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海藻玉壶汤加减海藻甘草反药组合通过 AMPK/mTOR/ULK1

信号通路减轻甲状腺肿大大鼠肝脏氧化应激

张继文， 廖文勇， 吴英豪， 徐向楠， 吴美晶， 刘晓庆， 陈绍红， 柳海艳，

于雪， 修琳琳*， 钟赣生*

（北京中医药大学，北京  100029）

［摘要］ 目的：探讨海藻 -甘草反药组合于海藻玉壶汤中加减配伍应用对甲状腺肿大模型大鼠肝脏的保护作用及分子机

制。方法：将 128 只雄性 Wistar大鼠随机分为空白组、模型组、优甲乐组（20 μg·kg-1）、海藻玉壶汤（HYT）组（12.06 g·kg-1）、海藻

玉壶汤加减海藻甘草组（去海藻组 HYT‑H、去甘草组 HYT‑G、去海藻甘草组 HYT‑HG）（9.90、10.26、8.10 g·kg-1）、海藻甘草

（HG）组（3.96 g·kg-1）共 8 组，每组 16 只。除空白组外，其余各组连续 14 d 灌胃丙硫氧嘧啶（PTU）以构建甲状腺肿大病理模型，

随后连续 14 d 给予相应药液进行治疗，以左甲状腺素钠片（优甲乐）为阳性药物进行灌胃处理。空白组给予去离子水灌胃。检

测各组大鼠血清天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）水平；肝脏组织中活性氧（ROS）、丙二醛（MDA）、谷胱

甘肽（GSH）、氧化型谷胱甘肽（GSSG）的水平；苏木素‑伊红（HE）染色观察肝脏病理学变化；透射电子显微镜观察肝细胞超微

结构；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝组织腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）、磷酸化（p）-AMPK、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）、p-mTOR、UNC-51 样激酶 1（ULK1）、p-ULK1 蛋白表达情况。结果：与空白组比较，模型组大鼠血清 AST、ALT 水平

显著升高（P<0.01），肝脏组织中 GSH/GSSG 比例显著降低（P<0.01），ROS、MDA 含量显著升高（P<0.01），p-ULK1/ULK1 表达

水平明显降低（P<0.05）；与模型组比较，HYT 组大鼠血清 AST、ALT 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），肝脏组织中 GSH/GSSG 比

例显著升高（P<0.01），ROS、MDA 含量显著降低（P<0.01）；HE 染色和透射电子显微镜观察肝组织形态学趋于正常；p-AMPK/

AMPK 明显升高（P<0.05），p-mTOR/mTOR 显著降低（P<0.01），p-ULK1/ULK1 显著升高（P<0.01）。结论：含海藻和甘草的海藻

玉壶汤对甲状腺肿大模型大鼠肝脏起到了一定的保护作用，效果优于各拆方组及海藻甘草组，其作用机制可能与激活 AMPK/

mTOR/ULK1 信号通路诱导自噬，清除受损的细胞器和过氧化产物，并抑制 ROS 和 MDA 的生成，恢复氧化还原稳态有关。
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Haizao Yuhutang Modified with Sargassum-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma Incompatible 

Pair Alleviates Oxidative Stress in Liver of Goiter Rats via AMPK/mTOR/ULK1 Pathway
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（School of Chinese Materia Medica，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China）

［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effects and molecular mechanisms of the Sargassum-Glycyrrhizae 

Radix et Rhizoma incompatible herb pair within modified Haizao Yuhutang （HYT） on the liver of goiter model rats. Methods：： A 

total of 128 male Wistar rats were randomly divided into eight groups （n=16 per group）： blank group， model group， Euthyrox 
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group （20 μg·kg-1）， HYT group （12.06 g·kg-1）， HYT-H group （de-Sargassum， 9.90 g·kg-1）， HYT-G group （de-Glycyrrhizae， 

10.26 g·kg-1）， HYT-HG group （de-Sargassum and de-Glycyrrhizae， 8.10 g·kg-1）， and HG group （3.96 g·kg-1）. Except for the 

blank group， all rats were administered propylthiouracil （PTU） by gavage for 14 consecutive days to establish a goiter model， 

followed by 14 days of corresponding drug intervention. Levothyroxine sodium tablets （Euthyrox） were used as the positive 

control. The blank group received deionized water by gavage. Serum levels of aspartate aminotransferase （AST） and alanine 

aminotransferase （ALT） were measured. Levels of reactive oxygen species （ROS）， malondialdehyde （MDA）， glutathione 

（GSH）， and oxidized glutathione （GSSG） in liver tissue were determined. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe 

histopathological changes in the liver， and transmission electron microscopy （TEM） was used to examine hepatocyte ultrastructure. 

