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Abstract
AIM: To observe the change of the PI3K/Akt 
signaling pathway in CCl4 induced liver fibrosis 
and to explore the effect of Handan Ganle on 
this signaling pathway in hepatic fibrosis in rats. 

METHODS: Thirty SD rats were randomly di-
vided into a normal control group, a liver fibro-
sis group and a Handan Ganle treated group. 
The rats of the liver fibrosis group and Handan 
Ganle treated group were treated by hypoder-
mic injection of 40% CCl4 at 0.3 mL/100 g body 
weight to induce hepatic fibrosis. Then, the rats 
in the Handan Ganle group were treated with 
1.0 g/kg Handan Ganle once daily for 8 weeks. 
The expression of Akt1 and phospho-Akt1 was 
detected by immunohistochemistry and Western 
blot, and the apoptosis of HSCs was determined 
by TUNEL assay. 

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the expression of Akt1 (2.73 ± 0.52 vs 
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汉丹肝乐对大鼠肝纤维化PI3K/Akt信号通路的影响及意义

胡晓霞, 王 艳, 王晋星一

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝脏疾病所
共有的病理特征, 
是肝脏在病因的
长期作用下, 经历
持续的损伤及抗
损伤修复过程, 导
致细胞外基质在
肝脏内大量沉积
所造成的. 肝纤维
化的发生、发展
涉及到多种肝脏
实质、间质细胞
及细胞因子之间
的复杂作用, 因此
关于肝纤维化的
发生机制及防治
研究一直是肝病
研究的热点内容. 

9.60 ± 2.28, P < 0.01) and phospho-Akt1 (0.92 ± 
0.40 vs 6.51 ± 1.39, P < 0.01) in the liver fibrosis 
group was increased. Handan Ganle treatment 
decreased the levels of Akt1 (9.60 ± 2.28 vs 5.36 ± 
1.59, P < 0.01) and phospho-Akt1 (6.51 ± 1.39 vs 
2.08 ± 0.85, P < 0.01) but increased the apoptosis 
of HSCs (1.07 ± 0.32 vs 4.24 ± 0.86, P < 0.01). 

CONCLUSION: The PI3K/Akt signaling path-
way may play an important role in CCl4 induced 
liver fibrosis. Handan Ganle can suppress this 
signaling pathway and increase the apoptosis 
of HSCs, which might be related with its anti-
hepatic fibrosis activity.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目 的 :  观 察 磷 脂 酰 肌 醇 - 3 激 酶 / 蛋 白 激 酶
(phosphatidylinositol-3 kinase/Akt, PI3K/Akt)
信号通路在CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织
中的变化并探讨中药汉丹肝乐对他的影响.   

方法: 选取SD大鼠30只, 随机分为正常对照
组、肝纤维化8 wk组及汉丹肝乐治疗组, 每组
各10只. 肝纤维化组及汉丹肝乐治疗组大鼠按
0.3 mL/100 g体质量的剂量皮下注射40%CCl4

花生油溶液, 每隔3 d注射1次, 造模时间为8 
wk; 对照组大鼠皮下注射等量花生油溶液. 造
模结束后汉丹肝乐治疗组大鼠给予1.0 g/kg的
汉丹肝乐灌胃治疗, 1次/d, 治疗时间为8 wk. 
HE染色观察肝组织病理学改变; 采用免疫组
织化学技术及Western blot检测肝组织中PI3K/
Akt信号通路中关键分子Akt1、磷酸化Akt1的
表达变化, 同时应用TUNEL法检测肝星状细
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■研发前沿
目前临床上应用
的治疗肝纤维化
的西药大多只能
针对其发病机制
中某一环节起效, 
而很难做到多靶
点、多层次覆盖
的药效作用；而
中药抗肝纤维化
具有药效机制多
层 次 、 多 靶 点 , 
注重整体调节的
特 点 ,  且 具 有 不
良反应轻等优点, 
因此中药防治肝
纤维化疾病受到
越来越多的关注.

胞(hepatic stellate cells, HSC)凋亡情况.

