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芪甲柔肝方通过 miRNA-mRNA 网络改善肝纤维化的作用机制
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［摘要］ 目的：基于 miRNA-mRNA 调控网络及代谢-信号通路交互作用，探讨芪甲柔肝方通过氨基酸/脂肪酸代谢重编程

与磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）通路改善肝纤维化的作用机制。方法：将 SD 大鼠，随机分为 4 组，正常组，模型

组，芪甲柔肝方低、高剂量组（7.0、28 g·kg-1·d-1），每组 8 只。采用四氯化碳（CCl4）诱导肝纤维化模型。从第 9 周开始给予药物

干预 7 周。末次给药后苏木素-伊红（HE）染色、天狼猩红（PSR）染色检测肝脏病理变化；全自动生化仪检测丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）、白蛋白（ALB）、总胆固醇（TC）等血清生化指标；高
通量 miRNA 测序技术检测肝纤维化过程中差异表达的 miRNAs（DemiRs）；构建 miRNA-mRNA 互作网络，鉴定网络关键基因

并对其进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
验证 DemiRs 的表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织肝小叶坏死，胶原沉积，纤维化显著增加；血清中 ALT、

AST、ALP、TBA 的含量显著升高（P<0.01），而血清中 ALB 和 TC 的含量显著下降（P<0.01）；与模型组比较，芪甲柔肝方组大鼠

肝脏组织肝小叶坏死减少，胶原沉积减少，纤维化降低；血清中 ALT、AST、ALP、TBA 的含量显著降低（P<0.01），而血清中 ALB

和 TC 的含量显著升高（P<0.01）。另外 miRNA-seq 联合 RNA-seq 数据分析鉴定出 31 个关键的 DemiRs（6 个上调，25 个下调）及
498 个靶基因，rno-miRNA-376b-3p 等 4 个 DemiRs的变化趋势与测序结果一致（R2=0.93）。功能注释结果发现前 20 个上调的关

键靶基因富集于氨基酸和脂肪酸代谢，而前 20 个下调的关键靶基因显著关联 PI3K/Akt信号通路及癌症进展。结论：芪甲柔肝

方通过重构 miRNA-mRNA 网络，激活代谢重编程并抑制 PI3K/Akt信号通路，为中药复方多靶点抗肝纤维化提供理论依据。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanism by which Qijia Rougan decoction ameliorates liver fibrosis through 

amino acid/fatty acid metabolic reprogramming and phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） pathway， based 

on the miRNA-mRNA regulatory network and the interaction between metabolism and signaling pathways. Methods：： Sprague-
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Dawley （SD） rats were randomized into four groups （n=8）： control， model， and low-dose and high-dose （7.0， 28.0 g·kg-1·d-1， 

respectively） Qijia Rougan decoction. Liver fibrosis was induced by subcutaneous injection of carbon tetrachloride （CCl4）. From 

week 9， drug intervention was implemented for 7 weeks. After the final administration， the pathological changes in the liver were 

evaluated through hematoxylin-eosin （HE） and picrosirius red （PSR） staining. An automated biochemical analyzer was used to 

measure the serum levels of biochemical indicators， including alanine aminotransferase （ALT）， aspartate aminotransferase 

（AST）， alkaline phosphatase （ALP）， total bile acid （TBA）， albumin （ALB）， and cholesterol （TC）. High-throughput miRNA 

sequencing was performed to identify differentially expressed miRNAs （DemiRs） during liver fibrosis. A miRNA-mRNA 

interaction network was constructed to identify key targets， which were then subjected to GO and KEGG enrichment analyses. The 

expression levels of selected DemiRs were validated by Real-time PCR. Results：： Compared with the control group， the model 

group showed marked hepatic lobular necrosis， increased collagen deposition， significant fibrosis， elevated serum levels of ALT， 

AST， ALP， and TBA （P<0.01）， and declined levels of ALB and TC （P<0.01）. Compared with the model group， Qijia Rougan 

decoction treatment reduced hepatic necrosis， collagen accumulation， and fibrosis， lowered the serum levels of ALT， AST， ALP， 

and TBA （P<0.01）， and raised the levels of ALB and TC （P<0.01）. Integrated miRNA-seq and RNA-seq analysis identified 31 

