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• 药理与临床 • 

沙苑子总黄酮通过调节肝星状细胞铁代谢改善小鼠肝纤维化  
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摘  要：目的  基于肝星状细胞（hepatic stellate cells，HSCs）铁代谢研究沙苑子总黄酮（total flavonoids from Astragali 

Complanati Semen，TFACS）对肝纤维化（hepatic fibrosis，HF）小鼠的影响。方法  小鼠连续 8 周 ip 10%四氯化碳（carbon 

tetrachloride，CCl4）建立 HF 小鼠模型，HF 小鼠随机分为对照组、模型组、水飞蓟宾（100 mg/kg）组和 TFACS 低、高剂量

（8、20 mg/kg）组，连续给药 6 周，末次给药 16 h 后收集血清，计算肝脏和脾脏指数；采用全自动血清生化仪测定血清肝功

能指标；采用 ELISA 试剂盒检测小鼠血清中Ⅳ型胶原蛋白（collagen type IV，Col-IV）、透明质酸（hyaluronic acid，HA）、

层黏蛋白（laminin，LN）和Ⅲ型前胶原（procollagen Ⅲ，PCⅢ）水平；采用苏木素-伊红（HE）和 Masson 染色观察肝组织

病变和胶原沉积；采用试剂盒测定肝组织中铁调素、铁以及丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量；采用普鲁士蓝染色观察

肝组织中铁的分布；采用 Western blotting 检测肝组织中Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）、Ⅳ型胶原蛋白（Collagen Ⅳ）、α-平滑肌

肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）和转铁蛋白受体 1（transferrin receptor 1，TFRC）的表达。采用转化生长因子-β1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1）诱导 HSC-T6 细胞活化，CCK-8 法检测 TFACS 对细胞增殖的影响，试剂盒测定细

胞中 MDA 和铁含量，采用免疫荧光法检测细胞中活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平，采用 Western blotting 检测

细胞中 α-SMA 和 TFRC 蛋白的表达。结果  TFACS 显著降低 HF 小鼠的脾脏指数（P＜0.05、0.01），降低血清中丙氨酸氨

基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、碱性磷酸酶（alkaline 

phosphatase，ALP）活性和 Col-Ⅳ、HA、LN、PCⅢ水平（P＜0.05、0.01、0.001），改善 HF 小鼠肝细胞损伤、炎症浸润和

胶原沉积，减少肝组织铁染色面积（P＜0.05），降低肝组织中铁调素、铁和 MDA 水平（P＜0.05、0.01），并下调肝组织 Collagen 

Ⅰ、Collagen Ⅳ、TFRC 和 α-SMA 蛋白表达（P＜0.05）。此外，TFACS 可明显抑制 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞增殖（P＜

0.05、0.01），下调 TFRC 和 α-SMA 蛋白表达（P＜0.05、0.01），并降低 MDA、ROS 和铁水平（P＜0.001）。结论  TFACS

对 HF 具有保护作用，其作用机制可能与调节 HSCs 铁代谢有关。 
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Abstract: Objective  To study the effect of total flavonoids from Shayuanzi (Astragali Complanati Semen, TFACS) on hepatic fibrosis 

(HF) mice based on iron metabolism in hepatic stellate cells (HSCs). Methods  HF mice model was established by ip 10% carbon 

tetrachloride (CCl4) for eight consecutive weeks. HF mice were randomly divided into control group, model group, silibinin (100 

mg/kg) group, and TFACS low-, high-dose (8, 20 mg/kg) groups. The mice were administered continuously for six weeks, and serum 

was collected 16 h after the last administration. Liver and spleen indexes were calculated; Serum liver function index was measured 

by automatic serum biochemical instrument; ELISA was used to measure the levels of collagen type IV (Col-IV), hyaluronic acid (HA), 

laminin (LN) and procollagen Ⅲ (PCⅢ) in serum; The liver lesions and collagen deposition were observed by hematoxylin-eosin (HE) 

and Masson staining; The contents of hepcidin, iron and MDA in liver tissue were determined by kit; The distribution of iron in liver 

tissue was observed by prussian blue staining; Western blotting was used to detect the expressions of Collagen Ⅰ, Collagen Ⅳ, α-smooth 

muscle actin (α-SMA) and transferrin receptor (TFRC) in liver tissue. Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) was used to induce the 

activation of HSC-T6 cells, and the effect of TFACS on the proliferation of cells was evaluated by CCK-8 method, the contents of 

