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摘要　目的：基于前期茵陈蒿汤类方抗肝硬化的方证病理基础结果，围绕“方证相关”的学术内涵，提出了“方证相关时，
方剂对机体基因的调控遵循‘无差错修复’原则”的假说；并探讨茵陈蒿汤对 ＤＭＮ诱导大鼠肝纤维化形成阶段肝组织库
普弗细胞（ＫｕｐｆｆｅｒＣｅｌｌｓ，ＫＣｓ）相关基因表达及对丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路的影响。方法：采用 ｗｉｓｔａｒ大鼠，于每
周前３天连续腹腔注射０５％二甲基亚硝胺（Ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＭＮ）制备大鼠肝纤维化模型，２周末取模型组６只做动
态观察。第３周初开始，在持续造模的同时给予茵陈蒿汤干预治疗到４周末，正常组与模型对照组给予等量生理盐水。４
周末在３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉情况下，杀鼠取材，检测肝功能、肝组织病理、肝组织羟脯氨酸含量、胶原半定量，并采
用基因芯片检测分析茵陈蒿汤对模型大鼠肝组织基因表达谱的影响。结果：与正常组比较，造模４周大鼠血清肝功能水
平明显升高（Ｐ＜００１）；病理观察肝组织炎细胞显著浸润，胶原显著沉积（Ｐ＜００１），肝组织白介素１（ＩＬ１ｂ）、Ｃｄ６８、肿瘤
坏死因子受体超家族成员１４（Ｔｎｆｒｓｆ１４）、肿瘤坏死因子受体超家族成员９（Ｔｎｆｒｓｆ９）、ＴＮＦ受体超家族成员６（Ｆａｓ）、Ｃｄ１４、结
缔组织生长因子（Ｃｔｇｆ）、Ⅰ型胶原α２（Ｃｏｌ１ａ２）、胰岛素样生长因子结合蛋白（Ｉｇｆａｌｓ）、胰岛素样生长因子１（Ｉｇｆ１）、胰岛素样
生长因子结合蛋白１（Ｉｇｆｂｐ１）、基质金属蛋白酶１２（Ｍｍｐ１２）、基质金属蛋白酶２（Ｍｍｐ２）、基质金属蛋白酶２３（Ｍｍｐ２３）、趋
化因子配体２１（Ｃｃｌ２１）、蛋白激酶Ｃβ（Ｐｒｋｃｂ）基因表达明显上调，ＭＡＰＫ通路被激活。经２周治疗后茵陈蒿汤能显著降低
ＤＭＮ诱导的大鼠血清肝功能水平，抑制组织炎细胞的浸润与坏死，胶原沉积，并下调了肝组织 ＩＬ１ｂ、Ｃｄ６８、Ｔｎｆｒｓｆ１４、Ｔｎ
ｆｒｓｆ９、Ｆａｓ、Ｃｄ１４、Ｃｔｇｆ、Ｃｏｌ１ａ２、Ｉｇｆａｌｓ、Ｉｇｆ１、Ｉｇｆｂｐ１、Ｍｍｐ１２、Ｍｍｐ２、Ｍｍｐ２３、Ｃｃｌ２１、Ｐｒｋｃｂ基因的表达，抑制了 ＭＡＰＫ通路的活
化。通过全基因芯片的分析，在茵陈蒿汤干预治疗后基因表达得到了不同程度的修复。结论：验证了“方证相关时，方剂

对机体基因的调控遵循‘无差错修复’原则”的假说；茵陈蒿汤显著抑制 ＤＭＮ诱导肝纤维化形成，其机制可能是调控了
ＫＣｓ，抑制相关炎症因子的释放，同时可能参与调控ＭＡＰＫ通路，从而达到抗肝纤维化的作用。
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　　“方证相关”是指一个方剂内的药味及其配伍
关系与其针对的病证病机或病理环节之间具有高度

