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丹参酮ⅡA 对胆道闭锁肝纤维化大鼠 SMAD4  SMAD7 及 I 型胶原
蛋白的影响

宋海容 邱建利 李灿灿 华春兰 段 昱

［摘 要］　目的　探讨丹参酮ⅡA 通过调控 SMAD4、SMAD7 蛋白延缓胆道闭锁肝纤维化的机制。 方法　30 只雄性 SD 大鼠按照

随机数字表法分为正常组、假手术组、模型组、吡非尼酮组（300 mg/kg）和丹参酮ⅡA 组（20 mg/kg），每组 6 只。除正常组和假手术组

外，其余各组鼠采用胆总管注射无水乙醇的方法复制胆道闭锁肝纤维化模型，造模后第 1 天，吡非尼酮组和丹参酮ⅡA 组鼠给予相应

药物灌胃，假手术组和模型组鼠给予等体积生理盐水（10 mL/kg）灌胃。给药 20 d 后，采用戊巴比妥钠过量麻醉动物留取标本，比较各

组间大鼠血液生化指标及肝脏组织病理学改变；检测血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶、总胆红素水平； Western blot 检测肝组织 SMAD4、

SMAD7 的表达以及肝组织中 collagen I 的表达。 结果　与正常组相比，模型组大鼠血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶、总胆红素升高（P＜

0.05），肝组织呈明显的纤维化改变，肝组织 SMAD4、collagen I 蛋白表达水平升高，SMAD7 表达降低（P＜0.05）；丹参酮ⅡA 治疗后，

SMAD4、collagen I 表达水平下降，SMAD7 表达升高（P＜0.05），且大鼠肝纤维化较吡非尼酮组明显减轻。 结论　丹参酮ⅡA 可以有效

延缓胆道闭锁肝纤维化进展，其机制可能通过调节 TGF-β/Smads 中关键蛋白 SMAD4 及 SMAD7 的表达，从而减少肝组织中 collagen I
的沉积。
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[Abstract] Objective　 To investigate the mechanism of tanshinone Ⅱ A delaying hepatic fibrosis in biliary atresia by regulating 
SMAD4 and SMAD7 proteins. Methods　Thirty male SD rats were divided into the normal group, sham operation group, model group, pirfeni‐
done group (300 mg/kg) and tanshinone ⅡA group (20 mg/kg) according to random number table, with six rats in each group. In addition to the 
normal group and sham operation group, the other groups of rats were injected with anhydrous ethanol in the common bile duct to replicate the 
biliary atresia liver fibrosis model. On the first day after modeling, the rats in the pirfenidone group and tanshinone ⅡA group were given corre‐
sponding drugs, and the rats in the sham operation group and model group were given equal volume normal saline (10 mL/kg). After 20 days of 
administration, specimens were taken from animals overanesthetized with pentobarbital sodium, biochemical indexes and histopathological 
changes of liver were compared. Serum alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and total bilirubin levels were detected. Western 
blot analysis was performed to detect the expression of SMAD4 and SMAD7 and collagen I in liver tissue. Results　Compared with normal 
group, serum alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and total bilirubin in model group were increased (P<0.05), liver tissue 
showed obvious fibrosis changes, collagen I and SMAD4 expression were increased, and SMAD7 expression was decreased (P<0.05). However, 
the expressions of SMAD4 and collagen I in the pirfenidone group and tanshinone ⅡA group decreased, while the expression of SMAD7 in‐
creased (P<0.05), and tanshinone Ⅱ A group had obvious advantages in improving liver fibrosis compared with pirfenidone group. Conclu⁃
sions　Tanshinone ⅡA can effectively delay the progression of liver fibrosis in biliary atresia, possibly by regulating the expression of key pro‐
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teins SMAD4 and SMAD7 in TGF-β/Smads, thereby reducing the deposition of collagen I in liver tissue. 
［Key words］ TanshinoneⅡ A；Biliary atresia；Liver fibrosis；TGF-β1/Smads pathway