MDA and iron in cells were determined by kits, the level of reactive oxygen species (ROS) in cells was detected by immunofluorescence 

method, the expressions of α-SMA and TFRC proteins in cells were detected by Western blotting. Results  TFACS significantly 

reduced the spleen index of HF mice (P < 0.05, 0.01), reduced the activities of alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP) and levels of Col-IV, HA, LN and PCIII in serum (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

improved liver cell injury, inflammatory infiltration and collagen deposition in HF mice, reduced the iron staining area of liver tissue 

(P < 0.05), decreased the levels of hepcidin, iron and MDA in liver tissue (P < 0.05, 0.01), and down-regulate the expressions of 

Collagen I, Collagen IV, TFRC and α-SMA proteins in liver tissue (P < 0.05). In addition, TFACS could significantly inhibit the 

proliferation of HSC-T6 cells induced by TGF-β1 (P < 0.05, 0.01), down-regulate the expressions of TFRC and α-SMA proteins (P < 

0.05, 0.01), and reduce MDA, ROS and iron levels (P < 0.001). Conclusion  TFACS has a protective effect on HF, and its mechanism 

may be related to regulating iron metabolism in HSCs. 

Key words: total flavonoids from Astragali Complanati Semen; hepatic fibrosis; hepatic stellate cells; iron metabolism; 

complanatoside; complanatoside B 

肝纤维化（（hepatic fibrosis，HF）是各种慢性肝

病的共同病理过程，其特征为细胞外基质

（（extracellular matrix，ECM）的过度积累[1]。肝星状

细胞（hepatic stellate cells，HSCs）是产生 ECM 的

主要肝细胞类型，HSCs 的活化导致纤维组织的沉

积和瘢痕形成[2]。在生理条件下，HSCs 呈现静息状

态；在外界损伤的刺激下，静息的 HSCs 经过复杂

的激活过程，包括细胞骨架蛋白 α-平滑肌肌动蛋白

（（α-smooth muscle actin，α-SMA）的重新表达和 ECM

成分的过量产生，并分化为增殖的肌成纤维细胞样

细胞[3-4]。目前，HF 的临床治疗主要是从病因入手，

尚无特效的抗 HF 药物[5]。 

沙苑子 Astragali Complanati Semen 为豆科植物

扁茎黄芪 Astragalus complanatus R. Br.的干燥成熟

种子，具有补肾助阳、养肝明目等功效[6]，主产于

陕西、山西、河北等地。现代药理学研究表明，沙

苑子可改善肝损伤的积累，对急、慢性肝损伤均有

保护作用[7]。沙苑子总黄酮是从沙苑子中提取、纯

化得到的具有生物活性的黄酮类化合物，具有抗

癌、抗炎、保肝和抗纤维化等多种药理活性[8]。本

课题组前期研究发现，沙苑子总黄酮对四氯化碳

（（carbon tetrachloride，CCl4）诱导的慢性肝损伤小鼠

具有很好的保护作用，蛋白质组学分析揭示了其保

肝 作 用 与 局 部 黏 附 、 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）和铁死亡等信号通路相关[9]；

沙苑子总黄酮具有抗 HF 的作用，可显著降低大鼠

的肝脏纤维化程度，改善肝脏功能，降低 α-SMA 水

平并抑制 HSCs 活化，蛋白质组学进一步揭示其抗

HF 的作用与调节铁死亡和铁代谢通路相关。因此，

靶向铁死亡与纠正铁代谢紊乱可能是沙苑子总黄

酮抗 HF 的重要分子机制之一。 

近年研究发现，铁代谢紊乱在 HF 中扮演重要

角色。铁过载可诱导氧化应激，促进 HSCs 活化并

加速胶原沉积，从而加重 HF[10-12]。本研究采用 CCl4

诱导建立 HF 小鼠模型，考察沙苑子总黄酮对 HF 小

鼠肝功能、肝脏病理学改变、氧化应激以及铁代谢

的影响，进一步通过转化生长因子-β1（（transforming 
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growth factor-β1，TGF-β1）诱导活化的 HSC 模型考

察沙苑子总黄酮对活化的 HSC 细胞中铁代谢、氧

化应激以及相关靶点表达的影响，为开发更有效的

抗 HF 药物提供新的靶点和思路。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，体质量（20±2）g，

