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摘要　目的：观察桃红芪术软肝煎抗大鼠肝纤维化的作用及对ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路的影响。方法：选取１０５只Ｗｉｓｔａｒ大
鼠，随机分为空白组、模型组、对照药物组（秋水仙碱组、扶正化瘀胶囊组）、桃红芪术软肝煎组（桃红芪术低剂量组、中剂

量组、高剂量组）。除空白组外，分３、６、９周３个时间点采用５０％ＣＣｌ４１ｍＬ／ｋｇ橄榄油溶液腹腔注射进行肝纤维化模型制
作，同时进行ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色观察肝纤维化的病理表现；并采用免疫组织化学法检测肝脏组织的ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、转化生长因子（ＴＧＦ）β１、Ｓｍａｄ２蛋白表达；ＲＴＰＣＲ方法检测肝脏组织的 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２的
ｍＲＮＡ表达。结果：肝纤维化病理结果显示，随着造模、给药时间的延长，各给药组均能明显阻断模型大鼠肝组织纤维化
进展；与模型组比较，第９周时桃红芪术高剂量组作用最明显。免疫组织化学结果显示，与模型组比较，用药各组从第３
周至第９周，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达均较模型组表达明显增加（Ｐ＜００５），用药各组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与模
型组比较，用药各组ＴＧＦβ１表达明显减弱，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），用药各组组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。ＲＴＰＣＲ结果显示，与空白组比较，模型组Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达量明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），桃红芪
术低剂量组ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ、Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达量明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），桃红芪术软肝煎中剂量组
Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；扶正化瘀胶囊组 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ、ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ表达量均较模型
组下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：桃红芪术软肝煎可持续通过 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路调节上皮间质转化，治
疗肝纤维化。
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　　慢性病毒性肝炎是肝纤维化的主要原因，在肝
硬化的形成过程中，肝纤维化是慢性病毒性肝炎向

肝硬化发展的不可避免的阶段［１］，肝纤维化及其并

发症给社会带来巨大健康负担，由于缺乏有效的治

疗方法，慢性肝脏疾病困扰着世界上数百万人［２］。

且慢性肝病中一旦由纤维化进展到硬化，发展到肝

细胞癌的概率就会增加［３４］，因此有效抑制甚至逆转

肝纤维化具有重要的临床意义。桃红芪术软肝煎

（简称桃红芪术）为孙桂芝主任医师的经验方［５］，观

察其抗大鼠肝纤维化的作用及其可能的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取 １０５只雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重
（１８０±２０）ｇ，购自北京华阜康生物科技有限公司。
动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００９０００７大鼠。分
笼饲养于中国中医科学院广安门医院动物房，清洁

级，适应性饲养７ｄ，饲以标准的大鼠合成饲料，自由
饮用纯净水，环境温度（２２±２）℃，相对湿度４０％～
６０％。
１１２　药物　桃红芪术软肝煎，由生黄芪、炒白术、
太子参、桃仁、莪术等药材组成，所用药材购自本草

方源药业，全量水提取２次，浓缩收清膏２７００ｇ灌
装，含生药量为２９ｇ／ｋｇ。扶正化瘀胶囊，含生药量
４０ｇ／ｋｇ（上海黄海制药有限责任公司，国药准字
Ｚ２００２００７４）；秋水仙碱（西双版纳药业有限责任公
司，国药准字Ｈ５３０２１３６９）。
１１３　试剂　丙氨酸氨基转移酶试剂盒、天冬氨酸
氨基转移酶剂盒、白蛋白试剂盒（均购自美国贝克曼

库尔公司）；４％多聚甲醛（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；磷酸缓冲
盐溶液（ＰＢＳ）（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＣＣｌ４分析纯、水合氯
醛（国药集团化学试剂有限公司）；苏木精伊红
（ＨＥ）染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒（均购自南京建成
科技有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公

司，批号：８４８０２）；快速反转录试剂盒（ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴ
Ｋｉｔ）（天根生化科技（北京）有限公司，批号：
Ｎ２８２８）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（天根生化科技（北京）有限
公司，批号：Ｎ２８２８）；引物序列由赛百盛生物公司合
成。

