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从 HMGB1-BDNF 互作轴所介导的肝-脑对话探讨
复方鳖甲软肝片干预酒精性肝病的作用机制
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［摘要］ 目的：该研究旨在利用急、慢性酒精性肝病（ALD）小鼠模型，系统且客观地表征复方鳖甲软肝片（FBRP）干预

ALD 的药效作用特点，并揭示其分子机制。方法：将 50 只 SPF 级雄性 BALB/c 小鼠随机分为正常组、模型组、FBRP 低、中、高

剂量组（9.6、19.2、38.4 mg·kg-1）；除正常组外，其余各组给予 56°白酒灌胃，构建急性 ALD 模型，4 周后取材。将 30 只 SPF 级

C57BL/6N 性小鼠随机分为正常组、模型组、FBRP 中剂量组（19.2 mg·kg-1），采用 Lieber-DeCarli法，构建慢性 ALD 小鼠模型，持

续 10 周。通过苏木素-伊红（HE）、天狼星红、油红 O 病理染色及酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测，考察各组肝脏组织的炎症

指标；通过醒酒时间、抓网和爬杆时间，客观评价各组小鼠的醉酒行为。进一步，开展基于临床转录组学数据的生物信息学分

析，从肝-脑对话环节筛选 FBRP 缓解 ALD 的关键作用靶标及其相关分子机制，并采用 ELISA、蛋白免疫印迹法（Western blot）
和免疫组织化学染色对其加以实验验证。结果：与正常组比较，急性和慢性 ALD 模型组小鼠肝脏组织天冬氨酸氨基转移酶

（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）的水平均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，FBRP 各剂量给药组小鼠肝脏组织 AST、ALT 的

水平均明显下降（P<0.05）。与正常组比较，急性 ALD 模型组小鼠在 4 周内的抓网和爬杆时间均显著下降（P<0.01）；与模型组

比较，FBRP 高剂量给药组在 4 周内的抓网和爬杆时间明显上升（P<0.05）。与正常组比较，慢性 ALD 模型组小鼠肝脏组织和

大脑前额叶组织中高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）蛋白的表达量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，FBRP 中剂量组 HMGB1 蛋

白的表达量明显降低（P<0.05，P<0.01）。与正常组比较，模型组大脑前额叶组织中脑源性神经营养因子（BDNF）蛋白的表达量

及 γ氨基丁酸（GABA）释放量均显著下降（P<0.01）；与模型组比较，FBRP 中剂量组 BDNF 蛋白的表达量及 GABA 释放量均明

显升高（P<0.05）。结论：该研究揭示了 FBRP 可通过调节 HMGB1-BDNF 互作轴所介导的肝-脑对话而改善 ALD 的关键病理改

变，为该中成药品种临床用治 ALD 提供了实验证据，也为开发 ALD 治疗新药提供新的研究思路。
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［［Abstract］］  Objective：： To systematically and objectively characterize the pharmacological effects of 

Fufang Biejia Ruangan pills （FBRP） in the intervention of alcoholic liver disease （ALD） using acute and 

chronic ALD mouse models and to elucidate its molecular mechanisms. Method：： Fifty SPF-grade male BALB/c 

mice were randomly divided into the normal group， model group， and FBRP low-， medium-， and high-dose 

groups （9.6， 19.2， 38.4 mg·kg-1）. Except for the normal group， the remaining groups were given 56° white 

wine by gavage to establish the acute ALD model， with samples collected after 4 weeks. Thirty SPF-grade male 

C57BL/6N mice were randomly divided into the normal group， model group， and FBRP medium-dose group 

（19.2 mg·kg-1）. The chronic ALD mouse model was established using the Lieber-DeCarli method over a 

10-week period. Inflammatory markers in liver tissues were assessed using hematoxylin-eosin （HE）， Sirius 

Red， oil red O staining， and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Intoxication behaviors of each 

group were objectively evaluated through sobering-up time， net-catching， and pole-climbing tests. Further 

bioinformatics analyses based on clinical transcriptomic data were conducted to identify key targets and 

molecular mechanisms of FBRP in alleviating ALD through liver-brain dialogue， with experimental validation by 

ELISA， Western blot， and immunohistochemical staining. Result：： Compared with the normal group, the levels 

of aspartate aminotransferase （AST） and alanine aminotransferase （ALT） in liver tissues of mice in the acute 

and chronic ALD model groups were significantly increased （P<0.05）. Compared with the model group， the 

levels of AST and ALT in liver tissue of mice in FBRP groups were significantly decreased （P<0.05）. Compared 

with the normal group， the time of grasping the net and climbing the pole in the acute ALD model group was 

significantly decreased within 4 weeks （P<0.01）. Compared with the model group， the grasping and climbing 

time of FBRP high dose groups increased significantly within 4 weeks （P<0.05）. Compared with the normal 

group， the expression of high mobility group protein B1 （HMGB1） protein in liver tissue and prefrontal lobe 

tissue of mice in the chronic ALD model group was significantly increased （P<0.01）. Compared with the model 

group， the expression of HMGB1 protein in FBRP medium dose group was significantly decreased （P<0.05，P<

0.01）. Compared with the normal group， the expression of brain-derived neurotrophic factor （BDNF） protein 

and the release of γ -aminobutyric acid （GABA） in the prefrontal cortex of the model group were significantly 

decreased （P<0.01）. Compared with the model group, the expression of BDNF protein and the release of GABA 

in the FBRP medium dose group were significantly increased （P<0.05）. Conclusion：： This study revealed that 

FBRP improved key pathological changes in ALD by modulating liver-brain dialogue mediated by the HMGB1-

BDNF axis. These findings provide experimental evidence for the clinical use of FBRP in treating ALD and offer 

new insights for the development of ALD therapeutic agents.

