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　　［摘要］　目的　基于网络药理学方法分析丹参酮ⅡＡ（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ，ＴａｎⅡＡ）治疗自身免疫性肝
炎（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＡＩＨ）的潜在靶点与通路之间关系，并通过实验验证ＴａｎⅡＡ治疗ＡＩＨ的作用机
制。方法　依托多个数据库检索筛选ＴａｎⅡＡ以及ＡＩＨ的相关靶点基因，取药物和疾病的交集基因，借
助Ｓｔｒｉｎｇ平台构建ＰＰＩ网络，并对交集基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路富集分析。随后选择富集基因数最
多信号通路通过动物实验进行验证，将小鼠按随机数字表法分为正常组、模型组和 ＴａｎⅡＡ治疗组，每
组６只；建模完成后检测各组小鼠血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、谷草转氨酶
（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）的水平，并利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与ｑＲＴＰＣＲ检测各组小鼠肝组织中ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ和ＮＦκＢ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果　从ＴａｎⅡＡ中筛选得出有效作用靶点２０８个，收集到 ＡＩＨ
的靶点基因７１２８个。两者得到１７４个交集基因靶点。ＫＥＧＧ通路分析指出多条信号通路参与ＡＩＨ的
发病，其中ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路可能在ＴａｎⅡＡ治疗ＡＩＨ中起重要作用。动物实验结果显示，与正常组
比较，模型组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），肝组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋白表达
均显著降低（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白表达均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴａｎⅡＡ治疗组
小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平有不同程度减低（Ｐ＜０．０５），肝组织中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋白表达均显著升
高（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢｍＲＮＡ水平和蛋白表达均显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴａｎⅡＡ中包含许多可能直
接靶向ＡＩＨ相关信号通路的有效基因靶点，其中 ＴａｎⅡＡ可能通过调节 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路改善 ＡＩＨ
小鼠肝脏炎症反应。
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　　自身免疫性肝炎（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＡＩＨ）是一
种由肝细胞免疫介导的炎症疾病，其特征是肝实质进

行性破坏和慢性纤维化，如果治疗不及时，后期会导致

肝硬化，肝衰竭甚至死亡［１］。该病多发于欧美发达国

家的女性当中，其发病率和流行率在当前世界范围内

正在不断增加［２］。目前，ＡＩＨ的确切病因及发病机制
尚不完全明确，皮质类固醇和细胞抑制药物为主的传

统治疗手段导致的高复发率等副作用，让 ＡＩＨ的诊断
和治疗仍面临巨大挑战［２－３］。丹参酮ⅡＡ（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ
ⅡＡ，ＴａｎⅡＡ）是从中药丹参提取的主要亲脂性化合物
之一，具有多种药理作用。它主要通过抗炎、抗氧化、

抗凋亡等作用来保护肝细胞，还能够通过抑制部分炎

症信号通路，减轻肝脏的损伤［４］，对多种肝脏疾病都

表现出积极的治疗效果。

　　近些年来生物信息学和药理学的飞速发展，推动
了新兴的网络药理学形成。它基于“疾病基因靶标
药物”相互作用网络，通过研究药物成分，然后预测靶

标，分析途径，进而对疾病进行实验验证。它全面系统

地阐述了药物对疾病网络的干预和影响，揭示“多靶

点，多成分”对疾病的作用机制。因此，本研究将网络

药理学与实验验证相结合，构建一个完整的系统网络

来对ＴａｎⅡＡ治疗 ＡＩＨ的作用机制进行探讨，为临床
上应用ＴａｎⅡＡ治疗ＡＩＨ提供依据。

１　材料与方法

１．１　ＴａｎⅡＡ靶点的收集
　　通过 Ｔｃｍｓｐ中药系统药理数据库 （ｈｔｔｐ：／／

ｔｃｍｓｐｗ．ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ），Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／），Ｓｔｉｔｃｈ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｉｔｃｈ．
ｅｍｂｌ．ｄｅ／），ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）进行检索，收集 ＴａｎⅡＡ中所
包含的靶点，并将这些靶点信息通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）进行标准化转换，得到目
标基因名称。

