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基于网络药理学与实验验证肝积方抗肝纤维化的作用机制  
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摘  要：目的  运用网络药理学及动物实验研究肝积方（GJR）抗肝纤维化（LF）的机制。方法  构建 LF 模型，通过苏木

素-伊红（HE）、Masson 染色观察肝脏病理情况；蛋白免疫印迹法（Western blotting）检测肝组织中 α-平滑肌肌动蛋白（α-

SMA）、I 型胶原蛋白 alpha 1 链（Col1a1）、转化生长因子-β（TGF-β）的蛋白表达水平；采用碱水解法检测肝组织中羟脯氨

酸（HYP）水平；采用微板法检测小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）的活性水平。基于中

药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）和 Swiss Target Prediction 网站筛选 GJR 活性成分作用靶点，结合 GeneCards 数

据库 LF 靶点，两者取交集获得共同靶点，构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络筛选核心靶点，进行基因本体（GO）和

京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，并通过分子对接预测关键靶点与 GJR 活性成分结合情况。肝组织原位末端

标记法（TUNEL）染色检测肝细胞凋亡情况；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测肝组织中半胱天冬氨酸蛋白酶 3（Caspase3）、

B 细胞淋巴瘤/白血病-2（BCL2）、促凋亡蛋白（Bax）表达水平。体外实验通过 TGF-β 诱导 LX-2 细胞活化，加入 GJR 含药

血清（10%、15%、20%）干预后进行 qRT-PCR、Western blotting 实验观察 α-SMA、Col1a1、组织金属蛋白酶抑制因子-1（TIMP1）

的 mRNA 和蛋白表达变化，通过流式细胞术观察 LX-2 细胞凋亡情况。结果  体内实验显示，GJR 可减轻肝损伤及胶原沉

积，降低 HYP、ALT、AST 水平，下调 α-SMA、Col1a1、TGF-β 表达，减少肝细胞凋亡并调控 Caspase3、BCL2、Bax 表达；

网络药理学筛选出 625 个共同靶点，核心靶点与凋亡相关，富集于磷脂酰肌醇 3‑激酶/蛋白激酶 B（PI3K-Akt）等通路，关

键成分与核心靶点结合良好；体外实验显示，GJR 含药血清可下调 α-SMA、Col1a1、Timp mRNA 及蛋白表达水平，促进 LX-

2 细胞凋亡。结论  网络药理学及实验验证 GJR 具有抗 LF 作用，其机制可能是通过 Caspase3/Bcl-2/Bax 信号通路抑制肝细

胞凋亡并促进 LX-2 细胞凋亡有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of Ganji Recipe (GJR) antiliver fibrosis (LF) using network pharmacology and 

experimental validation. Methods  The LF model was established. Liver pathology was observed by hematoxylin-eosin (HE) and 

Masson staining. Protein expression levels of α smooth muscle actin (α-SMA), collagen type I alpha 1 chain (Col1a1), and TGF-β in 

liver tissue were detected by Western blotting. Hydroxyproline (HYP) content in liver tissue was measured by alkaline hydrolysis. 

Serum activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were determined using microplate assays. 

Potential targets of active components in GJR were screened from the Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database 

and Analysis Platform (TCMSP) and SwissTargetPrediction. LF-related targets were obtained from the GeneCards database. The 

intersection of these targets was used to identify common targets. A protein-protein interaction (PPI) network was constructed to screen 

core targets, followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis. 

Molecular docking was performed to predict the binding activity between key targets and major active components of GJR. Hepatocyte 

apoptosis was detected by terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) staining. mRNA levels 

of Caspase3, BCL2, and Bax in liver tissue were measured by quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). For in vitro 

experiments, LX-2 cells were activated by transforming growth factor-β (TGF-β) and then treated with GJR containing serum (10%, 

15%, 20%). mRNA and protein expression ofα-SMA, Col1a1, and tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) were examined by 

qRT-PCR and Western blotting. Apoptosis of LX-2 cells was analyzed by flow cytometry. Results  In vivo experiments showed that 

GJR can alleviate liver injury and collagen deposition, reduce levels of HYP, ALT, and AST, downregulate the expression of α-SMA, 

Col1a1, and TGF-β, decrease hepatocyte apoptosis, and regulate the expression of Caspase3, BCL2, and Bax. Network pharmacology 

identified 625 common targets, with core targets related to apoptosis enriched in pathways such as PI3K-Akt. The key components 

bound well with the core targets. In vitro experiments showed that GJR-containing serum downregulated the mRNA and protein 

expression of α-SMA, Col1a1, and TIMP1, promoting the apoptosis of LX-2 cell. Conclusion  Network pharmacology and 

experimental verification demonstrate that GJR exerts anti-LF effects, which may be related to promoting aHSC apoptosis and 

inhibiting hepatocyte apoptosis via the Caspase3/Bcl-2/Bax signaling pathway. 

