
重庆医科大学学报 2026 年第 51 卷第 6 期 （Journal of Chongqing Medical University 2026.Vol.51 No.6 ）

健脾柔肝汤通过调控Nrf2/HMOX1通路介导的铁死亡缓解
CCl4诱导的大鼠肝纤维化研究

徐永兴 1，刘 俊 2，杨 康 1，曹文富 2

（1.重庆医科大学中医药学院，重庆 401331；2.重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400016）
【摘 要】目的：从核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/血红素加氧酶 1（heme oxygenase 1，
HMOX1）信号通路介导的铁死亡角度，探讨健脾柔肝汤（Jianpi Rougan decoction，JPD）对CCl4诱导的大鼠肝纤维化的影响及作

用机制。方法：将 72 只 SD（Sprague-Dawley）大鼠随机分为 6 组，正常对照组（Con）、模型组（CCl4）、秋水仙碱组（colchicine，
Col），以及健脾柔肝汤低、中、高剂量组（JPD-L、JPD-M、JPD-H），每组 12只。大鼠肝纤维化模型通过腹腔注射橄榄油与CCl4
混合溶液（40%，3 mL/kg）建立，模型建立后健脾柔肝汤连续灌胃给药 6 周，对各组大鼠血清丙氨酸氨基转移酶（alanine ami⁃
notransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）水平和肝纤维化4项：层粘连蛋白（laminin，Ln）、透明

质酸（hyaluronic acid，HA）、Ⅲ型胶原（collagen type Ⅲ，ColⅢ）、Ⅳ型胶原（collagen type Ⅳ，ColⅣ）水平进行检测；通过苏木精-
伊红（hematoxylin-eosin，HE）、MASSON和天狼星染色观察肝组织形态学改变；并对大鼠肝组织中谷胱甘肽（glutathione，GSH）、

丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）及亚铁离子（Fe2+）含量进行检测；最后通过免疫

组化（immunohistochemistry，IHC）和蛋白质免疫印迹（Western blot，WB）实验检测肝组织中肝纤维化相关蛋白α-平滑肌肌动蛋

白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、胶原蛋白Ⅰ（Collagen Ⅰ）、铁死亡相关蛋白长链脂肪酸辅酶 A连接酶 4（acyl-CoA synthe⁃
tase long-chain family member 4，ACSL4）、转铁蛋白受体 1（transferrin receptor protein 1，TFR1）、铁蛋白重链 1（ferritin heavy 
chain 1，FTH1）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）及 Nrf2/HMOX1 信号通路 Nrf2、HMOX1 蛋白的表达。

结果：与Con组相比，CCl4组大鼠血清中ALT、AST水平，以及MDA和Fe2+含量明显升高（P<0.05），而 SOD、GSH水平则明显下降

（P<0.05）；并在CCl4组大鼠中观察到肝脏严重的病理损伤，包括肝细胞坏死、炎症细胞浸润及胶原纤维沉积；CCl4组大鼠肝组

织中α-SMA、CollagenⅠ及ACSL4、TFR1蛋白阳性表达均升高（P<0.05），而 FTH1、GPX4及Nrf2、HMOX1蛋白的阳性表达均降

低（P<0.05）。与 CCl4组比较，JPD 各剂量组大鼠的血清 ALT、AST 和 MDA、Fe2+水平及肝组织中 α-SMA、CollagenⅠ及 ACSL4、
TFR1 蛋白含量均降低，在 JPD-H 组中较为明显（P<0.05）；同时 SOD、GSH 水平及 FTH1、GPX4、Nrf2 和 HMOX1 蛋白含量均升