6～8 周龄，购自成都达硕实验动物有限公司，合格证

号 SCXK（川）2020-030。动物饲养于陕西省中药资

源产业化协同创新中心 SPF 级动物实验室，许可证号

SYXK（陕）2022-008。动物实验按照《陕西中医药大

学动物实验指导原则》执行，并经陕西中医药大学伦

理委员会批准（批准号 SUCMDL20240604001）。 

HSC-T6 细胞购自北京北纳生物技术有限公

司；LO-2 细胞购自上海欧维生物工程有限公司。 

1.2  药材 

沙苑子（批号 2303001）购自安国市聚药堂药业

有限公司，经陕西中医药大学岳正刚教授鉴定为豆科

植物扁茎黄芪 A. complanatus R. Br.的干燥成熟种子。 

1.3  药品与试剂 

水飞蓟宾胶囊（0.35 mg/片，批号 H20040299）

购自天津天士力圣特制药有限公司；CCl4（批号

20210102）购自天津天力化学试剂有限公司；橄榄油

（批号 243702221）购自中央华业食品有限公司；丙氨

酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）试剂

盒（批号 140124019）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）试剂盒（批号 140224014）、

碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）试剂盒（批

号 140323014）购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限

公司；丙二醛（malondialdehyde，MDA）试剂盒（批

号 S0131M）购自碧云天生物技术有限公司；小鼠Ⅲ

型前胶原（procollagen Ⅲ，PCⅢ）ELISA 试剂盒（批

号 20250305）、小鼠透明质酸（hyaluronic acid，HA）

ELISA 试剂盒（批号 20250305）、小鼠层黏蛋白

（laminin，LN）ELISA 试剂盒（批号 20250306）、小

鼠Ⅳ型胶原蛋白（collagen type IV，Col-IV）ELISA

试剂盒（批号 20250306）、活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）测定试剂盒（批号 20231207）、铁调

素试剂盒（批号 20231009）、组织铁含量试剂盒（批

号 20230713）购自南京建成生物工程研究所；Ⅰ型胶

原蛋白（Collagen Ⅰ）抗体（批号 14695-1-AP）、Ⅳ型

胶原蛋白（Collagen Ⅳ）抗体（批号 19674-1-AP）、

转铁蛋白受体 1（transferrin receptor 1，TFRC）抗体

（批号 10084-2-AP）、α-SMA 抗体（批号 67735-1-Ig）、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号 60004-1-Ig）购

自武汉三鹰生物技术有限公司；重组人 TGF-β1（批

号 rcyc-htgfb1）购自美国 InvivoGen 公司。 

1.4  仪器 

Agilent-1260 型高效液相色谱仪（美国 Agilent

公司）；Micro 17R 型微量低温冷冻离心机（德国

Eppendorf 公司）；全自动血清生化仪（（深圳迈瑞生

物医疗电子有限公司）；KQ-300DE 型超声波清洗器

（（昆山市超声仪器有限公司）；N1210B 型旋转蒸发

仪（（上海艾朗仪器有限公司）；UV-2600 型紫外分光

光度计（日本岛津公司）；Tissuelyser-48 型研磨仪

（（上海净信实业发展有限公司）；ChemiDoc XRS+凝

胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  沙苑子总黄酮的制备 

称取沙苑子药材粉末 850 g，加 8 倍量 50%甲

醇超声提取 3 次，每次 1 h，合并滤液，滤过，60 ℃

减压回收至无醇度，得药材粗提浸膏。利用大孔树

脂采用静态吸附-洗脱的实验方法，筛选纯化后得到

纯度为 56.62%的沙苑子总黄酮（9.5 g，提取率约

1.1%），采用 HPLC 法测定沙苑子总黄酮中沙苑子

苷和沙苑子苷B的质量分数分别为 35.2、39.3 mg/g。 

2.2  体内实验 

2.2.1  造模、分组与给药  小鼠适应性饲养 1 周后，

随机分为对照组、模型组、水飞蓟宾（100 mg/kg）

组和沙苑子总黄酮低、高剂量（8、20 mg/kg）[6,13]