１．２　ＡＩＨ的基因检索
　　利用 Ｏｍｉｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／），
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）和
ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ／），选取
“ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ”为关键词进行检索，将３个数据
库中符合疾病的基因汇总，去除其中的重复靶点，筛选

得到最终ＡＩＨ的相关靶点基因。
１．３　ＡＩＨ和 ＴａｎⅡＡ交集基因的收集以及 ＰＰＩ网络

构建

　　绘制Ｖｅｎｎ图，将ＴａｎⅡＡ与ＡＩＨ的相关靶点基因
进行比对，取交集部分为 ＴａｎⅡＡ治疗 ＡＩＨ的靶点基
因。将收集的交集基因靶点信息输入到Ｓｔｒｉｎｇ线上数
据库（ｈｔｔｐｓ：／／Ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／），选择物种为“Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”，最高置信度设置为 ０．９，隐藏 ＰＰＩ网络中游
离的靶标基因，导出ｔｓｖ相关信息文件，运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３．７．２软件将文件转化为ＰＰＩ网络图。
１．４　ＫＥＧＧ通路和ＧＯ富集分析
　　将最终选出的 ＴａｎⅡＡ治疗 ＡＩＨ的共有基因靶
点，结合 Ｒ语言，进行京都基因与基因组百科全书
（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通
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路富集和基因本体论（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析。
将校正 Ｐ值≤０．０５的项目进行筛选，根据富集基因
的校正 Ｐ值来排序，选取排名在前的相关信号通路，
使用 Ｒ３．６．３软件，安装利用相关 Ｒ包，绘制柱状图
和气泡图。

１．５　实验动物及主要试剂
１．５．１　实验动物　　鼠龄 ９～１０周的雌性 ＳＰＦ级
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１８只，体质量为（２０±２）ｇ，购自北京维
通利华实验动物技术有限公司，动物许可证编号为

ＳＣＸＫ（京）２０１６０００６。将小鼠按随机数字表法分为正
常组、模型组和ＴａｎⅡＡ治疗组，每组６只。小鼠常规
饲养，摄食自由，饲养环境适宜。

１．５．２　主要实验试剂　　ＴａｎⅡＡ、ＣｏｎＡ（索莱宝有限
公司，中国北京）；谷丙转氨酶测试盒、谷草转氨酶测

试盒（建城生物研究所，中国南京）；ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和
ＮＦκＢ抗体（博士德生物有限公司，中国武汉）；引物
序列见表１。

表１　引物序列与产物长度

引物名称 引物（５′→３′） 产物长度／ｂｐ　
ＰＩ３Ｋ 上游：ＧＣＴＴＡＡＣＡＣＡＧＡＡＧＡＡＡＣＣＧＴＧＡ ７１

下游：ＴＡＣＡＣＡＧＧＡＧＣＴＣＧＧＴＴＣＣＡ
ＡＫＴ 上游：ＡＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＣ １７６

下游：ＣＣＧＧＴＡＣＡＣＣＡＣＧＴＴＣＴＴＣＴ
ＮＦκＢ 上游：ＴＣＣＣＣＣＣＡＧＡＧＡＣＣＴＣＡＴＡＧＴ １３５

下游：ＴＧＧＡＡＡＴＴＣＣＴＧＡＴＣＣＣＧＡＣ

βａｃｔｉｎ 上游：ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ １５０
下游：ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ

１．６　实验方法
１．６．１　ＡＩＨ小鼠的模型建立及分组处理　　正常组
常规饲养；模型组常规饲养 １周后，按 １５ｍｇ／ｋｇ剂量
给予尾静脉注射ＣｏｎＡ；ＴａｎⅡＡ治疗组按照３０ｍｇ／ｋｇ
剂量先腹腔预防性注射 ＴａｎⅡＡ，１周后按 １５ｍｇ／ｋｇ
剂量给予尾静脉注射ＣｏｎＡ。各组小鼠于造模８ｈ后，
先通过眶内取血收集各组小鼠静脉血并制备血清，后

