
■背景资料
我国是乙型肝炎
大国 ,  同时肝癌
发病率持续升高, 
死亡率居第3位 , 
研究发现肝纤维
化甚至早期肝硬
化是可以通过抑
制纤维化反应来
逆转的, 因此, 开
展逆转肝纤维化
及早期肝硬化的
研究 ,  具有防止
其向终末期肝硬
化甚至肝癌进展
的重大意义 .  本
研究主要观察孙
桂芝教授的经验
方 -桃红芪术软
肝煎通过作用于
转化生长因子-β
( t r a n s f o r m i n g 
growth factor beta, 
TGF-β)/Smad信
号通路逆转上
皮 -间充质细胞
转化(epithelial-
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
从而抗肝纤维化
的作用研究.
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Abstract
AIM: To explore whether Taohong Qizhu 
Ruangan Jian (TQRJ) reverses epithelial-
mesenchymal transit ion (EMT) and the 
underlying mechanism. 

METHODS: HepG2 cells were divided into 
seven groups: a blank group, an EMT group, 
low-, medium- and high-dose TQRJ groups, 
a Fuzheng Huayu rec ipe group (FZHY 
group), and a colchicine group (QSXJ group). 
Immunofluorescence and Western blot were 
used to detect the expression of E-cadherin, 
V i m e n t i n , S m a d 2 , a n d t r a n s f o r m i n g 
growth factor beta (TGF-β) R1. The levels of 
alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
transaminase (AST), and alpha fetoprotein 
( A F P ) i n c e l l s u p e r n a t a n t s w e r e a l s o 
determined. 

RESULTS: AFP concentration significantly 
decreased after 3 d in the EMT group (P < 
0.05). After drug intervention, ALT and AST 
levels decreased significantly compared with 
the EMT group (P < 0.05). ALT levels were 
significantly lower in the low- and medium-
dose TQRJ groups than in the FZHY and 
QSXJ groups (P < 0.05), and AST levels were 
significantly lower in the medium- and high-
dose TQRJ groups than in the FZHY and QSXJ 
groups (P < 0.05). TQRJ could improve EMT, 
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■研发前沿
研究发现各种创
伤和TGF-β引起
的EMT是导致肝
纤维化的重要因
素 ,  同时EMT也
是目前肝纤维化
领域研究热点 ; 
如何改善肝纤维
化的炎性微环境
是目前亟待研究
的问题.

especially in the medium- and high-dose 
TQRJ groups. TQRJ could increase E-cadherin 
expression and reduce the expression of 
Smad2, TGF-β R1 and Vimentin.

CONCLUSION: TQRJ can reverse EMT possibly 
via the TGF-β/Smad signaling pathway and 
thus may has anti-liver fibrotic effects.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察桃红芪术软肝煎从(transforming 
growth factor beta, TGF-β)/Smad信号通
路逆转上皮-间充质细胞转化(e p i t h e l i a l-
mesenchymal transition, EMT)抗肝纤维化的
作用. 

方法: 取对数生长期的HepG2细胞进行试
验, 将细胞分为7组: 空白组、TGF-β诱导
E M T组、T G F-β+中药[低剂量组(p e a c h 
s t i lbene low dose group, THQL)、中剂
量组(peach sti lbene middle dose group, 
THQM)、高剂量组(peach s t i lbene high 
dose group, THQH)]、TGF-β+扶正祛瘀胶
囊组(Fuzheng Huayu recipe, FZHY组)、
T G F-β+秋水仙碱组(c o l c h i c i n e g r o u p, 
QSXJ组), 采用免疫荧光和Western blot方
法检测E-cadherin、Vimentin、Smad2、
TGF-β R1表达情况, 并检测细胞上清液中
的谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、谷草转氨酶(aspartate transaminase, 
AST)、甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)表
达情况. 

