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阿魏酸调控肝窦内皮细胞功能抑制血管新生减轻肝纤维化
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摘要: 既往研究发现阿魏酸有抗肝纤维化、抑制星状细胞活化的药理作用。肝窦内皮细胞损伤、增殖、毛细血管

化是肝纤维化时血管新生的重要形式, 又是肝纤维化难以逆转的重要病理基础。本研究观察阿魏酸调控肝窦内皮

细胞功能抑制血管新生的作用, 探究其抗肝纤维化机制。体外实验以氯化钴诱导SK-HEP-1细胞缺氧损伤, 内皮细

胞生长因子 (endothelial cell growth supplement, ECGs) 诱导人肝窦内皮细胞 (human hepatic sinusoidal endothelial 

cells, HHSEC) 增殖 , 阿魏酸干预细胞模型后 , MTT 法观察细胞活力 , 荧光探针法检测内皮细胞一氧化氮 (nitric 

oxide, NO) 及一氧化氮合酶 (nitric oxide synthase, NOS) 水平 , 并通过 HHSEC 管腔形成实验和转基因斑马鱼 

(VEGFR: GFP) 血管新生模型进行验证。动物实验遵循上海中医药大学动物伦理委员会规定 (批准号 : 

PZSHUTCM2503280008)。以四氯化碳 (CCl4) 腹腔注射 6周诱导小鼠肝纤维化, 从第 4周开始, 各药物干预组分别

给予索拉非尼 (10 mg·kg-1)、阿魏酸 50和 100 mg·kg-1灌胃, 持续 3周。通过血清生化检测, 肝组织苏木精−伊红染色 

(hematoxylin-eosin staining, H&E)、天狼星红染色、羟脯氨酸 (hydroxyproline, HYP) 检测及免疫组化法检测α-平滑肌

肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA) 评价肝组织炎症及纤维化程度, 扫描电镜观察肝窦内皮细胞结构变化, 免

疫组化法检测血小板内皮细胞黏附分子-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1/CD31) 和淋巴管

内皮透明质酸受体 1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1, LYVE1) 表达。结果显示, 阿魏酸对氯化钴

缺氧模型SK-HEP-1细胞具有保护作用, 显著提高细胞NO和NOS水平; 对HHSEC增殖模型及其管腔形成具有显著

抑制作用; 可抑制斑马鱼功能血管数量; 并显著降低纤维化小鼠血清谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase, AST)、

谷丙转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 水平和肝组织HYP含量, 提高白蛋白 (albumin, ALB) 水平; 改善小鼠肝

组织炎症浸润和肝纤维化程度, 减少 α-SMA表达; 肝窦窗孔数量增加, CD31表达降低, LYVE1升高。上述结果表

明, 阿魏酸可以调控肝窦内皮细胞功能, 抑制血管生成, 具有抗肝纤维化和抑制肝窦毛细血管化的作用。
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Abstract: Previous investigations have established that ferulic acid demonstrates anti-fibrosis effects and 
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endothelial cell are important forms of angiogenesis during liver fibrosis, and is important for liver fibrosis 

regression. This study investigates the effects of ferulic acid on sinusoidal capillarization and explores its anti-

fibrotic mechanism. In vitro, SK-HEP-1 cells were injured by cobalt chloride, while human hepatic sinusoidal 

endothelial cells (HHSECs) were induced by endothelial cell growth supplement (ECGs). Cell viability was 

detected using thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT); nitric oxide (NO) and nitric oxide synthase (NOS) were 

visualized through the fluorescence probe method; antiangiogenesis effects were assessed using the tube formation 

assay and transgenic zebrafish (VEGFR:GFP). Animal experiments complied with the regulations of the Animal 

Ethics Committee of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine (approval No. PZSHUTCM2503280008). 

Mice were received intraperitoneal injection of carbon tetrachloride (CCl4) for 6 weeks to induce hepatic fibrosis 

and then treated with 10 mg·kg-1 of sorafenib, 50 and 100 mg·kg-1 of ferulic acid for 3 weeks from the fourth week. 

