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蓬莪术醋制前后改善斑马鱼急性肝损伤的作用机制研究  
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摘  要：目的  基于核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，

HO-1）和转化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）/Smad3 信号通路探讨醋制前后蓬莪术改善硫代乙酰胺

（thioacetamide，TAA）诱导斑马鱼急性肝损伤的作用机制。方法  以醋制前后的蓬莪术为研究对象，建立 TAA 诱导斑马鱼

急性肝损伤模型，将醋制前后蓬莪术水煎液分别设置高、中、低剂量（8、4、2 mg/mL）组，以异甘草酸镁为阳性对照药物

组，斑马鱼培养水为对照组，给药 72 h 后观察斑马鱼幼鱼肝脏形态，通过苏木素-伊红（HE）染色观察肝组织病理变化；采

用试剂盒检测斑马鱼幼鱼中丙氨酸氨基转移酶（ alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（ aspartate 

aminotransferase，AST）活性及谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平；利用 qRT-PCR 检测

斑马鱼幼鱼 Nrf2、白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）、Smad3 和 Smad7 基因表达；Western blotting 测定斑马鱼幼鱼

Nrf2/HO-1 和 TGF-β/Smad3 信号通路相关蛋白表达。结果  醋制前后蓬莪术对 TAA 导致的肝组织细胞形态损伤具有保护作

用。生化结果表明，与模型组比较，醋制前后蓬莪术水煎液组 ALT、AST 活性及 GSH 水平均显著升高（P＜0.05、0.01、

0.001），MDA 水平均显著降低（P＜0.001）。qRT-PCR 结果表明，与模型组比较，醋制前后蓬莪术水煎液组 Nrf2、IL-10、

Smad7 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），醋蓬莪术水煎液高剂量组 Smad3 mRNA 表达水平显著降低（P＜

0.001）；其中，与等剂量蓬莪术组相比，醋蓬莪术高剂量组显著抑制 Nrf2、Smad3 的 mRNA 表达（P＜0.05、0.001），且醋

蓬莪术具有促进 IL-10 和 Smad7 mRNA 表达的趋势，但没有显著性差异。Western blotting 结果表明，与模型组比较，蓬莪术

水煎液高、中剂量组和醋蓬莪术水煎液各剂量组 Nrf2 蛋白表达水平显著升高（P＜0.001），蓬莪术高剂量组和醋蓬莪术各剂

量组 Smad3 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），蓬莪术水煎液高剂量组和醋蓬莪术水煎液高、中剂量组 TGF-β 蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；其中，与等剂量蓬莪术组相比，醋蓬莪术各剂量组 Nrf2 蛋白表达水平显著升

高（P＜0.001），且醋蓬莪术具有抑制 Smad3 和 TGF-β 蛋白表达的趋势，但没有显著性差异。结论  醋制前后的蓬莪术可以

不同程度地改善 TAA 诱发的急性肝损伤，其作用机制可能与调控 Nrf2/HO-1 和 TGF-β/Smad3 信号通路有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of raw and vinegar-processed Curcuma phaeocaulis on improving thioacetamide 

(TAA)-induced acute liver injury in zebrafish based on nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/heme oxygenase-1 (HO-1) 

and transforming growth factor-β (TGF-β)/Smad3 signaling pathway. Methods  The raw and vinegar-processed C. phaeocaulis were 

studied and the TAA-induced acute liver injury model of zebrafish was established. High-, medium- and low-doses (8, 4, 2 mg/mL) of 

raw and vinegar-processed C. phaeocaulis water decoction were set. Magnesium isoglycyrrhizinate was used as positive control group, 

and zebrafish culture water was used as normal control group. The liver morphology of zebrafish larvae was observed 72 h after 

administration, and the pathological changes of liver tissue were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. Alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) activities and glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) levels in 

zebrafish larvae were detected by kit; qRT-PCR was used to detect Nrf2, interleukin-10 (IL-10), Smad3 and Smad7 gene expressions 

in zebrafish larvae; Western blotting was used to determine the expressions of Nrf2/HO-1 and TGF-β/Smad3 signaling pathway related 

proteins in zebrafish larvae. Results  Raw and vinegar-processed C. phaeocaulis water decoction had protective effect on the 

morphological injury of liver cells caused by TAA. Biochemical results showed that compared with model group, ALT, AST activities 

and GSH level in raw and vinegar-processed C. phaeocaulis water decoction group were significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

