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薛氏三甲散调控 PINK1/Parkin 信号通路介导的线粒体自噬
抗肝纤维化作用及机制
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［摘要］ 目的：探究薛氏三甲散（XSSJS）调控 PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）/帕金蛋白（Parkin）信号通路介导的线粒体自

噬抗肝纤维化（LF）作用及其机制。 方 法 ：SPF 级 C57BL/6J 雄性小鼠 40 只，随机分为空白组、模型组（20% 四氯化碳

2.5 mL·kg-1）、水飞蓟宾组（100 mg·kg-1）、XSSJS 低剂量组（7.58 g·kg-1）、XSSJS 高剂量组（15.16 g·kg-1）。采用腹腔注射四氯化

碳（CCl4）建立小鼠肝纤维化模型，分别予 XSSJS 低、高剂量或水飞蓟宾治疗 6 周，腹腔麻醉后腹主动脉取血，处死小鼠，分离肝

脏。通过苏木素 -伊红（HE）染色、马松（Masson）染色、天狼星红（Sirius Red）染色观察小鼠肝组织病理改变；透射电镜（TEM）
观察线粒体形态；酶联免疫吸附测定法（ELISA）测定小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆

红素（TBil）、C 反应蛋白（CRP）、白细胞介素 -6（IL-6）、转化生长因子 -β1（TGF-β1）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）含量；免疫组化法

（IHC）、免疫荧光（IF）、蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝组织纤维化指标 α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA），Ⅰ型胶原蛋白

（Collagen Ⅰ）和线粒体自噬相关指标微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）、p62 蛋白（p62）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系物（Beclin-1）、
PINK1、Parkin、线粒体外膜转运蛋白 20（TOM20）蛋白表达水平。结果：与空白组比较，模型组小鼠血清 ALT、AST、CRP、TBil、

IL-6、TGF-β1、TNF-α含量显著升高（P<0.01）；病理学染色观察发现肝组织内出现大量空泡，肝小叶结构完整性出现破坏，肝细

胞排列方式变得不规则，肝组织内胶原纤维含量升高；电镜下线粒体出现肿胀、破裂，且损伤程度较重；线粒体自噬相关基因

LC3、Beclin-1、PINK1、Parkin 蛋白表达水平显著升高，p62 和 TOM20 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，各治疗

组小鼠肝组织病理损伤程度得到明显改善，血清 ALT、AST、CRP、TBil、IL-6、TGF-β1、TNF-α含量明显降低（P<0.05，P<0.01），
肝组织纤维化指标 α-SMA、Collagen Ⅰ蛋白表达水平显著降低（P<0.01），线粒体自噬相关蛋白 LC3、Beclin-1、PINK1、Parkin 表

达水平降低，p62、TOM20 蛋白表达水平显著升高（P<0.01），线粒体损伤得到改善。结论：XSSJS 可能通过抑制 PINK1/Parkin

信号通路，降低肝组织线粒体自噬水平，防止线粒体过度自噬，提高线粒体质量，发挥抗肝纤维化的作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the therapeutic effect and mechanism of Xueshisanjia San against liver fibrosis by 

regulating PTEN-induced putative kinase （PINK1）/Parkin signaling pathway-mediated mitophagy. Methods：： Forty specific 

pathogen free （SPF）-grade male C57BL/6 mice were randomized into the control， model， silibinin （100 mg·kg-1）， high-dose 

（15.16 g·kg-1） Xueshisanjia San， and low-dose （7.58 g·kg-1） Xueshisanjia San groups. The mouse model of liver fibrosis was 

constructed by intraperitoneal injection of 20% carbon tetrachloride solution. The treatment lasted for 6 weeks. Blood was collected 

from the abdominal aorta after intraperitoneal anesthesia， and the liver was separated. Liver pathology was examined by 

hematoxylin-eosin （HE） staining， Masson staining， and Sirius Red staining. Transmission electron microscopy （TEM） was 

employed to observe the mitochondrial morphology in the liver tissue. The levels of alanine aminotransferase （ALT）， aspartate 

aminotransferase （AST）， C-reactive protein （CRP）， total bilirubin （TBil）， transforming growth factor- β1 （TGF- β1）， tumor 

necrosis factor- α （TNF- α）， interleukin-6 （IL-6） in the serum of mice were measured by enzyme-linked immunosorbent assay. 

