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[摘要] 目的：基于T细胞免疫球蛋白黏蛋白-3（TIM-3）调控巨噬细胞极化的机制，从动物实验、细胞实验探

讨疏肝理脾汤干预代谢相关脂肪性肝炎（MASH）大鼠的作用靶点及免疫学机制。方法：将30只雄性SD大鼠随机

分为疏肝理脾汤组、模型组、空白组，每组10只，空白组予常规饲料，疏肝理脾汤组、模型组予蛋氨酸-胆碱缺

乏饲料4周，构建MASH动物模型。造模成功后，3组均给予正常饮食，疏肝理脾汤组给予疏肝理脾汤[6.18 g/kg（按

生药计）]，其余2组给予等量生理盐水。干预4周后，Masson染色评估肝组织病理，蛋白质印迹（Western blotting）

法、免疫组化法评估TIM-3表达。脂多糖（LPS）诱导RAW264.7巨噬细胞极化，分为对照组（20%空白血浆+1 滋g/mL

LPS共培养）、中药组（20%疏肝理脾汤含药血浆+1 滋g/mL LPS共培养），另设一组不加血浆，只含CCK-8的培养基

空白组。分别在干预12、24、48 h后，细胞计数试剂盒-8（CCK-8）检测法检测细胞活性，酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测炎症因子，流式细胞术检测M1/M2表型标志物。结果：空白组大鼠肝组织的肝细胞结构正常，模型

组、疏肝理脾汤组大鼠肝组织可见肝细胞脂肪变和气球样变，炎症细胞浸润。与空白组比较，模型组及疏肝理脾

汤组大鼠肝组织TIM-3表达显著降低（ <0.01）；与模型组比较，疏肝理脾汤组肝组织TIM-3表达显著增强（ <

0.01）。与空白组比较，干预12、24、48 h对照组、中药组RAW264.7细胞活性显著增强（ <0.01）；与对照组比较，干

预12、24、48 h中药组RAW264.7细胞活性显著增强（ <0.01）；干预12、24、48 h对照组、中药组进行组内两两比较，

差异均有统计学意义（ <0.01）。各组RAW264.7细胞上清液检测，干预12、48 h中药组TNF-琢、IL-6表达水平，CD80、

CD86阳性比例均低于对照组（ <0.01），中药组IL-10、TGF-茁表达水平，CD206、Arg-1阳性比例均高于对照组（ <

0.01）；干预12、24、48 h对照组、中药组进行组内两两比较，随时间延长，IL-6及TNF-琢水平均持续升高（ <0.01），

IL-10及TGF-茁水平均持续降低（ <0.01）；干预48 h对照组、中药组CD80、CD86阳性比例均高于同组干预12 h（ <

0.01），Arg-1，CD206阳性比例均低于同组干预12 h（ <0.01）。结论：疏肝理脾汤能通过上调TIM-3蛋白表达，调控

巨噬细胞M1/M2极化平衡，抑制促炎级联反应并增强抗炎修复功能，从而改善MASH病理进程。
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代 谢 相 关 脂 肪 性 肝 病 （ metabolic associated fatty liver

