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摘要： 目的　 探究和枢消积方对肝纤维化大鼠的影响。 方法　 ４０ 只大鼠随机分为模型组， 和枢消积方低、 中、 高剂

量组 （１􀆰 ６２５、 ３􀆰 ２５、 ６􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 秋水仙碱组 （０􀆰 １２ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 腹腔注射 ４０％ 四氯化碳 ６ 周建立肝纤维化模

型， 同时给予相应药物干预 ６ 周； 另取 ８ 只大鼠作为正常组， 予以生理盐水 （１ ｍＬ ／ １００ ｇ） 干预 ６ 周。 给药结束后，
检测肝功能及肝脏组织病理学变化， 免疫组化法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达。 利用网络药理学预测和枢消积方防治肝纤维化相关靶点及信号通路， 并通过 ＥＬＩＳＡ、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法对相关靶点和信号通路进行验证。 结果　 与正常组比较， 模型组大鼠肝组织胶原沉积， 汇管区炎症细

胞浸润， 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＢＩＬ、 ＡＬＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白水平表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组肝组织炎症及胶原沉积均改善， 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＢＩＬ、 ＡＬＰ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 和枢消积方高剂量组和秋水仙碱组肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 网络药

理学显示， 和枢消积方防治肝纤维化核心靶点主要为 Ａｋｔ１、 ＴＰ５３、 ＶＥＧＦＡ、 ＩＬ⁃１β， 可通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１７ 等通路发挥改善肝纤维化作用。 与正常组比较， 模型组大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６
水平和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 和枢消积方高剂量组和秋水仙碱组肝组

织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各给药组肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ ／ Ａｋｔ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 和枢消积方可减轻肝纤维化大鼠肝脏炎症反应， 从而发挥改善肝

纤维化作用， 其机制可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关。
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　 　 肝纤维化 （ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＨＦ） 是由病毒性肝炎、 饮

酒、 非酒精性脂肪性肝炎等多种原因所导致慢性肝病过程

中的肝组织损伤过度修复反应［１］ ， 当损伤因素持续存在

时， 肝脏产生慢性炎症， 导致异常的伤口愈合反应， 当肝

细胞损伤超过肝再生能力时， 会加剧 ＨＦ 并进展为肝硬化，
甚至转变为肝癌［２⁃３］ ， 故及时控制肝脏炎症、 改善肝纤维化

对降低肝硬化和肝癌的发病率具有重要意义。
和枢消积方是传承全国名中医孙同郊教授 “和调” 学

术思想和 “枢机” 理论， 由四川省名中医汪静教授研制的

纯中药复方制剂 （国家发明专利号 ＺＬ． ２００８１０１４７７７４􀆰 １），
具有清热利湿、 调和肝脾、 固本消积之功。 课题组前期研

究发现， 和枢消积方可改善二甲基亚硝胺诱导肝损伤小鼠

肝功能， 减轻肝细胞坏死程度， 具有良好的抗炎保肝作用；
可抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖， 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡［４⁃６］ 。 基于

“肝炎⁃肝纤维化⁃肝癌轴” 理论［７］ ， 推测和枢消积方可能通

过抑制肝脏炎症反应从而改善 ＨＦ， 但其具体作用机制尚不

明确。 因此， 本研究探究和枢消积方对四氯化碳诱导大鼠

ＨＦ 的防治作用， 利用网络药理学预测该方防治 ＨＦ 的靶点

及潜在通路， 并通过动物实验进行验证， 以期为其防治本

病提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２００±１０） ｇ， 由西南

医科大学实验动物中心提供。 动物实验通过西南医科大学

动物福利伦理委员会审核 （伦理号 ｓｗｍｕ２０２３００８６）。
１􀆰 ２　 药物 　 和枢消积方组方药材 （柴胡 ６ ｇ、 酒黄芩

４􀆰 ５ ｇ、 黄芪５ ｇ、 炙甘草 １􀆰 ５ ｇ、 连翘 ５ ｇ、 麸炒白术 ３ ｇ、
白芍 ５ ｇ、 茜草 ０􀆰 ５ ｇ、 麦芽 １ ｇ、 肉桂 ０􀆰 ５ ｇ、 海螵蛸 ２ ｇ、
醋鳖甲 １ ｇ、 鸡内金 １ ｇ、 冰片 ０􀆰 ０５ ｇ、 薄荷脑 ０􀆰 ０５ ｇ） 均由

西南医科大学附属中医医院提供， 经西南医科大学附属中
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医医院制剂室主任蒲清荣鉴定为正品。 采取传统煎药法制