胆道闭锁（biliary atresia，BA）是婴幼儿时期胆汁淤

积性肝病的主要病因之一，主要累及肝内、外胆管系

统［1］，是导致肝移植的病因之一临床主要以结合胆红素

升高、陶土样大便、不同程度的肝脾大、肝纤维化、肝硬

化以及进行性肝衰竭为主要特征［2］。本病受多种因素

如种族、基因、环境以及感染病原等影响，发病率存在

一定地域差异［3］。此病病因具有明显异质性，可能由多

种致病因素如围生期感染、遗传、环境等相互作用导致

生命早期胆管树阻塞，进而引发本病。葛西术的开展

可在一定程度上改善患儿生存质量，但依然未能阻止

疾病进展［1］。研究表明，TGF-β/Smad 信号通路的活化

在肝纤维化进展中起到关键作用，通过调节其关键蛋

白的表达，可有效延缓甚至逆转肝纤维化进展［4］。目前

已证实多种活血化瘀中药可以调节 TGF-β/Smad 信号

通路中关键蛋白表达，其中丹参酮ⅡA 可以改善肝纤

维化的进程，但其具体机制不详，本研究采用无水乙醇

构建大鼠 BA 肝纤维化模型，探讨丹参酮ⅡA 延缓 BA
肝纤维化的具体机制，现报道如下。

1　材料与方法

1. 1　实验材料　

1. 1. 1　实验动物及分组　30 只 SPF（specific pathogen 
free， SPF）级 SD 雄性大鼠（体质量 200~250 g），购自三

峡大学动物实验中心［SCXK（鄂）2017-0012］，大鼠饲

养于郑州大学医学科学研究所。本研究经郑州大学第

一附属医院实验动物伦理委员会审查批准（2022-KY-
0281-016）。饲养环境为温度 22～26℃，相对湿度 50%
～60%，人工光照明暗各 12 h，适应性喂养 5 天。将 30
只大鼠按照随机数字表法分为正常组、假手术组、模型

组、吡非尼酮组和丹参酮ⅡA 组，每组 6 只。

1. 1. 2　 实 验 药 物　 丹 参 酮 Ⅱ A（批 号 ：T101150， 
HPLC ≥98%）及吡非尼酮（批号：P129335）均购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司。

1. 2　主要试剂与仪器　

1. 2. 1　主要试剂　4% 多聚甲醛（G1101-500ML）、伊

红（Solarbio，E8090）、苏木素（Solarbio，G1140），蛋白质 
Marker（Helix，P12103）、十 二 烷 基 硫 酸 钠（solarbio，

S8010 ）、PVDF 转移膜（millipore，IPVH00010）、BCA 蛋
白浓度测定试剂盒（solarbio，PC0020）、兔抗鼠 SMAD4

（abcam，ab63399）、兔 抗 鼠 SMAD7（novus，NBP2-
67372）、兔 抗 鼠 collagen I（abcam，ab34710）、兔 抗 鼠