结果: 诱导组AFP诱导第3天浓度明显降低, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 用药干预后, 
用药组ALT、AST水平均低于模型组, 差异
具有统计学意义(P <0.05), THQL及TRQM
的ALT水平均低于FZHY和QSXJ, 差异具
有统计学意义(P <0.05), THQM及THQH的

AST水平均低于FZHY和QSXJ, 差异具有统
计学意义(P <0.05); 桃红芪术软肝煎可以改
善HepG2细胞被诱导发生EMT的形态, 其中
THQM组和THQH组形态改变较为明显; 桃
红芪术软肝煎可以上调E-cadherin表达, 下
调Smad2、TGF-β R1、Vimentin表达. 

结论:  桃红芪术软肝煎可以通过作用于
TGF-β/Smad信号通路逆转上皮-间质转化, 
从而起到抗肝纤维化的作用. 

© 2015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: 本研究主要观察桃红芪术软肝煎

从(transforming growth factor beta)/Smad信
号通路逆转上皮-间充质细胞转化(epi thel ia l-
mesenchymal transition)从而抗肝纤维化的作用
研究, 具有重大意义.
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0  引言

肝纤维化是由针对肝脏慢性、持续损伤进行修

复而引起的病理过程[1], 导致瘢痕组织形成, 正
常组织结构的丧失和器官的衰竭. 肝纤维化和

他的终末期表现-肝硬化是肝脏长期慢性炎症

刺激的结果[2]. 研究发现肝纤维化甚至早期肝硬

化是可以通过抑制纤维化反应来逆转的[3-4], 因
此, 开展逆转肝纤维化及早期肝硬化的研究, 具
有防止其向终末期肝硬化甚至肝癌进展的重大

意义. 
孙桂芝主任医师基于多年诊治肝癌并肝

纤维化、肝硬化患者的经验, 研制出经验方

“桃红芪术软肝煎”, 临证诊治肝癌并肝硬

化患者具有改善症状、防治并发症、延长生

存期、提高生活治疗的作用. 本研究主要观

察桃红芪术软肝煎通过作用于转化生长因子

β(transforming growth factor beta, TGF-β)/Smad
信号通路逆转上皮-间充质细胞转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)从而抗肝纤维化

的作用研究. 
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■相关报道
李星霞等研究发
现木犀草素抗肝
纤维化的作用可
能与其抑制肝细
胞EMT的作用相
关 ,  而更明确的
作用机制有待进
一步深入研究 . 
陈少隆等发现随
着肝纤维化的进
展EMT相关指标
的表达逐渐增强, 
给予BMP-7治疗
后可以抑制EMT
的发生.

1  材料和方法

1.1  材料  人肝癌细胞株H e p G2细胞株 (由
中国协和医科大学基础医学院细胞中心提

供). Recombinant Human TGF-β1(购自R&D 
systems公司, 美国), Vimentin Rabbit mAb(购
自Cel l Signal ing Technology公司, 美国), 
E-Cadherin Rabbit mAb(购自Cell Signaling 
Technology公司, 美国), Smad2 Rabbit mAb(购
自Cell Signaling Technology公司, 美国), Anti-
TGF-β Receptor Ⅰ抗体(购自abcam公司, 美
国), FITC标记山羊抗兔IgG(购自中衫金桥), 
抗荧光淬灭封片剂、免疫荧光封闭液、免疫

染色一抗稀释液、免疫染色二抗稀释液、

DAPI染色液、TritonX-100(购自碧云天生物

技术研究所), R I PA裂解缓冲液、蛋白酶抑

制剂混合物、过硫酸胺(A P S)、T E M E D、

BCA法蛋白质定量试剂盒、预染色蛋白质分

子量标准、5×SDS-PAGE Sample/Loading 
Buffer、4×分离胶缓冲液、4×浓缩胶缓冲

液购自北京普利莱基因技术有限公司. 倒置突

光显微镜(Olympus 1×51), 多聚赖氨酸防脱

载玻片(北京中衫金桥), 盖玻片(无锡耐思生物

科技有限公司), 蛋白电泳槽(Bio-Rad mini型), 
Nanodrop紫外分光光度仪(Thermo)(由中国医

学科学院基础医学研究所中心实验室提供), 
电泳仪(北京六一仪器厂DYY-6C型), 蛋白转

膜仪(北京六一仪器厂), 自动X线胶片洗片机

(购自上海申贝电影机械厂). 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株HepG2于含10%
胎牛血清及1%NEAA的MEM-EBSS培养液中, 
37 ℃, 50 mL/L CO2培养, 2-3 d用0.05%胰酶消

