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柔肝化纤颗粒含药血清对肝星状细胞中 Wnt3α/β-catenin

信号通路及下游蛋白表达的影响
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摘　要：目的：通过研究柔肝化纤颗粒含药血清对肝星状细胞（HSC-T6）Wnt/β-catenin 信号通路及下游靶基因表达

的影响，探讨柔肝化纤颗粒抗肝纤维化的作用机制。方法：用柔肝化纤颗粒含药血清培养 HSC-T6 细胞，24 小时后采用

RT-PCR、Western Blot 法检测 HSC-T6 细胞 Wnt/β-catenin 信号分子 Wnt3α、β-catenin、GSK-3β、Coll a1、α-SMA 

mRNA 和蛋白表达，ELLSA 检测下游靶基因 TIMP-1、MMP-2、MMP-9 的表达水平。结果：与模型组相比，柔肝化纤

颗粒低、中、高组 Wnt3α、β-catenin、Coll a1、α-SMA mRNA 及蛋白表达水平显降低（P<0.05），GSK-3β mRNA

及蛋白表达量增加（P<0.05），且柔肝化纤颗粒高剂量组表达明显（P<0.05）。同时，柔肝化纤颗粒可抑制 TIMP-1（P<0.05），

可促进 MMP-2、MMP-9 的表达（P<0.05），高剂量柔肝化纤颗粒组表达显著（P<0.05）。结论：柔肝化纤颗粒抗肝纤维

化的作用可能与调控 HSC-T6 细胞中 Wnt3α/β-catenin 信号通路及下游蛋白表达有关。
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肝纤维化是由病毒感染、血吸虫病和酒精性中毒等因

素所致慢性肝损伤而引起肝细胞发生坏死或炎症，细胞外基

质（ECM）过度生成并沉积，肝内纤维结缔组织增生过多而

降解减少，造成肝损伤 [1]。作为肝硬化早期演变的重要标志，

肝纤维化亦是多个不同类型慢性肝病的共同病理产生的前

提，但本质上是可逆自我修复过程 [2]。若肝损伤持续，可引

起肝小叶网状纤维结构塌陷，随后纤维增生、改建，不能恢

复为正常肝小叶结构，肝细胞再生形成“假小叶”及结节，

进而发展为肝硬化和随后的门脉高压、肝性脑病和肝衰竭，

并导致肝癌风险增加，最终导致器官衰竭和死亡。因此有效

控制甚至逆转肝纤维化具有重要意义。

肝星状细胞（Hepatic stellate cell，HSCs）活化是肝纤

维化的中心环节，Wnt3α/β-catenin 信号通路在肝纤维化

逆转中通过调节 HSCs 的增殖、多种生长因子表达发挥作用
[3]。阻断 Wnt3α/β-catenin 信号通路可抑制 HSCs 增殖、活

化 [4]。研究证实 [5,6]，中医药可从多方位、多靶点、多部位

等方面发挥抗肝纤维化的作用。本室长期采用柔肝化纤颗粒

治疗肝纤维化取得较好的临床疗效。研究发现 [7-10]，柔肝

化纤颗粒可通过调控 FS、TGF-β1、PKCα 信号通路抑制

HSC 的增殖、活化以发挥抗肝纤维化作用。本研究采用构

建肝纤维化体外模型 HSC-T6 细胞旨在探讨柔肝化纤颗粒对

Wnt3α/β-catenin 信号通路的调控作用。

1	材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物与细胞

研究所选的研究材料为购买于广西医科大学实验动物

研究所（动物实验合格证为 SCXK 桂 2018-0001）的 10 只

清洁级成龄 SPF 级 Wistar 大鼠，每只大鼠的体重均在 150g

至 180g 的区间。饲养环境保持清洁，自由饮水，常规饲料

喂养。HSC-T6 细胞株：购买于上海谷研实业有限公司。

1.1.2 药物

柔肝化纤颗粒的药方组成有橘红 12g，黑枣 15g，鸡内

金 15g，黄精 20g，枸杞子 20g，虎杖 20g，生牡蛎 30g，鳖

甲 30g，泽兰 30g，生黄芪 45g，薏苡仁 45g。取自广西中医
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药大学附属国际壮医医院药剂科，供应商为江苏江阴天有限

