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清肝健脾活血方通过 FoxO1 调控肝星状细胞糖酵解代谢
重编程抗肝纤维化机制

潘富珍 1， 朱梦 2， 施传坚 1， 徐世强 1， 刘定 3*， 张锦芳 1*

（1. 广州中医药大学 深圳医院 （福田），广东 深圳 518000；2. 浙江中医药大学 基础医学院，杭州 310000；

3. 江门市五邑中医院，广东  江门  529000）

［摘要］ 目的：采用代谢组学探讨清肝健脾活血方抗肝纤维化小鼠的作用机制。方法：按 20% 四氯化碳（CCl4，橄榄油稀

释，比例 4∶1）2.5 mL·kg-1剂量腹腔注射 4 周建立肝纤维化小鼠模型，将 54 只 C57BL/6J小鼠随机分为空白组，模型组，清肝健脾

活血方高剂量组（47.32 g·kg-1）、中剂量组（23.66 g·kg-1）、低剂量组（11.83 g·kg-1）和鳖甲煎丸组（1.365 g·kg-1 ），每组 9 只。造模

同时，各给药组按剂量连续给药 4 周，1 次/d。4 周后取小鼠肝组织、血液，进行肝功能及肝脏病理检测，基于非靶向代谢组学检

测肝脏代谢产物，采用主成分分析（PCA）、偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）和正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA）探讨

空白组、模型组和清肝健脾活血方高剂量组小鼠肝脏组织代谢产物及其所参与的代谢通路，并从细胞和动物水平进行蛋白免

疫印迹法（Western blot）验证。结果：与空白组比较，模型组丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平明显升

高（P<0.0，炎细胞增多，纤维间隔形成，富集的通路主要为叉头框蛋白 O（FoxO）信号通路；与模型组比较，清肝健脾活血方高

剂量组 ALT、AST 水平显著降低（P<0.01），清肝健脾活血方各给药组炎细胞减少，纤维间隔缩小、变窄，胶原纤维变小，胶原面

积显著减少；非靶向代谢检测出 79 个差异代谢产物，其中上调 49 个，下调 30 个，主要富集到三羧酸（TCA）循环、丙酮酸代谢等

通路。蛋白免疫印迹法（Western blot）验证结果显示，与空白组比较，模型组肝组织 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、乳酸脱氢酶 A

（LDHA）、FoxO1、丙酮酸激酶 M2（PKM2）、己糖激酶 2（HK2）、磷酸果糖激酶 1（PFK1）蛋白表达明显上调（P<0.05，P<0.01）；肝
星状细胞葡萄糖浓度上升同时 ɑ-SMA、LDHA、FoxO1、PKM2、葡萄糖转运蛋白 1（GLUT1）、PFK1 蛋白表达明显上调（P<0.05，

P<0.01）。与模型组比较，清肝健脾活血方高剂量组肝组织 α -SMA、LDHA、FoxO1、PKM2、HK2、PFK1 蛋白表达明显下调

（P<0.05，P<0.01），肝星状细胞葡萄糖浓度下降同时 ɑ-SMA、LDHA、FoxO1、PKM2、GLUT1、PFK1 蛋白表达明显下调（P<0.05，

P<0.01）。结论：清肝健脾活血方能够减轻肝纤维化小鼠的病理进展，可能通过 FoxO1 调节 TCA 循环、丙酮酸代谢，调控肝星

状细胞糖酵解代谢重编程促进小鼠肝组织修复。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the mechanism of Qinggan Jianpi Huoxue formula against hepatic fibrosis in mice 

using metabolomics. Methods：： A hepatic fibrosis mouse model was established by intraperitoneal injection of 20% carbon 

tetrachloride （CCl4， diluted with olive oil at a ratio of 4∶1） at a dose of 2.5 mL·kg-1 for 4 weeks. A total of 54 C57BL/6J mice were 

randomly divided into the blank control group， model group， Qinggan Jianpi Huoxue formula high-dose group （47.32 g·kg-1）， 

medium-dose group （23.66 g·kg-1）， low-dose group （11.83 g·kg-1）， and Biejiajian pill group （1.365 g·kg-1）， with 9 mice in each 

group. Concurrently with modeling， each administration group received the corresponding dose continuously for 4 weeks， once 

daily. After 4 weeks， liver tissues and blood samples were collected for liver function and hepatic pathological examinations. Non-

targeted metabolomics was employed to detect hepatic metabolites. Principal component analysis （PCA）， partial least squares 

discriminant analysis （PLS-DA） and orthogonal partial least squares discriminant analysis （OPLS-DA） were performed to explore 

the metabolites and their involved metabolic pathways in the liver tissues of mice in the blank control group， model group and 

Qinggan Jianpi Huoxue formula high-dose group. Western blot validation was conducted at both the cellular and animal levels. 

Results：： Compared with the blank control group， the model group showed significantly increased levels of alanine aminotransferase 

（ALT） and aspartate aminotransferase （AST） （P<0.05）， along with increased inflammatory cell infiltration， and formation of 

fibrous septa. The predominantly enriched pathway was the forkhead box O （FoxO） signaling pathway. Compared with the model 

group， the Qinggan Jianpi Huoxue formula high-dose group exhibited significantly decreased ALT and AST levels （P<0.01）. In all 

administration groups of Qinggan Jianpi Huoxue formula， inflammatory cell infiltration was reduced， fibrous septa were narrowed 

and diminished， collagen fibers were reduced， and the collagen area was significantly decreased. Non-targeted metabolomics 

identified 79 differential metabolites， among which 49 were up-regulated and 30 down-regulated， primarily enriched in the 

tricarboxylic acid （TCA） cycle and pyruvate metabolism pathways. Western blot results demonstrated that， compared with the blank 

control group， the model group exhibited significantly upregulated protein expressions of α-smooth muscle actin （α-SMA）， lactate 

dehydrogenase A （LDHA）， FoxO1， pyruvate kinase M2 （PKM2）， hexokinase 2 （HK2）， and phosphofructokinase 1 （PFK1） in 

liver tissues （P<0.05， P<0.01）. In hepatic stellate cells， the glucose concentration increased， and the protein expression of α-SMA， 

LDHA， FoxO1， PKM2， glucose transporter 1 （GLUT1）， and PFK1 were significantly up-regulated （P<0.05， P<0.01）. 

