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基于蛋白质组学探讨益肝化瘀方改善肝纤维化的机制 Δ
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摘 要 目的 探讨益肝化瘀方改善小鼠肝纤维化的作用及机制。方法 将小鼠随机分为空白组（生理盐水）、模型组（生理盐水）

和益肝化瘀方低、高剂量组（28.98、57.96 g/kg，以生药量计），每组8只。除空白组外，其余各组均腹腔注射15%四氯化碳橄榄油溶

液建立肝纤维化模型。自造模第3周起，每天灌胃给药/生理盐水1次，连续4周。末次给药后，计算肝脏指数，检测血清中丙氨酸

氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）活性及肝组织中羟脯氨酸（HYP）含量；评估肝组织病理学变化；基于蛋白质组学

分析肝组织中差异表达蛋白，对其进行生物信息学分析，并利用蛋白免疫印迹（WB）法及免疫组化（IHC）法验证核心差异蛋白的

表达情况。结果 与空白组相比，模型组小鼠肝脏指数以及血清中ALT、AST活性和肝组织中HYP含量均显著升高（P＜0.05），肝

组织出现明显病理损伤及胶原纤维沉积。与模型组相比，益肝化瘀方高剂量组小鼠上述指标均显著降低（P＜0.05），肝脏病理损

伤及胶原纤维沉积明显改善。在模型组与益肝化瘀方高剂量组中，共筛选出 210个差异蛋白；差异蛋白显著富集于细胞外基质

（ECM）-受体相互作用、脂质代谢等通路。WB法及 IHC法检测结果表明，益肝化瘀方能显著抑制模型小鼠肝组织中异常升高的

Ⅳ型胶原α1链（COL4A1）、富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白（SPARC）、玻连蛋白（VTN）和层粘连蛋白亚基α5（LAMA5）的表达（P＜

0.05）。结论 益肝化瘀方可能通过抑制COL4A1、LAMA5、SPARC及VTN等蛋白的表达，从而阻断ECM-受体相互作用通路，进

而抑制ECM的过度沉积与基底膜重构，最终发挥抗肝纤维化作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects and mechanism of Yigan huayu formula in alleviating liver fibrosis in mice. 
METHODS Mice were randomly divided into blank group （normal saline）， model group （normal saline）， Yigan huayu formula 

low- and high-dose groups （28.98， 57.96 g/kg， calculated by crude drug）， with 8 mice in each group. Except for the blank group， 

the liver fibrosis model was induced by intraperitoneal injection of 15%CCl4-olive oil solution. From the third week， the mice 

received the medicine/normal saline intragastrically， once a day， for 4 consecutive weeks. After the last medication， liver indexes 

were calculated， the activities of alanine aminotransferase （ALT） and aspartate aminotransferase （AST） in serum， as well as the 

hydroxyproline （HYP） content in liver tissue， were measured. Liver histopathology was evaluated. Differentially expressed proteins 

（DEPs） in liver tissue were analyzed based on proteomics， followed by bioinformatics analysis. The expressions of core DEPs were 

validated using Western blot （WB） and immunohistochemistry （IHC） methods. RESULTS Compared with the blank group， the 

model group showed significantly elevated liver indexes， serum activities of ALT and AST， and hepatic HYP content （P＜0.05）， 

along with obvious pathological damage and collagen deposition. Compared with the model group， the above indexes of mice in the 

Yigan huayu formula high-dose group were decreased significantly （P＜0.05）， with marked improvement in liver pathological 

damage and collagen deposition. Proteomics identified 210 DEPs between the model group and Yigan huayu formula high-dose 

group. DEPs were significantly enriched in extracellular matrix （ECM）-receptor interaction and lipid metabolism pathways. WB and 

IHC confirmed that Yigan huayu formula could significantly 

inhibit the abnormally elevated expressions of collagen type Ⅳ 

alpha1 chain （COL4A1）， secreted protein acidic and rich in 

cysteine （SPARC）， vitronectin （VTN） and laminin subunit 

alpha5 （LAMA5） in liver tissue of mice （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS Yigan huayu formula may exert anti-hepatic 

fibrosis effects by inhibiting the expressions of proteins such as 

COL4A1， LAMA5， SPARC， and VTN， thereby blocking the 

ECM-receptor interaction signaling pathway， and subsequently 

suppressing excessive ECM deposition and basement 
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肝纤维化是肝脏在慢性损伤刺激下，细胞外基质
（extracellular matrix，ECM）过度沉积的病理修复反应，

