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摘要： 目的　 研究肝复乐胶囊对转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１） 诱导的肝星状细胞 ＬＸ⁃２ 激活的影响。 方法　 ＬＸ⁃２ 细胞

分为对照组、 模型组和肝复乐 １２５、 ２５０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 组。 除对照组外， 其余各组 ＬＸ⁃２ 细胞给予 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 刺激

２４ ｈ 建立肝纤维化模型。 通过分子生物学手段 （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等） 检测细胞中 α⁃平滑肌肌动蛋白 （α⁃
ＳＭＡ）、 Ⅰ型胶原 （ＣＯＬ１Ａ１） 表达。 结合 ＧＣ⁃ＭＳ 法和代谢组学技术检测各组细胞代谢变化， 寻找与肝星状细胞激活

相关差异代谢物， 进行通路富集， 预测可能代谢通路。 结果 　 与模型组比较， 肝复乐各剂量组 ＬＸ⁃２ 细胞 α⁃ＳＭＡ、
ＣＯＬ１Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。 代谢组学分析显示， 丙酸、 丁酸、 苯丙氨酸、 Ｌ⁃苏
氨酸、 肌醇、 Ｄ⁃半乳糖、 甘油、 油酸、 Ｄ⁃甘油酯与肝星状细胞激活关系密切， 且在给药后回调， 并富集得到 ４ 条代谢

途径。 结论　 肝复乐胶囊能够剂量依赖性地抑制 ＴＧＦ⁃β１ 对 ＬＸ⁃２ 细胞的激活， 并缓解其代谢异常， 其机制可能是通过

调节半乳糖代谢， 甘油酯代谢， 苯丙氨酸、 酪氨酸和色氨酸的生物合成， 苯丙氨酸代谢等途径实现的。
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　 　 肝纤维化是一种肝脏损伤病理进程， 常由饮酒、 血吸

虫、 肝炎等致病因素引起。 肝脏受损自我修复过程中， 细

胞外基质增生与胶原沉积引发纤维化进展［１］ 。 肝纤维化伴

随着多种肝脏疾病的发生， 严重的肝纤维化会发展为肝硬

化， 甚至导致肝癌［２］ 。 而肝星状细胞 （ＨＳＣｓ） 激活后转化

为成纤维细胞是肝纤维化发生发展的关键［３］ 。 肝星状细胞

代谢紊乱与肝纤维化进展关系密切， 当肝脏受损时， 肝实

质细胞与肝星状细胞会发生相互作用， 导致线粒体功能紊

乱， 肝实质细胞脂质堆积［４］ 。
肝复乐是潘敏求教授经多年临床观察与研究发明的国

家级抗癌三类新药， 由党参、 白术、 鳖甲等 ２１ 味中药组

成， 具有健脾理气、 化瘀软坚、 清热解毒等功效。 动物药

理实验表明， 肝复乐除对原发性肝癌疗效卓著外， 对实验

性肝纤维化大鼠也具有明显保护作用［５］ 。 但其发挥抗肝纤

维化作用的机制尚未被阐明。 基于此， 本研究构建人肝星

状细胞 ＬＸ⁃２ 体外纤维化模型［６］ ， 采用分子生物学方法检测

肝星状细胞活化标志物， 分析肝复乐对肝星状细胞激活是

否有抑制作用， 再以 ＧＣ⁃ＭＳ 法和代谢组学研究分析肝复乐

对内源代谢物质的影响， 探讨其发挥抑制作用的可能代谢

通路。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人肝星状细胞 ＬＸ⁃２ （武汉普诺赛生命科技有

限公司， 货号 ＣＬ⁃０５６０）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 肝复乐胶囊 （康普药业股份有限公司，
批号 ２０２０１１２８）。 ＬＸ⁃２ 细胞专用培养基 （武汉普诺赛生命

科技有限公司， 批号 ＷＨ０１１１２１０３ＳＰ）； ＴＧＦ⁃β１ 蛋白 （上
海近岸科技有限公司， 批号 ０５２０６１１）； ０􀆰 ２５％ 胰酶消化液、
ＭＴＴ （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 批 号 ２０２００９３０、
２０２１０１１２）； ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 混合染料、 逆转录试剂盒