［［Keywords］］ alcoholic liver disease； liver-brain axis； Fufang Biejia Ruangan pills； γ-aminobutyric acid

酒精性肝病（ALD）是由长期过量饮酒引起的

一系列肝脏疾病，包括脂肪肝、酒精性肝炎和肝硬

化［1］。ALD 在我国的发病率呈逐年递增趋势，目前

约有 640 万 ALD 相关的肝硬化病例。统计数据显

示，如维持现有饮酒率，预计到 2040 年，每 10 万人

的 ALD 发病率将比 2022 年上升 146.50%［2］。然而，

至今尚无美国食品药品管理局（FDA）批准用治

ALD 的药物［3］。尽管激素、抗氧化和抗纤维化药物

可以在一定程度上缓解症状或延缓疾病进展，但由

于患者肝功能受损及其对治疗方案应答的个体化

差异性，往往导致其疗效并不理想，且常伴有不良

反应和安全隐患［4-5］。因此，迫切需要开发安全有效

的创新药物，以满足 ALD 的治疗需求。

中医药在治疗 ALD 方面历史悠久［6］，其在缓解

酒精中毒和减轻酒后不适症状方面具有独特优势，

主要体现在改善肝脏功能、降低体内乙醇含量、调

节神经系统等方面［7］。中成药复方鳖甲软肝片

（FBRP），临床用治慢性乙型肝炎肝纤维化和早期肝

硬化，并具有抗肝癌潜能［8］。近期的临床研究显示，

该 品 种 在 ALD 的 治 疗 方 面 亦 展 现 出 了 一 定 潜

力［9-10］，但其药效作用特点和作用机制仍亟待阐明。

本研究建立了急、慢性 ALD 动物模型，通过动

态组织病理学观察和生物分子指标检测，客观评估

了 FBRP 缓解 ALD 病情进展的药效和作用特点。
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进一步，通过整合临床层面的转录组学数据挖掘，

识别 ALD 发生、发展相关基因，以及 FBRP 对其的

潜在干预靶点，并开展系列实验加以验证。

1 材料

1.1　动物     急性 ALD 模型：SPF 级雄性 BALB/c 小

鼠 50 只，体质量（20±2）g，6~7 周龄，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，合格证号 SCXK（京）

2021-0006，适应性饲养 1 周，饲养环境温度（24±

1） ℃，光/暗循环各 12 h，并予以标准的 SPF 级小鼠

饲料进行喂养，自由饮水。慢性 ALD 模型：SPF 级

C57BL/6N 性小鼠 30只，雌雄各半，体质量（22±2） g，

10 周龄，饲养环境同急性 ALD 模型。所有动物实验

均符合中国中医科学院伦理委员会规定，伦理编号

IBTCMCACMS21-2310-01。

1.2　药品     FBRP（内蒙古福瑞医疗科技股份有限

公司，批号 XC0123001）。
1.3　试剂     Lieber-DeCarli 饲料（北京小黍有泰生

物科技有限公司）；56°二锅头（北京红星股份有限公

司）；苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒、改良油红 O 染

色试剂盒、改良天狼星红染色试剂盒、全蛋白提取

试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号分别为

G1120、G1261、G1472、BC3710）；天冬氨酸氨基转

移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、超氧化物歧

化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）、乙醇脱氢酶（ADH）、
乙 醛 脱 氢 酶（ALDH）、丙 二 醛（MDA）、活 性 氧

（ROS）、甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、γ-氨基丁酸

（GABA）测定试剂盒（自南京建成生物工程研究所，

批号分别为 C010-2-1、C009-2-1、A001-3-2、A005-1-

2、A083-2-1、A075-1-1、A003-1-2、E004-1-1、A110-1-

1、A111-1-1、H168-1-2）；高 迁 移 率 族 蛋 白 B1

（HMGB1）、脑源性神经营养因子（BDNF）抗体（武

汉 爱 博 泰 克 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

A19529、A18129）；β -肌动蛋白（β -actin）、兔抗免疫

球蛋白（Ig）G、鼠抗 IgG（美国 CST 公司，批号分别为

4967S、7074、7076）。
1.4　仪器    A51119700DPC 型全波长酶标仪（美国

赛默飞世尔科技公司）；3K15 型低温离心机（默克德

国西格玛公司）；BX53M 型光学显微镜（日本奥林巴

斯公司）；MiNiPRO 型电泳仪及转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；Tissue-Tek®TEC®5 型组织包埋机（日本

