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柴胡疏肝颗粒调控 Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路改善四氯化碳诱导的小
鼠急性肝损伤
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摘要：目的　探讨柴胡疏肝颗粒对小鼠急性肝损伤的保护作用及可能机制。方法　将柴胡疏肝颗粒按低、中、高（生药量：
１１４、２２８、４５６ｇ·ｋｇ－１）３个剂量连续给药７ｄ，末次给药２ｈ后，除正常对照组外，用体积分数０２％ 四氯化碳（ｔｅｔｒａｃｈｌｏ
ｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ＣＣｌ４）溶液造模，１２ｈ后，收集小鼠的血清和肝组织，制作肝组织病理切片。测定血清中丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和肝组织中超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦ
α），以及活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量；转录组学获得肝脏组织差异表达 ｍＲＮＡ并富集与差异表达基因显
著相关的通路；代谢组学研究肝组织中内源性代谢物变化并进行通路富集分析；免疫组织化学法及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肝组织
中ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８
ＭＡＲＫ）、Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ关联蛋白１（ｋｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）、核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）表达及定位情况。结果　与模型组比较，柴胡疏肝颗粒能显著
降低小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ和肝组织 ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα及 ＲＯＳ水平（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），显著升高肝组织中 ＳＯＤ水平
（Ｐ＜００１），明显减轻肝细胞坏死及炎性浸润程度；上调Ｎｑｏ１基因，上调醌氧化还原酶１［ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，
ＮＱＯ１］表达；下调Ｃｃｌ２基因，下调单核细胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）表达，且代谢物中有机酸类显著下
调，糖类显著上调。肝组织中 ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＲＫ、Ｋｅａｐ１表达均显著下调（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），Ｎｒｆ２、ＨＯ１表达显著上调
（Ｐ＜００１）。结论　柴胡疏肝颗粒可能通过激活Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路，对ＣＣｌ４诱导的小鼠急性肝损伤具有保护作用。
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　　肝脏是调节体内代谢和解毒的重要器官，极易
受药物或环境等外界因素影响造成肝损伤，严重的

发展成肝癌，危害人类健康。肝病目前已经成为影

响人类健康的最常见疾病之一，寻找有效的防治药

物来应对因各种原因所致的肝损伤，也成为目前研

究的热点。近年来中医药在肝损伤防治研究方面取

得很多进展，研究表明中药可通过抗氧自由基损伤、

抑制脂质过氧化反应、降低炎症反应和凋亡介质产

生等方面改善肝损伤［１３］。

柴胡疏肝颗粒为广州中医药大学附属中山中医

院院内制剂（粤药制字 Ｚ２０１３００１１），由柴胡、当归、
白芍、茯苓等１０味中药组成，具有疏肝解郁、养血健
脾、散结止痛的功效，临床研究证实其对肝郁气滞、

血虚脾弱所致的良性乳腺疾病、月经不调等有良好

疗效［４］，但有关其药效机制尚不明确。本研究通过

四氯化碳（ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ＣＣｌ４）诱导的急性肝损
伤模型探讨柴胡疏肝颗粒对急性肝损伤的保护作

用，并揭示其可能的作用机制，为其临床应用和制剂

的进一步研究开发提供科学依据。

１　材料与仪器
１１　动物

ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠６０只，５周龄，（１８±
０５）ｇ，购于广东省医学实验动物中心，动物生产许
可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１８０００２，动物质量合格证号：
Ｎｏ４４８２２７００００２４８１。饲养于中山市中医院中药药
理实验室ＳＰＦ级动物实验室，实验动物使用许可证
ＳＹＸＫ（粤）２０２００１０９，饲养室温控制在（２０±２）℃，
相对湿度（５０±５）％，给予 ＳＰＦ级标准饲料和无菌
饮用水。本实验经中山市中医院实验动物伦理委员