公司，药物的换算按照说明书的标准，1g 颗粒剂 =6g 原药材。

秋水仙碱的供应商为北京盛世康普化工技术研究所（生产批

号：170821）。

1.1.3 含药血清制备

共计 10 只雄性 SPF 级 Wistar 大鼠，每只大鼠体重均在

（150±30）g，将其随机分成空白组（5 只）、给药组（5

只）。对给药组的大鼠以灌胃的方式给予 0.2mL/kg、0.4mL/

kg、0.8mL/kg 柔肝化纤颗粒。对空白组、模型组的大鼠以灌

胃的方式给予相同体积的 0.5% 生理盐水，给药频次为 1 日

2 次，持续 3 天时间，第 3 天完成给药之后的 0.5h、1h、1.5h（给

药前禁食不禁水 12h），以及当日完成最后 1 次给药之后过

1h，以 3mL·kg-1 ip 10% 水合氯醛对大鼠进行麻醉，实施

腹主动脉采血，将所得血液样本放置在室温条件下 2h，再

以 3000r/min 的速率对其进行持续 10min 的离心处理，后严

格无菌操作将血清分离出来，以等比例的方法混合上述 3 个

时间点的血清，以 0.22μm 微孔滤膜实施过滤除菌操作，在

56℃条件下进行 30mind 的灭活处理，后对样本进行分装，

放置在 -80℃的温度条件下妥善保存备用。需要使用时，根

据所需浓度要求，应用 DMEM 不完全液对其进行稀释。

1.1.4 大鼠肝星状细胞系 HSC-T6 的培养

复苏后的 HSC-T6 细胞被接种于添加了 10% 胎牛血清

的 RPMI-1640 培养基中，以吹打的方式将其混匀，确保细

胞分布均匀，随后转移至 25cm2 的培养瓶内。细胞培养条

件与环境为 37℃、5%CO2 细胞培养箱，设置 2×105/mL 的

初始接种密度。待细胞覆盖面积与培养箱之比＞ 90%，可

以 1:3 的比例进行传代，再进入下一实验环节。

1.1.5 柔肝化纤颗粒大鼠含药血清浓度的筛选

设置空白血清组：DMEM 培养基 + 空白血清；含药血

清组：DMEM 培养基 + 含药血清，每组分别设置并使用不

同浓度的血清，浓度分为 8 个梯度，分别为 0%、2%、4%、6%、

8%、10%、15%、20%。以 2）所述方法作为操作流程指引，

将细胞接种在 96 孔板上，各质量浓度梯度所设复孔数量＞

3 个，待细胞完全贴壁，将细胞培养液小心、细致地去除，

以 PBS 进行 2 次洗涤。含药血清组分别添加相应差异浓度

的 100μL 含药血清培养液，空白血清组分别添加 100μL

的含空白血清培养液。随后，所有样本被重新置入细胞培养

箱中，经历 24h、48h、72h 的连续孵育周期。

1.1.6 分组及干预

空白组：不做任何处理；TGF-β1 组：加入 10 ng/