组，每组 10 只。除对照组外，其余各组小鼠 ip 10% 

CCl4（10 mL/kg），2 次/周，连续 8 周。第 2 周开始

各给药组 ig 相应药物，对照组和模型组 ig 等体积

的橄榄油，1 次/d，连续 6 周。 

2.2.2  血清中 ALT、AST、ALP 活性和 Col-Ⅳ、HA、

LN、PCⅢ水平的检测  末次给药 16 h 后，小鼠眼

底静脉丛取血后，颈椎脱臼法处死，收集血清，静

置 2 h 后，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，分离血

清。采用全自动生化分析仪检测小鼠血清中 ALT、

AST 和 ALP 活性，采用 ELISA 试剂盒检测小鼠血

清中 Col-Ⅳ、HA、LN 和 PCⅢ水平。 

2.2.3  肝组织病理学观察  取各组小鼠肝组织，于

4%多聚甲醛固定液中固定，石蜡包埋后切片（5 

μm），脱蜡后分别进行苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）和 Masson 染色，于显微镜下观察肝组
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织炎症反应及肝损伤程度。用 Image J 软件定量分

析 Masson 染色结果，蓝色表示阳性染色面积。 

2.2.4  肝组织普鲁士蓝染色  取各组小鼠肝组织

石蜡切片，脱蜡至水，于 2%亚铁氰化钾和 2%盐酸

混合液（1∶1）中染色 30 min，蒸馏水洗涤 2 次。

DAB 显色液滴染 5～10 min，显微镜下控制显色程

度；苏木素染色 1 min，自来水洗涤，盐酸水溶液分

化，氨水水溶液返蓝进行染核，最后脱水封片，在

显微镜下观察并拍照。 

2.2.5  肝组织铁调素、铁、MDA 含量的检测  取各

组小鼠肝组织，按照试剂盒说明书检测铁调素、铁

和 MDA 含量。 

2.2.6  肝组织 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ、α-SMA、

TFRC 蛋白表达的检测  取各组小鼠肝组织 50 mg，

加入 1.4 mL 含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂（1∶

50）的RIPA裂解液，研磨后置冰上充分裂解 60 min，

4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，取上清液，采用

BCA 蛋白定量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，于 5%脱脂牛奶中封闭 2 h；TBST 洗膜 3 次，

15 min/次，分别加入 Collagen Ⅰ（1∶1 000）、Collagen 

Ⅳ（1∶2 000）、α-SMA（1∶50 000）、TFRC（1∶

1 000）、GAPDH（1∶50 000）抗体，4 ℃孵育过夜；

洗膜后孵育二抗（1∶10 000），洗膜后进行凝胶成

像，采用 Image Lab 软件对条带进行灰度值分析。 

2.3  体外实验 

2.3.1  细胞培养  HSC-T6 细胞用含 10%胎牛血清

和 5%双抗的 DMEM 培养基，LO-2 细胞用含 10%

胎牛血清和 5%双抗的 RAPM 1640 培养基，于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。 