高，同样在 JPD-H组中较为明显（P<0.05）。病理学结果显示，健脾柔肝汤能够明显缓解肝细胞坏死、炎症细胞浸润及胶原纤维

沉积。结论：健脾柔肝汤能够通过激活Nrf2/HMOX1信号通路来改善肝脏功能，减轻由CCl4诱导的大鼠肝纤维化，在临床肝纤

维化治疗中具有一定潜力。
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Jianpi Rougan decoction alleviates carbon tetrachloride-induced 
liver fibrosis in rats by regulating ferroptosis mediated 

by the Nrf2/HMOX1 signaling pathway
Xu　Yongxing1，Liu　Jun2，Yang　Kang1，Cao　Wenfu2

（1. College of Traditional Chinese Medicine，Chongqing Medical University；2. Department of Integrated Traditional 
Chinese and Western Medicine，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate the effect and mechanism of action of Jianpi Rougan decoction（JPD） on carbon tetrachloride（CCl₄）
-induced liver fibrosis in rats from the perspective of ferroptosis mediated by the Nrf2/HMOX1 signaling pathway. Methods：A total of 
72 Sprague-Dawley rats were randomly divided into normal control group（Con group），model group（CCl₄ group），colchicine group（Col 
group），and low-，middle-，and high-dose JPD groups（JPD-L，JPD-M，and JPD-H groups），with 12 rats in each group，Intraperitoneal in⁃
jection of a mixed solution of olive oil and CCl₄（40%，3 mL/kg） was performed to establish a rat model of liver fibrosis，and after model⁃

ing，JPD was given by gavage for 6 consecutive weeks，The serum 
levels of alanine aminotransferase（ALT） and aspartate aminotrans⁃
ferase（AST） were measured for the rats in each group，as well as 
the four indicators of liver fibrosis（laminin，hyaluronic acid，colla⁃
gen type Ⅲ，and collagen type Ⅳ）；HE staining，Masson staining，
and Sirius red staining were used to observe liver histomorphologi⁃
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cal changes； the contents of glutathione（GSH），malondialdehyde （MDA），superoxide dismutase（SOD），and ferrous ion（Fe²⁺） in rat 
liver tissue were also measured； immunohistochemistry and Western blot were used to measure the protein expression levels of liver 
fibrosis-related proteins（α -smooth muscle actin［α -SMA］ and Collagen Ⅰ） and ferroptosis-related proteins（acyl-CoA synthetase 
long-chain family member 4［ACSL4］，transferrin receptor protein 1［TFR1］，ferritin heavy chain 1［FTH1］，and glutathione peroxi⁃
dase 4［GPX4］） in liver tissue，as well as nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2） and heme oxygenase 1（HMOX1） associ⁃
ated with the Nrf2/HMOX1 signaling pathway. Results：Compared with the Con group，the CCl4 group had significant increases in the 
serum levels of ALT and AST and the contents of MDA and Fe²⁺ d（P<0.05） and significant reductions in the levels of SOD and GSH（P
<0.05），as well as severe liver pathological injury （including hepatocyte necrosis，inflammatory cell infiltration，and collagen fiber de⁃
position），and there were significant increases in the positive expression of α-SMA，CollagenⅠ，ACSL4，and TFR1 and significant re⁃
ductions in the positive expression of FTH1，GPX4，Nrf2，and HMOX1 in liver tissue（P<0.05），Compared with the CCl4 group，the 
JPD-L，JPD-M，and JPD-H groups had significant reductions in the serum levels of ALT，AST，MDA，and Fe²⁺ and the contents of α
-SMA，CollagenⅠ，ACSL4，and TFR1 in liver tissue，with significantly greater reductions in the JPD-H group（P<0.05）； meanwhile，
these three groups had significant increases in the levels of SOD and GSH and the contents of FTH1，GPX4，Nrf2，and HMOX1，with 
significantly greater increases in the JPD-H group（P<0.05），In addition，pathological results showed that JPD could significantly alle⁃
viate hepatocyte necrosis，inflammatory cell infiltration，and collagen fiber deposition. Conclusion：JPD can improve liver function and 
alleviate CCl₄-induced liver fibrosis in rats by activating the Nrf2/HMOX1 signaling pathway，thereby showing a great potential in the 
clinical treatment of liver fibrosis.
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肝纤维化由病毒性肝炎、酒精性肝病等慢性肝
损伤引发，以肝细胞外基质过度沉积为特征，若不
及时干预，会进展为肝硬化或肝功能衰竭[1]，在慢性
乙肝、丙肝患者中尤为常见[2]。当前临床治疗以去
除致病因素为主，现有抗纤维化药物疗效欠佳且有
副作用，探寻更优治疗策略迫在眉睫[3]。