DemiRs （6 upregulated and 25 downregulated） and 498 targets. The expression trends of four selected DemiRs， including rno-

miRNA-376b-3p， were consistent with sequencing results （R2=0.93）. Functional annotation revealed that top 20 upregulated targets 

were enriched in amino acid and fatty acid metabolism， while top 20 downregulated targets were significantly associated with the 

PI3K/Akt signaling pathway and cancer progression. Conclusion：： Qijia Rougan decoction alleviates liver fibrosis by reconstructing 

the miRNA-mRNA regulatory network， promoting metabolic reprogramming， and inhibiting the PI3K/Akt signaling pathway. 

These findings provide mechanism evidence supporting the multi-targeted antifibrotic effects of traditional Chinese medicine 

compound formulas.

［［Keywords］］ Qijia Rougan decoction； liver fibrosis； miRNA-mRNA regulatory network； metabolic reprogramming； 

phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） signaling pathway

肝纤维化是慢性肝病进展的核心病理过程，以

肝星状细胞（HSC）异常活化及细胞外基质的过度沉

积为特征，最终可导致肝硬化甚至肝癌［1］。其病因

包括病毒性肝炎、酒精性肝病、胆汁淤积等［2-3］。临

床表现为乏力、腹胀、肝区隐痛等非特异性症状，目

前的治疗策略以病因控制及抗纤维化为核心，但尚

缺乏特异性逆转肝纤维化的药物［4-5］。因此探讨其

分子机制对开发新疗法至关重要。

微小 RNA（miRNA）作为短链非编码 RNA，通

过特异性靶向 mRNA，使其降解或抑制其翻译，参

与肝纤维化的调控［6］。研究证实，miRNA 可调控肝

细胞凋亡、HSC 及炎症反应，参与肝纤维化的发生和

发展［7-9］。例如，miR-101 通过抑制转化生长因子 -β

（TGF-β）信号传导，减少细胞因子释放和肝细胞凋

亡，从而阻止肝纤维化的发展［10］。而 miR-155 缺失

可 缓 解 酒 精 性 肝 纤 维 化［11］。 核 转 录 因 子 - κB

（NF-κB）可通过直接结合 miR-23a-3p 启动子抑制其

转录［12］，提示 NF-κB 抑制蛋白（IκB）激酶（IKK）β/

NF-κB/miR-23a-3p 信号轴可能为关键干预靶点。

这些发现提示 miRNA 具有肝纤维化治疗靶点的潜

力，但其在中药复方抗纤维化中的作用仍需深入

解析。

中医药在肝纤维化的防治中具有多靶点调控

优势［13］。冯全生教授继承全国名中医张之文教授

的学术观点，融合个人临床实践，提出“气血荣通失

调”是肝纤维化发生发展的关键病机，肝主疏泄，司

周身气机，以维持升降出入有序，气血流通不滞，体

现肝性易通；肝主藏血，以血为自养，血足则柔，血

虚则强，肝藏血以自养是保持其体阴性柔的基础，

展现肝用需荣。伴随肝纤维化发生发展，肝性肝用

失常，气血荣通失调，治疗当气血并治，荣通并调。

芪甲柔肝方是在《温疫论》三甲散的基础上加

减而成，方中黄芪、鳖甲、土鳖虫等药物协同作用，

契合肝纤维化“虚瘀交错，气血荣通失常”的病理特

点，具益气活血、通络散结之效，体现了荣通并治思

想的治疗理念，且临床研究证实该方抗肝纤维化疗

效确切［14-15］。已有研究发现，该方通过抑制 TGF-β/

蛋 白 激 酶 B（Akt）/哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mTOR）通路、调节肠道菌群 -肠屏障等有效抑制肝

