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参葛方对酒精性肝病小鼠肝脏损伤的保护作用
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【摘要】 目的　阐明参葛方（SGF）通过上调肝细胞脂联素受体 1（AdipoR1）-钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 2
（CaMKK2）-腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路治疗酒精性肝病（ALD）的作用机制。方法　①采用网络药理学方

法筛选 SGF治疗ALD的活性成分及作用靶点，进而系统分析其潜在的治疗靶点与相关功能通路。②30只 SPF级健康

雄性C57BL/6J小鼠随机分为对照组（Control）、模型组（Model）、SGF低剂量组（SGF-L，7.95 mg/g）、SGF中剂量组（SGF-

M，15.9 mg/g）、SGF高剂量组（SGF-H，31.8 mg/g），每组 6只。除对照组外，其余各组建立ALD小鼠模型（NIAAA模型），

用药组在造模的同时分别给予相应药物灌胃，而对照组与模型组则给予等体积 0.9%氯化钠溶液，共干预 10 d。采用

生化分析仪检测小鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）和甘油三酯（TG）水平及小鼠肝组织

超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平；实时荧光定量逆转录PCR（RT-qPCR）检测小鼠肝组织炎症和纤维化相关

基因表达水平；Western blot法检测小鼠肝组织AdipoR1、CaMKK2、AMPK蛋白表达；苏木精-伊红（HE）、油红O染色和

免疫组织化学法检测小鼠肝组织病理变化、脂质沉积及炎症细胞浸润情况。③以无水乙醇干预 HepG2 细胞，建立

ALD细胞模型；并分别运用 si-AdipoR1、Dorsomorphin（AMPK抑制剂）和 SGF大鼠药物血清干预，验证 SGF治疗ALD的

作用靶点。结果　①网络药理学筛选出CaMKK2是 SGF治疗ALD的潜在靶点，主要涉及AMPK以及钙离子相关信号

通路。②与模型组相比，各用药组小鼠血清ALT、AST、TG水平均明显降低，肝脏促炎性细胞因子和胶原相关因子的 
mRNA水平均降低；肝脏炎症和脂质沉积均明显改善。③体外应用无水乙醇干预HepG2细胞可增加细胞脂质沉积，抑

制AdipoR1、CaMKK2和 p-AMPK蛋白表达，SGF药物血清干预可上调AdipoR1、CaMKK2和 p-AMPK蛋白表达，减少脂

质沉积；si-AdipoR1 可抑制 SGF 对脂质沉积的改善作用以及 SGF 对 AdipoR1、CaMKK2 和 AMPK 的激活作用；

Dorsomorphin 可抑制 SGF 对脂质沉积的改善作用以及 SGF 对 AMPK 的激活作用。结论　SGF 通过激活 AdipoR1-

CaMKK2-AMPK信号通路，发挥治疗ALD的作用。
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Abstract： Objective　 To elucidate the mechanism of Shenge Formula （SGF） in the treatment of alcoholic liver disease （ALD） by up-

regulating the adiponectin receptor 1 （AdipoR1）-calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 （CaMKK2）-adenosine 
5′-monophosphate-activated protein kinase （AMPK） signaling pathway in hepatocytes. Methods　① Network pharmacology was employed 
to screen the active components and potential targets of SGF for ALD treatment， followed by systematic analysis of its core therapeutic targets 
and related functional pathways. ② Thirty specific pathogen-free （SPF） healthy male C57BL/6J mice were randomly divided into five groups 
（n=6 per group）： control group， model group， low-dose SGF group （SGF-L， 7.95 mg/g）， medium-dose SGF group （SGF-M， 15.9 mg/g）， 
and high-dose SGF group （SGF-H， 31.8 mg/g）. Except for the control group， a mouse model of ALD （NIAAA） was established in all other 
groups. Concurrently with modeling， the treatment groups were administrated with corresponding drugs via gavage， while the control and 
model groups were given an equal volume of 0.9% sodium chloride solution for 10 consecutive days. Serum levels of alanine aminotransferase 
（ALT）， aspartate aminotransferase （AST）， and triglyceride （TG）， as well as hepatic levels of superoxide dismutase （SOD） and 
malondialdehyde （MDA）， were measured. The mRNA expression levels of inflammation- and fibrosis-related genes in liver tissues were 
detected by reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction （RT-qPCR）. Protein expression levels of AdipoR1， 
CaMKK2， and AMPK in liver tissues were determined by Western blot analysis. Hepatic pathological changes， lipid accumulation， and 
inflammatory cell infiltration were assessed by hematoxylin-eosin （HE） staining， Oil Red O staining， and immunohistochemistry.③ An in 

vitro ALD cell model was constructed by treating HepG2 cells with absolute ethanol. Cells were further treated with SGF-containing rat 
serum， combined with AdipoR1 siRNA （si-AdipoR1） and Dorsomorphin （an AMPK inhibitor）， to verify the key targets of SGF in ALD 
treatment. Results　① Network pharmacology identified CaMKK2 as a putative target of SGF against ALD， which was mainly involved in the 
AMPK and calcium-related signaling pathways. ② Compared with the model group， serum ALT， AST， and TG levels were significantly 
decreased in all SGF-treated groups， accompanied by down-regulated mRNA levels of hepatic pro-inflammatory factors and collagen-related 
factors， as well as markedly alleviated hepatic inflammation and lipid accumulation. ③ In vitro stimulation of HepG2 cells with absolute 
ethanol promoted intracellular lipid deposition and suppressed the protein expression of AdipoR1， CaMKK2， and phosphorylated AMPK （p-

AMPK）. Treatment with SGF-containing serum up-regulated AdipoR1， CaMKK2， and p-AMPK expression levels and reduced lipid 
accumulation. Transfection with si-AdipoR1 abolished the ameliorative effect of SGF on lipid deposition and its activation of AdipoR1， 
CaMKK2， and AMPK. Dorsomorphin abrogated SGF-mediated improvements in lipid deposition and SGF-triggered AMPK activation.
Conclusion　SGF exerts therapeutic effects against ALD via activation of the AdipoR1-CaMKK2-AMPK signaling pathway.
Keywords： alcoholic liver disease； Shenge Formula； lipid accumulation； inflammation； AdipoR1； CaMKK2； AMPK