中医将肝纤维化归为“积聚”“胁痛”范畴，认为
湿、热、瘀、毒是主要致病因素[4]。病机在于肝疏泄
失职、脾失健运，导致气滞血瘀，主张疏肝健脾、化
瘀通络、清热化湿（解毒），肝脾同治[5]。近年来，中
药复方在抑制肝纤维化方面优势凸显[6]。健脾柔肝
汤（Jianpi Rougan decoction，JPD）是重庆医科大学附
属第一医院曹文富教授临床经验方，由黄芪、党参、
丹参、赤芍、白术、茯苓、郁金、枳壳、柴胡、陈皮等中
药配伍而成。研究表明，方中黄芪、党参、白术等多
味药材的有效成分，能通过调节Toll样受体 4（Toll-
like receptor 4，TLR4）/核 因 子 κB（nuclear factor 
kappa-B，NF- κB）、转化生长因子 β1（transforming 
growth factor beta 1，TGF- β1）、Smad 家族成员 3
（Smad family member 3，Smad3）、Janus激酶-信号转
导及转录激活因子（Janus kinase-signal transducer 
and activator of transcription，JAK-STAT）、NF-κB 等
多种信号通路抑制肝纤维化，为其治疗肝纤维化提
供了理论依据[7-10]。

铁死亡在肝纤维化的发生发展中作用突出，抑
制铁死亡可减缓肝纤维化进程[11-12]。研究表明Nrf2/
HMOX1信号通路能抑制铁死亡、减轻肝损伤，是治
疗肝纤维化的潜在靶点[13]。秋水仙碱可改善肝功能
指标，延缓肝纤维化的发展进程，常被用作抗肝纤

维化药理学研究中的阳性药物[14-15]。
本研究采用腹腔注射橄榄油与 CCl4混合溶液

建立肝纤维化大鼠模型，以秋水仙碱作为阳性药
物，旨在探究健脾柔肝汤对大鼠肝纤维化的干预作
用及机制，尤其关注其对 Nrf2/HMOX1 信号通路介
导的铁死亡的调控。

1　材料与方法

1.1　实验动物

72只雄性无特定病原体（specific pathogen-free，SPF）级

SD大鼠，8周龄体质量 180~220 g，均购自重庆医科大学实验

动物中心，该中心持有实验动物生产许可证号 SCXK（渝）

2018-0003，以及实验动物使用许可证号 SYXK（渝）2018-
0003。所有的大鼠均在（22±2） ℃的恒温室中进行饲养，控

制饲养环境相对湿度在 40%~70%，明暗交替各 12 h，杜绝外

来病原体进入，自由饮食和饮水。本动物实验遵循国家相关

管理规定和伦理要求，并获得重庆医科大学研究伦理委员会

批准（批准号：IACUC-CQMU-2023-0057）。

1.2　主要试剂

健脾柔肝汤药物免煎颗粒由华润三九现代中药制药

有限公司提供，批号：黄芪：2302004S、党参：2407004C、陈

皮：2306004S、丹参：2303023S、郁金：2408001C、北柴胡：

2409003C、枳壳：2406001C、茯苓：2312001C、赤芍：2208005S、
白术：2407018C；秋水仙碱片（国药准字：H53020166云南植

物药业有限公司）。

分析纯CCl4橄榄油（货号 C11576517、C11631395），购自

上海麦克林生化科技有限公司；酶联免疫吸附测定法

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒（货号

201028HR4、201208HR3、201202TR1、201202IR3、201202IR4、
201208LR2）均购自江苏晶美生物科技有限公司；谷胱甘
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肽 过 氧 化 物 酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）（货 号

AB125066）、长链脂肪酸辅酶 A 连接酶 4（Acyl-CoA synthe⁃
tase long-chain family member 4，ACSL4）（货号AB155282）以

及山羊抗兔免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）H&L
（HRP）（货号 AB205718）均由英国 Abcam公司提供；转铁蛋

白受体 1（transferrin receptor protein 1，TFR1）（货号 T56618）
和铁蛋白重链 1（ferritin heavy chain 1，FTH1）（货号 T55648）
则购自上海Abmart公司；此外，甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyc⁃
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）多克隆抗体

