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■背景资料
我国乃至世界肝
纤维化患者众多, 
肝纤维化发生机
制复杂, 一直都是
肝病界研究重点. 
虽然现代生物医
学抗肝纤维化防
治研究已经取得
了令人鼓舞的成
就, 但其往往着眼
于发病机制的某
个关键环节, 这种
寻求单环节阻断
的治疗方法与肝
纤维化的复杂病
理机制难相适应; 
相关细胞因子的
副作用及基因治
疗的安全性也是
有待解决的难题, 
而中药复方抗肝
纤维化治疗显示
出明显的优势及
价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Danshao 
Huaxian capsule (DSHX) on the expression of 
platelet-derived growth factor receptor β and 
phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1/2) in rats with 
experimental hepatic fibrosis, and to explore the 
anti-fibrosis mechanism of DSHX.

METHODS:  A total of 55 male Sprague Daw-
ley rats were randomly divided into group A, 
B, and C. The rats in group A served as nor-
mal controls, and those in group B and C were 
treated with carbon tetrachloride, ethanol and 
high-fat diet to establish the model of liver fi-

brosis. Meanwhile, the rats in group C were in-
tragastrically administered with 0.8 g/kg DSHX 
once per day for 8 weeks. HE staining was used 
to observe the pathological changes of liver tis-
sues. The expression of PDGFR-β and p-ERK1/2 
in fibrosis tissues were detected by immuno-
histochemistry and Western blot, respectively. 
Biochemical examination were performed to de-
termine the serum levels of hyaluronic acid (HA), 
laminin (LN), type Ⅲ procollagen peptide (P
ⅢP), albumin (ALB), total protein (TP), and the 
ratio of albumin to globulin (A/G) was also cal-
culated�.

RESULTS: Pathological examination confirmed 
that the model of rat hepatic fibrosis was in-
duced successfully at the end of the 8th week. 
As compared with those in group A, the expres-
sion of PDGFR-β, p-ERK1/2 in liver tissues, the 
serum levels of HA, LN, and PⅢP were signifi-
cantly increased (PDGFR-β: 184.6 ± 8.5 vs 89.6 
± 5.8, P < 0.05; p-ERK1/2: 360.0 ± 14.5 vs 15.4 ± 
2.1, P < 0.05; HA: 517.5 ± 91.5 μg/L vs 254.4 ± 
33.1 μg/L, P < 0.05; LN: 58.4 ± 11.3 μg/L vs 37.3 
± 9.8 μg/L, P < 0.05; PⅢP: 36.9 ± 5.6 μg/L vs 4.7 
± 1.5 μg/L, P < 0.05) in group B, while the serum 
level of ALB and the value of A/G were mark-
edly decreased (ALB: 27.4 ± 4.9 g/L vs 42.1 ± 
1.6  g/L, P < 0.05; A/G: 0.89 ± 0.08 vs 1.38 ± 0.09, 
P < 0.05). However, in group C, the expression 
of PDGFR-β, p-ERK1/2 in liver tissues, the se-
rum levels of HA, LN, and PⅢP were markedly 
decreased (PDGFR-β: 91.1 ± 6.3 vs 184.6 ± 8.5, 
P < 0.05; p-ERK1/2: 253.8 ± 18.2 vs 360.0 ± 14.5, 
P < 0.05; HA: 322.9 ± 41.4 vs 517.5 ± 91.5 μg/L, 
P < 0.05; LN: 46.0 ± 9.4 vs 58.4 ± 11.3 μg/L, P < 
0.05; PⅢP: 14.5 ± 2.4 vs 36.9 ± 5.6 μg/L, P < 0.05), 
while the serum level of ALB and the value of 
A/G were notably increased (ALB: 37.2 ± 2.8 g/
L vs 27.4 ± 4.9 g/L, P < 0.05; A/G: 1.18 ± 0.13 vs 
0.89 ± 0.08, P < 0.05) in comparison with those in 
group B.