相关性或反应性。“方证相关”强调了方药与其作

用对象———病证之间的相互作用，即方剂的功用是

特定方药与其作用对象特定病证之间相互作用的结

果［１］。方证相关与“系统生物学”注重研究组分之

间的相互作用的理念不谋而合，即强调方药与其作

用对象———病证之间的相互作用，也就是说方剂的

功效是方药作用于特定病证而显示出的，表现为方

剂功效对证具有依赖性或选择性，只有方证相关时，

才能显现出应有的疗效，而一旦离开其所相对应的

病证，可能就收效甚微甚至失去治疗作用。

茵陈蒿汤由茵陈蒿、栀子和大黄组成，首载于

《伤寒论》，为临床上治疗湿热内蕴型肝胆疾病的首

选方剂。《伤寒论》中从主治病证、制方思想等方面

考察各方，分析其与茵陈蒿汤之间的相似性，确定入

选茵陈蒿汤类方的方剂：茵陈蒿汤、栀子柏皮汤、茵

陈五苓散。栀子柏皮汤由栀子、黄柏和甘草组成，也

具有清热利湿的功效，是治疗黄疸之热重于湿证的

代表方剂。茵陈五苓散由茵陈蒿和五苓散（具有利

水渗湿，温阳化气的功效）组成，具有利湿清热的作

用，是治疗黄疸之湿重于热证的代表方剂。课题组

前期在中医药理论指导下，采用茵陈蒿汤及其类方

（栀子柏皮汤、茵陈五苓散、甘露消毒丹等），以温阳

利湿的茵陈四逆汤作为对照，以二甲基亚硝胺

（ＤＭＮ）、四氯化碳（ＣＣｌ４）和胆管结扎等大、小鼠慢
性肝损伤、肝纤维化模型，采用分子生物学、中药化

学、药理学和计算生物学等多学科交叉综合手段，分

别从不同层次、不同水平研究茵陈蒿汤类方的（经）

方－证（候）－效（应）关系；研究结果表明茵陈蒿、

栀子柏皮汤和茵陈蒿五苓散可以显著抑制 ＤＭＮ诱
导的大鼠肝纤维化、肝硬化模型［２－７］，而且茵陈蒿汤

显著修复了ＤＭＮ模型的ＤＮＡ损伤，而对 ＣＣｌ４诱导
的肝硬化模型，却不显效，甚至出负向调节，加重损

伤［６］。

如果假定动物疾病模型存在中医“证”的内涵，

根据“方证相关”理论，这种相关性的高低是根据方

剂所体现出的治疗效果所判定的，即治疗效果越好，

那么方与证的相关程度越高，反之则相关程度越低。

ＤＭＮ诱导的大鼠肝纤维化模型存在湿（瘀）热内蕴
证，且湿（瘀）热皆重，与茵陈蒿汤方证相关度最高，

所以茵陈蒿汤有效［２－６］。偏于清热或者偏于利湿的

栀子柏皮汤和茵陈五苓散仅能改善个别指标，都很

难获全效［５］。而茵陈四逆汤不但不能改善任何指

标，而且还加重了ＤＭＮ诱导的大鼠肝脏的炎症和肝
纤维化［７］。

基于前期“茵陈蒿汤类方抗肝硬化的方证病理

基础研究”结果，我们围绕“方 －证相关”的学术内
涵，提出了“方证相关时，方剂对机体基因的调控遵

循‘无差错修复’原则”的假说。

肝纤维化是指肝脏内弥漫性细胞外基质（特别

是胶原物质）过度沉积，是机体对各种病因引起的慢

性肝损伤后的一种损伤修复反应［８］，是肝硬化的早

期可逆阶段。持续性损伤因子的过度刺激，使肝脏

中瘢痕组织大量沉积，影响正常肝组织的超微结构

并最终导致肝硬化。纤维形成过程包括致病因素、

效应细胞、信号及进行信号调节的分子，最终导致细

胞外基质（ＥＣＭ）大量沉积。肝细胞死亡或受损是
肝纤维化链式反应的开始，它可由细胞毒素、病毒感

染直接引起，或肝细胞代谢障碍所至，也可由激活的
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免疫系统间接引起。ＫＣｓ是肝脏内重要的非实质细
胞，虽仅占肝脏体积的２％，却承担着机体单核吞噬
细胞系统功能的８０％ ～９０％，在维持机体内环境恒
定上起重要作用［９］。ＫＣｓ不但分泌致炎因子，而且
能够直接分泌胶原，在肝纤维化的发生发展中发挥

重要作用，而且在肝纤维化的逆转过程中，也发挥了

重要的作用［１０］。

本实验通过ＤＭＮ诱导的肝纤维化大鼠模型，采
用具有清热利湿作用的茵陈蒿汤干预治疗，通过观

察动物的整体状况、肝功能、病理组织学、肝组织羟

脯氨酸含量，综合判断茵陈蒿汤的治疗效果。通过

对模型组及用药组的全基因芯片的分析，验证方证

相关时，方剂对机体基因的调控遵循‘无差错修复’

