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摘要： 目的　 探讨加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠线粒体自噬的影响。 方法　 将大鼠随机分为空白组和造模组， 造模

组大鼠通过腹腔注射 ＣＣｌ４ （０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ， 每周 ２ 次， 持续 ６ 周） 建立肝纤维化模型。 造模成功的大鼠随机分为模型组、
秋水仙碱组 （０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ） 及加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组 （７􀆰 ７９、 １５􀆰 ５７、 ３１􀆰 １４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只。 第 ７ 周起，
各组灌胃给予相应剂量药物。 干预 ４ 周后， 观察大鼠一般情况； ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝组织病理学变化； 采用试剂

盒检测血清肝功能 （ＡＬＴ、 ＡＳＴ） 水平； ＥＬＩＳＡ 法检测血清纤维化标志物 （ＰＣⅢ、 ＣＯＬ４、 ＨＡ、 ＬＮ） 水平； 免疫组化

法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 蛋白表达； 免疫荧光法检测肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２、 α⁃
ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与空白组比较， 模型组大鼠精神、 饮食等情况欠佳， 体质量减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肝组

织细胞结构紊乱、 炎症细胞浸润、 胶原沉积、 纤维间隔形成； 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＨＡ、 ＬＮ、 ＰＣⅢ、 ＣＯＬ４ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肝组织 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１、 ｐ６２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肝组织 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 各给药组大鼠精神、
饮食等情况好转， 体质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肝组织细胞结构紊乱改善， 炎症细胞、 胶原沉积、 纤维间隔减少； 血清

ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＨＡ、 ＬＮ、 ＰＣⅢ、 ＣＯＬ４ 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 肝组织 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１、 ｐ６２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肝组织 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋白表达

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 加味济生肾气汤可改善肝纤维化大鼠症状， 其作用可能与通过激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路

增强线粒体自噬， 抑制肝星状细胞活化及细胞外基质沉积有关。
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ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｓｅｐｔａ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ＨＡ， ＬＮ，
ＰＣⅢ ａｎｄ ＣＯＬ４ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， ＣＯＬ⁃１ ａｎｄ ｐ６２ （Ｐ＜０􀆰 ０５）
ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＯＭ２０ ａｎｄ ＨＳＰ６０ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｗｈｅｒｅａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｊｉｓｈｅｎｇ Ｓｈｅｎｑｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒａｔｓ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｊｉｓｈｅｎｇ Ｓｈｅｎｑｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ； ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ； ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ

　 　 肝纤维化是慢性肝病演变为肝硬化、 肝癌的关

键病理环节， 其主要病理特征是细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 的过量沉积， 而肝星

状细胞 （ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ， ＨＳＣｓ） 的过度活化

是 ＥＣＭ 的主要来源， 并在肝纤维化的发生发展中

扮演着重要角色， 故 ＨＳＣｓ 被视为治疗肝纤维化的

主要靶点［１⁃２］。 目前尚缺乏公认的治疗肝纤维化的

有效药物， 肝移植被认为是晚期肝纤维化或肝硬化

患者的唯一有效的治疗方法， 但因为肝源缺乏、 价

格昂贵、 免疫排斥等因素限制其广泛应用［３］。
线粒体自噬功能障碍与肝纤维化进展密切相

关， ＰＴＥＮ 诱导的激酶 １ （ ＰＴＥＮ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｋｉｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１） ／ Ｅ３ 泛素连接酶 （Ｐａｒｋｉｎ） 作为

调控线粒体自噬的经典通路， 起到了关键作用［４］。
中医药可以通过调控 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路， 介

导线粒体自噬， 从而发挥抗肝纤维化作用， 如中药

复方柔肝化纤颗粒通过活化 ｍｉＲ⁃１３５ａ ／叉头框蛋白

（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏ１， ＦＯＸＯ１） ／ ＰＩＮＫ１ 信号通

路， 促进线粒体自噬， 有效抑制 ＨＳＣ⁃Ｔ６ 生存［５］。
现代医学所描述的 “自噬功能降低” 与传统中医

学 “阳气亏虚” 之核心病机高度契合［６⁃７］。 加味济

生肾气汤具有温补肾阳、 化瘀利湿功效， 前期临床

及实验研究证实该方可以改善肝纤维化， 但其作用

靶点尚未明确［８⁃９］。 因此， 本研究拟探究加味济生

肾气汤对肝纤维化大鼠的可能干预环节及具体作用

靶点， 以期为加味济生肾气汤临床应用及后续中成

药的开发提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５２ 只， ２ ～ ４
周龄， 体质量 １８０～２００ ｇ， 购于长沙市天勤生物技