成质量浓度为 ６􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即高剂量组， 稀释后得到

相应中、 低剂量， ４ ℃保存。 秋水仙碱 （货号 ＩＣ⁃７６７０） 购

自北京索莱宝科技有限公司， 将其溶于生理盐水中， 制成

质量浓度为 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。
１􀆰 ３　 试剂　 ＨＥ 染色试剂盒、 改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｇ１１２０、 Ｇ１３４６）； ＳＰ 免

疫组化检测试剂盒 （北京中杉金桥生物技术有限公司， 货

号 ｐｖ⁃９０００）； ＧＯＴ、 ＧＰＴ、 ＴＢＩＬ、 ＡＬＰ、 γ⁃ＧＧＴ （南京建成

生物工程研究所， 货号 Ｃ０１０⁃２⁃１、 Ｃ００９⁃２⁃１、 Ｃ０１９⁃１⁃１、
Ａ０５９⁃２⁃２、 Ｃ０１７⁃２⁃１）； α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号 ａｂ１３８４９２、
ａｂ６３０８、 ａｂ７７７８、 ａｂ７４１３６、 ａｂ１８２６５１ ）； Ａｋｔ１、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＧＡＰＤＨ （美国 Ｓａｎｔａ 公司， 货号 ＳＣ⁃５２９８、 ＳＣ⁃５１４０３２、 ＳＣ⁃
４７７２４）； ＴＮＦα、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （武汉云克

隆 科 技 股 份 有 限 公 司， 货 号 ＳＥＡ１３３Ｒａ、 ＳＡＥ５６３Ｒａ、
ＳＥＡ０７９Ｒａ）。
１􀆰 ４　 仪器　 超低温冰箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 倒置拍照显

微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； 自动酶标仪 （美国 Ｂｉｏｔｅｋ Ｓｙｎｅｒｇｙ
公司）； 石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （武汉生命科技股份有限公司）； 高速低温离心机

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＰＣＲ 扩增仪、 凝胶扫描成像系统、 荧

光化学发光图像分析仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及造模 　 ４８ 只大鼠适应性喂养 １ 周后， 随机数

字表法分为正常组， 模型组， 和枢消积方低、 中、 高剂量

组， 秋水仙碱组。 正常组大鼠腹腔注射生理盐水 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，
其余各组腹腔注射 ４０％ 四氯化碳橄榄油溶液 （初次 ３ ｍＬ ／
ｋｇ， 第 ２ 次开始每次 ２ ｍＬ ／ ｋｇ） 诱导肝纤维化， 每 ３ ｄ １ 次，
共 ６ 周。 从造模第 ２ 天起灌胃给药， 正常组及模型组灌胃

给予生理盐水 （１ ｍＬ ／ １００ ｇ）， 和枢消积方低、 中、 高剂量

组分别灌胃给予 １􀆰 ６２５、 ３􀆰 ２５、 ６􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 和枢消积方 （给药

剂量参照 《实验动物学》 中人与大鼠剂量换算法进行计

算）， 秋水仙碱组灌胃给予 ０􀆰 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 秋水仙碱， 每天 １
次， 连续 ６ 周。 ６ 周后， 随机取模型组大鼠 ２ 只行 ＨＥ 染色

及 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 评估造模是否成功。
２􀆰 ２　 取材　 造模成功、 给药结束后， 大鼠禁食不禁水过

夜， 腹腔注射 ０􀆰 ３％ 戊巴比妥钠 （１ ｍＬ ／ １００ ｇ） 进行麻醉，
取腹主动脉血及肝组织， 于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ３　 肝功能检测 　 采用试剂盒检测大鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、
ＴＢＩＬ、 ＡＬＰ、 γ⁃ＧＧＴ 活性， 严格按照试剂盒说明书操作。
２􀆰 ４　 病理学观察　 取大鼠肝组织， 行 ＨＥ 染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染

色检测炎症及肝组织纤维化程度。
２􀆰 ５　 免疫组化法观察大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达 　 大鼠

肝组织蜡块包埋， 切片， 脱蜡至水， 抗原修复， 加一抗、
二抗孵育， 滴加 ＤＡＢ 显色液， 复染细胞核， 常规脱水透

明， 于显微镜下观察。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肝组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ

Ⅲ蛋白表达　 取大鼠肝组织约 ５０ ｍｇ， 加入 ＲＩＰＡ 裂解， 提

取蛋白并测定浓度， 电泳、 转膜后置于 ５％ ＢＳＡ 溶液中室温

封闭 １ ｈ， 加入相应一抗 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃摇床孵育过夜，
次日 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 加二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室

