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三味干姜散对慢性肝损伤大鼠 Nrf2、Bach1表达的影响
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摘要：目的 研究三味干姜散对慢性肝损伤大鼠核因子 NF-E2相关因子（Nrf2）、BTB-CNC同源体 1（Bach1）表

达的影响，初步探讨三味干姜散调节机体氧化应激抗肝损伤的作用机制。方法 以四氯化碳（CCl4）诱导慢性肝

损伤大鼠模型，灌胃给予三味干姜散（660 mg·kg-1）6周，测定大鼠肝脏、脾脏和胸腺指数；苏木精 -伊红（HE）

染色法观察肝脏病理变化；检测血清谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST），肝组织匀浆中丙二醛（MDA）含量和

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性；Western-Blot法测检 Nrf2、Bach1、细胞核内与胞浆蛋白、血红素氧合酶 1

（HO-1）总蛋白；实时 RT-PCR法检测 Nrf2、Bach1和 HO-1 mRNA水平。结果 三味干姜散能改善 CCL4所致

肝损伤的病理表现，降低血清 ALT、AST 水平和肝组织匀浆 MDA 水平，提升 GSH-PX 活性（P＜0.01，P＜
0.05）；提高 Nrf2核转位率与核 Nrf2/Bach1比值，提高 Nrf2的蛋白及 mRNA的表达，降低 Bach1蛋白及 mRNA

的表达，并使 HO-1 mRNA及总蛋白水平提高（P＜0.01）。结论 三味干姜散可通过改变 Nrf2核转位率与核

Nrf2/Bach1比值调控 Nrf2与 Bach1在肝细胞中的表达，促进机体氧化应激的调节与抗肝损伤。
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Effects of Sanwei Ganjiang Powder on Expression of Nrf2/Bach1 Factors in Rats with Chronic Liver Injury
FU Ya1，XIONG Tianqin1， ZE Rendawa2，KANGSA·Suolangqimei2， SANG Chuanglan1， ZHAO Yumin1， LIAO

Jiayi1，HUANG Zhaosheng1（1. School of Chinese Herbal Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，

Guangzhou 510006 Guangdong，China；2. Traditional Tibet Medical College，Lhasa 850000 Tibet，China）

Abstract：Objective To investigate the effects of Sanwei Ganjiang Powder on the expression of Nrf2/Bach1 factors in

rats with chronic liver injury，and to explore the mechanism of Sanwei Ganjiang Powder in regulating oxidative stress

for anti-hepatic injury. Methods The rat model with chronic liver injury was induced by carbon tetrachloride（CCl4）

and given Sanwei Ganjiang Powder. Liver，spleen and thymus gland indices of rats were measured. Heptatic pathology

was observed after hematoxylin-eosin staining（HE staining）. Serum levels of alanine aminotransferase（ALT）and

aspartate aminotransferase（AST），malondialdehyde（MDA）content in hepatic homogenate and glutathione peroxidase

（GSH-Px） activity were measured. Nrf2，Bach1， intranuclear and intracytoplasm protein， and heme oxygenase 1

（HO-1）protein were measured by Western blotting method. Nrf2，Bach1and HO-1 mRNA expression levels were

measured by RT-PCR. Results After treatment with Sanwei Ganjiang Powder，CCl4-induced liver injury was improved.

The serum ALT and AST levels and MDA content were reduced， and GSH-Px activity was increased（P＜0.01）.

Furthermore，nuclear translocation rate of Nrf2 and Nrf2/Bach1 ratio were increased，proteins and mRNA levels of

Nrf2 and HO-1 were increased， but roteins and mRNA levels of Bach1 were reduced（P＜0.01）. Conclusion By

increasing nuclear translocation rate of Nrf2 and Nrf2/Bach1 ratio，Sanwei Ganjiang Powder has an effect on regulating

the expression of Nrf2 and Bach1 proteins in the liver cells and on improving oxidative stress and counteracting hepatic

fibrosis.
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氧化应激在肝损伤的发生发展中起着重要作用，

