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Abstract
AIM: To investigate the mechanisms underlying 
the therapeutic effect of Huangqi Decoction 

against dimethylnitrosamine (DMN)-induced 
liver fibrosis in rats.

METHODS: Liver fibrosis was induced in rats 
by intraperitoneal injection of DMN for 4 wk. 
Rats were randomly divided into two groups: 
normal group and model group. Fibrotic rats in 
the model group were further randomly divided 
into two subgroups: model control subgroup 
and Huangqi Decoction subgroup. The Huangqi 
Decoction subgroup was intragastrically ad-
ministered Huangqi Decoction for 2 wk, while 
the model control subgroup was administered 
equal volume of saline. At the end of 2, 4 and 
6 wk, hepatic tissue samples were collected to 
detect the protein expression of Fas, caspase-8, 
caspase-3, matrix metallopeptidase-9 (MMP-9), 
tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) 
and TIMP-2 by Western blot, mRNA expression 
of α-SMA by real time-PCR, and MMP-2 and 
MMP-9 activity by gelatin enzymography. 

RESULTS: Compared with the normal group, 
the expression levels of Fas, caspase-8, cas-
pase-3, TIMP-1 and TIMP-2 proteins and α-SMA 
mRNA as well as MMP-2 and MMP-9 activity 
in liver tissue increased gradually in the model 
group and peaked at 4 wk. Compared with the 
model control subgroup, the expression levels 
of Fas, caspase-8, caspase-3, TIMP-1 and TIMP-2 
proteins and α-SMA mRNA as well as MMP-2 
activity at 6 wk were significantly reduced (1.05 
± 0.02 vs 1.17 ± 0.04, 1.41 ± 0.04 vs 1.98 ± 0.06, 0.86 
± 0.01 vs 1.19±0.04, 1.03 ± 0.03 vs 1.58 ± 0.06, 1.16 
± 0.04 vs 1.53 ± 0.01, 3.12 ± 0.47 vs 8.48 ± 0.45 and 
2.15 ± 0.03 vs 2.33 ± 0.05, respectively; all P < 0.05 
or 0.01), and MMP-9 protein expression and ac-
tivity were significantly increased (1.21 ± 0.00 vs 
1.12 ± 0.01 and 1.25 ± 0.07 vs 1.10 ± 0.04, respec-
tively; both P < 0.05 or 0.01) in liver tissue in the 
Huangqi Decoction subgroup. 

CONCLUSION: Huangqi Decoction exerts sig-
nificant anti-fibrotic effects perhaps by inhibiting 
hepatic cell apoptosis and hepatic stellate cell 
(HSC) activation, modulating the MMPs/TIMPs 
system, and promoting extracellular matrix 
(ECM) degradation. 

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病发展的
共 同 途 径 ,  也 是
进一步向肝硬化
发展的必经之路, 
在一定情况下可
被 逆 转 ,  但 若 病
因 持 续 存 在 ,  肝
纤维化逐渐加重, 
肝小叶及血管等
逐 渐 被 改 建 ,  最
终发展为不可逆
转 的 肝 硬 化 .  如
何逆转肝纤维化
成为当今肝病学
界的热点问题.

■同行评议者
朱传武, 主任医师, 
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五人民医院传染
科; 姚登福, 教授, 
南通大学附属医
院分子医学中心



闫晓风, 等. 黄芪汤对二甲基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化模型作用的机制                                   		                        2411

www.wjgnet.com

Key Words: Huangqi Decoction; Liver fibrosis; Ap-
optosis, Hepatic stellate cell activation; Tissue inhi-
bitior of metalloproteinases

Yan XF,  Liu P,  Sun MY, Wang XL. Mechanisms 
underlying the therapeutic effect of Huangqi Decoction 
against dimethylnitrosamine-induced liver fibrosis in 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2410-2415

摘要
目 的 :  探 讨 黄 芪 汤 逆 转 二 甲 基 亚 硝 胺
(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠肝纤
维化的作用机制.