Key words: Ganji Recipe; liver fibrosis; cell apoptosis; network pharmacology; molecular docking 

 

肝纤维化（（LF）是肝脏在慢性损伤刺激下发生

的病理性修复过程[1]，其核心病理特征为肝星状细

胞（（HSCs）持续激活，驱动细胞外基质（（ECM）过

度沉积，最终导致肝组织结构重塑与功能减退[2]。

在损伤初期，肝细胞凋亡释放损伤相关分子模式

（（DAMPs），激活肝内固有免疫细胞，诱导促炎细胞

因子大量产生，导致炎症微环境持续存在。HSCs 可

直接感知上述炎症信号并发生激活[1, 3]，在此基础

上，转化生长因子-β（（TGF-β）、血小板衍生生长因

子（（PDGF）等经典促纤维化因子通过与 HSCs 表面

受体结合，驱动其由静息型向肌成纤维样细胞表型

转化。激活后的 HSCs 高表达 α-平滑肌肌动蛋白（（α-

SMA），并大量合成Ⅰ型、Ⅲ型胶原等 ECM 成分[4]。

与此同时，HSCs 通过抑制基质金属蛋白酶（（MMPs）

活性、上调基质金属蛋白酶组织抑制因子（（TIMPs）

表达，导致 ECM 降解受阻、异常沉积，最终形成

LF[5-6]。值得注意的是，LF 病理过程具有高度隐匿

性，患者往往在进入中晚期阶段后才被临床确诊。晚

期 LF 若未得到及时有效干预，可沿“LF-肝硬化-肝

细胞癌”持续主动进展[1]，预后不良且死亡率高。

这一疾病负担在全球范围内，尤其是中国人群中尤

为突出。中国最大规模的健康体检数据库横断面研

究显示 2017 至 2022 年间约有 2.85%的成年人被诊

断为晚期纤维化[7]。然而，目前尚无明确批准用于

治疗 LF 的临床药物[8-9]，尽管吡非尼酮、尼达尼

布等抗纤维化药物在肺纤维化领域已获批应用，

但其在 LF 中的疗效与安全性尚未得到充分的循

证验证[10-11]。西医抗 LF 治疗仍然主要以控制病因

为主，包括针对病毒性肝炎的抗病毒治疗、针对酒

精性肝病的戒酒干预及针对非酒精性脂肪性肝病

的代谢调控等。虽然能在一定程度上延缓 LF进程，

但对于已经形成的纤维化病变，其逆转能力十分有

限，且长期用药的安全性与依从性亦存在诸多临床

现实问题。因此，开发兼具科学依据与临床可行性

的新型干预策略，是当前肝病学领域亟待解决的重

要科学命题。长期临床实践及研究表明，中医药在

LF 的防治领域展现出独特优势[12]。基于整体观念

与辨证论治理念，多途径、多层次、多靶点治疗 LF，

中医药在改善临床症状、遏制 LF 进展甚至逆转 LF

方面具有显著的疗效[13]。肝积方（GJR）是国医大

师周岱翰教授学术继承人王雄文教授在其指导下

基于疏肝祛湿化瘀法立论的保肝传承方，在临床中
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取得良好的疗效。基于此，本研究拟通过网络药理

学及分子对接、细胞与动物实验系统验证 GJR 对

LF 的治疗作用，并深入探讨其抗 LF 的分子机制，

以期为中医药防治 LF 提供科学依据。 

1  材料 

1.1  药物与试剂  

GJR 由柴胡、白芍、党参、茯苓、白术、旱莲

草、女贞子、黄芩、半枝莲、肿节风、八月札、莪

术组成，所有中药材均统一采购于广州中医药大学

第一附属医院，并经过广州中医药大学第一附属医

院廖小红副主任中药师验证合格。将上述药材加

10 倍量蒸馏水浸泡 30 min，武火煮沸后转文火煎

煮 30 min，滤取药液。药渣再加适量水，同法煎煮

30 min，滤过。合并 2 次滤液，作为汤药母液，4 ℃

保存。利用超高效液相色谱-质谱（UPLC-MS）法，

共识别出母液包含黄芩素、芍药苷、柴胡皂苷 A、茯

苓酸、党参碱、山姜素等 150 种化合物成分，其中，

黄芩素、芍药苷、柴胡皂苷A质量分数分别为 0.86%、

0.10%、0.03%。水飞蓟宾（质量分数≥98%，天津天

士力圣特制药有限公司，批号 550702018）。试剂包

括逆转录试剂盒、RNA 提取试剂、SYBR Green 实时

荧光定量 PCR 预混液（Accurate Biotechnology 公司，

批号 A7A2358、A7A0883、A7A1078）；蛋白酶抑制

剂（美国 TargetMol 公司，批号 P25070301124）；RIPA

裂 解 液 、 BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 （ Beyotime 

Biotechnology 公司，批号 P0013B、A381B251103）；

彩色预染蛋白 marker（雅酶生物公司，批号

029824010）；SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（（5×，弗

德生物科技有限公司，批号 20250712）；ECL 发光

液（Biosharp 公司；批号 27126112AZ）；α-SMA、

TGF-β、I 型胶原蛋白 alpha 1 链（（Col1a1）抗体、羊

抗兔二抗（HUABIO 公司；批号 H641065007、

H641469057、H641407031、H641608002）；组织金

属蛋白酶抑制因子-1（（TIMP1）抗体（（优品生物科技

有限公司，批号 250808）；细胞凋亡检测试剂盒（（武

汉 Elabscienc 公司，批号 WS05BVPF67655）；橄榄

油、CCl4（上海麦克林生化科技有限公司，批号

O689849、C805325）；羟脯氨酸（（HYP）、丙氨酸氨

基转移酶（（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（（AST）测

定试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号

20250909、20250924、20250925）；原位末端标记法

（（TUNEL）试剂盒（武汉赛维尔生物有限公司，批

号 MPC2410028）。 

1.2  仪器 

Vios iDx 165 恒温培养箱、Varioskan LUX 多功

能酶标仪、QuantStudio 5 实时荧光定量 PCR 仪（（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司）；5430 低温高速离

