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扶肝化纤汤对肝纤维化正虚毒蕴血瘀证模型大鼠
Th17/Treg平衡及相关转录因子的影响
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［摘要］ 目的　从免疫角度探讨扶肝化纤汤抗肝纤维化的可能作用机制。方法　48只 SD 大鼠随机分为空白

组、模型组、秋水仙碱组及扶肝化纤汤高、中、低剂量组，每组 8只。除空白组外，其余各组大鼠建立肝纤

维化正虚毒蕴血瘀证大鼠病证结合模型，共 6周。造模成功后，扶肝化纤汤高、中、低剂量组分别给予扶肝

化纤汤颗粒 37. 50、18. 75、9. 38 g/ （kg·d） 灌胃，秋水仙碱组给予秋水仙碱片 2 mg/ （kg·d） 灌胃，空白组

与模型组给予纯净水 10 ml/ （kg·d） 灌胃，连续干预 3周。实验期间记录大鼠一般情况。干预结束后 HE染色

观察肝脏组织病理学形态；ELISA法检测血清中白细胞介素10 （IL-10）、白细胞介素17 （IL-17） 含量；流式

细胞术检测外周血中辅助性 T 细胞 17 （Th17）、调节性 T 细胞 （Treg） 表达，计算 Th17/Treg 值；qRT-PCR 法

检测肝脏组织中维甲酸相关核孤儿受体γ （RORγt）、叉状头/翅膀状螺旋转录因子（FoxP3） mRNA表达。结果　

与空白组比较，模型组大鼠一般情况为精神萎靡，活动减少、扎推，弓背喜卧，灌胃无抵抗，进食量明显减

少，大便溏薄、肛门污秽，体质量增加缓慢，毛发枯燥无光泽，四肢皮肤青紫瘀斑变暗，尾部皮肤有不同程

度紫黑斑；HE 染色显示肝脏组织肝纤维化增生明显；血清 IL-17、外周血 Th17 表达及 Th17/Treg 值、肝组织

RORγt mRNA 表达升高，IL-10、Treg 表达、FoxP3 mRNA 表达降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与模型组比较，

各药物干预组大鼠一般情况及 HE 染色肝脏组织肝纤维化情况均有改善，扶肝化纤汤高、中剂量组及秋水仙

碱组 IL-17、Th17 表达、Th17/Treg 值、RORγt mRNA 表达降低，IL-10、Treg 表达、FoxP3 mRNA 表达升高，

扶肝化纤低剂量组 IL-17、Th17表达、RORγt mRNA表达降低，IL-10、FoxP3 mRNA表达升高（P＜0. 05或P＜
0. 01）；且扶肝化纤汤高剂量组各指标改善效果优于秋水仙碱组和扶肝化纤汤中、低剂量组 （P＜0. 05或P＜
0. 01）。结论　扶肝化纤汤可能通过调节特异性转录因子 FoxP3、RORγt 表达，影响 Th17、Treg 细胞分化及

Th17/Treg平衡，调节 IL-10、IL-17分泌，进而调节免疫平衡发挥抗肝纤维化的作用。

［关键词］  肝纤维化；辅助性T细胞17；调节性T细胞；免疫平衡；扶肝化纤汤

肝纤维化 （hepatic fibrosis，HF） 是各种慢性

肝病的共同病理阶段，主要特征为细胞外基质合成

与降解不平衡，早期有效地抗 HF对降低肝癌的发

病率和死亡率具有重要意义［1］。肝星状细胞（HSC）
的活化增殖在 HF 的发生发展中起核心作用，HSC
活化受到肝脏中复杂微环境的影响，包括 T 细胞、

B细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞等直

接或间接作用［2-3］。研究［4-5］表明，辅助性 T 细胞

17 （Th17） /调节性T细胞（Treg）的平衡及与其相

关的特异性转录因子、细胞因子能够影响 HSC 活

化增殖，参与HF的进展或消退。

扶肝化纤汤是我们基于中医学“肝病实脾、培

土荣木”理论确立的临床治疗 HF的经验方，具有

健脾益气、补益肝肾、行气活血、扶正解毒之效。

前期研究已证实其对 HF有较好疗效，如临床研究

表明其能够改善 HF患者的症状、肝功能和肝纤维

化四项指标［6］；实验研究显示其可能通过丝裂原活

化蛋白激酶（MAPK）、转化生长因子 β1（TGF-β1）/
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信号转导蛋白（Smad）信号通路延缓或逆转HF进

