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[摘要] 　 目的:观察加味大黄 虫丸对原发性胆汁性胆管炎(PBC)肝星状细胞损伤状态下转化生长因

子-β1(TGF-β1)、Smads 的影响。 方法:将 20 只大鼠随机分为干预组与对照组,每组各 10 只。 干预组灌胃

加味大黄 虫丸混悬液 1. 5
 

ml / 100
 

g,对照组灌胃等量 0. 9%氯化钠注射液,每天 1 次,持续 1 周。 将肝星状

细胞 T6(HSC-T6)细胞分为 6 组,分别为空白组、对照组、5%空白血清组、10%空白血清组、5%含药血清组、
10%含药血清组,培养 24

 

h。 建立乳酸损伤模型,造模成功后分为 5 组:空白组、对照组、正常组、模型组、
中药组。 测定细胞活性,细胞中 TGF - β1、Smad3、Smad7

 

mRNA 表达,TGF - β1、磷酸化 Smad3、磷酸化

Smad7
 

mRNA 蛋白表达。 结果:各组 HSC-T6 细胞活性对照组、5%空白血清组、10%空白血清组、5%含药血

清组、10%含药血清组与空白组比较,差异均有统计学意义(P<0. 01)。 TGF-β1、Smad3、Smad7
 

mRNA 表达

及 TGF-β1、p-Smad3、p-Smad7
 

mRNA 蛋白表达水平,模型组与空白组比较,中药组与模型组比较,差异均有

统计学意义(P<0. 01 或 P<0. 05)。 结论:加味大黄 虫丸治疗 PBC 的作用机制与降低 TGF-β1、Smad3 水

平,提高 Smad7 水平相关。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Jiawei
 

Dahuang
 

Zhechong
 

pills
 

on
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

( TGF- β1)
 

and
 

Smads
 

under
 

the
 

status
 

of
 

hepatic
 

stellate
 

cell
 

injury
 

in
 

primary
 

biliary
 

cholangitis
 

( PBC). Methods:A
 

total
 

of
 

20
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

intervention
 

group
 

and
 

control
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group. The
 

rats
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

were
 

given
 

the
 

suspension
 

of
 

Jiawei
 

Dahuang
 

Zhechong
 

pills
 

by
 

gavage,and
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

given
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

injection
 

by
 

gavage,
once

 

a
 

day
 

for
 

one
 

week. Hepatic
 

stellate
 

cell-T6
 

( HSC-T6)
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

group,control
 

group,
5%

 

blank
 

serum
 

group,10%
 

blank
 

serum
 

group,5%
 

drug-containing
 

serum
 

group,and
 

10%
 

drug-containing
 

se-
rum

 

group,and
 

the
 

cells
 

were
 

cultured
 

for
 

24
 

hours. A
 

model
 

of
 

lactic
 

acid-induced
 

injury
 

was
 

established,and
 

after
 

successful
 

modeling,the
 

experiment
 

was
 

divided
 

into
 

blank
 

group,control
 

group,normal
 

group,model
 

group,
and

 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

( TCM)
 

group. Cell
 

viability
 

was
 

measured,as
 

well
 

as
 

the
 

mRNA
 

expression
 

lev-
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els
 

of
 

TGF - β1,Smad3,and
 

Smad7
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF - β1,phosphorylated
 

Smad3
 

( p-Smad3) ,and
 

phosphorylated
 

Smad7
 

( p-Smad7)
 

in
 

cells. Results:There
 

was
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

viability
 

of
 

HSC-T6
 

cells
 

between
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

other
 

five
 

groups
 

( control
 

group,5%
 

blank
 

ser-
um

 

group,10%
 

blank
 

serum
 

group,5%
 

drug-containing
 

serum
 

group,and
 

10%
 

drug-containing
 

serum
 

group)
 

(P<0. 01). There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF - β1,Smad3,and
 

