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麸炒苍术醇提物通过代谢调节缓解胆管结扎诱导小鼠肝纤维化作用  
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摘  要：目的  研究麸炒苍术醇提物（ethanol extract of bran-fried Atractylodis Rhizoma，EBAR）对胆管结扎诱导的小鼠肝纤

维化模型的治疗作用，并从调节肝脏代谢物的角度探讨其治疗肝纤维化的机制。方法  C57BL/6 小鼠采用胆管结扎法构建肝

纤维化模型，给予 EBAR 干预 14 d。检测血清中肝功能及炎症因子水平；采用免疫组化、qRT-PCR、Western blotting 检测肝

组织 α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、Ⅰ型胶原（collagen type I，COL1A1）和 COL4A2 表达。采用转化

生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）诱导 JS1 细胞建立肝星状细胞活化模型，给予 EBAR 干预后，采用免疫

荧光、qRT-PCR、Western blotting 检测 α-SMA、COL1A1、COL4A2 和基质金属蛋白酶组织抑制因子 1（tissue inhibitor of 

metalloproteinases 1，TIMP1）表达。采用网络药理学、分子对接、分子动力学模拟和代谢组学研究 EBAR 抗肝纤维化的潜

在机制，并采用 Western blotting 验证关键机制。结果  肝纤维化小鼠模型中，EBAR 显著降低小鼠的肝脏指数及血清中肝功

能指标和炎症因子水平（P＜0.05、0.01），显著抑制肝组织 α-SMA、COL1A1 和 COL4A2 表达（P＜0.05、0.01），明显减轻

肝脏纤维组织增生和胶原沉积，改善肝脏组织的病理损伤。网络药理学分析显示，苍术主要通过调控腺苷酸活化蛋白激酶

（adenosine 5’-monophosphate-activated protein kinase，AMPK）等信号通路发挥抗肝纤维化的作用。代谢组学分析显示，EBAR

影响肝纤维化小鼠模型肝脏组织中多种代谢物的生成，尤其是柠檬酸循环和脂肪酸代谢等相关途径代谢物。进一步的机制研

究表明，EBAR 通过促进 AMPK 的磷酸化（P＜0.05、0.01），激活 AMPK/沉默信息调节因子 1（silent information regulator 

1，SIRT1）/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α（peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1α，

PGC-1α）信号通路，从而发挥抗肝纤维化作用。结论  EBAR 通过激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路，调节肝脏能量代

谢，发挥抗纤维化作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect of ethanol extract of bran-fried Cangzhu (Atractylodis Rhizoma) (EBAR) 

on bile duct ligation-induced liver fibrosis in mice and explore the mechanism of its treatment for liver fibrosis from the perspective of 

regulating hepatic metabolites. Methods  C57BL/6 mice were subjected to bile duct ligation to establish a liver fibrosis model and 

treated with EBAR for 14 d. Levels of liver function markers and inflammatory cytokines in serum were measured. The expressions 

of α-smooth muscle actin (α-SMA), collagen type I (COL1A1) and COL4A2 in liver tissues were detected by immunohistochemistry, 
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qRT-PCR and Western blotting. JS1 cells were induced with transforming growth factor-β (TGF-β) to establish a hepatic stellate cell 

activation model. After EBAR intervention, the expressions of α-SMA, COL1A1, COL4A2 and tissue inhibitor of metalloproteinases 

1 (TIMP1) were examined by immunofluorescence, qRT-PCR and Western blotting. Network pharmacology, molecular docking, 

molecular dynamics simulation and metabolomics were employed to investigate the potential mechanisms of EBAR against liver 

fibrosis, and key mechanisms were validated by Western blotting. Results  In the liver fibrosis mouse model, EBAR significantly 

reduced liver index, serum liver function indicators and inflammatory cytokine levels (P < 0.05, 0.01), significantly inhibited the 

expressions of α-SMA, COL1A1 and COL4A2 in liver tissues (P < 0.05, 0.01), significantly alleviated hepatic fibrous tissue 

hyperplasia and collagen deposition and improved pathological damage in liver tissue. Network pharmacology analysis revealed that 

Atractylodis Rhizoma exerts anti-hepatic fibrotic effects primarily by regulating signaling pathways such as adenosine 5’-

monophosphate-activated protein kinase (AMPK). Metabolomic analysis showed that EBAR affected the generation of various 

metabolites in liver tissues of liver fibrosis mouse model, particularly metabolites related to the citric acid cycle and fatty acid 

metabolism. Further mechanistic studies demonstrated that EBAR exerted anti-hepatic fibrotic effects by promoting AMPK 

phosphorylation (P < 0.05, 0.01) and activating AMPK/silent information regulator 1 (SIRT1)/peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator-1α (PGC-1α) signaling pathway. Conclusion  EBAR exerts anti-fibrotic effects by activating 

AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway and regulating hepatic energy metabolism. 

Key words: bran-fried Atractylodis Rhizoma; liver fibrosis; metabolomics; network pharmacology; molecular dynamics; citric acid cycle; 

fatty acid metabolism; atractylodin; atractylenolide I; atractylenolide II; atractylenolide III; AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway 

 

肝纤维化是由各种因素引起的慢性肝损伤而

产生的修复反应，表现为肝星状细胞活化、细胞外

基质过度沉积[1-2]。肝纤维化患病情况严峻，全球一

般人群中晚期肝纤维化与肝硬化患病率分别为

3.3%和 1.3%，且呈上升趋势[3]。目前，临床缺乏特

异性抗纤维化药物，现有药物如甘草酸类制剂、糖

皮质激素等存在诸多不良反应，如假性醛固酮增多

等症、代谢紊乱等[4-5]，因此寻找治疗肝纤维化的新

型药物迫在眉睫。中医药因其辨证论治、整体观和

多靶点作用的特点在治疗肝纤维化方面具有显著

优势，具有重要的开发价值。 

现代中医药研究表明，肝纤维化的发病机制复

杂多样。肝郁脾虚是肝纤维化常见的证型之一，基

于此，中医在治疗肝纤维化时多会考虑以疏肝健脾

为 主 要 方 法 [6-7] 。 苍 术 为 菊 科 植 物 茅 苍 术

Atractylodes lancea (Thunb.) DC. 或 北 苍 术 A. 