１１４　仪器　低速离心机（型号６００Ａ），白洋离心
机厂；荧光正置显微镜，ＳｃｏｐｅＡ１，德国 Ｚｅｉｓｓ公司；
ＡＳＰ３００脱水机、ＥＧ１１５０Ｈ包埋机、ＲＭ２２３５切片机，
德国ＬＥＩＣＡ公司；ＢＸ５１显微镜，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１２　动物分组及造模　１０５只大鼠随机分组，分为
空白组、模型组、对照药物组（秋水仙碱组、扶正化瘀

胶囊组）、桃红芪术组（低剂量组、中剂量组、高剂量

组）。每组１５只。除空白组外均进行肝纤维化模型
制作。造模方法：造模组采用含５０％ ＣＣｌ４的橄榄油
溶液１ｍＬ／ｋｇ腹腔注射制作肝纤维化模型，２次／
周，分３、６、９周３个时间周进行造模。空白组则采
用含５０％的０９％ＮａＣｌ溶液的橄榄油溶液进行腹腔
注射。均每周称体重１次，以调整腹腔注射剂量。
１３　干预　造模同时各组进行每日灌胃干预，桃红
芪术低剂量组给予桃红芪术３１ｇ／（ｋｇ·ｄ）、中剂量
组给予 ３１ｇ／（ｋｇ·ｄ）、高剂量组给予 ６２ｇ／（ｋｇ·
ｄ），秋水仙碱组给予０１％的秋水仙碱０１ｍｇ／（ｋｇ
·ｄ），扶正化瘀胶囊组给予扶正化瘀胶囊０４１５ｇ／
（ｋｇ·ｄ），空白组给予０９％生理盐水，直至９周末。
１４　取材　分别在干预第３、６、９周末分批处死各
组大鼠，称重后麻醉（按照３５ｍＬ／ｋｇ体重的标准腹
腔注射１０％水合氯醛），打开腹腔，抽取腹主动脉动
脉血，４℃静置３ｈ后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离
血清；抽取血液后摘取大鼠肝脏和脾脏，用滤纸吸取

血液。取肝脏右叶同一部位约１ｃｍ×１ｃｍ×０５ｃｍ
大小的肝脏组织放入４％多聚甲醛液中固定，以制
作病理切片；再取肝脏右叶约１ｃｍ×１ｃｍ大小的新
鲜肝脏组织放入冻存管内，置 －８０℃超低温冰箱保
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存，用于ＲＴＰＣＲ检测。
１５　观察指标
１５１　肝、脾指数计算　摘取的大鼠肝脏和脾脏，
分别用千分位电子天平称取质量并记录，计算肝、脾

指数。计算公式：肝指数（％）＝肝质量／体重 ×
１００％；脾指数（％）＝脾质量／体重×１００％。
１５２　肝脏病理观察　采用苏木精伊红（ＨＥ）染
色和Ｍａｓｓｏｎ染色。１）取材和固定：取肝组织标本，
立即置于４％多聚甲醛中固定；２）冲洗：标本固定２４
ｈ后，流水冲洗３０ｍｉｎ；３）脱水；４）透明：将标本经二
甲苯（Ⅰ）→二甲苯（Ⅱ）→二甲苯（Ⅲ）处理，各级时
间２０ｍｉｎ左右；５）浸蜡及包埋：将含有肝脏组织的
包埋盒放在熔蜡箱内约１ｈ，共３次。切片、粘片及
烤片：用石蜡切片机连续切片后粘片，烤片２ｈ后进
入染色过程。ＨＥ染色及Ｍａｓｓｏｎ染色步骤参照试剂
盒说明书。肝纤维化病理参照标准：参照２０００年西
安会议上由中华医学会传染病与寄生虫病学分会、

肝病学分会联合修订的慢性肝炎分级分期标准［６］。

１５３　ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２蛋白表
达检测　采用免疫组织化学法检测。１）将切片脱蜡
入蒸馏水，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ后进行抗原修复，ＰＢＳ洗５
ｍｉｎ×３次，３％Ｈ２Ｏ２孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３
次，一抗作用３７℃ ２ｈ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，二抗作
用３７℃１ｈ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，显色，苏木精复染，
盐酸、乙醇分色，饱和碳酸锂返蓝，上行脱水、透明、