CONCLUSION: PDGFR-β and p-ERK1/2 may 
play pivotal roles in the pathogenesis of liver fi-
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brosis, and DSHX can prevent liver from fibrosis 
by decreasing the expression of PDGFR-β and 
p-ERK1/2.
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摘要
目的: 通过观察丹芍化纤胶囊对肝纤维化大
鼠PDGFR-β和p-ERK1/2的影响, 探索其抗肝
纤维化的可能机制. 

方法: ♂SD大鼠55只, 体质量180-220 g, 随机
分为正常组、模型组、预防组. 除正常组外, 
其余均采用四氯化碳、高脂饮食及乙醇复合
因素复制肝纤维化模型, 造模同时预防组每日
一次予以0.8 g/kg丹芍化纤自来水悬液灌胃, 
模型组、正常组予以等体积自来水灌胃, 持续
8 wk. 造模结束后肝组织HE染色病理检查, 免
疫组化检测肝组织PDGFR-β、蛋白印迹检测
肝组织p-ERK1/2在各组表达, 生化法检测各
组血清透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、Ⅲ型
前胶原(PⅢP)、白蛋白(ALB)、总蛋白(TP), 
计算白球比(A/G). 

结果: 造模8 wk后经病理学证实模型大鼠形成
典型的肝纤维化, 模型成功. 与正常组相比, 模
型组肝组织PDGFR-β、p-ERK1/2及血清HA、

LN、PⅢP均有显著升高, ALB、A/G显著降
低(PDGFR-β: 184.6±8.5 vs  89.6±5.8, P<0.05; 
p-ERK1/2: 360.0±14.5 vs  15.4±2.1, P <0.05; 
HA: 517.5±91.5 mg/L vs  254.4±33.1 μg/L, 
P<0.05; LN: 58.4±11.3 mg/L vs  37.3±9.8 μg/L, 
P<0.05; PⅢP: 36.9±5.6 mg/L vs  4.7±1.5 μg/L, 
P <0.05; ALB: 27.4±4.9 g/L vs  42.1±1.6 g/L, 
P<0.05; A/G: 0.89±0.08 vs  1.38±0.09, P<0.05); 
与模型组相比, 预防组肝组织P D G F R-β、
p-ERK1/2及血清HA 、LN、PⅢP均有显著降
低, ALB、A/G显著升高(PDGFR-β: 91.1±6.3 
vs  184.6±8.5, P<0.05; p-ERK1/2: 253.8±18.2 
vs  360.0±14.5, P<0.05; HA: 322.9±41.4 mg/L 
vs  517.5±91.5 μg/L, P <0.05; LN: 46.0±9.4 
mg/L vs  58.4±11.3 μg/L, P<0.05; PⅢP: 14.5±
2.4 mg/L vs  36.9±5.6 μg/L, P<0.05; ALB: 37.2
±2.8 g/L vs  27.4±4.9 g/L, P<0.05; A/G: 1.18±
0.13 vs  0.89±0.08, P<0.05).

结论: PDGFR-β及p-ERK1/2在肝纤维化形成
中起重要作用, 丹芍化纤胶囊具有良好的预
防肝纤维化形成的作用, 其降低PDGFR-β及
p-ERK1/2在肝组织的表达可能是其作用机制
之一.
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0  引言

肝纤维化的发生发展过程涉及多种细胞和细胞

因子. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是肝

纤维化形成中起关键作用的细胞, 他的激活是

整个肝纤维化发生的中心环节[1]. 血小板衍生生

长因子(platelet-derived growth factor, PDGF)对
多种细胞均有促增殖和趋化作用, 他是HSC最强

烈的有丝分裂原[2], 其信号转导通路在肝纤维化

形成过程中起着重要作用. 复方中药制剂丹芍

化纤胶囊(曾用名汉丹肝乐)是由丹参、赤芍、

汉防己、银杏等组成, 大量的实验及临床研究

中已经显示出有良好防治肝纤维化作用[3-19]. 我
们一方面进一步验证丹芍化纤胶囊抗肝纤维化

的作用, 另一方面选取PDGF细胞信号转导途径

中PDGFR-β和p-ERK1/2两个关键点作为研究对

象, 对丹芍化纤抗肝纤维化的分子药理机制及

药物作用靶点进行深入研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠55只, 体质量180-220 g, 由贵