MDA level was significantly decreased (P < 0.001). The results of qRT-PCR showed that compared with model group, the mRNA 

expression levels of Nrf2, IL-10 and Smad7 in raw and vinegar-processed C. phaeocaulis group water decoction were significantly 

increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), while the mRNA expression levels of Smad3 in vinegar-processed C. phaeocaulis group were 

significantly decreased (P < 0.001). Compared with the same dose of C. phaeocaulis group, vinegar-processed C. phaeocaulis high-

dose group significantly inhibited the mRNA expression of Nrf2 and Smad3 (P < 0.05, 0.001), and the vinegar-processed C. phaeocaulis 

showed a tendency to promote IL-10 and Smad7 mRNA expression, but there was no significant difference. Western blotting results 

showed that compared with model group, the expression level of Nrf2 protein in the high-dose and medium-dose groups of C. 

phaeocaulis and the dosage groups of vinegar-processed C. phaeocaulis were significantly increased (P < 0.001). The expression level 

of Smad3 protein in high-dose C. phaeocaulis and the dosage groups of vinegar-processed C. phaeocaulis was significantly decreased 

(P < 0.05, 0.01, 0.001). The expression level of TGF-β protein in high-dose C. phaeocaulis and high-, medium-dose groups of vinegar-

processed C. phaeocaulis was significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Among them, the Nrf2 protein level of the dosage groups 

of vinegar-processed C. phaeocaulis was significantly higher than that of the same dose of C. phaeocaulis group (P < 0.001), and 

vinegar-processed C. phaeocaulis showed a tendency to inhibit the expression of Smad3 and TGF-β, but there was no significant 

difference. Conclusion  The raw and vinegar-processed C. phaeocaulis can improve TAA-induced acute liver injury to varying 

degrees, and the mechanism of action may be related to the regulation of Nrf2/HO-1 and TGF-β/Smad3 signaling pathways. 

Key words: Curcuma phaeocaulis Val.; acute liver injury; nuclear factor-erythroid 2-related factor 2/ heme oxygenase-1 pathway; 

transforming growth factor-β/Smad3 signaling pathway; curcumin; furanodiene

蓬莪术是《中国药典》2020 年版中莪术的主要

来源之一，为姜科植物 Curcuma phaeocaulis Val.的

干燥根茎[1]。蓬莪术性温，味辛、苦，归肝、脾经，

具有行气破血、消积止痛的功效，被誉为“破血消

癥要药”。中医临床上常用于治疗癥痕痞块、瘀血经

闭。现代药理学研究表明，蓬莪术具有抗肝炎、抗

肿瘤、抗氧化等药理作用[2]。蓬莪术醋制品也为中

医临床的常用药物，清《本经逢原》载：“莪术，入

肝经药醋炒”[3-4]。醋制后蓬莪术主入肝经血分，能

增强散瘀止痛的作用。课题组前期发现蓬莪术能通

过影响肝组织转化生长因子 -β1（ transforming 

growth factor-β1，TGF-β1）/Smads 通路延缓肝病进

程，醋制后对刀豆球蛋白 A 所致小鼠肝损伤的保护

作用比生品强[5]。醋制后蓬莪术能够更好地调控Toll

样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）/髓样分化因

子 88（myeloid differentiation primary response protein 

88，MyD88）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

信号通路而发挥抗炎作用，进而改善肝损伤症状[6]。 

急性肝损伤（acute liver injury，ALI）是指短时

间内由多种原因如自身免疫、酒精、病毒及化学物质

等原因引发肝细胞受损的一种疾病，以细胞坏死、炎

症和氧化损伤为特征，严重情况下可迅速发展成危

及生命的急性肝衰竭（acute liver failure，ALF）[7]。

硫代乙酰胺（thioacetamide，TAA）是一种经典的肝

脏有毒化合物，可通过引发氧化应激和炎症反应导

致器官受损，被广泛应用于构建肝损伤实验模型[8]。

研究表明，TAA 可导致斑马鱼的 ALI，具有与哺乳动

物模型相似的病理特征，存在着脂肪变性-纤维化-凋

亡的过程[9]。因此，本研究采用模式生物斑马鱼，建

立 TAA 诱导的 ALI 模型，探究醋制前后蓬莪术水
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煎液对肝损伤的保护作用，基于核因子 E2 相关因子

