤＭＮ诱导的肝纤维化，调节胆汁酸代

谢酶抑制 ＨＳＣ沉积，且其作用优于它的化合物。
ＭＡＰＫ通路活化相关的部分蛋白分子水平的变化也可
影响

!

ＳＭＡ的表达［１４］。本研究通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
!

ＳＭＡ发现，大鼠肝纤维化模型组的
!

ＳＭＡ表达上
调，益气法制剂和秋水仙碱

!

ＳＭＡ的表达下调，表明
肝纤维化模型成功建立，益气法制剂（黄芪、白术）可以

抑制ＨＳＣ活化，防止肝纤维化的进一步发展，与既往研
究相符。

　　ＭＣＰ１ａ是一种主要的单核细胞趋化因子，在正常
人的组织中有少量的表达，其主要的功能是对单核、巨

噬细胞以及 Ｔ１淋巴细胞具有趋化和激活作用。
ＭＣＰ１ａ还可以直接引起溶酶体释放、过氧化物阴离子
产生，参与肝细胞损伤［１５］。在本研究中发现，与正常

对照组相比，模型组 ＭＣＰ１ａ的上调，表明 ＭＣＰ１ａ在
肝纤维化的发生中发挥了重要作用。与模型组相比，

益气法制剂组和秋水仙碱组的 ＭＣＰ１ａ表达下调，表
明益气法制剂（黄芪、白术）可通过降低 ＭＣＰ１ａ的表
达，抑制单核、巨噬细胞以及 Ｔ１淋巴细胞的激活及趋
化，改善肝纤维化的发展。

　　ＥＲＫ１／２信号通路是 ＭＡＰＫｓ通路中最早鉴定出
来的一条。细胞受到外界刺激时，各种胞外信号与细

胞膜上的受体结合，转入胞浆，通过Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
级联反应，使得 ＥＲＫ被磷酸化激活成为 ｐＥＲＫ１／２，发
挥其生物学效应［１６］。其中，ｐ３８ＭＡＰＫ属于应激型
ＭＡＰＫ，其活化形式为 ｐｐ３８ＭＡＰＫ。ｐ３８ＭＡＰＫ是细
胞内信号转导的关键枢纽，参与多种生理病理过程的

调控，生理过程为：可以对细胞因子、热休克、紫外线、

刺激做出应激反应，影响细胞的分化、增殖、迁移和凋

亡等生命过程。病理过程为：一方面炎症因子可通过

诱导巨噬细胞的活化，进而促进组织细胞的凋亡，激活

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路发挥作用；另一方面 ｐ３８ＭＡＰＫ
的磷酸化促进核转录因子活化并转位向核区，进而刺

激炎症因子的大量合成［１７］。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测发现，肝纤维化可导致ｐＥＲＫ１／２和ｐｐ３８的表达
升高，而益气法制剂和秋水仙碱可通过下调ｐＥＲＫ１／２
和ｐｐ３８的表达，进而逆转肝纤维化。因此可见，益气
法制剂（黄芪、白术）可通过下调 ＥＲＫ１／２和 Ｐ３８信号
通路的表达，抑制 ｐＥＲＫ１／２和 ｐｐ３８磷酸化，进而逆
转肝纤维化的进程。

　　肝纤维化的本质是细胞外基质（ＣＥＭ）在肝内的
过度沉积，这种过度沉积不仅是由于 ＣＥＭ合成增多，
更大程度上是 ＣＥＭ降解减少引起的［１８］。研究表明，

基质金属蛋白酶（ＭＭＰＳ）及其组织抑制因子（ＴＩＭＰｓ）
在调整ＣＥＭ过程中起重要作用。肝脏受损后，ＴＩＭＰ１
表达上调，对 ＭＭＰｓ具普遍抑制作用，使 ＥＣＭ降解减
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少，沉积增多，导致肝纤维化的形成［１９］。机体在遭遇

创伤后，大量炎性细胞聚集创区，最早以中性粒细胞到

达创面，之后巨噬细胞、淋巴细胞等免疫细胞进一步到

达创面，ＭＭＰ２可由内皮细胞、间质细胞、Ｔ细胞、巨
噬细胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞等合成和分泌，

ＭＭＰ９则主要由炎性细胞（如 Ｔ细胞和巨噬细胞）分
泌，炎症早期释放的 ＴＮＦα和 ＩＬ６等炎性介质能够
促进 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，而过表达的 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９可降解细胞外基质［２０］。在本研究中发现，肝

纤维化可导致ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达明显上调，
而益气法制剂组和秋水仙碱组可使 ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的表达下调，说明益气法制剂可改善肝纤维
化，与以上研究结果相符合；在正常大鼠肝组织ＴＩＭＰ１
的表达极低，在肝纤维化的发生、发展过程中，ＴＩＭＰ１
表达逐渐增强，到肝硬化阶段达到高峰［２１］。与本研究

结果相符，说明益气法制剂（黄芪、白术）可以通过下

调ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，增加ＥＣＭ降解，减
少沉积，逆转肝纤维化。

　　综上所述，黄芪和白术联合的益气法制剂可改善
大鼠肝纤维化，可能通过抑制ＭＣＰ１来减少炎症细胞
的释放和趋化，进而抑制 ＥＲＫ１／２、ｐ３８信号通路的激
活，减少磷酸化 ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８介导信号由胞浆向
胞核传递，从而抑制 ＴＩＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，
增加ＥＣＭ降解，减少沉积，逆转肝纤维化，进而为黄芪
和白术联合用药治疗肝纤维化提供科学依据。本研究

中，益气法制剂组和秋水仙碱组只设计了１个剂量组，
结果表明这个剂量的益气法制剂和秋水仙碱可改善大

鼠肝纤维化，且效果较好。在后续的研究中可考虑增

加２～３个剂量组，进一步说明量效关系，为临床用药
提供更好的实验证据。
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