处死全部小鼠，取出肝脏组织，经液氮速冻后迅速转移

至－８０℃冰箱以保存备用。
１．６．２　肝组织病理学检测　　取部分小鼠肝组织，
ＯＣＴ包埋后用冰冻切片机切片，片厚为５μｍ，泡入丙
酮约２０ｍｉｎ进行固定，最后进行常规苏木精伊红
（ＨＥ）染色，在光学显微镜下观察各实验组小鼠肝脏病
理学改变。

１．６．３　血清学指标检测　　麻醉小鼠后，采用眼球取
血的方法，每只小鼠取血１ｍＬ左右，室温条件下静置
３０ｍｉｎ后分离血清根据试剂盒说明书进行检测，通过
酶标仪测定各实验组小鼠血清中谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）水平。
１．６．４　肝组织荧光定量ＰＣＲ技术检测　　取各实验
组小鼠肝组织各５０ｍｇ，提取总 ＲＮＡ。根据反转录试
剂盒说明书要求，将相关试剂与１０μＬ总ＲＮＡ均匀混
合，进行反转录。反应条件：３７℃×１５ｍｉｎ，１个循环；
８５℃×５ｓ，１个循环。然后用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒相
关试剂与２μＬ反转录产物混合均匀，进行ＰＣＲ扩增，
反应条件为：９５℃×３０ｓ，１次循环；９５℃×５ｓ，６０℃×
３４ｓ，４０个循环。最后根据ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ原始检测结
果，采用 ２－△△Ｃｔ相对定量公式计算并分析所得 ＰＣＲ
结果。

１．６．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织蛋白水平　　先提取
肝组织总蛋白，并测定总蛋白浓度。后配１０％胶后加
入蛋白样品 １５μＬ跑电泳，用湿转法转运蛋白至
ＰＶＤＦ膜，２ｈ后封闭，加一抗 ４℃孵育过夜；第 ２天
ＴＢＳＴ洗膜，羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ二抗（浓度１∶５００）摇床孵
育１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３×１０ｍｉｎ后滴加显影剂进行扫描显
影，利用ＩｍａｇｅＪ软件分析结果。
１．７　统计学分析
　　实验数据连续性资料以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８统计软件分析处理数据，两样本均数比较采用
ｔ检验，多组间比较采用方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ靶点信息的收集
　　基于Ｔｃｍｓｐ数据库收集到 ＴａｎⅡＡ中所包含的靶
点３７个，Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库收集到１３４个，Ｓｔｉｔｃｈｉ数据
库收集到 ８个，ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库收集到
４７个，通过Ｕｎｉｐｒｏｔ信息匹配并去除重复成分后，最终
预测ＴａｎⅡＡ有效作用靶点为２０８个；将 Ｏｍｉｍ、Ｇｅｎｅ
ｃａｒｄｓ和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ３个数据库中检索到的 ＡＩＨ疾病
相关基因汇总并去重，共收集到 ＡＩＨ的相关基因
７１２８个。
２．２　ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ共同靶点基因的收集
　　通过在线 Ｖｅｎｎ图设计网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．
ｃｎｂ．Ｃｓｉｃ．ｅｓ／ｔｏｏｌｓ／ｖｅｎｎｙ／）对ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ共同靶点
基因分析制图，共得到 １７４个交集基因靶点（图 １）。
将交集基因靶点输入在 Ｓｔｒｉｎｇ数据库，把生成的含有
节点信息的ＴＳＶ文件通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建靶点的
ＰＰＩ网络，其中包括节点１４９个，边线７５５条（在Ｓｔｒｉｎｇ
数据库中设置最高置信度为 ０．９，并隐藏无关联的节
点，所以２５个交集靶标基因未参与网络构建）。图中
线条的粗细代表综合得分（ｃｏｍｂｉｎｅｄｓｃｏｅｒ），线条越粗
颜色越深（颜色由浅蓝到深红逐步加深），表示靶点间
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的相互作用越紧密。节点的大小代表自由度，节点越