展［7-8］。鉴于 HF 与 Th17/Treg 平衡之间的联系，本

研究拟从免疫调控角度探讨扶肝化纤汤对 HF正虚

毒蕴血瘀证模型大鼠 Th17/Treg 平衡及相关转录因

子、细胞因子的影响，进一步探索扶肝化纤汤防治

HF的可能作用机制，为其临床应用提供依据。本

实验已通过贵州中医药大学实验动物伦理委员会审

批，批准号：20210035。
1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级健康雄性 SD 大鼠 48 只，6~8 周龄，体

质量 200~220 g，购于湖南长沙天勤有限公司，实

验动物许可证号：SCXK （湘） 2019-0014。饲养于

贵州中医药大学动物实验科研服务平台，自由饮

水，普通饮食，温度 18~25 ℃，干燥、通风，光照

12 h明暗交替，湿度50%~60%。

1. 2　药物

扶肝化纤汤，组成：黄芪 20 g、白术 20 g、鳖

甲 20 g、黄精 15 g、当归 20 g、北柴胡 10 g、绞股

蓝 10 g、白芍 20 g、枳实 15 g、丹参 20 g、三七粉

5 g、炙甘草 6 g，药物颗粒剂采购于贵州中医药大

学第二附属医院同济堂，溶解于200 ml纯净水，浓

缩为含生药 2 g/ml 的溶液。秋水仙碱片 （0. 5 mg/
片，国药准字：H53020166，云南植物药业有限公

司），纯净水配制成浓度为0. 5 mg/ml的溶液。

1. 3　主要实验试剂及仪器

0. 9% 氯化钠注射液（国药准字：H20033974），

贵州科伦药业有限公司；CD25单克隆抗体（货号：

17-0390-82）、白细胞介素 17A （IL-17A）单克隆抗

体 （货号：25-7177-82），Ebiosscience 公司；FITC
抗鼠 CD3 抗体（货号：201403）、PerCP 抗鼠 CD8a
抗体 （货号：201712）、PE 抗鼠叉状头/翅膀状螺

旋转录因子（FoxP3）抗体（货号：320008），Bio⁃
legend公司；PMA/Ionomycin混合物（250X，货号：

70-CS1001）、BFA/Monensin 混合物（250X，货号：

70-CS1002）、Fix & Perm 试剂盒固定破膜剂 （货

号：70-GAS005/2）、白细胞介素 17 （IL-17，货号：

70-EK317HS）ELISA试剂盒、白细胞介素10（IL-10，
货号：70-EK310HS） ELISA 试剂盒，杭州联科生

物技术有限公司；总 RNA 提取试剂盒 （货号：

DP451），天根生化科技有限公司；四氯化碳

（CCL4，货号：20210308），福晨化学试剂有限公

司；HE染色试剂（货号：220608），南昌雨露实验

器材有限公司；橄榄油 （货号：O8320），索莱宝

生 物 科 技 有 限 公 司 ； 10% 中 性 甲 醛 （货 号 ：

ZY65015PB），上海泽叶生物科技有效公司；乌拉

坦（货号：30191218），沪试实验器材有限公司。

BD canto Ⅱ plus 型流式细胞仪， BD 公司；

HM325 型病理切片机、YZB/GER1806 型离心机，

Thermo Fisher 公司；CFX96 型荧光定量 PCR 仪，

Bio-Rad公司；BX43型正置光学显微镜，奥林巴斯

公司；MK3型酶标仪，Thermo Multikan公司。

1. 4　大鼠分组、造模及干预方法

将 48 只 SD 大鼠采用随机数字表法分为空白

组、模型组、秋水仙碱组及扶肝化纤汤高、中、低

剂量组，每组 8只。除空白组外，其余各组大鼠采

用经典的 CCL4造模法［9］建立 HF 大鼠模型：CCL4
与橄榄油配制成的 40% CCL4混合油剂，按 0. 3 ml/
100 g 剂量，选择大鼠大腿部、颈背部交替皮下注

