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基于 Notch/eNOS 信号通路探讨加味桃核承气汤改善
肝窦毛细血管化的作用机制
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（浙江中医药大学  基础医学院，杭州  310053）

［摘要］ 目的：探讨加味桃核承气汤（JTCT）是否通过抑制肝窦毛细血管化治疗肝纤维化，并验证其具体机制是否与果蝇双翅

边缘缺刻同源基因（Notch）信号通路及内皮型一氧化氮合酶（eNOS）信号通路相关。方法：将 50 只 C57BL/6 小鼠随机分为正常

组，模型组（5 mL·kg-1·3 d-1），加味桃核承气汤低、中、高（JTCT-L、JTCT-M、JTCT-H）剂量组（16.6、33.3、66.6 g·kg-1·d-1）。除正常组

外，其余小鼠每 3 d 腹腔注射 20% 四氯化碳（CCl4）橄榄油溶液，持续 4 周诱导肝纤维化模型。同时，JTCT-L、JTCT-M、JTCT-H

组分别按剂量每日灌胃给药，连续干预 4 周（正常组和模型组给予等体积生理盐水灌胃）。采用胶原酶体外原位灌注、Percoll

密度梯度离心联合选择性去除 Kupffer细胞的方法，从大鼠肝脏中分离原代肝窦内皮细胞（LSECs），经细胞表型验证后用于实

验。细胞培养至对数生长期后，使用小干扰核糖核酸（siRNA）试剂盒进行瞬时转染以敲低可溶性鸟苷酸环化酶（sGC）的表

达。随后使用 siRNA 试剂盒对细胞进行瞬时转染，用于敲低可溶性鸟苷酸环化酶（sGC），并在此基础上使用 Notch 激动剂

Jagged-1。采用细胞增殖活性检测试剂盒（CCK-8）检测 JTCT 对 LSECs 的细胞增殖抑制作用，采用实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Notch 信号通路和 eNOS 信号通路相关基因和蛋白的表达，采用荧

光探针荧光钙指示剂 4/乙酰氧甲基酯（Fluo-4/AM）标记细胞内二价钙离子（Ca2+）。结果：与正常组比较，模型组小鼠肝组织出

现脂肪样变性、炎症细胞浸润、肝细胞变性坏死、小叶结构紊乱及纤维组织增生；血清羟脯氨酸（Hyp）含量及丙氨酸氨基转移

酶（ALT）及天冬氨酸氨基转氨酶（AST）水平均显著升高（P<0.01）；Notch1、多毛分裂增强子 1（Hes1）、分化簇 31（CD31）、血管

性血友病因子（vWF）表达显著升高（P<0.01），磷酸化（p）-eNOS/eNOS 和 sGC 表达显著降低（P<0.01）。与模型组比较，JTCT 各

剂量组小鼠血清 Hyp 含量及 ALT、AST 水平均显著降低（P<0.01）；肝组织 Notch1、Hes1、CD31、vWF 表达降低（P<0.05，P<

0.01），p-eNOS/eNOS 和 sGC 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），其中以 JTCT-H 组改善效果最显著（P<0.01）。体外实验，与

LSEC-1day 组比较，LSEC-5day 组 Notch1、Hes1、CD31、vWF 表达显著升高（P<0.01），p-eNOS/eNOS 和 sGC 表达显著降低（P<

0.01）；细胞内 Ca2+浓度显著升高（P<0.01）。与 LSEC-5day 组比较，JTCT 组 Notch1、Hes1、CD31、vWF 表达显著降低（P<0.01），
p-eNOS/eNOS 表达显著升高（P<0.01）；细胞内 Ca2+浓度显著降低（P<0.01）。 Jagged1 组与 Jagged1+JTCT 组比较，Notch1、

Hes1、eNOS、p-eNOS、CD31、vWF、sGC 表达及 Ca2+浓度差异均无统计学意义。与 LSEC-5day 组比较，sGC 敲除组（sGC-KO）
CD31、vWF 表达显著升高（P<0.01）。sGC-KO 组与 sGC-KO+JTCT 组比较，CD31、vWF 表达差异无统计学意义。结论：JTCT

通过抑制 Notch 信号通路的激活、恢复 eNOS 信号通路活性以抑制 LSECs毛细血管化，从而治疗肝纤维化。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate whether modified Taohe Chengqitang （JTCT） treats liver fibrosis by inhibiting 

hepatic sinusoidal capillarization， and to verify whether its specific mechanism is related to the Homologous genes responsible for 

the notches along the edges of Drosophila wings（Notch） signaling pathway and endothelial nitric oxide synthase （eNOS） signaling 

pathway. Methods：： Fifty C57BL/6 mice were randomized into 5 groups： Control， model （5 mL·kg-1·3 d-1）， low-dose JTCT， 

medium-dose JTCT， and high-dose JTCT （JTCT-L，JTCT-M，JTCT-H）. Except the control group， the other groups were 

intraperitoneally injected with 20% carbon tetrachloride （CCl4） olive oil solution every 3 days for 4 weeks to induce liver fibrosis. 

Meanwhile， JTCT-L， JTCT-M， and JTCT-H groups were administrated with JTCT by gavage at doses of 16.6， 33.3， and 

66.6 g·kg-1·d-1， respectively， for 4 consecutive weeks （the control and model groups received equal volumes of normal saline by 

gavage）. Primary liver sinusoidal endothelial cells （LSECs） were isolated from rat livers through in situ perfusion of collagenase， 

Percoll density gradient centrifugation， and selective removal of Kupffer cells. After verification of cell phenotype， LSECs were 

used for experiments. For cells at the logarithmic growth phase， the small interfering RNA（siRNA） kit was used to knock down the 

expression of soluble guanylate cyclase （sGC） through transient transfection. Subsequently， the Notch agonist Jagged-1 was 

applied. Cell counting kit-8 （CCK-8） was used to examine the cytotoxicity of JTCT on LSECs. Real-time PCR and Western blot 

were employed to measure the expression of molecules in the Notch and eNOS signaling pathways at mRNA and protein levels， 

respectively. Intracellular Ca2+ was labeled with the fluorescent probe Fluo-4 acetoxymethyl ester（Fluo-4/AM）. Results：： The 

animal experiment showed that compared with the control group， the model group exhibited hepatic steatosis， inflammatory cell 

infiltration， hepatocyte degeneration and necrosis， lobular structural disorder， and fibrous tissue hyperplasia in the mouse liver 

tissue， significantly elevated serum levels of hydroxyproline （Hyp）， alanine transaminase （ALT）， and aspartate transaminase 

