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■背景资料
中药复方在长期
的发展中形成了
自己特有的组方
理论和方法 ,  从
现代医药学角度
如何理解中药复
方配伍规律是一
个令人困扰的问
题 ,  开展当归补
血汤组分配伍抗
肝纤维化的机制
研究 ,  对中药配
伍规律研究具有
示范意义.
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Abstract
AIM
To investigate if the compatibility of active 
components of Danggui Buxue decoction can 
regulate the transforming growth factor-β1 
(TGF-β1)/Smad signaling pathway in hepatic 
stellate cell (HSC)-T6 cells.

METHODS
HSC-T6 cells were treated with astragaloside Ⅳ
and/or ferulic acid for 24 h. Protein expression 
of type Ⅲ collagen, Smad4, and Smad7 was 
analyzed by Western blot. Messenger RNA 
expression of Smad3 and TGF-β1 type Ⅱ 

receptor was analyzed by real-time polymerase 
chain reaction.

RESULTS
Ferulic acid, but not astragaloside Ⅳ, inhibited 
the protein expression of type Ⅲ collagen and 
Smad4 (P < 0.05), down-regulated the mRNA 
expression of Smad3 and TGF-β1 type Ⅱ receptor 
(P < 0.05), but did not significantly modify 
Smad7 protein expression in HSC-T6 cells (P > 
0.05). The combination treatment of ferulic acid 
and astragaloside Ⅳ failed to cause a greater 
inhibitory effect than ferulic acid alone (P > 0.05).

CONCLUSION
Ferulic acid, an active component of Danggui 
Buxue decoction, inhibits type Ⅲ collagen 
expression through inhibition of the TGF-β1/
Smad pathway in HSC-T6 cells.
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该通路的主要有效组分, 这些发现对当归补血

汤的二次开发具有重大意义.
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0  引言

当归补血汤为金代医家李东垣所创之经典方

剂, 由健脾益气的黄芪和养血活血的当归组成, 
广泛用于肝纤维化等多种疾病的治疗[1,2]. 黄芪

与当归配伍的“黄芪当归合剂”有良好抗肾

纤维化作用[3]. 我们前期研究发现, 黄芪甲苷和

阿魏酸可能是当归补血汤中抑制肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)活化的有效组分[4,5], 其
配伍使用具有协同作用[6]. 肝纤维化是大多慢性

肝脏疾病的共同病理过程, HSC激活是肝纤维

化的中心环节[7], 转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)可激活HSC和促进

细胞外基质过度沉积, 被认为是肝纤维化中最

关键的因素[8]. 而作为TGF-β1唯一的受体后蛋

白, Smad在肝纤维化过程中发挥着重要作用[9], 
Smad3活化TGF-β1/Smad信号通路[10], Smad4
主要同Smad3结合, 是TGF-β1信号传导必需

的中转分子[11], 而Smad7对TGF-β1信号传递

起负性调控作用 [12]. 本研究以黄芪甲苷和阿

魏酸配伍组成精简组分方剂, 观察其单独应

用及配伍对TGF-β1/Smad信号通路的调控作

用, 从而为当归补血汤的二次开发和临床应

用提供科学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)细胞株: HSC-T6由中国医学科学院

肿瘤医院肿瘤研究所提供; (2)药物: 阿魏酸(批
号: JZ131210A)和黄芪甲苷(批号: JZ140508)
购自南京景竹生物科技有限公司; (3)试剂: 胎
牛血清(批号: NYE0873)和DMEM培养液(批
号: NAD1364)购自Thermo公司; 细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒(产品编号: P0028)
购自碧云天公司; Smad4抗体(批号: 0004)购自

Cell signaling公司; COL3A1抗体(批号: H1715)
购自Santa Cruz公司; Smad7抗体(批号: F1016)
购自Santa Cruz公司; 二抗(批号: 00051405)和
GAPDH抗体(批号: 00111407)购自康为世纪公
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■研发前沿
转 化 生 长 因 子
β1(transforming 
growth factor-β1, 
TGF-β1 ) /Smad
信号通路在肝纤
维化的发生发展
有 着 重 要 的 作
用, 调控TGF-β1/
S m a d 信 号 通 路
是防治肝纤维化
研究的热点 ,  虽
然当归补血汤治
疗肝纤维化具有
良好的临床基础, 
但TGF-β1/Smad
信号通路在当归
补血汤组分配伍
抑制肝纤维化中
的作用尚不清楚.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
观察当归补血汤有效组分及其配伍对大鼠
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)-T6转
化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)/Smad信号通路的调控作用.