ml 重 组 人 TGF-β1 处 理 细 胞 24h；TGF-β1+ 秋 水 仙 碱

含药血清对照组：加入 10 ng/ml 重组人 TGF-β1 及含药血

清对照； TGF-β1+ 柔肝化纤颗粒含药血清组：加入 10 

ng/ml 重组人 TGF-β1 及柔肝化纤颗粒低剂量含药血清；

TGF-β1+ 柔肝化纤颗粒中剂量含药血清对照组：加入 10 

ng/ml 重组人 TGF-β1 及柔肝化纤颗粒中剂量含药血清对照；

TGF-β1+ 柔肝化纤颗粒高剂量含药血清对照组：加入 10 

ng/ml 重组人 TGF-β1 及柔肝化纤颗粒高剂量含药血清对照。

1.1.7 实时荧光定量 RT-PCR

样本 RNA 的提取应用 TRIzo1 法进行。利用紫外分光光

度计对提取的 RNA 进行纯度与浓度的精确测量；使用逆转

录试剂盒将 RNA 转化为 cDNA，为后续的 PCR 反应准备模板。

设计并合成目的基因引物、将 SYBR green Ⅰ染料加入其中，

以实时荧光定量 PCR 技术实现目的基因的高效扩增。具体

PCR 反应条件设定为：首先，95℃预变性 30s，以充分打开

DNA 双链；随后进行 40 个循环的扩增，每个循环包括 95℃

变性 5s，60℃退火及延伸 30s，确保了 PCR 反应的高效与

特异性。完成扩增后，进行溶解曲线分析，以验证扩增产物

的特异性。最后，采用 2-ΔΔCt 方法进行数据的统计分析，

以准确量化目的基因的表达水平。所检测的基因序列详情见

表 1。

1.1.8 Western blot

将各组细胞妥善收集、冰浴裂解，以 BCA 试剂盒测定

其中的蛋白浓度水平，以 15μg 作为上样量的基准，配平所

得样品，将样品放置在 100℃条件下持续 10min 的金属浴，

实现蛋白变性。依照实验设计流程与具体要求，首先将各组

预处理的蛋白样品精准加入到 SDS-PAGE 凝胶中，通过电

泳实现蛋白质的有效分离。随后，将分离得到的蛋白条带转

移至固相膜上，利用 5% 的脱脂牛奶在室温下进行非特异性

位点的封闭；置目的蛋白一抗于 4℃的低温环境下进行长时

间的过夜孵育；次日，在 TBST 缓冲液下充分洗涤，去除未

结合的抗体分子，随后在室温条件下，将 HRP 标记的二抗

添加至膜上，进行 1h 的温和孵育，以增强信号的检测强度；

以 ECL 化学发光法显影，以凝胶成像系统捕捉蛋白条带的

图像，利用图像分析软件处理各条带的灰度值、计算目的蛋

白与内参蛋白的相对表达量。
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表 1		实时荧光定量RT-PCR检测的基因序列