Conversely， compared with the model group， the Qinggan Jianpi Huoxue formula high-dose group showed significantly 

downregulated protein expression of α -SMA， LDHA， FoxO1， PKM2， HK2， and PFK1 in liver tissues （P<0.05， P<0.01）. In 

hepatic stellate cells， the glucose concentration decreased， and the protein expression of α-SMA， LDHA， FoxO1， PKM2， GLUT1， 

and PFK1 were significantly down-regulated （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Qinggan Jianpi Huoxue formula can alleviate the 

pathological progression of hepatic fibrosis in mice， potentially by regulating the TCA cycle and pyruvate metabolism through 

FoxO1， and by modulating glycolytic metabolic reprogramming in hepatic stellate cells， thereby promoting liver tissue repair.

［［Keywords］］ Qinggan Jianpi Huoxue formula； hepatic fibrosis； metabolomics； hepatic stellate cells； glycolysis

肝纤维化（HF）是由各种病因导致的肝损伤 -修

复反应，其进展与肝星状细胞（HSCs）活化及其 α-平

滑肌肌动蛋白（α-SMA）表型转变关系密切。活化

的 HSCs 主要分泌胶原构成的细胞外基质（ECM），
引发 ECM 沉积与降解失衡，导致胶原增多，长期则

可能演变为肝硬化甚至肝癌［1］。虽然 HSCs 可以在

各种慢性肝病病因中直接被激活，但与损伤相关炎

症细胞和信号通路是促进肝纤维化进展的关键，在

HSCs 向肌成纤维细胞样表型转换过程中，伴随高

能量需求，涉及大量的代谢重编程，主要包括糖酵

解［2］。然而，HSCs 的代谢重编程尤其是糖酵解增强

驱动 HSCs 活化，靶向 HSCs 糖酵解代谢重编程有望

成为 HF 治疗的全新策略［3］。HF 已成为广泛影响人

类的全球性流行病，而其导致的肝硬化是慢性肝病

患者发病和死亡的重要原因［4］。目前针对 HF 的有

效治疗药物十分有限，而中医药在该领域有明确优

势，中医药在抗肝纤维化方面具有多部位、多靶点、

不良反应小的独特优势［5］。

中医认为，HF 是外感六淫、疫毒，情志失调，饮

食不节，烦劳过度等引起肝失疏泄，气机升降失调，

肝血瘀滞，日久化热，肝病传脾，脾虚湿阻，湿热内

蕴，耗伤阴液，进而肝病及肾，肝肾阴虚，肝脾肾三

脏功能失调而发病［6-7］。因此博士导师曹洪欣教授

基于多年临床经验，确立清肝、健脾、活血之法。方

用清肝健脾活血方，由《伤寒论》大柴胡汤与《重订

严氏济生方》鳖甲饮子化裁，临床疗效显著。前期

研究发现清肝健脾活血方能够改善大鼠肝功能、降

低胶原沉积、抑制氧化应激，调控巨噬细胞 M1 型向

M2 型极化发挥抗炎抗肝纤维化作用［8-9］。本研究拟

利用代谢组学的方法，通过分析空白组、模型组、清

肝健脾活血方高剂量组代谢差异，进一步探讨清肝

健脾活血方调控肝星状细胞糖酵解代谢重编程抗

肝纤维化具体作用机制。从代谢重编程的全新视

角，深入探讨清肝健脾活血方治疗 HF 分子机制，研

究结果丰富清肝健脾活血方治疗 HF 的科学内涵，

并为 HF 有效中药的开发提供理论依据。

1 材料

1.1　 动 物 与 细 胞     SPF 级 雄 性 C57BL/6J 小 鼠
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54 只，3~4 周龄，体质量（20±2） g，购自广东药康生