chinensis (DC.) Koidz.的干燥根茎，具有燥湿健脾的

功效。临床苍术的运用经验方如犀泽汤（颜德馨

方）、益肝汤等具有疏肝活血的作用，对慢性肝炎患

者和早期肝硬化患者均有良好的疗效[8]。针对脾虚

湿盛患者，由于苍术麸炒后燥性减弱，健脾作用增

强，麸苍术的使用相比生苍术更为广泛。苍术麸炒

后的几种增量成分被证实具有良好的抗炎和保肝

活性，如白术内酯Ⅰ能够保护对乙酰氨基酚诱导的小

鼠急性肝损伤，减少胰岛素信号传导，减轻非酒精

性脂肪肝；白术内酯Ⅱ能够改善肝脏炎症因子的表

达，抑制肝组织炎症损伤；白术内酯 III 能够改善胰

岛素信号通路，抑制肝脏糖异生、促进肝糖原合成

等[9-11]。提示苍术具有抗肝纤维化潜力，但具体机制

有待深入研究。 

代谢异常与肝纤维化的发生发展密切相关，研

究显示，代谢紊乱会诱导肝星状细胞活化和炎症因

子释放，从而促进纤维化[12]。流行病学研究表明，

代谢综合征如肥胖、糖尿病、高血压患者的肝纤维

化风险较健康人群显著升高[13]，系统干预代谢紊乱

对阻断肝纤维化进展具有关键意义。课题组前期研

究发现苍术提取物能够调节多种代谢产物的水平，

干扰炎症相关代谢通路，影响炎症信号的传导与调

控，发挥治疗作用；且苍术有效成分能通过抑制谷

氨酰胺代谢来减轻肝纤维化[14-16]。提示苍术可能通

过调节机体代谢发挥抗肝纤维化的作用。基于此，

本研究采用网络药理学分析并筛选出苍术中可能

作用于肝纤维化的关键靶点，采用分子对接和分子

动力学验证苍术中活性成分与关键靶点之间的结

合能力和可靠性，同时建立胆管结扎诱导的肝纤维

化模型，结合代谢组学全面分析麸炒苍术醇提物

（（ethanol extract of bran-fried Atractylodis Rhizoma，

EBAR）对肝纤维化小鼠代谢的影响，综合探究

EBAR 治疗肝纤维化的药效及机制，以期为麸炒苍

术的临床创新应用提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠 40 只，6 周龄，体

质量 18～22 g，购自辽宁长生生物技术有限公司，
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许可证号 SCXK（（辽）2020-0001。动物饲养于温度

（（23±1）℃、相对湿度（（65±5）%的环境中，12 h

光照/黑暗循环，自由进食饮水，适应性饲养 7 d。

动物实验经湖北中医药大学动物伦理委员会批准

（（批准号 00273385）。 

小鼠肝星形 JS1 细胞（（批号 HTX2388）购自华

拓生物科技有限公司。 

1.2  药材 

苍术采自湖北省英山县，经湖北中医药大学王

光忠教授鉴定为菊科植物茅苍术 A. lancea (Thunb.) 

DC.。 

1.3  药品与试剂 

对照品白术内酯Ⅰ（（批号 PS010510）、白术内酯

Ⅱ（（批号 PS010511）、白术内酯Ⅲ（（批号 PS010512）、

苍术素（（批号 PS010182）购自成都普什生物技术有

限公司，质量分数均大于 98%；甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（（批号 60004-1-Ig）、α-平滑肌肌动蛋

白（（α-smooth muscle actin，α-SMA）抗体（（批号14395-

1-AP）、Ⅰ型胶原（（collagen type I，COL1A1）抗体（（批

号 67288-1-Ig）、甲醇（（批号 67-56-1）、戊巴比妥钠

购自德国 Merck 公司；乙腈（批号 51101）购自美

国赛默飞世尔科技有限公司；N-甲基-N-三甲基硅基

三氟乙酸酐（（BSTFA，批号 FM05241802）、甲氧胺

盐酸盐（（批号 BCBZ8981）、吡啶（（批号 SHBK6453）

购自美国 Sigma Aldrich 公司；转化生长因子-β

（（ transforming growth factor-β ， TGF-β ， 批 号

PKSM041167）、白细胞介素-1β（（interleukin-1β，IL-

1β）ELISA 试剂盒（批号 E-EL-M0037c）、肿瘤坏

死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）ELISA

试剂盒（（批号 E-EL-M3063）、IL-6 ELISA 试剂盒（（批

号 E-EL-M0044c）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份

有 限 公 司 ； ABScript Ⅲ RT SuperMix （ 批 号

RK20429）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；

通用 SYBR qPCR Master Mix（（批号 Q711-02）购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；丙氨酸氨基转

移酶（alanine aminotransferase，ALT）检测试剂盒

（（批号 C009-2-1）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）检测试剂盒（（批号 C010-2-

1）购自南京建成生物工程研究所。腺苷酸活化蛋白

激酶（adenosine 5’-monophosphate-activated protein 

kinase，AMPK）抗体、p-AMPK 抗体、沉默信息调

节因子 1（silent information regulator 1，SIRT1）抗

体、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α

（（ peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator-1α，PGC-1α）抗体购自美国 CST 公司。 

1.4  仪器 

FA1004 型电子天平（上海舜宇恒平科学仪器

有限公司）；BTC-8J 型超声波清洗机（鼎泰生化科

技设备制造有限公司）；Eclipse Ci 型正置荧光显微

镜（（日本 Nikon 公司）；1580R 型多功能离心机（（韩

国 Gene Company Limited 公司）；Nano-600 型超微

量核酸蛋白测定仪（上海嘉鹏科技有限公司）；

qTOWER3G 型荧光定量 PCR 仪（（德国 Analytik Jena 

AG 公司）；Agilent 1260 型液相色谱仪（（美国 Agilent

公司）；TRACE 1300 型气相色谱-质谱系统（美国

Thermo 公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析 

2.1.1  苍术活性成分的筛选和靶点预测   使用

TCMSP 数据库（http://ibts.hkbu.edu.hk/LSP/tcmsp. 

php），设定口服生物利用度≥30%和类药性≥0.18%，

筛选苍术的活性成分；使用 SYMMAP 数据库

（http://www.symmap.org/），设定口服生物利用度≥

30%，筛选苍术的活性成分。合并 2 个数据库的筛

选结果，并删除重复成分，将活性成分对应的

SMILES号导入 SwissTargetPrediction数据库（http:// 

www.swisstargetprediction.ch/）预测活性成分靶点。 

2.1.2  肝纤维化相关基因的收集  通过 OMIM 数

据库（https://www.omim.org/）、DisGeNET 数据库

（https://www.disgenet.org/）及 GeneCards 数据库

（https://www.genecards.org/），检索关键词“ liver 

fibrosis”和“hepatic fibrosis”，获得肝纤维化的相关

靶点基因名。将 3 个数据库的结果合并，以 2 倍中

位数筛选出重要靶点并删除重复靶点，最终获得肝

纤维化的相关靶点。将苍术活性成分潜在靶点与肝

纤维化疾病靶点导入微生信平台（https://www. 

