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[摘要] 　 目的:探讨肝宁方对非酒精性脂肪性肝炎(NASH)小鼠的保护作用及其对活化后大鼠肝星状

细胞(HSCs)的影响。 方法:将 24 只小鼠随机分为正常组、模型组、肝宁方组,每组各 8 只。 对模型组、肝宁

方组采用高脂饮食联合四氯化碳豆油溶液皮下注射建立 NASH 小鼠模型,造模成功后正常组和模型组予

0. 9%氯化钠注射液灌胃,肝宁方组予肝宁方灌胃。 干预 3 周。 将大鼠 HSCs 分成正常组、模型组及肝宁方

组,正常组予正常培养基培养,模型组及肝宁方组采用转化生长因子-β1(TGF-β1)活化,随后正常组和模型

组用含正常大鼠血清培养基培养,肝宁方组加入含 30%肝宁方含药血清培养基培养。 培养 24
 

h。 观察肝组

织病理学情况;血清天冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、血清总胆固醇(CHOL)、三酰甘

油(TG)水平;肝组织中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6( IL-6)表达,葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)
及内质网核信号转导蛋白 1α( IRE-1α)蛋白表达;肝细胞凋亡情况;HSCs 的增殖情况。 结果:肝宁方组和模

型组小鼠相比,脂质空泡和出血减少,炎性细胞浸润减轻。 小鼠血清 AST、ALT、CHOL、TG 水平,肝组织

TNF-α、IL-6 水平,GRP78、IRE-1α 蛋白表达,肝细胞凋亡情况模型组与正常组比较,肝宁方组与模型组比

较,差异均有统计学意义(P<0. 01 或 P<0. 05)。 与模型组相比,肝宁方含药血清干预后 HSCs 增殖趋势明显

减弱(P<0. 01)。 结论:肝宁方能够改善 NASH 小鼠肝脏病理学变化,保护肝脏、调节脂质代谢、抑制炎症反

应、减轻肝细胞凋亡、抑制 HSCs 增殖,其机制可能与调控内质网应激有关。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Ganning
 

prescription
 

on
 

mice
 

with
 

nonalcoholic
 

steatohepatitis
 

(NASH)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

activated
 

rat
 

hepatic
 

stellate
 

cells
 

( HSCs) . Methods:A
 

total
 

of
 

24
 

mice
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were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

group, model
 

group, and
 

Ganning
 

prescription
 

group, with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group. The
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

were
 

given
 

high -fat
 

diet
 

combined
 

with
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

carbon
 

tetrachloride-soybean
 

oil
 

solution
 

to
 

establish
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

NASH. After
 

suc-
cessful

 

modeling,the
 

mice
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

given
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

injection
 

by
 

gavage,and
 

those
 

in
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

were
 

given
 

Ganning
 

prescription
 

by
 

gavage,for
 

3
 

weeks. Rat
 

HSCs
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

group,model
 

group,and
 

Ganning
 

prescription
 

group. HSCs
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

were
 

cultured
 

in
 

a
 

normal
 

medium,and
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

were
 

activated
 

by
 

transforming
 

growth
 

factor-beta
 

1;then
 

HSCs
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

cultured
 

in
 

a
 

medium
 

containing
 

normal
 

rat
 

serum,and
 

those
 

in
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

were
 

cultured
 

in
 

a
 

medium
 

of
 

serum
 

con-
taining

 

30%
 

Ganning
 

prescription. HSCs
 

were
 

cultured
 

for
 

24
 

hours. Liver
 

histopathology
 

was
 

observed;the
 

serum
 

levels
 

of
 

aspartate
 

aminotransferase
 

( AST),alanine
 

aminotransferase
 

( ALT),total
 

cholesterol
 

( CHOL),and
 

tri-
glyceride

 

(TG)
 

were
 

measured,as
 

well
 

as
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),inter-
leukin-6

 