Smad7
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-Smad3,and
 

p-Smad7
 

between
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

between
 

the
 

TCM
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

(P< 0. 01
 

or
 

P< 0. 05) . Conclusion:Jiawei
 

Dahuang
 

Zhechong
 

pills
 

exert
 

a
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

PBC
 

by
 

reducing
 

the
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

Smad3
 

and
 

in-
creasing

 

the
 

level
 

of
 

Smad7.
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　 　 原发性胆汁性胆管炎(primary

 

biliary
 

cholangitis,
PBC)是一种慢性进展的自身免疫性肝病[1] 。 其基

本病理改变是肝星状细胞( HSC) 激活转变为具有

增殖性、成纤维性的肌成纤维细胞,产生大量细胞

外基质如Ⅰ、Ⅲ型胶原纤维,从而引起肝纤维化[2] 。
PBC 起病隐匿,诊治困难,预后不佳。 本病的治疗

药物选择少,能减轻症状、延缓病程,但价格昂贵、
不良反应多[3] 。 中医药立足于中医传统整体观念,
通过辨证论治对 PBC 进行多环节、多途径、多靶点

的治疗,疗效稳定持久,可有效延缓疾病进展,且不

良反应少,联合熊去氧胆酸治疗 PBC 具有更好的临

床疗效和安全性[4-5] 。
大黄 虫丸来自张仲景《金匮要略》,是治疗虚

劳干血的经典名方。 本课题组前期临床研究表明,
大黄 虫丸加黄芪、白术组成的加味大黄 虫丸不

仅可以制约大黄、虫类药的峻猛之性,并且契合

PBC 患者慢性起病、日久不愈之特点及体内“虚瘀

互结”之病机,临床疗效佳[6] 。
转化生长因子-β1( TGF-β1) / Smads 信号通路

是肝纤维化进程中的重要通路,TGF-β1 是目前已

知的最强促纤维化因子之一[7] 。 Smads 是 TGF-β1
受体复合物下游一类非常重要的信号传导分子,在
肝纤维化进程中,Smad3 明显被激活是信号传导通