Western blot was performed to detect the expression of adenosine monophosphate-activated protein kinase （AMPK）， 

phosphorylated AMPK （p-AMPK）， mammalian target of rapamycin （mTOR）， phosphorylated mTOR （p-mTOR）， UNC-51-like 

kinase 1 （ULK1）， and phosphorylated ULK1 （p-ULK1） in liver tissue. Results：： Compared with the blank group， the model 

group showed significantly increased serum AST and ALT levels （P<0.01）， a significantly decreased GSH/GSSG ratio in liver 

tissue （P<0.01）， significantly increased ROS and MDA levels （P<0.01）， and a significantly decreased p-ULK1/ULK1 ratio 

（P<0.05）. Compared with the model group， the HYT group showed significantly decreased serum AST and ALT levels （P<0.05， 

P<0.01）， a significantly increased GSH/GSSG ratio in liver tissue （P<0.01）， and significantly decreased ROS and MDA levels （P<

0.01）. HE staining and TEM showed that liver morphology tended to return toward normal. In addition， the p-AMPK/AMPK ratio 

was significantly increased （P<0.05）， the p-mTOR/mTOR ratio was significantly decreased （P<0.01）， and the p-ULK1/ULK1 

ratio was significantly increased （P<0.01）. Conclusion：： HYT containing Sargassum and Glycyrrhizae Radix et Rhizoma exerts 

protective effects on the liver of goiter model rats， with superior efficacy compared with the component-deleted and HG groups. Its 

mechanisms may be related to activation of the AMPK/mTOR/ULK1 signaling pathway， thereby inducing autophagy， promoting 

the clearance of damaged organelles and oxidative products， inhibiting ROS and MDA production， and restoring redox homeostasis.

［［Keywords］］ Haizao Yuhutang； Sargassum-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma incompatible pair； goiter； oxidative stress in the 

liver； adenosine monophosphate-activated protein kinase （AMPK）/mammalian target of rapamycin （mTOR）/UNC-51-like kinase 1 

（ULK1） signaling pathway

海藻-甘草配伍为“十八反”反药组合之一，属配

伍禁忌，自北宋流传至今一直为医药从业者熟记，

2025 年版《中华人民共和国药典》一部中也注明二

者不可同用。但“十八反”中仅有海藻、甘草均属于

无毒中药，且二者配伍在临床中的应用广泛而有

效［1］。针对这一争议，课题组对海藻-甘草反药组合

的量 -毒 -效关系进行了研究，结果显示在病理条件

下，海藻-甘草反药组合在复方海藻玉壶汤中配伍应

用并不完全表现出“相反”的特性［2-3］。

人体是一个有机整体，肝脏与甲状腺在生理病

理上存在密切的关联，甲状腺功能异常常继发肝脏

代谢紊乱及氧化损伤［4］，由于肝脏含有丰富的线粒

体，是活性氧（ROS）攻击的主要器官，因此氧化应激

与肝脏疾病的发生发展密切相关［5］。然而，现有研

究多聚焦于海藻玉壶汤对甲状腺的作用，关于其是

否通过干预肝脏发挥系统性调节作用及具体作用

机制，目前尚缺乏深入探讨。课题组初步探索了其

对肝脏的生物学效应，发现该方不仅能纠正甲状腺

功能减退引起的甲状腺肿，还对肝脏氧化抗氧化失

衡有一定程度的纠正作用［6-7］。其对肝脏的保护作

用机制可能与激活核因子 E2相关因子 2（Nrf2）/血红

素氧合酶 -1（HO-1）信号通路以减轻肝脏氧化应激，

抑制 p53/胱天蛋白酶-3（Caspase-3）信号通路以减少

肝细胞凋亡有关［7］。

但单纯的抗氧化机制不足以完全阐释其复杂

的调控作用。自噬作为一种细胞内的保护机制，能

清除受损的细胞器和过氧化产物，从而减轻肝细胞

的代谢负担和氧化应激，保护他们免受进一步的损

害［8］。腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）、哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（mTOR）和 UNC-51 样激酶 1（ULK1）
是细胞能量代谢的核心调控因子，三者形成动态调