Immunohistochemistry， immunofluorescence assay， and Western blot were employed to determine the protein levels of liver 

fibrosis markers α-smooth muscle actin （α-SMA） and collagen Ⅰ， as well as mitophagy markers microtubule-associated protein 1 

light chain 3 （LC3）， p62， Beclin-1， PINK1， Parkin， and translocase of outer mitochondrial membrane 20 （TOM20）. Results：： 

Compared with the control group， the model group exhibited elevated levels of ALT， AST， CRP， TBil， IL-6， TGF-β1， and TNF-α 

in the serum （P<0.05）， pathological changes such destroyed structure of hepatic lobules， disarrangement of hepatic cells， and 

collagen accumulation， swollen， vacuolated， and fragment mitochondria， down-regulated expression of p62 and TOM20， and up-

regulated expression of LC3， Beclin-1， PINK1， and Parkin （P<0.05）. Compared with the model group， all the treatment groups 

exhibited declined levels of ALT， AST， CRP， TBil， IL-6， TGF-β1， and TNF-α in the serum （P<0.05）， alleviated pathological 

damage of liver tissue and mitochondrial damage， up-regulated expression of p62 and TOM20， and down-regulated expression of 

α -SMA， COL1A1， LC3， Beclin1， PINK1， and Parkin （P<0.05）. Conclusion：： Xueshisanjia San may prevent excessive 

mitophagy and improve mitochondrial quality by inhibiting PINK1/Parkin signaling pathway， thereby alleviating liver fibrosis.

［［Keywords］］ liver fibrosis； Xueshisanjia San； PTEN-induced putative kinase （PINK1）/Parkin signaling pathway； 

