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蒿鳖养阴软坚方通过 Nrf2/γ-GCS信号转导通路抑制
酒精性肝纤维化作用及其机制

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

摘要 目的：研究不同提取方案的蒿鳖养阴软坚方对肝纤维化大鼠肝组织中 Nrf2/γ-GCS 信号转导通路的影响，探讨不同提取
方案的蒿鳖养阴软坚方对大鼠肝纤维化的治疗作用。 方法：健康Wistar大鼠随机分为 8组：正常组、模型对照组、先水后醇 60%
提取方案组（0.09 mg·kg-1·d-1）、先水后醇 95%提取方案低、高剂量组（2.59 g.kg-1·d-1、8.2 g·kg-1·d-1）、水提醇沉低、高剂量组
（2.59 g·kg-1·d-1、8.2 g·kg-1·d-1）及复方鳖甲软肝片组（0.09 mg·kg-1·d-1），每组 10只大鼠。 酒精性肝纤维化大鼠模型制备成功后，
各组按相应药物剂量分别开始治疗，正常组和模型组给予同体积蒸馏水，每日 1 次，造模 10 周后处死大鼠，留取标本。 酸水解
法测定肝组织中胶原蛋白含量； Western blotting 检测肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白的表达；光镜观察肝组织免疫组化染色结
果。结果：（１）肝组织中羟脯氨酸含量：与正常组比较，模型组大鼠肝组织胶原蛋白含量增高（P<0.01）；与模型组比较，先水后醇
60%提取方案组、先水后醇中、高剂量组以及复方鳖甲软肝片组大鼠肝组织胶原含量均降低（P<0.05）。（２）肝组织 Nrf2 蛋白与
γ-GCS 蛋白的表达：与正常组比较，模型组大鼠肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白表达增高（P<0.01）；与模型组比较，各治疗组大
鼠肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白表达增高（P<0.01）。（3）肝组织免疫组化染色结果: 模型组的 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白主要在细
胞浆中表达，各用药组 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白均多数在细胞浆和细胞核中表达，汇管区附近也有所表达，但表达量不及胞浆和胞
核。 结论：提取工艺优化后的蒿鳖养阴软坚方可能通过上调肝组织 Nrf2/γ-GCS 信号转导通路，增加 Nrf2 蛋白和 γ-GCS 蛋白的
表达，降低大鼠肝组织肝纤维化程度从而发挥抗肝纤维化的作用。
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Effects and mechanism of HaoBieYangYinRuanJian prescription on inhibition of alcoholic liver fibrosis
through Nrf2/γ-GCS pathway
LI Shan-shan, LIU Yue, TANG Shi-hui, FANG Bu-wu
（Department of Pharmacology, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To investigate the effects of different extraction schemes of HaoBieYangYinRuanJian prescription (HBYYRJP) on
alcoholic liver disease in rats, and explore the possible mechanisms by upgrading the Nrf2 signaling pathway in liver. Methods：Healthy
Wistar rats were randomly divided into 8 groups: normal group, model group, group with low dose of Water followed by 95% ethyl alcohol
extraction scheme (2.59 g·kg-1·d-1), group with high dose of Water followed by 95% ethyl alcohol extraction scheme (8.2 g·kg-1·d-1), group
with low dose of Water extraction and alcohol precipitation scheme (2.59 g·kg-1·d-1), group with high dose of Water extraction and alcohol
precipitation scheme (8.2 g·kg-1·d-1), Powder group(0.09 mg·kg-1·d-1) and Compound Biejiaruangan Troche group(0.09 mg.kg-1.d-1). Drugs
were given to the corresponding therapeutic groups once a day for ten weeks after alcoholic liver fibrosis models of rats were successfully
made. Distilled water was given to the rats of normal and model groups by the same method. After 10 weeks, rats were put to death, and
samples were taken. Liver tissues were used for measuring the contents of collagen, Nrf2, γ-GCS protein expression by Western blotting and
immunohistochemistry. Results: Compared with the normal group, the contents of collagen were enhanced in model group (P<0.01).
Compared with the model group, the contents of collagen markedly decreased in group with high dose of Water followed by 95% ethyl
alcohol extraction scheme groups (P<0.01), Powder group (P<0.01) and Compound Biejiaruangan Troche group (P<0.01). Compared with the
normal group, expressions of Nrf2, γ-GCS protein were enhanced in model group (P<0.01, P<0.01). Compared with the model group,
expressions of Nrf2, γ-GCS protein markedly enhanced in group with high dose of Water followed by 95% ethyl alcohol extraction scheme
(P<0.01, P<0.01), Powder group (P<0.01, P<0.01) and Compound Biejiaruangan Troche group (P<0.01, P<0.01). Nrf2 and γ-GCS protein
were most highly expressed in cytoplasm in model group, and were most expressed in cytoplasm and nucleus with treatment group. They
were also expressed near portal area but protein expression was lower than that cytoplasm and nucleus. Conclusion: Anti-hepatic fibrosis
function of different extraction schemes of HaoBieYangYinRuanJian prescription on alcoholic liver disease may be achieved by upgrading
Nrf2/γ-GCS pathway and increasing the Nrf2 and γ-GCS protein expressions.
Key words HaoBieYangYinRuanJian prescription; alcoholic liver disease; collagen; Nrf2; γ-GCS
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肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)是肝纤

