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摘　 要　 目的:通过网络药理学和分子对接技术,探讨健脾养肝汤治疗自身免疫性肝炎(AIH)的分子机制,并进行实验验证。 方
法:(1)利用网络药理学获得健脾养肝汤治疗 AIH 的药物活性成分、潜在药理靶点以及作用途径,通过分子对接验证其结合能。
(2)构建 AIH 小鼠模型,将 BALB / c 小鼠随机分为空白组、模型组、泼尼松龙组、和健脾养肝汤组共 4 组。 观察相应药物治疗后各
组小鼠肝功能和肝脏组织病理变化情况,记录小鼠的一般情况,并采用分子生物学技术验证网络药理学预测的关键靶点和作用途
径。 结果:(1)网络药理学研究结果显示,健脾养肝汤治疗 AIH 的潜在活性成分为槲皮素、山柰酚和 β-谷甾醇。 主要核心靶点为
肿瘤坏死因子(TNF)、肿瘤蛋白 p53、肉瘤病毒蛋白 SRC、信号转导及转录激活因子 3(STAT3)和前列腺素内过氧化物合酶 2,主要
靶蛋白富集于磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶 B(PI3K-Akt)等多条信号通路。 (2)实验研究结果显示,健脾养肝汤可以改善 AIH 小
鼠丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶和直接胆红素水平,减轻肝脏组织的炎症细胞浸润,降低炎症因子 TNF-α 水平,调控 AIH 小鼠
肝脏组织的酪氨酸激酶信号转导子(JAK)2 / STAT3 和 PI3K / Akt 信号通路相关蛋白表达。 结论:健脾养肝汤可以改善 AIH 小鼠的
肝功能和炎症因子表达,减轻组织炎症损伤,其保护作用机制可能与靶向调控 JAK / STAT 和 PI3K / Akt 信号通路有关。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

mechanism
 

of
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

in
 

treatment
 

of
 

autoimmune
 

hepatitis
 

( AIH)
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology
 

and
 

molecular
 

docking,
 

and
 

to
 

conduct
 

experimental
 

validation.
 

METHODS:
 

(1)
 

Network
 

pharmacology
 

was
 

used
 

to
 

obtain
 

active
 

components,
 

potential
 

pharmacological
 

targets
 

and
 

function
 

pathways
 

of
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

AIH,
 

and
 

molecular
 

docking
 

was
 

used
 

to
 

validate
 

its
 

binding
 

energy.
 

(2)
 

AIH
 

mice
 

model
 

was
 

constructed,
 

BALB / c
  

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups,
 

namely
 

blank
 

group,
 

model
 

group,
 

prednisolone
 

group
 

and
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

group.
 

The
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

tissue
 

pathological
 

changes
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

observed
 

after
 

treated
 

with
 

corresponding
 

drugs,
 

the
 

general
 

conditions
 

of
 

mice
 

were
 

recorded,
 

molecular
 

biological
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

validate
 

the
 

key
 

targets
 

and
 

function
 

pathways
 

predicted
 

by
 

network
 

pharmacology.
 

RESULTS:
 

(1)
 

Network
 

pharmacological
 

research
 

indicated
 

that
 

the
 

potential
 

active
 

components
 

of
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

AIH
 

were
 

quercetin,
 

kaempferol
 

and
 

β-sitosterol.
 

The
 

core
 

targets
 

were
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF),
 

oncoprotein-p53,
 

SRC,
 

signal
 

transduction
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3
 

(STAT3)
 

and
 

PTGS2,
 

the
 

main
 

target
 

protein
 

were
 

enriched
 

in
 

multiple
 

signaling
 

pathways
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase-protein
 

kinase
 

B
 

(PI3K-Akt).
 

(2)
 

Experimental
 

study
 

indicated
 

that
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

can
 

improve
 

the
 

alanine
 

aminotransferase,
 

aspartate
 

transaminase
 

and
 

direct
 

bilirubin
 

levels
 

in
 

AIH
 

mice,
 

relieve
 

the
 

inflammatory
 

infiltration
 

of
 

liver
 

tissue,
 

reduce
 

inflammatory
 

factor
 

TNF-α
 

levels,
 

regulate
 

and
 

control
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

JAK2 /
STAT3

 

and
 

PI3K / Akt
 

signaling
 

pathways
 

in
 

liver
 

tissue
 

of
 

AIH
 

mice.
 