术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘）
２０２１⁃０００２］， 饲养于广西中医药大学第一附属医院
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实验大鼠饲养室， 自然光照， 温度 ２０ ～ ２５ ℃， 相

对湿度 ５０％ ～６５％ 。 动物实验已通过广西中医药大

学实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 审 核 （ 伦 理 号

ＧＸＴＣＭＵ⁃ＥＣＫＳ２０２５００００⁃６０８）。
１􀆰 ２　 药物　 加味济生肾气汤组方药材肉桂 ６ ｇ、 熟

地黄 ３０ ｇ、 泽泻 １５ ｇ、 制附子 ６ ｇ （先煎）、 丹皮

１５ ｇ、 车前子 ２０ ｇ、 山茱萸 ３０ ｇ、 山药 ３０ ｇ、 川牛

膝 １０ ｇ、 三七粉 ２ ｇ （冲服）、 茯苓 １５ ｇ、 醋鳖甲

２０ ｇ （先煎）， 以上饮片均由广西中医药大学第一

附属医院提供， 加水常规煎煮， 浓缩至生药量

１５􀆰 ５７ ｇ ／ ｍＬ， 大鼠给药剂量参照徐叔云教授主编

《药理实验方法学》， 按 “人和动物间按体表面积

折算的等效剂量比值” 附表进行换算， 高、 中、
低剂量分别为 ７􀆰 ７９、 １５􀆰 ５７、 ３１􀆰 １４ ｇ ／ ｋｇ。 秋水仙

碱片 （国药准字 Ｈ２０００３８４２） 购于北京嘉林药业

股份有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＨＥ 染色试剂盒、 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试

剂 盒、 ＲＩＰＡ 裂 解 液 （ 货 号 Ｇ１１４０、 Ｇ１３４０、
Ｒ００２０） 购于北京索莱宝科技有限公司； 丙氨酸氨

基转移酶 （ＡＬＴ）、 天门冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ）
试剂盒 （批号 ２０２４０１２４、 ２０２４０１２３） 购于南京建

成生物工程研究所； ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 微管相关蛋

白轻链 ３Ｂ （ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ， ＬＣ３Ｂ）、 苄氯素 １
（Ｂｅｃｌｉｎ１）、 ｐ６２、 α⁃平滑肌肌动蛋白 （ α⁃ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 ｂｓ⁃
２２１７３Ｒ、 ｂｓ⁃２３６８７Ｒ、 ｂｓ⁃５５０２４Ｒ、 ｂｓ⁃４８４３Ｒ、 ｂｓ⁃
５５２０７Ｒ、 ｂｓ⁃１０１９６Ｒ、 ｂｓ⁃１０９００Ｒ） 购于北京博奥森

生物技术有限公司； Ⅰ型胶原蛋白 （ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ，
ＣＯＬ⁃１） 抗体 （货号 ＧＢ１１０２２⁃５０） 购于武汉赛维

尔生物科技有限公司； 线粒体外膜转位酶 ２０
（ ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ｏｆ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ２０，
ＴＯＭ２０）、 热休克蛋白 ６０ （ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ６０，
ＨＳＰ６０） 抗体 （货号 ＹＰ⁃Ａｂ⁃００７５０、 ＹＰ⁃Ａｂ⁃０３４０５）
购于深圳市优品生物科技有限公司； 山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗 （货号 Ａ２３７１０） 购于英国 Ａｂｃａｍ 公司； 通用

两步法试剂盒 （货号 ＰＶ⁃９０００） 购于北京中杉金桥

生物技术有限公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 １６４５０５０ 型电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； ＣＫＸ４１ 型倒置相差显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； 酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
Ｒｏｃｈｅ （Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ） ４８０ 型 ＰＣＲ 仪 （上海罗氏制

药有限公司）； 低温高速离心机 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； ＨＴ７８００ 透射电子显微镜 （日本

Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）。

２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 ５２ 只大鼠适应性饲养 １
周， 采用随机数字表法选取 ８ 只作为空白组， 剩下

４４ 只大鼠腹腔注射 ４０％ ＣＣｌ４ 橄榄油溶液， 剂量

２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｋｇ， 每周 ２ 次， 连续注射 ６ 周， 建立肝纤

维化大鼠模型。 造模结束后， 随机取 ４ 只大鼠， 观

察其肝组织病理形态， 以判断模型是否建立成功。
将造模成功的大鼠随机分为模型组、 秋水仙碱组和

加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组， 每组 ８ 只。 第

７ 周开始给药， 秋水仙碱组灌胃给予秋水仙碱 ０􀆰 ２
ｍｇ ／ ｋｇ； 加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组分别灌