大颜色越深，表示其在网络中的作用越重要，见图２。

图１　ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ共同靶点Ｖｅｎｎ图

２．３　ＧＯ富集分析结果
　　将药物疾病共有靶点进行 ＧＯ的生物过程（ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组分（ｃｅｌｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和
分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）富集分析，引用
Ｓｔｒｉｎｇ数据库，将校正Ｐ≤０．０５的项目进行筛选，总共
富集到２５５９条生物过程，１７４项分子功能相关，９７项
细胞组成相关。使用 Ｒ３．６．３软件，进行条形图和气
泡图绘制（图３）。分析结果显示，ＴａｎⅡＡＡＩＨ基因参
与的生物学过程变化主要包括活性氧代谢过程、对氧

化应激的反应、对脂多糖的反应等；这些靶点发生在膜

筏、小窝、质膜筏等细胞组分间；同时这些靶点与类固

醇激素受体活性、ＤＮＡ结合转录激活因子活性等分子
功能关系密切。

图２　ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ共同靶点基因ＰＰＩ网络图
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Ａ：ＧＯ富集分析条形图；Ｂ：ＧＯ富集分析气泡图

图３　ＧＯ富集分析结果
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２．４　ＫＥＧＧ通路富集分析结果
　　将ＴａｎⅡＡ和ＡＩＨ共同靶点基因进行ＫＥＧＧ通路
富集分析，引用Ｓｔｒｉｎｇ数据库，将校正Ｐ≤０．０５的项目
进行筛选，总共富集到１５７条信号通路。使用Ｒ３．６．３，
安装并引用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ包后，进行条形图和气泡图
绘制（图４）。图中气泡的颜色从蓝到红反映Ｐ值逐步
减小，其显著性越强。气泡从小到大表示富集到的基

因数目逐步增加。分析结果表明这些靶点主要涉及的

信号通路有肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）信号通路、磷脂酰肌
醇三激酶蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３ＫＡＫＴ）信号通路、ＩＬ１７信

号通路、细胞凋亡和缺氧诱导因子１信号通路等，同时
与恰加斯病（Ｃｈａｇａｓｄｉｓｅａｓｅ）、乙型肝炎等疾病信号密
切相关。反映出 ＴａｎⅡＡ通过多途径，多靶点治疗
ＡＩＨ的作用特点。
２．５　小鼠肝脏组织ＨＥ染色
　　正常组小鼠肝小叶结构清晰，汇管区无炎症浸润；
模型组小鼠出现炎症细胞浸润，肝细胞大量坏死，血管

充血和扩张以及肝窦结构紊乱；与模型组比较，ＴａｎⅡ
Ａ治疗组显示出不同程度的肝损伤减轻和炎细胞浸润
减少（图５）。
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Ａ：ＫＥＧＧ分析条形图；Ｂ：ＫＥＧＧ分析气泡图

图４　ＫＥＧＧ信号通路分析结果
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Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＴａｎⅡＡ治疗组

图５　ＨＥ染色观察小鼠肝组织病理学变化

２．６　小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的含量变化
　　与正常组比较，模型组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水平
均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴａｎⅡＡ治疗组
小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均显示出不同程度减低（Ｐ＜
０．０５，图６）。

２．７　小鼠肝组织ｍＲＮＡ和蛋白的表达变化
　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：与正常组比较，模型组小
鼠肝组织ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ
水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴａｎⅡＡ治疗
组小鼠肝组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴｍＲＮＡ水平显著升高，ＮＦκＢ
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ｍＲＮＡ水平降低显著（Ｐ＜０．０５，图７Ａ）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与正常组比较，模型组小
鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ蛋白水平显著降低，ＮＦκＢ
（ｐ６５）蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
ＴａｎⅡＡ治疗组小鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ蛋白水平显
著升高，ＮＦκＢ（ｐ６５）蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５，
图７Ｂ、Ｃ）。
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１：正常组；２：模型组；３：ＴａｎⅡＡ治疗组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正
常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图６　小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的含量变化