mitophagy

肝纤维化（LF）是一种以肝组织内细胞外基质

蛋白和纤维结缔组织过度增生与异常沉积为特征

的病理过程［1-2］。若肝纤维化得不到有效控制，可能

会进一步发展为肝硬化、肝癌和肝衰竭等终末期肝

病［3-4］。目前，临床对于晚期肝硬化并无有效的治疗

手段，尽早控制肝纤维化的病因及进展已成为临床

防治肝硬化的重点策略［5］。迄今，临床有效治疗肝

纤维化的药物较少，因此，深入探索肝纤维化发生

发展机制，寻找肝纤维化治疗的新靶点，对于解决

肝纤维化治疗难题至关重要［6］。

薛氏三甲散（XSSJS）出自薛生白《湿热病篇》中

的仿吴氏三甲散，由土鳖虫、鳖甲、僵蚕、柴胡、桃仁

泥等 6 味药物组成，为开通肝络玄府的经典名方。

XSSJS 是在吴氏三甲散基础上去龟甲、白芍、甘草、

当归、牡蛎等阴柔滋腻、敛邪之品，加柴胡、桃仁泥

增强方剂的辛润通络之力。方中土鳖虫、鳖甲、僵

蚕等诸多虫药破滞散瘀，开玄通络；柴胡升散开泄、

宣畅气机，引清气上行，使络脉玄府开通，邪随气血

津液出入而外达于表；桃仁泥引药入血，辛润开泄，

通络化瘀。已有临床研究证实，三甲散对治疗肝纤

维化和肝硬化具有明显的效果，能有效降低肝纤维

化指标，提高血清载脂蛋白（APO）A1、APOB 的合

成［7-8］。课题组前期开展了动物实验研究，发现

XSSJS 加减方能改善大鼠血清肝功能指标，降低大

鼠血清肝纤维化指标，减轻大鼠肝组织炎症及纤维

化程度［9-10］。但对 XSSJS 改善肝纤维化的现代分子

生物学机制尚不清楚，严重制约了 XSSJS 防治肝纤

维化的进一步临床使用和推广。XSSJS 与吴氏三甲

散的差异对比见增强出版附加材料。

线粒体自噬是一种选择性自噬形式，可以通过

清除受损线粒体以维持线粒体稳态并调控组织的

稳态［11-12］。研究显示，线粒体自噬与肝纤维化的启

动和发展密切相关［13-14］。 PTEN 诱导假定激酶 1

（PINK1）/帕金蛋白（Parkin）信号通路是调节自噬的

经典途径之一［15］。在前期的研究中，课题组通过透

射电镜（TEM）观察发现，四氯化碳（CCl4）诱导的肝

纤维化小鼠肝细胞线粒体损伤加剧，并伴随明显的

膜性结构包绕，再给予 XSSJS 后，发现 XSSJS 对肝

细胞线粒体形态和结构有稳定作用。基于此，本研

究 以 CCl4 诱 导 的 肝 纤 维 化 小 鼠 为 研 究 对 象 ，从

PINK1/Parkin 信 号 通 路 介 导 的 线 粒 体 自 噬 探 究

XSSJS 防治肝纤维的作用机制，以期为 XSSJS 的临

床应用提供科学依据。

1 材料

1.1　 动 物     SPF 级 4~5 周 龄 雄 性 C57BL/6J 小 鼠

40 只，体质量（16±2） g，由成都药康生物科技有限公

司提供，实验动物合格证号 SCXY（川）2020-0034。

所有动物饲养于成都中医药大学屏障环境动物实
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验中心，实验动物许可证号 SYXK（川）2019-0049。

室内饲养环境温度控制在（25±3） ℃ ，相对湿度

60%、12 h 明暗交替，自由进食饮水，通风设备正常。

1.2　伦理     此次实验符合成都中医药大学实验动

物伦理委员会的要求并获得批准，批号 2023365。

1.3　 药 物 组 成     XSSJS 由 鳖 甲 15 g（ 批 号

20211027）、柴胡 5 g（批号 20220713）、僵蚕 10 g（批

号 20210811）、土鳖虫 10 g（批号 20210715）、桃仁

10 g（批号 20220119）组成，由四川新绿色药业科技

发展股份有限公司生产，购自四川杏林春堂大药

房。药材由成都中医药大学药学院中药标本中心

高级实验师刘晓芬鉴定和质控，均符合 2020 年版

《中华人民共和国药典》相关规定。将全方药物浸

泡 40 min 后大火煮沸，小火煎煮 1 h，滤出药汁后，加

水 2 次煎煮 30 min，混合 2 次滤出药汁，过滤后恒温

水浴浓缩得到生药量为 1.0 g·mL-1 的汤剂，储存在

4 ℃冰箱备用。

1.4　试剂     CCl4（上海麦克林生化科技股份有限公

司，批号 C12773729）；肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白
细胞介素 -6（IL-6）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试
剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号

分别为 E-ELM0044、E-ELM3063），转化生长因子-β1

（TGF-β1） ELISA 试剂盒（杭州联科生物技术股份有

限公司，批号 70-EK981-96）；马松（Masson）染液套

装、辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗小鼠二抗（武

汉塞维尔生物科技有限公司，批号分别为 G1006、

GB23301）；苏木素 -伊红（HE）染色试剂（北京普西

唐生物科技有限公司，批号 H7004-5G）；天狼星红

（Sirius Red）染色液（南京森贝伽生物科技有限公

司，批号 BP-DL026）；丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天
门冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆红素（TBil）、C 反

应蛋白（CRP）试剂盒（美国 Mindray 公司，批号分别

为 140123015、140223008、140622007、148923007）；
甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、β -肌动蛋白

（β -actin）抗体、Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）抗体、

α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）抗体、线粒体外膜转运

蛋白 20（TOM20）抗体、PINK1 抗体、p62 蛋白（p62）
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别为