会批准，审批号：ＡＥＷＣ２０２００２８，本实验遵守国家有
关实验动物保护与使用准则。

１２　药物及试剂
水飞蓟宾（批号：Ｃ１３４２５７６４）、ＣＣｌ４（批号：

Ｃ１１５８８４２８）（上海麦克林生化科技股份有限公
司）；羧甲基纤维素钠（批号：Ｒ００８１３４，上海易恩

化学技术有限公司）；橄榄油（国药集团化学试剂

有限公司）；丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ，批号：２０２１０８１７）、天门冬氨酸氨基转
移 酶 （ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ，批 号：

２０２１０８１６）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所
有限公司）；超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ，批号：５３５２２０７３０）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉ
ａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ，批号：４１７２２０７３０）、白细胞介素 ６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６，批号：３８５２２０７３０）、肿瘤坏死
因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα，批 号：
５６９２２０２２４）、活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ，批号：６５３２１０２２４）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒
（天津安诺瑞康生物技术有限公司）；兔抗鼠一抗

ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）
１／２／３（批号：５１ｎ７０８７）、ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶
（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＲＫ，
批号：１０ｙ０８３７）、血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ
１，ＨＯ１，批号：ＡＦ５３９３）、βａｃｔｉｎ（批号：ＡＦ７０１８）抗
体（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司）；Ｋｅｌｃｈ样 ＥＣＨ关联蛋白 １
（ｋｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）抗体
［批号：Ｄ１９９５７４，生工生物工程（上海）股份有限
公司］；核因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙ
ｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）抗体（批号：Ａ０６７４，
武汉爱博泰克生物科技有限公司）；辣根过氧化物

酶标记羊抗兔 ＩｇＧ二抗（批号：７０７４Ｐ２，美国 ＣＳＴ
公司）。

１３　药物配制
柴胡疏肝颗粒组方：柴胡１０ｇ、当归１０ｇ、白芍１０

ｇ、云苓１５ｇ、白术１０ｇ、川芎１０ｇ、郁金１０ｇ、薄荷３ｇ、
炮姜５ｇ、甘草５ｇ，粉碎成粗粉加水煮沸，煎煮液用纱
布过滤，滤液浓缩至１１４、２２８、４５６ｇ·ｍＬ－１（按生
药量计）分别作为低、中、高剂量。水飞蓟宾用质量分

数０５％羧甲基纤维素钠溶液配制成１０ｍｇ·ｍＬ－１的
混悬液。

１４　仪器
ＪＡ１２０３型电子天平（上海天平仪器厂）；
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ＢＳ２２４Ｓ型电子分析天平（北京赛多利斯仪器系统有
限公司）；Ｆ６／１０型手持式超细匀浆器（德国 ＦＬＵＫＯ
公司）；ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＦＣ型酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；化学发光成像系统、Ｂａｓｉｃ电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ
公司）；２０１５ＲＭ型切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；２１６Ｒ
型高速冷冻离心机（湖南恒诺设备仪器有限公司）；

ＥｃｌｉｐｓｅＣｉＬ正置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；ＴＳ１型
脱色摇床（江苏其林贝尔公司）。

２　实验方法
２１　实验动物分组及处理

将６０只小鼠随机分为正常对照组、模型组、水
飞蓟宾组（１００ｍｇ·ｋｇ－１）和柴胡疏肝颗粒低、中、
高剂量组（１１４、２２８、４５６ｇ·ｋｇ－１，按照人和小鼠
体表面积换算，等效于成人临床剂量的１、２、４倍），
每组１０只，每组动物体质量差异不超过平均体质量
的２０％。实验前作１周的动物健康观察，并测定动
物体质量。各给药组小鼠给予相应药物，每日２次，
连续给药７ｄ，灌胃体积均为１０ｍＬ·ｋｇ－１，正常对
照组和模型组小鼠灌胃等体积质量分数０５％羧甲
基纤维素钠溶液。末次给药结束２ｈ后，模型组和
各药物组小鼠均腹腔注射以橄榄油稀释的体积分数