Liver inflammation and fibrosis were assessed through serum liver function [alanine aminotransferase (ALT), 

aspartate aminotransferase (AST), albumin (ALB)] tests, H&E and Sirius red staining, hydroxyproline (HYP) 

quantification, and the immumohistochemical staining of α-smooth muscle actin (α-SMA). Sinusoidal fenestrations 

were observed via scanning electron microscopy (SEM), and the phenotype of liver sinusoidal endothelial cells 

were labeled by platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1/CD31) and lymphatic vessel endothelial 

hyaluronan receptor 1 (LYVE1). Results showed that ferulic acid protected SK-HEP-1 cells from CoCl2-induced 

hypoxic injury, significantly increased NO and NOS levels. It suppressed the proliferation and tube formation of 

HHSEC, and inhibited angiogenesis of VEGFR: GFP zebrafish model. In vivo experiments, ferulic acid reduced 

serum AST/ALT and HYP levels and increased ALB. Histopathological analyses confirmed that it reduced 

inflammation and fibrosis, downregulated α -SMA expression, ameliorated sinusoid capillarization and 

downregulated the expression of CD31 and LYVE1. These findings indicate that ferulic acid can inhibit liver 

fibrosis through alleviating sinusoidal capillarization.
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肝纤维化是指肝组织内细胞外基质 (extracellular 

matrix, ECM) 过度增生与异常沉积, 导致肝脏结构和 

(或) 功能异常的病理变化, 以肝窦毛细血管化与肝小

叶内及汇管区纤维化为特征。主要由慢性肝损伤 (如

肝炎病毒、酒精、药物、自身免疫性肝病等) 引起, 使肝

星状细胞活化, 导致 ECM 合成与降解失衡[1], 最终可

进展为肝硬化和肝功能衰竭。尽管肝纤维化机制已研

究 40余年, 但抗纤维化药物缺乏, 逆转纤维化的具体

分子机制也尚未完全阐明[2]。因此, 寻找有效的抗肝

纤维化疗法是当前研究的重点, 以期有效阻止这一病

理进程的进一步发展。

肝窦内皮细胞 (liver sinusoidal endothelial cells, 

LSECs) 是肝脏特有的内皮细胞类型 , 在维持肝脏稳

态、血管生成和物质交换中起关键作用[3]。生理状态

下, LSECs通过窗孔结构维持肝窦通透性, 抑制肝星状

细胞活化[4,5]; 而慢性肝损伤诱发的LSECs毛细血管化 

(窗孔消失、基底膜沉积) 不仅解除对肝星状细胞的抑

制, 还通过缺氧微环境触发异常血管新生[6-9], 新生血

管加剧门静脉高压与炎症浸润, 形成“血管新生−肝星

状细胞活化-ECM 沉积”恶性循环 , 推动纤维化进程 , 

最终导致肝功能严重受损[10,11]。因此, 保护 LSECs的

正常功能或逆转其去分化状态, 在抗肝纤维化治疗中

具有重要意义。

阿魏酸是一种天然酚酸类化合物, 其结构如图 1A

所示, 是当归、川芎等中药的重要活性成分, 其抗氧化、

抗炎及抗纤维化等多重药理活性已被证实[12]。既往研究

发现阿魏酸可通过下调转化生长因子-β (transforming 

growth factor-β, TGF-β) 表达、抑制肝星状细胞活化等

途径减轻肝纤维化[13,14]。但肝纤维化进程中另一个关

键病理环节——LSECs的毛细血管化及伴随的异常血

管新生[15,16], 是否受阿魏酸调控仍未明确。基于此, 本

研究将重点从肝星状细胞扩展至LSECs, 提出阿魏酸

可能通过调控 LSECs功能, 改善肝窦毛细血管化, 抑

制肝内血管新生, 从而阻断“血管新生−肝星状细胞活

化-ECM沉积”, 实现抗肝纤维化效应。通过体外培养

的肝窦内皮细胞模型和 CCl4诱导的小鼠肝纤维化模

型, 系统评估阿魏酸对肝纤维化的影响, 进一步探讨其

对 LSEC功能的调控作用及其在抑制血管新生、减轻

肝纤维化中的潜在机制。

材料与方法

药物 阿魏酸 (C10H10O4), 相对分子质量 194.18; 

索拉非尼 (C48H24CIF3N4O6S), 相对分子质量 637.03, 是

一种多激酶抑制剂, 具有抑制血管新生的作用, 均购自

MCE公司。
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实验试剂 MEM干粉 (Cat#41500-067) 购自GIB‐

COTM公司; 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, Cat#10099) 