(IL-6),glucose-regulated
 

protein
 

78
 

(GRP78),and
 

IRE-1α
 

in
 

liver
 

tissue;the
 

apoptosis
 

of
 

hepatocytes
 

and
 

the
 

proliferation
 

of
 

HSCs
 

were
 

observed. Results:Compared
 

with
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

group,the
 

mice
 

in
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

had
 

reductions
 

in
 

lipid
 

vacuoles
 

and
 

bleeding
 

and
 

alleviation
 

of
 

inflammatory
 

cell
 

infil-
tration. There

 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

AST,ALT,CHOL,and
 

TG,the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

liver
 

tissue,the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

GRP78
 

and
 

IRE-1α,and
 

the
 

apoptosis
 

of
 

hepatocytes
 

between
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

between
 

the
 

Ganning
 

prescription
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 01
 

or
 

P<0. 05). Compared
 

with
 

the
 

HSCs
 

in
 

the
 

model
 

group,the
 

HSCs
 

treated
 

with
 

serum
 

containing
 

Ganning
 

pre-
scription

 

showed
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

proliferation
 

(P<0. 01) . Conclusion:Ganning
 

prescription
 

can
 

improve
 

liver
 

pathological
 

changes,protect
 

the
 

liver,regulate
 

lipid
 

metabolism,inhibit
 

inflammatory
 

response,alleviate
 

hepa-
tocyte

 

apoptosis,and
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

HSCs
 

in
 

mice
 

with
 

NASH,possibly
 

by
 

regulating
 

endoplasmic
 

reticu-
lum

 

stress.
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　 　 随着生活水平的提高,人们生活方式和饮食

习惯都发生了重大变化,长期高蛋白、高脂肪、高
能量的饮食习惯促使非酒精性脂肪性肝病( non-
alcoholic

 

fatty
 

liver
 

disease,NAFLD) 成为一个日益

严重的健康问题,全球患病率达 25% ~ 30% [1] 。
其分为单纯性脂肪肝 ( non - alcoholic

 

fatty
 

liver,
NAFL) 、非酒精性脂肪性肝炎( NASH)及其相关肝

硬化和肝细胞癌,其中,NASH 存在坏死性炎症和

肝细胞损伤,伴有不同程度的纤维化,是单纯性脂

肪肝向肝纤维化、肝硬化进展的重要环节。 如果

NASH 持续存在,将有多达 1 / 3 的患者可能发展为

晚期纤维化或肝硬化,最终发展为终末期肝病,导
致肝脏相关病死率增加[2-3] 。 NASH 已成为全球

面临的健康问题,是阻断 NAFLD 进展的关键点,
因此,对 NASH 的治疗具有重大的研究价值。 肝

宁方是全国名老中医蓝青强教授治疗慢性肝病的

自拟方,具有补气健脾、祛瘀除湿的作用。 课题组

前期研究已证实了肝宁方对慢性肝病的临床疗

效[4-5] ,并在细胞水平上发现其通过调控肝细胞内

质网应激( ERS) 发挥保护肝细胞的作用[6-7] 。 本

文进一步通过体内研究探讨肝宁方对 NASH 的影

响,并初步通过细胞实验探究其对活化后肝星状

细胞的影响。
1　 实验材料

1. 1　 动物及细胞　 8 周龄 C57BL / 6 小鼠,24 只,雄
性,体质量 18 ~ 22

 

g;SD 大鼠,60 只,雄性,体质量

180 ~ 200
 

g,均购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司,实验动物许可证号:SCXK (湘) 2019 - 0004、
SYXK 桂 2019 - 0001, 实验动物质量合格证号:
43072711101630476、 430727211102917258, 实验动

·891· 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2023 年第 39 卷第 6 期(总第 292 期)　 　



物使用许可证号:SYXK 桂 2019-0001,伦理审批号

DW20220611-135。 所有动物均饲养于广西中医药

大学动物房,室温 20 ~ 25℃ ,光照 12h,相对湿度

40% ~ 60%,噪音< 60
 

dB。 大鼠肝星状细胞( HSC -
T6,广州赛库生物技术有限公司,批号:CC9138),用
含 10%胎牛血清的高糖培养基在 37℃ 、5% CO2 培

养箱中培养。
1. 2　 药物 　 肝宁方:当归 10

 

g,白芍 10
 

g,鳖甲

10
 

g,白术 10
 

g,黄芪 20
 

g,赤芍 10
 

g,牡丹皮 10
 

g,
泽兰 10

 

g,葫芦茶 15
 

g,猛老虎 15
 

g,绞股蓝 15
 

g,黑
蚂蚁 15

 

g,由广西现代壮医药工程研究中心水煎后

浓缩成中药混悬液(含生药量 245. 7
 

g)备用。
1. 3　 主要试剂及仪器 　 总胆固醇( CHOL) 、三酰

甘油( TG) 、天冬氨酸氨基转移酶( AST) 、丙氨酸

氨基转移酶( ALT) 试剂盒(山东博科生物产业有

限 公 司, 批 号: 70101、 70102、 70110、 70111 ) ;
TUNEL 检测试剂盒(碧云天生物科技有限公司,
批号:C108) ;甘油醛-3-磷酸脱氢酶( GAPDH)抗

