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摘要： 目的　 探讨复方守宫散对四氯化碳 （ＣＣｌ４） 致肝组织炎症⁃纤维化小鼠的保护作用。 方法　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄

性小鼠随机分为正常组、 模型组和复方守宫散低、 中、 高剂量组 （２􀆰 ５、 ５、 １０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。 除正常组外， 其余

各组采用 ＣＣｌ４ 诱导肝组织炎症⁃纤维化小鼠模型， 于建模第 ３ 周始至第 ６ 周末， 各给药组灌胃给予相应剂量药物。 给

药结束后， 称定小鼠体质量， 取肝组织， 测定肝质量并计算肝指数； 采用试剂盒检测血清谷丙转氨酶 （ＡＬＴ）、 谷草

转氨酶 （ＡＳＴ） 活性和透明质酸 （ＨＡ）、 层粘连蛋白 （ＬＮ） 水平； ＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝组织病理形态； 免疫组

化法检测肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃ɑ、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ɑ⁃ＳＭＡ、 ＩＬ⁃６ 蛋白表达。
结果　 与正常组比较， 模型组小鼠肝质量、 肝指数、 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性和 ＨＡ、 ＬＮ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肝组织可

见汇管区及周边炎细胞浸润及纤维组织增生， 胶原面积占比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃ɑ、 ＩＬ⁃６、 ɑ⁃ＳＭＡ、 ｐ⁃ＪＡＫ１、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 复方守宫散中、 高剂量组小鼠肝质量、 肝指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
各给药组血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性及 ＨＡ、 ＬＮ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织炎症、 纤维化情况改善， 胶原面积占

比降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃ɑ、 ＩＬ⁃６、 ɑ⁃ＳＭＡ、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 复方守宫散能改善 ＣＣｌ４ 所致小鼠肝组织炎症⁃纤维化病变， 其作用与抑制 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路介导的炎症反

应密切相关。
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　 　 肝纤维化是各种慢性肝病进展至肝硬化甚至终

末期肝癌的关键风险因素， 有研究表明肝纤维化可

以被逆转［１］。 中药具有多靶点、 多效应、 低毒性

等特点， 在肝纤维化逆转中显现出良好的应用前

景［２］。 复方守宫散是由安徽中医药大学第一附属

医院制剂中心依据该院肿瘤科经验用方研制而成的

院内中药制剂， 二十余年临床实践表明， 其具有良

好的抗肿瘤作用［３］。 相关基础研究证实， 复方守

宫散能显著抑制肝癌细胞体内外生长并抑制其迁

移、 侵袭能力［４⁃５］。 肝纤维化是导致肝癌发生的主

要风险因素， 二者具有类似的中医病机， 即 “正
虚血瘀” ［６］。 炎症是导致肝纤维化病变的内在诱

因， 而 Ｊａｎｕｓ 激酶 １ （ ＪＡＫ１） ／信号转导和转录激

活因子 ３ （ＳＴＡＴ３） 信号通路被证实是介导炎症反

应和纤维化过程的关键信号通路之一［７⁃８］。 因此，
复方守宫散可能通过调控 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路介

导的炎症反应而干预肝纤维化的发生发展。 本研究

基于 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路探讨复方守宫散对四氯

化碳 （ＣＣｌ４） 致小鼠炎症⁃纤维化病变的保护作用，
以期为其临床治疗肝纤维化提供理论依据， 也为开

发新型抗肝纤维化药物提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ３０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠， ６～８
周龄， 体质量 （２０±２） ｇ， 购自杭州子源实验动物科

技有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （浙）
２０１９⁃０００４，动物质量合格证号 ２０２４０７０１Ａｂｚｚ０１０５０００５９５］，
饲养于安徽中医药大学第一附属医院实验动物中心

动物房， 环境温度 （２２ ± ２） ℃， 相对湿度 （６０ ±
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１０）％ ， 常规进食， 自由饮水， 适应性饲养 １ 周后

