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柠檬苦素对大鼠肝纤维化的影响及机制初探 Δ
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摘 要 目的 探讨柠檬苦素对大鼠肝纤维化的影响及机制。方法 将 42只 SD 雄性大鼠随机分为正常组、模型组、阳性对照组

（秋水仙碱0.1 mg/kg）和柠檬苦素低、高剂量组（12.5、50 mg/kg），正常组和模型组各9只，其余组各8只。除正常组外，采用四氯化

碳构建肝纤维化模型。造模成功后，正常组及模型组灌胃水，其余各组灌胃相应药物，每日1次，持续4周。末次给药后，采用酶联

免疫吸附测定法检测各组大鼠血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、透明质酸（HA）、层粘连蛋白（LN）含量；采用

苏木精-伊红（HE）及 Masson 染色观察肝组织形态和肝纤维化变化；采用 Western blot 法检测肝组织中蛋白激酶 B（Akt）、磷酸化

Akt（p-Akt）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（vimentin）蛋白表达水平，并计算p-Akt/Akt比值。结果 与正常组比较，模型组大

鼠血清ALT、AST、HA、LN含量均显著升高（P＜0.01），HE及Masson染色均观察到肝组织有大量纤维组织增生，肝组织中Akt、p-

Akt、vimentin 蛋白表达水平及 p-Akt/Akt 比值均显著升高（P＜0.01），E-cadherin 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）。与模型组比

较，柠檬苦素低、高剂量组大鼠肝组织的纤维增生程度均有所减轻，除柠檬苦素低剂量组的LN、E-cadherin指标外其余指标均显著

逆转（P＜0.05或P＜0.01）。结论 柠檬苦素能改善大鼠肝纤维化，作用机制可能与抑制Akt磷酸化及逆转上皮间质转化进程有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effect and mechanism of limonin on liver fibrosis in rats. METHODS Forty-two SD 

male rats were randomly divided into normal group， model group， positive control group （colchicine， 0.1 mg/kg）， low-dose group 

of limonin （12.5 mg/kg） and high-dose group of limonin （50 mg/kg）， with 9 rats in normal group and model group， and 8 rats in 

other groups. Except for normal group， the model of liver fibrosis was established by carbon tetrachloride. After modeling， normal 

group and model group were given distilled water intragastrically， and administration groups were given relevant medicine 

intragastrically，once a day，for consecutive 4 weeks. After the last medication， the serum contents of alanine aminotransferase 

（ALT）， aspartate aminotransferase （AST）， hyaluronic acid （HA） and laminin （LN） in rats were detected by enzyme-linked 

immunosorbent assay （ELISA） method. HE and Masson staining were used to observe the pathological changes and fibrotic change 

of liver tissue. Western blot assay was used to detect the protein expressions of protein kinase B （Akt）， phosphorylated-protein 

kinase B （p-Akt）， E-cadherin and vimentin in liver tissue； ratio of p-Akt/Akt was calculated. RESULTS Compared normal group， 

the serum contents of ALT， AST， HA and LN in rats were all increased significantly in model group （P＜0.01）； HE and Masson 

staining showed that a large number of fibrous tissue hyperplasia， protein expressions of Akt， p-Akt and vimentin as well as p-Akt/

Akt ratio in liver tissue were significantly increased （P＜0.01）， while E-cadherin protein expression was significantly decreased 

（P＜0.01）. Compared with model group， the degree of fibrosis hyperplasia in liver tissue was relieved in high-dose group and low-

dose group of limonin， and other indexes were all reversed significantly except for LN and E-cadherin in the low-dose group of 

limonin （P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS Limonin can 

improve liver fibrosis in rats， the mechanism of which may be 

related to the inhibition of Akt phosphorylation and reversal of 

epithelial-mesenchymal transition process.
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肝纤维化是由各种致病因子导致慢性肝损伤的病