控网络，使细胞能快速响应能量波动，通过自噬和

线粒体质量控制维持氧化还原稳态［9］。过量的 ROS

能通过激活 AMPK 调节抗氧化物质的表达，从而抑

制 mTOR 复合物，激活 ULK1，促进自噬来发挥保护

作用［10］。基于此，本研究拟在前期工作基础上，聚

焦 AMPK/mTOR/ULK1 信号通路，深入探讨海藻玉

壶汤加减海藻 -甘草反药组合是否通过激活自噬来

减轻肝脏氧化应激损伤，并通过拆方对比，验证该

反药组合于全方配伍的必要性，为临床安全用药提

供科学依据。

1 材料

1.1　动物     本实验选取 128 只 SPF 级 Wistar 品系雄

性大鼠，体质量 180~220 g，由斯贝福（北京）生物技

术有限公司供应［实验动物合格证号 SCXK（京）
2024-0001，实 验 动 物 质 量 合 格 证 编 号

No.110324241106780573］。所有实验动物均饲养于

北京中医药大学实验动物中心［许可证号 SYXK
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（京）2023-0011］。饲养环境：温度（20±2） ℃，相对

湿度 60%~70%。依据 GB/T14924.3-2010 国家标准，

为其提供符合清洁级标准的专用饲料及去离子水，

自由采食饮水。正式实验启动前，所有大鼠进行 7 d

适应性饲养。

1.2　伦理     实验方案已通过北京中医药大学动物

伦理委员会审批，符合我国实验动物伦理审查标

准，伦理批准编号为 BUCM-2024111202-4128。

1.3　药物     海藻 -甘草反药组合根据课题组前期研

究选取 2025 年版《中华人民共和国药典》规定剂量

高限的 2 倍［11］。海藻玉壶汤的处方组成及各药材用

量如下：海藻 24 g、甘草 20 g（乌拉尔甘草）、当归

9 g、浙贝母 9 g、川芎 9 g、醋青皮 9 g、陈皮 9 g、昆布

9 g、独活 9 g、连翘 9 g、法半夏 9 g（批号分别为

2104024、JZ2003052、2302019、2104080、2210019、

2212032、2212003、2208049、2209050、2107028、

73010511），其中法半夏由国药集团北京华邈药业

有限公司提供，其余饮片由北京双桥燕京中药饮片

厂提供。所有药材均由北京中医药大学中医学院

中药教研室高级实验师李伟依据 2025 年版《中华人

民共和国药典》鉴定为合格饮片。以 6.3 作为成人

与大鼠间给药剂量的标准换算系数，结合成人及大

鼠的标准体质量参数，完成各组等效给药剂量的计

算。等效剂量分别为海藻玉壶汤 12.06 g·kg-1、海藻

玉 壶 汤 去 海 藻 9.90 g·kg-1、海 藻 玉 壶 汤 去 甘 草

10.26 g·kg-1、海藻玉壶汤去海藻甘草 8.10 g·kg-1、海

藻甘草 3.96 g·kg-1。各组对应的中药饮片加入 10 倍

药量去离子水室温浸泡 30 min，煮沸后文火煎煮

2 h，过滤后收集。再加入 8 倍药量去离子水，煮沸

后文火煎煮 1 h，过滤后收集。将 2 次药液合并，水

浴锅加热浓缩。浓缩后的生药浓度分别为海藻玉

壶汤 1.206 g·mL-1、海藻玉壶汤去海藻 0.990 g·mL-1、

海藻玉壶汤去甘草 1.026 g·mL-1、海藻玉壶汤去海

藻甘草 0.810 g·mL-1、海藻甘草 0.396 g·mL-1。室温

放凉后 4 °C 冰箱保存备用。造模药物选用丙硫氧

嘧 啶 片（PTU，上 海 朝 晖 药 业 有 限 公 司 ，批 号

2208N12），阳性药选用左甲状腺素钠片（优甲乐，德国

Merck KGaA 公司，批号 C10008832，规格 50 μg/片）；