2.3.2  细胞活力检测  取对数生长期的 HSC-T6 细

胞或 LO-2 细胞，以 5×103个/孔接种于 96 孔板中，

培养 24 h。实验组分别加入不同质量浓度（0.1、0.2、

0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μg/mL）的沙苑子总黄酮，

对照组加入不含药物的培养基，处理 24 h。另设置

不接种细胞和不含药物的空白孔，采用 CCK-8 法于

450 nm 处检测吸光度（A）值，并计算细胞存活率。 

 细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

取对数生长期的 HSC-T6 细胞，以 5×103个/孔

接种于 96 孔板中，培养 24 h。设置对照组、模型组

和沙苑子总黄酮（（0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 

μg/mL）组，模型组和各给药组加入 TGF-β1（10 

ng/mL）处理，同时各给药组再加入不同质量浓度的

沙苑子总黄酮处理 24 h，对照组加入不含药物的培

养基。另设置不接种细胞和不含药物的空白孔，采

用 CCK-8 法检测吸光度 A 值，并计算细胞存活率。 

2.3.3  MDA、铁含量的检测   取对数生长期的

HSC-T6 细胞，以 5×103 个/孔接种于 96 孔板中，

培养 24 h。设置对照组、模型组和沙苑子总黄酮

（0.2、0.5 μg/mL）组，模型组和各给药组加入 TGF-

β1（10 ng/mL）处理，同时各给药组再加入不同质

量浓度的沙苑子总黄酮处理 24 h。收集细胞，按试

剂盒说明书测定 MDA 和铁含量。 

2.3.4  ROS 水平的检测  按“2.3.3”项下方法进行

分组，处理 24 h 后，弃去培养基，加入 300 μL DCFH-

DA 探针（10 μmol/L），孵育 30 min。PBS 洗涤细胞

3 次，充分去除未进入细胞的 DCFH-DA，置倒置荧

光显微镜下观察并拍照。 

2.3.5  α-SMA、TFRC 蛋白表达的检测  取对数生

长期的 HSC-T6 细胞，以 1×105 个/孔接种于 6 孔

板中，培养 24 h。按“2.3.3”项下方法进行分组，

处理 24 h 后，收集细胞，按“2.2.6”项下方法提取

蛋白，采用 Western blotting 检测 α-SMA 和 TFRC

蛋白表达。 

2.4  统计学分析 

采用 IBM SPSS Statistics 26.0 和 GraphPad 

Prism 8 软件进行统计学分析，所有数据以 x s 表

示。两组间数据比较采用 t 检验分析，用单因素方

差分析法比较多组间差异。 

3  结果 

3.1  沙苑子总黄酮对 CCl4 诱导的 HF 小鼠的保护

作用 

3.1.1  沙苑子总黄酮对CCl4诱导的 HF小鼠肝脏指

数、脾脏指数、肝功能和肝纤四项的影响  如图 1-

A、B 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏和脾脏

指数显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，沙苑子

总黄酮各剂量组小鼠的肝脏指数没有显著性差异，

脾脏指数显著降低（P＜0.05、0.01），水飞蓟宾组小

鼠肝脏和脾脏指数显著降低（P＜0.05）。肝酶的流

出是反映肝损伤和肝毒性的指标。如图 1-C 所示，

与对照组比较，模型组小鼠血清中 ALT、AST 和

ALP 活性显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，各

给药组小鼠血清中 ALT、AST 活性均显著降低（P＜

0.05），沙苑子总黄酮低剂量组和水飞蓟宾组ALP活

性显著降低（P＜0.001）。如图 1-D 所示，与对照组

比较，模型组小鼠血清中 Col-Ⅳ、HA、LN 和 PCⅢ 
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TFACS-沙苑子总黄酮；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

TFACS-total flavonoids from Astragali Complanati Semen; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 

vs model group, same as below figures. 

图 1  沙苑子总黄酮对 CCl4诱导的 HF 小鼠肝脏指数 (A)、脾脏指数 (B)、肝功能 (C) 和肝纤四项 (D) 的影响 

( x s , n = 10) 

Fig. 1  Effect of total flavonoids from Astragali Complanati Semen (TFACS) on liver index (A), spleen index (B), liver 

function (C) and four indicators of hepatic fibrosis (D) in CCl4-induced hepatic fibrosis mice ( x s , n = 10) 