樱花公司）；HI1220 型烘片机、RM2235 型轮转式切

片机、H1210 型水浴摊片机（德国 Leica公司）。
2 方法

2.1　动物分组、造模及给药     急性 ALD 模型：随机

将 BALB/c 小鼠分为 5 组，即正常组、模型组、FBRP

低、中、高剂量组（9.6、19.2、38.4 mg·kg-1，分别相当

于 0.5 倍、1 倍、2 倍临床等效剂量）。每日上午 9：00，

对各给药组小鼠灌胃相应剂量 FBRP 溶液，模型组

和正常组小鼠用等容蒸馏水代替；给药后 0.5 h，模

型组、各给药组给予 56°白酒灌胃处理，白酒灌胃起

始剂量为 10 mL·kg-1，每间隔 1 周增加 2 mL，正常组

给予等体积蒸馏水灌胃；各组动物连续接受上述处

理 4 周后被处死。慢性 ALD 模型：随机将 C57BL/

6N 小鼠分为 3 组，即正常组、模型组、FBRP 中剂量

组（19.2 mg·kg-1，临床等效剂量，急性模型最佳药效

剂量）。采用 Lieber-DeCarli 法造模，每日 16：00 更

换饲料，6 周后给药组小鼠灌胃相应剂量的 FBRP，

模型组和正常组小鼠用等体积蒸馏水代替 ，持

续 4 周。

2.2　醉酒率及醒酒时间     急性 ALD 模型各组给予

酒精灌胃后，测量翻正反射消失及恢复时间，评价

醉酒率及醒酒时间。具体操作为将小鼠背部置于 V

型槽中呈仰卧位，30 s 内未能翻转身体，即翻正反射

消失，记为醉酒；60 s 内能连续 2 次翻转身体，即翻

正反射恢复，记为醒酒［11］。

2.3　攀爬实验     该实验用于评估动物的肢体肌力

与协调性。急性 ALD 模型各组给予白酒灌胃后，立

即将其放置在水平悬空的金属网中央（孔 2 mm×

2 mm，丝粗 0.35 mm），然后迅速翻转金属网，使小

鼠处于倒挂状态。观察小鼠的攀附行为，并记录每

组小鼠的攀附时间。以掉落 3 次为终止标准，计算

3 次攀附时间的平均值作为最终实验结果。在正式

实验前 1 d 需要进行预训练［12］。

2.4　爬杆实验     小鼠的肢体协调能力通过爬杆实

验进行评估。急性 ALD 模型各组给予白酒灌胃后，

立即将其头朝下放置在木杆（直径为 15 mm、长

50 cm）的顶部，记录其爬行总时长并观察爬行过程

中的运动状态。实验重复 3 次，将 3 次爬杆时间的

平均值作为该只小鼠的爬行时间。同时，小鼠的行

为根据以下标准进行评分：四肢并用，一次顺利从

杆上爬下为 0 分；一步一步螺旋向下爬行但兼有后

肢滑行行为的为 0.5 分；上杆后间歇停顿数次后爬

下，但可抱紧木杆为 1 分；滑行后掉落为 1.5 分；不能

抓住木杆，直接掉落为 2 分。正式实验前需要训练

小 鼠 爬 杆 ，直 至 小 鼠 习 惯 利 用 后 腿 抱 杆 向 下

爬行［12］。

2.5　HE 染色     取急性及慢性 ALD 小鼠肝脏组包

埋切片后进行 HE 染色，于显微镜下观察肝脏组织
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病理变化。

2.6　油红 O 染色     取急性及慢性 ALD 小鼠肝脏组

冰冻切片后进行油红 O 染色，于显微镜下评价肝脏

组织脂肪累积水平。

2.7　天狼星红染色     取慢性 ALD 小鼠肝脏组包埋

切片后进行天狼星红染色，于显微镜下观察肝脏组

织纤维化情况。

2.8　生化指标检测     采用酶联免疫吸附测定法

（ELISA）及生化分析法检测急性及慢性 ALD 小鼠

血 清 中 AST、ALT、SOD、TC、TG 水 平；检 测 急 性

ALD 小鼠血清中 GSH、ADH、ALDH、MDA 水平；检
测 慢 性 ALD 小 鼠 肝 脏 中 ROS 含 量；前 额 叶 中

GABA 含量。

2.9　FBRP 干预 ALD 的潜能评估     从 HIT 2.0 数据

库（hit2.badd-cao.net）收集 FBRP 的候选靶标集；从
人类疾病数据库（MalaCards，www.malacards.org）收
集 ALD 相关的疾病基因集，包含 5 个与 ALD 相关的

