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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验验证探讨当归补血汤抗肝纤维化的作用机制。 方法 　 通过检索 ＴＣＭＳＰ、
ＴＣＭＩＤ 数据库筛选出当归补血汤活性成分， 运用 ＰｕｂＣｈｅｍ 平台获取靶点 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＳＭＩＬＥＳ 号， ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ、 ＴａｒｇｅｔＮｅｔ
数据库筛选出当归补血汤对应的靶点， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 和 ＴＴＤ 数据库检索获得肝纤维化相关疾病靶点， Ｖｅｎｎｙ
２ １ ０ 获取当归补血汤活性成分靶点与肝纤维化的交集疾病靶点； ＳＴＲＩＮＧ 数据库获取 ＰＰＩ 网络， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ９ １ 软件

获取核心靶点， 构建 “药物⁃活性成分⁃靶点” 网络； ＤＡＶＩＤ 数据库对核心靶点进行 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析，
并进行可视化处理。 动物实验验证网络药理学预测结果， 采用腹腔注射 ＣＣｌ４ 制备肝纤维化小鼠模型， 造模同时给药，
持续 ６ 周； 采用 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝组织病理学变化， 试剂盒检测血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达。
结果　 从当归补血汤中筛选得到作用于肝纤维化的活性成分 ２９ 种， 肝纤维化相关疾病靶点 ２ ９０１ 个， 药物与疾病有

２５９ 个交集基因， 核心靶点为 ＭＡＰＫ、 ｃ⁃Ｊｕｎ、 Ａｋｔ 等。 ＫＥＧＧ 通路富集分析主要涉及癌症通路、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路、
乙型肝炎、 脂质与动脉硬化信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路等。 动物实验结果表明， 当归补血汤能够下调肝纤维化小鼠血

清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平和肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达。
结论　 当归补血汤可通过多组分、 多靶点、 多通路发挥抗肝纤维化作用， 其机制可能与下调炎症因子释放， 调节

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＪＮＫ ／ Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路相关。
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　 　 肝纤维化的发病率很高， 通常见于高脂肪饮食、 酗酒、
乙型肝炎 （ＨＢＶ） 感染［１］ 。 在病理性肝纤维化肝脏中， 主

要表现为肝细胞损伤和肝星状细胞 （ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，
ＨＳＣ） 活化， 进而产生细胞外基质 （ ＥＣＭ） 沉积的过

程［２］ 。 肝纤维化是肝损伤发展为肝硬化、 肝癌等危重疾病

的中间阶段， 在早期是可逆的， 但在肝硬化阶段会发展为

肝细胞癌前病变［３⁃４］ 。 因此， 阻止肝纤维化的发生发展具有

重要意义。 由于肝纤维化机制复杂且临床治疗药物疗效有

限， 因而研究与开发治疗肝纤维化特效药物尤为关键［５⁃６］ 。
传统中医药有多靶点、 多环节等特点， 在抗肝纤维化方面

有其独特优势。
当归补血汤是中医经典方剂， 由黄芪和当归以 ５ ∶ １ 的

比例组成， 其中当归属肝、 心、 脾经， 具有活血、 补血功

效［７］ ； 黄芪属肺、 脾经， 具有补气、 固表功效［８］ ， 该方在

临床常用来治疗正虚血瘀类疾病。 且现代药理学研究表明，
当归补血汤抗肝纤维化有显著效果， 有改善肝功能、 抗肝

脏脂质过氧化损伤、 降低肝组织羟脯赖氨酸 （Ｈｙｐ） 水平、
减少 ＥＣＭ 沉积等作用［９⁃１２］ 。 尽管当归补血汤在抗肝纤维化

方面有一定研究， 但对于其抗肝纤维化的具体作用机制的

探究仍然十分有限。 本研究利用网络药理学构建 “药物⁃成
分⁃作用靶点⁃疾病” 网络， 分析其相关生物学途径， 预测

当归补血汤抗肝纤维化的作用靶点及信号通路， 并运用体

内动物实验对相关通路和靶点进行验证， 以期为中医药防

治肝纤维化提供新思路。
１　 材料

１ １　 动物　 ４８ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 鼠， ６ ～ ８ 周龄， 购自重庆

医科大学实验动物中心 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（渝） ２０１８⁃０００３］， 普通喂养 ７ ｄ 后开始实验， 控制饲养室

