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杨钊，闫阮玉，吴洪雨，等． 虫草菌丝调节 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路对四氯化碳诱导肝纤维化小鼠的作用 ［Ｊ］． 中国实验动物学

报， ２０２４， ３２（５）： ６３０－６３７．
ＹＡＮＧ Ｚ， ＹＡＮ Ｒ Ｙ， ＷＵ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｏｎ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（５）： ６３０－６３７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ０１０

［基金项目］国家自然科学基金（８１１０２７０１，８１８７４３６３，８２１７４０５７，８２２７４３０５），山西中医药大学科技创新团队项目（２０２２ＴＤ２００３），曙光四明

学者计划（ＳＧＸＺ⁃２０１９１０）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１１０２７０１， ８１８７４３６３， ８２１７４０５７， ８２２７４３０５）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （２０２２ＴＤ２００３）， Ｓｈｕｇｕａｎｇ Ｓｉｍｉｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒ Ｐｌａｎ （ＳＧＸＺ⁃２０１９１０） ．
［作者简介］杨钊，女，在读硕士研究生，研究方向：中医药抗肝纤维化药理机制的研究。 Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｚｈａｏ２０２１０２＠ １６３． ｃｏｍ；

闫阮玉，女，在读硕士研究生，研究方向：中药抗肝纤维化活性成分筛选的研究。 Ｅｍａｉｌ：ｙｕ２０２２０２１２＠ １２６． ｃｏｍ。
＃共同第一作者

［通信作者］刘成海，男，博士，研究员，博士生导师，研究方向：中医西医结合防治急慢性肝病的基础与临床研究。
Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｈａｉｌｉｕ＠ ｈｏｔｍａｉｌ． ｃｏｍ；
彭渊，女，博士，副研究员，硕士生导师，研究方向：中医药调节免疫抗肝纤维化的基础与临床研究。
Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｙｕａｎ１０２６＠ ｓｈｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ。
∗共同通信作者

虫草菌丝调节 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路对四氯化碳
诱导肝纤维化小鼠的作用

杨钊１＃，闫阮玉１＃，吴洪雨１，黄恺２，沈丽１，陶艳艳１，刘成海１，２，３∗，彭渊１∗

（１． 上海中医药大学附属曙光医院肝病研究所，上海　 ２０１２０３；２． 上海市中医临床重点实验室，
上海　 ２０１２０３；３． 肝肾疾病病证教育部重点实验室，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究虫草菌丝（ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ，ＣＭＣＳ）对四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导肝纤维化

模型小鼠肝腺苷酸活化蛋白激酶 ／沉默信息调节因子 １（ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１）信号通路的作用机制。 方法 　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠（ｎ ＝ ４０）按体重分层随机分为 ５ 组：正常对照组、ＣＭＣＳ 对照组（３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ）、模型对照组、ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组

（１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）和 ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组（３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ），采用腹腔注射 １０％ ＣＣｌ４（２ ｍＬ ／ ｋｇ）诱导小鼠肝损伤模型。 造模与给药

２ 周后，检测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察肝炎症；天狼星红染色观察肝胶原沉积；Ｊａｍａｌｌ’ ｓ
法检测肝羟脯氨酸（Ｈｙｐ）含量；流式蛋白定量技术（ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｂｅａｄ ａｒｒａｙ，ＣＢＡ）检测肝组织 ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＩＦＮ⁃γ、
ＴＮＦ、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ｐ７０ 水平；免疫组化观察肝组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 ＳｉｒＴ１ 表达情况；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肝组织 Ｐｒｋａａ１、
Ｐｒｋａａ２、Ｌｋｂ１ 和 ｐ５３ 水平。 结果　 ＣＣｌ４ 染毒 ２ 周后，模型对照组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
ＨＥ 染色和天狼星红染色分别提示肝内大量炎症细胞浸润和胶原沉积；肝 Ｈｙｐ 含量及 ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ 表达明显

增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃１２ｐ７０ 表达明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；免疫组化染色提示肝组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 表达增多；ＳｉｒＴ１
在肝窦间隙表达减少，在胶原沉积处表达增多；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测提示肝组织 Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２、Ｌｋｂ１ 表达下降，ｐ５３ 表达