射，每周 2次（周三、周日给药），共 6周。第 4周

开始，除空白组外，其余各组在上述造模方法基础

上，参考前期病证结合造模法［10-12］建立HF正虚毒

蕴血瘀证大鼠模型：止血钳夹尾1 h给予疼痛刺激；

2 g/ml高浓度大黄溶液 10 mg/kg灌胃大鼠每日 1次、

间断禁食不禁水 24 h；将大鼠放入盛满清水的光滑

大铁桶中进行游泳疲劳实验 （连续游泳以下沉为

准，每日 2次）；束缚大鼠双后足倒立悬挂 30 min、
予超声波驱鼠器置于鼠笼中刺激 2 h，使其处于惊

恐应急状态；以上 6种不同的刺激项目，每天采用

随机数字表法选择 2种，并且相邻两天不能重复使

用同一种刺激项目，连续3周。造模第6周结束后，

大鼠明显表现出活动减少、扎堆、反应迟钝，困倦

嗜睡，进食量明显减少，脱毛、毛发枯燥无光泽，

大便溏薄，四肢皮肤青紫瘀斑变暗，尾部有不同程

度紫黑或黄褐色斑等正虚毒蕴血瘀相关表现，且

HE染色结果显示模型大鼠有肝组织炎症、坏死表

现及肝纤维化，证明 HF正虚毒蕴血瘀证大鼠造模

成功［12］。根据文献［12］标准，所有大鼠造模成功。

造模结束后次日进行药物干预，按照人与大鼠

体表面积临床等效剂量折算系数［13］计算，扶肝化

纤汤低、中、高剂量组 （以中剂量为临床等效剂

量） 分 别 给 予 扶 肝 化 纤 汤 颗 粒 9. 38、 18. 75、
37. 50 g/（kg·d）灌胃；秋水仙碱组给予秋水仙碱

片 2 mg/（kg·d） 灌胃；空白组与模型组给予纯净

水 10 ml/（kg·d）灌胃。各组均每日灌胃 1 次，每

周根据大鼠体质量调整用药量，连续干预3周。
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1. 5　观察指标及方法

