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miRNA-21和Smad7在砷暴露肝纤维化大鼠肝组织中的
表达及药物干预

詹 洁, 吴 君, 赵雪珂

®

■背景资料
砷中毒所致慢性
肝 病 较 常 见 ,  其
发病机制仍不十
分明了, 且尚缺乏
较理想的肝纤维
化防治药物. miR-
NA-21、Smad7与
多种病因所致肝
纤维化的发生密
切相关, 但在砷暴
露肝组织中的表
达尚未见报道; 研
究miRNA-21、
Smad7在砷暴露肝
组织中的表达, 并
选用前期已证实
对砷暴露致大鼠
肝纤维化具有防
治作用的丹芍化
纤胶囊进行干预.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of microRNA 
(miRNA)-21 and Smad7 in arsenic-induced he-
patic fibrosis in rats and to explore the possible 
mechanism of Danshao Huaxian capsule for pre-
venting arsenic-induced hepatic fibrosis.  

METHODS: Seventy-five male SD rats were 
randomly divided into a control group (A), an 
arsenic exposure group (B), a Fuzheng Huayu 
capsule group (C), low- (D) and high-dose (E) 
Danshao Haxian capsule groups (n = 15 for 
each). Rats in group A were given tap water, 
while rats in groups B-E were given 100 mg/L 
NaAsO2 solution. Moreover, rats in groups C-E 
were respectively administered by gastrogavage 
with Fuzheng Huayu capsule (0.8 g/kg) or Dan-
shao Haxian capsule (0.5, 1.0 g/kg), twice per day, 
5 d/wk for 16 wk. By the end of the experiment, 
alanine transaminase (ALT) and aspartate trans-
aminase (AST) in serum were measured with an 
automatic biochemical analyzer, and levels of 
hyaluronic acid (HA) and transforming growth 
factor (TGF)-β1 in liver homogenates were de-
termined by ELISA. Histological changes in the 
liver were observed after HE and Masson’s tri-
chrome staining. The expression of miRNA-21 
in liver tissue was determined by RT-PCR. The 
mRNA and protein expression of Smad7 in liver 
tissue was determined by RT-PCR, immunohis-
tochemistry, and Western blot analysis. 

RESULTS: Compared with group A, serum 
activities of ALT and AST, levels of HA and 
TGF-β1 in liver homogenates were significantly 
increased in groups B-E, but these indices were 
significantly lower in groups C-E compared 
with group B (F = 129.159, 291.878, 5316.239, 
1269.287, P < 0.01). Obvious proliferation and 
widened collagen fibers were seen in liver tis-
sues of group B rats, while the degree of hepatic 
fibrosis was significantly milder in groups C-E 
than in group B (F = 62.832, 68.112, P < 0.05 or P 
< 0.01). Compared with group A, the expression 
of miRNA-21 was significantly higher in groups 
B-E, but it was significantly lower in groups C-E 
than in group B (F = 552.231, P < 0.01). Com-
pared with group A, the mRNA and protein 
expression of Smad7 was significantly lower 
in groups B-E, but the expression was signifi-
cantly higher in groups C-E than in group B (F = 
129.512, 68.249, 43.435, P < 0.05 or P < 0.01).  
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■研发前沿
既往基础及临床
试验表明丹芍化
纤胶囊具有抗肝
纤维化作用, 本实
验拟观察该药对
砷暴露致肝纤维
化大鼠肝脏miR-
NA-21、Smad7表
达的影响.

CONCLUSION: Oral arsenic solution for 16 wk 
induced obvious hepatic fibrosis in rats, partly by 
up-regulating miRNA-21 and down-regulating 
Smad7 expression. The mechanism of Danshao 
Haxian capsule for preventing hepatic fibrosis in 
rats may be associated with inhibition of the ex-
pression of miRNA-21 and up-regulation of the 
expression of Smad7. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 观察砷暴露肝纤维化大鼠肝组织中微
小RNA(microRNA, miRNA)-21和Smad7的表
达情况, 探讨丹芍化纤胶囊预防砷暴露所致肝
纤维化的可能机制.  