温 （２２±２）℃， 相对湿度 （５５±１５）％ 。 实验所有操作均通

过湖北民族大学医学伦理会审查批准 （伦理号 ２０２２⁃０４７）。
１ ２　 药物　 当归补血汤由当归、 黄芪 （甘肃九州天润中药

产业有限公司， 批号 Ｇ０１２２０５０７、 Ｇ０３１９０３１４１） 组成。 根

据 《内外伤辨惑论》 中记载用量， 称取黄芪 ５００ ｇ、 当归

１００ ｇ， 用水煎煮 ２ 次， 过滤， 将滤液混合， 于旋转蒸发仪

中将药液浓缩至 ２ １６ ｇ ／ ｍＬ， 再根据所需剂量稀释使用。
水飞蓟宾胶囊 （天津天士力圣特制药有限公司， 批号
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Ｈ２００４０２９９）。
１ ３　 试剂 　 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 试剂盒 （南京建成生物工程研究

所， 批号 ２０２２０９２７）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 （上海碧

云天生物技术有限公司， 批号 Ｐ００１２Ａ）； ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （杭州联科生物技术有限公司， 批号

ＥＫ２０１Ｂ ／ ３⁃９６、 ＥＫ２８２ ／ ３⁃９６、 ＥＫ２０６ ／ ３⁃９６ ）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体

（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 批号 １８７２５⁃１⁃ＡＰ）； ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ
抗体 （ 武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司， 批 号 ＣＳＢ⁃
ＲＡ５７８８１９Ａ０ＨＵ、 ＣＳＢ⁃ＰＡ０００７１２ ）； Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｐ３８
ＭＡＰＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司， 批号 ４６９１、
４０６０、 Ｄ１３Ｅ１、 ４５１１）； ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ 抗体 （沈阳万类生物

科技有限公司， 批号 ＷＬ０１２９５、 ＷＬ０１８１３）； ＨＲＰ 标记兔

抗、 鼠抗 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 批号 ＧＢ２３２０４、
ＧＢ２３３０１）； ＢＣＡ 试剂盒、 ＥＣＬ 化学发光剂 （武汉科瑞生物

技术有限公司， 批号 ＫＲ０００８、 ＫＲ００１６）； 其他化学试剂为

国产分析纯。
１ ４　 仪器 　 垂直电泳仪、 蛋白转印仪 （美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公

司）； 纯水制备机 （上海乐枫生物科技有限公司）； 高压蒸

汽灭菌锅 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司）； 多功能酶标仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 低速离心机、 高速离心机

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＦＭ４０ 制冰机 （北京长流科学仪器

有限公司）； 红细胞超声仪 （南京舜玛仪器设备有限公

司）； 脱色摇床 （北京六一生物科技有限公司）； 倒置生物

显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２ １　 当归补血汤抗肝纤维化的网络药理学研究

２ １ １　 筛选药物有效成分及药物靶点 　 在 ＴＣＭＳＰ 和

ＴＣＭＩＤ 数据库， 分别以关键词 “当归” “黄芪” 检索， 根

据 ２ 味药物口服生物利用度（ＯＢ）≥３０％ 、 类药性（ＤＬ） ≥
０ １８ 以及 ２０２０ 年版 《中国药典》 ２ 味药物质量控制成分并

结合文献中报道当归补血汤配伍有效成分纳入分析。 从

ＴＣＭＳＰ 和 ＴＣＭＩＤ 数据库中检索化合物靶点， 并运用

ＰｕｂＣｈｅｍ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）
获取 靶 点 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＳＭＩＬＥＳ 号， ＳＭＩＬＥＳ 号 导 入 至

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ ／ ）， 设置物种为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 筛选条件为 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ≥
０ １， Ｔａｒｇｅｔｎｅｔ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｎｅｔ． ｓｃｂｄｄ． ｃｏｍ ／
ｃａｌｃｎｅｔ ／ ｉｎｄｅｘ ／ ） 设置筛选条件为 ＡＵＣ≥０ ７， 将以上数据库

预测到的靶点进行整合， 去除重复靶点， 并通过 ＵｎｉＰｒｏｔ 数
据库校正， 得到靶蛋白的基因名。
２ １ ２　 获取疾病的靶点 　 登录基因数据库 （ＧｅｎｅＣａｒｄｓ，
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 在线人类孟德尔遗传病数

