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Abstract
AIM: To observe the effects of ursolic acid 
(UA) on the expression of transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1) mRNA and protein and 
alpha-smooth muscle actin (α-SMA) protein in 
liver tissue of rats with dimethylnitrosamine 
(DMN)-induced liver fibrosis, and explore the 
mechanism underlying their anti-fibrotic effects.

METHODS: After liver fibrosis in rats was in-
duced by DMN for four weeks, rats were given 
different doses of UA, colchicine and placebo for 

another four weeks by intraperitoneal injection. 
Hepatic lobule constitution, hepatic cell necrosis 
and fibrous tissue hyperplasia were observed by 
HE and VG staining. The levels of TGF-β1 and 
α-SMA proteins were measured by immunohis-
tochemistry and Western blot. The expression of 
TGF-β1 mRNA was measured by RT-PCR.

RESULTS: The degree of hepatic cell necrosis 
and fibrous tissue hyperplasia was decreased 
markedly in rats treated with UA. The expres-
sion levels of TGF-β1 mRNA and protein and 
α-SMA protein in the model control group were 
significantly higher than those in the normal 
control group (8.76 ± 1.47 vs 1.48 ± 0.24, 0.60 ± 
0.11 vs 0.05 ± 0.02 and 0.51 ± 0.10 vs 0.09 ± 0.02, 
respectively; all P < 0.01). The expression lev-
els of TGF-β1 protein in the U1 (low-dose UA) 
group and colchine group were lower than those 
in the model control group, while the expression 
levels of TGF-β1 protein in the U2 (medium-dose 
UA) and U3 (high-dose UA) groups were not 
only significantly lower than that in the model 
control group (5.32 ± 1.63 and 3.98 ± 0.67 vs 8.76 
± 1.47, both P < 0.01), but also lower than that in 
the colchine group (7.14 ± 1.29, P < 0.05 or 0.01). 
Furthermore, the expression levels of TGF-β1 
mRNA in the U2 and U3 groups were lower 
than those in the model control group (0.36 ± 0.07 
and 0.25 ± 0.06 vs 0.60 ± 0.11, both P < 0.01) and 
colchine group (0.47 ± 0.10, P < 0.05 or 0.01). The 
expression levels of α-SMA protein in the U1, 
U2 and U3 groups were significantly lower than 
those in the model control group (0.36 ± 0.08, 0.23 
± 0.02 and 0.15 ± 0.03 vs 0.51±0.10, all P < 0.01) 
and colchine group (0.43 ± 0.05, all P < 0.01).

CONCLUSION: UA significantly ameliorates 
DMN-induced liver fibrosis perhaps through ac-
tivation of HSC and downregulation of TGF-β1 
expression.
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■背景资料
肝纤维化是各种
原因引起慢性肝
损伤后的可逆性
创伤愈合反应, 肝
纤维化发展到晚
期即为肝硬化, 他
是一个全球性的
主要健康问题. 肝
硬化的治疗不仅
费用巨大, 而且收
效甚微, 因此尽早
阻止或逆转肝纤
维化、防止肝硬
化的发生具有重
要意义.
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摘要
目的: 观察熊果酸(UA)对肝纤维化大鼠肝组
织T G F-β1基因与蛋白及α平滑肌肌动蛋白
(α-SMA)表达的影响, 并探讨其抗肝纤维化作
用机制. 

方法:  S D大鼠96只随机分为正常对照组(N
组)、模型组(M组)、UA低剂量组(U1组)、UA
中剂量组(U2组)、UA高剂量组(U3组)及秋水
仙碱组(C组), 每组16只. 除N组外, 均用二甲
基亚硝胺(Dimethylnitrosamine, DMN)诱导肝
纤维化4 wk, 分别给予安慰剂、不同剂量的
UA、秋水仙碱腹腔注射, 治疗4 wk处死大鼠, 
取肝组织行病理HE染色及VG染色判断炎症
和肝纤维化程度; 分别采用免疫组织化学和
Western blot检测TGF-β1蛋白和α-SMA蛋白的
表达; 采用RT-PCR检测TGF-β1 mRNA的表达. 