常继发于病毒性肝炎、酒精性肝病、非酒精性脂肪性肝
病等慢性肝病，是肝硬化甚至肝癌发生的关键环节[1]。

我国肝纤维化的患病率约为 2.85%，已成为重要的公共
卫生负担[2―3]。因此，探寻肝纤维化的有效防治策略、揭
示其干预机制具有重要意义。

目前西医对肝纤维化的治疗手段有限，而中医药具
有多成分、多靶点、多通路协同作用，在延缓甚至逆转肝
纤维化方面展现出独特优势。益肝化瘀方为北京中医
药大学深圳医院（龙岗）抗肝纤维化治疗的医疗机构制
剂，由广东省名中医胡世平教授经多年临床实践创制。

该方由经典名方四君子汤合逍遥散化裁而来，由黄芪、

党参、白术、茯苓、丹参、鳖甲等多味药材组成，具有运脾
疏肝、利湿化瘀之功效，临床应用广泛。本课题组在前
期临床研究中已证实，该方可降低患者肝脏硬度值，改
善患者胁痛、乏力等症状，治疗总有效率达 90%[4]。然
而，其发挥疗效的具体分子机制尚未完全阐明。

蛋白质组学技术能够系统揭示疾病或药物干预下
蛋白质表达的动态变化[5]。因此，本研究拟通过建立肝
纤维化小鼠模型，结合蛋白质组学技术，系统分析益肝
化瘀方干预后小鼠肝脏蛋白质表达谱的变化，从蛋白调
控层面深入揭示该方抗肝纤维化的作用机制，为该方的
临床应用提供更充分的实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器与软件

本研究所用的主要仪器与软件有：Chemray 240型
全自动生化仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司），Epoch

型酶标仪（美国Bio-Tek公司），Vanquish Neo型色谱分离
系统、Astral型高分辨质谱仪（美国Thermo Fisher Scien‐

tific 公司），DIA-NN 软件、DYY-6C 型电泳仪、Mini-

PROTEAN Tetra Cell 型小型垂直电泳槽（美国 Bio-Rad

公司）。

1.2　主要药品与试剂

生药饮片黄芪、党参、北柴胡、当归（产地均为甘肃，

批号分别为 20250905、J2508236、25090227、251209），白
术、青皮（产地均为浙江，批号分别为2508018、251113），

茯苓（产地云南，批号 250903J1），泽泻（产地四川，批号
J25110229），苍术、赤芍（产地均为内蒙古，批号分别为
250701H2、C2625112），丹参（产地山西，批号A241114），

醋鳖甲（产地湖北，批号 251113），醋莪术（产地广西，批
号A250614），陈皮（产地广东，批号250704），香附（产地
海南，批号2505223），白芍（产地安徽，批号B4125911），叶
下珠、垂盆草（产地均为湖南，批号分别为 A240823、

251013）均购自北京中医药大学深圳医院（龙岗）中
药房。

四氯化碳（CCl4）、橄榄油购自上海麦克林生化科技
股份有限公司；羟脯氨酸（hydroxyproline，HYP）试剂盒、

辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗鼠免疫球蛋白 G

（IgG）二抗、HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗、ECL化学发
光 超 敏 显 色 试 剂 盒（批 号 分 别 为 MPC2503061、

AC2504239020、AC2506211138、2511F002）均购自武汉
赛维尔生物科技有限公司；丙氨酸氨基转移酶（alanine 

aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）生 化 试 剂 盒（批 号 分 别 为
20250326、20250506）均购自深圳雷杜生命科学有限公
司；鼠源甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phos‐

phate dehydrogenase，GAPDH）抗体、兔源玻连蛋白（vit‐

ronectin，VTN）抗体（批号分别为 10049290、10025607）

均购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔源β-类微管蛋白
（β-tubulin）抗体、兔源Ⅳ型胶原 α1链（collagen type Ⅳ 

alpha1 chain，COL4A1）抗体、兔源富含半胱氨酸的酸性
分泌蛋白（secreted protein acidic and rich in cysteine，