理性修复过程，细胞外基质过度沉积是其主要病理特

征。肌成纤维细胞是产生细胞外基质的核心细胞，而肝

细胞、肝星状细胞和胆管上皮细胞可通过上皮间质转化

（epithelial mesenchymal transition，EMT）为肌成纤维细

胞[1]。近年来研究发现，EMT可促进肝纤维化的发生发

展，但EMT过程是可逆的，抑制细胞EMT过程，能减缓

甚至逆转肝纤维化进程[2]。这使得逆转EMT成为抗肝

纤维化的潜在策略。

柠檬苦素是一种三萜类化合物，也是橙子和柠檬种

子以及果皮中的主要活性成分，具有保肝、抗肝癌、抗炎

等药理作用[3]。有研究表明，柠檬苦素可通过转化生长

因子 β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）/Smad 信

号通路来逆转博来霉素诱导的肺组织EMT过程，减轻

小鼠的肺纤维化[4]。为探究柠檬苦素对肝纤维化的改善

作用，以及其抗肝纤维化作用是否与调控EMT相关，本

研究以四氯化碳（CCl4）造模法构建肝纤维化大鼠模型，

观察柠檬苦素对大鼠肝纤维化的影响，并基于EMT角

度，初步探讨其可能的作用机制，旨在为柠檬苦素的药

理研究与开发利用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 DM500型光学显微镜（德

国Leica公司）、TGL-20M型台式高速冷冻离心机（长沙

高新开发区湘仪贝克仪器仪表有限公司）、EPS-300型电

泳仪（上海天能科技有限公司）、RS-25S型超声波细胞粉

碎机（宁波荣顺科技仪器厂）、EL10A型自动酶标仪（博

科控股集团有限公司）、Mini-PROTEAN Tetra Electro‐

phoresis System型蛋白电泳槽和Mini Trans-Blot型蛋白

转印系统（美国Bio-Rad公司）、LIDE 200型扫描仪（日本

Canon公司）等。

1.2　主要药品与试剂

柠 檬 苦 素 对 照 品（批 号 NMKS2021081，纯 度

99.58%）购自南京春秋生物工程有限公司；秋水仙碱片

（批号201202，规格0.5 mg）购自西双版纳版纳药业有限

责任公司；CCl4（批号20181008，纯度≥99.5%）购自天津

市大茂化学试剂厂；透明质酸（hyaluronic acid，HA）、层

粘连蛋白（laminin，LN）试剂盒（货号分别为 RA20032/

20211010、RA20606/20211010）均购自武汉贝茵莱生物

科技有限公司；丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，

ALT）、天 冬 氨 酸 转 氨 酶（aspartate aminotransferase，

AST）试剂盒（批号分别为 20211015、20211016）均购自

南京建成生物工程研究所；ECL高灵敏度化学发光检测

试剂盒、ECL低背景发光检测试剂盒和辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的羊抗兔及羊抗鼠免