方法: 采用DMN诱导大鼠肝纤维化, 造模4 
wk, 随机分为正常组, 2 wk模型组, 4 wk模型
组. 造模结束后, 将模型组随机分为模型对照
组, 黄芪汤组. 黄芪汤组于第5周起灌胃, 模
型对照组以同体积生理盐水灌胃. 2 wk、4 
wk、6 wk末分别收集大鼠肝组织, 免疫印迹
法检测Fas、caspase-8、caspase-3、MMP-9、
TIMP-1、TIMP-2蛋白表达; 实时定量PCR法
检测α-SMA mRNA表达; 明胶酶图法检测肝
组织MMP-2和MMP-9的活性. 

结果: 与正常组相比, 模型组Fas、caspase-8、
caspase-3、MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白
表达量、α-SMA mRNA表达量、MMP-2活
性和MMP-9活性均于造模后逐渐升高, 4 wk
时达到高峰. 与6 wk模型对照组相比, 黄芪
汤组Fas、caspase-8、caspase-3、TIMP-1、
TIMP-2蛋白表达量, α-SMA mRNA表达量、

MMP-2活性明显降低(1.05±0.02 vs  1.17±
0.04, 1.41±0.04 vs  1.98±0.06, 0.86±0.01 vs  
1.19±0.04, 1.03±0.03 vs  1.58±0.06, 1.16±
0.04 vs  1.53±0.01, 3.12±0.47 vs  8.48±0.45, 
2.15±0.03 vs  2.33±0.05, 均P <0.05或0.01). 
MMP-9蛋白表达及活性均显著升高(1.21±
0.00 vs  1.12±0.01, 1.25±0.07 vs  1.10±0.04, 
均P <0.05或0.01).

结论:  黄芪汤显示了良好的抗肝纤维化作
用 ,  作用机制与其抑制肝细胞凋亡 ,  抑制
HSC活化, 调控MMPs/TIMPs系统, 促进ECM
降解有关. 

关键词: 黄芪汤; 肝纤维化; 细胞凋亡; 肝星状细胞

活化; 基质金属蛋白酶组织抑制剂
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0  引言

肝纤维化是继发于各种原因引起的肝脏的一种

损伤修复反应过程[1], 是肝硬化的早期和必经

阶段, 在一定情况下可被逆转[2-5]. 目前认为肝

脏损伤-肝实质炎症、坏死-肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)激活-大量肝脏内细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)沉积, 是肝纤维化发

生机制的核心环节. 其中肝细胞凋亡是肝纤维

化进展的重要促动因素, HSC激活, ECM降解减

少是肝纤维化发生的重要环节. 本实验在前期

实验的基础上进一步探讨黄芪汤对二甲基亚硝

胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠肝纤

维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠, ♂, 54只, 清洁级, 体质量

150-180 g, 购自中国科学院上海实验动物中心, 
上海中医药大学实验动物中心饲养, 造模和观

察, 正常饮食饮水. 黄芪汤由黄芪、炙甘草组成, 
制成粗粉末. 水煎, 浓缩煎出液制成流浸膏, 真
空干燥后冷藏保存. DMN购自日本东京化成株

式会社. 小鼠抗Fas单克隆抗体(BD Bioscience
公司); 兔抗caspase-8单克隆抗体 (CHEMICON
公司); 兔抗caspase-3单克隆抗体(Cell Signaling 
Technology公司); 小鼠抗MMP-9单克隆抗体

(Calb iochem公司); 小鼠抗TIMP-1单克隆抗

体(Lab Vision公司); 小鼠TIMP-2单克隆抗体

(Lab Vision公司). 逆转录试剂盒(Revert AidTM 
First Strand cDNA Synthesis Kit),  Ferments Life 
Sciences(购于晶美生物工程有限公司); 荧光定

量PCR检测试剂盒, SYBR Green Ex TaqTM(perfect 
Real Time), TaKaRa Biotechnology(Dalian)Co.Ltd, 
(购自上海皓嘉科技发展有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 采用Ala-Kokko方法[6]复制肝