增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＭＣＳ 可显著降低纤维化小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平；降低肝组织 ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ 表达（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），上调 ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ｐ７０ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；减少肝炎细胞浸润、胶原形成和 Ｈｙｐ 含量，促进肝窦内 ＳｉｒＴ１ 表达，上
调肝 Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２、Ｌｋｂ１ 表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；减轻肝内 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、ｐ５３ 表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，
ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组抑制肝炎症、胶原沉积及上调 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 表达更为明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＣＭＣＳ 可通过上调

ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路而发挥抗 ＣＣｌ４ 诱导小鼠肝纤维化的作用。
【关键词】 　 虫草菌丝；四氯化碳（ＣＣｌ４）；肝纤维化；ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路
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（１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌｉｖｅｒ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｓｈｕｇｕａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
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Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ Ｋｉｄｎｅｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｃｈｅｎｇｈａｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｇｈａｉｌｉｕ＠ ｈｏｔｍａｉｌ． ｃｏｍ；
ＰＥＮＧ Ｙｕａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐｅｎｇｙｕａｎ１０２６＠ ｓｈｕｔｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （ＣＭＣＳ） ｏｎ ｔｈｅ ＡＭＰＫ ／
ＳｉｒＴ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＣＣｌ４）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ｍａｌｅ ＳＰＦ⁃ｇｒａｄｅ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＭＣＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ）， ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ １０％ ＣＣｌ４（２ ｍＬ ／ ｋｇ） ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ， ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌａｎｉｎｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ （ＡＬＴ）， ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ （ＡＳＴ）， ａｎｄ
ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ＴＢｉｌ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ
ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｊａｍａｌｌ’ ｓ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃６， ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１ （ ＭＣＰ⁃１），
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）， ＩＬ⁃１０， ａｎｄ ＩＬ⁃１２ｐ７０ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｂｅａｄ ａｒｒａｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ａｎｄ ＳｉｒＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ａｎｄ Ｐｒｋａａ１，
Ｐｒｋａａ２， Ｌｋｂ１， ａｎｄ ｐ５３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ａｎｄ ＴＢｉｌ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＨＥ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６，
ＭＣＰ⁃１， ａｎｄ ＴＮＦ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＩＬ⁃１２ｐ７０ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＳｉｒＴ１ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｓｐａｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｐｒｋａａ１， Ｐｒｋａａ２， ａｎｄ Ｌｋｂ１ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｐ５３ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＣＭＣＳ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ
ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＩＬ⁃６， ＭＣＰ⁃１， ａｎｄ ＴＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＩＬ⁃
１２ｐ７０ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｉｒＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｓｐａｃｅ， ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｐｒｋａａ１， Ｐｒｋａａ２， ａｎｄ Ｌｋｂ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ
ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ａｎｄ ｐ５３ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ， ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＭＣＳ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ＣＣｌ４ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ； ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ； ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝纤维化是临床上多种慢性肝病共同的病理

表现，以细胞外基质异常沉积、肝组织结构改变和

炎症浸润为特点，最终可导致肝硬化、肝衰竭、肝
癌，预后较差［１］。 研究表明，肝纤维化与肝内腺苷

酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ ‐ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ） ／沉默信息调节因子 １ （ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １，ＳｉｒＴ１）信号通路表达异常

密切相关［２］，可抑制炎症，改善氧化应激水平，改善

肝损伤［３－４］。

冬虫夏草是我国特有的滋补中药，其应用广

泛，不仅补肺益肾，更可止血化痰。 然而，天然冬虫

夏草因产地特殊且产量有限，价格较昂贵。 目前临

床上使用的虫草制剂多采用人工培养且价格低廉

的虫草菌丝 （ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ，
ＣＭＣＳ）发酵粉，其活性成分及药效接近于天然的冬

虫夏草［５］。 前期研究发现，ＣＭＣＳ 具有较好的抗肝

损伤与抗肝纤维化效应［６］，是否影响 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１
通路而发挥抗肝损伤和抗肝纤维化的作用，尚不清
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楚。 本研究拟采用四氯化碳（ＣＣｌ４）复制肝纤维化