胃给予 加 味 济 生 肾 气 汤 混 悬 液 ７􀆰 ７９、 １５􀆰 ５７、
３１􀆰 １４ ｇ ／ ｋｇ； 空白组和模型组灌胃给予生理盐水，
每天 １ 次， 连续给药 ４ 周。 期间观察各组大鼠精神

状态、 进食及饮水情况、 毛发色泽、 行为变化、 有

无受伤及死亡， 每隔 ３ ｄ 称定大鼠体质量。
２􀆰 ２　 取材　 给药结束后， 大鼠禁食但不禁水过夜，
次日腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠进行麻醉， 经腹主动

脉取血， 静置 １ ｈ 后， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上层血清， 于－８０ ℃冰箱保存备用。 采血结束后，
取肝脏组织， 剪取约 ０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 大小，
液氮速冻后于－８０ ℃冰箱保存备用， 用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测； 其余组织块放入 １０％ 甲醛

中进行固定， 用于肝组织病理、 免疫组化及免疫荧

光观察。
２􀆰 ３　 肝功能检测 　 严格按照试剂盒说明书操作，
检测大鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＰＣⅢ、 ＣＯＬ４、 ＨＡ、 ＬＮ 水

平　 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作， 检测大鼠血清

Ⅲ型前胶原蛋白 （ＰＣⅢ）、 Ⅳ型胶原蛋白 （ＣＯＬ４）、
透明质酸 （ＨＡ）、 层黏连蛋白 （ＬＮ） 水平。
２􀆰 ５　 肝脏病理学观察　 取于 １０％ 甲醛中固定的肝

组织， 脱水、 包埋后制备组织切片， 脱蜡至水， 分

别进行 ＨＥ 染色 （苏木素染色 ７ ～ ８ ｍｉｎ， 反蓝液反

蓝 ３ ｓ， 伊红染色 １ ｍｉｎ， 流水冲洗） 和 Ｍａｓｓｏｎ 染

色 （铁苏木素液染色 １０ ｍｉｎ， Ｍａｓｓｏｎ 蓝化液复染 ５
ｍｉｎ， 丽春红染色 １ ｍｉｎ， 苯胺蓝染液先染 ５ ｍｉｎ，
再复染 ２ ｍｉｎ， 流水冲洗）， 乙醇逐级脱水， 透明，
封片， 于显微镜下观察肝组织病理情况。 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析 Ｍａｓｓｏｎ 染色肝组织纤维化程度。
２􀆰 ６　 免疫组化法检测肝组织 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 蛋白

表达　 取肝组织石蜡切片， 脱蜡至水， 进行热抗原

修复， 加入内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育 １０
ｍｉｎ， 滴加 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 抗体 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ，
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滴加反应增强液 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， 滴加二抗 ３７ ℃
孵育 ２０ ｍｉｎ， ＤＡＢ 显色， 自来水冲洗终止显色，
苏木素复染细胞核 ２０ ｓ， 脱水、 透明、 封片， 于光

学显微镜下观察切片并拍照。
２􀆰 ７　 免疫荧光法检测肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２
蛋白表达　 取肝组织石蜡切片， ４％ 多聚甲醛固定，
０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 透 化 ３０ ｍｉｎ， 滴 加 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２ 抗体孵育过夜， 次日洗涤后滴加荧光

二抗孵育 ２ ｈ， 用 １ μｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ 染细胞核， 封片，
于荧光显微镜下拍摄图像。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ 及 ｐ６２ 蛋白荧光强度。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋白表达　 称取肝组织 ３０ ｍｇ， 加

入裂解液裂解， 离心后提取总蛋白， 加入样品缓冲

液加热 ５ ｍｉｎ 进行变性。 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳

分离蛋白后， 转移至 ＰＶＤＦ 膜， ＴＢＳＴ 洗膜后用

ＢＳＡ 封 闭， 加 入 稀 释 后 的 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０、 ＧＡＰＤＨ 抗 体 ４ ℃ 孵 育 过 夜，
ＴＢＳＴ 洗膜后加入二抗室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜后

采用 ＥＣＬ 发光试剂进行显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析条带灰度值。
２􀆰 ９ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 肝 组 织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２、 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达　 称取约 １０ ｍｇ 肝组织， ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，
严格按照说明书操作， 将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，
并以此为模板， 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒进行扩增

