
第 37 卷 第 5 期
2 0 1 9 年 5 月

中 华 中 医 药 学 刊
CHINESE AＲCHIVES OF TＲADITIONAL CHINESE MEDICINE

Vol． 37 No． 5
May 2 0 1 9

中
华
中
医
药

1088

学
刊

DOI: 10． 13193 / j． issn． 1673-7717． 2019． 05． 016

大黄 虫丸含药血清调控大鼠原代肝星状
细胞 BAMBI表达的研究

吕萍，刘旭东，徐新杰，赵壮志
( 广西中医药大学附属瑞康医院肝病科，广西 南宁 530011)

摘 要:目的: 研究大黄 虫丸含药血清对 LPS诱导大鼠肝星状细胞( HSC) 骨成形蛋白 －激活素膜结合阻断
因子( BAMBI) 表达的影响及其作用机制。方法: 体外培养并鉴定Wistar大鼠原代 HSC，提取并制备大黄 虫丸含
药血清，分别予空白对照血清、大黄 虫丸中药含药血清培养细胞，LPS 刺激后，应用 Western Blot 法和免疫组化
检测 HSC中 TLＲ4、MyD88、BAMBI蛋白变化; EMSA检测 NF － κB结合蛋白的活性; 结果:Western Blot法和免疫组
化结果: 与空白对照组比较，LPS处理组 TLＲ4、MYD88 表达升高，BAMBI 表达降低。与 LPS 处理组比较，含药血
清和 LPS共处理组 TLＲ4、MYD88 降低，BAMBI表达升高。EMSA结果显示，LPS处理组 NF － κB结合蛋白的活性
增强，LPS与含药血清共处理组 NF － κB结合蛋白的活性降低。结论: 大黄 虫丸含药血清可通过抑制 LPS诱导
的 HSCs中 TLＲ4 － MYD88 的表达，进而减少 NF － κB活化，促进 TGF － β假受体 BAMBI的表达，这可能是发挥其
抗纤维化作用的机制之一。
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Serum Containing Dahuang Zhechong Pills Ｒegulates BAMBI Expression in
Ｒats Primary Hepatic Stellate Cells

LYU Ping，LIU Xudong，XU Xinjie，ZHAO Zhuangzhi
( Department of Liver Disease，Ｒuikang Hospital Affiliated to Guangxi University of

Traditional Chinese Medicine，Nanning 530011，Guangxi，China)

Abstract: Objective: To investigate the effect of serum containing Dahuang Zhechong Pills( DHZC) on the expression
of bone morphogenetic protein － activator membrane － blocking factor( BAMBI) induced by LPS in rats hepatic stellate
cells ( HSC) and its mechanism． Methods: The primary HSCs of Wistar rats were cultured and identified in vitro，and the
DHZC containing serum was extracted and prepared． The cells were cultured with control serum and DHZC containing se-
rum respectively． After LPS stimulation，Western blot and immunohistochemistry were used to detect TLＲ4，MyD88 and
BAMBI protein in HSCs． EMSA was used to detect NF － κB binding protein activity． Ｒesults: Western blot and immuno-
histochemistry results: Compared with the control group，the expressions of TLＲ4 and MYD88 wereincreased and the ex-
pression of BAMBI was decreased in the LPS treatment group． Compared with the LPS treatment group，TLＲ4 and
MYD88 were decreased and BAMBI expression was increased in the DHZC + LPS group． EMSA results showed that the
activity of NF － κB binding protein was increased in LPS treatment group，and the activity of NF － κB binding protein was
decreased in DHZC + LPS group． Conclusion: Serum containing Dahuang Zhechong Pills can inhibit the expression of
TLＲ4 － MYD88 in LPS － induced HSCs，and further reduce NF － κB activation and promote the expression of TGF － β
pseudo － receptor BAMBI，which may be one of the mechanisms of its anti － fibrosis．
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肝纤维化是慢性肝病的重要病理过程，已有的研究表

明，肝星状细胞( HSC) 活化是肝纤维化发生发展的中心环
节［1］，TGF － β是纤维化最重要的促进因子［2 － 3］，而 BAMBI
是 TGF － β 的假受体［4］，上调其表达可减少 TGF － β 对
HSC的活化，进而减缓纤维化。慢性肝病常伴随肠源性内
毒素血症，内毒素血症与肝纤维化关系密切［5］，内毒素的