（AST） （P<0.01）， significantly upregulated expression levels of Notch1， Hes family bHLH transcription factor 1（Hes1）， Cluster 

of Differentiation 31（CD31）， and von Willebrand factor（vWF） （P<0.01）， and significantly downregulated phosphorylate

（p）-eNOS/eNOS ratio and sGC expression （P<0.01）. Compared with the model group， all the JTCT groups showed significantly 

reduced serum Hyp， ALT， and AST levels （P<0.01）， downregulated expression of Notch1， Hes1， CD31， and vWF （P<0.05， 

P<0.01）， and upregulated p-eNOS/eNOS ratio and sGC expression （P<0.05， P<0.01） in the liver tissue， with the JTCT-H group 

showing the most significant changes （P<0.01）. The cell experiment showed that compared with the LSEC-1day group， the 

LSEC-5day group exhibited significantly increased expression of Notch1， Hes1， CD31， and vWF （P<0.01）， significantly 

decreased p-eNOS/eNOS ratio and sGC expression （P<0.01）， and elevated intracellular Ca2+ concentration （P<0.01）. Compared 

with the LSEC-5day group， the JTCT group showed decreased expression of Notch1， Hes1， CD31， and vWF （P<0.01）， 

significantly increased p-eNOS/eNOS ratio （P<0.01）， and significantly reduced intracellular Ca2+ concentration （P<0.01）. No 

significant differences were observed in the expression of Notch1， Hes1， eNOS， p-eNOS， CD31， vWF， sGC， or intracellular Ca2+ 

concentration between the Jagged1 group and the Jagged1+JTCT group. Compared with the LSEC-5day group， the sGC knockout 

group （sGC-KO） showed significantly increased expression of CD31 and vWF （P<0.01）. There was no significant difference in 

CD31 or vWF expression between the sGC-KO group and the sGC-KO+JTCT group. Conclusion：： JTCT inhibits the activation of 

the Notch signaling pathway and restores the activity of the eNOS signaling pathway to suppress sinusoidal capillarization of 

LSECs， thereby treating liver fibrosis.

［［Keywords］］ modified Taohe Chengqitang； hepatic sinusoidal capillarization； Homologous genes responsible for the notches 

along the edges of Drosophila wings（Notch） signaling pathway； endothelial nitric oxide synthase（eNOS） signaling pathway； liver 

fibrosis

肝纤维化是肝脏在慢性损伤过程中发生的病

理性修复反应，其典型组织病理学特征包括胶原蛋

白过度生成、细胞外基质沉积及肝窦毛细血管化导

致的血管网络重构［1-3］。早期肝纤维化具有可逆性

病理特征，但其持续进展可诱发肝硬化及肝细胞

癌，全球每年约 38.3 万例死亡归因于肝硬化相关并

发症（占终末期肝病死亡率的 45%），其中发达国家

肝硬化特异性死亡率高达 43.7%［4］。目前临床仍缺

乏特异性抗纤维化药物［5］，故阐明其分子机制并探

索潜在干预靶点具有重要临床价值。

肝窦内皮细胞（LSECs）是构成肝窦的主要细

胞，肝损伤期间会从无基底膜的窗孔状表型转变为

有基底膜的毛细血管样状态，这一过程被称为肝窦

毛细血管化，可激活肝星状细胞，从而促进肝纤维

化［6-8］。内皮型一氧化氮合酶（eNOS）信号通路在肝

窦 毛 细 血 管 化 中 起 关 键 调 控 作 用 ：LSECs 内 的

eNOS 催化生成一氧化氮（NO），后者通过激活其受

体可溶性鸟苷酸环化酶（sGC）启动蛋白激酶级联反

应［9-10］；该信号通路可降低细胞内二价钙离子（Ca2+）
水平，从而维持 LSECs 窗孔结构开放及正常分化状

态与功能特性［11］。果蝇双翅边缘缺刻同源基因

（Notch）信号通路主要由 Notch1、Notch2 等受体，
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Jagged1 等配体及毛状分裂增强子家族（Hes）家族