机体氧化 /抗氧化失衡是肝脏炎症及纤维化的重要因

素之一。核因子 NF-E2 相关因子（NF-E2-related

factor 2， Nrf2）、 BTB-CNC 同 源 体 1（BTB and

CNChomology1，Bach1）在机体氧化 /抗氧化失衡的调

节中起着重要的作用，Nrf2 通过调节肝脏抗氧化酶

基因的表达增加肝脏抵抗氧化应激的能力，而 Bach1

则与 Nrf2 竞争抗氧化反应元件（antioxidant response

element，ARE）下调抗氧化酶基因的表达[1-3]。三味干

姜散是藏药成方，源于《医学四续》[4]，又名甲嘎松

汤，由干姜、豆蔻、肉豆蔻组成，气芳香，味苦、

辛，性温。该方用于小儿肝炎、寒性肝炎、肝肿大

等治疗，被收录于《卫生部药品标准·藏药》[5]。课题组

已完成成三味干姜散的 HPLC 指纹图谱研究 [6]，急

性、慢性肝损伤保护作用研究[7]。本研究采用四氯化

碳（CCl4）诱导的大鼠肝损伤，观察三味干姜散对肝损

伤化大鼠 Nrf2、Bach1表达的影响，初步探讨三味干

姜散调节机体氧化应激抗肝损伤的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物 雄性 SD大鼠，SPF级，体质量 180~220 g，

购自广州中医药大学实验动物中心，生产许可证号：

SCXK（粤）2008-0020。

1.2 药材及试剂 干姜、豆蔻、肉豆蔻饮片购于广州

中医药大学大学城校区采芝林大药房，经广州中医

药大学祝晨蔯研究员鉴定均为正品。分别将干姜、

肉豆蔻、豆蔻粉碎，过 100 目筛，按干姜∶肉豆

蔻∶豆蔻 = 6∶4∶5 的质量比混匀，加水煮沸，冷

却，配制成 0.066 g·mL-1，4 ℃保存备用[6]。姜黄素，

美国 Sigma 公司，用 0.5 %羧甲基纤维素钠溶液溶

解，4 ℃保存备用。CCl4，广州光华化学厂有限公司，

批号：20041030。谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶

（AST）、丙二醛 （MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）检测试剂盒，南京建成生物技术有限公司，

批号：20130723。引物 Nrf2、Bach1、血红素氧合酶

1（HO-1）及内参基因 Beta-actin（ACTB）由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。兔抗 Nrf2、Bach1、