SPARC）抗体（批号分别为 11、1、2）均购自美国 Cell 

Signaling Technology 公司；兔源层粘连蛋白亚基 α5
（laminin subunit alpha5，LAMA5）抗体（批号L780609P）

购自湖南远泰生物技术有限公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为 6周龄 SPF 级雄性 C57BL/6J 小
鼠，体重 18～22 g，购于广州维通利华实验技术有限公
司，实验动物生产许可证号为SCXK（粤）2022-0063。动
物饲养于深圳市众循精准医学研究院，实验动物使用许
可证号为SYXK（粤）2025-0380，饲养环境符合SPF级实
验室标准。本研究通过深圳市众循精准医学研究院的
伦理审批（批号为AP-SZZX-2025-07-004）。

2　方法
2.1　药液制备

按益肝化瘀方组成（黄芪、党参、白术、茯苓、泽泻、

苍术、当归、丹参、赤芍、醋鳖甲、醋莪术、醋香附、白芍、叶
下珠各10 g，北柴胡、陈皮、醋青皮各6 g，垂盆草15 g）称
取相应饮片，加10倍量纯水煎煮1 h，过滤，取药液；药渣
再次加8倍量纯水煎煮30 min，过滤。合并2次煎煮所得
药液，用旋转蒸发仪于 60 ℃条件下浓缩成生药质量浓
度为2.88 g/mL的药液，分装后于4 ℃冰箱中保存备用。

2.2　实验动物分组、造模与给药

将32只小鼠适应性饲养1周后，按随机数字表法分
为空白组、模型组和益肝化瘀方低、高剂量组，每组8只。

除空白组小鼠腹腔注射等体积橄榄油外，其余各组小鼠
均腹腔注射 15%CCl₄橄榄油溶液（5 mL/kg），每周 2次，

连续 6周，以建立肝纤维化模型[6]。造模成功判定标准
为：小鼠一般情况欠佳，血清AST、ALT水平显著升高，

肝组织病理学检查可见明显炎症细胞浸润及胶原纤维
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沉积。参考《药理实验方法学》（第4版）中人与小鼠等效
剂量换算方法，设定益肝化瘀方低、高剂量组小鼠的给
药剂量分别是临床等效剂量的 1、2倍，即分别为 28.98、

57.96 g/kg（以生药量计）。于造模第3周开始给药干预，

益肝化瘀方各剂量组小鼠灌胃相应药液，空白组和模型
组小鼠则灌胃等体积生理盐水，灌胃体积为 10 mL/kg，

每天1次，连续给药4周。

2.3　取材及肝脏指数测定

末次给药结束24 h后取材。取材前称取小鼠体重，

并且取材前12 h小鼠禁食不禁水。腹腔注射2%戊巴比
妥钠（0.035 g/kg）将小鼠麻醉，摘取眼球取血，血样在室
温下静置 30 min 后，以 3 000 r/min 离心 15 min，收集血
清。剖取小鼠肝脏，称质量并计算肝脏指数（肝脏指
数＝肝脏质量/体重×100%）。将部分肝组织置于4%多
聚甲醛中固定，用于后续病理学观察；剩余肝组织冻存
于－80 ℃冰箱中，备用。

2.4　肝组织病理学观察

采用苏木精-伊红（HE）染色法观察肝组织基本结构
变化；采用天狼星红染色法观察肝组织胶原纤维的分布
与沉积情况，以评估肝纤维化程度。取“2.3”项下固定的
小鼠肝组织，经梯度乙醇脱水、透明、石蜡包埋后，使用
切片机连续切片（厚 5 μm）。切片分别常规进行HE染
色和天狼星红染色，染色后的切片经脱水、透明、封片
后，置于显微镜下观察并采集图像。各组随机选取5张
天狼星红染色切片进行观察，每张切片随机选取5个不
重叠视野（视野直径为 200 μm），使用 Image J软件识别
红色阳性区域，计算胶原阳性面积占视野总面积的百分
比，取平均值作为该样本的胶原面积分数。