主要成分是 G －细胞壁上的脂多糖( LPS) 。LPS 是 TLＲ4
的配体，其通过 HSC细胞 TLＲ4 － MYD88 － NF － κB通路抑
制 BAMBI的表达，进而促进肝纤维化进展［4］。
大黄 虫丸是传统活血化瘀的代表方剂，其抗纤维化

效果显著，已被写进《肝纤维化中西医结合诊疗指南》［6］，
中医药抗纤维化具有“多效、多环节、多靶点”的特点，但大
黄 虫丸是否从 TLＲ4 信号转导途径干预肝星状细胞发挥
抗纤维化的作用是不完全清楚的。本课题组前期动物试验
表明大黄 虫丸可降低血清 LPS，本实验通过研究大黄
虫丸含药血清对 LPS 诱导的肝星状细胞 TLＲ4、MyD88、转
录因子 NF － κB及 BAMBI表达，探讨大黄 虫丸抗肝纤维
化可能的作用机制。
1 实验资料与方法
1． 1 动物分组
清洁级 Wistar大鼠( 制备含药血清和对照血清用) ，体

质量 250 ～ 300 g，由北京华阜康生物科技股份有限责任公
司提供。本研究符合作者所在单位实验动物伦理委员会所
制定的伦理学标准。含药血清组予大黄 虫丸提取物灌胃
给药，每次 0． 8 mL，持续灌胃 7 d，2 次 /d。其中空白对照组
给予相应的生理盐水。各组大鼠于末次给药后 1 h后腹腔
注射 7%水合氯醛( 0． 5 mL /100 g) 麻醉，腹主动脉采血，静
置 2 h以上，3000 r /min离心 15 min，分离血清，55 ℃处理
30 min，0． 22 μm微孔滤膜过滤，置 － 20 ℃保存备用。
1． 2 主要试剂
抗 TLＲ4 一抗( 兔来源) ( abcam，美国，ab83444 ) ; 抗

MyD88 一抗( 兔来源) ( abcam，美国，ab131071) ; 抗 BAMBI
一抗( 兔来源) ( abcam，美国，ab203070) ; GAPDH一抗( Ab-
cam，美国) ; 羊抗兔二抗( sigma，美国，41155 ) ; 山羊血清
( Gibco 美国) ; ECL增强化学发光检测试剂盒( PIEＲCE，美
国) ; DMEM 培养基 ( Gibco，美国) ; FBS ( Gibco 美国) ;
PIEＲCE LightShift Chemiluminescent EMSA试剂盒。
1． 3 大黄 虫丸药物的制备
根据《金匮要略》记载大黄 虫丸的药物组成，将药物

粉碎成粗粉，按照临床用药习惯，以 10 倍量水浸泡 1 h 后
加水煮 2 h，共 3 次。合并后采用超声提取法，减压浓缩，冷
冻干燥得到总提取物粉末。在使用时加生理盐水将上述材
料调至所需浓度。
1． 4 原代 HSC的提取鉴定

Wistar大鼠用 10%水合氯醛麻醉，打开腹腔，分离肝脏
至大培养皿中，灌注 0． 05% 链酶蛋白酶液 100 mL 和
0. 025%胶原酶液 100 mL，收集灌注液，剪碎肝脏，加入
DNase I( 终浓度 40 μg /mL) ，消化 45 min，过滤，滤液低速

离心( 200 r /min，3 min) 2 次，去除未消化的肝细胞，1200 r /
min离心 7 min，弃上清，加入 Hanks 液，再次离心，获得沉
淀的肝 NPC。1 份生理盐水加入 9 份的 Percoll细胞分离原
液，稀释成 30%和 70%两种浓度各 10 mL。依次加入 1． 5
mL 70% Percoll 液( 1． 097 g /mL) 、30% ( 1． 045 g /mL) 和肝
NPC悬液，低温离心 30 min。吸取肝 NPC 悬液和 30% Per-
coll液、30% Percoll液和 70% Percoll液界面之间的细胞，上
层为 HSC细胞，下面的为枯否细胞。洗涤 2 遍，以含 20%
新生小牛血清的 DMEM培养液悬浮细胞，台盼蓝染色并计
算存活率及细胞数，培养的单层细胞可在带网格的显微镜

