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基于 p62-Keap1-Nrf2 信号通路探讨荆防颗粒对酒精性肝损伤小鼠的保护
作用2 
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摘  要：目的  基于 p62-Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）-核因子 E2 相关因子（nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）信号通路探讨荆防颗粒对酒精性肝损伤（alcoholic liver injury，ALI）小鼠氧化应激

的保护作用及机制。方法  SPF 级 KM 小鼠按体质量随机分为对照组、模型组、荆防颗粒高、低剂量（15.0、10.5 g/kg）组

及 N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC，0.3 g/kg）组，除对照组外，其余各组小鼠连续 ig 给药 15 d 并 ig 白酒构建 ALI

模型，末次 ig 白酒 12 h 后处死小鼠，收集血清及肝组织。采用苏木素-伊红（HE）染色、油红 O 染色和透射电镜观察肝组

织病理形态变化；采用全自动生化仪检测小鼠血清中天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）和丙氨酸氨基转

移酶（alanine aminotransferase，ALT）活性；采用 ELISA 法和流式细胞术检测肝组织炎症因子和氧化应激水平；采用免疫组

化法检测小鼠肝组织细胞色素 P450 2E1（cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1，CYP2E1）表达；采用 Western 

blotting 检测小鼠肝组织 CYP2E1、Nrf2、血红素加氧酶-1（heme oxygenase 1，HO-1）、超氧化物歧化酶 1（superoxide dismutase 

1，SOD1）、还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 醌 脱氢酶 1（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate quinone 

oxidoreductase 1，NQO1）、p62、Keap1、微管相关蛋白 1 轻链 3B-II/Ⅰ（microtubule-associated protein 1 light chain 3B-II/Ⅰ，

LC3B-Ⅱ/Ⅰ）、乙醇脱氢酶 1（alcohol dehydrogenase 1，ADH1）、乙醛脱氢酶 2（aldehyde dehydrogenase 2，ALDH2）蛋白表达。

结果  与模型组相比，荆防颗粒高剂量组小鼠肝脏指数、血清 AST 及 ALT 活性显著降低（P＜0.05、0.01）；肝脏中超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）水平显著升高（P＜

0.05、0.01）；肝组织中活性氧（reactive oxygen species，ROS）降低，脂质过氧化产物丙二醛（malondialdehyde，MDA）水

平和 CYP2E1 蛋白表达明显降低（P＜0.05、0.01），肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平明显降低（P＜

0.05）；肝脏脂肪堆积、肝组织炎性细胞浸润得到明显改善（P＜0.05、0.01），肝细胞形态结构异常变化也得到缓解。荆防颗

粒能显著上调 ALI 小鼠肝脏 ADH1、ALDH2、Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和 LC3B-Ⅱ/Ⅰ蛋白表达（P＜0.05、0.01），并下调

NOX4、p62 和 Keap1 蛋白表达（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  荆防颗粒可通过激活 p62-Keap1-Nrf2 信号通路，提高机体

抗氧化能力并激活自噬来发挥抗 ALI 作用。 
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Abstract: Objective  To explore the protect effects of Jingfang Granules (荆防颗粒, JFGR) on oxidative stress in mice with alcoholic 

liver injury (ALI) and its mechanism related to p62- Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) - nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2) signaling pathway. Methods  According to body weight, KM mice were randomly divided into five groups of control 

group, model group, JFGR high-, low-dose (15.0, 10.5 g/kg) groups and N-acetylcysteine (NAC, 0.3 g/kg) group. Except control group, 

mice of other groups were intragastric administrated the corresponding drug and white wine every day for 15 d to establish the ALI 

model. The pathological changes of liver tissue were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining, oil red O staining and transmission 

electron microscopy. The activities of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) in serum of mice were 

detected by automatic biochemical analyzer. The levels of liver inflammation and oxidative stress were detected by ELISA and flow 

cytometry. The expression of cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1 (CYP2E1) in liver was detected by immunohistochemistry. 

The protein expressions of CYP2E1, Nrf2, heme oxygenase 1 (HO-1), superoxide dismutase 1 (SOD1), nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate quinone oxidoreductase 1 (NQO1), p62, Keap1, microtubule-associated protein 1 light chain 3B-II/Ⅰ (LC3B-

II/Ⅰ), alcohol dehydrogenase 1 (ADH1) and aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) in liver were determined by Western blotting. Results  

Compared with model group, JFGR (15 g/kg) significantly decreased the liver index and the activities of AST, ALT in serum (P < 0.05, 

0.01), significantly increased the levels of superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and glutathione (GSH) in liver (P < 0.05, 