GAPDH（bioswamp，PAB36269）、山 羊 抗 兔 IgG（bio‐

swamp，SAB43714）。

1. 2. 2　 主 要 仪 器　 全 自 动 生 化 分 析 仪（罗 氏 ，co‐
bas8000） 、石蜡切片机（Leica，RM2235）、生物组织包埋

机（泰维科技，TB-718D）、超薄切片机（Leica，S6E）、酶

标仪（杭州奥盛，AMR-100）、生物安全柜（Spantech 公
司，BSC-1300ⅡB2）、自动组织脱水机（湖北康强医疗

器械有限公司，TKD-TSF）。

1. 3　方法　

1. 3. 1　模型制备　以 40 mg/kg 戊巴比妥钠（10 g/L）腹

腔注射方式进行麻醉，大鼠取仰卧位固定于手术台。

沿大鼠剑突及左右肋缘逐层切开，找到肝十二指肠韧

带分离胆总管。采用微量调节注射器缓慢注入无水乙

醇（无水乙醇的注射剂量主要根据前期研究发现注入

肝脏 0. 18 mL 黑墨水［4］，可以在肝脏表面看到黑色颗

粒，故根据大鼠体质量计算剂量为 1. 2 μL/g）；注射完

成后停留 5 min 后拔去注射器；用生物胶封闭注射创

口，逐层缝合皮肤［5］。

1. 3. 2　给药方法　正常组鼠：正常饲养，不做处理；丹

参酮ⅡA 组和吡非尼酮组鼠分别于造模后第 1 天开始

用盐酸丹参酮ⅡA（20 mg/kg）、吡非尼酮（300 mg/kg）溶

液灌胃治疗，每日 1 次，连续 20 d；给药剂量参照文献

［6］确定。假手术组和模型组鼠给予生理盐水（10 mL/
kg）灌胃。

1. 3. 3　标本采集　采用戊巴比妥钠过量麻醉动物，采

用腹主动脉取血的方法，血液静置 1 h 后离心（3 000 r/
min）15 min 分离血清备用，取血后留取大鼠肝脏组织。

1. 4　观察指标　

1. 4. 1　肝功能分析　于 4℃解融血清标本后，生化分

析仪检测用罗氏 cobas8000 全自动生化分析仪，检测总

胆 红 素（Total bilirubin，TBil）、谷 丙 转 氨 酶（Alanine 
transaminase，ALT）、谷 草 转 氨 酶（Aspartate transami‐
nase，AST）变化。

1. 4. 2　肝组织病理学变化　采用 HE 染色、Masson 染

色观察肝纤维化以及肝脏坏死程度，肝脏汇管区炎症

改变以及组织中胶原蛋白沉积情况；大鼠肝组织固定

后按照病理操作规范进行脱水、透明、包埋等处理后进

行相关的染色操作；根据文献报道中肝纤维化评分进

行分级［7］： 0，无明显纤维化；1，轻度纤维化（门脉纤维

化没有间隔）；2，轻度纤维化（门脉纤维化伴少间隔）；

3，中度纤维化（大量间隔，无肝硬化）；4，肝硬化。

1. 4. 3　Western blot 检测 SMAD4、SMAD7、collagen I 蛋

白的表达　采用手术剪将肝组织剪成碎片，每 20 mg
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肝脏组织加入 200 μL 裂解液，然后采用匀浆器匀浆直

至肝组织完全裂解。匀浆液离心（4℃ 12 000 g）15 min
后取上清液，按照 BCA 试剂盒检测目标蛋白浓度，然

后进行蛋白变性处理；按照流程进行 SDS-PAGE 电泳、

转 膜 和 封 闭 程 序 ；加 入 兔 抗 鼠 SMAD4（1∶1 000）、

SMAD7（1∶1 000）、collagen I（1∶1 000）、GAPDH（1∶2 
000）抗体，4℃孵育过夜；羊抗兔 IgG（1∶20 000）室温孵

育 30 min，最终进行显影以及定影，使用 Alpha 软件处

理系统分析灰度值，以 GAPDH 为内参，计算目的蛋白

相对表达量。

1. 5　统计学方法　采用 SPSS 22. 0 进行统计分析，正

态分布计量资料以
-x±s 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用 SNK 检验；以 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　结果

