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摘要:目的 探究双氢青蒿素(Dihydroartemisinin,DHA)对胆管结扎(Bileductligation,BDL)所致的大鼠肝纤维化的初步治

疗作用。方法 采用BDL诱导大鼠肝纤维化模型,DHA(14mg/kg)及阳性药物秋水仙碱(0.1mg/kg)干预处理,末次给药24
h后,取血清检测ALT、AST、Bilirubin;HE染色、马松染色和天狼猩红染色检测肝组织病理变化;Westernblot检测肝组织中

肝星状细胞(HSC)活化指标α􀆼SMA与α1(Ⅰ)collagen的表达;免疫荧光检测肝组织TGFβ􀆼RⅡ的表达。体外培养活化的

HSC􀆼T6,并用DHA干预处理,Westernblot检测α􀆼SMA、α1(Ⅰ)collagen以及TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼Smad2、Smad2的表达。结果 
血清学指标结果显示,与空白对照组比较,模型组SD大鼠 ALT、AST、Bilirubin显著升高,DHA能降低血清中 ALT、AST、

Bilirubin水平;HE、马松染色、天狼猩红染色结果显示,与模型组比较,DHA能够明显改善肝脏病理组织结构以及胶原纤维的

沉积;Westernblot结果显示,DHA还可抑制 HSC活化的标志物α􀆼SMA、α1(Ⅰ)collagen以及TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼Smad2的表达。

结论 DHA对BDL诱导的肝纤维化具有显著的保护作用,这一效应主要与其抑制HSC活化以及调控TGF􀆼βⅡ/Smad2信号

通路相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatethetherapeuticaleffectofdihydroartemisininonbileductligation􀆼inducedliverfibro-
sisinrats METHODS Hepaticfibrosismodelwasestablishedbybileductligation treatmentgroupsinwhichratsreceived
intraperitonealinjectionofDHAat14mg kgandcolchicinetreatment Attheendoftheexperiment theratsweresacrificed 
BloodwascollectedtoexamLevelsofalanineaminotransferase ALT  aspartateaminotransferase AST  andBilirubinin
serumsamples Hematoxylinandeosin HE  Masson􀆶strichromestainandsiriusredcollagenstainingwereusedtoPatho-
logicalchangesinlivertissue WesternblottinganalyseswereusedtoevaluatetheindicatorsrelatedwithHSCactivationsuch
asα􀆼SMA α1 Ⅰ collageninlivertissue ImmunofluorescencewasusedtoevaluatetheexpressionofTGFβ􀆼RⅡinlivertis-
sue HSC􀆼T6wasculturedinvitroandtreatedwithDHA Westernblottinganalyseswereusedtoevaluatetheexpressionsof
α􀆼SMA α1 Ⅰ collagen TGFβ􀆼RⅡ p􀆼Smad2 andSmad2 RESULTS AsshowninSerologicalindicators comparedwith
thecontrolgroup contentsofserumALT AST Bilirubinwassignificantlyincreasedinthemodelgroup DHAcouldde-
creasetheserumlevelsofALT AST Bilirubin AsshowninHE Masson andSiriusredstaining comparedwiththemodel

group DHAsignificantlyalleviatedliverpathologytissueanddepositionofcollagenfibers andinhibitedexpressionofα􀆼SMA 
α1 Ⅰ collagenandTGFβ􀆼RⅡ p􀆼Smad2 CONCLUSION DHAhadtheprotectiveeffectonliverfibrosisinducedbyBDL 
whichwasprimarilyrelatedtoinhibitionofHSCactivationandregulationofTGF􀆼βII Smad2signalingpathways 
KEYWORDS DHA liverfibrosis hepaticstellatecells activation TGF􀆼βⅡ Smad2signalingpathway
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  肝纤维化是继发于各种类型的慢性肝损伤之后