模型，观察 ＣＭＣＳ 影响 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 通路抗肝纤维

化的作用机制，为进一步研究 ＣＭＣＳ 抗肝纤维化的

作用机制提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠，６ ～ ８ 周龄，
体重 ２４ ± １ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 自由摄食与饮水，
饲养环境：１２ ｈ ／ １２ ｈ 循环照明，湿度恒定 ４０％ ～
７０％，温度控制在 ２２ ～ ２５ ℃，饲养于上海中医药大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９】。 本次实

验经上海中医药大学实验动物福利伦理委员会批

准（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０２０２０００３），并按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

人工发酵虫草菌丝（批号：２０１６０８０１），上海黄

海制药责任有限公司提供；ＣＣｌ４（货号：１０００６４８０），
购自上海国药集团化学试剂有限公司；橄榄油（货
号：Ａ５０２７９５），购自上海生工生物工程有限公司；丙
氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ；货号：Ｃ００９⁃１⁃１）、天冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ；货号：Ｃ０１０⁃１⁃１）、总胆红素（ＴＢｉｌ；
货号：Ｃ０１９⁃１⁃１），均购自南京建成生物工程研究所；
重组 Ｃｏｌｌａｎｇｅｎ Ⅰ兔单克隆抗体（货号：ａｂ２７０９９３），
购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ＳｉｒＴ１（ＩＦ３）小鼠单克隆抗体

（货号：８４６９），购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。

ＩＸ７０ 显微图像分析系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ Ｐｏｗｅｒ Ｗａｖｅ ＸＳ 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公

司）；病理脱水机（ＳＰＰ３００）、包埋机（ＥＧ１１４０）、切片

机（ＣＭ１８５０）、展片水浴锅（ＨＩ １２１０），均购于德国

ＬＥＩＣＡ 公司；ＡＢＩ ＶＩＩＡ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；Ｄｘｆｌｅｘ 流式细胞分析仪（美
国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与造模

４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠适应性饲养 １ 周后，按体重

分层随机分为 ５ 组：正常对照组（ｎ ＝ ８）、ＣＭＣＳ 对

照组（ｎ ＝ ８）、模型对照组（ｎ ＝ ８）、ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ
组（ｎ ＝ ８）和 ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组（ｎ ＝ ８）。 模型对

照组、ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组、ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组均腹腔

注射 １０％ ＣＣｌ４ 诱 导 肝 损 伤 模 型［７］， 剂 量 为

２ ｍＬ ／ ｋｇ， ２ ｄ １ 次，每周连续 ３ 次，共连续 ２ 周；正
常对照组和 ＣＭＣＳ 对照组于相同时间点腹腔注射等

体积橄榄油。
１􀆰 ２􀆰 ２　 给药干预

自造模之日起，小鼠腹腔注射 １０％ ＣＣｌ４ 溶液

６ ｈ 后 ＣＭＣＳ 对照组、 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组、 ＣＭＣＳ
３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组均予 ＣＭＣＳ 灌胃，剂量分别为 ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ、
１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 和 ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ，每天 １ 次，每周连续 ７ 次，共
连续 ２ 周。 正常对照组与模型对照组均于相同时间

点予等体积双蒸水灌胃。 所有小鼠于最后一次给

药 ２４ ｈ 后腹腔注射 ３％戊巴比妥钠溶液麻醉，剂量

为 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ，下腔静脉取血，收集血清和肝组织，用
于检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠一般情况观察

观察并记录各组小鼠体重、肝重和脾重、饮食

饮水、行动及毛色及其他异常变化等情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清肝功能检测

血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 含量，均按试剂盒说明书

操作。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织病理检测

肝组织经中性甲醛缓冲液固定，乙醇梯度脱

水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片，厚度为 ４ μｍ。 ＨＥ
染色和天狼星红染色分别观察肝炎症和胶原沉积

情况［８］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织羟脯氨酸（Ｈｙｐ）检测

参照 Ｊａｍａｌｌ’ ｓ 盐酸水解法［９］ 测定肝组织 Ｈｙｐ
含量：冰上称取 １００ ｍｇ 湿肝，置于浓盐酸中 １０５ ℃
水解 １８ ｈ；过滤水解液并吸取 １００ μＬ 置于 ４０ ℃烘