0.01), reduced the level of reactive oxygen species (ROS), and significantly decreased malondialdehyde (MDA) level. CYP2E1 

expression and the content of tumor necrosis factor-α (TNF-α) in liver (P < 0.05). In addition, JFGR significantly decreased the liver 

fat accumulation and the hepatocyte inflammatory infiltration (P < 0.05, 0.01), and ameliorated the morphological and structural 

changes. JFGR significantly up-regulated the expression levels of ADH1, ALDH2, Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1, LC3B-II/LC3B-Ⅰ in 

liver (P < 0.05, 0.01), and inhibited the expressions of NOX4, p62, Keap1 proteins (P < 0.05, 0.01). Conclusion  JFGR could alleviate 

the alcohol-induced liver injury in mice, which the mechanism maybe related to activate p62-Keap1-Nrf2 signaling pathway so as to 

improve the antioxidant level and activate autophagy. 

Key words: Jingfang Granules; alcoholic liver injury; oxidative stress; alcohol metabolism; p62-Keap1-Nrf2 signaling pathway 

酒精性肝损伤（alcoholic liver injury，ALI）是

一种长期大量饮酒导致的肝脏疾病。据统计，全球

约 20 亿人有饮酒习惯，其中超过 7 500 万人被临床

诊断为酒精使用障碍，并面临着患酒精相关肝病的

高风险[1]。该病的典型病变为肝炎、肝脂肪变性及

肝纤维化，严重危及人类健康。ALI 的病理研究表

明氧化应激是其主要发病机制之一，酒精代谢过程

中细胞色素 P450 2E1（cytochrome P450 family 2 

subfamily E member 1，CYP2E1）产生的活性氧

（reactive oxygen species，ROS）是发生氧化应激的

主要原因[2]。此外，激活的 Kupffer 细胞通过还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶（nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate oxidases，NOX）产生

的 ROS 也会加重肝脏氧化应激[3]。研究发现，核因

子 E2 相关因子（nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2，Nrf2）信号通路可参与改善氧化应激，从

而预防 ALI[4-6]。Nrf2 是抗氧化反应的关键调节因

子 [7]，通常由 Kelch 样 ECH 相关蛋白（Kelch-like 

ECH-associated protein 1，Keap1）介导的蛋白酶体

降解来维持其低水平状态，但暴露于 ROS 中会使

Keap1 发生构象变化，干扰 Nrf2 泛素化，随后 Nrf2

被激活易位至细胞核，诱导下游抗氧化相关蛋白的

表达。p62 是一种泛素结合蛋白，与细胞信号传导、

氧化应激和自噬有关，而自噬活化在激活 Nrf2 和预

防 ALI 中亦充当重要角色[8]。因此，Keap1-Nrf2 信

号通路可能通过 p62 与自噬相互作用，对 ALI 起到

保护作用。 

荆防颗粒是明代张时彻《摄生众妙方》中记

载的荆防败毒散的现代中成药制剂，临床主要用

于治疗风寒感冒[9]。课题组前期研究发现，荆防

颗粒具有解酒作用，能加速机体酒精代谢和激活

自噬[10]。另有研究表明，荆防颗粒中的欧前胡素[11]、

升麻素苷[12]、柴胡皂苷[13]、川芎嗪[14]、橙皮苷[15]、

茯苓多糖[16]、桔梗[17]和甘草[18-19]可缓解多种因素引
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起的肝损伤；荆防颗粒对四氯化碳诱导的肝损伤有

显著保护作用，还可通过增强肝脏抗氧化能力减轻

小鼠急性酒精中毒[20]，提示荆防颗粒可能通过减

轻氧化应激反应干预 ALI。考虑到 p62-Keap1-Nrf2

通路与氧化应激之间的紧密联系，本研究通过 ig白

酒建立 ALI 小鼠模型，探究荆防颗粒能否通过激

活 p62-Keap1-Nrf2 通路减轻氧化应激，发挥对 ALI

的保护作用，为荆防颗粒的临床应用拓展提供实验

依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 KM 小鼠 50 只，体质量（20±2）g，

雌雄各半，由北京斯贝福生物技术有限公司提供，

实验动物许可证号 SCXK（京）2019-0010，合格证

号 110324220101188162，饲养于成都中医药大学药

学院实验动物观察室，室温（25±1）℃，相对湿

度（50±5）%，光照/黑暗周期为 12 h。本研究动

物实验经成都中医药大学实验动物伦理委员会批准

（批准号 20200320）。 

1.2  药品与试剂 

荆防颗粒（国药准字号 Z37020357，批号

0012008009）由山东新时代药业有限公司提供；

N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC，批号

824O033，质量分数≥98%）购自北京索莱宝生物科

技有限公司；56°红星二锅头（批号 20191204）购

自北京红星股份有限公司；超氧化物歧化酶

（ superoxide dismutase ， SOD ） 试剂盒（批号

091323231228）、过氧化氢酶（catalase transaminase，

CAT）试剂盒（批号 071321220513）、丙二醛

（ malonydialdehyde ， MDA ） 试 剂 盒 （ 批 号

090423231229）均购自上海碧云天生物科技有限公

司；天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，

AST）试剂盒（批号 105-000443-00）、丙氨酸氨基转

移酶（alanine aminotransferase，ALT）试剂盒（批号

105-000442-00）均购自深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司；肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）试剂盒（批号 WZ07FDX42365）均购自武