体、葡萄糖调节蛋白 78( GRP78)及内质网核信号

转导蛋白 1α( IRE-1α) 抗体(碧云天生物科技有

限公司,批号:AF0006、AF0171、AI601) ;二抗为辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG
 

/ 山羊抗小鼠 IgG
( H+L) (碧云天生物科技有限公司,批号:A0208、
A0216) ;肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 抗体、白细胞

介素 - 6 ( IL - 6 ) 抗 体 ( Affinity, 批 号: AF7014、
DF6087) 。 活细胞动态功能分析系统 ( Sartorius

 

Incucyte
 

S3) ;石蜡切片机(慧达
 

HD-325C) ;组织

细胞匀浆仪(罗氏
 

MagNA
 

Lyser) ;生物组织自动

包埋机(慧达
 

HD-310B) ;半自动生化分析仪[金

浩峰
 

SCOUTV( Ⅱ) ] 。
2　 实验方法

2. 1　 动物实验　 将 24 只小鼠适应性喂养 1 周后

随机分为正常组、 模型组及肝宁方组, 每组各

8 只。 正常组予普通饲料喂养,模型组及肝宁方组

小鼠予高脂饲料(由普通饲料、果糖、猪油、胆固

醇、食盐、胆酸钠制成)喂养,于第 5 周开始接受每

周 2 次 40%四氯化碳豆油溶液皮下注射,剂量为

0. 1
 

ml / 10
 

g[8-10] ,造模时间共 6 周,以肝组织病理

学提示肝细胞脂质空泡和炎症细胞浸润,伴有轻

度纤维化,视为造模成功。 本研究模型组及肝宁

方组动物均造模成功。 造模成功后于第 7 周开始

给药。 正常组和模型组予 0. 9%氯化钠注射液灌

胃,灌胃体积为
 

0. 2
 

ml / 只,肝宁方组根据人和动

物体表面积折算的等效剂量比值,按成人体质量

为 70
 

kg 计算,给予 19. 5
 

g / ( kg·d)的肝宁方药液

灌胃,1 次 / d,持续 3 周。
2. 2　 细胞实验 　 含药血清提取:将 60 只 SD 大鼠

适应性喂养 3
 

d 后随机分为正常组和肝宁方组,每
组各 30 只。 正常组予 0. 9%氯化钠注射液灌胃,肝
宁方组予予 13. 5

 

g / ( kg · d) 肝宁方药液灌胃,
1 次 / d,共 7

 

d。 末次给药后 1. 5 ~ 3
 

h 腹主动脉取

血,静置 1
 

h 后 4℃ 离心 10
 

min, 取上层血清用

0. 22
 

μm 滤膜过滤后-20℃保存备用。
将大鼠 HSCs 用含 10%胎牛血清的高糖培养基

在 37℃ 、5%CO2 培养箱中培养,取生长良好的大鼠

HSCs,用胰酶消化,1000
 

r / min 速度离心 5
 

min,重
悬后按每孔 3000 个细胞铺于 96 孔板中,分为正常

组、模型组及肝宁方组,每组 3 个复孔。 正常组予

正常培养基培养,模型组及肝宁方组采用含转化生

长因子-β1(TGF-β1,10
 

ng / ml)干预 24
 

h[11] 。 细胞

计数试剂盒 CCK8 检测结果提示细胞活力增加,蛋
白质印迹( WB)结果提示 TGF-β1 蛋白表达增加,
说明造模成功。 造模成功后弃去含 TGF-β1 的培养

基。 正常组和模型组用含正常大鼠血清培养基培

养,肝宁方组加入含 30%肝宁方含药血清培养基培

养。 继续干预 24
 

h。
2. 3　 观察指标

2. 3. 1　 小鼠肝组织病理学情况 　 给药 21
 

d 后,各
组小鼠麻醉后取肝脏,用 4%多聚甲醛固定,-80℃
保存备用。 将固定好的肝组织进行石蜡包埋和切

片,苏木精红染色( HE) 染色后在显微镜下观察各

组肝组织病理变化并拍照。
2. 3. 2　 小鼠血液 AST、ALT、CHOL、TG 含量　 给药

21
 

d 后,各组小鼠麻醉后心脏取血,分别按照检测

试剂盒进行操作,检测 AST、ALT、CHOL、TG 含量。
2. 3. 3　 小鼠肝组织 TNF-α、IL-6 含量　 采用免疫

组化法检测。 将固定好的肝组织进行石蜡包埋和

切片,用抗原修复液进行修复。 消除内源性过氧化

物酶,磷酸盐缓冲液( PBS)洗涤后滴加 5%牛血清

白蛋白(BSA)封闭液,37℃ 封闭 30
 

min。 分别加入
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TNF-α(1 ∶100)、IL-6(1 ∶200)一抗,4℃孵育过夜后