化传代, 取对数生长期的细胞进行试验. 
1.2.2 桃红芪术软肝煎含药血清制备: 70只SD
大鼠, 体质量在200-220 g左右, 随机分为空白

对照组、模型对照组、对照药物组(秋水仙碱

组、扶正祛瘀胶囊组)、桃红芪术软肝煎组(低
剂量组、中剂量组、高剂量组), 每组10只, 每
组每天灌胃2次, 灌胃2 d, 第3天灌胃1次, 1 h后
大鼠腹主动脉采血, 40 ℃离心, 3000 r/min, 离
心5 min, 取上层血清, 分装, 保持与-80 ℃冰箱, 
使用前于56 ℃水浴箱中灭活. 
1.2.3 免疫发光法检测甲胎蛋白(α-fetoprotein, 
AFP)变化: 培养对数生长期的HepG2细胞, 使
用胰酶消化液消化并计数, 重悬于含10%FBS

和1%NEAA的MEM-EBSS培养基中, 制备成

含1×105/L的单细胞悬液备用. 使用2块六孔

板, 向每孔加入2 mL的单细胞悬液. 使用2块
六孔板, 向每孔加入2 mL的单细胞悬液. 于50 
mL/L CO2, 37 ℃培养箱继续培养, 过夜, 待细

胞单层贴壁后, 分为7组, 分别为: 空白对照组

(kongbai group, KB组)、模型组(moxing group, 
MX组)、桃红芪术低剂量组(peach st i lbene 
low dose group, THQL组)、桃红芪术中剂量组

(peach stilbene middle dose group, THQM组)、
桃红芪术高剂量组(peach stilbene high dose 
group, THQH组)、扶正化瘀胶囊组(Fuzheng 
Huayu recipe group, FZHY组)、秋水仙碱组

(colchicine group, QSXJ组). 待细胞铺满六

孔板底部60%-70%, 向M X组、T H Q L组、

THQM组、THQH组、FZHY组、QSXJ组6孔
加入配置好的Recombinant Human TGF-β1溶
液, 每孔2 μL. 每天放置在倒置显微镜下观察

并换液, 留取细胞上清液, 使用免疫发光法检

测AFP变化. 
1.2.4 酶联免疫吸附测定(e n z y m e l i n k e d 
immunosorbent assay, ELISA)法检测谷丙转
氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草
转氨酶(aspartate transaminase, AST): 分组后, 
连续使用Recombinant Human TGF-β1诱导3 
d, 使用酶联免疫吸附测定法检测ALT、AST
变化. 
1.2.5 桃红芪术软肝煎对HepG2细胞形态的
影响: 分组后, 连续使用Recombinant Human 
TGF-β1诱导3 d, 向THQL、THQM、THQH、

FZHY、QSXJ各孔相应加入配置好的含10%
含药血清MEM-EBSS培养基. 加药24 h后, 将
六孔板放置在倒置显微镜下观察并拍照. 
1.2.6 免疫荧光检测E-cadherin、Vimentin、
S m a d2、T G F-β  R1表达 :  分组后 ,  连续使

用Recombinant Human TGF-β1诱导3 d, 向
THQL、THQM、THQH、FZHY、QSXJ各
孔相应加入配置好的含10%含药血清MEM-
EBSS培养基. 加药24 h后, 用移液器将各孔培

养液轻轻吸出, 用适量PBS缓冲液洗1次; 固定: 
每孔加入4%多聚甲醛, 固定10 min; 洗涤: 吸
除多聚甲醛, 用PBS缓冲液洗涤3次, 每次洗涤

5 min; 通透: 加入0.5%的TritonX-100溶液, 通
透10 min, 使用PBS缓冲液洗涤3次, 每次洗涤

5 min; 封闭: 加入免疫染色封闭液, 室温封闭1 
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■创新盘点
本文从桃红芪术
软肝煎对于体外
肝纤维化细胞模
型上皮 -间充质
转化从T G F - β /
Smad信号通路调
节从而抗肝纤维
化的作用进行研
究探讨 ,  具有创
新性及科学性.