物科技有限公司（新基地），实验单位使用许可证号

SYXK（粤）2022-0172，合格证号 SCXK（粤）2023-

0067。饲养于北京大学深圳研究生院 SPF 级屏障系

统中，室温 20~24 ℃，相对湿度 40%~70%，光照自

然，饮食、饮水自由。经过适应性喂养 7 d 后开展实

验 。 人 肝 星 形 细 胞（LX-2 细 胞 ）购 于

MEISENCTCC/美森细胞，货号 CTCC-ZHYC-0296，

传至 10 代。

1.2　伦理     本研究涉及动物的实验经北京大学深

圳研究生院实验动物伦理委员会审查批准，批准号

AP0044005。

1.3　药物与试剂     中药组成柴胡（批号 240601）
10 g、白芍（批号 240302J1）15 g，购自广东慧达康制

药有限公司；法半夏（批号 240204021）9 g、甘草（批

号 240400701）10 g、川芎（批号 C4524911）10 g 购自

广东省药材公司，鳖甲（批号 230401-01）20 g、黄精

（批号 2406282）15 g、枳实（批号 240504321）10 g、黄

芩（批号 240801601）10 g、黄芪（批号 240604511）
30 g 均购自康美药业股份有限公司；炒白术（批号

240500319）12 g 购自康美世纪国药有限公司，生姜

5 g，所有药材均由广州中医药大学深圳医院采购，

经广州中医药大学深圳医院药学部杨志义主任药

师鉴定符合 2025 年版《中华人民共和国药典》质量

规范。鳖甲煎丸（国药集团中联药业有限公司，国

药准字 Z42020772）。天冬氨酸氨基转移酶（AST）、
丙氨酸氨基转移酶（ALT）试剂盒（南京建成生物工

程研究所，批号均为 20240527）。丙酮酸激酶 M2

（PKM2）、葡萄糖转运蛋白 1（GLUT1）、己糖激酶 2

（HK2）、磷 酸 果 糖 激 酶 1（PFK1）、乳 酸 脱 氢 酶 A

（LDHA）、叉 头 框 蛋 白 O1（FoxO1）、微 管 蛋 白

（Tubulin）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体、辣根过氧化物

酶（HRP）标记山羊抗兔二抗、HRP 标记山羊抗鼠二

抗（武 汉 三 鹰 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

15822-1-AP、21829-1-AP、22029-1-AP、55028-1-AP、

19987-1-AP、18592-1-AP、11224-1-AP、20536-1-AP、

SA00001-2、SA00001-1）。α-SMA 抗体（英国 Abcam

公 司 ，货 号 ab5694）。 葡 萄 糖 检 测 试 剂 盒

（O-toluidine 法）（上海碧云天生物技术股份有限公

司 ，货 号 S0201S）。 杜 氏 改 良 伊 格 尔 培 养 基

（DMEM）、磷酸盐缓冲液（PBS）、胎牛血清、青霉素-

链 霉 素 、胰 蛋 白 酶（美 国 Invitrogen 公 司 ，货 号

12430054、 10010023、 10091148、 15140122、

25200056），苏木素染液、Harris 苏木素染色液（珠海

贝 索 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 BA-4041），马 松

（Masson）套盒（湖北百奥斯生物科技有限公司，货

号 BP028）。转化生长因子-β（TGF-β）（美国 MCE 公

司，货号 HY-P70543）
1.4　仪器     H1850-R 型冷冻离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司），5305 型真空浓缩仪（德国

Eppendorf 公司），shandon finesse 325 型石蜡切片

机、Vanquish Flex 型超高效液相色谱仪和 Orbitrap 

Exploris 120 型高分辨质谱仪、HM325 型病理切片

机（美国赛默飞世尔公司），CX31 型显微镜（日本

Olympus 公司），BMJ-A 型包埋机、PHY-Ⅲ型病理组

织漂烘仪、TSJ-SD 型脱水机、PHY-Ⅲ型组织摊片机

（常州市中威电子仪器有限公司），HAMAMATSU 

C13220-0型成像系统（日本滨松公司），GS-20型水平

摇床（杭州米欧仪器有限公司），Bio-Rad PowerPac 

HC164-5052 型高电流电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），
SpectraMax iD3 型 多 功 能 酶 标 仪（美 国Molecular 

Devices 公司），FL1000 型高灵敏度化学发光成像系

统（新加坡 Life Technologies Holdings公司）。
2 方法

2.1　造模、分组及给药     54 只 C57BL/6 小鼠，随机

分为空白组，模型组，清肝健脾活血方高、中、低剂

量组和鳖甲煎丸组。按剂量 2.5 mL·kg-1 给小鼠腹

腔注射 20% 四氯化碳（CCl4）-橄榄油混悬液，每周

2 次，空白组小鼠腹腔注射等体积橄榄油，造模同时

给药组按剂量灌胃给予清肝健脾活血方低、中、高

剂量（11.83、23.66、47.32 g·kg-1），按比例称取药材，

先将鳖甲先煎煮 30 min，再加入其他 11 味药材加

10 倍量水煎煮提取 2 次，每次 1 h，过滤取滤液；合并

2次滤液浓缩至药物浓度为 4 g·mL-1（生药量），4 ℃冷

藏备用。鳖甲煎丸研磨加蒸馏水配置成质量浓度为

0.185 1 g·mL-1的混悬液，灌胃剂量为 1.365 g·kg-1，根

据徐叔云教授主编的《药理实验方法学》中人和小

鼠的体表面积折算法，设置清肝健脾活血方中剂量

为 60 kg 人体等效剂量，清肝健脾活血方低剂量为

等效 0.5 倍剂量，清肝健脾活血方高剂量组为等效

2 倍剂量，空白组和模型组给予相同剂量纯净水，每

日灌胃 1 次，共 4 周。

2.2　小鼠肝组织病理学检测     取小鼠肝组织进行

4% 多聚甲醛固定，脱水与透明，浸蜡与包埋，石蜡

切片与展片，脱蜡，进行苏木素 -伊红（HE）、Masson

染色，将染色后的切片脱水透明、中性树胶封片，光

学显微镜采集图像。

2.3　小鼠血清肝功能水平检测     小鼠腹腔注射戊
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巴比妥麻醉，摘除眼球采血约 1.0 mL，置于 1.5 mL