酒精性肝病（alcoholic liver disease，ALD）是全

球主要慢性肝脏疾病之一，其疾病负担在美国约占

所有肝病病例的一半［1］。随着社会的发展，我国饮

酒人群的比例及 ALD患者数量呈逐年上升趋势［2］。

ALD呈现为一个连续的疾病谱系，其病变范围从初

期的单纯脂肪变性，涵盖酒精性脂肪性肝炎（ASH），

最终有可能进展为肝硬化乃至肝细胞癌（HCC）［3］。

ALD的发生与氧化应激、炎症反应及脂质代谢紊乱

密切相关，疾病进展伴随代谢产物不断累积，最终

可能发展为肝癌［3］。目前，戒酒仍是治疗 ALD的主

要方式，尚无其他特异性疗法［4］，因此，探寻有效的

ALD治疗药物具有重要的临床意义。

在分子机制层面，ALD的发生发展与肝脏能量

代谢失衡密切相关。长期乙醇摄入可通过抑制脂

肪酸 β-氧化、促进脂质合成及诱导线粒体功能障

碍，导致肝内脂质异常沉积，并伴随氧化应激和炎

症反应的持续激活［5］。脂联素受体 1（AdipoR1）是

调控肝脏脂质代谢和能量稳态的重要受体，其激活

可通过钙离子依赖性机制募集并激活钙调蛋白依

赖性蛋白激酶激酶 2（CaMKK2），进而磷酸化并激活

腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）［6-7］。AMPK作为细胞

能量代谢的核心感知分子，能够对脂肪酸代谢进行

重编程，即抑制其合成途径并同时激活氧化途径；

并减轻肝脏内脂质沉积［8］。已有研究［9-10］表明，乙醇

可抑制AdipoR1及其下游CaMKK2-AMPK信号通路

活性，削弱机体对能量失衡的代偿调节能力，从而

加重肝脏脂肪变性和炎症反应。因此，靶向调控

AdipoR1/CaMKK2/AMPK 信号轴，被认为是干预

ALD发生发展的重要潜在策略。

基于健脾益肾、化湿祛痰、活血化瘀治则的参

葛方（SGF）是上海市名中医高月求教授治疗代谢相

关 脂 肪 性 肝 病 的 临 床 经 验 方（院 内 制 剂 ：

··61



上海中医药杂志 2026 年第 60 卷第7 期 Shanghai J Tradit Chin Med，Vol.60，No.7，Jul. 2026  

Z20220016000）。临床研究证实该方可有效改善代

谢相关脂肪性肝病患者的临床症状、降低腰臀

比［11］，其机制在于促进肝脏脂质氧化，从而减少肝

脏内脂质沉积［12］。但是，SGF治疗ALD的疗效及相

关机制尚未明确。ALD在中医理论中多归属于“胁

痛”“黄疸”“积聚”“酒疸”等范畴，主要与长期饮酒

损伤肝脾，导致湿热内蕴、气滞血瘀、肝肾不足有

关［13］。因此，基于健脾益肾、化湿祛痰、活血化瘀治

则的 SGF 可能是治疗 ALD 的潜在有效方药。本研

究通过建立 ALD小鼠模型（NIAAA 模型）［14-15］，研究

SGF改善ALD模型小鼠的疗效及相关分子机制，以

期为ALD治疗提供新的中药复方。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　选取 30只 8周龄、体质量大于 20 g的
SPF级雄性 C57BL/6J小鼠；另选用 10只 SPF级雄性