60004-1-Ig、66009-1-Ig、67288-1-Ig、14395-1-AP、

11802-1-AP、23274-1-AP、84826-1-RR）；Parkin 抗

体、HRP 标记山羊抗兔二抗（武汉爱博泰克生物科

技有限公司，货号分别为 A0968、AS014）；微管相关

蛋白 1 轻链 3（LC3）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系物

（Beclin-1）抗 体（ 美 国 CST 公 司 ，货 号 分 别 为

12741S、3495T）。
1.5　仪器     MD SpectraMax iD5 型多功能酶标仪

（上海美谷分子仪器有限公司），BS360s 型全自动生

化分析仪（美国 Mindray 公司），IX83 型荧光倒置显

微镜（日本 Olympus 公司），DM2500 型正置显微镜

（德国 Leica 公司），Bio-Rad Mini-PROTEAN®Tetra

型电泳系统（美国 Bio-Rad 公司），Touch Imager型接

触式化学发光成像系统（上海易孛特生命科学

公司）。
2 方法

2.1　分组与给药     雄性 C57BL/6J 小鼠经 1 周的适

应性喂养后，按照随机数字表法分为 5 组，空白组、

模型组、XSSJS 低剂量组、XSSJS 高剂量组、水飞蓟

宾组，每组 8 只。除空白组小鼠外各组均腹腔注射

20%CCl4橄榄油溶液 2.5 mL·kg-1，隔天 1 次，共 6 周，

建立肝纤维化模型。6 周后根据文献报道，通过检

测 α -SMA，Collagen Ⅰ蛋白表达水平是否升高、胶

原纤维沉积是否增加、肝组织结构是否破坏、肝功

指标是否异常来综合判断建模是否成功［16］。首次

造模第 2 天即开始给药治疗，空白组与模型组给予

等量的 0.9% 生理盐水灌胃，水飞蓟宾组以水飞蓟宾

混悬液 100 mg·kg-1 灌胃，XSSJS 低、高剂量组以中

药水煎剂灌胃，每日 1 次，持续 6 周。根据人与小鼠

体表面积折算法，人与小鼠折算比例为 1∶9.1［17］，以

60 kg 成人用药剂量为基准，得出小鼠等效剂量为

7.58 g·kg-1，并以此作为本研究中 XSSJS 低剂量组

的给药剂量，在此基础上，按倍比关系得出高剂量

组 15.16 g·kg-1。

2.2　标本采集与保存     末次给药后禁食 12 h，采用

腹腔注射 3% 戊巴比妥钠（30 mg·kg-1）行麻醉，完成

腹主动脉采血。于低温环境下摘取小鼠肝组织，称

质量、拍照。完成后，将肝组织按照肝的分叶情况，

1 份浸入 4% 多聚甲醛溶液中予以固定，用于后期病

理染色；1 份 2.5% 戊二醛 4 ℃冰箱保存，进行电镜观

察；1 份储存在−80 ℃的冰箱中存储，用于后续实验

相关指标检测。

2.3　指标检测     

2.3.1　 小 鼠 血 清 ALT、AST、CRP、TBil 含 量 检

测     按照试剂盒说明书，使用迈瑞 BS360S 全自动

生化仪检测血清 ALT、AST、CRP、TBil含量。

2.3.2　ELISA 检测小鼠血清 IL-6、TGF-β1、TNF-α含

量检测     按照 ELISA 试剂盒说明书步骤操作，检测

小鼠血清 IL-6、TGF-β1、TNF-α含量。

2.3.3　肝组织病理学检测     取经过 4% 多聚甲醛溶
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液固定后的小鼠肝组织，进行常规石蜡包埋、切片