（南京诺唯赞生物科技股份有限公司， 批号 ７Ｅ４５２Ｋ０、
１Ｄ３５２ＦＥ）； 甲醇、 吡啶、 ｍｅｔｈｏｘｙａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （色谱

纯， 美 国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司， 批 号 １０７６５８２１４３５、
ＳＴＢＫ５６５８、 ＢＣＣＧ１２６１）； ＢＳＴＦＡ （美国 Ｃｅｒｉｌｌｉａｎｔ 公司， 批

号 ＦＮ０５２４１８０２）； ＧＡＰＤＨ 小鼠单克隆抗体、 α⁃ＳＭＡ 兔多克

隆抗体、 ＣＯＬ１Ａ１ 小鼠单克隆抗体 （武汉三鹰生物技术有

限公司， 批号 １００１３０３０、 ０００８２６８７、 ７１０１０１６０）。
１􀆰 ３　 仪器　 免疫印迹电泳系统 （上海天能生命科学有限公

司）； ｑＴＯＷＥＲ３ Ｇ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ ＡＧ
公司）； ２２５ＳＭ⁃ＤＲ 十万分之一分析天平 （瑞士 Ｐｒｅｃｉｓａ 公

司）； 多功能酶标仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； １７３０Ｒ 微量高速

冷冻离心机 ［基因科技 （上海） 股份有限公司］； ＳＷ⁃ＣＪ⁃
２ＦＤ 洁净工作台 （苏州安泰空气技术有限公司）； ＣＫＸ５３
倒置光学显微镜 （日本奥林巴斯公司）； ＣＯ２ 恒温培养箱

（美国赛默飞公司）。
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２　 方法

２􀆰 １　 肝复乐溶液制备 　 取肝复乐内容物 １０ ｇ， 用 ９０ ｍＬ
８０％ 乙醇回流提取， 过滤， 滤渣再次回流提取， 合并 ２ 次

滤液， 冻干， 得到冻干粉 ３􀆰 ４７ ｇ， ＰＢＳ 定容至 １０ ｍＬ， 按原

胶囊质量记， 得到 １ ｇ ／ ｍＬ 混悬液。 用含 １０％ 胎牛血清、
１％ 青链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基稀释至 １０ ｍｇ ／ ｍＬ， ３７ ℃
超声溶解 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌除杂， 得到

１０ ｍｇ ／ ｍＬ 母液。
２􀆰 ２　 细胞培养 　 ＬＸ⁃２ 细胞使用专用培养基培养， 每瓶

ＤＭＥＭ 高糖培养基中含有 １０％ 胎牛血清、 １％ 青链霉素。 待

细胞生长传代至第三代时， 取部分细胞加入细胞冻存液进

行冷冻保存。 ＬＸ⁃２ 细胞接种于 ９６ 孔板中， 细胞密度为 ２×
１０３ ／孔， 过夜贴壁后， 弃上清， 加入含 ０、 １２５、 ２５０、 ５００、
１ ０００、 ２ ０００ μｇ ／ ｍＬ 肝复乐的培养基培养 ２４ ｈ， ＭＴＴ 法检

测细胞活力。 取细胞接种于 ６０ ｍｍ 中皿或 ６ 孔板中， 培养

２４ ｈ， 模型组 ＬＸ⁃２ 细胞给予 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１， 肝复乐 １２５、
２５０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 组在给予 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 和相应剂量肝

复乐共同孵育 ２４ ｈ 后， 中皿细胞用 ＲＩＰＡ 法提取蛋白进行免

疫印记检测。 ６ 孔板细胞用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ 进行实时荧

光定 量 ＰＣＲ 检 测。 对 照 组、 模 型 组、 肝 复 乐 组 （ ５００
μｇ ／ ｍＬ） 细胞使用 ６ 孔板培养， 进行后续代谢组学研究。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测 ＬＸ⁃２ 细胞活力　 设置肝复乐给药质量浓

度为 ０、 １２５、 ２５０、 ５００、 １ ０００、 ２ ０００ μｇ ／ ｍＬ， 以未给药细

胞活力为 １００％ ， ＭＴＴ 法检测各给药组对人肝星状细胞 ＬＸ⁃
２ 的增殖毒性， 每组重复 ６ 次。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白表达　 收