无菌离心管中。血液样本室温静置 30 min，于 4 ℃、

3 000 r·min-1离心 15 min（离心半径 10 cm，下同），取
上层血清，-80 ℃冰箱保存备用。按照试剂盒说明

书 采 用 450 nm 酶 标 仪 检 测 小 鼠 血 清 ALT、AST

水平。

2.4　肝组织代谢组学样本制备     称取适量样本于

2 mL 离心管中，加入预冷水 200 μL，加入 2 颗钢珠，

放入高通量组织研磨仪中，55 Hz，研磨 60 s 重复

1 次，加入甲醇-乙腈（1∶1）800 μL，放入超声波清洗

机中超声 30 min；放入 -20 ℃冰箱中冷冻 30 min；
12 000 r·min-1 4 ℃离心 10 min，取上清液 800 μL，真

空浓缩至尽干；加入 50 %甲醇 150 μL（含 5 mg·L-1 

2-氯苯丙氨酸）复溶，涡旋 30 s；12 000 r·min-1 4 ℃

离心 10 min，取上清液过 0.22 μm 滤膜，过滤液加入

到检测瓶中；取样品过滤液 10~20 μL 混合成 1 个质

量控制（QC）样品。

2.5　色谱条件     使用 Waters ACQUITY UPLC HSS 

T3 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.8 µm），流 速

0.4 mL·min-1，柱温 40 ℃，自动进样器 8 ℃，进样量

2 μL。正离子模式，流动相为 0.1% 甲酸乙腈溶液

（B）和 0.1% 甲酸水溶液（A），负离子模式，流动相为

乙腈（B）和甲酸铵水溶液（A）5 μmol·L-1。正负模式

梯 度 洗 脱 程 序 均 为 0~1 min，8%B；1~8 min，

8%~98%B； 8~10 min， 98%B； 10~10.1 min，

98%~8%B；10.1~12 min，8%B。

2.6　质谱条件     采用 Thermo Orbitrap Exploris 120

型质谱仪在 Xcalibur 4.7 软件控制下分别进行正、负

离子模式的数据依赖采集（DDA），电喷雾离子源

（ESI），正负离子模式分别采集数据。正、负离子模

式喷雾电压分别为 3.50 kV 和-2.50 kV，鞘气 40 arb，

辅助气 10 arb。毛细管温度 325 ℃，以分辨率 60 000

进行一级全扫描，扫描范围 m/z 100~1 000，并采用

高能碰撞解离（HCD）进行二级裂解，二级分辨率为

15 000，碰撞能量为 30%，采集信号前 4 离子进行碎

裂，同时采用动态去除无必要 MS/MS 信息。

2.7　代谢组学数据处理和差异代谢物分析     取样

品提取液各 10~20 μL 混合成 1 个 QC 样品，用于评

价仪器稳定性和数据可靠性，代谢物基于自建库、

mzCloud 在线库（https：//www.mzcloud.org/）、脂质代

谢 物 与 通 路 研 究 计 划（LIPIDMAPS，https：//www.

lipidmaps.org/）、人类代谢组数据库（HMDB，https：//

hmdb.ca/）、北美质谱图谱库（MoNA，https：//mona.

fiehnlab.ucdavis.edu/）及美国国家标准与技术研究

院（NIST）_2020_MSMS 图 谱 库 进 行 鉴 定 。 采 用

XCMS 4.8.0 软 件（R 语 言 包 ，Bioconductor 3.18，

R 4.3.1）进行峰对齐、保留时间校正和提取峰面积。

XCMS 提取得到的数据进行代谢物结构鉴定、数据

预处理，然后进行实验数据质量评价，最后再进行

单变量统计分析、多维统计分析。用 PMCMR plus

（V1.9.6）进行多组比较统计检验分析，获得显著性

结果。使用 R 软件包 Ropls 分别对样本数据进行主

成 分 分 析（PCA）、偏 最 小 二 乘 法 - 判 别 分 析

（PLS-DA）和 正 交 偏 最 小 二 乘 法 - 判 别 分 析

（OPLS-DA）降维分析。并分别绘制得分图，展示各

样 本 间 代 谢 物 组 成 的 差 异 。 使 用 通 过 R 中

Pheatmap 程序包（V1.0.12）对差异代谢物丰度值进

行聚类分析，使用 VennDiagram（V1.7.3）和 UpSetR

（V1.4.0）对不同多组比较的差异物质进行 Venn 图

和 Upset 图绘制；用 corrplot（V4.0.3）对差异代谢物

进 行 Pearson 相 关 性 分 析 、通 过 clusterProfiler

（V4.6.0）对差异物质进行京都基因与基因组百科全

书（KEGG）通路分析，获得显著富集的代谢通路信

息。 OPLS-DA 变量重要性投影（VIP）值 >1 和 P<

0.05 为显著性差异代谢物筛选标准。

2.8　含药血清制备     共 24 只 SD 大鼠，随机分为

2 组，每组 12 只，灌胃组给予清肝健脾活血方，早、晚

各灌胃 7 d，对照组给予等量无菌水。给药剂量按成

人 60 kg 标准体质量计算，参考《中药药理研究方法

学》，大鼠灌胃 32.084 g·kg-1 清肝健脾活血方［8］。灌

胃完成后取大鼠血清，在 56 ℃下加热灭活 30 min

后，注射器通过 0.22 μm 滤膜过滤，灭菌备用。

2.9　人肝星形细胞（LX2 细胞）培养及分组     用 1%

双抗（100 U·ml-1 青霉素和 100 mg·L-1 链霉素）和
10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培养基 LX2 细胞，于

5%CO2、37 ℃培养箱中进行培养。待细胞密度 80%

左右时，消化后进行传代。传代后的细胞分为空白

组、模型组（20 μg·L-1 TGF-β诱导）、清肝健脾活血

方低剂量组（20 μg·L-1TGF-β诱导+5% 大鼠含药血

清）、清肝健脾活血方中剂量组（20 μg·L-1 TGF-β诱

导+10% 大鼠含药血清）、清肝健脾活血方高剂量组

（20 μg·L-1 TGF-β诱导+15% 大鼠含药血清）。
2.10　 细 胞 葡 萄 糖 浓 度 检 测     将 LX2 细 胞 以

5×105个/孔接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后，分组干

预细胞 24 h 后收集细胞，按照葡萄糖测定试剂盒说

明书操作步骤，在 630 nm 处测定各组吸光度，进而

算出细胞葡萄糖浓度。

2.11　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠肝
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组织及星状细胞 α-SMA、FoxO1 及糖酵解相关蛋白