原则的假说；寻找ＫＣｓ分泌相关的差异基因，并通过
通路查找 ＫＣｓ分泌的相关因子与 ＭＡＰＫ通路的相
互关系，构建相关网络图，旨在进一步探讨ＫＣｓ活化
后与 ＭＡＰＫ通路的关系及其肝纤维化进程中的作
用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，体重（１５０±１０）ｇ，
清洁级，购自中国科学院上海实验动物中心，动物合

格证编号：２００７０００５３７０８９，生产许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００７０００５。上海中医药大学实验动物中心清
洁区动物房饲养、造模和观察，自由饮食，动物房使

用许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２００９００６９。
１１２　药物　所用药物均按《中华人民共和国药
典》２０００年版中的规定，采用道地药材，生药学专家
鉴定，保存样品备查。统一由上海中医药大学附属

曙光医院国家中医药管理局中药制剂中心（国家中

医药管理局三级实验室）一次制备后冷冻保存。方

中药物剂量均为６５ｋｇ体重成人的１ｄ用量。茵陈
蒿汤方由茵陈蒿１８ｇ、栀子１０ｇ、大黄６ｇ组成。将
栀子（１ｋｇ）与大黄（０６ｋｇ）制成粗粉末，与茵陈蒿
（１８ｋｇ）一起水煎两次，药汁浓缩成浸膏，真空干燥
后冷藏保存。生药总重量为３４ｋｇ，真空干燥后重
量为０５６５ｋｇ，每克含生药６０１８ｇ。
１１３　试剂　ＤＭＮ，购自日本东京化成株式会社
（批号：ＭＡＬ０５），ＴＲＩＳ，北京鼎国昌盛生物科技有限
责任公司，批号：１ＢＱ１００１５０；氯化钠注射液，上海长
征富民金山制药有限公司，批号：１２０５０６０３；羟脯氨
酸（Ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）标准品，日本ナカティテス
ク株式会社，批号：ＭＩＲ８２８２；高氯酸，分析纯，上海
金鹿化工有限公司，批号：Ｆ２０１１０８０９。ＡｌｐｈａＡｃｔｉｎ

（ＳｍｏｏｔｈＭｕｓｃｅｌ），ＲａｂｂｉｔＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ，购买
自Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，货号：５２６４１；苏木素伊红（ＨＥ）染
色试剂盒，上海威奥生物科技有限公司，产品编号：

ＷＨ１１４４。盐酸，分析纯，批号：２０１００４２６；柠檬酸三
钠，分析纯，批号：Ｆ２０１０１０２１；一水合柠檬酸，分析
纯，批号：Ｆ２０１０１１０２；无水乙酸钠，分析纯，批号：
Ｆ２００９０９０８；无水乙醇，分析纯，批号：２０１２０４１０；乙醇
（９５％），分析纯，批号：２０１０１０１９；二甲苯，分析纯，批
号：２０１２０２０８；３０％过氧化氢，分析纯，批号：２０１２０１０５；
异丙醇，分析纯，批号：２０１２０５２８；４（二甲氨基）苯甲醛
（ＰＤｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｂｅｎｚａｌ），批号：Ｆ２０１１０９２９；氯氨Ｔ
（ＣｈｌｏｒａｍｉｎｅｓＴ），批号：Ｔ２０１０１１１６；羟甲基纤维素钠，
批号：Ｆ２００８０５２３；吐温８０，批号：Ｆ２０１１０７２６；均购自
国药集团化学试剂有限公司。血清丙氨酸氨基转移

酶（ＡｌａｎｉｎｅＡｍｉｎｏｔＲａｎｓｆｅｒＡｓｅ，ＡＬＴ）测定试剂盒，
货号 Ｃ００９２；血清天冬氨酸氨基转移酶（Ａｓｐａｒｔａｔｅ
ＡｍｉｎｏｔＲａｎｓｆｅｒＡｓｅ，ＡＳＴ）测定试剂盒，货号 Ｃ００１０
２；血清白蛋白（Ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）测定试剂盒，货号
Ａ０２８１；血清总胆红素（ＴｏｔａｌＢｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢｉｌ）测定试
剂盒，货号Ｃ０１８，均购自南京建成生物工程研究所。
ＴＲＩｚｏｌ、杂交试剂盒、体外转录的标记试剂盒、单循
环ｃＤＮＡ合成试剂盒、生物素化抗体、链霉素和藻红
蛋白等试剂及基因芯片扫描仪３０００、基因芯片洗涤
工作站（ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＦｌｕｉｄｉｃｓＳｔａｔｉｏｎ４５０）、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
基因芯片杂交炉６４０、ＧｅｎｅＣｈｉｐó操作软件１２等仪
器、软件均由上海生物芯片公司提供。