方法: 将75只♂S D大鼠随机分为5组, 即空
白对照组(A组)、砷暴露模型组(B组)、扶正
化瘀胶囊预防组(C组)、丹芍化纤胶囊低剂
量预防组(D组)、丹芍化纤胶囊高剂量预防
组(E组), 每组15只. 各组大鼠自由饮水, 其
中A组饮用自来水 ,  B-E组饮用含亚砷酸钠
(NaAsO2)100 mg/L水. 同时, C组大鼠予扶正
化瘀胶囊(0.8 g/kg), D组予丹芍化纤胶囊(0.5 
g/kg), E组予丹芍化纤胶囊(1.0 g/kg)分别灌
胃, 2次/d, 5 d/wk, 共16 wk. 全自动生化分析
仪测定大鼠血清丙氨酸氨基转移酶(a lanine 
aminotransferase, ALT)及天冬氨酸氨基转移酶
(aspartate aminotransferase, AST)活性, ELISA
法检测肝匀浆透明质酸(h y a l u r o n i c a c i d, 
HA)、转化生长因子-β1(transforming growth 
factor-β1, TGF-β1)的水平, HE及Masson染色
法观测肝组织病理改变, RT-PCR法检测肝组
织miRNA-21与Smad7 mRNA的表达, 免疫组
织化学法及Western blot检测肝组织Smad7蛋
白的表达.  

结果: 与A组比较, B-E组大鼠血清ALT、AST, 
肝匀浆H A、T G F-β1显著升高, 但C、D、

E组显著低于B组(F  = 129.159、291.878、
5316.239、1269.287, P <0.01). B组大鼠肝脏

可见明显病理改变甚至肝纤维化形成, 而C、
D、E组肝脏病变及肝纤维化程度显著轻于B
组(F  = 62.832、68.112, P <0.05或P <0.01). 与A
组比较, B-E组大鼠肝组织miRNA-21显著升
高, 但C、D、E组显著低于B组(F  = 552.231, 
P <0.01). 与A组比较, B-E组大鼠肝组织Smad7 
mRNA与蛋白的表达均显著降低, 但C、D、

E组显著高于B组(F  = 129.512、68.249、
43.435, P <0.05或P <0.01).  

结论: 饮水砷暴露16 wk可导致大鼠肝功能
受损甚至引起肝纤维化, 其机制可能与上调
miRNA-21、下调Smad7的表达有关, 丹芍化
纤胶囊对砷暴露致大鼠肝纤维化有潜在的
预防作用, 可能通过下调miRNA-21、上调
Smad7而实现. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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肝纤维化

核心提示: 目前, 临床上较为理想的肝纤维化防

治药物不多, 尤其是针对贵州地区砷中毒所致慢

性肝病的防治, 仍处于探索阶段. miRNA-21很可

能是本课题组新发现的丹芍化纤胶囊的药物作

用靶点, 有望成为抗肝纤维化药物作用的靶标及

疗效评价指标, 本研究结果对该药防治砷中毒所

致肝纤维化的机制探讨及临床应用具有一定的

指导意义.
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0  引言

肝纤维化是慢性肝病的中间环节, 可发展为肝

硬化甚至肝癌[1], 在新版的疾病国际统计分类

中的编码为ICD-10 k 74.0, 已成为一种独立疾

病 [2], 其病因众多, 常见的有肝炎病毒的慢性

感染、饮酒、环境污染等 [3-5],  转化生长因子

-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)在肝

纤维化发生机制中扮演着重要角色, TGF-β1可
通过其下游分子Smads信号转导途径, 使细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)的合成和分泌

增加[6]. 近年研究[7]发现, 微小RNA(microRNA, 
miRNA)通过调节其靶基因的表达进而影响某

些肝纤维化相关细胞因子的功能, 也间接参与

了肝纤维化的发生发展或转归进程. 随着慢性
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■相关报道
贵州省西南地区
砷中毒所致疾病
常 见 ,  尤 以 砷 中
毒引起的慢性肝
损 伤 最 具 代 表
性; miRNA-21、
Smad7与多种病
因所致肝纤维化
的发生密切相关.