diseaes， MAFLD） 已 成 为 我 国 第 一 大 慢 性 肝 病 [1]， 其 进 展 型 代

谢 相 关 脂 肪 性 肝 炎 （ metabolic associated steatohepatitis， MASH）

以 肝 脏 炎 症 、 脂 肪 变 性 和 纤 维 化 为 特 征 ， 是 肝 硬 化 和 肝 癌

的 重 要 危 险 因 素 。 全 球 MAFLD 患 病 率 超 25% ， 20%~30% 进 展

为 MASH， 且 发 病 率 持 续 上 升 。 现 有 的 生 活 方 式 干 预 及 法 尼

醇 X 受 体 （ FXR） 激 动 剂 、 维 生 素 E 等 药 物 调 控 疗 效 有 限 ， 存 在

靶 点 单 一 、 副 作 用 等 问 题 ， 亟 需 探 索 多 靶 点 新 疗 法 [2]。

MASH 属 中 医 学 “ 肝 癖 ” “ 痰 浊 ” 范 畴 ， 病 机 以 肝 郁 脾 虚 为

本 ， 痰 瘀 互 结 为 标 ， 临 床 主 张 “ 肝 病 实 脾 ” 以 调 和 肝 脾 、 祛 痰 化

瘀 。 疏 肝 理 脾 汤 由 四 逆 散 与 四 君 子 汤 化 裁 而 成 ， 前 期 研 究 证

实 疏 肝 理 脾 汤 可 调 节 肠 道 菌 群 、 改 善 肠 屏 障 、 抑 制 肝 炎 症 [3-5]，

但 其 对 肝 脏 免 疫 微 环 境 ， 特 别 是 巨 噬 细 胞 极 化 的 调 控 机 制 尚 不

明 晰 。

[Abstract] Objective: Based on the mechanism of immune regulatory protein Tim-3 regulating macrophage

polarization, this study aims to explore the targets and immunological mechanisms of Shugan Lipi decoction

intervention in metabolic associated steatohepatitis (MASH) rats through animal and cell experiments. Methods:

Totally 30 male SD rats were randomly divided into Shugan Lipi decoction group, model group, and blank

group, with 10 rats in each group. The blank group was given conventional feed, while the Shugan Lipi

decoction group and model group were given methionine choline deficient feed for 4 weeks to construct a

MASH animal model. After successful modeling, all three groups were given a normal diet. The Shugan Lipi

decoction group was intervened with Shugan Lipi decoction [6.18 g/kg (calculated based on crude drug)], while

the other two groups were intervened with an equal amount of physiological saline. After 4 weeks of intervention，

Masson staining was used to evaluate liver tissue pathology. Western blotting and immunohistochemical were

used to evaluated TIM-3 expression. LPS was used to induce polarization of RAW264.7 macrophages, and the

RAW264.7 macrophages were divided into a control group (20% blank plasma+1 滋g/mL LPS co culture) and a

traditional Chinese medicine group (20% Shugan Lipi decoction drug containing plasma+1滋g/mL LPS co culture).

Additionally, a blank group containing only CCK-8 in culture medium without plasma was established. After

intervention for 12, 24, and 48 h, cell viability was detected by CCK-8 assay. Inflammatory factors were detected

by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), and M1/M2 phenotype markers were detected by flow cytometry.

Results: The blank group showed normal hepatocyte structure in rat liver tissue, while the model group and

the Shugan Lipi decoction group exhibited hepatocyte steatosis, ballooning degeneration, and inflammatory cell

infiltration. Compared with the blank group, the expression of TIM-3 in liver tissue of the model group and

the Shugan Lipi decoction group was significantly reduced (P<0.01). Compared with the model group, the expression

of TIM-3 in liver tissue was significantly enhanced in the Shugan Lipi decoction group (P<0.01). Compared

with the blank group, the viability of RAW264.7 cells in the control group and the traditional Chinese

medicine group was significantly enhanced at 12, 24, and 48 h of intervention (P<0.01). Compared with the

control group, the viability of RAW264.7 cells in the traditional Chinese medicine group was significantly

enhanced at 12, 24, and 48 h of intervention (P<0.01). In the control group and the traditional Chinese

medicine group, pairwise intra -group comparisons were conducted at 12, 24, and 48 h, with significant

enhancement in activity observed at all time points (P<0.01). The supernatant of RAW264.7 cells in each

group was detected, and the expression levels of TNF-琢, IL-6, as well as the positive rates of CD80 and

CD86 in the traditional Chinese medicine group were significantly decreased compared with the control group

after intervention for 12 h and 48 h (P<0.01). The expression levels of IL-10, TGF-茁, as well as the positive

rates of CD206 and Arg-1 in the traditional Chinese medicine group were significantly increased compared with

the control group (P<0.01). At 12, 24, and 48 h of intervention, pairwise comparisons within the control group

and the traditional Chinese medicine group showed that over time, the levels of IL-6 and TNF-琢 continuously

increased (P<0.01), while the levels of IL-10 and TGF-茁 continuously decreased (P<0.01). At 48 h of intervention,

the positive rates of CD80 and CD86 in both the control group and the traditional Chinese medicine group

were higher than those in the same group at 12 h (P<0.01), whereas the positive rates of Arg-1 and CD206

were lower than those in the same group at 12 h (P<0.01). Conclusion: Shugan Lipi decoction can improve the

pathological process of MASH by up-regulating TIM-3 expression, regulating macrophage M1/M2 polarization

balance, inhibiting pro-inflammatory cascade reactions, and enhancing anti-inflammatory repair function.

