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Abstract
AIM: To investigate the effects of Zhuanggan 
Zhuyu Decoction (ZZD) on the expression 
of TβRⅠ/Ⅱ, Smad3, Smad4 and Smad7 in 
experimental liver fibrosis of rats, and to explore 
its anti-fibrotic molecular mechanism. 

METHODS: Forty-four Wistar rats were used in 

this study, 8 of which were selected as normal 
controls (group A), and the rest were used to 
establish liver fibrosis model with carbon tetra-
chloride (CCl4) and combined factors. At the 4th 
wk, four rats were executed to confirm the for-
mation of liver fibrosis, and then the rest of rats 
were randomly divided into the pathological 
model group (B), ZZD-treated group (C), colchi-
cine-treated group (D) and Dahuang Zhechong 
Pill-treated group (E). The rats in group B were 
treated (ig) with saline. At the end of the 6th wk, 
the formation of hepatic fibrosis was observed 
by HE staining and the expression of TβRⅠ/Ⅱ, 
Smad3, Smad4 and Smad7 were detected by SP 
immunohistochemistry. 

RESULTS: Six weeks later, in comparison with 
that in group B, the structure of liver lobules 
almost restored to normal in groups C, D and E; 
the fibrous septum became thinner; the expres-
sion of TβRⅠ/Ⅱ, Smad3 and Smad4 were also 
significantly decreased (TβR-Ⅰ: 2.75 ± 0.10, 3.14 
± 0.07, 3.44 ± 0.06 vs 5.47 ± 0.13, P < 0.01; TβR-Ⅱ: 
1.86 ± 0.12, 2.09 ± 0.10, 2.53 ± 0.12 vs 3.52 ± 0.15, 
P < 0.01; Smad3: 2.28 ± 0.59, 3.84 ± 1.11, 3.97 ± 0.90 
vs 5.65 ± 1.28, P < 0.01; Smad4: 1.57 ± 0.53, 3.15 ± 
0.79, 3.37 ± 0.78 vs 5.25 ± 1.60, P < 0.01), whereas 
the expression of Smad7 was significantly in-
creased (3.45 ± 0.58, 2.09 ± 0.38, 1.75 ± 0.29 vs 
0.73 ± 0.34, P < 0.01). The effect in group C was 
stronger than that in group D or E, and the dif-
ferences were significant (both P < 0.01). 

CONCLUSION: ZZD can reverse liver fibrosis 
induced by CCl4 and combined factors and the 
mechanism may be associated with its effect on 
regulating and controlling the expression of TβR
Ⅰ/Ⅱ, Smad3, Smad4 and Smad7. 
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■背景资料
肝纤维化的中医
药治疗源远流长, 
效果显著. 近年来
关于肝纤维化发
生、发展及逆转
的现代生物机制
的研究取得较大
进展. 用现代生物
技术阐释中医药
的治疗机制是中
医界面临的重要
研究任务. 

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
长征医院中医科



摘要
目的: 研究壮肝逐瘀煎对肝纤维化(HF)大鼠
TβRⅠ/Ⅱ、Smad3、Smad4和Smad7表达的
影响. 

方法: Wistar大鼠44只, 随机取8只作为正常
对照(A)组; 余大鼠用CCl4复合因素法进行HF
造模, wk 4随机处死4只证实HF形成后随机分
为病理模型(B)组、壮肝逐瘀煎治疗(C)组、
秋水仙碱对照(D)组、大黄蟅虫丸对照(E)组. 
B组予生理盐水i g, C、D、E组予相应药液
ig. 6 wk后获取肝组织, HE染色观察HF程度; 
用免疫组化、图像分析方法对TβRⅠ/Ⅱ、
Smad3、Smad4、Smad7的组织分布进行半定
量分析. 

结果: 与B组比较, C、D、E组肝小叶结构趋
于正常, 肝组织TβRⅠ/Ⅱ、Smad3、Smad4表
达显著减少(TβRⅠ: 2.75±0.10, 3.14±0.07, 
3.44±0.06 vs  5.47±0.13, P <0.01; TβRⅡ: 1.86
±0.12, 2.09±0.10, 2.53±0.12 vs  3.52±0.15, 
P <0.01; Smad3: 2.28±0.59, 3.84±1.11, 3.97±
0.90 vs  5.65±1.28, P <0.01; Smad4: 1.57±0.53, 
3.15±0.79, 3.37±0.78 vs  5.25±1.60, P <0.01), 
Smad7表达显著增加(3.45±0.58, 2.09±0.38, 
1.75±0.29 vs  0.73±0.34, P <0.01), C组强于
D、E组(P <0.01).

结论: 壮肝逐瘀煎能显著改善HF组织病理变
化, 其作用机制可能与壮肝逐瘀煎调控TβRⅠ
/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7的表达有关.