开始实验。 本研究动物实验经安徽中医药大学第一

附属医院动物实验伦理委员会审核批准 （批准号

ＡＺＹＦＹ⁃２０２４⁃２００１）。
１􀆰 ２　 药物 　 ＣＣｌ４ （货号 Ｒ０３３１６８⁃１００ ｍＬ， 色谱

纯， 纯度≥９９􀆰 ０％ ）、 橄榄油 （货号 Ｒ００２０１０⁃１００
ｍＬ， 分析纯）， 购自上海易恩化学技术有限公司。
氨基甲酸乙酯（又名乌拉坦， 货号 Ｕ８２０３３３⁃２５ｇ），
购自上海麦克林生化科技股份有限公司。

复方守宫散 （皖药制备字 Ｚ２０２００００８０００）， 由

安徽中医药大学第一附属医院制剂中心生产加工而

成的院内制剂， 组方饮片守宫、 生晒参、 制何首

乌、 三七、 没药、 梅花， 购于该院药房 （批号

２０２３０８２５）。 实验时， 按组方剂量称取上述饮片，
加适量蒸馏水浸泡 ０􀆰 ５ ｈ 后， 武火煮沸， 文火煎煮

０􀆰 ５ ｈ， 过滤， 保存备用。
１􀆰 ３　 试剂 　 谷丙转氨酶 （ ＡＬＴ）、 谷草转氨酶

（ＡＳＴ） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研究所有

限公司， 货号 Ｃ００９⁃２⁃１、 Ｃ０１０⁃２⁃１）； 透明质酸

（ＨＡ）、 层粘连蛋白 （ＬＮ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （武汉基

因美 生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 ＪＹＭ０５１４Ｍｏ、
ＪＹＭ０１９３Ｍｏ）； 苏木精、 伊红、 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液

（珠海贝索生物技术有限公司， 货号 ＢＡ４０４１、
ＢＡ４０２４、 ＢＡ４０７９Ｂ）； 过氧化物酶封闭液、 ＤＡＢ 显

色液 （福州迈新生物技术开发有限公司， 货号 ＳＰ
ｋｉｔ⁃Ａ３、 ｋｉｔ⁃５２３０ ）； ＲＩＰＡ 裂 解 液 （ 强 ）、 ＰＭＳＦ
（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 ５×ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液（上
海碧云天生物技术股份有限公司， 货号 Ｐ００１３Ｂ、
ＳＴ５０６、 Ｐ００１５Ｌ）； 预染蛋白 Ｌａｄｄｅｒ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 货号 ２６６１７）； ＰＶＤＦ 膜 （德
国 Ｍｅｒｃｋ 公司， 货号 ＩＰＶＨ０００１０）； 白介素 （ＩＬ） ⁃
１β、 肿瘤坏死因子⁃α （ ＴＮＦ⁃α）、 ＩＬ⁃６、 α⁃平滑肌

肌动蛋白 （ α⁃ＳＭＡ）、 β⁃肌动蛋白 （ β⁃ａｃｔｉｎ）、 磷

酸化 （ ｐ） ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗体 （江苏亲科生物

研 究 中 心 有 限 公 司， 货 号 ＡＦ５１０３、 ＡＦ７０１４、
ＤＦ６０８７、 ＡＦ１０３２、 ＡＦ７０１８、 ＡＦ２０１２、 ＡＦ３２９３ ）；
辣根酶标记山羊抗小鼠、 山羊抗兔 ｌｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 二

抗 （北京中杉金桥生物技术有限公司， 货号 ＺＢ⁃
２３０５、 ＺＢ⁃２３０１）； Ｓｕｐｅｒ Ｓｉｇｎａｌ Ｗｅｓｔ Ｐｉｃｏ 化学发光

底物 （广东珠江桥生物科技股份有限公司， 货号

Ｄ０４５⁃１）。
１􀆰 ４　 仪器 　 全波长酶标仪 （型号 Ｅｐｏｃｈ２， 美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 生物组织自动脱水机、 包埋机 （型
号 ＺＴ⁃１２Ｍ、 ＹＢ⁃７ＬＦ， 湖北孝感亚光医用电子技术

有限公司）； 切片机 （型号 ＲＭ２０１６， 德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； 冷冻研磨仪 （型号 ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃２４ ／ ３２ ／ ４８ ／ ６４ ／
９６， 上海净信实业发展有限公司）； 高速冷冻离心