转录因子（如 Hes1）组成，其中 Hes 家族可调控下游

靶基因表［12］。最新研究证实，Notch 信号通路激活

是肝纤维化的重要驱动因素，其关键分子 Notch1 的

下游效应因子 Hes1 可通过结合 eNOS 基因启动子

抑制其转录，进而阻断 eNOS 信号通路，最终诱导

LSECs毛细血管化［13-15］。

中医对肝纤维化研究历史悠久，可将其归属于

“癥瘕”“积聚”“胁痛”等病证的范畴［16-17］。该病多因

湿热疫毒侵袭肝脏，久稽不去则壅遏气机，致肝失

疏泄；气机不畅进一步引发气血生化不足、肝血亏

虚及津液输布失常，最终形成“气滞血瘀”的核心病

机 ，而这一病理过程与肝窦毛细血管化密切相

关［18］。加味桃核承气汤（JTCT），又名疏肝健脾活血

方，是以《伤寒论》中治疗太阳病蓄血证的经典方剂

桃核承气汤（由桃仁、大黄、桂枝、芒硝、甘草组成）
为基础，加用鳖甲、三七等药物，结合多年临床实践

化裁而成，常用于肝纤维化治疗，具有“气血同治、

攻补兼施”的特点，临床多用于慢性病毒性肝炎、酒

精性肝病、非酒精性脂肪性肝病等慢性肝病发展至

肝纤维化阶段，表现为胁肋隐痛或刺痛、腹胀纳差、

神疲乏力、面色晦暗，舌有瘀斑或瘀点、苔白腻或黄

腻，脉弦细或涩等，且辨证属肝郁脾虚、瘀血内停证

型的患者，通过调理气血、兼顾攻邪与扶正，延缓肝

纤维化进展，改善患者临床症状［19-23］。本课题组前

期研究发现，JTCT 在肝星状细胞与 LSECs 共培养

体 系 中 可 下 调 Notch 信 号 通 路 活 性 ，但 其 调 控

LSECs 毛细血管化的具体分子机制仍不明确［24］。

因此，本研究拟采用 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠模

型，结合体外细胞实验，深入探讨 JTCT 通过调控

Notch/eNOS 信号通路抑制肝窦毛细血管化的具体

分子机制。

1 材料

1.1　动物     C57BL/6 雄性小鼠 50 只，6~8 周龄，体

质量（22±4） g，SPF 级 SD 大鼠 40 只，8~10 周龄，体

质量（200±20） g，购自浙江中医药大学实验动物中

心，实验动物许可证号 SYXK（浙）2021-0012。实验

人员持有动物实验从业人员资格证书（X1902833）。
购入后置于符合 GB 14925-2010《实验动物环境及

设施》标准的 SPF 级实验动物房内适应喂养 7 d，自

由摄食饮水，环境条件，温度（22±2） ℃，相对湿度

50%~60%，光照周期 12 h/12 h 光照/黑暗（光照强度

150-300 lx）。
1.2　伦理     本实验方案遵循《实验动物福利伦理审

查指南》（GB/T35892-2018）及中国生理学会《实验

动物护理与使用指南》，已通过浙江中医药大学实

验动物管理与伦理委员会审查批准（伦理批准号

20210201-06）。
1.3　药物     JTCT 由桃仁 15 g、桂枝 10 g、甘草 8 g、

制大黄 6 g、大枣 30 g、三七粉 3 g（冲服）、香附 10 g、

白术 10 g、莪术 10 g、醋鳖甲 15 g（先煎）、茯苓 15 g、

丹参 30 g 组成，购自浙江中医药大学中医门诊部。

JTCT 分离纯化过程：先将草药粉碎，在 50~80 ℃下

用蒸馏水按料液比 10∶1~20∶1 提取 2~6 h，过滤离心

后得粗提物；再经高效液相色谱室温分离纯化，30~

60 min 内完成成分分离；最后在 25 ℃下用高效液相

色谱法（HPLC）检测纯度，与对照品色谱图比对［23］。

1.4　试剂     Anti-Hes1、Anti-Notch1、Anti-血小板内

皮细胞黏附分子 1（CD31）、Anti-血管性血友病因子

（vWF）、Anti-甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体

（杭州华安生物技术有限公司，批号分别为 ET1610-

97、ET1606-55、ET1608-48、ET1701-87、ET1601-4）；
Anti-eNOS 抗体、Anti-磷酸化（p）-eNOS 抗体、山羊

抗兔二抗（英国 Abcam 公司，批号分别为 ab252439、

ab184154、ab6721）；重组 Jagged1 蛋白、胎牛血清、

Dulbecco 改良 Eagle（DMEM）培养基（美国 Gibco 公

司 ，批 号 分 别 为 ab109346、10270-106、C11995500

BT）；荧 光 探 针 荧 光 钙 指 示 剂 4/乙 酰 氧 甲 基 酯

（Fluo-4/AM，上海碧云天生物技术股份有限公司，

批号 S1060）；快速细胞 RNA 提取试剂盒、天狼星红

染色试剂盒［翌圣生物科技（上海）股份有限公司，

批号分别为 RN002、36324ES60］；SYBR Green Pro-

Taq HS 预 混 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Real-time PCR）试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限

公司，批号 A4A1398）；苏木素、伊红染色试剂（珠海

贝索生物技术有限公司，批号分别为 BA-5、BA-

4041）；马松（Masson）三色试剂盒（福州迈新生物技

术开发有限公司，批号 MST-8003/8004）；羟脯氨酸

（Hyp）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）及天冬氨酸氨基

转氨酶（AST）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批

号分别为 A030-2-1、C009-2-1、C010-2-1）。
1.5　仪器     Synergy H1型多功能酶标仪（美国伯腾公

司）；ChemiDoc Touch 型 ChemiDoc™成像系统、165-

8001 型蛋白电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；Nanodrop 

one型微量核酸蛋白分析仪（美国赛默飞世尔科技有

限公司）；7500 型 Real-time PCR 仪（美国 ABI公司）；
Axio Observer.A1型荧光倒置显微活细胞系统（德国

徕卡显微系统有限公司）；MD ImageXpress Micro 型
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高内涵细胞成像分析系统（美国 MD 公司）；RM2245

型组织切片机（德国Lecia公司）。
2 方法

2.1　动物分组及造模方法     根据课题组前期建立

的方法［23］，将 50 只 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠采用随

机数字表法分为 5 组（每组 10 只）：正常组，模型组，

JTCT 低 剂 量 组 、中 、高 剂 量（JTCT-L、JTCT-M、

JTCT-H）组（16.6、33.3、66.6 g·kg-1·d-1）。除正常组

外，其余小鼠每 3 d 腹腔注射 20%CCl4 橄榄油溶液

（剂量为 5 mL·kg-1体质量），持续 4 周以诱导肝纤维

化模型，方案参照肝纤维化病理相关文献［25］。成模

参考指标如下，①一般状态：观察小鼠精神状态、活

动度、毛发光泽度及体质量变化，模型组小鼠需出

现精神萎靡、活动减少、毛发枯槁、体质量增长迟缓

或下降等肝损伤相关表现；②肝功能指标：检测血

清羟脯氨酸（Hyp）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）及天

冬氨酸氨基转氨酶（AST）活性，模型组需显著高于

正常组，提示肝细胞受损；③肝脏病理形态：通过苏

木素-伊红（HE）染色观察肝组织是否出现肝细胞变

性坏死、炎症细胞浸润，Masson 染色及天狼星红染

色观察胶原纤维沉积情况，模型组需出现典型肝纤

维化病理改变（如汇管区胶原增生、纤维间隔形成

等）。造模开始同时，JTCT-L、JTCT-M、JTCT-H 组分

别按相应剂量每日灌胃给药（给药量为 0.01 mL·g-1

体质量）；正常组和模型组每日灌胃等体积蒸馏水，

连续干预 4 周。各组动物分别于实验的第 4 周末，

于末次给药 12 h 后（均禁食不禁水），腹腔注射舒泰

50 注射液（75 mg·kg-1 体质量）进行麻醉，待小鼠角

膜反射消失后开始后续操作。称体质量后，摘取小

鼠肝脏并称质量，迅速将肝脏分为 3 部分：①取肝左

叶组织约 0.5 cm×0.5 cm×0.2 cm，置于 10% 甲醛溶

液中固定（组织与固定液体积比 1∶10），用于组织病

理学检测；②取肝中叶组织约 100 mg，立即置于液

氮中速冻，随后转移至−80 ℃超低温冰箱保存，用于

蛋白质和 RNA 提取；③剩余组织标记后置于−80 ℃

保存备用。同时收集各组小鼠血清（眼眶取血后

3 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径 8 cm，下同），取
上清），用于生化指标检测。

