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小柴胡汤通过 TGF-β1 / Smad 通路改善大鼠肝纤维化
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[摘　 要] 　 目的　 研究小柴胡汤通过转化生长因子-β1(TGF-β1) / Smad 通路改善大鼠肝纤维化的作用及机制。
方法　 雄性 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、中药组、中药+SRI 组,采用四氯化碳皮下注射的方式建立大鼠肝纤

维化模型,给与小柴胡汤灌胃及 Smad2 / 3 激活剂 SRI-011381 腹腔注射干预。 比较各组大鼠肝脏病理改变、血清天

门冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、白蛋白(ALB)、透明质酸(HA)、层粘蛋白(LN)、Ⅲ型前胶

原(PCⅢ)含量,以及肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 表达的差异。 结果　 与对照组比较,模型组大鼠出现了典型的

肝纤维化病理改变,血清中 ALB 的含量降低,血清中 ALT、AST、HA、LN、PCⅢ的含量及肝脏中 TGF-β1、Smad2、
Smad3 的表达水平增加;与模型组比较,中药组大鼠肝纤维化的病理改变减轻,血清中 ALB 的含量增加,血清中

ALT、AST、HA、LN、PCⅢ的含量及肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 的表达水平降低;与中药组比较,中药+SRI 组大鼠

肝纤维化的病理改变加重,血清中 ALB 的含量降低,血清中 ALT、AST、HA、LN、PCⅢ的含量及肝脏中 TGF-β1、
Smad2、Smad3 的表达水平增加。 结论　 小柴胡汤能够改善大鼠的肝纤维化,抑制 TGF-β1 / Smad 通路是介导这一改

善作用可能的分子机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the effect and mechanism of Xiaochaihu decoction on improving liver fibrosis in rats
through TGF-β1 / Smad pathway. 　 　 Methods 　 Male SD rats were randomly divided into control group, model group,
TCM group and TCM+SRI group. 　 The liver fibrosis model of rats was established by subcutaneous injection of carbon tet-
rachloride,then intragastric administration of Xiaochaihu decoction and intraperitoneal administration of Smad2 / 3 activator
SRI-011381 were given for intervention. 　 The liver pathological changes, aspartate aminotransferase (AST), alanine ami-
notransferase (ALT), albumin (ALB), hyaluronic acid (HA), laminin (LN), procollagen Ⅲ (PCⅢ) in serum and
TGF-β1, Smad2 and Smad3 expression in liver were compared among the four groups. 　 　 Results　 Compared with the
control group, the model group showed typical pathological changes of liver fibrosis, the content of ALB in serum de-
creased, the content of ALT, AST, HA, LN, PCⅢ in serum and the expression level of TGF-β1, Smad2, Smad3 in liver
increased; compared with the model group, the pathological changes of liver fibrosis in the TCM group improved, the con-
tent of ALB in serum increased, the content of ALT, AST, HA, LN, PCⅢ in serum and the expression level of TGF-β1,
Smad2, Smad3 in liver decreased; compared with the TCM group, the pathological changes of liver fibrosis in the TCM+
SRI group aggravated, the content of ALB in serum decreased, the content of ALT, AST, HA, LN, PCⅢ in serum and the
expression level of TGF-β1, Smad2, Smad3 in liver increased. 　 　 Conclusion　 Xiaochaihu decoction can improve the
liver fibrosis of rats, and the inhibition of TGF-β1 / Smad pathway is a possible molecular mechanism.
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　 　 肝纤维化是肝硬化发生发展过程中重要的病

理改变,延缓或逆转肝纤维化是防治肝硬化的重要

靶点之一。 转化生长因子-β1 ( transforming growth
factor-β1,TGF-β1)是促进肝纤维化的关键细胞因

子,与细胞膜上的受体结合后能够激活细胞内的

Smad2、Smad3,进而调节胶原代谢、促进纤维化[1]。
有研究报道,多种具有抗纤维化作用的药物能够抑

制 TGF-β1 / Smad 信号通路的激活[2-3]。
小柴胡汤是具有护肝作用的经典中药汤剂,出

自《伤寒杂病论》,主要成分柴胡、黄芩均具有护肝、
抗炎及抗氧化的作用。 有相关动物实验报道,小柴

胡汤能够改善肝纤维化大鼠的肝功能及胶原纤维

堆积[4-5];细胞实验报道,小柴胡汤含药血清能够抑

制肝星状细胞增殖活化、阻碍 TGF-β1 / Smad 信号通

路的激活[6]。 但是,小柴胡汤是否直接通过 TGF-
β1 / Smad 信号通路改善大鼠肝纤维化尚不清楚。
因此,本实验以大鼠肝纤维化模型为研究对象,研
究小柴胡汤通过 TGF-β1 / Smad 通路改善大鼠肝纤