机 （型号 ５４３０Ｒ， 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 正置显

微镜 （型号 ＣＸ４１， 日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 荧光化

学发光检测仪 （型号 ＵＶＰ ｃｈｅｍｉｓｔｕｄｉｏ ８１５， 德国

Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小

鼠随机分为正常组、 模型组和复方守宫散低、 中、
高剂量组 （２􀆰 ５、 ５、 １０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 除正常

组外， 其余各组小鼠腹腔注射 １５％ ＣＣｌ４ 橄榄油溶

液 （２ ｍＬ ／ ｋｇ） ［９］， 每周 ３ 次， 持续 ６ 周， 建立肝

组织炎症⁃纤维化小鼠模型， 正常组小鼠腹腔注射

橄榄油溶液 （２ ｍＬ ／ ｋｇ）。 于建模第 ３ 周始至第 ６
周末， 各给药组给予相应剂量药物， 每天 １ 次， 正

常组和模型组小鼠灌胃给予等量蒸馏水， 并于每周

起始称定小鼠体质量， 观察活动度变化。 给药结束

后， 各组小鼠禁食不禁水饥饿处理 １２ ｈ， 称定体质

量后麻醉小鼠， 随后摘除眼球取血， 离心获取血

清； 解剖获取小鼠肝组织， 称定质量并计算肝指

数， 取肝右叶用 ４％ 多聚甲醛固定， 剩余肝组织于

－８０ ℃保存。
２􀆰 ２　 血清指标检测　 取小鼠血清， 按试剂盒说明

书操作， 检测 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性及 ＨＡ、 ＬＮ 水平。
２􀆰 ３　 ＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝组织病理形态　 ＨＥ
染色： 取经 ４％ 多聚甲醛固定的小鼠肝组织， 进行

石蜡包埋， 切 ５ μｍ 薄片， 经二甲苯脱蜡后用梯度

乙醇水化， 苏木精染色 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 分化、 返蓝，
伊红复染 ３ ｍｉｎ， 乙醇脱水， 二甲苯透明， 中性树

胶封片， 在光学显微镜下观察病理学特征并拍照。
Ｍａｓｓｏｎ 染色： 组织切片常规脱蜡水化后， 滴加

Ｗｅｉｇｅｒｔ 铁苏木素染色液染色 ５ ｍｉｎ， 丽春红⁃酸性

品红染色肌纤维 ５ ｍｉｎ， １％ 磷钼酸分化 １ ｍｉｎ， 苯

胺蓝染胶原纤维 ５ ｍｉｎ， 弱酸冲洗后脱水、 透明、
封片， 在正置显微镜下观察纤维化特异性染色情

况， 并对每张切片随机选取 ３ 个视野拍照， 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析胶原面积占比。
２􀆰 ４　 免疫组化染色法检测肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达　 取肝组织石蜡切片脱

蜡至水， 以柠檬酸钠溶液作为抗原修复液， 将组织

切片和柠檬酸钠溶液高温煮沸 １５ ｍｉｎ 后， 冷却至

室温， 滴加 ３％ Ｈ２Ｏ２， 室温封闭 １０ ｍｉｎ， 加入一抗

４ ℃孵育过夜； 次日， 取出切片恢复至室温， 使用
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ＰＢＳＴ 溶液洗去一抗和其他杂质， 滴加二抗室温孵

育 １ ｈ。 ＤＡＢ 显色， 苏木素复染， 脱水， 中性树胶

封片， 于正置显微镜下观察染色情况， 并对每张切

片随机选取 ３ 个视野拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

阳性染色面积占比。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ＩＬ⁃６、 α⁃ＳＭＡ 蛋白

表达　 取于－８０ ℃保存的小鼠肝组织， 加入裂解液

裂解， 提取总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 进行

１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 转至 ＰＶＤＦ 膜上，
用 ５％ 脱脂奶粉溶液室温下封闭 ２ ｈ， 加入一抗 β⁃
ａｃｔｉｎ、 α⁃ＳＭＡ、 ＩＬ⁃６ （１ ∶ ２ ０００） 置于水平摇床上