１２　方法
１２１　模型制备　参照 ＡｌａＫｏｋｋｏ方法造模［１１］。

模型组大鼠以２ｍＬ／ｋｇ剂量于每周前３ｄ连续腹腔
注射０５％的 ＤＭＮ溶液（以 ０９％氯化钠溶液稀
释），共 ４周。正常对照组大鼠腹腔注射等量的
０９％氯化钠溶液。
１２２　分组给药　大鼠按体质量分层随机的方法
分为正常组（１０只）、模型组（１２只）、茵陈蒿汤组
（１０只）。模型组与各给药组均予以 ＤＭＮ造模。从
造模第３周开始，各中药干预组于继续造模的同时
按成人（７０ｋｇ）体质量日用量的８倍，即每天茵陈蒿
汤０９６７ｇ／ｋｇ（相当于生药３８８６ｇ／ｋｇ），临用前用
蒸馏水稀释，以１０ｍＬ／ｋｇ大鼠体质量的剂量灌胃给
药，每日 １次，共 ２周；正常组与模型组以同体积
０９％氯化钠溶液灌胃。
１２３　样品的采集与处理　在实验４周末，大鼠用
３％戊巴比妥钠以２ｍＬ／ｋｇ体质量剂量腹腔注射麻
醉后，仰卧位固定，打开腹腔，观察肝脾的色、质、形
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态等情况。经下腔静脉采血，摘取肝脾，称重后，从

肝脏最厚一叶切取１０ｃｍ×１０ｃｍ大小肝组织２
块，１０％中性福尔马林固定，其余肝组织装管于
－７０℃保存备用。选取一套标本脱水、包埋、切片，
ＨＥ及天狼猩红染色，观察组织病理学变化。所采血
液４℃静置３ｈ后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分离血
清，－７０℃保存备用。
１２４　观察项目与方法
１２４１　一般情况　包括大鼠的体重、肝重、脾重、
腹水及死亡情况，并计算肝体比、脾体比等。

１２４２　肝组织病理　肝组织苏木精 －伊红染色
（ＨＥ）及天狼猩红染色观察肝脏组织学变化。胶原
纤维增生程度分期标准如下。０期：正常肝脏，无明
显胶原纤维增生；Ⅰ期：胶原纤维增生，中央静脉和
门脉区有少量星状胶原纤维束放散，但无间隔形成；

Ⅱ期：胶原纤维增生，中央静脉和门脉区结缔组织变
厚，由此向四周伸出纤维索，形成不完全间隔；Ⅲ期：
胶原纤维大量增生，有个别菲薄的完全间隔形成，或

较厚的不完全间隔即将形成假小叶；Ⅳ期：胶原纤维
大量增生，完全纤维间隔较厚，假小叶大量形成。

１２４３　肝功能检测　谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转
氨酶（ＡＬＴ）、白蛋白（Ａｌｂ）和总胆红素（Ｔｂｉｌ）含量均
按照南京建成生物工程研究所试剂盒说明书测定。

１２４４　肝组织 Ｈｙｐ含量测定　参照 Ｊａｍａｌｌ方
法［１２］测定肝组织Ｈｙｐ含量。
１２４５　肝组织基因芯片杂交实验　提取各组肝
脏总核糖核酸（ＲＮＡ），纯化，合成互补脱氧核糖核酸
（ｃＤＮＡ），纯化，生物素标记互补核糖核酸（ｃＲＮＡ），
片断化ｃＲＮＡ，杂交，洗脱、染色、扫描芯片。基因芯
片：ＡｆｙｍｅｔｒｉｘＲａｔ２３０２０基因表达谱芯片，共载基因
探针３１０９９个。ＲＮＡ的抽提采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒。
用纯化的ＲＮＡ合成双链ｃＤＮＡ，生物素标记的ｃＲＮＡ
的合成参考ＢｉｏＡｒｒａｙＴＭＨｉｇｈＹｉｅｌｄＴＭＲＮＡ转录标记
试剂盒方法。将 ｃＲＮＡ片段杂交于 ＡｆｙｍｅｔｒｉｘＲａｔ
２３０２０芯片。基因芯片的数据处理：首先将信号进
行标准化和基于模型的表达指数（ＭｏｄｅｌＢａｓｅｄＥｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎＩｎｄｅｘ，ＭＢＥＩ）分析，得出校正后的数值，用于
差异基因分析。特征性基因表达谱分析采用聚类分