引物设计 序列（5’-3’） 退火温度 产物长度 基因序列

Wnt3α-F GACCTTGAGGCCACGTTACA 59.97 90 NM_001414349.1

Wnt3α-R TTGGGCTCGCAGAAGTTAGG 60.04

β-catenin-F AGCTGAGTGATGGAGCTTCG 59.82 179 NM_001190466.1

β-catenin-R GCCGCCTTTACATTCCAACC 59.83

GSK-3β-F CAGGACATTTCACCCCAGGA 59.30 188 NM_001347232.1

GSK-3β-R AGGTGTGTCTCGCCCATTTG 60.81

Coll a1-F AGTGGTTTGGATGGTGCCAA 60.11 170 NM000088.3

Coll a1-R GCACCATCATTTCCACGAGC 59.90

α-SMA-F CTCTTAAGAAGGGACGGGGC 59.82 141 NM000344.3

α-SMA-R CAGAATCATCGCTCTGGCCT 59.89

β-actin-F TATCCTGGCCTCACTGTCCA 59.96 130 NM031144.3

β-actin-R AAGGGTGTAAAACGCAGCTCA 60.48

1.1.9 ELLSA 检 测 HSC-T6 培 养 液 上 清 液 TIMP-1、

MMP-2、MMP-9 的表达水平

复苏后的 HSC-T6 细胞被接种于添加了 10% 胎牛血清

的 RPMI-1640 培养基中，以吹打的方式将其混匀，确保

细胞分布均匀，随后转移至 25cm2 的培养瓶内。细胞在设

定为 37℃、5%CO2 条件的细胞培养箱中进行培养，初始

接种密度设定为 2×105/mL。将其在 6 孔板中进行接种，3

孔重复，以试剂盒对其中的 TIMP-1、MMP-2、MMP-9 进

行检测（每组细胞均放置在匀浆器中进行匀浆操作，后在

11000r·min-1 的条件下进行 1h 的离心，取上层清液，以

试剂盒说明书所述步骤作为操作基准，测定样本所含 TIMP-

1、MMP-2、MMP-9 的量）。

1.2 统计学分析

本研究中，所有获取的数据均采用 SPSS 26.0 专业统计

分析软件进行深入处理与解析。在数据表达方面，以均数

± 标准差（Mean±SD）的形式，以直观展现数据的集中趋

势与离散程度。对于两组数据间的差异性检验，运用 t 检验，

以比较组间差异。当涉及多组数据的对比分析时，以单因素

方差分析（Anova）与 LSD 进行检验，当所得 P ＜ 0.05 时，

则认为指标的组间差异明显。

2	结果

2.1 柔 肝 化 纤 颗 粒 对 活 化 HSC-T6 细 胞 Wnt3α、

β-catenin、GSK-3β、Coll a1、α-SMA mRNA 的影响

相 较 于 空 白 组， 模 型 组 中 Wnt3α、β-catenin、Coll 

a1、α-SMA 的 mRNA 表 达 量 明 显 增 多（P<0.05），GSK-

3β 的 mRNA 表达量明显走低（P<0.05）。处于秋水仙碱、

柔肝化纤颗粒含药血清添加的情况下，治疗组的 Wnt3α、

β-catenin、Coll a1、α-SMA 的 mRNA 相对表达量明显少

于模型组（P<0.05），同时 GSK-3β 的 mRNA 相对表达量

则显著上升（P<0.05）。值得注意的是，上述基因的表达量

随剂量的增多而呈现越来越明显的变化（P<0.05）。具体如

下表 2 所示。

表 2		各组对Wnt3α、β-catenin、GSK-3β、Coll	a1、α-SMA	mRNA在 HSC细胞中表达水平（±S）

组别 Wnt3α β-catenin GSK-3β Coll a1 α-SMA

空白组 1.01±0.02 1.02±0.05 1.03±0.04 1.04±0.05 1.06±0.09

模型组 1.82±0.13* 1.60±0.10* 0.38±0.08* 1.80±0.07* 1.94±0.15*

秋水仙剑组 1.46±0.11*# 1.18±0.15# 0.52±0.15*# 1.34±0.17*# 1.24±0.11*#

柔肝化纤颗粒低剂量组 1.72±0.08* 1.54±0.11*# 0.48±0.13*# 1.62±0.08*# 1.80±0.16*#

柔肝化纤颗粒中剂量组 1.36±0.11*# 1.30±0.07*# 0.76±0.11*# 1.18±0.08*# 1.56±0.12*#

柔肝化纤颗粒高剂量组 0.80±0.18*# 0.90±0.10*# 1.02±0.16# 0.84±0.11*# 1.24±0.11*#

注：与空白组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05

2.2 柔 肝 化 纤 颗 粒 对 活 化 HSC-T6 细 胞 Wnt3α、

β-catenin、GSK-3β、Coll a1、α-SMA 蛋白的影响

模 型 组 Wnt3α、β-catenin、Coll a1、α-SMA 的 蛋

白相对表达量及增幅均明显多于空白组（P<0.05），该组
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GSK-3β 蛋白相对表达则明显少于空白组（P<0.05）。在治