结果: U2和U3组肝细胞坏死和纤维组织增生
明显减轻; M组TGF-β1蛋白、TGF-β1 mRNA
及α-SMA蛋白较N组的表达明显增加(8.76±
1.47 vs  1.48±0.24; 0.60±0.11 vs  0.05±0.02; 
0.51±0.10 vs  0.09±0.02, 均P <0.01). U1组和
C组TGF-β1蛋白的表达较M组降低(P <0.05), 
U2和U3组T G F-β1蛋白的表达较M组明显
降低(5.32±1.63, 3.98±0.67 vs  8.76±1.47, 
均P <0.01), 且低于C组的表达(7.14±1.29, 
P <0.05或0.01). U2和U3组的TGF-β1 mRNA
的表达也明显低于M组(0.36±0.07, 0.25±
0.06 vs  0.60±0.11, 均P <0.01)和C组(0.47±
0.10, P <0.05或0.01). U1-U3组较M组α-SMA
蛋白的表达明显降低(0.36±0.08, 0.23±0.02, 
0.15±0.03 vs  0.51±0.10, 均P <0.01); U2和U3
组α-SMA蛋白的表达也显著低于C组(0.43±
0.05, 均P <0.01).

结论: UA能明显改善肝纤维化大鼠的肝脏组
织结构, 减轻肝纤维化; 其抗肝纤维化的机
制可能与降低TGF-β1表达, 抑制HSC的激活
有关.
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因子-β1; α-平滑肌肌动蛋白
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0  引言

肝星状细胞(hepat ic s tel late cel l, HSC)和转

化生长因子-β(transforming growth factor β, 
TGF-β)在肝纤维化发病中扮演主要角色[1]. 各
种原因引起肝损伤时氧化应激等刺激可激活

HSC[2], 活化的HSC能合成TGF-β等促肝纤维

化因子, 他们进一步刺激HSC转化为肌纤维母

细胞(myofibroblast, MFB), 并促进细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)合成[3]. 当病程发展

到肝硬化时, 各种治疗难以奏效, 而在肝纤维

化早期阶段病变是可逆的[4]. 我们前期研究发

现熊果酸(ursolic acid, UA)在体外可以明显抑

制HSC-T6细胞的增殖、诱导其凋亡[5], 体内实

验证实他可阻断氧化应激, 上调基质金属蛋白

酶-1(matrix metalloproteinase-1, MMP-1)并下

调TIMP-1的基因表达, 具有治疗肝纤维化的作 
用[6]. 本实验拟进一步观察其在体内是否能降低

关键的促肝纤维化因子的表达以及抑制HSC激
活的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠, 体质量160-200 g, 
由南昌大学医学院动科部提供; 二甲基亚硝胺

(天津化学试剂研究所产品), UA(江中本草天

根公司产品), 秋水仙碱(美国Sigma公司产品), 
TRIzol总RNA提取试剂盒(美国Gibco公司产品); 
dNTP、M-MLVRT 5×Buffer、M-MLV Reverse 
Transcriptase、Oligo(dT)15、RNasin Inhibitor
均购自美国Promega公司; TGF-β1引物由上海

生工生物工程公司合成 ;  总蛋白提取试剂盒

(北京普利莱基因技术有限公司产品); TGF-β1 
mAb(Sigma公司产品)、α-SMA mAb(Santa cruz
公司产品); β-actin多克隆抗体、辣根过氧化物酶

标记山羊抗小鼠IgG(北京中杉生物公司产品).
1.2 方法 
1.2.1 分组及药物处理: 清洁级健康♂SD大鼠96
只, 入实验室适应1 wk后, 随机分成正常对照组

(N组)、模型组(M组)、UA低剂量组(U1组)、
UA中剂量组(U2组)、UA高剂量组(U3组)及秋

水仙碱组(C组), 每组16只. N组按1 mL/(kg·d)生
理盐水腹腔注射, M组、U1-U3组及C组给予1% 
DMN(1 mL/kg)腹腔注射, 均为每周连续3 d, 共
4 wk(参照Lee et al的方法). 然后U1-U3组分别给