临用前，将上述药物分别充分溶解于去离子水中，

配制成质量浓度分别为 1 g·L-1 和 2 mg·L-1 的溶液

备用。

1.4　 试 剂     丙 二 醛（MDA）、ROS、谷 胱 甘 肽

（GSH）、氧化型谷胱甘肽（GSSG）、天冬氨酸氨基转

移酶（AST）和丙氨酸氨基转移酶（ALT）测定试剂盒

（北京华英生物技术研究所，批号分别为 20241216、

20241217、20241218、20241220、241202、241202）；
苏木素 -伊红（HE）染液套装（武汉赛维尔生物科技

有限公司，货号 G1005）；β -肌动蛋白（β -actin）蛋白

抗体、ULK1 抗体、磷酸化（p）-ULK1 抗体、辣根过氧

化物酶（HRP）标记亲和纯化羊抗兔二抗（武汉三鹰

生物技术有限公司，货号分别为 16396-1-AP、20986-

1-AP、80218-1-RR、SA00001-2）；AMPK 抗体（英国

Abcam 公司，货号 ab207442）；p-AMPK 抗体、mTOR

抗体、p-mTOR 抗体（美国 CST 公司，货号分别为

2535、2983、2448）；超敏化学发光检测试剂盒（北京

百瑞极生物科技有限公司，货号 BN16009）。
1.5　仪器     M400 型冷冻混合球磨仪（德国 Retsch

公 司）；5424R 型 离 心 机（德 国 Eppendorf 公 司）；
Epoch 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；BS-420 型全自

动生化分析仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公

司）；Mupid-2plus型电泳槽（日本 Mupid 公司）；C600

型成像系统（美国 Azure Biosystems 公司）；Eclipse 

E100 型正置光学显微镜（日本尼康公司）；HT7800/

HT7700 型透射电子显微镜（日本日立公司）。
2 方法

2.1　动物造模及给药     根据体质量将大鼠随机分为

空白组、模型组、优甲乐组、海藻玉壶汤（HYT）组、海

藻玉壶汤去海藻（HYT-H）组、海藻玉壶汤去甘草

（HYT-G）组、海藻玉壶汤去海藻甘草（HYT-HG）组、

海藻甘草（HG）组，共计 8组，每组 16只。模型复制采

用硫脲类抗甲状腺药 PTU，除空白组外，其余各组灌

服 PTU，给药剂量为 10 mg·kg-1，连续造模 14 d。造模

第 14 天，取空白组 16 只与造模组中随机抽取的

21 只大鼠，进行眼眶取血，检测血清三碘甲状腺原

氨酸（T3）、甲状腺素（T4）、促甲状腺素（TSH）水平，

检测造模是否成功。造模第 15 天开始给药，各组给

药剂量分别为：空白组生理盐水 10 mL·kg-1、优甲乐

组 20 μg·kg-1、海藻玉壶汤 12.06 g·kg-1、HYT-H 组海

藻玉壶汤去海藻 9.90 g·kg-1、HYT-G 组海藻玉壶汤

去甘草 10.26 g·kg-1、HYT-HG 组海藻玉壶汤去海藻

甘草 8.10 g·kg-1、海藻甘草 3.96 g·kg-1。在给药期

间，为了稳定模型，模型组与各给药组隔日灌服

PTU，剂量同造模期。

2.2　 样 本 采 集     末 次 给 药 后 ，动 物 禁 食 不 禁 水

12 h，使用异氟烷（4% 用于诱导，2% 用于维持）对大

鼠进行麻醉，从腹主动脉抽血，静置 4 h 后，在 4 ℃条

件下、3 000 r·min-1 离心 15 min，离心半径为 8.4 cm

（下同），留取上清并分装，于−80 ℃冷冻保存，待检
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相关指标。迅速取出肝脏，一部分肝脏组织用预冷