汉伊莱瑞特生物科技有限公司；CYP2E1 抗体（批

号 133042）、NOX4 抗体（批号 132932）、血红素氧

合酶-1（heme oxygenase，HO-1）抗体（批号 132798）

均购自江苏亲科生物研究中心有限公司；乙醇脱氢

酶 1（alcohol dehydrogenase 1，ADH1）抗体（批号

5295S）、p62 抗体（批号 23214S）、Keap1 抗体（批

号 8047S）、微管相关蛋白 1 轻链 3B（microtubule-

associated protein 1 light chain 3B，LC3B）抗体

（批号 12742F）均购自美国 CST 公司；乙醛脱氢酶

2（acetaldehyde dehydrogenase 2，ALDH2）抗体（批

号 323861）、Nrf2 抗体（批号 323881）均购自上海

艾比玛特医药科技有限公司；超氧化物歧化酶 1

（superoxide dismutase 1，SOD1）抗体（批号 sc-

101523）、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸醌脱氢

酶 1（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

quinone oxidoreductase 1，NQO1）抗体（批号 sc-

376023）均购自上海 Santa Cruz Animal Health 公司；

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号 AC2111013A）、

β-actin 抗体（批号 AC220227008）均购自武汉赛维

尔生物科技有限公司；HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二

抗（批号 BST17G08A17H54）、HRP 标记的山羊抗小

鼠 IgG 二抗（批号 BST18F26C18J50）均购自武汉博

士德生物工程有限公司。 

1.3  仪器 

UPK-10T 型纯水仪（广州优普有限责任公司）；

JCS 型电子天平（惠州英衡电器有限公司）；DS-H 

200 型水平摇床（武汉赛维尔生物科技有限公司）；

Varioskan Flash 全波长多功能酶标仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；TSJ-Ⅱ型脱水机（常州市中

威电子仪器有限公司）；BMJ-Ⅲ型包埋机（常州郊区

中威电子仪器厂）；EM UC7 型病理切片机（上海徕

卡仪器有限公司）；Pannoramic 250 型病理切片扫描

仪（匈牙利 3DHISTECH Kft 公司）；NIKON DS-U3

型成像系统（日本尼康公司）；BS-240VET 型动物

血液生化测定仪（深圳 Mindray 公司）；JEM-1400 

FLASH 型透射电子显微镜（日本 JEOL 公司）；

cytoflex型流式分析仪（美国Beckman公司）；BA210

型 Digital 数码三目摄像显微镜（厦门麦克奥迪实业

集团有限公司）；ChemiDoc 免染型化学发光凝胶成

像系统（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模及给药  

小鼠适应性饲养 3 d 后，按体质量随机分为对照

组、模型组和荆防颗粒高、低剂量（15.0、10.5 g/kg，

分别为 60 kg 成人临床等效剂量的 2、1.4 倍）组和

NAC（0.3 g/kg）组，每组 10 只，雌雄各半。对照

组和模型组小鼠连续 15 d ig 等体积生理盐水，其余

各组小鼠 ig 对应药物（20 mL/kg），每日给药 1 h
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后，除对照组外，其余组小鼠 ig 56°红星二锅头