的影响     肝组织和 LX-2 细胞加入蛋白酶、磷酸酶抑

制剂的 RIPA 裂解液，低温研磨裂解，4 ℃ 离心，

12 000 r·min-1，15 min，取上清，分装后一部分用于

聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）试剂盒测定蛋白浓度

及上样量，取总蛋白 30 μg 进行电泳，经 10% 十二烷

基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶

电泳分离后，转至 PVDF 膜。5% 脱脂牛奶室温封闭

2 h 后，分别加入 β-actin、Tubulin（1∶5 000），PKM2、

PFK1、GLUT1、LDHA（1∶2 000），α -SMA、HK2、

FoxO1（1∶1 000）一抗 4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤后，

加入相应二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，显影，使用

Image J 软件分析目标蛋白条带与内参的灰度值比

值，计算目的蛋白表达量。

2.12　统计分析     采用 Graphpad Prism 8.0 软件进

行数据分析，计量资料先采用 Shapiro-Wilk 检验进

行正态性检验，Levene 检验进行方差齐性检验。符

合正态分布且方差齐的组间比较采用独立样本 t 检

验，计量资料以 x̄ ± s 表示；正态分布但方差不齐者

采用校正 t检验；非正态分布资料采用非参数 Mann-

Whitney U 检验。多组间比较采用单因素方差分

析，以 P<0.05 为具有统计学意义。

3 结果

3.1　清肝健脾活血方对肝脏组织病理影响     利用

HE、Masson 染色观察肝组织病理，空白组肝细胞形

态和肝小叶结构均正常，肝板条索状，围绕中央静

脉排列紧密，无炎症、充血、水肿或脂肪变性。模型

组明显变性坏死，肝小叶结构不规整，纤维间隔增

多，形成假小叶结构，中性粒细胞在中央静脉及汇

管区大量浸润，血管周围肝细胞呈中度脂肪变性，

肝细胞间可见少许蓝染胶原纤维。与模型组比较，

各给药组炎细胞减少，纤维间隔缩小、变窄，蓝染胶

原纤维变小、变细，表明肝纤维化程度减轻。见

图 1、图 2。

3.2　清肝健脾活血方对 C57BL/小鼠血清肝功能影

响     各组小鼠血清 ALT、AST 水平，与空白组比较，

模型组 ALT、AST 水平显著升高（P<0.01），与模型组

比较，清肝健脾活血方低剂量、中剂量 ALT 水平差

异无统计学意义，AST 水平显著降低（P<0.01）；清肝

健脾活血方高剂量、鳖甲煎丸 ALT、AST 水平明显

降低（P<0.05，P<0.01）。见表 1。

3.3　代谢组学分析     

3.3.1　代谢轮廓分析     通过线性变换，将高维数据

降低至二维或三维，同时保持各方差贡献最大的特

征，即降低数据复杂度。将所有实验样本和 QC 样

本提取得到的峰进行 PCA，QC 样本间差异越小说

明方法稳定性越高数据质量越好。在总体 PCA 分

析中 QC 样本聚集在一起也说明仪器状态稳定实验

可靠，组内样本聚集，组间样本不离散。为进一步

分析不同组间代谢谱差异，采用 PLS-DA 对代谢组

数据进行监督模式识别分析。结果显示，各组样本

在 PLS-DA 得分图中明显分离，组内样本聚集良好，

组间样本离散，表明不同处理组之间存在显著的代

谢差异。见增强出版附加材料。

3.3.2　OPLS-DA    在质谱正、负离子模式下，采用

OPLS-DA，通过 200 次置换检验验证模型可靠性，

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 清肝健脾活血方低剂量组；D. 清肝健脾活血方中剂量组；E. 清肝健脾活血方高剂量组；F. 鳖甲煎丸组（图 2、

图 3 同）
图 1　清肝健脾活血方对肝纤维化小鼠肝组织病理形态改变的影响  （HE，×200）
Fig.  1　 Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on pathological morphological changes of liver tissue in mice with hepatic fibrosis

（HE，×200）

图 2　清肝健脾活血方对肝纤维化小鼠肝组织胶原纤维沉积的影响  （Masson，×200）
Fig.  2　Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on collagen fiber deposition in liver tissue of mice with hepatic fibrosis （Masson，×200）
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正、负离子下空白组与模型组比较，R2Y（模型对 Y 变

量的解释率）为 0.97，Q2（模型的预测率）为 0.08，Q2

截距为-0.35；正、负离子下模型组与清肝健脾活血

方高剂量组比较，R2、Q2 截距依次为 0.95、-0.27、

0.87、-0.50。仅空白组与模型组正离子模式 Q2 截

距>0，存在轻微过拟合，其余模型均无过拟合，可用

于差异代谢物筛选。见增强出版附加材料。

3.3.3　 小 鼠 肝 组 织 差 异 代 谢 产 物 筛 选     以

OPLS-DA 的 VIP 值 >1、P<0.05，以 及 差 异 倍 数

（FC）>2 或 FC<0.05 为筛选标准，得到空白组和模型

组的差异内源性代谢物 79 个，其中上调 31 个，下调

48 个；模型组和清肝健脾活血方高剂量组的差异内

源性代谢物 79 个，其中上调 49 个，下调 30 个。见增

强出版附加材料。

3.3.4　小鼠肝组织差异物质富集分析     空白组与

模型组代谢通路主要涉及氨基酸生物合成、环磷酸

腺苷（cAMP）信号通路、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）信号通路、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B

