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Abstract
AIM: To observe the levels of TGF-β1, MMP-2 
and TIMP-2 in the livers of rats with hepatic 
fibrosis, and the effects of salvianolic acid B 
(SA-B) on it.

METHODS: An animal model of hepatic fibrosis 
was established by injecting DMN (dimethyl 
nitroxide) solution into the abdominal cavity 
for four continuous weeks. Levels of TGF-β1, 
MMP-2 and TIMP-2 in liver tissue were assessed 
by S-P immunohistochemical staining using 
polyclonal antibodies against TGF-β1, MMP-2 
and TIMP-2. Pathological characteristics of liver 
tissue were observed by microscopy after he-
matoxylin-eosin and Masson staining. Levels of 
ALT, AST and Alb were detected using an auto-
biochemical analytical tool in the laboratory test 
department of our hospital. Serum levels of HA, 
LN were detected by radioimmunoassay (RIA).

RESULTS: Compared with rats in the liver 
fibrosis group, the pathologic manifestations 
of those in the SA-B-treated group improved 

significantly. The levels of ALT, AST, HA and 
LN in the treated group were significantly lower 
than those in the liver fibrosis group (87.0 ± 28.7 
U/L vs 190.4 ± 27.4 U/L, 85.6 ± 25.3 U/L vs 178.2 
± 15.9 U/L, 179.7 ± 32.8 mg/L vs 433.3 ± 86.1 
mg/L, 135.6 ± 21.1 mg/L vs 224.7 ± 29.2 mg/L, P 
< 0.01). Expression levels of TGF-β1 and TIMP-2 
in the SA-B-treated group were significantly 
lower than those in the liver fibrosis group (18.53 
± 2.54 vs 12.78 ± 2.65, 21.88 ± 3.83 vs 14.69 ± 4.51, 
P < 0.01), and there was no difference in the ex-
pression of MMP-2 between the treated group 
and the hepatic fibrosis group.

CONCLUSION: SA-B is efficient for the treat-
ment of hepatic fibrosis; the mechanisms possi-
bly involve the inhibition of TGF-β1 and TIMP-2.
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摘要
目的: 观察丹酚酸B盐(salvianolic acid B, SA-B)
对肝纤维化大鼠肝组织转化生长因子 -β1 
(TGF-β1)、基质金属蛋白酶-2(MMP-2)和基质
金属蛋白酶组织抑制因子-2(TIMP-2)表达的影
响, 并探讨SA-B抗肝纤维化的可能机制.

方法: ♂SD大鼠30只随机分为正常对照组、

模型组和丹酚酸B治疗组, 以5 mL/L的二甲
基亚硝胺(DMN)建立肝纤维化模型, 治疗组
在造模4 wk后给予SA-B治疗4 wk. 应用HE, 
Masson染色观察肝组织病理纤维化分级, 全
自动生化分析仪检测ALT、AST和Alb, 放免
法检测HA和LN, S-P免疫组织化学方法检测
TGF-β1、MMP-2和TIMP-2蛋白质的表达. 

结果: 与模型组相比, SA-B能改善肝纤维化大

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病向肝硬
化发展所共有的
病 理 改 变 ,  其 本
质为ECM在肝内
的过度沉积. 我国
为乙型病毒性肝
炎高发区, 肝炎肝
硬化发生率高. 因
此, 对肝纤维化防
治的研究受到越
来越多的关注, 探
讨肝纤维化的发
病机制, 寻求肝纤
维化的防治方法
已成为肝纤维化
研究的热点.
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鼠肝脏病理组织学结构, 治疗组血清ALT、
AST、HA和LN水平明显减低(87.0±28.7 U/L 
vs  190.4±27.4 U/L, 85.6±25.3 U/L vs  178.2
±15.9 U/L, 179.7±32.8 mg/L vs  433.3±86.1 
mg/L, 135.6±21.1 mg/L vs  224.7±29.2 mg/L, 
均P <0.01), 经SA-B干预后TGF-β1和TIMP-2
表达明显下降, 与模型组相比有显著性差异
(18.53±2.54 vs  12.78±2.65, 21.88±3.83 vs  
14.69±4.51, 均P <0.01), 而MMP-2表达水平无
明显变化.

结论: SA-B能改善肝纤维化大鼠肝脏病理组
织学结构, 可能通过抑制TGF-β1和TIMP-2表
达而促进肝纤维化的逆转.