白酒（14 mL/kg），对照组 ig 等体积生理盐水。末

次 ig 红星二锅头白酒 12 h 后，ip 1%戊巴比妥钠

（10 mL/kg）麻醉，取材备用。病理形态学和相关

指标检测主要观察荆防颗粒有效剂量组即高剂

量（15 g/kg）组结果。 

2.2  肝脏指数检测 

取肝组织称定质量并计算肝脏指数。 

肝脏指数＝肝质量/体质量 

2.3  肝组织病理学观察 

取小鼠肝脏相同部位固定于 10%中性甲醛溶液

中，不同体积分数乙醇脱水处理，二甲苯洗脱、包

埋、石蜡切片。石蜡切片进行苏木素 - 伊红

（hematoxylin-eosin，HE）和油红 O 染色。使用全自

动数字切片扫描仪捕获和扫描染色区域，观察小鼠

肝组织病理学变化。HE 染色结果统计各病理改变

程度分数总和[21-22]，病理改变程度见表 1。油红 O

染色结果以组织细胞中脂滴呈橘红色，核呈蓝色为

阳性表达，采用 Image-Pro Plus 6.0 图像分析系统分

析（美国 Media Cybernetics 公司）。 

脂滴相对面积＝脂滴表达面积/视野面积 

表 1  病理改变程度 

Table 1  Degree of pathological change 

病理改变程度 无病变/分 轻微/分 轻度/分 中度/分 重度/分 

肝细胞体积增

大且肿胀 

0 1 2 3 4 

肝细胞变性引
起空泡化 

0 1 2 3 4 

肝细胞坏死 0 1 2 3 4 

炎性细胞浸润 0 1 2 3 4 

2.4  血清生化指标检测  

小鼠麻醉后从眼眶取全血，室温静置 1 h，4 ℃、

3 000 r/min 离心 15 min，取上清液，按试剂盒说明

书检测血清中 AST 和 ALT 活性。 

2.5  肝组织抗氧化因子、炎症因子水平及 ROS 含

量检测 

称取小鼠肝组织 10～15 mg，按试剂盒说明书

加入提取液，低温进行组织研磨，制成 10%组织匀

浆，离心，取上清液，按试剂盒说明书检测肝组织

中 MDA、SOD、GSH、CAT、TNF-α 水平；将肝组

织制成细胞悬液，200 目细胞筛滤过，红细胞裂解

液裂解，按照 1∶1 000 用无血清培养液稀释 DCFH-

DA，每管加入 1 mL DCFH-DA 稀释液，37 ℃孵育

20 min，离心，弃上清，洗涤细胞 3 次。阳性对照

管在装载好探针后，用无血清培养基按照 1∶1 000

的比例配制 Rosup 稀释液，于管中加入 1 mL Rosup

稀释液，37 ℃孵育 30 min，洗涤 3 次，离心，弃上

清。加入 PBS 重悬，用流式细胞仪检测 ROS 水平，

以平均荧光强度为评价指标，采用 CytExper 软件对

结果进行分析。 

2.6  肝组织 CYP2E1 表达检测 

将肝组织石蜡切片与 3%过氧化氢孵育 10 min，

以阻断内源性过氧化物酶，PBS 洗涤后滴加山羊血

清封闭液，室温孵育 20 min。滴加 CYP2E1 一抗，

4 ℃孵育过夜；PBS 洗涤 3 次，每次 5 min；滴加二

抗，37 ℃孵育 30 min；PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。

滴加过氧化氢和 DAB 进行显色，于显微镜下观察

并拍照。 

2.7  透射电子显微镜观察细胞结构 

将肝组织切成 1～3 mm 的小块，浸入预先配制

的 2.5%戊二醛固定液中固定 48 h，并用 1%四氧化

锇再固定 2 h。取出组织进行特异性包埋和染色。透

射电镜观察肝组织细胞结构、亚细胞结构的形态

变化。 

2.8  Western blotting 检测小鼠肝组织相关蛋白表

达水平 

采用 RIPA 裂解液提取小鼠肝组织总蛋白

（组织质量∶裂解液 1∶10），经 BCA 法测定蛋白

含量，加上样缓冲液，95 ℃水浴煮 5 min 使蛋白

变性。蛋白样品经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转至 PVDF 膜，经 5%脱脂奶粉封闭

1.5 h 后，分别加入一抗孵育过夜（ADH1、

CYP2E1、NOX4、SOD1、Nrf2、HO-1 及 NQO1

抗体稀释度比例为 1∶1 000，ALDH2、LC3B、

p62、Keap1 及内参 GAPDH、β-actin 抗体稀释比

例为 1∶2 000）。次日取出，TBST 洗涤 5 次后，

加入二抗（1∶5 000）孵育 1.5 h，TBST 洗涤 5 次，

用 ECL 化学发光显色液显色曝光，采用 Image 

Lab 6.0.1 软件进行分析。 

2.9  统计学分析 

使用 SPSS 26 软件对数据进行统计分析，以

x s 表示，若符合正态分布，采用单因素方差分析

或 T 检验；不符合正态分布则采用非参数检验；计

数数据采用等级资料的非参数检验。 

3  结果 

3.1  荆防颗粒对ALI 小鼠肝脏指数及肝功能的影响 

如表 2 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏 
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表 2  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏指数及肝功能的影响 ( x s , n = 10) 

Table 2  Effects of Jingfang Granules on liver index and liver function of ALI mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 肝脏指数/(mg·g−1) AST/(U·L−1) ALT/(U·L−1) 

对照 — 3.84±0.29 188.59±23.89 45.99±7.55 

模型 — 5.03±0.48### 361.22±98.85### 88.14±28.81## 

荆防颗粒 15.0 4.48±0.12* 248.73±41.99* 46.97±13.76** 

 10.5 4.51±0.30 286.72±52.16 59.49±15.77 

NAC 0.3 4.50±0.08 271.19±42.58 52.49±9.92* 

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

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below tables. 