（货号 10494-1-AP）和血红素加氧酶 1（heme oxygenase 1，
HMOX1）（货号 10701-1-AP）均来自武汉 Proteintech 公司；

核因子红细胞 2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2，Nrf2）（货号AF0639）由江苏 Affinity公司提供；抗α平

滑肌肌动蛋白（α -smooth muscle actin，α -SMA）（货 号 ab 
124964）、购自 Abcam 公司；抗Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ）

（No.E8I9Z）抗体购自Cell Signaling Technology（Danvers，MA，

USA）公司；天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST）测试盒（货号 C010-2-1）和丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）测试盒（货号 C009-2-1）购自南京建

成生物工程研究所。

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）蛋白上

样缓冲液（货号P0015L）、苯甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl 
fluoride，PMSF）（货号 ST506）、放射免疫沉淀测定（radioim⁃
munoprecipitation assay，RIPA）裂解液（货号 P0013B）、BCA
蛋白浓度测定试剂盒（货号P0010S）均购自上海碧云天生物

技术有限公司；超灵敏增强型化学发光液（enhanced chemi⁃
luminescence solution，ECL）化学发光底物（货号 BL520A）购

自安徽Biosharp公司；聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，
PVDF）膜（IPVH00010）购自德国 Merck 公司；Page 凝胶快速

制备试剂盒（货号PG112）购自上海雅酶公司。

1.3　主要仪器

T-10 匀浆机（德国 IKA 公司）；切片机（德国 Leica）；

AL204 型电子天平（瑞士 METTLER TOLEDO 公司）；1-14K
低温高速离心机（美国 Sigma）；SYNERGY1 酶标仪（美国

BioTeK 公司）；ODYSSEY FC 化学发光仪（美国 LI-COR 公

司）；MINI 蛋白电泳及转印系统（美国 Bio-Rad）；DP73 相差

显微镜（日本OLYMPUS公司）。

1.4　方法

1.4.1　造模、分组及给药　在对 72只 SD大鼠进行为期 1周

的适应性喂养后，随机选取其中 12只作为正常对照组（Con
组）。其余大鼠则通过腹腔注射初始剂量为 5 mL/kg 的

40%CCl4橄榄油溶液进行造模[16-17]。在接下来的 3 d内，腹腔

注射剂量调整为 3 mL/kg，每周 2次，持续 6周。与之对应，正

常组大鼠给予相应体积的橄榄油溶液。在整个造模过程中，

共有 15只大鼠死亡，死亡率达 20.83%。最终，从中随机抽取

了 3只大鼠进行HE和Masson染色检查。结果显示，大鼠肝

小叶正常结构明显被破坏，并伴有大量炎性细胞浸润及胶原

纤维沉积，且肝细胞变性及坏死，表明造模成功。

将剩余 45只造模成功的 SD大鼠随机分为 5组：模型组

（CCl4）、秋水仙碱组（Col）、健脾柔肝汤低、中、高剂量组

（JPD-L、JPD-M、JPD-H）。秋水仙碱组（0.1 mg/kg）给药，健

脾柔肝汤由黄芪 30 g、党参 12 g、丹参 12 g、赤芍 12 g、白术

12 g、茯苓 12 g、郁金 12 g、枳壳 12 g、柴胡 10 g、陈皮 6 g组成，

根据徐叔云的《药理实验方法学》对大鼠与人之间的剂量进

行换算，上述 10 味药物总和 130 g 为体质量 70 kg 的成年人

的使用剂量，换算成大鼠的使用剂量为[（130/70 kg）×6.25]
即中剂量为11.61 g/kg，中剂量减半为低剂量，加倍为高剂量，

即健脾柔肝汤低、中、高剂量组按 5.81、11.61、23.22 g/kg 给

药。中剂量组加入等质量体积的沸水浸泡使其浓度为1 g/mL，
低剂量组加入2倍质量体积的沸水浸泡使其浓度为0.5 g/mL，
高剂量组加入 1/2质量体积的沸水浸泡使其浓度为 2 g/mL，
200 g SD大鼠灌胃量低、中、高剂量组均为 2.32 mL。正常对

