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蒿鳖养阴软坚方通过激活 Nrf2/NQO1信号通路抑制
肝纤维化发生

刘 悦，李杉杉，唐诗慧，方步武
（天津医科大学药理学系, 天津 300070）

摘要 目的：探讨蒿鳖养阴软坚方通过激活 Nrf2/NQO1信号通路对四氯化碳复合因素所致大鼠肝纤维化的抑制作用。 方法：选
用健康Wistar大鼠作为研究对象，将大鼠随机分为正常组、模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组和秋水仙碱组。 除正常组大鼠
外，其余大鼠均给予自制高脂饲料饲养，每周两次皮下注射 40%CC14 花生油混合溶液，隔日灌胃给予 30%乙醇，各给药组每日灌
胃给药的同时给予正常组和模型组以等容积的蒸馏水，直至造模时间（共 6周）结束后，乌拉坦麻醉大鼠并收集肝组织标本，比色
法检测肝组织中羟脯氨酸（Hyp）的含量，免疫组织化学法检测各组大鼠肝组织中 Nrf2和 NQO1的分布情况，Western blot 法检测
各组大鼠肝组织中 Nrf2和 NQO1的表达水平。结果：与正常组相比，模型组 Hyp含量明显升高（P<0.05）；各给药组的 Hyp含量显
著低于模型组，且肝组织中 Nrf2和 NQO1的表达水平显著升高（P<0.05）。 结论：蒿鳖养阴软坚方可以通过激活 Nrf2/NQO1通路，
上调 Nrf2和 NQO1的表达，降低肝组织中 Hyp的含量，从而发挥抑制由四氯化碳复合因素所致大鼠肝纤维化的作用。
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Effects of HaobieYangyinRuanjian prescription on inhibition of hepatic fibroesis through upregulated Nrf2/
NQO1 pathway
LIU Yue，LI Shan-shan，TANG Shi-hui，FANG Bu-wu
（Department of Pharmacology, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To investigate the inhibitory effect of HaobieYangyinRuanjian on activation of Nrf2 / NQO1 signaling pathway on
hepatic fibrosis induced by carbon tetrachloride complex. Methods: Wistar rats were randomly divided into normal group, model group,
low dose group, middle dose group, high dose group and colchicine group.Except the normal group, other rats were given homemade high-
fat diet, subcutaneous injection of 40% CCl4 peanut oil mixed solution twice a week, and intragastric administration of 30% ethanol for 1mL
every day.The rats in the model group were treated with equal dose of distilled water until the end of the experiment for 6 weeks. Uralan rats
were anesthetized and the liver tissue samples were collected. The content of hydroxyproline (Hyp) in liver tissue was detected by
colorimetry. The distribution of Nrf2 and NQO1 in liver tissue was detected by chemical method. The expression of Nrf2 and NQO1 in liver
tissue was detected by Western blot. Results: Compared with the normal group, the content of Hyp of the model group was significantly
higher than that of the normal group (P<0.05). The expressions of Nrf2 and NQO1 in the liver tissue were significantly higher than those in
the model group (P<0.05). Conclusion: The activation of Nrf2/NQO1 pathway can up-regulate the expressions of Nrf2 and NQO1 and
decrease the content of Hyp in liver tissue, so as to inhibit the hepatic fibrosis induced by carbon tetrachloride complex factors.
Key words hepatic fibrosis; carbon tetrachloride; HaobieYangyinRuanjian; hydroxyproline; nuclear factor 2 protein; quinone
oxidoreductase I

肝纤维化是当肝脏受到反复的炎症或慢性致

病因素刺激时所进行的肝脏代偿性修复反应，是所

有慢性肝病发展成肝硬化乃至肝癌过程中所共同

经历的病理阶段，以原本处于静止状态的肝星状细

胞（HSCs）被激活，细胞外基质（ECM）合成和降解

失衡，ECM 过度沉积于肝内为主要特征[1]。Frideman
等 [2-3]指出，肝脏在肝纤维化阶段尚有逆转的可能

性，但如不加以控制和治疗，极有可能发展成肝硬

化甚至是肝癌。现阶段西医对于肝纤维化的治疗途

径主要包括：（１）病因治疗，从根本上减少与造成肝

损伤的慢性致病因素接触；（２）刺激正常肝细胞的

再生和修复；（３）有效控制 HSCs 增殖，并且促进其

凋亡；（４）促进 ECM 的分解，使得其合成和降解重

新达到平衡。中医对肝纤维化的研究起源于对活血

化瘀的研究，属“徵积”范畴，中药用于防治肝纤维

化的药物大致可以分为活血化瘀类、疏肝理气类和

清热解毒类[4]。本课题组在过往的研究中已经证实

蒿鳖养阴软坚方（HBYYRJ）对于治疗免疫性肝纤维
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化、四氯化碳复合因素所致肝纤维化、血吸虫肝纤