bioinformatics.com.cn/），绘制韦恩图，得到交集靶

点，即苍术干预肝纤维化的作用靶点，并运用

Cytoscape 3.10.0 软件构建“药物-活性成分-靶点-疾

病”网络图。 

2.1.3  靶点蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建  将交集靶点上传至

String 数据库（https://cn.string-db.org/），设置物种为

“homosapiens”，其他均为默认条件，得到 PPI 网络，

导入 Cytoscape 3.10.0 软件中，通过 Centiscape 2.2
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插件中的度值筛选出核心靶点。将核心靶点导入

STRING 数据库中，获得核心靶点的相互作用关系，

导入 Cytoscape 3.10.0 软件绘制核心靶点 PPI 网络。 

2.1.4  基因本体（gene ontology，GO）功能及京都

基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析   将

“2.1.3”项下筛选得到的核心靶点上传至 DAVID 数

据库（ https://david.ncifcrf.gov/ ），物种选择为

“homosapiens”，列表类型设置为“genelist”，设置

SELECT identifier 为 “ OFFICIAL_GENE_ 

SYMBOL”，进行 GO 功能和 KEGG 通路富集分析。

GO 和 KEGG 分析分别选择 P 值排名前 10 和前 15

的结果，通过微生信平台进行可视化。 

2.2  分子对接与分子动力学模拟 

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

nih.gov/）下载活性成分的结构文件，PDB 数据库

（（https://www.rcsb.org/）下载靶点的蛋白 3D 结构文

件，通过 AutodockTools 1.5.6 软件处理并保存成

pdbqt 文件。使用 Autodockvina 1.1.2 软件将配体与

受体进行分子对接，计算活性成分与靶点蛋白的最

低结合效能，在 PyMol 软件中对结果进行可视化。 

使用 Gromacs 2022 软件对复合物进行 100 ns 

MD 模拟。蛋白质采用 CHARMM 36[17]力场参数，

配体拓扑结构由 GAFF2 力场参数构建。采用周期

性边界条件，将蛋白质-配体复合物放置在立方盒

中。采用 TIP3P 水模型将水分子填充到盒子中，形

成周期边界为 1.2 nm 的水盒[18]。使用粒子网格

Ewald 和 Verlet 算法分别处理静电相互作用，随后

进行 100 000 步的等温等容系综平衡和等温等压系

综平衡，偶合常数为 0.1 ps，持续时间为 100 ps 模

拟。范德华和库仑相互作用均使用 1.0 nm 的截止值

计算。系统在恒定温度（（310 K）和恒压（（100 kPa）

下利用 Gromacs 2022 软件进行分子动力学模拟，共

计时长 100 ns。 

2.3  EBAR 的制备及成分分析 

2.3.1  EBAR 的制备  按（《中国药典》2025 年版规

定，取苍术片，照麸炒法（（通则 0213）炒至表面深

黄色，即得麸炒苍术。取 100 g 麸炒苍术饮片，粉

碎，用 10 倍体积的 80%乙醇超声提取 1 h，滤过，

滤液浓缩并真空干燥，提取率为 30.0%。 

2.3.2  EBAR 的成分分析 

（（1）供试品溶液的制备：取 10 g 麸炒苍术粉末

于 100 mL 带塞子的锥形烧瓶中，加入 50 mL 80%

乙醇超声提取 1 h，吸取上清液并用 0.22 μm 有机微

孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

（（2）混合对照品溶液的制备：白术内酯Ⅰ、白术

内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、苍术素对照品用甲醇配制成含

白术内酯Ⅰ 0.786 mg/mL、白术内酯Ⅱ 0.074 mg/mL、

白术内酯Ⅲ 0.077 mg/mL、苍术素 0.071 mg/mL 的

混合对照品溶液，于 4 ℃保存。 

（（3）色谱条件：Agilent C18色谱柱（（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-0.1%磷酸水

溶液（B），梯度洗脱：0～15 min，45%～50% A；

15～25 min，50%～56% A；25～50 min，56% A；

50～60 min，56%～70% A；60～70 min，70%～80% 

A；70～75 min，80%～95% A。柱温 30 ℃；体积

流量 1.0 mL/min；进样量 10 μL；紫外检测波长为

220 nm。 

（（4）含量测定：按（“2.3.2（（3）”项下方法进样

测定，采用保留时间结合紫外吸收光谱特征进行定

性分析，利用外标法（（标准曲线法）结合峰面积进

行定量，测定样品中白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术

内酯Ⅲ和苍术素含量。 

2.4  动物实验 

2.4.1  剂量设定依据  根据（《中国药典》2025 年版

中苍术的临床标准剂量（60 kg），成人的每日剂量

为 150 mg/kg，人与小鼠之间的换算系数为 12.3，

计算出小鼠的等效剂量为 1.845 g/kg。由于 EBAR

的提取率为 30%，故 EBAR 的等效剂量为 554 

mg/kg。将等效剂量（554 mg/kg）设为低剂量组、

4 倍剂量（2 216 mg/kg）设为高剂量组进行实验。 

2.4.2  分组、造模与给药  将 40 只雄性 C57BL/6

小鼠随机分为假手术组、模型组和 EBAR 低、高剂

量（（554、2 216 mg/kg）组，每组 10 只。小鼠 ip 苯

巴比妥钠麻醉，常规消毒皮肤后，用灭菌手术器械

沿腹中线切开腹腔。除假手术组仅暴露胆管不结扎

外，其余各组均用不可吸收外科缝线对胆总管进行

双重结扎，逐层缝合腹壁肌肉及皮肤。术后 48 h 开

始给药，假手术组和模型组 ig生理盐水（（10 mL/kg），

各给药组分别 ig 质量浓度为 0.055 4、0.221 6 g/mL

的 EBAR 溶液（（以生理盐水配制），1 次/d，连续给

药 14 d。给药期间每日观察小鼠活动状态及进食情

况。末次给药后 1 h，采用眼球摘除法采集全血于抗

凝管中，随后通过颈椎脱臼法处死小鼠，取部分肝

组织固定于 4%多聚甲醛，其余冻存于−80 ℃备用。 

2.4.3  肝脏指数的测定  记录小鼠处死时的体质
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量和肝脏质量，计算肝脏指数。 