指数、血清中 AST 和 ALT 活性均显著升高（P＜

0.01、0.001），提示造模成功。与模型组比较，NAC

组 ALI 小鼠血清 ALT 活性显著降低（P＜0.05），荆

防颗粒高剂量组小鼠肝脏指数、血清中 AST 与 ALT

活性均显著降低（P＜0.05、0.01），实验结果提示荆

防颗粒能减轻 ALI 小鼠肝细胞损伤，从而其发挥保

肝作用。 

3.2  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏病理学变化及炎症

因子水平的影响 

如图 1 和表 3 所示，对照组小鼠肝脏组织被膜

完整，肝小叶分叶不明显，肝窦结构正常，未见明

显瘀血扩张及炎性浸润，门管区小叶间动脉、小叶

间静脉及小叶间胆管结构较为完整，周围未见明显

纤维组织增生和炎性细胞浸润；模型组小鼠肝脏组

织可见少量炎性细胞浸润，以核圆深染的淋巴细胞

和杆状分叶核的中性粒细胞为主，同时出现肝细胞

坏死以及肝细胞空泡变性，说明肝脏损伤严重（P＜

0.001），提示造模成功；荆防颗粒高剂量组未见显著

肝细胞坏死及炎性细胞浸润表现，提示荆防颗粒能

改善酒精诱导的肝脏组织结构损伤（P＜0.05），具

有保肝作用。与对照组相比，模型组小鼠肝脏组织

中 TNF-α 水平显著升高（P＜0.05）；与模型组相比，

荆防颗粒高剂量组小鼠肝脏组织中TNF-α水平显著

降低（P＜0.05）。 

 

蓝色圆圈代表细胞坏死；绿色圆圈代表细胞空泡变性。 

Blue circle represents cell necrosis, green circle represents cellular vacuolar degeneration. 

图 1  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏组织病理变化的影响 (×100; x s , n = 5～7) 

Fig. 1  Effect of Jingfang Granules on liver histopathological changes in ALI mice (× 100; x s , n = 5—7) 

表 3  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏组织病理变化及炎症因子

的影响 ( x s , n = 5～7) 

Table 3  Effects of Jingfang Granules on histopathological 

changes and level of inflammatory factor in liver of ALI 

mice ( x s , n = 5—7) 

组别 
剂量/ 

(g·kg−1) 
病理评分 TNF-α/(pg·mg−1) 

对照 — 1.33±0.52 797.20±144.66 

模型 — 5.00±0.00### 963.55±15.39# 

荆防颗粒  15.0 3.17±0.41* 821.57±59.40* 

NAC 0.3 4.00±1.00 829.45±87.40* 

3.3  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏脂质堆积的影响 

如图 2 和表 4 所示，与对照组相比，模型组

小鼠肝组织红色区域明显，脂滴相对面积显著升

高，提示造模成功（P＜0.01）；与模型组相比，

荆防颗粒组脂滴相对面积显著降低（P＜0.01），

表明荆防颗粒可有效改善酒精诱导的肝脏脂质

积累，发挥保肝作用。 

3.4  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏酒精代谢酶表达的

影响 

如图 3 和表 5 所示，与对照组相比，模型组小 

对照                         模型                       荆防颗粒                         NAC 

 

100 μm                            100 μm                            100 μm                             100 μm 
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图 2  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏脂质积累的影响 (×400; x s , n = 3～4)  

Fig. 2  Effect of Jingfang Granules on hepatic lipid accumulation in ALI mice (× 400; x s , n = 3—4) 

表 4  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏脂质积累的影响  

( x s , n = 3～4) 

Table 4  Effect of Jingfang Granules on hepatic lipid 

accumulation in ALI mice ( x s , n = 3—4) 

组别 剂量/(g·kg−1) 脂滴相对面积/% 

对照 — 0.23±0.04 

模型 — 7.72±5.35## 

荆防颗粒  15.0 0.47±0.39** 

NAC 0.3 3.69±2.37 

 

图 3  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝组织 ADH1、ALDH2 蛋白表

达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 3  Effects of Jingfang Granules on ADH1 and ALDH2 

protein expressions in liver of ALI mice ( x s , n = 5) 

表 5  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝组织 ADH1、ALDH2 蛋白表

达的影响 ( x s , n = 5) 