HO-1多克隆抗体，美国 Santa Cruz公司，批号分别

为：sc-722、sc-14700、sc-10789。

1.3 仪器 1510 型酶标仪，芬兰 Thermo Fisher

scientific OY公司；Autostainer XL染色机，德国徕卡

仪器公司；PTC240 PCR 仪、PAC200 电泳仪，美国

BIO-RAD 公司；Alpha 个人型凝胶成像系统，美国

Protein Simple 公司；ABI7500 定量荧光 PCR 仪，美

国 ABI 公司；BIO-RAD 核酸蛋白分析仪，美国

BIO-RAD公司。

1.4 模型复制及给药方法 雄性 SD大鼠随机分正常

对照组、模型组、姜黄素组、三味干姜散组，每组

12只。模型组和给药组皮下注射 40 % CCl4花生油溶

液，首次 5 mL·kg-1，然后 3 mL·kg-1；正常对照组皮

下注射等体积的花生油，前 3 周每周 2次，后 6周

每周 1次，共 9周。模型复制 3 周后，姜黄素组按

200 mg·kg-1剂量，三味干姜散组按 660 mg·kg-1剂量

灌胃给药，每天 1 次，共 6周。模型组、正常对照

组灌胃等体积的蒸馏水。

1.5 标本采集 末次给药前禁食不禁水 12 h，末次给

药后 2 h，以 10 %的水合氯醛 1 mg·kg-1腹腔注射麻

醉，腹主动脉取血，血液室温静置 2 h 后，3500

r·min-1 离心 15 min，取上清液检测肝功能（ALT和

AST含量）。将肝脏、脾脏、胸腺完整分离，测量脏

器质量及计算脏器指数。取肝脏左叶相同部位厚约 4

mm 的一小块肝脏组织，10 %中性甲醛固定，用于病

理切片检查。取肝左叶用生理盐水制成 10 %的肝匀

浆，4 ℃、3500 r·min-1离心 15 min，取上清液检测

肝组织中 GSH-Px活性及 MDA含量。再取约黄豆粒

大小的肝脏组织，无菌条件放液氮罐中速冻，-80 ℃

保存，进行实时 RT-PCR和Western-blot检测。

1.6 检测指标及方法
1.6.1 脏器指数 取材后用预冷的生理盐水洗净，滤

纸吸干后立即称质量，测定大鼠肝脏、脾脏和胸腺

指数，脏器指数 =脏器质量 /末次体质量×100 %。

1.6.2 肝脏组织病理学观察 石蜡切片，苏木精 -伊

红（HE）染色，在光镜下观察大鼠肝肝细胞形态。

1.6.3 血清肝功能检测 按试剂盒说明操作，赖氏法

检测血清 ALT及 AST含量。

1.6.4 抗氧化指标检测 按试剂盒说明操作，分光光

度法检测检测肝匀浆中抗氧化指标 MDA、GSH-Px。

1.6.5 脏组织中细胞核内外 Nrf2 与 Bach1 蛋白、

HO-1 总蛋白表达检测 采用 Western-Blot 法 [8]，

Quantity One图像处理软件分析目的条带的平均灰度

值，目的蛋白相对灰度值 =目的蛋白条带的灰度值 /

内参蛋白条带的灰度值；计算 Nrf2 核转位率与

Nrf2/Bach1比值，核转位率 =细胞核相对灰度值 /（细
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胞浆相对灰度值 + 细胞核相对灰度值）×100 %，