阳医学院动物中心提供; 白蛋白(ALB)、总蛋白

(TP)血清学检测试剂盒购自上海复星长征医学

科学有限公司; 透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、
Ⅲ型前胶原(PⅢP)放射免疫分析测定盒购自北

京北方生物技术研究所; 兔抗大鼠PDGFR-β多
克隆抗体及SABC免疫组化试剂盒购自武汉博

士德公司; 鼠抗人p-ERK1/2多克隆抗体购自Cell 
Signaling Technology (CST)公司; 丹芍化纤胶囊

(主要由丹参、汉防己碱、赤勺等组成, 棕色粉

末状)由贵州贵阳制药厂生产(用自来水配成所

需浓度悬液使用); 四氯化碳和乙醇购自贵阳医

学院设备科. 美国Abbott公司AEROSET2000型
全自动生化分析仪; 芬兰WALLAC公司Wizard 
1470型γ计数器; 德国Eppndorf公司5810R型台

■相关报道
国外Pinzani et al
的研究表明PDGF
和 肝 纤 维 化 关
系 密 切 ,  并 且 对
PDGF信号转导途
径进行了研究. 国
内陆翠华 et al 的
研究均表明PDGF
和肝病尤其是肝
纤 维 化 关 系 密
切. 程明亮 et al研
究表明丹芍化纤
胶囊可以通过抑
制HSC增殖及胶
原蛋白合成、增
加胶原酶活性、

促进胶原降解、

增强免疫调节功
能、提高MMP-1
的表达等多种途
径来发挥抗纤维
化作用.
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式冷冻离心机; 美国Amersham biosciences公司

Ultropro 2100核酸蛋白分析仪; 美国Amersham 
biosciences公司Hoefer TE22小型垂直电泳仪; 美
国Pall公司Reseach rodi-50-RE小型实验室纯水

系统.
1.2 方法

1.2.1 动物模型复制和给药 该动物模型复制过程

中实验动物有一定的死亡率[20], 酌情调整各组大

鼠数量: 55只大鼠随机分为三组: 正常组10只、

模型组25只、预防组20只. 除正常组外, 所有大

鼠均饲以由79.5%玉米粉、20%猪油和0.5%胆

固醇组成的混合饲料, 隔日自由饮用300 mL/L
乙醇, 按体质量3 mL/kg(首剂5 mL/kg)每周两次

皮下注射400 g/L四氯化碳植物油混合液. 造模

过程中间断出现动物不能耐受实验而死亡, 造
模结束时正常组﹑模型组、预防组分别剩余10, 
13, 16只. 8 wk末5 g/L异戊巴比妥钠按体质量0.4 
mL/kg ip麻醉后股动脉放血处死大鼠, 收集肝脏