疫球蛋白 G 抗体（批号分别为 30330、50330、20330、

30324）均购自江苏康为世纪生物科技有限公司；鼠源蛋

白激酶 B（protein kinase B，Akt）、磷酸化 Akt（p-Akt）

（Ser473）、波形蛋白（vimentin）克隆抗体（批号分别为

10021367、10020148、10010984）均购自 Proteintech 中国

公司；兔源 E-钙黏蛋白（E-cadherin）多克隆抗体（批号

AF06224214）购自北京博奥森生物技术有限公司；兔源

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehy‐

drogenase，GAPDH）多克隆抗体（批号 GR3316865-11）

购自英国Abcam公司；水为蒸馏水。

1.3　动物

SD大鼠 42只，SPF级，雄性，体质量 180～220 g，购

自辽宁长生生物技术股份有限公司，生产许可证号为

SCXK（辽）2020-0001。大鼠由贵州中医药大学实验动

物中心喂养。大鼠自由饮水摄食，适应性喂养1周后开

始实验。本实验由贵州中医药大学动物实验伦理委员

会批准（批号20210008）。

2　方法

2.1　动物分组、建模、给药及取材

将大鼠随机分成正常组、模型组、阳性对照组（秋水

仙碱 0 .1  mg/kg）[5]和柠檬苦素低、高剂量组（12 .5、50  

mg/kg）[4]，正常组和模型组各9只，其余每组各8只。除

正常组大鼠腹腔注射橄榄油外，其余各组大鼠均腹腔注

射含 50%CCl4的橄榄油混合溶液（体积比 1∶1），注射体

积为1.5 mL/kg，每周2次，连续注射8周，构建肝纤维化

模型[6]。注射造模8周后，从正常组和模型组中各抽取1

只大鼠处死并取出肝脏行苏木精-伊红（HE）染色，依据

Scheuer评分系统评估造模成功[7]。从第 9周起，各组大

鼠按 10 mL/kg灌胃，正常组及模型组给予水，其余各组

大鼠给予相应药物（临用时用水溶解），每日1次，连续给

药 4周。末次给药后（第 12周末），大鼠禁食不禁水 12 

h，腹腔注射 3%戊巴比妥钠麻醉后采血，离心后留取血

清，于－20 ℃保存，用于酶联免疫吸附测定；大鼠采血后

处死，将肝右叶组织用 4%多聚甲醛溶液固定，用于HE

和Masson染色；剩余肝组织立即冻存在－80 ℃冰箱中，

用于 Western blot 检测。整个实验期间，正常组和模型

组大鼠无死亡，阳性对照组和柠檬苦素低、高剂量组各

死亡1只大鼠，总计死亡3只大鼠。

2.2　血清中肝功能指标和肝纤维化指标的检测

采用酶联免疫吸附测定法，按试剂盒说明书步骤操

作，检测各组大鼠血清中ALT、AST、HA、LN含量。

2.3　肝组织形态和肝纤维化的观察

取“2.1”项下各组3只大鼠固定于4%多聚甲醛溶液

的肝组织，石蜡包埋、切片，每只大鼠取3个切片进行HE

染色，另外取 3个切片进行Masson染色，用光学显微镜

观察肝组织形态和肝纤维化并采集图像，用 Image-Pro 

Plus 6.0软件测定Masson染色图像的光密度和面积，计

算平均光密度。
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2.4　肝组织中 Akt、p-Akt、E-cadherin、vimentin 蛋白表

达的检测

取“2.1”项下各组 3只大鼠冻存在－80 ℃冰箱中的

肝组织，称定质量后尽可能剪碎，加入组织蛋白抽提试

剂，冰浴匀浆、超声破碎及离心后收集上清液，测定各样

本蛋白含量。对蛋白进行加热变性处理后，电泳分离蛋

白，转膜，封闭，洗膜后，分别加入 E-cadherin、p-Akt、

Akt、vimentin、GAPDH 一抗（稀释度分别为 1∶1  000、   

1∶3  000、1∶3 000、1∶10 000、1∶10 000），4 ℃孵育过夜；

膜洗涤后加入相应的二抗（稀释度为 1∶200），室温孵育

后，漂洗，ECL化学发光和曝光显影及定影。使用Gel-

Pro Analyzer 4软件分析目标蛋白的灰度值，以目标蛋白

与内参蛋白（GAPDH）的灰度值比值表示目标蛋白的表

达水平，并计算p-Akt/Akt比值。

2.5　统计学方法

使用 SPSS 26.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐性

时组间两两比较采用LSD-t检验，方差不齐时组间两两

比较选择Tamhane-T2检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠血清肝功能指标的影响

与正常组比较，模型组大鼠血清中ALT、AST含量

均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和柠

檬苦素低、高剂量组大鼠血清中ALT、AST含量均显著

降低（P＜0.01）。结果见表1。

3.2　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠血清纤维化指标的影响

与正常组比较，模型组大鼠血清中HA、LN含量均

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和柠檬

苦素低、高剂量组大鼠血清中HA含量均显著降低（P＜

0.01），阳性对照组和柠檬苦素高剂量组大鼠血清中LN

含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），柠檬苦素低剂量

组大鼠血清中 LN 含量差异无统计学意义（P＞0.05）。

结果见表2。

3.3　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠肝组织病理学变化

的影响

3.3.1　组织形态　如图1所示，正常组大鼠肝窦无扩张，

门管区结构完整，未见纤维组织增生及炎性细胞浸润。

模型组大鼠可见纵横交错的纤维间隔，纤维组织大量增

生，肝小叶紊乱，门管区变宽，大量炎性细胞浸润，少量

肝细胞坏死，肝细胞脂肪变性明显。阳性对照组大鼠肝

脏被膜完整，纤维组织明显增生，纤维间隔内可见炎性

细胞浸润。柠檬苦素高剂量组大鼠肝脏被膜完整，肝细

胞轻度脂肪变性，纤维组织少量增生，可见炎性细胞浸

润。柠檬苦素低剂量组大鼠肝脏被膜完整，纤维组织中

度增生，门管区见明显炎性细胞浸润。与模型组比较，

阳性对照组和柠檬苦素低、高剂量组大鼠肝组织纤维增

生程度均有所减轻，炎症程度均有所改善。

3.3.2　纤维化　如图 2所示，正常组大鼠汇管区观察到

少量蓝色胶原纤维沉积。模型组大鼠可见大量蓝色胶

原纤维沉积，纤维增生明显；与模型组比较，阳性对照组

和柠檬苦素低、高剂量组大鼠的蓝色胶原纤维沉积减

少，纤维增生程度有所改善。正常组、模型组、阳性对照

组和柠檬苦素低、高剂量组大鼠肝纤维化表达的平均光

密度分别为 0.023±0.009、0.282±0.012、0.198±0.010、

0.199±0.060、0.191±0.009（n＝3）。与正常组比较，模

型组大鼠肝纤维化表达的平均光密度显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，阳性对照组与柠檬苦素高剂量组