CONCLUSIONS:
 

Jianpi
 

Yanggan
 

decoction
 

can
 

improve
 

the
 

liver
 

function
 

and
 

inflammatory
 

factor
 

expression
 

of
 

AIH
 

mice,
 

relieve
 

inflammatory
 

injury,
 

the
 

mechanism
 

of
 

its
 

protective
 

effect
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

targeted
 

regulation
 

of
 

JAK / STAT
 

and
 

PI3K / Akt
 

signaling
 

pathways.
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　 　 自身免疫性肝炎( autoimmune
 

hepatitis,AIH)是由免疫反

应介导的肝脏炎症损伤疾病,近年来其发病率和患病人群逐

渐增加,在我国的检出率也呈上升趋势[1-2] 。 该病早期起病多

隐匿,部分患者无明显临床症状,发现时甚至已经出现了肝硬

化,预后较差[3] 。 治疗上以免疫抑制治疗为主,但是存在生化

应答欠佳、减药或停药后病情易复发等问题[4] 。 针对 AIH 的

中医辨证论治体系和指南尚未建立,因对其病因病机的认识

不同,证型分类标准难以统一。 近年来,中医药对 AIH 的病因

病机认识已日趋丰富,研究结果显示了中医药在免疫调节、抗
纤维化和改善 AIH 预后方面的优势[5-6] 。 因此,深入挖掘和总

结中医药治疗 AIH 的经验对于临床实际应用具有重要意义。
岐黄学者吕文良教授几十年来不断总结历代诸家之言,

又经临证广泛验证,在慢性肝病防治方面积累了丰富的经验。
健脾养肝汤是吕文良教授经临床反复验证和不断优化后的用

于治疗 AIH 的经验基础方,该方能改善患者疲劳乏力症状,恢
复患者脾胃纳食功能,还具有保肝降酶、辅助撤减激素的疗

效。 因此,本研究借助现代网络药理学和分子对接技术对健

脾养肝汤治疗 AIH 的过程展开研究,探索其潜在的作用机制,
并尝试开展动物实验进行验证,以期为中西医结合治疗 AIH
提供思路和研究证据。
1　 资料与方法
1. 1　 健脾养肝汤活性成分及药理靶点筛选

借助中药系统药理学数据库与分析平台( https: / / tcmsp-
e. com / ),检索健脾养肝汤组方中的全部药效成分和靶点,获
取黄芪、白芍、柴胡、炒白术、防风、郁金、茯苓、法半夏、防己、
炙甘草的全部化学成分。 根据口服生物利用度( OB) ≥30%、
类药性(DL)≥0. 18 的 2 个 ADME 属性值进行活性成分初步

筛选。 对于未收录的芒硝、山楂和生地黄,通过查阅文献、中医

药整合药理学研究平台(http: / / www. tcmip. cn / )和化学专业数

据库(http: / / www. organchem. csdb. cn / )获取其活性成分。 将活

性成分通过 PubChem 数据库( https: / / pubchem. ncbi. nlm. nih.
gov / )获取 Canonical

 

Smile,然后上传到 Swiss
 

Target
 

Prediction
( http: / / www. swisstargetprediction. ch / ), 获 取 全 名、 缩 写 及

UniProt
 

ID(https: / / www. uniprot. org / ),保留 Probability>0 的靶

点,并删除重复靶点,获得活性成分集合以及潜在药理靶点集合。
1. 2　 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络构建和拓扑分析

检索 GeneCards 数据库( https: / / www. genecards. org / ),得
到“自身免疫性肝炎”的相关靶点。 利用 Venny

 

2. 1 软件将健脾

养肝汤靶点集合与 AIH 疾病靶点进行交集,取得的交集靶点集

合即为健脾养肝汤治疗 AIH 的潜在药理靶点。 将获取的交集

靶点上传至 STRING 数据库( https: / / cn. string-db. org / ),物种

限定为人,综合评分≥0. 4 分,得到 PPI 网络,去掉游离节点,
通过 Cytoscape

 

3. 8. 0 软件根据网络拓扑学参数进行可视化

分析,并根据节点度值(Degree)绘制柱状图,获得核心靶点。
1. 3　 构建健脾养肝汤活性成分-AIH 药理靶点网络图

采用 Cytoscape
 

3. 8. 0 软件构建健脾养肝汤活性成分-AIH
药理靶点网络图。
1. 4　 基因本体(GO)功能富集分析和京都基因与基因组百科

全书(KEGG)通路富集分析

将健脾养肝汤治疗 AIH 的靶点录入 David 平台( https: / /

david. ncifcrf. gov / ),将结果可视化。 其中,GO 功能富集分析

包括描述靶点的细胞组分、分子功能及参与的生物过程;
KEGG 富集分析为代谢通路。
1. 5　 分子对接

基于以上研究结果,取靶点数目排序居前 3 位的活性成

分作为配体,PPI 网络中节点 Degree 值排序居前 5 位的靶点作

为受体,分别进行分子对接。 在 PDB 数据库( https: / / www.
rcsb. org / )中获取靶点的蛋白结构,运用 PubChem

 