反应， 反应体系 （ ２０ μＬ） 为 ｃＤＮＡ 产物 ２ μＬ，
正、 反向引物各 ０􀆰 ８ μＬ， ２ × ＮｏｖｏＳｔａｒｔ 􀅺 ＳＹＢＲ
ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｌｕｓ １０ μＬ， ＲＯＸ ０􀆰 ４ μＬ， ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ６􀆰 ８ μＬ。 扩增反应条件为 ９５ ℃预变性

６０ ｓ； ９５ ℃变性 ２０ ｓ， ６０ ℃退火延伸 ６０ ｓ， 共 ４０
个循环。 引物由武汉赛维尔生物科技有限公司设计

并合成， 序列见表 １。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示， 服从

正态分布且方差齐的数据， 组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检
验， 方差不齐的数据， 组间比较采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ Ｔ２
检验； 非正态分布数据采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠一般情况的

影响　 空白组大鼠精神状态佳， 正常进食、 饮水，
活动行为正常， 毛发光泽， 体质量增加； 与空白组

比较， 模型组大鼠精神状态差， 倦卧， 毛发粗糙无

光泽， 进食、 饮水量减少， 体质量减轻 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组大鼠精神状态好

转、 毛发尚且光泽， 进食、 饮水量增加， 体质量增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改善最

佳， 见表 ２。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＰＩＮＫ１ 正向 ＡＡＧＧＣＣＣＡＧＡＴＧＴＣＧＴＣＴＣＡ １０８

反向 ＴＧＧＡＧＧＡＴＣＣＴＧＣＣＧＡＧＡＴＡ
Ｐａｒｋｉｎ 正向 ＣＡＧＴＴＴＧＴＣＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＡ １２５

反向 ＴＧＣＴＧＧＴＡＣＣＴＧＴＴＧＴＡＣＴＧＣ
Ｂｅｃｌｉｎ１ 正向 ＡＧＡＴＧＣＧＣＴＡＴＧＣＣＣＡＧＡＴＧ ９６

反向 ＴＣＧＴＧＣＣＡＡＡＴＴＧＴＣＣＧＣＴＧ
ＬＣ３Ｂ 正向 ＣＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧＡＴＡＡＧ １６７

反向 ＴＡＧＡＴＧＴＣＡＧＣＧＡＴＧＧＧＴ
ｐ６２ 正向 ＡＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＡＡＡＧＡＧＣＧＧＧ １４９

反向 ＣＧＡＡＣＣＣＴＴＣＣＣＣＡＡＧＡＣＡＧ
α⁃ＳＭＡ 正向 ＴＣＣＧＡＣＣＴＴＧＣＴＡＡＣＧＧＡＧＧ １２３

反向 ＡＧＧＧＡＣＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＡＡＴ
ＣＯＬ⁃１ 正向 ＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣＣＡＧＣＡＧＡＴＴＧ １２３

反向 ＴＣＧＡＴＣＣＡＧＴＡＣＴＣＴＣＣＧＣＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴ ９５

反向 ＡＴＣＣＧＴＴＣＡＣＡＣＣＧＡＣＣＴＴＣ

表 ２　 各组大鼠体质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 体质量 ／ ｇ

空白组 ２４７􀆰 ５０±１２􀆰 ０１
模型组 １２１􀆰 ３８±５􀆰 ６６＃

秋水仙碱组 ２１６􀆰 ６３±８􀆰 ２８∗

加味济生肾气汤低剂量组 １５８􀆰 ７５±６􀆰 ３０∗

加味济生肾气汤中剂量组 １９４􀆰 ２５±７􀆰 ３２∗

加味济生肾气汤高剂量组 ２２６􀆰 ５０±１０􀆰 ３５∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝脏形态的

影响　 空白组大鼠肝脏大小适中， 呈红褐色， 表面

光滑、 有光泽、 无粘连， 无凹凸不平， 边缘完整，
质地柔软、 有弹性； 模型组大鼠肝脏体积变小， 呈

暗红色、 无光泽， 表面、 边缘凹凸不平、 有粘连，
质地硬、 粗糙、 有结节感、 无弹性； 各给药组大鼠

肝脏较模型组颜色浅， 表面边缘、 较光滑， 粘连减

轻， 质地较软， 以加味济生肾气汤高剂量组改善最

明显， 见图 １。
３􀆰 ３　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝组织病理

变化的影响　 ＨＥ 染色结果显示， 空白组大鼠肝小

叶结构保持完整， 肝细胞围绕中央静脉呈放射状分

布， 未观察到肝细胞变性坏死及炎症细胞浸润； 模

型组大鼠肝小叶结构被破坏， 中央静脉或汇管区增

大， 肝细胞排列紊乱， 肝细胞肿胀， 炎症细胞大量

浸润， 纤维组织增生； 与模型组比较， 各给药组大
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～Ｆ 为加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 １　 各组大鼠肝脏形态