2.5　分子生物学指标检测

2.5.1　血清中肝功能指标检测
取“2.3”项下小鼠血清样本，根据生化试剂盒说明书

方法操作，采用全自动生化仪检测血清中ALT、AST活性。

2.5.2　肝组织中HYP含量检测
准确称取“2.3”项下冻存的小鼠肝组织，加入生理盐

水于冰上进行机械匀浆，取上清液，按照试剂盒说明书
方法操作，检测肝组织中HYP含量。

2.6　肝组织的蛋白质组学分析

2.6.1　蛋白质提取及差异蛋白筛选
取“2.3”项下空白组、模型组和益肝化瘀方高剂量组

（该组治疗效果更为显著，故本研究选取该组样本进行
蛋白质组学检测）小鼠冻存的肝组织样本（每组随机取3

个），送至上海伟寰生物科技有限公司完成蛋白质组学
检测。蛋白鉴定以错误发现率（false discovery rate，

FDR）≤1%为阈值，以表达倍数变化（fold change，FC）≥

1.2（表示上调）或≤0.83（表示下调）且校正后P＜0.05为
差异蛋白筛选标准[7]。筛选出的差异蛋白用于后续生物
信息学分析。

2.6.2　差异蛋白的生物信息学分析及筛选
对筛选得到的差异蛋白进行基因本体（gene onto- 

logy，GO）功能注释以及京都基因和基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通

路富集分析。以P＜0.05为显著富集标准，根据 3组小

鼠KEGG通路富集分析得到的P值，采用层次聚类分析

方法，使用R语言（版本 4.4.1）的 pheatmap包绘制热图。

利用String数据库（http：//string-db.org/）进行差异蛋白的

互作分析，构建蛋白质-蛋白质相互作用网络（protein-

protein interaction，PPI）。综合KEGG通路富集分析、层

次聚类分析与PPI分析结果，识别与肝纤维化密切相关

的信号通路及核心差异蛋白。

2.7　肝组织中核心差异蛋白表达检测

2.7.1　蛋白免疫印迹法检测

采用蛋白免疫印迹（Western blot，WB）法进行检测。

取“2.3”项下冻存的小鼠肝组织样本（每组随机取3个），

提取组织中总蛋白，采用BCA法对总蛋白进行定量分

析，然后进行变性处理。取变性蛋白，上样进行 SDS-

PAGE 电泳，大分子蛋白（分子量为 200～400 kDa）在

300 mA 恒流冰浴条件下转印 120 min，中、低分子蛋白

（分子量为30～70 kDa）在200 mA恒流冰浴条件下转印

60 min。转膜后经 5%脱脂牛奶封闭 1 h，随后在 4 ℃下

与相应一抗（COL4A1、LAMA5、SPARC、VTN、GAPDH、

β-tubulin，稀释度均为1∶1 000）孵育过夜；洗膜后与相应

二抗（稀释度均为 1∶5 000）在室温下孵育 1 h。经 ECL

显影后，使用 Image J软件分析条带灰度值，以目的蛋白

与对应内参蛋白条带的灰度值比值表示目的蛋白的表

达量。

2.7.2　免疫组化法检测

采用免疫组化（immunohistochemistry，IHC）法进行

检测。取“2.4”项下小鼠肝组织石蜡切片（每组随机取3