维化模型以及酒精性肝纤维化均有显著的治疗作

用，保护肝脏免受酒精、化学毒物和自身代谢性疾

病的损伤[5-9]。本研究主要从蒿鳖养阴软坚方抗由

CCl4 诱导的肝脏过氧化损伤着手，首先建立 CCl4 复
合因素所致的大鼠肝纤维化模型，给予蒿鳖养阴软

坚方不同治疗剂量的治疗，测定肝组织内羟脯氨酸

（Hyp）含量来评估大鼠肝脏肝纤维化程度，测定肝

组织内 Nrf2 和 NQO1 的表达水平和分布情况来评

估蒿鳖养阴软坚方抗肝纤维化发生的作用与抗氧

化应激通路 Nrf2/NQO1 之间的关系。

1 材料与方法
1.1 实验材料
1.1.1 动物 SPF 级健康 Wistar 大鼠共 60 只，体

质量 100~130 g，雌雄各半，由中国人民解放军军事

医学科学院实验动物中心提供，动物饲养室温 20~
24 ℃，实验前正常饲养动物 1 周以适应环境。

1.1.2 蒿鳖养阴软坚方 由青蒿、鳖甲、虎杖等 9 味

药材组成，称取一定质量该复方，量取 6 倍体积蒸馏

水，先将鳖甲煮至微沸状态 2 h 后，将其余药材倒

入，浸泡 2 h，微沸状态煮沸 1 h 后，将所得药液滤至

烧杯，量取等体积 60%乙醇，微沸状态提取 2 次，每

次 2 h，将两次醇提所得药液和上述水提所得药液混

匀，悬蒸至所称药材的体积，即可得到生药浓度为

1 mg/mL的蒿鳖养阴软坚方药液，密封，4℃保存备用。

1.1.3 试剂 四氯化碳、高氯酸、枸橼酸、枸橼酸

钠、对二甲氨基苯甲醛、氯胺 T 和异丙醇（天津市光

复精细化工厂）；秋水仙碱（Sigma 公司）；兔抗 Nrf2
抗体（北京博奥森生物技术有限公司）；鼠抗 NQO1
抗体（美国 Santa Cruz 公司）；PV-9001 兔超敏二步

法检测试剂盒（中杉金桥生物公司）；PV-9002 鼠超

敏二步法检测试剂盒（中杉金桥生物公司）；DAB 染

色液（上海博士德生物技术有限公司）；SDS、甘氨酸

和丙烯酰胺均为天津市鼎国生物科技有限公司产

品；免疫组化一抗稀释液、RIPA 裂解液、蛋白印记

一抗稀释液、蛋白印记二抗稀释液、蛋白印记一抗

二抗去除液（强碱性）、PMSF、EeyoEcl Plus 试剂盒、

SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒 A 盒、SDS-PAGE 凝胶

配置试剂盒 B 盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（增强

型）和 DTT 均为碧云天生物科技有限公司产品。

1.1.4 仪器 FA1004 型电子天平 （上海 HANG
PING 精密仪器有限公司）；B600 型低速自动平衡离

心机（河北安新县白洋离心机厂）；OLYMPUS CK-
40 显微镜（上海赖氏电子科技有限公司）；整合分光

光度计（UV-200）；WD-9405A 型脱色摇床（北京市

六一仪器厂沃德生物医学仪器分公司）；4360 型鼓

风干燥烘箱（Thermo Scientific）；XMTE-8222 型水浴

锅（上海惊鸿仪器）；PHS-3C 型 pH 计（上海雷磁仪

器厂）；LS-B50L 立式压力蒸汽灭菌锅（上海华线医

用核子仪器有限公司）；HQ-60-II 型漩涡混合器（杭

州瑞成仪器股份有限公司）；680 型酶标仪、垂直电

泳槽和小型电泳仪均为 BIO-RAD 公司产品。

1.2 实验方法
1.2.1 实验分组及设计 将购入的 60 只 Wistar 按
照随机区组分组的方法随机分为正常组、模型组、

秋水仙碱组、蒿鳖养阴软坚方高剂量组（8.2 g·kg-1）、
中剂量组（2.59 g·kg-1）和低剂量（0.82 g·kg-1）组共 6
组。正常饲养 1 周后，开始建立 CCl4 复合因素所致