组织的修复反应过程,也是所有慢性肝病的共同病

理过程;如无有效治疗,肝纤维化最终将发展为肝硬

化、门脉高压、肝细胞癌等[1]。肝纤维化的实质是肝

组织内细胞外基质(Extracellarmatrix,ECM)的合

成大于降解,导致大量ECM 过度生成,肝组织结构

与功能受到破坏[2]。近十年来的基础与临床研究均

证实,活 化 的 肝 星 状 细 胞(Hepaticstellatecell,

HSC)是肝脏纤维化时ECM成分的主要来源[3􀆼4]。
青蒿素是我国药学工作者从菊科植物黄花蒿叶

中提取分离到的一种具有过氧桥的倍半萜内酯类化

合物,其化学结构经过改造、修饰,先后发展了青蒿

琥酯、蒿 甲 醚、双 氢 青 蒿 素(Dihydroartemisinin,

DHA)等多种衍生物[5]。DHA是青蒿素及其衍生

物蒿甲醚和青蒿琥酯在体内的有效活性代谢产物,
其进入体内后具有吸收好、分布广、排泄和代谢迅速

等特点[6􀆼7]。近年来研究显示,DHA具有抗肿瘤、抗
炎、免疫调节和抑制瘢痕的作用。最新研究显示,青
蒿琥酯可以抑制LPS/TLR4/NF􀆼κB信号转导保护

肝脏免受多种致病因子诱导的肝脏炎症和肝纤维

化[8]。另有研究发现,DHA能减轻博莱霉素诱导

的肺损伤和纤维化[9􀆼10]。目前关于DHA抗肝纤维

化方面的研究鲜有报导,本研究创新性选择DHA,
运用胆管结扎(Bileductligation,BDL)诱导大鼠肝

纤维化模型和大鼠肝星状细胞系 HSC􀆼T6来探究

其在抗肝纤维化方面的作用及其机制,为后续的

DHA防治肝纤维化的研究与开发奠定研究基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物与细胞

雄性SD大鼠,9周左右,体质量180~220g,购
自上海斯莱克实验动物技术有限公司,生产许可证

号:SCXK(沪)2012􀆼0002。原代肝星状细胞(HSC)
购自中科院上海细胞库。

1.2 仪器

莱卡倒置荧光显微镜(德国莱卡公司,型号

DM1L);微量离心机(上海安科学仪器厂,型号KA􀆼
1000);冷冻离心机(Beckman,型号CS􀆼15R),电子

天平(德国赛多利斯有限公司,型号BT323S);电泳

槽(美国Bio􀆼Rad公司,型号525BR027843);半自动

生化仪(东北沃特尔科技有限公司)。

1.3 试剂

一抗 α􀆼SMA(批 号:14968)、Smad2(批 号:

5339)、p􀆼Smad2(批号:3104)均购自CellSignaling
Technology 公 司;α1 (I)procollagen(批 号:

ab6308)、TGFβ􀆼RⅡ(批号:ab78419)均购自Abcom
公司。二抗Goata􀆼rabbit􀆼IgG􀆼HRP(批号:ab6721)
购自Abcom公司。

1.4 动物分组及BDL造模

将50只SD大鼠随机分为空白对照组、假手术

组、模型组、DHA 干预组、阳性药治疗组,每组10
只。除空白组和假手术组外,其余SD大鼠进行胆

管结扎,胆管结扎2周后,第4周开始,给药组腹腔

注射DHA按14mg/kg[6],每周注射5d,每日给药

1次,阳性药组口服给予秋水仙碱,每日1次,持续4
周。

1.5 肝纤维化血清指标检测

实验大鼠末次给药24h后,颈总动脉取血,血
样4℃、3500r/min离心15min,取血清。检测血

清中AST、ALT、Bilirubin含量。AST(批号:C010􀆼
2)、ALT(批号:C009􀆼2)、Bilirubin(批号:C019􀆼1)检
测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