纤维化［16-20］。然而，该方是否通过 miRNA-mRNA 网

络多维度调控肝纤维化尚未明确。

本研究基于高通量测序技术，系统解析芪甲柔

肝方对四氯化碳（CCl4）诱导肝纤维化大鼠 miRNA-

mRNA 互作网络的调控作用，探讨其通过激活代谢

重编程并抑制磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/Akt 信号

通路的抗肝纤维化机制，为中药复方“多成分 -多靶

点”治疗提供新证据。

1 材料

1.1　动物     7 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 36 只，体质

量约 180 g，购自成都达硕实验动物有限公司，生产
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合格证号 SCXK［川］2020-028，大鼠饲养于成都中

医药大学动物中心，恒温（22±2） ℃、12 h 昼夜循环

环境，相对湿度 40%~60%。

1.2　伦理     实验方案经成都中医药大学动物伦理

委员会批准（伦理批号 2021-17）。
1.3　 药 物 与 试 剂     芪 甲 柔 肝 方 由 黄 芪（批 号

25030031）、桃 仁（ 批 号 25040205）、丹 参（ 批 号

25040461）、红 花（ 批 号 25060292）、鳖 甲（ 批 号

25020145）、三 棱（ 批 号 25040177）、莪 术（ 批 号

25050086）、土 鳖 虫（批 号 25060291）、当 归（批 号

25070135）、甘草（批号 25020016）按 30、18、18、18、

15、15、15、12、9、6 g 配伍而成，由四川新绿色药业科

技发展有限公司经提取、浓缩后制备成免煎颗粒

剂。将芪甲柔肝方颗粒剂配成 0.2 g·mL-1 的药液，

放置 4 ℃冰箱冷藏备用。CCl4（上海易恩化学技术

有限公司，货号 RH290173）；橄榄油（上海易恩化学

技术有限公司，货号 RH251637）；苏木素-伊红（HE）
染液套装、天狼猩红（PSR）染色试剂盒（武汉赛维尔

生物科技有限公司，货号分别为 G1076、G1078）；
RNA 提 取 试 剂（ 美 国 Invitrogen 公 司 ，货 号

15596018CN）；逆转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）试剂盒（日本 TaKaRa 公

司，货号分别为 638313、639676）。
1.4　仪器     TP1020/CM1950 型病理切片机（上海徕

卡仪器有限公司）；KD-P 型组织摊片机（浙江省金

华市科迪仪器设备有限公司）；BS-240VET 型全自

动生化分析仪（深圳雷杜生命科技有限公司）；UVP 

iBox Scientia 型成像系统（日本尼康公司）；ABI7500

型 Real-time PCR 仪（美国 Thermo 公司）。
2 方法

2.1　实验动物分组与药物干预     将 7 周龄雄性 SD

大鼠 36 只，经过 1 周适应性喂养后，随机分为正常

组（Control 组，n=8）和造模组（28 只）。Control 组进

行皮下注射橄榄油（3 mL·kg-1，2 次/周），造模组采

用大鼠皮下注射 50%CCl4 橄榄油溶液（3 mL·kg-1，

2 次/周）。造模 8 周后随机选取 Control 组及造模组

各 2 只大鼠验证肝纤维化造模成功［17］，将剩余大鼠

随机分为模型组（Model 组，n=8）、芪甲柔肝方高剂

量 组（QJ-H 组 ，n=8）、芪 甲 柔 肝 方 低 剂 量 组

（QJ-L 组，n=8）。根据临床和文献调研，芪甲柔肝方

剂量给药以 60 kg 体质量为标准，按人与鼠体表面

积换算公式计算给药剂量［16］。于第 9 周开始灌胃治

疗 ：QJ-L 组 、QJ-H 组 分 别 进 行 7 g·kg-1·d-1 和

28 g·kg-1·d-1 的芪甲柔肝方灌胃处理，Model 组与

Control 组 则 进 行 等 体 积 生 理 盐 水 灌 胃 处 理 ，持

续 7 周。

2.2　组织病理与血清生化检测     将肝脏样本固定

于 4% 多聚甲醛中，石蜡包埋，切成 5 μm 的薄片。

采用 HE 染色检查肝脏结构，并用 PSR 染色评估肝

纤维化。使用全自动生化分析仪测定血清丙氨酸

氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱
性磷酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）、白蛋白（ALB）和
总胆固醇（TC）的浓度。