末次灌胃结束，禁食禁水12 h后处死大鼠，麻

醉前称重，予腹腔注射 20% 乌拉坦 0. 5 ml/100 g麻
醉，打开腹腔，剥离腹主动脉取血，一部分血收集

于肝素钠抗凝管中，4 h之内完成流式细胞分析的

细胞制备；另一部分血收集于促凝管中，4 ℃、

3500 r/min 离心 10 min （离心半径 10 cm），取上层

血清，冻存于-80 ℃冰箱备用。取一部分肝右叶组

织放入无酶冻存管中，冻存于-80 ℃冰箱中用于

qRT-PCR 检测；取一部分肝脏组织浸泡于 10% 中

性甲醛中，用于HE染色观察病理学形态。

1. 5. 1　大鼠一般情况　实验期间观察大鼠精神状

态、皮肤、毛发、行为活动、进食及大便情况，观

察腹部有无包块，全身有无出血，注射部位皮肤有

无肿块、破溃、感染，每周称重记录体质量变化

情况。

1. 5. 2　大鼠肝脏组织 HE 染色　采用随机数字表

法各组选取 4 只大鼠肝脏组织固定，梯度酒精脱

水，二甲苯透明，浸蜡 3 h，包埋，切片，烘烤片，

二甲苯中脱蜡，梯度酒精洗去二甲苯，苏木素染

色，苏木素返蓝液，酒精脱水，伊红染液染色，脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下观察肝

脏组织的病理学形态。

1. 5. 3　ELISA 法检测大鼠血清 IL-17、 IL-10 含量　

采用随机数字表法各组选取 4只大鼠血清按 ELISA
试剂盒步骤进行操作，绘制标准曲线，根据曲线公

式计算 IL-10、IL-17含量。

1. 5. 4　流式细胞术检测大鼠外周血 Treg、Th17 细

胞表达　采用随机数字表法各组选取 4只大鼠外周

血，流式细胞技术检测 Th17 细胞表达：大鼠低温

保存的现采 4 h内的外周血，加入淋巴分层液取得

单个核细胞，调节细胞计数；加入 1 倍体积 RPMI 
1640培养液制成细胞悬液，加入 PMA/Ionomycin混

合物、BFA/Monensin混合物孵育，PBS洗涤后加入

FITC 抗鼠 CD3 抗体和 PerCP 抗鼠 CD8a 抗体孵育

30 min，PBS洗涤后加入Fix A、Fix B和 IL-17A 单克

隆抗体孵育30 min，PBS洗涤后用流式细胞仪检测。

流式细胞技术检测Treg细胞：取 100 μl全血加

入流式管中，加入PBS重悬，4 ℃、2500 r/min离心

5 min （离心半径 7 cm），去上清；加入 FITC 抗鼠

CD3抗体、PerCP抗鼠CD8a抗体孵育 45 min，加入

红细胞裂解液，室温避光10 min，PBS重悬后加入破

膜剂孵育 50 min，加入 Perm/Wash Buffer 缓冲液和

FoxP3、CD25抗体，孵育 45 min，PBS洗涤后用流

式细胞仪检测。

1. 5. 5　qRT-PCR 法检测大鼠肝脏组织中维甲酸相

关核孤儿受体 γ （RORγt）、FoxP3 mRNA 表达　首

先从 NCBI Gene 数据库中查找 RORγt 和 FoxP3 基

因序列，选择大鼠物种，设计引物序列如表 1，以

β-action为内参，引物由赛默飞公司合成。采用随

机数字表法各组选取 4只大鼠肝脏组织，每只大鼠

取 30~35 mg，全自动匀浆机研磨均匀，按照试剂

步骤提取总 RNA。然后取 2 ug 总 RNA 加入反转录

液，热循环仪42 ℃孵育30 min，95 ℃下加热5 min，
合成 cDNA。然后按照预变性 95 ℃ 15 s，40次循环

（变性 95 ℃ 15 s；退火/延伸 60 ℃ 30 s）进行扩增。

将扩增产物的 Ct 值分别导出，以 2-ΔΔCt法计算出转

录产物的相对表达量。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计分析。计量资料

均符合正态分布，用均数±标准差（x̄±s）表示，方

差齐性者采用方差分析，两组间比较采用 LSD 检

验；方差不齐者采用 Welch检验。P＜0. 05为差异

有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠一般情况比较

空白组大鼠精神良好，反应灵敏，活泼好动，

皮肤红润，毛发密集光泽，进食良好，干燥颗粒状

粪便，体重增加。与空白组比较，模型组大鼠精神

萎靡，活动减少、喜扎堆，弓背喜卧，灌胃无抵

抗，进食量明显减少，大便溏薄、肛门污秽，体质

量增加缓慢，毛发枯燥无光泽，四肢皮肤青紫瘀斑

变暗，尾部皮肤有不同程度紫黑斑。扶肝化纤汤低

剂量组大鼠表现与模型组大鼠表现相似；扶肝化纤

汤高、中剂量组及秋水仙碱组大鼠较模型组、扶肝

化纤汤低剂量组大鼠精神状态良好，反应稍灵敏，

表1　引物序列表

Table 1　List of primer sequences
基因

FoxP3

RORγt

β-action

引物序列5'-3'
上游TCACACGCATGTTCGCCTACTTC
下游CTCACTCTCCACTCGCACAAAGC
上游GGAAGTCGTCCCTCGTCAGAATGTG
下游TCCACACCACCGTATTTGCCTTC
上游ATCATTGCTCCTCCTGAGCG
下游CAGCTCAGTAACAGTCCGCC

产物片段

长度/bp
104
104

84
84

163
163

注：RORγt，维甲酸相关核孤儿受体 γ；FoxP3，叉状头/翅膀

状螺旋转录因子。
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活动增加，随药物干预时间延长，大鼠毛发稍有光