疾病词条：酒精性肝炎、酒精使用障碍、酒精依赖

症、酒精性肝硬化和肝硬化，及其对应的基因集；提
取 FBRP 已知适应证——乙型肝炎相关基因集作为

阳性对照数据集。通过网络接近距离和网络扩散

度 2 种算法，计算 FBRP 候选靶标集与 5 个 ALD 相

关疾病基因集之间的拓扑距离，以评估 FBRP 干预

ALD 的潜能。其中，网络接近距离基于最短路径原

理用于衡量背景网络中两个节点集合之间的拓扑

距离（Z-score>0 代表 2 个节点集拓扑分离，Z-score<

0 代表 2 个节点集拓扑结合）；网络扩散度基于网络

扩散距离衡量背景网络中若干节点集合之间的拓

扑距离并进行排序［13］。

2.10　临床与动物来源的转录组学数据收集与分

析     收集 GEO 数据库来源临床 ALD 患者肝脏组织

的转录组学数据集：GSE28619（包含 22 个样本，

ALD 组 15 例，健康组 7 例）和 GSE142530（包含 28 个

样本，ALD 组 16 例，健康组 12 例）。同时，利用急性

ALD 小鼠动物实验来源的肝脏和大脑前额叶组织

开展转录组学检测（Illumina HiSeq 4000，北京中康

博生物科技有限公司）；利用 DESeq2 进行差异表达

基因分析（筛选标准：|log2FC|>1，P<0.05）。通过模

型组与正常组比较，获得急性 ALD 发病相关基因

集；通过 FBRP 中剂量干预组与模型组比较，获得该

品种缓解急性 ALD 的效应靶标基因集。

2.11　 FBRP 干预 ALD 多维关联网络构建与分析     

通过上述临床转录组学数据分析，获得 ALD 发生相

关基因集；结合上述 HIT 2.0 数据库收集所得 FBRP

候选靶标集，根据基因-基因相互作用信息，构建“方

药候选靶标 -疾病相关基因”相互作用网络，并利用

CytoHubba 计算网络拓扑特征值，筛选最大团中心

性、度值、中介中心性、接近中心性均大于相应中位

数的靶标作为 FBRP 干预 ALD 的核心网络靶标。

2.12　免疫组化检测小鼠肝脏组织 HMGB1 蛋白表

达     慢性 ALD 模型小鼠肝脏组织经固定、脱水，包

埋、切片后。用柠檬酸缓冲液加热修复抗原，过氧

化氢反应 10 min，封闭 2 h，加入一抗 HMGB1（1∶

50），4 ℃孵育过夜，PBS 清洗 3 次，加二抗室温孵育

30 min，再次清洗 3 次，固定封片，显微镜系统进行

图像观察和成像分析。

2.13　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 慢 性

ALD 小鼠大脑前额叶组织中 HMGB1 和 BDNF 蛋白

表 达     检 测 慢 性 ALD 小 鼠 大 脑 前 额 叶 组 织 中

HMGB1（1∶20 000）和 BDNF（1∶10 000）蛋白的表达

量。取材后，按试剂盒说明，提取总蛋白，BCA 试剂

盒测定蛋白浓度。每孔 20 μg 蛋白样品，十二烷基

硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，转移至

PVDF 膜，封闭 1 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜，清洗

3 次后加二抗（1∶2 000）室温孵育 30 min，曝光、显

影、成像，β-actin 作为内参（1∶1 000），蛋白相对表达

量使用 Image J软件分析。

2.14　统计学分析     使用 GraphPad Prism（v8.0.2）
进行数据分析。根据正态分布检验结果，采用参数

或非参数统计分析；进一步采用单因素方差分析，

并进行了 Tukey 事后检验或 Kruskal-Wallis 检验的

Dunn 事后检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　对急性 ALD 小鼠体质量变化的影响     急性酒

精灌胃后，与正常组比较，模型组小鼠的体质量在

10 d 内均明显下降（P<0.05，P<0.01）。与模型组比

较，FBRP 高剂量给药组的体质量在 10~28 d 内均明

显升高（P<0.05）。见表 1。

3.2　对急性 ALD 小鼠的醉酒行为的影响     急性乙

醇灌胃后，小鼠表现出显著的兴奋性增加和身体控

制能力下降。随着灌胃剂量的增加，与模型组比

较，FBRP 中、高剂量给药组在 1、2 周的醉酒率明显

降低，醒酒时间减少（P<0.05），见表 2。抓网实验结

果显示，与正常组比较，模型组小鼠在 4 周内的抓网

时间均显著下降（P<0.01），与模型组比较，FBRP 高

剂量给药组在 4 周内的抓网时间均明显上升（P<

0.05），见表 3。爬杆实验结果显示，与正常组比较，

模型组小鼠在 4 周内的爬杆时间均明显下降（P<
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0.05），爬 杆 积 分 上 升（P<0.05）；与 模 型 组 比 较 ，

FBRP 中剂量给药组在 4 周内的爬杆时间均明显上

升（P<0.05），爬杆积分下降，差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 4。

3.3　对急性 ALD 小鼠肝脏组织病理变化的影响     

　HE 染色结果显示，与正常组比较，正常组小鼠的

肝小叶结构清晰，界板整齐，细胞核呈圆形，细胞索

排列井然有序，细胞结构清晰，无泡沫状变性，肝窦

无充血现象，未见炎性细胞浸润；急性 ALD 模型组

小鼠肝小叶的界线模糊，细胞索排列紊乱，出现泡

沫或气球样变性且胞浆淡染，并伴有炎性细胞浸润

和空泡现象，可见小泡性脂肪变性；与模型组比较，

表 1　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=10）

Table 1　Effect of FBRP on body weight of acute ALD mice in different groups （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