心机（德国 Eppendorf 公司）；EPHC 400 Western 

blotting 设备（广州道一科学技术有限公司）；N60

超微量分光光度计（（德国 IMPLEN 公司）；ChemiDoc 

MP 全能型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；

FACSCalibur-2 流式细胞仪（（美国 BD 公司）；JT-12X

脱水机、JB-L6 包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；

HistoCore AUTOCUT 病理切片机（（上海徕卡仪器有

限公司，）；KD-F 组织摊片机（（科迪仪器设备有限公

司）；Giotto 染色机（意大利 Diapath 公司）。 

1.3  动物 

SPF 级雄性C57BL/6 小鼠 25 只，6 周龄（体质量

18～20 g），购于浙江维通利华实验动物技术有限公司，

生产许可证 SCXK（浙）2021-0006；SPF 级雄性 SD 大

鼠 46 只（体质量 280～300 g），购于广东维通利华有

限公司，生产许可证 SCXK（粤）2022-0063。小鼠、

大鼠饲养于 SPF 级实验动物房，室温维持在（20±

2）℃，相对湿度为（40±5）%，采用 12 h 光/暗循环

模式。实验遵循 3R 原则（替代、减少、优化），并严

格遵守动物伦理和动物福利标准，方案通过广州中医

药大学伦理委员会批准（20250417004、20240716001）。 

1.4  细胞 

肝星状细胞 LX-2 细胞购自武汉普诺赛生命科技

有限公司。培养条件为 10%胎牛血清＋90% DMEM

高糖，气相：空气，95%；CO2：5%，温度：37 ℃。 

2  方法 

2.1  网络药理学及分子对接 

2.1.1  药物靶点及疾病靶点  以中药系统药理学

数据库与分析平台（（TCMSP）为主要来源，筛选口

服给药生物利用度（（OB）≥30%且类药性（（DL）≥

0.18 的肝积方药物活性成分。采用 Swiss Target 

Prediction 平台（（http://swisstargetprediction.ch）预测

活性成分靶点，阈值设定为概率值≥0.1，去除重复

项后得到 GJR 的潜在药物靶点。以“liver fibrosis”

为关键词，在 GeneCards 基因数据库（（https://www. 

genecards.org）中检索 LF 的疾病靶点，筛选

Relevance score≥5 的疾病潜在靶点。运用 Venny 在

线 工 具 （ https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ 

index.html）将筛选后的活性成分靶点与疾病的潜在

靶点取交集并绘制韦恩图。 
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2.1.2  药物-活性成分-靶点网络  以药物、活性成

分、交集靶点为节点，药物与活性成分、活性成分

与交集靶点之间的作用关系为边，利用 Cytoscape 

3.10.2 软件构建（“药物-活性成分-靶点”网络关系图。

拓扑属性采用 Network Analyzer 插件计算，重点分

析各节点的度（degree）值以筛选关键活性成分。 

2.1.3  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）  将交集靶

点基因导入 STRING 数据库（ https://cn.string-

db.org/），物种设定为智人，综合置信度设为 0.900，

构建 PPI 网络。将网络文件导入 Cytoscape 3.10.2，

利用 Cytoscape 计算各节点的 Degree、介数中心性

（（Betweenness）、接近中心性（（Closeness）值，取 3

项参数值均靠前的前 47 个靶点作为核心靶点，并

以节点大小与颜色深浅映射度值进行可视化。 

2.1.4  基因本体（（GO）注释及京都基因与基因组百

科全书（（KEGG）通路富集分析  采用 R 语言（（4.3.1）

中 ClusterProfiler 软件包对交集靶点进行 GO 及

KEGG 通路富集分析，筛选校正后 P＜0.05 的显著

富集条目，并以条形图对 GO 各功能分类及 KEGG

通路富集结果进行可视化展示。 

2.1.5  分子对接  以核心靶点蛋白为受体，核心活

性成分为配体，进行分子对接验证。受体三维结构

通过 PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm. 

