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摘要： 目的　筛选黄芪皂苷Ⅰ（ASⅠ）与毛蕊异黄酮（CY）抗胆汁淤积性肝纤维化最佳配伍剂量并进行验证。方法　采用

3，5-二乙氧基羰基-1，4-二氢-2，4，6-三甲基吡啶（DDC）饮食诱导建立小鼠肝纤维化模型，以黄芪中皂苷成分ASⅠ和黄酮类

成分CY为研究对象，运用均匀设计法筛选最佳配比；均匀设计实验选用 80只C57/BL6J雄性小鼠，按随机数字表法分为Ctrl
组（正常组，n=8）、DDC组（模型组，n=8）、TAS组（n=8）、均匀设计（JY）A～F组（每组 n=8）、OCA组（n=8）；经多元回归分析，

建立最优回归方程，获得潜在最佳剂量配比。进一步比较均匀设计实验中药效最优组及多元回归方程拟合的最佳剂量组

药效，完成体内药效验证实验。计量资料多组间比较采用单因素方差分析，方差齐性检验采用Levene检验，若方差齐，采用

LSD-t检验进行两两比较；若方差不齐，采用Dunnett T3检验。结果　在均匀设计方案中，JYB组（3.125 mg/kg ASⅠ与50 mg/kg 
CY）可显著降低DDC诱导的胆汁淤积性肝纤维化小鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱性磷

酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）、总胆红素（TBil）和间接胆红素（IBil）水平（P值均<0.05），并可降低肝组织羟脯氨酸（Hyp）含量

（P<0.01）、胶原面积半定量值（P<0.001）以及平滑肌肌动蛋白α-2基因（Acta2）、Ⅰ型胶原蛋白α1链（Col1a1）、细胞角蛋白 7
（Ck7）、细胞角蛋白 19（Ck19）、表皮生长因子样激素受体 1（Adgre1）、Toll样受体 4（TLR4）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、趋化因

子配体 5（CCL5）的mRNA表达水平（P值均<0.05）。回归方程提示，50 mg/kg ASⅠ与 50 mg/kg CY是潜在最佳配伍（即配伍

P1组）。验证实验表明，配伍P1组仅对DDC小鼠血清AST、IBil水平及肝组织Hyp含量有显著改善（P值均<0.05），对肝组织

胶原沉积、Acta2、Ck7、Ck19、Adgre1、CCL5的mRNA表达水平无显著影响（P值均>0.05）；而 JYB组对小鼠血清ALP、ALT、
AST、TBA、TBil、IBil水平，肝组织胶原沉积及Hyp含量，Acta2、Col1a1、Ck7、Ck19、Adgre1、TLR4、TNF-α、CCL5的mRNA表达

水平均有显著改善（P值均<0.05）。结论　3.125 mg/kg ASⅠ与 50 mg/kg CY组合可显著改善DDC小鼠肝纤维化，疗效与黄

芪总皂苷相当，且在改善血清ALP、TBA水平方面较ASⅠ和CY单独给药有更显著的调控作用。

关键词： 胆汁淤积； 肝纤维化； 黄芪皂苷； 毛蕊异黄酮； 小鼠，近交C57BL
基金项目： 上海市科委科技启明星项目（24QA2709200）； 上海市东方英才计划青年项目（QNWS2024054）； 上海市“科技创

新行动计划”自然科学基金项目（24ZR1467100，25ZR1401335）； 重大疑难疾病中西医临床协作项目（ZDYN-2024-A-075）； 
上海市进一步加快中医药传承创新发展三年行动计划项目［ZY（2025-2027）-3-1-1］

Regulatory effect of astragaloside Ⅰ and calycosin on a mouse model of cholestatic liver fibrosis

JIANG Xiaoyu1，2， LIU Wei1，2，3， CHEN Jiamei1，2， LIU Ping1，2，4， LI Chunhui1，2

1. Institute of Liver Diseases， Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine， Shanghai 

201203， China； 2. Key Laboratory of Liver and Kidney Diseases Ministry of Education/Shanghai Key Laboratory of Traditional 

Chinese Clinical Medicine， Shanghai 201203， China； 3. Department of Pharmacy， Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai 