1.6 病理学切片检测

肝组织脱水,石蜡包埋,HE、Masson以及天狼

星红染色切片,光镜下观察纤维化的有无及程度。

1.7 免疫荧光检测

肝组织切片经脱蜡和水化后,甲醛固定,经一抗

TGFβ􀆼RⅡ孵育和二抗染色,抗荧光淬灭剂封片。
激光共聚焦显微镜观察各组肝组织荧光表达情况。

1.8 Westernblot检测

取肝组织,提取肝组织蛋白,检测α􀆼SMA、α1
(I)procollagen的表达;检 测 各 组 中 HSC 中α􀆼
SMA、α1 (I)procollagen 以 及 TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼
Smad2、Smad2的蛋白表达。将肝组织蛋白提取液

和HSC细胞蛋白提取液4℃、12000r/min离心10
min,吸取上清液测定蛋白浓度,确定上样量,配制

10%十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 (SDS􀆼
PAGE),进行电泳,转膜,非特异性封闭;加入一抗α
􀆼SMA、α1(I)procollagen、TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼Smad2、

Smad2封闭,过夜,加入二抗进行杂交,于伯乐凝胶

成像仪中对条带进行成像,β􀆼actin作为内参,对蛋

白条带进行灰度定量分析。

1.9 数据分析

数据用􀭺x±s表示,并用SPSS16.0软件进行数

据分析,GraphPadPrism5软件进行作图。多组均
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数间的比较采用单因素方差分析,再用Dunnett检

验进行post􀆼hoc分析,以P<0.05为有显著性差异。

2 结果

2.1 DHA对BDL诱导的肝纤维化血清指标的影

响

与正常组比较,模型组大鼠ALT、AST、Biliru-

bin显著升高(P<0.01);DHA干预组能明显地降

低血清中 ALT、AST、Bilirubin水平(P<0.05~
0.01),减轻BDL引起的肝组织损伤,秋水仙碱组中

ALT、AST、Bilirubin水平也得到明显的降低。假

手术组与空白组比较,3个指标均未见显著性变化。
见图1。

注:1.空白对照组;2.假手术组;3.模型组;4.DHA组(14mg/kg);5.秋水仙碱组(0.1mg/kg)。

与空白对照组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。􀭺x±s,n=8。

图1 各组间大鼠ALT、AST、Bilirubin水平比较

2.2 DHA对BDL诱导的肝纤维化病理组织学的

影响

BDL可导致有细胞毒性的胆汁酸在肝组织内

堆积,可导致肝细胞坏死,肝细胞脂肪变性[11]。HE
染色结果显示,正常组肝小叶结构完整,中央静脉周

围呈放射状排列的肝细胞索;模型组肝小叶结构及

肝索排列均紊乱,大量肝细胞发生脂肪变性、坏死;

DHA组可减轻组织损伤情况,使肝小叶结构基本恢

复正常,只有少数肝细胞可见脂肪变性,秋水仙碱组

中肝组织中几乎见不到纤维组织增生和假小叶。见

图2。

图2 大鼠肝组织 HE染色(×100)

慢性肝损伤时胶原成分的过度积累会导致纤维

化的发生发展[12]。Masson染色和天狼猩红染色结

果显示:正常组肝小叶结构正常,肝细胞索排列整

齐,肝窦和汇管区可见被染成蓝绿色的胶原纤维,几
乎见不到弥漫增生的胶原纤维;模型组汇管区周围

胶原纤维增生显著,增生的胶原纤维向四周延伸,并
向邻近肝小叶延伸形成纤维间隔,多数纤维间隔完

全包裹肝细胞团形成完整的假小叶;DHA干预组中

汇管区周围胶原纤维增生程度明显减轻,纤维间隔

变细,假小叶形成不明显;秋水仙碱组中肝组织中几

乎见不到纤维组织增生和假小叶。见图3~4。

图3 大鼠肝组织 Masson染色(×400)