泽，进食正常，四肢皮肤青紫瘀斑稍变红润，大便

由稀溏变正常，体质量逐渐增加但缓于空白组。

2. 2　各组大鼠肝脏组织HE染色结果

图 1 示，空白组大鼠肝细胞排列整齐，无炎

症、坏死，汇管区未见纤维组织增生。模型组大鼠

肝细胞呈现脂肪样变性，伴随大量炎症细胞浸润，

其中部分肝细胞变性坏死，小叶结构紊乱，汇管区

可见纤维组织增生。扶肝化纤汤高剂量组、秋水仙

碱组有少量肝细胞变性坏死及炎症细胞浸润，无假

小叶形成，少量胶原纤维沉积；扶肝化纤汤中、低

剂量组部分肝细胞变性坏死，小叶结构稍紊乱，炎

症细胞浸润，胶原纤维沉积。

2. 3　各组大鼠血清中 IL-10、IL-17含量比较

表 2示，与空白组比较，其余各组大鼠血清中

IL-10明显降低，IL-17明显升高（P＜0. 01）。与模

型组比较，各药物干预组大鼠血清中 IL-10 升高，

IL-17 降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与秋水仙碱组

比较，扶肝化纤汤高剂量组 IL-10 升高、IL-17 降

低，扶肝化纤汤低剂量组 IL-10 降低、IL-17 升高，

扶肝化纤汤中剂量组 IL-17亦升高（P＜0. 05或P＜
0. 01）。与扶肝化纤汤高剂量组比较，扶肝化纤汤

中、低剂量组 IL-10 降低、IL-17 升高（P＜0. 01）。

扶肝化纤汤中、低剂量组 IL-10、IL-17比较，差异

无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 4　各组大鼠外周血Treg、Th17细胞表达比较

表 3示，与空白组比较，其余各组大鼠外周血

Treg表达降低，Th17表达及Th17/Treg值升高（P＜
0. 05或P＜0. 01）。与模型组比较，扶肝化纤汤高、

中剂量组及秋水仙碱组外周血 Treg 升高，Th17 及

空白组

扶肝化纤汤高剂量组

模型组

扶肝化纤汤中剂量组

秋水仙碱组

扶肝化纤汤低剂量组

注：图中箭头指示为肝细胞变性坏死。

图1　各组大鼠肝脏组织病理学形态（HE染色，×200）
Figure 1　Histopathological morphology of liver in each group （HE，×200）

表2　各组大鼠血清 IL-10、IL-17含量比较

Table 2　Comparison of serum IL-10 and IL-17 content among groups （pg/ml，x̄±s）

组别

空白组

模型组

秋水仙碱组

扶肝化纤汤高剂量组

扶肝化纤汤中剂量组

扶肝化纤汤低剂量组

鼠数

4
4
4
4
4
4

IL-10
41. 824±3. 513
14. 732±2. 191a）

24. 345±0. 402a）b）

28. 098±3. 475a）b）d）

21. 663±1. 271a）b）f）

19. 010±0. 441a）c）e）f）

IL-17
23. 441±1. 941

234. 410±4. 908a）

58. 222±2. 965a）b）

39. 374±3. 145a）b）e）

110. 284±6. 529a）b）e）f）

130. 761±6. 049a）b）e）f）

注：IL-10，白细胞介素10；IL-17，白细胞介素17。
a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与秋水仙碱组比较，P＜0. 05；e）与秋水

仙碱组比较，P＜0. 01；f）与扶肝化纤汤高剂量组比较，P＜0. 01。
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Th17/Treg 值降低；扶肝化纤低剂量组 Th17 降低

（P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与秋水仙碱组比较，扶肝

化纤汤高剂量组Th17/Treg值降低；扶肝化纤汤中、

低剂量组Treg降低，Th17及Th17/Treg值升高（P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与扶肝化纤汤高剂量组比较，

扶肝化纤汤中、低剂量组 Treg 降低，Th17、Th17/
Treg值升高（P＜0. 01）。扶肝化纤汤中、低剂量组

Treg、Th17、Th17/Treg 值比较，差异无统计学意

义（P＞0. 05）。

2. 5　各组大鼠肝脏组织中 RORγt、FoxP3 mRNA
表达比较

表 4示，与空白组比较，其余各组大鼠肝脏组

织中 RORγt mRNA 表达明显升高，FoxP3 mRNA 表

达明显降低 （P＜0. 01）。与模型组比较，各药物

干预组大鼠肝脏组织中 RORγt mRNA 表达明显降

低，FoxP3 mRNA表达明显升高（P＜0. 01）。与秋

水仙碱组比较，扶肝化纤汤高剂量组RORγt mRNA
表达降低，FoxP3 mRNA表达升高；扶肝化纤汤低

剂量组 RORγt mRNA 表达升高 （P＜0. 01）。与扶

肝化纤汤高剂量组比较，扶肝化纤汤中、低剂量组

RORγt mRNA 表达升高，FoxP3 mRNA 表达降低

（P＜0. 01）。扶肝化纤汤中、低剂量组RORγt、FoxP3 
mRNA表达比较，差异无统计学意义（P＞0. 05）。

3　讨论

肝纤维化属于中医学“癥瘕”“积聚”“肝着”