·肝纤维化及肝硬化· DOI： 10.12449/JCH260513

1083



临床肝胆病杂志第42卷第5期2026年5月 J Clin Hepatol， Vol. 42 No. 5， May 2026

University of Traditional Chinese Medicine/Grade 3 Laboratory of Traditional Chinese Medicine Preparation， State Administration of 

Traditional Chinese Medicine， Shanghai 201203， China； 4. Institute of Interdisciplinary Integrative Medicine Research， Shanghai 

University of Traditional Chinese Medicine/Shanghai Frontier Science Center of TCM Chemical Biology， Shanghai 201203， China

Corresponding authors： LIU Ping， liuliver@vip. sina. com （ORCID： 0000-0002-6152-4508）； LI Chunhui， lchtcm@163. com 
（ORCID： 0009-0002-0534-3101）

Abstract： Objective　To identify and validate the optimal compatibility dosage of astragaloside Ⅰ （ASⅠ） and calycosin （CY） in 
the treatment of cholestatic liver fibrosis. Methods　 A 3，5-diethoxycarbonyl-1，4-dihydrocollidine （DDC） diet was used to 
establish a mouse model of liver fibrosis， and the uniform design method was used to identify the optimal combination ratio of the 
saponin component ASⅠ and the flavonoid component CY in Astragalus membranaceus. In the uniform design experiment， 80 male 
C57/BL6J mice were divided into normal group， model group， total astragalosides （TAS） group， groups A — F with a uniform 
design， and obeticholic acid （OCA） group using a random number table， with 8 mice in each group. The multiple regression 
analysis was used to establish the optimal regression equation and obtain the potential optimal combination ratio. The in vivo 
efficacy of the empirically optimal combination identified in the uniform design and the optimal dose combination predicted by the 
regression equation were compared for validation. A one-way analysis of variance was used for comparison of continuous data 
between multiple groups； the Levene test was used to determine the homogeneity of variance， and the least significant difference t-
test was used for comparison of data with homogeneity of variance between two groups， while the Dunnett T3 test was used for 
comparison of data with heterogeneity of variance. Results　 In the uniform design regimen， the JYB combination （3.125 mg/kg 
ASI+50 mg/kg CY） significantly reduced the serum levels of alanine aminotransferase （ALT）， aspartate transaminase （AST）， 
alkaline phosphatase （ALP）， total bile acid （TBA）， total bilirubin （TBil）， and indirect bilirubin （IBil） in mice with DDC-

induced cholestatic liver fibrosis （all P<0.05）， and it also reduced hepatic Hyp content （P<0.01）， semi-quantified collagen 
deposition area （P<0.001）， and the mRNA expression levels of Acta2， Col1a1， Ck7， Ck19， Adgre1， TLR4， TNF-α， and CCL5 
in liver tissue （all P<0.05）. The regression equation showed that 50 mg/kg AS Ⅰ +50 mg/kg CY was the potential optimal 
combination， which was named as P1 combination. However， subsequent validation experiments showed that P1 combination only 
significantly improved the serum levels of AST and IBil and hepatic Hyp content in DDC mice （all P<0.05）， with no significant 
impact on hepatic collagen deposition and the mRNA expression levels of Acta2， Ck7， Ck19， Adgre1， and CCL5 （all P>0.05）. In 
contrast， the JYB combination significantly improved the serum levels of ALP， ALT， AST， TBA， TBil， and IBil， hepatic collagen 
deposition， hepatic Hyp content， and the mRNA expression levels of Acta2， Col1a1， Ck7， Ck19， Adgre1， TLR4， TNF-α， and 
CCL5 （all P<0.05）. Conclusion　This study shows that the JYB combination （3.125 mg/kg ASⅠ+50 mg/kg CY） can significantly 
alleviate DDC-induced liver fibrosis， with comparable efficacy to total saponins from Astragalus membranaceus， and compared with 
ASⅠ or CY administered alone， the JYB combination has a significantly better regulatory effect on the serum levels of ALP and TBA. 
Key words： Cholestasis； Hepatic Fibrosis； Astragaloside； Calycosin； Mice， Inbred C57BL
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胆汁淤积是一种因胆汁生成或排泄受阻，无法正常