肝病疾病谱的日臻完善, 环境砷污染引起的肝

纤维化已成为医学界的研究热点. 砷是一种已

知的毒物和人类致癌物, 在自然界中广泛存在, 
饮水型砷中毒和燃煤型砷中毒是我国环境砷中

毒的两大主要类型[8], 贵州省西南地区砷中毒所

致疾病较为常见, 其中尤以砷中毒引起的慢性

肝损伤最具代表性[9]. 本课题组曾对砷污染所致

肝损伤及其致病机制进行了初步探讨[10], 并对贵

州省兴仁县的部分砷中毒所致肝损伤患者进行

了药物治疗观察[11,12], miRNA-21、Smad7与多种

病因所致肝纤维化的发生密切相关[7,13], 但在砷

暴露肝组织中的表达尚未见报道. 目前, 临床

上较为理想的肝纤维化防治药物不多 ,  尤其

是针对贵州地区砷中毒所致慢性肝病的防治, 
仍处于探索阶段. 我们的前期研究发现, 丹芍

化纤胶囊(原名汉丹肝乐)具有确切的保肝、

抗肝纤维化效果 [14-16], 本实验拟在前期工作基

础上[11,12,14-16], 观察miRNA-21、Smad7在砷暴露

大鼠肝组织中的表达及丹芍化纤胶囊对其的干

预, 以进一步探讨丹芍化纤胶囊干预肝纤维化

的可能机制, 为贵州省砷中毒患者抗肝纤维化

药物的研发及临床应用提供可靠的实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 亚砷酸钠(NaAsO2)分析纯(美国Sigma, 
批号76H0240); 丹芍化纤胶囊(由汉防己甲素、

丹参、赤芍、黄芪、银杏叶等组成), 贵阳制药

厂生产(批号20081011), 棕黄色细颗粒胶囊制

剂, 临用前取胶囊内容物研磨成粉末, 蒸馏水

稀释至所需浓度. SD♂大鼠, 75只, 清洁级, 体
质量180-200 g, 合格证号SCXK(黔)2002-0001, 
由贵阳医学院实验动物中心提供. 普通饲料喂

养, 自由饮水, 自然采光, 室温15 ℃-25 ℃, 实
验前适应环境1 wk. 透明质酸(hyaluronic acid, 
H A)、T G F-β1检测试剂盒(南京建成 ,  批号 : 
20100128、20100211), 逆转录试剂盒(加拿大

Fermentas MBI, 00087036), 电化学发光(ECL)
试剂盒(美国Millipore, 1219101), 全蛋白提取

试剂盒(南京凯基生物, KGP250), BCA蛋白定

量试剂盒(美国Thermo SCIENTIFIC, 23227); 
Smad7一抗(武汉博士德, BA0312); miRNA-21
上、下游引物序列分别为5'-GCGGTAGCTTAT-
CAGACTGA-3'和5'-TGCGTGTCGTGGAGTC-3', 
63 bp; 以U6 snRNA为内参照, 上、下游引物

序列分别为5'-GCTTCGGCAGCACATATAC-
TAAAA T-3'和5'-CGCTTCACGAATTTGCGT-

GTCAT-3', 89 bp; Smad7上、下游引物序列分

别为5'-GAGTCCTTTCCTCTCT-3'和5'-GGCT-
CAATGAGCATGCTCACC-3', 125 bp; β-actin
上、下游引物序列分别为5'-TCCTCCTGAGCG-
CAAGTACTCT-3'和5'-GCTCAGTAACAGTCC-
GCCTAGAA-3', 1536 bp, 均由上海生工生物工