疗组中，使用秋水仙碱、柔肝化纤颗粒含药血清处理后，观

察到 Wnt3α、β-catenin、Coll a1、α-SMA 蛋白的表达量

相对于模型组显著降低（P<0.05），同时 GSK-3β 蛋白表

达量则显著增加（P<0.05）。剂量 - 效应分析显示，上述指

标的表达量变化程度程度随剂量增加而加大（P<0.05）。具

体如下表 3 所示。

图 1		柔肝化纤颗粒对Wnt3α、β-catenin、GSK-3β、Coll	a1、α-SMA在 HSC细胞中表达水平的影响

表 3		各组对Wnt3α、β-catenin、GSK-3β、Coll	a1、α-SMA	蛋白在 HSC细胞中表达水平（±S）

组别 Wnt3α β-catenin GSK-3β Coll a1 α-SMA

空白组 1.06±0.09 1.04±0.05 1.06±0.09 1.02±0.04 1.06±0.09

模型组 2.00±0.15* 1.88±0.19* 0.40±0.10* 1.74±0.15* 1.76±0.11*

秋水仙剑组 1.40±0.07*# 1.34±0.11*# 0.86±0.17*# 1.28±0.08*# 1.26±0.11*#

柔肝化纤颗粒低剂量组 1.76±0.11*# 1.72±0.15*# 0.52±0.08*# 1.72±0.08* 1.70±0.10*

柔肝化纤颗粒中剂量组 1.36±0.09*# 1.48±0.08*# 0.72±0.08*# 1.47±0.11*# 1.50±0.07*#

柔肝化纤颗粒高剂量组 1.00±0.16# 1.22±0.11*# 1.08±0.13# 0.92±0.21*# 1.21±0.09*#

注：与空白组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05

2.3 ELLSA 检测 HSC-T6 培养液上清中 Coll a1、α-SMA、

TIMP-1、MMP-2 的表达 

在 TIMP-1、MMP-9 的表达水平的对比上，模型组高于

对照组（P<0.05）；在 MMP-2 的表达水平上，模型组相较

对照组，明显更低（P<0.05）。在治疗组中，使用秋水仙碱、

柔肝化纤颗粒含药血清处理后，TIMP-1、MMP-9 的表达水

平相较于模型组有明显下降（P<0.05），MMP-2 表达上升

（P<0.05）。且上述表达水平的变化程度随药物剂量增多而

越来越明显（P<0.05），具体数据详列于表 4。

表 4		各组对 HSC-T6 培养液上清液 TIMP-1、MMP-2、MMP-9

表达的影响（±S）

组别 MMP-9（μg/
mL）

TIMP-1（μg/
mL） MMP-2（μg/mL）

空白组 8.46±0.38 0.64±0.02 15.80±0.84

模型组 5.68±0.36* 1.76±0.06* 12.20±1.30*

秋水仙剑组 10.04±0.79*# 0.81±0.06*# 15.00±1.00*#

柔肝化纤颗粒低
剂量组 7.02±0.36*# 1.26±0.03*# 17.40±1.52*#

柔肝化纤颗粒中
剂量组 7.92±0.55# 0.87±0.07*# 20.00±2.24*#

柔肝化纤颗粒高
剂量组 11.34±0.79*# 0.61±0.06*# 23.00±1.58*#

注：与空白组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05
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3	讨论