络中负责纤维化的关键因素[8] ,而 Smad7 则发挥着

保护作用。 因此,本实验通过建立肝星状细胞损伤

模型,观察加味大黄 虫丸含药血清对 TNF-β1、磷
酸化 Smad3( pSmad3)、磷酸化( pSmad7) 表达量的

影响,探讨加味大黄 虫丸治疗 PBC 的相关机制,
为临床研究提供实验支持。

1　 实验材料

1. 1　 动物与细胞 　 健康 SPF 级 SD 雄性大鼠 20
只,鼠龄 8 ~ 12 周,平均体质量(200±10) g,合格证

编号:2020-0010。 动物由湖南斯莱克景达实验动

物有限公司提供,饲养于湖南中医药大学动物实验

中心 SPF 级实验室,温度(24±2)℃ ,相对湿度(50±
20)%。 肝星状细胞 T6(HSC-T6)细胞株购于湖南

维世尔生物有限公司,取 3 ~ 8 代对数生长期细胞进

行实验。
1. 2　 药物　 加味大黄 虫丸:购于北京同仁堂(集

团)有限责任公司,规格:3
 

g / 丸,批号:Z11020002,
药物成分主要有熟大黄、 虫、虻虫、水蛭、蛴螬、干
漆、桃仁、苦杏仁、黄芩、干地黄、白芍、甘草等。 中

药超微配方颗粒黄芪 ( 批号:211053) 、白术 ( 批

号:211061)均购自湖南春光九汇现代中药有限公

司。 药物剂量按照大黄 虫丸成药 ∶黄芪 ∶白术为

3. 5 ∶3 ∶2进行配置,浓度为 1. 5
 

ml / 100g。
1. 3　 主要试剂与仪器 　 DNA 凝胶加样缓冲液(中

国 Abiowell,批号:AWR0103);mRNA 逆转录试剂盒

(中国北京康为世纪,批号:CW2569);miRNA 逆转

录试剂盒(中国北京康为世纪,CW2141);Trizol(美

国 Thermo,批号:15596026);UltraSYBR
 

Mixture(中

国北京康为世纪, CW2601 ); DM2000
 

Plus
 

DNA
 

Marker(中国北京康为世纪, CW0632);核酸染料

(中国北京普利莱,批号:PB11141);Tris-乙酸电泳

缓冲液(中国 Abiowell,批号:AWR0124;DEPC 处理

水(中国 Abiowell,AWR0062);BCA 蛋白定量试剂

盒(中国 Abiowell,批号:AWB0104);广谱彩虹预染

蛋白 Marker(中国 Abiowell,批号:AWB0236);磷酸
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缓冲液(PBST) (中国 Abiowell,AWI0130);Acr-Bis
(30%,29 ∶1,中国 Abiowell,AWB0020);Tris-甘氨酸

电泳缓冲液(中国 Abiowell,AWB0083);Western 转

膜缓冲液(中国 Abiowell,AWB0211);丽春红 S 染色

液(中国 Abiowell,AWB0225);荧光定量 RCP 仪(美
国 Thermo,PIKOREAL96);荧光 PCR 板(美国 Ther-
mo,SPL0960);荧光定量 RCP 仪(美国 ABI

 

QuantS-
tudio1);电泳仪(中国北京六一,DYY-2C);化学发

光成像系统(中国勤翔,ChemiScope6100)等。
2　 实验方法

2. 1　 含药血清的制备　 根据《医学实验动物学》 [9]

计算 得 出 大 鼠 的 给 药 剂 量 为 人 的
 

6. 3 倍, 即

2. 14
 

g / 100
 

g。 将 20 只大鼠随机分为干预组与对

照组,每组各 10 只。 干预组灌胃加味大黄 虫丸

混悬液 1. 5
 

ml / 100
 

g,对照组灌胃等量 0. 9%氯化钠

注射液,每天 1 次,持续 1 周。 末次灌胃后大鼠禁食

24
 

h,之后腹腔注射戊巴比妥钠麻醉,腹主动脉采

血。 血液静置 10 ~ 15
 

min 后立即离心 10
 

min,
3500

 

r / min,取上清液水浴锅灭活(56℃ ,30
 

min),
过滤分装,-20℃留存。
2. 2 　 细 胞 的 培 养 与 分 组 　 将细胞 T6 细胞株

(HSC-T6)细胞置于含 10%脂牛血清(FBS) +1%双

抗的细胞培养基( DMEM)中,37℃ 、5% CO2 的饱和

湿度培养箱中培养。 然后将其随机分为 6 组,分别

为空白组(加不含细胞的培养基)、对照组(细胞不

做处理)、5%空白血清组(培养基为 5%空白血清)、
10%空白血清组(培养基为 10%空白血清)、5%含

药血清组(培养基为 5%含药血清)、10%含药血清

组(培养基为 10%含药血清),每组 3 个复孔,均连

续培养 24
 

h。
2. 3　 乳酸损伤模型的建立 　 研究显示,低浓度乳

酸(0. 05
 

mmol / L)对于肝星状细胞具有促进其激活

及大量繁殖的作用[10] 。 低浓度乳酸溶液的配置:母
液浓度为 1M,将母液浓度稀释 100 倍即可得到

10
 

mmol / L 工作浓度,再将 10
 

mmol / L 稀释 200 倍

得到 0. 05
 

mmol / L 的工作浓度。 将工作浓度的乳酸

加入以上各组,根据细胞活性判断造模是否成功。
造模成功后分为 5 组:空白组、对照组(空白血清)、
正常组(正常含药血清)、模型组(乳酸模型)、中药

组(乳酸含药血清)。

2. 4　 指标检测

2. 4. 1　 细胞活性的测定 　 采用 CCK8 法测定各组

细胞活性。 上述各组培养 24
 

h 后,每孔 10
 

μl 的

CCK8,用完全培养基配置 CCK8 溶液,去除含药培

养基每孔加入 100
 

μl 含有 CCK8 的培养基。 在温

度 37℃ ,5%CO2 饱和湿度条件下继续孵育 4
 

h,用
汇松酶标仪分析 450

 