程有限公司合成. 核酸扩增实时荧光检测系统

(DA7600型, 中山大学达安基因), 核酸定量仪(美
国Amersham Biosciences), Gel Doc EQ凝胶成像

仪(美国Bio-Rad), 显微图像采集系统(日本Olym-
pus), 752紫外分光光度计(上海菁华科技)等. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型制备及标本留取: 将75只♂SD大

鼠随机分成5组: 空白对照组(A组)、砷暴露模

型组(B组)、扶正化瘀胶囊预防组(C组)、丹芍

化纤胶囊低剂量预防组(D组)、丹芍化纤胶囊高

剂量预防组(E组), 每组各15只. 各组大鼠自由饮

水, 其中A组饮用自来水, B-E组饮用含NaAsO2 

100 mg/L水[17]. 同时, C组大鼠予扶正化瘀胶囊

悬液(0.8 g/k g)[18]、D组予丹芍化纤胶囊悬液

(0.5 g/kg)、E组予丹芍化纤胶囊悬液(1.0 g/kg)[14]

分别灌胃, 2次/d, 5 d/wk, 共16 wk. 造模结束时, 
大鼠麻醉后处死, 留取血液, 常规制备血清并于

-80 ℃保存; 取相同部位部分肝脏用40 g/L中性

甲醛固定, 其他肝组织则-80 ℃保存. 全自动生

化分析仪测定大鼠血清丙氨酸氨基转移酶(ala-
nine aminotransferase, ALT)及天冬氨酸氨基转移

酶(aspartate aminotransferase, AST)活性. 制备肝

组织匀浆, 严格按试剂盒操作测定各组大鼠肝

匀浆HA、TGF-β1水平. 
1.2.2 肝脏组织形态学观察: 取相同部位肝脏, 石
蜡包埋, 切片, 行HE染色, 光镜下观察肝脏病理

变化. Masson染色观察肝组织内胶原纤维沉积

程度, 由贵阳医学院附属医院病理科完成. 在
400×光学显微镜下, 通过SONY摄像头将实验

动物肝组织切片图像采集并输入Biomias2001图
像分析系统进行单位(视场)面积纤维组织面积

测量. 每张切片随机选取5个视场, 用HSV颜色

分割法测量单位面积内纤维组织的面积, 计算

各组小鼠肝内纤维组织面积的均值, 反映肝组

织纤维化的程度. 
1.2.3 RT-PCR法检测各组大鼠肝组织miRNA-21
与Smad7 mRNA的表达: 采用TRIzol-酚-氯仿一

步法提取总RNA并纯化, 测定RNA浓度, 逆转

录合成cDNA后行RT-PCR. 实验过程中以U6 sn-
RNA、β-actin分别作为miRNA-21、Smad7的内
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■创新盘点
本 研 究 发 现 ,  饮
水砷暴露 1 6  w k
可致大鼠肝纤维
化, 其机制可能与
上调miRNA-21、
下调Smad7的表
达 有 关 ,  丹 芍 化
纤胶囊对砷暴露
致大鼠肝纤维化
有潜在的预防作
用, 可能通过下调
miRNA-21、上调
Smad7而实现.

对照, 进行标准化转换得到各样本的拷贝数(Ct
值), 2-△△Ct为目的基因的相对表达强度. 
1 .2 .4  免疫组织化学法检测各组大鼠肝组织

Smad7蛋白的表达: 采用EnVision二步法, 光镜

下观察. 结果判定: 肝细胞胞浆染成棕黄色为阳

性. 每张切片随机选取5个高倍视野(×400), 计
数100个细胞中的阳性细胞百分比. 
1.2.5 Western blot检测各组大鼠肝组织Smad7蛋

白的表达: 提取蛋白并测定蛋白含量, 取蛋白质

样品40 μg, 10%SDS-PAGE电泳, 转膜, 封闭, 用
Smad7抗体(1∶1000)4 ℃孵育过夜, 二抗(1∶
3000)室温1 h, ECL曝光显影, Gel Doc EQ凝胶成