维化的作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂与仪器

小柴胡汤由本院中药房配置,药液的生药含量

为 5 g / mL,4 ℃ 保存备用;四氯化碳购自 Sigma 公

司;Smad2 / 3 激活剂 SRI-011381 购自 MCE 公司;天
门冬氨酸氨基转移酶 ( aspartate amino transferase,
AST)、丙氨酸氨基转移酶(alanine amino transferase,
ALT)、白蛋白(albumin,ALB)检测试剂盒购自南京

建成研究所,透明质酸(hyaluronic acid,HA)、层粘

蛋白( laminin,LN)、Ⅲ型前胶原(procollagen Ⅲ,PC
Ⅲ)的酶联免疫吸附试剂盒购自上海西唐公司;
RNA 提取试剂盒、cDNA 第一链合成试剂盒、PCR
试剂盒均购自北京康为世纪公司,RIPA 裂解液、
BCA 试剂盒购自北京索莱宝公司,TGF-β1、Smad2、
Smad3 一抗购自 Abcam 公司。
1. 2　 动物分组

雄性 SD 大鼠 (上海菲诺克生物科技有限公

司),8 ~ 10 周、160 ~ 200 g,生产许可 SCXK(沪)
2018-0005。 32 只大鼠随机均分为对照组、模型组、
中药组、中药+SRI 组,后 3 组进行肝纤维化造模,方
法如下:用植物油配置含有 40% 四氯化碳的溶液,
按照 0. 15 mL / 100 g 剂量皮下注射、2 次 / 周(第 1 ~
4 周),而后改为 0. 2 mL / 100 g 剂量皮下注射、2 次 /
周(第 5 ~ 6 周)。 中药组、中药+SRI 组在造模过程

中给与小柴胡汤 44. 5 g / kg 灌胃、1 次 / 天;中药+SRI
组同时给与 30 mg / kg SRI-011381 腹腔注射、1 次 /
天;对照组和模型组给与等剂量生理盐水灌胃。
1. 3　 肝脏病理改变的检测

末次干预后第 2 天,断头法处死大鼠,解剖肝

脏,4%多聚甲醛固定 48 h 后石蜡包埋,切片后进行

HE 染色,在显微镜下观察肝脏的病理改变。
1. 4　 血清指标的检测

断头法处死大鼠时采集外周血 4 ~ 5 mL,静置

0. 5 h 后自然凝血,3 000 r / min 离心 10 min,分离血

清后采用试剂盒检测 ALB、ALT、AST、HA、LN、PCⅢ
的含量,均按照试剂盒说明书进行操作。
1. 5　 PCR检测肝脏 TGF-β1、Smad2、Smad3 mRNA表达

取肝脏组织适量,采用 RNA 提取试剂盒提取组

织中的 RNA,采用 cDNA 第一链合成试剂盒配置反

转录反应体系、将 RNA 反转录为 cDNA,采用 PCR
试剂盒配置 PCR 反应体系,对 TGF-β1、 Smad2、
Smad3、β-actin cDNA 进行 PCR 反应,得到循环曲线

及对应的循环阈值(Ct),以 β-actin 为内参、按照公

式 2-ΔΔCt 计算 TGF-β1、Smad2、Smad3 的 mRNA 表达

水平。
1. 6 　 Western blot 检测肝脏 TGF-β1、Smad2、Smad3
蛋白表达

取肝脏组织适量,采用 RIPA 裂解液提取组织

中的蛋白,采用 BCA 法检测蛋白含量,而后取 30 μg
蛋白与上样缓冲液混合,煮沸变性后进行 Western
blot 检测。 先进行电泳分离蛋白,而后将蛋白电转

移至 PVDF 膜,5%脱脂牛奶室温封闭 PVDF 膜 1 h,
1 ∶ 1 000 稀释的 TGF-β1、Smad2、Smad3 一抗或 1 ∶
5 000 稀释的 β-actin 一抗 4℃孵育 PVDF 膜过夜;次
日,1 ∶ 2 000 稀释的二抗室温孵育 PVDF 膜 1 h,最
后在凝胶成像仪中显影得到蛋白条带,根据条带的

吸光值、以 β-actin 为内参,计算 TGF-β1、 Smad2、
Smad3 蛋白表达水平。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS21. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,各组间计量资料的比较采用方差分析,P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 各组大鼠肝脏病理改变的比较