３　讨论

　　ＡＩＨ是由自身免疫反应介导的慢性进行性肝脏实
质炎症，与Ｔ淋巴细胞的增殖活化密切相关。其特征
表现为界面性肝炎、高ＡＬＴ、ＡＳＴ和免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）
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Ａ：ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和ＮＦκＢｍＲＮＡ的相对表达水平；Ｂ：ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和ＮＦκＢ蛋白的表达；Ｃ：ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和ＮＦκＢ蛋白的表达水平　
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图７　小鼠肝组织ｍＲＮＡ及蛋白的表达变化

水平以及自身抗体的存在［５］。该病主要影响女性，常

见于在欧美发达国家，当前中国国内关于 ＡＩＨ的相关
研究也明显增多［２］。ＡＩＨ的确切发病机制目前仍不清
楚，但是遗传易感性，分子模拟机制等因素诱导自身免

疫平衡状态的破坏，进而导致的肝脏损伤被认为与该

病的发生、发展密切相关［１－２］。ＡＩＨ的治疗原则主要
是抑制异常的自身免疫反应，临床上以类固醇疗法为

主，但是长时间用药也会产生骨质疏松症、糖尿病等副

作用［３］。因此，今后研究新的药物并优化改良 ＡＩＨ的
治疗策略是十分有必要的。

　　丹参是一种传统中药，具有促进血液循环、祛瘀消
肿等作用，并且可以通过抗氧化作用和改善微循环来

保护肝脏，用于多种肝脏疾病的预防和治疗［６］。Ｔａｎ
ⅡＡ是从丹参的根部提取的主要亲脂性成分之一，具
有多种药理作用，例如抗炎、抗氧化和抗血小板凝聚等

作用。有研究表明 ＴａｎⅡＡ可诱导肝星状细胞凋亡，
从而减少肝纤维化的水平［４］。此外，ＴａｎⅡＡ还可以通
过抑制Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞中 ＮＦκＢ信号传导，降低 ＴＮＦα、
ＩＬ６等促炎细胞因子的释放，减轻了肝炎的发生，有效
保护肝脏［７］。网络药理学是一种结合系统网络分析

和药理学的新颖方法，可以在短时间内以高通量的方

式系统了解药物对疾病的影响，了解药物与疾病之间

的相互作用机制。本实验首先采用网络药理学的方法

筛选其成分，从ＴａｎⅡＡ中筛选得出有效作用靶点２０８
个，收集到ＡＩＨ有关的靶点基因７１２８个，两者共得到
１７４个交集基因靶点。ＧＯ富集分析结果显示，ＴａｎⅡ
ＡＡＩＨ基因主要参与活性氧代谢、对氧化应激的反应
等生物学过程；ＫＥＧＧ通路分析提示多条信号通路参
与ＡＩＨ的发病，其中 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路可能在 Ｔａｎ
ⅡＡ治疗 ＡＩＨ中起重要作用。这些分析结果初步阐
释了ＴａｎⅡＡ治疗 ＡＩＨ的可能作用机制，为后期进一
步的实验研究提供了基础。

　　ＣｏｎＡ是一种促进细胞分化的植物凝集素，主要
通过激活Ｔ细胞的有丝分裂原，活化 Ｔ淋巴细胞而诱
发急性免疫性肝损伤，它通过模拟人类急性 ＡＩＨ的病
理生理过程，被广泛用于研究 ＡＩＨ的致病机制［８］。因

此本实验通过小鼠尾静脉注射 ＣｏｎＡ，建立了 ＡＩＨ模
型，并通过多个实验对网络药理学筛选的信号通路的

８３０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



进行验证［９］。ＡＬＴ和ＡＳＴ都是肝细胞损害的标志，会
在肝细胞死亡后释放到血液中，帮助判断肝损伤程度。

本实验结果显示，注射 ＣｏｎＡ后，模型组的 ＡＬＴ和
ＡＳＴ水平明显升高，光学显微镜下观察模型组小鼠肝
组织，可见肝细胞坏死肿胀，并伴有大量淋巴细胞浸润

及多处片状坏死区域，均提示该模型的成功建立。

ＰＩ３ＫＡＫＴ信号转导通路的机制靶点可促进细胞生
长、增殖、分化和侵袭，在抗凋亡、免疫调节中也起关键

作用。有多项研究表明，黄芪甲苷、郁金散、丹酚酸等

药物对ＣＣｌ４诱导的肝硬化具有保护作用，其机制可
能与抑制 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路有密切关系［１０－１２］。