流入十二指肠而反流入血引起的病理状态。持续胆汁

淤积可引发慢性肝内炎症，导致胆管与肝细胞损伤，并

逐步进展为肝纤维化、肝硬化，甚至肝癌［1］。目前，熊去

氧胆酸和奥贝胆酸（obeticholic acid，OCA）是临床治疗胆

汁淤积性肝病的一线药物，但仍有约 40%的原发性胆汁

性胆管炎患者对熊去氧胆酸应答不佳［2］，其他病因所致

的胆汁淤积性肝纤维化（cholestatic liver fibrosis，CLF）尚

无明确有效的治疗药物。因此，开发直接有效的抗纤维

化疗法仍是临床亟待解决的课题。

中医药多途径、多靶点综合治疗的特点，与该病复

杂的发病机制相契合。本课题组前期研究表明，黄芪汤
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能够显著改善肝硬化患者的肝组织炎症、坏死［3］，黄芪

总皂苷（total astragalus saponins，TAS）被证实能在多种

CLF 动物模型中减轻胆管反应，抑制纤维化进展，是黄

芪汤发挥抗CLF作用的核心药效部位［4］，但其具体效应

成分尚未明确。前期成分分析显示，本课题组制备的

TAS 以皂苷类成分为主，并含有一定量的黄酮类成分，

药效比较发现黄芪皂苷Ⅰ（astragaloside Ⅰ，ASⅠ）抗

CLF效应与 TAS相当，是皂苷类成分中药效最佳的单体

皂苷［5］。肠道菌群体外孵育实验进一步筛选出黄酮类

成分毛蕊异黄酮（calycosin，CY），该成分能够显著促进

ASⅠ代谢为药效活性成分环黄芪醇。为阐明 TAS药效

优于单一成分的机制，本研究将通过均匀设计筛选出AS
Ⅰ与 CY 的最佳配伍剂量并进行验证，以期为组分中药

的开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器　

1.1.1　药品与试剂　3，5-二乙氧基羰基-1，4-二氢-2，4，6-

三甲基吡啶（3，5-diethoxycarbonyl-1，4- dihydrocollidine，
DDC）（货号：137030）购自默克医药生物科技公司，并由

无锡帆泊生物技术有限公司定制为含 0.1% DDC的小鼠

饲料；ASⅠ（货号：AB0164）、CY（货号：AB1328）均购自

成都埃法生物科技有限公司；OCA（货号：MB6084）购自

大连美仑生物技术有限公司；羧甲基纤维素钠（货号：

S14016）购自上海源叶生物科技有限公司；羟脯氨酸

（hydroxyproline，Hyp）试剂盒（碱水法）（货号：A030-2-1）、

无毒环保苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染液（货

号：D006-1-3）购自南京建成生物工程研究所；天狼星红

（sirius red，SR）染液购自上海中医药大学肝病研究所；

中性树胶（货号：10004160）购自国药集团化学试剂有限

公司；TAS由课题组自制［5］。
1.1.2　主要仪器　石蜡包埋机（型号：ASP300，德国

Leica 公司），轮转切片机（型号：EG1160，德国 Leica 公

司），全自动脱水机（型号：RM2035，德国 Leica公司），病

理烤片机（型号：HI1220，德国 Leica 公司），离心机（型

号：MICRO21R，美国Thermo Fisher公司），多功能酶标仪

（型号：AF100，上海天能科技有限公司）。

1.2　动物实验　

1.2.1　实验动物　无特定病原体（specific pathogen free， 
SPF）级C57BL/6J雄性小鼠 144只，体重 22～24 g，购自上

海斯莱克实验动物有限公司，实验动物生产许可证编

号：SCXK（沪）2021-0006，实验动物使用许可证编号：

SYXK（沪）2020-0009，饲养于上海中医药大学动物中

心，环境温度（25±2）℃ ，相对湿度 40%～60%，自由

饮食。

1.2.2　分组及给药　采用均匀设计法对ASⅠ、CY进行分

组配伍筛选有效配伍及比例，并对多元回归结果进行验

证。均匀设计选用 U6*（64）表，将 ASⅠ、CY作为考察因

子，每个因子各取6个剂量水平。根据检索文献中两者体

内用量［5-7］，确定ASⅠ剂量范围为 0.56～50 mg·kg−1·d−1、