h; 染一抗: 吸除封闭液, 加入免疫荧光染色一

抗(Vimentin Rabbit mAb、E-Cadherin Rabbit 
mAb、Smad2 Rabbit mAb), 4 ℃过夜, 一抗的

具体稀释倍数参照说明书; 洗涤: 吸除一抗, 使
用PBS缓冲液洗涤3次, 10 min/次; 染二抗: 加
入FITC标记山羊抗兔IgG, 37 ℃孵育箱中孵育

30 min; 洗涤: 使用PBS缓冲液洗涤3次, 1 min/
次; 染细胞核: 加入细胞核染色液(DAPI), 室温

染色5 min; 洗涤: 吸除DAPI, 洗涤染色液3次, 5 
min/次; 封片: 滴加适量抗荧光淬灭封片液; 使
用倒置荧光显微镜拍照.
1.2.7 We s t e r n b l o t法检测E-c a d h e r i n、
Vimentin、Smad2、TGF-β R1蛋白表达: 分组

后, 连续使用Recombinant Human TGF-β1诱
导3天, 向THQL组、THQM组、THQH组、

FZHY组、QSXJ组各孔相应加入配置好的含

10%含药血清MEM-EBSS培养基. 加药24 h后, 
提取细胞总蛋白, BCA法测定细胞蛋白浓度, 
配胶、电泳、转膜, 封闭后孵育一抗、二抗, 
进行爆光、显影, 应用Quantity one软件进行

分析. 
统计学处理 数据采用SPSS18.0软件进行

分析, 数据描述采用mean±SD, 多组间比较采

用单因素方差分析, 用Dunnett T3法进行各组

间的多重比较, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞诱导前后AFP、ALT、AST变化 诱
导组AFP诱导第1天浓度与诱导前无明显差异

(P >0.05)(表1), 诱导第3天浓度明显降低, 差异

具有统计学意义(P <0.05), 加药24 h后浓度继

续降低, 并且与诱导前相比差异具有统计学意

义(P <0.05), 此外, 加药24 h后浓度与诱导第3
天浓度差异具有统计学意义(P <0.05). ALT第3
天浓度较诱导前明显升高, 差异具有统计学意

义(P <0.05), 加药24 h后浓度较诱导第3天下降, 
并且差异具有统计学意义(P <0.05). AST第3天
浓度较诱导前明显升高, 差异具有统计学意义

(P <0.05), 加药24 h后浓度较诱导第3天下降, 
并且差异具有统计学意义(P <0.05). 模型组及

用药组的ALT水平均高于空白组, 差异具有统

计学意义(P <0.05); 用药干预后, 用药组ALT水
平均低于模型组(表2), 差异具有统计学意义

(P <0.05), THQL及TRQM的ALT水平均低于

FZHY和QSXJ, 差异具有统计学意义(P <0.05). 
模型组及用药组的AST水平均高于空白组, 差
异具有统计学意义(P <0.05); 用药干预后, 用
药组AST水平均低于模型组, 差异具有统计

学意义(P <0.05), THQM及THQH的AST水平

均低于FZHY和QSXJ, 差异具有统计学意义

(P <0.05). 
2.2 桃红芪术软肝煎对HepG2细胞形态的影
响 正常的H e p G2细胞形态呈卵圆形或者多

边形, 以贴壁叠堆状方式生长; 经过连续使用

Recombinant Human TGF-β1诱导3 d后, 发生纤

维化的HepG2细胞变化成长梭形, 出现黏连、

弯曲、拉丝状;  加药干预后, 细胞变短, 黏连、

拉丝、弯曲等纤维化现象好转, 其中THQM组

和THQH组形态改变较为明显(图1). 