集中皿培养细胞， ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞后提取蛋白， 并进

行蛋白浓度检测， 加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 后金属浴煮沸， 于

－８０ ℃冰箱保存备用。 蛋白样本进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 转

膜， 封 闭， 加 入 ＧＡＰＤＨ （ １ ∶ ２０ ０００）、 α⁃ＳＭＡ （ １ ∶
１ ０００）、 ＣＯＬ１Ａ１ （１ ∶ ５ ０００） 一抗 ４ ℃下孵育 １２ ｈ， 加入

ＨＲＰ 标记二抗 （１ ∶ ５ ０００） 孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 显影后用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件统计条带灰度值， 计算相对表达。
２􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 细 胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ４Ａ２、
ＭＭＰ９、 ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ 表达　 收集各组细胞， ＴＲＩｚｏｌ 法提取

总 ＲＮＡ， 检测 ＲＮＡ 浓度， 使用试剂盒将所得 ＲＮＡ 逆转录

为 ｃＤＮＡ， 加入基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料的扩增试剂盒及引物

进行多聚酶链式反应。 反应条件为 ９５ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ ２０
ｍｉｎ， ６０ ℃ ４５ ｓ， 共 ４０ 次循环， ９５ ℃ １ ｍｉｎ， 通过 ２－ΔΔＣＴ法

处理数据。 引物序列见表 １。
２􀆰 ６　 ＧＣ⁃ＭＳ 样品前处理　 参考文献 ［７］ 报道， 收集各组

细胞， 用 ３７ ℃预热的 ０􀆰 ９％ 生理盐水冲洗， 加入 ４ ℃预冷

的纯水冲洗， 将细胞转移至冰上， 加入－８０ ℃预冷甲醇 ２５０
μＬ 淬灭， 刮刀刮取细胞于 ＥＰ 管中， 再加入－８０ ℃预冷甲

醇 ２５０ μＬ 冲洗 ６ 孔板， 合并溶液。 样本保存于－８０ ℃。 ＥＰ
管反复冻融 ３ 次以裂解细胞 （液氮冷冻 １０ ｍｉｎ， 室温解冻

５ ｍｉｎ）。 ４ ℃下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸取上清 ４００ μＬ
至新 的 ＥＰ 管， 氮 吹 仪 吹 干。 提 前 配 制 好 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ

　 　 　 　 　 　 表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴ

反向 ＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣ
α⁃ＳＭＡ 正向 ＣＣＴＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＣＴＡＡＧＡＣ

反向 ＣＣＡＴＣＡＣＣＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧ
ＣＯＬ１Ａ１ 正向 ＡＡＧＣＴＧＧＡＡＡＡＣＣＴＧＧＴＣＧＴ

反向 ＡＧＣＡＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＧ
ＣＯＬ４Ａ２ 正向 ＧＧＡＣＡＧＡＣＧＡＧＡＣＡＡＣＡＧＣＡ

反向 ＧＡＧＣＴＧＧＣＡＴＡＡＣＡＴＴＧＧＣＧ
ＭＭＰ９ 正向 ＴＣＴＡＴＧＧＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＧＡＡ

反向 ＣＡＴＣＧＴＣＣＡＣＣＧＧＡＣＴＣＡＡＡ
ＴＩＭＰ１ 正向 ＴＣＡＴＴＧＣＴＴＧＴＧＧＡＣＧＧＡＣＣ

反向 ＧＧＡＣＡＣＴＧＴＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＧ

甲氧基⁃吡啶， 向干燥后的 ＥＰ 管中加入 ８０ μＬ， 混匀，
３７ ℃烘箱孵育 ２ ｈ， 加入 ８０ μＬ ＢＳＴＦＡ， 混匀， ８０ ℃水浴

加热 １ ｈ。 室温静置 ５ ｍｉｎ 后， 涡旋混匀， ４ ℃ 下 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取 １００ μＬ 上清， 于内衬管中准备进样。
２􀆰 ７　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析条件 　 参考文献 ［８］ 报道， ＤＢ⁃５ＭＳ 毛

细管柱 （３０ ｍｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ×０􀆰 ２５ μｍ）； 程序升温 （起始温