（3 μm），进行 HE、Masson 及 Sirius Red 染色，光学显

微镜下观察肝组织病理学变化。经 2.5% 戊二醛固

定后的肝组织用于透射电镜观察肝组织线粒体超

微结构。

2.3.4　 肝 组 织 免 疫 组 化（IHC）法 测 定 α -SMA、

Collagen Ⅰ表达     肝组织行常规石蜡切片，水化脱

蜡，抗原修复，5% 牛血清蛋白（BSA）封闭，滴加一抗

α-SMA（1∶300）、Collagen Ⅰ（1∶300），4 ℃孵育过夜，

加二抗室温孵育 60 min，3，3′- 二氨基联苯胺（DAB）
显色，苏木素复染，脱水，封片。观察并拍照。

2.3.5　肝组织免疫荧光法（IF）检测 α -SMA、LC3、

PINK1、p62的表达     肝组织行常规石蜡切片，水化脱

蜡，抗原修复，用 5%BSA封闭，并 4 ℃孵育一抗（均为

1∶300）过夜。接着加对应二抗（均为 1∶500）室温避光

孵育 60 min，DAPI染液避光孵育 10 min，随后用抗淬

灭封片剂封片。在荧光显微镜下观察并拍照。

2.3.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝组织

α -SMA、Collagen Ⅰ 、PINK1、Parkin、TOM20、

Beclin-1、LC3、p62 蛋白表达     取保存于−80 ℃的肝

组织，制备匀浆后经聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）法

测蛋白浓度并煮沸变性。采用 10% 十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶电泳（全

程 120 V 70 min），湿转至 PVDF 膜或 NC 膜。封闭

60 min 后 ，加 α -SMA、Collagen Ⅰ（1∶3 000）、

PINK1、Parkin、TOM20（1∶2 000）、Beclin-1、p62 及

LC3Ⅰ/Ⅱ一抗（1∶1 000，4 ℃过夜）和二抗（1∶3 000，

室温 1 h），ECL 显影后 Image J 分析条带灰度值，分

别以 GAPDH 或 β-actin 为内参，得到相对比值。

2.4　统计学处理     采用 SPSS 30.0 统计软件进行统

计分析。符合正态分布的数据以 x̄ ± s 表示，多组间

比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间

两 两 比 较 采 用 最 小 显 著 性 差 异 法（LSD）检 验 ，

P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　XSSJS 对 LF 小鼠血清 ALT、AST、CRP、TBil水

平的影响     治疗结束后，与空白组比较，模型组血

清 ALT、AST、CRP、TBil 水平显著升高（P<0.01），与
模型组比较，水飞蓟宾组及 XSSJS 低、高剂量组血

清 ALT、AST、CRP、TBil 水平显著降低（P<0.01）。
见表 1。

3.2　XSSJS 对 LF 小鼠血清 IL-6、TGF-β1、TNF-α水

平的影响     治疗结束后，与空白组比较，模型组血

清 IL-6、TGF-β1、TNF-α水平显著升高（P<0.01），与

模型组相比较，水飞蓟宾组及 XSSJS 低、高剂量组

血清 IL-6、TGF-β1、TNF-α水平明显降低（P<0.05，

P<0.01）。见表 2。

3.3　 XSSJS 对 LF 小鼠肝组织病理学改变的影响       

    与空白组比较，HE 染色显示模型组小鼠肝组织

内出现大量空泡，肝小叶结构完整性出现破坏，肝

细胞的排列方式变得不规则；Masson 和 Sirius Red

表 1　XSSJS 对 LF 小鼠血清中 ALT、AST、CRP、TBil 水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of XSSJS on levels of ALT， AST， CRP and TBil in serum of LF mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

水飞蓟宾组

XSSJS 低剂量组

XSSJS 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.1

7.58

15.16

ALT/U·L-1

36.15±15.65

8 724.32±3 452.991）

661.7±116.243）

338.93±95.843）

118.33±15.343）

AST/U·L-1

136.18±16.56

4 116.02±1 288.571）

543.25±50.203）

202.52±38.893）

119.28±10.503）

CRP/mg·L-1

1.10±0.35

3.75±0.751）

2.35±0.313）

1.88±0.383）

1.27±0.443）

TBil/μmol·L-1

1.40±0.47

6.62±0.761）

4.79±0.753）

3.68±0.323）

2.23±0.623）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2-表 6 同）

表 2　XSSJS 对 LF 小鼠血清中 IL-6、TGF-β1、TNF-α水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of XSSJS on levels of IL-6， TGF-β1 and TNF-α in serum of LF mice （x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

空白组

模型组

水飞蓟宾组

XSSJS 低剂量组

XSSJS 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.1

7.58

15.16

IL-6

19.51±1.90

63.36±9.701）

44.00±5.283）

24.66±1.533）

20.80±1.853）

TGF-β1

1 450.94±350.46

2 788.59±104.761）

2 106.37±247.602）

1 890.28±134.663）

1 577.30±173.593）

TNF-α

5.22±1.21

30.26±3.091）

7.81±1.873）

7.00±1.243）

4.26±0.703）

··169



第 32 卷第  14 期
2026 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 14

Jul. ，2026

染色显示模型组小鼠肝组织内的胶原纤维显著增

多，差异具有统计学意义（P<0.01）。与模型组比较，

各治疗组肝组织病理损伤均有不同程度的改善

（P<0.01）。见图 1、表 3。

3.4　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 α-SMA、Collagen Ⅰ
表达的影响     肝组织 α -SMA、Collagen Ⅰ蛋白的