从图 1 可见,对照组大鼠肝脏内小叶结构清晰、
肝细胞排列整齐;模型组大鼠肝脏内小叶结构破
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坏、肝细胞广泛脂肪变性及空泡变性,汇管区纤维

结缔组织增生;中药组大鼠肝纤维化的病理改变较

模型组明显改善;中药+SRI 组大鼠肝纤维化的病理

改变较中药组明显加重。

图 1　 各组大鼠肝脏病理改变(HE 染色,400×)
白色箭头为增生的纤维结缔组织。

2. 2　 各组大鼠血清肝功能指标的比较

从表 1 可见,与对照组比较,模型组大鼠血清

ALB 含量明显降低,ALT、AST 含量明显增加(P <
0. 05);与模型组比较,中药组大鼠血清 ALB 含量明

显增加,ALT、AST 含量明显降低(P<0. 05);与中药

组比较,中药+SRI 组大鼠血清 ALB 含量明显降低,
ALT、AST 含量明显增加(P<0. 05)。

表 1　 各组大鼠血清 ALB、ALT、AST 含量的比较(n=8)

分组 ALB / (g / L) ALT / (U / L) AST / (U / L)

对照组 34. 95±4. 85 36. 58±7. 84 32. 47±6. 91

模型组 26. 22±3. 48a 162. 38±22. 85a 150. 28±24. 85a

中药组 32. 94±3. 11b 56. 47±8. 28b 49. 59±8. 18b

中药+SRI 组 27. 51±2. 84c 121. 37±17. 68c 132. 75±17. 28c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与中药组比较。

2. 3　 各组大鼠血清肝纤维化指标的比较

从表 2 可见,与对照组比较,模型组大鼠血清

HA、LN、PCⅢ含量明显增加(P<0. 05);与模型组比

较,中药组大鼠血清 HA、LN、PCⅢ含量明显降低(P
<0. 05);与中药组比较,中药+SRI 组大鼠血清 HA、
LN、PCⅢ含量明显增加(P<0. 05)。
2. 4　 各组大鼠肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 mRNA
表达的比较

从表 3 可见,与对照组比较,模型组大鼠肝脏中

TGF-β1、Smad2、Smad3 的 mRNA 表达水平明显增加

(P<0. 05);与模型组比较,中药组大鼠肝脏中 TGF-
β1、Smad2、Smad3 的 mRNA 表达水平明显降低(P<

0. 05);与中药组比较,中药 + SRI 组大鼠肝脏中

TGF-β1、Smad2、Smad3 的 mRNA 表达水平明显增加

(P<0. 05)。

表 2　 各组大鼠血清 HA、LN、PCⅢ含量的比较(n=8)

分组 HA / (mg / L) LN / (μg / L) PCⅢ / (μg / L)

对照组 7. 85±1. 15 71. 94±12. 62 8. 93±1. 35

模型组 14. 42±3. 42a 129. 63±32. 45a 22. 73±4. 58a

中药组 9. 28±1. 45b 80. 14±11. 73b 11. 75±2. 06b

中药+SRI 组 14. 29±2. 74c 120. 37±25. 28c 19. 75±3. 27c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与中药组比较。

表 3　 各组大鼠肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 mRNA
表达的比较(n=8)

分组 TGF-β1 Smad2 Smad3

对照组 1. 00±0. 18 1. 00±0. 21 1. 00±0. 18

模型组 2. 09±0. 32a 2. 21±0. 34a 1. 89±0. 34a

中药组 1. 14±0. 19b 1. 30±0. 25b 1. 21±0. 22b

中药+SRI 组 1. 78±0. 15c 1. 91±0. 25c 1. 81±0. 29c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与中药组比较。

2. 5　 各组大鼠肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 蛋白

表达的比较

从图 2 和表 4 可见,与对照组比较,模型组大鼠

肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 的蛋白表达水平明显

增加(P<0. 05);与模型组比较,中药组大鼠肝脏中

TGF-β1、Smad2、Smad3 的蛋白表达水平明显降低(P
<0. 05);与中药组比较,中药+SRI 组大鼠肝脏中

06 ISSN 2095-1116 Medical Science Journal of Central South China,Vol 49,No 1,2021



TGF-β1 的蛋白表达水平无明显变化,Smad2、Smad3
的蛋白表达水平明显增加(P<0. 05)。

图 2　 各组大鼠肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 的蛋白表达

表 4　 各组大鼠肝脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3
蛋白表达的比较(n=8)