nih.gov/）获取，配体蛋白结构通过 PDB 数据库

（（https://www.rcsb.org）获取。使用 AutoDockTools-

1.5.6 软件，定义好配体与受体，去氢加水，设置大

小适合的盒子中心后进行对接，最后选择结合能低

于−20.9 kJ·mol−1 的复合物构象并通过 PyMOL 2.4.0

进行可视化呈现。 

2.2  动物分组与给药 

SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠 25 只（6 周龄），饲养

3 d 后，采用随机数字表法分成 5 组：对照组、模型

组及 GJR 低、高剂量（22.23、44.46 g·kg−1）组和水飞

蓟宾组（阳性药，参考文献报道[14]用量 100 mg·kg−1），

每组 5 只。模型组、GJR 低剂量组、GJR 高剂量组、

水飞蓟宾组 ip 20% CCl4（1 mL·kg−1，每周 2 次），

对照组 ip 等体积橄榄油，持续 8 周，构建 LF 小鼠模

型[15]。自注射 CCl4 第 4 周起，GJR 低、高剂量组 ig

相应剂量 GJR（根据人与小鼠体表面积换算法，人与

小鼠换算比例为 1∶9.1[16]，以 70 kg 成人用药剂量为

基准，得出小鼠等效剂量为 22.23 g·kg−1，作为 GJR

低剂量组的给药剂量，在此基础上，按倍比关系得

出高剂量组 44.46 g·kg−1），水飞蓟宾组 ig 水飞蓟宾

100 mg·kg−1，对照组、模型组均 ig 纯水，每日 1 次，

连续 4 周。第 8 周末干预后（前一晚禁食不禁水 12 h），

称体质量，麻醉，眼球取血，分离肝脏并称质量，

计算肝脏指数，组织样本放置−80 ℃保存备用。 

肝脏指数＝肝脏质量/体质量 

2.3  苏木精-伊红（HE）与 Masson 染色 

取出经 4%多聚甲醛固定的肝脏组织，常规脱

水、包埋、切片后，分别进行 HE 染色及 Masson 染

色。染色完成后经梯度乙醇脱水、二甲苯透明，中

性树胶封片。于光学显微镜下观察各组肝组织病理

形态学改变，采集图像并进行分析。 

2.4  肝组织 HYP 测量 

取适量肝脏组织，剪碎后加入水解液，置水浴

中裂解消化；调节各管 pH 值至 6.0～6.8，按 HYP

检测试剂盒说明书操作后充分混匀后于 60 ℃水浴

反应 15 min，冷却至室温。以 3 500 r·min−1 离心

10 min，取上清液于 550 nm 波长处测定吸光度（（A）

值。计算各组织中 HYP 水平。 

HYP 质量分数＝(A 测定－A 空白)/(A 标准－A 空白)×C 标准×V 水解液/W 组织 

2.5  肝功能指标检测 

眼球取血法采集小鼠全血，室温静置2 h，3 000 r·min−1，

离心 15 min，吸取上层血清。按 ALT、AST 检测试

剂盒说明书操作，充分混匀后室温静置 15 min。于

505 nm 波长处测定各孔 A 值，依据标准曲线计算各

组血清中 ALT、AST 水平。 

2.6  Western blotting 法 

提取总蛋白，采用 BCA 法定量蛋白浓度，各

样品稀释至相同浓度后加入 5× Loading Buffer，

100 ℃变性 5 min。蛋白样品经 10% SDS-PAGE 分

离（（80 V，90 min），湿转法至 PVDF 膜，5%脱脂奶

粉封闭 2 h。PVDF 膜分别与 α-SMA、Col1a1、TIMP-

1、TGF-β 一抗（（1∶2 000）4 ℃孵育，1×TBST 洗

涤 3 次（（每次 10 min）后，与相应二抗（（1∶50 000）

孵育 1 h，再洗涤 3 次。ECL 发光液显影后采集图

像，Image J 软件分析目的条带灰度值，以 β-actin 为

内参进行归一化处理，并进行统计学分析。 

2.7  肝组织 TUNEL 染色 

取肝脏组织石蜡切片经梯度乙醇脱水、二甲苯

透明后，按 TUNEL 检测试剂盒说明书操作：以不

含 DNase 的蛋白酶 K 溶液室温孵育 30 min 进行组

织通透，随后滴加 TUNEL 工作液置湿盒中 37 ℃

避光孵育 1 h 以标记断裂 DNA 末端，含 DAPI 的抗

荧光淬灭封片剂封片。于荧光显微镜下观察各组肝
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组织细胞凋亡情况并采集图像。 