关键词: 丹酚酸B盐; 肝纤维化; 转化生长因子β1; 

基质金属蛋白酶-2; 金属蛋白酶组织抑制因子-2; 

放射免疫法
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展的必经

阶段, 其发生和发展与细胞外基质(ECM)在肝内

过度沉积有关[1]. 这种过度沉积不仅由ECM合成

增多引起, 更大程度是降解减少的原因. 转化生

长因子β1(TGF-β1)是肝纤维化发生、进展乃至

肝硬化形成中发挥核心作用的细胞因子, 是激

活肝星状细胞(HSC)并促进其表达ECM的关键

因素[2]. 丹酚酸B盐(salvianolic acid B, SA-B) 是
自唇形科植物丹参的干燥根和根茎中提取的有

效成分. 国内外的研究发现, SA-B有显著的抗大

鼠肝纤维化作用, 本研究旨在探讨观察SA-B对

实验性肝纤维化大鼠肝组织TGF-β1、 MMP-2
和TIMP-2表达的影响, 以探讨其抗肝纤维化的

可能机制, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠30只, 体质量120-140 g, 
由中国科学院上海实验动物中心提供. DMN购自

Sigma公司, 免疫组化一抗、二抗试剂购自Santa 
Cruz公司, 免疫组化DAB显色试剂盒购自福建迈

新公司. SA-B购自中国药品生物制品检定所, 应
用时用蒸馏水配制成浓度为1.25 g/L的溶液.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组和造模: ♂SD大鼠30只随机分

为3组: 正常对照组10只, 肝纤维化模型组10只, 
SA-B治疗组10只. 正常对照组ip生理盐水, 剂量

2 mL/kg, 模型组ip 5mL/L DMN建立肝纤维化模

型, 1次/d, 每周连续3 d, 共4 wk. 模型组和SA-B
治疗组造模4 wk结束后分别以蒸馏水和SA-B溶
液按照10 mL/kg进行ig, 1次/d, 每周连续3 d ,共4 
wk. 第8周末处死各组大鼠.
1.2.2 免疫组织化学检查: 取出新鲜肝组织用40 
g/L甲醛固定12 h, 之后脱水透明石蜡包埋. 采用

热修复抗原SABC染色程序, 切片浸入0.01 mol/L 
枸橼酸缓冲液, 微波炉加热沸腾15 min热修复, 
冷却后0.01 mol/L PBS洗涤2次, 滴加二抗及血清

封闭液, 室温20 min, 滴加稀释一抗, 4℃冰箱保

存过夜, 滴加SABC试剂, DAB显色, 蒸馏水清洗, 
苏木素轻度复染, 脱水、透明、封片, 显微镜

观察. 每次染色时用试剂公司提供的TGF-β1、
MMP-2和TIMP-2阳性片作阳性对照, PBS代替

第一抗体作为阴性对照. TGF-β1、MMP-2和
TIMP-2免疫组化结果均使用美国IPP5.0专业图

像分析软件测定平均光密度值, 用背景的光密

度值减去阳性部位的光密度值即为阳性部位的

吸光度值.
1.2.3 肝脏组织病理检查: 以40 g/L甲醛溶液固

定, 常规经HE染色和Masson三色染色, 普通光学

显微镜下观察. 肝组织病理学检查, 肝组织HE染
色, 按2000年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《病毒性肝炎防治

方案》中慢性肝炎分期标准, 进行纤维化程度

(S)分级, 判定肝纤维化程度[3].
1.2.4 血清学检测 采用全自动生化分析仪检测

ALT、AST和Alb水平, 放射免疫测定血清HA和

LN的水平.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件分析, 

计数资料用mean±SD表示. 多组样本均数比较

进行方差齐性检验, 组间比较采用单因素方差

分析.

2  结果

肝纤维化模型组大鼠毛色暗淡、精神萎靡, 进
食进水减少, 易受惊, 体质量增长缓慢. 处死后

取肝组织可见模型组肝脏表面粗糙有结节, 颜
色灰暗, 用手触摸感觉发硬, 治疗组大鼠毛色较

好, 食欲尚可, 肝组织损害较模型组轻, 肝脏质

地软, 表面较光滑.
2.1 肝功能检测结果 与正常对照组比较, 肝纤维

化模型组血清丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸

■研发前沿
转 化 生 长 因 子
β 1 是 肝 纤 维 化
的启动、进展乃
至肝硬化形成中
发挥核心作用的
细 胞 因 子 ,  肝 纤
维化的过程与基
质金属蛋白酶及
其抑制因子的表
达 密 切 相 关 ,  在
肝纤维化治疗的
实 验 中 ,  有 很 多
针 对 T G F - β 1、
MMPs、  TIMPs
的研究.
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转氨酶(AST)明显升高, 与模型组比较, 经SA-B
治疗后, 血清ALT和AST明显下降.
2.2 血清透明质酸(HA)和层黏蛋白(LN)的变化 
与正常组比较, 模型组血清HA和LN的水平明显