予10、20、40 mg/(kg·d)的UA腹腔注射, C组给

予秋水仙碱0.1 mg/(kg·d)腹腔注射, N组和M组

每天按1 mL/kg生理盐水腹腔注射. 药物治疗第
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■研发前沿
转 化 生 长 因 子
β(TGF-β)是作用
最强的促肝纤维
因子之一, 他激活
肝星状细胞(HSC)
转化为肌纤维母
细胞(MFB), MFB
产生ECM并自分
泌的TGF-β等细
胞 因 子 ,  这 些 细
胞因子又作用于
HSC, 形成恶性循
环, 导致肝纤维化
进行性发展. 抑制
TGF-β等促肝纤
维化因子的表达
或阻断他们的信
号转导是当前研
究的热点.
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4周末处死各组大鼠, 分别取部分肝左叶用100 
g/L中性甲醛固定, 其余部分迅速置于液氮, 液氮

过夜后放于-80℃冰箱保存. 
1.2.2 肝组织病理学及免疫组织化学检测: 在药

物治疗第4周末处死各组大鼠, 切取肝左叶相同

部位标本置于PBS液中充分洗涤, 以100 g/L中
性甲醛固定后, 石蜡包埋并切片后, 行HE染色和

VG染色, 并用半定量标准判断胶原纤维增生程

度, 判定标准参照2000-09修订的病毒性肝炎防

治方案[7]. 免疫组织化学检测TGF-β1蛋白表达

(结果判定参考文献[8]): 取10个较好的高倍视

野, 按显色程度分弱、中、强3种, 分别记以1、
2、3分; 按显色范围分为4度: +显色范围占高倍

视野<25%; ++显色占高倍视野25%-50%; +++
显色占高倍视野50%-75%; ++++显色占高倍视

野>75%. 将每个高倍视野显色程度和范围换算

成“显色指数”, 显色指数 = 显色程度×显色

范围(+为1分、++为2分、+++为3分、++++为4
分), 取其均数为每个检测指标的最终显色指数. 
1.2.3 肝脏组织中TGF-β1的mRNA的检测: (1)总
RNA提取: 取50-100 mg冻存肝组织标本放入1 
mL玻璃匀浆器中加1 mL TRIzol室温下匀浆, 抽
提组织RNA, 加0.2 mL氯仿, 4℃, 12 000 g下低温

离心15 min, 取上清加等体积异戊醇, 4℃, 12 000 
g下低温离心10 min, 750 mL/L乙醇l mL洗涤, 
加20 μL DEPCH2O, -80℃冰箱内保存. A 260/A 280

均在1.8-2.0. (2)RT-PCR: 逆转录: 取RNA 10 μL, 
Oligo(dT)3 μL, DEPCH2O 1 μL在PCR仪中70℃, 
加热5 min, 再冰浴3 min, 加入MMLV Buffer、
dNTP、RNasin、DEPCH2O共25 μL, 在PCR仪中

42℃加热60 min. PCR扩增: 反应总体积为25 μL, 
含10 μL 2×TaqPCR MasterMix, 8 μL ddH2O, 
cDNA 5 μL, 上游下游引物各1 μL(各目的基因

引物设计见表1). PCR反应参数: TGF-β1: 95℃ 3 
min预变性, 95℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 45 s, 共30
个循环; 内参β-actin: 95℃ 5 min预变性, 94℃ 30 
s, 55℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共循环30次, 最后彻底延

伸于72℃ 5 min, 4℃保存. (3)电泳分析: 从上述

DNA产物取5 μL行琼脂糖电泳, 凝胶图像分析

系统进行光密度扫描, 以TGF-β1/β-actin的灰度

比值表示相对表达水平, 实验重复6次. 
1.2.4 Western blot检测α-SMA蛋白的表达: 按
总蛋白提取试剂盒提取各组肝组织的总蛋白, 
Bradford法对蛋白样品进行定量. 取出30 μg蛋
白上样样品至EP管中, 加入4×SDS上样缓冲液