2.8  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测  

采用 Trizol 法提取总 RNA，紫外分光光度计检

测 RNA 浓度及纯度。按逆转录试剂盒说明书将

RNA逆转录为 cDNA，−20 ℃保存备用。采用 SYBR 

Green I 荧光定量 PCR 法检测目的基因 mRNA 表达

水平，反应程序如下：95 ℃预变性 30 s（（1 个循环）；

95 ℃变性 5 s、60 ℃退火延伸 30 s（40 个循环）。

以 β-actin 为内参基因，采用 2−ΔΔCt 法计算各目的基

因的相对表达量。具体序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

物种 基因 上游（5’→3’） 下游（5’→3’） 

Human α-SMA AAATGAACGTTTCCGCTGCC TACATAGTGGTGCCCCCTGA 

Human Col1a1 CCTGGTGATGCTGGTGCTAA ACATTACCAATGGGGCCAGG 

Human TIMP1 CATCCTGTTGTTGCTGTGGC AACTTGGCCCTGATGACGAG 

Human β-actin ATTGCCGACAGGATGCAGAA CGGACTCGTCATACTCCTGC 

Mouse Caspase3 AGCTGGACTGCGGTATTGAG CGCGTACAGTTTCAGCATGG 

Mouse BCL2 GCCTTCTTTGAGTTCGGTGG CTGAGCAGCGTCTTCAGAGA 

Mouse Bax GATCGAGCAGAGAGGATGGC GTAGAAAAGGGCAACCACCC 

Mouse β-actin CTACCTCATGAAGATCCTGACC CACAGCTTCTCTTTGATGTCAC 

2.9  GJR 含药血清制备 

SPF 级大鼠随机均分为含药血清组和空白血清

组，含药血清组 ig GJR（等效剂量 22.23 g·kg−1），空白

血清组 ig等体积0.9%氯化钠溶液，每日 2次，连续 3 d

后采集腹主动脉血，3 500 r·min−1离心 15 min，取上清

液，56 ℃恒温水浴灭活 30 min 并滤过除菌备用。 

2.10  细胞分组及给药 

将 LX-2 细胞按照每孔 2×105个的密度接种于

6 孔板中，随机分为对照组、TGF-β 组及 GJR 低、

中、高浓度（（10%、15%、20%）含药血清组。细胞

贴壁后饥饿 12 h，除对照组外，各组均以 10 ng·mL−1 

TGF-β 因子刺激，诱导 LX-2 细胞活化。活化成功

后，GJR 各组分别加入相应比例含药血清，对照组

与 TGF-β 组则以 20%空白血清处理。干预 24 h 后

进行 qRT-PCR 实验检测 α-SMA、Col1a1、TIMP1 的

mRNA 表达水平，干预 48 h 后进行 Western blotting

实验检测 α-SMA、Col1a1、TIMP1 的蛋白表达水平。 

2.11  细胞凋亡 

按照上述分组，干预 24 h 后，消化收集各组细

胞，离心，弃上清，取沉淀。预冷的 PBS 洗涤细胞

沉淀 1 次，随后加入 100 μL 1× Bingding Buffer 重

悬，依次加入 5 μL AnnexinV-FITC、PI 抗体，轻柔

吹打混匀，室温避光孵育 15 min，上机前每管再加

入 400 μL 1× Bingding Buffer，流式细胞仪检测并

收集数据，利用 FLOWJO 软件分析细胞凋亡率。 

2.12  数据分析 

使用 GradPrism 10.0 进行数据分析，计量资料

以 x s 表示。多组间均数的比较，满足正态分布，

且方差齐时采用单因素方差分析（ One-Way 

ANOVA）；方差不齐时采用 Welch’s ANOVA tests，

多重比较采用 WDunnett’s T3 法；若多组独立的实

验数据不符合正态分布，那么就采用非参数

Kruskal-Wails H 检验进行比较。 

3  结果 

3.1  GJR 对 CCL4诱导的 LF 小鼠肝脏组织病理学

的影响 

肝脏 HE 染色（（图 1）显示，与对照组相比，模

型组肝小叶结构紊乱，肝细胞肿胀，胞质疏松，颜

色淡染，周围纤维组织增生，大量的炎症细胞浸润，

部分可见坏死；与模型组相比，GJR 低、高剂量组

和水飞蓟宾组中肝细胞形态相对正常，水肿变性明

显减轻，其中，GJR低剂量组门管区附近组织增生，

可见少量的炎症细胞浸润；GJR 高剂量组未见明显

增生，少量的炎症细胞浸润，偶见坏死；水飞蓟宾

组肝细胞边界清晰，未见增生，伴有少量炎症细胞。

Masson 染色结果（（图 1）显示，对照组肝小叶结构

完整，未见明显蓝色胶原纤维沉积；模型组肝小叶

结构遭到破坏，肝静脉与汇管区周围可见广泛而致

密的蓝色胶原纤维沉积，Masson 染色阳性面积显著

增加；GJR 低、高剂量组和水飞蓟宾组蓝色胶原纤

维沉积逐渐减少，其中，GJR 高剂量组、水飞蓟宾

组最显著，Masson 染色阳性面积明显下降。HE 染

色和 Masson 染色结果说明 GJR 能够改善 LF 小鼠

模型肝细胞损伤以及减少 LF 程度。 
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图 1  HE、Masson 染色观察 GJR 对小鼠 LF 组织病理形态的影响 ( x ±s, n＝5) 

Fig. 1  Effects of GJR on histopathological morphology of liver fibrosis tissues in mice observed by HE and Masson staining  

( x ±s, n＝5) 

3.2  GJR 对 CCL4 诱导的 LF 小鼠体质量、肝脏指

数的影响 

如表 2 所示，与对照组相比，模型组小鼠的体

质量下降，GJR 低、高剂量组、水飞蓟宾组的体质

量稍上升，但差异无统计学意义。与对照组相比，

模型组肝脏指数下降（P＜0.001），与模型组相比，

GJR 低、高剂量组、水飞蓟宾组肝脏指数呈上升趋

势（（P＜0.01、0.001），说明 GJR 能够有效减轻肝脏

硬化程度，维持肝脏正常体积。 

表 2  GJR 对LF 小鼠体质量、肝脏指数的影响 ( x ±s, n＝5) 

Table 2  Effects of GJR on body weight and organ index in 

liver fibrosis mice ( x ±s, n＝5) 

组别 剂量/(g·kg-1) 体质量/g 肝脏指数/(mg·g−1) 

对照 — 24.80±0.400 0.056±0.003 

模型 — 24.60±1.077 0.035±0.003### 

GJR 22.23 24.68±0.879 0.041±0.002** 

 44.46 24.98±0.939 0.043±0.005*** 

水飞蓟宾  0.10 24.94±1.549 0.048±0.003*** 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

3.3  GJR对CCl4诱导的LF小鼠肝脏组织HYP含

量及血清 ALT、AST 水平的影响 

HYP 属于胶原蛋白所特有的一种氨基酸，已成

为衡量胶原组织代谢的重要指标，能比较客观地反映

LF 程度。小鼠肝脏组织 HYP 检测如图 2 所示，与对

照组相比，模型组肝脏组织 HYP 含量增加（P＜

0.05），GJR 低、高剂量组和水飞蓟宾组 HYP 含量

逐渐减少（（P＜0.01、0.001），说明 GJR 能够减轻肝

脏组织纤维化。肝功能检测如图 2 所示，与对照组

相比，模型组 ALT、AST 水平上升（（P＜0.01），ALT

轻度上升，AST 比 ALT 上升明显，可能由于肝脏功

能减退和血流动力学改变，AST 的清除半衰期长于

ALT 导致这一结果；GJR 低、高剂量组和水飞蓟宾

组的 ALT、AST 表达水平逐渐下降（（P＜0.01、0.001）

在一定程度上说明 GJR 能够保护肝功能。 

3.4  GJR对CCl4诱导的LF小鼠肝脏组织α-SMA、

Col1a1、TGF-β 蛋白表达的影响  

Western blotting 实验结果（图 3）显示，与对照

组相比，模型组中 α-SMA、Col1a1、TGF-β 蛋白表

达水平上调，说明 LF 动物模型构建成功（P＜0.05）；  

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 2  GJR 对肝组织 HYP 及肝功能的影响 ( x ±s, n＝5) 