（PI3K/Akt）信号通路、FoxO 信号通路、2-氧羧酸代

谢、血管内皮生长因子（VEGF）信号通路等；模型组

与清肝健脾活血方高剂量组涉及代谢通路花生四

烯酸代谢、TGF-β信号通路、半乳糖代谢、三羧酸

（TCA）循环、胰高血糖素信号通路、丙酮酸代谢等；
空白组、模型组与高剂量组的代谢通路主要涉及四

烯酸代谢、cAMP 信号通路、丙氨酸、天冬氨酸和谷

氨酸代谢、亚油酸代谢、生物素代谢、FoxO 信号通

路、氨基酸代谢、β-丙氨酸代谢、丙酮酸代谢等。见

增强出版附加材料。

3.4　清肝健脾活血方小鼠肝组织核心蛋白结果的影

响     与空白组比较，模型组小鼠肝组织 α -SMA、

LDHA、FoxO1、PKM2、HK2、PFK1蛋白表达明显上调

（P<0.05，P<0.01），GLUT1差异无统计学意义，与模型

组比较，清肝健脾活血方低、中剂量组小鼠肝组织

α-SMA、LDHA、FoxO1、PKM2、HK2、GLUT1 蛋白表

达差异无统计学意义，中剂量组 PFK1蛋白表达显著

下 调（P<0.01）；高 剂 量 组 α -SMA、LDHA、FoxO1、

PKM2、HK2、PFK1 蛋白表达明显下调（P<0.05，P<

0.01）；鳖甲煎丸组 α-SMA、LDHA、PKM2、HK2 蛋白

表 达 明 显 下 调（P<0.05，P<0.01），GLUT1、FoxO1、

PFK1蛋白表达差异无统计学意义。结果表明，清肝健

脾活血方通过抑制 FoxO1信号通路，抑制糖酵解代谢

重编程，从而减轻小鼠肝纤维化。见图 3、表 2、表 3。

3.5　LX2 细胞葡萄糖浓度     与空白组比较，模型组

的葡萄糖显著浓度显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，清肝健脾活血方低、中、高剂量组葡萄糖浓度均

显著下降（P<0.01），见表 4。

3.6　清肝健脾活血方对 LX-2 细胞核心蛋白结果的

影 响     与 空 白 组 比 较 ，模 型 组 α -SMA、LDHA、

FoxO1、PKM2、GLUT1、PFK1 蛋白表达明显上调

（P<0.05，P<0.01），HK2 蛋白表达差异无统计学意

义；与 模 型 组 比 较 ，清 肝 健 脾 活 血 方 低 剂 量 组

α -SMA、LDHA、HK2、GLUT1、PFK1 蛋白表达差异

无统计学意义，FoxO1、PKM2 蛋白表达明显下调（P<

0.05，P<0.01），清 肝 健 脾 活 血 方 中 、高 剂 量 组

α -SMA、FoxO1、PKM2、GLUT1、PFK1 蛋白表达明

表 1　清肝健脾活血方对肝纤维化小鼠血清 ALT、AST 肝功能指标

的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on serum alt and 

ast liver function indexes in mice with hepatic fibrosis （x̄± s，n=6）

U·L-1

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

鳖甲煎丸组

剂量/g·kg-1

11.83

23.66

47.32

1.365

ALT

17.25±2.35

40.16±5.752）

34.74±9.06

32.21±4.04

26.14±3.744）

31.60±4.863）

AST

28.68±12.18

138.2±42.232）

81.51±17.364）

83.73±18.104）

68.21±7.504）

80.5±12.464）

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

表 2　清肝健脾活血方对肝纤维化小鼠肝脏 α-SMA、LDHA、FoxO1 和 PKM2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on α -SMA， LDHA， FoxO1 and PKM2 protein expression in liver of mice with hepatic 

fibrosis （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

鳖甲煎丸组

剂量/g·kg-1

11.83

23.66

47.32

1.365

α-SMA/Tubulin

0.50±0.24

1.10±0.082）

1.12±0.21

1.11±0.11

0.70±0.224）

0.74±0.153）

LDHA/Tubulin

0.75±0.15

1.07±0.191）

1.05±0.03

0.99±0.08

0.66±0.034）

0.68±0.014）

FoxO1/β-actin

0.40±0.13

1.16±0.142）

1.04±0.11

0.91±0.21

0.61±0.253）

0.86±0.28

PKM2/β-actin

0.16±0.09

1.17±0.112）

1.05±0.17

0.97±0.28

0.51±0.074）

0.78±0.134）
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显下调（P<0.05，P<0.01），清肝健脾活血方中剂量组