至终浓度为1×SDS. 95℃煮10 min进行蛋白质

变性. 进行100 g/L的SDS-PAGE凝胶电泳, 然后

将蛋白质转至硝酸纤维膜上, 用50 g/L的脱脂

牛奶于4℃封闭过夜后, 分别用α-SMA抗体(1∶
200)β-actin (1∶1000)4℃孵育过夜, 然后加入辣

根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠-IgG抗体(1∶
10000)室温2 h. 最后加ECL发光剂于暗室充分反

应后用胶片曝光. 将每个样本所测得的α-SMA
蛋白灰度值, 分别与对应的β-actin蛋白的灰度值

相比, 计算二者灰度比值. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 数

值变量资料多组间比较采取单因素方差分析, 
用SNK和LSD法进行多重比较. 计数资料则采用

Kruskal-Wallis秩和检验, 所有数据采用SPSS11.5
软件包分析, P <0.05为差异统计学意义有显著性

差异.

2  结果

2.1 肝组织病理学HE染色及VG染色 HE染色光

镜下观察: N组肝脏肝小叶结构正常, 肝细胞索

排列规则, 肝细肝窦与汇管区成纤维细胞少(图
1A); M组肝小叶结构紊乱, 肝索排列紊乱, 肝细

胞空泡变性, 部分肝细胞坏死, 少量炎性细胞浸

润, 纤维组织增生明显(图1B); C组肝小叶结构

稍紊乱, 肝细胞体积增大, 纤维组织增生较明显, 
轻于模型组(图1F). 不同剂量UA作用4 wk后, 能
明显改善肝小叶结构, 减轻肝细胞坏死, 减少胶

原纤维的沉积和纤维组织增生, 其中又以中、

高剂量作用最强(图1C-E); VG染色光镜观察: N
组结果同HE染色(图2A); M组正常肝小叶结构

破坏, 肝索排列紊乱, 汇管区可见大量胶原纤

维, 胶原纤维构成的纤维间隔形成, 肝窦内连续

或断续性环状胶原沉积(图2B); UA各治疗组肝

组织胶原纤维增生有不同程度改善, 其中U3组
肝小叶结构基本完整, 纤维组织增生不明显, 胶
原纤维间隔较少(图2C). C组肝小叶正常结构部

分破坏, 纤维组织增生较多, 胶原纤维沉积较多, 
但较模型组轻(图2D). 与N组相比, M组、U组及

C组肝纤维化程度明显增高(P <0.01); 与M相比, 

■相关报道
Gressner et al对近
年来的研究进行
回顾后认为, HSC
和TGF-β在肝纤
维化发病中扮演
主要角色, 也是肝
纤维化治疗的主
要靶点.

表  1  TGF-β1 mRNA和β-actin的引物序列

     
目的基因		             引物序列

	                 产物长

				                     度(bp)

TGF-β1	 上游5-CCATGACATGAACCGACCCT-3	 296

	 下游5-CCGGGTTGTGTTGGTTGTAG-3

β-actin	 上游:5-CTACAATGAGCTGCGTGTGG-3	 528

	 下游5-AAGGAAGGCTGGAAGAGTG-3
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U2、U3组肝纤维化程度均明显减轻(P <0.05、
P <0.01); C组与M组之间无明显差异; UA不同剂

量治疗组之间有显著差异(P <0.05).
2.2 肝组织中TGF-β1蛋白的表达 正常肝组织中

仅微弱表达TGF-β1蛋白, 显色极淡. M组较N组

TGF-β1阳性信号明显增强(8.76±1.47 vs  1.48±
0.24, P <0.01), 阳性染色分布于变性的肝细胞、

间质细胞、纤维化区、肝窦壁、汇管区、血管

壁及部分胆管细胞, 显色大部分呈深棕黄色. U1
组和C组TGF-β1蛋白的表达较M组减低(7.23±
1.30 vs  8.76±1.47, 7.14±1.29 vs  8.76±1.47, 均
P <0.05), U2和U3组TGF-β1蛋白的表达不仅较