2.2　 药 物 制 备 及 给 药 方 法     JTCT 所 有 药 物 用

1 000 mL 蒸馏水浸泡 1 h，将鳖甲煎煮 30 min，再将

剩余药物共同煎煮 60 min，煮沸后文火煮 30 min，将

药液倒出，再加入 400 mL 继续煎煮 20 min，合并

2 次煎煮液，用 4 层纱布过滤 2 次，弃去药渣；待滤液

冷却至室温后，加入三七粉搅拌至完全溶解；将药

液 置 于 旋 转 蒸 发 仪（水 浴 温 度 60 ℃ ，真 空 度

0.08 mPa）浓缩至 500 mL，分装于无菌离心管中，

4 ℃冰箱保存；使用前取出复温至室温，充分混匀。

JTCT 临床成人每日用量为 162 g（按成人平均体质

量 60 kg 计算，即 2.7 g·kg-1）。小鼠平均体质量为

20 g（0.02 kg），根据人和动物体表面积换算公式（体

表面积比值=K×体质量比值，小鼠 K=0.006，人 K=

0.1）［26］，计算得小鼠中剂量给药量为 33.3 g·kg-1·d-1，

低、高剂量分别为中剂量的 1/2 和 2 倍（即 16.6、

66.6 g·kg-1·d-1）。
2.3　含药血清制备     20 只 8 周龄雄性 SPF 级 SD 大

鼠 ，体 质 量（200±20） g，采 用 随 机 数 字 表 法 分 为

2 组，每组 10 只：空白组（Blank）、加味桃核承气汤组

（JTCT）。动物饲养于 SPF 级实验动物房，适应性喂

养 3 d（自由摄食饮水）后开始实验。参照文献［26］中

人与大鼠体表面积换算公式（体表面积比值=K×体质

量比值，大鼠 K=0.018，人 K=0.1），结合 JTCT 临床成

人每日用量（如 162 g/60 kg），换算得大鼠每日给药

剂量为 15.26 g·kg-1·d-1。 JTCT 组按 15.26 g·kg-1·d-1

剂量每日灌胃 2 次（早 8：00、晚 18：00），单次灌胃量

为 20 mL·kg-1 体质量（每日总灌胃量 40 mL·kg-1）；
空白组给予等体积蒸馏水，灌胃频率及体积同 JTCT

组，连续干预 5 d。实验第 6 天晨 8：00，JTCT 组按单

次剂量（7.63g·kg-1）灌胃 1 次，空白对照组给予等体

积蒸馏水；末次灌药后 1 h，腹腔注射舒泰 50 注射液

（75 mg·kg-1）麻醉大鼠 ，待角膜反射消失后（10~

15 min），通过腹主动脉取血。采集的血液置于促凝

管中，室温静置 2 h 后，于 4 ℃ 、3 000 r·min-1 离心

15 min，分离血清；取上清液置于 56 ℃ 水浴灭活

30 min，随后用 0.22 μm 无菌微孔滤膜过滤除菌，分

装于无菌离心管中，标记后置于-80 ℃超低温冰箱

保存备用。

2.4　原代 LSECs 细胞提取     采用随机数字表法选

取 20 只 8 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠，实验前适应性喂

养 3 d，禁食 12 h（不禁水）后用于细胞提取。通过胶

原酶原位离体灌注、Percoll 密度梯度离心及选择性

去除 Kupffer 细胞的方法［27-28］，从肝脏中分离原代

LSECs。 分 离 的 LSECs 在 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM 培养基中置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养，

24 h 后更换培养基以去除未贴壁细胞，当细胞汇合

度达到 70%~80% 时进行传代，传代 1 次后进行后续

实验。

2.5　 细 胞 小 干 扰 核 糖 核 酸（siRNA）转 染     使 用

siRNA 试剂盒按说明书进行细胞瞬时转染。转染前
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24 h 制备 24 孔细胞板，每孔接种 0.5~2×105个细胞于

400 μL 无抗生素培养基中。当细胞融合度达 30%~

50% 时，按照 siRNA 试剂盒说明书制备转染复合

物，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养 18~48 h。转染

4~6 h 后 更 换 新 鲜 培 养 基 ，24 h 内 通 过 Real-time 

PCR 评估 siRNA 转染效率，使用快速细胞 RNA 提取

试剂盒提取细胞总 RNA，再通过 SYBR Green Pro-

Taq HS 预混 Real-time PCR 试剂盒完成逆转录及

Real-time PCR 扩增反应（扩增条件：95 ℃ 预变性

30 s，95 ℃变性 5 s、60 ℃退火延伸 30 s，共 40 个循

环）。24 h 后通过 Real-time PCR 检测 siRNA 沉默效

率。以 GAPDH 为内参，相关引物由生工生物工程

（上海）有限公司合成，siRNA 序列见表 1。

2.6　细胞内 Ca²⁺浓度测定     用荧光探针 Fluo-4/AM

标 记 细 胞 内 Ca2+ 。 加 入 10 μmol·L-1 Fluo-4/AM 

0.2 mL，37 ℃避光孵育 30 min，孵育结束后，小心吸

弃染色液，每孔加入预温至 37 ℃的 Hanks 平衡盐溶

液 0.5 mL 后进行检测。通过高强度成像扫描细胞

内荧光强度变化，以平均荧光强度变化反映细胞内

游离 Ca2+相对水平，采用 Image-Pro Plus 软件分析荧

光强度。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表达

水平     采用聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度：按照试剂盒说明书配制工作

液，100 ℃沸水浴加热 10 min 使蛋白充分变性，随后

置于冰上冷却 5 min。随后置于 10% 十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶上进行

电泳分离。采用湿转法将蛋白转移至聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜，用 5% 脱脂奶粉（溶于 TBST）或 5% 牛