CY剂量范围为0.56～50 mg·kg−1·d−1。

均匀设计实验：选用 80只C57/BL6J雄性小鼠，自由

饮食饲养至 22～24 g，按随机数字表法分为正常组（Ctrl
组，n=8）、模型组（DDC 组，n=8）、TAS 组（n=8）、均匀设

计 6组（JYA～JYF组，每组 n=8）、OCA 组（n=8）。除 Ctrl
组给予对照饮食外，其余各组均给予含 0.1% DDC 的定

制饲料，连续造模 8 周。小鼠造模 4 周后予以相应药物

灌胃：Ctrl组和 DDC 组予 0.3% 羧甲基纤维素钠，给药体

积为 10 mL/kg，连续给药 4 周；JYA～JYF 组具体给药剂

量见表 1，连续给药 4 周；TAS 组给予 TAS 56 mg/kg 体重

灌胃，给药体积为 10 mL/kg，连续给药 4周。8周末禁食

不禁水 12 h后，腹腔注射 3%戊巴比妥钠麻醉，经腹主动

脉取血并摘取肝脏、脾脏。以肝组织Hyp含量为筛选指

标，对均匀设计各组肝组织Hyp含量及血清碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP）、丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransaminase，ALT）水平进行逐步回归分析，建立

回归方程，得出理论最佳配比P1。

配伍验证实验：选用 64只C57/BL6J雄性小鼠，自由

饮食饲养至 22～24 g，按随机数字表法分为 Ctrl 组（n=

8）、DDC 组（n=8）、TAS 组（n=8）、多元回归组（P1 组，n=

8）、药效最优组（JYB组，n=8）、ASⅠ组（n=8）、CY组（n=

8）、OCA组（n=8）。造模方法、给药时间及检测指标与均

匀设计实验相同，每日给药剂量见表 2，验证并比较回归

方程得出的最佳配伍组及药效最佳组对肝纤维化的干

预作用。

表1　均匀设计实验中每日给药剂量
Table 1　Dosing regimens in uniform design experiment

组别

JYA组

JYB组

JYC组

JYD组

JYE组

JYF组

ASⅠ（mg/kg）
1.560
3.125
6.250

12.500
25.000
50.000

CY（mg/kg）
6.250

50.000
3.125

25.000
1.560

12.500
注：ASⅠ，黄芪皂苷Ⅰ；CY，毛蕊异黄酮。
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1.2.3　血清学结果测定　腹主动脉取血，4 ℃静置 3 h
后，在 4 ℃、3 500 r/min 条件下离心 15 min（离心机半径

10.1 cm），分离血清。血清样本送至上海中医药大学附

属曙光医院检验科，检测血清 ALP、天冬氨酸氨基转移

酶（aspartate transaminase，AST）、ALT、总胆汁酸（total 
bile acid，TBA）、总胆红素（total bilirubin，TBil）和间接胆

红素（indirect bilirubin，IBil）水平。

1.2.4　肝脏病理及胶原半定量　HE 染色：石蜡切片烤

片机溶蜡，并脱蜡至水，苏木素染核，伊红染胞浆，擦拭

组织周围残留液体，室温晾干后封片，室温静置 48 h 后

借助 KFBIO 数字病理扫描仪扫片获取图像。SR 染色：

烤片溶蜡，脱水，擦拭残余水分，滴加 SR染液染色，无水

乙醇分化，二甲苯透明后封片，室温静置 48 h 后借助

KFBIO 数字病理扫描仪扫片获取图像，并使用 Leica 
SCN400数字病理信息扫描软件计算胶原染色面积比。

1.2.5　肝组织 Hyp 含量测定　肝组织 Hyp 含量测定参

照试剂盒说明书。精准切取 50 mg肝组织，加入 1 mL碱

水解液，95 ℃水浴 20 min（每 10 min混匀 1次），流水冷却

至常温，调 pH值至 6.0～6.8，加双蒸水定容至 10 mL。取

4 mL稀释水解液，加入 30 mg活性炭混匀，在 3 500 r/min
条件下离心10 min（离心机半径10.1 cm），取上清液1 mL，
先后加入试剂一、二和三并静置，60 ℃水浴15 min。冷却