LDHA 蛋白表达显著下调（P<0.01）。结果表明，清

肝健脾活血方通过抑制 FoxO1 信号通路，抑制 LX-2

细胞糖酵解代谢重编程，从而减轻 LX-2 细胞活化。

见图 4，表 5、表 6。

4 讨论

前期研究发现清肝健脾活血方能够改善大鼠

肝功能、降低胶原沉积、抑制氧化应激，调控巨噬细

胞极化发挥抗炎，从而改善大鼠肝纤维化［8-9］。曹洪

欣教授提出肝纤维化核心病机是肝失条达，气机逆

乱，血滞成瘀，郁遏生热。热扰不已，肝气横逆犯

脾，脾气虚弱，水湿不化，湿与热合，内灼阴津。病

久不愈，下劫肾阴，终致肝肾阴液两伤，肝脾肾三脏

整体失调［7］。提出清肝健脾活血方，由《伤寒论》大

柴胡汤与《重订严氏济生方》鳖甲饮子化裁而成。

方中柴胡、枳实、黄芩、法半夏、白芍，取大柴胡汤之

意以清肝泻热，去大黄防其苦寒伤脾；鳖甲、黄芪、

白术、白芍、川芎，合鳖甲饮子之意以软坚散结、健

脾活血、祛湿消癥；佐以黄精补气养阴、滋肾固本；

生姜配辛温之半夏，燥湿化痰、降逆和胃；使以甘草

健脾益气，调和诸药。全方共奏清肝泻热、益气健

脾、行气活血、软坚散结之功，切中肝纤维化“肝失

疏泄、肝郁化热、肝血瘀滞、肝病传脾”之核心病机。

本研究通过代谢组学技术对清肝健脾活血方中药

抗肝纤维化作用机制进行阐释，其中医药整体观念

和辨证论治与中药复方多组分、多靶点、协同起效

的“整体观”相适应。因此，本研究采用代谢组学研

究清肝健脾活血方治疗 HF 小鼠作用机制。HE 染

色表明清肝健脾活血方减轻小鼠肝组织炎细胞，纤

维间隔缩小、变窄，Masson 染色蓝染胶原纤维变小、

变细，胶原面积显著减少，血清肝功 ALT、AST 显著

下调，与前期研究结果一致。基于 LC-MS 代谢组学

方法共筛选出模型组和清肝健脾活血方高剂量组

差异内源性代谢物 79 个，其中模型组与清肝健脾活

血方高剂量组比较，差异代谢物上调 49 个，下调

30 个，富集的通路主要为 TCA 循环、丙酮酸代谢、

FoxO 信号通路、糖代谢等代谢通路。空白组、模型

组与清肝健脾活血方高剂量组的代谢通路主要涉

及四烯酸代谢、cAMP 信号通路、丙氨酸、天冬氨酸

和谷氨酸代谢、亚油酸代谢、生物素代谢、FoxO 信号

通路、氨基酸代谢、β-丙氨酸代谢、丙酮酸代谢等。

LC-MS 代谢组学显示 TCA 循环、丙酮酸代谢显著变

化，提示能量代谢重编程。清肝健脾活血方干预

后，肝组织和 LX-2 细胞中 LDHA、PKM2 和 PFK1 的

蛋白表达下调，表明 LX-2 细胞糖酵解受到抑制。代

谢组学富集的 FoxO 通路与 FoxO1 蛋白表达下调高

度吻合。FoxO1 作为转录因子，可激活糖异生和糖

酵解相关基因［10］。清肝健脾活血方抑制 FoxO1 后，

其靶基因（PKM2、LDHA、PFK1、HK2）表达同步降

低，阻断糖酵解限速步骤 HK2 催化葡萄糖磷酸化，

PFK1 调控果糖 -6-磷酸转化。研究发现肝脏 FoxO1

通过上调肝细胞 TGF-β1表达，刺激肝脏炎症反应和

TGF-β1介导的 LX-2 细胞活化［11］。FoxO1 作为 FoxO

图 3　各组小鼠肝组织糖酵解代谢相关蛋白表达电泳

Fig.  3　 Electrophoresis of glycolysis related protein expression in 

liver tissue of mice in each group

表 3　清肝健脾活血方对肝纤维化小鼠肝脏 HK2、PFK1 和 GLUT1 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on HK2， PFK1 and GLUT1 protein expression in liver of mouse with hepatic fibrosis 

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

鳖甲煎丸组

剂量/g·kg-1

11.83

23.66

47.32

1.365

HK2/β-actin

0.57±0.17

1.16±0.232）

086±0.09

0.88±0.11

0.50±0.244）

0.70±0.213）

PFK1/β-actin

1.00±0.11

1.35±0.151）

0.91±0.27

0.36±0.064）

0.56±0.414）

0.72±0.29

GLUT1/β-actin

0.93±0.09

1.22±0.16

1.10±0.11

1.06±0.24

0.91±0.13

1.08±0.06
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转录因子家族的一员，其活性与核质穿梭及多种翻