2. 1　模型鉴定　动物模型的制备参照文献［5］和［8］，

大鼠出现皮肤、巩膜黄染，大便陶土样改变，转氨酶及

胆 红 素（结 合 胆 红 素 升 高 为 主），提 示 模 型 成 功 。

见图 1。

2. 2　丹参酮ⅡA 对大鼠肝功能 TBil、ALT、AST 影响　

与正常组比较，假手术组大鼠血清 ALT、AST、TBil 水平

无变化（P＞0. 05）；模型组大鼠血清 ALT、AST、TBil 水

平较正常组及假手术组升高（P＜0. 05）；应用丹参酮Ⅱ
A 治疗后，与模型组比较，大鼠血清 ALT、AST 、TBil 水

平 均 降 低（P＜0. 05），且 低 于 吡 非 尼 酮 组 大 鼠 血 清

ALT、AST 、TBil 水平（P＜0. 05）。见表 1。

2. 3　丹参酮ⅡA 对大鼠肝形态及组织学结构的影响　

正常组及假手术组鼠肝组织大小、形态正常，表面无结

节；模型组鼠肝脏外观呈淡黄色，表面呈结节状改变；

丹参酮ⅡA 和吡非尼酮治疗组鼠肝组织结节较模型组

减少，其中丹参酮ⅡA 减少明显。见图 2。HE 和 Mas‐
son 染色显示，及假手术组鼠肝细胞排列整齐，形态正

常，无纤维组织增生，肝血窦以小叶中心静脉为中心呈

放射状排列分布；模型组鼠肝组织出现结缔组织增生，

纤维间隔形成，胶原蛋白沉积，肝细胞脂肪样变，假小

叶形成；与模型组比较，吡非尼酮组及丹参酮ⅡA 组肝

结缔组织增生改善，胶原蛋白沉积减少，肝细胞脂肪样

变程度减轻。见图 3、4。

图 2　各组大鼠肝脏大体外观   
2. 4　丹参酮ⅡA 对大鼠肝 SMAD4、SMAD7、collagen I
蛋 白 表 达 的 影 响　 与 正 常 组 比 较 ，假 手 术 组 肝

SMAD4、SMAD7、collagen I 蛋白表达水平无差异（P＞

0. 05），模型组 SMAD4、collagen I 表达水平升高（P＜

0. 05），SMAD7 表达降低（P＜0. 05）；与模型组比较，丹

参酮ⅡA 组及吡非尼酮组 collagen I、SMAD4 蛋白表达

水平下降（P＜0. 05），SMAD7 水平升高（P＜0. 05）；丹

参酮ⅡA 组 collagen I、SMAD4、SMAD7 表达水平分别

较吡非尼酮组降低或升高（P＜0. 05）。见图 5。

3　讨论

目前 BA 具体发病机制尚不明确，虽已进行大量临

图 1　正常组（左）与模型组（右）血清及大便外观

表 1　丹参酮ⅡA 对肝纤维化大鼠肝功能的影响（x
-

±s，n=6）

组别

正常组

假手术组

模型组

吡非尼酮组

丹参酮ⅡA 组

F 值

P 值

ALT（U/L）

7. 61±2. 72④

6. 62±2. 34④

263. 50±20. 71①

170. 11±22. 24②

109. 42±17. 41③

115. 405
0. 003

AST（U/L）

40. 6±5. 25④

48. 91±4. 32④

272. 12±21. 41①

184. 24±18. 21②

118. 84±20. 14③

98. 506
0. 002

TBil（μmol/L）

0. 42±0. 08④

0. 37±0. 06④

162. 21±14. 23①

114. 58±12. 10②

68. 91±10. 07③

105. 561
0. 004

注：与正常组及假手术组相比，①P＜0.05；与模型组相比，
②③P＜0.05；与吡非尼酮组相比，③④P＜0.05；与丹参酮ⅡA 组相

比，①②④P＜0.05。ALT 为谷丙转氨酶，AST 为谷草转氨酶，Tbil 为

总胆红素。
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床及实验研究，并提出了许多可能的病因及发病机制，