析法。特征性基因的筛选采用 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ法，两
个芯片的每个基因之间倍数通过表达指数比值得

出，以识别特征性基因，并用 ＭＢＥＩ的标准误差来
计算倍数的可信区间，本研究在组间进行比较时，

以倍数的可信下限作为基因表达上调或下调的评判

标准。

１２４６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１５０统计软件。
计量资料以ＡＮＯＶＡ程序进行单因素方差分析、ｑ检
验，并用ＬＳＤ进行两两比较，等级资料采用 Ｒｉｄｉｔ分
析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　一般情况　各组大鼠体重、肝重、脾重、肝体
比、脾体比及腹水发生率情况见图１。各组均无大
鼠死亡。与正常组比较，模型组肝体比值显著降低

（Ｐ＜００１），提示大鼠肝脏在纤维化形成过程中明
显缩小；与模型组比较，茵陈蒿汤组肝体比值明显升

高（Ｐ＜００１）。模型组大鼠腹水出现率为８３３％，
茵陈蒿组汤组腹水发生率为３００％。

图１　各组大鼠体重、肝重、脾重、肝体比、
　　脾体比及腹水发生率情况

　　注：Ａ：大鼠体重、肝重、脾重重量，Ｂ：大鼠肝体比、脾体比
比率，Ｃ：模型组及茵陈蒿汤组腹水率，与正常组比较，Ｐ＜

００５，Ｐ＜００１；与４周模型组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

２２　肝功能　与正常组比较，随着模型的加重，模
型组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ逐渐升高，４周时达到高
峰，且显著高于正常组（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）。血
清Ａｌｂ含量逐渐降低，４周时显著低于正常（Ｐ＜
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００１）。与１２周模型对照组比较，茵陈蒿汤组 ＡＳＴ、
ＡＬＴ、Ａｌｂ、Ｔｂｉｌ显著改善（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（图２）。

图２　茵陈蒿汤对ＤＭＮ大鼠肝纤维化模型肝功能的影响
　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比

较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

２３　肝组织病理　ＨＥ染色，正常组大鼠肝细胞结
构清晰，排列紧密，肝细胞索由中央静脉向四周呈放

射状排列，其间有不规则的肝窦，中央静脉及汇管区

结构正常。与正常组比较，模型组大鼠肝组织出现

较广泛的肝细胞肿胀，小叶中心性出血及灶状坏死，

伴随大量的炎细胞浸润，纤维组织大量增生，肝小叶

结构紊乱。与模型组比较，茵陈蒿汤组肝细胞索较

为规则，肝细胞变性坏死及炎细胞浸润明显减轻（图

３Ａ）。

图３　茵陈蒿汤对ＤＭＮ诱导的肝纤维化大鼠肝组织病理
及胶原增生的影响

　　注：Ａ、ＨＥ染色，×２００；Ｂ、天狼星红染色，×１００。

图４　茵陈蒿汤对ＤＭＮ大鼠肝纤维化模型肝组织
羟脯氨酸含量的影响

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比
较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

　　天狼猩红染色，正常组仅血管壁见少量纤维沉
积。与正常组比较，模型组弥漫分布大量增生的胶

原纤维，分割肝小叶形成假小叶，胶原纤维粗大形成

间隔并向肝窦内蔓延。与模型组比较，茵陈蒿汤组

胶原纤维增生明显减轻，纤维间隔变窄且疏松（图

３Ｂ）。
２４　肝组织Ｈｙｐ含量变化及胶原增生情况　ＤＭＮ
诱导大鼠肝硬化后，随着造模时间延长，模型大鼠肝

组织纤维化分级及 Ｈｙｐ含量逐渐升高，４周时达到
高峰，见表１、图４。与正常组比较，模型组大鼠肝组
织Ｈｙｐ含量显著增加（Ｐ＜００１），与模型组比较，茵
陈蒿汤组组Ｈｙｐ含量显著降低（Ｐ＜００１）。