照组与模型组使用等体积的生理盐水灌胃，每日 1次，持续 6
周，其间不限制饮食和饮水。

1.4.2　大鼠血清（ALT、AST）生化指标检测　2%的戊巴比妥

按 30 mg/kg腹腔注射麻醉大鼠后采用腹主动脉取血获取血

清，采血后静置 30 min，随后离心 15 min，温度 4 ℃，转速

3 500 r/min，取上层血清。按照谷草转氨酶/AST/GOT测试盒

（货号 C010-2-1）和谷丙转氨酶/ALT/GPT 测试盒（货号

C009-2-1）试剂盒说明书，检测大鼠血清ALT、AST水平。

1.4.3　组织学分析　取部分肝左叶使用 4% 多聚甲醛固定

48 h，随后使用梯度浓度的乙醇和二甲苯对肝组织进行常规

脱水，然后石蜡包埋，切片，接着对切片进行苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）、马松（Masson）、天狼星（Sirius Red）染

色，封片，最后在光学显微镜（BX53；Olympus，东京，日本）下

观察肝组织的病理改变。

1.4.4　ELISA　根据ELISA试剂盒的操作说明，使用泉州九

邦生物公司生产的透明质酸（hyaluronidase，HA，货号 QZ-
15723）、层粘连蛋白（laminin，LN，货号 QZ-15677）、Ⅲ型胶

原（collagen type Ⅲ ，Col Ⅲ ，货号 QZ-14729）和 Ⅳ 型胶原

（collagen type Ⅳ，ColⅣ，货号 QZ-15741）试剂盒，对 1.4.2 中

的血清进行检测。具体步骤如下：按要求在对应孔板中加入

稀释好的标准品和待测样品，随后加入对应的抗体，控制温

度在 37 ℃进行反应 60 min，接着洗涤孔板 5 次。然后加入

A、B显色剂，在避光条件下显色 15 min。最后加入终止液停

止反应。测量 450 nm 处的吸光度（absorbance，A）值以确定

各项指标的水平。

1.4.5　GSH、MDA、SOD、Fe2+含量的检测　按照苏州格锐思

生物科技有限公司生产的丙二醛（malondialdehyde，MDA）
（货号 G0110F）、还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）（货号

G0206W）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）（货

号G0101W）和亚铁（Fe²⁺）（货号G1217F）试剂盒说明书对肝

脏组织中GSH、MDA、SOD及Fe²⁺含量进行检测。

1.4.6　免疫组化法检测相关蛋白表达　为了观察 JPD 对肝

纤维化大鼠肝纤维化的影响，采用免疫组化检测 α-SMA、

CollagenⅠ、ACSL4、TFR1、FTH1、GPX4及Nrf2、HMOX1等蛋

白的表达情况。步骤如下：首先，将肝组织石蜡切片脱蜡至

水，然后依次进行 pH 6.0的柠檬酸抗原修复，3%双氧水溶液

阻断内源性过氧化物酶，胎牛血清封闭；随后，将切片与

GPX4（1∶250）、ACSL4（1∶250）、FTH1（1∶100）、HMOX1（1∶
500）、TFR1（1∶200）、Nrf2（1∶250）、α-SMA（1∶250）、Collagen
Ⅰ（1∶500）等一抗室温孵育 30 min；接着再二抗室温孵育

30 min；洗涤；最后，使用DAB进行显色处理，复染细胞核，并

在脱水后进行封片处理。用显微镜（BX53；Olympus，东京，

日本）观察，采用 Image J（美国国立卫生研究院，贝塞斯达）
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软件对蛋白的表达量进行分析。

1.4.7　蛋白免疫印迹法（Western blot，WB）分析　将肝组织

置于预冷的 RIPA 裂解液中（该裂解液中含有 1%PMSF），以

提取总蛋白。随后，利用 BCA 试剂盒（货号 P0010S）对提取

的蛋白含量进行测定。接下来，通过 SDS-PAGE技术对总蛋

白进行分离，并将分离后的蛋白转移至PVDF膜上。在室温

下，使用 5%脱脂牛奶进行封闭处理，持续时间为 2 h。最后，

加入一抗（GPX4、ACSL4、FTH1、HMOX1、TFR1、Nrf2、α-SMA
及 Collagen Ⅰ） ，在 4 ℃下孵育过夜。接着，使用 TBST 洗涤