纤维化模型. 模型组40只大鼠以2 mL/kg剂量于

每周前3 d连续腹腔注射0.5%的DMN溶液(以生

理盐水稀释), 共4 wk. 正常组大鼠腹腔注射等量

生理盐水. 在造模的2、4 wk分别处死正常组大

鼠3只/模型组大鼠4只, 正常组大鼠3只/模型组

大鼠6只, 作为用药前动态观察. 造模结束后, 将
模型组大鼠随机分为模型对照组(15只), 黄芪汤

组(15只), 另外还剩下正常组(8只). 黄芪汤组于

第5周起, 按65 kg体质量成人临床用量的8倍量

用蒸馏水10 mL稀释灌胃, 每日1次, 共2 wk. 正
常组与模型对照组以同体积生理盐水灌胃. 实

■研发前沿
黄芪汤重用黄芪
为君, 少以甘草为
臣佐, 共同达到补
气祛湿之功用. 药
效学结果显示可
有效逆转肝纤维
化, 但其抗肝纤维
化的机制还有待
进一步研究. 
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验结束时戊巴比妥钠麻醉, 打开腹腔, 取肝, 称
质量后, 以Eppendorf管分装后液氮速冻, -80 ℃
保存备用. 
1.2.2 免疫印迹法检测肝组织Fas、caspase-8、
caspase-3、MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表

达: 提取肝组织蛋白, 定量, 与SDS上样缓冲液混

合, 95 ℃-100 ℃变性5 min; 制胶, 上样, 电泳, 切
胶, 半干转膜器恒流300 mA转PVDF膜70 min; 1
×TTBS洗膜5 min×3次, 以5%脱脂奶粉TTBS
封闭, 室温震荡1 h; 置于经封闭液稀释的一抗

(Fas: 1∶5 000; caspase-8: 1∶100; caspase-3: 
1∶1 000; MMP-9: 1∶100; TIMP-1: 1∶200; 
TIMP-2: 1∶4 000)中, 4℃轻摇过夜; 1×TTBS洗
膜5 min×3次, 置于经1×TTBS稀释的二抗中, 
室温震荡1 h, TTBS洗5 min×3次, 除去未结合的

二抗. 暗室中发光, 压片, 显影, 定影; 应用复日

FR-200生物电泳图象分析系统分析底片中的目

的条带, 计算机自动读取并记录每条带的光密

度值. 目的条带与内参(GAPDH)条带光密度的

比值为目的蛋白的相对表达量, 正常组蛋白的

相对表达量计为1. 
1.2.3 实时定量PCR法检测α-SMA mRNA表达

量: 提取肝组织总RNA, 反转录后进行PCR扩增. 
18S为内参. 引物如下: α-SMA Forward: 5'-CGA
GAGGACGTTGTTAGCATAGAG-3', Reverse: 
5'-GGGCATCCACGAAACCA-3'; 18S Forward: 
5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3', Reverse: 
5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'. PCR反应

条件: 95 ℃预变性10 s; 95 ℃变性5 s, 退火延伸

并作一步, 温度58 ℃, 20 s, 共40个循环. 
1.2.4 明胶酶图法检测肝组织MMP-2、MMP-9
活性: 提取肝组织蛋白, 定量, 制备SDS聚丙烯

酰胺凝胶, 含0.1%明胶的8%分离胶, 5%堆积胶, 
取含50 μg总蛋白的匀浆液与4倍样品缓冲液混

和后上样, 进行还原但非变性电泳. 电泳条件: 

4 ℃, 60 V, 时间约2.5 h. 电泳结束后, 凝胶置于

洗脱液中洗脱45 min×2, 然后以漂洗液漂洗30 
min×2. 其后, 将凝胶置于孵育液中, 37 ℃孵育

18 h. 孵育结束后经考马斯亮蓝染色液染色4 h, 
可显示出MMP-2和MMP-9位于蓝色背景上的

透亮带. 应用复日FR-200生物电泳图像分析系

统在灰阶模式下扫描电泳凝胶, 并分析MMPs活
性条带灰度密度值, 正常组MMPs活性计为1.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采
用SPSS11.5中的ANOVA程序进行单因素方差分

析, 组间比较采用q检验, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 凋亡相关蛋白免疫印迹检测结果 各时间点