2.3　miRNA-seq 文库构建和分析     miRNA-seq 文

库由诺禾致源（北京）科技有限公司制备并分析。

简而言之，使用 TRIzol试剂从样本中提取 RNA。采

用 Bioanalyzer2100 检测 RNA 的完整性和总量。建

库起始的 RNA 为 2 μg 总 RNA。使用 DNA 高灵敏

度芯片在 AglientBioanalyzer2100 系统上评估文库

质量。使用 Novaseq6000 平台进行测序。使用自定

义 perl 和 python 脚本对 fastq 格式的原始数据进行

过滤、比对和组装，获得 miRNA 的表达谱数据用于

下游分析。原始数据录入美国国家生物技术信息

中心（NCBI）数据库，可使用登录号 PRJNA891917

访问。此外，还使用了相关的 mRNA 表达数据（登

录 号 PRJNA826993）［21］。 使 用 DESeq2 R 软 件 包

（1.24.0）对 miRNA 和 mRNA 数据进行差异表达分

析，以 |差异倍数（FC）|≥1.5 和 P<0.05 为阈值，获得差

异表达 miRNA 和 mRNA。使用 miRWalk（v3）预测

miRNA 的靶基因，并对 miRNA 的预测靶基因利用

Clusterprofiler R 包进行基因本体（GO）和京都基因

与基因组百科全书（KEGG）通路分析，以评估基因

富集程度。使用 Cytoscape （v3.10.2）分析并可视化

miRNA-靶基因相互作用网络。

2.4　Real-time PCR 检测 miRNA 表达水平     使用

Mir-X miRNA 第一链合成试剂盒，以从肝脏中分离

的 3 μg RNA 为模版合成 cDNA。Real-time PCR 采

用 TB Green Advantage Real-time PCR Premix 进行。

PCR 反应条件设定为 95 ℃预变性 10 s，95 ℃变性

5 s，60 ℃退火与延伸 20 s，40 个循环。每个样本重

复检测 3 次，结果采用 2-ΔΔCt方法计算，并根据同一样

本中 U6 snRNA 的表达水平定量分析相应 miRNA

的表达，引物由苏州泓迅生物科技股份有限公司合

成，引物序列见表 1。

2.5　统计学分析     数据采用 Graphpad Prism8.0 软

件进行统计学分析，计量资料以 x̄ ± s 表示，数据进

行正态性和方差齐性检验，组间比较采用单因素方

差分析或 Kruskal-Wallis 检验，P<0.05 为差异具有统
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计学意义。