译后修饰（包括磷酸化、乙酰化和甲基化）密切相

关［12］。FoxO1 是通过糖酵解代谢重编程来调节巨

噬细胞功能［13］。

研究表明，HSCs 活化发生快速代谢重编程，特

别是有氧糖酵解增加［14-15］。有氧糖酵解为 HSCs 提

供额外的生物能量与生物合成物质，从而诱导其活

化、增殖和迁移［16-17］。活化 HSCs以有氧糖酵解为能

量来源，维持细胞增殖，分泌 ECM，并增强向细胞损

伤区域迁移。抑制有氧糖酵解关键酶，包括 PKM2、

果糖 -2，6-二磷酸酶 3（PFKFB3）和 HK2，可以抑制

HSCs 活化，改善肝纤维化［18-19］。近年来，细胞代谢

重编程一直是研究热点。肝纤维化过程涉及各种

细胞增殖和活化、表型转化及相关细胞因子分泌，

这需要糖酵解为细胞增殖和活化提供中间代谢物

和能量支持［20-21］。GLUT 在体内主要负责葡萄糖转

运，并参与糖酵解过程［22-23］。肝纤维化中 GLUT1、

GLUT2 和 GLUT4 表达水平升高，可诱导 HSCs 内发

生糖代谢重编程，增强 Warburg 效应，促进 HSCs 活

化，最终导致肝纤维化发生和进展［24-25］。HK 酶促进

限制糖酵解速率第一步，有效地阻碍葡萄糖从细胞

中用于能量代谢的出口［26］。HK 有 4 种亚型，分别是

HK1、HK2、HK3 和 HK4。而大部分正常组织只表

达 HK1。然而，HK2 在促进有氧糖酵解方面更强，

并且在肝纤维化中高表达［27］。 PFK1 是糖酵解第

二步关键酶，发挥限速因子作用。PFK1 保证糖酵

解过程的稳定性至关重要［28］。鸢尾素下调关键糖

酵解酶（HK2、PFK1、PKM2、LDHA），显著改善肝纤

维化，减少胶原沉积和 α -SMA 表达［29］。PKM2 是

一种丙酮酸激酶，被广泛认为是控制糖酵解速度的

酶。促进磷酸基从磷酸烯醇式丙酮酸转移到 ADP，

从而在细胞质中产生丙酮酸。PKM2 存在两种结构

变异，最活跃的 PKM2 四聚体促进葡萄糖氧化磷酸

化以完全氧化分解代谢产生 ATP，而其二聚体促进

有氧葡萄糖发酵的 Warburg 效应［30-31］。PKM2 在生

理条件下主要以四聚体形式存在，但在肝纤维化中

多形成二聚体。HSCs 中 Warburg 效应增强，导致

HSCs 活化［32］。LDH-A 是糖酵解途径中关键酶，是

催化丙酮酸转化为乳酸的最终催化剂。LDH-A 表

达增强或活性增强导致细胞内有氧糖酵解激增，从

而满足快速分裂细胞的能量需求［33］。HK2、PKM2、

LDHA 和乳酸是肝脏脂肪生成、炎症、纤维化及肝癌

表 4　 清 肝 健 脾 活 血 方 含 药 血 清 对 LX-2 细 胞 葡 萄 糖 浓 度 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of medicated serum containing Qinggan Jianpi 

Huoxue formula on glucose concentration in LX-2 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

体积分数/%

5

10

15

细胞葡萄糖浓度

/mmol·g-1

15.20±4.56

30.23±8.242）

13.41±2.044）

14.43±3.604）

15.77±4.264）

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 清肝健脾活血方低剂量组；D. 清肝

健脾活血方中剂量组；E.清肝健脾活血方高剂量组

图 4　各组 LX-2 细胞活化后糖酵解代谢相关蛋白表达电泳

Fig.  4　 Electrophoretic detection of expression of glycolysis 

related proteins after activation of LX-2 cells in each group

表 5　清肝健脾活血方对 LX-2 细胞 α-SMA、LDHA、FoxO1 和 PKM2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on α-SMA， LDHA， FoxO1 and PKM2 protein expression in hepatic stellate cells （x̄ ± s，n=3）

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

体积分数/%

5

10

15

α-SMA/Tubulin

0.45±0.02

1.19±0.052）

1.11±0.02

0.71±0.024）

0.45±0.024）

LDHA/Tubulin

0.83±0.08

1.04±0.021）

0.88±0.03

0.71±0.134）

0.97±0.01

FoxO1/β-actin

0.83±0.17

1.23±0.301）

0.77±0.093）

0.33±0.044）

0.24±0.014）

PKM2/β-actin

1.11±0.05

1.46±0.072）

0.82±0.064）

0.91±0.084）

0.74±0.144）
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进展的重要共同因素［34］。FoxO 转录因子家族是连

接细胞信号转导与核心能量代谢的关键枢纽，通过

调控丙酮酸代谢和 TCA 循环中的多个关键酶，维持

细胞稳态［35］。

综上所述，本研究表明清肝健脾活血方能够改

善肝功能，减轻小鼠肝组织纤维化程度。LC-MS 代

谢组学显示清肝健脾活血方干预出现 TCA 循环、丙

酮酸代谢显著变化，提示能量代谢重编程。清肝健

脾活血方干预后，肝纤维化小鼠肝组织 α -SMA、

LDHA、FoxO1、PKM2、HK2、PFK1 蛋白表达下降，

清肝健脾活血方含药血清降低活化的 LX-2 细胞葡

糖糖浓度同时降低 α-SMA、LDHA、FoxO1、PKM2、

GLUT1、PFK1 蛋白表达；表明 LX-2 细胞糖酵解受

到抑制。PKM2 的下调直接减少丙酮酸生成，与代

谢组学中丙酮酸代谢通路的改变相呼应。代谢组

学富集的 FoxO 通路与 FoxO1 蛋白表达下调高度吻

合。 FoxO1 作为转录因子，可激活糖酵解相关基

因［36］。FoxO1 的抑制可能通过降低 LX-2 细胞的代

谢活性，减少 α-SMA 表达，从而缓解肝纤维化进程。

清肝健脾活血方抑制 FoxO1 后，其靶基因（PKM2、

LDHA、PFK1、HK2）表达同步降低，阻断糖酵解限

速步骤 HK2 催化葡萄糖磷酸化，PFK1 调控果糖 -6-

磷酸转化。推测清肝健脾活血方发挥治疗 HF 的作

用机制可能是通过 FoxO1 调控 LX-2 细胞代谢重编

程。这也为清肝健脾活血方从肝组织与 LX-2 细胞

糖酵解代谢角度研究作用机制提供实验依据。本

文从代谢表型、功能验证等多个维度系统验证清肝

健脾活血方通过 FoxO1 调控 HSCs 糖酵解的机制。

既往中药复方抗肝纤维化研究多聚焦于抗炎、抗氧

化、抑制 HSCs 活化、调控细胞外基质代谢等传统环

节，而对 HSCs 活化背后“能量代谢重编程”这一根

本驱动因素关注不足。本课题提出“调控 HSCs糖酵

解代谢重编程是中药复方抗肝纤维化的关键机制之

一”的创新学术观点，从代谢调控的视角诠释清肝健脾

活血方的作用机制，有望开辟中医药抗肝纤维化研究

的新方向。清肝健脾活血法的科学内涵与现代“HSCs

代谢重编程”理论相融合。清肝可减轻肝脏炎症微环

境对 HSCs的异常活化刺激，健脾可通过调控能量代

谢稳态间接影响 HSCs的代谢状态，活血可改善肝内

微循环和代谢产物清除。三法合用，共同作用于HSCs

糖酵解代谢重编程这一核心环节，体现中医药多靶点、

多层次、整体调控的治疗特色。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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Table 6　Effect of Qinggan Jianpi Huoxue formula on HK2， PFK1 

and GLUT1 protein expression in hepatic stellate cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

清肝健脾活血方低剂量组

清肝健脾活血方中剂量组

清肝健脾活血方高剂量组

体积分

数/%

5

10

15

HK2
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