体质量/g

第 1 天

22.40±0.90

22.70±0.75

22.70±1.05

22.80±0.89

23.00±1.05

第 3 天

23.00±0.74

18.90±2.362）

21.40±1.463）

21.00±1.933）

20.40±2.11

第 7 天

23.46±0.87

19.00±2.022）

21.54±1.824）

20.85±2.343）

20.57±1.84

第 10 天

24.00±1.02

20.50±2.532）

21.00±2.17

21.90±1.88

22.40±0.933）

第 14 天

24.05±0.83

21.00±2.242）

22.00±1.97

22.20±1.79

22.80±0.843）

第 17 天

24.30±0.97

22.20±2.111）

23.40±1.42

23.20±1.27

24.30±0.893）

第 21 天

24.40±0.90

22.40±2.201）

23.60±1.37

23.10±1.29

24.60±0.793）

第 28 天

25.01±0.79

22.90±2.121）

23.80±1.08

23.00±1.88

24.70±1.183）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 8 同）

表 4　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠的爬杆时间和爬杆积分的影响  （x̄± s，n=10）

Table 4　Effect of FBRP on pole-climbing time and scores of acute ALD mice in different groups （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

爬杆时间/min

第 1 周

4.83±2.21

3.37±0.871）

3.31±1.08

3.21±1.06

3.27±1.17

第 2 周

4.55±1.85

2.32±0.802）

2.18±0.77

3.26±0.843）

3.33±0.953）

第 3 周

6.69±2.36

1.94±0.682）

2.12±0.81

2.34±0.923）

2.68±0.623）

第 4 周

6.20±2.36

1.96±0.292）

2.25±0.59

2.60±0.523）

2.93±0.603）

爬杆积分/分

第 1 周

0.33±0.15

0.57±0.311）

0.44±0.44

0.25±0.343）

0.20±0.244）

第 2 周

0.30±0.16

0.88±0.581）

0.83±0.47

0.50±0.003）

0.39±0.21

第 3 周

0.38±0.18

0.99±0.342）

0.86±0.32

0.61±0.393）

0.47±0.274）

第 4 周

0.37±0.21

0.94±0.242）

0.64±0.32

0.56±0.214）

0.53±0.274）

表 2　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠醉酒率和醒酒时间的影响  （n=10）

Table 2　Effect of FBRP on intoxication rates and wake-up time of acute ALD mice in different groups （n=10）

组别

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

醉酒率/%

第 1 周

77

50

203）

104）

第 2 周

54

60

203）

  04）

第 3 周

82

67

60

78

第 4 周

  91

100

  603）

  89

醒酒时间  min/（ x̄ ± s）
第 1 周

99±72

50±56

26±523）

13±363）

第 2 周

124±76

39±553）

12±304）

0±04）

第 3 周

120±62

57±503）

99±89

107±59

第 4 周

326±120

273±25

170±1703）

265±133

表 3　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组的抓网时间的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of FBRP on grabbing time of acute ALD mice in different groups （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

抓网时间/min

第 1 周

25.27±4.64

6.92±3.452）

9.04±3.31

10.05±4.823）

10.54±4.943）

第 2 周

22.14±5.23

6.83±3.332）

9.98±2.40

9.54±2.66

10.17±3.083）

第 3 周

24.35±6.07

5.92±1.062）

7.86±1.433）

9.24±3.183）

9.57±3.663）

第 4 周

21.79±6.32

5.94±1.542）

7.30±1.923）

7.51±0.943）

8.40±2.113）
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FBRP 各剂量组均能有效改善 ALD 小鼠的肝脏组织

损伤，其中，中、高剂量组小鼠的肝细胞形态结构未

见明显损伤，细胞核呈圆形且排列整齐，整体染色

均匀，间隙清晰，未见炎性细胞浸润，见图 1。油红

O 染色结果显示，与正常组比较，急性 ALD 模型组

小鼠肝细胞内出现明显脂质沉积；与模型组比较，

FBRP 各剂量组的病理改变呈剂量依赖性减轻，

见图 2。

3.4　对急性 ALD 小鼠肝脏组织炎症水平的影响     

生化指标测定结果显示，与正常组比较，模型组小

鼠血清的 TG、TC 水平均显著升高（P<0.01），ADH

和 ALDH 水平均显著降低（P<0.01）；与模型组比

较，FBRP 各剂量给药组小鼠血清的 TG、TC 水平均

显著下降，差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
ADH 和 ALDH 水平均明显升高（P<0.05，P<0.01）。
提示 FBRP 可以降低血脂水平，加速乙醇代谢，见

表 5。进一步，与正常组比较，模型组小鼠肝脏组织

AST、ALT、MDA 水 平 显 著 升 高（P<0.01），SOD、

GSH 的水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

FBRP 中、高剂量组小鼠肝脏组织 AST、ALT、MDA

水平明显下降，差异具有统计学意义（P<0.05，P<

0.01），SOD、GSH 水平显著升高（P<0.01）。提示

FBRP 可以减轻肝脏组织炎症，缓解肝脏组织的氧

化应激状态，见表 6。

注：A.正常组；B.模型组；C.FBRP 低剂量组；D.FBRP 中剂量组；E.FBRP 高剂量组（图 2 同）
图 1　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠肝脏组织病理形态学的影响  （HE，×100）
Fig. 1　Effect of FBRP on histopathological morphology of liver tissues in acute ALD mice of different groups （HE，×100）