的大鼠肝纤维化模型，除正常组外，其余大鼠均第 1
次皮下注射 40%CCl4 花生油的容量为 5 mL·kg-1，从
第 2 次至建立模型完毕，给药剂量均为 3 mL·kg-1；
实验前两周，除正常组大鼠给予正常鼠粮饲养外，

其余大鼠均进食自制高脂高胆固醇饲料，第 3 周至

造模结束期间，自制鼠粮将不再添加猪油；给药组

大鼠隔日灌胃给予 30%乙醇，每只灌胃容量为 1 mL；
蒿鳖养阴软坚方高、中、低剂量组和秋水仙碱组则

每日分别灌胃给予蒿鳖养阴软坚方药液和秋水仙

碱，模型共建立 6 周。

1.2.2 标本采集 模型周期结束后，所有大鼠均再

持续饲养 1 周，用 0.5 mL·kg-1 腹腔注射 25%乌拉坦

生理盐水溶液麻醉后，方可采集标本，腹腔静脉取

血后，取肝组织分别保存于 Ep 管中放置于-80 ℃超

低温保存箱中冻存，以及盛有固定液和脱水液的西

林瓶中，脱水液需要每日更换，直至换够 6 次。

1.2.3 指标测定

1.2.3.1 比色法测定肝组织内 Hyp 的含量：用研钵

将脱水后的肝组织研磨成粉，称取一定量的粉末于西

林瓶中，放置于 105℃烤箱内高温烘烤至衡重，称取

烘烤后的粉末 40 mg于安瓿瓶中，吸入 8 mL 6 mmol/L
盐酸，酒精喷灯封口，重新放入 105 ℃烤箱内水解

18 h 后，过滤，各样本吸取 50 μL 于离心管内，放入

60 ℃烘干，依次加入 1.2 mL 50%异丙醇和 0.2 mL
0.56%氯胺 T 溶液反应 10 min 后，加入 1 mL ER 液，

50 ℃水浴 90 min 后，用紫外分光光度计测定各样本

的吸光度值，制作标准曲线，按照公式 Hyp 含量

（μg/mg）=(检测管吸光度值-空白管吸光度值)/(标准

管吸光度-空白管吸光度)×标准管 Hyp 浓度×稀释

倍数，计算各样本 Hyp 含量。

1.2.3.2 检测肝组织内 Nrf2 和 NQO1 的分布情况：

将切片置于玻片架，60 ℃烘烤 2 h，依次放入二甲
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苯、无水乙醇、95%、85%和 70%乙醇中脱蜡后，转入