的多聚甲醛固定，进行病理学观察。取 1 mm3 大小

肝脏组织用预冷的电镜固定液固定，用于透射电子

显微镜观察。将剩余的肝脏组织取部分置于无

RNA 酶的冻存管中，于−80 °C 冷冻保存，用于相关

分子指标的检测。

2.3　检测指标     

2.3.1　称重法计算肝脏系数     样本采集前称定大

鼠最终体质量，迅速取出肝脏后称取肝脏质量，依

据公式（肝脏系数 =肝脏质量/大鼠最终体质量 ×

100%）计算肝脏系数。

2.3.2　比色法及微量酶标法检测血清与肝组织生

化指标     采集大鼠血清样本，采用比色法测定 AST

和 ALT 水平。制备肝脏组织匀浆，采用比色法测定

MDA、ROS 及 GSH 水 平 ，采 用 微 量 酶 标 法 测 定

GSSG 水平。以上生化分析均由北京华英生物技术

研究所完成。

2.3.3　HE 染色观察肝组织病理形态     肝组织样品

首先在 4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h，继而通过标

准程序进行梯度乙醇脱水、石蜡包埋并制备成切

片。切片经 HE 染色后，于光学显微镜下进行系统

观察（放大倍率为×400），并同步完成图像采集。病

理学评估主要针对肝小叶结构的完整性、肝细胞形

态学变化及炎症细胞浸润程度等关键特征。

2.3.4　透射电子显微镜观察肝脏超微结构     取

1 mm3肝组织于 4 ℃电镜固定液保存，随后用 1% 锇

酸避光室温固定 2 h。用磷酸缓冲液漂洗后，依次加

入不同浓度乙醇进行梯度脱水，每次 20 min，100%

丙酮 2 次，每次 15 min。随后进行渗透包埋、聚合处

理，最终制成 60~80 nm 超薄切片。切片经醋酸铀饱

和乙醇溶液避光染色和枸橼酸铅溶液避二氧化碳

染色，室温干燥过夜。在透射电子显微镜下观察，

采集图像分析。

2.3.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋

白表达量     在冰上取适量肝脏组织加入预冷的放

射免疫沉淀法（RIPA）裂解缓冲液、蛋白酶抑制剂及

磷 酸 酶 抑 制 剂 混 合 液 ，在 4 ℃ 条 件 下 研 磨 破 碎

2 min。待组织充分裂解后，于 4 ℃、3 000 r·min-1离

心 10 min，收集上清液，采用 BCA 法测定蛋白浓度。

向蛋白样品中加入上样缓冲液，在 100 ℃条件下变

性 15 min。依次完成上样、电泳、电转操作后，用 5%

脱脂奶粉封闭 2 h；随后加入一抗（β-actin，1∶20 000；
AMPK，1∶ 5 000；p-AMPK，1∶ 1 000；mTOR，

1∶ 1 000；p-mTOR，1∶ 1 000；ULK1，1∶ 1 000；

p-ULK1，1∶5 000），于 4 ℃条件下孵育过夜。回收

一 抗 ，经 TBST 缓 冲 液 洗 膜 后 ，加 入 相 应 二 抗

（1∶10 000），孵育 2 h。洗膜后滴加增强化学发光法

（ECL）化学发光液，在专用仪器上进行显影。采用

Image J 软件分析条带灰度值，据此计算目标蛋白的

相对表达量。

2.4　统计学分析     采用 SPSS 26.0 统计软件对实验

数据进行分析。数据结果均以 x̄ ± s 呈现。多组间

数据比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。
后续两两比较中，若数据满足方差齐性条件，选用

最小显著性差异法（LSD）；若方差不齐，则采用

Dunnett's T3 法，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　模型验证     造模 14 d 后，与空白组比较，造模

组大鼠血清 T3、T4显著降低（P<0.01），TSH 水平显著

升高（P<0.01），提示模型复制成功。见表 1。

3.2　对大鼠肝脏系数的影响     结果显示，与空白组

比较，模型组、优甲乐组、HYT-H、HYT-G 组及 HG 组

肝脏系数明显降低（P<0.05，P<0.01）；与模型组比

较，HYT 组、HYT-H 组、HYT-HG 组、优甲乐组肝脏

系数明显升高（P<0.05，P<0.01）；进一步比较全方与

拆方组发现，与 HYT 组比较，各拆方组及 HG 组无

显著差异。见表 2。

表 1　空白组与造模组血清 T3、T4、TSH 水平比较

Table 1　 Comparison of serum T3，T4，and TSH levels between 

blank group and modeling group

组别

空白组

造模组

大鼠数量

16

21

T3/μg·L-1

0.58±0.06

0.31±0.082）

T4/μg·L-1

56.12±5.42

39.13±2.342）

TSH/mU·L-1

3.72±0.36

7.77±1.212）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 2　海藻玉壶汤及其加减方对大鼠肝脏重量、体质量及肝脏系数

的影响  （x̄± s，n=16）

Table 2　 Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on 

liver weight， body weight， and liver coefficient in rats （x̄± s，n=16）

组别

空白组

模型组

优甲乐组

HYT 组

HYT-H 组

HYT-G 组

HYT-HG 组

HG 组

剂量/g·kg-1

2×10-5

12.06

9.9

10.26

8.1

3.96

肝脏质量/g

10.83±0.95

6.50±0.56

7.90±0.74

7.36±0.56

7.31±0.82

6.94±0.82

7.29±0.79

6.76±0.90

体质量/g

386.36±41.03

279.04±19.88

309.67±21.83

288.28±19.34

289.40±13.79

282.41±23.32

287.78±21.14

281.26±27.23

肝脏系数/%

2.82±0.28

2.33±0.082）

2.55±0.101，4）

2.56±0.174）

2.52±0.221，3）

2.46±0.192）

2.53±0.154）

2.40±0.202）

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；与 HYT 组比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 3-表 5 同）
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3.3　对大鼠血清 ALT、AST 水平的影响     结果显