肝脏指数＝肝质量/体质量 

2.4.4  血清中肝功能及炎症因子水平的检测  取

全血，4 ℃、3 000×g 离心 15 min，分离血清，按

照试剂盒说明书测定 ALT、AST 活性及 IL-6、IL-

1β、TNF-α 水平。 

2.4.5  肝组织病理学检测  将置于 4%多聚甲醛中

固定的肝组织取出，进行乙醇脱水、石蜡包埋、切

片，经苏木素-伊红（（hematoxylin-eosin，HE）、Masson

和 Sirius Red 染色后，于显微镜下观察并拍照。 

2.4.6  免疫组化法检测肝组织 α-SMA 和 COL1A1

表达  取肝组织石蜡切片，经脱蜡至水化与抗原修

复后，分别滴加 α-SMA 和 COL1A1 一抗，4 ℃湿

盒孵育过夜；次日，PBS 洗涤后，滴加相应二抗，

室温孵育 30 min，于显微镜下观察并拍照。 

2.4.7  qRT-PCR 检测肝组织 α-SMA、COL1A1、

COL4A2、TNF-α、IL-1β 和 IL-6 mRNA 表达  取肝

组织，按照试剂盒说明书提取总 RNA 并合成

cDNA，进行 qRT-PCR 分析[19]。引物序列见表 1，

以 β-actin 作为内参基因，采用 2−∆∆Ct法计算各基因

的相对表达量。 

2.4.8  Western blotting 检测肝组织 α-SMA 、

COL1A1 和 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路相关蛋

白表达  取肝组织，加入裂解液提取蛋白，蛋白样

品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转

至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛奶于室温封闭 2 h，加 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 
长度/ 

bp 

β-actin F: GGATTCCTATGTGGGCGACGA 

R: GCGTACAGGGATAGCACAGC 

21 

20 

α-SMA F: CCTATCCCCGGGACTAAGAC 

R: CCATCACCCCCTGATGTCTG 

20 

20 

COL1A1 F: AAGCTGGAAAACCTGGTCGT 

R: AGCACCATCATTTCCACGAG 

20 

20 

COL4A2 F: GGACAGACGAGACAACAGCA 

R: GAGCTGGCATAACATTGGCG 

20 

20 

TNF-α F:CTGTAGCCCACGTGGCAACT  

R:GGCTTGTCACTCGAATTTTGCTAA 

20 

24 

IL-1β F:GCTGAAAGCTCTCCACCTCA 

R:AGGCCACAGGTATTTTGTCG 

20 

20 

IL-6 F:GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

R:AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

23 

24 

TIMP1 F:ACAGGTTTCCGGTTCGCCTAC 
R:CTGCAGGCAGTGATGTGCAA 

21 

20 

TIMP1-基质金属蛋白酶组织抑制因子 1。 

TIMP1-tissue inhibitor of metalloproteinases 1. 

入一抗，4 ℃孵育过夜；洗涤后加入二抗（1∶10 000），

室温孵育 1 h。用 ECL 化学发光检测试剂盒检测蛋

白条带，采用 Image J 软件分析条带灰度值。 

2.4.9  肝脏代谢组学分析 

（（1）样品制备：取假手术组、模型组和 EBAR

低剂量组小鼠肝组织 50 mg，研磨后加入 1 mL 

−80 ℃预冷的甲醇溶液，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 

min。取上清液，用氮气在 35 ℃下吹干。将样品溶

解于含 80 µL 甲氧胺盐酸盐（（20 mg/mL）的吡啶中，

离心 2 min，37 ℃孵育 2 h。加入 80 µL BSTFA，离

心 2 min。将样品在 80 ℃水浴中孵育 15 min 以完

成衍生化，冷却 5 min，涡旋 15 s，4 ℃、12 000 r/min

离心 10 min，收集 150 µL 上清液至带衬垫的进样

瓶中，于 4 ℃保存。 

（（2）气相色谱-质谱分析：每组收集 6 个样本，

制备后 24 h 内使用气相色谱-质谱仪、色谱指纹相

似度评价系统（（2012 版）、Origin（（2018 版）和 SIMCA

软件进行代谢组学分析。样品进样量为 1 µL，进入

配备 DB-5MS 毛细管柱（（30.0 m×250 µm，0.25 µm）

的分流进样口，条件如下：初始炉温保持在 70 ℃、

2 min，然后以 5 ℃/min 的速率升至 300 ℃并保持

5 min。使用氦气作为载气，进样器分流比为 10∶

1，恒定体积流量为 1 mL/min。进样器和质谱仪的

温度为 280 ℃，离子源温度为 200 ℃。电子电离模

式下的能量设置为 70 eV。扫描范围 m/z 50～650，

全扫描模式采集[20]。 

2.5  细胞实验 

2.5.1  细胞培养  JS-1 细胞用含 10%胎牛血清和

1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、

5% CO2的培养箱中培养。 

2.5.2  细胞活力的检测  JS-1 细胞以 1×104 个/孔

接种于 96 孔板中，分别加入不同质量浓度（（5、10、

20、40、80、160、320、640 μg/mL）的 EBAR 溶液

处理 24 h，对照组加入不含药物的培养基。加入

CCK-8 试剂，孵育 2 h 后，采用酶标仪测定 450 nm

处的吸光度（A）值，计算细胞活力。 

2.5.3  细胞分组、造模与给药  设置对照组、模型

组和给药组，模型组和给药组加入 10 ng/mL TGF-β

预处理 24 h 以激活其纤维化表型[21]。然后给药组加

入不同质量浓度（（20、40、80 μg/mL）的 EBAR 处

理 24 h，对照组加入不含药物的培养基。 

2.5.4  免疫荧光法检测 α-SMA 和 COL1A1 表达  

JS-1 细胞接种于细胞爬片中并培养至适宜密度，按
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（“2.5.3”项下方法处理后，用 4%多聚甲醛固定 15 

min，PBS 洗涤后透化 10 min，5%牛血清白蛋白封

闭 30 min。加入 α-SMA 和 COL1A1 一抗，4 ℃孵

育过夜；PBS 洗涤后滴加荧光二抗，室温避光孵育

1 h。DAPI 复染核，封片后于荧光显微镜下观察并

采集图像。 

2.5.5  qRT-PCR 检测 α-SMA、COL1A1、COL4A2 和

TIMP1 mRNA 表达  收集细胞，按（“2.4.7”项下方

法检测各基因的相对表达量。引物序列见表 1。 

2.5.6  Western blotting 检测 α-SMA、COL1A1 和

AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路相关蛋白表达  收

集细胞，按（“2.4.8”项下方法检测各蛋白的相对表

达量。 

2.6  统计学分析 

使用 GraphPad v8.0 软件进行统计分析，采用

Shapiro-Wilk 检验评估正态分布和卡方检验。对正

态分布数据进行单因素方差分析（（ANOVA），结果

以 x s 表示。对于非正态分布或方差不齐的样本，

采用 Kruskal-Wallis 检验，结果以中位数（四分位

数）表示。RNA 测序结果使用 UW Genetics Ltd（（2.0

版）的 Dr. Tom Online 软件进行分析。 

3  结果 

3.1  EBAR 成分分析 

采用高效液相色谱法对 EBAR 中主要成分进

行分析。色谱图如图 1 所示，EBAR 中白术内酯 I、 

 

1-白术内酯Ⅲ；2-白术内酯Ⅱ；3-白术内酯Ⅰ；4-苍术素。 

1-atractylenolide III; 2-atractylenolide II; 3-atractylenolide I; 4-

atractylodin. 