Nrf2/Bach1比值 = Nrf2的相对灰度值 / Bach1的相对

灰度值。

1.6.6 肝组织中 Nrf2、Bach1 和 HO-1 mRNA 的表达

检测 采用实时 RT-PCR法检测[9]，2－△△CT法分析基

因相对表达量。计算 Nrf2/Bach1比值，Nrf2/Bach1比

值 = Nrf2的 2－△△CT值 / Bach1的 2－△△CT值。

1.7 统计学处理方法 所有计量资料以均数±标准差

（x依 s）表示，应用 SPSS17.0软件进行统计分析，多组

间比较采用单因素方差分析，两两比较用 LSD 检验，

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 对大鼠脏器指数的影响 与正常对照组比较，模

型组大鼠肝脏和脾脏指数均显著升高（P < 0.01），表

明肝损伤模型复制成功；与模型组比较，姜黄素组、

三味干姜散组大鼠肝脏和脾脏指数均显著性下降（P <

0.01，P < 0.05），但两组对胸腺指数均无明显作用（P

跃 0.05），见表 1。

2.2 大鼠肝组织病理学观察 正常对照组大鼠肝小叶

及汇管区结构正常，肝细胞呈条索状分布，无肝细

胞坏死，未见间质扩增，汇管区无明显纤维组织增

生及炎性细胞浸润。模型组肝小叶结构完全被破坏，

汇管区胶原纤维组织增生十分明显，伸入肝小叶，

分割肝小叶，形成大小不一的假小叶。三味干姜散

组和姜黄素组肝小叶结构基本完整清晰，呈条索状

向四周排布，在汇管区有少量的脂肪变性坏死和纤

维增生，见图 1。

组别

正常对照组

模型组

姜黄素组

三味干姜散组

剂量 /mg·kg-1

200

660

肝脏指数 /%

1.924±0.034

2.897±0.164##

2.027±0.153**

2.426±0.512*

脾脏指数 /%

0.120±0.022

0.210±0.056##

0.141±0.023**

0.142±0.021**

胸腺指数 /%

0.050±0.011

0.052±0.034

0.050±0.032

0.051±0.025

2.3 对大鼠血清 ALT、AST和肝组织 MDA、GSH-
PX的影响 与正常对照组比较，模型组 ALT、AST、

MDA明显升高，GSH-PX明显降低（P < 0.01）。与模

型组比较，姜黄素组和三味干姜散组血清 ALT、AST

明显降低，肝组织中 MDA明显降低，GSH-PX明显

升高，差异有统计学意义（P < 0.01，P < 0.05），表明

三味干姜能改善肝功能和具有抗氧化作用，表见 2。

2.4 对大鼠肝脏组织中 Nrf2、Bach1 蛋白和 HO-1
总蛋白表达的影响 与正常对照组比较，模型组肝

细胞核、胞浆中 Nrf2、Bach1和 HO-1总蛋白均明显

升高 （P＜0.01）；Nrf2、Bach1 蛋白核转位率升高，

核内 Nrf2蛋白 /Bach1蛋白的比值下降（P＜0.01）；与

模型组比较，姜黄素组和三味干姜散组 Nrf2蛋白在

肝细胞核内的表达水平显著升高，在胞浆中的表达

水平显著降低，Nrf2蛋白核转位率升高（P＜0.01）；

Bach1蛋白则是无论在肝细胞核内还是胞浆中均显著

降低（P＜0.01），Bach1 蛋白核转位率无明显差异

（P＞0.01）；核内 Nrf2蛋白 / Bach1蛋白的比值和HO-1

正常对照组 模型组 姜黄素组 三味干姜散组

图 1 大鼠肝组织病理学观察结果（HE染色，×200倍）

Figure 1 Pathological observation by HE staining in rat liver tissue

表 2 对大鼠血清 ALT、AST，肝组织 MDA、GSH-PX的影
响（x依 s，n=8）

Table 2 Effect on ALT，AST，MDA and GSH-PX in rat serum

and liver tissue

组别

正常对照组

模型组

姜黄素组

三味干姜散组

剂量 /mg·kg-1

200

660

ALT/IU·L-1

27.664±1.142

123.380±7.914##

29.017±2.056**

35.852±2.541**

AST/IU·L-1

39.700±2.085

84.317±4.394##

33.129±2.117**

36.172±3.803**

MDA/nmol·mg-1

2.943±0.050

7.922±0.325##

2.561±0.060**

2.504±0.162**

GSH-PX/IU

646.671±72.245

390.050±41.248##

550.121±85.226**

502.217±99.674*

注：与正常对照组比较， ##P 约 0.01；与模型组比较， *P 约 0.05， **P
约 0.01。

表 1 对大鼠脏器指数的影响（x依s，n=8）

Table 1 Effect of viscera index in rats

注：与正常对照组比较，##P 约 0.01；与模型组比较， *P 约 0.05， **P 约
0.01。
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1. 正常对照组；2. 模型组；3. 姜黄素组；4. 三味干姜散组

图 2 Nrf2、Bach1蛋白和 HO-1总蛋白Western-Blot法检测结果
Figure 2 Result of protein determination of Nrf2，Bach1 and HO-1 by Western-Blot

1 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4

Nrf2胞核

GAPDH

Bach1胞核

GAPDH

Nrf2胞浆

GAPDH

Bach1胞浆

GAPDH

HO-1

GAPDH

总蛋白均显著升高（P＜0.01），显示三味干姜散对肝

组织 Nrf2 和 Bach1 蛋白表达有调控作用，可以提

高抗氧化酶 HO-1 总蛋白的表达水平，见图 2、

表 3 和表 4。

2.5 对大鼠肝脏组织 Nrf2、Bach1 和 HO-1 mRNA
表达的影响 与正常对照组比较，模型组肝组织中

Nrf2、Bach1 mRNA表达水平明显升高，HO-l mRNA

的表达水平降低，Nrf2 mRNA /Bach1 mRNA 比值降

低（P < 0.01）。与模型组比较，姜黄素组与三味干姜

散组能显著升高肝组织中 Nrf2、HO-l mRNA表达水

平，降低 Bach1 mRNA 的表达水平，Nrf2 mRNA

/Bach1 mRNA比值显著升高（P < 0.01），这与上述蛋

白表达的变化一致，见表 5。

3 讨论
CCl4是最经典和广泛应用的肝毒性物质，一般

认为 CCl4在肝细胞内经微粒体酶活化生成自由基，

启动脂质过氧化，造成肝损伤[10]。研究[11-13]表明，姜

有很强的抗氧化作用，其挥发油、姜辣素、姜酚

等提取物均有抗氧化活性；白豆蔻是常用的解酒

保肝药物，其水提物、醇提物与挥发油均有抗氧化

活性 [14-15]；肉豆蔻的提取物、精油、木脂素与肉豆蔻

表 3 对大鼠肝细胞核、胞浆内 Nrf2和 Bach1蛋白表达的影响（x依 s，n=8）
Table 3 Effect on protein changes of Nrf2 and Bach1 gene in rat liver nucleus and cytoplasm