表１　肝组织胶原增生程度分期

组别 鼠数
胶原纤维化分级

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
正常组 １０ １０ ０ ０ ０ ０
２周模型组 ６ ０ ０ ６ ０ ０
模型组 １２ ０ ０ ６ ７ ０

茵陈蒿汤组 １０ ０ ７ ３ ０ ０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比较，＃Ｐ＜

００５，＃＃Ｐ＜００１。

２５　ＤＭＮ肝纤维化大鼠组、茵陈蒿汤组肝组织差
异基因分析

２５１　差异基因的 ＧＯ富集分析　通过对模型组、
茵陈蒿汤组肝组织基因原始数据进行统计，并对统

计数据进行并集，以差异倍数１５倍，Ｐ＜００５，多重
假设检验错误误判率低的标准来筛选差异基因。与

４周模型组相比，在大鼠肝脏中有５０１个差异表达
基因（Ｐ＜００５），其中２１６个基因上调，２８５个基因
下调。差异基因的 ＧＯ富集分析表明有７０个差异
基因富集ＧＯ项。基因转录的变化在多种生物学过
程中都变化显著，包括抗原加工提呈的抗原处理和

表达，免疫应答，炎症反应，Ｔ细胞增殖调控，ＭＡＰＫ
级联反应，以及脂肪酸代谢和器官生长的负调控等。

２５２　通路分析　通过 ＫＥＧＧ进行通路分析是找
出差异表达基因的重要途径。对５０１个差异表达的
基因数据进行分析，得到４７个类别的基因通路。其
中１４个通路在茵陈蒿汤干预治疗后的大鼠肝脏中
显著富集。包括：移植物抗宿主病，Ⅰ型糖尿病，
ＭＡＰＫ信号通路，ＮＦｋａｐｐａＢ信号通路等（图５Ａ）。
所有参与这些通路的基因：ＩＬ１ｂ、Ｃｄ６８、Ｔｎｆｒｓｆ１４、Ｔｎ
ｆｒｓｆ９、Ｆａｓ、Ｃｄ１４、Ｃｔｇｆ、Ｃｏｌ１ａ２、Ｉｇｆａｌｓ、Ｉｇｆ１、Ｉｇｆｂｐ１、
Ｍｍｐ１２、Ｍｍｐ２、Ｍｍｐ２３、Ｃｃｌ２１、Ｐｒｋｃｂ参与炎症反应，
且大多为 Ｋｃｓ分泌的相关因子。在 ＤＭＮ造模后２
周Ｃｄ１４、Ｉｇｆａｌｓ、Ｉｇｆｂｐ１下调，其余均上调。在茵陈蒿
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汤干预治疗后基因表达得到了不同程度的修复（图

５Ｂ）。在ＫＥＧＧ分析中我们发现参与 ＭＡＰＫ通路的
基因较多，并在通路的上游发挥调控作用（图５Ｃ）。

根据基因间的上下游关系及他们的相互作用，构建

了Ｇｅｎｅｎｅｔｗｏｒｋ，清楚的表达了基因间的调控关系
（图６）。

图５　ＤＭＮ肝纤维化大鼠组、茵陈蒿汤组肝组织差异基因分析
　　（Ａ）对茵陈蒿汤组的差异基因通过Ｋｅｇｇ进行通路分析，Ｐ＜００５。（Ｂ）热图表示选定的与Ｋｃｓ相关基因及参与ＭＡＰＫ通
路的基因，Ｎｏｒｍａｌ表示正常组，２Ｗ表示ＤＭＮ造模２周组。４Ｗ表示ＤＭＮ造模４周组，ＹＣＨＴ表示茵陈蒿汤治疗组，基因的表
达水平不同，则颜色程度不同（－３到３），红色表示基因高表达，绿色表示基因低表达。（Ｃ）ＫＥＧＧｍａｐ０４０１０，ＭＡＰＫ通路。全
基因芯片检测得到的基因（Ｐ＜００５），经Ｋｅｇｇｐａｔｈｗａｙ分析后发现ＫＣｓ分泌的相关因子在ＭＡＰＫ通路的表达，粉色框表示与
Ｋｃｓ相关的基因，在ＭＡＰＫ通路中的位点。