图 1  EBAR (A) 和混合对照品溶液 (B) 的色谱图 

Fig. 1  Chromatograms of EBAR (A) and mixed reference 

solution (B) 

白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、苍术素的质量分数分别为

1.333%、0.067%、0.003%、0.392%，符合《中国药

典》2025 年版规定。 

3.2  EBAR 减轻肝纤维化模型小鼠的肝损伤 

图 2-A 为动物实验设计图。胆管结扎造成肝外

胆道梗阻，引起肝细胞发生缺血和坏死，导致肝脏

损伤。如图 2-B 所示，与假手术组比较，模型组小

鼠体质量显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，经

EBAR 治疗后小鼠体质量显著升高（P＜0.01）。如

图 2-C～E 所示，与假手术组比较，模型组小鼠肝

脏指数和血清中 ALT、AST 活性显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，经 EBAR 治疗后小鼠肝脏指

数和血清中 ALT、AST 活性显著降低（P＜0.01），

表明 EBAR 能缓解 BDL 引起的肝损伤。 

采用 qRT-PCR 检测肝组织中细胞外基质增殖

相关基因 α-SMA和胶原沉积基因COL1A1、COL4A2

的表达，结果如图 2-F～H 所示，与模型组比较，

EBAR 显著下调小鼠肝组织 α-SMA、COL1A1、

COL4A2 的 mRNA 表达（（P＜0.01）。Western blotting

结果与 qRT-PCR 结果一致，与模型组比较，EBAR

显著下调小鼠肝组织 COL1A1 和 α-SMA 的表达

（（P＜0.05、0.01，图 2-I～K）。此外，EBAR 显著抑

制小鼠肝组织中炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的

mRNA 表达水平（P＜0.01，图 3-A），同时显著降

低血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的释放（P＜0.05、

0.01，图 3-B）。以上结果表明，EBAR 对胆管结扎

诱导的肝纤维化具有保肝和抗炎的作用。 

3.3  EBAR 改善肝纤维化模型小鼠的肝纤维化 

肝组织形态学观察结果（图 4-A）显示，与假

手术组比较，模型组小数肝脏表面更粗糙，出现黄

色斑点；与模型组比较，各给药组小鼠肝脏表面更

光滑，黄色斑点减少。HE 染色结果（（图 4-B）显示，

模型组小鼠肝实质坏死，肝小叶结构被破坏和胶原

沉积；给予 EBAR 干预后，肝组织以上病变显著减

轻。采用 Masson 和 Sirius Red 染色检测肝组织中的

胶原沉积情况，以评估纤维化的程度，结果见图 4-

C、D，模型组小鼠肝脏门静脉区有大量的胶原蛋白

沉积，甚至扩散到肝实质部分；给予 EBAR 干预后，

仅在肝门附近有少量的胶原沉积，而在肝实质内没

有明显的胶原沉积。α-SMA 和 COL1A1 的免疫组

化结果（（图 4-E、F）显示，与假手术组比较，模型

组小鼠肝组织有较多 α-SMA 和 COL1A1 的沉积；

与模型组比较，各给药组肝组织 α-SMA 和 COL1A1 
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1 
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A-动物实验设计图；B-体质量变化；C-肝脏指数；D、E-肝功能；F～H-肝组织 α-SMA、COL1A1 和 COL4A2 mRNA 表达；I～K-肝组织 α-SMA

和 COL1A1 蛋白表达；与假手术或对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

A-animal experiment design diagram; B-body weight changes; C-liver index; D, E-liver function; F—H-mRNA expressions of α-SMA, COL1A1 and 

COL4A2 in liver tissue; I—K-protein expressions of α-SMA and COL1A1 in liver tissue; ##P < 0.01 vs sham or control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs 

model group, same as below figures. 

图 2  EBAR 对肝纤维化模型小鼠肝损伤的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of EBAR on liver injury in mice with liver fibrosis ( x s , n = 6) 

 

图 3  EBAR 对肝纤维化模型小鼠肝组织炎症因子表达 (A) 和血清中炎症因子水平 (B) 的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of EBAR on expressions of inflammatory factors in liver tissue (A) and levels of inflammatory factors in serum 

(B) of mice with liver fibrosis ( x s , n = 6) 
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A-肝组织外观形态；B-肝组织 HE 染色（×100），箭头指向肝细胞坏死、炎症细胞浸润区域；C-肝组织 Masson 染色（×100），箭头指向蓝

色的胶原纤维沉积；D-肝组织 Sirius Red 染色（×100），箭头指向红色的胶原纤维；E、F-免疫组化检测肝组织 α-SMA 和 COL1A1 蛋白表达

（×100），箭头指向活化的肝星状细胞和 COL1A1 的表达区域。 

A-appearance and morphology of liver tissue; B-HE staining of liver tissue (× 100), arrow points to area of hepatocyte necrosis and inflammatory cells 

infiltration; C-Masson staining of liver tissue (× 100), arrow points to deposition of blue collagen fibers; D-Sirius Red staining of liver tissue (× 100), 

arrow points to red collagen fibers; E, F-α-SMA and COL1A1 protein expressions in liver tissue detected by immunohistochemistry (× 100), arrow points 

to activated hepatic stellate cells and expression region of COL1A1. 

图 4  EBAR 对肝纤维化模型小鼠肝纤维化的影响 (n = 3) 

Fig. 4  Effect of EBAR on liver fibrosis in mice with liver fibrosis (n = 3) 

表达减少。以上结果表明，EBAR 能减少胆管结扎

诱导的肝脏胶原沉积和纤维化，具有改善肝纤维化

的作用。 

3.4  EBAR 抑制肝星状细胞的活化 

为了进一步研究 EBAR 在治疗肝纤维化中的

作用，在体外观察了 EBAR 对肝星状细胞活化的影

响。如图 5-A 所示，5～80 μg/mL 的 EBAR 对 JS-1

细胞活力无明显影响，因此选择 20、40、80 μg/mL 

3 个质量浓度，研究 EBAR 对肝星状细胞活化的抑

制作用。qRT-PCR 结果（（图 5-B～E）显示，与模型

组比较，EBAR 显著下调肝纤维化相关基因 α-SMA、

COL1A1、COL4A2 和 TIMP-1 的表达（P＜0.01）。

Western blotting 结果（（图 5-F～H）显示，EBAR 显

著下调 α-SMA 和 COL1A1 的蛋白表达（P＜0.05、

0.01），与 qRT-PCR 结果一致。免疫荧光结果（图

6）显示，与对照组比较，模型组 JS-1 细胞周围 α- 

假手术                模型           EBAR 554 mg·kg−1        EBAR 2 216 mg·kg−1 
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A-EBAR 对 JS-1 细胞活力的影响 (n = 6)；B～E-α-SMA、COL1A1、COL4A2 和 TIMP1 mRNA 表达 (n = 6)；F～H-α-SMA 和 COL1A1 蛋白表

达 (n = 3)。 

A-effect of EBAR on viability of JS-1 cells (n = 6); B—E-α-SMA, COL1A1, COL4A2 and TIMP1 mRNA expressions (n = 6); F—H-α-SMA and COL1A1 

protein expressions (n = 3). 