辣根酶标记山羊抗兔 IgG(H+L),37℃ 孵育 30
 

min。
二氨基联苯胺(DAB)显色后在显微镜下掌握染色程

度,PBS 洗涤,苏木精复染,盐酸酒精分化,返蓝,蒸馏

水冲洗。 脱水透明,以中性树脂胶封片、镜检。 苏木

素染色后细胞核为蓝色,DAB 显出的阳性表达为棕

黄色,使用 Image
 

J 对阳性信号面积比进行统计。
2. 3. 4　 小鼠肝组织 GRP78、IRE-1α 蛋白表达　 取

出肝组织后根据 RIPA 裂解液说明书加入裂解液,
置于全自动组织匀浆仪中充分研磨,随后在高速离

心机中离心,取上清并进行蛋白定量。 随后按照电

泳、转模、封闭、孵育一抗和二抗的顺序操作,最后

进行显影成像。
2. 3. 5　 小鼠肝细胞凋亡情况　 将固定好的肝组织

进行石蜡包埋和切片,用蛋白酶 K(Proteinase
 

K)工

作液进行修复。 PBS 浸洗后,滴加适量 TUNEL 检测

液,37℃避光孵育 2
 

h。 用 4',6-二脒基-2-苯基吲

哚(DAPI)复染细胞核,用含抗荧光淬灭剂的封片

液封片,在荧光显微镜下观察。 DAPI 染色后细胞

核在紫外的激发下为蓝色,TUNEL 阳性表达为相应

荧光素标记的红光,并利用 Image
 

J 软件对平均荧

光强度进行统计。

2. 3. 6　 大鼠 HSCs 细胞增殖情况 　 细胞正常培养

24h 后,正常组予正常培养基,模型组及肝宁方组

培养基中加入 TGF-β1 后开始使用活细胞动态功

能分析系统实时拍照 48
 

h,观察细胞的增殖情况。
2. 4　 统计学方法 　 采用 SPSS

 

24. 0 和 GraphPad
 

Prism
 

8 软件进行数据分析。 计量资料采用均数±标
准差(x±s)表示,2 组比较采用 t 检验,多组间比较

采用单因素方差分析。 P<0. 05 表示差异有统计学

意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组小鼠肝组织病理学结果　 在光学显微镜

下可见正常组肝细胞围绕中央静脉呈放射状排

列,细胞形态清晰;模型组肝细胞肿胀,排序紊乱,
局部可见脂质空泡,脂肪变性细胞相较于正常组

明显增多,可见炎性细胞浸润。 与模型组相比,肝
宁方组脂质空泡和出血减少,炎性细胞浸润减轻。
(见图 1)
3. 2　 各组小鼠血清 AST、ALT、CHOL、TG 水平比较

　 与正常组相比,模型组 AST、ALT、CHOL、TG 水平

显著升高(P<0. 01);干预后,肝宁方组 AST、ALT、
CHOL、TG 水平较模型组显著降低(P<0. 01)。 (见

图 2)

图 1-1　 正常组 图 1-2　 模型组 图 1-3　 肝宁方组

图 1　 各组小鼠肝组织 HE 染色结果(5
 

μm,40×)

图 2-1　 血清 AST 水平 图 2-2　 血清 ALT 水平 图 2-3　 血清 CHOL 水平 图 2-4　 血清 TG
 

水平

注:与正常组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 01。 A—正常组;B—模型组;C—肝宁方组。

图 2　 各组小鼠血清 AST、ALT、CHOL、TG 水平比较
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3. 3　 各组小鼠肝组织 TNF-α、IL-6 水平比较　 模

型组 TNF-α 和 IL-6 蛋白表达明显高于正常组(P<
0. 01);干预后,与模型组相比,肝宁方组 TNF-α 和

IL-6 蛋白表达明显降低(P<0. 01,P<0. 05)。 (见

图 3、4)