０２％ ＣＣｌ４溶液，注射体积为１０ｍＬ·ｋｇ
－１；正常对

照组小鼠腹腔注射等体积橄榄油。

２２　样品采集与检测
２２１　小鼠的一般状态观察　给药期间观察小鼠
的毛色及生活状态，每日称量小鼠的体质量。造模

１２ｈ后，摘眼球取血，脱颈处死小鼠后，取各组小鼠
的肝组织，生理盐水清洗干净，使用滤纸吸干水分

后，称定肝质量。

２２２　血清肝功能酶检测　造模１２ｈ后，各组动
物摘眼球取血后，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上层
血清，按照试剂盒说明书步骤检测血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ
的含量。

２２３　肝组织生化指标及病理检测　取肝左叶组
织，制备组织匀浆，根据试剂盒说明书步骤操作，检

测ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα及 ＲＯＳ水平。切取肝右
叶组织，使用体积分数１０％中性甲醛固定、石蜡包
埋、切片后，进行苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色，观察肝组织中肝细胞肿胀坏死、炎性浸润
等病理变化；组织切片进行免疫组织化学染色，检测

组织中 ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＲＫ、Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表
达情况，阳性表达为棕黄色或棕色，通过 ＩｍａｇｅＪ图
像分析软件计算平均光密度 （ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，

ＯＤ）值。
２２４　肝组织相关蛋白表达检测　使用总蛋白提
取试剂盒提取肝组织蛋白，二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定提取蛋白的浓度。取等量
蛋白上样，进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺（ｓｏｄｉ
ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳，并转移至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌ
ｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜。阻断非特异性结合
位点后，将膜与一抗 Ｋｅａｐ１（１∶１０００）、Ｎｒｆ２
（１∶１０００）、ＨＯ１（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）抗体
于４℃孵育过夜。磷酸盐吐温缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅａｎｄｔｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）溶液洗涤３次，
每次５ｍｉｎ，将膜转移至二抗羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）
中，室温孵育 ３ｈ，再用 ＰＢＳＴ溶液洗涤 ３次，每次
５ｍｉｎ，用化学发光液在显影仪中进行显影。
２２５　转录组学与代谢组学研究　取正常对照
组、模型组、水飞蓟宾组以及柴胡疏肝颗粒中剂量组

动物肝组织快速漂洗，并分别剪切成约５０和１００ｍｇ
两份样品，液氮速冻０５ｈ，转至 －８０℃冰箱冻存，
干冰覆盖寄往上海美吉生物医药科技有限公司进行

分析。

２３　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１９０软件进行统计分析，计量资料

以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用单因
素方差分析，两两比较方差齐时采用 ＬＳＤ检验，方
差不齐时采用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２检验，以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

３　结　果
３１　柴胡疏肝颗粒对 ＣＣｌ４致肝损伤小鼠一般状态
的影响

造模前各组动物毛色、饮食、活动正常，造模前

７ｄ各组小鼠体质量持续增长。造模后，除正常对
照组外，其余各组动物状态均发生较明显变化，如毛

色暗淡、饮食减少、活动减少、体质量下降，以及尿液

黄色加深等。

３２　柴胡疏肝颗粒对 ＣＣｌ４致肝损伤小鼠血清肝功
能酶及肝组织生化指标的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ
含量显著升高（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），肝组织中
ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜００５），ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα
及ＲＯＳ水平显著升高（Ｐ＜００１）。与模型组比较，
柴胡疏肝颗粒各剂量组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量均
显著降低（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），肝组织中 ＭＤＡ、

·５０７·
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ＴＮＦα水平显著降低（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）。柴胡
疏肝颗粒低、中剂量组小鼠肝组织中ＳＯＤ水平显著
升高（Ｐ＜００１）。柴胡疏肝颗粒中、高剂量组小鼠肝

组织中ＲＯＳ水平均显著低于模型组（Ｐ＜００１）；高
剂量组小鼠肝组织中 ＩＬ６水平显著低于模型组
（Ｐ＜００１）。结果见表１。

表１　柴胡疏肝颗粒对四氯化碳（ＣＣｌ４）致肝损伤小鼠肝损伤相关生化指标水平的影响．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　 Ｄｏｓｅ　
ＡＬＴ