关键词: 壮肝逐瘀煎; 肝纤维化; TβR/Smad; 信号通路
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0  引言

我们的前期研究表明 ,  壮肝逐瘀煎能抑制肝

纤维化(hepatic fibrosis, HF)大鼠肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的活化和增殖, 减轻肝

脏炎症及纤维化程度, 具有抗肝纤维化作用[1]. 
为进一步探讨该方抗HF作用的机制, 我们运用

CCl4诱导的大鼠HF模型, 观察壮肝逐瘀煎对HF
大鼠TβRⅠ/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7表达的

影响, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠44只, 雌雄各半, 体质
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量220-250 g, 广西中医学院实验动物中心提供. 
壮肝逐瘀煎颗粒剂, 江苏江阴天江药业有限公司

生产, 由广西中医学院瑞康医院药剂科提供, 药
物组成有当归、灵芝、鳖甲、黄芪、绞股蓝、

地鳖虫、田七、虎杖等; 秋水仙碱, 湛江中承制

药有限公司生产, 大黄蟅虫丸, 湛江中承制药有

限公司生产, CCl4分析纯, 天津易发化学试剂厂

生产, TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7免疫

组化试剂盒及DAB显色SP试剂盒购自北京普京

康生物技术有限公司. 
1.2 方法 Wistar大鼠随机取8只作为正常对照(A)
组, 给予正常饲养; 剩余大鼠参照文献[2]以CCl4

复合因素造模方法(高脂低蛋白食物配合100 mL/
L乙醇为唯一饮料)进行HF造模, 于4 wk末造模结

束时随机处死4只, 证实中度HF形成. 其余造模

大鼠40只随机分为病理模型(B)组、壮肝逐瘀煎

颗粒剂治疗(C)组、秋水仙碱对照(D)组、大黄

蟅虫丸对照(E)组共5个组, 每组8只. 各组于造模

结束后即分别予以与治疗组药物同体积的ig给
药, 各组剂量选择参考文献[2]方法, 以临床常用

量按体表面积换算, 其中壮肝逐瘀煎实验ig剂量

约相当于成人日用量的20倍. B组给予0.9%氯化

钠; C组给予壮肝逐瘀煎1 g/100 g; D组给予秋水

仙碱10 µg/100 g; E组给予大黄蟅虫丸0.15 g/100 
g. 均1次/d, 共6 wk. 为防止肝脏自然修复对实验

结果的影响, 除A组外其余各组于用药开始后每

周按3 mL/kg注射1次400 mL/L CCl4. 各组于用药

治疗6 wk后, 禁食12 h, 称质量, 10 g/L戊巴比妥

麻醉, 股动脉采血后处死, 剖取肝脏, 取肝脏右叶

相同部位组织1块置入40 g/L甲醛, 作常规石蜡切

片. 各组肝组织相同部位石蜡切片苏木精-伊红

(HE)染色, 光镜观察. HF的分级参照文献[3]标准, 
将HF分为6级, 正常为0级, 每张切片随机选取5
个视野, 分别记录病理分级, 并取其平均值作为

该动物肝脏的病理分级. 应用链菌素亲生物素-
过氧化物酶(S-P)免疫组化染色方法, 具体操作参

照试剂盒说明书. TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4及
Smad7蛋白免疫反应以细胞浆内出现棕黄色颗

粒或团块判断为阳性细胞. 图像分析采用MIAS
医学分析软件进行半定量分析, 随机选取每张切

片5个视野(×400)测定阳性面积比. 
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 统计

推断采用SPSS11.5软件进行组间方差分析. 以
P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 各组HF程度比较 光镜观察, A组肝小叶结构

www.wjgnet.com

■研发前沿
TGF-β1/Smads信
号传导途径是肝
纤维化最重要的
调控机制之一, 其
传导过程已基本
阐明, 复方中药对
该信号通路的干
预是当前重要的
研究热点. 
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完整清晰, 呈条索状向四周放射状排列. B组多

数正常小叶结构破坏或消失, 粗大胶原纤维分

割、包绕肝小叶, 肝细胞索排列紊乱, 肝细胞水

肿明显, 脂肪变性广泛, 部分有坏死, 纤维隔内

大量炎细胞浸润. 与B组比较, 各治疗组肝小叶

结构破坏明显减轻, 胶原纤维增生较少, 纤维疏

松变窄, 肝细胞水肿及变性不明显, 炎细胞浸润

较少. 其中以C、D组及E组HF程度较低(表1). 
2 . 2  免疫组化结果比较  A组T β R -Ⅰ /Ⅱ、

Smad3、Smad4的表达很少, 而Smad7的表达十

分明显. B组TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4的表达

显著升高, Smad7表达极少, 两组比较有显著性

差异 (P <0.01). C、D、E组TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、
Smad4的表达均比A组明显增加(P <0.01), Smad7
的表达则比A组明显减少. 但C、D、E组TβR-Ⅰ
/Ⅱ、Smad3、Smad4表达的增加均没有B组显

著, Smad7的表达减少也没有B组显著, C、D、E
组TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4 、Smad7的表达

与B组比较, 有显著性差异(P <0.01). 在C、D、E
组各组中, C组TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4的表

达较少, 而Smad7的表达较多, C组与D、E组比

较, 有显著性差异(P <0.01, 表2, 图1). 