CID 下载活

性成分的三维结构,导入 PyMoL
 

2. 1. 1 和 AutoDockVina
 

1. 5. 7
软件进行分子结构处理和分子对接。
1. 6　 实验材料

1. 6. 1　 实验动物:SPF 级雄性 BALB / c 小鼠,6 ~ 8 周龄,体重

为 18~ 22
 

g。 购自北京维通利华实验动物技术有限公司。 动

物许可证号为 SCXK(京)2021-0006。 饲养于中国中医科学院

广安门医院实验动物中心,恒温恒湿,房间 12
 

h 光照 12
 

h 黑

暗循环,饮食水完全自由。 通过中国中医科学院广安门医院伦

理委员会的伦理审查(伦理批号:2ACUC-GAMY-2022-07-02)。
1. 6. 2　 仪器:D3024R 型台式高速冷冻离心机[大龙兴创实验

仪器(北京)股份公司];Chemray
 

800 型全自动生化分析仪(深

圳雷杜生命科学股份有限公司);JB-P5 型包埋机(武汉俊杰电

子有限公司);RM2016 型病理切片机(上海徕卡仪器有限公

司);NIKON
 

DS-U3 型成像系统(日本 Nikon 公司);DG-300C
型电泳仪(北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)。
1. 6. 3　 药品与试剂:健脾养肝汤颗粒剂(药物组成为生黄芪

30
 

g,白芍 20
 

g,柴胡 9
 

g,生地黄 15
 

g,炒白术 12
 

g,焦山楂

20
 

g,防风 6
 

g,郁金 15
 

g,芒硝 3
 

g,茯苓 20
 

g,法半夏 9
 

g,防己

6
 

g,炙甘草 6
 

g),由中国中医科学院广安门医院中药房提供。
按照 人-小 鼠 体 表 面 积 换 算 等 效 剂 量, 配 制 成 浓 度 为

2. 59
 

g / mL 的中药溶液。 醋酸泼尼松龙片(天津信宜津津药业

有限公司,国药准字 H31020771,批号为 504220410,规格为

5
 

mg),以纯水配制成浓度为 0. 6
 

mg / mL 的溶液,泼尼松龙给药

量参考 AIH 诊断和治疗指南及文献[7-8] 。 刀豆蛋白 A( Con
 

A,
美国 sigma 公司,货号为 C2010)以 0. 9%氯化钠溶液配制成浓

度为 1. 25
 

mg / mL 的溶液。
4%多聚甲醛固定液(武汉赛维尔生物科技有限公司,货

号 G1101);苏木素-伊红(HE)高清恒染试剂盒(武汉赛维尔生

物科 技 有 限 公 司, 货 号 G1076 ); Phospho-PI3
 

Kinase
 

p85
 

Antibody(货号 4228),Phospho-Akt
 

mAb(货号 4060),Phospho-
Jak2

 

Antibody(货号 3771),Akt
 

( pan)
 

( C67E7)
 

Rabbit
 

mAb
(货号 4691),Jak2

 

mAb(货号 3230) 均购自美国 CST 公司;
Phospho-Stat3

 

Antibody ( 货 号 YP0250 ), PI3
 

kinase
 

p85α
 

Antibody ( 货 号 YT6156 ), Stat3
 

Polyclonal
 

Antibody ( 货 号

YT4443),GAPDH
 

Monoclonal
 

Antibody(货号 YM3029)均购自

美国 Immunoway 公司; Mouse
 

TNF-α
 

Capture
 

Bead
 

A10,
 

13X
(货号 740837), LEGENDplexTM

 

Buffer
 

Set
 

B ( 货号 740373),
LEGENDplexTM

 

Mouse
 

B
 

cell
 

Panel
 

Standard ( 货号 740831),
LEGENDplexTM

 