血清白蛋白（BSA）（溶于 TBST）室温封闭 1 h 以减

少非特异性结合。封闭后，膜与一抗溶液在 4 ℃摇

床孵育过夜，Notch1、Hes1、CD31、vWF、GAPDH、

eNOS 和 p-eNOS（1∶1 000）。次日弃去一抗，加入辣

根过氧化物酶（HRP）标记的二抗溶液共同孵育 1 h。

采用 ECL 化学发光试剂盒显影，使用 Image J 软件

分析，测定条带灰度值以计算相对表达量，实验重

复 3 次取均值。

2.8　Real-time PCR 检测     采用快速细胞 RNA 提

取试剂盒从肝组织或培养的 LSECs 中提取总 RNA。

采用 NanoDrop 2000 分光光度计检测 RNA 浓度及

纯度。取总 RNA 500 ng 进行逆转录，逆转录总反应

体系 20 μL：RNA 模板、5×逆转录缓冲液 4 μL、逆转

录酶混合液 1 μL、引物 1 μL，无核酸酶水补足至

20 μL；逆转录反应程序：25 ℃孵育  10 min，42 ℃反

转 录  30 min，85 ℃ 灭 活  5 min，冰 浴 冷 却 得 到

cDNA，稀 释 5 倍 备 用 。 定 量 Real-time PCR 使 用

ABI7500 仪 器 和 SYBR Green Pro-Taq HS 预 混

Real-time PCR 试剂盒进行，程序为 95 ℃ 预变性

30 s，随后 95 ℃ 变性 5 s、60 ℃ 退火延伸 30 s，共

40 个循环，最后进行熔解曲线分析。以 GAPDH 为

内参，相关引物由生工生物工程（上海）有限公司合

成，引物序列见表 2。

2.9　组织病理学与免疫组化（IHC）染色     将肝左

叶浸入 4% 多聚甲醛固定超过 48 h。随后，肝组织

按试剂说明书进行苏木素和伊红染色。制备 4 μm

厚的肝组织切片用于形态学分析。采用 HE 染色评

估肝组织是否出现肝细胞变性坏死、炎症细胞浸

润，采用 Masson 和天狼星红染色评估胶原表达，分

别使用 HE 试剂盒、Masson 三色试剂盒和天狼星红

染色试剂盒操作。通过 IHC 染色鉴定靶蛋白表达：

脱 蜡 和 抗 原 修 复 后 ，切 片 样 本 采 用 CD31 抗 体

（1∶100）、vWF 抗体（1∶150）于 4 ℃避光孵育 8 h。次

日，切片在二氨基联苯胺混合液中进行二抗处理

30 min，苏木素复染后采用中性树脂封片。

表 1　sGC siRNA 序列

Table 1　sGC siRNA sequences

引物

si-sGC-1

si-sGC-2

si-sGC-3

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 CGCGCTACTGTGATGCTTTA （dt）（dt）
下游 TAGCAGTGGCGTTGTGGTAG （dt）（dt）
上游 CAACCCCACTGCTAACTCCT （dt）（dt）
下游 CACGCCGAATGATGGCACAT （dt）（dt）
上游 ATCGTCCGGGGTGTCAAGTA （dt）（dt）
下游 TCCTTCCAACGCCTCTAGGG （dt）（dt）

上游 GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA （dt）（dt）
下游 TGGTAACCAGGCGTCCGATA （dt）（dt）

长度

/bp

123

104

155

124

表 2　sGC 引物序列

Table 2　Primer sequences of sGC

引物

sGC （小鼠）

sGC （大鼠）

GAPDH（小鼠）

GAPDH（大鼠）

序列（5′-3′）
上游 CTGCTGGTGATCCGCAATTAT

下游 GATGGTATCATAGCCAGACTCCT

上游 CTCAACAGATACACGGCACTG

下游 GCTGATACGTGATTCCTGGGT

上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

上游 GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA

下游 TGGTAACCAGGCGTCCGATA

长度/bp

126

142

122

124
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2.10　Hyp、ALT 及 AST 含量测定     按照试剂盒说明

书分别检测各组小鼠血清中HYP、ALT及AST含量。

2.11　统计学分析     采用 SPSS 26.0软件进行统计分

析。计量资料符合正态分布，以 x̄ ± s表示。多组间等

方差样本均值比较采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA），两两比较采用最小显著性差异法（LSD）检
验；方差不齐的多组样本均值比较采用 Kruskal Wallis 

H 检验，两两比较采用 Dunnett's T检验。所有假设检

验均为双侧检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　JTCT 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织病

理形态的影响     HE、Masson、天狼星红结果显示，正

常组肝组织排列整齐，无炎症及坏死，无纤维组织

增生。模型组小鼠出现脂肪样变性、炎症细胞浸

润、肝细胞变性坏死、小叶结构紊乱及纤维组织增

生，提示肝损伤严重。JTCT 各剂量组对小鼠肝纤维

化均有显著改善，其中以 JTCT-H 组（高剂量组）效
果更显著。见图 1。

3.2　JTCT 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠血清 Hyp 含

量及 ALT、AST 水平的影响     生化结果显示，与正

常组相比，模型组小鼠血清 Hyp 含量及 ALT、AST

水平均显著升高（P<0.01）。与模型组比较，JTCT 各

剂量组小鼠血清 Hyp 含量及 ALT、AST 水平均显著

降低（P<0.01），且呈现一定的剂量依赖性，其中以高

剂量组效果更显著（P<0.01），差异具有统计学意义。

见表 3。

3.3　 JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织

CD31 及 vWF 的影响     IHC 结果显示，与正常组比

较，模型组小鼠肝组织中 LSECs 毛细血管化标志物

CD31 和 vWF 表达均升高，并且主要集中在肝窦区。

JTCT 各剂量组显著抑制 CD31 和 vWF 的表达，其中

以高剂量组效果最显著。见图 2。

3.4　 JTCT 对 CCl4 诱 导 的 肝 纤 维 化 小 鼠 肝 脏

Notch1/Hes1 通路相关蛋白表达的影响     Western 

blot 结果显示，与正常组比较，模型组小鼠肝组织

Notch1、Hes1、CD31、vWF 表达显著升高（P<0.01），
p-eNOS/eNOS 表达显著降低（P<0.01）。与模型组

比 较 ，JTCT 各 剂 量 组 小 鼠 肝 组 织 Notch1、Hes1、

CD31、vWF 表 达 明 显 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05，P<0.01），p-eNOS/eNOS 表 达 显 著 升 高

（P<0.01），其中以高剂量组效果更显著（P<0.01）。
见表 4、图 3。

注：A.正常组；B.模型组；C.JTCT-L 组；D.JTCT-M 组；E.JTCT-H 组（图 2、图 3 同）
图 1　JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织病理形态的影响  （×100）
Fig. 1　Effect of JTCT on hepatic histopathological morphology in CCl4-induced liver fibrosis mice （×100）

表 3　JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠血清 Hyp 含量及 ALT、AST 水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of JTCT on Hyp， ALT and AST content in mice with CCl4-induced liver fibrosis （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