3 结果

3.1　芪甲柔肝方对 CCl4 诱导的肝组织损伤的影响    

    HE 染色显示，与 Control 组比较，Model 组大鼠肝

脏增加了肝小叶中心坏死、肝细胞凋亡和炎症细胞

浸润。然而，这些变化在芪甲柔肝方低、高剂量给

药大鼠后均有所缓解，见图 1。PSR 染色显示，与

Control组比较，Model组大鼠肝纤维化增加，表现出

纤维组织增生和胶原沉积，但芪甲柔肝方低、高剂

量给药大鼠后可改善这些症状，见图 2。

通过测定大鼠血清中 ALT、AST、ALP、TBA、

ALB 和 TC 的浓度来评估芪甲柔肝方对肝功能参数

的影响，发现与 Control组比较，CCl4处理后，Model组

血 清 中 的 ALT、AST、ALP 和 TBA 浓 度 显 著 升 高

（P<0.01），ALB 和 TC 浓度显著降低（P<0.01）。与

Model 组比较，芪甲柔肝方给药后，大鼠血清中的

ALT、AST、ALP 和 TBA 浓度显著降低（P<0.01），
ALB 和 TC 浓度显著升高（P<0.01），见表 2。

3.2　芪甲柔肝方对 CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝脏中

miRNA 表达的影响     通过 miRNA-seq 对各组大鼠

肝脏的 miRNA 表达水平进行检测，生物信息学分析

显示与 Control 组比较，Model 组有 178 个 DemiRs

（113 个上调，65 个下调）。与 Model组比较，QJ-L 组

发现 35个 DemiRs（9个上调，26个下调）；而与 Model

组比较，QJ-H 组发现 69 个 DemiRs（24 个上调，45 个

下调），见增强出版附加材料。组间比较发现有 31个

重叠的 DemiRs，并且，QJ-H组、QJ-L组都能逆转 CCl4

诱导所致的 31个 DemiRs的表达，见增强出版附加材

料。随后，对其中的 4 个 DemiRs（rno-miR-376b-3p、

rno-miR-134-5p、rno-miR-409b和 rno-miR-541-5p）的
表达进行了 Real-time PCR验证，发现，与 RNA-seq结

果类似，在经 CCl4 治疗的肝纤维化大鼠肝脏中，这

4 个 miRNA 的水平显著高于 Control组，而芪甲柔肝

方干预后可降低这些 miRNA的水平，见表 3。

3.3　芪甲柔肝方通过 miRNA-mRNA 调控网络介导

代谢重编程与 PI3K/Akt信号通路改善肝纤维化     再

分析芪甲柔肝方干预大鼠肝纤维化的 RNA-seq数据，

发现 1 173个共有的差异表达 mRNA（DemRNAs，535

上调，638下调）。基于 miRWalk数据库，25个下调的

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

U6

rno-miR-376b-3p

rno-miR-134-5p

rno-miR-409b

rno-miR-541-5p

序列（5′-3′）
上游 TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

下游 GGAACGATACAGAGAAGATTAGC

上游 TCATAGAGGAACATCCACT

下游 TGTGACTGGTTGACCAGA

上游 AGGGGTTCACCGAGCAA

下游 AAGGGATTCTGATGTTGGT

长度/bp

22

23

19

18

17

19

注：A. Control组；B. Model组；C. QJ-L 组；D. QJ-H 组（图 2 同）
图  1　芪甲柔肝方对 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化的影响  （HE，×200）
Fig. 1　 Effect of Qijia Rougan decoction on CCl4-induced liver 

fibrosis in rats （HE，×200）

图  2　芪甲柔肝方对 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化的影响  （PSR，×200）
Fig. 2　 Effect of Qijia Rougan decoction on CCl4-induced liver 

fibrosis in rats （PSR，×200）

表  2　芪甲柔肝方对肝纤维化大鼠血清 ALT、AST、ALP、TBA、ALB、TC 含量的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of Qijia Rougan decoction on serum ALT， AST， ALP， TBA， ALB， TC concentration in rats with liver fibrosis （x̄± s，n=8）

组别

Control组

Model组

QJ-L 组

QJ-H 组

剂量/g·kg-1

7

28

ALT/U·L-1

66.75±15.92

351.20±73.991）

109.70±25.652）

110.60±20.282）

AST/U·L-1

130.00±13.95

597.80±101.201）

184.50±29.192）

178.20±22.922）

ALP/U·L-1

115.00±30.20

496.90±118.801）

169.10±28.012）

147.60±16.202）

TBA/µmol·L-1

4.55±2.20

124.10±37.811）

26.30±9.112）

23.51±11.282）

ALB/g·L-1

32.21±0.52

26.97±2.381）

30.87±0.372）

31.07±0.962）

TC/mmol·L-1

1.40±0.13

0.90±0.081）

1.47±0.202）

1.49±0.182）

注：与 Control组比较 1）P<0.01；与 Model组比较 2）P<0.01
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DemiRs靶向 302个 DemRNAs，而 6个上调的 DemiRs