温摇床孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 滴加适量

显影液， 在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＧｅｌＤｏｃＸＲ 仪器上进行信号检测， 以

ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ７　 网络药理学分析

２􀆰 ７􀆰 １　 和枢消积方与 ＨＦ 蛋白互作网络 （ＰＰＩ） 构建 　 从

中药系统药理学数据库与分析平台 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．
ｃｏｍ ／ ）、 ＳｙｍＭａＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｙｍｍａｐ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中

检索获得和枢消积方中各味药的成分信息， 从中药系统药

理学数据库与分析平台获得各成分的靶标信息； 从

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中搜索

肝纤维化相关基因， 获得肝纤维化疾病靶标基因。 对和枢

消积方多成分靶基因和肝纤维化疾病靶基因进行基因去重，
绘制韦恩图， 获得两者共有基因， 并在 ＳＴＲＩＮＧ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库构建 ＰＰＩ 分析。
２􀆰 ７􀆰 ２　 和枢消积方防治 ＨＦ 信号通路分析 　 使用 ＤＡＶＩＤ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 数据库对和枢消积方潜在

作用靶点进行 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
２􀆰 ８　 验证试验

２􀆰 ８􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６
水平　 取大鼠肝组织适量， 制备组织匀浆， 取上清， 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ８􀆰 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表

达　 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序

列见表 １。 各组大鼠肝组织使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 试剂

盒逆转录成 ｃＤＮＡ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂盒进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测， ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表

达量。
表 １　 引物序列

基因 序列 长度 ／ ｂｐ
ＰＩ３Ｋ 正向 ５′⁃ＣＴＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＣＴ⁃３′ ９７

反向 ５′⁃ＧＣＣＴＣＴＡＡＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣ⁃３′
Ａｋｔ 正向 ５′⁃ＴＧＴＣＴＣＧＴＧＡＧＣＧＣＧＴＧＴＴＴＴ⁃３′ １５９

反向 ５′⁃ＣＣＧＴＴＡＴＣＴＴＧＡＴＧＴＧＣＣＣＧＴＣ⁃３′
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ⁃３′ １５０

反向 ５′⁃ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ⁃３′

２􀆰 ８􀆰 ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ１、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达　 方法同 “２􀆰 ５” 项。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝功能的影响 　 与正常组比

较， 模型组大鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＢＩＬ、 ＡＬＰ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 和枢消积方各剂量组和秋水仙

碱组大鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 和枢消积
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方中、 高剂量组和秋水仙碱组大鼠血清 ＴＢＩＬ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 和枢消积方高剂量组和秋水仙碱组大鼠血清

ＡＬＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各组大鼠血清 γ⁃ＧＧＴ 活性无明

显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝功能的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织病理学的影响　 正常组

大鼠肝组织肝细胞排列规则， 肝小叶结构完好； 与正常组

比较， 模型组大鼠肝细胞排列杂乱， 肝小叶结构被破坏，
炎症细胞浸润， 胶原沉积增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
各给药组大鼠肝组织肝小叶结构改善， 炎性细胞浸润减少，
胶原沉积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以和枢消积方高剂量组和秋水

仙碱组更明显， 见图 ２～３。

图 ２　 各组大鼠肝组织 ＨＥ 染色 （×１００）

３􀆰 ３　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝

组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 和枢消积方各剂量组及秋水仙碱组

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 和枢消积方高剂量组及

秋水仙碱组 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ４～５。
３􀆰 ４　 和枢消积方防治 ＨＦ 的靶点及潜在通路　 通过中药系

统药理学数据库与分析平台、 ＳｙｍＭａＰ 数据库筛选， 获得和

枢消积方对应药物成分 ２７８ 种， 从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中获得

肝纤维化靶点 ６ ３７８ 个， 两者取交集， 获得 ２２０ 个靶点， 见

图 ６。 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建 ＰＰＩ 网络， 见图 ７， 其中排

名前十的核心靶点分别为 Ａｋｔ１、 ＴＰ５３、 ＶＥＧＦＡ、 ＪＵＮ、
ＩＬ１Ｂ、 ＣＡＳＰ３、 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＳＴＡＴ３、 ＭＹＣ。 ＧＯ 功能富

集分析显示， 其生物过程主要富集在脂多糖反应、 乙醇反

应、 缺氧反应等， 细胞组成主要富集在腹筏、 染色质、 细

胞外空间等， 分子功能主要富集在 ＲＡＮ 聚合酶合成、 酶结

合、 血红素结合等。 ＫＥＧＧ 富集分析显示， 和枢消积方防

治 ＨＦ 的信号通路主要富集在 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ、 ＴＮＦ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
等， 见图 ８。
３􀆰 ５　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大

鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ９。
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色及胶原阳性面积比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为和枢消积方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为秋水仙碱组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ６　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表