3%过氧化氢甲醇溶液中灭活 15 min，浸泡于 pH=6
的醋酸-柠檬酸缓冲液中，126 ℃修复 5 min，待液体

自然放凉后，正常羊血清封闭 30 min 后，孵育一抗

Nrf2（1∶100）和 NQO1（1∶80），4 ℃过夜，次日，弃去一

抗，分别滴加试剂 I 和试剂 II，并 37 ℃孵育 30 min，
DAB 显色后，苏木素染色，中性树胶封片，晾干，使

用荧光显微镜采图进行分析。

1.2.3.3 检测肝组织内 Nrf2 和 NQO1 表达水平：使

用匀浆器将冻存的肝组织制备成匀浆，按照 PIRA∶
PMSF=99∶1 的比例，冰上裂解 1 h 后，以 2 000×g 的

转速，4 ℃离心 10 min 后，收集上清，按照 BCA 蛋白

浓度检测盒说明书步骤进行蛋白定量，计算上样

量，蛋白变性后即可上样，30%聚丙烯酰胺凝胶电

泳，全湿式电转法将蛋白从凝胶转移至硝酸纤维素

膜上，5%脱脂奶粉水平摇床上封闭 2 h 后，将各条

带放入相应的杂交袋中孵育一抗 Nrf2（1 ∶400）和

NQO1 (1∶100)，4 ℃摇床过夜，次日，将条带取出，

TBST 充分漂洗 3 次，5 min/次，重新放入杂交袋内

孵育二抗抗鼠 β-actin（1∶1 000）和抗兔 β-actin
（1∶1 000），常温水平摇床孵育 2 h 后，TBST 充分震

荡洗涤 4~5 次，5 min/次，按照 EeyoEcl Plus 试剂盒

说明书，曝光。使用 Quantity One 凝胶软件分析系统

分析各蛋白条带的光密度值。

1.3 统计学分析 所有统计分析均采用 SPSS 16.0
软件进行处理，计量资料均以 ｘ±ｓ 表示，样本间均数

的比较采用单因素方差分析（one-way，ANOVA）的
方法进行比较。

2 结果
2.1 蒿鳖养阴软坚方对四氯化碳复合因素所致大
鼠肝纤维化肝组织内 Hyp 含量的影响 与正常组

相比，模型组的 Hyp含量显著升高（P<0.05），说明

CCl4 复合因素所致大鼠肝纤维化建模成功；与模型组

相比，给药组的 Hyp含量明显降低（P<0.05）（表 1）。

2.2 蒿鳖养阴软坚方对四氯化碳复合因素所致大
鼠肝纤维化各组大鼠肝组织内 Nrf2 和 NQO1 分布
的影响 Nrf2 的分布情况见图 1，与正常组和模型

组相比，秋水仙碱组以及蒿鳖养阴软坚方各剂量组

Nrf2 核转位显著增加，且高剂量组和中剂量组 Nrf2
核转位显著高于低剂量组。NQO1的分布情况见图 2，
各组 NQO1 的分布与 Nrf2 的核转位比较结果基本

保持一致。

分组
正常组
模型组
秋水仙碱组

HBYYRJ 8.2 g·kg-1

HBYYRJ 2.59 g·kg-1

HBYYRJ 0.82 g·kg-1

含量 of Hyp/（μg/mg）
0.210±0.012#△□

0.368±0.013*△□

0.280±0.047*#

0.272±0.027*#

0.298±0.021*#

0.322±0.051*#△

表 1 蒿鳖养阴软坚方对四氯化碳复合因素所致大鼠肝纤维化肝组
织内 Hyp含量的影响

Tab 1 Effect of HBYYRJ on the content of Hyp of CCl4-induced
rats hepatics fibrosis （ｘ±ｓ）

图 2 各组大鼠肝组织内 NQO1分布情况的检测结果
Flg 2 The distribution of NQO1 in the liver tissue of each group

A. 正常组；B.模型组；C.秋水仙碱组；D.蒿鳖养阴软坚方低剂量组；E.
蒿鳖养阴软坚方中剂量组；F.蒿鳖养阴软坚方高剂量组（图 1 与图 2
说明一致）

图 1 各组大鼠肝组织内 Nrf2分布情况的检测结果
Flg 1 The distribution of Nrf2 in the liver tissue of each group

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比；#P<0.05；与 HBYYRJ 高剂量

相比，△P<0.05；与 HBYYRJ 中剂量组相比，□P<0.05
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2.3 蒿鳖养阴软坚方对四氯化碳复合因素所致大
鼠肝纤维化各组大鼠肝组织内 Nrf2 和 NQO1 表达
水平的影响 各组大鼠肝内 NQO1 的表达水平见