结果: 与正常对照组比较, 肝纤维化8 wk组
大鼠肝组织中Akt1(2.73±0.52 vs  9.60±2.28, 
P <0.01)、磷酸化Akt1(0.92±0.40 vs  6.51±
1.39, P <0.01)的表达均显著增加, 差异具有显
著性; 经汉丹肝乐治疗后, 肝组织中Akt1(9.60
±2.28 v s  5.36±1.59, P <0.01)、磷酸化
Akt1(6.51±1.39 vs  2.08±0.85, P<0.01)的表达
均显著下降; 同时, TUNEL法检测发现汉丹肝
乐组大鼠肝组织中HSC凋亡率显著高于肝纤
维化8 wk组(1.07±0.32 vs  4.24±0.86, P<0.01).   

结论: PI3K/Akt信号通路在肝纤维化的发生发
展过程中发挥重要作用, 而汉丹肝乐可通过抑
制该信号通路, 促进HSC的凋亡来发挥抗肝纤
维化的作用.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)
激活转化为肌成纤维细胞并大量分泌细胞外基

质是肝纤维化发生发展的中心环节, 汉丹肝乐可

通过抑制PI3K/Akt信号通路的激活, 促进HSC的

凋亡来发挥抗肝纤维化的作用.  
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0  引言

肝纤维化是多种慢性肝脏疾病向肝硬化发展

的必经阶段, 其主要的病理特征是以胶原为主

的细胞外基质过度增加而在肝脏内沉积[1-3]. 目
前研究认为, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSC)激活并转变为肌成纤维细胞, 同时分泌大

量的细胞外基质是肝纤维化发生的中心环节[4]. 
PI3K/Akt信号通路是体内重要的信号转导通路

之一, 他不仅在细胞代谢、增殖、存活等多种

生物学过程中发挥关键作用, 同时也能够抑制

细胞凋亡过程[5,6]. 汉丹肝乐是根据中医活血化

瘀, 通络软坚的理论研制而成的中药复方制剂, 
主要由丹参、赤芍、黄芪、银杏叶等组成, 既
往研究表明该药可通过抗氧化损伤、促进细胞

外基质降解以及促进HSC凋亡等途径对肝纤维

化发挥一定的治疗作用[7,8], 但是其具体的药物

作用靶点及作用机制尚不十分清楚. 本研究拟

用CCl4复制大鼠肝纤维化动物模型, 观察各组大

鼠肝组织中PI3K/Akt信号通路的变化, 探讨中药

汉丹肝乐对该信号通路的影响及其对HSC凋亡

的作用.    

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠由贵阳医学院实验

动物中心提供; 兔抗大鼠多克隆Akt1及p-Akt1
抗体购自美国Santa Cruz公司; 免疫组织化学

SABC试剂盒、DAB显色剂及TUNEL检测试剂

盒均购自武汉博士德公司; 丙烯酰胺、三羟甲

基氨基甲烷、十二烷基硫酸钠、过硫酸铵、甘

氨酸均购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司; 
PVDF膜及ECL化学发光试剂盒购自美国Milli-
pore公司.  
1.2 方法

1.2.1 动物分组及动物模型复制: ♂SD大鼠30
只, 体质量160-200 g, 在恒温(25 ℃)、光照周期

12-12 h环境中适应性饲养1 wk后进行实验. 将
实验动物随机分为3组: 正常对照组、肝纤维化

8 wk组和汉丹肝乐治疗组, 每组各10只. 肝纤维

化组及汉丹肝乐治疗组大鼠采用皮下注射40% 
CCl4花生油溶液诱导肝纤维化模型, 剂量为0.3 
mL/100 g体质量, 每隔3 d注射1次, 造模时间为8 
wk; 对照组大鼠皮下注射等量花生油溶液. 造模