nm 处吸光度(OD)值。
2. 4. 2　 细胞中 TGF-β1、Smad3、Smad7

 

mRNA 表达

的测定　 采用聚合酶链式反应( PCR)法测定细胞

中 TGF-β1、Smad3、Smad7
 

mRNA 的表达。 提取总

RNA,并计算其浓度、纯度,以细胞总 mRNA 为模

板,逆转录 cDNA,逆转录产物可直接用于 PCR 反应

和荧光定量 PCR 反应,配置 50
 

μl 扩增体系,并进

行熔解曲线分析。 每个样本每个指标设置 3 个孔,
检测相关基因及内参灰度,通过两者比值计算相关

基因的相对表达量。 引物序列见表 1。
表 1　 引物序列

基因 引物 序列(5’→3’)
Actin F ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

R TACTCCTGCTTGCTGATCCAC
TGF-β1 F ACTACGCCAAAGAAGTCACC

R CACTGCTTCCCGAATGTCT
pSmad

 

3 F TCCATCTTGCCATTCACTCCG
R CAAGCTCATCTAATCGTCCTGT

pSmad
 

7 F ACGAAGAGAGTCTCGGAGGAA
R CTGGGGCTGCTCGCATAA

2. 4. 3　 细胞中 TGF-β1、pSmad3、pSmad7
 

mRNA 蛋

白表达的测定 　 采用 Western
 

Blot 法测定细胞中

TGF-β1、pSmad3、pSmad7 的表达。 提取蛋白,按照

BCA 蛋白定量试剂盒使用说明测定蛋白浓度。 制

胶(10%浓缩胶、4. 8%分离胶),样本准备,电泳(恒

定电压 75V,时间为 130
 

min),转膜,封闭。 一抗孵

育(用 1 × PBST 将 TGF - β1 稀释至 1 ∶ 3000,转膜

65
 

min,pSmad
 

3 稀释至 1 ∶5000,转膜 78
 

min,pSmad
 

7 稀释至 1 ∶1000,转膜 66
 

min,室温放置 90
 

min,随
后 1×PBST 洗 3 次,每次 10

 

min);二抗孵育(用 1×
PBST 稀释 HRP 标记的二抗均至 1 ∶ 5000, 室温

90
 

min,1×PBST 洗 3 次,每次 15
 

min),ECL 显色曝

光,凝胶成像系统成像。
2. 5　 统计学方法　 采用 SPSS

 

25. 0 统计学软件进

行统计分析。 计量资料以均数±标准差(x±s)表示,
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2 组组间比较采用 t 检验,多组间比较采用单因素

方差分析。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组 HSC-T6 细胞活性比较 　 HSC-T6 细胞

活性对照组、5%空白血清组、10%空白血清组、5%
含药血清组、10%含药血清组与空白组比较,差异均

有统计学意义(P<0. 01)。 (见表 2)
表 2　 各组 HSC-T6 细胞活性比较

　 　 组别 OD 值(24
 

h)
　 　 空白组 0. 22±0. 01
　 　 对照组 1. 28±0. 08a

　 　 5%空白血清组 1. 23±0. 01a

　 　 10%空白血清组 1. 31±0. 02a

　 　 5%含药血清组 1. 29±0. 02a

　 　 10%含药血清组 1. 35±0. 02a

　 　 注:与空白组比较,aP<0. 01。

3. 2　 各组细胞中 TGF-β1、Smad3、Smad7
 

mRNA 表

达比较　 细胞中 TGF-β1、Smad3、Smad7
 

mRNA 表达

水平模型组与空白组比较,中药组与模型组比较,差
异均有统计学意义(P<0. 01 或 P<0. 05)。 (见表 3)
表 3　 各组细胞中 TGF-β1、Smad3、Smad7

 

mRNA
表达比较(x±s)

组别 TGF-β1 Smad3 Smad7
空白组 0. 93±0. 08 0. 92±0. 07 0. 90±0. 12
正常组 1. 23±0. 03 1. 19±0. 12 0. 83±0. 04
模型组