后3 500 r/min条件下离心10 min（离心机半径10.1 cm），取
上清液，于 550 nm 波长下测定吸光度值，计算 Hyp 含量

（µg/mg湿肝）。

1.2.6　实时荧光定量聚合酶链式反应　Trizol提取肝脏

总 RNA，测定 RNA浓度后统一稀释至 500 ng/µL并逆转

录为 cDNA，体系为 20 µL，37 ℃、15 min，85 ℃ 5 s，以
GAPDH 为内参，每组样品重复 3 次，采用 2−△△Ct计算目

的基因的相对表达量。引物序列见表3。

1.3　统计学方法　采用 SPSS 26.0 统计软件分析数据，

借助Graphpad Prism 9.5制作统计图表。计量资料以 x̄±s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐性检验

采用Levene检验，若方差齐，采用LSD-t检验进行两两比

较；若方差不齐，采用Dunnett T3检验。采用多元回归分

析，分别以Hyp、ALP、ALT为因变量，以ASⅠ、CY为自变

量，并进行共线性诊断与 Durbin-Watson检验，建立最优

回归方程，获得潜在最佳剂量配比。P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　均匀设计实验结果　

2.1.1　均匀设计实验各组小鼠血清学指标及肝损伤情

况　血清学结果显示（图 1），与Ctrl组相比，DDC组小鼠

血清 ALT、AST、ALP、TBA、TBil 和 IBil 水平均显著升高

（P 值均<0.001）；与 DDC 组相比，JYB、JYC 组血清 ALP、
TBA、TBil和 IBil水平均显著下调（P 值均<0.05），JYB 组

ALT、AST水平亦显著下调（P值均<0.05）；TAS可显著降

低 DDC小鼠血清 ALT、AST、ALP、TBA、TBil、IBil水平（P
值均<0.05）。肝组织 HE 病理染色结果显示（图 1），Ctrl
组小鼠肝组织小叶结构清晰，汇管区及中央静脉无扩

大，未见炎性细胞浸润；DDC组小鼠肝组织结构紊乱，可

表2　配伍验证实验中每日给药剂量
Table 2　Dosing regimens in compatibility verification 

experiment
组别

Ctrl组
DDC组

TAS组

P1组

JYB组

ASⅠ组

CY组

OCA组

每日给药剂量

0.3% 羧甲基纤维素钠（10 mL/kg）
0.3% 羧甲基纤维素钠（10 mL/kg）

TAS （56 mg/kg）
ASⅠ（50 mg/kg）+CY（50 mg/kg）

ASⅠ（3.125 mg/kg）+CY（50 mg/kg）
ASⅠ （50 mg/kg）
CY （50 mg/kg）

OCA （10 mg/kg）
注：TAS，黄芪总皂苷；ASⅠ，黄芪皂苷Ⅰ；CY，毛蕊异黄酮；OCA，

奥贝胆酸。

表3　引物序列
Table 3　Primer sequences

基因

Acta2

Col1a1

Ck7

Ck19

Adgre1

TLR4

TNF-α

CCL5

引物序列（5'-3'）
F：GTCCCAGACATCAGGGAGTAA
R：TCGGATACTTCAGCGTCAGGA
F：GCTCCTCTTAGGGGCCACT
R：CCACGTCTCACCATTGGGG
F：TCAGGATGGTAAGCGGATGTT
R：AAGGGCTCCACGTAGGTAATC
F：GGGGGTTCAGTACGCATTGG
R：GAGGACGAGGTCACGAAGC
F：TGACTCACCTTGTGGTCCTAA
R：CTTCCCAGAATCCAGTCTTTCC
F：AGCTCCTGACCTTGGTCTTG
R：CGCAGGGGAACTCAATGAGG
F：GGAACACGTCGTGGGATAATG
R：GGCAGACTTTGGATGCTTCTT
F：GCTGCTTTGCCTACCTCTCC
R：TCGAGTGACAAACACGACTGC

引物长度
（bp）

21
21
19
19
21
21
20
19
21
22
20
20
21
21
20
22

注：Acta2，平滑肌肌动蛋白α-2基因；Col1a1，Ⅰ型胶原蛋白α1链；
Ck7，细胞角蛋白 7；Ck19，细胞角蛋白 19；Adgre1，表皮生长因子样激
素受体 1；TLR4，Toll 样受体 4；TNF-α，肿瘤坏死因子 α；CCL5，趋化因
子配体5。
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见广泛的卟啉沉积，大量胆管上皮细胞异常增生，炎性