购自 GIBCOTM公司 ; ECM 内皮细胞培养液购自美国

ScienCell 公 司 ; HEPES (free acid, Cat#DH160-3) 购

自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ; NaHCO3、

乙二胺四乙酸 (EDTA)、NaCl、KCl、Na2HPO4·12H2O、

KH2PO4、NaHCO3、甲醇、丙酮 (均为分析纯)、L-谷氨酰

胺 (Cat#62010834)、CCl4 (Cat#10006480) 购自国药集团

化学试剂有限公司 ; 二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, 

DMSO, Cat#0231) 购自 Amresco 公司 ; 六水合氯化钴 

(CoCl2·6H2O, Cat#080M0101V)、噻唑蓝 (thiazolyl blue 

tetrazolium bromide, MTT, Cat#M2128) 购自 Sigma 公

司; Matrigel购自德国Roche公司; DAF-FM DA (NO荧

光探针 , Cat#S0019)、一氧化氮合成酶检测试剂盒 

(Cat#S0025) 购自碧云天生物技术研究所 ; 橄榄油 

(Cat# A502795) 购自生工生物工程股份有限公司; 谷丙

转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 活力测试试剂

盒 (Cat#C009-2-1)、谷草转氨酶 (aspartate aminotrans‐

ferase, AST) 活力测试试剂盒 (Cat# C010-2-1)、白蛋白 

(albumin, ALB) 活力测试试剂盒 (Cat# A028-1-1)、羟脯

氨酸 (hydroxyproline, HYP) 含量测试试剂盒 (Cat# 

A030-2-1)、苏木精−伊红染色 (hematoxylin-eosin staining, 

H&E) 试剂盒 (Cat#10004160) 购自南京建成生物工程

研究所; 天狼星红 (Cat#365548) 购自默克公司; α-平滑

肌肌动蛋白 (α -smooth muscle actin, α -SMA) 抗体 

(Cat#ab124964)、淋巴管内皮透明质酸受体 1 (lymphatic 

vessel endothelial hyaluronan receptor 1, LYVE1) 抗体 

(Cat#ab218535) 购自 Abcam 公司; 血小板内皮细胞黏

附分子-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, 

PECAM-1/CD31) 抗体 (Cat#77699T) 购自 CST 公司 ; 