图4 大鼠肝组织天狼星红染色(×400)

2.3 DHA对HSC中ECM表达的影响

HSC的活化是肝纤维化形成的中心环节,α􀆼
SMA是HSC活化的主要标志物,α1(I)procolla-
gen是 HSC生成的 ECM 的主要成分。Western
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blot的检测结果发现,与正常对照组比较,模型组大

鼠肝组织中 HSC内高表达α􀆼SMA、α1(I)procolla-
gen(P<0.01),DHA治疗组的 HSC内这两个纤维

化标志物的表达明显降低(P<0.05),与阳性药物秋

水仙碱组的治疗效果相近。见图5。同时,体外培

养活化的 HSC,用不同剂量的DHA处理,Western
blot的检测结果发现DHA可以剂量依赖性的下调

α􀆼SMA、α1(I)procollagen的蛋白表达(P<0.05~
0.01),与体内实验结果相一致。见图6。

注:1.空白对照组;2.假手术组;3.模型组;4.DHA组(14mg/kg);

5.秋水仙碱组(0.1mg/kg)。与空白对照组比较,##P<0.01;

与模型组比较,*P<0.05。􀭺x±s,n=8。

图5 各组大鼠肝星状细胞中α􀆼SMA、α1(I)procollagen
的蛋白表达和定量分析

图6 HSC􀆼T6中α􀆼SMA、α1(I)procollagen的蛋白

表达和定量分析

2.4 DHA对BDL诱导的肝纤维化组织中TGFβ􀆼R
Ⅱ表达的影响

在肝纤维化进程中,有多种细胞因子及多条细

胞信号通路参与到这一病变过程中,对肝纤维化的

进展发挥重要调控作用[13]。TGF􀆼β1是一类调节细

胞生长和分化的细胞因子,是目前公认的最强的致

肝纤维化的细胞因子之一[14]。HSC的活化也会伴

随着其表面TGFβ􀆼RⅡ受体的过度表达。我们利用

免疫荧光双染对 TGFβ􀆼RⅡ在以α􀆼SMA 标记的

HSC中的表达进行检测。结果显示,与正常大鼠比

较,BDL造模的纤维化大鼠肝脏中HSC中TGFβ􀆼R
Ⅱ表达显著提高,提示纤维化肝脏中HSC中TGFβ􀆼
RⅡ信号通路可能高度活化;而给予DHA干预后,

TGFβ􀆼RⅡ的表达被显著降低。见图7。

注:1.空白对照组;2.假手术组;3.模型组;4.DHA组(14mg/kg);

5.秋水仙碱组(0.1mg/kg)

图7 肝组织TGFβ􀆼RⅡ的免疫荧光检测

2.5 DHA对活化 HSC中TGFβ􀆼RⅡ/Smad2信号

通路的影响

在体内的研究结果中,我们发现,DHA可以抑

制大鼠肝纤维化中 HSC表面TGFβ􀆼RⅡ受体的表

达,接下来我们选用大鼠HSC􀆼T6进一步探究DHA
对TGFβ􀆼RⅡ信号通路的影响。Westernblot的检

测结果发现,DHA可以降低 TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼Smad2
的蛋白表达(P<0.01),并呈现一定的剂量依赖性,
对Smad2总蛋白的表达并无影响。见图8。

图8 HSC􀆼T6中TGFβ􀆼RⅡ、p􀆼Smad2、Smad2的蛋白表达

和定量分析(􀭺x±s)