Table 5  Effect of Jingfang Granules on ADH1 and ALDH2 

protein expressions in liver of ALI mice  

( x s , n = 5) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
蛋白相对表达量 

ADH1 ALDH2 

对照 — 1.00±0.00 1.00±0.00 

模型 — 0.65±0.16# 0.68±0.18# 

荆防颗粒 15.0 1.23±0.23** 1.18±0.15** 

NAC 0.3 1.11±0.42* 1.17±0.36** 
 

鼠肝组织 ADH1、ALDH2 蛋白表达水平显著下调

（P＜0.05）；与模型组相比，荆防颗粒能显著上调

ADH1、ALDH2 表达水平（P＜0.01），提示荆防颗

粒可加速酒精在肝脏中的代谢，发挥ALI保护作用。 

3.5  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏抗氧化能力的影响 

如图 4 和表 6 所示，与对照组相比，模型组小

鼠肝组织抗氧化物质 SOD、CAT、GSH 水平显著降

低（P＜0.05、0.01），同时脂质过氧化产物 MDA 水

平显著增加（P＜0.01）；模型组小鼠肝组织 ROS 平

均荧光强度及氧化应激蛋白 CYP2E1、NOX4 表达

水平显著增加（P＜0.05、0.01）。与模型组相比，荆

防颗粒能显著升高 SOD、CAT、GSH 水平（P＜0.05、

0.01），同时明显逆转 MDA 的积累（P＜0.05），并

减少肝脏 ROS 水平，下调 CYP2E1 与 NOX4 表达

水平（P＜0.01）。以上结果表明荆防颗粒能通过缓

解过量饮酒诱导的氧化应激，发挥 ALI 保护作用。 

3.6  荆防颗粒对ALI小鼠肝脏Nrf2、HO-1、SOD1、

NQO1 蛋白表达的影响 

如图 5 和表 7 所示，与对照组相比，模型组小

鼠肝组织 Nrf2、HO-1、SOD1、NQO1 蛋白表达水

平均显著下调（P＜0.05、0.001）。与模型组相比，

荆防颗粒能显著上调 Nrf2、HO-1、SOD1、NQO1 表

达水平（P＜0.05、0.01），提示荆防颗粒可通过激活

Nrf2/HO-1 信号通路，提高机体抗氧化能力，保护

肝脏免受酒精诱导的氧化损伤。 

3.7  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏自噬的影响 

如图 6-A 所示，模型组小鼠肝细胞形态结构发

生改变，部分线粒体有轻度缩，嵴密度升高，但粗

面内质网未病变扩张且胞质内有少量自噬小体（双

层膜或多层膜的泡状结构，内含胞质成分）；而荆防

颗粒组与 NAC 组小鼠肝细胞形态结构较正常，细

胞器完整清晰，线粒体外膜连续完整，嵴排列整齐

紧密，基质电子密度均匀，均可见少量自噬小体和

自噬溶酶体（单层膜的泡状结构，胞质成分已降解）。

如图 6-B 和表 8 所示，与对照组相比，模型组小鼠

肝组织 p62、Keap1 蛋白表达水平显著升高（P＜

对照                          模型                          荆防颗粒                       NAC 
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A-流式细胞术检测肝组织中 ROS 的水平；B-免疫组化检测肝组织中 CYP2E1 的表达 （×40）；C-Western blotting 检测肝组织中 CYP2E1、NOX4

的蛋白表达。 

A-flow cytometry detection of hepatic ROS level; B-immunohistochemical detection of hepatic CYP2E1 expression (× 40); C-Western blotting detection 

of hepatic CYP2E1 and NOX4 expressions. 

图 4  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏抗氧化能力的影响 ( x s , n = 4～6) 

Fig. 4  Effect of Jingfang Granules on liver antioxidant capacity of ALI mice ( x s , n = 4—6) 

表 6  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏抗氧化能力的影响 ( x s , n = 4～6) 

Table 6  Effect of Jingfang Granules on liver antioxidant capacity of ALI mice ( x s , n = 4—6) 

组别 剂量/(g·kg−1) CAT/(U·mg−1) MDA/(nmoL·mg−1) SOD/(U·mg−1) GSH/(μmoL·g−1) 