图 3，Nrf2 的表达水平见图 4。实验结果显示：与模

型组相比，HBYYRJ 高中低 3 个剂量组 NQO1 和

Nrf2 的表达水平明显升高（P<0.05），与高剂量组相

比，中剂量组大鼠肝组织内 Nrf2 和 NQO1 表达水平

并没有统计学意义，但低剂量组肝组织内的 Nrf2 和

NQO1 表达水平明显降低（P<0.05）。

3 讨论
HSCs 作为正常肝组织非实质细胞的组成部

分，正常生理状态下，处于静息状态存在于狄氏间

隙中，但当肝脏受到各种慢性致病因素如酒精、脂

肪蓄积、化学毒物、胆汁淤积或某些代谢性疾病长

期损伤时，会刺激库弗细胞和窦内皮细胞等分泌大

量的炎症因子、趋化因子和 ROS 等，从而激活

HSCs，被活化的 HSCs 开始逐渐转化为具有弹性的

肌成纤维细胞（MFB），并通过自分泌和旁分泌的途

径不断合成大量的 ECM，ECM 合成和降解失衡，在

肝组织内过度蓄积，就直接导致了肝纤维化的发生[10]。

胶原蛋白是 ECM 的主要成分，而羟脯氨酸，作为人

体的一种非必须氨基酸，也是胶原蛋白的主要成

分，所以肝组织中 Hyp 的含量即可直接反映胶原蛋

白的含量，从而客观反映肝组织内 ECM 的沉积状

况和肝纤维化程度。研究结果表明，与正常组相比，

模型组 Hyp 含量大大提高（P<0.05），说明此次建立

四氯化碳复合因素所致的大鼠肝纤维化模型成功；

与模型组相比，蒿鳖养阴软坚方各给药组 Hyp 的含

量显著降低（P<0.05），说明蒿鳖养阴软坚方可以有

效缓解肝组织内 ECM 的沉积，从而抑制肝纤维化

发生。

四氯化碳作为最经典、最常见的广泛用于诱导

动物或者细胞建立急性实验性肝纤维化模型的化

学毒性物质[11]，其诱导原理为：CCl4 进入细胞后，细

胞色素 P450 首先将其代谢为三氯甲基自由基

（CCl3`），CCl3·与氧反应，生成三氯甲基过氧化自由

基（CCl3OO·），刺激库弗细胞生成大量的 ROS 和细

胞因子，激活 HSCs,导致氧化应激损伤和脂质过氧

化反应,生成的最终产物丙二醛等，会损伤细胞膜的

流动性和完整性，从而损伤肝组织结构和功能，进

而诱发肝纤维化[12-13]。本研究就肝纤维化形成过程

中发生的氧化应激反应展开探讨，着重研究 Nrf2/
ARE 信号通路在蒿鳖养阴软坚方发挥抗肝纤维化

发生中的作用。正常生理状态下，Nrf2 与 Kea1 蛋白

藕联存在于胞浆中，遵循正常的合成和降解的过

程，但是当细胞受到氧化应激或者亲电试剂刺激

时，Nrf2 与 Keap1 解偶联，转位进入细胞核，与胞核

内的抗氧化反应元件 ARE 结合，从而启动该通路

下游抗氧化酶和 II 相解毒酶的转录和表达，从而发

挥抗氧化应激。由此可见，在 Nrf2/ARE 信号通路保

护细胞免受过氧化损伤的过程中，Nrf2 与 Keap1 解

偶联，进入细胞核是该过程的关键性环节，所以

Nrf2 与细胞核的结合数量，就可以体现该通路的表

达程度，Nrf2 与细胞核结合的越多，说明该通路信

号表达越强，相应地，其下游转录的抗氧化酶和 II
相解毒酶表达水平也就越高。受到该通路调控表达

的酶有许多，比如血红素加氧合酶-1(HO-1)、γ-谷
氨酰半胱氨酸合成酶(γ-GCS)以及本实验重点研究

图 4 各组大鼠肝组织中 Nrf2表达水平的检测结果
Fig 4 The expression level of Nrf2 in liver tissue of each group
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图 3 各组大鼠肝组织中 NQO1表达水平的检测结果
Fig 3 The expression level of NQO1 in liver tissue of each group
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的 NAD(P)H:醌氧化还原酶 I(NQO1)[14]。NQO1 是一

种溶解于细胞质，普遍存在的同型二聚体黄素酶，

属于 II 相解毒酶范畴，可以直接催化醌类化合物失

去 2 个电子从而被还原为水合醌类（氢醌），大多数

氢醌均可与谷胱甘肽或者葡萄糖醛酸形成共轭稳

定地存在于细胞内或者直接被排除体外，区别于其

他氧化还原酶的是，该催化过程中没有单电子还原

产物、半醌以及自由基等氧化产物的形成，从而保

护细胞免受一系列过氧化损伤[15]。

本研究结果显示，就 Nrf2 的核转位以及 NQO1
的表达而言，模型组明显低于正常组，而正常组又

明显低于蒿鳖养阴软坚方各给药剂量组，该结果与

上述实验猜想一致，蒿鳖养阴软坚方可以有效地上

调 Nrf2/NQO1 通路的表达，进而促进 Nrf2 的核转

位，上调 NQO1 的表达水平，促进醌类化合物还原

为氢醌，形成稳定的共轭结构或者直接排除体外，

从而缓解由 CCl4 所诱导的氧化应激反应，保护细胞

免受过氧化损伤。蒿鳖养阴软坚方抑制由 CCl4 复合

因素诱导的大鼠肝纤维化发生的作用机制是多方

面的，本实验主要从抗氧化应激的层面逐步展开探

讨，证实了蒿鳖养阴软坚方可以有效地上调抗氧化

应激通路 Nrf2/NQO1 的表达，促进 Nrf2 的核转位，

上调其下游抗氧化酶的表达，同时有效降低肝组织

内 Hyp 的含量，缓解 ECM 的过度沉积，达到抵抗

CCl4 复合因素诱导的大鼠肝纤维化发生的作用，为

临床上提供了新的治疗肝纤维化疾病的思路，为研

究开发抗肝纤维的新药提供了新的依据和治疗靶

点。
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