细胞浸润；各用药组均较DDC组有不同程度减轻。

2.1.2　均匀设计实验各组小鼠肝组织胶原沉积情况　

SR 染色结果显示，DDC 组可见汇管区胶原纤维大量沉

积，纤维间隔明显，阳性着色较深。各用药组胶原沉积

较DDC组均有不同程度减轻（图2a），胶原阳性面积减少

（P 值均<0.05）（图 2b）。Hyp检测结果显示，与 Ctrl组相

比，DDC 组 Hyp 含量显著升高（P<0.001）；与 DDC 组相

比，TAS 组、JYB 组、JYC 组、JYD 组和 JYE 组 Hyp 含量显

著降低（P值均<0.05）（图2c）。

2.1.3　均匀设计实验各组小鼠肝组织纤维化及炎症标

志物的比较　与Ctrl组相比，DDC组小鼠肝组织平滑肌

肌动蛋白 α-2（smooth muscle actin alpha 2，Acta2）、Ⅰ型

胶原蛋白 α1 链（collagen type I α1 chain，Col1a1）、细胞

角蛋白 7（cytokeratin 7，Ck7）、细胞角蛋白 19（cytokeratin 
19，Ck19）、黏附性 G蛋白偶联受体 E1（又称表皮生长因

子样激素受体 1）（adhesion G protein-coupled receptor 

E1，Adgre1）、Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）、

肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和趋化

因 子 配 体 5（C-C motif chemokine ligand 5，CCL5）的

mRNA表达水平均显著上调（P值均<0.001）。与DDC组

相比，TAS组及均匀设计各组肝纤维化相关基因 Acta2、
Col1a1及胆管反应相关基因Ck7的mRNA表达均显著下

调（P值均<0.05）；各治疗组对炎症相关基因的表达影响

不同，其中 TAS 组、JYB 组和 JYD 组胆管反应相关基因

Ck19的mRNA表达显著下调（P值均<0.05），并且肝脏炎

症相关基因 Adgre1、TLR4和 CCL5的 mRNA表达显著降

低（P值均<0.05）；TAS组、JYB组TNF-α的mRNA表达亦

显著下调（P值均<0.01）（图3）。

2.1.4　均匀设计方程筛选　对均匀设计各组小鼠肝组

织Hyp含量以及血清ALP、ALT水平进行多元回归分析，

得到以下回归方程：Hyp=635.63+0.618×ASⅠ+0.081×

CY−0.043×ASⅠ×CY；ALP=675.98−0.363×ASⅠ−1.749×
CY−0.007×ASⅠ×CY；ALT=1143.76+3.737×ASⅠ+
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图1　均匀设计各组小鼠血清肝功能及肝组织病理HE染色
Figure 1　Serum liver function and HE staining in mice from uniform design groups
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图2　均匀设计各组小鼠肝组织SR染色及Hyp含量测定
Figure 2　Hepatic sirius red staining and hydroxyproline content assay in uniform design groups of mice
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图3　均匀设计各组小鼠肝组织纤维化及炎症相关基因mRNA相对表达水平
Figure 3　Expression levels of hepatic fibrosis and inflammation-related genes in uniform design groups of mice
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4.673×CY−0.183×ASⅠ×CY。其中，ASⅠ在反映胶原

沉积的经典指标 Hyp 及反映肝细胞损伤的 ALT 方程中

均呈正相关，在剂量范围内越小越好，在反映胆汁淤积的

敏感指标ALP方程中呈负相关，在剂量范围内越大越好；

ASⅠ与CY的交互项为负相关，两者在剂量范围内越大越

好。综合分析提示，ASⅠ（50 mg/kg）+CY（50 mg/kg）为最

优剂量配比。

2.2　均匀设计的验证结果　

2.2.1　配伍验证实验各组小鼠血清学指标及肝损伤情

况　与 Ctrl 组相比，DDC 组小鼠血清 ALT、AST、ALP、
TBA、TBil 和 IBil 水平均显著升高（P 值均<0.001）；与

DDC组相比，TAS组、JYB组、ASⅠ组、CY组和OCA组能

显著降低小鼠血清 ALT、AST 水平（P 值均<0.05），TAS
组、JYB组能显著降低血清ALP、TBA、TBil和 IBil水平（P

值均<0.05），而P1组仅能下调DDC小鼠血清AST、IBil水
平（P值均<0.05）（图 4）。HE病理染色结果显示，Ctrl组
肝小叶结构清晰，肝板排列整齐，汇管区无扩大，无炎症