Fig. 2  Effects of GJR on HYP in liver tissues and liver function ( x ±s, n＝5) 
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与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 3  小鼠 LF 组织 Col1a1、α-SMA、TGF-β 蛋白表达水平比较 ( x ±s, n＝3) 

Fig. 3  Comparison of protein expression levels of Col1a1, α-SMA, and TGF-β in liver fibrosis tissues of mice ( x ±s, n＝3) 

与模型组相比，低、高剂量 GJR 和水飞蓟宾组 α-

SMA、Col1a1、TGF-β 蛋白表达水平逐渐下调，说

明 LF程度逐渐减轻，HSCs活化受到抑制（（P＜0.05、

0.01、0.001）。 

3.5  GJR 治疗LF 的网络药理学分析及分子对接结果 

3.5.1  核心靶点筛选与药物 -成分 -靶点   利用

TCMSP 和 Swiss Target Prediction 数据库获得 148

个 GJR 活性成分对应的 1 198 个靶点，并从 Gene 

Cards 数据库获得 4 001 个疾病靶点。最后将两者取

交集，确定 GJR 与 LF 共同的 625 个靶点（图 4）。

将活性成分与其作用 LF 的 625 个靶点通过

Cytoscape 3.7.2 软件绘制“GJR-化合物-疾病靶点”

网络关系图，共获得 773 个节点和 3 115 条边。连

线表示 GJR 方中不同药物有效活性成分与潜在 LF

作用靶点之间的相互作用关系，菱形代表潜在作用

靶点，圆形活性成分，三角形为共有成分（图 5）。

将共同靶点导入 STRING 数据库，构建 PPI 网络，

得到 556 个节点，2 516 条边，再将结果导入

Cytoscape3.7.2 软件通过 CytoNCA 插件进行拓扑分

析，根据基因的中介中心性（BC）、紧密中心性

（（CC）、度中心性（DC）的中位值评分进行两次筛

选，最终得到 46 个核心靶点，包括 Bcl2、Caspase3

等凋亡蛋白基因（图 6）。 

3.5.2  GO 和 KEGG 富集分析及分子对接结果  

GO 富集分析以 P＜0.05 为筛选条件，将 P 值由小

到大排序，选择分别在生物过程（BP）、细胞组成

（CC）、分子功能（MF）中排名前 10 的结果进行展

示。如图 7-A 所示，GO 富集主要集中在 BP，对外 

 

图 4  GJR 与 LF 的 Venn 图 

Fig. 4  Venn diagram of GJR and LF 
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图 5  GJR 与 LF 的药物-成分-靶点 

Fig. 5  Drug-component-target of GJR and LF 

 

图 6  GJR 与 LF 的核心靶点 

Fig. 6  Core targets of GJR and LF 

来物刺激、蛋白磷酸酶结合、内肽酶活性最为突出。

如图 7-B 所示，KEGG 共富集 326 条通路，选择前

26 条通路进行可视化，包括 PI3K-Akt、MAPK、

Apoptosis 信号通路等。为探究 GJR 关键成分与凋

亡相关核心靶点蛋白的相关性，将上述 148 个活性

成分通过 Degree 值进行排序，选取大于中位数的活

性成分黄芩苷、芍药苷、黄芩素、山姜素、党参碱

作为关键活性成分与凋亡相关核心靶点进行分子对

接，结果如图 8 所示，5 种活性成分与 Bcl2 结合能，

黄芩苷、黄芩素、山姜素与 Caspase3 结合能均＜

−20.9 kJ·mol−1，说明这些成分能够稳定地与 Bcl2、

Caspase3 结合。 

3.6  GJR 对CCl4诱导的LF小鼠肝脏组织凋亡的影响 

肝脏组织 TUNEL 染色结果（图 9）显示，与

对照组相比，模型组中 TUNEL 阳性凋亡细胞显著

增多，阳性信号明显增强；与模型组相比，GJR 组

凋亡阳性细胞数量明显减少，阳性信号强度显著减

弱。上述结果提示，GJR 可有效抑制 LF 诱导的肝

细胞过度凋亡，对肝组织具有一定的保护作用。 

3.7  GJR 对 CCl4 诱导的 LF 小鼠肝脏组织凋亡相

关指标 mRNA 表达的影响  

通过 qRT-PCR 检测各组中 Caspase3、Bax、Bcl2

的 mRNA 表达水平，结果显示（（图 10），与对照组 
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图 7  GO (A) 和 KEGG (B) 富集分析 

Fig. 7  GO (A) and KEGG (B) enrichment analysis 

 

图 8  GJR 与 LF 分子对接结果 

Fig. 8  Molecular docking results of GJR and LF 
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图 9  小鼠 LF 组织 TUNEL 染色 (×100) 

Fig. 9  TUNEL staining of liver fibrosis tissues in mice (×100) 

 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group. 