份），经常规脱蜡、梯度乙醇水化、柠檬酸盐缓冲液高温

高压抗原修复后，以3%H2O2阻断内源性过氧化物酶，然

后以山羊血清封闭 1 h。滴加一抗（COL4A1、LAMA5、

SPARC、VTN，稀释度均为 1∶1 000），在 4 ℃下孵育过

夜；洗膜后加入相应二抗（稀释度均为1∶5 000），室温孵

育 1 h。经 DAB 显色、苏木精复染、脱水透明、封片后。

采用显微镜观察ECM及肝窦周围阳性染色情况，阳性

信号强度根据着色深浅分为弱阳性（淡黄色）、中度阳性

（棕黄色）、强阳性（棕褐色）。采用Aipathwell®数字病理

图像分析软件对全切片进行扫描及定量分析，以组织化

学评分（histochemistry score，H-score）进行半定量分析。

H-score＝弱阳性面积（%）×1+中度阳性面积（%）×2+

强阳性面积（%）×3[8]。

2.8　统计学分析

采用 GraphPad Prism 10.5软件进行统计分析及绘

图。符合正态分布的计量资料以 x±s表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD检验；不

符合正态分布的计量资料以M（P25，P75）表示，多组间比较

采用Kruskal-Wallis H检验，组间两两比较采用Nemenyi

检验。检验水准α＝0.05。
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3　结果
3.1　小鼠肝脏指数测定结果

与空白组[（5.05±1.05）%]比较，模型组小鼠肝脏指
数[（8.35±0.75）%]显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，

益肝化瘀方高剂量组小鼠肝脏指数[（5.95±0.74）%]显
著降低（P＜0.05），益肝化瘀方低剂量组小鼠肝脏指数
[（6.40±0.80）%]差异无统计学意义（P＞0.05）。

3.2　小鼠肝组织病理学观察结果

HE染色结果显示，空白组小鼠肝小叶结构正常、肝
细胞索排列规整；模型组小鼠肝小叶结构及肝索排列紊
乱，肝细胞水肿伴炎症细胞浸润；益肝化瘀方低、高剂量
组小鼠肝小叶结构及肝细胞索排列紊乱较模型组改善，

肝细胞水肿伴炎症细胞浸润较模型组减少。天狼星红
染色结果显示，空白组小鼠肝组织内仅见少量胶原纤
维，胶原面积分数为（1.20±0.43）%；模型组小鼠肝组织
胶原纤维沉积明显，胶原面积分数为（11.02±2.23）%，

较空白组显著升高（P＜0.05）；益肝化瘀方低、高剂量组
小鼠肝组织胶原面积分数分别为（4.43±0.68）%、（3.67±

1.67）%，较模型组显著降低（P＜0.05）。结果见图1。

3.3　小鼠血清中肝功能指标及肝组织中 HYP 含量测定

结果

与空白组比较，模型组小鼠血清中ALT、AST活性
及肝组织中HYP含量均显著升高（P＜0.05）；与模型组
比较，益肝化瘀方低、高剂量组小鼠血清中ALT、AST活
性及益肝化瘀方高剂量组肝组织中HYP含量均显著降
低（P＜0.05）。结果见表1。