模型组大鼠肝组织Fas、caspase-8、caspase-3相
对表达量显著高于正常组(P <0.01), 4 wk模型组

大鼠肝组织Fas、caspase-8、caspase-3表达最高, 
6 wk有所下降. 与6 wk模型组相比, 黄芪汤组大

鼠肝组织Fas(P<0.01), caspase-8(P<0.01), caspase-
3(P<0.01)蛋白表达显著降低(图1, 表1).
2.2 α-SMA实时定量PCR检测结果 各时间点模

型组及黄芪汤组大鼠肝组织α-SMA mRNA表达

显著高于正常组(P <0.01), 4 wk模型组大鼠肝组

织表达最高; 6 wk有所下降, 与6 wk模型组相比, 
黄芪汤组大鼠肝组织α-SMA mRNA表达显著降

低(P <0.01). 
2.3 MMPs/TIMPs免疫印迹、明胶酶图结果 各
时间点模型组大鼠肝组M M P-9、T I M P-1、
TIMP-2蛋白表达, MMP-2、MMP-9活性显著高

于正常组, 4 wk模型组最高, 6 wk有所下降; 与
6 wk模型组相比, 黄芪汤组大鼠肝组织TIMP-1, 
TIMP-2蛋白表达(P <0.05), MMP-2活性显著降低

(均P <0.05), MMP-9蛋白表达(P <0.05)及MMP-9
活性明显升高(P <0.01, 图2, 3, 表2, 3).

表  1  各组肝组织中Fas、caspase-8、caspase-3蛋白
表达量 (mean±SD,  n  = 4)

     
分组                       Fas              caspase-8	        caspase-3

正常组 1.00±0.02     1.00±2.60E-03 1.00±0.01

2 wk模型组 1.28±0.05b   37.00±1.00b 1.34±0.01b

4 wk模型组 1.66±0.07b 254.00±10.00b 2.03±0.10b

6 wk模型组 1.17±0.04b     1.98±0.06b 1.19±0.04b

黄芪汤组 1.05±0.02d     1.41±0.04d 0.86±0.01d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  6 wk模型组.

表  2  各组肝组织中MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表
达量 (mean±SD, n  = 4)

     
分组                    MMP-9	 TIMP-1	          TIMP-2

正常组 1.00±0.01 1.00±0.06 1.00±0.03

2 wk模型组 1.32±0.02a 4.00±0.03a 1.17±0.03a

4 wk模型组 1.48±0.02a 6.00±0.11a 2.16±0.00a

6 wk模型组 1.12±0.01a 1.58±0.06a 1.53±0.01a

黄芪汤组 1.21±0.00c 1.03±0.03c 1.16±0.04c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  6 wk模型组.

■相关报道
有 研 究 证 实 ,  二
甲 基 亚 硝 胺
(DMN)诱导细胞
凋 亡 ,  与 死 亡 受
体 信 号 结 合 ,  诱
导 肝 细 胞 凋 亡 , 
通过细胞外信号
释 放 趋 化 性 / 炎
症性因子加重肝
损伤并激活HSC; 
HSC可以吞噬肝
细 胞 凋 亡 小 体 , 
增强促纤维形成
基因及死亡配体
的表达.
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3  讨论