据库 （ＯＭＩＭ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ） 和疗效药靶数

据 库 （ ＴＴＤ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ）， 以 “ ｌｉｖｅｒ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ” 为检索词获取疾病靶点， 去除重复基因， 结合

ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库将靶点名标准化， 确定肝纤维化的潜在作用

靶点。 在 Ｖｅｎｎｙ ２ １ ０ 平台中将当归补血汤的有效成分及

肝纤维化的相关基因靶点取交集， 绘制韦恩图。

２ １ ３　 构建 “药物⁃成分⁃疾病⁃靶点” 网络 　 建立当归补

血汤 “药物⁃活性成分” “活性成分⁃疾病⁃靶点” 相互对应

关系数据集， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ９ １ 软件中构建 “药物⁃成
分⁃疾病⁃靶点” 网络。
２ １ ４　 蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建及核心靶点筛

选　 将当归补血汤作用于肝纤维化的交集靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ
数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 构建 ＰＰＩ 网络， 设定

物种为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 置信度为 ０ ９， 去除游离靶点， 导

入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ９ １ 软件根据交集靶点对药物有效成分。
Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ 进行拓扑学参数分析， 并通过 ｄｅｇｒｅｅ 排序，
构建 “当归补血汤成分⁃疾病靶点” 网络图。 其中节点越

大， 颜色越深， 表明该节点 ｄｅｇｒｅｅ 值越高， 即该靶点的作

用越关键。
２ １ ５　 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 使用 ＤＡＶＩＤ 数据

库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 将潜在作用靶点导入数

据库， 设定条件 Ｐ＜０ ０５， 进行基因本体 （ＧＯ） 功能和京

都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富集分析， 并在

微生信网 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ） 分析绘

制 ＧＯ 功能富集分析柱状图和 ＫＥＧＧ 通路富集气泡图。
２ ２　 当归补血汤对 ＣＣｌ４ 诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肝纤维化的

作用

２ ２ １　 造模、 分组与给药　 随机数字表法将小鼠分为正常

组、 模型组、 水飞蓟宾组和当归补血汤低、 中、 高剂量组，
每组 ８ 只。 小鼠适应性喂养 ７ ｄ 后， 模型组小鼠腹腔注射

２５％ 橄榄油四氯化碳 （ ＣＣｌ４ ） 混合溶液 １ ６ ｍＬ ／ ｋｇ 造

模［１３］ ， 每周 ２ 次， 连续 ６ 周。 各组在造模的同时给药， 根

据人与大鼠体表面积换算标准［１４］ ， 水飞蓟宾组灌胃给予

５４ ６ ｍｇ ／ ｋｇ 水飞蓟宾； 当归补血汤低、 中、 高剂量组分别

灌胃给予 ５ ４、 １０ ８、 ２１ ６ ｇ ／ ｋｇ 当归补血汤， 分别相当于

人临床用量的 １、 ２、 ４ 倍； 正常组和模型组灌胃给予等体

积生理盐水， 早晚各 １ 次。 ６ 周后， 小鼠禁食不禁水 ２４ ｈ，
处死， 分别采集血液和肝组织进行后续检测。
２ ２ ２　 肝组织病理学检查　 取小鼠肝脏右叶相同位置， 放

入组织固定液中固定， ２ ｄ 后使用全自动组织脱水仪进行组

织脱水， 石蜡包埋， 切片， 分别进行苏木精⁃伊红 （ＨＥ）
与 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色， 脱水， 二甲苯透明， 封片， 玻片扫描

仪进行扫描拍照。
２ ２ ３　 血清指标检测　 小鼠摘眼球取血后静置 ６０ ｍｉｎ， 于

４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上层血清。 根据试剂盒

说明书， 检测血清谷丙转氨酶 （ ＡＬＴ）、 谷 草 转 氨 酶

（ＡＳＴ）、 白介素 ６ （ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白

介素⁃１β （ＩＬ⁃１β） 水平。
２ ２ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达　 取约 ０ １ ｇ 肝组织，
用含有蛋白酶抑制剂的裂解液裂解组织， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 提取蛋白上清， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 通过凝胶

电泳将蛋白分离， 随后转印到 ０ ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜上， 用封

闭液于室温封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 加一
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抗 （１ ∶ １ ０００） 于 ４ ℃孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次。 加