成功后汉丹肝乐治疗组大鼠给予1.0 g/kg的汉丹

肝乐灌胃治疗[9], 1次/d, 治疗时间为8 wk. 大鼠处

死前称体质量, 3%戊巴比妥钠0.1 mL/100 g腹腔

麻醉后, 股动脉放血处死大鼠, 留取血液及全部

肝脏, 每只大鼠取相同部位肝叶固定于4%中性

甲醛溶液中, 48 h后, 转移到0.1 mol/L PBS溶液

中保存, 剩余肝组织保存于-80 ℃低温冰箱保存.  
1.2.2 实验指标的检测: (1)肝组织病理学检查: 每
只大鼠取相同部位肝叶固定于4%中性甲醛溶

液中, 然后肝组织经石蜡包埋, 常规组织切片及

HE染色后在光学显微镜下观察肝组织的病理

学改变; (2)血清生化指标检测: 血清丙氨酸转氨

酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶

(glutamic-oxalacetic transaminase, AST)采用日立

7170A全自动生化分析仪测定; (3)肝组织免疫

组织化学检测: 切片常规脱蜡水化, 3%H2O2封闭

内源性过氧化物酶, 微波修复抗原, 加封闭液后, 
滴加兔抗大鼠Akt1及p-Akt1多克隆抗体(工作浓

度为1∶100), 4 ℃过夜. 次日加生物素化羊抗兔

IgG, 在37 ℃孵育30 min, 加SABC工作液, DAB
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■相关报道
PI3K/Akt是体内
重要的信号转导
通路之一, 在维持
细胞的正常生理
功 能 ,  如 生 长、
分化、代谢等方
面起关键作用。
有研究人员发现
在胆道闭锁所致
的肝纤维化过程
中，PI3K/Akt信
号 通 路 的 激 活
可促进HSC的增
殖，从而加速肝
纤维化的发生和
发展.

显色, 苏木素复染. 阴性对照以PBS缓冲液代替

一抗. 随机抽取5个高倍镜下视野, 观察阳性表达

的定位及Akt1及p-Akt1阳性表达细胞数占细胞

总数的百分比; (4)Western blot检测肝组织中Akt1
及p-Akt1表达情况: 提取肝组织总蛋白, 经聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质后, 采用半干电转移

将蛋白质分子转移到PVDF膜上, 电转移结束后

PVDF膜置于封闭缓冲液中室温下封闭1 h. 封闭

完成后洗膜缓冲液洗膜3次, 然后将PVDF膜与一

抗稀释液(1∶500)4 ℃封闭过夜. 次日早上用洗

膜缓冲液洗膜3次后, PVDF膜与二抗稀释液(1∶
1000)在室温下孵育1 h, 洗膜缓冲液洗膜3次后加

入增强化学发光试剂A、B液各0.5 mL, 室温反

应1 min后暗室中将PVDF膜迅速封入保鲜膜中, 
Kodak X-ray film压片, 放射自显影1 min. 然后进

行显影、定影, 清水冲洗晾干; (5)TUNEL法检测

细胞凋亡: 严格按照试剂盒说明书操作.  
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用

SPSS13.0统计软件进行组间方差分析, P <0.05为
差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 各组大鼠血清ALT、AST浓度比较 从表1可
知, 肝纤维化8 wk组大鼠血清中AST、ALT浓度