等范畴。《医宗必读》曰：“积之成者，正气不足，

而后邪气踞之”，《景岳全书》云：“凡脾肾不足及

虚弱失调之人，多有积聚之病”，提示正气亏虚是

HF发生发展的根本。正气亏虚，易感邪毒或祛邪

无力，加之情志久郁、滋食肥甘厚味、嗜酒过度、

劳倦内伤等因素影响，邪毒易深入，损伤肝络，日

久则肝气郁结，气滞血瘀，瘀血结于腹中，久而成

积，正如《四圣心源》所言：“积聚者，气血之凝

瘀也”。基于此，我们提出正虚毒蕴血瘀是HF的关

键病机。正气抵御邪气入侵的能力主要体现在卫气

的防御作用上，这与西医学免疫功能有相似之处。

脾胃为后天之本，脾胃运化的水谷精微是卫气的物

质基础，脾胃健运则机体正常运转，正如《灵枢·

五癃津液别篇》所言：“五脏六腑，心为之主，耳

为之听……脾为之卫”。《金匮要略》中“见肝之

病，知肝传脾，当先实脾”治未病思想与现代医学

防治 HF 进展为终末期肝病的预防理念高度契合，

扶肝化纤汤正是基于“肝病实脾”理论指导而创

立［14］。方中君药以黄芪、白术健脾气、扶正气，

培土以荣木；臣药以黄精、当归、鳖甲补益肝肾、

软坚散结，丹参、三七粉活血化瘀、散结消积，绞

股蓝益气扶正解毒；佐药以北柴胡、枳实疏肝理

气，白芍柔肝养阴；使药以炙甘草调和诸药，同时

柴胡、白芍、枳实、炙甘草寓调和肝脾的基本方四

逆散之意。全方奏健脾益气、补益肝肾、行气活

表4　各组大鼠肝脏组织中RORγt、FoxP3 mRNA表达比较

Table 4　Comparison of RORγt and FoxP3 mRNA expression 
in liver tissues of rats in each group

（2-ΔΔCt，x̄±s）

组别

空白组

模型组

秋水仙碱组

扶肝化纤汤高剂量组

扶肝化纤汤中剂量组

扶肝化纤汤低剂量组

鼠数

4
4
4
4
4
4

RORγt
1. 009±0. 164
7. 407±0. 206a）

5. 703±0. 162a） b）

4. 203±0. 121a） b） c）

5. 568±0. 204a） b） d）

6. 738±0. 111a） b） c） d）

FoxP3
1. 009±0. 151
0. 039±0. 003a）

0. 354±0. 094a） b）

0. 590±0. 069a） b） c）

0. 354±0. 034a） b） d）

0. 281±0. 098a） b） d）

注：RORγt，维甲酸相关核孤儿受体 γ；FoxP3，叉状头/翅膀

状螺旋转录因子。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c） 与秋水仙碱组比较，P＜0. 01；d） 与扶肝化纤汤高剂量组比

较，P＜0. 01。

表3　各组大鼠外周血Treg、Th17细胞表达及Th17/Treg值比较

Table 3　Comparison of Treg and Th17 expression in peripheral blood and Th17/Treg value among groups （x̄±s）

组别

空白组

模型组

秋水仙碱组

扶肝化纤汤高剂量组

扶肝化纤汤中剂量组

扶肝化纤汤低剂量组

鼠数

4
4
4
4
4
4

Treg/%
8. 375±1. 670
2. 675±0. 922a）

6. 050±0. 480a） c）

6. 900±0. 483b） c）

4. 625±0. 250a） c） e） g）

2. 925±1. 100a） f） g）

Th17/%
5. 700±0. 942

25. 175±1. 526a）

9. 525±1. 372a） c）

7. 950±1. 109b） c）

16. 150±1. 529a） c） f） g）

19. 350±1. 308a） c） f） g）

Th17/Treg
0. 686±0. 080

10. 010±2. 328a）

1. 568±0. 110a） d）

1. 153±0. 156b） d） e）

3. 502±0. 424a） d） e） g）

7. 293±2. 467a） f） g）

注：Treg，调节性T细胞；Th17，辅助性T 细胞17。
a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与空白组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与模型组比较，P＜0. 05；f）与秋水仙碱组

比较，P＜0. 01；e）与秋水仙碱组比较，P＜0. 05；g）与扶肝化纤汤高剂量组比较，P＜0. 01。
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血、扶正解毒之效，重在培土荣木，扶正祛邪。本