JTCT-L 组

JTCT-M 组

JTCT-H 组

剂量/g·kg-1·d-1

16.6

33.3

66.6

Hyp/mg·L-1

235.16±41.57

816.25±53.001）

633.98±56.202）

412.71±51.992）

273.26±52.072）

ALT/U·L-1

33.03±3.98

862.29±148.351）

655.64±88.972）

492.07±105.072）

384.37±111.592）

AST/U·L-1

118.30±15.67

936.47±126.961）

724.09±109.162）

576.25±113.222）

408.93±121.512）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）表示 P<0.01
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3.5　 JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织

sGC mRNA 表达的影响     结果显示，与正常组比

较，模型组小鼠肝组织 sGC 转录水平显著降低（P<

0.01）。与模型组比较，JTCT 各剂量组小鼠肝组织

sGC 转录水平明显升高，差异有统计学意义（P<

0.05，P<0.01），其 中 以 高 剂 量 组 效 果 最 显 著（P<

0.01）。见表 5。

3.6　原代 LSECs 细胞鉴定     免疫荧光结果显示，从

大鼠肝脏中分离原代 LSECs，并鉴定为特异性标志

物淋巴管内皮受体-1（Lyve-1）阳性。见图 4。

3.7　 JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中

Notch1、Hes1、eNOS、p-eNOS、CD31 及 vWF 蛋白表

达 的 影 响     与 LSEC-1day 组 比 较 ，LSEC-5day 组

Notch1、Hes1、CD31、vWF 表达显著升高（P<0.01），
p-eNOS/eNOS 表达显著降低（P<0.01）。与 LSEC-

表 4　JTCT 对 CCl4 肝纤维化小鼠肝组织 Notch1、Hes1、eNOS 等相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of JTCT on expression of Notch1， Hes1， eNOS and other related proteins in liver tissue of CCl4-induced liver fibrosis mice

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

JTCT-L 组

JTCT-M 组

JTCT-H 组

剂量/g·kg-1·d-1

16.6

33.3

66.6

Notch1/GAPDH

0.31±0.11

2.18±0.191）

1.79±0.252）

1.62±0.212）

0.29±0.123）

Hes1/GAPDH

0.41±0.16

2.27±0.221）

1.14±0.203）

1.15±0.183）

0.58±0.553）

p-eNOS/eNOS

0.46±0.15

0.07±0.021）

0.28±0.143）

0.56±0.153）

0.68±0.273）

CD31/GAPDH

0.33±0.01

2.48±0.181）

1.55±0.143）

1.11±0.153）

0.59±0.133）

vWF/GAPDH

0.29±0.05

2.58±0.171）

0.89±0.153）

0.77±0.133）

0.27±0.123）

注：与正常组比较 1）表示 P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 5 同）

表 5　JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织 sGC mRNA 表

达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of JTCT on sGC mRNA expression in liver tissues 

of CCl4-induced liver fibrosis mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

JTCT-L 组

JTCT-M 组

JTCT-H 组

剂量/g·kg-1·d-1

16.6

33.3

66.6

sGC

1.08±0.13

0.29±0.111）

0.50±0.282）

0.60±0.183）

0.97±0.333）

图 2　JTCT 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠肝脏组织 CD31 及 vWF 的影响  （免疫组化，×100）
Fig. 2　Effect of JTCT on CD31 and vWF in liver tissues of CCl4-induced liver fibrosis mice （IHC，×100）

图 3　各组小鼠肝组织 Notch1、Hes1、eNOS、p-eNOS、CD31 及 vWF

蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis for protein expression of Notch1， Hes1， 

eNOS， p-eNOS， CD31， and vWF in liver tissues of liver fibrosis 

mice in each group

注：A.Lyve-1；B.DAPI；C.Merge

图 4　原代 LSECs 细胞鉴定（IF，×200）

Fig. 4　Identification of primary LSECs cells （IF，×200）
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5day 组比较，JTCT 组 Notch1、Hes1、CD31、vWF 表

达显著降低（P<0.01），p-eNOS/eNOS 表达显著升高

（P<0.01）。Jagged1 组与 Jagged1+JTCT 组之间差异

无统计学意义。见表 6、图 5。

3.8　 JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中

sGC mRNA 表 达 的 影 响     Real-time PCR 结 果 显

示，与 LSEC-1day 组比较，LSEC-5day 组 sGC 转录水

平显著降低（P<0.01）。与 LSEC-5day 组比较，JTCT

组 sGC 转录水平显著升高（P<0.01），Jagged1 组 sGC

转 录 水 平 显 著 降 低（P<0.01）。 Jagged1 组 与

Jagged1+JTCT 组之间差异无统计学意义。见表 7。

3.9　 JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中

Ca2+ 水平的影响     免疫荧光结果显示，与 LSEC-

1Day 组比较，LSEC-5Day 组 Ca2+浓度显著升高（P<

0.01）。与 LSEC-5Day 组比较，JTCT 组的 Ca2+浓度

显著降低（P<0.01），Jagged1 组与 Jagged1+JTCT 组

之间差异无统计学意义。见表 8、图 6。

3.10　 JTCT 对 sGC 敲 低 原 代 LSECs 中 CD31 及

vWF 蛋白表达的影响     LSEC-5day 组即体外培养 5

天的原代 LSECs 搭载空白质粒组，JTCT 组即加味

桃核承气汤含药血清搭载空白质粒组，sGC-KO 组

为 sGC 敲低组，sGC-KO+JTCT 组即 sGC 敲低与加

味桃核承气汤含药血清共孵育组。Western blot 结

果显示，与 LSEC-5day 组比较，JTCT 组 CD31、vWF

表达显著降低（P<0.01），sGC-KO 组 CD31、vWF 表

达 显 著 升 高（P<0.01）。 sGC-KO 组 与 sGC-KO+

JTCT 组比较，CD31、vWF 表达差异无统计学意义。

见图 7、表 9。

3.11　 JTCT 对 sGC 敲低原代 LSECs 中 Ca2+水平的

影响     免疫荧光结果显示，与 LSEC-5day 组比较，

JTCT 组 Ca2+ 浓 度 显 著 降 低（P<0.01），sGC-KO 组

表 6　JTCT 对 Notch 激动剂处理原代 LSECs 细胞 Notch1、Hes1、eNOS 等相关蛋白表达的影响  ［M（P25，P75），n=3］

Table 6　 Effect of JTCT on expression of Notch1， Hes1， eNOS and other related proteins in primary LSECs treated with Notch agonist 

［M（P25，P75），n=3］

组别

LSEC-1day 组

LSEC-5day 组

JTCT 组

Jagged1 组

Jagged1+JTCT 组

Notch1/GAPDH

0.203（0.202， 0.260）
0.580（0.578， 0.622）¹）

0.255（0.239， 0.268）²）

1.046（1.042， 1.096）²）

1.119（1.088， 1.195）

Hes1/GAPDH

0.154（0.146， 0.202）
0.703（0.683， 0.714）¹）

0.311（0.244， 0.313）²）

0.986（0.908， 0.987）²）

1.032（1.012， 1.049）

p-eNOS/eNOS

1.083（1.039， 1.096）
0.514（0.493， 0.561）¹）

1.077（1.005， 1.098）²）

0.179（0.154， 0.198）²）

0.178（0.174， 0.228）

CD31/GAPDH

0.448（0.441， 0.544）
1.055（0.971， 1.067）¹）

0.405（0.392， 0.446）²）

2.243（2.098， 2.273）²）

2.069（1.998， 2.183）

vWF/GAPDH

0.315（0.304， 0.365）
1.262（1.257， 1.288）¹）

0.633（0.625， 0.692）²）

2.308（2.188， 2.368）²）

2.174（2.025， 2.187）
注：JTCT 组体积分数 20% 含药血清；Jagged 1 组质量浓度 25 μg·L-1 Jagged 1 溶液；Jagged 1+JTCT 组体积分数 20% 含药血清+25 μg·L-1 