维化发病的关键细胞。细胞外基质 (extracellular
matrix, ECM) 合成与其降解平衡遭到外界因素破

坏，导致肝脏内部 ECM 合成过多同时降解太少而

形成肝纤维化[1]。常年过量摄入酒精可导致机体获

得酒精肝病，临床常见特征为肝脏脂肪性病变同时

炎症损伤，严重时可产生肝纤维化，最终演变为难

以逆转的肝硬化，甚至于无法挽救的肝癌[2]。本实验

小组研究的复方药物主要由中药白花蛇舌草、鳖

甲、地瑜、虎杖、青蒿等构成。该方剂的组方原则为

活血化疲、清热利湿、软坚散结,其组成药物对治疗

慢性肝炎、肝纤维化有较好的疗效[3]。本课题组前期

工作证明，先水后醇 60%提取方案的蒿鳖养阴软坚

方对大鼠肝星状细胞具有抑制作用。本实验在制备

的酒精性大鼠肝纤维化模型上，进一步研究其他不

同提取方案的蒿鳖养阴软坚方抗肝纤维化的作用

及机制。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物 SPF 级健康 Wistar 大鼠 80 只，雌

雄各半，体质量 120～150 g，由军事医学科学院实验

动物中心提供。合格证号：SCXK-(军)2016-014。实

验前，大鼠在动物房适应环境 7 日，自由进食正常

大鼠饲料及饮水。动物房温度 20～22 ℃，24 h 恒温。

1.1.2 试剂及仪器 复方鳖甲软肝片：规格 250 mg，
天津市南开医院提供，批号：Z19991011。BCA 蛋白

浓度测定试剂盒：江苏碧云天生物技术研究所，产

品编号：P0010。Nrf2 抗体：武汉博士德生物工程有

限公司，批号：PB0327。γ-GCS 抗体：武汉博士德生

物工程有限公司，批号：PB0197。β-actin 抗体：碧

云天生物技术研究所，产品编号：AA128。辣根过氧

化物酶标记山羊抗兔 lgG(H＋L)：碧云天生物技术

研究所，批号：K9908。兔超敏二步法检测试剂盒：

北京中杉金桥生物技术有限公司，编号:PV-9001。
垂直电泳槽 （Bio-rad 公司），高速冷冻离心机

（Sigma 公司）。

1.2 方法
1.2.1 复方提取 先水后醇 60%复方提取方案：每

份药材称取 141.6 g，先将鳖甲加入 6 倍量总药材体

积的水浸泡 2 h，加入剩下的其余药材共同文火煎

煮 1 次，1 次 1 h，过滤并收集水提液。再向剩余药渣

中加入 6 倍量总药材体积的 60%乙醇共同文火煎

煮两次，每次 30 min，过滤并收集醇提液，次日用旋

蒸仪进行水提液、醇提液的浓缩备用。复方先水后

醇 95%提取方案：每份药材称取 141.6 g，先将鳖甲

加入 6 倍量总药材体积的水浸泡 2 h，加入剩下的

其余药材共同文火煎煮 1 次，1 次 1 h，过滤并收集

水提液。再向剩余药渣中加入 6 倍量总药材体积的

95%乙醇共同文火煎煮两次，每次 30 min，过滤并收

集醇提液，次日用旋蒸仪进行水提液、醇提液的浓

缩备用。复方水提醇沉提取方案：每份药材称取

141.6 g，先将鳖甲加入 8 倍量总药材体积的水浸泡

2 h，加入剩下的其余药材共同文火煎煮 1 次，1 次

2 h，过滤并收集水提液。待水提液冷却后，边搅拌边

加入一定量的 95%乙醇，静置于 4 ℃冰箱并过夜。

次日缓慢取上清液并用真空泵抽滤，收集所得液