／Ｕ·Ｌ－１
ＡＳＴ

／Ｕ·Ｌ－１
ＳＯＤ

／Ｕ·ｍｇ－１
ＭＤＡ

／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１
ＩＬ６

／ｐｇ·ｍｇ－１
ＴＮＦα

／ｐｇ·ｍｇ－１
ＲＯＳ

／ｐｇ·ｍｇ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３４５±３３１４） ４２０２±５４０３） ２０３±０１７３） ９３４±１９９４） １４９２±１６８４） ２１０７±３４０４） ０７４±００７４）

Ｍｏｄｅｌ １４８４７±１０３５２） ６１８２±８０７１） １６６±０１７１） １３６６±２４２２） ２５４６±３６７２） ４０９７±５２７２） １２６±０１６２）

Ｓｉｌｙｂｉｎ １００ｍｇ·ｋｇ－１ ９４７２±２０２０ ４３９２±９９８３） ２６０±０４５３） １１３９±０９０３） ２０９０±３８１ ３４２７±０９８４） １１２±００７
Ｃｈａｉｈｕ １１４ｇ·ｋｇ－１ ６４６９±１０３１４） ４２８５±８８６３） ２５３±０２７４） １１５８±１０３３） ２１３４±１９９ ３２０２±０４４３） １１６±０１７
Ｓｈｕｇａｎ ２２８ｇ·ｋｇ－１ ６７１９±８７８４） ４３６４±９９５３） ２３５±０１６４） １０９３±１１７４） １９７２±２９５ ３０５２±０９２４） ０９９±０１５４）

Ｇｒａｎｕｌｅｓ ４５６ｇ·ｋｇ－１ ６３０３±８５９４） ３３８８±７４３４） ２１７±０４０ １０９０±１００４） １７６３±１４４４） ２６９４±０８８４） ０９２±０１６４）

注：与正常对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３３　柴胡疏肝颗粒对 ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织病
理学的影响

正常对照组肝组织细胞结构清晰，排列整齐规

则，细胞饱满未见损伤；模型组肝组织大量炎性细胞

浸润，肝小叶内中央静脉和汇管区肝细胞肿胀，可见

明显的肝细胞坏死及弥漫性炎细胞浸润；水飞蓟宾

组和柴胡疏肝颗粒各剂量组肝组织炎性细胞浸润明

显减轻，肝小叶汇管区附近肝细胞坏死程度明显减

轻，肝小叶中肝细胞水肿、气球样变减轻。结果

见图１。

图１　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织病理学的影响（ＨＥ染色，×２００，标尺＝１００μｍ）
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｌｉｖｅｒｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×
２００，ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）

３４　柴胡疏肝颗粒对 ＣＣｌ４致肝损伤小鼠的转录组
与代谢组研究

３４１　转录组数据评估　各样品有效数据（ｃｌｅａｎ

ｄａｔａ）均达到 ６０３Ｇｂ以上，Ｑ３０碱基百分比在
９５２４％以上，说明数据质量较高。分别将各样品的
高质量序列（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）与指定的参考基因组进行
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序列比对，比对率为９５８４％～９６７６％。
３４２　差异表达基因统计分析　基于表达量定量结
果进行组间差异基因分析，获得两组间的差异表达基

因。差异分析软件为ＤＥＳｅｑ２，Ｐ值多重检验校正方法
为ＢｅｎｊａｍｉｎｉＨｏｃｈｂｅｒｇ（ＢＨ），筛选阈值为｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１
和Ｐ＜００５。结果见表２。

表２　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织差异表达ｍＲＮＡ分析结果统计．ｎ＝３
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４．
ｎ＝３

Ｇｒｏｕｐ　　　　　　 Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｓ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｎｕｍｂｅｒｓ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｎｕｍｂｅｒｓ

ＭｏｄｅｌｖｓＣｏｎｔｒｏｌ ２４６５ １３７０ １０９５

ＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ｖｓＭｏｄｅｌ ３３８ ２２３ １１５

ＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ ２６５８ １５２５ １１３３

ＳｉｌｙｂｉｎｖｓＭｏｄｅｌ ８６ ４８ ３８

ＳｉｌｙｂｉｎｖｓＣｏｎｔｒｏｌ １５２３ １１４７ ３７６

ＳｉｌｙｂｉｎｖｓＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１） ３７ １３ ２４

　　与模型组比较，柴胡疏肝颗粒中剂量组２２３个
基因表达上调，包括表达醌氧化还原酶１［ＮＡＤ（Ｐ）
Ｈ：ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，ＮＱＯ１］的 Ｎｑｏ１等，１１５
个基因表达下调，包括表达单核细胞趋化蛋白１
（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）的 Ｃｃｌ２等。
正常对照组、模型组、柴胡疏肝颗粒中剂量组共有的

差异表达基因有１２４个，其中４７个基因先上调后下
调，包 括 Ｍｔｈｆｒ、Ｇｕｃａ１ａ、Ｇｄｆ９、Ｍｃｒｉｐ１、Ｐｍｅｐａ１、
Ｓｌｃ２５ａ３０、Ａｈｃｙｌ、Ａｌｄｈ１ｌ２、Ｃｃｌ２等，７２个基因先下调
后上 调，包 括 Ｃｙｐ２ｃ５４、Ｒｅｔｒｅｇ１、Ｃｄｉｐ１、Ａｄｈｆｅ１、
Ｚｆｐ９６６、Ｓｌｃ１ａ２、Ｚｎｒｆ３、Ａｈｒ、Ｎｒ１ｄ１等。结果见图２Ａ。
３４３　差异表达基因功能分析　基因本体（ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能富集分析结果见图 ２Ｂ、Ｃ。柴胡
疏肝颗粒中剂量组差异表达 ｍＲＮＡ显著富集于１５
项细胞组分，４６项分子功能和２８１项生物学过程。
正常对照组、模型组、柴胡疏肝颗粒中剂量组共有的

差异表达ｍＲＮＡ显著富集于２项细胞组分和２项生
物学过程。

京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅ
ｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析结
果见图２Ｄ、Ｅ。柴胡疏肝颗粒中剂量组差异表达
ｍＲＮＡ富集于２１９条 ＫＥＧＧ通路，显著富集于 ３０
条通路（Ｐ＜００５）。正常对照组、模型组、柴胡疏
肝颗粒中剂量组共有的差异表达 ｍＲＮＡ富集于
１５４条 ＫＥＧＧ 通 路，显 著 富 集 于 ５条 通 路
（Ｐ＜００５）。
３４４　代谢轮廓分析　偏最小二乘判别分析（ｐａｒ
ｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳＤＡ）表明，
组间样本分离明显，组内聚集良好，质控样本紧密聚

集，表明该系统稳定性高。置换检验表明，Ｒ２和 Ｑ２

的置换值均小于原始值，且数值均接近１，表明模型
可靠。结果见图３。
３４５　差异代谢物的鉴定结果　按照Ｐ＜００５且
ＶＩＰ＞１且｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１筛选差异显著代谢物，与正
常对照组比较，模型组共有２０６个差异代谢物，其
中，上调代谢物１０８个，下调代谢物９８个，经柴胡疏
肝颗粒治疗后２４个代谢物显著回调，５２个代谢物
如Ｌ半乳糖、甘露聚糖、糖原、水苏糖等显著上调且
向正常对照组转归。与模型组比较，柴胡疏肝颗粒

中剂量组共有１５９个差异代谢物，其中９９个上调，
６０个下调，有机酸类如脱氧胆酸、胆汁酸、胆酸等显
著下调。结果见图４。
３４６　差异代谢物的代谢通路分析　按照
Ｐ＜００５将正常对照组、模型组、柴胡疏肝颗粒中剂
量组共有的８３个差异代谢物作通路分析，显著富集
的代谢通路名称、Ｐ值和影响值（ｉｍｐａｃｔ）等见表３，
主要富集于５条代谢通路，即淀粉和蔗糖代谢、半乳
糖代谢、抗坏血酸和醛酸代谢、甘油磷脂代谢，以及