M组明显减低(5.32±1.63, 3.98±0.67 vs  8.76±
1.47, 均P <0.01), 而且低于C组的表达(5.32±1.63 
vs  7.14±1.29, P <0.05; 3.98±0.67 vs  7.14±1.29, 
P <0.01, 图3). 
2.3 肝组织中TGF-β1 mRNA的表达 TGF-β1 
mRNA在M组比N组表达显著增加(0.60±0.11 vs  

0.05±0.02, P <0.01); U1组和C组TGF-β1 mRNA
的表达均较M组减低(0.46±0.08 vs  0.60±0.11, 
0.47±0.10 vs  0.60±0.11, 均P <0.05), U2和U3组
TGF-β1 mRNA的表达不仅较M组明显减低(0.36
±0.07, 0.25±0.06 vs  0.60±0.11, 均P <0.01), 而
且低于C组的表达(0.36±0.07 vs  0.47±0.10, 
P <0.05; 0.25±0.06 vs  0.47±0.10, P <0.01, 图4). 
2.4 肝组织中α-SMA蛋白的表达 M组的α-SMA
蛋白表达明显高于N组(0.51±0.10 vs  0.09±
0.02, P <0.01); C组与M组α-SMA蛋白的表达无

显著性差异(0.43±0.05 vs  0.51±0.10, P >0.05); 
U1-U3组较M组α-S M A蛋白的表达明显降低

(0.36±0.08 vs  0.51±0.10, 0.23±0.02 vs  0.51±
0.10, 0.15±0.03 vs  0.51±0.10, 均P <0.01); UA
各剂量组之间α-SMA蛋白的表达有显著性差异

(P <0.01); U2和U3组α-SMA蛋白的表达也显著

低于C组(0.23±0.02 vs  0.43±0.05, 0.15±0.03 
vs  0.43±0.05, 均P <0.01, 图5).

■创新盘点
熊果酸能明显改
善肝纤维化大鼠
的 肝 脏 组 织 结
构 ,  减 轻 肝 纤 维
化; 其抗肝纤维化
的机制可能与降
低TGF-β1表达、

抑制HSC的激活
以 阻 断 H S C 与
TGF-β1之间的恶
性循环有关.

图  1  各组肝组织形态学改变(HE×100). A: N组; B: M组; C: U1组; D: U2组; E: U3组; F: C组.

A B

C D

E F
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3  讨论

目前, 对于肝纤维化的发病机制有了较清晰的

认识, HSC和TGF-β在肝纤维化的发病中扮演

主要角色[1]. 正常肝星状细胞处于静止期, 产生

少量的ECM包括层粘连蛋白(laminin, LN)、胶

原Ⅳ型等基底膜构成成分. 在各种原因引起肝

损伤时, 静止的HSC受肝细胞、枯否细胞、窦

内皮细胞等旁分泌的促纤维化因子刺激, 逐渐

从无增殖性的贮脂细胞转化为有增殖性的, 脂

质和维生素A丢失并表达α-SMA, 他被认为是

肝纤维化发病的关键事件[7]. MFB不仅能产生

几乎所有的ECM成分, 还能产生一系列的细胞

因子和趋化因子[8]. 完全转化的MFB表达各种细

胞因子的受体, 并能接受自分泌的细胞因子的刺

激, 在这些旁分泌和自分泌的促肝纤维化因子当

中, TGF-β1被认为是促肝纤维作用最强的因子之 
一[9]. TGF-β是一族具有广泛生物学活性的多肽 
(包括TGF-β1, TGF-β2及TGF-β3亚型). 在肝纤维

■应用要点
本 实 验 证 明 U A
能降低TGF-β1表
达、抑制HSC的
激活, 其抗肝纤维
化疗效优于秋水
仙碱, 为熊果酸应
用于抗肝纤维化
治疗提供了一定
理论依据.

图  2  各组肝组织中形态学改变(VG染色×100). A: N组; B: M组; C: U3组; D: C组.