体，浓缩备用。

1.2.2 模型制备 造模大鼠 8:00 灌胃白酒，每日 1
次，酒精浓度逐渐增加，依次为 10%、20%、30%、

40%、50%、60%，每个浓度灌胃 2 d，最后增至 65%并

维持该浓度再灌胃 8周，体积均为 1.2 mL。100 g-1·d-1

（相当于 6.2 g·kg-1·d-1），并用吡唑 25 mg·kg-1·d-1 溶

于酒内灌胃。期间，正常组大鼠正常进食动物标准

饲料并每天灌胃同一组蒸馏水。

1.2.3 分组给药 对全部 80 只大鼠按质量随机区

组法分为正常组，模型组，先水后醇 60%组，先水后

醇 95%高、低剂量组，水提醇沉高、低剂量组，复方

鳖甲软肝片组。同时对 6 个治疗组进行预防性用

药，每天 1 次于傍晚灌胃不同提取方案的复方治疗

药物，以复方鳖甲软肝片的临床等效剂量 [按公式

dB = dA *（RB /RA）*（WA/WB）]计算出各组大鼠用

药剂量，由此算得的蒿鳖养阴软坚方用量作为低剂

量（2.59 g·kg-1·d-1）以该剂量的 10 倍作为高剂量

（8.2 g·kg-1·d-1）；同时软肝片组剂量为 0.09mg·kg-1·d-1。
正常组每天早上 8 点和下午 5 点进行灌胃蒸馏水，

模型组则每天下午 5 点灌胃蒸馏水。每日 1 次，维

持 10 周。

1.2.4 动物处理 10 周实验结束后处理动物。记录

大鼠质量，腹腔注射乌拉坦（质量分数 20%）（0.5 mL/
100 g），大鼠取卧位切开腹部，腹腔静脉取血制备血

清，-20 ℃保管。及时分离存取 3 部分肝组织，先用

10%中性缓冲甲醛液固定，再以脱水剂（氯仿∶甲醇=
2∶1，V/V）脱脂脱水，放入-80 ℃保存。

1.2.5 肝组织中羟脯氨酸含量测定 采用酸水解

法测定羟脯氨酸含量。将肝组织用研钵研磨成粉，

60 ℃烘干粉末至恒重，称取 30 mg 放入定做的透明

的 15 mL 安瓿瓶中，加入 8 mL 6 mol/L 的 HCl，用酒

精喷灯封口，置烘箱内 105 ℃恒温水解 18 h，冷却后

过滤,取 50 μL 滤液于试管内，60 ℃烘干。依次加入

50%异丙醇、0.56%氯胺 T 溶液和 ER 液，充分混匀，
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50℃水浴 90 min。蒸馏水调零，试剂空白校正，测定

波长 558 nm 处 OD 值。对肝纤维化程度进行定量

分析。

1.2.6 肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白表达水平分

析 采用 Western blotting 法。称取约 50 mg 的肝组

织，加入约 200 μL RIPA 裂解液。冰浴条件下匀浆，

使其充分裂解。4 ℃ 10 000×g 离心 5 min，取上清液，

-20 ℃保存。BCA 蛋白质浓度测定试剂盒进行蛋白

定量。上样相当于 50 μg 的总蛋白，15%的 SDS-
PAGE 电泳分离，使其转至 PVDF 膜上，用含 5%的

脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 2 h，一抗(1∶500)于 4 ℃
孵育过夜，第 2 天置于二抗中（1 ∶1 000）室温孵育

