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影响及其机制研究
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摘要：目的 研究活血消癥益气方对体外转化生长因子 β1（TGF-β1）诱导的小鼠肝实质细胞 AML12 凋亡的影

响及其可能的机制。方法 利用 TGF-β1（5 ng·mL-1）诱导 AML12 细胞建立凋亡模型（诱导 24 h）及氧化应激模

型（诱导 4 h），设置空白对照组、模型对照组、不同剂量活血消癥益气方（0.1、0.2、0.5 g·L-1）组。采用 CCK-8
法检测药物对细胞活力的影响，Hoechst 33342 法及 Annexin V-FITC 法检测药物对凋亡的影响，DCFH-DA 法检测

药物对细胞内活性氧含量的影响，蛋白印迹法检测药物对 Bcl-2、Bax、Caspase-3 及 Nrf2 蛋白表达量的影

响。结果 与空白对照组比较，凋亡模型对照组细胞活力下降，凋亡细胞占比及出现核固缩细胞比例等明显

增加（P＜0.05），抗凋亡蛋白 Bcl-2 明显下调，同时 Bax 及 Capase-3 等凋亡蛋白明显上调（P＜0.05）；且氧化应

激模型对照组细胞内活性氧含量明显升高（P＜0.05），细胞内 Nrf2 表达增加但核转位减少（P＜0.05）。与凋亡模

型组比较，活血消癥益气方各剂量组可明显恢复细胞活力，减少凋亡细胞占比及核固缩细胞比例（P＜0.05）；

同时上调 Bcl-2 表达，下调 Bax 及 Capase-3 的表达（P＜0.05）。与氧化应激模型组比较，活血消癥益气方各剂

量组可明显减少细胞内活性氧的含量（P＜0.05），增加 Nrf2 蛋白的表达及促进其核转位（P＜0.05）。结论 活血

消癥益气方可逆转 TGF-β1 诱导的肝细胞凋亡，其机制可能与调控线粒体凋亡途径及 Nrf2 通路功能有关。
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Effect and Mechanism of Huoxue Xiaozheng Yiqi Recipe on TGF-β1-induced Apoptosis of AML12 Cells
WU Weibin1， ZHANG Guifeng1， LI Liqiang1，2， WU Xiaoling1， YANG Jian1（1. Zhaoqing Medical College，
Zhaoqing 526020 Guangdong，China；2. Zhaoqing First People's Hospital，Zhaoqing 526020 Guangdong，China）
Abstract：Objective To investigate the effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on TGF-β1-induced apoptosis of
alpha mouse liver 12（AML12） cells and its possible mechanism. Methods AML12 cells were used to establish
apoptotic model by incubating with TGF-β1（5 ng·mL-1）for 24 h and oxidative stress model by incubating with the
same concentration of TGF- β1 for 4 h. Blank control group， model control group and different doses of
HXXZYQ（0.1，0.2 and 0.5 g·L- 1）groups were set up. CCK-8 method was used to detect cell viability. Hoechst
33342 staining and Annexin V-FITC method were used to detect apoptosis. DCFH-DA method was performed to
detect intracellular ROS. The protein expression of Bcl-2，Bax，Caspase-3 and Nrf2 was detected by Western Blot.
Results Compared with the blank control group， the cell viability， the proportion of apoptotic cells and the
proportion of pyknotic nuclei in the apoptotic model group were significantly increased（P＜0.05）. Bcl-2 protein was
significantly down- regulated，while Bax and Capase-3 were significantly up- regulated（P＜0.05）. Moreover， the
content of intracellular ROS was significantly increased in the oxidative stress model group，and the expression of
intracellular Nrf2 was increased but nuclear translocation was decreased（P＜0.05）. Compared with the apoptotic
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肝硬化是各种慢性肝病进展至以肝脏弥漫性纤维