IHC 染色结果显示，与空白组比较，模型组肝组织中

α-SMA、Collagen Ⅰ蛋白呈阳性反应显著（P<0.01）。
与 模 型 组 比 较 ，各 治 疗 组 中 肝 组 织 α -SMA、

Collagen Ⅰ表达显著降低（P<0.01）。见图 2、表 4。

3.5　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 α -SMA 表达的影响     

小鼠肝组织 α -SMA 蛋白的 IF 染色结果显示，与空

白组比较，模型组小鼠肝组织中 α-SMA 的荧光信号

明显增强。与模型组比较 ，各治疗组中肝组织

α-SMA 荧光信号降低。见图 3。

3.6　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 α-SMA、Collagen Ⅰ
蛋白表达的影响     Western blot 检测实验结果表明，

与 空 白 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 肝 组 织 中 α -SMA，

Collagen Ⅰ蛋白表达水平显著增强（P<0.01）。与模

型组比较，各治疗组中肝组织 α -SMA、Collagen Ⅰ
蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。见图 4、表 5。

3.7　 XSSJS 对 LF 小鼠肝组织线粒体损伤的影响     

TEM 观察发现，空白组小鼠肝组织的线粒体形态完

整，基质均匀。模型组小鼠肝组织的线粒体出现了

明显的肿胀、破裂，且损伤程度较重。与模型组比

较，各治疗组小鼠肝组织线粒体形态比较完整，线

粒体肿胀破裂程度均有一定的缓解。见图 5。

3.8　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织中 PINK1、LC3、p62 蛋

白表达的影响     肝组织 IF 结果显示，与空白组比

较，模型组小鼠肝组织 LC3、PINK1 荧光信号明显增

强，p62 荧光信号减弱；与模型组比较，XSSJS 低、高

剂量治疗组的小鼠 LC3、PINK1 荧光信号减弱，p62

荧光信号增强。见图 6。

3.9　XSSJS 对肝纤维模型小鼠肝组织 p62、LC3、

Beclin-1、PINK1、Parkin、TOM20 蛋白表达的影响     

Western blot 检测结果表明，与空白组比较，模型组

小鼠肝组织中 PINK1、Parkin、LC3、Beclin-1 等蛋白

注：A.空白组；B.模型组；C.水飞蓟宾组；D.XSSJS 低剂量组；E.XSSJS 高剂量组（图 2-图 7 同）
图 1　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织病理学的影响  （×200）
Fig. 1　Effect of XSSJS on liver histopathology in LF mice （×200）
表 3　 XSSJS 对 LF 小 鼠 肝 组 织 Masson，Sirius Red 阳 性 面 积 的 影

响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of XSSJS on positive areas of Masson， Sirius Red 

in liver of LF mice （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

水飞蓟宾组

XSSJS 低剂量组

XSSJS 高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.1

7.58

15.16

Masson 阳性

面积

0.77±0.07

9.78±1.331）

4.86±1.313）

3.74±0.863）

3.01±0.413）

Sirius Red 阳性

面积

1.11±0.61

8.42±1.351）

3.59±1.043）

2.84±0.453）

2.56±0.813）
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表达水平显著升高（P<0.01），p62、TOM20 蛋白表