较正常对照组大鼠明显增多; 经汉丹肝乐治疗

后, 大鼠血清中AST、ALT浓度较肝纤维化组大

鼠明显降低, 但仍未恢复到正常水平. 各组大鼠

ALT及AST结果如表1.  
2.2 肝组织病理学改变 经HE染色后光镜下可见

正常对照组大鼠肝细胞以中央静脉为中心呈放

射状排列, 肝组织内未见细胞外基质沉积; 肝纤

维化8 wk组大鼠肝小叶结构破坏, 肝索排列紊

乱, 汇管区纤维结缔组织增生, 胶原纤维向肝实

质延伸, 分割正常肝组织, 形成假小叶, 纤维化

程度较正常组显著增加; 汉丹肝乐治疗组大鼠

肝组织结构改善明显, 结缔组织增生显著减少, 
各组大鼠肝脏病理学改变如图1.  
2.3 免疫组织化学检测肝组织中Akt1、磷酸化

Akt1蛋白表达情况 免疫组织化学结果显示: 正
常对照组大鼠肝组织中仅有少量Akt1、磷酸化

Akt1阳性表达, 肝纤维化8 wk时肝组织中Akt1、
磷酸化Akt1阳性表达显著增多; 而汉丹肝乐组

Akt1、磷酸化Akt1阳性表达较肝纤维化8 wk组显

著减少. Akt1、磷酸化Akt1阳性表达呈棕黄色, 主
要表达在肝细胞及间质细胞的胞浆中. 各组大鼠

肝组织中Akt1、磷酸化Akt1表达情况如表2, 图2.
2.4 Western blot检测肝组织中Akt1、磷酸化Akt1
蛋白表达情况 与正常对照组比较, 肝纤维化8 
wk时, 大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表

达显著增高; 而经汉丹肝乐治疗后, 大鼠肝组织

中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表达较肝纤维化8 wk
组显著减少. 各组大鼠肝组织中Akt1、磷酸化

Akt1蛋白表达情况如图3.  
2.5 TUNEL法检测肝组织中HSC凋亡情况 TU-
NEL法检测HSC凋亡结果显示, 正常对照组及肝

纤维化8 wk组大鼠肝组织中仅有少量细胞发生

凋亡; 而汉丹肝乐组大鼠肝组织中HSC凋亡的

数目明显增加, 与肝纤维化8 wk组比较有显著差

异. 各组大鼠HSC凋亡情况如表2, 图4.  

3  讨论

肝纤维化是肝脏对各种慢性刺激进行损伤修复
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表  1  各组大鼠血清ALT、AST浓度比较 (n  = 10, mean±
SD, U/L)

分组        ALT          AST

正常对照组   47.3±11.7    71.2±22.5

肝纤维化8 wk组 329.1±78.5b  396.0±109.9b

汉丹肝乐组   61.9±13.2d  107.3±28.1d

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  肝纤维化8 wk组. ALT: 谷

丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

图  1  HE染色显示各组大鼠肝组织病理学变化(×400). A: 正常对照组; B: 肝纤维化8 wk组; C: 汉丹肝乐组.

A B C
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■创新盘点
前期研究发现汉
丹肝乐可通过促
进HSC凋亡发挥
抗肝纤维化的作
用, 但其具体机制
尚不清楚. 本次研
究发现, 汉丹肝乐
可抑制PI3K/Akt
信号通路的激活, 
减少肝纤维化大
鼠肝组织中Akt1
及p-Akt1的表达, 
从而促进HSC的
凋亡, 达到减轻肝
纤维化的目的.

反应时, 以胶原为主的细胞外基质在肝脏内大

量沉积的病理过程[10]. HSC是肝纤维化的主要

效应细胞, 当各种慢性肝损伤因素作用于肝脏

时, HSC可被激活并大量增殖, 同时合成、分泌

细胞外基质等多种物质, 从而导致肝纤维化的

发生[11-13]. PI3K/Akt是体内重要的信号转导通路

之一, 在维持细胞的正常生理功能, 如生长、分

化、代谢等方面起着关键作用[14-16]. 该信号通

路中的PI3K是生长因子受体超家族信号转导过

程中的重要成员, 在体内可被多种细胞因子激

活. Akt为PKA和PKC家族成员, 是PI3K下游的

直接靶蛋白, 而p-Akt是Akt的活化状态, 当Akt转
变为p-Akt才能发挥生物学功能[17-19]. 近年来的

多项研究表明, PI3K/Akt通路在 HSC增殖、凋

亡中扮演重要角色[20-24]. Akt激活后能够使GSK-
3β磷酸化并失活, 从而丧失诱导细胞凋亡的作

用[25-27]; 同时p-Akt还可以抑制促凋亡蛋白Bad、
Bax和Caspase的形成, 从而发挥抑制细胞凋亡的
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图  2  大鼠肝组织Akt1、磷酸化Akt1的表达(×400). A: 正常组大鼠肝组织Akt1; B: 肝纤维化8 wk组大鼠肝组织Akt1; C: 汉

丹肝乐组大鼠肝组织Akt1; D: 正常组大鼠肝组织p-Akt1; E:  肝纤维化8 wk组大鼠肝组织p-Akt1; F: 汉丹肝乐组大鼠肝组织

p-Akt1.