示，与空白组比较，模型组大鼠血清 ALT、AST 水平

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，HYT 组及各给

药组 AST 水平显著降低，差异有统计学意义（P<

0.05），HYT 组、HYT-H 组、HG 组 ALT 水平明显降低

（P<0.05，P<0.01）；进一步比较全方与拆方组，与

HYT 组比较，各拆方组及 HG 组 ALT 水平显著升

高，差异有统计学意义（P<0.01）。见表 3。

3.4　对大鼠肝脏病理形态的影响     HE 染色结果显

示，正常组大鼠肝小叶形态清晰、结构完整。肝细胞呈

多角形、放射状单层排列，门管区三联体结构清晰，未

见炎症、坏死或纤维化等病理改变。模型组大鼠肝组

织肝索排列明显紊乱，肝细胞普遍出现肿胀，肝窦因受

压而明显变窄；汇管区可见炎细胞浸润，且肝细胞内出

现大小不一的脂肪空泡，提示脂肪变性发生。各给药

组干预后，与模型组比较均呈现病理改善趋势：脂肪空

泡数量减少、炎细胞浸润程度减轻；其中HYT组与HG

组的改善更为突出，肝细胞肿胀程度明显减轻，细胞排

列更趋整齐。见图 1。

3.5　对大鼠肝组织超微结构的影响     透射电子显

微镜下观察，正常组大鼠可见丰富的线粒体且形态

正常，核大而圆，内质网清晰、分布均匀；模型组线

粒体肿胀，基质溶解，空泡化严重，嵴减少或消失，

内质网扩张，部分细胞核固缩，脂滴异常增多；HYT

组、HG 组治疗后，线粒体结构完整，基质均匀，电子

显微镜下呈现均匀的灰色结构，核光滑圆润，脂滴

减少，内质网形态恢复，其中 HYT 组可见较多自噬

溶酶体；其余组线粒体形态有所恢复，与模型组比

自噬溶酶体增多，但仍有部分线粒体肿胀、基质溶

解，以及核固缩的现象。见图 2。

3.6　对大鼠肝脏氧化应激的影响     与空白组比较，

模型组、优甲乐组、各拆方组及 HG 组 ROS 荧光强

度、MDA 水平明显升高（P<0.05，P<0.01），模型组

GSH/GSSG 比例显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

各 给 药 组 ROS 荧 光 强 度 、MDA 水 平 显 著 降 低

（P<0.01），HYT 组 、优 甲 乐 组 、HYT-G 组 、HG 组

GSH/GSSG 比例显著升高，差异有统计学意义（P<

0.01）；进一步比较全方与拆方组发现，与 HYT 组比

较，优甲乐组、各拆方组及 HG 组 ROS 荧光强度、

MDA 水平明显升高，差异有统计学意义（P<0.05，

P<0.01）。见表 4。

3.7　 对 大 鼠 肝 脏 AMPK、p-AMPK、mTOR、

p-mTOR、ULK1、p-ULK1 蛋 白 表 达 的 影 响          

    Western blot 结果显示，与空白组比较，模型组

p-ULK1/ULK1 值明显降低（P<0.05）；与模型组比

表 3　 海 藻 玉 壶 汤 及 其 加 减 方 对 大 鼠 血 清 ALT、AST 水 平 的 影 响  

（x̄± s，n=16）

Table 3　 Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on 

serum ALT and AST levels in rats （x̄± s，n=16） U·L-1

组别

空白组

模型组

优甲乐组

HYT 组

HYT-H 组

HYT-G 组

HYT-HG 组

HG 组

剂量/g·kg-1

2×10-5

12.06

9.9

10.26

8.1

3.96

AST

159.12±29.773）

195.25±44.341）

165.51±35.163，5）

133.77±26.284）

144.75±65.014）

159.92±20.103）

144.01±24.694）

159.19±29.213）

ALT

49.14±12.174）

99.16±26.192）

78.46±37.076）

41.25±7.384）

58.63±10.524，6）

82.17±23.471，6）

71.64±15.041，6）

59.98±14.053，6）

注：A.空白组；B.模型组；C.优甲乐组；D.HYT 组；E.HYT‑H 组；F.HYT‑G 组；G.HYT‑HG 组；H.HG 组（图 2、图 3 同）
图 1　海藻玉壶汤及其加减方对大鼠肝组织病理形态的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on pathological morphology of liver tissues in rats （HE，×400）
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较，HYT 组 p-AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1 值明显

