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摘   要 目的：探讨紫衫醇对大鼠肝纤维化的抑制作用及其分子机制。

方法：将 30 只 Wistar 大鼠随机均分为正常对照组、肝纤维化模型组，肝纤维化模型 + 紫衫醇组，

肝纤维化模型用腹腔注射二甲基亚硝胺每日 1 次连续 7 d 诱导，之后，肝纤维化模型 + 紫衫醇组大

鼠给予尾静脉注射紫杉醇液，隔日 1 次，共 3 次；实验结束时，处死大鼠观察肝脏病理学和血清学指标变

化，及肝组织中肝星状细胞标志物 α-SMA 的表达。将大鼠肝星状细胞 HSC-T6 分别用 TGF-β1、紫杉醇 +

TGF-β1 处理，以无处理的 HSC-T6 细胞为对照，分别检测各组细胞纤连蛋白及 I、III 型胶原 mRNA

与蛋白的表达。

结果：正常对照组肝组织无病理学改变，肝纤维化模型组出现肝纤维化病变，肝纤维化模型 + 紫杉醇

组可见肝组织中度坏死，无明显坏死结节；与正常对照组比较，肝纤维化模型组与肝纤维化模型 + 紫

杉醇组转氨酶、总胆红素（TIBL）、透明质酸（HA）水平均明显升高，白蛋白（ALB）水平明显降低（均

P<0.05），后者较前者在 TBIL、ALB、HA 方面有明显改善（均 P<0.05）；正常对照组肝组织无明显

α-SMA 表达，肝纤维化模型组和与肝纤维化模型 + 紫杉醇组肝组织均有 α-SMA 表达，后者的 α-SMA

阳性细胞数明显少于前者（P<0.05）；与无处理的 HSC-T6 细胞比较，TGF-β1 与紫杉醇 +TGF-β1 处

理后的 HSC-T6 细胞纤连蛋白及 I、III 型胶原 mRNA 与蛋白均明显上调（均 P<0.05），后者的上调程

度明显低于前者（均 P<0.05）。

结论：紫杉醇可抑制大鼠肝纤维化的产生和发展，机制可能与其抑制肝星状细胞中 TGF-β 信号通路

从而减少肝星状细胞活化有关。
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Abstract Objective: To investigate the inhibitory eff ect of paclitaxel on hepatic fi brosis in rats and its mechanism. 
Methods: Th irty Wistar rats were equally randomized into normal control group, hepatic fi brosis model group 
and hepatic fi brosis model plus paclitaxel group. Hepatic fi brosis model was induced by intraperitoneal injection 
of dimethylnitrosamine daily for up to 7 d. After that, the rats in hepatic fibrosis model plus paclitaxel group 
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肝 纤 维 化 常 见 的 原 因 是 由 于 酒 精 、 自 体 免 疫

反应、HBV和HCV病毒感染、非酒精性脂肪肝疾

病 及 各 种 肝 毒 素 等 因 素 诱 发 肝 细 胞 损 伤 [ 1 ]， 造 成

一些其他类型肝细胞及迁移的炎性细胞活化，并释

放 大 量 细 胞 因 子 ， 这 些 细 胞 因 子 导 致 肝 星 状 细 胞

或 肌 纤 维 母 细 胞 活 化 、 分 化 与 增 殖 ， 合 成 大 量 细

胞外基质成分，并逐渐沉积从而引起肝纤维化[2]。 

2 ， 4 - 二 甲 基 亚 硝 胺 （ D M N ） 是 有 剧 毒 的 肝 毒 性

化合物[3]，有研究[4]证实DMN模型中肝组织病理学

改 变 相 似 于 人 类 酒 精 性 肝 纤 维 化 的 病 理 改 变 。 且

在停止DMN造模后自行恢复困难，是一种抗纤维

化 药 物 治 疗 的 经 典 模 型 [ 5 ]。 紫 杉 醇 具 有 抑 制 细 胞

分裂和增殖，抗肿瘤的作用[6]。本研究中通过紫衫

醇 对 大 鼠 肝 纤 维 化 的 抑 制 作 用 ， 研 究 肝 星 状 细 胞

TGF -β信号通路激活情况来探讨紫杉醇抑制肝纤

维化的具体分子机制。

1　材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  实验动物与细胞　Wistar 雄 性 大 鼠， 体 质