图 2　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠肝脏组织脂肪化的影响  （油红 O，×100）
Fig. 2　Effect of FBRP on steatosis of liver tissues in acute ALD mice of different groups （oil red O，×100）

表 5　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠的血清 TC、TG、ADH、ALDH 水平的影响  （x̄± s，n=5）

Table 5　Effect of FBRP on levels of TC， TG， ADH， and ALDH in acute ALD mice serum of various groups （x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

TC/mmol·L-1

3.78±0.04

7.34±0.852）

6.12±0.603）

4.83±0.634）

4.29±0.244）

TG/mmol·L-1

0.78±0.04

1.64±0.152）

1.22±0.084）

1.27±0.124）

1.19±0.214）

ADH/μg·L-1

9.47±0.34

6.80±0.792）

7.12±0.54

9.48±0.284）

9.51±0.594）

ALDH/μmol·L-1

10.50±1.22

4.53±1.232）

8.10±1.454）

8.35±1.514）

7.00±0.623）

表 6　FBRP 对急性 ALD 动物实验各组小鼠的肝脏组织 AST、ALT、MDA、SOD、GSH 水平的影响  （x̄± s，n=5）

Table 6　Effect of FBRP on levels of AST， ALT， MDA， SOD， and GSH in liver tissues of acute ALD mice in different groups （x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

FBRP 低剂量组

FBRP 中剂量组

FBRP 高剂量组

剂量/mg·kg-1

9.6

19.2

38.4

AST/U·L-1

11.43±1.01

19.20±0.862）

15.43±0.874）

15.71±1.764）

15.49±1.374）

ALT/U·L-1

5.69±0.77

10.35±0.292）

8.46±0.194）

6.16±0.194）

6.25±0.184）

MDA/μmol·L-1

20.15±0.18

25.37±1.292）

23.20±2.31

21.19±1.943）

19.96±0.394）

SOD/U·mL-1

89.45±7.10

53.42±6.392）

81.23±3.094）

81.91±8.774）

81.84±9.614）

GSH/μg·L-1

153.90±8.30

76.19±7.012）

110.96±15.854）

114.01±14.924）

141.56±12.644）
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3.5　对慢性 ALD 小鼠肝脏组织病理变化的影响     