3  讨论

HF是多种慢性肝病病情发展的共同病理基础, 
是各种致病因素导致肝内弥散性细胞外基质

(extracelluar matrix, ECM)过度沉积的病理过

程 ,  其实质是肝细胞外间质的结缔组织增生 . 
TGF-β1是促进肝纤维化发生、发展的最重要

的细胞因子之一. 其具体机制为活化HSC, 增
加ECM合成, 抑制ECM降解, 调节ECM受体的

表达. 
TGF-β1生物效应的发挥必须通过特定的

信号传导过程[4].  TGF-β1胞外激活后, 与其胞

膜上特异性受体(TβR-Ⅰ/Ⅱ)结合, 继而主要由

Smads蛋白介导胞内信号传递. Smad蛋白家族

是T G F-β1受体后信息分子, 参与调控细胞的

增殖、转化、合成、分泌和凋亡. 根据Smads
结构和功能特点, 可将其分为3类[5]: 受体调节

性Smads, 主要有Smad1, 2, 3, 5, 8, 为TβR复合

物的下游信号分子 ,  其中S m a d2, 3主要介导

TGF-β和生物素的信号; 公用Smads是TGF-β必
需的信号转导分子, 目前在哺乳动物发现的有

Smad4; 抑制性Smads, 主要有Smad6, 7, 抑制其

他二类Smads的活性. 当TβR-Ⅰ激活后, 下游分

子Smad2与Smad3与TβR-Ⅰ发生短暂结合而直

接发生磷酸化, 而Smad4被活化的TβR-Ⅰ间接

激活. 激活的Smad2、Smad3和Smad4聚集成共

同复合体或形成数个异源二聚体复合物. 其中

Smad4是最关键和共同的信号传导分子, 所有的

其他均通过与其结合后, 才能转入核内诱导靶

基因转录[6]. 有关文献报道肝纤维化时Smad家族

的表达模式, 发现大鼠肝纤维化HSC的激活主要

与Smad3有关[7], Inagaki et al [8]研究发现胶原分

泌细胞中Smad3的激活可能是纤维化病变的关

键环节. 这一超家族成员中, Smad7具有与其他

信息分子不同的负性调节作用, 研究表明Smad7
可以抑制T G F-β诱导的肝细胞凋亡、H S C活

化、MFB增殖和胶原合成分泌增加等作用[5,9]. 
虽然病理状态下Smad7和Smad6以负反馈的方

式制约Smad3、2功能的调节机制发生异常, 但
对Smad6在肝纤维化的负反馈调节作用的研究

尚未见报道. 目前研究表明, 调控TGF-β1信号途

径是治疗肝纤维化的有效方法[10-13]. 
壮肝逐瘀煎是在林沛湘教授治疗慢性肝

炎、肝炎肝硬化有效验方基础上组方而成[14]. 林
沛湘教授认为[14]慢性肝炎长期不愈, 进展为HF
的中医基本病机是肝虚瘀结. 肝虚指的是肝脏的

阴血亏竭, 又兼脾肾不足; 瘀结所指, 乃瘀血及湿

毒蕴结之意. 故治疗应当以壮肝逐瘀为要. 壮肝

即是扶正, 包括益肝, 健脾, 补肾. 以养肝之阴血

为主, 兼顾健脾益肾. 通过扶助机体的正气, 以达

到壮肝的目的. 逐瘀即是祛邪, 含有活血祛痰, 解
毒化湿等. 壮肝逐瘀煎基本上为二组药物组成. 
一是补益药, 体现养肝扶正的治法. 其中当归、

灵芝、鳖甲养益肝肾之精血, 黄芪补中益气健

脾, 绞股兰既益气扶正又具解毒之功; 二是祛瘀

解毒药物, 慢性肝炎发展到HF之瘀血证候, 日久

重笃, 已成癥瘕之势, 非一般活血药物所能及. 地
鳖虫、鳖甲等活血逐瘀, 破积消癥, 有祛除肝脏

瘀血, 通理血脉涩滞之功. 田七活血而不耗血, 止
血而不涩血, 是疗瘀的要药, 虎杖清热利湿, 活血

解毒以除其邪, 此方正是根据肝纤维化的病理环

■相关报道
Gressner et al研究
表明, 调控TGF-β
信号途径是治疗
肝纤维化的有效
方法, 而针对发病
机制某些关键环
节的治疗必然存
在一定的局限性
和副作用, 而复方
中药多途径、多
靶位的作用恰恰
体现了其独特的
优势. 