入对应的二抗 （１ ∶ ２０ ０００）， 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次， 加入 ＥＣＬ 化学发光显影液避光反应 １ ｍｉｎ， 进行显影，
分析条带灰度值。
２ ２ ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 满足正态

分布条件及方差齐时， 两两比较采用 ＬＳＤ 检验； 不满足方

差齐性检验时， 采用非参数检验 （ Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ）， 用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正检验调整显著性值。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统

计学意义。

３　 结果

３ １　 当归补血汤有效成分及药物靶点筛选 　 通过 ＴＣＭＳＰ
和 ＴＣＭＩＤ 数据库， 筛选得到当归补血汤中黄芪有效化学成

分 ２０ 种， 当归有效化学成分 ２ 种。 根据 ２０２０ 年版 《中国

药典》 质量控制成分并结合文献 ［１５］ 报道， 将当归补血

汤配伍中生物活性良好、 利用价值大的活性成分毛蕊异黄

酮葡萄糖苷、 黄芪皂苷Ⅰ、 黄芪皂苷Ⅱ、 黄芪皂苷Ⅲ、 黄

芪甲苷、 阿魏酸及藁本内酯 ７ 种有效成分纳入本研究， 见

表 １。 通过各数据库检索出的靶点进行整理并去除重复，
获得 ５２２ 个活性潜在靶点。

表 １　 当归补血汤活性成分
编号 ＭＯＬ 编号 活性成分 ＯＢ ／ ％ ＤＬ
１ ＭＯＬ０００２１１ ｍａｉｒｉｎ（丁子香萜） ５５ ３８ ０ ７８
２ ＭＯＬ０００２３９ ｊａｒａｎｏｌ（华良姜素） ５０ ８３ ０ ２９
３ ＭＯＬ０００２９６ ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ（常春藤皂苷元） ３６ ９１ ０ ７５
４ ＭＯＬ００００３３ （３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）⁃１０，１３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃１７⁃［（２Ｒ，５Ｓ）⁃５⁃ｐｒｏｐａｎ⁃２⁃ｙｌｏｃｔａｎ⁃２⁃ｙｌ］⁃

２，３，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７⁃ｄｏｄｅｃａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ａ］ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎ⁃３⁃ｏｌ
３６ ２３ ０ ７８

５ ＭＯＬ０００３５４ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ（异鼠李素） ４９ ６０ ０ ３１
６ ＭＯＬ０００３７１ ３，９⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｎｉｓｓｏｌｉｎ ５３ ７４ ０ ４８
７ ＭＯＬ０００３７４ ５′⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏ⁃ｍｕｒｏｎｕｌａｔｏｌ⁃２′，５′⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ４１ ７２ ０ ６９
８ ＭＯＬ０００３７８ ７⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ ７４ ６９ ０ ３０
９ ＭＯＬ０００３７９ ９，１０⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｔｅｒｏｃａｒｐａｎ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ３６ ７４ ０ ９２
１０ ＭＯＬ０００３８０ （６ａＲ，１１ａＲ）⁃９，１０⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ⁃６ａ，１１ａ⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃６Ｈ⁃ｂｅｎｚｏｆｕｒａｎｏ［３，２⁃ｃ］ｃｈｒｏｍｅｎ⁃３⁃ｏｌ ６４ ２６ ０ ４２
１１ ＭＯＬ０００３８７ ｂｉｆｅｎｄａｔｅ（联苯双酯） ３１ １０ ０ ６７
１２ ＭＯＬ０００３９２ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ（芒柄花素） ６９ ６７ ０ ２１
１３ ＭＯＬ０００３９８ ｉｓｏｆｌａｖａｎｏｎｅ（二氢异黄酮） １０９ ９０ ０ ３０
１４ ＭＯＬ０００４１７ ｃａｌｙｃｏｓｉｎ（毛蕊异黄酮） ４７ ７５ ０ ２４
１５ ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ（山柰酚） ４１ ８８ ０ ２４
１６ ＭＯＬ０００４３３ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ（叶酸） ６８ ９６ ０ ７１
１７ ＭＯＬ０００４３８ （３Ｒ）⁃３⁃（２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３，４⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｃｈｒｏｍａｎ⁃７⁃ｏｌ ６７ ６７ ０ ２６
１８ ＭＯＬ０００４３９ ｉｓｏｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ⁃７，２′⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｏｌｅ ４９ ２８ ０ ６２
１９ ＭＯＬ０００４４２ １，７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃３，９⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ ｐｔｅｒｏｃａｒｐｅｎｅ ３９ ０５ ０ ４８
２０ ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ（槲皮素） ４６ ４３ ０ ２８
２１ ＭＯＬ００９２９０ ｃａｌｙｃｏｓｉｎ⁃７⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ（毛蕊异黄酮葡萄糖苷） ５ ４９ ０ ８１
２２ ＭＯＬ０００４０１ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅰ（黄芪皂苷Ⅰ） ４６ ７９ ０ １１
２３ ＭＯＬ０００４０３ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅱ（黄芪皂苷Ⅱ） ４６ ０６ ０ １３
２４ ＭＯＬ０００４０５ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅲ（黄芪皂苷Ⅲ） ３１ ８３ ０ １０
２５ ＭＯＬ０００４０７ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅳ（黄芪甲苷Ⅳ） １７ ７４ ０ １５
２６ ＭＯＬ０００３５８ ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ（β⁃谷甾醇） ３６ ９１ ０ ７５
２７ ＭＯＬ０００４４９ ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ（豆甾醇） ４３ ８３ ０ ７６
２８ ＭＯＬ０００３８９ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ（阿魏酸） ５４ ９７ ０ ０６
２９ ＭＯＬ００２２０１ ｃｉｓ⁃ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ（藁本内酯） ５１ ３０ ０ ０７