作为人体肝脏病理性修复慢性损伤的反应，肝纤维化

亦是不同类型慢性肝病转变为肝硬化的重要环节，密切影响

着慢性肝病患者的治疗与预后。肝纤维化会出现于多种慢性

肝病，起因包括肝炎病毒、酒精、药物、血吸虫等。在我国

传统医学的发展进程中，尚无明确表述“肝纤维化”、“肝

硬化”的疾病名称，而是以具体症状、体征等关键信息作为

依据，将该病归类于“积聚”、“胁痛”、“黄疸”等。肝

纤维化在组织学上是可逆的，相关研究已明确，肝纤维化甚

至早期肝硬化是可以逆转的。但肝纤维化病因复杂，缺乏有

效治疗手段，发病率亦逐年增高。探寻肝纤维化特异性药物，

对抑制肝纤维化进程具有重要意义。而中医药在抗肝纤维化

方面具有多靶点、毒副作用小等独特的优势。柔肝化纤颗粒

有帮助补充并强化机体正气、平衡阴阳状态、促进血液循环、

化解瘀阻、消解肿块等多方面之功效。前期临床研究显示
[11-13]，柔肝化纤颗粒用于治疗慢性病毒性肝炎、肝硬化、肝

癌，特色突出，效果确切。

由多项相关研究可知 [14]，Wnt3α/β-catenin 信号通路

受到多器官的纤维化反应而实现激活，β-catenin 作为关键

促纤维化分子之一，能够对细胞上皮间质的转化、迁移、黏

附等环节发挥调控作用。一旦该信号通路实现激活，GSK-

3β 进入磷酸化状态，β-catenin 因此在细胞质中持续堆积，

达到一定程度后迁移至细胞核内。在细胞核中，β-catenin

与特定靶基因相互作用，激活 Wnt 信号，调节细胞的活动

过程如迁移、增殖、侵袭等。处于抑制作用下的 β-catenin

的 mRNA 与蛋白质表达，Wnt3α/β-catenin 信号通路将难

以完成激活，肝星状细胞（HSC）增殖与活化抑制的活动由

此出现 [15]。由本文开展的实验研究可见，柔肝化纤颗粒含

药血清能够对肝星状细胞（HSC）内 β-catenin 的表达发挥

有效的抑制作用，且这一抑制作用呈现剂量依赖性，还可降

低 GSK-3β 的表达。这些发现共同表明，柔肝化纤颗粒主

要通过调控 HSC（肝星状细胞）内 β-catenin 的表达水平、

抑制 GSK-3β 的磷酸化过程，有效干预了 Wnt3α/β-catenin

信号通路的激活状态，直接减缓了 HSC 的增殖速度和活化

程度，从而对肝纤维化进程产生了显著的抑制效果。

大量研究证明 [16,17]，无论是在肝纤维化的发生发展亦或

是逆转中，HSCs 都发挥着重要的作用。肝纤维化的形成主

要取决于 ECM 的合成与降解之间的动态平衡，当合成大于

降解时，肝内胶原纤维增加，纤维化逐渐形成，如果降解大

于合成，纤维化可逐渐逆转。肝内胶原主要由 ECM 构成，

ECM 主要来源于 HSCs，HSCs 的活化是肝纤维化发生的主

要诱因，其活化会使 EMC 中 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）

上调及大量分泌 I 型胶原，最终导致纤维组织沉积和瘢痕

形成。正常情况下 HSCs 处于静止状态，当肝脏受到炎症

或机械性刺激等损伤时，静止的 HSCs 被活化，活化后的

HSCs 通过增生和分泌 ECM 参与肝纤维化的形成，期间将多

种不同类型的细胞因子、趋化因子分泌出来，使其对炎症

反应发挥介导作用；分泌的组织金属蛋白酶抑制剂（Tissue 

inhibitor of metalloproteniases TIMPs）会将 TIMPs 与基质金属

蛋白酶（matrix metalloprpteinases， MMPs）之间维持的动态

平衡进行阻隔，使其失衡，且对 MMPs 促进 ECM 降解的过

程进行干扰，ECM 因此而进入异常堆积的状态，人体原本

正常的肝脏结构受其影响而陷入异常，引起肝纤维化。金属

基质蛋白酶（MMPs）家族，作为关键的基质降解酶类型之

一，能够高效分解细胞外基质（ECM）中的胶原蛋白等成分，

其中 MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-9 等构成部分在组

织重塑和疾病发展中扮演着重要角色。根据本文研究及分析

结果可知，Wnt3α/β-catenin 信号通路能够精细调控多种

MMPs 的表达，影响 ECM 的代谢平衡；而柔肝化纤颗粒能

够显著上调肝星状细胞（HSCs）中 MMP-2 和 MMP-9 的表

达水平，同时抑制 TIMP-1 的活性。TIMP-1 通常作为 MMPs

的自然抑制剂，其过度表达会导致 MMPs 活性降低，从而影

响 ECM 的正常降解。通过促进 MMPs 的表达和抑制 TIMP-

1，柔肝化纤颗粒能够有效恢复 MMPs 与 TIMPs 之间的动态

平衡，加速 ECM 的降解，进而发挥其显著的抗肝纤维化作用。

总 结 本 文 研 究 可 得 结 论： 在 β-catenin 的 表 达 过 程

中，柔肝化纤颗粒会对其发挥明显的抑制作用，从而实现

Wnt3α/β-catenin 信号通路激活受阻，下游靶基因 TIMP-

1、MMP-2、MMP-9 亦同时受到影响而难以实现表达，从

而帮助恢复 TIMPs 与 MMPs 的动态平衡，推进抗肝纤维化

的治疗干预进程。
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