分组 TGF-β1 Smad2 Smad3

对照组 0. 32±0. 08 0. 45±0. 06 0. 26±0. 05

模型组 0. 92±0. 21a 0. 96±0. 18a 0. 86±0. 16a

中药组 0. 35±0. 07b 0. 51±0. 08b 0. 41±0. 08b

中药+SRI 组 0. 33±0. 06 0. 77±0. 10c 0. 72±0. 11c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与中药组比较。

3　 讨　 论

肝纤维化是肝硬化发生发展过程中重要的病

理改变,延缓或逆转肝纤维化的进程是肝硬化有效

的防治策略。 近些年,多种中药汤剂被证实具有改

善肝纤维化的作用[7-8],其中小柴胡汤是具有抗纤

维化、改善肝功能作用的经典中药方剂,该方剂由

柴胡、黄芩、人参、甘草、生姜、大枣、半夏等 7 味中药

组成,功效为和解少阳、扶正祛邪。 肝星状细胞在

炎症及氧化应激等因素的刺激下发生活化是促进

肝纤维化的重要环节,多项现代药理学研究证实,
柴胡和黄芩中的活性成分能够抑制肝星状细胞活

化、抑制炎症及氧化应激反应[9-10];胡睿等[6]细胞实

验表明,小柴胡汤的含药血清能够抑制肝星状细胞

活化,进而起到抑制肝纤维化的作用。 基于此,本
研究提出假设:小柴胡汤可能具有改善肝纤维化的

作用。
为了验证假设,本实验通过经典的四氯化碳皮

下注射方式进行肝纤维化造模,用以模拟肝硬化发

病过程中肝纤维化的病理改变。 造模后观察肝脏

HE 染色的变化可知:肝脏出现了小叶结构破坏、肝
细胞广泛脂肪变性及空泡变性、汇管区纤维结缔组

织增生等肝硬化及肝纤维化特征性的病理改变,表
明造模成功。 在四氯化碳皮下注射造模的过程中,
给与小柴胡汤灌胃干预后观察到肝脏纤维化的病

理改变较模型组明显改善,表明小柴胡汤能够改善

大鼠的肝纤维化,与小柴胡汤含药血清在体外抑制

肝星状细胞活化的作用[6]吻合。
在肝纤维化的进程中,肝细胞发生损伤和破

坏,细胞外基质中胶原代谢异常、纤维结缔组织增

生并形成了组织纤维化。 多项肝纤维化相关的临

床和基础研究表明,肝细胞的损伤和破坏会减少

ALB 的合成,增加 ALT、AST 的释放;在胶原代谢异

常、纤维结缔组织增生的过程中,HA、LN、PCⅢ的合

成和释放明显增多[11-13]。 本实验观察到:模型组大

鼠血清 ALB 含量降低,ALT、AST、HA、LN、PCⅢ含

量均增多。 加用小柴胡汤灌胃干预后,大鼠血清

ALB 含量增加,ALT、AST、HA、LN、PCⅢ含量均降

低,表明小柴胡汤干预能够减轻肝损害、改善肝纤

维化,与 HE 染色观察到的病理改变吻合。
TGF-β1 是促进肝纤维化的关键细胞因子,能够

通过下游 Smad2、Smad3 进行信号转导并刺激肝星

状细胞活化,进而引起下游蛋白酶及其抑制物表达

变化并促进肝纤维化的发生[14-17]。 已有细胞研究

表明,小柴胡汤显著抑制肝星状细胞中 TGF-β1 /
Smad 通路的激活[6]。 本实验观察到:模型组大鼠肝

脏中 TGF-β1、Smad2、Smad3 的表达增加,而小柴胡

汤干预后 TGF-β1、Smad2、Smad3 的表达减少,表明

肝硬化大鼠存在肝脏 TGF-β1 / Smad 通路的激活,小
柴胡汤则能抑制肝脏 TGF-β1 / Smad 通路的激活。
在此基础上,小柴胡汤灌胃的同时联合使用 Smad2 /
3 激活剂 SRI-011381 后观察到:大鼠肝纤维化的病

理改变加重,小柴胡汤调节血清指标的作用也明显

减弱,表明 Smad2 / 3 激活剂逆转了小柴胡汤抑制大

鼠肝纤维化的作用,进而提示小柴胡汤通过 TGF-
β1 / Smad 通路发挥抗肝纤维化的作用。

综上所述,小柴胡汤能够改善大鼠的肝纤维

化,抑制 TGF-β1 / Smad 通路是介导这一改善作用可

能的分子机制,未来小柴胡汤有望成为防治肝硬

化、延缓肝纤维化的备选药物。
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