化、假小叶形成、肝内外血管增殖为特征的病理阶

段，代偿期无明显临床症状，失代偿期以门静脉高

压和肝功能严重损伤为特征的重大疾病[1]。在肝硬化

的早期，当肝细胞受到损伤时，可分泌多种因子激

活肝星状细胞转化为成纤维细胞样细胞，对损伤进

行修复；然而当肝细胞坏死修复持续存在时，则激

活的肝星状细胞不断分泌细胞外基质并下调组织金

属蛋白酶抑制剂的表达，逐渐形成肝纤维化，并最

终引发肝硬化[2]。因此，肝细胞受到外界因素损伤引

发凋亡，是肝硬化的核心起始因素，也是推动因素

之一[3]，而在肝细胞受损启动和推动肝纤维化乃至肝

硬化及肝癌形成的过程中，转化生长因子 β（TGF-β）
是重要的调控因子 [4]。已有研究 [5-6]表明，TGF-β 可

通过多种途径诱导肝细胞的凋亡。因此干预 TGF-β
对肝细胞的作用，可能是一种有效的治疗肝硬化的

手段[7]。

鳖甲消癥丸是一种具有知识产权[8]的肇庆市中医

院院内制剂（粤药制备字 Z20180012000），已在临床

应用 30 余年，临床及实验研究[9-11]已证明该药对病毒

性肝炎、肝纤维化及肝硬化等有较好的临床疗效。

为探索鳖甲消癥丸治疗肝硬化等肝病的机制，以提

高该方在临床使用时的安全性及有效性，本研究利

用 TGF-β1 建立小鼠肝实质细胞株 AML12 凋亡模

型，以鳖甲消癥丸原方的配方颗粒——活血消癥益

气方为研究对象，探究其保护肝细胞的作用及其可

能的机制。

1 材料与方法
1.1 细胞及培养 小鼠肝实质细胞 AML12 由中国科

学院细胞库提供，培养方案参照细胞库要求，用

DMEM/F12（1∶1）基础培养基加入 10% FBS、1% ITS
及 40 ng·mL-1 地塞米松配成，隔日换液，取对数生

长期细胞进行相关实验。

1.2 药物及试剂 醋鳖甲、醋莪术、醋三棱、西洋

参、炙黄芪、醋白芍、炒白术、茯苓、生大黄、

生甘草等中药配方颗粒，华润三九医药股份有限公

司，批号分别为：1808001W、1809002C、1709001S、
1809001S、 1810001W、 1809002C、 1808001C、
1810004C、1805001W、1712005S；DMEM/F12（1∶1），

美 国 Hyclone 公 司 ， 批 号 ： 8120214； 胎 牛 血

清（FBS），浙江天杭生物科技股份有限公司，货号：

13011-8611；胰岛素-转铁因子-硒补充剂（ITS），美

国 Gibco 公司，货号：51500056；地塞米松，上海麦

克林生化科技有限公司，货号：D829854；TGF-β1，上

海近岸科技有限公司，货号：CK33；CCK-8，上海

MedChemExpress 公司，货号：HY-K0301；抗荧光

淬灭封片液（含 Hoechst 33342）、Annexin V-FITC 细

胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒、细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试

剂盒、裂解液、封闭液、ECL 化学发光试剂盒，上

海碧云天生物技术有限公司，货号分别为：P0133 、

C1062、 S0033、 P0010、 P0028、 P0013、 P0252、
P0018A；兔抗鼠 Bcl-2、 Bax、 Caspase-3、 Nrf2、
β-actin、Lamin B1抗体及 Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）
HRP 抗体，江苏亲科生物研究中心有限公司，货

号：AF6139、AF0120、AF6311、AF0639、AF7018、
AF5161、S0001。
1.3 主要仪器 SPARK 多功能酶标仪，瑞士 Tecan 公