2（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/

血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）信号通

路和 TGF-β/Smad3 信号通路探讨醋制前后蓬莪术

水煎液对肝损伤的改善作用机制，为蓬莪术在临床

上防治 ALI 提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

AB 系野生型斑马鱼，购自国家斑马鱼资源中心，

于成都中医药大学西南特色中药资源国家重点实验

室斑马鱼实验平台饲养。在 28 ℃、光照 14 h/黑暗

10 h 的环境下，将成熟的健康雌性和雄性 AB 系野生

型斑马鱼分别放养，每天喂 2 次丰年虾。实验前 1 晚，

将健康的 AB 斑马鱼成鱼，按雌雄 1∶2 的比例放入

底部有筛网的交配缸内，用透明隔板隔开，次日清晨

移除隔板，产卵 1 h 内观察产卵量并收集鱼卵。 

1.2  药材 

蓬莪术饮片（批号 1903041）购自四川成都荷花

池中药材专业市场，经成都中医药大学裴瑾教授鉴定

为姜科植物蓬莪术 C. phaeocaulis Val.的干燥根茎。醋

蓬莪术饮片采用课题组前期专利方法进行炮制（专利

号 ZL201310400255.2）：取蓬莪术饮片，按 10︰3 的

比例加入 9°米醋，搅拌均匀后闷润 2 h，煮干醋液

后，于 120 ℃干燥 30 min，取出放凉，干燥即得。 

1.3  药品与试剂 

二甲苯（批号 2022051901）、无水乙醇（批号

2022070501）购自成都市科隆化学品有限公司；苏

木素-伊红（HE）染液套装（批号 DH0020）购自

Leagene 公司；中性树胶（批号 10004160）购自国

药集团化学试剂有限公司；丙氨酸氨基转移酶

（ alanine aminotransferase，ALT）试剂盒（批号

140122005）、天冬氨酸氨基转移酶（ aspartate 

aminotransferase，AST）试剂盒（批号 140222005）

购自 Mindray 公司；谷胱甘肽（glutathione，GSH）

试 剂 盒 （ 批 号 AK06HXZ06586 ）、 丙 二 醛

（ malondialdehyde ， MDA ） 试 剂 盒 （ 批 号

AK038P4L0488）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司；Animal Total RNA Isolation Kit（批号 RE-