 

6. 30±0. 66a 4. 08±0. 28a 0. 46±0. 02a

中药组 2. 78±0. 83b 3. 16±0. 37c 0. 67±0. 15c

　 　 注: 与 空 白 组 比 较,aP < 0. 01; 与 模 型 组 比 较,bP <
0. 05,cP<0. 01。

3. 3　 各组细胞中 TGF-β1、pSmad3、pSmad7
 

mRNA
蛋白表达比较 　 细胞中 TGF -β1、pSmad3、pSmad7

 

mRNA 蛋白表达水平模型组与空白组比较,中药组

与模型组比较,差异均有统计学意义(P<0. 01 或P<
0. 05)。 (见表 4)

表 4　 各组细胞中 TGF-β1、pSmad3、
pSmad7

 

mRNA 蛋白表达比较(x±s)
组别 TGF-β1 pSmad3 pSmad7
空白组

 

0. 05±0. 03 0. 06±0. 02 0. 26±0. 06
正常组 0. 05±0. 08 0. 05±0. 02 0. 27±0. 07
模型组

 

0. 17±0. 03a 0. 21±0. 05a 0. 06±0. 02a

中药组 0. 09±0. 04b 0. 11±0. 02c 0. 13±0. 01b

　 　 注: 与 空 白 组 比 较,aP < 0. 01; 与 模 型 组 比 较,bP <

0. 05,cP<0. 01。

4　 讨　 　 论

　 　 原发性胆汁性胆管炎是一种隐匿起病的进展

性免疫性疾病,如不积极治疗,预后较差[11-13] 。 肝

内胆汁淤积及慢性炎症是其主要病理特征,其中肝

星状细胞的激活是其纤维化的基础。 熊去氧胆酸

是目前公认的唯一有效的治疗药物,但多种临床研

究证明其仅能延缓疾病进展, 并且效果因人而

异[14-15] 。 TGF-β1 / Smads 通路是肝纤维化进程中

最重要的通路之一。 TGF-β1 作为一种强效致纤维

化因子,在肝星状细胞被激活后浓度急剧升高,促
进下游 Smad3 激活, 使其具有超强的磷酸化活

性[7,16] 。 随着肝纤维化的不断进展,HSC 中抑制肝

纤维化的 Smad7 也被激活,产生磷酸化后对肝纤维

化的保护作用。
PBC 患者来诊时多已处于中晚期。 此时日久

不愈,正气亏虚而邪气凝聚,阻滞气血经络,导致

瘀毒内结,此为主要病理因素。 因此,对于本病后

期的治疗,重在培补正气、解毒活瘀。 研究表明扶

正化瘀类方药对于肝纤维化具有显著作用[17-19] ,
这与本课题组的加味大黄 虫丸主治“虚劳干血”
的理论不谋而合。 大黄 虫丸是东汉张仲景的名

方,本方重在祛瘀,大量使用大黄等峻猛之品及虫

类药破血逐瘀通络,但是缺乏补益之力。 因此,本
研究在大黄 虫丸的基础上加入黄芪、白术,既减

前方之毒,又增前方之效,合用大补脾肺之气,增
强扶正之力。 二药性味甘温,药性偏于温和,既能

制大黄、黄芩等寒凉之性,又能降低虫类药之毒

性,使本方久服而不伤正。 诸药合用,共奏益气活

血化瘀、健脾祛湿、清热解郁之效,使邪去正复,病
势向愈。

本研究通过建立肝星状细胞损伤模型探讨了

加味大黄 虫丸调控 TGF-β1 / Smads 等细胞因子

的表达,结果发现其可以降低 TGF-β1 及 Smad3 的

表达、提高 Smad7 的表达,从基因和蛋白质分子的

角度佐证了加味大黄 虫丸对于 PBC 的治疗作用。
由此认为,加味大黄 虫丸可能通过调控 TGF-β1 /
Smads 来减轻肝纤维化,从而治疗 PBC。
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