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｌｉｖｅｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

鼠肝小叶结构改善， 炎症细胞减少， 细胞肿胀减

轻， 纤维化增生程度减轻， 以加味济生肾气汤高剂

量组改善最明显， 见图 ２。
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示， 空白组大鼠肝脏中央

静脉或汇管区少量胶原纤维， 无纤维纵隔； 与空白

组比较， 模型组大鼠肝脏中央静脉或汇管区胶原纤

　 　 　

维明显增生， 形成纤维间隔， 可见多个假小叶， 纤

维化面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药

组大鼠肝脏纤维化程度均减轻， 肝脏胶原纤维减

少， 纤维间隔变细， 假小叶数量减少， 纤维化面积

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改善

最明显， 见图 ２、 表 ３。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～Ｆ 为加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组。 黄色箭头指向炎症细胞， 红色

箭头指向胶原纤维沉积， 绿色箭头指向假小叶。

图 ２　 各组大鼠肝组织 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×１００）

表 ３　 各组大鼠肝组织纤维化面积比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅａ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 纤维化面积 ／ ％
空白组 ０􀆰 ７９±０􀆰 １６
模型组 １４􀆰 ７０±１􀆰 ６５＃

秋水仙碱组 ４􀆰 １６±０􀆰 ８７∗

加味济生肾气汤低剂量组 １１􀆰 ２１±１􀆰 ２９∗

加味济生肾气汤中剂量组 ８􀆰 ０８±０􀆰 ９９∗

加味济生肾气汤高剂量组 ３􀆰 ０８±０􀆰 ７６∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠血清

ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
各给药组大鼠血清 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改善最明显，
见表 ４。
３􀆰 ５　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠血清 ＰＣⅢ、
ＣＯＬ４、 ＨＡ、 ＬＮ 水平的影响 　 与空白组比较， 模

型组大鼠血清 ＰＣⅢ、 ＣＯＬ４、 ＨＡ、 ＬＮ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组大鼠血清 ＰＣ
Ⅲ、 ＣＯＬ４、 ＨＡ、 ＬＮ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 以加

味济生肾气汤高剂量组改善最明显， 见表 ５。
表 ４　 各组大鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平比较 （Ｕ ／ Ｌ， ｘ±ｓ，

ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （Ｕ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ
空白组 ２９􀆰 ８８±２􀆰 ０７ ５９􀆰 ２２±６􀆰 ９３
模型组 １７５􀆰 ２９±１６􀆰 ７２＃ ３３９􀆰 ９２±３５􀆰 ３２＃

秋水仙碱组 ４４􀆰 ０３±５􀆰 ６２∗ ８３􀆰 ４４±１３􀆰 ４３∗

加味济生肾气汤低剂量组 １２３􀆰 ０２±１３􀆰 ３０∗ ２５２􀆰 ８２±２４􀆰 ８７∗

加味济生肾气汤中剂量组 ９８􀆰 ２６±１１􀆰 ７１∗ １８６􀆰 ４０±１６􀆰 ６０∗

加味济生肾气汤高剂量组 ４１􀆰 ６２±３􀆰 ４３∗ ７９􀆰 ６８±１０􀆰 １１∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝组织 α⁃
ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 蛋白表达的影响　 正常组大鼠肝组织

中无棕黄色沉淀； 模型组大鼠肝组织中可见较多分
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　 　 　 表 ５　 各组大鼠血清 ＣＯＬ４、 ＰＣⅢ、 ＨＡ、 ＬＮ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＣＯＬ４， ＰＣⅢ， ＨＡ ａｎｄ ＬＮ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＰＣⅢ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＣＯＬ４ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＨＡ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＬＮ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

空白组 ２􀆰 ４９±０􀆰 ２０ ２􀆰 ８６±１􀆰 １２ ６５􀆰 ８６±５􀆰 ７９ ８３􀆰 １８±７􀆰 ３５
模型组 １４􀆰 ３６±５􀆰 ２１＃ ４７􀆰 ９３±８􀆰 ３３＃ ２１６􀆰 １２±２７􀆰 ７９＃ ３４６􀆰 ７１±３３􀆰 ２２＃