下记数，分别对生长 3 d 和 7 d 的 HSC 采用荧光显微镜观
察，细胞在 325 nm波长紫外光的激发下自发绿色荧光。
1． 5 含药血清的制备
参照文献报道［7］，选择正常 Wistar大鼠，予大黄 虫丸

提取物灌胃，给予正常成人( 以体质量 50 kg 计) 剂量的 10
倍剂量。每日分 2 次给药，连续 7 d，于末次给药后 1 h 采
血，严格无菌操作，腹主动脉采血，血样置于 10 mL离心管，
静置 2 h以上，待血块收缩良好后，3000 r /min，15 min无菌
分离血清，血清以 55 ℃处理 30 min，用 0． 22 μm 微孔滤膜
过滤除菌，置 － 20 ℃保存备用。空白对照组血清除给予
生理盐水代替中药之外，同大黄 虫中药含药血清制备方

法。
1． 6 细胞干预
原代肝星状细胞接种至六孔板，待生长融合至 70% ～

80%时，原代 HSC细胞分为 4 组: 空白对照组( 用 20%正常
饮食喂养大鼠的血清培养) 、含药血清处理组( 用 20%含药
血清培养) 、LPS处理组( 用 20%正常饮食喂养大鼠的血清
培养再加入 100 ng /mL LPS培养) 、含药血清和 LPS共同处
理组( 含 20%含药血清培养再加入 100 ng /mL LPS培养) 。
各组均培养 24 h后提取蛋白。
1． 7 蛋白印迹分析( Western blotting analysis)
按照实验要求收集培养的细胞，提取总蛋白，蛋白浓度

测定( BCA法) ，SDS －聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS － PAGE)
分离蛋白; 电泳完毕后，凝胶上的蛋白质转移约 1 ～ 3 h 至
恒流 200 mA 的 PVDF 膜上; 转膜，取膜，标记，用 5%脱脂
牛奶( TBST中清洗 1 min) 封闭液室温封闭 2 h，加入封闭液
( 含 5%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液) 稀释( 1 ∶ 500 ) 的内参一
抗( 浓度 1 ∶ 1000) 温育 4 ℃孵育过夜，TBST清洗 3 次，每次
5 min。加入羊抗兔 IgG的二抗( 浓度 1 ∶ 1000) 温育 1． 5 h，
TBST清洗 4 次，每次 5 min。将 ECL 曝光液( A 液∶ B 液为
1 ∶ 1 混匀) 均匀覆盖在整片膜上，反应 2 min放入曝光仪曝
光检测。再对结果进行光密度扫描分析。以 GAPDH 表达
水平作为内参蛋白。通过目标蛋白条带灰度与内参蛋白条
带灰度的比值来衡量蛋白表达量。
1． 8 免疫组化
制备细胞爬片，PBS漂洗 2 次 × 2 min，4%多聚甲醛固

定 20 min，PBS漂洗 3 次 × 2 min，0． 5% Triton X － 100 处理
20 min; PBS漂洗; 3% H2O2 处理 15 min，PBS 漂洗，山羊血
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清室温封闭 60 min，一抗孵育( 稀释比 1 ∶ 400 ) 4 ℃过夜。

阴性对照用 PBS 液代替一抗，PBS 清洗 3 次 × 5 min，标记
的二抗工作液孵育 37 ℃ × 30 min，PBS 清洗，碱性磷酸酶
标记的链霉卵白素工作液 37 ℃ × 30 min，PBS 清洗，DAB

显色( 镜下观察至棕色) 10 min，蒸馏水洗 2 次 × 5 min。苏
木素复染。返蓝。梯度酒精脱水。封片。其结果判定采用
免疫组化半定量积分法［8］。在每张高倍镜照片中随机选
取 2 张原代肝星状细胞切片，进行光密度测量、计量其阳性
细胞数，初步计算阳性细胞百分率。阳性细胞的选择标准
为光镜下细胞膜或细胞浆染色呈高于背景色的黄色至深

棕色细胞或间质成分。着色强度积分: 着色强度无色为 0

分，淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分。着色强
度积分与数量积分相加: 0 ～ 1 分为( － ) ，2 ～ 3 分为
( ± ) ，4 ～ 5 分为( + ) ，6 ～ 7 分为( ++) ，其中( + ) 和( ++)

判为阳性。
1． 9 电泳迁移率实验( EMSA)