3. 4　 各组小鼠肝组织 GRP78、IRE-1α 蛋白表达

比较 　 模型组 GRP78 及 IRE - 1α 蛋白表达均明

显高于正常组 ( P < 0. 01 ) ,肝宁方组 GRP78 和

IRE- 1α 蛋白表达均较模型组降低( P < 0. 01 ) 。
(见图 5、6)

图 3　 各组小鼠肝组织 TNF-α、IL-6 蛋白水平表达结果(50
 

μm,40×)

图 4-1　 TNF-α 蛋白表达 图 4-2　 IL-6 蛋白表达

　 　 注:与正 常 组 比较,aP < 0. 01;与 模 型 组 比 较,bP <

0. 01,cP<0. 05。 A—正常组;B—模型组;C—肝宁方组。

图 4　 各组小鼠肝组织 TNF-α、IL-6 蛋白

表达水平比较

图 5　 各组小鼠肝组织 GRP78、IRE-1α
蛋白表达结果

图 6-1　 GRP78 蛋白表达 图 6-2　 IRE-1α 蛋白表达

　 　 注:与正常组比较,aP < 0. 01;与模型组比较,bP <
0. 01。 A—正常组;B—模型组;C—肝宁方组。

图 6　 各组小鼠肝组织 GRP78、IRE-1α
蛋白表达比较

3. 5　 各组小鼠肝细胞凋亡结果 　 与正常组相比,
模型组肝细胞凋亡数量明显上升(P< 0. 01);与模

型相比,肝宁方组肝细胞凋亡数量明显下降(P <
0. 01)。 (见图 7、8)
3. 6　 各组大鼠 HSCs 细胞增殖结果　 TGF-β1 干预

期间,3 组细胞增殖情况无明显差异,但在加入肝宁

方含药血清后,3 组细胞增殖的趋势逐渐呈现出差

异,正常组和肝宁方组增殖趋势明显弱于模型组,
模型组与正常组及肝宁方组之间存在明显差异

(P<0. 01)。 (见图 9、10)

·102·　 　 　 　 第 6 期　 　 　 　 彭佩纯,邓　 鑫:肝宁方对 NASH 小鼠保护作用及大鼠肝星状细胞影响的实验研究



图 7　 各组小鼠肝细胞凋亡结果(TUNEL,100
 

μm,400×)

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 01。
A—正常组;B—模型组;C—肝宁方组。

图 8　 各组小鼠肝细胞凋亡情况比较

　 注:红色为正常组,黄色为模型组,绿色为肝宁方组。

图 9　 各组大鼠 HSCs 细胞生长趋势图

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 01。
A—正常组;B—模型组;C—肝宁方组。

图 10　 各组大鼠 HSCs 细胞增殖率

4　 讨　 　 论

　 　 NASH 属于中医学“胁痛” “痞满” “积聚” “肝

癖”等范畴[12] ,其形成与饮食的关系非常密切。 饮

食不节,多食肥甘厚腻之品,日久致肝脾受损,脾气

失司,气血津液输布失常,痰、湿、瘀积聚,痰浊膏脂

堆积于肝脏发为 NAFLD[13] 。 因此,笔者认为治疗

应以补气健脾为主,兼顾清热化浊、祛瘀除湿。 肝

宁方由黄芪、当归、白芍、鳖甲、白术、赤芍、牡丹皮、
泽兰、葫芦茶、猛老虎、绞股蓝、黑蚂蚁组成,具有补

气健脾、祛瘀除湿的功效。 方中黄芪、绞股蓝补脾益

气,当归补血活血,二药配伍有健脾行气活血之功效;
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白芍、白术柔肝缓急、益气健脾;赤芍、牡丹皮、鳖甲、
泽兰活血化瘀、软坚散结;葫芦茶和猛老虎为广西特