度 ８０ ℃， 保持 ３ ｍｉｎ， 以 ５ ℃ ／ ｍｉｎ 升温至 ２８０ ℃， 保持 ５
ｍｉｎ）； 进样量 １􀆰 ０ μＬ； 进口温度 ２８０ ℃； 分流进样， 分流

比 １０ ∶ １； 载气高纯氦气， 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 离子源

温度 ２００ ℃； 接口温度 ２８０ ℃； 碰撞能量 ７０ ｅＶ； 全扫描模

式； 扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～６５０； 溶剂切除时间 ５ ｍｉｎ。
２􀆰 ８　 数 据 处 理 与 分 析 　 参考文献 ［ ９］ 报道， 通 过

Ｐｒｏｔｅｏｗｉｚａｒｄ、 指纹图谱相似性评价软件 （２００４） 对所有样

本谱图进行共有峰提取［１０］ 。 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软件对所有峰进

行归一化处理后进行多变量分析 ［主成分分析 （ＰＣＡ） 和

正交⁃偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ］。 统计多变量分

析模型 ＶＩＰ＞１ 的样本为差异代谢物， 对各组差异代谢物进

行单因素方差分析， 确定潜在生物标志物 （ＶＩＰ ＞１ 且 Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 根据潜在生物标志物保留时间、 质荷比、 二级裂解

质谱图等数据， 检索 ＧＣ⁃ＭＳ 数据库、 ＨＭＤＢ 数据库后对生

物标志物进行鉴定。 通过 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ５􀆰 ０ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ） 网站对生物标志物进行通路富集。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两两

比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 肝复乐对 ＬＸ⁃２ 细胞活力的影响 　 如图 １ 所示， ５００
μｇ ／ ｍＬ 剂量以下肝复乐对 ＬＸ⁃２ 细胞活力无明显影响 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， １ ０００、 ２ ０００ μｇ ／ ｍＬ 肝复乐抑制人肝星状细胞 ＬＸ⁃
２ 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此选择 １２５、 ２５０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 进行后

续实验。
３􀆰 ２ 　 肝 复 乐 对 ＬＸ⁃２ 细 胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ４Ａ２、
ＴＩＭＰ１、 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图 ２ 所示， 与对照组

比 较， 模 型 组 ＬＸ⁃２ 细 胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ４Ａ２、
ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达降
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 肝复乐对 ＬＸ⁃２细胞活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 　 　 　

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 肝复乐 ２５０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 组

ＬＸ⁃２ 细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ４Ａ２、 ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 肝复乐对 ＬＸ⁃２ 细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白表达的影

响 　 如图 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组 ＬＸ⁃２ 细胞 α⁃
ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
肝复乐 ２５０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 组 ＬＸ⁃２ 细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明肝复乐能抑制 ＴＧＦ⁃β１ 刺激引

起的 ＬＸ⁃２ 细胞细胞外基质发生及胶原蛋白沉积。 如图 ４ 所

示， 肝复乐并非直接结合 ＴＧＦ⁃β１ 使其失活发挥抑制肝星

状细胞激活作用。 对照组细胞用完全培养基培养 ２４ ｈ， 模

型组细胞用 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 １２ ｈ 后用完全培养基培养 １２ ｈ，
　 　 　 　 　

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 肝复乐对 ＬＸ⁃２细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ４Ａ２、 ＴＩＭＰ１、 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 肝复乐对 ＬＸ⁃２细胞 α⁃ＳＭＡ、 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

肝复乐组细胞用 ＴＧＦ⁃β１ 刺激 １２ ｈ 后加入含 ５００ μｇ ／ ｍＬ 肝

复乐的完全培养基培养 １２ ｈ。 在肝复乐与 ＴＧＦ⁃β１ 未同时存

在时， 肝复乐依旧能抑制肝星状细胞活化标志 α⁃ＳＭＡ
表达。
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 肝复乐与 ＴＧＦ⁃β１ 未同时存在时对 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 ＧＣ⁃ＭＳ 分 析 结 果 　 对照组、 模型组和肝复乐组

　 　 　 　
（５００ μｇ ／ ｍＬ） 细胞衍生化后ＴＩＣ 色谱图见图５， 每组８个样本。

图 ５　 代谢组学样本 ＴＩＣ 色谱图

３􀆰 ５　 ＰＣＡ、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析　 ＰＣＡ 评分见图 ６Ａ， 由此可知，
对照组样本与模型组样本之间分离明显， 肝复乐组样本介