靶向 196 个 DemRNAs。利用 Cytoscape 构建了芪甲

柔肝方干预肝纤维化的miRNA-mRNA调控网络。随

后，基于 String 数据库，分别构建包含 302 个上调

DemRNAs和 196个下调 DemRNAs的蛋白质-蛋白质

相互作用网络（PPI）。并基于网络拓扑学性质，分别发

现排名前 20的关键靶基因。KEGG 富集分析显示上

调的关键靶基因参与脂肪酸 β氧化和支链氨基酸降

解，而下调的关键靶基因参与 PI3K/Akt信号通路和癌

症进展。见增强出版附加材料。这些结果表明，芪甲

柔肝方可通过miRNA-mRNA调控网络介导代谢重编

程与 PI3K/Akt 通路改善肝纤维化，见增强出版附加

材料。

4 讨论

肝纤维化是各种慢性肝病的主要原因，并可能

进一步发展为肝硬化和肝癌。中医药具有调节和

预防肝纤维化的作用［21］。尽管 miRNA 参与了肝纤

维化的进展，但很少有研究评估中医药对这些与肝

纤维化相关的 miRNA 谱的影响。本研究表明，芪甲

柔肝方能有效保护大鼠肝脏免受 CCl4引起的损伤。

研究发现，芪甲柔肝方能显著改善 CCl4诱导的大鼠

血清生化指标、炎症状态和胶原沉积，并改变 31 个

miRNA 的表达谱，是芪甲柔肝方抗肝纤维化潜在靶

点。并且这些 miRNA 的靶基因和关键基因涉及脂

肪酸代谢和 PI3K/Akt信号通路的调节。

中医认为，肝纤维化以“虚瘀交错，气血荣通失

常”为主要病理特点。了解这些过程对于逆转或治

疗肝纤维化至关重要。研究显示，血府逐瘀汤能够

抑制血管生成并保护肝窦内皮细胞功能，从而减轻

血瘀证肝纤维化［22］。而当归补血汤能够抑制脂质过

氧化，抑制基质金属蛋白酶 2 和 9 的活性，减轻氧化

应激，并抑制纤维化肝脏中的血管生成［23-24］。此外，

补阳还五汤通过调节核因子 E2相关因子 2（Nrf2）和
NF-κB 信号通路来抑制氧化应激损伤和肝脏炎症过

程，从而预防糖尿病肝损伤小鼠模型中的肝纤维

化［25］。以上研究表明，通过气血并治，荣通并调的治

法可有效地抑制肝纤维化。芪甲柔肝方立足于这一

思想，重用黄芪补气生血，配合丹参、当归、红花、桃

仁、土鳖虫活血祛瘀，三棱、莪术破气行血，鳖甲软坚

散结，甘草调和诸药，共同破解“气血通融失调”的病

机。现代药理研究表明，黄芪被广泛用于治疗纤维

化相关疾病，并可能通过调节炎症信号通路显著抑

制肝纤维化［26］。据报道，黄芪的主要活性成分，包括

黄芪苷（AS）和黄芪黄酮（AF），能够调节氧化应激、

炎症反应和胶原形成，从而改善肝纤维化［27-28］。研究

也显示芪甲柔肝方能够改善 CCl4诱导的肝纤维化。

miRNA 介导一系列肝脏疾病过程，例如急性肝

毒性、病毒性肝炎、肝纤维化、酒精性肝病和肝

癌［29］。本研究使用 miRNA-seq 分析评估了芪甲柔

肝方对肝纤维化大鼠 miRNA 谱的影响。在已确定

可能受芪甲柔肝方调控的 31 个 miRNA 中，有几个

此前已在肝纤维化或肝细胞癌（HCC）细胞中进行

研究，而大多数尚未被分析。例如，研究发现，

miR-146b-5p 通过调节同源域相互作用蛋白激酶 1

（HIPK1）来 促 进 肝 纤 维 化 的 发 展［30］。 此 外 ，

miR-122-5p 被确定为乙型病毒性肝炎（HBV）相关

肝纤维化的可能生物标志物［31］，并且发现 miR-122-

5p 过表达可抑制 HSC 的活化，而这种活化在肝纤维

化的发展中具有重要意义［32］。研究发现 miR-431 水

平与 HCC 呈负相关［33］。此外，研究发现 HCC 患者

血清外泌体中 miR-370-3p 水平降低，而 miR-370-3p

可抑制 HCC 发展［34-35］。miR-127-5p 可通过 NF-κB

通路阻止 HCC 细胞生长［36］。对其他 miRNA 的分析

表明，miR-132-3p 通过转录因子 SOX-4 抑制 HCC 细

胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭［37］；miR-379-5p 通过调

节黏着斑激酶（FAK）/Akt信号抑制肝癌细胞侵袭和

转 移［38］；miR-378a-5p 通 过 血 管 内 皮 生 长 因 子