表  1  不同时间点培养基中AFP、ALT及AST的浓度 (mean±SD)

     
指标    0 d 1 d 3 d 4 d

AFP(μg/L) 508.27±37.50 469.75±14.12 136.54±15.70 63.43±8.47

ALT(U/L)   1.86±0.34   - 39.71±1.85   3.57±0.53

AST(U/L)   2.85±0.34   - 44.71±0.64 15.14±0.91

AFP: 甲胎蛋白; ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

     

表  2  加药24 h后各组间的ALT、AST的比较 (mean±
SD, U/L)

分组 ALT AST

KB组   1.86±0.90   2.86±0.90

MX组 39.71±4.89 44.71±1.70

THQL组 11.71±2.87 22.86±1.35

THQM组   5.00±1.41 15.14±2.41

THQH组 13.29±1.11 16.86±4.30

FZHY组 18.43±2.82 22.57±2.82

QSXJ组 13.28±2.30 22.71±2.43

KB组: 空白对照组; MX组: 模型组; THQL组: 桃红芪术低剂量

组; THQM组: 桃红芪术中剂量组; THQH组: 桃红芪术高剂量

组; FZHY组: 扶正化瘀胶囊组; QSXJ组: 秋水仙碱组; ALT: 谷

丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.
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■应用要点
本文章对于孙桂
芝教授的经验方-
桃红芪术软肝煎
进行抑制肝纤维
化的基础实验研
究 ,  具有一定的
研究前景及临床
意义.

2.3 免疫荧光检测E-cadher in、Viment in、
S m a d2、T G F-β R1表达情况 E-c a d h e r i n: 
E-cadherin主要表达于HepG2细胞胞浆及胞膜

内, 绝大部分以细胞膜为主, 部分胞浆染色阳

性, 模型组细胞E-cadherin表达较空白组下降; 
而用药各组E-cadherin表达较模型组上调, 其中, 
以THQL组、THQM组、THQH组、FZHY组表

达较明显(图2). 

Smad2: Smad2主要表达于HepG2细胞核

内, 模型组细胞Smad2表达较空白组明显; 而用

药组THQL组、THQM组、THQH组、FZHY
组表达较模型组下降(图3). 

TGF-β R1: TGF-β R1主要表达于HepG2细
胞胞浆及胞膜内, 绝大部分以细胞膜为主, 部
分胞浆染色阳性, 模型组细胞TGF-β R1表达

较空白组下降; 而用药THQL组、THQH组、

A B

C D

E F

G

图  1  桃红芪术软肝煎对HepG2细胞形态的影响(倒置显微镜×200). A: 正常HepG2细胞; B: TGF-β诱导后; C: 桃红芪术
低剂量组; D: 桃红芪术中剂量组; E: 桃红芪术高剂量组; F: 扶正化瘀胶囊组; G: 秋水仙碱组. TGF-β: 转化生长因子-β.
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FZHY组、QSXJ组TGF-β R1表达较模型组明

显减弱(图4). 
Vimentin: Vimentin主要表达于HepG2细胞

胞浆内, 模型组细胞Vimentin表达较空白组明

显; 而用药THQL组、THQM组、THQH组、

FZHY组、QSXJ组TGF-β R1表达较模型组明

显减弱(图5). 
2.4 Western blot法检测E-cadherin、Vimentin、
Smad2、TGF-β R1蛋白表达情况 表3示MX
组E-cadherin表达较KB组表达下降(P <0.05); 
THQM组、THQH组、FZHY组、QSXJ组
E-cadherin表达较MX组表达升高(P <0.05)(图
6), 用药各组组间比较无统计学意义. THQM
组、THQH组、FZHY组、QXSJ组Smad2表
达较MX组下调(P <0.05), 用药各组组间比较

无统计学意义. MX组Vimentin、TGF-β R1
表达较KB组表达上升(P <0.05)(图6); THQL
组、THQM组、THQH组、FZHY组、QXSJ
组Vimentin表达较MX组下降(P <0.05), THQL
组、Q X S J组T G F-β  R1表达较M X组下降

(P <0.05), 用药各组组间比较无统计学意义. 