3 讨论

关于DHA药理活性的研究一直是国内外研究

的热点。DHA作为青蒿素体内的主要活性代谢物,
其作用活性远远优于青蒿素本身。大量研究已经证

实,DHA不仅具有良好的抗疟疾活性,还具有抗肿

瘤、抗炎、免疫调节等药理活性[10,15]。已有一些动物

实验表明,青蒿素及青蒿琥酯对肝纤维化具有良好

的疗效[9],此外,最新研究发现,DHA可以缓解致病

因子诱导的肺损伤,抑制炎症反应和胶原沉积的生

成[9,16]。然而,目前关于DHA治疗肝纤维化方面的

研究还鲜有报道。
本研究采用经典的动物肝纤维化模型,探究

DHA的抗肝纤维化作用。BDL致大鼠肝纤维化模

型是一个经典的动物模型,许多体内研究均运用了

这个模型[17]。该模型的周期较短,自发的逆转率较

低,与临床上因胆汁分泌障碍,胆道闭锁而引起的肝
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纤维化病程相似[18],故广泛运用于抗肝纤维化药物

的筛选。
谷丙转氨酶(ALT)及谷草转氨酶(AST)主要

存在于肝细胞的细胞核和线粒体内,当肝脏受到损

伤时,肝细胞会将ALT和AST释放入血,导致其在

血清中的水平升高。因此,临床上通常将血清ALT
与AST作为衡量肝损伤程度及药物保肝作用的重

要指标[19]。胆红素(Bilirubin)可经肝脏作用后,随
胆汁分泌排出,一般作为胆汁淤积型肝损伤的检查

指标。本实验通过血清 ALT、AST、Bilirubin来判

断肝损伤的程度,再结合HE染色、Masson染色、天
狼星红染色及肝组织免疫荧光,从不同的角度来反

映DHA对肝纤维化的作用。血清学指标的检测结

果发现,DHA可以降低BDL诱导肝纤维化大鼠血

清中ALT、AST及Bilirubin水平,说明DHA可减

轻肝纤维化大鼠的肝损伤,发挥肝脏保护的作用。
病理切片分析也表明DHA能够有效地抑制大鼠肝

纤维化病变程度。

HSC的活化是肝纤维化形成的中心环节,而α􀆼
SMA、α1(Ⅰ)procollagen是 HSC活化的标志物。
考察这两个标志物蛋白水平的表达情况可以反映

DHA对HSC活化的影响。我们的研究发现,DHA
不仅可以降低BDL诱导的纤维化大鼠肝组织中α􀆼
SMA、α1(Ⅰ)procollagen的表达,而且体外的研究

结果也显示出DHA能剂量依赖性的下调这两个蛋

白的表达,体内外的研究结果表明DHA改善肝纤

维化损伤的作用与抑制HSC活化,减少胶原合成密

切相关。
大量研究已经证实,枯否细胞、肝窦内皮细胞、

活化型HSC均可释放大量细胞因子、炎症因子或趋

化因子,作用于 HSC表面受体,激活促纤维化信号

转导途径,激活促纤维化信号转导途径,诱导 HSC
的活化和胶原的分泌[20]。其中,TGF􀆼β被认为是最

关键的促纤维化因子,阻断TGFβ及其细胞信号转

导通路已经成为当今抗肝纤维化研究的热点。本实

验体内研究发现,DHA能够显著抑制纤维化肝组织

TGFβ􀆼RⅡ的表达,与阳性药物秋水仙碱的作用相一

致,体外的研究结果进一步揭示,DHA能剂量依赖

性的抑制TGFβ􀆼RⅡ的蛋白表达以及其下游信号分

子Smad2的磷酸化。这一结果提示我们,DHA的

抗肝纤维化作用与调控TGF􀆼βⅡ/Smad2信号通路

相关,其具体的作用机制尚待进一步的揭示。
综上所述,本实验研究表明 DHA 能够减轻

BDL诱导的肝纤维化损伤,抑制 HSC的活化,调控

TGF􀆼βⅡ/Smad2促纤维化信号转导途径,发挥抗肝

纤维化的作用,这提示我们,DHA可作为新型抗肝

组织纤维化药物。本课题组将进一步深入去揭示

DHA干预肝纤维化的分子基础,为肝纤维化药物的

研究和开发奠定实验基础。
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