A B C

D E F

     

表  2  免疫组织化学及TUNEL法检测大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表达和细胞凋亡情况 (mean±SD, n  = 5, %)

分组      Akt1    p-Akt1  凋亡指数

正常对照组 2.73±0.52 0.92±0.40 0.69±0.18

肝纤维化8 wk组 9.60±2.28b 6.51±1.39b 1.07±0.32

汉丹肝乐组 5.36±1.59d 2.08±0.85d 4.24±0.86bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  肝纤维化8 wk组. 

     

表  3  Western blot 检测大鼠肝组织中Akt1及p-Akt1表达
情况 (mean±SD, n  = 5)

分组 Akt1/β-actin p-Akt1/β-actin

正常对照组 0.45±0.11   0.19±0.08

肝纤维化8 wk组 0.99±0.17b   0.41±0.19b

汉丹肝乐组 0.50±0.20c   0.27±0.15c

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  肝纤维化8 wk组. 

Akt1

p-Akt1

β-actin

60

60

43

kDa1                  2                3

图  3  Western blot检测各组大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1
的表达. 1: 正常对照组; 2: 肝纤维化8 wk组; 3: 汉丹肝乐组.



胡晓霞, 等. 汉丹肝乐对大鼠肝纤维化PI3K/Akt信号通路的影响及意义					               1919

作用[28-31].  
本次研究发现, 采用CCl4复制肝纤维化模型

8 wk后, 大鼠血清中ALT、AST水平较正常对照

组大鼠显著增高, 说明肝细胞发生了一定程度

的损伤; 此外, 病理检查结果显示肝纤维化8 wk
组大鼠肝组织内有大量胶原纤维增生, 肝纤维

化程度较正常组大鼠明显增加. 上述结果与杜

锡潮等[32]的研究结果一致, 提示我们的肝纤维

化大鼠模型复制是成功的. 同时, 免疫组织化学

及Western blot结果发现, 肝纤维化8 wk组大鼠

肝组织中Akt1及p-Akt1的表达较正常对照组明

显增加; 由于Akt是PI3K下游的效应分子, 因此

我们推测PI3K/Akt信号通路的活化可能参与了

肝纤维化的发生过程. Xiao等[22]在研究胆道闭锁

所引起的肝纤维化时发现, miR-200b可通过激

活PI3K/Akt信号通路, 促进HSC的增殖, 从而加

速肝纤维化的发生和发展.  这说明PI3K/Akt信
号通路可能在肝纤维化过程中发挥了重要作用, 
而抑制这一信号通路的活化有可能成为抗肝纤

维化的有效途径之一. 汉丹肝乐是根据中医活

血化瘀, 通络软坚的理论研制而成的中药复方

制剂, 以往的研究发现他可通过促进HSC凋亡而

发挥抗肝纤维化的作用[33], 但其具体的作用机制

尚不清楚. 在本次研究中发现, 经汉丹肝乐治疗

8 wk后, 大鼠血清中ALT、AST水平及纤维化程

度均较肝纤维化8 wk组明显减少; 同时, 我们还

发现, 汉丹肝乐组大鼠肝组织中Akt1及p-Akt1的
表达与肝纤维化8 wk组比较明显降低, 而肝组织

中HSC的凋亡则较肝纤维化8 wk组显著增加. 由
于Akt1激活及p-Akt1增加可抑制细胞凋亡过程, 
而相反Akt1及p-Akt1表达下调则可促进细胞凋

亡, 因此我们推测, 汉丹肝乐抗肝纤维化的作用

可能是通过抑制PI3K/Akt信号通路的激活, 下调

肝组织中Akt1及p-Akt1的表达, 从而促进HSC的
凋亡来实现的.  
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