肝纤维化是由肝细胞损伤引起炎症反应、肝纤

维组织增生和肝细胞结节状再生3种改变反复

交错进行的过程, 是一个缓慢而动态的过程, 涉
及细胞、细胞因子、ECM之间一系列复杂的变

化[7-9]. 肝细胞凋亡是肝细胞增生不良、肝纤维

化进展的重要促动因素. 
细胞凋亡在人体组织细胞中普遍存在, 他

由基因编程控制, 许多基因参与此过程的调节, 
细胞凋亡是有核细胞通过启动自身内部的遗传

机制激活内源性DNA内切酶而发生的一种主动

细胞死亡的过程. 正常肝组织中肝细胞凋亡少

见, 随着肝纤维化发生、发展, 肝细胞凋亡出现

显著的变化. 细胞凋亡可能是不同类型肝病细

胞死亡的共同通路[10], 严重慢性病毒性肝炎患者

肝细胞凋亡明显增加[11], 原发性胆汁性肝硬化患

者肝中肝细胞和胆管上皮细胞凋亡率增加[12]. 
课题组前期研究证实[13,14], 黄芪汤能显著

改善大鼠肝组织病理变化, 降低羟脯氨酸(Hyp)
含量, 降低血ALT、AST、ALP、GGT活性, 进
而有效逆转肝纤维化. 本研究基于前期良好的

药效学基础, 进一步探讨黄芪汤抗肝纤维化的

作用机制. 结果显示, 2、4、6 wk模型组大鼠肝

组织凋亡相关蛋白Fas、caspase-8、caspase-3
表达量明显高于正常组, 黄芪汤明显减少模型

大鼠Fas、caspase-8、caspase-3蛋白表达量, 与

α-SMA mRNA表达量趋势一致. 提示肝细胞凋

亡、HSC激活之间存在密切的因果关系, 黄芪汤

可有效抑制肝细胞凋亡及HSC激活. 
细胞凋亡的途径主要有3条, 他们是: 线粒

体通路、死亡受体通路、内质网通路. F a s、
caspase-8、caspase-3是死亡受体通路的主要蛋

白. 研究发现[15-19], 在肝脏疾病中, 肝细胞凋亡主

要是通过Fas/FasL途径介导所致. 有研究证实[21], 
DMN诱导细胞凋亡, 与死亡受体信号结合, 诱导

肝细胞凋亡, 通过细胞外信号释放趋化性/炎症

性因子加重肝损伤并激活HSC; HSC可以吞噬

肝细胞凋亡小体, 增强促纤维形成基因及死亡

配体的表达. 黄以群等[22]研究表明, 苦参素可显

著降低慢性乙型肝炎患者血清中FasL、Fas、
TNF-α、IL-6水平. 严茂祥等[17]研究认为中药复

方肝力克可调节肝纤维化大鼠肝细胞的凋亡水

平, 抑制肝纤维化大鼠肝细胞Fas/FasL, Bcl-2/
Bax的表达. 黄芪汤抑制肝细胞凋亡, 可能通过

死亡受体途径发挥主要作用. 
H S C的过度激活是肝纤维化的中心环节, 

并最终导致大量ECM的合成, 而α-SMA蛋白的

过度表达是HSC活化的标志. α-SMA蛋白表达

的增强提示大量成纤维细胞的侵入和活化, 进
一步合成胶原. 本实验结果显示, 大鼠肝组织

α-SMA mRNA表达随模型进展明显持续升高, 
黄芪汤能够明显减少模型大鼠α-SMA mRNA表

达量, 说明在外界因素的刺激下, HSC激活并增

殖, 导致ECM合成分泌增多, 从而发生肝纤维化, 
且肝纤维化程度随刺激因素的持续而进行性加

表  3  各组肝组织中 MMP-2、MMP-9活性变化 (n  = 4)

     
分组            	 MMP-2活性	     MMP-9活性

正常组		  1.00±0.03	    1.00±0.01

2 wk模型组	 3.00±0.08a	    1.30±0.01a

4 wk模型组	 3.62±0.16a	    1.38±0.01a

6 wk模型组	 2.33±0.05a	    1.10±0.04a

黄芪汤组		  2.15±0.03c	    1.25±0.07d

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  6 wk模型组.
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图  2  各组肝组织中MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表达
变化.
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图  1  各组肝组织中Fas、caspase-8、caspase-3蛋白表
达变化. N: 正常组; 2: 2 wk模型组; 4: 4 wk模型组; 6: 6 wk

模型组; H: 黄芪汤组.
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图  3  大鼠肝组织MMP-2、9活性的变化. N: 正常组; 2: 2 

wk模型组; 4: 4 wk模型组; 6: 6 wk模型组; H: 黄芪汤组.