SD 大鼠，6周龄，体质量为 170 g～210 g。所有动物

均由浙江维通利华实验动物技术有限公司提供，饲

养于上海南方模式生物研究中心 SPF 级屏障系统

内，环境温度维持在（22±2）℃，相对湿度 55%～

60%。所有大鼠均自由进食与饮水，维持 12 h光照/
12 h 黑暗周期。动物生产许可证号：SCXK（浙）

2019-0001。动物使用许可证号：SYXK（沪）2019-

0003。本实验方案获得上海南方模式生物研究中

心伦理委员会的批准（伦理批号：20230003）。

1.1.2　分组与造模　雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为

对照组、模型组以及参葛方低剂量组（SGF-L，
7.95 mg/g）、参葛方中剂量组（SGF-M，15.9 mg/g）和

参葛方高剂量组（SGF-H，31.8 mg/g）。使用 LD酒精

液体饲料（Lieber-DeCarli）饮食（对照）结合乙醇饮

食，建立NIAAA模型［14-15］。精确称取 225 g干燥状态

的混合对照饮食干粉，加入 860 mL 灭菌纯水后，采

用合适的搅拌手段使两者充分融合，确保形成均一

稳定的体系，最终配制为 1 L 对照液体饮食。该饮

食需于 4 ℃条件下冷藏存放，且为保障其食用品质

与实验可靠性，务必在 3 d 内使用完毕。乙醇饮食

制备：称取 133 g干燥的乙醇饮食干粉，依据实验设

计中不同乙醇浓度的要求，分别加入对应剂量的麦

芽糊精和不同体积的纯水。将所有组分充分搅拌

至均匀状态，配制得到 1 L 不同乙醇浓度梯度的乙

醇液体饮食，供后续模型组喂养时使用。

1.1.3　给药及取材　SGF各剂量组给予相应浓度的

药液灌胃，对照组及模型组则给予等体积 0.9%氯化

钠溶液。每日灌胃 1次，灌胃量为每 10 g 小鼠体质

量灌胃 0.1 mL，自造模当天开始，连续干预 10 d。于

第 11天称重后，对模型组及 SGF各剂量组小鼠 1次

性给予乙醇溶液（5 g/kg）灌胃；对照组小鼠则灌胃等

体积麦芽糖糊精溶液（9 g/kg）。灌胃 9 h 后进行取

材。使用 0.1% 戊巴比妥腹腔（每 10 g 体质量灌胃

0.1 mL）注射麻醉，毛细玻璃针从小鼠眼眶静脉丛取

血。血液样本收集上清液并于−80 ℃冰箱保存。取

小鼠肝脏，拍照并称重记录。快速切取肝右叶 2块

组织，分别浸泡于 4% 多聚甲醛固定液中进行固定

或置于OCT胶包埋，OCT胶于液氮中速冻后转存于

−80 ℃冰箱，剩余肝脏组织置于−80 ℃冰箱保存。

1.1.4　细胞　人肝癌细胞 HepG2，由中国科学院上

海细胞库提供。

1.1.5　药物与试剂　麦芽糖糊精溶液（9 g/kg）：将

9 g麦芽糖定容至最终体积为 20 mL的水中，制备成

45%麦芽糖糊精溶液。乙醇溶液（5 g/kg）：将 6.6 mL 
95%乙醇和 13.4 mL水混合制备成 31.5%乙醇溶液，

现配现用。SGF由丹参 15 g、葛根 15 g、垂盆草 30 g、
白术 15 g、片姜黄 15 g、女贞子 15 g组成。实验药物

购自上海中医药大学附属曙光医院中药房（院内制

剂）。参葛颗粒 1包为 10.7 g，42.8 g（4 包）相当于 1
剂SGF草药（105 g草药）。根据给药公式［小鼠剂量（g/
kg）=成人剂量（g）÷成人标准体质量（kg）×9］，计算出

与人等效剂量的小鼠的原方用药为 15.9 mg/g，折算

成对应参葛颗粒给药剂量为 6.5 mg/g，低剂量为

3.25 mg/g，中剂量为 6.5 mg/g，高剂量为 13 mg/g。使

用双蒸馏水进行溶解并浓缩至所需药物浓度，于

4 ℃冰箱保存备用。动物实验采用灌胃给药。

苏木精-伊红（HE）染色试剂盒（批号：SL7070-

100ML），北京酷来搏生物科技有限公司；加强型二

氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒（批号：220105），茹创

生物有限公司；TRIzol试剂（批号：R401-01），南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；RNA 逆转录试剂盒

（批号：R223-01），南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；RNA 扩增试剂盒（批号：Q711-02），南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；油红染色试剂盒（批号：

D027-1-4），南京建成生物工程研究所；胎牛血清（批

号：F0193），德国 Merck 公司；DMEM 培养基（批号：

MA0212），大连美仑生物技术有限公司；靶向脂联素

受体 1 的小干扰 RNA（si-AdipoR1），美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司；Dorsomorphin（AMPK 抑制剂）

（批号：866405-64-3），美国 MCE 公司；三溴乙醇（批
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号：T903147-500g），上海麦克林生化科技股份公司；

Western blot 抗 体 p-AMPK、AMPK（批 号 分 别 为

2531、2532），美国 Cell Signaling Technology公司。

1.1.6　主要仪器　离心机（型号：5804R），德国

Eppendorf 公司；PCR 仪（型号：CFX384）、电泳转膜

仪（型号：1645070）、化学发光凝胶成像系统（型号：

12003153），美国Bio-Rad公司；全自动微孔板酶标仪

（型号：Neo2），美国BioTek公司。

1.2　网络药理学分析 SGF 治疗 ALD 的活性成分及

相关功能靶点　通过中药系统药理学数据库和分

析平台（TCMSP，https：//www.tcmsp-e.com/load_intro.
php）数据库收集 SGF中 6味中药的化学成分。通过

化学模组数据库（Pubchem，https：//pubchem. ncbi.
nlm.nih.gov）、预测化合物 ADME（吸收、分布、代谢、

排泄） 性质的在线数据库（SwissADME，https：//www.
swissadme.ch/index.php）、小分子预测靶点数据库

（SwissTargetPrediction，https：//www. swisstargetpredi 
ction.ch/）、中药成分与靶标蛋白相互作用分析体系

数据库（BATMAN-TCM，http：//bionet. ncpsb. org. cn/
batman-tcm/）在线工具预测 SGF 活性成分可能作用

的靶标。通过人类基因数据库（Genecards，https：//
www. genecards. org/）、在线孟德尔数据库（OMIM，

https：//www.omim.org/）和疾病相关基因查询数据库

（DisGeNET，https：//disgenet.com/），以“酒精性肝病

（ALD）”和“酒精性相关性肝病（ARLD）”为关键词搜

索ALD相关靶点，并对获得的疾病相关靶点进行筛

选去重后用于后续分析。通过基因/蛋白质相互作

用关系检索工具（String，https：//string-db. org/）对

SGF 活性成分和 ALD 疾病的交集靶点进行蛋白质-

蛋白质相互作用（PPI），将构建好的 PPI 图导入

Cytpscape3.9.1软件，筛选潜在靶点。对 SGF活性成

分与ALD的交集靶点经注释、可视化和综合发现数

据库（DAVID）进行基因本体（GO）富集分析及京都

基因和基因组数据库（KEGG）分析，并通过 R 语言

对通路富集分析的结果进行可视化处理。从

PubChem 数据库（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）
下载小分子配体的二维结构，再借助Chem Office软
件将其转换为三维构型。以 RCSB PDB 数据库