兔 IgG二抗试剂盒 (Cat#SA1028) 购自博士德生物。

主要仪器设备 Gilson移液器购自法国吉尔森公

司; BT223S电子分析天平、BT25S电子分析天平购自

德国赛多利斯集团; Direct-Q3超纯水系统购自美国密

理博公司 ; HVE-50 高温高压灭菌消毒锅购自日本

HIRAYAMA 公司 ; TELSTAR Bio-II-A/M 生物安全柜

购自西班牙泰事达公司; Olympus IX70倒置显微镜购

自日本奥林巴斯公司 ; Thermo Scientific Steri-Cycle 

CO2培养箱、Thermo Scientific Varioskan Flash 全波长

扫描多功能读数仪、ArrayScan® VTI高内涵筛选分析

仪购自美国赛默飞世尔科技有限公司。离心机 

(5427R) 购自艾本德公司; Bio-Tek Power Wave XS 酶

标仪购自美国Bio-Tek公司; 病理脱水机 (SPP300)、包

埋 机 (EG1140)、切 片 机 (CM1850)、展 片 水 浴 锅 

(HI1210) 购 自 德 国 LEICA 公 司 ; 病 理 扫 片 机 

(SCN400) 购自莱卡公司。

细胞及模型制备

SK-HEP-1细胞缺氧损伤模型 SK-HEP-1细胞购

自ATCC, 为人内皮来源的腹水瘤细胞, 具备肝窦内皮

的某些特性[17], 常规培养于含 10% 胎牛血清的 MEM

培养液。以每孔 8 000个细胞接种于 96孔板, 待细胞

密 度 为 70% 左 右 , 加 入 含 CoCl2·6H2O 的 培 养 液 

(CoCl2·6H2O 终浓度 800 μmol·L-1), 每孔 100 μL, 设空

白对照组 (0.5% FBS), 孵育 24 h 诱导细胞缺氧损伤。

药物在 160 μmol·L-1内设 6个浓度梯度确定对未添加

模型诱导因素的内皮细胞株的最大无毒范围 (与不加

药组比存活率 > 90%), 根据最大无毒浓度再分设 3个

浓度梯度分别作用于细胞模型。各药物与细胞共孵育

24 h, 同时添加 800 μmol·L-1 CoCl2·6H2O。MTT法检测

细胞活力; 荧光探针法观察内皮细胞NO、NOS水平。

HHSEC细胞增殖模型 HHSEC人肝窦内皮细胞

购自美国 ScienCell公司。常规培养于含内皮细胞生

长因子的 5%胎牛血清培养液, 2～3天传一代。细胞

接种于 96孔板, 24 h后换无血清培养液继续孵育, 24 h

后换2% ECGs但不含FBS的条件培养液 (每孔100 μL), 

培养48 h诱导HHSEC增殖, 药物在最大无毒浓度内分

设3个浓度梯度。

管腔形成实验 HHSEC 细胞分为 HHSEC 对照

组、HHSEC + Matrigel组 (模型组)、HHSEC + Matrigel + 

索拉非尼组 (阳性对照药组)、HHSEC + Matrigel + 药

物干预各组。96孔板4 ℃预冷, 每孔加Matrigel 50 µL, 

37 ℃细胞培养箱聚合 1 h备用。细胞同步化后, 胰酶

消化, 以无血清培养液调整细胞浓度至每毫升1×105个, 

与药物培养液 (2× ) 按 1∶1 混合后 , 取 100 µL 铺在

Matrigel上, 每组设3个复孔, 37 ℃细胞培养箱孵育24 h, 

Olympus倒置显微镜下观察拍摄。

斑马鱼血管新生模型 挑选发育 24 h 胚胎, 移入

96孔板的样孔中, 每孔一枚。样孔中已预先加入新配

好的受试样品溶液, 对照为胚胎培养用水加相应量的

助溶剂。在受精卵发育到 48 h 时, 于倒置显微镜下观

察 96孔板样孔中的胚胎, 记录节间血管的血流数。荧

光显微镜下对体节间血管 (intersegmental vessel, ISV) 

进行计数并拍照, 观察结束后, 4%多聚甲醛固定, 碱性

磷酸酶染色, 显微镜下拍照。

实验动物及肝纤维化模型制备 C57BL/6 小鼠 , 

雄性, SPF级, 8周龄, 体质量 (21 ± 1) g, 购自上海斯莱

克实验动物有限公司, 实验动物许可证号 SCXK (沪) 

2022-0004。饲养于上海中医药大学实验动物中心, 使

用许可证号 SYXK (沪) 2020-0009, 饲养条件为: 温度

20～25 ℃, 相对湿度 45%～55%, 12 h交替照明, 饲料、
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饮水新鲜无污染, 小鼠自由摄食、饮水。动物实验方案