干至粉末状；取 Ｈｙｐ 标准品 ０ ～ １􀆰 ６ μｇ 设为标准曲

线，经氯胺 Ｔ 溶液、２５％对二甲基氨基苯甲醛和

２７􀆰 ３％高氯酸的异丙醇溶液反应，５０ ℃水浴 １􀆰 ５ ｈ，
５５８ ｎｍ 测定吸收值；计算标准曲线，并按标准曲线

公式计算肝组织 Ｈｙｐ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肝组织炎症因子检测

提取肝组织总蛋白，试剂盒检测蛋白浓度。 采

用微量样本多指标流式蛋白定量技术（ＣＢＡ）、检测

肝组织白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃
１０）、单核趋化蛋白⁃１（ＭＣＰ⁃１）、干扰素⁃γ（ ＩＦＮ⁃γ）、
肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ） 及白细胞介素⁃１２ｐ７０ （ ＩＬ⁃
１２ｐ７０）表达。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小鼠肝组织总 ＲＮＡ，逆转录
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为 ｃＤＮＡ 模板，并按照说明书进行 ＰＣＲ 扩增。 反应

条件：９５ ℃、３０ ｓ；９５ ℃、５ ｓ，６０ ℃、３４ ｓ，４０ 个循环；
９５ ℃、１５ ｓ，６０ ℃、１ ｍｉｎ，９５ ℃、１５ ｓ。 各组均设 ３ 个

复孔，选用 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因，通过 ２－ΔΔＣｔ 法计算

各组样本 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成，引物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列（５’⁃３’）
Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’⁃３’）

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游
Ｆｏｒｗａｒｄ

下游
Ｒｅｖｅｒｓｅ

Ｐｒｋａａ１ ＧＡＧＴＧＴＴＣＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＣ ＣＴＧＴＴＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧＡＧＧＴＧＧＴＡＧＧ
Ｐｒｋａａ２ ＧＡＴＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧ ＡＧＣＣＡＧＴＧＡＧＡＧＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧ
Ｌｋｂ１ ＧＡＣＡＣＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣ ＴＣＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴＧ
ｐ５３ ＴＧＡＡＣＣＧＣＣＧＡＣＣＴＡＴＣＣＴＴＡＣ ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＣＧＡＡＣＣＴＣＡＡＡＧＣ

β⁃ａｃｔｉｎ ＴＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡ ＡＴＧＧＧ ＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣ

１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行统计学分析，计量资

料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示；采用单因素方差

分析进行，符合正态分布时采用 ＬＳＤ 进行两两比

较；若不符合正态分布则采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 秩和检

验；Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 对小鼠一般生物学特征的影响

与正常对照组小鼠相比，ＣＭＣＳ 对照组小鼠无

显著性差异；ＣＣｌ４ 染毒小鼠欠活泼，肝 ／体比和脾 ／
体比均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型对照组相比，
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组、ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组小鼠肝 ／体比

和脾 ／体比均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组肝 ／体比

和脾 ／体比均无明显统计学意义（见表 ２）。

表 ２　 各组小鼠肝 ／体比、脾 ／体比的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ

ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

肝 ／ 体比 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ／ ％

脾 ／ 体比 ／ ‰
Ｓｐｌｅｅｎ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ／ ‰

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 １３ ± ０􀆰 ７６ ４􀆰 ６５ ± １􀆰 １０

ＣＭＣＳ 对照组
ＣＭＣＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２ ± ０􀆰 ５９ ４􀆰 ９２ ± １􀆰 ７４

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ９６ ± ０􀆰 ３７∗ ５􀆰 ３０ ± ０􀆰 ５０∗

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ０９ ± ０􀆰 ６４＃ ４􀆰 １５ ± ０􀆰 ４０＃＃

ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ９３ ± ０􀆰 ７２＃ ４􀆰 ０６ ± ０􀆰 ５４＃＃

注：与正常对照组相比，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型对照组相比，＃ Ｐ ＜
０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ２　 对血清肝功能水平的影响

与正常对照组相比，ＣＭＣＳ 对照组血清肝功能

水平无统计学意义；模型对照组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ
水平明显上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组相比，
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组，血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ 组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组血清 ＡＬＴ 无明显统

计学意义，血清 ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（见表 ３）。
２􀆰 ３　 对肝组织 Ｈｙｐ 水平的影响　