细胞浸润；DDC 组小鼠肝组织出现卟啉沉积，大量胆管

上皮细胞异常增生，炎性细胞浸润；用药组较 DDC组有

不同程度改善（图4）。

2.2.2　配伍验证实验各组小鼠的肝组织胶原沉积　SR
染色结果显示，DDC 组汇管区胶原纤维大量沉积，纤维

间隔明显，阳性着色较深；各用药组胶原沉积较 DDC组

均有不同程度减轻（图 5a）。与Ctrl组相比，DDC组胶原

沉积显著增加（P<0.001）；与 DDC 组相比，TAS 组、JYB
组、ASⅠ组、CY 组胶原沉积显著降低（P 值均<0.05）（图

5b）。Hyp 检测结果显示，与 Ctrl 组相比，DDC 组 Hyp 含

量显著升高（P<0.001）；与DDC组相比，TAS、JYB、P1组、

ASⅠ、CY 组和 OCA 组 Hyp含量显著降低（P 值均<0.05）
（图5c）。

2.2.3　配伍验证各组小鼠肝组织纤维化及炎症标志物

的 比 较　与 Ctrl 组相比，DDC 组小鼠肝组织 Acta2、
Col1a1、Ck7、Ck19、Adgre1、TLR4、TNF-α 和 CCL5 的

mRNA 表达水平均显著上调（P 值均<0.001）；与 DDC 组

相比，TAS 及 JYB 组能显著下调上述 mRNA 表达（P 值

均<0.05），P1组仅能下调Col1a1、TLR4和TNF-α的mRNA
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图4　配伍验证各组小鼠血清肝功能及肝组织病理HE染色
Figure 4　Serum liver function and HE staining in mice from combination verification groups
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表达（P值均<0.01），ASⅠ组能显著下调肝纤维化相关基

因 Acta2、Col1a1 及胆管反应相关基因 Ck7、Ck19 的

mRNA表达（P值均<0.05），CY组可显著下调肝纤维化相

关基因 Col1a1、胆管反应相关基因 Ck7和炎症相关基因

Adgre1、TLR4、TNF-α 和 CCL5 的 mRNA 表达（P 值均<
0.05）（图6）。

3　讨论

在中医理论体系中，虽无“胆汁淤积性肝纤维化”的

病名，但根据其核心症状，可将其归入“黄疸”“胁痛”等

范畴，其核心病机多责之于湿热内蕴、气滞血瘀，日久导

致正气亏虚［8］。基于此“正虚血瘀”的核心病机，益气补
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图6　配伍验证各组小鼠肝组织纤维化及炎症相关基因mRNA相对表达水平
Figure 6　Expression levels of hepatic fibrosis and inflammation-related genes in combination verification groups of mice
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图5　配伍验证各组小鼠肝组织SR染色及Hyp含量测定
Figure 5　Hepatic sirius red staining and hydroxyproline content assay in combination verification groups of mice
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虚、活血祛瘀的黄芪汤成为治疗该病的有效方剂。黄芪