４ ℃ 孵育过夜； 次日， 将 ＰＶＤＦ 膜室温下复温

３０ ｍｉｎ后， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 加入二

抗山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育 １􀆰 ５ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗膜。 均匀滴加 ＥＣＬ 底物于 ＰＶＤＦ 膜上显

影， 拍照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行积分

吸光度值 （ＩＡ） 分析， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目

标蛋白相对表达量。
２􀆰 ６　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０． ３ 软

件进行处理， 数据以平均数±标准差 （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 Ｔｕｋｅｙ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠体质量、
肝质量、 肝指数的影响　 由表 １ 可知， 与正常组比

较， 模型组小鼠体质量降低， 但差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 肝质量、 肝指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 各给药组小鼠体质量差异无统计学意

义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 复方守宫散中、 高剂量组肝质量、
肝指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 １　 各组小鼠体质量、 肝质量、 肝指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 体质量 ／ ｇ 肝质量 ／ ｇ 肝指数

正常组 ２５􀆰 １３３±１􀆰 ３８４ １􀆰 ０７５±０􀆰 １００ ０􀆰 ０４３±０􀆰 ００３
模型组 ２３􀆰 ６００±０􀆰 ７０４ １􀆰 ４０３±０􀆰 ０５８∗∗ ０􀆰 ０５９±０􀆰 ００４∗∗

复方守宫散低剂量组 ２３􀆰 ５５０±１􀆰 ９６７ １􀆰 ３００±０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０５６±０􀆰 ００５
复方守宫散中剂量组 ２３􀆰 ９１７±１􀆰 ２６７ １􀆰 １９５±０􀆰 ０７０＃＃ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ００３＃＃

复方守宫散高剂量组 ２４􀆰 ４６７±０􀆰 ７９９ １􀆰 １３７±０􀆰 ０６２＃＃ ０􀆰 ０４７±０􀆰 ００２＃＃

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

３􀆰 ２　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠血清

ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性的影响　 由表 ２ 可知， 与正常组比

较， 模型组小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈现剂量

依赖性。
表 ２　 各组小鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性比较 （ ＩＵ ／ Ｌ， ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 ＡＬＴ ＡＳＴ

正常组 １９􀆰 ４１±１３􀆰 ６８ ４７􀆰 ６１±８􀆰 ９０
模型组 ８３５􀆰 ６０±８３􀆰 ０７∗∗ ３８７􀆰 ７２±１８􀆰 ４２∗∗

复方守宫散低剂量组 ６１０􀆰 ２６±５２􀆰 ９５＃＃ ３４７􀆰 ００±８􀆰 ４８＃

复方守宫散中剂量组 ５３４􀆰 ７１±１７􀆰 ３６＃＃ ２９３􀆰 ２６±１０􀆰 ３８＃＃

复方守宫散高剂量组 ５０１􀆰 ４３±１５􀆰 １７＃＃ ２５５􀆰 ３９±２２􀆰 ８５＃＃

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

３􀆰 ３　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠血清 ＨＡ、
ＬＮ 水平的影响　 由表 ３ 可知， 与正常组比较， 模

型组小鼠血清 ＨＡ、 ＬＮ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 各给药组小鼠血清 ＨＡ、 ＬＮ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性。
３􀆰 ４　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠肝组织病