3.4　小鼠肝组织的蛋白质组学分析结果

3.4.1　差异蛋白分析结果
在空白组、模型组、益肝化瘀方高剂量组小鼠肝组

织中共鉴定出7 300个蛋白。模型组与益肝化瘀方高剂
量组中共筛选出 210个差异蛋白。与模型组比较，益肝
化瘀方高剂量组有139个蛋白上调、71个蛋白下调。

3.4.2　GO功能注释及KEGG通路富集分析结果

GO功能注释结果（具体结果请扫描本文首页二维

码，进入“增强出版”页面查看附图 1）显示，差异蛋白主

要涉及小分子结合、蛋白结合、水解酶及转移酶活性等

分子功能，以及细胞膜、细胞外区域等细胞组分，生物过

程富集于代谢调节、应激反应等。KEGG通路富集分析

结果（具体结果请扫描本文首页二维码，进入“增强出

版”页面查看附图2）表明，差异蛋白显著富集于ECM-受

体相互作用、黏着斑、脂质代谢（亚油酸、花生四烯酸代

谢）、补体与凝血级联、过氧化物酶体增殖物激活受体

（peroxisome proliferator-activated receptors，PPAR）等通

路。层次聚类分析结果（具体结果请扫描本文首页二维码，

进入“增强出版”页面查看附图3）显示，ECM-受体相互作

用、黏着斑等通路簇在各组间呈高度一致的共富集趋势。

3.4.3　PPI分析结果

PPI分析结果（具体结果请扫描本文首页二维码，进

入“增强出版”页面查看附图 4）显示，ECM-受体相互作

用通路成员（如 COL4A1、SPARC、VTN、LAMA5）与多

个纤维化相关分子存在较强的相互作用，且该通路直接

调控胶原沉积、基底膜装配等肝纤维化终末环节，可反

映疾病核心表型。综合 KEGG 通路富集与 PPI 分析结

果，本研究选定ECM-受体相互作用通路的核心差异蛋

白 COL4A1、SPARC、VTN、LAMA5作为后续机制验证

的焦点。

空白组 模型组 益肝化瘀方低剂量组 益肝化瘀方高剂量组

H
E
染

色
天

狼
星

红
染

色

注：红色箭头所指及圆圈圈出部分为炎症浸润区域或胶原沉积区域；黑色箭头所指为肝细胞变性；蓝色箭头所指为胶原沉积。

图1　各组小鼠肝组织病理学观察显微图

表1　各组小鼠血清肝功能指标及肝组织中 HYP 含量

比较（x±s，n＝8）

组别
空白组
模型组
益肝化瘀方低剂量组
益肝化瘀方高剂量组

ALT/（U/L）

38.19±4.06

502.83±7.06a

119.16±8.34b

87.98±7.37b

AST/（U/L）

147.28±6.25

653.23±12.06a

279.87±23.37b

167.50±9.96b

HYP/（μg/mg）

0.13±0.02

0.39±0.10a

0.31±0.08

0.26±0.04b

a：与空白组比较，P＜0.05，b：与模型组比较，P＜0.05。
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3.5　小鼠肝组织中核心差异蛋白表达检测结果
WB与 IHC检测结果均显示，与空白组比较，模型组

小鼠肝组织中COL4A1、SPARC、VTN和LAMA5蛋白的
表达水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，益肝化
瘀方低、高剂量组小鼠肝组织中上述4个蛋白的表达水
平均显著降低（P＜0.05）。结果见图2、表2。

4　讨论
肝纤维化归属于中医学“胁痛”“肝着”“积聚”等范

畴，病机以肝郁脾虚为本、气滞血瘀痰凝为标。益肝化
瘀方由经典名方四君子汤合逍遥散化裁而来，具有固肝
脾之本，解郁祛湿化浊之效。方中黄芪、党参、白术、茯
苓为君药，在扶助正气、升脾阳以运肝阳的同时制约寒
性活血药物的峻猛之性，避免久用伤阳；北柴胡、陈皮、
醋青皮、醋香附、白芍为臣药，可疏肝理气，助血行而不
留瘀；当归、丹参、赤芍、醋莪术、醋鳖甲为佐药，可活血
化瘀、软坚散结；泽泻、苍术、垂盆草、叶下珠为使药，可
清热利湿。全方培土以荣木，疏补渐进，共奏扶肝、清
肝、养肝之功，展示了“攻补兼施、气血同调”的配伍模
式，亦体现了中药多成分相互制约实现“增效减毒”的科
学内涵。此外，经现代研究证实，该方中多药具有调节
免疫、保护肝细胞、抑制肝星状细胞活化的作用[9―11]。

本研究病理学观察结果显示，益肝化瘀方能显著改

善肝纤维化小鼠肝组织炎症细胞浸润及胶原纤维沉积，

证实其具有抗炎与抗纤维化作用。同时，益肝化瘀方能显

著降低模型小鼠血清中异常升高的ALT、AST水平，表

明该方可减轻肝细胞损伤。此外，HYP是胶原蛋白的特

异性氨基酸，益肝化瘀方高剂量组HYP含量较模型组显

著降低，这进一步反映了该方可抑制胶原合成与沉积[12]。

本研究差异蛋白富集分析结果显示，益肝化瘀方可

能通过多通路协同发挥抗纤维化作用。层次聚类以及

PPI分析结果提示，ECM-受体相互作用通路可能是该方

抗肝纤维化的关键通路，其关键蛋白COL4A1、SPARC、

VTN、LAMA5在纤维化肝组织中异常高表达。本研究

分别通过WB法和 IHC法检测，发现益肝化瘀方能显著

抑制上述蛋白在模型小鼠肝组织中的异常高表达。其

中，COL4A1是基底膜的主要成分，其过度表达与基底

膜增厚、肝窦毛细血管化密切相关，是ECM沉积与肝纤

维化微环境改变的重要标志[13]；此外，Liu等[14]研究发现，

该蛋白可结合整合素α2/β1，加速细胞周期进程并促进肝

癌发生。SPARC 是一种基质细胞胶原结合蛋白，参与

ECM中纤维状胶原的组装以及基底层结构的形成，可调

LAMA5
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GAPDH

400 kDa
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Ⅰ：空白组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：益肝化瘀方低剂量组；Ⅳ：益肝化瘀方高剂量组。