Jagged 1 溶液（表 7-表 10 同）。与 LSEC-1day 组比较 1）P<0.01；与 LSEC-5day 组比较 2）P<0.01（表 7、表 8 同）

表 7　JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中 sGC mRNA 表达

的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of JTCT on sGC mRNA expression in primary 

LSECs treated with Notch agonist （x̄± s，n=3）

组别

LSEC-1day 组

LSEC-5day 组

JTCT 组

Jagged1 组

Jagged1+JTCT 组

sGC

1.00±0.03

0.58±0.051）

0.84±0.022）

0.26±0.042）

0.28±0.04注：A.LSEC-1day 组；B.LSEC-5day 组；C.JTCT 组；D.Jagged1 组；
E.Jagged1+JTCT 组（图 6 同）
图 5　各组原代 LSECs 细胞 Notch1、Hes1、eNOS、p-eNOS、CD31 及

vWF 蛋白电泳

Fig. 5　 Protein electrophoresis of Notch1， Hes1， eNOS， p-eNOS， 

CD31 and vWF proteins in primary LSECs of each group

表 8　JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中 Ca2+荧光强度的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of JTCT on Ca2+ fluorescence intensity in primary 

LSECs treated with Notch agonist （x̄± s，n=3）

组别

LSEC-1day 组

LSEC-5day 组

JTCT 组

Jagged1 组

Jagged1+JTCT 组

Ca2+

77.37±1.15

117.00±1.971）

87.43±2.502）

128.70±2.832）

126.60±3.35
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Ca2+ 浓 度 显 著 升 高（P<0.01）。 sGC-KO 组 与

sGC-KO+JTCT 组比较，Ca2+浓度差异无统计学意

义。见图 8、表 10。

4 讨论

肝纤维化在中医属“积聚”“臌胀”等范畴，其病

因涉及情志内伤、湿热侵袭等，病位主要在肝，涉及

图 8　 JTCT 对  sGC 敲 低 原 代  LSECs 中 Ca2+ 水 平 的 影 响

（ IF，×50）
Fig. 8　 Effect of JTCT on Ca2+ levels in sGC-knockdown primary 

LSECs（IF，×50）

图 6　JTCT 对 Notch 激动剂处理的原代 LSECs 中 Ca2+水平的影响  （IF，×50）
Fig. 6　Effect of JTCT on Ca2+ levels in primary LSECs treated with Notch agonist （IF，×50）

注 ：A. LSEC-5day 组；B. JTCT 组；C. sGC-KO 组；D. sGC-KO+

JTCT 组（图 8 同）
图 7　JTCT 对 sGC 敲低原代 LSECs 中 CD31 及 vWF 蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of CD31 and vWF protein expression in 

primary LSECs with sGC knockdown treated with JTCT

表 10　JTCT 对 sGC 敲低原代 LSECs 中 Ca2+荧光强度的影响（x̄± s，

n=3）

Table 10　 Effect of JTCT on Ca2+ fluorescence intensity in 

sGC-knockdown primary LSECs （x̄± s，n=3）

组别

LSEC-5day 组

JTCT 组

sGC-KO 组

sGC-KO+JTCT 组

Ca2+

121.30±0.93

88.19±1.071）

140.50±2.061）

137.30±2.60

表 9　JTCT 对 sGC 敲低原代 LSECs 中 CD31 及 vWF 蛋白表达的影

响  ［M（P25，P75），n=3］

Table 9　 Effect of JTCT on protein expressions of CD31 and vWF 

in sGC-knockdown primary LSECs ［M（P25，P75），n=3］

组别

LSEC-5day 组

JTCT 组

sGC-KO 组

sGC-KO+JTCT 组

CD31/GAPDH

0.464（0.446，0.483）
0.149（0.136，0.171）1）

0.948（0.932，0.949）1）

0.917（0.860，0.949）

vWF/GAPDH

0.505（0.481，0.522）
0.213（0.207，0.252）1）

0.826（0.775，0.864）1）

0.754（0.726，0.775）
注：与 LSEC-5day 组比较 1）P<0.01（表 10 同）
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脾。情志不舒或湿热稽留，致肝失疏泄，气机郁滞，

进而血行涩滞，形成气滞血瘀，肝络瘀阻；同时，肝

木乘脾，肝病日久穷必及脾，致脾失健运，水湿不

化，聚而为痰，痰湿与瘀血搏结，形成痰瘀互结之病

理产物，壅滞肝络，胶结难解，终致肝络痹阻、肝体

失于濡养［29］。此病理过程中，肝失疏泄为痰瘀生成

之始动环节——气机郁滞既可直接致瘀，又可因木

不疏土间接引发脾虚生湿；而脾虚湿盛则为痰瘀迁

延之基础——水湿内停既助痰浊滋生，又可阻滞血

行加重瘀血。二者互为因果，终致肝络阻滞日增，

纤维组织渐生，最终发展为肝纤维化［30］。 JTCT 基

于“气血同治、攻补兼施”的治则，通过化瘀通络以

攻其实、健脾益气以补其虚，在肝纤维化临床治疗

中已显示出确切疗效［31］。

eNOS 主要表达于血管内皮细胞，生理状态下

以 L-精氨酸为底物，在辅酶（如 NADPH、四氢生物

蝶呤等）参与下，催化生成 NO 和 L-瓜氨酸。NO 作

为 eNOS 的主要功能产物，可从内皮细胞扩散至血

管平滑肌细胞，激活 sGC，催化三磷酸鸟苷（GTP）生
成环磷酸鸟苷（cGMP）［32］。cGMP 通过激活蛋白激

酶 G（PKG），抑制钙内流并促进钙外流，降低胞内

Ca2+ 浓度，从而维持 LSECs 窗孔结构的开放与稳

定［33］。此外，NO 缺乏使 LSECs 窗孔闭合，内皮细胞

间隙消失，逐渐转化为“连续型内皮”（毛细血管

化），阻碍物质交换［34］。CD31 在肝脏中主要表达于

肝窦内皮细胞表面，参与内皮细胞间连接及血管新

生调控［35］。正常状态下，LSECs 呈“多孔非连续型”