秋水仙碱组 ４􀆰 ８８±１􀆰 １７∗ ７􀆰 ３９±２􀆰 ２７∗ ８６􀆰 ５４±８􀆰 ５２∗ ９９􀆰 ６４±１３􀆰 ７４∗

加味济生肾气汤低剂量组 １１􀆰 ０２±３􀆰 ２８∗ ３２􀆰 ５１±４􀆰 ４０∗ １５５􀆰 ９７±２０􀆰 ２９∗ ２５４􀆰 ３７±２９􀆰 １１∗

加味济生肾气汤中剂量组 ７􀆰 ２９±２􀆰 １４∗ １７􀆰 ２１±３􀆰 ８２∗ １２３􀆰 ９６±１４􀆰 ０９∗ １５７􀆰 ６６±２４􀆰 ７０∗

加味济生肾气汤高剂量组 ４􀆰 ４９±１􀆰 １２∗ ７􀆰 １８±１􀆰 ８６∗ ８４􀆰 ３３±７􀆰 ４３∗ ９６􀆰 ５９±１１􀆰 ３５∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

布的棕黄色沉淀， α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ⁃１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组大鼠肝组织

中棕黄色沉淀明显减少， α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ⁃１ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改

善最明显， 见图 ３～４、 表 ６。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～ Ｆ 为加味济

生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白免疫组化染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ ～ Ｆ 为加味济

生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组大鼠肝组织 ＣＯＬ⁃１蛋白免疫组化染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＣＯＬ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

表 ６　 各组大鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 蛋白阳性面积比较

（％， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｒｅａｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＣＯＬ⁃１

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％，
ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 α⁃ＳＭＡ 阳性面积 ＣＯＬ⁃１ 阳性面积

空白组 ２􀆰 ６３±０􀆰 ２７ ２􀆰 ０１±０􀆰 ２１
模型组 ３３􀆰 １３±４􀆰 ０９＃ ３８􀆰 ５０±３􀆰 ８２＃

秋水仙碱组 １４􀆰 ２５±１􀆰 ９８∗ １２􀆰 ６３±１􀆰 ４１∗

加味济生肾气汤低剂量组 ２６􀆰 ８８±３􀆰 ３６∗ ３２􀆰 ５０±２􀆰 ８８∗

加味济生肾气汤中剂量组 １９􀆰 ７５±２􀆰 ４９∗ ２１􀆰 ７５±２􀆰 ２５∗

加味济生肾气汤高剂量组 １０􀆰 ３８±１􀆰 ４１∗ ９􀆰 ２５±１􀆰 １７∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ７ 　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝组织

Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２ 蛋白表达的影响 　 与空白组

比较， 模型组大鼠肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白表

达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， ｐ６２ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组大鼠肝组织

Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达明升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ６２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂

量组改善最为明显， 见图 ５～７、 表 ７。
３􀆰 ８ 　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝组织

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋 白 表 达 的 影

响　 与空白组比较， 模型组大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药

组大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改变最明显，
见图 ８、 表 ８。
３􀆰 ９ 　 加味济生肾气汤对肝纤维化大鼠肝组织

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２、 α⁃ＳＭＡ、
ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白组比较， 模型组

大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ６２、 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组大

鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～Ｆ 为加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ５　 各组大鼠肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白免疫荧光染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～Ｆ 为加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ６　 各组大鼠肝组织 ＬＣ３Ｂ 蛋白免疫荧光染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＬＣ３Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ６２、 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以加味济生肾气汤高剂量组改

善作用最明显， 见表 ９。
４　 讨论

中医学将肝纤维化归属于胁痛、 积聚、 黄疸等

范畴。 广西名中医周晓玲教授提出， 肝纤维化的核

心病机为虚瘀共患， 以肾阳虚为本、 瘀血阻络为

标； 阳气亏虚则痰饮水湿内生、 瘀血内停， 壅滞肝

脉而发病。 前期临床研究表明， 加味济生肾气汤可

以改善阳虚血瘀型肝纤维化患者的临床症状， 恢复

其肝功能、 降低其肝脏硬度及肝纤维化指标［１０］。
动物实验亦证实， 本方对 ＣＣｌ４ 诱导大鼠肝纤维化

具有明显改善作用［１１］。 ＣＣｌ４ 肝纤维化模型是目前

公认的模拟人类肝纤维化的经典动物模型［１２］。 基

于以方测证研究发现， 模型大鼠可出现肝肾亏虚、
瘀血阻络等证型［１３］。 因此， 本研究以 ＣＣｌ４ 诱导肝

纤维化大鼠为对象， 采用加味济生肾气汤干预， 初

步探讨其抗肝纤维化效应及潜在作用机制。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～Ｆ 为加味济生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ７　 各组大鼠肝组织 ｐ６２ 蛋白免疫荧光染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