（https：//www.rcsb.org/）为来源，筛选出分辨率较高

的靶点蛋白晶体结构作为分子对接的受体。使用

AutoDock Vina 1.5.6软件执行分子对接计算，旨在分

析蛋白与配体间的相互作用。依据各对接结果的

分值高低，确定分子模拟的最优空间构象。借助

PyMOL 与 Discovery Studio 2019 软件实现可视化展

示，输出化合物与关键氨基酸残基之间的二维相互

作用图及三维分析图。通常，若结合能低于

−5.0 kcal/mol，提示二者具备较好的结合活性；若低

于−7.0 kcal/mol，则表明存在强烈的结合作用。

1.3　细胞验证实验　

1.3.1　制备 SGF药物血清　使用 SD大鼠，将煎煮好

的 SGF 中药液（中剂量，成人 1天 2包）按成人等效

剂量 7倍进行灌胃（10 mL/kg），连续 3 d，每天 2次，

第 4天进行第 7次灌胃后 1 h，腹主动脉取血，3 000 r/
min离心 10 min，分离血清后，经 56 ℃、30 min灭活，

过滤除菌。−80 ℃低温保存备用。

1.3.2　细胞培养　HepG2 细胞于含 10% 胎牛血清

的高糖DMEM培养基中进行培养，置于 37 ℃恒温培

养箱中，维持 5% CO2及饱和湿度的培养环境，细胞

密度达 70%～90%时进行传代。

1.3.3　细胞分组及造模　实验分为对照组、模型组、

SGF干预组、模型组+AMPK抑制剂组、SGF+ AMPK抑

制剂组；对照病毒对照组、对照病毒模型组、对照病

毒 SGF 干预组、沉默 AdipoR1模型组、沉默 AdipoR1 
SGF干预组。对于单纯乙醇处理的细胞分为两组：

对照组采用 DMEM 完全培养基培养，培养 48 h，每
12 h 换液；乙醇处理组采用完全培养基中添加

100 mmol/L乙醇，培养 48 h，每 12 h换液。其中对照

组和模型组在 24 h后更换乙醇时加入大鼠血清，干

预组加入SGF药物血清。

1.4　检测指标与方法　

1.4.1　检测血清肝功能、血脂水平　小鼠静脉血分

离得血清后，委托上海中医药大学附属曙光医院检

验科采用生化分析仪检测肝功能丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）和甘油三酯

（TG）水平。

1.4.2　HE 染色检测肝脏病理变化情况　制备的切

片置于 60 ℃烤箱中 1 h，放入二甲苯脱蜡、梯度乙醇

逐级脱水。组织切片分别用苏木精及伊红染色

8 min，经自来水冲洗后，于显微镜下进行观察，最终

以中性树脂封片固定。

1.4.3　油红O染色检测肝脏脂质沉积病理情况　制

备的冰冻切片，室温干燥后 4% 多聚甲醛固定液浸

泡 15 min，纯水冲洗后晾干，油红染液浸染 15 min后

60%异丙醇去除多余染料，纯水浸泡冲洗，苏木精染

色，纯水浸泡冲洗，中性树脂封片，随后镜检。

1.4.4　免疫组织化学染色检测小鼠含生长因子样
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模体黏液样激素样受体（F4/80）和髓过氧化物酶

（MPO）　肝组织石蜡切片经 60 ℃烘箱烤片后，进行

二甲苯脱蜡及梯度乙醇水化。切片置于 1×柠檬酸

钠-乙二胺四乙酸（EDTA）修复液中，微波高火加热

5 min，再以低火加热 15 min 完成修复，自然冷却

60 min。磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗后，用组化疏水笔

圈定区域，3% 过氧化氢和 3% 牛血清白蛋白（BSA）
封闭各 10 min，再以 PBS 洗涤。随后用 10% BSA 室

温封闭 60 min，滴加 F4/80一抗，4 ℃孵育过夜。洗

涤后加入二抗，室温孵育 1 h 后，再次洗涤。最后

DAB显色，苏木精复染，经镜检后以中性树脂封片。

1.4.5　肝脏氧化应激水平　取出−80 ℃冰箱中的肝

脏，根据试剂盒附带说明书中步骤进行操作，检测

小鼠肝脏丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）
水平。

1.4.6　实时荧光定量逆转录PCR（RT-qPCR）检测基

因 表 达　 小 鼠 肝 组 织 总 RNA 经 提 取 后 ，使 用

HiScript Ⅱ Q RT SuperMix（4 µL）与 RNA 溶 液

（16 µL，含 1 µg 总 RNA）配制成 20 µL 反应体系，在

50 ℃孵育 15 min 并于 85 ℃保持 5 s 完成逆转录反

应，生成 cDNA。PCR 引物均由生工生物工程（上

海）股份有限公司设计提供。引物序列见表 1。扩

增过程采用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master 
Mix 试剂，在 95 ℃、2 min 预变性后，进行 95 ℃、10 s
与 60 ℃、30 s的循环反应，共 40个循环，获得 Ct值。

以GAPDH作为内参基因，结果按 2-ΔΔCt法计算。

1.4.7　Western blot 法检测小鼠肝组织和 HepG2 细

胞中 AdipoR1、CaMKK2、p-AMPK 蛋白表达　将存

放于−80 ℃下的小鼠肝组织和 6孔板中的 HepG2细

胞以二辛可酸（BCA）法测定蛋白浓度，并制样。配

制聚丙烯酰胺凝胶，样品等量上样，电泳条件为

80 V 运行 30 min，随后转为 120 V 继续电泳 80 min。
之后在 400 mA条件下湿转 60 min，将蛋白转移至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜，并用 5%脱脂奶粉室温封闭