为本方君药，药量占比较高（黄芪∶甘草=6∶1）。实验研

究证实，黄芪汤能够通过抑制肝星状细胞向肌成纤维细

胞转分化［9］、抑制肝祖细胞向胆管细胞分化［10-11］和改善

胆汁酸代谢紊乱［12］等多途径发挥抗肝纤维化作用。

皂苷类成分被认为是黄芪干预多种脏器纤维化的

重要活性成分［13］。本课题组在验证了 TAS抗 CLF药效

的基础上，对TAS中的主要单体皂苷成分的药效进行了

比较，结果表明，在多种黄芪皂苷中，ASⅠ表现出最强的

抗肝纤维化活性；药代动力学实验表明，ASⅠ引起的药

效活性成分环黄芪醇的暴露量最高［14］，同时，ASⅠ也是

黄芪原药材及 TAS 提取物中含量最高的皂苷成分，是

TAS发挥抗纤维化效应的主要皂苷类成分。

本研究采用均匀设计法探索了 ASⅠ与 CY 在 DDC
诱导的肝纤维化模型中的最佳配伍，为全面评估其对

CLF 的治疗作用，分别选取了量化胶原沉积的肝组织

Hyp含量［15］、反映胆管损伤的ALP［16］和反映肝细胞损伤

的 ALT［17］作为均匀设计的药效筛选指标。血清 ALP 和

TBil、肝组织Hyp含量及病理染色结果表明，不同剂量的

ASⅠ与CY配伍能在不同程度上改善肝细胞损伤和胶原

沉积，这与 TAS的抗肝纤维化药效作用一致，提示ASⅠ
与CY配伍能够发挥与TAS相似的药效作用。在均匀设

计各组中，JYB 组（3.125 mg/kg ASⅠ与 50 mg/kg CY）在

DDC 诱导的小鼠 CLF 模型中均表现出显著降低血清

ALP、ALT、AST、TBA、TBil和 IBil水平及降低肝组织胶原

沉积的作用，是均匀设计筛选出的药效最佳组。而通过

构建多元回归方程发现，P1 配方（50 mg/kg AS Ⅰ与

50 mg/kg CY）可能是改善DDC小鼠肝组织Hyp含量及血

清 ALP、ALT 水平的“最佳配伍”。但进一步对“最佳配

伍”的验证实验发现，其对DDC小鼠血清ALP、ALT及SR
染色胶原面积半定量并无显著改善作用，尚不如 ASⅠ
（50 mg/kg）、CY（50 mg/kg）单用组，实际药效与预测药效

不符。这表明高剂量下，ASⅠ与 CY可能存在不利的药

代动力学相互作用，其药效活性成分在体内的浓度-时

间曲线不再呈简单的线性关系，这是中药复方的一大特

点，需要更精确的药代动力学实验进行进一步研究。验

证实验再次证实，JYB 配伍组对 DDC 小鼠的肝损伤

（ALT、AST）、胆管反应（ALP）及胆汁淤积（TBA、TBil 和
IBil）均表现出全面的改善作用。相比之下，ASⅠ、CY单

用仅能部分缓解肝细胞损伤（ALT、AST），而对胆汁代谢

关键指标无显著影响。这一结果充分证实了 JYB 组分

配伍的优效性，提示其通过多靶点、多环节的整合调控，

实现了对 CLF 更全面的治疗作用。综合前期对 TAS 的

成分分析结果［5］，TAS 中 CY 含量高于 ASⅠ，提示 ASⅠ
与CY配伍使用时，ASⅠ剂量不宜过高，也反映均匀设计

所得的回归模型有一定的局限性。

既往研究表明，黄芪皂苷类成分具有广泛的抗纤维

化作用［18-20］，但对TAS组分配伍的研究尚不深入。ASⅠ
是黄芪的主要活性成分之一，已被证明能够抑制肝星状

细胞向肌成纤维细胞转化、减少体内胶原沉积与Hyp含

量，对肝纤维化具有治疗作用［21］。另一方面，肝纤维化

进程与持续性炎症反应密切相关，而黄芪黄酮类成分被

证实可通过减轻肝脏炎症反应［22］，抑制纤维化相关基因

的表达，改善大鼠肝纤维化［23］。这与不同剂量 ASⅠ与

CY 配伍协同抑制 Adgre1、TLR4、TNF-α 和 CCL5 等关键

炎症因子表达，从而增强其抗炎与抗纤维化效应相吻

合，也是TAS抗纤维化效应优于单成分的效应基础。此

外，ASⅠ作为一种前体药物，需经肠道菌群的糖苷酶水

解，转化为其活性代谢产物环黄芪醇，方能充分发挥药

效［24］。而黄芪黄酮类成分能够影响肠菌结构及糖苷酶

活性，CY与 ASⅠ配伍是否能通过调节肠道菌群的代谢

酶活性，促进ASⅠ的代谢转化，从而增强药效，是一个值

得进一步探索的方向。

综上所述，ASⅠ（3.125 mg/kg）+CY（50 mg/kg）组合

可显著改善 DDC 诱导的小鼠 CLF，其疗效与 TAS 相当，

且在改善血清 ALP、TBA 水平方面较 ASⅠ和 CY 单独给

药有更显著的调控作用。
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