03014）购自成都福际生物技术有限公司；SDS-

PAGE 凝胶制备试剂盒（批号 G2003-50T）购自武

汉赛维尔生物科技有限公司；β-actin 抗体（批号

AF7018）购自美国 Affinity 公司；Nrf2 抗体（批号

YT3189）购自美国 ImmunoWay 公司；Smad3 抗体

（批号 ET1607-41）、TGF-β 抗体（批号 HA721143）

购自成都华江生物科技有限公司；HRP 标记的山羊

抗兔二抗（批号 70-GAR0072）、HRP 标记的山羊抗

小鼠二抗（批号 70-GAM0072）购自杭州联科生物

技术股份有限公司；异甘草酸镁注射液（批号

20211101204）购自南京正大天晴制药有限公司。 

1.4  仪器 

HM325 型切片机（美国 Thermo Fisher Scientific

公司）；Stepone plus 型荧光定量 PCR 仪（美国 ABI

公司）；SLAN-96S 型全自动医用 PCR 分析系统（上

海宏石医疗科技有限公司）；D3024 型台式高速微量

离心机、D3024R 型台式高速冷冻离心机（美国赛洛

捷克 SCILOGEX 公司）；ChemiScope 6100 型化学

发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  醋制前后蓬莪术水煎液的制备 

取蓬莪术、醋蓬莪术饮片，分别加 15 倍量去离

子水，浸泡 30 min，煎煮 2 次，每次 30 min，趁热

滤过，合并 2 次水煎液，50 ℃减压浓缩，即得醋制

前后蓬莪术水煎液。根据《中国药典》2020 年版含

量测定的方法，经高效液相色谱仪分别测定，蓬莪

术水煎液中姜黄素的质量浓度为 1.366 mg/mL，呋

喃二烯的质量浓度为 0.024 mg/mL；醋蓬莪术水煎

液中姜黄素的质量浓度为 11.907 mg/mL，呋喃二烯

的质量浓度为 0.018 mg/mL。 

2.2  动物分组、造模与给药 

在斑马鱼发育至受精后 72 h（ 72 h post 

fertilization，72 hpf），挑选发育正常的斑马鱼幼鱼，

随机分为对照组、模型组、异甘草酸镁（5 mg/mL）

组及蓬莪术水煎液高、中、低剂量（8、4、2 mg/mL）

组和醋蓬莪术水煎液高、中、低剂量（8、4、2 mg/mL）

组。移入 12 孔板的样孔中，每孔 10 条幼鱼，每组

设置 3 个复孔。对照组加入 2 mL 斑马鱼培养水，

模型组加入 2 mL TAA（8 mmol/L），各给药组加入

1 mL TAA（8 mmol/L）和 1 mL 相应药物，连续 3 d

于同一时刻给药，初次给药体积为 2 mL，此后每天

换液一半，以保持药量和水质的新鲜。 

2.3  斑马鱼肝脏表型观察 

给药后 72 h（72 h post exposure，72 hpe），收

集各组斑马鱼幼鱼，首先使用三卡因麻醉 3 min，然

后固定于羧甲基纤维素钠（carboxymethylcellulose 

sodium，CMC-Na）中。调整斑马鱼姿势为侧卧位，

在体式显微镜下采集图像，观察斑马鱼肝脏表型。 
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2.4  HE 染色法观察肝脏病理情况 

斑马鱼幼鱼的新鲜组织经多聚甲醛固定 24 h

后，进行脱水、包埋，制作 3 μm 石蜡切片，HE 染

色后在光学显微镜下观察肝脏组织结构，随机选取

视野进行拍照记录。 

2.5  斑马鱼幼鱼中 ALT、AST 活性及 GSH、MDA

水平的测定 

取斑马鱼幼鱼，提取蛋白，用 BCA 蛋白测定试

剂盒测定蛋白浓度，按照试剂盒说明书测定 ALT、

AST 活性及 GSH、MDA 水平。 

2.6  qRT-PCR 法测定斑马鱼幼鱼中 Nrf2、白细胞

介素-10（interleukin-10，IL-10）、Smad3、Smad7 

mRNA 表达 

取斑马鱼幼鱼，提取总 RNA，用逆转录试剂盒

合成 cDNA，将反应得到的 cDNA 作为模板进行目

的基因扩增。PCR 反应条件：95 ℃预变性 10 min，

循环 1 次，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火延伸 30 s，

循环 40 次。使用 PCR 仪自带软件进行荧光定量分

析，依据 Ct 值计算 2−∆∆Ct，以 β-actin 为内参基因计

算 mRNA 的相对表达量。引物序列见表 1。

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 正向序列 反向序列 

Nrf2 5’-TGCCCCTGTGGTCAAAGTG-3’ 5’-GGTTCGGTTACCGTCCTGC-3’ 

IL-10 5’-CCGAACAGCCAACGAATCC-3’ 5’-ACATCCTTCCATCCTTCACAGA-3’ 

Smad3 5’-TGGACGACTACAGCCATTC-3’ 5’-CGTCCATGCTGTGGTTCATC-3’ 

Smad7 5’-CAGATTCCCAACTTCTTCTG-3’ 5’-GTTGAAGATGACCTCCAGCC-3’ 

β-actin 5’-ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC-3’ 5’-CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3’ 

2.7  Western blotting 测定斑马鱼幼鱼中 Nrf2、

Smad3 和 TGF-β 蛋白表达 

取斑马鱼幼鱼，提取总蛋白，使用 BCA 蛋白测

定试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%

脱脂牛奶封闭 1 h，分别加入一抗，4 ℃孵育过夜，

洗膜 3 次，每次 5 min，加入二抗，室温孵育 1 h，

洗膜 3 次，每次 5 min。采用 ECL 化学发光成像系

统采集图像，用凝胶成像仪自带分析软件分析条带

灰度值。 

2.8  统计学分析 

使用 SPSS 22.0 统计软件分析结果，数据以

x s 表示。若符合正态分布，组间比较采用单因素

方差分析（One-way ANOVA），进一步两两比较采

用 LSD-t 检验；若不符合正态分布采用非参数检

验。利用 Graphpad prism 9.3.0 软件制作柱状图。 

3  结果 

3.1  斑马鱼肝脏表型观察结果 

如图 1 所示，异甘草酸镁组斑马鱼肝脏形状均

匀，颜色为浅黄褐色；模型组斑马鱼肝脏外观呈褐

色，外观粗糙。醋制前后蓬莪术水煎液治疗可缓解

上述病理特征。视觉观察结果显示，醋制前后蓬莪

术水煎液各给药组之间没有显著的差异。 

3.2  斑马鱼肝组织 HE 染色结果 

如图 2 所示，对照组斑马鱼整体结构未见明显 

 