升高（P<0.05，P<0.01），p-mTOR/mTOR 值显著降低

（P<0.01）；进一步比较全方与拆方组发现，与 HYT 组

比较，各拆方组及 HG组 p-AMPK/AMPK值显著降低

（P<0.01），HYT-G 组及 HG 组 p-mTOR/mTOR 值明显

升 高（P<0.05，P<0.01），HYT-G 组 及 HYT-HG 组

p-ULK1/ULK1值明显降低（P<0.05）。见表 5、图 3。

4 讨论

“藻戟芫遂俱战草”虽属配伍禁忌，但海藻-甘草

于海藻玉壶汤中的配伍应用在临床实践与既往实

图 2　海藻玉壶汤及其加减方对大鼠肝组织超微结构的影响  （透射电镜，×2 500）
Fig. 2　Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on ultrastructure of liver tissues in rats （TEM，×2 500）
表 4　海藻玉壶汤及其加减方对大鼠肝组织 ROS、MDA、GSH、GSSG 及 GSH/GSSG 水平的影响  （x̄± s，n=16）

Table 4　 Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on levels of ROS， MDA， GSH， GSSG， and GSH/GSSG in liver tissues of 

rats  （x̄± s，n=16）

组别

空白组

模型组

优甲乐组

HYT 组

HYT-H 组

HYT-G 组

HYT-HG 组

HG 组

剂量/g·kg-1

2×10-5

12.06

9.9

10.26

8.1

3.96

ROS 荧光强度/mL

250.24±10.89

572.86±32.232）

313.42±14.132，4，6）

268.10±25.604）

358.47±22.282，4，6）

483.43±28.782，4，6）

464.18±22.102，4，6）

329.52±13.072，4，6）

MDA/μmol·L-1

0.58±0.08

1.34±0.092）

0.65±0.021，4，6）

0.59±0.114）

0.78±0.092，4，6）

1.10±0.162，4，6）

1.00±0.122，4，6）

0.70±0.042，4，5）

GSH/μmol·L-1

7.79±0.70

2.65±0.34

6.23±0.66

4.56±0.46

6.82±0.93

5.50±0.58

3.24±0.58

4.76±0.70

GSSG/μmol·L-1

0.70±0.11

0.30±0.03

0.54±0.03

0.37±0.06

0.65±0.07

0.48±0.05

0.34±0.06

0.41±0.03

GSH/GSSG

11.53±2.34

8.86±1.542）

11.61±1.334）

12.67±2.284）

10.78±2.56

11.62±1.354）

9.88±2.86

11.56±2.024）

表 5　海藻玉壶汤及其加减方对大鼠肝组织 p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR 及 p-ULK1/ULK1 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Haizao Yuhutang and its modified formulas on protein expression ratios of p-AMPK/AMPK， p-mTOR/mTOR， and 

p-ULK1/ULK1 in liver tissues of rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

优甲乐组

HYT 组

HYT-H 组

HYT-G 组

HYT-HG 组

HG 组

剂量/g·kg-1

2×10-5

12.06

9.9

10.26

8.1

3.96

p-AMPK/AMPK

0.93±0.15

0.87±0.23

0.93±0.36

1.23±0.293）

0.71±0.036）

0.49±0.192，3，6）

0.58±0.121，6）

0.65±0.136）

p-mTOR/mTOR

0.97±0.01

1.15±0.18

1.01±0.165）

0.57±0.211，4）

0.83±0.244）

1.02±0.205）

0.83±0.26

1.03±0.356）

p-ULK1/ULK1

0.97±0.14

0.73±0.081）

0.79±0.07

1.20±0.141，4）

1.00±0.153）

0.98±0.193，5）

0.87±0.195）

1.06±0.144）
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验研究中都取得了确切疗效，因此其反药组合的配