提取核蛋白，使用 PIEＲCE Light Shift Chemiluminescent
EMSA试剂盒进行凝胶迁移实验，检测 NF － κB 的活性并
重复 3 次，探针由上海生物工程生物制品有限公司合成、纯
化，NF － κB probe 的序列为 Biotin + 5' － AGT TGA GGG
GAC TTT CCC AGG C － 3'，3' － TCA ACT CCC CTG AAA
GGG TCC G － 5' + biotin，并在 5 端标记生物素。实验步骤
按试剂盒说明书进行。
1． 10 统计学分析
用 SPSS 20． 0 统计分析软件处理。计量资料以均数 珋x

± s表示，等级资料采用秩和检验; 检验水准 α = 0． 05，P ＜
0. 05 被认为有统计学差异。
2 结果
2． 1 用Western Blot法检测大鼠原代 HSC细胞 TLＲ4 相关
通路蛋白相对表达水平

与空白对照组比较，含药血清处理组 TLＲ4、MyD88、
BAMBI蛋白表达水平无显著差异; 与空白对照组比较，LPS

处理组 TLＲ4、MyD88 的蛋白表达显著上升( P ＜ 0. 05 ) ，
BABMI蛋白表达下降( P ＜ 0. 05 ) 。与空白对照组比较，含
药血清和 LPS 共同处理组的 TLＲ4、MyD88 的蛋白表达增
强，BAMBI的蛋白表达降低。与 LPS 处理组比较，含药血
清和 LPS共同处理组 TLＲ4、MyD88 的蛋白表达降低( P ＜
0. 05) ，BABMI的蛋白的表达上( P ＜ 0. 05 ) 。实验重复 2

次，每次 2 标本。见图 1。

A为空白对照组; B为含药血清处理组; C为 LPS处理组; D为

含药血清和 LPS共同处理组。

图1 WB检测大鼠原代HSC细胞 TLＲ4、MyD88、BAMBI蛋白表达

2． 2 用免疫组化法检测大鼠原代 HSC 细胞 TLＲ4 相关通
路蛋白表达水平 原代大鼠 HSC 中 TLＲ4、MyD88、BAMBI
在空白对照组、含药血清处理组、LPS 处理组、含药血清及
LPS共同处理组中的半定量积分，其中 TLＲ4 半定量积分分
别是( 4. 5 ± 0. 58 ) 、( 3. 5 ± 1. 29 ) 、( 6. 5 ± 0. 58 ) 、( 3. 0 ±
0. 82) ，MYD88 半定量积分分别是( 3. 5 ± 0. 58 ) 、( 2. 72 ±
0. 96) 、( 5. 75 ± 0. 96) 、( 3. 5 ± 1. 29) ，BAMBI 半定量积分分
别是( 2. 25 ± 0. 50 ) 、( 5. 75 ± 0. 96 ) 、( 2. 25 ± 0. 50 ) 、( 3. 50
± 0. 58) 。含药血清组的 TLＲ4、MYD88 的半定量积分明显
低于 LPS 处理组( χ2 分别是 11. 090、6. 737，P 值分别是
0. 004、0. 029) ，BAMBI的半定量积分明显高于 LPS 处理组
( χ2 = 6. 901，P = 0. 029 ) 。说明大黄 虫丸可阻断 TLＲ4 －
MYD88 通路的活化。实验重复 2 次，每次 2 标本。见插页
Ⅶ图 2。
2． 3 用 EMSA法检测大鼠原代 HSC细胞 NF － κB的活性
大鼠肝 HSC 细胞各组中均有不同程度 NF － κB 活性

表达，但 LPS 处理组中 NF － κB 活性较各组显著升高，而
LPS组加入大黄 虫丸含药血清后中 NF － κB 活性有所下
降。见图 3。

1．空白对照组; 2．含药血清处理组; 3． LPS 处理组; 4． 含药

血清和 LPS共同处理组。

图 3 EMSC法检测原代 HSC NF － κB的活性
3 讨论
肝纤维化是慢性肝脏疾病的共同病理改变［9］，是肝星

状细胞( HSC) 激活产生细胞外基质( extracel － lular matrix，
ECM) 并且大量沉积的一种病理过程［10］。HSC作为肝纤维
化发病的关键环节倍受关注［11 － 12］，它的激活、凋亡受到许
多细胞因子及胞内信号转导途径的调节，以 HSC 为靶点的
干预治疗逐渐成为抗纤维化的重要方法。