于对照组与模型组之间， 表明肝复乐组有向对照组转变的

趋势。 ＰＣＡ 分析模型 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ７８３， 表示该模型拟合度较

好； Ｑ２ 为 ０􀆰 ４２９， 表示该模型预测能力一般。 因此进一步

使用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析， 见图 ６Ｂ， 由此可知， 模型组代谢物与

对照组相比具有显著差别， 而肝复乐组能明显回调 ＬＸ⁃２ 细

胞代谢紊乱。 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型 Ｒ２Ｘ 为 ０􀆰 ６６４， Ｒ２Ｙ 为 ０􀆰 ９０８，
Ｑ２ 为 ０􀆰 ８４１； 对 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型进行 ２００ 次置换检验， 结果

见图 ６Ｃ， Ｒ２Ｙ 轴截距为 ０􀆰 ３３６， Ｑ２Ｙ 轴截距为－０􀆰 ４２６， 表明

该模型质量良好， 预测准确， 且没有过拟合现象。 根据以

上分析结果， 以 ＶＩＰ＞１ 筛选 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型中的化合物为潜

在差异代谢物。
３􀆰 ６　 肝复乐对 ＬＸ⁃２ 细胞激活后代谢产物的影响 　 基于

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型筛选的潜在差异代谢物， 进一步使用单因素

方差分析 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 进行筛选。 对于 ＴＧＦ⁃β１ 造成的 ＬＸ⁃２
细胞代谢异常， 肝复乐对其中 ９ 种代谢物有回调效果， 分

别为丙酸、 丁酸、 苯丙氨酸、 Ｌ⁃苏氨酸、 Ｄ⁃半乳糖、 肌醇、
甘油、 油酸、 Ｄ⁃甘油酯。 其中， 丙酸、 丁酸、 苯丙氨酸、
Ｌ⁃苏氨酸、 肌醇在造模后含量降低， Ｄ⁃半乳糖、 甘油、 油

酸、 Ｄ⁃甘油酯在造模后含量升高。 统计对照组、 模型组和

肝复乐组中上述 ９ 种不同差异代谢物的峰面积， 每个差异
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图 ６　 ＰＣＡ、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

代谢物的相对浓度的比较结果见图 ７， 提示这 ９ 种代谢物为

肝复乐调节 ＬＸ⁃２ 代谢异常的潜在生物标志物。
３􀆰 ７　 肝复乐对 ＬＸ⁃２ 细胞激活后代谢通路的影响 　 使用

ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ６􀆰 ０ 对以上生物标志物进行分析， 并构建 ＬＸ⁃
２ 的代谢通路富集图。 如图 ８ 所示， 其中 ４ 条途径符合

Ｐａｔｈｗａｙ ｉｍｐａｃｔ＞０ 且－ ｌｏｇ （Ｐ） ＞ １ 条件， 分别为半乳糖代

谢， 半乳糖代谢， 甘油酯代谢， 苯丙氨酸、 酪氨酸和色氨

酸的生物合成， 苯丙氨酸代谢。
３􀆰 ８　 肝复乐主要作用代谢通路分析　 建立生物标志物与代

谢通路代谢示意 （图 ９）， 这可能是肝复乐抑制肝星状细胞

激活可能机制。
４　 讨论

肝纤维化是指各种慢性肝病进展中肝内纤维生成与降

解失衡， 致使过多胶原在肝内沉积， 诱因包括饮酒、 非酒

精性脂肪性肝、 病毒性肝炎、 胆汁淤积性肝病等［１１］ 。 肝星

状细胞在肝纤维化中起核心作用， 在多种肝损伤刺激下，
由静息状态激活， 促进肝纤维化形成［１２］ 。 本研究采用 ＴＧＦ⁃

β１ 诱导肝星状细胞系 ＬＸ⁃２ 细胞， 激活标志物 α⁃ＳＭＡ
ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达， 并 促 进 胶 原 及 关 键 酶 ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ４Ａ２、 ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ 表达， 而降低 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达，
表明 ＬＸ⁃２ 细胞纤维化模型成功［１３］ 。 α⁃ＳＭＡ 同时也是 ＥＣＭ
发生的标志物， 在各种损伤刺激下， 肝星状细胞过度激活