封片。２）光镜下观察各指标表达，每张切片从左至右
随机选择５个视野观察各指标的阳性表达情况。应
用ＭＩＡＳ医学图像分析管理系统分析软件测量各指标
的光密度值，计算平均吸光度值，并进行统计分析。

１５４　ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、转化生长因子（ＴＧＦ）
β１、Ｓｍａｄ２的 ｍＲＮＡ表达检测　采用 ＲＴＰＣＲ方法
检测。１）ＲＮＡ制备：按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书步骤提
取ＲＮＡ，测Ａ值（２６０ｎｍ，２８０ｎｍ）。其余样品 －２０
℃冻存或立即反转录。２）ＲＮＡ反转录：使用快速反
转录试剂盒（ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ）合成第一链 ｃＤＮＡ，
得到的ｃＤＮＡ可用于后续实验，或低温保存；３）Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ扩增：反应体系２０μＬ／管，２×ＳｙＢｒＧｒｅｅｎ
Ｍｉｘ１０μＬ，上下游引物各１μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＥＰＣ
Ｈ２Ｏ７μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ。引物序列如表 １。反应条
件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３５ｓ，４０
个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。根据实时 ＰＣＲ的原始检
测结果，按照相对定量计算公式计算出各样品的目

的基因相对定量结果。２－!!

Ｃｔ计算方法：
!!

Ｃｔ＝
实验组（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ管家基因）－对照组（Ｃｔ目的基因 －

Ｃｔ管家基因）。

表１　引物序列

基因 序列号 引物 序列 扩增产物长度（ｂｐ）

Ｓｍａｄ２ ＮＭ＿０１９１９１上游 ５′ａｇｔｃａａａａｃｃｃａｇａｇｃｇａａａ３′ １６６
下游 ５′ｔｔａｔｇｃｃｃａａｃｇａｇａｃａｔｃａ３′

ＴＧＦβ１ ＮＭ＿０２１５７８上游 ５′ｃａａｃａａｔｔｃｃｔｇｇｃｇｔｔａｃｃ３′ ２００
下游 ５′ｔｇｇｇａｃｔｇａｔｃｃｃａｔｔｇａｔｔ３′

ＥｃａｄｈｅｒｉｎＡＢ０１７６９６上游 ５′ａｇｃｃａａｔｃｃｔｇａｔｇａａａｔｃｇ３′ ２２８
下游 ５′ｃｃａｔａｃａｔａｔｃｇｇｃｃａｇｃｔｔ３′
下游 ５′ｃａａａａｃａｃｃｃａｇｇａｇｃａｇａｔ３′

ＴＧＦβＲ１ＮＭ＿０１２７７５上游 ５′ｔｇｃｔｔｔｇａｔｇｔｃａｇｃｔｃｔｇｇ３′ １６５
下游 ５′ｇｃｃｔｃａａｇｇｃａｃｔｔｔｔｔｇａｇ３′

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ＮＭ＿０３１１４０上游 ５′ａｇａｔｃｇａｔｇｔｇｇａｃｇｔｔｔｃｃ３′ １９８
下游 ５′ｔｃｃｇｇｔａｔｔｃｇｔｔｔｇａｃｔｃｃ３′

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００８０８４上游 ５′ａｃｃｃａｇａａｇａｃｔｇｔｇｇａｔｇｇ３′ １７１
下游 ５′ｃａｃａｔｔｇｇｇｇｇｔａｇｇａａｃａｃ３′

１６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件进行
数据分析，组间比较使用单因素方差分析，先进行方

差齐性检验，方差齐使用 ＬＳＤ方法进行组间的两两
比较；方差不齐先用 Ｗｅｌｃｈ方法校正，然后再用
ＤｕｎｎｅｔｔＴ３方法进行各组间比较。以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　对大鼠一般情况的影响　空白组：大鼠精力充
沛，反应灵活，毛发有光泽，脾气温和，实验过程中无