图 5  EBAR 抑制肝星状细胞的活化 ( x s ) 

Fig. 5  EBAR inhibits activation of hepatic stellate cells ( x s ) 

 

图 6  免疫荧光检测 EBAR 对 TGF-β 诱导的 JS-1 细胞 α-SMA 和 COL1A1 表达的影响 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of EBAR on expressions of α-SMA and COL1A1 in TGF-β- induced JS-1 cells detected by immunofluorescence 

(× 200; x s , n = 3)
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SMA 和 COLA1 荧光区域明显增多（（P＜0.01）；与

模型组比较，EBAR 组 α-SMA 和 COLA1 荧光区域

明显减少（P＜0.01）。以上结果表明，EBAR 能够

抑制 TGF-β 诱导的 JS-1 细胞活化，减少 α-SMA 和

COLA1 的表达。 

3.5  网络药理学分析 

为了进一步探究 EBAR 缓解肝纤维化的具体

机制，通过网络药理学探究苍术活性成分作用于肝

纤维化的关键靶点与通路。如图 7-A 所示，获得苍

术活性成分潜在靶点 457 个，肝纤维化相关靶点共

2 542 个，两者的交集靶点 202 个。“药物-活性成分-

靶点-疾病”网络见图 7-B。经度值筛选出苍术治疗

肝纤维化的核心靶点 42 个（图 7-C），颜色越深、

形状越大，其度值则越大。 

GO 功能富集分析得到 1 053 个富集条目，包

括 731 个生物过程、95 个细胞组成和 227 个分子功

能，P 值排名前 10 条的结果见图 7-D。其中生物过

程主要包括胰岛素受体信号通路、磷脂酰肌醇 3-激

酶的正向调控、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinase，MAPK）级联的正向调控以

及细胞外调节蛋白激酶 1（extracellular regulated 

protein kinase 1，ERK1）和 ERK2 级联的正向调控、

基因表达的正向调控和负调控等过程；细胞组成主

要涉及细胞质基质、细胞膜、细胞表面、细胞质围

核区等组分；分子功能主要涉及三磷酸腺苷

（（adenosine triphosphate，ATP）结合、蛋白激酶活性、

蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性等功能。KEGG 通路富

集分析得到苍术抗肝纤维化的重要相关信号通路

共 169 条，在 P 值排名前 15 条的通路中（（图 7-E），

排除无关的广谱通路，发现苍术治疗肝纤维化的主 

 

A-苍术与肝纤维化靶点的 Venn 图；B-“药物-活性成分-靶点-疾病”网络；C-潜在作用靶点的 PPI 网络；D、E-GO 和 KEGG 富集分析。 

A-Venn diagram of Atractylodis Rhizoma and liver fibrosis targets; B-“drug-active ingredient-target-disease” network; C-PPI network of potential 

therapeutic targets; D, E-GO and KEGG enrichment analysis. 

图 7  网络药理学分析结果 

Fig. 7  Results of network pharmacology analysis 
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要 信 号 通 路 涉 及 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）-蛋白激酶 B

（（protein kinase B，Akt）信号通路、缺氧诱导因子-

1（（hypoxia inducible factor-1，HIF-1）信号通路、晚

期 糖 基 化 终 末 产 物 （ advanced glycation end 

products，AGE）-晚期糖基化终末产物受体（（receptor 

for advanced glycation end products，RAGE）信号通

路等。提示苍术可能通过调节细胞代谢与能量平衡、

干预关键信号通路以及调控基因表达与细胞信号传

导等多途径协同作用，发挥抗肝纤维化的作用。 

3.6  分子对接与分子动力学模拟验证 

前期分析表明苍术可能通过调节细胞代谢与

能量平衡发挥缓解肝纤维化的作用。基于 AMPK 作

为能量代谢核心节点的生物学地位，选取 AMPK 代

谢通路相关蛋白与苍术主要活性成分进行分子对

接验证。分子对接结果见表 2，分子对接示例图如

图 8-A、B 所示，对接结果热图见图 8-C，其中苍术

素、白术内酯 I、白术内酯 II、白术内酯 III 这 4 个 

表 2  分子对接结果 

Table 2  Molecular docking results 

关键活性成分 关键靶点 PDBID 结合能/(kcal·mol−1) 关键活性成分 关键靶点 PDBID 结合能/(kcal·mol−1) 

苍术素 mTOR 1FAP −5.6 白术内酯 II mTOR 1FAP −6.5 

 AKT 1UNP −5.0  AKT 1UNP −6.4 
 FoxO1 4LG0 −5.8  FoxO1 4LG0 −8.1 
 PI3K 5DXU −6.1  PI3K 5DXU −7.0 

 INSR 1I44 −5.6  INSR 1I44 −6.1 
 AMPK 2UV4 −7.4  AMPK 2UV4 −7.6 

 SIRT1 4I5I −6.8  SIRT1 4I5I −6.9 
 SIRT3 4BN4 −7.1  SIRT3 4BN4 −7.1 
白术内酯 I mTOR 1FAP −6.6 白术内酯 III mTOR 1FAP −6.5 

 AKT 1UNP −6.5  AKT 1UNP −6.9 
 FoxO1 4LG0 −8.4  FoxO1 4LG0 −8.1 

 PI3K 5DXU −6.9  PI3K 5DXU −7.5 
 INSR 1I44 −6.5  INSR 1I44 −6.1 

 AMPK 2UV4 −7.1  AMPK 2UV4 −5.4 
 SIRT1 4I5I −6.7  SIRT1 4I5I −5.8 
 SIRT3 4BN4 −7.0  SIRT3 4BN4 −5.9 

1 kcal·mol−1＝4.182 kJ·mol−1. 