方法
当归的有效成分阿魏酸、黄芪的有效成分
黄芪甲苷单独应用及联合处理HSC-T6细胞
24 h, 收集细胞, Western blot检测HSC-T6细
胞Ⅲ型胶原蛋白、Smad4和Smad7蛋白表达, 
实时定量PCR检测HSC-T6细胞Smad3和Ⅱ

型TGF-β1受体mRNA表达.

结果
阿魏酸显著抑制HSC-T6细胞中Ⅲ型胶原蛋
白和Smad4蛋白表达(均P <0.05), 抑制Smad3
和Ⅱ型TGF-β1受体mRNA表达(均P <0.05), 
对Smad7蛋白表达无显著性影响(P >0.05), 
黄芪甲苷对这些指标均无显著性影响(均
P >0.05). 与阿魏酸单独处理组比较, 联合处
理的作用效果无显著性提高(均P >0.05). 

结论
当归补血汤的有效组分阿魏酸通过TGF-β1/
Smad信号通路抑制了肝星状细胞Ⅲ型胶原
蛋白表达. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 临床研究发现当归补血汤在改善机

体纤维化方面疗效显著, 我们研究发现当归补

血汤有效组分配伍具有抑制肝星状细胞转化生

长因子β1/Smad信号通路的作用, 阿魏酸是调控

■相关报道
当归补血汤广泛
用于肝纤维化等
多种疾病的治疗. 
孟立强等研究发
现 ,  黄芪与当归
配伍的“黄芪当
归合剂”有良好
抗肾纤维化作用, 
Dong等研究发现
黄芪甲苷和阿魏
酸可能是当归补
血汤中抑制肝星
状细胞活化的有
效组分.
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司; ECL超敏发光检测试剂盒(批号: 20140303)
购自Solarbi公司; TRIzol Reagent(批号: 47323)
购自Ambion公司; SYBR premix Ex Taq™ 
kit(批号: AK2603)和primeScript™ RT reagent 
kit(批号: BK4001)购自TakaRa宝生物工程大连

有限公司. 引物由上海生工生物公司合成, 引
物TGF-β1 Ⅱ型受体: 上游引物: 5'-CTACAAG
GCCAAGCTGAAGC-3', 下游引物: 5'-AGCCA
TGGAGTAGACATCCG-3'; 引物Smad3: 上游

引物: 5'-CTGGCTACCTGAGTGAAGATG-3', 
下游引物: 5'-TGTGAAGCGTGGAATGTCT
C-3'; 引物GAPDH: 上游引物: 5'-GACAACT
TTGGCATCGTGGA-3', 下游引物: 5'-ATGC
AGGGATGATGTTCTGG-3'. (4)仪器: Forma 
88000超低温冰箱(美国Thermo Scientific公司); 
CKX41型倒置显微镜(OLYMPUS公司); BSC-
1300IIA2型生物安全柜(苏州安泰空气技术有

限公司); 5417R型离心机(eppendorf公司); 3111
型二氧化碳培养箱(Thermo Scientific公司); 
XPE504分析天平(Mettler Toledo公司); Smart 
Chemi™ Image Analysis System(北京赛智创业

科技有限公司); JY-ZY5电泳槽和JY200C电泳

仪(北京君意东方电泳设备有限公司); HL-2000
分子杂交箱(美国UVP公司); S1000™ Thermal 
Cycler(BIO-RAD公司); Stratagene Mx3005P 
Real-time PCR仪(Agilent公司); ELX800全自动

酶标仪(BioTek公司).
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物处理: 在37 ℃、50 mL/L 
CO2饱和湿度条件下, 大鼠HSC-T6细胞置于含

10%小牛血清和青链霉素混合液的DMEM培

养液培养, 待细胞长至70%-80%密度时进行传

代. 实验共分为4组: 空白对照组、黄芪甲苷单

独处理组、阿魏酸单独处理组、阿魏酸和黄

芪甲苷联合处理组, 药物处理24 h后收集细胞

进行相关指标的检测. 所有实验均采用对数生

长期的细胞. 黄芪甲苷(终浓度为2 μmol/L)和
阿魏酸(终浓度为4 μmol/L)均溶于二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO).
1.2.2 Western blot检测: 采用细胞核蛋白与细