像仪扫描, Quantity One软件分析结果. 以β-actin
表达水平作为内参照, 目标蛋白的表达量以目

标蛋白与内参照蛋白灰度值的相对比值表示. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计学软件进行

分析. 计量资料以mean±SD表示, 多组间比较采

用单因素方差分析, 组间两两比较时, 对于方差

齐的情况采用LSD法, 方差不齐的情况采用Tam-
hane法; P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 A组大鼠皮毛光泽, 行动灵活, 食

量及大便正常. 染砷组大鼠皮毛暗淡, 活动减少, 
进食及饮水量减少, 体质量比A组小鼠增长缓慢. 
实验结束时, B组死亡3只、C组死亡1只、D组

死亡3只、E组死亡1只. 
2.2 各组大鼠血清ALT、AST及肝匀浆HA、

TGF-β1比较 B-E各组血清ALT、AST均显著高

于A组, C-E组均显著低于B组, 而C组、E组显著

低于D组(F  = 129.159和291.878, 均P <0.01); B-E
各组肝匀浆HA、TGF-β1均显著高于A组, C-E
组均显著低于B组, 而C组、E组显著低于D组(F  
= 5316.239和1269.287, 均P <0.01)(表1). 
2.3 各组大鼠肝组织病理学观察 A组大鼠肝细胞

以中央静脉为中心, 呈放射状排列, 无肝细胞变

性、坏死及炎症细胞浸润, 小叶结构完整. B组

大鼠肝细胞可见水样变性、气球样变性, 汇管

区见炎症细胞浸润, 部分肝细胞坏死, 还可见汇

管区纤维组织增生, 纤维条索形成. C组、D组、

E组大鼠肝细胞见轻度水样变性及气球样变性, 
汇管区及肝小叶内可见少量炎细胞浸润, 肝细

胞坏死少, 肝小叶结构完整, 与B组比较病理改

变明显减轻(F  = 62.832, P <0.05)(图1). 
2.4 各组大鼠肝组织Masson染色及纤维化半定量

结果 A组大鼠肝组织可见少量绿色胶原纤维, B
组大鼠肝组织胶原纤维显著增生、宽大, 延伸

分布于肝小叶内, C组、D组、E组大鼠肝组织

增生的胶原纤维较B组显著减少、变细, 部分向

肝小叶延伸, 如图2. B-E组纤维化面积均显著高

于A组, C-E组纤维化面积均显著低于B组, 而C
组、E组纤维化面积均显著低于D组(F  = 68.112, 
P<0.01)(表2). 
2.5 各组大鼠肝组织miRNA-21与Smad7 mRNA相

对表达强度 B-E组miRNA-21的相对表达强度均

显著高于A组, C组、D组、E组均显著低于B组, 
而C组、E组显著低于D组(F  = 552.231, P <0.01); 
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表  1  各组大鼠血清ALT、AST及肝匀浆HA、TGF-β1检测结果 (mean±SD)

     分组  n        ALT(U/L)       AST(U/L)       HA(μg/g)   TGF-β1(μg/g)

A 15   52.30±6.52 171.22±18.87 1837.26±125.39 279.41±19.73

B 12 105.39±13.89b 287.15±33.28b 6439.41±288.57b 731.91±32.46b

C 14   73.98±7.79bdf 202.83±23.92bdf 4797.58±197.87bdf 493.62±23.53bdf

D 12   91.37±11.25bd 239.18±31.82bd 5129.92±276.33bd 587.61±31.26bd

E 14   79.87±9.05bdf 210.29±26.22bdf 4763.18±246.91bdf 507.64±26.93bdf

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; fP<0.01 vs  D组. A: 空白对照组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正化瘀胶囊预防组; D: 

丹芍化纤胶囊低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组. ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天冬氨酸氨基转移

酶; HA: 透明质酸; TGF-β1: 转化生长因子-β1. 