图 10  LF 组织 Caspase3、Bax、Bcl2 的 mRNA 表达水平比较 ( x ±s, n＝5) 

Fig. 10  Comparison of mRNA expression levels of Caspase3, Bax and Bcl-2 in liver fibrosis tissues ( x ±s, n＝5) 

相比，模型组中 Caspase3、Bax 的 mRNA 表达水平

明显上升，而 Bcl2 的 mRNA 表达水平呈下降趋势

（P＜0.05），说明模型组中正常肝细胞凋亡增多；

与模型组相比，GJR-L、GJR-H 组中 Caspase3、Bax

的 mRNA 表达水平下降，Bcl2 的 mRNA 表达水平

上升，说明肝细胞凋亡减轻（P＜0.01）。 

3.8  GJR 对活化的 LX-2 细胞纤维化指标 mRNA 及

蛋白表达的影响 

如图 11、图 12 所示，与对照组相比，TGF-β

组中 α-SMA、Col1a1、Timp1 的 mRNA 及蛋白水平

明显上升（P＜0.05），说明 LX-2 细胞被活化。与

TGF-β 组相比，GJR 含药血清各组（10%、15%、

20%）中 α-SMA、Col1a1、Timp1 的 mRNA 及蛋白

水平下降，且具有浓度相关性（P＜0.01） 

3.9  GJR 含药血清对活化的 LX-2 细胞凋亡的影响 

流式细胞术实验结果如图 13 所示，与 TGF-β

组相比，GJR 含药血清干预后 LX-2 细胞凋亡显著

上升，其中 20% GJR 含药血清组最明显，呈浓度相

关性（P＜0.01）。 

4  讨论 

LF 是 LF-肝硬化-肝癌疾病演变过程中唯一可

逆的病理阶段[17-19]。着眼于 LF 早期干预，能够有

效预防肝癌的发生，与中医（“治未病的”理论精神

相契合，也是中医药在肝病防治领域的重要优势与

特色。LF 属于中医的“肝积”范畴，其核心病机在于

（“肝气郁滞，湿阻血瘀”[20]。肝主疏泄，外邪内侵或

情志不畅，阻碍气机，肝失条达，气血津液输布失

常，酿生湿、瘀等有形病理之邪，《金匮要略》曰： 
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与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与 TGF-β 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P＜0.01  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs TGF-β group. 

图 11  LX-2 细胞中 α-SMA、Col1a1、Timp1 的 mRNA 表达水平比较 ( x ±s, n＝3) 

Fig. 11  Comparison of mRNA expression levels of α-SMA, Col1a1 and Timp1 in LX-2 cells ( x ±s, n＝3) 

 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与 TGF-β 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P＜0.01  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs TGF-β group. 

图 12  LX-2 细胞中 α-SMA、Col1a1、Timp1 蛋白表达水平比较 ( x ±s, n＝3) 

Fig. 12  Comparison of protein expression levels of α-SMA, Col1a1 and Timp1 in LX-2 cells ( x ±s, n＝3) 

“毒，邪气蕴结不解之谓。”湿热、瘀毒胶结，痹阻

于肝络，以致肝络癥瘕积聚，最终演变为纤维化。

GJR 针对 LF“气郁湿阻血瘀”的病机发挥重要作

用，方中柴胡、白芍为君，养肝体、助肝用，疏肝

解郁；党参、茯苓、白术健脾益气以扶正固本，为

臣药；黄芩、半枝莲、肿节风清热解毒祛湿，同时，

黄芩配柴胡疏达少阳之气，八月札、莪术活血祛瘀

以消积，共为佐药；旱莲草、女贞子补肝肾之阴，

治疗晚期形质损伤，为使药。诸药合用，疏肝不伤

正，祛邪不损阴，共奏抗 LF 之功效。本研究建立

体内 LF 模型，给予 GJR 低、高剂量治疗后，小鼠

肝脏胶原沉积减少，α-SMA、Col1a1 蛋白表达水平

降低，抑制 HSCs 活化，纤维化程度明显减轻，且

随着药物剂量的增加，肝脏组织在病理方面出现显

著改变，细胞形态逐渐恢复，降低 AST、ALT 水平，

具有保护肝功能的作用。体内实验证实了 GJR 对
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与 TGF-β 组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs TGF-β group. 

图 13  GJR 对活化的 LX-2 细胞凋亡影响 ( x ±s, n＝3) 

Fig. 13  Effect of GJR on apoptosis of activated LX-2 cells ( x ±s, n＝3)