遵循上海中医药大学动物伦理委员会规定且通过批

准 (批准号 : PZSHUTCM2503280008), 所有操作均按

照委员会指导进行。

小鼠适应性喂养1周, 除正常组 (12只) 外, 其余均

腹腔注射 15% CCI4-橄榄油溶液, 剂量为 2 mL·kg-1, 每

周 3次, 持续 6周。第 4周开始时, 将CCl4小鼠随机分

为 4 组 : 模 型 组 (model)、索 拉 非 尼 阳 性 对 照 组 

(sorafenib, 10 mg·kg-1)、阿魏酸 (ferulic acid) 低剂量组 

(50 mg·kg-1) 和高剂量组 (100 mg·kg-1), 每组 12只。各

药物干预组给予相应药物灌胃, 体积为 0.1 mL·10 g-1, 

每天一次, 持续至6周末。正常组及模型组给予相同溶

剂。每组 3只小鼠用于肝组织扫描电镜检测, 9只采用

3%戊巴比妥钠溶液麻醉, 分离肝脏, 经固定、脱水、包埋

后避光储存于4 ℃冰箱, 冰冻组织置−80 ℃冻存备用。

细胞实验方法

MTT法 细胞接种于 96孔板, 药物干预后弃原培

养液, 加入0.5 mg·mL-1 MTT工作液, 孵育4 h。可见蓝紫

色结晶, 小心吸弃工作液, 加入DMSO 100 µL, 至充分溶

解, 在微孔板扫描分光光度计上测定吸光度 (A490) 值。

荧光探针法 细胞接种于 96孔板, 药物干预后弃

原培养液 , 原位装载 NO 或 NOS 探针 , 每孔 100 µL。

37 ℃细胞培养箱内孵育 20～40 min。PBS 洗 3 次。

Thermo Scientific Varioskan Flash光谱扫描多功能读数

仪上检测, 激发波长为495 nm, 发射波长为515 nm。

动物实验方法

肝组织病理染色 肝组织石蜡切片经二甲苯脱

蜡、乙醇脱水后, 分别使用H&E染色试剂和天狼星红−
苦味酸染色试剂进行病理染色, 中性树胶封片, 使用

Leica扫描仪扫描。H&E染色观察肝组织炎症活动情

况, 天狼星红染色观察肝组织胶原沉积情况, 对纤维化

程度进行评分。

HYP含量检测 称取肝脏湿重约50 mg, 碱水解法

进行肝组织HYP含量检测, 结果以“µg·g-1肝组织”表示。

扫描电镜 小鼠以 3% 戊巴比妥钠麻醉, 打开腹

腔暴露肝脏。从肝门静脉进针, 以恒流泵灌注生理盐

水, 待肝脏内血液充分清洗后, 改用 2.5%戊二醛固定

液继续灌流 15 min。取下肝脏切取薄片, 在固定液中

4 ℃保存。经过 3 h以上的固定、PBS清洗、1%锇酸后

固定 , 系列乙醇脱水、临界点干燥、喷金处理后 , 用

Quanta 250 FEG场发射扫描电镜观察肝窦内皮窗孔形

态并拍照。

免疫组化 将肝组织石蜡切片分级脱蜡复水, 酸

修复液或碱修复液高压热修复以增强抗原可检测性, 

3%过氧化氢去除内源性过氧化物酶活性, 5% BSA室

温下封闭 30 min, 滴加 30 μL 一抗 α-SMA (1∶1 000)、

CD31 (1∶100)、LYVE1 (1∶5 000), 4 ℃摇床孵育过夜 , 

TBST洗 3次, 每次 5 min, 滴加辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 IgG 二抗 , 室温孵育 1 h。TBST 洗 3 次 ,每次

5 min, 滴加 DAB显色液, 在显微镜下控制显色, 苏木

素复染细胞核, 冲洗返蓝, 0.4%盐酸乙醇分化, 中性树

胶封片。数字病理扫描仪采集图片 , 用 Image J 1.8.0

软件进行肝组织免疫组化阳性表达面积半定量分析。

统计学处理 计量资料用 x ± s表示。所有数据

均使用SPSS 27.0软件包进行统计学分析, 组间比较使

用单因素方差分析。P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1　阿魏酸对氯化钴诱导 SK-HEP-1细胞缺氧损伤模

型的影响

不同浓度阿魏酸 (图1A) 对SK-HEP-1细胞的毒性

检测结果显示 (图 1B), 与空白对照组比较, 5 μmol·L-1

为细胞最大无毒浓度, 因此设置 1.25、2.5和 5 μmol·L-1 

3个浓度观察其对氯化钴诱导 SK-HEP-1细胞缺氧损

伤模型的影响。MTT 结果显示 (图 1C), 与对照组比

较 , 模型组细胞活力显著降低 (P < 0.01), 阿魏酸对

SK-HEP-1 细胞损伤有明显保护作用 (P < 0.05)。NO

检测结果显示 (图 1D), 与正常组比较, 模型组NO表达

明显降低 (P < 0.01); 与模型组比较, 阿魏酸能够显著

增加氯化钴损伤模型 SK-HEP-1细胞 NO 的表达 (P < 

0.05)。NOS检测结果显示 (图 1E), 与对照组比较, 模

型组NOS表达明显降低 (P < 0.01); 与模型组比较, 阿

魏酸能够显著增加氯化钴损伤模型 SK-HEP-1 细胞

NOS的表达 (P < 0.05)。

2 阿魏酸对HHSEC细胞活力及管腔形成的影响

不同浓度阿魏酸对HHSEC细胞的毒性检测结果

显示 (图 2A), 与空白对照组比较, 25 μmol·L-1为细胞

最大无毒浓度, 因此设置 6.25、12.5和 25 μmol·L-1 3个

浓度观察其对HHSEC细胞增殖模型的影响。MTT结

果显示 (图 2B), 与对照组比较, 模型组细胞活力显著

升高 (P < 0.01), 阿魏酸干预后细胞活力显著下降 (P < 

0.01)。管腔形成实验显示 (图2C、D), 与空白对照组相

比 , Matrigel 胶上的 HHSEC 细胞可以形成管腔结构 ; 

与Matrigel + HHSEC组相比, 索拉非尼组及阿魏酸各

浓度组均可不同程度地抑制细胞管腔形成。

3 阿魏酸对转基因斑马鱼功能血管数的影响

首先以 100 μmol·L-1 阿魏酸干预转基因斑马鱼 

(VEGFR:GFP), 进行初步评价 , 结果发现斑马鱼荧光

没有明显受到抑制, 但斑马鱼的节间血流有减少 (图

3A), 所以用功能血管数量表示活性 (图 3B)。与对照
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组比较, 40和 80 μmol·L-1阿魏酸对斑马鱼胚胎的节间