司；BX53 荧光正置显微镜及 IX73 荧光倒置显微

镜，日本 Olympus 公司；CytoFLEX 流式细胞仪，美

国 Beckman Coulter 公司；PowerPac 电泳仪，美国

Bio- Rad 公 司 ； iBright FL1000 显 影 仪 ， 美 国

Invitrogen 公司。

1.4 药物配置 取配方颗粒按专利 [7]配方，按处方：

醋鳖甲 1.5 g（相当于饮片 15 g，下同）、醋莪术

model group，different doses of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe could significantly restore the cell viability， reduce
the proportion of apoptotic cells and pyknotic nuclei（P＜0.05），and up-regulate the expression of Bcl-2，while
down-regulate the expression of Bax and caspase 3（P＜0.05）. Compared with the oxidative stress model，different
doses of HXXZYQ could significantly reduce the content of intracellular ROS（P＜0.05），increase the expression of
Nrf2 protein and promote its nuclear translocation（P＜0.05）. Conclusion Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe can reversed
TGF- β1- induced apoptosis of AML12 cells. The mechanism may be related to the regulation of mitochondrial
apoptosis pathway and Nrf2 pathway.
Keywords：Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe；TGF-β；alpha mouse liver 12（AML12）；apoptosis；oxidative stress
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1.5 g（15 g）、醋三棱 1.5 g（15 g）、西洋参 4.5 g（15 g）、

炙黄芪 1 g（10 g）、醋白芍 1.5 g（15 g）、炒白术 1.67 g
（10 g）、茯苓 1 g（10 g）、生大黄 7.5 g（5 g）、生甘草

1.25 g（7.5 g）、人工麝香 0.5 g，混合后，溶解于

100 mL 超纯水中，旋蒸制备浓缩混悬液后冻干获得

均匀疏松的药物冻干粉，1 g 冻干粉相当于 4.72 g 饮

片。取 100 mg 冻干粉溶解于 10 mL 基础培养基中制

备 10 g·L-1母液，经 0.22 μm 滤膜过滤除菌后备用。

1.5 细胞活力检测 取对数生长期细胞消化重悬后，

按每孔 1×103 个细胞铺入 96 孔板，无血清培养过

夜；然后换入含活血消癥益气方（0、0.01、0.02、
0.05、0.1、0.2、0.5、1 g·L-1）的基础培养基，或按空

白对照组（给予基础培养基）、模型对照组（给予

5 ng ·mL- 1 TGF-β1）及活血消癥益气方低、中、

高（0.1、0.2 、0.5 g·L-1）剂量组的分组换入相应培养

基，每孔 100 μL。诱导 24 h 后，换入含 CCK-8 的

完全培养基，置于培养箱中孵育 30 min，用多功能

酶标仪在 450 nm/620 nm（检测波长/参照波长）处检测

吸光度。每组设置 6 个复孔，实验重复 3 次。

1.6 细胞凋亡检测 取对数生长期细胞消化重悬后，

按每孔 1×105个细胞铺入预先放置盖玻片的 6 孔板制

备细胞爬片，无血清培养过夜；然后按空白对照

组、模型对照组及活血消癥益气方低、中、高（0.1、
0.2 、0.5 g·L-1）剂量组的分组换入相应培养基，每孔

2 mL；诱导 24 h 后，取细胞爬片按照 Hoechst 33342
染色液的说明书进行封片染色，在荧光显微镜下观

察。每组设置 3 个复孔，实验重复 3 次。

取对数生长期细胞消化重悬后，按每孔 1×105个

细胞铺入 6 孔板，无血清培养过夜；然后按上述分

组换入相应培养基，诱导 24 h 后，收集细胞上清及

细胞，以 10 000 r·min-1离心 5 min（离心半径 10 cm）
收集细胞；吸弃上清后，加入配置好的 Annexin V-
FITC 试剂，避光 37 ℃孵育 10 min，最后利用流式细