CCl4 诱导的小鼠 LF 具有明确的治疗作用。活化的

LX-2 是产生胶原的核心细胞，因此，HSCs 的激活

在 LF 的发展中起着重要作用。上述体内实验结果

表明，GJR 可下调 TGF-β 表达，间接提示其能够抑

制 HSCs 活化。为进一步明确 GJR 对 HSCs 的直接

作用，本研究开展了体外细胞实验加以验证。结果

证实，GJR 可显著抑制 HSCs 活化，减少胶原纤维

生成并减轻 ECM 沉积，为阐明 GJR 抗 LF 的作用

机制提供了可靠的体外证据。 

为深入探讨 GJR 治疗 LF 的分子机制，本研究

通过网络药理学方法确定 BCL2、Caspase-3 等凋亡

相关蛋白为关键靶点，细胞凋亡信号为主要通路。

分子对接结果进一步表明，GJR 关键活性成分黄芩

苷、芍药苷、黄芩素、山姜素、党参碱与抗凋亡蛋

白 Bcl-2 等核心靶点均具有良好的结合活性，为后

续实验验证提供了明确方向。 

细胞凋亡是机体维持内环境稳态的一种程序

性细胞死亡方式。细胞凋亡分为外源性和内源性两

种途径。外源性途径由细胞外微环境的扰动触发，

此过程涉及细胞表面死亡受体（（DR）的激活，最终

导致细胞凋亡的发生。内源性途径的特征是线粒体

外膜通透化，与 Bcl2/Bax/Caspase-3 信号通路密切

相关[21]。Bax、Bcl2 均属于 Bcl-2 家族蛋白，两者维

持着线粒体的完整性和通透性，调节 Caspase-3 活

性，从而参与细胞线粒体凋亡[22-23]。Bax 正常状态

时位于细胞胞浆内，当受到损伤或刺激后，Bax 被

激活，移位至线粒体表面，通过直接或间接方式在

线粒体上形成孔道，破坏线粒体膜的完整性，释放

出 Cyt-c 等促凋亡因子，进而激活 Caspase3，启动

Caspase 级联反应。Bcl2 蛋白可与 Bax 形成异源二

聚体，抑制 Bax 的转位及二聚体化，关闭 PT 孔道，

通过阻断 Cyt-c 的释放，抑制下游 Caspase-3 的激

活。Caspase-3 以无活性酶原形式存在于细胞质中，

其活化依赖于 C 端半胱氨酸残基的催化激活，进而

特异性识别并切割天冬氨酸位点的肽键[24]。活化后

的 Caspase-3 可通过诱导 DNA 片段化、激活聚腺苷

二磷酸核糖聚合酶（（PARP）及引发核碎裂等途径启

动细胞凋亡。近年研究表明，肝脏各类细胞凋亡与

LF 发生发展密切相关[25]。细胞凋亡在 LF 中具有双

重作用。然而，长期以来，抗 LF 的研究策略多集

中于单一维度——或抑制 HSC 的活化，或减轻炎

症损伤，鲜有研究从（“凋亡平衡”这一系统性视角

切入[26-28]。在 LF 进程中存在显著的“细胞凋亡双

向失衡”现象，一方面，肝实质细胞因持续炎症刺

激、氧化应激及毒性损伤而发生过度凋亡，大量肝

细胞死亡不仅直接损害肝脏功能，还通过释放损伤

相关分子模式（DAMPs）激活 Kupffer 细胞，进一

步放大炎症级联反应，同时，受损肝细胞会分泌高

迁移率蛋白 B1（（HMGB1）和白细胞介素（（IL）-33

增强 TGF-β 信号传导[29]，为 HSC 的活化提供持续

驱动力[30]；另一方面，活化的 LX-2 细胞获得显著

的抗凋亡能力[31]，其 Bcl-2 表达上调、凋亡抗原-1

（（Fas）/Fas 配体（FasL）信号传导受阻，使其得以

在炎症微环境中长期存活并持续分泌胶原蛋白及
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多种促纤维化细胞因子，构成 ECM 沉积的物质基

础[32]。凋亡失衡状态揭示了一个重要的治疗矛盾，

若单纯针对炎症或 HSC 活化进行干预，而忽视肝

细胞本身的凋亡保护，则肝实质的持续丢失将不断

提供新的纤维化驱动信号，使治疗陷入困境。因此，

理想的抗 LF 策略应当同时实现 2 个目标，保护肝

实质细胞免于过度凋亡，以及恢复活化 HSC 对凋

亡信号的正常敏感性。既往研究表明，中药可通过

调控细胞凋亡过程发挥抗 LF 作用。阿魏酸通过 c-

Jun 氨基末端激酶（JNK）和 P38 MAPK 信号通路

降低肝细胞中天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3

的水平减轻 CCl4 诱导的肝细胞凋亡，减少肝细胞

坏死和炎症细胞浸润[33]。当归-白芍药通过抑制肝

细胞凋亡治疗 LF[34]，同时白芍总苷上调 Fas/FADD

信号通路促使活化 HSC-LX2 细胞凋亡[35]。柴胡皂

苷致线粒体外膜通透性增加，促使细胞色素 C 从线

粒体释放到细胞质中，从而触发内源性线粒体[36]。

本研究结合网络药理学的结果，通过 Tunel 染色和

qRT-PCR 进一步研究 GJR 对肝细胞凋亡的影响。

结果表明GJR能能够上调Bcl2水平，抑制Caspase-

3、Bax 表达，减少 TGF-β 刺激因子分泌，从而减

少肝细胞的凋亡和 LX-2 细胞的产生。同时，流式

细胞术结果显示 GJR 含药血清可促进 LX-2 细胞

凋亡，提高 LX-2 细胞对凋亡信号的敏感性，从而

促进纤维化消退。 

综上所述，GJR能够减少肝细胞凋亡，抑制 LX-

2 细胞活化，促进活化的 LX-2 细胞，降低细胞外基

质（ECM）沉积从而多途径抗 LF 作用，其机制可

能与 Bcl2/Bax/Caspase3 信号通路有关。本研究首次

证实 GJR 多维度地综合调控发挥抗 LF 效应。且创

新地揭示GJR精准调控细胞凋亡过程从而改善LF，

为中医药防治 LF 提供了科学依据，也为 GJR 的临

床推广应用奠定了实验基础。但仍然尚存在一定的

局限性，首先动物样本量较小，后续 GJR 抗 LF 机

制研究实验将进一步扩大样本量；其次，本研究初

步揭示了 2 类细胞凋亡调控效应的差异性，但其背

后具体的分子机制仍有待系统探究。未来可借助多

组学技术，进一步研究 GJR 在 2 类细胞中引发的分

子应答差异，并通过基因敲除或过表达等遗传学手

段对关键分子节点进行功能验证，为 GJR 的调控机

制网络提供更全面的实验依据。 
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