血流数量均有明显影响 (P < 0.01, 图3C)。

4 阿魏酸对CCl4小鼠肝纤维化的影响

腹腔注射CCl4构建肝纤维化模型, 并给予阿魏酸

和索拉非尼干预 (图 4A)。首先观察小鼠的一般状态 

(表 1), 与正常组相比, 模型组小鼠肝体比和脾体比显

著升高 (P < 0.001)。与模型组相比, 阿魏酸低剂量组

和高剂量组小鼠肝体比明显降低 (P < 0.05 和 P < 

0.001), 而索拉非尼组无明显改善。脾体比在各给药

组中均有所下降, 但差异无统计学意义。

Figure 1　Effects of ferulic acid on SK-HEP-1 cell viability, NO, and NOS levels. A: Chemical structure of ferulic acid; B: Effects of 

ferulic acid at varying concentrations (0, 5, 10, 20, 40, 80, and 160 μmol·L-1) on SK-HEP-1 cell viability; C: Effects of ferulic acid on cell 

viability of injured SK-HEP-1 cells induced by CoCl2·6H2O; D: NO level of SK-HEP-1 cells following ferulic acid treatment (1.25, 2.5, and 

5 μmol·L-1); E: NOS level of SK-HEP-1 cells after treatment with ferulic acid (1.25, 2.5, and 5 μmol·L-1). NO: Nitric oxide; NOS: Nitric 

oxide synthase. n = 3, x ± s. ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group

Figure 2　Effects of ferulic acid on HHSEC viability and tube formation. A: Cell survival rate of HHSEC (%); B: Effects of ferulic acid on 

the cell viability of HHSECs induced by ECGs; C: Semi-quantitative analysis of the tube formation test (area%); D: Morphological 

observation of the tube formation of HHSECs (microscopic images; scale bar: 500 μm). n = 3, x ± s. ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs model group. ECGs: Endothelial cell growth supplement
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HE 染色显示 (图 4B), 正常组小鼠肝小叶结构完