Mouse
 

B
 

cell
 

Panel
 

Detection
 

Antibodies ( 货号

740830)均购自美国 Biolegend 公司。
1. 7　 造模和给药

将小鼠随机分为空白组、模型组、泼尼松龙组和健脾养肝



中国医院用药评价与分析　 2025 年第 25 卷第 6 期　 Eval
 

Anal
 

Drug-Use
 

Hosp
 

China
  

2025
 

Vol. 25
 

No. 6
 

·681　　 ·

汤组,空白组小鼠 16 只,其余三组各 24 只。 采用尾静脉注射

Con
 

A 诱导慢性免疫性肝损伤的造模方法[9] 。 模型组、泼尼松

龙组和健脾养肝汤组小鼠均经尾静脉注射 Con
 

A (剂量为

12. 5
 

mg / kg,注射体积为 0. 1
 

mL / 10
 

g),空白组小鼠尾静脉注

射等体积 0. 9%氯化钠溶液,1 周 1 次,连续 6 周。 空白组和模

型组小鼠首次尾静脉注射后当日开始给予纯水灌胃,泼尼松

龙组小鼠给予泼尼松龙溶液 0. 12
 

mg / kg 灌胃,健脾养肝汤组

小鼠给予健脾养肝汤溶液 0. 518
 

7
 

g / kg 灌胃,给药均 1 日

1 次,连续 6 周。
1. 8　 观察指标

(1)记录动物一般情况,包括精神状态、饮食水和排泄情

况、活动情况及体重变化等。 (2)禁食水 12
 

h,麻醉后摘眼球

取血(存活状态),离心后留取血清,采用自动生化分析仪检测

血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)和直接胆红

素(DBIL)水平。 (3)采血结束后,立即采用颈椎脱臼法处死

小鼠,酒精消毒后剖开小鼠腹腔,取出小鼠肝脏。 使用 4%多

聚甲醛固定肝脏组织,采用 HE 染色法观察肝脏组织病理情

况。 (4)采用流式荧光法检测全血血浆炎症细胞因子肿瘤坏

死因子 α(TNF-α)水平。 ( 5)采用蛋白质印迹法检测肝组织

酪氨酸激酶信号转导子( JAK) 2、信号转导及转录激活因子 3
(STAT3)、磷脂酰肌醇 3 激酶( PI3K)、蛋白激酶 B( Akt)及其

磷酸化蛋白表达。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS
 

21. 0 软件处理数据,Graphpad
 

Pism
 

9. 5 软件作

图。 计量资料符合正态分布的采用 􀭰x±s 表示,多组间比较采用

单因素方差分析(One-Way
 

ANOVA),P<0. 05 为差异有统计学

意义。
2　 结果
2. 1　 活性成分及潜在靶点筛选结果

筛选出标准的活性成分共 213 种,其中黄芪 21 种,山楂

15 种,白芍 10 种,白术 7 种,茯苓 15 种,柴胡 14 种,防风

　 　 　 　

19 种,郁金 3 种,生地黄 8 种,防己 2 种,芒硝 1 种,半夏 11 种,
甘草 87 种。 删除重复值后,共获得潜在药理靶点 851 个。
2. 2　 疾病相关靶点预测

获得健脾养肝汤靶点 851 个、AIH 靶点 5
 

743 个。 通过

Venny 软件取交集获得 621 个共同靶点。 将得到的交集靶点

提交至 STRING 数据库构建 PPI 网络,利用 Cytoscape 软件对

结果进行可视化, 见图 1。 结果得出, TNF、 肿瘤蛋白 p53
(TP53)、肉瘤病毒蛋白 SRC(SRC)、信号转导及转录激活因子 3
(STAT3)和前列腺素内过氧化物合酶 2( PTGS2)为 Degree 值

排序居前 5 位的核心靶点。

节点代表蛋白质,颜色越深、节点越大,表示 Degree 值越高。

图 1　 PPI 网络(combined
 

score≥0. 4)的共同靶点

2. 3　 健脾养肝汤活性成分-AIH 药理靶点的网络构建图

对主要活性成分与对应靶点进行网络构建,见图 2。 经

Cytoscape 软件网络拓扑参数计算,Degree 值排序居前 3 位的

活性成分分别为槲皮素( quercetin)、山柰酚( kaempferol)和 β-
谷甾醇(beta-sitosterol),与多个靶点具有相互作用,可能是健

脾养肝汤治疗 AIH 的重要潜在药效成分,见表 1。
表 1　 Degree 值排序居前 10 位的活性成分

排序 活性成分 Degree 值 紧密中心性 介数中心性
1 槲皮素(quercetin) 461 0. 438

 

244
 

854 0. 056
 

617
 

399
2 山柰酚(kaempferol) 202 0. 379

 

455
 

910 0. 005
 

563
 

054
3 β-谷甾醇(beta-sitosterol) 132 0. 371

 

783
 

088 0. 001
 

662
 

330
4 14-乙酰基-12-千里光酰基-2E,8E,10E-蒲公英三醇(①) 91 0. 392

 

337
 

536 0. 013
 

258
 

970
5 12-山梗酰基-2E,8E,10E-蒲公英三醇(②) 90 0. 392

 

337
 

536 0. 010
 

856
 

528
6 苯甲酰芍药苷(benzoyl

 

paeoniflorin) 89 0. 391
 

577
 

928 0. 009
 

342
 

635
7 茯苓酸 B(poricoic

 

acid
 

B) 87 0. 390
 

067
 

502 0. 007
 

832
 

477
8 ③ 86 0. 390

 