2 h。使用 ECL 试剂盒进行显色反应。β-actin 作为

正常蛋白水平的对照。胶片扫描后采用 Image J 软
件进行图像分析。

1.2.7 肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白的病理表

达 采用免疫组化法测定。分别用二甲苯、无水乙

醇、95%乙醇、75%乙醇梯度脱蜡至水，3%H2O2 封闭

内源性过氧化物酶，于柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液

（pH6.8）中高压，10%正常羊血清孵育, 滴加一抗，

4 ℃冰箱中过夜, PBS 缓冲液振荡清洗后分别滴加

二抗 , DAB 显色 , 苏木素复染 , 常规封片。采用

Image-Pro Plus 软件分析免疫组化图片阳性面积

（Area）以及其累计光密度（IOD）值,结果以平均光密

度（meandensity=IOD/Area）表示。

1.3 统计学方法 计量资料以 ｘ±ｓ 表示，采用

SPSS18.0软件对数据进行处理，均数间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA）检验。P<0.05 为差

异有统计学意义。

2 结果
2.1 不同提取方案的蒿鳖养阴软坚方对实验大鼠
一般情况的影响 正常组大鼠生长良好，饮食规

律；模型组大鼠日渐消瘦，行为迟缓，进食减少；各

治疗组大鼠体瘦，但活动尚好，先水后醇 95%提取

组和复方鳖甲软肝片组之间无明显差异。

2.2 肝组织中胶原蛋白含量结果 与正常组比较，

模型组大鼠肝组织胶原蛋白含量增高（P<0.01）；与
模型组比较，各治疗组大鼠肝组织胶原含量均降低

(P<0.05)，且先水后醇 60%组，先水后醇 95%高、低

剂量组以及复方鳖甲软肝片组胶原蛋白含量显著

降低（Ｐ<0.01）。与水提醇沉高剂量组比较，先水后

醇 60%高剂量组、先水后醇 95%高剂量组胶原蛋白

含量显著降低（P<0.01）（表 1）。
2.3 肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白的 Western
blotting 结果 与正常组比较，模型组大鼠肝组织

Nrf2 蛋白与 γ-GCS 蛋白表达增高（P<0.01）；与模

型组比较，各治疗组大鼠肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS
蛋白表达增高（P<0.01）；与先水后醇 60%组比较，

先水后醇 95%高剂量组肝组织 Nrf2 蛋白与 γ-GCS
蛋白表达增高（P<0.01）（表 2、图 2）。

组别 n 胶原蛋白/mg·g-1

正常组 8 2.06±0.36

模型组 9 5.26±0.38**

先水后醇 60%组 7 2.78±0.29##▲▲

先水后醇 95%高剂量组 8 2.82±0.21##▲▲

先水后醇 95%低剂量组 8 3.56±0.42##

水提醇沉高剂量组 8 4.18±0.81#

水提醇沉低剂量组 8 4.24±0.46#

复方鳖甲软肝片组 8 2.41±0.53##▲▲

表 1 酒精性肝纤维化大鼠肝组织中胶原蛋白含量变化 （ｘ±ｓ）
Tab 1 Changes of collagen content in the liver tissue of alcoholic

liver fibrosis rats （ｘ±ｓ）

与正常组比较 **P<0.01；与模型组比较 #P<0.05, ##P<0.01；与水提醇

沉高剂量组比较▲▲P<0.01

组别 Nrf2/β-Actin γ-GCS/β-Actin

正常组 0.130±0.036 0.091±0.027

模型组 0.404±0.021* 0.509±0.031*

先水后醇 60%组 0.900±0.008*# 0.733±0.018*#

先水后醇 95%高剂量组 0.868±0.014*#△ 0.661±0.012*#△

先水后醇 95%低剂量组 0.791±0.027*# 0.707±0.026*#

水提醇沉高剂量组 0.418±0.042* 0.519±0.040*

水提醇沉低剂量组 0.400±0.032* 0.495±0.036*

复方鳖甲软肝片组 1.088±0.028*#△ 0.959±0.022*#△

与正常组比较，*P<0.01；与模型组比较，#P<0.01；与先水后醇 60%提

取方案组比较，△P<0.01

表 2 不同提取方案复方对酒精性肝纤维化大鼠肝组织中 Nrf2和
γ-GCS蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ，n=8）