升高(P <0.01), 与模型组比较, 经SA-B治疗后, 血
清HA和LN水平明显下降(P <0.01, 表1).
2.3 肝脏组织病理学检查 显微镜下模型组可见

灶性坏死, 伴炎性细胞浸润, 小叶结构紊乱, 由
汇管区和中央静脉伸出粗大胶原纤维条索分

割、包绕肝小叶, 肝细胞索排列紊乱, 肝细胞浊

肿明显. 与模型组相比, 治疗组肝细胞坏死、纤

维组织增生减少, 肝小叶结构破坏减轻, 纤维条

索疏松变窄, 肝细胞水肿好转, 肝内炎症细胞浸

润减少. 各实验组大鼠肝脏病理纤维化分级情

况见表2.
2.4 肝脏组织免疫组织化学检查 与对照组比较, 
模型组MMP-2、TIMP-2和TGF-β1免疫组化表

达均明显增强,与模型组比较, 治疗组TIMP-2、
TGF-β1免疫组化表达显著减轻, 有显著性差异

(P <0.01), 治疗前后MMP-2表达无显著变化(表3)
2.5 肝组织TGF-β1表达与病理肝纤维化分级、

MMP-2和TIMP-2表达的关系 用等级相关分析, 
显示大鼠肝组织TGF-β1平均光密度与病理分级

呈正相关(r = 0.697, P <0.01), 大鼠肝组织TGF-β1
平均光密度与TIMP-2平均光密度呈正相关(r = 
0.699, P <0.01), 大鼠肝组织TGFβ1与MMP-2平
均光密度呈正相关(r = 0.399, P <0.05). 

3  讨论

TGF-β1是目前研究最深入的与肝脏疾病密切相

关的细胞因子, 是调控肝纤维化发生发展的核

心物质[4]. HSC活化后产生多种细胞因子, 其中

TGF-β1是促肝纤维化主要的细胞因子之一, 该
物质主要由活化的HSC分泌并激活, 而TGF-β1
又可促进、维持H S C的活化 .  研究发现 ,  在
MMPs的活化过程中, TGF-β1发挥重要调节作

用. TGF-β1通过调节基质金属酶的产生和活性

来干扰细胞外基质的代谢[5]. TGF-β1能在转录水

平上促进α2巨球蛋白表达, 而金属蛋白酶与后

者结合后功能即受到抑制, TGF-β1还能增加蛋

白酶抑制剂的表达, 如纤维蛋白溶解酶原抑制

物-1、组织特异性金属蛋白酶抑制物等[6], 从而

拮抗细胞外基质水解酶的作用, 引起细胞外基

质分解减少和沉积增加, 加速肝纤维化的发展. 
本研究结果显示TGF-β1在正常对照组表达见于

汇管区、肝细胞、肝窦内皮细胞, 着色较浅, 范
围窄, 而在肝纤维化模型组主要表达见于纤维

间隔内、HSC细胞、肝细胞、肝窦内皮细胞, 呈
棕黄色颗粒, 范围广. 本研究TGF-β1抗原免疫组

化染色半定量分析结果显示: 平均光密度值与

对照组之间有显著差异(P <0.01), 说明TGF-β1 
是促进胶原纤维合成因子之一, 是肝纤维化发

生发展微观调节的重要细胞因子. 通过消除纤

维化过程中病变组织产生过多的TGFβ1来预防

或阻断纤维化的发展已成为纤维化防治研究的

热点[7], 国内王海南 et al [8]报道认为SA-B能明显

抑制HSC的增殖, 既能减少TGF-β1分泌的总量, 
又能减少活性型TGF-β1的含量, 并可不同程度

地抑制Smad2/3蛋白的表达, 抑制Smad2蛋白在

细胞内的磷酸化与核转位, 从而拮抗TGF-β1, 我
们的体内实验研究结果显示, 经SA-B治疗后, 肝
组织TGF-β1的表达有显著降低, 说明可能是其

发挥抗肝纤维化作用的机制之一. 
正常情况下E C M生成与降解处于动态平

衡, ECM合成与降解的失衡是引起肝内ECM积

聚并导致肝纤维化的重要机制. 目前认为后者

是由于基质金属蛋白酶(MMPs)表达下调或由

于TIMPs的表达增加, 抑制了MMPs的活性, 使

■相关报道
目 前 国 内 外 有
关 肝 纤 维 化
与 T G F - β 1 、
MMPs、TIMPs表
达关系的报道较
多, 但肝纤维化是
一个复杂的过程, 
如能进行动态观
察, 研究将更真实
可靠.