A B

C D

图  3  各组肝组织
中 T G F - β 1 表 达 的
变 化 ( 免 疫 组 织 化
学×400). A: M组; 

B: N组; C: C组; D: 

U3组.

C D

A B
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化发病过程中, TGF-β在启动并促进HSC向MFB
转化的进程中起关键的作用. TGF-β可使静息状

态下的HSC被激活或转化为MFB, 并能刺激这

些细胞向损伤部位迁移、增殖[10]. 同时活化的

HSC能自分泌TGF-β, 是肝纤维化后期TGF-β1
的主要来源. 自分泌的TGF-β又作用于HSC, 形
成恶性循环, 导致ECM不断产生和沉积, 肝组织

瘢痕化[11]. 此外, TGF-β又能抑制MMPs的表达

并上调TIMP-1的表达从而阻止ECM的降解, 进
一步促进肝纤维化的发展[12-13]. 因而, 抑制肝组

织中TGF-β的表达对于逆转肝纤维化具有重要

意义. Ueberham et al [14]研究就发现调控TGF-β
的表达可逆转肝纤维化, 说明肝纤维化的发生

与TGF-β表达水平直接相关. 在多个肝纤维化模

型实验中, 通过抑制RNA干涉等基因技术抑制

TGF-β的表达或阻断他的信号通路可阻止肝纤

维化[15-19].
中药用于抗纤维化有较长的历史, 近年研

究发现从植物中药提取的有效成分如氧化苦参

碱(oxymatrine)、表没食子儿茶素-3-没食子酸

酯(epigallocatechin-3-gallate, EGCG)、丹酚酸B
盐(salvianolic acid B, SA-B)及β-榄香烯均可抑

制TGF-β表达或信号转导, 并具有抗肝纤维化

的作用[20-23]. UA是一种存在于许多植物药(如
丹参、白花蛇舌草、女贞子等)中的天然五环

三萜类化合物, 具有抗氧化、抗炎、抗病毒、

抗肿瘤等多种生物学效应[24-25]. 近年来发现UA
可保护肝脏损伤[26], 他对细胞内ROS的产生有

较强的抑制作用[27], 但UA的抗肝纤维化作用及

机制研究甚少. 我们以往的研究中首先发现UA

在体外可以抑制HSC-T6细胞的增殖, 诱导其凋

亡, 凋亡机制可能与上调Bax、caspase3蛋白表

达有关[5]; 体内实验发现UA能阻断氧化应激和

脂质过氧化, 上调MMP-1表达、下调TIMP-1基
因表达[6]. 本次研究进一步证明UA能明显改善

肝纤维化大鼠的肝脏组织结构, 减轻肝细胞坏

死和纤维组织增生. 实验发现UA治疗组的肝组

织中α-SMA的表达明显降低, 提示转化的MFB
减少, 这可能是UA抑制HSC的激活或诱导其凋

亡的结果. 我们还发现U A能降低肝纤维化大

鼠肝组织中TGF-β1 mRNA及蛋白的表达, 由
于TGF-β1是关键的促肝纤维化因子, UA抑制

TGF-β的表达可间接抑制HSC的激活, 又能阻

断HSC与TGF-β1之间的恶性循环, 这可能是UA
抗肝纤维化的作用机制之一. Murakami et al [28]

研究发现UA能拮抗TGF-β1与其受体结合. 有
学者报道, TGF-β1还可诱导肝细胞凋亡, 抑制

肝细胞的分裂和增殖[29]. 而沉默TGF-β1使之表

达缺陷后可触发凋亡的肝细胞恢复增殖和再 
生[30]. 这可能是UA具有保护肝细胞及抗肝纤维

化双重作用的机制.  
总之, 我们的实验证明UA能明显改善肝纤

维化大鼠的肝脏组织结构, 减轻肝细胞坏死和

纤维组织增生, 疗效优于秋水仙碱, 显示出诱

人的应用前景. 其抗肝纤维化机制可能与降低

TGF-β1表达、抑制HSC的激活以及阻断HSC与
TGF-β1之间的恶性循环有关. 
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