３ ２　 当归补血汤抗肝纤维化作用靶点筛选 　 将 ＯＭＩＭ、
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＴＤＤ 数据库获得的肝纤维化疾病相关靶点进行

整理， 去除重复， 结果得到 ２ ９０１ 个潜在靶点。 在 Ｖｅｎｎｙ 工

具中对药物与疾病交集靶点进行映射， 得到当归补血汤作

用于肝纤维化的潜在靶点 ２５９ 个， 见图 １。
３ ３　 当归补血汤 “药物⁃成分⁃疾病⁃靶点” 网络构建　 采用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ９ １ 软件得到 “药物⁃成分⁃疾病⁃靶点” 网络，
其中化合物节点的大小与化合物 ｄｅｇｒｅｅ 值呈正相关， 见图

２。 Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ 进行拓扑分析， 该网络有 ２９０ 个节点、
６３１ 条边， 网络中平均相邻节点数为 ７ ８０， 网络异质性为

２ １０， 网络中心度 ０ ５７。 其中， 排名前十的有效化学成分

图 １　 当归补血汤抗肝纤维化的靶点 Ｖｅｎｎ 图
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为槲皮素 （ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、 阿魏酸 （ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ）、 山柰酚

（ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ）、 异 鼠 李 素 （ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ）、 联 苯 双 酯

（ ｂｉｆｅｎｄａｔｅ ）、 藁 本 内 酯 （ ｃｉｓ⁃ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ ）、 芒 柄 花 素

（ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ）、 毛 蕊 异 黄 酮 （ ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ）、 华 良 姜 素

（ｊａｒａｎｏｌ）、 二氢异黄酮 （ｉｓｏｆｌａｖａｎｏｎｅ）。

图 ２　 “药物⁃成分⁃疾病⁃靶点” 网络图

３ ４　 蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络分析　 当归补血汤作用

于肝纤维化的核心靶点前 １０ 位分别为肿瘤 Ｐ５３ 基因

（ ＴＰ５３ ）、 热 休 克 蛋 白 ９０α 家 族 Ａ 类 成 员 基 因

（ＨＳＰ９０ＡＡ１）、 原癌基因酪氨酸蛋白激酶 （ＳＲＣ）、 丝裂原

活化蛋白激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 ＲｅｌＡ ／ ｐ６５ 基因 （ＲｅｌＡ）、 ｃ⁃Ｊｕｎ
氨基末端蛋白激酶 （ＪＮＫ）、 Ｅ１Ａ 结合蛋白 Ｐ３００ （ＥＰ３００）、
蛋白激酶 Ｂ１ （Ａｋｔ）、 组蛋白去乙酰化酶 １ 基因 （ＨＤＡＣ１）、
丝裂原活化蛋白激酶 １４ （ＭＡＰＫ１４）， 见图 ３。