组织, 部分于40 g/L的中性甲醛溶液固定24 h后
转移到0.1 mmol/L PBS溶液中保存, 部分迅速转

移至-80℃冰箱冻存. 
1.2.2 大鼠血清HA, LN, PⅢP, Alb, TP检测并

计算白球比(A/G) Alb, TP检测由贵阳医学院

第一附属医院生化实验室用美国A b b o t t公司

AEROSET2000型全自动生化分析仪完成. HA, 
LN, PⅢP检测由贵阳医学院第一附属医院中心

实验室用放射免疫检测方法完成. 
1.2.3 肝组织病理检测 肝组织石蜡包埋、切片、

HE染色由贵阳医学院病理科完成, 根据病理切

片中纤维组织增生程度, 按王宝恩 et al的半定量

分级法[21]分为0-Ⅵ级: 0级: 肝组织正常, 无胶原

纤维增生; Ⅰ级: 胶原纤维从汇管区或中央静脉

周围轻度向外延伸; Ⅱ级: 胶原纤维延伸明显, 但
未相互连接包绕整个肝小叶; Ⅲ级: 胶原纤维延

伸明显, 相互连接, 包绕整个肝小叶; Ⅳ级: 胶原

纤维包绕、分割肝小叶, 以至正常肝小叶结构

破坏, 假小叶形成, 但以大、方形假小叶为主; Ⅴ
级: 肝小叶结构完全破坏, 假小叶形成, 大、方形

假小叶与小圆形假小叶约各占50%; Ⅵ级: 肝内

布满小圆形假小叶, 纤维间隔粗大增生. 
1.2.4 免疫组织化学SABC方法检测PDGFR-β表
达 肝组织切片依次经过60℃烤箱、二甲苯脱

蜡、酒精梯度水化、30 mL/L过氧化氢溶液、

热修复抗原、加正常兔血清封闭液、加一抗

(兔抗鼠PDGFR-β)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)、

SABC、新鲜配制DAB溶液显色, 镜下控制显色

时间, 自来水冲洗终止, 苏木素复染、脱水, 中性

树胶固定封片. 以购买标本作阳性对照, 用PBS
液代替一抗作阴性对照, 用图象分析免疫组化图

片检测PDGFR-β的表达. 结果判断: 细胞质呈棕

黄色为阳性细胞. 每组取五个视野(×400倍), 每
个视野取5个视场, 每个视场面积为443 268 μm2, 
采用Biomias99彩色高清晰图象分析系统进行分

析, 测定组织中PDGFR-β染色光密度值. 
1.2.5 蛋白印迹方法检测p-ERK1/2表达 考马斯

亮蓝测各标本蛋白浓度. 每个标本取25 mg总蛋

白分别加样, 电泳(120 V, 0.8 mA/cm2)120 min, 转
膜(50 V稳压, 4℃)1 h, 考马斯亮蓝染色评价转

膜效率, 5 g/L的脱脂奶粉封闭过夜. 加鼠抗人

p-ERK1/2(用TBST按1∶2000配制)并室温振摇孵

育1 h, 加二抗羊抗鼠(用TBST按1∶2000配制)并
室温振摇孵育1 h, 曝光及胶片冲洗. 美国Bio-Rad
公司Quantity one凝胶图象分析系统检测蛋白质

条带灰度值.
统计学处理 采用SPSS12.0软件分析, 计量

资料假设检验用方差分析, 等级资料的假设检

验采用Ridit分析. 

2  结果

2.1 组间纤维增生程度的比较 8 wk后正常组肝

小叶结构完整, 无变性、坏死、炎性细胞浸润

及纤维组织增生, 纤维化分级均为0级; 模型组

可见大量纤维组织增生, 部分包绕分割肝细胞

形成假小叶, 肝细胞广泛脂肪变性, 部分未形成

假小叶的部位亦可见肝细胞广泛脂肪变性,仅
少量肝细胞残存, 纤维组织由中央静脉或汇管

区向外延伸, 增生程度不等, 纤维组织增生程度

大部分为Ⅲ-Ⅴ; 预防组纤维增生程度仅为Ⅰ-Ⅲ
级, 以Ⅱ级为主, 较模型组减轻(图1). 经过Ridit
分析, 模型组和正常组比较有统计学差异, 表明

模型复制成功, 模型组和预防组比较有统计学

差异, 表明药物干预有效(表1).