会导致 ＥＣＭ 大量沉积， 最终导致肝组织结构破坏和功能障

碍， 导致肝纤维化发生［１４］ 。 而肝复乐给药后能够明显阻止

ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ＬＸ⁃２ 细胞的活化。
肝复乐包含党参、 白术、 鳖甲、 沉香等 ２１ 味中药， 具

有清热解毒、 健脾理气、 活血化瘀等多方面作用［１５］ 。 为进

一步研究肝复乐对肝星状细胞代谢调控作用。 本研究采用

ＧＣ⁃ＭＳ 进行代谢组学分析， 筛选得到丙酸、 丁酸、 苯丙氨

酸、 Ｌ⁃苏氨酸、 Ｄ⁃半乳糖、 肌醇、 甘油、 油酸、 Ｄ⁃甘油酯 ９
个潜在生物标志物， 主要涉及半乳糖代谢、 甘油酯代谢、
苯丙氨酸、 酪氨酸和色氨酸的生物合成、 苯丙氨酸代谢 ４
条代谢通路。 半乳糖代谢异常可能影响正常渗透压， 导致

细胞肿胀、 功能障碍、 代谢紊乱［１６］ ， 并通过氧化反应生成
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 肝复乐对代谢物相对峰面积的影响

图 ８　 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 分析的主要通路图

醛糖和过氧化氢， 并生成氧自由基， 导致细胞氧化损

伤［１７］ 。 与模型组比较， 肝复乐组 Ｄ⁃半乳糖含量降低， 肌醇

含量升高， 起到保护细胞的作用。 苯丙氨酸与能量代谢关

系密切， 可以转化为延胡索酸， 异亮氨酸进一步可以转化

为琥珀酰辅酶， 从而参与三羧酸循环［１８］ 。 本研究发现， 苏

氨酸、 苯丙氨酸在模型组中含量均降低， 给药后得到明显

回调， 表明肝复乐能有效干预 ＴＧＦ⁃β１ 导致的 ＬＸ⁃２ 细胞氨

基酸代谢紊乱， 提高细胞对氨基酸的摄入和利用。 脂质代

谢紊乱与肝星状细胞激活密切相关， 异常增加的脂质通过

影响脂质代谢平衡和增强脂质过氧化反应促进肝纤维化发

生［１９］ 。 与模型组比较， 肝复乐给药可以有效降低甘油、 油

酸、 Ｄ⁃甘油酯含量。
综上所述， 肝复乐可抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肝星状细胞活

化和纤维化， 其机制可能与调节半乳糖代谢、 甘油酯代谢、
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图 ９　 肝复乐通过多重代谢途径抑制 ＬＸ⁃２激活路径

苯丙氨酸、 酪氨酸和色氨酸的生物合成、 苯丙氨酸代谢多

条代谢通路有关。 本研究进一步阐明了肝复乐胶囊在肝纤

维化中的保护作用， 为其在预防或逆转肝纤维化应用中奠

定坚实基础。

参考文献：

［ １ ］ 　 王　 娟， 杨晶晶， 周仁鹏， 等． 肝纤维化小鼠模型研究现状

［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２２， ３２（２）： １０５⁃１１０．
［ ２ ］ 　 Ａｎ Ｌ， Ｌｉｎ Ｙ Ｆ， Ｌｉ Ｌ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， １１： ６１８２６２．

［ ３ ］ 　 Ｗｕ Ｘ Ｙ， Ｄｏｎｇ Ｗ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｔ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｒｅｇｕｌｉｎ （ＥＲＥＧ）
ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ （ＭＲＴＦ⁃Ａ） ｆｏｒｍ ａ
ｆｅｅｄｆｏｒｗａｒｄ ｌｏｏｐ ｔｏ ｄｒｉｖｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２１， ８： ５９１２４６．

［ ４ ］ 　 Ｂｏｕｒｅｂａｂａ Ｎ， Ｍａｒｙｃｚ Ｋ． Ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ—Ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｏｖｅｒｖｉｅｗ［ Ｊ］ ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０２１， １７０： １０５７３９．