 

A-白术内酯 I 与 AMPK 的 3D 结合构象；B-白术内酯 I 与 AMPK 的 2D 结合构象；C-苍术主要活性成分与 AMPK 通路相关蛋白结合能热图；

D-RMSD 值；E-白术内酯 I 与 AMPK 的氢键数；F-白术内酯 I 与 AMPK 的 RMSF；G-白术内酯 I 与 AMPK 的吉布斯能图，蓝色区域表示能量

较低的构象，红色表示能量较高的构象。 

A-3D binding conformation of atractylenolide I with AMPK; B-2D binding conformation of atractylenolide I with AMPK; C-heatmap of binding energies 

between main active components of Atractylodis Rhizoma and proteins related to AMPK pathway; D-RMSD values; E-number of hydrogen bonds between 

atractylenolide I and AMPK; F-RMSF of atractylenolide I with AMPK; G-Gibbs energy diagram of atractylenolide I in interaction with AMPK, blue 

regions represent conformations with lower energy, red regions represent conformations with higher energy. 

图 8  分子对接示例及分子动力学模拟结果 

Fig. 8  Examples of molecular docking and results of molecular dynamics simulations 
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活性成分与能量代谢相关蛋白 AMPK 等均具有很

好的结合能力（（均≤−5.0 kcal/mol）。表明 AMPK 通

路在苍术治疗肝纤维化中发挥重要作用。 

通过分子动力学模拟进一步分析验证对接复

合物的稳定性及关键相互作用，优化药物结构。均

方根偏差（（root mean square deviation，RMSD）是衡

量蛋白质和配体构象稳定性的良好指标，也是衡量

原子位置与起始位置偏差程度的指标。偏差越小，

构象稳定性越好。因此，利用 RMSD 对仿真系统的

平衡性进行评估。如图 8-D 所示，复合物体系在 10 

ns 后达到平衡，最终 0.2 nm 上下波动。因此，苍术

活性成分白术内酯 I与AMPK结合时表现出较高稳

定性。氢键（（hydrogen bond）是维持蛋白质-配体复

合物结构稳定性的重要非共价相互作用。如图 8-E

所示，在 100 ns 分子动力学模拟过程中，白术内酯

I 与 AMPK 之间形成的氢键数目在 0～4 个之间动

态波动，多数时间维持在 1～3 个氢键，表明两者之

间存在持续且动态的氢键相互作用。均方根涨落

（（root mean square fluctuation，RMSF）表示蛋白质

中氨基酸残基的柔性大小。如图 8-F 所示，复合物

体系物的 RMSF 值相对较低（（大多在 0.3 nm 以下），

因此其灵活性较低，稳定性较高。吉布斯自由能景

观（（Gibbs energy landscape）则反映了体系在不同构

象状态下的能量分布和相对稳定性，能量越低表示

构象越稳定，采样概率越高。如图 8-G 所示，复合

物体系存在明显的低能量区域（（深蓝色谷区），且能

量阱较为陡峭，表明白术内酯 I 与 AMPK 结合后倾

向于稳定在特定构象，构象采样集中，未出现明显

的能量简并或过渡态，进一步证实了该结合模式的

稳定性和特异性。 

综上，苍术活性成分与 AMPK 蛋白结合作用

良好，复合物体系结合稳定，且复合物具有良好的

氢键作用。提示苍术发挥肝功能保护作用可能与调

节代谢有关。 

3.7  EBAR 缓解肝纤维化小鼠模型肝脏代谢紊乱 

动物实验结果显示，EBAR 能够减轻胆管结扎

引起的小鼠肝损伤，具有治疗肝纤维化的作用。利

用网络药理学对其可能机制进行预测，发现其发挥

抗肝纤维化作用与代谢有关。因此对假手术组、模

型组、EBAR 低剂量组小鼠的肝脏进行代谢组学分

析。总离子流图（（图 9-A）显示，与假手术组比较，

模型组小鼠的肝脏代谢产物发生了显著的变化，而

EBAR 组则能回调一些肝脏代谢产物的变化。主成

分分析（（principle component analysis，PCA）结果显

示，假手术组与模型组明显分开，EBAR 组与假手

术组接近（（图 9-B）。将模型组和 EBAR 组代谢物的

值归一化后进行聚类分析，热图显示 EBAR 影响了

肝脏内许多代谢物的产生（（图 9-C）。正交偏最小二

乘法 -判别分析（orthogonal partial least squares-

discriminant analysis，OPLS-DA）结果显示，EBAR

组与模型组明显分离（（图 9-D）。以 OPLS-DA 模型

的 变 量 投 影 重 要 度 （ variable importance in 

projection，VIP）＞1、P＜0.05 和|log2 差异倍数（（fold 

change，FC）|＞1 为筛选条件，在模型组和 EBAR

组之间共筛选出 16 种代谢物。将这 16 种代谢物上

传 至 Metaboanalyst 6.0 网 站 （ https://www. 

metaboanalyst.ca/），结果显示，这些代谢物主要富集

在丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，半乳糖代谢，

乙醛酸和二羧酸代谢，丁酸代谢途径（（图 9-E、F）。

如图 10 所示，与模型组比较，EBAR 组花生四烯

酸、L-丝氨酸、尿嘧啶、2-氨基马来酸、4-氨基丁酸、

磷酸、L-谷氨酸、柠檬酸、油酸、棕榈油酸、D-(+)-

纤维二糖水平显著降低（（P＜0.01），L-(−)-阿拉伯糖

醇、核糖醇、D-甘露糖、D-葡萄糖酸、尿苷水平显

著升高（P＜0.01）。 

3.8  EBAR 对肝纤维化小鼠模型和肝星状细胞活

化模型 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路相关蛋白

表达的影响 

研究表明，AMPK/SIRT1/PGC-1α 通路参与线

粒体生物合成和氧化代谢，且是代谢紊乱的潜在靶

点，在肝纤维化的治疗中起重要作用[22]。因此，进

一步在体内外实验中探究 EBAR 通过 AMPK 信号

通路改善肝纤维化的作用。如图 11-A 所示，在肝

纤维化小鼠模型中，与假手术组比较，模型组小鼠

肝组织中 p-AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，EBAR 各给

药组小鼠肝组织中 p-AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）。如图 11-B 所示，

在 TGF-β 诱导的肝星状细胞活化模型中，与对照

组比较，模型组 JS-1 细胞中 p-AMPK、SIRT1、

PGC-1α 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，EBAR 各给药组 JS-1 细胞中 p-AMPK、

SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、

0.01）。以上结果表明，EBAR 可能通过调控 AMPK/ 

SIRT1/PGC-1α 信号通路，从而发挥对肝纤维化的

治疗作用。 
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A-各组小鼠肝脏样本的总离子流图；B-PCA 得分图；C-生物标记物的热图；D-OPLS-DA 得分图；E-肝脏 16 种差异代谢物相关代谢通路富集

分析图；F-肝脏 16 种代谢物富集概览图。 

A-total ion current chromatograms of liver samples from each group of mice; B-PCA score plot; C-heatmap of biomarkers; D-OPLS-DA score plot; E-

enrichment analysis diagram of metabolic pathways related to 16 differential metabolites in liver; F-overview diagram of enrichment for 16 metabolites in 

liver tissue. 