色民族药,有清热解毒、利湿退黄的作用;黑蚂蚁亦是

广西特色药材,具有祛风湿、补肝肾的作用。 全方肝

脾同治、攻补兼施。 现代药理研究表明,黄芪、白芍、
葫芦茶、猛老虎等药物及其有效成分具有调节免疫、
抗炎、抗凋亡及抗纤维化等作用,同时也能通过调控

ERS 发挥防治慢性肝病的作用[14-19] 。
西医学认为 NASH 发病机制较为复杂,其中,

异常脂质堆积、炎症反应及细胞凋亡是其关键病理

表现,异常脂质增加将导致细胞损伤和凋亡并激活

炎症相关通路[20-21] 。 脂质积累可激活多种细胞应

激途径,包括 ERS
 [22-23] 。 肝细胞中有大量的内质

网,发挥着重要的肝脏代谢功能,如蛋白质和脂质

合成、跨膜蛋白折叠和钙稳态[24-25] 。 在 NASH 中,
为应对肝损伤后的再生过程,机体对蛋白质合成的

需求增加,导致内质网稳态失衡和 ERS,原本与

GRP78 结合而处于静止状态的肌醇需求酶 1
(IRE1)、蛋白激酶 R 样内质网激酶(PERK)和转录

激活因子 6 ( ATF6 ) 3 种介导未折叠蛋白反应

(UPR)的跨膜蛋白被激活,导致炎症、脂代谢紊乱

及细胞凋亡[26] 。
NAFLD 是因摄入游离脂肪酸和肝脏新生脂肪

的增加而致肝细胞内 CHOL 和 TC 过量积累而引起

氧化应 激 和 炎 症 反 应, 其 进 一 步 发 展 会 导 致

NASH[27-28] 。 因此, 本研究通过检测 CHOL、 TC、
AST、ALT,以及肝组织病理学探讨肝宁方对 NASH
小鼠的影响,结果表明肝宁方能明显改善 NASH 小

鼠血脂异常及肝功能损伤的情况,同时能够减轻肝

内脂质空泡。 肝脏炎症反应是疾病进展的重要驱

动力,可以使得肝纤维化发展为肝硬化。 NASH 与

炎症因子有关,其中,TNF-α 和 IL-6 是主要的促炎

细胞因子,在 NASH 进展过程中,其不仅可以引起

肝内炎症反应, 还会影响细胞凋亡和胰岛素抵

抗[29-30] ,故本研究将其作为评价肝宁方对 NASH 炎

症反应的观察指标。 此外,肝细胞凋亡是 NASH 另

一个关键的形态学和病理学特征,与肝损伤程度相

关[26] 。 本研究结果发现, NASH 小鼠炎症因子

TNF-α,IL-6 水平升高,肝细胞凋亡明显,而肝宁方

可改善小鼠炎症反应和肝细胞凋亡程度。 研究表

明,过度的 ERS 可致异常脂质积累,诱导炎症反应,
促进肝细胞凋亡。 其中,GRP78 是 ERS 的标志性蛋

白。 有研究发现在 NASH 患者肝脏中 GRP78 表达

明显升高,而在单纯性脂肪变性患者中则无此类情

况,说明 ERS 在脂肪变性到脂肪性肝炎或纤维化的

阶段转变中起重要作用[27,31] 。 ERS 与 NASH 之间

的关系涉及多种信号机制,其中 IRE-1α 作为一个

重要信号被认为参与了 ERS 诱导的脂质异常积累

及细胞凋亡过程,包括 IRE - 1α / NF -κB、IRE - 1α /
XBP1 等信号通路[32] 。 笔者通过 WB 检测 GRP78
及 IRE - 1α 蛋白表达情况, 发现肝宁方能降低

NASH 小鼠肝脏中 GRP78 和 IRE-1α 蛋白的表达,
说明肝宁方能够通过对 ERS 的调控延缓 NASH 发

展进程。 ERS 的加重在炎症反应、脂质代谢及凋亡

中起着重要作用[25,33-35] ,而肝宁方具体通过哪条途

径发挥对 NASH 小鼠的保护作用仍需要进一步深

入探索。
此外,与大多数慢性肝病一样,NASH 的持续肝

损伤与肝纤维化的发生相关,最终导致肝硬化。 基

础研究揭示了 HSCs 作为纤维化反应的关键介质的

主要作用[36] 。 在 NASH 模型中, 游离胆固醇在

HSCs 中累积,导致心肌 Toll 样受体 4( TLR4)信号

增加,并使细胞对 TGF-β1 的促纤维化作用敏感,因
此 NASH 是伴有不同程度纤维化的病理状态[37] 。
本研究初步探讨了肝宁方对肝星状细胞的影响,结
果发现其能抑制 TGF-β1 介导的肝星状细胞增殖,
说明肝宁方对 NASH 的作用不仅是保护肝细胞,也
可以通过抑制肝星状细胞增殖避免 NASH 进一步

向肝纤维化发展。
综上,肝宁方能够改善 NASH 小鼠肝脏病理学

变化,在保护肝脏、调节脂质代谢、抑制炎症反应、
减轻肝细胞凋亡、抑制 HSCs 异常增殖方面效果颇

佳,其机制可能与调控 ERS 有关。 但因肝宁方药物

之间的相互作用复杂,其具体的作用机制仍需深入

研究。
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