1 h。 封 闭 结 束 后 ，加 入 AdipoR1、CaMKK2 及

p‑AMPK 一抗，于 4 ℃摇床上孵育过夜；次日回收一

抗，含吐温-20的 Tris-HCl 溶液（TBST）洗膜 3次，每

次 5 min，室温孵育二抗 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次

5 min，配置增强型化学发光液（ECL），显影。

1.5　统计学方法　使用GraphPad Prism 9软件进行

统计分析和作图，计量资料用 x̄±s 表示。组间差异

若方差齐则使用多因素方差分析，若方差不齐则使

用非参数检验，以P<0.05为差异有统计学意义。染

色图片导入 ImageJ软件进行半定量分析。

2　结果

2.1　网络药理学筛选 SGF 改善 ALD 炎症和脂质沉

积的相关信号通路　

2.1.1　SGF 有效活性成分筛选及潜在相关靶点预

测　以 OB≥30%、DL≥0.18为筛选条件，从 TCMSP数

据库中检索到 SGF活性成分 98个，通过 SwissADME
数据库进一步筛选 SGF活性成分，获得 80个 SGF活

性成分，其中包括丹酚酸 B、白术内酯Ⅲ、β-榄香烯

等活性成分。通过 SwissTargetPrediction 数据库查

询 SGF活性成分相关靶点，以可能性≥0.1为调节，并

通过BATMAN数据库进行补充，清除重复项后最终

得 到 1 372 个 靶 点 。 通 过 GeneCards、OMIM 和

DisGeNET 检索得到 ALD相关基因共 9 035个，清除

重复项后最终得到ALD相关基因 4 955个。二者取

交集后得到个药物疾病共同靶点。见图 1。
2.1.2　SGF-ALD 的 PPI网络构建和可视化　将 SGF
于 ALD 交集基因导入 String 网站，进行 PPI 网络构

建，设置互动分数为 0.900，隐藏网络图中断开的连

接点，最终导出结果，并将结果导入 Cytoscape 3.9.1
软件，计算网络节点中心得分，根据节点的中介中心

性（BC）进行排序，前15位制作核心靶点。见图1。

表 1　引物序列

基因

TNF-α

IL-6

IL-1β

IL-10

IL-22

Col1α1

Col3α1

Col4α1

GAPDH

引物序列

上游：5'-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3'
下游：5'-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3'
上游：5'-CTCCCAACAGACCTGTCTATAC-3'
下游：5'-CCATTGCACAACTCTTTTCTCA-3'
上游：5'-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3'
下游：5'-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3'
上游：5'-GCTCTTACTGACTGGCATGAG-3'
下游：5'-CGCAGCTCTAGGAGCATGTG-3'
上游：5'-ATGAGTTTTTCCCTTATGGGGAC-3'
下游：5'-GCTGGAAGTTGGACACCTCAA-3'
上游：5'-GCTCCTCTTAGGGGCCACT-3'
下游：5'-CCACGTCTCACCATTGGGG-3'
上游：5'-CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA-3'
下游：5'-CCATAGCTGAACTGAAAACCACC-3'
上游：5'-CTGGCACAAAAGGGACGAG-3'
下游：5'-ACGTGGCCGAGAATTTCACC-3'
上游：5'-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3'
下游：5'-TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3'

引物长度/
bp
19
22
22
22
22
21
21
20
23
22
19
19
23
23
19
20
20
21

注：TNF-α 为肿瘤坏死因子-α 基因，IL-6 为白细胞介素-6 基因，

IL‑1β 为白细胞介素-1β 基因，IL-10为白细胞介素-10基因，IL-22为

白细胞介素-22基因，Col1α1为Ⅰ型胶原蛋白基因，Col3α1为Ⅲ型胶

原蛋白基因，Col4α1为Ⅳ型胶原蛋白基因，GAPDH为甘油醛-3-磷酸

脱氢酶基因。

··64



上海中医药杂志 2026 年第 60 卷第7 期 Shanghai J Tradit Chin Med，Vol.60，No.7，Jul. 2026  

SGF-ALD 的 KEGG 通路富集分析和 GO 功能分

析将 SGF-ALD 的 579个交集基因导入 DAVID 数据

库，得到KEGG通路富集分析结果和GO功能富集分

析结果。KEGG 结果显示，主要涉及的通路有钙离

子信号通路（calcium signaling pathway）、cAMP 信号

通路（cAMP signaling pathway）和 MAPK 信号通路

（MAPK signaling pathway）等。GO结果显示，主要涉

及 的 BP 有 对 细 胞 质 钙 离 子 浓 度 的 正 向 调 控

（positive regulation of cytosolic calcium ion 
concentration）、对乙醇的反应（response to ethanol）和

炎症反应（inflammatory response）等。经上述靶点和

通 路 分 析 均 显 示 CaMKK2 为 主 要 候 选 靶 点 。

见图 1。

2.1.3　活性化合物与潜在靶蛋白分子对接结果　

将 CaMKK2作为靶蛋白，与丹酚酸 B、白术内酯Ⅲ、

β-榄香烯 3个活性化合物小分子通过Autodock Vina
软件进行分子对接。结果发现：CaMKK2-丹酚酸 B
的结合能为-7.8 kcal/mol；CaMKK2-白术内酯Ⅲ的结

合能为-8.4 kcal/mol；CaMKK2-β-榄香烯的结合能为

-8.8 kcal/mol。可视化结果见图 1。其中CaMKK2与
β-榄香烯的结合活性最强，最小结合能为−8.8 kcal/mol。

小分子苯环芳香 π 体系，和 PHE268、LEU320、
VAL180、ILE172 之间形成 π-σ疏水作用，是稳定芳

香核心骨架、增强疏水结合亲和力的关键强相互作

用。小分子芳香环、脂肪链区域，与 ALA193、
ALA330、LEU320、ILE172、PHE268 形成大范围烷基

疏水堆叠，大面积疏水接触极大提升整体结合稳定

性，是疏水驱动结合的主要来源。小分子右侧杂环

区域，和ASN272 之间形成弱碳氢键，提供额外的极

　注：A 为参葛方-酒精相关性肝病（SGF-ALD）韦恩图，B 为蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图，C 为核心靶点 PPI 图，图 D、E 为核心本体

（GO）和京都基因与基因组数据库（KEGG）富集分析，F为钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 2（CaMKK2）与丹酚酸B的分子对接图，G为CaMKK2

与白术内酯Ⅲ的分子对接图，H为CaMKK2与β-榄香烯的分子对接图。

图 1　SGF-ALD网络药理学可视化结果
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性取向固定力，辅助精准锚定配体空间构象。周边