Tab 2 Effects of different extraction schemes of HBYYRJP on the
expressions of Nrf2 and γ-GCS （ｘ±ｓ，n=8）

1 2 3 4 5 6 7 8

1-正常组；2-模型组；3-先水后醇 60%组；4-先水后醇 95%低剂量

组；5-先水后醇 95%高剂量组；6-水提醇沉低剂量组；7-水提醇沉高

剂量组；8-复方鳖甲软肝片组

图 2 不同提取方案的复方对肝组织中 Nrf2蛋白与 γ-GCS蛋白表
达的影响

Fig 2 Effects of different extraction schemes of HBYYRJP on the
expressions of Nrf2 and γ-GCS in liver tissue

Nrf2

γ-GCS

β-actin
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2.4 肝组织 Nrf2 与 γ-GCS 蛋白的免疫组化染色
结果 与正常组比较，模型组可显著上调肝细胞胞

浆中的 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白的表达（P<0.01）；与模

型组比较，先水后醇 95%高、低剂量组的细胞核和

细胞浆中 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白的棕色颗粒明显增多

（P<0.01）；与低剂量组比较，高剂量组出现明显的核

转位（P<0.01）（表 3、图 3、４）。

3 讨论
酒精性肝病（alcoholic liver disease，ALD）包含

着较广范围的肝病，即包括脂肪肝（脂肪性肝炎)以
及更严重的肝损伤类型，如酒精性脂肪肝、肝纤维

化、肝硬化以及肝细胞癌（HCC）[4]。ALD 拥有着庞大

且繁杂的发病机制，乙醇进入肝脏代谢生成乙酸过

程中产生的活性氧簇（ROS）发挥了重要作用[5]。

ROS 通过激发相关通路参与机体氧化应激反

应，进一步加剧机体肝纤维化进程，Nrf2/ARE 通路

就是现在肝纤维化相关研究领域的热点。研究发

现，ROS 通过产生一定的细胞内刺激，导致 Keap1
蛋白构象发生改变，会与 Nrf2 解离并促进其移位入

核[6]，核转录相关因子-2(Nrf2)可以调控一系列具有

抗氧化和解毒作用基因的转录因子。通过结合抗氧

化反应元件(ARE)启动子序列，激活与 GSH 合成与

再生表达相关的酶，包括 γ-谷氨酰半胱氨酸连接酶

的催化和调控亚单位(即 γ-GCS 以及 GCLm)[7]。Nrf2
与 γ-GCS 抗氧化因子之间的协同作用，有利于机体

对抗自由基避免肝细胞损伤，同时增强 γ-GCS、
GSH 等相关酶活性在氧化防御中的关键作用，进而

减慢肝纤维化进程[8]。

A-正常组；B-模型组；C-先水后醇 95%高剂量组；D-先水后醇 95%
低剂量组；E-复方鳖甲软肝片组；F-阴性对照组

图 4 先水后醇 95%提取方案对大鼠肝组织 γ-GCS蛋白表达的影
响(×400)

Fig 4 Effectsofwaterfollowedby95%ethylalcoholextractionscheme
on the expresstion of γ-GCS in the liver tissue of alcoholic
liver fibrosis rats(×400)

表 3 先水后醇 95%提取方案对大鼠肝组织 Nrf2和 γ-GCS蛋白表
达的影响 （ｘ±ｓ，n=8）

Tab 3 Effects of water followed by 95% ethyl alcohol extraction
scheme on the expressions of Nrf2 and γ-GCS in the liver
tissue of alcoholic liver fibrosis rats （ｘ±ｓ，n=8）