067
 

502 0. 007
 

428
 

946
9 7,9(11)-去氢厚朴酸[7,9(11)-dehydropachymic

 

acid] 86 0. 390
 

444
 

015 0. 009
 

725
 

362
10 厚朴酸(pachymic

 

acid) 84 0. 389
 

316
 

651 0. 008
 

215
 

907
　 　 注:①14-acetyl-12-senecioyl-2E,8E,10E-atractylentriol;②12-senecioyl-2E,8E,10E-atractylentriol;③(2R)-2-[(5R,10S,13R,14R,16R,17R)-16-hydroxy-3-keto-4,4,10,13,14-pentamethyl-1,2,5,
6,12,15,16,17-octahydrocyclopenta[a]phenanthren-17-yl]-5-isopropyl-hex-5-enoic

 

acid。

2. 4　 GO 和 KEGG 富集分析

取 GO 富集分析中 P 值排序居前 10 位的条目、KEGG 富

集分析中 P 值排序居前 20 位的通路进行可视化分析,见图 3。
健脾养肝汤 GO 生物过程涉及对外源性刺激的反应、蛋白质磷

酸化及炎症反应等;GO 分子功能分析主要富集于蛋白质丝氨

酸 / 苏氨酸 / 酪氨酸激酶活性、相同蛋白质结合、酶结合及蛋白

激酶活性等,GO 细胞组分主要涉及等离子体膜、质膜的组成

部分、膜筏等。 KEGG 分析结果显示,健脾养肝汤参与治疗

AIH 的主要通路为 PI3K-Akt 信号通路、丝裂原激活的蛋白激

酶(MAPK)信号通路、环磷酸腺苷( cAMP) 信号通路、钙离子

(Calcium)信号通路和大鼠肉瘤(Ras)信号通路等通路。
2. 5　 分子对接

利用 AutoDock
 

vina1. 5. 7 软件,对 PPI 网络中 degree 值排

序居前 5 位的靶点与健脾养肝汤中预测靶点较多的 3 个活性



·682　　 ·
 

Eval
 

Anal
 

Drug-Use
 

Hosp
 

China
  

2025
 

Vol. 25
 

No. 6 中国医院用药评价与分析　 2025 年第 25 卷第 6 期

　 　 　

黄色圆形表示交集靶点;蓝色三角形表示疾病;绿色四边形为药物成分;橙色 V 形代表健脾养肝汤。

图 2　 健脾养肝汤活性成分-AIH 药理靶点网络图

成分进行分子对接。 结果显示,分子与靶点的最低结合能均<
0

 

kJ / mol,说明配体与受体均可以自发结合,见表 2。 为了从分

子水平阐明化合物槲皮素、山柰酚、β-谷甾醇与人 TNF、TP53、
SRC、STAT3、PTGS2 的作用模式,将化合物分别对接至靶点的

活性口袋,见图 4。 其中,槲皮素与 SRC 蛋白的对接结合能最

小,为-35. 98
 

kJ / mol,说明二者具有强烈的结合活性。
2. 6　 小鼠一般情况

(1)存活情况:空白组小鼠无死亡发生,模型组死亡 6 只,
泼尼松龙组死亡 2 只,健脾养肝汤组死亡 3 只。 ( 2) 基本情

况:空白组小鼠精神佳,毛发光泽,体重随着时间逐渐增加。 其

余三组小鼠造模后出现精神萎靡,蜷缩伏卧,体重明显下降,毛
发枯泽,部分小鼠死亡,死亡多在造模后 2

 

h 至 2
 

d。 相较于模

型组,泼尼松龙组和健脾养肝汤组小鼠的一般状态有明显改

善,泼尼松龙组小鼠活动明显增多,部分小鼠亢奋躁动。 (3)
体重变化情况:空白组小鼠体重逐步稳定增加;模型组和健脾

养肝汤组小鼠体重呈缓慢波动增加趋势,每次注射 Con
 

A 后体

重下降,至下次注射前体重逐渐恢复;泼尼松龙组小鼠体重

　 　 　 表 2　 分子对接结果
化合物 蛋白 结合能 / (kJ / mol)
槲皮素 TNF -28. 03

TP53 -26. 36
SRC -35. 98

STAT3 -34. 31
PTGS2 -31. 38

山柰酚 TNF -25. 10
TP53 -25. 52
SRC -26. 78

STAT3 -33. 47
PTGS2 -29. 29

β-谷甾醇 TNF -26. 78
TP53 -24. 27
SRC -23. 85

STAT3 -25. 10
PTGS2 -27. 61

低于其余各组,呈交替波动下将和恢复趋势,见图 5。
2. 7　 健脾养肝汤对肝功能的影响

给药 6 周后,与空白组相比,模型组小鼠血清 ALT、AST 和

DBIL 水平明显升高,差异均有统计学意义(P<0. 01);与模型
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A. GO 功能富集分析;B. KEGG 通路富集分析,图中气泡的大小代表富集到该通路的靶点数目,气泡颜色代表显著性,颜色越红,P 值越小。