与正常对照组相比，ＣＭＣＳ 对照组肝组织 Ｈｙｐ
水平无统计学意义；模型对照组肝组织 Ｈｙｐ 水平明

显上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组相比，ＣＭＣＳ １􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ 组及 ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 Ｈｙｐ 水平明显下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０
ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 Ｈｙｐ 水平下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 ４）。
２􀆰 ４　 对肝组织炎症因子水平的影响

与正常对照组相比，ＣＭＣＳ 对照组小鼠肝组织

炎症因子水平无明显差异；模型对照组肝 ＩＬ⁃６、
ＭＣＰ⁃１、ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ 水平均不同程度升高，ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃
１２ｐ７０ 水平均明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组

相比，ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 和 ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 ＩＬ⁃６、
ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ 水平均不同程度下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），肝组织 ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ｐ７０ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０
ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 ＩＬ⁃６、 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 ５）。
２􀆰 ５　 对肝组织炎症和胶原沉积的影响

正常对照组和 ＣＭＣＳ 对照组肝组织小叶结构完

整，肝细胞无变性和坏死，Ⅰ型胶原染色无阳性表

达。 ＣＣｌ４ 染毒 ２ 周后，模型对照组肝炎性细胞浸润

明显，汇管区及小叶间胶原沉积，大量肝细胞呈气

３３６



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ５ 月第 ３２ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ５

　 　 　 　 　 　 表 ３　 各组小鼠血清肝功能的比较（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

丙氨酸氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＬＴ ／ （ＩＵ ／ Ｌ）

天门冬氨酸氨基转移酶 ／ （ ＩＵ ／ Ｌ）
ＡＳＴ ／ （ＩＵ ／ Ｌ）

总胆红素 ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＢｉｌ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １９􀆰 ５７ ± １􀆰 ０２ ２３􀆰 ７７ ± ３􀆰 ７８ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ４２

ＣＭＣＳ 对照组
ＣＭＣＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ２４ ± １􀆰 ０３ ２５􀆰 ３２ ± ２􀆰 ２７ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２０

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １１２􀆰 ９２ ± ３􀆰 ６０∗∗ １４９􀆰 ２６ ± ２９􀆰 ３５∗∗ １１􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２７∗∗

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ９５􀆰 １１ ± ４􀆰 ９８＃＃ １１２􀆰 ５２ ± ４􀆰 ９９＃＃ ８􀆰 １７ ± ０􀆰 ３４＃＃

ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ８２􀆰 １０ ± １３􀆰 ７５＃＃ ９６􀆰 ３３ ± ２􀆰 ５９＃＃△ ７􀆰 １５ ± ０􀆰 ３１＃＃△

注：与正常对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ
ｔａｂｌｅｓ）

表 ４　 各组小鼠肝组织 Ｈｙｐ 含量的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ Ｈｙｐ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｈｙｐ（ｇ ／ ｇ 肝组织）
Ｈｙｐ（ｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ）

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １３７􀆰 ７１ ± １０􀆰 ３２

ＣＭＣＳ 对照组
ＣＭＣＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １４５􀆰 ４１ ± １３􀆰 ３７

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５２１􀆰 ５３ ± ６３􀆰 ３４∗∗

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ３８２􀆰 １４ ± ５４􀆰 ０４＃＃

ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ３１０􀆰 ８７ ± ２４􀆰 ３０＃＃△

表 ５　 各组小鼠肝组织炎症因子水平的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｐｇ ／ ｍＬ）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１０ ＭＣＰ⁃１ ＩＦＮ⁃γ ＴＮＦ ＩＬ⁃１２ｐ７０

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ０８ ± ０􀆰 ６５ １９􀆰 １４ ± ３􀆰 ２８ ３３􀆰 ３９ ± ４􀆰 １４ １􀆰 １６ ± ０􀆰 ０９ ２􀆰 ６１ ± ０􀆰 ７３ ３􀆰 ５６ ± ０􀆰 ４３

ＣＭＣＳ 对照组
ＣＭＣＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ４０ ± ０􀆰 ２４ １３􀆰 ０８ ± １􀆰 ３６ ２４􀆰 ９４ ± ３􀆰 ３５ １􀆰 ３２ ± ０􀆰 ２２ ３􀆰 ９５ ± ０􀆰 ６２ ２􀆰 ９３ ± ０􀆰 ５２