图2　各组小鼠肝组织中核心差异蛋白表达的电泳图和 IHC图

表2　各组小鼠肝组织中核心差异蛋白表达水平比较[x±s或M（P25，P75），n＝3]

组别

空白组
模型组
益肝化瘀方低剂量组
益肝化瘀方高剂量组

COL4A1

WB法
1.00±0.14

1.62±0.40a

1.25±0.24b

1.26±0.25b

IHC法
0.01（0.00，0.03）

0.12（0.04，0.15）a

0.04（0.02，0.05）b

0.03（0.00，0.05）b

LAMA5

WB法
0.99±0.18

1.45±0.27a

1.08±0.19b

1.11±0.19b

IHC法
8.50（4.54，11.38）

44.10（41.62，48.11）a

25.21（21.52，32.32）b

32.47（25.87，35.35）b

SPARC

WB法
0.95±0.08

1.73±0.19a

1.12±0.39b

1.21±0.09b

IHC法
5.89（1.64，7.23）

21.46（17.64，29.15）a

9.80（4.74，14.04）b

14.17（11.07，19.71）b

VTN

WB法
1.10±0.43

2.63±0.34a

1.21±0.27b

0.96±0.26b

IHC法
20.04（1.21，24.84）

41.15（33.71，44.41）a

27.19（21.25，32.79）b

23.82（19.18，27.17）b

a：与空白组比较，P＜0.05，b：与模型组比较，P＜0.05。
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节细胞黏附与免疫功能，同时还可激活炎症小体，促进肝
脏炎症与脂肪变性而加速纤维化进程[15―16]。LAMA5是
一种ECM糖蛋白，可参与肿瘤炎症微环境与ECM重构，

是肝纤维化向肝癌发展的重要因素之一[17]。VTN是一种血
液和ECM中的多功能糖蛋白，可参与免疫反应和凝块形
成；同时，其作为整合素αvβ3/αvβ5的经典配体可调控细胞
黏附、迁移、增殖及基质改建等过程[18―19]。从分子机制层
面而言，VTN、COL4A1及LAMA5均可与多种整合素相
互作用，而整合素作为连接ECM与细胞内信号转导的关
键分子，可介导转化生长因子β（transforming growth fac‐

tor-β，TGF-β）的生成并促进肝星状细胞活化及ECM合
成[20]。基于此，本研究推测益肝化瘀方对上述蛋白的下
调作用，可能与整合素介导的TGF-β相关信号通路亦存
在关联，但仍需进一步验证。

除此之外，本研究的 KEGG 通路富集分析结果显
示，脂质代谢相关通路（亚油酸代谢、花生四烯酸代谢、

PPAR等通路）被显著富集。既往研究证实，肝脏脂质代
谢异常可导致脂毒性增加、氧化应激增强及炎症反应持
续，进而激活肝星状细胞并促进ECM沉积，是肝纤维化的
重要驱动因素[21]。笔者据此推测，益肝化瘀方可能通过调
节肝脏脂质代谢稳态，间接抑制纤维化进程。未来可进
一步结合微生物组学、代谢组学等多组学分析与功能实
验等，探究该方在脂代谢稳态调控方面的作用机制。

综上所述，益肝化瘀方可能通过抑制 COL4A1、

LAMA5、SPARC及VTN的异常高表达，从而阻断ECM-

受体相互作用通路，进而抑制ECM的过度沉积与基底
膜重构，最终发挥抗肝纤维化作用。然而，本研究仍存
在动物模型较为单一、核心靶点群与关键调控网不清晰
等不足，后续仍需进一步研究。
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