（VEGF）通路抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭［39］。

相反，miR-382-5p 则通过激活 PI3K/Akt 信号通路促

进肝癌细胞生长［40］。总之，这些发现表明芪甲柔肝

方调控的某些 miRNA 具有抑癌作用，而另一些则具

有促癌作用。然而，这些研究大多涉及肝癌细胞，

每种 miRNA 的具体作用取决于 miRNA 及其靶标。

需要对啮齿动物进行更多研究及进行临床前试验，

以确定这些 miRNA 在肝纤维化中的作用和作用

机制。

细胞色素 P450 酶是许多药物代谢所必需的，这

些酶在许多药物和其他化学物质的代谢及解毒过程

表  3　芪甲柔肝方对肝纤维化大鼠肝脏 miRNA 的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　 Effect of Qijia Rougan decoction on expression of  

miRNA in rats liver with liver fibrosis （x̄± s，n=8）

组别

Control组

Model组

QJ-L 组

QJ-H 组

剂量

/g·kg-1

7.0

28.0

rno-miR-

376-3b

1.00±0.54

25.12±7.901）

3.89±2.873）

2.93±2.032）

rno-miR-

134-5p

1.00±0.45

56.68±25.313）

7.89±4.223）

4.18±1.953）

rno-miR-

409b

  1.00±0.26

27.11±10.763）

10.12±9.013）

  3.90±2.333）

rno-miR-

541-5p

1.00±0.49

116.82±47.393）

32.01±18.363）

12.61±8.233）

注：与 Control组比较 1）P<0.01；与 Model组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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中发挥着重要作用［41］。本研究鉴定出的前 20个上调

关键基因中，有两个基因编码重要的 P450酶，即大鼠

细 胞 色 素 P450 3A18（Cyp3a18）和 大 鼠 细 胞 色 素

P450 3A62（Cyp3a62），表明芪甲柔肝方能够调控药

物代谢。芪甲柔肝方还增强了几种醛脱氢酶基因的

表 达 ，包 括 醛 脱 氢 酶 3 家 族 成 员 A2（Aldh3a2）、
Aldh6a1、Aldh8a1 和 Aldh9a1，这些酶能够催化各种

有毒的生物源醛和外来化合物醛氧化成相应的酸。

此外，羟基酸氧化酶 2 基因羟基酸氧化酶 2（Hao2）编
码一种具有 2-羟基酸氧化酶活性的酶，位于过氧化物

酶体中，已被发现能催化羟基脂肪酸氧化为酮酸和过

氧化氢，并在肝细胞癌中发挥抑癌作用［42］。本研究发

现，在前 20个上调的枢纽基因中，Hao2是受影响最大

的基因。对前 20 个下调的关键基因的分析发现，

CD44是中心枢纽基因，编码一种细胞黏附分子，有助

于肿瘤进展和转移。CD44的表达与肝纤维化水平相

关，抑制 CD44 的表达可有效减轻肝纤维化［43-44］。因

此，芪甲柔肝方可能通过调节 CD44来保护肝脏免受

损伤。芪甲柔肝方还调节细胞外基质组织［Ⅰ型胶原

蛋白 α1链（Col1a）］、细胞增殖［微小染色体维持蛋白

（Mcm）2、Mcm6）］和成纤维细胞因子表达［血小板衍

生生长因子 B链（Pdgfb）、血小板衍生生长因子受体 β

（Pdgfrb）］及转录因子 SOX-9的基因表达。芪甲柔肝

方还与关键基因 NIMA 相关激酶 2（Nek2）［45］、杆状病

毒 IAP 重复序列包含蛋白 5（Birc5）［46］和动粒蛋白

Spc24（Spc24）［47］的显著下调相关，这些基因被认定为

HCC患者预后不良的生物标志物。综上所述，这些研

究结果表明芪甲柔肝方通过多种途径保护肝脏。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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