表 ７　 各组大鼠肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２ 蛋白荧光强度比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ｂ ａｎｄ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％，

ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 Ｂｅｃｌｉｎ１ 荧光强度 ＬＣ３Ｂ 荧光强度 ｐ６２ 荧光强度

空白组 ５１􀆰 ４１±５􀆰 ３４ ２８􀆰 ２５±３􀆰 ４５ １􀆰 ３９±０􀆰 ４４
模型组 ９􀆰 １１±０􀆰 ５２＃ ２􀆰 １１±０􀆰 ５２＃ ３２􀆰 ２５±３􀆰 ０１＃

秋水仙碱组 ４０􀆰 １６±３􀆰 ２３∗ １９􀆰 ０３±２􀆰 １３∗ ８􀆰 １９±１􀆰 ４６∗

加味济生肾气汤低剂量组 １８􀆰 ７０±１􀆰 ０７∗ ６􀆰 ９３±０􀆰 ７８∗ ２５􀆰 ２１±２􀆰 ６５∗

加味济生肾气汤中剂量组 ３０􀆰 ５９±２􀆰 ２４∗ １３􀆰 ３９±１􀆰 ３０∗ １６􀆰 ３４±２􀆰 １９∗

加味济生肾气汤高剂量组 ４４􀆰 ５１±３􀆰 ５１∗ ２２􀆰 １５±３􀆰 ０４∗ ５􀆰 ７４±０􀆰 ７３∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ８　 各组大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， ＴＯＭ２０ ａｎｄ ＨＳＰ６０ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝８）
组别 ＰＩＮＫ１ ／ ＧＡＰＤＨ Ｐａｒｋｉｎ ／ ＧＡＰＤＨ ＴＯＭ２０ ／ ＧＡＰＤＨ ＨＳＰ６０ ／ ＧＡＰＤＨ

空白组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０１３ １􀆰 ０００±０􀆰 ０１５ １􀆰 ０００±０􀆰 ０１１ １􀆰 ０００±０􀆰 ００８
模型组 ０􀆰 ７１０±０􀆰 ００６＃ ０􀆰 ５６０±０􀆰 ００５＃ ２􀆰 ０８０±０􀆰 ０３１＃ １􀆰 ８１０±０􀆰 ０１８＃

秋水仙碱组 ０􀆰 ８９０±０􀆰 ０１１∗ ０􀆰 ８１０±０􀆰 ００８∗ １􀆰 ２００±０􀆰 ０１６∗ １􀆰 ２００±０􀆰 ０１１∗

加味济生肾气汤低剂量组 ０􀆰 ８２０±０􀆰 ００８∗ ０􀆰 ６６０±０􀆰 ００６∗ １􀆰 ７３０±０􀆰 ０２２∗ １􀆰 ５７０±０􀆰 ０１５∗

加味济生肾气汤中剂量组 ０􀆰 ８６０±０􀆰 ００９∗ ０􀆰 ７７０±０􀆰 ００８∗ １􀆰 ４１０±０􀆰 ０１９∗ １􀆰 ３７０±０􀆰 ０１３∗

加味济生肾气汤高剂量组 ０􀆰 ９３０±０􀆰 ０１０∗ ０􀆰 ８７０±０􀆰 ０１３∗ １􀆰 １２０±０􀆰 ０１３∗ １􀆰 １５０±０􀆰 ００９∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ９　 各组大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ｐ６２、 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ｂ， ｐ６２， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＣＯＬ⁃１ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ｂ ｐ６２ α⁃ＳＭＡ ＣＯＬ⁃１

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０３
模型组 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０１＃ ２􀆰 ０６±０􀆰 ０５＃ ２􀆰 １８±０􀆰 ０４＃ ２􀆰 ６４±０􀆰 ０５＃

秋水仙碱组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０２∗ １􀆰 ２７±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ４８±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ５９±０􀆰 ０３∗

加味济生肾气汤低剂量组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０１∗ １􀆰 ６６±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ８４±０􀆰 ０４∗ ２􀆰 ３５±０􀆰 ０５∗

加味济生肾气汤中剂量组 ０􀆰 ７２±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０２∗ １􀆰 ４５±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ６５±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ８５±０􀆰 ０４∗

加味济生肾气汤高剂量组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０３∗ １􀆰 １６±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ４３±０􀆰 ０３∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为秋水仙碱组， Ｄ～ Ｆ 为加味

济生肾气汤低、 中、 高剂量组。

图 ８ 　 各组大鼠肝组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 ＴＯＭ２０、
ＨＳＰ６０ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， ＴＯＭ２０ ａｎｄ
ＨＳＰ６０ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平的变化与肝脏炎症及肝纤维化