图 1  斑马鱼肝脏表型图 (×100) 

Fig. 1  Representative photograph of liver phenotype in 

zebrafish (× 100) 

异常，肝脏肝细胞核清晰，胞质较丰富，排列较规

则。模型组斑马鱼肝脏出现少量的空泡变性，细胞

质中呈现大小不一的圆形空泡，大量肝细胞胞质疏

松。与模型组比较，醋制前后蓬莪术水煎液治疗后

上述病理损伤均明显减轻。说明醋制前后蓬莪术水

煎液对 TAA 导致的肝组织细胞形态损伤具有保护

作用。 

3.3  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中

ALT、AST 活性及 GSH、MDA 水平的影响 

 如图 3 所示，与对照组比较，模型组斑马鱼幼

鱼中 ALT、AST 活性及 GSH 水平显著降低（P＜

0.001），MDA 水平显著升高（P＜0.001）；与模型组

比较，醋制前后蓬莪术水煎液组 ALT、AST 活性及 

对照             模型           异甘草酸镁 
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醋蓬莪术 
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图 2  斑马鱼肝组织 HE 染色结果 (×400) 

Fig. 2  HE staining result of liver tissue of zebrafish (× 400) 

GSH 水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），MDA

水平显著降低（P＜0.001）。其中，与等剂量蓬莪术

水煎液组相比，醋蓬莪术水煎液高剂量组 ALT 活性

显著降低（P＜0.001），醋蓬莪术水煎液各剂量组

AST 活性显著降低（P＜0.001），醋蓬莪术水煎液高、

中剂量组 GSH 水平显著升高（P＜0.01、0.001），

醋蓬莪术水煎液中、低剂量组 MDA 水平显著降低

（P＜0.01、0.001）。表明蓬莪术醋制后能更好地通过

缓解氧化应激达到改善 TAA 诱导肝损伤的目的。 

3.4  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中

Nrf2、IL-10、Smad3、Smad7 mRNA 表达的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组斑马鱼幼

鱼中 Nrf2、IL-10、Smad7 mRNA 表达水平显著降低

（P＜0.001），Smad3 mRNA 表达水平显著升高（P＜ 

 

阳性-异甘草酸镁；与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与蓬莪术相同剂量组比较：
▲

P＜0.05  
▲▲

P＜0.01  
▲▲▲

P＜0.001，下图同。 

Positive-magnesium isoglycyrrhizinate; ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group; 
▲

P < 0.05  
▲▲

P < 0.01  
▲▲▲

P < 0.001 vs C. phaeocaulis group with same dose, same as below figures. 

图 3  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中 ALT、AST 活性及 GSH、MDA 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effects of raw and vinegar-processed C. phaeocaulis on ALT, AST activities and GSH, MDA levels in TAA-induced 

zebrafish larvae ( x s , n = 3) 

0.001）；与模型组比较，醋制前后蓬莪术水煎液高、

中剂量组 Nrf2、IL-10 mRNA 表达水平均显著升高

（P＜0.05、0.01、0.001），蓬莪术水煎液高、中剂量

组和醋蓬莪术水煎液高剂量组 Smad7 mRNA 表达

水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），醋蓬莪术

水煎液高剂量组 Smad3 mRNA 表达水平显著降低

（P＜0.001）。其中，与等剂量蓬莪术组相比，醋蓬

莪术水煎液高剂量组显著抑制 Nrf2、Smad3 的

mRNA 表达（P＜0.05、0.001），且醋蓬莪术水煎液

具有促进 IL-10 和 Smad7 mRNA 表达的趋势，但没

有显著性差异。 

3.5  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中

Nrf2、Smad3、TGF-β 蛋白表达的影响 

 如图 5 所示，与对照组比较，模型组斑马鱼幼 
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图 4  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中 Nrf2、IL-10、Smad3、Smad7 mRNA 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effects of raw and vinegar-processed C. phaeocaulis on Nrf2, IL-10, Smad3 and Smad7 mRNA expressions in TAA-

induced zebrafish larvae ( x s , n = 3) 

 

