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抵当陷胸汤对糖尿病大鼠肝脏ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３
信号通路的影响

蔡正银１，储全根１，轩　云１，储　俊２，王　盼１

（１．安徽中医药大学中医学院，安徽 合肥　２３００１２；２．安徽中医药大学科研实验中心，安徽 合肥　２３００３８）

［摘要］目的　观察抵当陷胸汤通过调节ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路干预糖尿病大鼠肝纤维化病变的部分机

制。方法　根据数字随机表法将３４只ＳＤ大鼠分为空白组（１０只）、模型组（８只）、抵当陷胸汤组（８只）和

ＡＬＴ７１１组（８只），按５５ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔单次注射链脲佐菌素溶液制备糖尿病模型，予以相应的药物每天

按相应剂量经胃灌药，于第８周末，麻醉后取材。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和实时荧光定量ＰＣＲ法分别检测大

鼠肝脏转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）及其信号蛋白Ｓｍａｄ３蛋白及其ｍＲＮＡ表

达水平。结果　与空白组比较，模型组大鼠肝组织 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平均明显上调

（犘＜０．０５），ｐＳｍａｄ３蛋白表达水平明显上调（犘＜０．０５）；与模型组比较，抵当陷胸汤组和ＡＬＴ７１１组大鼠

肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３蛋白及ｍＲＮＡ表达水平均明显下调（犘＜０．０５），ｐＳｍａｄ３蛋白表达水平明显下调

（犘＜０．０５）；抵当陷胸汤组和ＡＬＴ７１１组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３蛋白及ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３

ｍＲＮＡ表达水平比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　抵当陷胸汤通过抑制ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号

通路激活干预糖尿病肝纤维化病变。

［关键词］糖尿病大鼠；抵当陷胸汤；ＴＧＦβ１；Ｓｍａｄ３；信号通路；痰瘀同治
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　　糖尿病肝损伤是糖尿病导致的病变之一，其病

理改变包括炎症反应、脂质蓄积和肝脏纤维化等［１］，

其中肝纤维化是该并发症的主要病变。高血糖导致

肝纤维化的机制与糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙ

ｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）的形成及所诱导的

一系列级联反应、氧化应激反应、相关细胞因子的作

用、肝星状细胞的激活等均相关［２］。有实验［３］证明，

在糖尿病模型大鼠病程８周时出现早期纤维化病理

学的改变。ＴＧＦβ１信号传导通路激活在糖尿病肝

损伤病变中具有重要作用。笔者认为，ＡＧＥｓ的形

成、肝纤维化等病理变化与中医学“痰瘀阻络”病机

相符，因而将具有“化瘀通络”作用的抵当汤与具有

“化痰”作用的小陷胸汤合方（简称抵当陷胸汤），以

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路相关蛋白和 ｍＲＮＡ表达

水平等作为观察指标，并以ＡＧＥｓ及其交联特异性

蛋白抑制剂阿拉氯胺（ａｌａｇｅｂｒｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ７１１，

ＡＬＴ７１１）作为对照
［４］，探讨抵当陷胸汤调控ＴＧＦ

β１／Ｓｍａｄ３信号通路的传导，从而干预糖尿病肝脏纤

维化病变的部分机制。
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１　材料

１．１　动物　选取健康雄性清洁级ＳＤ大鼠３４只，

体质量为（２２０±２０）ｇ、鼠龄为１２周，由安徽医科大

学实验动物中心提供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（皖）

２０１７０００１。实验获安徽中医药大学实验动物伦理

委员会批准，批文号为ＡＨＵＣＭｒａｔｓ２０１９０１４。

１．２　药物　抵当陷胸汤：全瓜蒌３０ｇ，桃仁１５ｇ，水

蛭、虻虫、制大黄、清半夏各１０ｇ，黄连５ｇ；由安徽中

医药大学国医堂门诊部提供，煎煮浓缩制备成冻干

粉。ＡＬＴ７１１，每支５０ｍｇ，ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓＵＳＡ

公司，批号 ＨＹ１０６０２４Ｂ。

１．３　试剂　链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）

（Ｓ１７０４９）：Ｓｉｇｍａ公司；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴＭ ｆｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（００６９１３９９）：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆ

ｉｃ；Ｎｏｖｏｓｔａｒｔ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｌｕｓ

（０５１２８４１）：Ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ；山羊抗小鼠ＩｇＧ、山羊抗

兔ＩｇＧ（１３７６９９，１３６０８０）：ＺｓＢＩＯ。

１．４　仪器　高速台式冷冻离心机（ＪＷ３０２１ＨＲ）：

安徽嘉文；水平摇床（ＴＳ１０００）：海门市其林贝尔；

自动曝光仪（ＪＳ１０７０Ｐ）：上海培清；荧光定量ＰＣＲ

仪（ＰＩＫＯＲＥＡＬ９６）：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。

２　方法

２．１　动物分组、模型建立和干预方法　将３４只ＳＤ

大鼠适应性喂养１周，随机分成空白组１０只，其余

２４只大鼠按５５ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注入ＳＴＺ溶液，７２

６５

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
安徽中医药大学学报 第３９卷 第３期 ２０２０年６月 ＪＡＮＨＵＩＵＮＩＶＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤ Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．３Ｊｕｎ．２０２０



ｈ后，尾静脉法测空腹血糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者即糖

尿病模型复制成功［５］。将模型复制成功的大鼠随机

分为模型组、抵当陷胸汤组和 ＡＬＴ７１１组，每组８

只。按人鼠体质量换算系数［６］换算后，空白组和模

型组按等容积蒸馏水灌胃２ｍＬ；抵当陷胸汤组按每

日８．１０ｇ／ｋｇ剂量灌胃抵当陷胸汤药液；ＡＬＴ７１１

组按每日３ｍｇ／ｋｇ剂量灌胃。第８周末用３％戊巴

比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）溶液腹腔注射麻醉状态下取材。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３和ｐ