量 140~170 g， 动 物 合 格 证 编 号 0278596， 购 自

北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司， 实 验 动 物

生 产 许 可 证 号 为 SCXK（ 京 ）2017-1023， 饲 养

于 中 南 大 学 湘 雅 三 医 院 实 验 动 物 中 心， 均 饲 养 于

（25±2）℃的屏障实验室内，每 12 h 光照明暗交替，

自由进食及饮水。大鼠肝星状细胞 HSC-T6 购自中

科院细胞库，用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养。

1.1.2  实 验 仪 器　RM2235 LEICA 病 理 切 片 机、

EG1150C LEICA 生 物 组 织 冷 冻 机、EG1150H 

LEICA 生物组织包埋机、ASP200 LEICA 生物组织

自 动 脱 水 机： 德 国 莱 卡 公 司；BX41OLYMPUS 显

微镜：日本 OLYMPUS 株式会社；Nikon ECLIPSE 

Ti 显微摄像系统：日本 Nikon 株式会社。PCR 仪：

美 国 ABI Veriti； 荧 光 定 量 PCR 仪： 美 国 ABI 

StepOnePlus； 低 温 高 速 离 心 机： 美 国 Microfuge 

20R；核算蛋白质定量仪：美国 Thermo NanoDrop 

2000。

1.1.3  实验药品与试剂　紫杉醇购自深圳信立泰

药业有限公司，批号 20160112；DMN 购买于上海

蓝 季 生 物 公 司， 由 日 本 东 京 化 成 工 业 株 式 会 社 生

产， 批 号 76F72-TF； 甲 醛 溶 液，500 mL/ 瓶， 上

underwent paclitaxel solution injection via the tail vein once every two days for a total of 3 times. At the end of the 
experiment, all rats were sacrificed, the pathological changes of liver and some serological variables were observed, 
and the expressions of the hepatic stellate cell marker α-SMA in the liver tissues were determined. The rat hepatic 
stellate cell line HSC-T6 was cultured with TGF-β1 or paclitaxel plus TGF-β1, with untreated HSC-T6 cells as 
control, and then, the expressions of fibronectin and type I and III collagen in each group of cells were determined.
Results: No pathological alterations were noted in the liver tissues in normal control group, but histological 
changes of hepatic fibrosis were developed in hepatic fibrosis group, while only moderate degrees of liver necrosis 
without evident nodular lesions were observed in hepatic fibrosis model plus paclitaxel group; compared 
with normal control group, the levels of transaminases, total bilirubin (TBIL) and hyaluronic acid (HA) were 
increased, while the albumin (ALB) level was decreased significantly in either hepatic fibrosis model group 
or hepatic fibrosis model plus paclitaxel group (all P<0.05), but the conditions of TBIL, ALB and HA were 
significantly better in the latter than those in the former (all P<0.05); no obvious α-SMA expression was observed 
in the liver tissues in normal control group, which was found in the liver tissues in both hepatic fibrosis model 
group and hepatic fibrosis model plus paclitaxel group, but the number of α-SMA positive cells in the latter was 
significantly lower than that in the former (P<0.05). Compared with untreated HSC-T6 cells, both mRNA and 
protein the expressions of fibronectin and type I and III collagen were significantly up-regulated in HSC-T6 cells 
treated with TGF-β1 alone or treated with paclitaxel plus TGF-β1 (all P<0.05), but their up-regulating degrees 
was significantly milder in the latter than those in the former (all P<0.05).
Conclusion: Paclitaxel can inhibit the occurrence and development of hepatic fibrosis in rats, and the mechanism 
may be associated with its suppressing TGF-β signaling pathway in hepatic stellate cells and thereby reducing the 
activation of hepatic stellate cells.

Key words Liver Cirrhosis; Paclitaxel, Hepatic Stellate Cells; Rats
CLC number: R657.3
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海凌峰化学试剂有限公司生产，批号 201507109；