组别 Nrf2（平均光密度） γ-GCS（平均光密度）

正常组 0.093±0.032 0.046±0.022

模型组 0.096±0.021** 0.082±0.015**

先水后醇 95%高剂量组 0.268±0.032##▲ 0.252±0.024##▲

先水后醇 95%低剂量组 0.191±0.012## 0.187±0.036##

复方鳖甲软肝片组 0.303±0.017##▲ 0.299±0.021##▲

与正常组比较 **P<0.01；与模型组比较 ##P<0.01；与低剂量组比较
▲P<0.01

A-正常组；B-模型组；C-先水后醇 95%高剂量组；D-先水后醇 95%低

剂量组；E-复方鳖甲软肝片组；F-阴性对照组

图 3 先水后醇 95%提取方案对大鼠肝组织 Nrf2蛋白表达的影响
（×400）

Fig 3 Effects of water followed by 95%ethyl alcohol extraction scheme
on the expressions of Nrf2 in the liver tissue of alcoholic liver
fibrosis rats(×400)
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肾上腺皮质嗜酸细胞瘤（adrenocortical oncocy－
toma）临床极为少见，大多数为无功能腺瘤，部分可伴

内分泌异常，例如皮质醇增多及性激素异常等。该

病多数无明显临床表现，常于查体时被发现。该病

世界发病率极低，第 1 例于 1986 年由 Kakimoto 等[1]

报道，国内外文献报道不足 200 例[2]。2017 年 2 月我

院收治 1 例，现报告如下。

1 病例报告
患者，女，70 岁，主因“查体发现左肾上腺肿物

3 月余”入院。患者既往高血压病史 15 年，血压最高

至 190/110 mmHg，后口服拜新同及螺内酯治疗，现

血压降至 150/80 mmHg；患者既往糖尿病史多年，血

中药丹参、鳖甲、白花蛇舌草、虎杖以及青蒿等

成分是蒿鳖养阴软坚方的主要组成药物。韩仕庆[9]

发现丹参含药血清可以抑制 HSCs 的活化，可能是

通过诱导 HSCs 中 Smo 蛋白和 α-SMA mRNA 的活

化表达发挥其作用。前期体内实验已表明先水后醇

60%提取方案的复方通过抗脂质过氧化损伤从而减

轻酒精性肝损伤。

本研究旨在进一步探讨其他提取方案的蒿鳖

养阴软坚方抗肝纤维化的作用机制。实验采用的酒

精性大鼠模型是经过改良且最为接近人类长期酗

酒肝纤维化病理过程[10]。实验结果表明，正常组、先

水后醇 60%提取方案组以及先水后醇 95%提取方

案大鼠肝组织内胶原蛋白含量显著低于模型组，而

水提醇沉提取方案效果不佳。说明先水后醇提取方

案的复方可以减少肝脏中沉积的胶原纤维进而防

止 ECM 沉积，且醇提浓度较低时更明显，提示复方

中的醇溶性成分较水溶性成分抗肝纤维化作用更

明显。此外，先水后醇 95%提取方案组大鼠肝组织

中 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白表达量较正常组和模型组显

著提高，说明此提取方案得到的复方通过上调 Nrf2
和 γ-GCS 蛋白表达发挥抗氧化应激作用，从而减轻

甚至逆转酒精性肝纤维化。此外，高剂量组 Nrf2 和

γ-GCS 蛋白表达量高于其他治疗组，说明此提取方

案的复方上调 Nrf2 和 γ-GCS 蛋白表达抗纤维化作

用呈一定剂量依赖性。

综上所述，先水后醇 95%提取方案的蒿鳖养阴

软坚方通过上调 Nrf2/γ-GCS 通路，增加 Nrf2 和 γ-

GCS 蛋白表达，显著降低肝组织胶原蛋白含量，从

而发挥抗肝纤维化的作用。本实验研究结果为提取

工艺优化后的蒿鳖养阴软坚方在治疗酒精性肝纤

维化方面提供了一定的理论基础和实验依据。
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