Ｓｍａｄ３的蛋白表达水平　每组取肝脏组织１００ｍｇ，

加入细胞裂解液１ｍＬ，离心后取上清液测总蛋白浓

度；经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳进行分离，将分离蛋白转

移到ＰＶＤＦ膜上，转膜结束后用５％脱脂奶粉室温封

闭２ｈ；根据一抗的说明书，ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３和ｐ

Ｓｍａｄ３抗体属性为兔抗１∶１０００稀释，４℃过夜，取出

ＰＶＤＦ膜，加ＰＢＳＴ洗涤液洗３次；根据二抗的说明

书，按照１∶１００００用二抗稀释液稀释，室温孵育２ｈ；使

用ＥＣＬ发光试剂盒检测ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３和ｐＳｍａｄ３

的蛋白表达水平。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＴＧＦβ１和Ｓｍａｄ３

ｍＲＮＡ表达水平　每组取肝脏组织１００ｍｇ，液氮研

磨成粉末，裂解冰浴后，提取ＲＮＡ并测量其浓度和纯

度；每组取质量为１μｇＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，其余样

品－８０℃冷冻保存备用。按照荧光定量ＰＣＲ说明

书，以βａｃｔｉｎ为内参，设计引物序列。βａｃｔｉｎ：上游

ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′，下游５′ＴＴＴＡ

ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′，扩增片段长度为１５０

ｂｐ；ＴＧＦβ１：上 游 ５′ ＡＧＧＴＣＣＴＴＧＣＣＣＴＣＴＡ

ＣＡＡＣ３′，下游５′ＣＧＴＡＧＴＡＧＡＣＧＡＴＧＧＧＣＡＧＴ

３′，扩增片段长度为９６ｂｐ；Ｓｍａｄ３：上游５′ＧＡＧＴＧ

ＧＡＧＡＧＣＡＧＧＧＡＣＴＴＴ３′，下游５′ＡＣＡＣＡＣＴＣＴ

ＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧＧ３′，扩增片段长度为７４ｂｐ。ＰＣＲ

反应条件：预变性温度９５℃，时间１ｍｉｎ；变性温度

为９５℃，时间２０ｓ，退火温度为６０℃，时间６０ｓ，４０

个循环。

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２３．０软件处理分析

数据。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”进行

统计学描述。组间比较采用单因素方差分析。犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３蛋

白表达水平比较　与空白组比较，模型组大鼠肝组织

ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３蛋白表达水平均明显上调

（犘＜０．０５）；抵当陷胸汤组和ＡＬＴ７１１组大鼠ＴＧＦ

β１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３蛋白表达水平较模型组均明显下

调（犘＜０．０５），抵当陷胸汤组和ＡＬＴ７１１组ＴＧＦβ１、

Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３蛋白表达水平比较，差异均无统计学

意义（犘＞０．０５），说明其效果相当。见图１、图２。

注：Ａ．空白组；Ｂ．模型组；Ｃ．抵当陷胸汤组；Ｄ．ＡＬＴ７１１组

图１　各组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、

ｐＳｍａｄ３蛋白电泳图

　　注：Ａ．空白组；Ｂ．模型组；Ｃ．抵当陷胸汤组；Ｄ．ＡＬＴ７１１组；

与空白组比较，犘＜０．０５，与模型组比较，＃犘＜０．０５

图２　各组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３

蛋白表达水平比较（珚狓±狊）

３．２　各组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表

达水平比较　与空白组比较，模型组大鼠肝脏组织

ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表达水平均明显上调（犘＜

０．０５）；抵当陷胸汤组和 ＡＬＴ７１１组大鼠肝脏组织

ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表达水平较模型组均明显下

调（犘＜０．０５）；抵当陷胸汤组和ＡＬＴ７１１组ＴＧＦβ１、

Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表达水平比较，差异均无统计学意义

（犘＞０．０５），说明其效果相当。见图３。

　　注：Ａ．空白组；Ｂ．模型组；Ｃ．抵当陷胸汤组；Ｄ．ＡＬＴ７１１

组；与空白组比较，犘＜０．０５，与模型组比较，＃犘＜０．０５

图３　各组大鼠肝脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ

表达水平比较（珚狓±狊）

４　讨论

目前的研究表明，ＴＧＦβ１是与肝脏纤维化密

切相关的细胞因子。糖尿病患者长期在高血糖环境

下，ＡＧＥｓ过度蓄积，在肝脏组织引起氧化应激反应