ＰＩ３Ｋ能够上调抗炎细胞因子，抑制促炎细胞因子的表
达，抑制肝细胞的炎症反应，抑制肝星状细胞的增殖和

侵袭。ＰＩ３Ｋ激活后会进一步激活ＡＫＴ，导致其磷酸化
并从细胞质转移到细胞膜，引起一系列与细胞凋亡相

关的细胞因子变化。同时下游途径的 ＮＦκＢ也被激
活，促进炎症因子的大量产生，进一步加重了炎症反

应。因此，本研究造模后，模型组小鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋白水平显著降低，ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋
白水平升高明显。目前，有越来越多的研究证明了丹

参酮会通过影响ＰＩ３ＫＡＫＴ对多种免疫性疾病和肝脏
炎性病证有很好的治疗效果。在许多肝脏疾病中，氧

化应激相关的炎症和细胞凋亡是重要的致病成分，最

终会导致急性肝功能衰竭。曹慧敏等［１３］发现，ＴａｎⅡＡ
可能通过调控 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路促进自噬，对氧化
低密度脂蛋白诱导的 ＥＡ．Ｈｙ９２６细胞氧化应激损伤
起到保护作用，帮助动脉粥样硬化的治愈。同样的，姜

黄素治疗会抑制 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号的传导和细胞凋亡，
减轻ＬＰＳ诱导的肝损伤［１４］。ＧＯＮＧ等［１５］研究结果证

实，大黄蛰虫丸可以通过灭活 ＰＩ３ＫＡＫＴ通路在动物
模型中发挥抗纤维化作用，从而保护大鼠免受肝损伤。

此外，ＴａｎⅡＡ可能通过调节 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通
路提高高脂血症大鼠肝脏自噬水平，有效降低肝脏脂

质沉积，并且通过激活 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路可以抑制
受压脊髓组织中的细胞凋亡，帮助缓解脊髓压迫大鼠

模型的脊髓损伤［１６－１７］。本实验结果显示，相比于模型

组，治疗组小鼠肝组织 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白和 ｍＲＮＡ表达
升高，炎症激活因子 ＮＦκＢ蛋白和 ｍＲＮＡ表达下降，
ＴａｎⅡＡ可能通过上调ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ，抑制ＮＦκＢ的激活
进而保护肝脏。

　　目前为止，ＴａｎⅡＡ的研究多集中在自身免疫性脑
脊髓炎或者类风湿关节炎等免疫性疾病中，ＴａｎⅡＡ对
ＡＩＨ治疗作用的相关研究很少。本研究基于网络药理

学方法分析了ＴａｎⅡＡ治疗ＡＩＨ的潜在靶点与通路之
间关系，并通过动物实验验证 ＴａｎⅡＡ可能通过调节
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路改善 ＡＩＨ小鼠肝脏炎症反应，对
于今后进一步研究ＡＩＨ的发病机制具有重要的意义。
但是ＴａｎⅡＡ对 ＡＩＨ的治疗机制极为复杂，由于时间
及技术有限，部分实验结果未在人体组织上验证，未来

我们将补充完成人体相关实验，从而体现实验上的一

致性，更加深入了解 ＴａｎⅡＡ对 ＡＩＨ患者的临床疗效
及其预后影响。

　　综上所述，ＴａｎⅡＡ可能通过影响 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号
通路进而调节炎症反应减轻ＣｏｎＡ诱导的小鼠急性肝
损伤。网络药理学与基础研究方法的有效结合也将为

ＡＩＨ发病机制相关的研究提供坚实的基础，促进中西
医结合治疗ＡＩＨ的进步。
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