3  讨论

EMT是Greenberg等[5]在1982年首次提出的概

念, 他们在凝胶中培养的晶状体上皮细胞失

去了极性, 转变成为具有伪足的间质样细胞. 
EMT是指上皮细胞在一些因素的作用下, 失
去极性及细胞间紧密连接和黏附连接, 获得了

浸润性和游走迁移能力, 变成具备间质细胞形

态和特性的细胞[6]. 近年来, 研究发现[7,8]各种

创伤和TGF-β引起的EMT是导致肝纤维化的

重要因素, 同时EMT也是目前肝纤维化领域

研究热点, 近期的研究[9]发现EMT过程正是纤

维化发生发展中重要的参与者, EMT过程贯穿

纤维化的过程, 而其逆过程MET能够改善纤

维化的进展. 
EMT以细胞黏附相关分子E-cadherin表

达降低, 纤连蛋白(fibronectin)、Vimentin、
Snail、Twist等间质标记蛋白的表达上调为主

要标志[10]. E-cadherin[11,12]是一种上皮细胞的跨

膜蛋白, 他在建立固定附着力, 维持细胞极性

和上皮紧密度方面起着关键作用. EMT的发

生涉及多个信号转导通路, 主要通路有TGF-β/
Smad通路、Wnt/β-catenin通路、PI3K/AKT通
路、Src通路及整合素通路等[13-15]. 

1978年, de Larco等[16]从培养小鼠肉瘤病

毒细胞株的培养基中鉴定出肉瘤生长因子

(sarcoma growth factor, SGF), 并且发现SGF具
有细胞转化的特性, 因此称其为转化生长因

子. TGF家族数目庞大, 他包括9个亚族共27
类因子, 其中TGF-β是非常重要的亚类之一. 
TGF-β1是目前公认的EMT诱导剂[17], 他可以

单独诱发并完成整个EMT的过程, 从而导致

纤维化的发生发展, 因此被认为是目前最重

要的致肝纤维化的细胞因子之一. TGF-β分

子主要通过β-整合素信号传导通路诱导Smad
分子依赖的细胞转录过程的发生, S M A D S
蛋白共有8种, 根据功能的不同可分为3大类: 
(1)受体调节型SMAD(R-SMAD): Smad1、
S m a d2、S m a d3、S m a d5、S m a d8; (2)通
用型SMAD(CO-SMAD): Smad4; (3)抑制型

SMAD(I-SMAD): Smad6、Smad7[18,19]. 在这3
类中, TGF-β R1直接磷酸化激活的是R-SMAD, 
转导TGF-β信号的是Smad2、Smad3, 转导

骨形态发生蛋白信号的是Smad1、Smad2、
Smad5、Smad8. 吴雄健等[20]研究T G F-β1-
Smad3-ILK信号转导通路与大鼠肝纤维化的

关系, 发现ILK和TGF-β1-Smad3的表达可能

与大鼠肝纤维化有联系. 李星霞等 [21]研究木

犀草素抑制肝纤维化进程中肝细胞上皮间质

转化的作用, 发现TGF-β1、Vimentin表达减

弱, E-cadherin表达增强, 认为木犀草素具有

明显抗肝纤维化的作用, 其机制可能与木犀

草素抑制肝细胞上皮间质转化作用有关. 胡
代曦等[22]将空载体Ad-GFP以及表达Wnt3的
腺病毒A d-G F P-W n t3转到小鼠肝前体细胞

内, 发现其间质标志物Vimentin、N-cadherin
和Twist表达上调, 说明Wnt3可以使小鼠肝前

体细胞发生EMT, 认为其可能参与了肝纤维

化的发生、发展. Yue等[23]发现肝细胞核因子

4α(hepatocyte nuclear factor 4 alpha, HNF4α)
可以抑制TGF-β诱导的肝星状细胞及肝细胞

的EMT, 可以减轻大鼠的肝纤维化. Kaimori
等[24]发现, 运用TGF-β刺激新鲜分离的肝星状

细胞和肝祖细胞, 能够使EMT相关指标波形

蛋白和1型胶原蛋白的表达上调而E-cadherin
的表达下调. 