伍效应尚存争议。本研究采用 PTU 诱导构建甲状

腺功能减退伴甲状腺肿大鼠模型，模型组大鼠表现

出显著的下丘脑-垂体-甲状腺轴功能紊乱，血清 T3、

T4水平显著降低，并伴随因负反馈调节导致的 TSH

水平代偿性升高，证实模型构建成功。甲状腺功能

减退常伴随肝脏脂质代谢异常及氧消耗增加，导致

肝脏相对缺氧并引发氧化应激［4，12-13］。本研究中，模

型组 AST、ALT 显著升高，GSH/GSSG 值显著降低

且 ROS、MDA 堆积，HE 染色可见大量脂肪空泡及

炎细胞浸润。提示该模型下的大鼠出现了肝损伤

及氧化抗氧化失衡。HYT 组及其拆方组均不同程

度回调了上述指标，改善肝组织病理形态。值得注

意的是，全方组在维持氧化还原稳态方面的效果显

著优于各拆方组及药对组，这再次印证了在全方配

伍的条件下，海藻-甘草反药组合发挥了不可替代的

协同保肝作用。

肝脏含有丰富的线粒体，是对氧化损伤反应敏

感的器官，受损的肝细胞产生的过量 ROS 及过氧化

产物如 MDA 等，在肝病的发生发展中起着重要作

用［5］。课题组前期研究已证实，海藻玉壶汤能有效

激活 Nrf2/HO-1 信号通路对抗氧化应激。但维持细

胞内的氧化还原稳态是一个复杂的过程，既依赖于

抗氧化物质对 ROS 的清除，也需要通过自噬途径抑

制内源性 ROS 的产生。ROS 蓄积及 GSH 过度消耗

可作为自噬激活的信号［14］。AMPK/mTOR/ULK1 信

号通路是调控自噬启动的核心枢纽：AMPK 不仅能

直接磷酸化启动自噬的关键因子 ULK1，还能通过

抑 制 自 噬 负 调 控 因 子 mTOR 的 活 性 ，解 除 其 对

ULK1 的抑制，从而启动自噬［15-17］。此外，AMPK-

ULK1 轴的缺失会导致受损线粒体积累，表明该通

路对选择性清除受损线粒体具有特殊意义［18］。本

研究结果显示，模型组大鼠 ULK1 磷酸化被抑制，透

射电子显微镜下线粒体基质溶解，损伤严重。而

HYT 可作用于 AMPK/mTOR/ULK1 信号通路，显著

提高 p-AMPK/AMPK 的表达水平，下调 p-mTOR/

mTOR 的表达水平，恢复 ULK1 的磷酸化，同时透射

电子显微镜下可见自噬溶酶体增多及线粒体结构

恢复，表明 HYT 通过作用于该信号通路，激活自噬

以清除受损线粒体，进而减少 ROS 生成。与 HYT

组比较，各拆方组及 HG 组对 AMPK/mTOR/ULK1

的调节效应显著减弱，且去海藻甘草的 HYT-HG 组

p-ULK1/ULK1 水平显著降低。结果说明，虽然 HG

组表现出一定调节作用，但只有在全方配伍的条件

下才能最大程度地激活 AMPK/mTOR/ULK1 信号

通路。由此可见，海藻-甘草反药组合是海藻玉壶汤

促进自噬，发挥肝脏保护作用过程中不可或缺的

部分。

本研究初步证实含海藻甘草反药组合的海藻

玉壶汤对肝脏的保护效应与调节自噬起始环节密

切相关，但存在一些局限。首先，虽然甲状腺功能

减退会对肝脏氧化抗氧化稳态产生影响，但造模药

PTU 的活性代谢物也会通过攻击细胞内关键蛋白

与线粒体、破坏解毒防御机制，引发线粒体损伤与

氧化应激，最终导致肝细胞损伤［19-20］。因此本研究

中模型大鼠的肝损伤可能是甲状腺功能减退与

PTU 的双重作用，后续可通过进一步实验排除 PTU

的干扰。其次，自噬受多靶点、多信号通路构成的

复杂网络调控，HYT 激活 AMPK/mTOR/ULK1 信号

通路与其他相关通路如何进行交互调控，对下游信

号分子及自噬不同阶段的具体靶点如何进行调控，

仍需后续研究进一步阐明。

综上所述，本研究在前期研究证实海藻-甘草配

伍有效的基础上，进一步丰富了其保肝机制。含海

藻甘草反药组合的海藻玉壶汤能提高 GSH/GSSG

比例，激活 AMPK/mTOR/ULK1 信号通路，诱导自

噬，清除受损的细胞器和过氧化产物，并抑制 ROS

和 MDA 的生成，恢复氧化还原稳态。其效果优于

优甲乐组、HG 组及各拆方组。海藻甘草反药组合

不是绝对的配伍禁忌，可为临床“十八反”用药提供

参考。

［利益冲突］ 钟赣生是本刊编委，本文遵循期刊标准流

程处理，其同行评审工作独立于编委会成员及其研究团队

之外。

图 3　 大 鼠 肝 组 织 AMPK、p-AMPK、mTOR、p-mTOR、ULK1、

p-ULK1 相关蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of AMPK，p-AMPK，mTOR，p-mTOR，

ULK1，p-ULK1 related proteins expression in liver tissues of rats
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