大 量 外 围 残 基（LYS195、ASP331、VAL250/271、
LEU270、GLY173/274、PRO275 等）通过范德华力与

小分子产生广泛弱接触，填充结合口袋空隙，优化

整体空间匹配度。上述可以说明 SGF 中的活性成

分通过作用CaMKK2靶点发挥治疗ALD的作用。

2.2　SGF对ALD模型小鼠的调节作用　

2.2.1　SGF 对 ALD 模型小鼠肝脏的改善作用　对

照组小鼠肝脏形态正常，表面光滑且大小适中；模

型组肝脏表面明显粗糙并伴颗粒状改变。SGF-L组

小鼠肝脏表面粗糙程度有所缓解；SGF-M、SGF-H组

小鼠肝脏表面较为光滑，脾脏亦表现为红润且形态正

常。与模型组小鼠相比，SGF-M组和SGF-H组小鼠体

质量增加，SGF-H组小鼠肝脏体质量增加，3个剂量小

鼠肝体比均降低（P<0.05，P<0.001）。见图2。

2.2.2　SGF 对 ALD 模型小鼠生化指标的调节作用　　

　与对照组相比，模型组小鼠血清生化指标ALT、AST
及TG水平均呈显著升高（P<0.001），经治疗后，SGF-L

组小鼠TG水平显著降低（P<0.001），SGF-M、SGF-H组

小鼠各生化指标均显著降低（P<0.001）。提示SGF可

减轻ALD模型小鼠肝脏炎症、改善脂质沉积。见图3。

2.2.3　SGF对ALD小鼠肝脏炎症和脂质沉积的改善

作用　HE染色观察发现，对照组小鼠肝脏组织结构

表现正常，未出现显著病理改变；而在模型组中，小

鼠肝细胞呈现明显的脂肪变性，并伴有点状及片状

坏死灶，同时可见炎症细胞浸润，NAS评分明显升高

（P<0.001）。不同剂量 SGF干预后，小鼠肝脏内脂质

沉积和炎细胞浸润得到显著减轻，NAS评分显著降

低（P<0.05，P<0.01，P<0.001），提示 SGF 可缓解乙醇

引起的肝细胞脂肪变性和炎细胞浸润。见图3。
油红O染色结果显示：对照组小鼠肝细胞无明显

红色脂滴，模型组小鼠肝细胞内有大量不规则红色脂

滴聚集，阳性面积明显增加（P<0.001）；SGF-L、SGF-M、

SGF-H组小鼠肝脏不规则红色脂滴聚集及阳性面积

均明显减少，其中 SGF-M、SGF-H组干预效果更为显

著（P<0.01，P<0.001）。提示 SGF可减轻ALD模型小

鼠肝脏炎症、改善脂质沉积。见图 4。

　注：Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量组，SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H为参葛方高剂量组。A为肝脏大体图，B
为体质量图，C为肝质量图，D为肝体比图。与Model比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 2　各组小鼠肝脏大体观以及肝体比数值比较

　注：ALT为丙氨酸氨基转移酶，AST为天冬氨酸氨基转移酶，TG为甘油三酯。Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量组，

SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H为参葛方高剂量组。与Model比较，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 3　各组小鼠血清生化指标比较
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2.2.4　SGF 减少 ALD 模型小鼠肝脏炎症细胞浸润　

　F4/80及MPO染色结果表明，与对照组小鼠相比，

模型组肝脏巨噬细胞和中性粒细胞的阳性数量显

著增加（P<0.001）。经治疗后，SGF-L、SGF-M、SGF-H

组小鼠肝脏巨噬细胞以及中性粒细胞的阳性数量

显著下降（P<0.01，P<0.001）。提示 SGF可抑制ALD
模型小鼠肝脏炎症细胞浸润，减轻炎症反应。

见图 5。

2.2.5　SGF 对各组小鼠肝脏氧化应激水平的影响　

　与对照组相比，模型组小鼠肝脏的MDA含量显著

升高，同时 SOD 活性相应降低（P<0.001），经治疗

后，SGF-L、SGF-M、SGF-H 组小鼠肝脏 MDA 表达水

　注：Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量组，SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H为参葛方高剂量组，NAS评分为非酒精性

脂肪性肝病活动度评分，HE为苏木精-伊红染色，标尺：100 µm。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 4　各组小鼠肝组织病理染色情况比较（×200）

　注：F4/80为小鼠含生长因子样模体黏液样激素样受体，MPO为髓过氧化物酶。Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量

组，SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H为参葛方高剂量组。A为F4/80和MPO免疫组织化学染色图（×200），B为半定量统计图；标尺：100 µm。

**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 5　各组小鼠肝脏巨噬细胞和中性粒细胞浸润比较
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平均显著降低（P<0.001），SOD水平均显著升高（P< 0.01，P<0.001）。见图 6。

2.2.6　SGF 对 ALD 小鼠肝脏炎症因子的调节作用　

　与对照组相比，模型组小鼠肝组织中促炎性细胞

因子TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA表达水平均显著升高

（P<0.01），而抗炎因子 IL-10、IL-22 mRNA 表达水平

则相应降低（P<0.01）。各剂量 SGF 干预后，炎症因

子表达水平得到不同程度回调：SGF-L 组主要降低

TNF-α mRNA（P<0.01）；SGF-M 与 SGF-H 组 TNF-α、
IL-6、IL-1β mRNA水平均显著下调（P<0.05）；SGF-H
组 IL-10、IL-22 mRNA 的表达水平显著提升（P<
0.01）。见图 7。