导师孙桂芝主任医师基于多年诊治肝癌

并肝纤维化、肝硬化患者的经验, 研制出经验

方“桃红芪术软肝煎”, 桃红芪术软肝煎由生

■同行评价
EMT在肝纤维化
形成中起着重要
作用 ,  TGF-β是
最为重要的诱导
分子 ,  本研究从
TGF-β/Smad信号
通路逆转上皮 -
间充质细胞转化
探讨经验方桃红
芪术软肝煎抗肝
纤维化的作用机
制 ,  研究方法和
技术有一定的科
学性和创新性 , 
实验对照设计较
为合理 ,  实验证
据充足 ,  科学结
论较明确.

王靖思, 等. 桃红芪术软肝煎基于TGF-β/Smad信号通路逆转上皮-间质转化抗肝纤维化作用



2015-05-08|Volume 23|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com 2042

C

BA

D

G

FE	

H

K

GI	

L

王靖思, 等. 桃红芪术软肝煎基于TGF-β/Smad信号通路逆转上皮-间质转化抗肝纤维化作用



2015-05-08|Volume 23|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com 2043

C

BA

D

G

FE	

H

NM

图  2  桃红芪术软肝煎对HepG2细胞E-cadherin表达的影响(倒置显微镜×200). A, C, E, G, I, K, M: 分别是空白组、模
型组、桃红芪术低剂量组、桃红芪术中剂量组、桃红芪术高剂量组、扶正化瘀胶囊组、秋水仙碱组; B, D, F, H, J, L, N: 

分别为对应各组DAPI染色结果.
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图  3  桃红芪术软肝煎对HepG2细胞Smad2表达的影响(倒置显微镜×200). A, C, E, G, I, K, M: 分别是空白组、模型组、
桃红芪术低剂量组、桃红芪术中剂量组、桃红芪术高剂量组、扶正化瘀胶囊组、秋水仙碱组; B, D, F, H, J, L, N: 分别

为对应各组DAPI染色结果.
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图  4  桃红芪术软肝煎对HepG2细胞TGF-β R1表达的影响(倒置显微镜×200). A, C, E, G, I, K, M: 分别是空白组、模型
组、桃红芪术低剂量组、桃红芪术中剂量组、桃红芪术高剂量组、扶正化瘀胶囊组、秋水仙碱组; B, D, F, H, J, L, N: 

分别为对应各组DAPI染色结果. TGF-β R1: 转化生长因子-β受体1.
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黄芪、炒白术、太子参、桃仁、莪术等药物

组成, 具有“益气活血, 软坚散结, 通络消积”

之功, 孙桂芝认为肝癌的治疗重在“防”, 包
括“未病先防”和“既病防变”两个方面 , 
“未病先防”即防止肝硬化向肝癌进展; “既

病防变”即防治肝癌复发转移. 肝癌起病隐匿, 
一经发现多已经是晚期, 肝硬化是肝癌最主要

的独立危险因素. 因此, 如果能够有效地逆转

肝纤维化, 防止其向肝硬化进展, 那么就有可

能减少并控制肝癌的发生. 
近年来研究[25]证实, 在人体许多器官中存

在着成体干细胞, 而且这些干细胞在组织损伤

修复和再生中起着极为重要的作用. 干细胞是

一类具有自我更新和多向分化增殖潜能的原

始细胞, 研究显示[26]肝损伤过程中, 干细胞参

与了肝细胞再生和肝损伤修复的过程, 来源于

骨髓、胚胎等的干细胞也具有向肝细胞分化

的潜能, 因此从干细胞的角度探讨抗肝纤维化

的途径具有可行性和重要性. 

本研究选择低分化的HepG2作为肝脏干

细胞的体外细胞模型, 加入重组TGF-β蛋白诱

导, 作为肝纤维化体外模型[27], HepG2细胞是

低分化的肝细胞, 具备已向肝细胞方向定向的

肝脏干细胞的特点. 因此, 将其作为肝脏干细

胞的模型, 在不同诱导环境下, 观察其向成纤

维细胞分化的情况, 从而模拟肝纤维化发生的

过程. 
AFP是反映肝细胞增殖分化良好的指标

之一[28-30], 是不成熟肝细胞合成分泌的一种蛋

白质, 在细胞增殖分化的时期合成量多, 而在

细胞分化成熟的时期合成量少. 本研究发现诱

导组AFP诱导第3天浓度明显降低, 差异具有

统计学意义(P <0.05), 说明低分化的肝细胞逐

渐分化成熟, 加药24 h后浓度继续降低, 并且与

诱导前相比具有统计学意义(P <0.05), 此外, 加
药24 h后浓度与诱导第3天浓度也具有显著性

差异(P <0.05), 说明桃红芪术软肝煎可以降低

AFP的表达. 