表  2  各组大鼠Masson染色纤维化半定量结果 (mean±SD)

     分组  n 纤维化面积

A 15 0.29±0.11

B 12 0.59±0.19b

C 14 0.40±0.18bdf

D 12 0.50±0.21bd

E 14 0.43±0.15bdf

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; fP<0.01 vs  D组. A: 空白对照

组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正化瘀胶囊预防组; D: 丹芍化纤胶囊

低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组. 
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B-E组Smad7 mRNA的相对表达强度均显著低于

A组, C组、D组、E组均显著高于B组, 而C组、E
组显著高于D组(F  = 129.512, P<0.01)(表3). 
2.6 各组大鼠肝组织Smad7蛋白表达情况 B-E组
Smad7的蛋白阳性表达率与相对表达量均显著

低于A组, C组、D组、E组Smad7的蛋白阳性表

达率与相对表达量均显著高于B组, 而C组、E
组显著高于D组(F  = 68.249和43.435, P <0.05或
P <0.01)(图3, 4). 

3  讨论

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的活化是

■应用要点
本研究结果对丹
芍化纤胶囊防治
砷中毒所致肝纤
维化的机制探讨
及临床应用具有
一定的指导意义.
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图  1  各组大鼠肝组织病理形态HE染色(HE×200). A: 空白对照组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正化瘀胶囊预防组; D: 丹芍化纤

胶囊低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组.

表  3  各组大鼠肝组织miRNA-21与Smad7 mRNA相对表达强度 (mean±SD)

     分组  n     miRNA-21      Smad7

A 15   26.53±7.75 93.56±6.65

B 12 185.21±12.06b 43.90±5.07b

C 14   89.75±7.31bdf 72.33±6.08bdf

D 12 115.90±10.09bd 60.85±6.59bd

E 14   87.10±6.96bdf 68.98±4.27bdf

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; fP<0.01 vs  D组. A: 空白对照组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正

化瘀胶囊预防组; D: 丹芍化纤胶囊低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组. 
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肝纤维化发生的中心环节[19], 有多种细胞因子