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 １５ ± １􀆰 ２０∗∗ ８􀆰 １１ ± ０􀆰 ６０∗∗ １２２８􀆰 ０３ ± ３２９􀆰 ５１∗∗ １􀆰 ４８ ± ０􀆰 ２３∗∗ ２６􀆰 ５５ ± １５􀆰 ６９∗∗ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ３７∗∗

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ３２ ± ０􀆰 ５０＃＃ １０􀆰 ７２ ± １􀆰 ６４＃＃ １２９􀆰 ６７ ± １６􀆰 ８４＃＃ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３５ ８􀆰 ８４ ± ２􀆰 ３３＃ ３􀆰 ８７ ± １􀆰 ７０＃

ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组
ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ２５＃＃△△ １２􀆰 ６７ ± １􀆰 ２２＃＃△△ ９７􀆰 ８０ ± ７􀆰 ８４＃＃△△ １􀆰 ５９ ± ０􀆰 ４２ ３􀆰 ７９ ± １􀆰 ３０＃△△ ４􀆰 ３３ ± １􀆰 １９＃

注：与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

球样变及坏死，Ⅰ型胶原阳性表达增多。 与模型对

照组相比，ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组和 ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组

小鼠肝组织炎症浸润、肝细胞气球样变及坏死、胶
原沉积、Ⅰ型胶原阳性表达均不同程度减少。 与

ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组炎症细胞

浸润、汇管区和小叶间胶原沉积及Ⅰ型胶原阳性表

达均明显减少（见图 １）。
２􀆰 ６　 对肝 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路的影响

免疫组化染色提示，与正常对照组相比，ＣＭＣＳ
对照组小鼠肝 ＳｉｒＴ１ 表达无显著性差异，主要表达

于肝窦间隙；ＣＣｌ４ 染毒 ２ 周后，模型对照组小鼠肝

窦间隙 ＳｉｒＴ１ 表达减少，胶原沉积处 ＳｉｒＴ１ 表达增

多。 经 ＣＭＣＳ 干预后，小鼠肝窦间隙 ＳｉｒＴ１ 表达增

多，胶原沉积处 ＳｉｒＴ１ 表达减少；与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ
组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组肝窦间隙 ＳｉｒＴ１ 表达增多

（见图 １）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测提示，与正常对照组相

比，ＣＭＣＳ 对照组肝 Ｐｒｋａａ１、 Ｐｒｋａａ２、 Ｌｋｂ１、 ｐ５３ 等

ｍＲＮＡ 表达无显著性差异，模型对照组 Ｐｒｋａａ１、
Ｐｒｋａａ２、Ｌｋｂ１ 表达减少，ｐ５３ 表达增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
与模型对照组相比，ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 组和 ＣＭＣＳ ３􀆰 ０
ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２、Ｌｋｂ１ 表达明显增加，
ｐ５３ 表达明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＣＭＣＳ １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ
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图 １　 各组小鼠肝组织炎症、胶原沉积、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 ＳｉｒＴ１ 表达情况的比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ａｎｄ ＳｉｒＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组相比，ＣＭＣＳ ３􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 组肝组织 Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２、
Ｌｋｂ１ 表达明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｐ５３ 表达明显减少

（见图 ２）。

３　 讨论

肝纤维化是一种临床上常见的，以肝中细胞外

基质的过度积累为特征的慢性肝病。 目前临床上

针对肝纤维化的用药方案以病因治疗和保肝治疗

为主，缺乏直接抗纤维化的有效治疗手段［１０］。 ＣＣｌ４
染毒诱导肝纤维化是常用的化学染毒模型之一［１１］，
ＣＣｌ４ 在体内可引发脂质过氧化反应而直接导致肝

细胞损伤和坏死［７］；并同时引起肝内自由基增多，
激活炎症细胞释放炎性因子如 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１

等，进一步加重肝细胞的损伤［１２］。 鉴于 ＣＣｌ４ 染毒

模型可较好地模拟人类肝纤维化的病理机制［１３］，参
考文献［７］采用腹腔注射 １０％ ＣＣｌ４ 诱导小鼠肝纤维

化模型，同时给予 ＣＭＣＳ 干预治疗 ２ 周，探讨 ＣＭＣＳ
对 ＣＣｌ４ 诱导肝纤维化的作用机制。 结果显示，
ＣＭＣＳ 能够显著降低肝纤维化小鼠肝 ／体比，改善血