研究结果显示，模型组大鼠出现精神萎靡、活动减

少、大便溏薄、肛门污秽、体质量增加缓慢、四肢

皮肤青紫瘀斑变暗等表现，符合典型的正虚毒蕴血

瘀证，且肝组织 HE 染色呈现典型 HF 表现，如肝

细胞呈现脂肪样变性，伴随大量炎症细胞浸润，汇

管区可见纤维组织增生。而扶肝化纤汤高、中剂量

及秋水仙碱干预后，大鼠精神状态、活动、毛发光

泽、大便等情况均明显改善，且肝纤维组织增生有

不同程度减轻，其中以秋水仙碱组和扶肝化纤汤高

剂量组改善最为明显，考虑秋水仙碱和扶肝化纤汤

高剂量抗纤维化疗效可能相当。

近年来，人们关注到免疫细胞及细胞因子在

HF 进展或消退中的重要作用。IL-17 是 Th17 细胞

分泌的特征性细胞因子，启动早期炎症，通过释放

大量前炎症因子而募集中性粒细胞，介导炎症反

应，其表达量与 HF 程度呈正相关［15］。IL-17 可以

直接激活信号转导和转录激活因子 3 （STAT3）信

号通路，促进 HSC 活化，使其向肌成纤维细胞转

化，增加胶原蛋白 I的表达，导致细胞外基质大量

沉积而产生HF［16］。另外，IL-17通过刺激库弗细胞

分泌白细胞介素 6（IL-6）、白细胞介素 1β（IL-1β）、

肿瘤坏死因子 α （TNF-α）等细胞因子，增加 α 平

滑肌肌动蛋白、胶原蛋白表达，间接激活 HSC 从

而驱动 HF 进展［17］。IL-10 是 Treg 细胞分泌的特征

性细胞因子，直接下调 TGF-β1表达，抑制 HSC活

化增殖，发挥抗HF作用［18］。IL-10亦通过诱导 p53
和 p21 基因表达而促进 HSC 凋亡，抑制 HF 进

展［19］。秋水仙碱具有抗炎作用，其可能通过下调

促炎因子 IL-1β、IL-6 分泌而抑制炎症反应而减轻

肝脏炎症，进而延缓肝纤维化进展［20］，故本研究

选择其为对照药物。本实验结果显示，经扶肝化纤

汤各剂量及秋水仙碱干预后，大鼠血清中 IL-17含

量降低，IL-10 含量升高，提示扶肝化纤汤可能一

方面通过下调 IL-17水平，抑制炎症反应而抑制HF
进展；另一方面通过促进 IL-10大量分泌，发挥抗

纤维化作用。同时结果亦显示，扶肝化纤汤高剂量

组在升高血清中 IL-10含量、降低 IL-17含量方面优

于秋水仙碱组和扶肝化纤汤中、低剂量组，提示扶

肝化纤汤高剂量干预效果最佳。

HF 的进展、消退与 Th17/Treg 失衡密切相关，

Th17细胞分泌的 IL-17参与多种炎症反应，Treg细
胞主要发挥免疫负调控，减轻机体炎症损害，其分

泌的 IL-10 为主要效应因子［21］。在 HBV 相关的 HF

模型中，发现存在 Th17/Treg失衡且向 Th17细胞偏

移［22］。本研究结果显示，与空白组比较，模型组

大鼠外周血 Th17 明显升高而 Treg 降低，Th17/Treg
值升高，说明 HF 正虚毒蕴血瘀证模型大鼠存在

Th17/Treg 失衡现象。经扶肝化纤汤中、高剂量干

预后，大鼠外周血 Th17 降低，Treg 升高，相应

Th17/Treg 失衡得到改善，且扶肝化纤汤高剂量干

预效果优于秋水仙碱，提示扶肝化纤汤高剂量在一

定程度上能够调节Th17、Treg细胞分化及Th17/Treg
平衡，从而逆转肝纤维化。

RORγt 是 Th17 细胞特异性转录因子，其表达

能过诱导 Th17 细胞的分化［23］。FoxP3 是 Treg 细胞

分化、功能发挥所必须的关键转录因子，亦是Treg
细胞的表面标记物［24］。因此， FoxP3、 RORγt 
mRNA表达情况大致反映了大鼠Treg、Th17细胞变

化趋势。qRT-PCR检测表明，扶肝化纤汤各剂量及

秋水仙碱均能够抑制转录因子 RORγt mRNA 的表

达，促进转录因子FoxP3 mRNA表达，且以扶肝化

纤汤高剂量效果明显，从分子水平证实上述实验结论。

综上所述，扶肝化纤汤可能通过调节特异性转

录因子FoxP3、RORγt mRNA表达，影响Th17、Treg
细胞分化及 Th17/Treg 平衡，调节细胞因子 IL-10、
IL-17 的分泌，从而调节免疫平衡，影响人体免疫