3 次，再用相应的二抗孵育 1.5 h。最后，使用化学发光系统

显影成像，通过 Image J（美国国立卫生研究院，贝塞斯达）软

件分析蛋白条带的灰度值。

1.5　统计学方法

应用 Graphpad Prism 8.0 绘制统计图，应用 SPSS 26.0 对

数据进行分析，所有计量资料使用均数±标准差（x±s）表

示。采用单因素方差分析对多组间数据进行比较，Dunnett
检验用于组间两两比较，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　JPD改善大鼠肝功能

ALT、AST是评估肝功能的重要指标，当肝损伤发生时，

ALT、AST 水平会明显上升。在该研究中，与 Con 组相比，

CCl4 组 大 鼠 血 清 ALT、AST 水 平 明 显 上 升（F=15.140、
4.258，均 P<0.01）；而与 CCl4组相比，Col组和 JPD-H 组大鼠

血清 AST水平明显下降（F=4.258，P<0.05），Col组和 JPD-L、
JPD-M、JPD-H 组大鼠血清 ALT 均明显下降（F=15.140，均
P<0.01），表明健脾柔肝汤有效降低了肝损伤程度，见图1。
2.2　JPD 改善大鼠的肝纤维化水平（HA、LN、ColⅢ、ColⅣ，

HE染色）

ColⅢ、ColⅣ、Ln、HA是评估肝纤维化的重要临床指标。

该课题组检测了这些蛋白在肝组织中的表达水平。结果显

示，与 Con 组相比，CCl4组中 HA、LN、Col Ⅲ和 Col Ⅳ水平明

显升高（F=96.560、19.520、21.070、18.200，均 P<0.001）；而与

CCl4组相比，Col组和 JPD-M组、JPD-H组则明显降低了这些

蛋白的表达水平（F=96.560、19.520、21.070、18.200，均 P<
0.001），见图2A~D。

健康状态下，HE染色肝脏可见结构完整的肝小叶，肝细

胞分布均匀，排列整齐。在该研究中，HE染色镜下可见CCl4
组大鼠的肝小叶结构明显不完整。肝细胞排列杂乱无序，同

时伴随着大量炎性细胞浸润和胶原纤维增生，甚至形成了假

小叶。相比之下，Col组和 JPD 各剂量组大鼠的肝小叶结构

较模型组更为整齐，炎性细胞浸润和纤维化程度明显改善，

见图2E。

2.3　JPD明显改善肝组织病理损伤程度和胶原沉积

Masson 染色结果显示 Con 组大鼠镜下可见肝小叶结构

                         注：a，与Con组比较，P<0.05；b，与CCl4组相比较，P<0.05
图 1　健脾柔肝汤对 CCl4诱导的肝纤维化大鼠 ALT、AST 的影响（n=6）

注：a，与Con组比较，P<0.05；b，与CCl4组相比较，P<0.05；黄色箭头，炎性细胞浸润和胶原纤维增生

图 2　健脾柔肝汤对 CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝纤维化 4 项及 HE 病理染色的改变（n=6，HE：40×50 μm）
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完整，肝细胞排列整齐，无蓝色胶原纤维沉积。而在CCl4组
大鼠中，肝小叶结构紊乱，可见明显假小叶形成以及大量蓝