如病毒感染、毒素、遗传变异、免疫异常或自身免疫功

能失调、母体微嵌合、血管紊乱和形态发育的先天缺陷

等，但仍未完全阐明。肝门空肠吻合术（Kasai 术）的开

展，使患儿胆汁流阻塞的症状得到有效缓解，极大的改

善了患儿生存质量，但因受到手术日龄、诊断延迟、胆

红素水平等因素影响，即使行 Kasai 术后，多数患儿不

可避免的出现肝纤维化及肝硬化，肝移植是其最终的

治疗方案［9］。为此，本研究构建大鼠 BA 肝纤维化模

型，观察丹参酮ⅡA 对大鼠 BA 肝纤维化病理进程的影

响，为临床应用丹参酮ⅡA 防治 BA 肝纤维化提供理论

依据。

研究表明，转化生长因子 TGF-β 在肝脏从单纯损

伤到纤维化、肝硬化甚至肝癌的发生中均发挥着重要

的调节作用［10］。其中 TGF-β/Smad 信号通路在纤维化

和炎症中起着关键作用。其活化过程中，TGF-βII 型

受体（TβR2）招募 I 型受体组装成异质激酶复合体，磷

酸化 I 型受体的 Gly-Ser-rich 结构域并诱导构象变化。

激活的 I 型受体随后磷酸化受体调控 Smads 的羧基端

Ser-Ser-X-Ser 基 序（R-Smads），如 Smad2 和 Smad3。

磷酸化的 Smad2/3 与 Smad4 结合转移至细胞核，在核

内与靶基因形成转录复合体，调节基因表达，导致胶原

蛋白的降解和沉积失衡，最终导致肝纤维化的形成［11］。

它们和其他辅助因子一起调节多种靶基因（如 I 型胶原

蛋白，α-平滑肌肌动蛋白）的转录，最后呈现出许多生

物学功能［12］。相反，Smad7 在该通道中起着负性调节

作用，可以拮抗 R-Smads 和 co-Smad 的形成，进而抑

制磷酸化介导信号转导 R-Smads 并促进受体复合物的

降解［13-14］。

本研究选取 TGF-β/Smad 信号通路中关键蛋白

Smad4、Smad7 为研究切入点，发现采用无水乙醇胆总

管注射构建的 BA 肝纤维化模型中，丹参酮ⅡA 不仅可

以有效改善肝纤维化大鼠的表型变化，降低转氨酶及

胆红素的水平，说明可以通过抑制炎症反应，起到保护

肝细胞的作用。Smad4 是 TGF-β 信号通路的核心介

质，可与 Smad2/3 相互作用，传递上游 Smad 信号，促进

肝纤维化的发生发展［15］。研究表明，阿魏酸［16］、异甘草

酸镁［17］等药物可抑制 TGF-β 信号通路中 Smad4 的表

达，从而抑制肝纤维化［18］。本研究结果提示，模型组肝

图 3　各组大鼠肝组织病理切片（HE×200）

图 4　各组大鼠肝组织 Masson 染色（×200）

注：与正常组及假手术组相比，①P＜0.05；与模型组

相比，②③P＜0.05；与吡非尼酮组相比，③④P＜0.05；与丹

参酮ⅡA 组相比，①②④P＜0.05。

图 5　丹参酮ⅡA 对大鼠肝 SMAD4、SMAD7、collagen I 蛋

白表达的影响
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中 Smad4 明显升高，而给予吡非尼酮组及丹参酮ⅡA
后其表达量明显下降，且丹参酮ⅡA 组下降更明显，说

明 其 可 以 通 过 调 节 Smad4 的 表 达 调 控 肝 纤 维 化 。

Smad7 是 TGF-β1/Smads 信号通路的重要组成部分。

Smad7 是一种负调节因子，其过表达可阻断 HSC 活化

和肝纤维化进展，甚至逆转肝纤维化［19］，本研究结果显

示，吡非尼酮及丹参酮ⅡA 组均可促进其表达，并且丹

参酮ⅡA 组上升更明显，且相关研究也证实，Smad7 可

逆转 TGF-β1 信号，达到抗纤维化作用［20］。Smad7 过

表达抑制 TGF-β1 受体的磷酸化，阻止 TGF-β1 信号

的激活。Smad7 通过逆转 TGF-β1/Smads 信号通路，降

低活化 HSC 中 I 型胶原和 α-平滑肌肌动蛋白的表达。

因此，Smad7 具有重要的抗纤维化作用［21］。

综上所述，丹参酮ⅡA 可通过调节 TGF-β/Smads
通路中 Smad4 和 Smad7 蛋白的表达，减少胶原蛋白在

肝脏中的沉积，从而减缓 BA 肝纤维化的进程。
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