参与了肝纤维化的发生发展, 其中TGF-β1是迄

今已知的最强促HSC活化的细胞因子, TGF-β1
通过激活下游Smad信号转导, 使HA、胶原纤维

等合成和分泌增加, 诱导HSC向肌成纤维细胞

转化, 最终引起ECM在肝内过量沉积[20,21]. miR-
NA是转录后水平的细胞调控因子, 参与调节细

胞与细胞间一系列的生理及病理活动, 肝脏内

存在一些表达相对丰富的miRNA, 可能参与调

控肝脏疾病的发生发展或预后转归[22]. Smad7
由TGF-β1诱导生成, 对TGF-β1信号转导起自身

负反馈调节作用, 抑制TGF-β1介导的肝纤维化

进程[23]. Marquez等[24]发现, 在慢性丙型肝炎病

毒感染的肝细胞中, miRNA-21的上调可通过抑

制其靶基因Smad7的表达来促进纤维化, 认为

miRNA-21通过抑制TGF-β1信号传导通路的负

调节子Smad7, 从而在肝纤维化过程中形成了

正反馈机制. 
近年来, 人群流行病学调查及动物实验均

表明砷与肝纤维化、肝硬化的发生发展密切相

关[8,25], 而砷对肝细胞的损伤机制目前仍不十分

清楚. 贵州燃煤污染型砷中毒主要分布在黔西南

兴仁县, 是世界上最早确认的燃煤污染型砷中毒

病区[26], 1992年卫生部正式把“燃煤污染型砷中

毒”确定为一种新的地方病, 并列入国家重点疾

病防治计划. 因此, 砷中毒相关肝病的发病机制及

防治研究已成为贵州省医务工作者的当务之急. 
丹芍化纤胶囊是根据中医活血化淤、通络

软坚理论及多年基础研究、临床探索研制而成

的中药复方制剂, 该药可上调肝纤维化大鼠肝

脏过氧化物酶体增殖物激活受体-γ(peroxisome 
proliferator activatived receptors-γ, PPAR-γ), 下调

TGF-β1的表达, 促进肝内Ⅰ、Ⅲ胶原的降解, 发
挥治疗肝纤维化的作用[14,27,28], 我们曾成功建立

■名词解释
砷 中 毒 :  砷 是 一
种常见的环境毒
物, 可经过皮肤、
呼吸道、消化系
侵入人体, 可引起
不同程度的肝损
伤、肝纤维化、
肝硬化甚至肝癌.
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图  2  各组大鼠肝组织Masson染色结果(Masson×400). A: 空白对照组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正化瘀胶囊预防组; D: 丹芍

化纤胶囊低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组.
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了饮水砷暴露致肝纤维化的动物模型, 并对其

发病机制作了初步探讨[16,29]. 故本实验在前期工

作基础上, 以具有确切抗肝纤维化疗效的药物

扶正化瘀胶囊[30-32]作为阳性对照, 观测丹芍化纤

胶囊对饮水砷暴露所致肝纤维化大鼠肝组织中

miRNA-21、Smad7表达的影响, 探讨其干预肝

纤维化的可能机制. 

结果表明, 模型组大鼠在饮用含N a A s O2 
100 mg/L水16 wk后可发生肝纤维化, 其血清

ALT、AST, 肝匀浆HA、TGF-β1、肝组织中

miRNA-21表达均显著高于空白对照组, 而肝

组织中Smad7 mRNA及蛋白质的表达均显著低

于空白对照组. 提示长期饮水砷暴露后, 可引

起肝脏miRNA-21上调, 抑制Smad7的表达, 使
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图  3  免疫组织化学法检测各组大鼠肝组织Smad7蛋白的表达(DAB×400). A: 空白对照组; B: 砷暴露模型组; C: 扶正化瘀胶

囊预防组; D: 丹芍化纤胶囊低剂量预防组; E: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组. 箭头表示阳性表达细胞. aP<0.05 vs  A组; dP<0.01 

vs  B组; eP<0.05 vs  D组.
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■同行评价
本研究目标明确, 
实验对照设计较
为合理, 实验证据
充分 ,  结论可靠 . 
文章有一定的创
新性和可读性, 为
中医药参与防治
地方性疾病起到
一定的借鉴作用. 
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TGF-β1反馈性表达增多, 进而通过其介导的细

胞信号转导, 刺激HA等ECM合成增加, 可能是

砷所致大鼠肝纤维化的发病机制之一. 
在丹芍化纤胶囊预防干预后, 大鼠肝脏病理

改变及纤维化程度显著轻于模型组, 血清ALT、
A S T, 肝匀浆H A、T G F-β1、肝组织中m i R-
NA-21表达显著低于模型组, 肝组织中Smad7 
mRNA及蛋白质的表达均显著高于模型组, 且
高剂量组与扶正化瘀胶囊阳性对照组相当, 说
明丹芍化纤胶囊对饮水砷暴露所致的大鼠肝纤

维化具有较好的预防作用, 其机制可能与下调

miRNA-21并反馈性上调靶基因Smad7 , 进而抑

制TGF-β1的表达有关. 同时, 上述指标在丹芍化

纤胶囊低、高剂量预防组之间差异有统计学意

义, 提示低、高剂量丹芍化纤胶囊对大鼠肝组

织miRNA-21与Smad7表达的影响存在明显量效

关系. miRNA-21很可能是本课题组新发现的丹

芍化纤胶囊的药物作用靶点, 有望成为抗肝纤

维化药物作用的靶标及疗效评价指标, 本研究

结果对该药防治砷中毒所致肝纤维化的机制探

讨及临床应用具有一定的指导意义. 
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图  4  Western blot检测各组大鼠肝组织Smad7蛋白的表达. 
A: Western blot检测情况; B: Smad7蛋白的相对表达. 1: 空

白对照组; 2: 砷暴露模型组; 3: 扶正化瘀胶囊预防组; 4: 丹

芍化纤胶囊低剂量预防组; 5: 丹芍化纤胶囊高剂量预防组. 
aP<0.05 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; eP<0.05 vs  D组.