胞浆蛋白抽提试剂盒提取HSC-T6细胞蛋白质, 
蛋白质热变性后经SDS-PAGE分离并转印到

硝酸纤维素膜上, 5%脱脂牛奶和TBST混合液

室温封闭硝酸纤维素膜膜2 h, TBST洗膜. 加入

COL3A1、Smad4和Smad7抗体杂交液4 ℃孵

育过夜. TBST洗膜, 加入HRP偶联二抗37 ℃孵

育1.5 h, TBST洗涤后置于发光液中在暗室压

片曝光, 显影, 定影. 图像分析软件分析印迹条

带的积分光密度.
1.2.3 实时定量PCR检测: 经典TRIzol-氯仿法

抽提HSC-T6细胞总RNA. 以提取的总RNA为

模板, 按primeScript™ RT reagent kit说明书进

行逆转录反应, 合成cDNA第一链. 采用SYBR 
Green法在Mx3005P实时定量PCR系统上进行

PCR反应. 以GAPDH作为内参基因, Smad3和
Ⅱ型TGF-β1受体的mRNA表达水平采用2-△△Ct

法进行相对定量分析. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计

分析, 所有数据以mean±SD形式表示, 组间比

较采用单因素方差分析和SNK-q检验. P <0.05
为差异存在统计学意义.

2  结果

2.1 阿魏酸单独或与黄芪甲苷联合应用抑制

HSC-T6细胞Ⅲ型胶原蛋白表达 Western blot检
测结果显示: 与空白对照组比较, 4 μmol/L阿魏

酸显著减少HSC-T6细胞中Ⅲ型胶原蛋白表达

(P <0.05), 2 μmol/L黄芪甲苷对HSC-T6细胞中

Ⅲ型胶原蛋白表达无显著性影响(P >0.05). 黄
芪甲苷和阿魏酸联合应用下调HSC-T6细胞Ⅲ

型胶原蛋白表达的效应与阿魏酸单独应用相

当(P >0.05, 图1). 
2.2 阿魏酸单独或与黄芪甲苷联合应用抑制

HSC-T6细胞Smad4蛋白和Smad3 mRNA表达 
Western blot和PCR结果显示: 与空白对照组

比较, 4 μmol/L阿魏酸显著减少HSC-T6细胞

■创新盘点
本研究第一次发
现当归补血汤有
效 组 分 配 伍 具
有抑制HSC细胞
TGF-β1/Smad信
号 通 路 的 作 用 , 
阿魏酸是调控该
通路的主要有效
组分.
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图  1  阿魏酸联合黄芪甲苷对HSC-T6细胞中Ⅲ型胶原蛋
白表达的影响. aP<0.05 vs  空白对照组.
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Smad4蛋白和Smad3 mRNA表达(均P <0.05), 2 
μmol/L黄芪甲苷对HSC-T6细胞Smad4蛋白和

Smad3 mRNA表达无显著性影响(均P >0.05). 
黄芪甲苷和阿魏酸联合应用抑制HSC-T6细胞

Smad4蛋白和Smad3 mRNA表达的效应与阿魏

酸单独应用相当(均P >0.05). 而黄芪甲苷单独

处理、阿魏酸单独处理或黄芪甲苷和阿魏酸

联合处理对Smad7蛋白表达均无显著性差异

(均P >0.05, 图2). 
2.3 阿魏酸单独或与黄芪甲苷联合应用抑制

HSC-T6细胞Ⅱ型TGF-β1受体mRNA表达 PCR
结果显示: 与空白对照组比较, 4 μmol/L阿
魏酸显著减少HSC-T6细胞Ⅱ型TGF-β1受体

的mRNA表达(P <0.05), 2 μmol/L黄芪甲苷对

HSC-T6细胞Ⅱ型TGF-β1受体的mRNA表达

表达无显著性影响(P >0.05). 黄芪甲苷和阿魏

酸联合应用抑制HSC-T6细胞Ⅱ型TGF-β1受
体mRNA表达的效应与阿魏酸单独应用相当

(P >0.05, 图3).