表  1   8 wk后两组大鼠肝组织纤维增生程度及平均R值(n)

          
分组         n

正常       10    10      0     0     0      0     0     0     0.9056

模型       13      0      0     1     7      6     0     0     0.3309a

预防       16      0      2     7     6      1     0     0     0.5726c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

纤维化分级

0       I       II     III      IV      V     VI     平均R值  

■创新盘点
国内有不少学者
的研究认为PDGF
和肝纤维化的关
系 密 切 ,  但 研 究
点 相 对 孤 立 ,  机
制 阐 述 有 限 .  我
们 在 已 有 研 究
的 基 础 上 ,  选 取
PDGF信号转导途
径中PDGFR-β和
p-ERK1/2 两个关
键点作为研究对
象进行在体研究, 
使研究点相对连
续, 对肝纤维化发
生机制的研究整
体性更强. 同时对
丹芍化纤胶囊抗
肝纤维化的作用
和机制提供新的
依据.
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2.2 预防组和模型组间大鼠血清ALB, HA, LN, 
PⅢP及A/G值的变化 丹芍化纤胶囊预防组与

其模型组相比 ,  大鼠血清A L B及A/G值升高

(P <0.05), HA, LN, PⅢP水平降低(P <0.05, 表2).
2.3 免疫组化检测PDGFR-β的表达 结果显示, 
PDGFR-β在模型组的表达较正常组增多, 在预

防组表达较模型组减少(图2), 均有显著性差异

(P <0.05, 表3).
2.4 蛋白印记方法检测p-ERK1/2表达 p-ERK1/2
在模型组的表达较正常组增多, 在预防组的表

达较模型组减少, 差异具有显著性(P <0.05, 表4).

3  讨论

复方中药制剂丹芍化纤胶囊中已经在实验及

A B C

图  2  免疫组化检测肝组织PDGFR-β表达. A: 正常组中央静脉未见棕黄色颗粒表达(×200); B: 模型组中央静脉区和纤维间
隔见大量棕黄色颗粒表达(×400); C: 预防组中央静脉区见极少量棕黄色颗粒表达(×400).

表  2    两组间血清ALB, HA, LN, PIIIP及A/G值的比较 (mean±SD)

          分组         n          ALB(g/L)             A/G               HA(μg/L)            LN(μg/L)            PIIIP(μg/L) 

正常      10     42.1±1.6     1.38±0.09    254.4±33.1     37.3±9.8         4.7±1.5

模型      13     27.4±4.9a    0.89±0.08a   517.5±91.5a    58.4±11.3a    36.9±5.6a

预防      16     37.2±2.8c    1.18±0.13c   322.9±41.4c    46.0±9.4c      14.5±2.4c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  3    8 wk后两组间大鼠肝组织PDGFR-β表达比较

          分组                        n             PDGFR-β受体光密度值

正常                    10                 89.6±5.8

模型                    13               184.6±8.5a

预防                    16                 91.1±6.3c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  4   8 wk后四组大鼠肝组织表达p-ERK1/2比较

          分组                        n             p-ERK1/2灰度值

正常                    10             15.4226±2.1085

模型                    14           359.9572±14.4565a

预防                    16           253.8261±18.1604c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

■应用要点
本文研究结果为
肝纤维化的防治
提供了新的理论
依据和药物作用
靶点, 肯定了我国
中药复方抗肝纤
维化治疗的优势
及价值.

A

图  1  大鼠肝组织镜下观察(HE×200). A: 正常组;  B: 模型组;  C: 预防组.

B C
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临床研究被证实有良好防治肝纤维化作用, 本
研究在肝纤维化形成过程中给药, 进一步观察