理形态的影响

３􀆰 ４􀆰 １　 各组小鼠肝组织病变情况 　 由图 １ 可知，

　 　 　表 ３　 各组小鼠血清 ＨＡ、 ＬＮ 水平比较 （ｎｇ ／ ｍＬ， ｘ± ｓ，
ｎ＝６）

组别 ＨＡ ＬＮ

正常组 ４􀆰 ６３６±０􀆰 １４５ ５􀆰 ２４１±０􀆰 １９０

模型组 ５􀆰 ６７８±０􀆰 １３０∗∗ ６􀆰 ９０２±０􀆰 ６７０∗∗

复方守宫散低剂量组 ５􀆰 ３５５±０􀆰 １２９＃＃ ６􀆰 １８５±０􀆰 １９１＃

复方守宫散中剂量组 ５􀆰 ０６０±０􀆰 １７８＃＃ ５􀆰 ７４８±０􀆰 １８３＃＃

复方守宫散高剂量组 ４􀆰 ８８６±０􀆰 ０９９＃＃ ５􀆰 ５９４±０􀆰 ３０９＃＃

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

正常组小鼠肝小叶结构正常， 肝细胞成单层索状排

列整齐， 胞核大小一致， 胞质丰富， 无炎症细胞浸

润或纤维化； 模型组小鼠肝小叶结构紊乱， 肝细胞

质中多处可见大小不等的空泡， 胞核大小不一， 汇

管区明显变宽， 并伴有炎细胞浸润； 各给药组小鼠

肝组织细胞空泡样病变、 炎细胞浸润均有所改善。
３􀆰 ４􀆰 ２　 各组小鼠肝组织胶原纤维表达情况　 由图

２ 可知， 正常组小鼠肝脏结构正常， 汇管区周围未

见胶原纤维增生； 与正常组比较， 模型组小鼠肝组

织结构紊乱， 汇管区可见大量胶原纤维增生， 正常

肝小叶结构被破坏， 形成假小叶， 胶原面积占比升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各给药组小鼠肝组织结构均有改

善， 纤维间隔变细、 减少， 胶原面积占比降低
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图 １　 各组小鼠肝脏病理学特征 （ＨＥ 染色， ×１００）

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

图 ２　 各组小鼠肝组织胶原纤维表达情况比较 （Ｍａｓｓｏｎ 染色， ×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠肝组织 ＩＬ⁃
１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响　 由图

３～４ 可知， 与正常组比较， 模型组小鼠肝组织 ＩＬ⁃
１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 α⁃ＳＭＡ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 α⁃ＳＭＡ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈现剂量依赖性。
３􀆰 ６　 复方守宫散对肝脏炎症⁃纤维化小鼠肝组织 ｐ⁃
ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响　 由图 ５ 可知， 与

正常组比较， 模型组小鼠肝组织 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药

组小鼠肝组织 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为复方守宫散低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠肝组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α蛋白表达比较 （免疫组化， ×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为复方守宫散低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠肝组织 ＩＬ⁃６、 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

“炎症⁃纤维化” 病变是一个连续且相互影响

的病理过程， 炎症持续刺激可导致肝星状细胞

（ＨＳＣ） 活化， 进而转化为肌成纤维细胞样细胞，
大量合成和分泌细胞外基质 （ＥＣＭ）， 最终导致肝

纤维化［１０］。 ＣＣｌ４ 致肝细胞损伤可引起宿主炎症修

复， 持续导致肝纤维化病变， 是目前复制小鼠肝纤

维化模型的经典方法， 其病理生理学过程与人类肝

纤维化的发病过程极为相似［１１］。 生理状态下， 血

清中 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 处于较低水平， 肝损伤时肝细胞膜

破裂而释放入血， 能快速被检出， 被视为评估肝损

伤的标志性指标［１２］。 肝纤四项包括 ＨＡ、 ＬＮ、 Ⅲ
型前胶原 （ＰＣ⁃Ⅲ）、 Ⅳ型胶原 （Ⅳ⁃Ｃ）， 常与肝功

能指标联合评估肝脏纤维化病变情况［１３］。 本研究

通过复制 ＣＣｌ４ 致小鼠肝纤维化模型， 给予梯度剂

量复方守宫散干预， 评估其肝保护作用， 结果发现

复方守宫散可显著抑制小鼠肝损伤后的肝质量、 肝

指数升高， 降低血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性及 ＨＡ、 ＬＮ 水

平， 提示复方守宫散能拮抗 ＣＣｌ４ 诱导的小鼠肝纤

维化。
肝纤维化是肝脏对持续受到的慢性损伤的一种

修复性反应［１４］， 而炎症正是驱动这一过程的核心

机制［１５］。 其中， 过度炎症反应可刺激 ＨＳＣ 活化，
大量合成胶原纤维， 导致肝脏内基质成分异常积

聚。 本研究病理学观察结果发现， ＣＣｌ４ 所致肝损

伤表现为多处区域可见大小不一的空泡样结构， 汇

管区明显变宽， 炎细胞浸润， 同时伴有胶原纤维沉

积及坏死性损伤。 复方守宫散干预后， 模型小鼠肝

组织病理形态得到明显改善， 并延缓了肝纤维化

进程。
ＩＬ⁃６ 作为肝损伤应答过程中产生的核心促炎因

子， 在维持机体生理稳态中发挥不可替代的作
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为复方守宫散低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组小鼠肝组织 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达比较 （免疫组化， ×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