BAMBI是一种跨膜蛋白，其胞外结构与 TGF － βⅠ型
受体的蛋白序列具有相似性，可与 TGF － βⅡ型受体形成
聚合物，阻滞 TGF － β的信号传导［13］。研究者发现由 LPS
调节的肝星状细胞 121 个基因中，仅有一个 LPS 相关的基
因—骨成形蛋白 －激活素膜结合阻断因子( BAMBI) 是明
显下调的［14］。进一步研究显示，当腺病毒感染负性表达了
BAMBI，模拟了星状细胞中 TLＲ4 活化后 BAMBI 表达降低
的信号，导致 HSC 对 TGF － β 的信号变得更加敏感，说明
BAMBI下调是内毒素引起纤维化的主要机制。HSC是 LPS
产生应答的初始细胞［15］，激活的 HSC 表达 TLＲ4，并且对
低浓度的 LPS 有较高的应答［16 － 17］，由于 LPS 是明确的
TLＲ4 的配体［15，18］，TLＲ4 介导的 MyD88 信号通路参与肝组
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织的病理反应，其机制为损伤相关分子模式和 LPS 触发了
TLＲ4信号［19］，当 TLＲ4 与 LPS结合后，通过 MyD88 － NF －

κB通路激活 HSC，活化的 HSC分泌 TGF － β等重要纤维化
因子，同时又分化成为肌成纤维细胞并产生大量的 ECM累
积在肝组织中，最终形成肝纤维化［20］。因此研究后续研究
探讨是否 TLＲ － MYD88 /TＲIF － NF － κB 通路参与调控
BAMBI表达，他们使用腺病毒表达 IKB 阻滞剂，阻断 NF －

κB活化，BAMBI的下调被完全的抑制了，证实 NF － κB 的
重要性; MyD88 和 TＲIF 是 TLＲ4 信号重要的中介，MYD88

在缺陷的 HSC中，BAMBI的下调被完全抑制，而在 TＲIF被
抑制后，BAMBI仍然是下调的，证实 MYD88 是调控 BAMBI

表达的重要中介分子。以此为基础，我们的研究探讨了大
黄 虫丸是否也会阻断 LPS 活化的 TLＲ4 － MYD88 － NF －

κB通路而发挥抗纤维化作用。

中医学主要将肝纤维化归类为“积聚”“胁痛”“鼓胀”

等，其主要病机为肝血瘀阻，主要治疗以活血化瘀为主。大
黄 虫丸是祖国医学活血化瘀的代表方剂，其抗纤维化作

用明确，已有的研究证实大黄 虫丸对慢性肝病患者肝功

生化、肝纤维化指标、B 超等指标有改善作用［21 － 22］; 此外，

李文新等［23］实验研究发现大黄 虫丸在大鼠肝纤维化模

型中可以调控 TIMP － 1 mＲNA 的表达减少，MMP － 1 mＲ-
NA的表达增强，从而达到抗大鼠肝纤维化的作用。

我们在大鼠原代 HSC的实验发现，大黄 虫丸含药血
清组和空白对照组在 LPS 诱导的 TLＲ4、MYD88 和转录因
子 NF － κB的活化以及 BAMBI的表达无明显差异，说明大
黄 虫丸可能并不直接作用于 HSC，其调节 BAMBI的表达
可能是间接作用。LPS 可以诱导大鼠肝星状细胞 TLＲ4 的
表达，激活下游炎症信号通路，促进下游信号因子 MyD88

的表达，增强 NF － κB结合蛋白的活性，降低 BAMBI 表达，

大黄 虫丸含药血清干预后，原代 HSC 细胞 TLＲ4、MyD88

的表达明显下降，BAMBI的表达上升，NF － κB结合蛋白的
活性降低，说明大黄 虫丸可阻断 LPS诱导的 BAMBI的表
达降低，进而抑制肝纤维化。这可能是大黄 虫丸一个新
的抗纤维化机制。
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大黄 虫丸含药血清调控大鼠原代肝星状细胞 BAMBI表达的研究

(正文见 1088 － 1091 页)

图 2 免疫组化检测各组原代肝星状细胞 TLＲ4、MyD88、BAMBI的蛋白表达( × 100)