　HE 染色结果显示，在慢性 ALD 动物实验中，与正

常组比较，正常组小鼠的肝组织形态正常，肝小叶

结构完整，肝细胞索围绕静脉呈放射状排列，肝细

胞大小均一，且有少量脂肪空泡；模型组小鼠的肝

脏表现出细胞核深染，核质比增大，肝细胞大小不

一致，排列紊乱，伴有大量的大脂滴和小脂滴，以及

炎性细胞浸润，纤维化样变，成纤维细胞和纤维细

胞增多，气球样变性和部分 Mallory 小体的出现。

与模型组比较，经 FBRP 中剂量干预可显著减轻上

述病理改变，见图 3。天狼星红染色结果显示，与正

常组比较，模型组小鼠肝脏窦周和中央静脉出现广

泛纤维化；与模型组比较，经 FBRP 中剂量干预后，

肝窦周纤维化显著减少，但中央静脉周围仍存在纤

维化，见图 4。油红 O 染色结果显示，与正常组比

较，模型小鼠肝组织中有大量密集的红色脂肪滴聚

集，包括小脂滴和大脂滴，表现出严重的脂质沉积，

大量脂质充满细胞质。与模型组比较，经 FBRP 中

剂 量 干 预 后 ，红 色 脂 滴 和 脂 肪 空 泡 明 显 减 少 ，

见图 5。

3.6　对慢性 ALD 小鼠肝脏组织炎症水平的影响     

生化指标检测结果显示，与正常组比较，模型组小

鼠肝脏组织 AST、ALT、ROS 的水平均明显升高（P<

0.05，P<0.01）；与模型组比较，FBRP 中剂量给药组

小鼠肝脏组织 AST、ALT、ROS 的水平均明显下降

（P<0.05）。见表 7。

3.7　HMGB1-BDNF 互作轴介导的肝 -脑对话紊乱

是 FBRP 缓解 ALD 的关键作用靶点之一     从 HIT 

2.0 收 集 得 到 1 635 个 FBRP 候 选 靶 标 基 因；从
MalaCards 数据库分别收集得到 38、69、61、82、34 和

146 个酒精性肝炎、乙型肝炎、酒精使用障碍、肝硬

化、酒精性肝硬化、酒精依赖症相关基因。将上述

方药候选靶标基因与疾病/表型相关基因集分别映

射到人类蛋白质互作网络中，并计算二者之间的网

络拓扑距离。结果显示，FBRP 候选靶标基因集与

ALD 相关症状表型（酒精性肝炎、酒精使用障碍、酒

精依赖症、酒精性肝硬化和肝硬化）基因均呈现拓

扑结合性（Z-score 均<0）；网络扩散度计算结果显

示，FBRP 候选靶标基因集与酒精性肝炎相关基因

集的网络扩散度最小，其与酒精使用障碍相关基因

集的网络扩散度次之；提示 FBRP 具有干预 ALD 的

潜能。FBRP 干预 ALD 的潜能评估总结见增强出版

附加材料。

进一步，临床转录组数据分析得到 780 个在

ALD 肝脏组织中具有差异表达特征的基因，其中，

402 个为上调表达基因、378 个为下调表达基因。根

据基因 -基因间相互作用信息，构建 FBRP 候选靶标

集 -ALD 差异表达基因集的相互作用网络；通过网

络拓扑特征值计算，筛选出 643 个核心靶标。功能

富集分析结果显示，其主要参与维持机体免疫-炎症

注：A.正常组；B.模型组；C.FBRP 中剂量组（图 4-图 7 同）
图 3　FBRP 对慢性 ALD 动物实验各组小鼠肝脏组织病理形态学的

影响  （HE，×100）
Fig. 3　 Effect of FBRP on histopathological morphology of liver 

tissues in chronic ALD mice of different groups （HE， ×100）

图 4　FBRP 对慢性 ALD 动物实验各组小鼠肝脏组织纤维化的影响

（天狼星红，×100）
Fig. 4　 Effect of FBRP on fibrosis of liver tissues in chronic ALD 

mice of different groups （siriusred， ×100）

图 5　FBRP 对慢性 ALD 动物实验各组小鼠肝脏组织脂肪化的影响

（油红 O，×100）
Fig. 5　 Effect of FBRP on steatosis of liver tissues in chronic ALD 

mice of different groups （oil red O，×100）

表 7　FBRP 对慢性 ALD 动物实验各组小鼠的肝脏组织 AST、ALT、SOD、ROS 水平的影响  （x̄± s，n=5）

Table 7　Effect of FBRP on levels of AST， ALT， SOD， and ROS in liver tissues of chronic ALD mice in different groups （x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

FBRP 中剂量组

剂量/mg·kg-1

19.2

AST/U·L-1

11.42±2.13

16.15±1.381）

11.39±2.373）

ALT/U·L-1

1.13±0.50

2.80±0.812）

1.41±0.553）

SOD/U·mL-1

0.63±0.05

0.66±0.06

0.63±0.06

ROS/U·mL-1

95.64±6.52

112.86±7.871）

90.78±12.173）
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系统平衡、调节脂质代谢、内分泌及神经功能等，并

显著富集于酗酒和 ALD 等疾病相关通路（P<0.05）。
ALD 会诱发严重的肝脏炎症并诱导细胞死亡，该过

程与损伤相关的分子模式（DAMPs）释放有关［14］，其

中 HMGB1 在此病理过程中发挥着重要作用。相应

地，根据网络最短路径值计算结果可知，HMGB1 与

29 个酗酒、ALD 通路成员分子的互作路径最短（均=

1）。BDNF 在神经系统中起到支持神经元存活、促

进神经元生长的作用。神经元功能障碍是酗酒行

为的神经生物学基础。酗酒行为与 GABA 能活性

功能减退有关，GABA 是中枢神经系统中主要的抑

制性神经递质［15］，BDNF 可调节 GABA 能神经元的

发育、功能和突触传递，从而维持神经网络的兴奋

性和抑制性平衡［16］。HMGB1 作为炎症介质，可能

通过引发炎症反应而影响 BDNF 表达和神经元功

能［17］。 因 此 ，HMGB1-BDNF 可 能 是 FBRP 干 预

ALD 及其醉酒行为的关键分子信号轴之一。FBRP

候选靶标 -ALD 相关基因的相互作用网络图见增强

出版附加材料。

3.8　对慢性 ALD 小鼠肝脏及大脑前额叶组织中

HMGB1 和 BDNF 蛋白表达的影响     为验证上述科

学假说，本研究利用来自 ALD 小鼠大脑前额叶和肝

脏组织的转录组学数据进行目标基因表达量的统

计分析。结果显示，与正常组比较，模型组小鼠大

脑前额叶与肝脏组织中 BDNF mRNA 表达量显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，FBRP 干预则可显著

回升 BDNF mRNA 的表达量（P<0.01）。本研究同

时检测了慢性 ALD 肝脏组织中 HMGB1 蛋白的表

达量。免疫组化结果显示，与正常组比较，模型组

小鼠肝脏组织中 HMGB1 蛋白的表达量显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，FBRP 中剂量组 HMGB1