胞仪进行检测。每组设置 3 个复孔，实验重复 3 次。

1.7 活性氧检测 取对数生长期细胞消化重悬后，按

每孔 1×105个细胞铺入 6 孔板，无血清培养过夜；然

后按“1.6”项中分组换入相应培养基，诱导 4 h
后，消化收集细胞，以 10 000 r·min-1离心 5 min（离

心半径 10 cm）收集细胞；吸弃上清后，加入配置好

的 ROS 检测试剂，避光 37 ℃孵育 15 min，最后利用

流式细胞仪进行检测。每组设置 3 个复孔，实验重

复 3 次。

1.8 蛋白印迹检测 取对数生长期细胞消化重悬后每

孔 1×105个细胞铺入 6 孔板，无血清培养过夜；然后

按“1.6”项中分组换入相应培养基，诱导 24 h 后，

消化离心收集细胞，裂解后定量；然后加入上样缓

冲液制备蛋白样品；电泳分离后湿法转膜，丽春红

染色观察后封闭液封闭 1 h；然后 4 ℃过夜孵育一

抗（1∶1 000），次日回收一抗并 PBST 荡洗 4 次后，

二抗（1∶5 000）孵育 1 h，再荡洗 4 次，最终利用

ECL 发光液在显影仪中获得结果图像。实验重复

3 次。

1.9 统计学处理方法 图像数据利用 ImageJ 进行半

定量处理，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；利

用 SPSS 25.0 软件对数据进行分析，Prism 8 软件进

行图表制作，多组间差异采用 One-way ANOVA 进行

分析并进行方差齐性检验。若方差齐，组间两两比

较使用 LSD 法，若不齐，则使用 Tamhane's T2 法。

以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 活血消癥益气方对 AML12 细胞的细胞活力的

影响 由图 1 可以看出，活血消癥益气方冻干粉在

1 g·L-1 浓度时，细胞活力明显下降（P＜0.05），与

0 g·L-1比较，差异有统计学意义。因此后续研究使

用不超过 1 g·L-1的剂量进行。

由图 2 可以看出，TGF-β1 诱导 24 h 后，与空白

对照组比较，模型对照组细胞活力明显下降，差异

有统计学意义（P＜0.05），证明在 5 ng·mL-1浓度下，

TGF-β1 对 AML12 细胞产生损伤。而与模型对照组

比较，各剂量的活血消癥益气方给药组能明显回升

TGF-β1 诱导的细胞活力降低，差异有统计学意

义（P＜0.05），说明活血消癥益气方对 AML12 细胞产

生保护作用。

OD
值

浓度/（g·L-1）

注：与 0 g·L-1组比较，
*
P＜0.05

图 1 活血消癥益气方对 AML12细胞活力的影响（x ± s，n=6）
Figure 1 Effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on AML12
cells viability（x ± s，n=6）

·· 1278



中药新药与临床药理2021年9月第32卷第9期

凋
亡

率
/%

注：与空白对照组比较，
*
P＜0.05；与模型对照组比较，

#P＜0.05
图 4 活血消癥益气方对 TGF-β1 诱导的 AML12
细胞凋亡的保护作用（x ± s，n=3）
Figure 4 Protective effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi
recipe on TGF- β1- induced apoptosis of AML12
cells（x ± s，n=3）

a. 空白对照组 b. 模型对照组

*

#
#

#

c. 活血消癥益气方 0.1 g·L-1组 d. 活血消癥益气方 0.2 g·L-1组 e. 活血消癥益气方 0.5 g·L-1组

30

20

10

0
活血消癥益气方/（g·L-1）

空白对照组 模型对照组 0.1 0.2 0.5

OD
值

活血消癥益气方/（g·L-1）

空白对照组 模型对照组 0.1 0.2 0.5

*
#

#
#

注：与空白对照组比较，
*
P＜0.05，与模型对照组比较，#P＜0.05

图 2 活血消癥益气方对 AML12细胞的保护作用（x ± s，n=6）
Figure 2 Protective effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on
AML12 cells（x ± s，n=6）
2.2 活血消癥益气方对 TGF-β1 诱导的 AML12 细胞

凋亡及凋亡蛋白的影响 已有研究[4，6]表明，TGF-β1
能有效诱导肝细胞凋亡，在介导肝脏损伤修复过程

中起关键作用。由图 3 及图 4 的结果可知，与空白

对照组比较，模型对照组形态学上细胞出现明显的

细胞核固缩及浓染，流式细胞术显示凋亡细胞比例

明显高于空白对照组，差异有统计学意义（P＜

0.05）。而与模型对照组比较，活血消癥益气方各剂

量组可剂量依赖性地明显改善形态学上的核固缩的

细胞数，并减少凋亡细胞的占比，差异有统计学意

义（P＜0.05）。
同时，通过对凋亡通路蛋白表达量的研究发

现（见图 5），与空白对照组比较，模型对照组出现

Bcl-2 蛋白表达量减少，Bax 及 Caspase-3 蛋白表达

明显升高等凋亡过程常见的蛋白表达情况变化，差

异均有统计学意义（P＜0.05）。而与模型对照组比

较，活血消癥益气方各剂量组可明显下调 Caspase-3
的表达量，同时增加抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达并下调