图 3　 GO、KEGG 富集分析图

A. 槲皮素与 TNF、TP53、SRC、STAT3、PTGS2;B. 山柰酚与 TNF、
TP53、SRC、STAT3、PTGS2;C. β-谷甾醇与 TNF、TP53、SRC、

STAT3、PTGS2。
图 4　 活性成分与靶蛋白分子对接图

组相比,泼尼松龙组和健脾养肝汤组小鼠 ALT、AST 和 DBIL 水

平降低,差异均有统计学意义(P<0. 05),见表 3。
2. 8　 健脾养肝汤对肝脏组织形态的影响

给药 6 周后,空白组小鼠肝脏形态正常,质地软,色泽正

　 　 　 　

图 5　 各组小鼠体重随时间变化趋势

表 3　 各组小鼠血清 ALT、AST和 DBIL水平比较(􀭵x±s,n=6)
组别 ALT / (U / L) AST / (U / L) DBIL / (μmol / L)
空白组 29. 98±1. 63 92. 35±13. 67 6. 76±0. 69
模型组 40. 58±4. 50∗ 122. 40±7. 78∗ 10. 21±2. 19∗

泼尼松龙组 31. 40±4. 47△ 101. 10±7. 39△ 7. 42±1. 28△

健脾养肝汤组 29. 18±3. 67△△ 97. 28±7. 39△ 7. 30±1. 31△

　 　 注:与空白组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,△P<0. 05,△△P<0. 01。

常。 模型组小鼠肝脏体积明显增大,色泽呈暗红色,触感较膨

胀质韧。 泼尼松龙组、健脾养肝汤组小鼠肝脏体积均较模型组

缩小,其中泼尼松龙组小鼠肝脏质地过软易烂,健脾养肝汤组

小鼠色泽稍暗红,质地较模型组软。
病理显示:空白组小鼠肝小叶结构正常,肝索呈放射状整

齐排列,汇管区结构清晰,未见明显炎症细胞浸润。 模型组小

鼠肝细胞排列紊乱,汇管区不规则扩大、瘀血,肝细胞肿胀变

性,可见明显炎症细胞浸润。 与模型组相比,泼尼松龙组、健脾

养肝汤组小鼠汇管区炎症细胞均明显减少,其中泼尼松龙组小

鼠炎症细胞浸润少于健脾养肝汤组,可见少量脂肪变性和广泛

肝细胞肿胀变性,见图 6。
2. 9　 健脾养肝汤对血浆 TNF-α水平的影响

给药 6 周后,空白组、模型组、泼尼松龙组及健脾养肝汤组

小鼠血浆 TNF-α 水平分别为 ( 3. 62 ± 1. 42)、 ( 7. 78 ± 1. 11)、
(4. 25±1. 75)及(3. 96±1. 64)

 

pg / mL。 与空白组相比,模型组

小鼠血浆 TNF-α 水平明显升高, 差异有统计学意义 ( P <
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A. 空白组;B. 模型组;C. 泼尼松龙组;D. 健脾养肝汤组。
图 6　 各组小鼠肝脏 HE 染色病理图(200×)

　 　 　 　

0. 01)。 与模型组相比,泼尼松龙组和健脾养肝汤组小鼠血浆

TNF-α 水平明显降低,差异均有统计学意义(P<0. 01)。
2. 10　 蛋白质印迹法检测肝脏 p-JAK2、 JAK2、 p-STAT3、
STAT3、p-PI3K、PI3K、p-Akt 及 Akt 蛋白的表达

给药 6 周后,相较于空白组,模型组小鼠肝脏的 p-JAK2、
p-STAT3、p-Akt 和 PI3K 蛋白表达水平均明显升高, p-JAK2 /
JAK2、p-STAT3 / STAT3 比值升高,差异均有统计学意义(P<
0. 01)。 相对于模型组,泼尼松龙组和健脾养肝汤组小鼠肝脏

的 p-JAK2、p-Akt、 PI3K 蛋白表达水平降低,泼尼松龙组的

p-STAT3 蛋白表达水平降低,差异均有统计学意义(P<0. 05),
见图 7。

Ⅰ. 各组小鼠 JAK2、STAT3 及其磷酸化蛋白表达;Ⅱ. 各组小鼠 PI3K、Akt 及其磷酸化蛋白表达;A. 空白组;B. 模型组;
C. 泼尼松龙组;D. 健脾养肝汤组;与空白组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组比较,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 7　 各组小鼠 JAK2、STAT3、PI3K、Akt 及其磷酸化蛋白表达(n=3)