水平显著升高（P＜0.01、0.001）；与模型组比较，

各给药组小鼠血清中 Col-Ⅳ、HA、LN 和 PCⅢ水平

均显著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），表明沙苑子总

黄酮对 HF 小鼠的肝功能具有保护作用。 

3.1.2  沙苑子总黄酮对 CCl4诱导的 HF小鼠肝组织

病理和 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和 α-SMA 蛋白表达

的影响  肝活组织检查是 HF 诊断的“金标准”[5]。

如图 2-A 所示，对照组小鼠肝脏表面光洁，红润；

模型组小鼠肝脏颜色暗淡，表面有明显的粗大颗粒

状物质；与模型组相比，各给药组小鼠肝脏均有不

同程度的改善。对肝组织进行病理学观察，HE 染色

结果（图 2-B）显示，与对照组比较，模型组出现明

显的肝细胞脂肪变性、炎症细胞浸润；与模型组比

较，各给药组肝细胞损伤和炎症浸润明显减少。

Masson 染色结果（图 2-C）显示，对照组小鼠肝组

织细胞结构正常，无明显胶原纤维产生；模型组可

见许多增生的胶原纤维；各给药组小鼠肝组织中仍

有少量胶原纤维，但较模型组胶原纤维染色浅。对

各组小鼠肝脏胶原纤维阳性面积进行量化分析，结

果见图 2-D，与模型组比较，各给药组小鼠肝组织

胶原纤维阳性面积显著降低（P＜0.05）。 

Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ是肝纤维化形成的重要

指标，α-SMA 是HSC 活化的有效指标。采用 Western 

blotting检测肝组织Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和α-SMA

蛋白表达，如图 2-E、F 所示，与对照组比较，模型

组小鼠肝组织 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和 α-SMA 蛋

白表达水平显著升高（（P＜0.05、0.01）；与模型组比

较，各给药组小鼠肝组织 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和

α-SMA 蛋白表达水平明显降低（（P＜0.05）。以上结

果表明，沙苑子总黄酮可明显抑制 CCl4 诱导的小鼠

HSC 活化，改善 HF 程度。 

3.1.3  沙苑子总黄酮对 CCl4诱导的 HF小鼠肝组织

中铁代谢的影响  普鲁士蓝染色可以将组织中微量

的铁染成棕色。如图 3-A、B 所示，对照组小鼠肝

组织可见少量棕黄色区域；肝细胞清晰可见；模型

组小鼠肝组织可见广泛分布的点状斑块。与模型组

比较，沙苑子总黄酮各剂量组肝组织棕黄色面积显

著减少（P＜0.05）。铁是维持正常生理功能所必需

的元素，但过量蓄积会对肝脏产生毒性作用。如图

3-C、D 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝组织中

铁调素和铁水平显著升高（P＜0.05、0.01）；与模型

组比较，沙苑子总黄酮各剂量组铁调素和铁水平均

显著降低（P＜0.05、0.01）。如图 3-E 所示，与对照

组比较，模型组小鼠肝组织中 MDA 水平显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，沙苑子总黄酮各剂量组

小鼠肝组织中 MDA 水平显著降低（P＜0.05）。
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A-各组小鼠肝组织形态；B-肝组织 HE 染色（×200），红色箭头表示肝细胞脂肪变性，黑色箭头表示炎症细胞浸润；C-肝组织 Masson 染色

（×100），黄色箭头表示胶原沉积；D-各组肝组织胶原沉积面积（n＝6）；E、F-Western blotting 检测肝组织 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和 α-SMA 蛋

白表达（n＝3）。 

A-morphology of liver tissue in each group of mice; B-HE staining of liver tissue (× 200), red arrows indicate hepatic steatosis, and black arrows indicate 

inflammatory cell infiltration; C-Masson staining of liver tissue (× 100), yellow arrows indicate collagen deposition; D-collagen deposition area in liver 

tissue of each group (n = 6); E, F-expressions of Collagen I, Collagen IV and α-SMA proteins in liver tissue detected by Western blotting (n = 3). 

图 2  沙苑子总黄酮对 CCl4诱导的 HF 小鼠肝组织病理变化和 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅳ和 α-SMA 蛋白表达的影响 ( x s ) 

Fig. 2  Effect of TFACS on histopathological changes and protein expressions of Collagen Ⅰ, Collagen Ⅳ and α-SMA in liver 

of CCl4-induced HF mice ( x s ) 

TFRC 是介导铁离子进入细胞通道的关键成员

之一，在调节细胞铁代谢和维持铁平衡中发挥关键

作用。研究表明，下调 TFRC 表达可抑制铁的积累，

从而抑制铁死亡[13]。如图 3-F、G 所示，与对照组

比较，模型组小鼠肝组织中 TFRC 蛋白表达水平显

著升高（P＜0.05）；与模型组比较，沙苑子总黄酮

各剂量组小鼠肝组织 TFRC 蛋白表达水平显著降低

（（P＜0.05）。以上结果表明沙苑子总黄酮可能通过调

节 HF 小鼠铁代谢和氧化应激，从而改善 HF 程度。 

3.2  沙苑子总黄酮对TGF-β1 诱导的 HSC-T6细胞

增殖和活化的影响 

如图 4-A 所示，0.1～5 μg/mL 沙苑子总黄酮显

著抑制 HSC-T6 细胞的增殖（（P＜0.05、0.01、0.001）。

用 10 ng/mL TGF-β1 和不同质量浓度的沙苑子总黄

酮处理 HSC-T6 细胞，如图 4-B 所示，与对照组比

较，模型组细胞存活率显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，0.1～5 μg/mL 沙苑子总黄酮显著抑制

TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞增殖（（P＜0.05、0.01），

表明沙苑子总黄酮可抑制 TGF-β1 诱导的 HSC-T6

细胞增殖。而在正常肝细胞 LO-2 中，0.1～0.5 μg/mL

沙苑子总黄酮对 LO-2 细胞无明显毒性（图 4-C），

1.0～10.0 μg/mL 沙苑子总黄酮显著抑制 LO-2 细胞

活力（（P＜0.05、0.01）。因此，选用 0.2、0.5 μg/mL

沙苑子总黄酮进行后续机制研究。 
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A-肝组织普鲁士蓝染色（×200），箭头表示铁染色斑点；B-普鲁士蓝染色面积百分比（n＝3）；C-肝组织铁含量（n＝6）；D-肝组织铁调素含量

（n＝6）；E-肝组织 MDA 含量（n＝6）；F、G-Western blotting 检测肝组织 TFRC 蛋白表达（n＝3）。 

A-Prussian blue staining of liver tissue (× 200), arrows indicate iron staining spots; B-Prussian blue staining area percentage (n = 3); C-iron content in 

liver tissue (n = 6); D-hepcidin content in liver tissue (n = 6); E-MDA content in liver tissue (n = 6); F, G-TFRC protein expression in liver tissue detected 

by Western blotting (n = 3). 

图 3  沙苑子总黄酮对 CCl4诱导的 HF 小鼠肝组织中铁代谢的影响 ( x s ) 

Fig. 3  Effect of TFACS on iron metabolism in liver tissue of CCl4-induced HF mice ( x s ) 

 

A-沙苑子总黄酮对 HSC-T6 细胞活力的影响（n＝6）；B-沙苑子总黄酮对 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞活力的影响（n＝6）；C-沙苑子总黄酮对

LO-2 细胞活力的影响（n＝6）。 

A-effect of TFACS on viability of HSC-T6 cells (n = 6); B-effect of TFACS on viability of HSC-T6 cells induced by TGF-β1 (n = 6); C-effect of TFACS 

on viability of LO-2 cells (n = 6). 

图 4  沙苑子总黄酮对 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞增殖和活化的影响 ( x s ) 

Fig. 4  Effect of TFACS on proliferation and activation of TGF-β1-induced HSC-T6 cells ( x s ) 

3.3  沙苑子总黄酮对TGF-β1 诱导的 HSC-T6细胞

铁代谢的影响 

如图 5-A～D 所示，与对照组比较，模型组

ROS、MDA 和铁水平显著升高（（P＜0.01、0.001）；

与模型组比较，0.2、0.5 μg/mL 沙苑子总黄酮显著

降低 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞中 ROS 和铁水平

（（P＜0.001），0.2 μg/mL 沙苑子总黄酮显著降低

MDA 水平（P＜0.001）。 

如图 5-E、F 所示，与对照组比较，模型组 HSC-

T6 细胞中 TFRC 和 α-SMA 蛋白表达水平显著升高

（（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，0.2、0.5 μg/mL 沙

苑子总黄酮显著降低 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞

中 TFRC 和 α-SMA 蛋白表达水平（（P＜0.05、0.01）。

表明沙苑子总黄酮可以通过抑制 TFRC 的表达，抑

制氧化应激并调节铁代谢，进而抑制 HSC 活化，改

善 HF。 
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A、B-ROS 水平（×100，n＝3）；C-MDA 水平（n＝3）；D-铁水平（n＝3）；E、F-Western blotting 检测 α-SMA、TFRC 蛋白表达（n＝3）。 

A, B-ROS level (× 100, n = 3); C-MDA level (n = 3); D-iron level (n = 3); E, F-α-SMA and TFRC protein expressions detected by Western blotting (n = 3). 

图 5  沙苑子总黄酮对 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞铁代谢的影响 ( x s ) 

Fig. 5  Effect of TFACS on iron metabolism in TGF-β1-induced HSC-T6 cells ( x s ) 