３　讨论
本文基于前期“茵陈蒿汤类方抗肝硬化的方证

病理基础研究”结果，围绕“方证相关时，方剂对机

体基因的调控遵循‘无差错修复’原则”的假说，开

展茵陈蒿汤调控ＤＭＮ诱导的纤维化模型的基因网
络及其可能的作用机制研究。

３１　茵陈蒿汤调控库普弗细胞炎性因子的分泌　
ＫＣｓ是肝脏内特化的巨噬细胞，一般认为，各种因素
引起肝脏损伤，继之发生炎性反应。ＫＣｓ活化有两
条激活途径：经典途径和旁路途径［１３－１４］。经典途径

ＫＣｓ活化并释放多种炎性因子，这些细胞因子进一
步激活静息状态的 ＨＳＣ，使之表型转化为肌成纤维
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细胞，后者过度增殖并大量合成和分泌 ＥＣＭ成分，
沉积在窦周间隙导致纤维化。旁路途径能抑制

ＨＳＤ的激活，减少胶原的生物合成，从而达到抑制
纤维化作用的效果。

图６　构建网络图
　　注：Ｇｅｎｅｎｅｔｗｏｒｋ，根据全基因芯片检测后得到的 ＫＣｓ
分泌的细胞因子的上下游关系及相互间的作用构建网络图。

不同的箭头颜色代表不同的作用关系。Ａ图表示各个基因
间的上下游关系及相互间的作用，Ｂ图表示相互间作用关系
（箭头颜色的注释）。

　　本研究显示，随着模型的进展，肝组织炎性细胞
侵润逐渐增加，ＡＬＴ、ＡＳＴ数值逐渐增高。全基因芯
片的检测结果分析得到ＴＮＦ受体及其超家族成员：
Ｔｎｆｒｓｆ１４、Ｔｎｆｒｓｆ９、Ｆａｓ上调，结缔组织、胶原酶 Ｃｔｇｆ、
Ｃｏｌ１ａ２上调，胰岛素样生长因子结合蛋白：Ｉｇｆａｌｓ、
Ｉｇｆ１、Ｉｇｆｂｐ１下调，基质蛋白金属酶：Ｍｍｐ１２、Ｍｍｐ２、
Ｍｍｐ２３上调，蛋白酶：Ｐｒｋｃｂ上调，炎症、趋化因子：
Ｉｌ１ｂ、ＣＤ６８、ＣＤ１４、Ｃｃｌ２１，等基因表达均上调，为
ＫＣｓ分泌的细胞因子，参与了ＫＣｓ的经典途径。

此结果表明炎症是肝纤维化发生、发展的主要

因素。ＫＣｓ产生的细胞因子ＩＬ１、ＴＮＦ、Ｉｇｆ直接或间
接作用于肝星状细胞、肝细胞，促进有丝分裂、细胞

转化、调节细胞增殖，使ＳＥＣ、ＨＳＣ的分泌增加，导致
炎症反应的发生，使过氧化物、氧化物的产量增加，

从而进一步释放炎症趋化因子，促进 ＫＣｓ的激活。
ＣＤ６８的过表达，促进了肝纤维化的进程［１５］。

肝纤维化时，肝内过量集聚的 ＥＣＭ，除了 ＨＳＣ
的激活大量产生外，还存在降解的异常。ＥＣＭ的降
解酶主要是基质金属蛋白酶（ＭＭＰ），是ＫＣｓ分泌的
生物活性因子，一般在肝纤维化的早、中期活性增

高，在肝纤维化中的作用重大［１６－１７］。ＭＭＰ２是目
前公认的肝窦内皮损伤因子，近年在临床中已和角

蛋白１８新表位 Ｍ３０（ＣＫ１８Ｍ３０）作为检测肝纤维
化的标记物。ＭＭＰ２酶原通过与 ＨＳＣｓ表面的
ＭＴ１ＭＭＰ结合而活化，在肝纤维化早期参与了基底

膜胶原的降解，使基底膜内的生长因子释放。在肝

损伤期间基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２促进 ＨＳＣ的增
殖，氧化应激通过活化 ＭＭＰ２来调节 ＨＳＣ的的生
长和侵袭［１８］。ＭＭＰ２３属Ⅱ型跨膜基质金属蛋白
酶，能够被单一的蛋白水解酶所裂解，使其具有活性