达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，各治疗

组中肝组织 PINK1、Parkin、LC3、Beclin-1 表达显著

降低（P<0.01），p62、TOM20 表达水平在各治疗组

均显著升高，差异具有统计学意义（P<0.01）。见

图 7、表 7。

4 讨论

根据肝纤维化的临床表现和病理演变特点，中

医学理论将肝纤维化多归属于“胁痛”“积聚”“肝

积”等范畴［18］，病因多与肝气郁结、脾虚湿阻、络脉

瘀阻相关，因此中医常用益气滋阴、柔肝软坚、活血

化瘀法来治疗肝纤维化［19-21］。近年来，随着“玄府络

病学说”的发展与丰富，课题组认为肝之络脉渗灌

图 2　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 α-SMA、Collagen Ⅰ表达的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 2　Effect of XSSJS on expression of α-SMA and Collagen Ⅰ  in liver of LF mice （IHC，×200）
表 4　 XSSJS 对 LF 小 鼠 α -SMA，Collagen Ⅰ表 达 的 影 响  （x̄± s，

n=3）

Table 4　Effect of XSSJS on expression of α-SMA and Collagen Ⅰ  

in liver of LF mice （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

水飞蓟宾组

XSSJS 低剂量组

XSSJS 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.1

7.58

15.16

α-SMA

0.38±0.11

10.45±1.021）

6.16±0.963）

4.75±1.393）

5.17±1.043）

Collagen Ⅰ
0.33±0.07

11.9±2.121）

4.06±0.843）

7.24±1.363）

4.69±1.153）

图 3　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 α-SMA 表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 3　Effect of XSSJS on expression of α-SMA in liver of LF mice （IF，×400）
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气血以濡养肝体，肝络之玄府通利，则气机畅达，肝