蛋 白 表 达 量 明 显 降 低（P<0.05），见 图 6、表 8。

Western blot 结果显示，与正常组比较，模型组小鼠

大脑前额叶中 HMGB1 蛋白表达量明显升高（P<

0.05），BDNF 蛋白表达量明显降低（P<0.05）；与模

型组比较，FBRP 中剂量组 HMGB1 蛋白表达量明显

降 低（P<0.05），BDNF 蛋 白 表 达 量 明 显 升 高（P<

0.05），见图 7、表 8。进一步，通过检测慢性 ALD 大

鼠大脑前额叶的 GABA 含量显示，与正常组比较，

模型组大脑前额叶组织中 GABA 释放量明显下降

（P<0.05）；与模型组比较，FBRP 中剂量组 GABA 释

放量明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。
见表 8。

4 讨论

ALD 通过引起肝脏炎症、肝细胞坏死、肝纤维

化和肝硬化，而增加肝癌和代谢紊乱的风险，目前

食品药品监督管理局（FDA）尚无针对 ALD 治疗的

特效药物［18］。因此，开发针对 ALD 的新型治疗药物

具有重要的临床意义。中成药 FBRP 由鳖甲（制）、

图 6　FBRP 对慢性 ALD 小鼠肝脏组织中 HMGB1 蛋白表达量的影

响  （倒置显微镜，×200）
Fig. 6　 Effect of FBRP on HMGB1 protein expression in liver 

tissues of chronic ALD mice in different groups （inverted 

microscope，×200）

图 7　小鼠大脑前额叶组织中 HMGB1 和 BDNF 蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of FBRP on HMGB1 and BDNF protein 

expression in prefrontal lobe tissues of mice

表 8　FBRP 对慢性 ALD 小鼠肝脏及大脑前额叶组织中 HMGB1、BDNF、GABA 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=5）

Table 8　Effect of FBRP on HMGB1， BDNF and GABA in liver and prefrontal cortex tissue tissues of chronic ALD mice in different groups 

（x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

FBRP 中剂量组

剂量

/mg·kg-1

19.2

肝脏组织 BDNF 

mRNA

3 438.75±326.49

2 303.00±177.462）

2 841.67±198.154）

大脑前额叶

BDNF mRNA

113.60±27.49

63.20±16.332）

190.60±45.554）

肝脏组织

HMGB1

0.63±0.47

5.43±0.192）

2.20±0.703）

大脑前额叶

BDNF/β-actin

0.92±0.02

0.17±0.032）

0.85±0.074）

大脑前额叶

HMGB1/β-actin

0.31±0.03

1.15±0.062）

0.87±0.023）

大脑前额叶

GABA/nmol·L-1

763.80±39.39

685.55±40.661）

845.97±43.944）
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莪术、赤芍、当归、三七、党参、黄芪、紫河车、冬虫夏

草、板蓝根、连翘组成，具有软坚散结，化瘀解毒，益

气养血等功效，并在 ALD 的临床用治中展现出一定

潜力［9-10］。本研究利用急、慢性 ALD 小鼠模型，通过

系统且客观的药效学表征，证实了 FBRP可以显著缓

解急、慢性 ALD 小鼠的醉酒行为，并有效减轻其肝脏

组织的损伤程度、炎症水平和脂质变性；进一步，通

过临床层面转录组学检测、关联网络挖掘和实验验

证，明确了 HMGB1-BDNF 信号轴所介导的肝 -脑对

话紊乱是 FBRP 干预 ALD 的关键网络靶标之一，即

FBRP 可通过抑制 HMGB1 介导的肝脏与大脑炎症

反应，增加大脑前额叶中 BDNF 的表达，促进 GABA

的释放，从而缓解 ALD 的病情进展和醉酒行为。

ALD 患者通常表现出全身性炎症反应，肝脏和

肠道的炎症反应亦可能引发脑部小胶质细胞和星

形胶质细胞等脑细胞的炎症反应，进而影响神经递

质的释放［19-20］，即炎症介导的神经递质释放紊乱可

能会诱发酒精依赖。作为一种炎症介质，HMGB1

在 ALD 患者的肝脏组织中显著升高，是肝脏和肠道

炎症的核心诱导因子之一［21］。该分子能够穿过血

脑屏障，激活小胶质细胞和星形胶质细胞，进而加

剧神经炎症反应，影响 GABA 和多巴胺等神经递质

的释放。健康个体饮酒时，乙醇通过刺激多巴胺的

释放产生愉悦感。然而，随着乙醇摄入的增加，多

巴胺活动在脑边缘系统中逐渐下调，这一变化增加

了乙醇依赖的风险［22］。长期饮酒会导致 GABA 受

体的脱敏，使得患者对乙醇的耐受性增加，从而需

要摄入更多的乙醇来获得相同的效果［23］。这种耐受

性的增加主要通过影响脑边缘系统中的神经递质介

导，大脑前额叶皮层在这一过程中发挥着关键作用。

作为调控认知行为的重要区域，长期饮酒会导致大

脑前额叶皮层的功能异常，影响决策能力和自我控

制能力，增加对乙醇的依赖。此外，大脑前额叶皮层

的神经适应性变化会加剧乙醇依赖和戒断症状，患

者往往需要进一步摄入乙醇来缓解不适［18］ 。

综上所述，本研究明确了 FBRP 可通过调节

HMGB1-BDNF 互作轴所介导的肝 -脑对话紊乱而

缓解 ALD 的关键病理环节，为该中成药品种临床用

治 ALD 提供了初步的实验证据，也为开发 ALD 治

疗新药提供新的研究思路。
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