［ ５ ］ 　 陈立峰， 徐琳本， 陈莉萍， 等． 肝复乐对实验性肝硬化大鼠

模型的保护作用 ［ Ｊ］ ． 中药药理与临床， ２０００， １６ （ ６）：
３１⁃３３．

［ ６ ］ 　 杨淑娟， 何英利， 马晓华， 等． 碧萝芷通过下调 ＥＲＫ 磷酸化

及自噬水平抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肝星状细胞活化［ Ｊ］ ． 中国

病理生理杂志， ２０１６， ３２（１２）： ２２６１⁃２２６５．
［ ７ ］ 　 徐　 佳， 刘其南， 翟园园， 等． 二至丸抗大鼠肾细胞衰老的

ＧＣ⁃ＭＳ 代谢组学研究［ Ｊ］ ． 南京中医药大学学报， ２０１９， ３５
（４）： ４５８⁃４６４．

［ ８ ］ 　 Ｑｕ Ｌ Ｈ， Ｘｕ Ｙ Ｙ， Ｃａｏ Ｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｏｉｌ ｏｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｔｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２０， １２７： １１０１３０．

［ ９ ］ 　 Ｑｕ Ｌ Ｈ， Ｓｈｉ Ｋ， Ｘｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｏｌｉｄｅ⁃１ ｔａｒｇｅｔｓ ＳＰＨＫ１
ａｎｄ Ｂ４ＧＡＬＴ２ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｆｌｏｒａ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， ９８： １５３９４５．

［１０］ 　 郭耀光， 孙光伟， 杨　 玲， 等． 基于 ＧＣ⁃ＭＳ 的针刺治疗类风

湿性关节炎的代谢组学研究［ Ｊ］ ． 针刺研究， ２０２１， ４６（２）：
１４５⁃１５１．

［１１］ 　 Ａｙｄıｎ Ｍ Ｍ， Ａｋçａｌı Ｋ Ｃ． Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｔｕｒｋ Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１８， ２９（１）： １４⁃２１．

［１２］ 　 Ｋｉｓｓｅｌｅｖａ Ｔ， Ｂｒｅｎｎｅｒ Ｄ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ
Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０２１， １８（３）： １５１⁃１６６．

［１３］ 　 吕　 莹， 郝尧坤， 张照兰． 基于 Ｓｍａｄ 通路研究软肝丸对

ＴＧＦ⁃β１ 诱导的肝星状细胞的影响［Ｊ］ ． 河南中医， ２０２１， ４１
（７）： １０２８⁃１０３３．

［１４］ 　 任婷玉， 聂赫中容， 肖利佳， 等． 过表达 ＨＢｘ 的肝细胞对肝

星状细胞增殖和活化的影响及其机制［ Ｊ］ ． 临床肝胆病杂

志， ２０２１， ３７（７）： １５６１⁃１５６６．
［１５］ 　 潘　 宇， 徐　 菲， 龚　 辉， 等． 基于网络药理学探讨肝复乐

防治原发性肝癌的作用机制［ Ｊ］ ． 中成药， ２０２０， ４２（１２）：
３１７２⁃３１７９．

［１６］ 　 薛子钰， 华永丽， 李锦霞， 等． 当归不同炮制品挥发油给药

大鼠的尿液代谢组学研究［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１６， ４１
（５）： ９２８⁃９３９．

［１７］ 　 庞溢媛， 周玉枝， 宋　 佳， 等． 基于１Ｈ⁃ＮＭＲ 血清和肝脏代

谢组学的黄芩叶抗衰老作用研究［ Ｊ］ ． 药学学报， ２０２０， ５５
（１）： ７４⁃８２．

［１８］ 　 马新雨， 王志鹏， 田　 杰， 等． 以三种非极性氨基酸为例探

讨氨基酸合成代谢的化学原理［ Ｊ］ ． 大学化学， ２０１９， ３４
（３）： ２３⁃３１．

［１９］ 　 刘佳萱， 李彬彬， 张利芬， 等． 脂质代谢和肝纤维化关系的

研究进展［Ｊ］ ． 第二军医大学学报， ２０１８， ３９（５）： ５３１⁃５３４．

８７６

２０２４ 年 ２ 月

第 ４６ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ２