3　 讨论
吕文良教授认为,AIH 慢性病程辨证多归于肝脾失调,湿

热、毒、瘀、虚错杂,整个发病过程以肝脾两脏为中心,辨证多属

肝郁脾虚证型,兼见湿热蕴结、瘀血阻络。 临床多中心回顾性

研究结果显示,肝郁脾虚证型占比更大[10] 。 治法上主以健脾

柔肝,益气化湿解毒,调和气血。 其经验基础方健脾养肝汤以

黄芪、白芍为君,黄芪健脾益气,白芍柔肝养血,肝脾气血同调。
辅以白术、柴胡健脾疏肝,生地黄清热养阴,使肝体濡润不燥,
功能复常。 佐以郁金行气活血,半夏和胃化浊,茯苓健脾利湿,
防己化血分之湿热,焦山楂消食散瘀,防风扶正祛邪,使邪去络

通、肝脾升降有序。 芒硝为使,逐六腑积聚,炙甘草调和诸药,
又合白芍酸甘化阴养肝。 借助网络药理学和分子对接技术分

析得出槲皮素、山柰酚和 β-谷甾醇为健脾养肝汤治疗 AIH 的

主要潜在活性成分,核心靶点为 TNF、 TP53、 SRC、 STAT3 和

PTGS2 等,健脾养肝汤治疗 AIH 的主要靶蛋白富集 PI3K-Akt、
MAPK 及 cAMP 等多条信号通路。
3. 1　 健脾养肝汤的主要活性成分

槲皮素能改善肝损伤和组织病理学改变,抑制炎症细胞因

子的释 放, 可 通 过 抑 制 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 相 关 因 子 6
(TRAF6) / c-Jun 氨基末端激酶( JNK)通路减轻 Con

 

A 诱导的

AIH 细胞凋亡和自噬[11] 。 山柰酚抑制脂多糖诱导的急性肝损

伤,通过抑制肝星状细胞( HSC)中Ⅰ型胶原的表达,降低肝组

织中胶原的密度,通过丝氨酸 / 苏氨酸激酶结构域降低 Smad2
和 Smad3 的磷酸化,减弱 α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA)的产生,
抑制转化生长因子-β(TGF-β)刺激的 HSC,可以作为抗肝纤维

剂[12] 。 β-谷甾醇具有抗炎、抗肿瘤、肝保护等作用[13] ;β-谷甾醇

及其衍生物通过降低 TNF-α、白细胞介素(IL)6 和 IL-1β 水平,
提高多种抗氧化酶活性,并通过相关途径抑制急性肝损伤[14] 。
3. 2　 健脾养肝汤治疗 AIH 的核心靶点

TNF 是炎症反应的核心细胞因子,参与多种自身免疫性疾

病的发病过程。 AIH 患者的 TNF-α 水平较健康人群显著升

高[15] 。 TNF 诱导许多生物学反应,如肝细胞凋亡、肝脏炎症和

再生以及自身免疫[16] 。 抗 TNF 治疗在慢性炎症和自身免疫

性疾病方面已广泛应用。 TP53 和 SRC 是人类恶性肿瘤中常见

的突变基因,与肿瘤的发生密切相关[17-18] 。 STAT3 的激活可

以在肝纤维化的发病机制中发挥抗炎或促炎作用[19] 。 例如,
IL-17 激活 STAT3,通过 STAT3-IFI16 轴促进 AIH 相关肝损伤

的焦亡[20] 。 PTGS2 诱导产生炎症性前列腺素,是宿主免疫应答

的一部分,对自身免疫性疾病和炎症性疾病产生重要影响[21] 。
3. 3　 健脾养肝汤治疗 AIH 的作用途径

PI3K / Akt 信号通路在调控细胞增殖、凋亡、分化等方面起

着重要作用。 研究发现,PI3K / Akt 具有减少促炎细胞因子释

放、抗炎和抗氧化应激作用[22] ;还能减轻肝脏细胞的凋亡、自
噬[23] ;并增加基质金属蛋白酶( MMP)表达,促进细胞外基质
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(ECM)降解,达到抗肝纤维化的作用[24] 。 MAPK 是多种过程

的关键信号通路,激活并磷酸化下游蛋白[25] ;参与 HSC 活化,
发挥抗氧化、抗炎作用,减轻 CCL4 诱导的肝损伤和肝纤维

化[26] 。 研究发现,抑制 MAPK 信号传导可以预防 Con
 

A 诱导

的 AIH 小鼠肝损伤[27] 。 cAMP 信号通路是环核苷酸信号传导

通路的一种,可以抑制 TNF-α 和 IL-17 的产生,减轻对肝脏的

刺激,抑制 T 细胞中 cAMP 的降解,改善 ConA 诱导的 AIH 小

鼠炎症和预后[28] 。
3. 4　 健脾养肝汤能改善 ConA 诱导的肝损伤

尾静脉注射 Con
 

A 后,小鼠出现精神萎靡、低体温、体重下

降甚至死亡,经泼尼松龙和健脾养肝汤干预后情况有所好转,
死亡数量减少。 健脾养肝汤组小鼠体重波动增加接近正常组,
而泼尼松龙组体重明显低于正常组,且后期出现了活动增加、
部分亢奋躁动、易激惹等状态,考虑可能长时间使用糖皮质激