死亡。模型组：大鼠精神萎靡，反应迟钝，目光呆滞，

毛发粗糙欠光泽，脱落较多，脾气暴躁，对造模实验

不配合，并且后期有腹部膨隆、口唇及皮毛出血等现

象，无死亡。桃红芪术组（低剂量组、中剂量组、高剂

量组）和对照药物组（秋水仙碱组、扶正化瘀胶囊

组）：精力较充沛，反应灵敏，目光灵活，毛发较光泽，

脾气较好，对造模及灌胃过程配合较好，桃红芪术高

剂量组和秋水仙碱组各死亡１只。
２２　对大鼠肝纤维化程度的影响　从干预第３周
至第９周的ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色图片可以看出，
第３周 ＨＥ染色造模病理图片中部分纤维组织增
生，Ｍａｓｓｏｎ染色病理图片中少许纤维组织着色，提示
部分组织发生纤维化，桃红芪术中剂量组及高剂量

组改善最为明显；第６周模型组病理图片已经存在
纤维纵隔，将肝小叶分隔成大小不等的肝细胞团，形

成假小叶，部分区肝被膜纤维组织显著增生，提示肝

纤维化造模成功，其他用药各组病理程度均较模型

组轻，模型组 Ｍａｓｓｏｎ染色纤维组织明显增多，其他
各组纤维染色不及模型组显著，提示桃红芪术及扶

正化瘀胶囊、秋水仙碱对于大鼠肝纤维化具有明显

的缓解作用，桃红芪术高剂量组改善较其他组显著。

见图１。第９周 ＨＥ染色图片可见造模各组均形成
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假小叶，但是用药各组假小叶结构均较模型组有所

改善，特别是桃红芪术中剂量组及高剂量组肝组织

结构改善最为明显，模型组染色纤维显著增多，用药

各组纤维染色增多程度不及模型组。

图１　大鼠肝组织（Ｍａｓｓｏｎ染色，×１００）
　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：桃红芪术低剂量；Ｄ：桃红芪术中剂

量组；Ｅ：桃红芪术高剂量组；Ｆ：扶正化瘀胶囊组；Ｇ：秋水仙碱组

２３　对大鼠肝组织ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦβ１蛋
白表达的影响　从第９周数据分析，与模型组比较，
用药各组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达较模型组表达明显增加、
ＴＧＦβ１表达较模型组明显减弱，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５），用药各组间比较，差异无统计学意义（Ｐ
＞００５），其中以桃红芪术软肝煎中剂量组和扶正化
瘀胶囊组作用最明显，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图２～４，表２。

图２　大鼠肝组织ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达
（免疫组织化学法，×２０）

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：桃红芪术低剂量；Ｄ：桃红芪术中剂

量组；Ｅ：桃红芪术高剂量组；Ｆ：扶正化瘀胶囊组；Ｇ：秋水仙碱组

图３　大鼠肝组织ＴＧＦβ１蛋白表达
（免疫组织化学法，×２０）

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：桃红芪术低剂量；Ｄ：桃红芪术中剂
量组；Ｅ：桃红芪术高剂量组；Ｆ：扶正化瘀胶囊组；Ｇ：秋水仙碱组

表２　各组大鼠肝组织中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＴＧＦβ１、

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ比较（珋ｘ±ｓ，Ａ）

组别 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ ＴＧＦβ１ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

空白组（ｎ＝５） ０２２±００６ ０１２±００３ ０１５±００２
模型组（ｎ＝５） ０１２±００２ ０３０±００５ ０２５±００９

ＴＨＱＬ组（ｎ＝５） ０２２±００５△ ０１７±００２△ ０１７±００２△

ＴＨＱＭ组（ｎ＝５） ０２２±００２△ ０１４±００３△ ０１９±００３△

ＴＨＱＨ组（ｎ＝４） ０２１±００５△ ０１８±００２△ ０１５±００４△

ＦＺＨＹ组（ｎ＝５） ０２２±００３△ ０２１±００５△ ０１５±００３△

ＱＳＸＪ组（ｎ＝５） ０１８±００４△ ０１９±００７△ ０１９±００４△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图４　大鼠肝组织Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达
　（免疫组织化学法，１×２０）