进展密切相关［１４］； 血清肝纤四项指标包括 ＨＡ、
ＬＮ、 ＰＣ⁃Ⅲ、 ＣＯＬ４， 其水平变化反映肝脏内胶原

纤维合成情况及肝纤维化活动程度［１５⁃１６］； 肝组织

病理是评价肝纤维化程度的金标准［１７］。 本研究发

现， 经加味济生肾气汤干预后， 肝纤维化大鼠血清

ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＨＡ、 ＬＮ、 ＰＣ⁃Ⅲ和 ＣＯＬ４ 水平降低，
肝组织炎症及胶原纤维沉积情况减轻， 提示加味济

生肾气汤可以减轻肝纤维化大鼠肝脏损伤， 发挥抗

肝纤维化作用。
ＨＳＣｓ 活化是肝纤维化病理发生过程中至关重

要的一环［１８］， α⁃ＳＭＡ 是 ＨＳＣｓ 活化的重要标志。
研究表明［１９］， α⁃ＳＭＡ 表达的升高与 ＨＳＣｓ 存活率

呈正相关。 ＨＳＣｓ 活化后会转化为肌成纤维细胞样

细胞， 合成 ＥＣＭ 能力增强， 大量 ＣＯＬ⁃１ 沉积［２０］。
本研究发现， 加味济生肾气汤可减少肝纤维化大鼠

肝组织中 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ⁃１ 的表达， 表明加味济生肾

气汤可能是通过抑制 ＨＳＣｓ 的活化， 减少 ＥＣＭ 的

沉积， 从而减轻肝纤维化； 同时也证明， 阳气亏虚

会导致 ＥＣＭ 在肝脏沉积， 通过温补肾阳、 化瘀利

湿法能有效减少肝脏 ＥＣＭ 沉积， 减轻肝脏纤维化

程度。
线粒体自噬是细胞自动清除受损线粒体的重要

方法， 在细胞凋亡中起着重要作用， 与疾病之间存

在紧密关系［２１］。 有研究发现， 在肝纤维化过程中，
粒体损伤积累增加和线粒体自噬功能受损会引起

ＨＳＣｓ 活化并促进胶原沉积［２２］。 ＨＳＰ６０ 和 ＴＯＭ２０
是线粒体质量要标志物， 可以反映线粒体的总量变

化［２３］。 当线粒体自噬功能受损， 会导致损伤线粒

体积累， 剩余线粒体量增加。 本研究发现， 加味济

生肾气汤可减少肝纤维化大鼠肝组织 ＨＳＰ６０ 和

ＴＯＭ２０ 蛋白表达， 提示加味济生肾气汤抗肝纤维

化作用与激活线粒体自噬有关， 也验证了前期理论

基础 “线粒体自噬” 与 “阳气” 相关性的科学性，
通过温补肾中 “阳气” 可以提高线粒体自噬功能，
清除受损线粒体。

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路是线粒体自噬经典通路，
与各类肝脏疾病， 如脂肪肝、 药物性肝炎病、 肝纤

维化、 肝癌等发展密切相关［２４］。 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ｐ６２ 是线粒体自噬的核心蛋白［２５］。 Ｄｏｕ 等［２６］ 研究

发现， 增强 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导的 ＨＳＣｓ 线
粒体自噬可以降低 ＨＳＣｓ 的活化， 降低 α⁃ＳＭＡ、
ＣＯＬ⁃１ 表达， 从而减轻肝纤维化。 王苗苗［２７］ 研究

发现， 诱导线粒体自噬增强， ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白

表达升高， 线粒体剩余量指标 ＴＯＭ２０、 ＨＳＰ６０ 表

达降低， α⁃ＳＭＡ 表达降低， 肝功能改善、 肝纤维

化减轻； 反之则加重。 本研究发现， 加味济生肾气

汤可激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路， 提高线粒体自

噬 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ 相关蛋白表达， 降低线粒体自噬

ｐ６２ 蛋白表达， 提高线粒体自噬水平， 减少损伤线

粒体剩余量， 抑制 ＨＳＣｓ 活化。
综上所述， 加味济生肾气汤可改善肝纤维化大

鼠症状， 其作用可能与通过激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信

号通路增强线粒体自噬， 抑制肝星状细胞活化及细

胞外基质沉积有关。 本研究创新性揭示 “阳气亏

虚⁃线粒体自噬受损⁃肝纤维化” 的病理关联， 证实

中医 “阳气” 功能与 “线粒体自噬” 功能在微观

层面高度契合， 这与课题组前期研究相类似［２８］。
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