整, 肝细胞形态、大小正常, 以中央静脉为中心呈放射

状有序排列, 胆管周围无明显炎性细胞浸润。模型组

小鼠肝小叶结构显著受损, 汇管区肝细胞变性坏死, 纤

维间隔形成, 局部可见大量炎性细胞浸润。与模型组

小鼠相比, 索拉非尼组、阿魏酸低剂量组和高剂量组小

鼠肝组织炎症均有不同程度减轻。

天狼星红染色显示 (图 4B), 正常组小鼠肝组织仅

在中央静脉血管壁见微量胶原分布。与正常组小鼠相

比, 模型组小鼠汇管区胶原纤维沉积, 胶原纤维包绕成

团形呈多个纤维间隔, 纤维化分期以S3为主。与模型

组小鼠相比, 索拉非尼组、阿魏酸低剂量组和高剂量组

小鼠纤维增生均明显减轻, 纤维间隔不完全, 纤维化分

期以S1、S2为主 (表2)。

通过免疫组化进一步测定各组小鼠肝组织内

α-SMA 蛋白表达水平 , 正常组小鼠 α-SMA 阳性信号 

(棕褐色) 主要局限于中央静脉及小叶间血管壁的平滑

肌细胞, 肝实质内仅见散在弱阳性表达。模型组小鼠

肝组织汇管区及纤维隔周围呈现密集的 α-SMA强阳

性细胞, 阳性区域显著扩张 (P < 0.001)。与模型组相

比 , 索拉非尼组、阿魏酸低剂量组和高剂量组小鼠

α-SMA 表达水平均显著降低 (P < 0.01 和 P < 0.001), 

纤维隔内阳性细胞分布稀疏且不连续 (图4B、C)。

通过检测小鼠血清AST、ALT、ALB, 结果显示 (图

4D～F): 与正常组相比, 模型组小鼠血清AST、ALT水

平显著升高 (P < 0.001), ALB 水平显著降低 (P < 

0.001), 表明模型组小鼠肝功能受损。与模型组相比, 

给药组均能不同程度改善肝功能, 索拉非尼组及阿魏

酸低剂量组明显降低血清AST、ALT水平和升高ALB

水平 (P < 0.05), 阿魏酸高剂量组效果更为显著 (P < 

0.01)。肝组织HYP结果显示 (图 4G): 与正常组相比, 

模型组小鼠肝组织HYP含量明显升高 (P < 0.001), 与

模型组相比, 给药组小鼠肝组织HYP含量均不同程度

降低, 其中阿魏酸高剂量组小鼠肝脏内HYP含量显著

降低 (P < 0.01)。

5 阿魏酸对CCl4小鼠肝窦毛细血管化的影响

扫描电镜结果显示, 正常组肝窦内皮结构完整, 窗

孔分布均匀且形态规则, 表面平滑; 而模型组窗孔数量

明显减少 (P < 0.001), 结构紊乱, 部分区域出现破坏或

闭塞, 表面粗糙, 肝窦内皮受损严重。与模型组相比, 

给药组窗孔数量、分布和内皮结构均有所改善和恢复, 

表面更为平滑, 其中阿魏酸高剂量窗孔数量显著恢复 

Table 2　Effects of ferulic acid on the fibrosis staging in CCl4-induced fibrotic mice. n = 9, x ± s. ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs model group

Group

Control
Model
Sorafenib 10 mg·kg-1

Ferulic acid 50 mg·kg-1

Ferulic acid 100 mg·kg-1

Stage of liver fibrosis
S0

9
0
0
0
0

S1

0
1
3
4
5

S2

0
3
5
3
3

S3

0
5
1
2
1

S4

0
0
0
0
0

Ridit analysis

R value
0.10
0.75###

0.57*

0.56*

0.51**

Figure 3　Effects of ferulic acid on angiogenesis in zebrafish. A: 

Observation of the intersegmental vessels of transgenic zebrafish 

under stereo microscope. Scale bar: 500 μm; B: Semi-quantification 

of the number of functional vessels during the initial screening 

(ferulic acid 100 μmol·L-1); C: Semi-quantification of the number 

of functional vessels in different concentration of ferulic acid. n = 

3, x ± s. **P < 0.01 vs control group

Table 1　 Effects of ferulic acid on the organ index in CCl4-

induced fibrotic mice. n = 9, x ± s. ###P < 0.001 vs control group; 
*P < 0.05, ***P < 0.001 vs model group

Group

Control

Model

Sorafenib 10 mg·kg-1

Ferulic acid 50 mg·kg-1

Ferulic acid 100 mg·kg-1

Body weight/g

22.72 ± 2.67

23.53 ± 2.26

22.28 ± 1.80

22.49 ± 1.33

22.81 ± 2.08

Liver/body 

weight ratio/%
4.12 ± 0.32

5.12 ± 0.24###

4.95 ± 0.26

4.81 ± 0.15*

4.58 ± 0.21***

Spleen/body 

weight ratio/%
0.34 ± 0.06

0.43 ± 0.07###

0.42 ± 0.04

0.40 ± 0.05

0.40 ± 0.04
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(P < 0.001), 分布均匀、内皮结构完整, 表面光滑度接

近生理状态。综上, 阿魏酸对肝窦内皮窗孔具有剂量

依赖性的保护作用 (图5A、B)。

免疫组化染色显示, 正常组小鼠肝内 CD31 少量

表达, LYVE1表达较多。与正常组小鼠相比, 模型组

小鼠肝组织CD31表达明显增加, 而LYVE1表达减少 

(P < 0.001)。与模型组小鼠相比, 阿魏酸低剂量组及

高剂量组小鼠肝内 CD31表达明显减少, LYVE1表达

明显增多 (P < 0.01和P < 0.001) (图5A、C、D)。

讨论

肝纤维化是慢性肝病恶性进展的核心环节, 肝窦

毛细血管化与异常血管生成是其重要的病理学特

征[11], 二者通过破坏肝窦微循环共同加速肝实质结构

塌陷。肝窦中, LSEC 是最主要的细胞, LSEC 有两个

异于普通血管内皮细胞的显著特征, 一是该细胞表面

存在大量密集的呈筛状排列的结构, 称为窗孔; 二是该

细胞膜外缺乏基膜结构的阻挡, 这些特征使得众多物

质得以顺畅高速地通过LSEC到Disse腔, 并在血液与

Figure 4　Effects of ferulic acid on hepatic fibrosis in CCl4-induced fibrotic mice. A: Schematic diagram of the experimental process; B: 

H&E staining (×200), Sirius red staining (×100) and α-SMA staining (×200). Scale bar: H&E and α-SMA 100 μm; Sirius red 200 μm; C: 