大鼠透明质酸 ELISA 试剂盒购自上海蓝基生物科

技有限公司；α 肌动蛋白（α-SMA）、纤连蛋白

（fibronectin） 以 及 I、III 型 胶 原 抗 体 均 为 英 国

Abcam 公司产品；反转录试剂盒、qPCR 试剂盒为

宝生物工程（大连）有限公司产品。

1.2  实验方法

1.2.1  实验动物分组与处理　将 30 只大鼠随机均

分为 3 组：正常对照组、肝纤维化模型组、肝纤维

化 模 型 + 紫 杉 醇 处 理 组。 肝 纤 维 化 模 型 组、 肝 纤

维 化 模 型 + 紫 杉 醇 组 均 采 用 DMN 造 模（ 用 DMN 

10 mg/kg 腹腔连续注射 7 d，造成大鼠肝脏广泛性

肝坏死，然后停药，约 14 d 后，大鼠肝脏可呈纤

维化表现），期间正常对照组以同样的方式给予生

理盐水处理，以上连续 7 d 的注射完成后，于实验

第 8 天 开 始， 肝 纤 维 化 模 型 + 紫 杉 醇 组 大 鼠 给 予

紫杉醇液（1 mg/kg）尾静脉注射，隔日 1 次，共

3 次，正常对照组与肝纤维化模型组则以同样的方

式给予同体积的生理盐水。

1.2.2  标本采取与处理　于实验第 14 天，用 2% 戊

巴比妥钠按 2 mL/100 g 剂量腹腔注射麻醉大鼠，腹

主动脉采血，血液 4 ℃下静置 2 h 后，3 000 r/min，

15 min 离心，取上清分装于 1.5 mL 离心管，于 -80 ℃

保存；取肝组织行甲醛液固定、石蜡包埋、切片。

1.2.3  动物实验检测指标与方法　用全自动生化

分析仪检测大鼠血清谷草转氨酶（AST）、谷丙转

氨酶（ALT）、总胆红素（TBIL）、白蛋白（ALB），

ELISA 方法检测透明质酸（HA）透明质酸水平，

用免疫组化法检测及肝星状细胞标志物 α-SMA 的

水平。

1.2.4  细 胞 实 验 与 分 组　 将 大 鼠 肝 星 状 细 胞

HSC-T6 细胞以 2×105 个 / 孔的数量接种于 6 孔细

胞培养板上，待贴壁细胞融合度达到 60%~70%，

弃去含血清培养基，加入 0.5% 低血清 DMEM 培养

基饥饿 24 h，将细胞分为：空白对照组、TGF-β1

处 理 组、 紫 杉 醇 +TGF-β1 处 理 组， 空 白 对 照 组

加 入 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 培 养 24 h，

TGF-β1 处理组加入 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

液 与 5 ng/mL 终 浓 度 TGF-β1 液 培 养 24 h， 紫 杉

醇 +TGF-β1 处 理 组 加 入 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM

培养液以及 500 nmol/L（预实验 IC50 为 459 nmol/L）

紫杉醇 +5 ng/mL 终浓度 TGF-β1 液培养 24 h，然

后进行后续实验。 

1.2.5  细胞实验检测指标与方法　HSC-T6 细胞中

纤连蛋白及 I、III 型胶原使用 RT-PCR 和 Western 

blot 检测方法，操作按说明书或常规程序进行。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件进行处理。计量资料

采 用 均 值 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 组 间 比 较 采 用 

t检验，计数资料比较采用χ2检验，等级资料比较

采用秩和检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  病理学检测结果

病 理 学 切 片 结 果 显 示 ， 正 常 对 照 组 肝 组 织 结

构 完 全 正 常 ， 具 有 完 整 的 肝 小 叶 结 构 ， 可 见 正 常

肝 组 织 ， 肝 纤 维 化 模 型 组 可 见 明 显 的 肝 纤 维 化 病

变 ， 肝 纤 维 化 模 型 + 紫 杉 醇 组 可 见 肝 组 织 中 度 坏

死，未见明显坏死结节（图1）。

A B C

图 1　各组大鼠肝组织病理学检测情况（×100）　　A：正常对照组；B：肝纤维化模型组；C：肝纤维化模型 + 紫杉醇组
Figure 1　Pathological findings in the liver tissues of each group of rats (×100)　　A: Normal control group; B: Hepatic fibrosis model 

group; C: Hepatic fibrosis model plus paclitaxel group



中国普通外科杂志 第 26 卷1158

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

2.2  血清学指标检测结果

与 正 常 对 照 组 比 较 ， 肝 纤 维 化 模 型 组 与 肝 纤

维化模型+紫杉醇组的AST、ALT、TBIL、HA均明

显升高，ALB水平明显降低（均P<0.05）；与肝纤

维化模型组比较，肝纤维化模型+紫杉醇组的AST、

A L T 水 平 无 统 计 学 差 异 （ 均P> 0 . 0 5 ） ， T B I L 、

ALB、HA水平明显改善（均P<0.05）（表1）。

2.3 肝星状细胞标志物 α-SMA 表达检测

正 常 对 照 组 肝 组 织 无 明 显 的 α - S M A 阳 性 表

达，肝纤维化模型组可见广泛α -SMA阳性表达，

集中在纤维化病变区域，而在肝纤维化模型+紫杉

醇 组 α - S M A 阳 性 表 达 较 前 者 明 显 减 少 （ 图 3 ） ；

3 组 α - S M A 阳 性 细 胞 数 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 差 异