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：桃红芪术低剂量；Ｄ：桃红芪术中剂

量组；Ｅ：桃红芪术高剂量组；Ｆ：扶正化瘀胶囊组；Ｇ：秋水仙碱组

２４　对大鼠肝组织 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦβ１、
Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴＰＣＲ结果显示，与空
白组比较，模型组 Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达量升高（Ｐ＜
００５），说明造模过程中，Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达上升，促
进上皮间质转化，从而发生肝纤维化；桃红芪术低剂

量组ＴＧＦβｍＲＮＡ、ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ、Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表
达下降（Ｐ＜００５），桃红芪术软肝煎中剂量组Ｓｍａｄ２
ｍＲＮＡ表达下降（Ｐ＜００５）；桃红芪术高剂量组 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ表达上升（Ｐ＜００５），说明桃红芪术
软肝煎可以通过下调Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达，下调 ＴＧＦ
β表达，逆转上皮间质转化，其中以桃红芪术软肝煎
低剂量组疗效最好。

５１　大鼠ＲＴＰＣＲｍＲＮＡ曲线　见图６。
３　讨论

肝纤维化是肝脏受损伤后（如肝脏感染发生乙

型肝炎或丙型肝炎、酒精性肝炎、药物性肝病、自身

免疫性肝病等）的结果，病理性肝纤维化主要归因于

纤维化与基质降解所造成的失衡［７］。上皮间充质
细胞转化（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＴｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
是指在组织重建和多细胞生物胚胎发育中存在的现

象［８］，其主要特征为：上皮细胞标志物钙黏蛋白 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达的降低或缺失；间质细胞表型的获得如
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等标志物的升高及细胞形态间质化等。研
究发现ＥＭＴ分为３型，其中２型ＥＭＴ与器官纤维化
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密切相关［９］。

图５　大鼠ＲＴＰＣＲｍＲＮＡ曲线
　　注：Ａ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ扩增曲线；Ｂ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ熔解曲线；
Ｃ：Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ扩增曲线；Ｄ：Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ熔解曲线；Ｅ：ＥＣａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ扩增曲线；Ｆ：ＥＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ熔解曲线；Ｇ：ＴＧＦβ１扩增曲
线；Ｈ：ＴＧＦβ１熔解曲线

　　许多信号通路参与肝纤维化的过程，有研究认
为ＴＧＦβ１是导致肝纤维化最重要的细胞因子

［１０］。

肝脏受损后，肝脏内ＴＧＦβ１表达明显上升，与 ＴＧＦ

β受体（ＴＧＦｂｅｔａＲｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴβＲ）相结合，并进一步
活化下游的 Ｓｍａｄ蛋白（如 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５、
Ｓｍａｄ８等），最终导致大量胶原纤维的产生，形成肝
纤维化［１１］。在肝纤维化中，ＴＧＦβ诱导肝脏细胞发
生ＥＭＴ，是成纤维细胞的潜在来源之一［１２］。

图６　各组大鼠Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｍａｄ２、ＴＧＦβ１、
ＥＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ表达

　　目前，肝纤维化动物模型一直是我们从事肝纤
维化动物实验研究的重点及难题，李萍等［１３］对 ３０
只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠给予腹腔注射牛血清白蛋白成功
制作肝纤维化模型。王晓晗等［１４］通过喂养 Ｃ５７／Ｂ６
雄性小鼠含 ０１％的 ３５二乙氧基羰基１４二氢
２４６三甲基吡啶（ＤＤＣ）饲料成功构建肝纤维化模
型。李旭等［１５］给 Ｗｉｓｔａｒ大鼠采用胆总管结扎术的
方法制作肝纤维化模型。Ｆａｎ等［１６］采用 ＳＤ大鼠腹
腔注射５０％ ＣＣｌ４／橄榄油溶液０２ｍＬ／１００ｇ造模。
还有使用复合因素造模者，张贵阳等［１７］曾采用ＣＣｌ４
联合高脂低蛋白食物饮食、３０％乙醇饮用水等控制
因素的方法制作大鼠肝纤维化模型，６周即可成模。
目前国际常用模型多为单一造模方式，较少使用复