丹芍化纤胶囊对肝纤维化形成的抑制作用、

对肝功能和纤维化血清学指标的改善作用及对

PDGF信号转导途径中PDGFR-β和p-ERK1/2的
影响. 8 wk后模型组纤维组织增生程度大部分

为Ⅲ-Ⅴ级, 丹芍化纤胶囊组纤维增生程度仅为

Ⅰ-Ⅲ级,以Ⅱ级为主, 两组间比较有显著性差

异, 另外丹芍化纤胶囊组血清HA, LN, PⅢP水
平较其模型组降低(P <0.05), 从病理和血清两

方面均说明丹芍化纤胶囊可以抑制肝纤维化形

成. 丹芍化纤胶囊组与其模型组相比, 大鼠血清

ALB及A/G值升高(P <0.05), 说明丹芍化纤胶囊

对肝功能有明显的改善作用. 
PDGF被公认为与肝纤维化形成有密切关

系的细胞因子, PDGF必须与细胞膜上的相应受

体结合后才能发挥其生物学效应, PDGF受体由

两种亚单位α及β构成, 静止的HSC只表达α亚

单位, 激活的HSC才表达β亚单位[22-24], 因此认

为PDGFR-β在肝纤维化过程中的作用尤为突

出, 我国学者也有类似结论[25]. PDGF可以通过

多种途径促进HSC的增殖进而促进肝纤维化的

发展, ERK1/2途径是发现的第一个有丝分裂原

激活的蛋白激酶途径, 也是阐述最完全的经典

途径. 胞质中ERK1/2被上游激酶磷酸化激活后

才能转位入核作用于相应的目的基因, 进而促

细胞分裂增殖[24]. 国内也有不少学者的研究也

认为PDGF和肝纤维化的关系密切[26-31], 但研究

点相对孤立, 机制阐述有限, 有必要进一步深入

研究. 另外已有的研究显示, 丹芍化纤胶囊可以

通过抑制HSC增殖及胶原蛋白合成、增加胶原

酶活性、促进胶原降解、增强免疫调节功能、

提高MMP-1的表达等多种途径来发挥抗纤维

化作用[3-20], 但其是否对肝纤维化形成过程中的

PDGF信号转导通路有一定的干预作用, 有待于

探索. 基于以上理论和实验研究结果, 我们在原

有大量研究的基础上, 选取PDGF信号转导途径

中PDGFR-β和p-ERK1/2两个关键点作为研究

对象, 通过探索丹芍化纤胶囊抑制肝纤维化形

成过程中PDGFR-β及p-ERK1/2的变化, 对其抗

肝纤维化的机制及药物作用靶点进行研究, 以
期为丹芍化纤胶囊的靶向作用提供理论依据. 
结果显示, 在肝纤维化形成过程中PDGFR-β和
p-ERK1/2在预防组的表达较模型组减少, 且均

有显著性差异, 提示降低PDGFR-β和p-ERK1/2

在肝组织的表达可能是丹芍化纤胶囊抗肝纤维

化重要机制之一. 
目前, 虽然现代生物医学抗肝纤维化防治

研究已经取得了令人鼓舞的成就, 但绝大多数

还局限在实验室内或停留在动物实验层次, 尚
无实质意义上抗肝纤维化的药物或方法投入临

床应用. 现代生物医学抗肝纤维化治疗研究是

着眼于发病机制的某个关键环节, 这种寻求单

环节阻断的治疗方法与肝纤维化的复杂病理机

制难相适应; 而相关细胞因子的副作用及基因

治疗的安全性也是有待解决的难题. 而中药复

方抗肝纤维化治疗已显示出明显的优势及价值,
其多环节、多层次及多靶点的综合药理学作用

可能是其优势所在. 迄今报道有代表性的复方

有强肝软坚汤、扶正化瘀319方、复方861合
剂、复方鳖甲软肝片、丹芍化纤胶囊和传统中

药大黄蛰虫丸等均有较好防治肝纤维化效果. 
但目前研究大都采用传统的中药复方, 由于天

然中药的成分复杂, 一味中药即含有十几种甚

至数十种以上的化学成分, 而复方的成分就更

加复杂,难以阐明其确切的作用机制, 基础研究

相对滞后也就成为阻碍中医药抗肝纤维化应用

的难点之一. 因此, 我们应立足于中医药抗肝纤

维化的整体优势, 吸收现代生物医学研究精华,
进一步揭示中医药抗肝纤维化的作用机制, 为
中医药抗肝纤维化奠定坚实的理论基础, 进而

研制出安全有效的抗肝纤维化药物.
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