（均P<0.05）（图4）。
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图 4　各组 α-SMA 阳性细胞数比较　　注：1）与正对照

组比较，P<0.05；2）与肝纤维化模型组比较，P<0.05
Figure 4　Comparison of the numbers of α-SMA positive cells 

among groups　　Note: 1) P<0.05 vs. normal control 
group; 2) P<0.05 vs. hepatic fibrosis group

2.4  紫杉醇对 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞纤

连蛋白及 I、III 型胶原表达的影响

RT-PCR结果显示，TGF-β1处理组HSC-T6细

胞纤连蛋白及I、III型胶原mRNA的表达均较空白

对照组HSC-T6细胞明显上调，而3种mRNA的表达

在紫杉醇+TGF -β1处理组均较空白对照组升高，

但均较TGF-β1处理组明显降低，统计分析显示，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均P< 0 . 0 5 ） （ 图 5 A ） ；

Weste rn  b lo t检测结果显示，各组纤连蛋白及I、 

III型胶原的蛋白表达与其mRNA的表达趋势一致，

且 半 定 量 统 计 分 析 显 示 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（均P<0.05）（图5B）。

表 1　各项血清学指标检测结果（n=10，x±s）
Table 1　Results of tests of serological variables (n=10, x±s)

　　组别 AST（IU/L） ALT（IU/L） TBIL（mg/dL） ALB（g/dL） HA（ng/mL）
正常对照组 97.2±12.7 46.7±9.8 0.11±0.03 2.91±0.08  28.6±11.4
肝纤维化模型组 180.3±69.11)   112.5±10.41)   0.81±0.471)   1.61±0.281) 1 331.5±524.11)

肝纤维化模型 + 紫杉醇组 149.1±42.61)   112.3±44.51) 　0.17±0.231), 2) 　2.42±0.511), 2) 　  331.4±149.61), 2)

注：1）与正常对照组比较，P<0.05；2）与肝纤维化模型组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. normal control group; 2) P<0.05 vs. hepatic fibrosis group

A B C

图 3　各组肝组织 α-SMA 的表达（×100）　　A：正常对照组；B：肝纤维化模型组；C：肝纤维化模型 + 紫杉醇处理组
Figure 3　Detection of α-SMA expressions in the liver tissues in each group (×100)  　　A: Normal control group; B: Hepatic fibrosis model 

group; C: Hepatic fibrosis model plus paclitaxel group
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3　讨　论