4  讨论 

HSCs 从静息状态到激活状态，进一步转化为

肌成纤维细胞的这个过程是 HF 发生的关键[14]。

在此过程中，胶原纤维不断堆积，最终形成了严重

的瘢痕。已有研究显示，抑制 HSCs 激活或诱导

HSCs 凋亡是防止 HF 向肝硬化乃至肝癌转化的重

要途径[15]。研究表明，黄酮类化合物可通过抑制

HSCs 激活和增殖、促进 HSCs 凋亡以及调节细胞

基质沉积等，发挥抗 HF 的作用，如松树皮总黄酮

通过调节细胞外调节蛋白激酶（ extracellular 

regulated protein kinases，ERK）介导的自噬，下调

p-ERK1/2、自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin 1 的表

达，抑制 HSCs 激活[16]。本研究在体内、外验证了

沙苑子总黄酮抗 HF 活性，结果显示，在 CCl4诱导

的 HF 小鼠模型中，沙苑子总黄酮能明显缓解 HF 小

鼠肝组织中胶原纤维组织的增生和纤维化，减轻肝

细胞水肿、坏死和炎性细胞浸润，增强肝功能，降

低血清纤维化指标，降低肝组织中 Collagen Ⅰ、

Collagen Ⅳ和 α-SMA 的表达；在 TGF-β1 诱导的

HSC-T6 细胞中，沙苑子总黄酮可抑制细胞活力，

降低 α-SMA 的表达。体内外实验表明沙苑子总黄

酮可通过抑制 HSCs 活化改善 HF，但抑制 HSCs 活

化的机制尚不明确。 

铁的储存、排泄和再循环主要发生在肝脏[17]。

肝脏中大量的铁离子沉积会导致脂质过氧化，增加

ROS 水平，对细胞和组织造成严重损伤[18]。在生物

体内铁离子主要以 Fe3+的形式与 TFRC 结合，经转

运蛋白转运至胞内还原为 Fe2+，进而参与一系列的

生理、生化过程。当机体铁代谢平衡失调时，过剩

的 Fe2+堆积在细胞内，从而形成一个不稳定的铁池。

Fe2+在芬顿过程中产生了大量的 ROS，这些 ROS 会

导致细胞膜脂质过氧化，最终导致细胞的功能损伤

和死亡[16]。因此，维持体内铁代谢稳态是改善 HF

的关键。本研究通过免疫组化法和试剂盒测定了肝

组织中 MDA 和铁离子的水平，结果显示，与对照

组比较，CCl4 诱导的 HF 小鼠肝组织中铁染色面积

显著升高，铁调素、铁水平以及 MDA 含量显著升

高；与模型组比较，沙苑子总黄酮处理后明显减少

了肝组织中铁染色面积，降低了铁调素、铁水平以

及 MDA 含量。表明沙苑子总黄酮可通过抑制铁离

子沉积，降低氧化应激来改善 HF。进一步采用 TGF-

β1 诱导 HSC-T6 细胞活化，通过免疫荧光法和试剂

盒测定了 HSC-T6 细胞中 ROS、MDA 含量和铁离

子水平的变化，结果显示，与对照组比较，TGF-β1

诱导的 HSC-T6 细胞中 ROS、MDA 和铁离子含量

显著增加；与模型组比较，沙苑子总黄酮处理后明

显减少 ROS、MDA 以及铁的累积。表明沙苑子总

黄酮可通过抑制 HSC-T6 细胞的铁代谢改善 HF。 

对照 模型 0.2  0.5 
TFACS/(μg·mL−1) 

对照 模型 0.2  0.5 
TFACS/(μg·mL−1) 

对照 模型 0.2  0.5 
TFACS/(μg·mL−1) 

对照 模型 0.2  0.5 
TFACS/(μg·mL−1) 

对照 模型 0.2  0.5 
TFACS/(μg·mL−1) 

对照                    模型             TFACS 0.2 μg·mL−1        TFACS 0.5 μg·mL−1 
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TRFC 是一种位于细胞膜上的转铁蛋白受体，

在调节细胞内铁浓度中起着至关重要的作用。

TFRC 还监督铁的储存和利用，避免发生铁过载[19]。

为进一步验证维持铁代谢稳态在沙苑子总黄酮抗

HF 中的作用，本研究测定了 HF 小鼠和 TGF-β1 诱

导的 HSC-T6 细胞中 TFRC 的表达情况。结果显示，

沙苑子总黄酮能够显著下调 CCl4诱导的HF小鼠肝

组织和 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞中 TFRC 的表

达，表明沙苑子总黄酮可通过 TFRC 通路抑制铁代

谢，减轻 HSCs 的活化，从而改善 HF。 

在 HSCs 活化过程中，多种信号途径并非相互

独立，而是相互协同、共同作用，形成了一种复杂

的病理机制。因此，尽管在本研究中证实了 TFRC

所在的铁死亡信号通路在沙苑子总黄酮抗 HF 中的

作用，但沙苑子总黄酮抑制 HSCs 活化的具体机制

需要后续进一步验证。 
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