Semi-quantification of α-SMA expression (area%); D−F: Serum liver function parameters (AST, ALT, ALB); G: HYP content in liver tissue. 

n = 9, x ± s. ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model group. H&E: Hematoxylin-eosin staining; α-SMA: 

α-Smooth muscle actin; AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; ALB: Albumin; HYP: Hydroxyproline
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肝细胞之间进行高效的物质交换 , 保证肝脏的正常

功能[18-20]。

当肝脏受到持续损伤时 , LSEC 首先受到影响并

失去其正常表型, 窦道毛细血管化破坏肝窦血流动力

学, 影响窦道和肝细胞之间的双向物质交换, 导致肝细

胞供氧障碍, 促进肝纤维化的发生[21-23]。在本研究中, 

氯化钴诱导的 SK-HEP-1 缺氧模型显示, 阿魏酸显著

提升细胞内 NO、NOS水平, 从而改善血管舒张功能。

这一效应可能与其抗氧化特性相关: 阿魏酸通过清除

氧化自由基, 抑制活性氧的产生, 并参与多种信号通路

来发挥抗氧化作用[24], 从而缓解缺氧诱导的LSECs窗

孔结构塌陷。其次, 毛细血管化的 LSEC促进病理性

血管新生, 新生的血管由于不成熟、无窗孔结构且具有

连续的基底膜结构, 无法为肝脏提供足够的氧气和营

养物质, 造成肝脏微循环障碍和组织缺氧, 加重肝纤维

化进程[8,25]。索拉非尼是一种激酶抑制剂, 具有抑制血

管新生的作用[26]。在HHSEC增殖及管腔形成模型中, 

阿魏酸显著抑制内皮细胞增殖与血管网络生成。转基

因斑马鱼 (VEGFR:GFP) 模型中功能性血管数量的显

著减少进一步验证了阿魏酸对血管生成的抑制效果。

此外 , 分化的 LSEC 分泌促纤维化介质 (如 TGF-β1、

PDGF和活性氧簇), 直接诱导肝星状细胞向肌成纤维

细胞转分化并大量分泌细胞外基质, 导致细胞外基质

在肝脏中过度沉积, 进而引发肝纤维化[3]。在 CCl4诱

导的小鼠肝纤维化模型中, 阿魏酸显著降低血清ALT、

AST及肝组织HYP含量, 同时提高ALB水平, 表明其

有效改善肝功能并抑制胶原沉积。组织学分析显示, 

阿魏酸干预组肝组织炎症浸润减少、α-SMA阳性表达

下降, 其抗肝纤维化作用与文献报道一致[14]。同时, 本

研究进一步对肝窦内皮形态和表型检测发现, 阿魏酸

干预的小鼠肝组织表达少量CD31—连续性血管内皮

细胞标志物, 以及一定丰度的LYVE1—肝窦内皮细胞

标志物, 窗孔结构恢复, 证实了阿魏酸具有抑制肝窦毛

细血管化和抗血管生成的作用。

与现有研究相比, 本研究进一步揭示了阿魏酸在

调控LSEC功能抑制血管新生中的关键作用。但是仍

存在一定的局限性, 阿魏酸对 LSEC功能保护的具体

分子机制尚未完全阐明, 其在抑制血管新生和调控肝

星状细胞活化之间的相互作用也有待进一步研究。未

来的研究可以进一步聚焦于阿魏酸的靶点分子及其与

其他抗纤维化药物的联合应用效果, 以推动其在肝纤

维化治疗中的临床转化。

Figure 5　Effects of ferulic acid on sinusoidal fenestration in CCl4-induced fibrotic mice. A: The SEM images (×20 000), CD31-stained 

images (×200) and LYVE1-stained images (×200). Scale bar: SEM 5 μm, CD31 and LYVE1 100 μm; B: SEM endothelial fenestrae count; 

C: Semi-quantification of CD31 (area%); D: Semi-quantification of LYVE1 (area%). SEM: Scanning electron microscopy. n = 3 (A: SEM, 

B) and 9 (A: CD31, LYVE1, C, and D), x ± s. ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model group
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综上所述, 阿魏酸通过调控肝窦内皮细胞功能, 

抑制病理性血管新生, 有效减轻肝纤维化进程。本文

探究了阿魏酸对CCl4小鼠肝纤维化中的保护作用, 进

一步丰富了阿魏酸的药理作用, 为更好地预防和治疗

肝纤维化, 提供更科学合理的实验依据。
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