图 9  EBAR 缓解肝纤维化小鼠模型肝脏代谢紊乱 

Fig. 9  EBAR alleviates liver metabolic disorders in mice with liver fibrosis 
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图 10  各组小鼠肝组织中 16 种代谢物含量变化 ( x s , n = 6) 

Fig. 10  Changes in content of 16 metabolites in liver tissue of mice in each group ( x s , n = 6) 

4  讨论 

 肝纤维化是由于慢性肝损伤后细胞外基质的

积累而引起的一种病理修复反应，是慢性肝病向肝

硬化和肝癌进展过程中唯一可逆的过程[23-24]。胆管

结扎是模拟临床胆汁淤积性肝纤维化的经典模型，

术后 1 周开始，造模动物会出现黄疸；术后 2、4、

8 周时，AST、ALT、总胆红素、直接胆红素、碱性

磷酸酶和 γ-谷氨酰转肽酶含量上升，血清透明质酸

和层黏连蛋白、肝组织羟脯氨酸含量亦随胆管阻塞

时间的延长而逐渐升高[25]。本研究发现 EBAR 治疗

显著降低了胆管结扎的小鼠血清中 ALT、AST 的活

性，部分逆转了肝功能障碍。此外，EBAR 治疗减

轻了小鼠肝脏的质地不规则和肝肿大，为胆管结扎

诱导的肝损伤提供了保护。肝星状细胞的激活以及

由此产生的细胞外基质的过度积累是肝纤维化的

核心事件[26]。结果显示，与假手术组比较，模型组

小鼠肝组织中 α-SMA 和 COL1A1 表达升高，而经

EBAR 干预后 α-SMA 和 COL1A1 表达降低。此外，

免疫组化分析进一步证实了EBAR有效抑制了肝星

状细胞的激活，显著减少了肝脏门静脉周围胶原沉

积，降低了肝脏纤维性增生。以上结果表明 EBAR

对胆管结扎诱导的肝纤维化具有显著的抑制作用。 
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图 11  EBAR 对肝纤维化小鼠模型肝组织 (A) 和肝星状细胞活化模型 (B) AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路相关蛋白表达

的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Effect of EBAR on expressions of AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway related proteins in liver tissue of mice 

with liver fibrosis (A) and hepatic stellate cell activation model (B) ( x s , n = 3) 

肝脏是代谢的中心器官，代谢紊乱在肝纤维化

的发病机制中起着核心作用。肝纤维化中，肝细胞

及肝星状细胞能量需求激增，通过代谢重构提供能

量支持：谷氨酰胺代谢生成 α-酮戊二酸，增强肌成

纤维细胞抗凋亡能力并促进肝星状细胞激活；脂质

代谢紊乱导致脂滴动态变化，激活的肝星状细胞水

解三酰甘油为游离脂肪酸，经线粒体 β-氧化生成

ATP 供能等[27]。这些代谢途径的重构为纤维化进展

提供能量基础，而靶向干预代谢紊乱成为抗肝纤维

化的潜在治疗方向。与正常小鼠相比，肝纤维化小

鼠会出现氨基酸代谢紊乱、脂质代谢障碍、能量代

谢紊乱以及炎症反应的激活等现象。通过代谢组学

分析，发现与假手术组比较，模型组小鼠的肝脏代

谢产物发生了显著的变化，PCA 结果显示假手术组

与模型组明显分开。通过比较 EBAR 治疗组与模型

组之间的差异代谢物，并对这些代谢物进行富集分

析，发现其主要富集在丙氨酸、天门冬氨酸和谷氨

酸代谢，半乳糖代谢，乙二酸和二羧酸代谢以及丁

酸代谢等途径中，这些途径均与能量代谢密切相

关。已有研究证实，在肝纤维化患者的肝组织中上

述代谢明显异常，并伴随氨基酸转移酶活性的升高

和氨基酸水平的波动，谷氨酸、丙氨酸水平显著升

高，甘氨酸水平显著降低，且与肝纤维化的严重程

度密切相关[28]。本研究揭示了这些代谢变化与肝纤

维化进程的紧密联系，为干预肝纤维化提供了新的

代谢靶点。 

AMPK 已经被证实是阻止或延缓纤维发生过

程的关键分子，对肝脏生理能量动态的平衡至关重

要[29-31]。AMPK 通过监测二磷酸腺苷（adenosine 

diphosphate，ADP）/ATP 和单磷酸腺苷（（adenosine 

monophosphate，AMP）/ATP 比值以及营养物质的

水平，感知细胞的能量状态和代谢需求，并通过刺

激产生 ATP 的细胞过程（（如葡萄糖摄取、糖酵解和

脂肪酸氧化）以及抑制消耗 ATP 的过程来调节细胞

活性[32]。其信号的传导能调节参与生物反应的各种

细胞内分子水平，影响包括糖原代谢、蛋白质合成

和纤维化进展。研究表明，抑制 AMPK 的表达会损

害质膜和细胞葡萄糖摄取，加剧了纤维化的发展；

而激活 AMPK 信号通路能抑制炎症，减轻非酒精性

脂肪肝小鼠的肝脏脂质沉积，缓解肝纤维化[33-34]。
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在肝纤维化模型中，AMPK 的磷酸化被抑制，影响

下游 SIRT1 的活性，进而导致 SIRT1 的下游靶标

PGC-1α 被抑制。在本研究中，Western blotting 结果

显示，EBAR 给药可显著增加胆管结扎小鼠肝脏中

p-AMPK、SIRT1 和 PGC-1α 的表达。提示 EBAR 抗

肝纤维化作用与激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通

路关系密切。EBAR 可能通过调节细胞内的能量感

受器，如改变ADP/ATP和AMP/ATP值，激活AMPK

的上游激酶，从而促进 AMPK 的磷酸化激活。此

外，EBAR 可能直接作用于 AMPK 蛋白的特定结构

域，增强其活性，进而依次激活下游的 SIRT1 和

PGC-1α，调节线粒体生物合成和氧化代谢，改善肝

脏能量代谢紊乱，最终减轻肝纤维化。未来研究可

进一步验证这些假设，深入解析 EBAR 激活该信号

通路的详细分子机制。 

综上，本研究表明，在胆管结扎诱导的肝纤维

化小鼠模型中，EBAR 能够减轻胆管结扎诱导的肝

损伤，缓解肝内炎症，并减少肝内胶原沉积。EBAR

可以调节肝脏中的代谢物，激活 AMPK/SIRT1/ 

PGC-1α 信号通路，减轻与肝纤维化进展相关的能

量代谢紊乱。 
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