图 ３　 当归补血汤抗肝纤维化的靶点 ＰＰＩ 网络

３ ５　 ＧＯ 功能富集分析　 ＧＯ 功能富集分析得到 １ １６１ 个富

集条目， 包括 ８９７ 个生物过程 （ ＢＰ）、 ８０ 个细胞组分

（ＣＣ） 和 １８４ 个分子功能 （ＭＦ）。 筛选出排名前 １０ 条进行

可视化， 见图 ４。 其中， ＢＰ 主要涉及 ＲＮＡ 转录的正向调

节、 基因表达的正调控、 凋亡的负调控、 ＤＮＡ 转录的正调

控、 细胞增殖的正调节等过程； ＣＣ 主要涉及细胞内溶质、
细胞核、 细胞质、 细胞基质、 细胞外间隙等组分； ＭＦ 主要

涉及细胞内离子的结合、 受体的结合、 蛋白的结合、 信号

传导、 酶的结合等功能。

图 ４　 当归补血汤抗肝纤维化靶点的 ＧＯ 功能富集分析

３ ６　 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 ＫＥＧＧ 通路富集分析得到当归

补血汤抗肝纤维化的重要相关信号通路 １８０ 条。 选取排名

前 ２０ 位的通路， 绘制 ＫＥＧＧ 可视化气泡图， 见图 ５。 富集

通路主要有癌症通路 （ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）、 磷脂酰肌醇 ３⁃
激酶 ／蛋白激酶 Ｂ 信号通路 （ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｎｇａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、
脂质与动脉硬化信号通路 （ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）、 丝裂

原活化蛋白激酶信号通路 （ＭＡＰＫ ｓｉｎｇａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 乙型

肝炎 （ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ）、 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通路等。 其

中， 当归补血汤抗肝纤维化相关的通路中 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 及

ＭＡＰＫ 信号通路富集程度最高， 且 ＰＰＩ 网络分析中多个核

心靶点如 Ａｋｔ、 ｃ⁃Ｊｕｎ、 ＭＡＰＫ 等蛋白靶点均富集于这 ２ 条通

路， 故后续动物实验选用这 ２ 条信号通路来进行验证。

图 ５　 当归补血汤抗肝纤维化靶点的 ＫＥＧＧ 通路富集分析

３ ７　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织病理学变化的影

响　 正常组小鼠肝脏细胞排列整齐， 肝组织形态正常； 模

型组小鼠肝组织结构严重破坏， 假小叶增加， 肝血窦压缩

变形， 肝细胞大小不均， 细胞核受到挤压变形， 出现大量

炎性浸润以及明显蓝染纤维索， 提示有大量胶原纤维沉积

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 当归补血汤各剂量组和水飞蓟

宾组小鼠肝组织细胞形态异常情况有所好转， 假小叶结构
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明显减少， 炎性浸润区域减少， 蓝染纤维组织沉积有所减

轻， 纤维条索减少 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ６～７。

注： 黑色箭头表示炎性浸润， 绿色箭头表示假小叶结

构。 Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为当归补血

汤低、 中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。

图 ６　 各组小鼠肝组织 ＨＥ 染色 （×２００）

３ ８　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝功能的影响　 与正常组

比较， 模型组小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与

模型组比较， 当归补血汤各剂量组和水飞蓟宾组小鼠血清

ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ８。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为当归补血汤低、 中、

高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型

组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 各组小鼠肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为当归补血汤低、 中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。

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

图 ８　 当归补血汤对肝纤维化小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ ９　 当归补血汤对肝纤维化小鼠血清炎性因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β 水平的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠血清炎

性因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型

组比较， 当归补血汤各剂量组和水飞蓟宾组小鼠血清 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ９。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为当归补血汤低、 中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；

与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ９　 当归补血汤对肝纤维化小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ １０　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１ 蛋

白表达的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌ⁃１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 当归补血

汤各剂量组和水飞蓟宾组小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１ 蛋白表
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达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 １０。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为当归补血汤低、

中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜ ０ ０１；

与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １０　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌ⁃１蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ １１　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 当归补血汤

低剂量组小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ ＞
０ ０５）， ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０ ０５）， 当归补血汤中、
高剂量组和水飞蓟宾组小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 １１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为当归补血汤低、

中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜ ０ ０１；

与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １１　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ １２　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 ＪＮＫ ／ Ｐ３８ ＭＡＰＫ
信号通路的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠肝组织 ｐ⁃
ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比

较， 当归补血汤中、 高剂量组和水飞蓟宾组小鼠肝组织 ｐ⁃
ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， 当归补血汤