合造模方法，避免造模过程中产生较多干扰因素，较

经典的模型是Ｎａｋａｍｕｒａ等［１８］对 Ｗｉｓｔａｒ大鼠腹腔注
射１ｍＬ５０％ＣＣｌ４／橄榄油溶液２次每周制作肝纤维
化模型，４～８周即可成模，本研究采用此种造模方
法，第６周模型组 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色病理图片
可见假小叶形成，肝纤维化模型成功形成。金明丽

等［１９］研究四氯化碳不同注射方式对于构建大鼠不

同分期肝纤维化模型的影响，发现腹腔注射及皮下

注射的方式均可以建立大鼠不同分期的肝纤维化模

型，但是皮下注射造模死亡率比腹腔注射的死亡率

低，但是造模需要的时间较长，２种注射方式获得有
意义的肝纤维化模型无明显差异。

Ｃｈｅｎ等［２０］研究发现外源性骨形态生成蛋白可

以缓解血吸虫病肝纤维化小鼠的急性期和慢性期进

展，并且其机制可能是通过 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路
实现的。Ｔａｎｇ等［２１］通过体内、体外实验认为积雪草
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酸可能是抗肝纤维化的潜在药物，其机制通过诱导

Ｓｍａｄ７针对 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路诱导的肝纤维化
的阻断作用实现的。Ｚｈｏｕ等［２２］将２００ｎｍｏｌ／Ｌ的紫
杉醇干预经过人重组 ＴＧＦβ１诱导因子诱导后的肝
星状细胞，发现Ｓｍａｄ２／３的磷酸化作用，从而抑制胶
原纤维Ⅰ和Ⅲ及纤连蛋白的表达，认为紫杉醇可以
通过抑制ＴＧＦβ信号缓解肝纤维化。喻勤等［２３］研

究发现荔枝核总黄酮通过抑制ＴＧＦβ１及Ｓｍａｄ３，上
调Ｓｍａｄ７减轻二甲基亚硝胺诱导的大鼠肝纤维化损
伤程度。赵窻等［２４］发现健脾软肝方可以抑制 ＴＧＦ
β／Ｓｍａｄ信号通路中 ＴＧＦβ１、ＴＧＦβＲ１、及 Ｓｍａｄ３、
Ｓｍａｄ７的表达，从而缓解 ＣＣｌ４大鼠肝纤维化程度。
牛学敏等［２５］发现益气活血方可以使 ＴＧＦβ１的 ｍＲ
ＮＡ及蛋白表达显著降低（Ｐ＜００５）。邓莉等［２６］研

究认为复方鳖甲软肝片可以通过抑制肝生长因子表

达来抗大鼠肝纤维化。张智慧等［２７］认为银杏叶提

取物（ＧｂＥ）可以降低ＴＧＦβ１的表达，有效防止ＣＣｌ４
诱导大鼠肝纤维化的进展。尚双艳［２８］研究发现香

附多糖组大鼠的组织金属蛋白酶抑制剂２（ＴＩＭＰ２）
和ＴＧＦβ１水平明显低于模型组，提示香附多糖可有
效改善肝纤维化大鼠肝脏纤维化。黄晨恺等［２９］熊

果酸（ＵｒｓｏｌｉｃＡｃｉｄ，ＵＡ）这种从药用植物中提取出的
天然三萜类化合物，能抑制肝脏中 ＴＧＦβ的表达，
从而下调下游促纤维化信号通路，减少 Ｉ型胶原的
产生。杨欣等［３０］和夏雪皎等［３１］研究得出结论：疏