3  讨论

肝纤维化是肝脏对多种慢性损伤的病理修复

反应, 是多数慢性肝病的共同病理特征, 以肝

脏细胞外基质过度沉积为特征[7,13]. 临床和实

验研究[3,14]发现当归补血汤在改善机体纤维化

方面疗效显著. 目前国内对当归补血汤复方作

用机制研究较为深入[15], 相继研制成功了当归

补血口服液等新制剂, 取得了较好的经济效益

和社会效益, 而对当归补血汤的有效成分和

配伍机制研究仍然薄弱[16]. 本研究显示当归补

血组分中药中阿魏酸组分显著抑制了HSC-T6
细胞中Ⅲ型胶原、S m a d4、S m a d3和Ⅱ型

TGF-β1受体表达. 而另一组分黄芪甲苷对这些

指标无显著性影响, 黄芪甲苷对阿魏酸的这些

抑制作用也无显著性提高效应.
肝纤维化是一个复杂的过程, TGF-β1/Smad

信号通路在其发生发展有着重要的作用[8,17]. 
TGF-β超家族是一类具有旁分泌和自分泌作用

的细胞因子[18], TGF-β1的生理和病理效应由靶

细胞膜特异性受体TGF-β1 Ⅰ型受体和TGF-β1 
Ⅱ型受体介导 [19].  T G F-β1 Ⅰ型受体须在

TGF-β1 Ⅱ型受体存在条件下才能与TGF-β1结
合[20], 而TGF-β1 Ⅱ型受体依赖TGF-β1 Ⅰ型受

体传递信号[21]. Smad蛋白是TGF-β1受体胞内底

物, 介导TGF-β1的胞内信号转导[22], 是TGF-β1
信号从受体到核的细胞内转导分子[11]. Smad蛋
白可分为3类: Smad1、2、3、5和8为膜受体

激活的Smad[23], 其中Smad2和3参与TGF-β1信
号通路的激活[24]. Smad 4为通用Smad, Smad 6
和7为抑制性Smad, 是TGF-β1/Smad信号通路

的抑制分子[25]. 本研究结果显示, 当归补血汤

有效组分调节了Ⅱ型TGF-β1受体、Smad4和
Smad3等分子, 本研究结果与我们以前的研究

结果在基因的转录和翻译水平显示[6], TGF-β1/
Smad信号通路介导当归补血汤抑制HSC胶原

产生. 
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图  2  阿魏酸联合黄芪甲苷对HSC-T6细胞中Smads的影
响. A: Smad4和Smad7蛋白表达图; B: Smad3 mRNA表达图. 
aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  3  阿魏酸联合黄芪甲苷对HSC-T6细胞中Ⅱ型TGF-β
受体mRNA表达的影响. aP<0.05 vs  空白对照组.

■应用要点
在当归补血口服
液等制剂已广泛
应用于临床 ,  而
对当归补血汤的
有效成分和配伍
机制进行深入研
究 ,  不仅用现代
药理学语言解释
当归和黄芪的中
医 药 配 伍 理 论 , 
而且对当归补血
汤的二次开发以
提高其有效性及
安全性具有重要
意义.
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中药复方在长期的发展中形成了自己特

有的组方理论和方法, 从现代医药学角度如何

理解中药复方配伍规律及如何科学评价中药

复方的多靶点作用是一个令人困扰的问题[26]. 
中药复方不仅可以用中医药理论阐述清楚, 也
能用现代药理学的语言解释明白. 目前, “组

分中药”尚存在诸多学术争议, 如从中药材

提取出来的有效组分是否能代表原来的中药

材[27]. 但是, 由于组分中药的化学物质基本清

楚、质量可控, 药理和毒理明确[28], 复方组分

中药较传统复方距离中医药现代化和国际化

的目标更接近[27]. 我们在前期研究中, 取黄芪

的活性成分黄芪甲苷和当归的有效成分阿魏

酸, 通过利用中效原理(Chou-Talalay联合指数

法)优选了黄芪甲苷和阿魏酸配伍剂量, 组成

当归补血汤有效组分方剂[6]. 本研究发现, 当
归补血汤有效组分中, 阿魏酸是抑制HSC细胞

TGF-β1/Smad信号通路的组分, 黄芪甲苷的作

用靶点有待将来进一步研究. 
“药有个性之特长, 方有合群之妙用”, 

组分中药与其他类型药物相比, 最突出的特点

是配伍, 也是“组分中药”研究的核心内容[29]. 
我们选择药少力专、具有良好临床基础的当

归补血为研究对象, 开展组分配伍机制研究, 
这对当归补血汤的二次开发以提高其有效性

及安全性具有重大意义. TGF-β1/Smad在人体

内具有多种生物学效应, 药物在抑制TGF-β1/
Smad信号传导通路防治肝纤维化的同时, 可能

会引发人体其他不良反应[30]. 因此, 当归补血

组分中药的不良反应也需要进一步研究.
总之, 当归补血汤有效组分配伍具有抑制

HSC细胞TGF-β1/Smad信号通路的作用, 阿魏

酸是调控该通路的主要有效组分. 我们前期研

究发现阿魏酸和黄芪甲苷具有协同抑制HSC
活化的作用, 黄芪甲苷调控的信号通路还需要

进一步研究. 本研究为阿魏酸和黄芪甲苷配伍

治疗肝纤维化提供实验依据.
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■同行评价
本文实验设计严
谨 ,  研究方法合
理 ,  语言逻辑性
较好 ,  在中医药
干预肝纤维化机
制研究方面具有
较好的创新性.
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