花生四烯酸代谢。

３５　免疫组化检测柴胡疏肝颗粒对 ＣＣｌ４致肝损伤
小鼠肝组织ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＲＫ、Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白
表达的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠肝组织 ＪＮＫ、
ｐ３８ ＭＡＲＫ、Ｋｅａｐ１ 蛋 白 表 达 均 显 著 升 高
（Ｐ＜００１），且集中在肝细胞坏死组织附近；Ｎｒｆ２、
ＨＯ１蛋白表达均显著降低（Ｐ＜００１）。与模型组
比较，柴胡疏肝颗粒各剂量组小鼠肝组织 ＪＮＫ、ｐ３８
ＭＡＲＫ、Ｋｅａｐ１蛋白表达均显著降低（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１），Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋 白 表 达 均 显 著 升 高
（Ｐ＜００１）。结果见图５。

·７０７·
中国药学杂志２０２４年４月第５９卷第８期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ８



Ａ－目标基因Ｖｅｎｎ分析；Ｂ－柴胡疏肝颗粒组（２２８ｇ·ｋｇ－１）与模型组基因本体（ＧＯ）分析（前２０）；Ｃ－正常对照组、模型组、柴胡疏肝颗粒组（２２８ｇ·ｋｇ－１）ＧＯ

分析；Ｄ－柴胡疏肝颗粒组（２２８ｇ·ｋｇ－１）与模型组京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）分析（前２０）；Ｅ－正常对照组、模型组、柴胡疏肝颗粒组（２２８ｇ·ｋｇ－１）

ＫＥＧＧ分析。

Ａ－Ｖｅｎｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ；Ｂ－ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｂｅｔｗｅｅｎＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｔｏｐ２０）；Ｃ－ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

ｒｅｓｕｌｔａｍｏｎｇｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌａｎｄＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；Ｄ－Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｂｅｔｗｅｅｎＣｈａｉｈｕ

ＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｔｏｐ２０）；Ｅ－ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔａｍｏｎｇｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌａｎｄＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ．

图２　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织表达ｍＲＮＡ分析的影响．ｎ＝３
Ｆｉｇ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎｇｒａｎｕｌｅｓｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４．
ｎ＝３

３６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤
小鼠肝组织Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＨＯ１相关蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠肝组织

Ｋｅａｐ１蛋白表达显著升高，Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达

显著降低（Ｐ＜００１）。与模型组比较，柴胡疏肝
颗粒各剂量组小鼠肝组织 Ｋｅａｐ１蛋白表达均显
著降 低，Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋 白 表 达 均 显 著 升 高
（Ｐ＜００１）。结果见图６。
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Ａ，Ｃ－不同组小鼠肝组织数据偏最小二乘判别分析（ＰＬＳＤＡ）得分图（ＥＳＩ＋，ＥＳＩ－）；Ｂ，Ｄ－不同组小鼠肝组织数据置换检验图（ＥＳＩ＋，ＥＳＩ－）。

Ａ，Ｃ－ＰＬＳＤＡｒｅｓｕｌｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｉｎＥＳＩ＋ａｎｄＥＳＩ－，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ，Ｄ－ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｉｎＥＳＩ＋ａｎｄＥＳＩ－，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织代谢组学数据统计分析．ｎ＝６
Ｆｉｇ３　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙＣＣｌ４．ｎ＝６

Ａ－代谢集Ｖｅｎｎ分析；Ｂ－柴胡疏肝颗粒组（２２８ｇ·ｋｇ－１）与模型组聚类分析（前５０）。

Ａ－Ｖｅｎｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；Ｂ－ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（２２８ｇ·ｋｇ－１）ａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｔｏｐ５０）．

图４　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织差异代谢物分析．ｎ＝６
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４．ｎ＝６
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表３　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织差异代谢物代谢通路分析结果．ｎ＝６
Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４．ｎ＝６

Ｎｏ． ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ　　　　　　　 Ｍａｔｃｈｓｔａｔｕｓ Ｐｖａｌｕｅ Ｉｍｐａｃｔ