系统，发挥抗肝纤维化作用。然而中药复方有效成

分多，且 HF机制复杂，参与其中免疫细胞及细胞

因子繁多、信号通路错综交互，本研究仅针对

Th17/Treg 平衡进行探讨，有一定的局限性，仍需

进一步探索扶肝化纤汤抗HF的作用机制。
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Effect of Fugan Huaxian Decoction （扶肝化纤汤）  on Th17/Treg Balance and Related Transcription Factors 
in Hepatic Fibrosis with Healthy Qi Deficiency and Toxin Accumulation Pattern Model Rats
ZHONG Yan1， TAN Qianren2， CUI Junsong2， LI Qing1， LU Luxing1， XIAO Zhenghua2

1.  Guizhou University of Traditional Chinese Medicine， Guiyang， 550005；2.  The Second Affliated Hospital of Guizhou Universi⁃
ty of Traditional Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To investigate the possible mechanism of Fugan Huaxian Decoction （扶肝化纤汤， FHD） 
against hepatic fibrosis （HF） from the perspective of immunity.   Methods　Forty-eight SD rats were randomly divid⁃
ed into blank group， model group， colchicine group， FHD high-， medium- and low-dose group， with eight rats in 
each group.  Except for the blank group， the disease-syndrome combined model of HF with healthy qi deficiency and 
toxin accumulation pattern was established during six weeks in the other five groups.  After successful modeling， the 
high-， medium- and low-dose FHD groups were respectively given 37. 5， 18. 75 and 9. 38 g/（kg·d） of FHD granules 
by gavage， while the colchicine group received 2 mg/ （kg·d） of colchicine tablets by gavage， and the blank group and 
the model group were given 10 ml/（kg·d） of purified water， all for 3 weeks.  The general condition of the rats was 
recorded.  After the treatment， the histopathological morphology of the liver was observed by HE staining， and the levels 
of interleukin 10 （IL-10） and interleukin 17 （IL-17） in serum were determined by enzyme-linked immunosorbent 
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assay （ELISA）.  The expression of helper T cells 17 （Th17） and regulatory T cells （Treg） in peripheral blood were 
detected by flow cytometry， and the Th17/Treg value was calculated.  The mRNA expression of retinoic acid-related 
nuclear orphan receptor γ （RORγt） and fork-head/wing-like helix transcription factor （FoxP3） in liver tissue were 
detected by qRT-PCR.   Results　Compared to the general condition of rats in the blank group， those in the model 
group were listless， less active， stretched and pushed， arched and prone， having no resistance to gavage， significantly 
reduced food intake， loose stools， dirty anus， slow weight gain， dry and dull hair， purple and darkening skin of the 
limbs with ecchymoses， purple and black spots with varying degrees of the skin of the tail； hepatic fibrosis and hyper⁃
plasia of rats in model group were more obvious； serum IL-17， peripheral blood Th17 expression and Th17/Treg value， 
RORγt mRNA expression in the liver tissue significantly increased in the model group， while expression of IL-10， 
Treg and FoxP3 mRNA significantly decreased （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared to those in the model group， the 
general condition of the rats and the liver fibrosis of HE stained liver tissue were improved in all the medication 
groups； the expression of IL-17 and Th17， Th17/Treg， and RORγt mRNA expression significantly decreased， while 
expression of IL-10， Treg， and FoxP3 mRNA increased in the high- and medium-dose FHD groups and the colchicine  
group； the expression of IL-17， Th17， and RORγt mRNA decreased， while the expression of IL-10 and FoxP3 
mRNA increased in the low-dose FHD group （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  And more improvements were found in the 
FHD high-dose group than FHD medium- and low-dose groups and colchicine group （P＜0. 05 or P＜0. 01）.   
Conclusion　FHD can may regulate immune balance and act against fibrosis by regulating the expression of specific 
transcription factors FoxP3 and RORγt， affecting the differentiation of Th17 and Treg cells and Th17/Treg balance， and 
regulating the secretion of IL-10 and IL-17.
Keywords hepatic fibrosis； T helper cells 17； regulatory T cells； immune balance； Fugan Huaxian Decoction （扶肝

化纤汤）
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