清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢｉｌ 水平和肝组织 Ｈｙｐ 含量，减轻肝

组织炎症和胶原沉积，且 ＣＭＣＳ 高剂量组效应更为

显著。 通过 ＣＢＡ 检测发现，经 ＣＭＣＳ 干预后的 ＣＣｌ４
染毒小鼠肝组织 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ、ＭＣＰ⁃１ 等促炎因子水平

显著下降，ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ｐ７０ 等抑炎因子水平不同程

度上升，提示 ＣＭＣＳ 有较好的抗炎和抗肝纤维化

作用。
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图 ２　 各组小鼠肝组织炎 Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２、ｐ５３、Ｌｋｂ１ 的 ｍＲＮＡ 表达的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｐｒｋａａ１， Ｐｒｋａａ２， ｐ５３ ａｎｄ Ｌｋｂ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ＡＭＰＫ 是由 α、β、γ 共 ３ 种亚基组成的高度保

守的多底物丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，是真核生物

体内的信号枢纽和细胞能量平衡传感器，与炎症的

发生发展密切相关［１４］。 ＡＭＰＫ 有 α１ 和 α２ 两个亚

基，分别由腺苷单磷酸活化蛋白激酶 α１ （ ＡＭＰ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ⁃１，
Ｐｒｋａａ１）基因和腺苷单磷酸活化蛋白激酶 α２（ＡＭＰ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ⁃１，
Ｐｒｋａａ２）基因编码［１５］，可调控细胞内 ＡＭＰ ／ ＡＴＰ 值

而影响机体内能量代谢［１６］，在炎症、氧化应激、细胞

自噬和线粒体功能障碍等方面发挥重要调节作

用［３］。 研究发现，肝激酶 Ｂ１（ｌｉｖｅｒ ｋｉｎａｓｅ Ｂ１，ＬＫＢ１）
是 ＡＭＰＫ 上游重要的激酶，可正向调控 ＡＭＰＫ 而下

调Ⅰ型胶原转录而抗肝纤维化［１７］。 本研究结果显

示，与模型对照组相比，ＣＭＣＳ 可显著上调 Ｌｋｂ１、
Ｐｒｋａａ１、Ｐｒｋａａ２ 基因表达，并减轻肝组织Ⅰ型胶原表

达，提示 ＣＭＣＳ 可能具有通过上调纤维化肝 Ｌｋｂ１ 表

达而激活 ＡＭＰＫ 的作用。
ＡＭＰＫ 激活后可正向影响下游的 ＳｉｒＴ１，进一步

催化组蛋白及多种转录因子如 ｐ５３ 的去乙酰化反

应，进而下调促炎基因的表达［１８］，因此激活 ＡＭＰＫ ／
ＳｉｒＴ１ 信号通路是改善肝炎症和缓解肝纤维化进展

的有效途径之一［１９］。 此外，两者还相互影响，一方

面 ＡＭＰＫ 可激活 ＳｉｒＴ１，增强 ＳｉｒＴ１ 对转录因子的乙

酰化水平而促进抗炎效应［２０］；另一方面 ＡＭＰＫ 的抗

炎效应依赖 ＳｉｒＴ１，在 ＳｉｒＴ１ 敲除后 ＡＭＰＫ 激活剂对

促炎因子不再有抑制作用［２１］。 本研究发现，与模型

对照组相比，ＣＭＣＳ 可促进肝 ＳｉｒＴ１ 表达，抑制 ｐ５３
基因表达，且高剂量组效果较优，提示 ＣＭＣＳ 可能具

有通过激活 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信号通路提高抗炎能力，
从而发挥抗肝纤维化的作用。

综上所述，ＣＭＣＳ 在体内具有一定的抗炎和抗

肝纤维化作用，其作用机制与激活 ＡＭＰＫ ／ ＳｉｒＴ１ 信

号通路相关。 但 ＣＭＣＳ 在体外抗肝纤维化的药理机

制仍需进一步深入研究，以期为临床肝纤维化提供

新的治疗方案。

参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 ＧＩＮÈＳ Ｐ， ＣＡＳＴＥＲＡ Ｌ， ＬＡＭＭＥＲＴ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
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