图 5  蓬莪术醋制前后对 TAA 诱导的斑马鱼幼鱼中 Nrf2、Smad3、TGF-β 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of raw and vinegar-processed C. phaeocaulis on Nrf2, Smad3 and TGF-β protein expressions in TAA-induced 

zebrafish larvae ( x s , n = 3) 
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鱼中 Smad3 和 TGF-β 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.001），Nrf2 蛋白水平显著降低（P＜0.001）；与模

型组比较，蓬莪术水煎液高、中剂量组和醋蓬莪术

水煎液各剂量组 Nrf2 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.001），蓬莪术水煎液高剂量组和醋蓬莪术水煎液

各剂量组 Smad3 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001），蓬莪术水煎液高剂量组和醋蓬莪术水

煎液高、中剂量组 TGF-β 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.05、0.01、0.001）。其中，与等剂量蓬莪术水

煎液组相比，醋蓬莪术各剂量组 Nrf2 蛋白表达水平

显著升高（P＜0.001），且醋蓬莪术具有抑制 Smad3

和 TGF-β 蛋白表达的趋势，但没有显著性差异。结

果表明，醋制前后蓬莪术水煎液可通过调节 Nrf2/ 

HO-1 信号通路和 TGF-β/Smad3 信号通路对TAA 诱

导的斑马鱼急性肝损伤发挥潜在的保护作用。 

4  讨论 

斑马鱼作为一种新兴模式生物，具有多种独特

的优势，在药理学和毒理学研究中应用广泛。斑马

鱼具有发育周期短、繁殖能力强、高通量化和快速

筛选等特点，遗传学分析表明斑马鱼的基因组与人

类超过 87%的同源性，其基因信号传导通路和代谢

通路也与人类高度保守性[10]。此外，斑马鱼肝脏有

许多和哺乳动物类似的反应，如对外源化学物质的

防御机制相当，以及脂类和糖原储存。斑马鱼幼鱼

通体透明，可以直接活体观察其器官的发育和功能。

因此相对于其他模式动物，斑马鱼在建立肝损伤模

型方面具备较为显著的优势[9]。周楚莹等[11]采用二

乙基亚硝胺构建斑马鱼药物性肝纤维化模型，发现

牛大力水提物对药物性肝纤维化损伤的保护作用是

通过抑制肝细胞凋亡、减少胶原纤维沉积实现的。

崔佳琦等[12]通过构建斑马鱼兴奋期醉酒模型、醉酒

模型及酒精性肝损伤模型，结果表明各剂量茯苓-葛

根-枳椇子混合药粉均有不同程度的预防醉酒作用、

解酒作用及肝损伤保护作用。孟瑞媛等[10]通过构建

黄曲霉毒素 B1诱导的斑马鱼肝损伤模型，结果表明

姜黄素通过调节与脂肪合成、抗氧化和能量代谢相

关的通路，起到了修复肝损伤的作用。课题组前期

采用 flk1-EGFP 转基因斑马鱼研究姜黄抗血管生成

的作用[13]。因此，本研究采用了新型模式斑马鱼探

究蓬莪术醋制前后对肝损伤的缓解作用。 

ALT 和 AST 是反映肝损伤的标志性酶，ALT 主

要位于肝细胞细胞质中，AST 在肝细胞线粒体中含

量最高，常用于肝脏疾病的诊断[14]。本研究中，TAA

诱导的斑马鱼幼鱼肝损伤后，模型组 ALT 和 AST

活性均显著低于对照组。在 TAA 引起肝损伤后，肝

细胞合成 ALT 和 AST 的能力降低[15]。从整个动物

模型的角度来看，斑马鱼幼鱼的 ALT 和 AST 活性

也降低了，因此组织匀浆中 ALT 和 AST 的总活性

可能会降低。GSH 是平衡氧化与抗氧化中重要的抗

氧化酶，可以清除细胞内氧自由基，反映机体抗氧

化能力；MDA 是膜脂过氧化最重要的产物之一，可

以提示机体内过量产生活性氧的程度 [16]。本研究

中，醋制前后的蓬莪术治疗后，GSH 水平均不同程

度的升高，MDA 水平均不同程度的降低，呈剂量相

关性。表明抑制氧化应激可能是醋制前后蓬莪术改

善斑马鱼幼鱼肝损伤的途径之一。 