不失濡养而司疏泄。若肝络损伤，则肝络之玄府闭

郁，气血津液升降出入失常，以致气滞、血瘀、痰凝，

随之而成胁痛、积聚等病症。因此，“肝络玄府闭郁-

肝络脉瘀滞”为肝纤维化的重要病机本质之一［22-23］。

XSSJS 是薛生白在吴又可三甲散基础上形成的开通

肝络玄府经典名方，方中柴胡可引入肝经，桃仁可

加强活血破结之力，土鳖虫、鳖甲、僵蚕以活血走窜

散结为主。薛氏继承虫药开玄通络之法，同时妙用

开通玄府之柴胡，升散开泄、宣畅气机，引清气上

行，使络脉玄府开通，邪随气血津液出入而外达于

表；鳖甲与柴胡配对，针对“邪气深伏阴分，混处气

血之中”，取其搜邪透邪之功，加用桃仁泥引药入

血，桃仁为厥阴血分之要药，辛润开泄，开玄通络。

全方破滞通络，破瘀散结，共奏抗纤维化之功。针

对“肝络之玄府闭郁”这一病机本质，笔者团队研究

发现开通肝络玄府经典方 XSSJS 可以通过 miR-

29b-3p/血管内皮生长因子 A（VEGFA）轴调控肝血

管生成抑制抗肝纤维化进展［24］。此外，本课题组研

究发现 XSSJS 可以通过调节自噬发挥抗肝纤维化

的作用，但对于其调控机制不甚清楚。

线粒体自噬是一种选择性自噬，可以通过清除

细胞内受损和功能障碍的线粒体来维持线粒体生

理功能的稳态［15，25］。研究发现，线粒体自噬与肝纤

维化的发生密切相关［26-27］。PINK1/Parkin 介导的信

号通路是线粒体自噬主要机制［28-30］。PINK1 是一种

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，位于线粒体外膜上［31］，

Parkin 是位于细胞质内的 E3 泛素连接酶［32］。在稳

态条件下，胞质中的 PINK1 前体蛋白在线粒体靶向

定位序列的引导下进入线粒体，之后被位于线粒体

基质和内膜上的蛋白酶切割，并释放到胞质中被泛

素 -蛋白酶体水解；当线粒体损伤时，PINK1 无法进

入线粒体，集聚在线粒体外膜上并发生自磷酸化而

被激活，激活后的 PINK1 会募集胞质内的 E3 泛素连

接酶 Parkin 到线粒体外膜上，并激活 Parkin 使其磷

酸化，磷酸化后的 Parkin 对线粒体蛋白底物进行泛

素化修饰并与 p62 结合，并招募 LC3 共同形成自噬

小体，随后溶酶体与自噬小体融合，线粒体被降解

清除［33-36］。研究发现，在肝纤维化过程中，PINK1 表

达水平明显升高［13］，过度激活 PINK1/Parkin 介导的

线粒体自噬会激活肝星状细胞（HSCs），促进肝纤维

化的发生［37-39］，抑制 PINK1/Parkin 依赖性线粒体自

噬，减轻 CCl4 诱导的小鼠肝纤维化的发生［40-41］。在

团队前期的研究中，发现 XSSJS 对肝纤维小鼠的线

粒体损伤具有保护作用，因此结合 XSSJS 对自噬水

平的调控，推测 PINK1/Parkin 信号通路介导的线粒

体自噬可能是 XSSJS 防治肝纤维化的重要途径。

本研究通过动物实验验证了 XSSJS 防治肝纤

维化发生的作用机制。与空白组比较，模型组小鼠

在 CCl4的诱导下发生了明显的纤维化，在经过水飞

表 5　 XSSJS 对 LF 小 鼠 α -SMA、Collagen Ⅰ表 达 的 影 响  （x̄± s，

n=3）

Table 5　Effect of XSSJS on expression of α-SMA and Collagen Ⅰ  

in liver of LF mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

水飞蓟宾组

XSSJS 低剂量组

XSSJS 高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.1

7.58

15.16

α-SMA

/GAPDH

1.00±0.03

3.44±0.161）

1.76±0.093）

2.58±0.183）

2.47±0.123）

Collagen Ⅰ
/GAPDH

1.00±0.04

4.54±0.181）

2.94±0.293）

1.38±0.113）

1.84±0.023）

图 4　XSSJS对 LF小鼠肝组织α-SMA、Collagen Ⅰ表达的影响

Fig. 4　 Effect of XSSJS on expression of α -SMA and Collagen Ⅰ  

in liver of LF mice

图 5　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织线粒体损伤的影响  （透射电镜，×3 000）
Fig. 5　Effect of XSSJS on mitochondrial damage in liver tissues of LF mice （TEM，×3 000）
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蓟宾及 XSSJS 低、高剂量治疗后，小鼠的肝纤维程

度均得到了明显的改善，提示 XSSJS 具有抗肝纤维

化的作用。病理组织形态学观察发现，模型组小鼠

肝组织结构完整性受到破坏，间质中胶原纤维含量

明显升高，肝细胞线粒体出现肿胀破损；在经过给

药治疗后，各组小鼠肝组织结构变得比较完整，间

质胶原纤维含量降低，线粒体损伤得到改善，提示

XSSJS 可以改善线粒体损伤，提高线粒体质量。进

一步通过 IF 及 Western blot 检测发现，与空白组比

较，模型组的 PINK1、Parkin、LC3、Beclin-1 等蛋白表

达水平升高，p62、TOM20 蛋白表达水平降低，提示

模型组线粒体自噬水平较高，可能出现了线粒体过

度清除的情况；与模型组比较，在经过水飞蓟宾及

XSSJS 低、高剂量治疗后，各治疗组中的 PINK1、

Parkin、LC3、Beclin-1 等蛋白表达水平降低，p62、

TOM20 蛋白表达水平升高，表明 XSSJS 可通过抑制

PINK1/Parkin 介导的线粒体自噬发挥抗肝纤维化的

作用。见增强出版附加材料。

综上，开通肝络玄府法经典方 XSSJS 可通过抑

制 PINK1/Parkin 信号通路减少线粒体的过度自噬，

图 6　XSSJS 对 LF 小鼠肝组织 LC3、PINK1、p62 表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 6　Effect of XSSJS on expression of LC3， PINK1， p62 in liver of LF mice （IF，×400）

图 7　各组小鼠肝组织 LC3、p62、Beclin-1、PINK1、Parkin、TOM20

蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of protein expression of LC3， p62， 

Beclin-1， PINK1， Parkin and TOM20 in liver tissue of mice in 

each group

··173



第 32 卷第  14 期
2026 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 14

Jul. ，2026

进而提高线粒体质量，发挥抗肝纤维化的作用。后

期笔者团队将继续围绕 XSSJS 防治肝纤维的作用

机制，利用生物信息学和多组学等研究技术，结合

体内外实验，进一步深入挖掘 XSSJS 防治肝纤维化

的分子机制和具体作用靶点，为该方的临床使用和

推广提供现代研究数据支持。
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