及炎症反应，从而损伤肝细胞。肝脏受损伤时会分

泌大量的ＴＧＦβ１，ＴＧＦβ１通过激活下游Ｓｍａｄ３途

７５
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径信号蛋白，作为共同递质和磷酸化的受体Ｓｍａｄ３

相结合形成低聚体复合物后在细胞核内进行转

录［７］，实现对靶基因的调控，同时使肝星状细胞活

化、增殖、转型并分泌细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ

ｔｒｉｘ，ＥＣＭ），ＥＣＭ 过度累积导致肝纤维化的发生。

因此ＴＧＦβ１在纤维化起始和持续发展过程中起着

关键作用，被认为是肝脏纤维化的潜在治疗靶标。

中医理论认为，作为代谢产物的 ＡＧＥｓ具有

“痰”的特点，而纤维化病变具有“络脉瘀阻”的特征，

因此，可将ＡＧＥｓ蓄积及所导致的相关病变归之为

痰瘀互结，采用痰瘀同治法。抵当陷胸汤具有“搜剔

络道痰瘀同治”之功，小陷胸汤化痰，抵当汤化瘀通

络，清除阻滞于络脉之病理废物，改善局部气血运

行。抵当汤中水蛭咸苦平，虻虫苦而微寒，二药均有

破血逐瘀通络之功；桃仁苦平，可活血祛瘀；大黄苦

寒，既能泻热，也有化瘀作用；四药配伍，具有“搜络

化瘀”功效。小陷胸汤中瓜蒌甘寒，可宽胸化痰；半

夏辛温，化痰散结；黄连苦寒，泻热解毒；三药同用，

可起“化痰清热”之效。综合以上药物，本方总体药

性偏寒，既着眼局部病变，又兼顾糖尿病内热之基本

病机。

课题组前期采用化瘀通络治法干预糖尿病心肌

病变，已取得较好效果［８９］。方朝晖亦认为运用活血

化瘀是治疗糖尿病及其并发症的重要治则［１０］。鉴

于糖尿病肝损伤的纤维化病变与糖尿病心肌病变具

有共同的病理改变，所以在前述研究基础上将化痰

化瘀通络之法拓展到干预糖尿病肝脏病变。本实验

结果表明，模型组的糖尿病大鼠ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３通

路的相关蛋白和ｍＲＮＡ表达上调，而采用痰瘀同治

的抵当陷胸汤后，ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３通路的相关蛋白

和ｍＲＮＡ表达下调，与ＡＬＴ７１１组治疗效果相当，

表明上述治法对糖尿病肝脏并发症肝脏组织ＴＧＦ

β１／Ｓｍａｄ３信 号 传 导 有 抑 制 作 用，与 其 他 研 究

者 ［１１１３］研究结果一致，因此可以认为，具有痰瘀同

治的抵当陷胸汤可以通过抑制 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信

号通路激活，从而对糖尿病大鼠的肝纤维化病变具

有干预作用。
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左归饮对肾阴虚衰老大鼠氧化应激反应的影响

何　帆１
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，２，洪世忠１，２，４，陈卫东１，２，３，刘　李１
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安徽 合肥　２３００１２；５．中国药科大学药学院，江苏 南京　２１０００９）

［摘要］目的　探讨左归饮水提液延缓肾阴虚大鼠衰老的机制。方法　将ＳＤ大鼠随机分为５组，分别为正

常组，模型组，左归饮高、中、低剂量组，模型组每日灌胃给予甲状腺素混悬液１５０ｍｇ／ｋｇ，左归饮高、中、低剂

量组分别灌胃左归饮水提液３１、２０．６７、１３．７８ｇ／ｋｇ，连续７ｄ。检测大鼠血清超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）、肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、环磷酸腺

苷（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷（ｃｙｃｌｉｃｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＧＭＰ）水平及

ｃＡＭＰ／ｃＧＭＰ比值。结果　与模型组比较，左归饮高、中、低剂量组大鼠血清ｃＡＭＰ水平，ｃＡＭＰ／ｃＧＭＰ均

显著降低（犘＜０．０５），而ｃＧＭＰ水平无显著变化；与模型组比较，左归饮中、高剂量组大鼠血清ＳＯＤ、ＣＡＴ、

ＧＳＨＰｘ水平均显著升高（犘＜０．０５），ＭＤＡ水平显著下降（犘＜０．０５）；与模型组比较，左归饮低、中、高剂量组

大鼠血清Ｃｒ和ＢＵＮ水平均显著降低（犘＜０．０５）。结论　左归饮通过抗氧化作用延缓肾阴虚大鼠衰老。
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　　左归饮是《景岳全书》中的一首名方，全方由熟地
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补肾阴、抗自由基、延缓衰老的功效［１２］。方中熟地

黄、山茱萸、枸杞子滋阴益肾养肝，山药、茯苓、炙甘草

健脾以助生化之源，诸药合用有益肾养肝健脾之功，

临床上应用广泛，对围绝经期综合征［３］、足跟痛［４］、干

燥综合征［５］、眩晕［６］等疾病均有良好疗效。抗氧化作

为延缓衰老的重要标志，被广泛用于延缓衰老的研

究。目前临床上常用的预防和治疗衰老的药物大多
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