促凋亡蛋白 Bax 的表达，差异均有统计学意义（P＜

0.05）；可提高 Bcl-2/Bax 的比率，提高细胞抗凋亡能

力，对抗 TGF-β1 诱导的细胞凋亡。

图 3 活血消癥益气方对 TGF-β1诱导的 AML12细胞凋亡形态学的影响（×400）
Figure 3 Effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on TGF-β1-induced morphological changes of apoptosis of AML12 cells（×400）

a. 空白对照组 b. 模型对照组 c. 活血消癥益气方 0.1 g·L-1组 d. 活血消癥益气方 0.2 g·L-1组 e. 活血消癥益气方 0.5 g·L-1组

·· 1279



Traditional Chinese Drug Research & Clinical Pharmacology，2021 September，Vol. 32 No. 9

2.3 活血消癥益气方对 AML12 细胞内活性氧及

NRF2 通路的影响 过往研究[13-14]表明，活性氧参与

了 TGF-β1 诱导肝细胞凋亡的过程，因此抗氧化应激

是一种对抗 TGF-β1 诱导肝细胞凋亡的有效方法。如

图 6 所示，与空白对照组比较，TGF-β1 诱导 4 h

后，模型对照组细胞内活性氧明显升高，差异有统

计学意义（P＜0.05），AML12 细胞处于氧化应激状

态。与模型对照组比较，活血消癥益气方各剂量组

呈剂量依赖性地明显减少细胞内活性氧的含量，差

异有统计学意义（P＜0.05）。

注：与空白对照比较，
*
P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

图 5 活血消癥益气方对凋亡相关蛋白的影响（x ± s，n=3）
Figure 5 Effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on apoptotic protein（x ± s，n=3）
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图 6 活血消癥益气方对 AML12 细胞内活性氧

含量的影响（x ± s，n=3）
Figure 6 Effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe
on the content of ROS in AML12 cells（x ± s，n=3）
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而从图 7 可以看出，与空白对照组比较，模型

对照组细胞内 Nrf2 蛋白表达明显增加，但核转位则

明显减少，差异均有统计学意义（P＜0.05），进一步

说明细胞明显处于氧化应激状态。与模型对照组比

较，活血消癥益气方各剂量组在明显地增加了 Nrf2

表达的同时明显促进其核转位，差异均有统计学意

义（P＜0.05）。Nrf2 核转位后，可诱导细胞内抗氧化

应激相关蛋白的表达增加，有利于缓解细胞内氧化

应激状态。

注：与空白对照组比较，
*
P＜0.05；与模型对照组比较，#P＜0.05

图 7 活血消癥益气方对 Nrf2蛋白表达及核转位的影响（x ± s，n=3）
Figure 7 Effect of Huoxue Xiaozheng Yiqi recipe on Nrf2 protein expression and nuclear translocation（x ± s，n=3）
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3 讨论