氧化应激和炎症反应在介导急性肝损伤的发生

和发展过程中有至关重要的作用，抑制氧化应激和

炎症被认为是治疗肝损伤的重要策略[17]。Nrf2 是一

种内源性调控因子，被活性氧和抗氧化剂等多种元

素激活后进入细胞核，与抗氧化反应元件

（antioxident response element，ARE）结合，进而调

节体内多种抗氧化酶的表达，发挥抗氧化功能。HO-

1 是 Nrf2 信号的下游靶基因，能够通过降解亚铁血

红素生成一氧化氮等产物参与氧化应激损伤等病理

生理过程，Nrf2/HO-1 通路对机体抵抗氧化应激损

伤具有积极的正向作用 [18]。qRT-PCR 和 Western 

blotting 结果显示，与对照组比较，模型组 Nrf2 

mRNA 和蛋白表达量减少可能是由于在 TAA 诱导

氧化损伤情况下，肝细胞需要持续地合成足够的

Nrf2 去应对氧化应激，而肝脏的损伤使 Nrf2 合成

不足，从而出现了 Nrf2 mRNA 和蛋白表达量减少的

情况。与模型组比较，醋制前后蓬莪术水煎液组Nrf2 

mRNA 和蛋白表达量升高，表明醋制前后蓬莪术水

煎液组可能通过促进 Nrf2 的合成来提高其基础水

平，从而减轻 TAA 诱导的肝脏损伤，并逐渐降低机

体的氧化应激水平，使其恢复正常。 

TGF-β 具有特定的自分泌和旁分泌作用，能介

导白细胞群体内炎症细胞的活化、迁移和增殖的调

节，是调节组织炎症和修复的重要细胞因子 [19]。

Smad3 是一种膜受体激活的 Smad，参与 TGF-β/活

化素信号途径。许多研究已经证实，TGF-β/Smads 信

号传导途径是 TGF-β 发挥生物学作用的主要机制。

TGF-β 的异常表达不仅促进肝癌细胞的增殖、迁移，

而且与病毒性肝炎、肝功能衰竭以及其他慢性肝病

等多种肝脏疾病相关 [20]。qRT-PCR 和 Western 
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blotting 结果显示，与模型组比较，醋制前后蓬莪术

水煎液能显著下调 Smad3 mRNA 表达水平，降低

Smad3 和 TGF-β 的蛋白表达量，提示醋制前后蓬莪

术水煎液可抑制 TGF-β 表达，降低激活的 Smad 的

表达，抑制肝细胞内 TGF-β/Smads 信号通路，从而

发挥对 ALI 的保护作用。 

课题组前期采用质谱法发现蓬莪术醋制前后的

主要差异成分是没食子酸、阿魏酸、莪术醇、常春

藤素[21]。研究发现没食子酸对于肝脏损伤具有保护

作用，其机制可能与增强抗氧化损伤能力、降低炎

症因子水平有关[22]。阿魏酸糖酯能够激活 Nrf2 抗

氧化信号通路，促进 Nrf2/Kelch 样 ECH 相关蛋白 1

（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）-ARE

抗氧化信号通路下游相关抗氧化酶的表达，从而有

效保护大鼠免受 AAPH 诱导的氧化损伤[23]。莪术醇

可以下调 TGF-β1 和 Smad2/3 蛋白和基因的表达，

从而阻止 TGF-β1/Smad 信号通路的活动达到抗肝

纤维化的作用[24]。常春藤素对肝脏损伤有显著的抑

制效果，还能减少肝脏氧化应激，同时对小鼠的体

质量也有明显的抑制作用[25]。这些差异性的成分可

能是蓬莪术醋制前后药效变化的物质基础，将进一

步研究这些单体成分对斑马鱼肝损伤的保护作用。 

本研究基于 Nrf2/HO-1 信号通路和 TGF-β/ 

Smad3 信号通路探究醋制前后蓬莪术水煎液对

TAA 诱导 ALI 斑马鱼的保护作用机制。结果表明，

醋制前后蓬莪术水煎液均可改善 TAA 诱导的 ALI

斑马鱼幼鱼的一般生理状态及肝脏损伤程度，调控

Nrf2/HO-1 信号通路和 TGF-β/Smad3 信号通路，改

善肝脏氧化应激和炎性反应发挥作用。研究发现与

蓬莪术相比，醋蓬莪术调节 TGF-β/Smad3 信号通路

水平更具有降低的趋势，说明蓬莪术醋制后抗炎的

效果更好。本研究初步阐明蓬莪术“醋制入肝”的

炮制机制，为蓬莪术的临床应用提供实验依据，同

时为蓬莪术防治 ALI 提供了理论依据。 
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