１ Ｓｔａｒｃｈａｎｄｓｕｃｒｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ５／３５ ２００×１０－７ ０３０３８

２ Ｇａｌａｃｔｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ４／４６ ２９５×１０－５ ００８７９

３ Ａｓｃｏｒｂａｔｅａｎｄａｌｄａｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２／５１ ００１７１ ００８６２

４ Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２／５２ ００１７８ ００７７１

５ Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３／３７ ００００４ ０００００

ＪＮＫ－ｃＪｕｎ氨基末端激酶；ｐ３８ＭＡＲＫ－ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；Ｋｅａｐ１－Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ关联蛋白１；Ｎｒｆ２－核因子Ｅ２相关因子２；ＨＯ１－血红素加氧酶１；与正常

对照组比较，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

ＪＮＫ－ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ；ｐ３８ＭＡＲＫ－ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；Ｋｅｌｃｈ１－ｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；Ｎｒｆ２－ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２；

ＨＯ１－ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织氧化应激相关蛋白表达的影响（免疫组化，×２００，标尺＝１００μｍ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×２００，ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
研究表明，ＣＣｌ４诱导肝损伤与氧化应激相关。

ＣＣｌ４在体内经肝细胞色素Ｐ４５０代谢活化，生成三氯
甲基自由基和氯自由基。自由基促使肝细胞膜上的

磷脂分子发生脂质过氧化反应，产生的氧自由基增

多，与细胞膜的脂质和蛋白质以共价键结合，破坏细

胞膜结构导致功能丧失［５６］；同时，组织内抗氧化损

伤酶（如ＳＯＤ等）活性降低，降低肝脏抗氧化损伤的

能力，从而造成肝损伤［７］。ＡＬＴ、ＡＳＴ主要分布在肝
细胞内，当发生炎症损伤时，肝细胞肿胀破裂释放入

血，因此血清生化指标能较灵敏地反映肝细胞损伤

严重程度，是衡量机体肝功能的重要指标［８］。本研

究建立ＣＣｌ４致肝损伤模型，发现模型组小鼠血清中
ＡＬＴ、ＡＳＴ水平与正常对照组比较均明显升高。柴
胡疏肝颗粒各剂量组能降低 ＣＣｌ４诱导肝损伤模型
小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水平。
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与正常对照组比较，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　柴胡疏肝颗粒对ＣＣｌ４致肝损伤小鼠肝组织相关蛋白表达的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕＳｈｕｇａｎＧｒａｎｕｌｅｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＣＣｌ４．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

　　ＲＯＳ可与磷脂、酶、膜受体和核酸的多不饱和
脂肪酸发生脂质过氧化反应，该反应改变细胞膜的

流动性和渗透性，最终导致细胞结构和功能改

变［９］。ＳＯＤ是专一性抗氧化酶，为机体抗氧化应激
的首道防线，通过与超氧自由基发生歧化反应，催化

其转化为过氧化氢和氧气，从而清除体内的超氧阴

离子。ＭＤＡ是ＲＯＳ诱导膜脂发生过氧化后的终产
物，其与胞质、膜蛋白或酶形成聚合体而损害细胞膜

结构，导致肝细胞变性、坏死［１０］。因此，检测肝组织

中ＳＯＤ和ＭＤＡ的水平，可反映肝脏氧化损伤的程
度。ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０均是肝损伤相关的重要炎性
介质，加重肝细胞变性坏死的同时，促进炎症因子的

释放，进而加剧炎症反应［１１］。本研究表明，ＣＣｌ４诱
导小鼠肝损伤后肝组织中ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＲＯＳ
等炎症因子水平显著升高，ＳＯＤ水平显著降低，ＨＥ
染色结果显示肝小叶汇管区附近肝细胞出现明显坏