肝健脾活血方可以通过影响大鼠转化生长因子β１／
Ｓｍａｄ信号通路传导，从而显著改善肝纤维化大鼠肝
组织病理变化，具有不错的抗肝纤维化作用。马滢

等［３２］认为丹酚酸Ｂ在二甲基亚硝胺（ＤＭＮ）诱导肝
纤维化肝癌进程中，可能通过增强ｐＳｍａｄ３Ｃ／ｐ２１介
导的抑癌信号来减弱ｐＳｍａｄ３Ｌ／ＰＡＩ１／ｃＭｙｃ介导的
促纤维化癌变信号，从而阻碍肝纤维化向肝癌发展
的进程。张可锋等［３３］发现七味净肝灵的高、中剂量

组大鼠的肝纤维化病变程度比模型组减轻明显，从

而得出结论：七味净肝灵对于ＤＭＮ诱导的大鼠肝纤
维化具有显著的改善作用，其机制可能与抑制 ＴＧＦ
β１的表达有关。张玉等

［３４］研究发现二氢杨梅素

（Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）能够通过抑制 ＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ信号通路介导的细胞外基质从而抑制 ＨＳＣＴ６
细胞的活化。杨文明等［３５］观察发现肝豆扶木汤可

以降低ＴＸ小鼠肝纤维化血清学指标，作用机制可
能是抑制 ＴＧＦβ１和 Ｓｍａｄ２蛋白的表达以及上调
Ｓｍａｄ７蛋白的表达。吕建林等［３６］研究发现海珠益

肝化纤方可降低肝纤维化大鼠 αＳＭＡ和 ＴＧＦβ１的
表达从而抑制肝纤维化的进展。章圣朋等［３７］认为

夏枯草总三萜通过下调ｐＥＲＫ表达和调控ＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ信号通路保护肝脏。张家富等［３８］观察肝乐颗

粒中、高剂量组可以减轻肝组织病理损伤程度，减少

胶原纤维沉积，还可以显著降低 Ｓｍａｄ２，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，
ＴＧＦβ１，ＴβＲⅠ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。

在肝纤维化过程中，肝脏内胶原纤维组织增加，

造成肝脏重量增加；肝纤维化时，肝组织受损后，门

静脉系统血液回流受阻，压力增高，脾静脉回流受

阻，造成脾脏瘀血，最终导致脾脏增大，本研究发现

桃红芪术软肝煎可以降低 ＣＣｌ４大鼠肝纤维化的肝
脾值，缓解肝脾淤血情况；增加肝纤维化大鼠体重，

改善营养状况；随着造模给药时间的延长，各给药组

均有阻断模型大鼠肝组织纤维化进展的功效，以桃

红芪术软肝煎中、高剂量组作用最为明显；免疫组织

化学蛋白表达结果及 ＲＴＰＣＲｍＲＮＡ结果显示桃红
芪术软肝煎可上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，下调 ＴＧＦβ及 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、Ｓｍａｄ２蛋白表达，提示桃红芪术软肝煎可能通
过调节 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路，降低 Ｓｍａｄ２蛋白表
达，从而下调 ＴＧＦβ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表
达，发挥改善上皮间质转化、治疗肝纤维化的作用。

结合动物实验肝脾指数、病理染色、免疫组织化

学及ＲＴＰＣＲ结果，可以看出桃红芪术软肝煎中、高
剂量均有较好的治疗肝纤维化的作用，对比扶正化

瘀胶囊和秋水仙碱组，也有较好的疗效。扶正化瘀

胶囊由虫草、绞股蓝、松花粉、五味子、桃仁、丹参等

药物组成［３９］，具活血祛瘀，益精养肝之效。已被证

实对于治疗肝纤维化具有较好疗效［４０４６］。西医对于

肝纤维化没有特效用药，研究发现秋水仙碱可以刺

激胶原酶的活性，促进胶原的降解［４７］，孙嘉临和王

先化［４８］发现秋水仙碱可以降低肝纤维化大鼠血清

中的肿瘤坏死因子（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）
和干扰素γ（ＩＦＮγ），通过抑制炎性反应来缓解肝纤
维化。研究证明，桃红芪术软肝煎与中成药扶正化

瘀胶囊、西药秋水仙碱具有相同甚至更好的疗效，因

此，桃红芪术软肝煎有希望成为治疗肝纤维化的潜

在用药，有待于临床疗效的验证。
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