对照 — 31.19±2.07 0.18±0.03 104.16±4.53 23.29±4.25 

模型 — 25.17±4.54## 0.30±0.09## 84.55±15.32# 16.73±1.68# 

荆防颗粒 15.0 29.71±2.00* 0.21±0.08* 142.83±36.15** 23.43±6.48* 

NAC 0.3 29.55±1.09* 0.22±0.06* 106.60±29.01* 28.42±4.19*** 

组别 剂量/(g·kg−1) ROS 平均荧光强度 (×104) CYP2E1 蛋白相对表达量 NOX4 蛋白相对表达量  

对照 — 6.49±2.14 1.00±0.00 1.00±0.00  

模型 — 13.38±3.86# 1.73±0.40## 2.73±0.42##  

荆防颗粒 15.0 9.85±2.00 0.95±0.47** 1.17±0.47**  

NAC 0.3 9.59±1.34 0.72±0.32*** 1.33±0.47*  
 

0.05、0.01），LC3B-Ⅱ/Ⅰ蛋白表达水平无显著性差异；

与模型组相比，荆防颗粒能显著降低 p62、Keap1 蛋

白表达水平（P＜0.05、0.001），并显著上调 LC3B-

Ⅱ/Ⅰ蛋白表达水平（P＜0.05）。表明荆防颗粒可激活

自噬同时促进自噬小体降解，发挥肝脏保护作用。 

4  讨论 

ALI 属于中医学中“酒胀”“酒疸”“伤酒”“胁

痛”“酒鼓”等范畴。中医认为酒气剽悍而有大毒，

酒毒伤及脾胃，壅塞中焦，酿痰生湿，继而肝气不

畅，成肝郁之证[23]。荆防颗粒是经方荆防败毒散的

现代中药制剂，由荆芥、防风、羌活、独活、柴胡、

川芎、桔梗、前胡、枳壳、茯苓、甘草 11 味中药组

成，具有发汗解表、散风祛湿之功效[9]。 

目前对荆防颗粒药理作用的研究多集中在抗

炎、调节免疫系统、抗病毒、解酒等方面[24]。基于

前期荆防颗粒具有良好解酒作用的研究结果[10]，本
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图 5  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏 Nrf2、NQO1、HO-1、

SOD1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 4～6) 

Fig. 5  Effect of Jingfang Granules on expressions of Nrf2, 

NQO1, HO-1 and SOD1 proteins in liver of ALI mice 

( x s , n = 4—6) 

研究通过构建 ALI 模型观察荆防颗粒的保肝作用，

并以抗氧化剂 NAC 作为阳性对照，旨在探究荆防

颗粒抗 ALI 的作用机制。 

目前，已有多种动物模型用于研究短期和长期

饮酒对酒精性肝病发生、发展的影响，常见造模方

法有慢性自由摄入乙醇（Lieber-DeCarli）[25]、慢性

酒精喂养加急性酒精灌胃（NIAAA）[26]、胃管强制

连续灌注（Tsukamoto-French）[27]、ig 白酒或 50%

乙醇等。本课题采用小鼠 ig 白酒法建立 ALI 模型，

实验结果发现模型组小鼠肝脏指数增加，血清

AST、ALT 活性升高，肝脏脂肪堆积，肝细胞形

态结构改变，提示造模成功。此外，模型组小鼠肝

组织 ROS、MDA 水平升高，GSH、CAT、SOD 水

平降低，呈现氧化应激状态；且模型组小鼠肝组织

表 7  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏 Nrf2、NQO1、HO-1、SOD1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 4～6) 

Table 7  Effect of Jingfang Granules on expression of Nrf2, NQO1, HO-1 and SOD1 proteins in liver of ALI mice  

( x s , n = 4—6) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
蛋白相对表达量 

Nrf2 NQO1 HO-1 SOD1 

对照 — 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

模型 — 0.51±0.04### 0.34±0.10### 0.49±0.11# 0.54±0.03# 

荆防颗粒 15.0 1.68±0.67** 0.75±0.28* 1.21±0.50** 1.09±0.44* 

NAC 0.3 1.30±0.33** 0.82±0.20** 1.22±0.45** 1.16±0.54* 

 

A-透射电镜结果 (×6 000)，红色圆圈代表线粒体固缩，黄色圆圈代表自噬小体，蓝色圆圈代表自噬溶酶体；B-Western blotting 检测肝组织中

p62、Keap1、LC3B-Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达。 

A-results of transmission electron microscopy (× 6 000), red circle represents mitochondrial shrinkage, yellow circles represent autophagosomes, and blue 

circles represent autophagolysosomes; B-Western blotting detection of hepatic Keap1, p62, LC3B-Ⅱ/Ⅰ expressions. 

图 6  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝组织自噬的影响 ( x s , n = 4～6) 

Fig. 6  Effect of Jingfang Granules on autophagy in ALI mice ( x s , n = 4—6) 
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表 8  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏 LC3B-Ⅱ/Ⅰ、p62、Keap1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 4～6) 

Table 8  Effect of Jingfang Granules on expressions of LC3B-Ⅱ/Ⅰ, p62 and Keap1 proteins in liver of ALI mice 

( x s , n = 4—6) 

组别 剂量/(g·kg
−1) 

蛋白相对表达量 

LC3B-Ⅱ/Ⅰ p62 Keap1 

空白 — 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

模型 — 1.02±0.37 1.98±0.68## 1.47±0.19# 

荆防颗粒 15.0 2.01±0.23* 1.11±0.34* 0.84±0.22*** 

NAC 0.3 1.15±0.47 1.01±0.52* 0.88±0.34* 

   