和分泌作用。

在此研究中，使用茵陈蒿汤干预治疗后 ＡＬＴ、
ＡＳＴ水平显著下降，ＩＬ１β，ＣＤ６８、Ｔｎｆｒｓｆ１４、Ｔｎｆｒｓｆ９、
ＣＯＬ１α２、ＭＭＰ２、ＭＭＰ２３、Ｐｒｋｃｂ基因表达下调，
ＣＤ１４、Ｉｇｆ１基因表达上调。说明茵陈蒿汤能改善肝
功能状况，通过抑制调控 ＫＣｓ的经典激活途径，抑
制肝脏炎症反应、肝星状细胞活化及肝窦内皮细胞、

肝实质损伤，从而达到抗肝纤维化的作用。

３２　茵陈蒿汤调控 ＭＡＰＫ信号通路　ＭＡＰＫ是一
组可被多种信号激活，分布于胞浆中具有丝氨酸和

酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白激酶，是真核细胞介

导细胞外信号到细胞内反应的重要信号传导系统，

其通过连接细胞表面受体和细胞内关键调控因子参

与基因的表达，经双重磷酸化激活后，参与细胞的多

种生理过程，对损伤修复、细胞增殖都具有重要的意

义［１９－２１］。

ＭＡＰＫ信号通路不仅参与了细胞的生长发育及
细胞周期调控等，并与炎症及细胞间功能同样密切

相关。脂多糖是介导全身炎症反应的重要物质，

ＬＰＳ可引起ＫＣｓ活化，进一步激活 ＨＳＣ。其通过与
血液循环中脂多糖结合蛋白（ＬＢＰ）的复合物结合到
ＫＣｓ膜的ＣＤ１４受体上［２２］，介导 ＭＡＰＫ活化而使效
应细胞表达、合成和释放ＩＬ１和ＴＮＦα等多种炎性
细胞因子及花生四烯酸产物，参与炎性反应过程。

ＭＡＰＫ通路在细胞凋亡中起着重要作用。
转化生长因子β（ＴＧＦβ）是肝纤维化形成中最

主要的促纤维化细胞因子。它既可促进细胞外基质

的合成，又可抑制其降解，在 ＨＳＣ活化过程中起着
重要作用。ＴＧＦβ也可以诱导 ＭＡＰＫ信号传导通
路的活化。ＴＧＦβ可以通过抑制 ＭＭＰｓ和促进
ＴＩＭＰｓ，减少异常合成的ＥＣＭ降解，改变肝纤维化的
进程。

在此研究中，模型组ＩＬ１，ＴＮＦ、ＦＡＳ、Ｐｒｋｃｂ等相
关基因表达上调，ＣＤ１４表达下调，从而调控了
ＭＡＰＫ通路，在经过茵陈蒿干预后基因表达均得到
不同程度的恢复，从而在通路上游开始阻断了

ＭＡＰＫ通路。
　　综上所述，通过全基因芯片的分析，在ＤＭＮ模

（下接第１７３页）
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型中，茵陈蒿汤干预治疗后基因表达得到了不同程

度的修复。前期研究表明在 ＤＭＮ模型中，茵陈蒿
汤有效调控了肝细胞凋亡基因［６］，而在 ＣＣｌ４模型
中，茵陈蒿汤却没有明显疗效，而且基因分析显示茵

陈蒿汤不仅没有对模型中变化的上下调基因进行有

效调控，反而促进了酪氨酸激酶受体（在肿瘤血管

生成中发挥关键作用）等肿瘤相关基因的上调［６］。

验证了“方证相关时，方剂对机体基因的调控遵循

‘无差错修复’原则”的假说。茵陈蒿汤抑制 ＤＭＮ
诱导大鼠肝纤维化形成的作用机制是非常复杂的，

从目前的研究结果分析看，这种机制的形成可通调

控ＫＣｓ活化来抑制肝脏炎症反应、肝星状细胞活
化、肝细胞凋亡、肝窦内皮损伤，同时可能参与调控

ＭＡＰＫ通路来抑制肝细胞凋亡，从而达到抗肝纤维
化的作用。

当然，中医复方的成分及作用机制非常复杂，其

具体调控机制、反馈调节如何进行及与其他信号通

路是否有联系等问题，尚待进一步探讨。
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