表  1  各实验组大鼠血清学检测结果(mean±SD, n = 10)

     
  分组                       ALT(U/L)                      AST(U/L)                      Alb(g/L)                     HA(mg/L)                          LN(mg/L)

对照组                31.6±8.5                 29.9±10.7               32.9±3. 3              108.3±22.7                  82.0±11.8

模型组              190.4±27.4b             178.2±15.9b              31.7±2.3               433.3±86.1b               224.7±29.2b

治疗组                87.0±28.7bd              85.6±25.3bd             33.5±2.9               179.7±32.8bd              135.6±21.1bd 

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  模型组.

表  2  各实验组大鼠肝脏病理分级 (n  = 10)

     

bP<0.05 vs  模型组.

   分组                                        肝纤维化分级
	            0            Ⅰ             Ⅱ           Ⅲ            Ⅳ 
对照组             10            0             0            0            0 
模型组               0            0             0            3            7
治疗组b              0            7             2            1            0 
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胶原降解受到抑制[9], 肝细胞与多种间质细胞均

能不同程度合成MMPs与TIMPs, 并通过复杂的

调节机制, 在维持正常肝脏纤维组织中ECM的

合成与降解的动态平衡中起关键作用. 肝纤维

化时, MMP-2为ECM降解过程中起关键作用的

MMPs之一, 在大鼠肝纤维化模型中MMP-2的
表达随肝纤维化发展逐渐增加, 尤其进展期增

加更明显[10], 而TIMP-2是一种21 kDa的非糖基

化蛋白, 与MMP-2亲和性较强, 抑制其活性, 他
还抑制其他所有激活M M P s的蛋白水解活性. 
TIMP-2通过对MMP-2等金属蛋白酶活性的抑制

促进ECM的沉积, 因此TIMP-2的表达程度反映

了对MMPs抑制的程度, 也反映了肝纤维化的严

重程度[11]. 我们的免疫组化研究表明MMP-2主
要位于窦内皮细胞、血管内皮细胞及肝窦细胞,  
MMP-2免疫组化阳性表达肝纤维化组明显高于

对照组, 说明MMP-2与肝纤维化关系密切. 本实

验在蛋白质水平反映TIMP-2在肝纤维化大鼠中

的表达情况, 免疫组化观察发现, 肝纤维化大鼠

肝脏中肌成纤维细胞、成纤维细胞有TIMP-2
蛋白的高表达, 阳性信号呈现为棕黄色颗粒状, 
分布在肝细胞胞质中 ,未见细胞核表达 ,  提示

在肝纤维化中, 肌成纤维细胞和成纤维细胞是

TIMP-2表达的主要细胞. 本实验结果表明, 肝纤

维化时TIMP-2表达增强且与正常组比较有显著

性差异, 说明TIMP-2表达增强,抑制了胶原酶的

活性, TIMP-2通过对MMP-2、MMP-9等金属蛋

白酶活性的抑制促进ECM的沉积. 
本实验发现经S A-B干预后 ,与模型组相

比, 血清学研究结果显示: 肝功能指标有明显的

改善, 病理组织学改变显示肝纤维化程度明显

减轻. 经SA-B治疗后,大鼠肝组织TIMP-2的表

达较肝纤维化模型组明显降低, 有显著性意义

(P <0.01), 但治疗组MMP-2表达与肝纤维化模型

组比较差异无显著性意义(P >0.05), 表明治疗实

验性肝纤维化大鼠可能不是通过调节MMP-2表
达来实现的, 而是下调TIMP-2的表达, 在一定

程度上解除对MMPs的抑制作用, 有助于ECM

的降解. 我们通过实验证明SA-B可能通过下调

TGF-β1表达抑制胶原的合成, 同时下调TIMP-2
表达而使胶原分解加强, 从而减轻肝纤维化的

程度. 而TGF-β1本身也具有调控MMPs和TIMPs
的功能, 其调控的机制非常复杂, 可以通过不同

的下游事件来完成对MMPs和TIMPs家族成员

的基因表达调控作用, 这些下游事件主要包括

Smad通路、促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)通
路以及刺激激活蛋白-1转录因子的生成等. 我们

的研究显示TGF-β1与TIMP-2存在显著正相关, 
MMPs/TIMPs成员受TGF-β1调控的具体机制, 
以及各条信号通路之间的调控关系, 尚有待进

一步的探讨. 同时, 寻找一种调节ECM降解酶系

的药物, 干预细胞外某些细胞因子的表达, 可能

会在防治肝纤维化的进展中起重要作用. 本研

究结果表明, 经丹酚酸B治疗后的肝纤维化大鼠

血清中HA和LN含量明显低于模型组(P <0.01), 
同时下调纤维化大鼠TGF-β1和TIMP-2的水平, 
从而减少ECM积聚, 对肝纤维化的形成具有明

显抑制作用.
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