色胶原纤维沉积，表明CCl4组大鼠肝脏发生严重纤维化。相

比之下，Col组和 JPD 各剂量组大鼠的蓝色胶原纤维明显减

少，纤维化在中央静脉周围和汇管区略有残留，但整体上有

不同程度的改善，见图 3A。天狼星红染色的结果同样表明，

CCl4组大鼠的门静脉和肝小叶周围的橙红色胶原纤维沉积

明显增加，而 Col组和 JPD各剂量组中这些区域的胶原纤维

积聚明显减少，见图3B。

WB结果显示，与Con组相比，CCl4组中α-SMA和Colla⁃

gen Ⅰ蛋白表达明显升高（F=13.320、14.320，均 P<0.05）；而

与CCl4组相比，Col组和 JPD-M、JPD-H组则明显降低了这 2
种蛋白的表达（F=13.320、14.320，均P<0.01），见图 3G~I。免

疫组化分析结果与WB结果相符，见图 3C~F。综上所述，本

研究结果提示，JPD 能有效减轻肝纤维化大鼠的肝损伤程

度，降低胶原沉积。

2.4　JPD改善氧化应激水平和Fe2+ 水平

与 Con 组 相 比 ，CCl4 组 的 MDA 水 平 明 显 增 加（F=
20.790，P<0.001），同时 GSH 和 SOD 的水平则明显降低（F=
17.110、12.740，均 P<0.001）；经 JPD 各剂量组处理后，MDA

                   注：a，与Con组比较，P<0.05；b，与CCl4组相比较，P<0.05
图 3　健脾柔肝汤改善肝纤维化大鼠肝组织病理损伤程度和胶原沉积（Masson、天狼星红和免疫组化染色，n=6，40×50 μm；WB，n=3）
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水平在 JPD-M、JPD-H 组明显降低（F=20.790，均 P<0.01），

GSH 和 SOD 水平在 JPD-H 组明显回升（F=17.110、12.740，
均P<0.01）。此外，该课题组进一步测定了游离Fe2+水平，结

果显示，与Con组对比，CCl4组Fe2+水平明显增加（F=18.740，
P<0.001），而与 CCl4组相比 JPD 各剂量组处理后 Fe2+水平明

显下降，以 JPD-M、JPD-H组较为明显（F=18.740，P<0.001）。

上述结果表明，JPD可能通过调节氧化应激和Fe2+水平，减轻

肝纤维化大鼠的肝损伤，见图4A~D。

2.5　JPD抑制肝纤维化大鼠的铁死亡水平

WB 结果显示，与 Con 组相比，CCl4组中 ACSL4 和 TFR1
蛋白表达明显增加（F=14.440、23.290，均 P<0.001），而 FTH1
和 GPX4 蛋白表达明显降低（F=7.052、14.210，均 P<0.01）。