素后出现药物相关性神经系统紊乱,低体重可能与异常高代谢

相关,小鼠肝脏质地过软易烂,病理显示明显肝细胞变性。 一

项研究中,经地塞米松[0. 5
 

mg / ( kg·d)]治疗 ConA 诱导的小

鼠肝损伤也出现了明显体重下降和更为严重的肝细胞变

性[29] 。 Con
 

A 的注射剂量、持续时间与诱导的肝脏炎症严重

程度呈正相关[30] 。 不同于大剂量单次注射 Con
 

A 诱发的急性

肝损伤在数小时内肝酶水平即达到高峰值、伴肝细胞大片坏

死、大量炎症细胞浸润,反复小剂量注射 Con
 

A 后,病理及血清

学主要表现为慢性肝损伤,类似 AIH 慢性疾病过程。 本实验

为慢性肝损伤模型,模型组小鼠血清 ALT、AST 和 DBIL 水平有

所升高,泼尼松龙组、健脾养肝汤组小鼠治疗后与空白组水平

相当。 模型组小鼠肝脏体积明显增大,质地膨胀较韧,病理显

示汇管区明显炎症细胞浸润,经泼尼松龙、健脾养肝汤治疗后

肝脏外观和质地均有一定改善,病理炎症细胞也明显减少,其
中泼尼松龙组小鼠的炎症改善情况稍优于健脾养肝汤组。

综上,泼尼松龙组小鼠肝脏病理炎症改善优于健脾养肝汤

组,但存在脂肪变性、肝脏组织软烂易碎、体重显著降低,亢奋

躁动、易激惹等情况;健脾养肝汤小鼠虽肝脏病理炎症改善稍

逊于泼尼松龙组,但体重趋于正常组,无明显相关紊乱状态,二
者均有各自优势与不足。 在临床治疗中,当权衡利弊应用相关

药物,尽可能发挥二者优势,避免药品不良反应。
3. 5　 健脾养肝汤降低 TNF-α水平

TNF 是炎症反应的核心细胞因子,参与多种自身免疫性疾

病。 基于此,本研究进一步检测了血浆 TNF-α 水平,结果显

示,模型组小鼠血浆 TNF-α 水平明显升高,泼尼松龙组、健脾

养肝汤组小鼠治疗后血浆 TNF-α 水平均明显降低,证实了健

脾养肝汤能改善 Con
 

A 诱导的肝脏炎症损伤。
3. 6　 健脾养肝汤靶向调控 JAK2 / STAT3、PI3K / Akt 信号通

路,减轻 ConA 诱导的肝损伤

KEGG 分析中,取信号通路相关信息,PI3K / Akt 信号通路

的排序居首位,PI3K / Akt 常与多个通路相交互。 转录激活子

STAT3 是网络药理学预测的健脾养肝汤治疗 AIH 的另一核心

靶点。 JAK 是 STAT3 最重要的上游因子。 JAK-STAT 信号通

路广泛介导细胞增殖、分化、炎症反应和免疫调节,又称为 IL-6
信号通路,可被广泛的激素、细胞因子如 IL、干扰素等激活[31] ;
该通路的持续激活与许多免疫和炎症性疾病密切相关,如多发

性硬化症、肿瘤、类风湿性关节炎、炎症性肠病、系统性红斑狼

疮等[32-33] 。 PI3K / Akt 信号通路可作为 JAK / STAT 信号通路的

中间环节参与细胞转录调控,基于此,本研究将核心靶点和关

键作用途径相结合并进行验证。 结果显示,模型组小鼠肝组织

p-JAK2、p-Akt、PI3K、p-STAT3 蛋白表达水平均明显升高,经泼

尼松龙和健脾养肝汤治疗后,p-JAK2、p-Akt、PI3K、p-STAT3 蛋

白表达水平均明显下降,主要调控磷酸化蛋白为主。 提示健脾

养肝汤可能通过靶向调控 JAK2 / STAT3、PI3K / Akt 信号通路,
减轻 Con

 

A 诱导的肝损伤。
综上所述,健脾养肝汤可以改善 AIH 小鼠的肝功能和炎

症因子表达,减轻组织炎症细胞浸润,其保护作用机制可能与

靶向调控 JAK / STAT 和 PI3K / Akt 信号通路相关。
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