结构，CD31 低表达；肝损伤（如纤维化）时，LSECs

发生去分化并向毛细血管内皮表型转化，CD31 表

达显著上调 ，成为肝窦毛细血管化的标志性分

子［36］。vWF 在正常 LSECs 中几乎不表达，当肝窦内

皮受损激活时，vWF 合成与释放增加，不仅参与内

皮修复，其血清水平亦为肝内皮细胞损伤的特异性

生物标志物（如肝硬化患者血清 vWF 显著升高）［37］。

本研究中，Western blot 结果表明，JTCT 可上调小鼠

肝组织及原代 LSECs 中 p-eNOS/eNOS 的蛋白值，同

时下调 CD31、vWF 的蛋白表达，并减少胞内 Ca2+内

流。Real-time PCR 结果显示，JTCT 增加了小鼠体

内和 LSECs 中 sGC 的 mRNA 水平。机制验证实验

中，在 LSECs 中敲低 sGC 可阻断 eNOS 信号通路，且

能逆转 JTCT 对 LSECs 毛细血管化的抑制作用。上

述结果表明，JTCT 通过激活 eNOS 信号通路抑制

LSECs 毛细血管化，但其上游调控机制仍需深入

探讨。

Notch 信号通路是一条高度保守的细胞间信号

传导途径，Notch 信号激活（如 Notch1/Hes1 信号通

路）可诱导 LSECs 表达促纤维化因子（如纤连蛋白、

层粘连蛋白），促进基底膜形成和细胞外基质沉积，

加剧肝窦结构破坏，导致肝细胞缺氧和纤维化［38］。

在血管内皮细胞中，Notch1 激活可通过下游转录因

子 Hes1 直接结合 eNOS 启动子区域，抑制其转录，

从而减少 NO 生成［15］。Western blot 结果表明，JTCT

可抑制 LSECs 中 Notch1、Hes1 的蛋白表达，同时下

调毛细血管化标志物 CD31、vWF 的水平，并上调

p-eNOS/eNOS 的磷酸化比值。机制验证实验中，采

用 Notch 通路特异性激动剂 Jagged1 与 JTCT 共同处

理 LSECs 后，JTCT 对 Notch1-Hes1 的抑制作用及对

eNOS-NO 通路的激活作用均被逆转，其逆转 LSECs

毛细血管化的效应也显著减弱。上述结果提示，

JTCT 可能通过抑制 Notch 通路解除对 eNOS 的转录

抑 制 ，从 而 激 活 eNOS/NO 信 号 通 路 ，最 终 恢 复

LSECs的正常表型。见增强出版附加材料。

JTCT 由周庚生教授基于肝纤维化“气滞血瘀、

痰瘀互结”的核心病机，在《伤寒论》桃核承气汤基

础上，合《金匮要略》鳖甲煎丸中鳖甲、莪术等软坚

散结之品化裁而成［39］，全方配伍紧扣“气血同治、攻

补兼施”的治则。方中以桃仁为君，破血行滞而通

肝络；辅以莪术逐瘀通经、丹参活血养血、三七散瘀

定痛，三药共为臣，四者相伍，既增活血之力，又因

丹参、三七的养血之性而避逐瘀伤正之弊。香附疏

肝理气为佐，与活血药相配，契合“气行则血行”之

理，以解瘀血阻滞之气机郁滞。制大黄苦寒沉降，

专“破留血，行瘀血”（《神农本草经》），能引瘀浊从

二便而出，为佐使药。同时，针对“脾虚失运、肝体

失养”，配白术健脾燥湿、桂枝温通经脉，二药辛温

相济，一补一通，既助脾胃生化气血，又通利血脉壅

滞；鳖甲咸寒软坚，《神农本草经》言其“主心腹癥瘕

坚积”，其性滋阴不腻、散瘀护正，与莪术、丹参相须

为用，共消肝络痰瘀微结。更佐茯苓渗湿健脾，助

白术培补后天；使以甘草、大枣甘温益气，既充气血

生化之源，又缓诸药攻伐之性，固护正气。现代药

理学研究表明，JTCT 中桃仁的主要成分苦杏仁苷可

抑制血小板聚集、扩张肝内血管，其作用可能与改

善肝窦血流瘀滞、缓解  LSECs 缺氧微环境有关，从

而减轻毛细血管化［40］。大黄中的蒽醌类成分（如大

黄素）可通过抑制 Kupffer 细胞活化及肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）、转化生长因子 -β1（TGF-β1）等促纤维

化细胞因子的释放，减轻 LSECs 的炎症损伤［41-42］。
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此外，桂枝中的桂皮醛及甘草酸可能通过上调血管

内皮生长因子（VEGF）表达、激活 eNOS 信号通路，

增加 LSECs 窗孔密度、改善内皮通透性，从而逆转

毛细血管化表型，其机制与“温通经脉”的功效密切

相关。

本研究通过体内外实验证实，JTCT 作为治疗肝

纤维化的有效方剂 ，其作用机制可能通过抑制

Notch 信号通路、激活 eNOS 信号通路，协同改善肝

窦微环境并恢复 LSECs 正常表型。团队前期研究

已证实，JTCT 的抗纤维化疗效显著优于阳性对照药

秋水仙碱［22］，故本研究未再设置秋水仙碱对照组，

重点聚焦其作用机制探索。既往研究多聚焦于

LSECs 单一信号通路（如单独 Notch 信号通路或

eNOS 信号通路）或关键分子的调控作用［43-44］，而本

研究证实了 Notch 与 eNOS 信号通路在 LSECs 毛细

血管化过程中存在交互调控，并创新性揭示 JTCT

可通过协同抑制 Notch 通路、激活 eNOS 信号通路发

挥综合调控效应，为肝纤维化的多通路靶向干预提

供了新视角。相较于雷公藤红素（Celastrol）［45］、姜

黄 素［46］或 β - 连 环 蛋 白（β -catenin）/T 细 胞 因 子 4

（TCF4）抑制剂［47］等单一成分的效应研究，本研究探

索了 JTCT 复方对多途径的协同影响。未来研究将

聚焦于 JTCT 有效成分的分离与鉴定：针对已知的

丹酚酸 A、甘草酸等主要成分，将结合色谱分离、质

谱分析等技术，进一步筛选和确证其他潜在活性成

分。上述研究不仅有助于明确 JTCT 的临床应用潜

力，更为开发基于 JTCT 的创新疗法提供科学依据。

通过多维度研究，有望全面阐明 JTCT 多组分调控

信号通路的分子机制，为肝脏疾病及免疫调节异常

相关疾病的治疗提供新策略。
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