表  3  各组E-cadherin、Smad2、TGF-β R1 、Vimentin蛋白的相对表达量 (mean
±SD)

     
分组 E-cadherin Smad2 TGF-β R1 Vimentin

KB组  0.566±0.064a 0.539±0.290    0.134±0.019a  0.154±0.095a

MX组 0.261±0.153 0.583±0.368   0.400±0.030 0.443±0.080

THQL组 0.458±0.227 0.513±0.313    0.183±0.055a  0.195±0.095a

THQM组  0.540±0.124a  0.177±0.108a   0.370±0.110  0.143±0.018a

THQH组  0.653±0.278a  0.167±0.088a 0.375±0.19  0.180±0.050a

FZHY组  0.485±0.128a  0.223±0.067a   0.293±0.064  0.226±0.072a

QSXJ组  0.494±0.097a  0.183±0.063a    0.198±0.167a  0.161±0.046a

aP<0.05 vs  MX组. KB组: 空白对照组; MX组: 模型组; THQL组: 桃红芪术低剂量组; THQM

组: 桃红芪术中剂量组; THQH组: 桃红芪术高剂量组; FZHY组: 扶正化瘀胶囊组; QSXJ组: 

秋水仙碱组. TGF-β R1: 转化生长因子β受体1.

图  5  桃红芪术软肝煎对HepG2细胞Vimentin表达的影响(倒置显微镜×200). A, C, E, G, I, K, M: 分别是空白组、模型
组、桃红芪术低剂量组、桃红芪术中剂量组、桃红芪术高剂量组、扶正化瘀胶囊组、秋水仙碱组; B, D, F, H, J, L, N: 

分别为对应各组DAPI染色结果.
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ALT第3天浓度较诱导前明显升高, 具有

统计学意义(P <0.05), 加药24 h后浓度较诱导第

3天下降, 并且差异具有统计学意义(P <0.05). 
AST第3天浓度较诱导前明显升高, 差异具有

统计学意义(P <0.05), 加药24 h后浓度较诱导第

3天下降, 并且差异具有统计学意义(P <0.05). 
说明诱导后肝细胞向成纤维细胞方向分化, 并
且开始分泌较高水平的ALT、AST; 加药24 h
后, 模型组及用药组的ALT水平均高于空白

组, 差异具有统计学意义(P <0.05); 用药干预

后, 用药组ALT水平均低于模型组, 差异具有

统计学意义(P <0.05), THQL及TRQM的ALT水
平均低于FZHY和QSXJ, 差异具有统计学意义

(P <0.05). 模型组及用药组的ALT水平均高于

空白组, 差异具有统计学意义(P <0.05); 用药干

预后, 用药组AST水平均低于模型组, 差异具

有统计学意义(P <0.05), THQM及THQH的AST
水平均低于FZHY和QSXJ, 差异具有统计学

意义(P <0.05), 说明桃红芪术软肝煎可以降低

ALT、AST的表达水平. 
免疫荧光和Western blot检测发现THQL

组、THQM组、THQH组可以上调E-cadherin
表达水平, 降低Smad2、TGF-β R1、Vimentin
的表达水平 ,  说明桃红芪术软肝煎可以从

TGF-β/Smad信号通路通过逆转EMT防治肝纤

维化进展, 并且较扶正化瘀胶囊和秋水仙碱具

有较好的疗效. 
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图  6  Western blot检测各组E-cadherin、Vimentin、
Smad2、TGF-β R1蛋白的表达情况. 1: 空白对照组; 2: 模型
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术高剂量组; 6: 扶正化瘀胶囊组; 7: 秋水仙碱组. TGF-β 
R1: 转化生长因子β受体1.
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