与 CCl4组相比，秋水仙碱以及 JPD降低了 ACSL4和 TFR1 蛋

白水平，以 JPD-H组较为明显（F=14.440、23.290，均P<0.05），

同时上调了 JPD 各剂量组 FTH1 和 GPX4 蛋白的表达（F=
7.052、14.210，均 P<0.05），见图 5A。同样，各组免疫组化分

析结果与WB结果相符，见图5B。这些结果表明，JPD可能通

过降低肝纤维化大鼠的铁死亡水平，延缓肝脏损伤的进展。

2.6　JPD 可能通过激活 Nrf2/血红素加氧酶 1（heme oxygen⁃
ase 1，HO-1）信号通路抑制铁死亡从而发挥肝脏保护作用

WB 结果显示，与 Con 组相比，CCl4 组中的 Nrf2 和

HMOX1蛋白表达明显降低（F=37.090、12.030，均 P<0.001）；

而与CCl4组相比，Col组和 JPD-M、JPD-H组这 2种蛋白的表

达水平均明显上升（F=37.090、12.030，均 P<0.05），见图 6A。

同时，各组织的免疫组化染色结果也显示了类似的趋势，见

图 6B。综合上述结果，JPD可能通过激活Nrf2/HO-1信号通

路，抑制铁死亡，从而发挥其肝脏保护作用。

3　讨 论

肝纤维化由多种慢性肝损伤因素引发，是持续

的肝脏病理损伤与修复过程。病毒感染、长期酗

酒、代谢紊乱和自身免疫性疾病等，是其常见病

因[18-19]。这一病理过程会导致肝组织结构重塑和功

能异常，严重时可进展为肝硬化，甚至肝癌[20]。因

此，有效防控和逆转肝纤维化，是全球医学研究的

重要课题[21-23]。肝星状细胞（hepatic stellate cells，
HSC）富含铁离子，铁死亡通过调控 HSC 内铁离子

含量和脂质过氧化水平，影响肝纤维化进程。靶向

干预HSC铁死亡机制，有望为肝纤维化治疗开辟新

途径[24-26]。随着中药在慢性肝病治疗中应用日益广

泛，其安全性高、适应范围广、获取便捷等优势突

出，在慢性疾病治疗中独具特色[27-29]。因此，以中药

干预肝脏铁死亡为切入点，或许会成为未来防治肝

纤维化的新方向。

该研究通过CCl4诱导的大鼠肝纤维化模型，证

实了健脾柔肝汤可有效缓解肝纤维化。健脾柔肝汤

显著降低肝脏胶原纤维沉积等纤维化病理指标，降

低血清ALT、AST水平，改善肝功能损伤。HE染色及

Masson染色的病理分析进一步印证了健脾柔肝汤对

肝组织结构的保护作用。细胞外基质（extracellular 

                  注：a，与Con组比较，P<0.05；b，与CCl4组相比较，P<0.05
图 4　健脾柔肝汤改善肝纤维化大鼠的氧化应激水平和 Fe2+水平（n=6）
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matrix，ECM）异常积聚，特别是 ColⅢ、ColⅣ的过度

沉积，是肝纤维化的关键特征。治疗组中，ColⅢ、

ColⅣ表达显著下降，表明健脾柔肝汤可抑制纤维化

进程。此外，肝纤维化时 LN 和 HA 水平明显升高，

而健脾柔肝汤干预后，这些标志物水平显著降低，

进一步验证了其抗纤维化疗效。上述结果为健脾

柔肝汤治疗肝纤维化提供了有力支撑。

众所周知，铁死亡是一种铁依赖性、以脂质过氧

化为特征的细胞死亡形式，铁死亡的发生伴随着Fe2+

的异常积累和脂质过氧化反应的增强[30]。随着 Fe2+

的过度积累，细胞内活性氧（reactive oxygen species，
ROS）的水平随之升高，进而引发脂质过氧化，这一

注：a，与Con组比较，P<0.05；b，与CCl4组相比较，P<0.05
图 5　健脾柔肝汤对肝脏中铁死亡关键蛋白 ACSL4、TFR1、FTH1、GPX4 表达水平的影响（免疫组化染色n=6，40× 50 μm；WB n=3）
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过程加速了肝硬化的形成，增加了肝细胞癌的发生
率[16，31-32]。该研究表明，健脾柔肝汤可降低肝纤维
化组织 Fe2+水平，抑制铁死亡。改善 SOD、MDA 等
抗氧化应激指标，减轻肝脂质过氧化损伤。通过对
TFR1、ACSL4、GPX4、FTH1等铁死亡相关分子的检

测发现，健脾柔肝汤可能通过调节铁死亡相关信号
通路抑制肝纤维化，进而减轻肝损伤。

Nrf2/HMOX1通路作为调节细胞抗氧化应激和
铁死亡的关键信号通路，在肝脏、心脏、肾脏疾病中
发挥着重要的调节作用[33-35]。研究表明，Nrf2 作为
一种转录因子，能促进抗氧化基因如 HMOX1 的表
达，进而减轻氧化应激和抑制细胞死亡[36]。该研究
通过 WB 和免疫组化发现，健脾柔肝汤上调 Nrf2和
HMOX1 表达，激活 Nrf2/HMOX1 信号通路，调控

ACSL4、GPX4、TFR1 等蛋白的表达，增强抗氧化能
力，减轻CCl₄诱导的肝纤维化。

该研究结果为健脾柔肝汤在肝纤维化治疗中
的应用提供了有力的实验依据，为肝纤维化的治疗

提供了新的思路和研究方向。然而，由于该研究采
用动物模型，其在临床应用中的疗效尚需大样本临
床试验进一步验证。此外，健脾柔肝汤在不同类型
的肝病中的应用潜力，如酒精性肝病、非酒精性脂

肪肝病等，也值得进一步探索。未来的研究可以针

对健脾柔肝汤的分子机制进行更深入的探讨，如通

过基因编辑技术明确其关键调控分子，并探索其与

其他细胞死亡途径（如自噬、凋亡等）的交互作用。
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