N         2         4        6         H  
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■创新盘点
本研究以中医经
典方剂黄芪汤为
研究对象, 从分子
生物学角度探讨
其抗肝纤维化的
作用机制. 
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重, 而黄芪汤可通过抑制HSC激活与增殖达到抗

肝纤维化的作用. 
目前认为肝纤维化是各种原因导致的肝损

伤持续存在, 组织发生修复反应时因ECM合成

和代谢失衡, 导致ECM产生多于降解, ECM在肝

内异常沉积而引起的病理过程, 是一个涉及复

杂的细胞及分子机制的动态过程[23]. 影响ECM
合成和降解平衡的因素很多, 其中调控ECM代

谢的细胞因子失衡是最重要原因[24]. 
肝组织中, 基质金属蛋白酶(matrix metallo-

proteinases, MMPs)及其抑制因子基质金属蛋白

酶组织抑制因子(tissue inhibitor of metal protease, 
TIMPs)在纤维形成和纤维降解中发挥重要作

用[25], MMPs促进ECM降解, 而TIMPs通过抑制

MMPs阻止ECM降解[26,27]. 正常情况下, MMPs/
TIMPs处于动态平衡, 调节肝内ECM的合成和

降解, 维持其质和量的稳定. 病理状态下MMPs/
TIMPs失衡与肝炎、肝纤维化、肝硬化的发生

发展有密切关系[28].
MMP-2是相对分子质量72 000 Da的明胶

酶, 以无活性的前体形式产生, 激活后可以分解

基底膜的主要成分Ⅳ型胶原, 后者是维持HSC于
生理性静息状态的必要物质, 而活化的HSC不仅

能产生大量的ECM, 也是肝内MMP-2的主要来

源, MMP-2通过降解正常的内皮下基质, 破坏肝

HSC等多种细胞生存的内环境, 有利于HSC的激

活, 因而MMP-2与HSC活化两者互为因果, 在肝

纤维化早期尤为突出, 并使纤维化进程不断推

进[29]. Murawaki等[30]检测了肝组织内MMP-2酶
原含量, 其升高程度与肝组织胶原含量呈正相

关. Takahara等[31]证实MMP-2参与了肝纤维化过

程中肝组织的重塑, 活动性评分呈正相关. 本实

验结果与上述研究非常一致, DMN大鼠肝组织

MMP-2活性随着模型的加重逐渐升高, 4 wk时
达到高峰. 与6 wk模型组相比, 黄芪汤组MMP-2
活性明显降低, 表明黄芪汤可下调MMP-2的表

达来改善HSC等多种细胞生存的内环境, 使HSC
活化减少, 从而使肝纤维化程度减轻. 由此提示, 
下调MMP-2表达, 从而改善HSC等多种细胞生

存的内环境, 使HSC活化较少, 是黄芪汤有效治

疗实验性大鼠肝纤维化的机制之一. 
M M P-9是相对分子质量92 000 D a的明

胶酶, 主要来源于库弗细胞[32], 以酶原形式分

泌, 被激活后形成Ⅳ型胶原酶, 降解破坏ECM
和基底膜 [33]. 关于M M P-9在肝纤维化中的作

用目前尚有争议 [34].  黄芪汤组大鼠肝组织蛋

白表达MMP-9显著升高, TIMP-1, 2明显降低, 
MMP-9活性明显增强. 提示黄芪汤可以显著提

高MMP-9活性, 促进MMP-9而抑制TIMP-1, 2表
达, 降解过度沉积的ECM, 维持MMPs/TIMPs调
控的动态平衡.  

前期研究 [13]根据中医以方测证理论认为

DMN大鼠肝硬化的病机既有气虚又有湿阻, 两
者并重. 但单纯补气有助湿之弊, 单纯祛湿有伤

正之虞. 黄芪汤重用黄芪为君, 补中气助气化, 
气足则湿邪得化, 湿去则正气得复, 再少以甘草

为臣佐, 补中益气, 助黄芪补中气, 共同达到补

气祛湿之功用. 切中DMN大鼠纤维化的病机特

点. 以上研究结果结合现代研究[35-37], 提示黄芪

汤具有明显的抗肝纤维化的作用, 其作用机制

与抑制肝细胞凋亡, 抑制HSC活化、调控MMPs/
TIMPs系统, 促进ECM降解有关.
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