组别

正常对照组

模型组

姜黄素组

三味干姜散组

剂量 /mg·kg-1

200

660

Nrf2

0.51±0.03

0.87±0.08##

1.90±0.08**

1.90±0.10**

Bach1

0.73±0.02

1.71±0.01##

1.26±0.03**

1.17±0.04**

Nrf2

0.85±0.03

1.26±0.02##

0.86±0.01**

0.86±0.06**

Bach1

0.41±0.01

0.74±0.01##

0.51±0.01**

0.54±0.03**

Nrf2

1.36±0.05

2.13±0.06##

2.76±0.08**

2.76±0.09**

Bach1

1.14±0.03

2.46±0.01##

1.77±0.04**

1.71±0.06**

胞核蛋白 胞浆蛋白 总蛋白

注：与正常对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较， **P＜0.01。

表 5 对大鼠肝脏组织中 Nrf2、Bach1、HO-1 mRNA 表达
的影响（x依 s，n=8）
Table 5 Effect on fold changes of Nrf2，Bach1 and HO-1 gene

in rat liver tissue

注：与正常对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较， **P＜0.01。

组别

正常对照组

模型组

姜黄素组

三味干姜散组

剂量 /mg·kg-1

200

660

Nrf2

1.02±0.03

1.65±0.01##

2.78±0.01**

2.76±0.04**

Bach1

1.01±0.03

2.37±0.02##

1.72±0.01**

1.72±0.01**

Nrf2 /Bach1

1.02±0.04

0.70±0.01##

1.61±0.02**

1.61±0.02**

HO-1 mRNA

1.01±0.04

0.63±0.01##

2.53±0.02**

2.26±0.01**

组别

正常对照组

模型组

姜黄素组

三味干姜散组

剂量 /mg·kg-1

200

660

Nrf2核转位率 /%

0.38±0.01

0.41±0.03##

0.69±0.01**

0.69±0.02**

Bach1核转位率 /%

0.64±0.01

0.70±0.01##

0.71±0.01

0.69±0.01

核内 Nrf2/Bach1

0.70±0.04

0.51±0.04##

1.51±0.09**

1.62±0.10**

总 Nrf2/Bach1

1.19±0.06

0.87±0.06##

1.56±0.08**

1.62±0.09**

HO-1总蛋白

0.57±0.11

0.81±0.10##

1.73±0.08**

1.71±0.09**

表 4 对大鼠肝细胞核转位率、Nrf2/Bach1及 HO-1蛋白表达的影响（x依 s，n=8）
Table 4 Effect on nuclear translocation rate，Nrf2/Bach1 and protein changes of HO-1 gene in rat liver tissue

注：与正常对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较， **P＜0.01。
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醚有抗氧化活性与保肝作用[16-18]。本研究表明，三味

干姜散能改善 CCl4致肝损伤大鼠肝组织的病理变化，

降低大鼠的肝脏、脾脏指数，降低 ALT、AST、MDA

含量，提高 GSH-Px的活性。

机体受到氧化应激损伤后，细胞浆中 Bach1核移

位进入细胞核内，与 Nrf2竞争 ARE，Nrf2出核降解，

核内 Bach1水平提高，细胞浆中 Nrf2水平增加，抗

氧化酶的表达水平下降。给予抗氧化处理时，细胞

浆中 Nrf2 进入细胞核，与 ARE 结合，核内 Nrf2 水

平提高，Bach1 水平降低，并引起抗氧化酶的表达

上调 [19-20]。本研究表明，模型组肝细胞核内 Bach1蛋

白、组织匀浆中 Nrf2蛋白表达显著升高，GSH-Px活

性降低，ALT、AST、MDA显著升高，提示在氧化应

激过程中 Nrf2因子核移出，机体抗氧化酶水平降低。

姜黄素组和三味干姜散组大鼠机体的氧化 /抗氧化失

衡得到了调节，肝细胞核内 Nrf2 蛋白水平升高，

Bach1 总蛋白水平降低，Nrf2/Bach1 蛋白比值升高，

Nrf2 核转位率提高，并引起 Nrf2 的下游抗氧化酶

HO-1 总蛋白表达显著提高，以及 GSH-Px 活性升

高，ALT、AST、MDA降低。在基因层面，三味干姜

散对 Nrf2、Bach1 mRNA的影响与其对蛋白的影响相

似，与模型组相比，能提高肝组织中 Nrf2 mRNA表

达，降低 Bach1 mRNA 表达， Nrf2 mRNA/ Bach1

mRNA比值升高，同时显著提高 HO-1 mRNA表达。

因此，三味干姜提高了 Nrf2 核转位率与

Nrf2/Bach1比值，调节核因子蛋白与 mRNA水平，影

响 GSH-Px抗氧化酶活性与下游基因 HO-1表达，降

低了 ALT、AST、MDA 含量，从而达到调节氧化应

激抗肝损伤的作用。
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