研究 [14]表明，我国肝硬化患者在 1990—2016 年

间，由 680 万人升高到约 1 200 万人。临床上诱导肝

硬化的病因是多样的，常见的有病毒性肝炎、酒精

性肝病、非酒精性肝病及自身免疫性疾病等[3]。在这

众多的致病因素中，病毒性肝炎是最为常见的，但

随着全球平均医疗水平的逐步提升，病毒性肝炎的

占比逐年下降，同时酒精性及非酒精性肝病等因素

的占比逐年提升[15-16]。肝硬化作为我国常见慢性非传

染性疾病之一，即使在近年国家实行药品零差价政

策的前提下，仍对患者家庭及国家社会造成了巨大

的经济和心理负担 [17-21]。在现有的临床治疗体系下，

尚无经有效验证的抗肝纤维化药物可供选择，在肝

纤维化的治疗中，中医中药的使用具有重大的临床

意义 [3]。活血消癥益气方已在临床上使用三十余年，

对慢性肝病具有良好的疗效[10-11]，且已在动物实验上

证实其抗纤维化的作用 [9]，但潜在的机制尚未有

报道。

肝脏损伤发生时，凋亡肝细胞 DNA 可以诱导肝

星状细胞中 TGF-β1 及胶原表达的升高[22]，启动并推

进肝纤维化，并最终导致肝硬化及肝癌等重大疾

病。而过度表达的 TGF-β1 又可以通过 ROS/线粒体

等途径持续诱导肝细胞凋亡 [13，23- 24]，推进肝脏纤维

化，并最终通过激活 EMT 途径诱导肝癌的发生 [25-26]。
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因此，在肝细胞发生损伤的早中期，有效保护肝细

胞对减少肝内 TGF-β1 分泌，抑制肝星状细胞过度激

活，对阻断肝纤维化、肝硬化及肝癌的发生发展具

有一定治疗意义。

本研究通过体外建立 TGF-β1 诱导的小鼠肝实质

细胞 AML12[27]建立损伤及氧化应激模型，以研究活

血消癥益气方对肝细胞的保护作用及其潜在的机

制。结果显示，5 ng·mL-1 的 TGF-β1 分别诱导 4 h
及 24 h，能有效建立 AML12 细胞氧化应激及凋亡模

型。受试浓度内的活血消癥益气方能有效地逆转

TGF-β1 诱导的细胞活力下降，减少凋亡细胞的比

例，并通过下调促凋亡的 Caspase-3 及 Bax 蛋白、上

调抗凋亡的 Bcl-2 蛋白的表达以减少细胞凋亡的发

生。上述结果说明，活血消癥益气方逆转 TGF-β1 诱

导肝细胞凋亡与下调 Caspase-3 表达及抑制线粒体相

关凋亡有关。同时已有研究发现，TGF-β1 诱导肝细

胞凋亡时，Caspase 家族的作用和活性氧途径可能相

互独立 [12]，而细胞内核心抗氧化应激 Nrf2 通路在多

种肝病中都具有明显的治疗潜力[28-29]。本研究建立了

TGF-β1 诱导 AML12 细胞活性氧升高的非损伤模

型，研究药物是否能够通过 Nrf2 通路实现保护肝细

胞的作用。结果显示，活血消癥益气方可明显增加

细胞内 Nrf2 蛋白的表达量且明显增加其核转位，入

核后的 Nrf2 可有效上调如 HO-1、SOD 及 GSH 等细

胞抗氧化应激相关物质的表达[28-29]，进而减轻细胞内

氧化应激，对抗 TGF-β1 诱导氧化应激，保护肝

细胞。

由本课题组前期研究[10，30]可知，活血消癥益气方

对正在形成的肝纤维化具有延缓纤维化的作用，而

对已经形成的肝硬化、肝纤维化则具有一定的逆转

作用。在肝损伤、肝纤维化及肝硬化乃至肝癌的发

生发展过程中，TGF-β1 是核心因子之一[4，22，25]，对肝

细胞损伤、肝星状细胞激活、胶原蓄积等具有较强

的推动作用。本研究证明了活血消癥益气方能有效

对抗 TGF-β1 对肝细胞的损伤作用，说明活血消癥益

气可通过保护肝细胞实现对肝纤维化及肝硬化的预

防及治疗作用。

综上所述，活血消癥益气方可增强 Nrf2 蛋白的

表达及核转位以减轻细胞氧化应激，下调 Caspase-3
及 Bax 表达，同时上调 Bcl-2 的表达以抑制细胞凋

亡，并通过上述两种机制对抗 TGF- β1 诱导的

AML12 细胞凋亡，保护肝细胞，实现对肝纤维化及

肝硬化等疾病的治疗作用。
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