用［１６］。 ＩＬ⁃６ 通过启动炎症级联反应来诱导 ＨＳＣ 活

化， 促进纤维化， 而这种持续释放 ＥＣＭ 的纤维化

微环境又可反向增强 ＩＬ⁃６ 的炎症信号， 形成 “炎
症⁃纤维化” 正反馈［１７］。 α⁃ＳＭＡ 作为肌成纤维标志

性蛋白， 在炎症刺激下， 处于静息状态下的 ＨＳＣ
被激活， 大量合成 α⁃ＳＭＡ 并转化为肌成纤维细胞，
进而引发纤维化［１８］。 本研究发现， 与模型组相比，
复方守宫散干预后， α⁃ＳＭＡ 蛋白表达明显降低，
表明其通过抑制 ＨＳＣ 活化来减少细胞外基质沉积，
从而缓解纤维化进程。 同时， 复方守宫散可显著下

调 ＩＬ⁃６ 蛋白表达， 通过抑制促炎因子的释放来阻

断 “炎症⁃纤维化” 的恶性循环。
ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路是多种炎症 ／细胞因子

介导胞内信号转导的共同途径， 其参与多种生物学

过程［１９］。 相关研究表明， ＩＬ⁃６ 与其受体结合后，
可磷酸化 ＪＡＫ１， 进而诱导 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化， 同

时与受体分离后形成二聚体进入核内， 激活靶基因

的转录和表达， 从而促进 ＨＳＣ 增殖， 同时也促进

ＥＣＭ 沉积， 推动纤维化进程［２０］。 本研究结果显

示， 复方守宫散干预后， 肝脏 “炎症⁃纤维化” 小

鼠肝组织 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白阳性表达显著降

低， 下调 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的活化， 继而减缓

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 等促炎因子的释放， 有效降低 ＣＣｌ４
诱导小鼠的炎症水平， 阻断 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通

路， 提示复方守宫散通过抑制过度炎症反应有效干

预纤维化进程来发挥肝保护作用。
综上所述， 本研究发现复方守宫散对 ＣＣｌ４ 诱

导的小鼠肝脏 “炎症⁃纤维化” 具有明显的抑制作

用， 揭示了中药复方通过多靶点协同作用来改善小

鼠肝组织结构和炎症因子水平， 其抗纤维化作用可

能与抑制 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号转导通路密切相关。
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摘要： 目的　 探究血必净注射液对高糖高脂 （ＨＧ ／ ＨＦ， ４４ ／ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导血管内皮细胞损伤的影响。 方法　 先设

置对照组和 ２、 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组； 后设置对照组、 ＨＧ ／ ＨＦ 组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射

液组； 最后设置对照组、 ＨＧ ／ ＨＦ 组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２ （ＰＩ３Ｋ 抑制剂） 组。 采用 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导建立 ＨＵＶＥＣｓ 细胞损伤模型； 划痕实验检测细胞修复能力；
ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖能力； ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液内皮素⁃１ （ＥＴ⁃１） 水平； 生化试剂盒检测细胞上清液一氧

化氮 （ＮＯ） 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路相关蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞肿瘤坏死

因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６ （ ＩＬ⁃６） ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细胞修复能力、 细胞迁移能

力及细胞存活率均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净

注射液组细胞修复能力、 细胞迁移能力及细胞存活率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０
μＬ ／ ｍＬ血必净注射液组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋ＬＹ２９４００２ 组细胞 ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平

和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 血必净注射液可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路改善 ＨＧ ／
ＨＦ 诱导的血管内皮细胞损伤。
关键词： 血必净注射液； 血管内皮细胞损伤； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路； 高糖高脂
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