大鼠肝纤维化表达的平均光密度均显著降低（P＜

0.01），柠檬苦素低剂量组大鼠肝纤维化表达的平均光密

度差异无统计学意义（P＞0.05）。

表1　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠血清肝功能指标的

影响（x±s，U/L）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
柠檬苦素高剂量组
柠檬苦素低剂量组

n

8

8

7

7

7

ALT

4.88±2.14

56.65±9.30a

19.44±6.05b

27.41±4.95b

21.74±3.01b

AST

6.78±2.25

75.80±12.12a

21.10±6.61b

16.30±6.58b

18.82±2.57b

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01

表2　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠血清纤维化指标的

影响（x±s，ng/mL）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
柠檬苦素高剂量组
柠檬苦素低剂量组

n

8

8

7

7

7

HA

19.28±5.30

69.43±12.64a

27.46±1.80b

21.17±4.20b

27.06±5.45b

LN

119.07±16.13

187.63±40.22a

140.37±26.30b

149.14±12.44c

181.43±21.45

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与模型组

比较，P＜0.05

A.正常组 B.模型组 C.阳性对照组 D.柠檬苦素高剂量组 E.柠檬苦素低剂量组

➡：纤维组织

图1　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠肝组织形态变化的影响（HE染色，×200）
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3.4　柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠肝组织中Akt、p-Akt、

E-cadherin、vimentin蛋白表达及p-Akt/Akt比值的影响

与正常组比较，模型组大鼠肝组织中Akt、p-Akt、vi‐

mentin蛋白表达水平及 p-Akt/Akt比值均显著升高（P＜

0.01），E-cadherin蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；与

模型组比较，阳性对照组和柠檬苦素低、高剂量组大鼠

肝组织中 Akt、p-Akt、vimentin 蛋白表达水平及 p-Akt/

Akt比值均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），阳性对照组

和柠檬苦素高剂量组大鼠肝组织中E-cadherin蛋白表达

水平均显著升高（P＜0.01），柠檬苦素低剂量组大鼠肝

组织中E-cadherin蛋白表达水平差异无统计学意义（P＞

0.05）。结果见图3。

4　讨论
柠檬苦素是一种天然化学物质，对急性肝损伤具有

改善作用[8]，同时也可通过减少脂质积累、抑制炎症和氧

化应激来缓解非酒精性脂肪性肝病的发展[9]。本研究采

用CCl4造模法构建肝纤维化大鼠模型，考察柠檬苦素对

大鼠肝纤维化的影响，同时选用有明显抗肝纤维化作用

的秋水仙碱作为阳性对照药物进行比较[10]。CCl4造模法

具有价格低廉、可靠性高、重复性好、与人类肝纤维化病

理相似性高等特点，已成为了应用最广泛的肝纤维化造

模方法[11]。CCl4可造成肝细胞损害，引起肝细胞膜通透

性增高，胞浆内的ALT、AST释放入血，使血液中ALT、

AST含量升高，是判断肝细胞损伤与否及损伤程度的主

要指标[12]。HA、LN是参与细胞外基质合成的主要成分，

可反映肝内纤维增生情况[13]。本研究结果显示，与正常

组比较，模型组大鼠血清中ALT、AST、HA、LN含量均显

著升高，HE 及 Masson 染色均观察到大量纤维组织增

生，表明肝纤维化模型造模成功。与模型组比较，经柠

檬苦素干预后，大鼠血清中HA、LN（柠檬苦素低剂量组

除外）、AST、ALT含量均显著降低，肝组织纤维增生程

度均有所减轻，表明柠檬苦素对肝纤维化模型大鼠的肝

损伤和肝纤维化有一定的改善作用。

EMT是指上皮细胞在致病因子（如细胞生长因子、

缺氧、炎症等）刺激下丧失细胞极性，细胞间黏附力降

低，获得迁移的能力，变为具备间质细胞特征细胞的过

程[14]。E-cadherin 是黏附连接的关键成分，在维持细胞

黏附和上皮表型中不可或缺，其表达下调会导致细胞间

的黏附力降低，使细胞失去极性，是主要的上皮标志

物[15]。vimentin是间质细胞骨架的主要组成部分，也是

主要的间充质标志物，正常上皮细胞中vimentin表达较

少，当发生EMT时上皮细胞角蛋白转化为以vimentin为

主的细胞骨架，具有间质细胞形态和游走能力[16]。Akt

磷酸化可调控细胞核内的转录因子，转录因子与          

E-cadherin结合，可导致E-cadherin表达下降，进而诱导

EMT发生[17―18]。本研究结果显示，与模型组比较，阳性

对照组和柠檬苦素低、高剂量组大鼠肝组织中 Akt、

p-Akt、vimentin 蛋白表达水平及 p-Akt/Akt 比值均显著

降低，E-cadherin 蛋白表达水平（柠檬苦素低剂量组除

外）均显著升高，表明柠檬苦素能抑制Akt蛋白磷酸化，

逆转EMT进程。

综上所述，柠檬苦素能改善大鼠肝纤维化，作用机

制可能与其抑制Akt磷酸化及逆转EMT进程有关。
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