达和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 和枢消积方高剂量组和秋水仙碱组大鼠肝
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图 ６　 和枢消积方与 ＨＦ 交集靶点

组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各给

药组大鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０～１１。
４　 讨论

肝纤维化是慢性肝炎发展为肝硬化甚至肝癌的关键步

骤。 据流行病学报道显示， 我国每年死于肝硬化或肝癌的

　 　 　 　 　

图 ７　 交集靶点 ＰＰＩ 蛋白互作图

图 ８　 和枢消积方防治 ＨＦ 靶点 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

人数约为 ３８ 万［８］ ， 而 ８５％ 以上原发性肝癌都是在慢性肝

炎⁃肝纤维化或肝硬变过程后形成， 故及时控制肝纤维化的

进展是预防肝硬化和肝癌发生的重要举措。 现代医学尚无

明确用于治疗肝纤维化的药物， 而中医在治疗肝纤维化方

面具有突出优势。 肝纤维化属于祖国医学 “积聚” “肝着”
范畴， 其基本病机为正虚邪实。 其中肝脾受损、 邪实内结

４０４２

２０２４ 年 ７ 月

第 ４６ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ７



注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为和枢消积方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为秋水仙碱组。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 和枢消积方对 ＨＦ 大鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

与肝硬化⁃肝癌癌前病变相吻合［９］ 。 和枢消积方由柴胡、 酒

黄芩、 鸡内金、 黄芪、 生麦芽、 茜草等药组成。 方中柴胡

疏肝理气， 黄芩清泄邪热， 两者共为君药， 调和少阳枢机；
鸡内金善化瘀结， 降胃气， 麦芽行气消食， 疏肝气， 两药

共为臣药， 使肝气升发， 胃气通降， 脾气健运； 黄芪、 白

术、 肉桂共同养护先后天， 以抑肝木， 诸药配伍， 共具调

和肝脾、 固本消积之功。
α⁃平滑肌肌动蛋白 （ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）

是肝星状细胞 （ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ， ＨＳＣ） 活化的标志，
ＨＳＣ 活化后 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达增高， 合成包括 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ 在 内 的 细 胞 外 基 质 （ ｅｘｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ） ［１０］ 。 本研究结果显示， 和枢消积方干预后肝纤维化

大鼠肝脏炎症和肝脏胶原沉积减少， 肝功能指标及 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ蛋白表达降低， 表明和枢消积方可

能通过抑制 ＨＳＣ 活化， 降低 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达， 减少肝组织

中胶原沉积。 为探求和枢消积方防治 ＨＦ 作用机制， 通过网

络药理学预测其改善 ＨＦ 靶点及潜在通路， 结果显示该方主

要通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７ 等信号通路发挥抗炎、 抗

肝纤维化、 抗肿瘤等作用。
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等炎症因子是肝纤维化发生发展

过程中不可或缺的促炎因子。 研究表明， ＴＮＦ⁃α 可活化

ＨＳＣ［１１］ ， 活化的 ＨＳＣ 会进一步导致炎症因子产生［１２⁃１３］ ， 且

活化的 ＨＳＣ 可分泌 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ等肝纤

维化因子， 最终导致肝脏中 ＥＣＭ 沉积， 因此抑制 ＨＳＣ 活化

及 ＥＣＭ 合成是逆转肝纤维化的关键［１４］ 。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路通过参与细胞增殖、 存活、 粘附、 迁移等功能影响 ＨＦ 的

发生发展［１５］ ， 可诱导机体产生大量的炎症因子及促纤维因

子， 导致 ＨＳＣ 活化与增殖， 促进肝纤维化发生发展［１６⁃１８］ ，
且抑制 ＨＳＣ 中 ＰＩ３Ｋ 信号传导可减少 ＥＣＭ 沉积， 包括 Ｉ 型
胶原的合成， 并降低促纤维化因子水平［１９］ 。 本研究结果表

明， 和枢消积方干预后大鼠肝组织中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达

降低， ＴＮＦα、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水 平 和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ１、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／
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ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低， 表明和枢消积方可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 信号通路的激活， 减轻大鼠肝组织炎症反应， 从而抑制

ＨＳＣ 活化和胶原合成， 发挥改善肝纤维化作用。
综上所述， 本研究通过动物实验验证和枢消积方防治

ＨＦ 的作用， 对其可能的靶点进行预测分析， 并初步验证了

部分作用机制， 为进一步探讨该方抗炎、 抗肝纤维化、 抗

肿瘤活性提供了重要的科学依据。 今后， 课题组将围绕

“肝炎⁃肝纤维化⁃肝癌” 轴继续研究和枢消积方作用于肝脏

的药理作用， 并开展相关基础、 临床转化研究。
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