肝 纤 维 化 是 肝 脏 对 各 种 持 续 性 损 伤 ， 发 生 组

织 修 复 反 应 时 因 细 胞 外 基 质 合 成 、 降 解 和 沉 积 不

平 衡 而 引 起 的 病 理 过 程 [ 7 ]， 是 慢 性 肝 病 的 病 理 特

征 ， 也 是 进 一 步 向 肝 硬 化 发 展 的 关 键 步 骤 [ 8 ]。 在

整 个 肝 纤 维 化 发 病 过 程 中 ， 肝 星 状 细 胞 的 活 化 、

增殖是核心环节[9-10]。被激活的肝星状细胞是合成

细胞外基质的主要细胞 [ 11]。肝脏受损时在各种因

素 的 刺 激 下 ， 肝 星 状 细 胞 被 激 活 主 要 表 现 为 如 下

几个方面：⑴ 转化为肌纤维母细胞，快速发生形

态学改变，脂滴、类维生素A丢失 [12]；⑵ 表达多

种 细 胞 因 子 及 受 体 ； 细 胞 大 量 增 殖 ， 合 成 大 量 的

细 胞 外 基 质 [ 1 3 ]； ⑶  同 时 表 达 平 滑 肌 α - S M A 、 结

蛋白及波形蛋白，具有收缩功能 [ 14]。目前认为，

肝 星 状 细 胞 是 肝 纤 维 化 时 细 胞 外 基 质 合 成 的 最 主

要 细 胞 ， 肝 星 状 细 胞 的 活 化 是 肝 纤 维 化 发 生 的 关

键 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 肝 纤 维 化 模 型 组 可 见 广 泛

α -SMA阳性细胞表达，进一步说明肝纤维化发生

发展过程中有大量肝星状细胞的活化。

肝纤维化发病过程中，TGF -β是提高肝纤维

化 最 有 效 的 细 胞 因 子 ， 能 够 抑 制 肝 细 胞 的 增 殖 ，

激 发 肝 星 状 细 胞 的 活 化 ， 促 进 细 胞 外 基 质 的 产

生，并调节肝细胞的凋亡 [15]。TGF -β家族包括一

类细胞因子，它们都为结构上相似一类小的多肽，

分为几种亚型，参与许多不同的生物学功能 [ 16]。 

其 中 T G F - β 1 是 目 前 研 究 的 最 为 广 泛 ， 被 认 为 是

和 肝 损 伤 修 复 以 及 肝 纤 维 化 十 分 密 切 的 一 种 细 胞

因子[17]。有研究[18]表明，TGF-β1水平在有病变的

组 织 器 官 中 会 大 大 提 高 ， 尤 其 是 在 纤 维 病 变 的 区

域，外源性TGF-β1若用于实验动物就会导致组织

器 官 的 纤 维 化 发 生 以 及 细 胞 的 细 胞 外 基 质 的 过 量

沉积；实验性抗TGF-β1的治疗，包括中和抗体、

可溶的II型受体、反义寡核苷酸、小分子抑制剂以

及RNA干扰均能够抑制纤维化的形成 [19]。这些说

明TGF-β1可以激活肝星状细胞，并促进其大量表

达细胞外基质 [ 20]。另外激活的肝星状细胞可以自

分泌或旁分泌TGF-β1，进一步促进肝星状细胞激

图 5　各组细胞纤连蛋白及 I、III 型胶原表达的检测结果　　A：mRNA 表达情况；B：蛋白表达情况　　注：1）与空白对

照组比较，P<0.05；2）与 TGF-β1 处理组比较，P<0.05
Figure 5　Expressions of fibronectin and type I and III collagen in each group of cells　　A: The mRNA expressions; B: The protein 

expressions　　Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. TGF-β1 treatment group
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活，形成一个正反馈效应 [ 21]。因此，转化生长因

子TGF-β1是调控肝纤维化发生发展的核心物质，

两者关系密切。本研究采用TGF -β1处理HSC -T6

细 胞 后 发 现 ， H S C - T 6 细 胞 的 细 胞 外 基 质 成 分 纤

连蛋白及I、III型胶原mRNA与蛋白表达均显著上

调，再次证明了TGF-β1在促进细胞外基质过度沉

积而导致肝纤维化的重要作用。

紫 杉 醇 是 一 种 稳 定 已 聚 合 微 管 和 促 进 微 管 聚

合的天然药物[21-22]。紫杉醇具有在有丝分裂时不能

形 成 纺 锤 体 和 纺 锤 丝 ， 抑 制 细 胞 分 裂 和 增 殖 的 药

理作用[23-24]。另外紫杉醇抑制有丝分裂所必需的微

管 网 的 正 常 动 态 再 生 ， 防 止 正 常 的 有 丝 分 裂 纺 锤

体 的 形 成 ， 从 而 导 致 染 色 体 断 裂 并 抑 制 细 胞 复 制

和移行 [ 2 5 ]。本研究结果显示，紫杉醇能有效抑制

DMN诱导肝纤维化的发生，改善肝功能，且明显

抑 制 肝 星 状 细 胞 的 活 化 ； 为 进 一 步 探 讨 紫 杉 醇 抑

制肝纤维化可能的机制，本研究在HSC-T6细胞上

观 察 了 紫 杉 醇 的 作 用 ， 结 果 提 示 ， 紫 杉 醇 抑 制 肝

纤维化的机制与TGF-β1相关的信号通路有关。

综 上 ， 本 研 究 结 果 提 示 ， 紫 杉 醇 可 以 通 过 抑

制 肝 星 状 细 胞 的 激 活 而 有 效 抑 制 D M N 诱 导 的 大

鼠 肝 纤 维 化 的 发 生 ， 其 作 用 机 制 可 能 是 通 过 抑 制

TGF-β信号通路，从而抑制肝星状细胞激活和表

达分泌细胞外基质有关。
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