■创新盘点
本 研 究 观 察 了
TGF-β1/Smads信
号传导途径中几
乎全部意义明确
的调控因子, 在结
合现代生物医学
进展解释名老中
医学术理论的同
时, 进一步研究明
确该信号通路众
多信号因子之间
相互影响共同作
用的机制. 

表  1  各组HF程度分级比较 (n  = 8)               

     
	                            肝纤维化程度分级 (n )

                0           1            2           3           4            5            6 

A 组       8           0           0           0           0           0           0 

B 组       0           0           0           0           1           5           2 

C 组       0           0           1           4           3           0            0 

D 组       0           0           1           3           2           1            1 

E 组       0           0           1           2           3           2           0 

分组                  
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节组方. 我们以前的研究发现[1], 壮肝逐瘀煎能 降低HA、LN、PC-Ⅲ、IV-C水平, 抑制肝内间
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■应用要点
本研究有利于中
医学术经验的继
承和发扬, 为相关
的科研工作提供
了借鉴和参考, 为
壮肝逐瘀煎的研
究开发和推广应
用提供实验依据.

图  1  免疫组化检测肝组织TβRⅠ/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7表达(×400). 病理模型组: A: TβRⅠ; B: TβRⅡ; C: Smad3; 
D: Smad4; E: Smad7; 壮肝逐瘀煎组: F: TβRⅠ; G: TβRⅡ; H: Smad3; I: Smad4; J: Smad7.

G H

I J
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质反应和贮脂细胞活化, 从而减少胶原等基质的

合成, 促进其分解, 加速肝内新生纤维组织的重

吸收, 但对其作用的分子机制不太明确. 我们近

期研究发现[15]: 该方能下调血清TGF-β1的表达. 
本次实验显示, 壮肝逐瘀煎亦能够抑制大鼠肝

TβR-Ⅰ、TβR-Ⅱ的表达, 并可调控smad3、4、
7的水平. 说明其抗HF的机制之一可能是由于影

响TGF-β1/smads细胞内信号传导, 减少HSC的活

化, 降低胶原的表达和分泌, 从而缓解HF的发生

和发展. 本实验选用的两组对照药物都有较理想

的疗效、临床较常用且实验研究充分, 作用机制

较明确. 众多研究显示: 秋水仙碱对肝细胞病变

有修复作用, 可以刺激胶原酶的活性, 促进胶原

的降解, 可显著降低肝内Ⅲ型和Ⅳ型胶原蛋白水

平, 降低血清中PⅢP、 CIV、HA、IN水平, 明
显抑制基质金属蛋白酶抑制剂-1(TIMP-1)的表

达, 促进Ⅰ、Ⅲ型胶原的降解, 对CCl4诱导的肝

纤维化具有良好的预防作用, 其机制可能与抑制

TGF-β1、TNF-α等致纤维化细胞因子的分泌有

关[1,15-17]. 大黄蟅虫丸是治疗肝纤维化的有效中

成药. 研究表明: 大黄蟅虫丸能较快改善慢性肝

病患者的症状, 可使多项肝生化指标明显好转, 
改善肝脏肝细胞摄取和排泄功能, 抑制TGF-β1
等促纤维化细胞因子[1,15]. 本组实验结果表明: 在
对肝纤维化病理变化的改善和对肝组织TβRⅠ

/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7表达的调控方面, 
壮肝逐瘀煎均优于秋水仙碱及大黄蟅虫丸. 
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■同行评价
本文有较好的科
学性, 可读性, 具
有一定的临床指
导意义.

表  2  各组TβR-Ⅰ/Ⅱ、Smad3、Smad4、Smad7比较 (n  = 8, mean±SD)

     
分组           TβR-Ⅰ                        TβR-Ⅱ                            Smad3                         Smad4                         Smad7

A          0.63±0.05b               0.33±0.07b                  0.17±0.74b               0.15±1.06b               4.28±0.30b

B          5.47±0.13                 3.52±0.15                   5.65±1.28                5.25±1.60                0.73±0.34

C          2.75±0.10bdfh            1.86±0.12bdfh               2.28±0.59bdfh            1.57±0.53bdfh           3.45±0.58bdfh

D          3.14±0.07bd              2.09±0.10bd                3.84±1.11bd              3.15±0.79bd             2.09±0.38bd

E           3.44±0.06bd              2.53±0.12bd                 3.97±0.90bd              3.37±0.78bd             1.75±0.29bd

bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  A组; fP<0.01 vs  D组; hP<0.01 vs  E组.
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