低剂量组小鼠肝组织 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达无明显变化

（Ｐ＞０ ０５）， ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 １２。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为当归补血汤低、

中、 高剂量组， Ｆ 为水飞蓟宾组。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜ ０ ０１；

与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １２　 当归补血汤对肝纤维化小鼠肝组织 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃
Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

４　 讨论

肝纤维化是一种肝脏受到各种刺激的可逆的伤口愈合

反应， 是大多数慢性肝病的主要特征， 其特征是过量 ＥＣＭ
积累。 活化的 ＨＳＣ 分泌促纤维化及促炎介质， 其中， 纤维

化介质表现为 ＥＣＭ 沉积产生的 Ｃｏｌ⁃１ 以及 α⁃ＳＭＡ 等纤维化

蛋白过表达［１６⁃１７］ ； 促炎介质表现为 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等

炎症细胞因子的分泌， 且免疫细胞释放的炎症因子被大量

招募到肝脏， 进一步促进肝纤维化的发展。 本研究通过腹

腔注射 ＣＣｌ４ 建立肝纤维化小鼠模型， 发现小鼠肝组织出现

明显纤维化及炎症反应， 肝组织假小叶结构及蓝染纤维结

构增加， 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平升高， 炎性因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
和 ＩＬ⁃１β 水平升高， 肝组织肝纤维化蛋白 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌ⁃１ 表

达升高； 而当归补血汤组均能改善以上指标， 表明当归补

血汤具有抗小鼠肝纤维化作用。
通过网络药理学筛选得到肝纤维化相关疾病靶点 ２ ９０１

个， 从当归补血汤中筛选得到抗肝纤维化的活性成分 ２９
种， 作用靶点 ２５９ 个， 得到核心靶点有 ＭＡＰＫ１、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ ／ ＲＥＬＡ、 ｃ⁃Ｊｕｎ ／ ＪＮＫ、 Ａｋｔ１、 ＭＡＰＫ１４ 等， 并主要涉及

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫ 信号通路。 ＭＡＰＫ 是一组进化保守的丝

氨酸⁃苏氨酸激酶， 在哺乳动物细胞中发挥传递、 放大和整

合来自各种刺激范围信号的作用［１８］ 。 ＭＡＰＫ 中 Ｐ３８、 ＪＮＫ
可被 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 等炎症细胞因子激活， 活化后的 Ｐ３８
进一步可以激活 ＪＮＫ 信号通路磷酸化， 通过 ＭＫＫ４ 磷酸化

Ｔｙｒ１８５ 位点和 ＭＫＫ７ 磷酸化 Ｔｈｒ１８３ 位点发挥转录作用， 磷

酸化的 ＪＮＫ 可以磷酸化 ｃ⁃Ｊｕｎ， 在肝纤维化中产生促炎症等

相关生理效应［１９］ 。 ＰＩ３Ｋ 包含 ｐ１１０ 和 ｐ８５ 两个亚基， 受到

上游受体激活后在质膜上产生第二信使 ＰＩＰ３， 与包含 ＰＨ
结构域的信号蛋白结合， 实现对下游 Ａｋｔ 蛋白的调控［２０］ ，
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使 Ａｋｔ 蛋白磷酸化， 发挥细胞代谢、 存活和生长等关键生

物作用［２１］ 。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 途径与肝纤维化关系密切， 大量研究

表明下调 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 表达可阻止肝纤维化进程［２２⁃２３］ 。 本研究

发现， 肝纤维化小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８
ＭＡＰＫ 蛋白表达升高； 当归补血汤组小鼠肝组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达降低。 以上结果与网

络药理学研究所预测的靶点相吻合， 表明当归补血汤抗小

鼠肝纤维化可能与下调 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＪＮＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通

路有关。
综上所述， 本研究基于网络药理学及动物实验证明了

当归补血汤中多种主要活性成分可能通过下调肝纤维化的

炎症反应， 减少纤维蛋白表达， 下调 ＪＮＫ ／ Ｐ３８ ＭＡＰＫ 和

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 发挥抗肝纤维化的作用。 本研究为当

归补血汤能够通过多通路、 多靶点抗肝纤维化提供了客观

依据， 但肝纤维化的机制和中药的活性成分复杂， 课题组

后续将通过体内外实验对当归补血汤抗肝纤维化的机制进

行深入研究， 以期为当归补血汤临床运用及中医药的开发

利用提供新的方向。
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