2.2.7　SGF 对 ALD 小鼠肝脏纤维化相关因子的调

节作用　与对照组相比，模型组小鼠肝组织中

Col1α1、Col3α1、Col4α1 mRNA表达水平均显著升高

（P<0.01，P<0.001）；经治疗后，SGF-L、SGF-M、SGF-H
组小鼠肝组织Col1α1、Col3α1、Col4α1 mRNA表达水

平显著降低（P<0.05，P<0.01，P<0.001）。见图 8。
综上，SGF 治疗 ALD 疗效显著，且高剂量组疗

效最佳，因此后续使用 SGF高剂量组开展相关机制

研究。

2.3　SGF 改善 ALD 模型小鼠肝脏炎症和脂质沉积

的潜在机制　Western blot法结果显示，与对照组相

比，ALD 模型组小鼠肝组织 AdipoR1、CaMKK2 和

p‑AMPK蛋白表达水平均显著下降（P<0.05）；经 SGF
干预后 ，小鼠肝组织中 AdipoR1、CaMKK2 和 p-

　注：MDA为丙二醛，SOD为超氧化物歧化酶，Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量组，SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H
为参葛方高剂量组。与Model比较，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 6　各组小鼠肝脏氧化应激水平比较

　注：TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL为白细胞介素。Control为对照组，Model为模型组，SGF-L为参葛方低剂量组，SGF-M为参葛方中剂量组，

SGF-H为参葛方高剂量组。与Model比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。
图 7　各组小鼠肝脏炎症因子表达水平比较

··68



上海中医药杂志 2026 年第 60 卷第7 期 Shanghai J Tradit Chin Med，Vol.60，No.7，Jul. 2026  

AMPK 蛋白表达水平均显著增加（P<0.05，P<0.01）。

提示 SGF 可能通过上调 AdipoR1、CaMKK2 表达水

平，激活AMPK信号通路改善ALD模型小鼠肝脏炎

症和脂质沉积（P<0.05，P<0.001）。见图 9。

2.4　SGF 减少 Ethanol 诱导的 HepG2细胞模型脂质

沉积的潜在机制　

2.4.1　沉默 AdipoR1 可消除 SGF 对 Ethanol 诱导的

HepG2细胞脂质沉积的改善作用　油红染色结果显

示，Ethanol 诱导 HepG2 细胞后，脂质沉积增加（P<
0.001），SGF 干预后可以明显减少脂质沉积（P<
0.001）；SGF干预同时沉默HepG2中AdipoR1的表达

后 ，脂 质 沉 积 明 显 增 加（P<0.001），表 明 沉 默

AdipoR1 会削弱 SGF 对 Ethanol 诱导 HepG2 的脂质

沉积的抑制作用。见图 10。
2.4.2　沉默 AdipoR1 可消除 SGF 对 Ethanol 诱导的

HepG2 细胞中 AdipoR1 下游信号通路的改善作用　

　Western blot 法结果显示，Ethanol 诱导 HepG2后，

AdipoR1、CaMKK2和 p-AMPK 蛋白表达水平明显降

低（P<0.05，P<0.001）；SGF 干 预 后 ，AdipoR1、
CaMKK2 和 p-AMPK 蛋白表达水平明显升高（P<
0.001）；SGF干预的同时沉默HepG2中AdipoR1的表

达后，SGF 对 AdipoR1 及其下游蛋白 CaMKK2 和

p‑AMPK的激活作用也被抑制（P<0.001）。表明沉默

AdipoR1可消除SGF对Ethanol诱导的HepG2细胞中

AdipoR1及其下游信号通路的改善作用。见图11。
2.4.3　抑制 AMPK 信号可消除 SGF 对 Ethanol 诱导

的 HepG2 细胞模型脂质沉积的改善作用　Ethanol
诱导的HepG2细胞中脂质沉积明显增加（P<0.001）；

与 Ethanol 组相比，SGF 组细胞脂质沉积明显减少，

AMPK 抑制剂组细胞脂质沉积无明显变化，AMPK

　注：Col1 α1为 I型胶原蛋白α1链基因；Col3 α1为Ⅲ型胶原蛋白α1链基因；Col4 α1为Ⅳ型胶原蛋白α1链基因。Control为对照组，Model为模型

组，SGF-L为参葛方低剂量组，SGF-M为参葛方中剂量组，SGF-H为参葛方高剂量组。与Model比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=6，x̄±s。

图 8　SGF对ALD模型小鼠肝脏纤维化相关因子mRNA表达的影响

　注：CaMKK2为钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 2，AdipoR1为脂联素受体 1，p-AMPK为磷酸化的腺苷酸活化蛋白激酶，AMPK为腺苷酸活化蛋

白激酶，GAPDH 为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。Control 为对照组，Model 为模型组，SGF 为参葛方组。与 Model 比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<
0.001；n=4，x̄±s。

图 9　各组小鼠肝脏AdipoR1、CaMKK2、p-AMPK蛋白表达水平比较
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抑制剂+SGF 组细胞脂质沉积明显增加（P<0.001）；