詹洁, 等. miRNA-21和Smad7在砷暴露肝纤维化大鼠肝组织中的表达及药物干预				              5257

21 	 Gressner AM, Weiskirchen R. Modern pathogenetic 
concepts of liver fibrosis suggest stellate cells and 
TGF-beta as major players and therapeutic targets. J 
Cell Mol Med 2006; 10: 76-99 [PMID: 16563223]

22 	 Chang Y, Jiang HJ, Sun XM, Cai XK, He XX, Li PY, 
Tang WX, Song YH, Lin JS. Hepatic stellate cell-
specific gene silencing induced by an artificial mi-
croRNA for antifibrosis in vitro. Dig Dis Sci 2010; 
55: 642-653 [PMID: 19890714 DOI: 10.1007/s10620-
009-1021-z]

23 	 Wrana JL. Regulation of Smad activity. Cell 2000; 
100: 189-192 [PMID: 10660041]

24 	 Marquez RT, Bandyopadhyay S, Wendlandt EB, 
Keck K, Hoffer BA, Icardi MS, Christensen RN, 
Schmidt WN, McCaffrey AP. Correlation between 
microRNA expression levels and clinical param-
eters associated with chronic hepatitis C viral infec-
tion in humans. Lab Invest 2010; 90: 1727-1736 [PMID: 
20625373 DOI: 10.1038/labinvest.2010.126]

25 	 Wu J, Liu J, Waalkes MP, Cheng ML, Li L, Li CX, 
Yang Q. High dietary fat exacerbates arsenic-
induced liver fibrosis in mice. Exp Biol Med (May-
wood) 2008; 233: 377-384 [PMID: 18296743 DOI: 

10.3181/0710-RM-269]
26 	 周运书, 程明亮, 吴君, 李书章, 何俊平. 贵州与陕西省

燃煤型砷中毒的比较分析. 中国地方病学杂志 2007; 
26: 679-685

27 	 王河焱, 周晓倩, 程明亮. 丹芍化纤胶囊抗肝纤维化治
疗对大鼠过氧化物酶体增殖物激活受体-γ表达的影
响. 中华肝脏病杂志 2007; 15: 859-860

28 	 张文胜, 程明亮, 陆荫英. 中药复方对肝纤维化大鼠细
胞因子的影响. 中华肝脏病杂志 2003; 11: 285-287

29 	 吴君, 程明亮, 李玲, 李诚秀, 蒋玲, 张韵, 欧兵. 砷致
小鼠肝纤维化模型的建立. 中华医学杂志 2009; 89: 
1455-1459

30 	 Liu P. Fuzheng huayu capsule in the treatment of 
liver fibrosis: clinical evidence and mechanism of 
action. Chin J Integr Med 2012; 18: 398-400 [PMID: 
22438173 DOI: 10.1007/s11655-012-1030-1]

31 	 罗纯, 陈泽雄, 谭行华, 易文华, 卢丽莎, 李玉龙, 谢
仕斌. 扶正化瘀方对肝纤维化模型大鼠肝组织纤维
化及肝星状细胞的影响. 中华肝脏病杂志 2013; 21: 
668-673

32 	 王清兰, 陶艳艳, 沈丽, 崔红燕, 刘成海. 扶正化瘀方影
响转化生长因子βl／Smad信号通路的抗肝纤维化作
用机制. 中西医结合学报 2012; 10: 561-568

编辑  郭鹏  电编  闫晋利  

2014-12-08|Volume 22|Issue 34|WCJD|www.wjgnet.com