TNF-α 炎性因子水平升高、肝组织炎性细胞浸润，

表现出炎症病理状态。荆防颗粒干预后能明显改善

ALI 小鼠上述指标的异常变化，同时发现荆防颗粒

能下调肝组织 CYP2E1 和 NOX4 的蛋白表达水平，

表明荆防颗粒可通过增强抗氧化能力、抑制炎症反

应来发挥保肝作用。此外，亦发现荆防颗粒能增加

肝组织酒精代谢酶 ADH1、ALDH2 蛋白表达，从而

加强酒精代谢减轻肝损伤。 

研究表明 Nrf2 的激活对缓解 CYP2E1 诱导的

氧化应激至关重要[28]。Nrf2 激活剂萝卜硫素可通过

刺激 Nrf2 核易位有效缓解慢性肝损伤，防止

CYP2E1 依赖性饮酒诱导的肝脂肪变性[29]。HO-1 是

Nrf2 的下游抗氧化效应蛋白之一，也是 ALI 中抗氧

化应激的保护因子，它可降低 CYP2E1 活性，减少

ROS 的产生[30]。Keap1 是 Kelch 家族的一种阻遏蛋

白，可与 Nrf2 结合维持其低活性[31]。p62 通过与

Nrf2 竞争其与 Keap1 的结合，激活 Nrf2，是 Nrf2

非经典激活途径。在乙醇诱导的肝损伤中，已观察

到 p62、Keap1 与 Nrf2 之间的串扰，二氢杨梅素可

通过显著上调 p62 蛋白表达，促进 p62-Nrf2 正反馈

环路以减轻肝损伤[32]。本研究结果显示，荆防颗粒能

显著对抗 ALI 小鼠肝组织 Nrf2 蛋白表达降低，增加

HO-1、SOD1 及 NQO1 抗氧化蛋白的表达，表明 Nrf2

参与了荆防颗粒的保肝过程。 

自噬主要形式为细胞内容物和细胞器等被内质

网来源的双膜包绕形成自噬体吞噬，与溶酶体融合

后降解，以实现细胞本身代谢需求和细胞器更新，

从而使细胞存活[33]。因此，自噬失活导致变性蛋白

和受损细胞器的过量积累，可引起肝损伤、糖尿病

等[34]。本研究通过透射电镜观察肝组织亚细胞结

构，发现模型组能观察到自噬小体，但未发现自噬

溶酶体，而荆防颗粒高剂量组小鼠肝脏可观察到自

噬小体、自噬溶酶体增加的情况。LC3B 是自噬启

动的关键蛋白，其含量与自噬程度呈正相关[35]。自

噬发生时，p62 与泛素化蛋白结合，一同在自噬溶酶

体内降解。因此，p62 蛋白水平与自噬呈负相关[36]。

p62 作为一种多域蛋白，能与许多蛋白结合，其中

就包括 Keap1[8]。通过进一步检测肝组织 LC3B、p62

及 Keap1 蛋白表达，发现模型组小鼠 LC3B-Ⅱ/Ⅰ未变

化，而 p62、Keap1 显著积累，提示模型组小鼠自噬

降解受阻。与模型组比较，荆防颗粒能显著上调

LC3B-Ⅱ/Ⅰ表达，降低 p62、Keap1 蛋白表达，表明荆

防颗粒激活自噬的同时还促进自噬小体降解，与透

射电镜检测结果一致。有文献报道，氧化应激过度

时会导致 Nrf2 通路激活受阻，相关抗氧化反应蛋白

表达受到抑制[37]。在 ALI 模型中过度的氧化应激使

Nrf2 激活失调，蛋白表达结果也发现 Nrf2 及其下

游抗氧化蛋白被显著抑制，而荆防颗粒则可对抗

Nrf2 信号通路的失调，呈现出良好抗氧化作用。本

研究中由于荆防颗粒促进了自噬溶酶体降解，所以

观察到 p62 蛋白表达降低，被 p62 螯合进入自噬溶

酶体的 Keap1 蛋白表达也显著下调；此外，荆防颗

粒还通过激活 Nrf2 信号通路，增强抗氧化酶活性来

抑制过度氧化应激（图 7）。 

 

图 7  荆防颗粒对 ALI 小鼠肝脏保护作用机制 

Fig. 7  Protective mechanism of Jingfang Granules on liver 

of ALI mice 
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综上，荆防颗粒可以通过 Nrf2 非经典激活途径

串联自噬，激活 p62-Keap1-Nrf2 信号通路发挥对

ALI 的保护作用。然而，本研究仅选用了 1 种动物

模型进行研究，且因小鼠个体差异性，部分结果标

准差较大。因此，为进一步明确该药对 ALI 的保护

作用，增强结果的可靠性，还需要在多种模型中进

行验证。此外，机制研究方面，可以在现有研究的

基础上进行更深入的探讨，并探究荆防颗粒对 ALI

的保护作用是否与自噬、氧化应激以外的其他通路

有关。 
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