与AMPK抑制剂组相比，AMPK抑制剂+SGF组细胞

脂质沉积减少（P<0.01）。Western blot 检测结果显

示，AMPK抑制剂可以抑制 SGF激活的AMPK通路，

但对其上游蛋白无明显影响。结果提示，SGF可能

通过上调 AdipoR1、CaMKK2表达，激活 AMPK 信号

通路改善ALD模型小鼠肝脏炎症和脂质沉积，而不

是直接激活AMPK信号通路。见图 12。

3　讨论

ALD是由于长期过量饮酒导致的肝脏损伤，其

病理过程包括脂肪变性、炎症、纤维化，甚至可进展

为肝硬化和肝癌［3］，加重疾病和社会负担，且ALD患

病率逐年上升［2］。目前，尚无美国食品药品监督管

理局（FDA）批准的治疗 ALD 的有效药物。中医认

为ALD多因长期酗酒，酒毒湿热内蕴，损伤肝脾；湿

热久羁，阻滞气机，导致肝郁气滞，进而血行不畅，

形成瘀血，终致湿热、瘀血、毒邪相互交结，损伤肝

络，发为胁痛、黄疸、积聚（脂肪肝或肝硬化）。中医

药治疗 ALD 有其独特优势［16］。SGF 是由上海中医

药大学附属曙光医院肝病科高月求教授研发治疗

代谢相关脂肪性肝病的有效经验方，临床疗效确

切［17］，能有效缓解患者的临床症状，改善肝脏脂质

沉积及肝功能异常，调节血脂水平，但其治疗 ALD
的疗效未得到验证。

SGF由丹参、葛根、白术、垂盆草、片姜黄和女贞

子 6味中药组成。其中丹参与姜黄具有活血化瘀功

效；垂盆草和葛根可清热利湿、解毒；白术健脾助

运，女贞子补益肝肾、扶正固本。治标（湿热瘀血）

与治本（肝脾肾虚）结合，避免祛邪伤正。SGF功效

作用正契合 ALD 的中医病机。本研究通过应用

SGF干预NIAAA模型小鼠，发现 SGF能够有效改善

乙醇引起的肝脏损伤和脂质沉积，减轻肝脏炎症细

胞浸润和氧化应激的水平，提示 SGF对酒精性肝脏

损伤模型具有明确的保护作用。

本研究通过网络药理学筛选出 SGF 治疗 ALD
的排名前 15位潜在核心蛋白靶点，包括 CaMKK2、
肿瘤蛋白 p53（TP53）、类固醇受体辅激活因子

（SRC）、丝氨酸/苏氨酸激酶 1（AKT1）、过氧化物酶

体增殖物激活受体 γ（PPARG）等，主要涉及代谢通

路和钙信号通路。CaMKK2 是最通用的 CaMK 之

一，是体内能量平衡的强大调节剂［18］，其磷酸化并

激活 AMPK 以介导许多必需的生理和病理生理过

程［19-20］。 CaMKK2 是 AMPK 的直接上游激酶，而

AMPK 是细胞水平和全身能量平衡的关键调节因

子，CaMKK2可以结合AMPK，形成特殊的信号复合

物［21-22］。AMPK是可以直接影响蛋白质表达或修饰

以及脂质代谢相关因子的转录来调节脂质代谢过

程的经典节点［23］。例如，AMPK 通过直接磷酸化乙

　注：Ethanol为乙醇，SGF为参葛方，si-NS为沉默对照，si-AdipoRl为沉默AdipoR1，TG为甘油三酯。A为油红O染色结果（×200）；B为阳性面

积半定量图；C为甘油三酯（TG）；标尺：100 µm。“-”为不使用试剂，“+”为使用试剂。**P<0.01，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 10　沉默AdipoR1对Ethanol诱导的HepG2细胞模型脂质沉积的影响
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酰辅酶 A 羧化酶（ACC）来调控总体脂质代谢，乙酰

辅酶A羧化酶通过调节与脂质代谢相关的下游因子

来稳定脂质水平和脂肪酸的合成与分解［23-24］。越来

越多的证据表明CaMKK2通过AMPK途径调节肝脏

脂质代谢，提示 CaMKK2的调节功能可能在肝脏脂

质代谢中起重要作用［25-26］。本研究结果显示，SGF
可以激活 CaMKK2结合 AMPK 调节肝脏脂质代谢，

从而减轻乙醇诱导的肝脏脂肪变性。

从转化医学角度看，CaMKK2作为 ALD 潜在的

治疗靶点尚未被充分开发。SGF作为临床有效经验

方，其活性成分群可能具备 CaMKK2正向别构调节

作用，未来可通过化学生物学手段分离并鉴定其中

的关键活性单体，进而开发结构新颖的 CaMKK2激

动剂。此外，结合临床样本检测 ALD 患者肝脏

CaMKK2表达水平与疾病严重程度的相关性，将有

助于建立基于CaMKK2表达谱的ALD精准分型，为

中医药个体化治疗提供生物标志物依据。

SGF 中活性成分包括丹酚酸 B、白术内酯Ⅲ、

β-榄香烯等。丹酚酸B可以通过活化AMPK通道促

进脂肪酸氧化，改善肝内脂质沉积［27］。白术主要成

分白术内酯Ⅲ、白术多糖有健脾化湿的作用。白术

内酯Ⅲ通过激活肝脏 AdipoR1介导的 AMPK/SIRT1
信号通路实现治疗代谢相关脂肪性肝病［28］。白术

多糖能通过抑制TLR4/MyD88信号通路减少巨噬细

胞浸润来改善小鼠肝细胞脂肪变性、炎症反应和氧

化应激［29］。β-榄香烯则能通过调控CaMKK2/AMPK
通路改善肝脏脂质代谢［24］。SGF中各单体成分存在

协同效应，通过作用于多个靶点与通路，共同发挥

抗炎、抗氧化、调节脂质代谢及抗纤维化的功效。

未来研究可进一步分离和验证这些单体成分的具

体作用靶点，为开发新型抗 ALD 药物提供理论依

据。此外，探索单体间的配伍增效机制，将有助于

优化复方设计，提升临床疗效。

SGF 调控 CaMKK2-AMPK 通路的发现，不仅深

　注：CaMKK2为钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 2，AdipoR1为脂联素受体 1，p-AMPK为磷酸化的腺苷酸活化蛋白激酶，AMPK为腺苷酸活化蛋

白激酶，GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。Ethanol为乙醇，SGF为参葛方，si-NS为沉默对照，si-AdipoR1为沉默AdipoR1。“-”为不使用试剂，“+”
为使用试剂。A为相关蛋白的Western blot检测结果，B～D为半定量统计图。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 11　各组HepG2细胞模型中AdipoR1、CaMKK2、p-AMPK蛋白表达比较
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化了对ALD“湿热瘀毒”病机的现代生物学理解，也

为基于该通路的抗 ALD 药物研发提供了新的候选

方药与科学依据。后续研究应进一步利用组织特

异性基因敲除小鼠、化学遗传学等技术手段，明确

SGF 核心成分与 CaMKK2的直接互作关系，并开展

多中心临床研究以验证其疗效与安全性。

综上所述，SGF可有效改善 ALD模型小鼠肝脏

内脂质沉积、炎症反应、氧化应激水平，其机制与

CaMKK2介导的钙信号通路及脂质代谢有关，SGF
可通过激活AdipoR1-CaMKK2-AMPK信号通路实现

治疗ALD。
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