死，坏死区域可见大量炎性细胞浸润。而柴胡疏肝

颗粒可下调 Ｃｃｌ２基因，逆转 ＭＣＰ１等炎症因子上
调，显著升高 ＳＯＤ水平，肝组织炎性细胞浸润和坏
死程度明显减轻，提示其能缓解肝组织的炎症反应，

改善肝组织损伤，对 ＣＣｌ４诱导肝损伤小鼠有一定保
护作用。

氧化应激造成的生物分子损伤会破坏正常细胞

生理学，影响脂类、碳水化合物等代谢过程。过氧化

物酶体增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）是一种核激素受体，可调

节葡萄糖和脂质的稳态以及激活 Ｎｒｆ２［１２１３］。柴胡
疏肝颗粒可能通过激活 ＰＰＡＲ信号通路，上调下游
靶基因，从而调节脂肪酸氧化等过程。本研究发现，

柴胡疏肝颗粒能下调肝损伤后肝脏胆酸类和花生四

烯酸代谢物１９（Ｓ）羟基二十碳四烯酸等，同时上调
肝内糖原归于正常水平，逆转 ＣＣｌ４诱导肝损伤所致
的糖代谢紊乱。

研究发现，Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路是机体抗
氧化应激或外源性损伤等的重要信号通路［１４］。

Ｋｅａｐ１属于 Ｋｅｌｃｈ家族，是胞质肌动蛋白细胞骨架
上的一种阻遏蛋白，可负性调节 Ｎｒｆ２［１５］。Ｎｒｆ２属于
ＣａｐｎＣｏｌｌａｒ调节蛋白家族，是细胞抗氧化应激的关
键转录因子。通常Ｋｅａｐ１与Ｎｒｆ２结合在胞质内，为
功能抑制状态；当细胞受到刺激，Ｎｒｆ２即与Ｋｅａｐ１解
偶联进入细胞核，并结合到抗氧化反应元件（ａｎｔｉｏｘ
ｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）的ＤＮＡ序列上，启动其
调控的Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶的基因进行表达，如
ＨＯ１、ＮＱＯ１等，从而发挥机体抗氧化应激的作
用［１６］。ＨＯ１是血红蛋白加氧酶的氧应激诱导型，
当急性肝损伤时大量表达，发挥保护肝细胞的作

用［１０］。本研究发现柴胡疏肝颗粒能显著下调肝损

伤后肝组织中的 Ｋｅａｐ１蛋白，上调 Ｎｒｆ２和 ＨＯ１蛋
白，上调Ｎｑｏ１基因，从而上调ＮＱＯ１蛋白。

ＭＡＰＫ级联反应的３条信号转导通路激活后的
生物学作用各不相同，研究表明细胞外调节蛋白激

酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）激活
·１１７·
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有助于肝细胞抗氧化应激，而 ＪＮＫ和 ｐ３８ＭＡＰＫ激
活常表现为促凋亡，其中 ＪＮＫ信号通路是导致肝细
胞坏死及凋亡的最主要途径。ＣＣｌ４诱导产生的ＲＯＳ
和炎症因子的升高，可刺激 ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ磷酸化
而激活，激活后又可增加炎症因子的释放［１７］。本研

究发现柴胡疏肝颗粒能显著下调肝损伤后肝组织

ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＲＫ蛋白的表达。
综上所述，柴胡疏肝颗粒能显著降低 ＣＣｌ４诱导

的肝损伤模型小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平，显著升高肝
损伤组织中 ＳＯＤ水平，降低 ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα及
ＲＯＳ水平，提升肝组织抗氧化应激作用，抑制炎症
因子释放，缓解肝组织的炎性损伤；并能明显减少肝

细胞坏死，减轻炎性细胞浸润，改善肝组织病理损

伤，发挥一定的肝功能保护作用。柴胡疏肝颗粒能

上调肝损伤后肝组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达，下调
Ｋｅａｐ１、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＲＫ蛋白表达，提示柴胡疏肝颗
粒可能通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路缓解肝损伤模
型小鼠的氧化应激损伤，抑制 ＪＮＫ／ｐ３８ＭＡＲＫ信号
通路激活所致炎症反应和肝细胞坏死，从而发挥治

疗作用，为临床应用柴胡疏肝颗粒治疗肝损伤提供

了理论依据。
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