[Keywords] metabolic associated steatohepatitis; Shugan Lipi decoction; T-cell immunoglobulin mucin -3;

macrophage polarization; inflammation; rat
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免 疫 负 调 控 分 子 T 细 胞 免 疫 球 蛋 白 黏 蛋 白 -3（ TIM-3） 通

过 抑 制 促 炎 M1 型 、 促 进 抗 炎 M2 型 巨 噬 细 胞 极 化 ， 调 控 炎 症 级

联 反 应 干 预 肝 损 伤 ， 是 潜 在 MASH 新 靶 点 [6]。 然 而 ， 目 前 针 对

TIM-3 的 药 物 多 为 单 抗 或 小 分 子 抑 制 剂 ， 天 然 复 方 中 药 的 干

预 研 究 仍 属 空 白 。

基 于 “ 肝 病 实 脾 ” 理 论 和 前 期 发 现 疏 肝 理 脾 汤 的 肠 道 - 肝

脏 抗 炎 效 应 ， 本 研 究 提 出 假 说 ： 疏 肝 理 脾 汤 可 能 通 过 上 调

TIM-3表 达 ， 调 控 巨 噬 细 胞 M1/M2 极 化 ， 重 塑 肝 脏 免 疫 微 环 境 ，

从 而 改 善 MASH 。 本 研 究 通 过 构 建 MASH 大 鼠 模 型 和 LPS 诱 导

巨 噬 细 胞 模 型 ， 系 统 探 究 该 方 对 TIM-3 通 路 、 炎 症 因 子 谱 及 巨

噬 细 胞 表 型 的 作 用 ， 旨 在 阐 明 中 药 复 方 多 靶 点 治 疗 MASH 的

免 疫 机 制 ， 并 为 “ 肝 病 实 脾 ” 理 论 提 供 新 科 学 依 据 。

1 材 料

1.1 动物及细胞 30 只 8 周 龄 SPF 级 雄 性 SD 大 鼠 ， 体 质 量

200耀250 早， 由 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 提 供 ， 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2024-0009 ， 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

430727221102990415 。 实 验 动 物 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 第 一

附 属 医 院 中 心 实 验 室 SPF 级 动 物 实 验 中 心 （ 动 物 使 用 许 可 证

号 ： SYXF（ 湘 ） 2020-0010） 。 正 常 温 湿 度 （ 温 度 24~28 益 ， 相 对

湿 度 60%~75豫） 环 境 下 ， 保 持 每 天 12~14 h 光 照 。 自 由 摄 食 、 饮

水 及 运 动 。 本 研 究 经 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 动 物 伦 理

委 员 会 的 批 准 （ 伦 理 批 号 ： ZYFY20230725-05） 。 小 鼠 单 核 - 巨

噬 细 胞 系 RAW264.7（ 型 号 ： CL-0190） 由 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技

有 限 公 司 提 供 ， 选 择 1% 双 抗 （ 青 霉 素 、 链 霉 素 ） 和 含 10% 胎 牛

血 清 （ FBS） 的 DMEM培 养 基 作 为 细 胞 培 养 基 。

1.2 药物及试剂 疏 肝 理 脾 汤 （ 柴 胡 15 g ， 茯 苓 15 g ， 白 芍

15 g ， 白 术 10 g ， 党 参 10 g ， 砂 仁 5 g ， 当 归 10 g ， 炒 枳 实 5 g ， 湘 曲

5 g， 青 皮 5 g ， 甘 草 5 g） 的 中 药 饮 片 由 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附

属 医 院 提 供 ， 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 中 心 实 验 室 副 研

究 员 龙 红 萍 鉴 定 饮 片 为 正 品 。 疏 肝 理 脾 汤 经 药 剂 室 制 备 ， 采

用 蒸 馏 水 浸 泡 30 min ， 分 别 煎 煮 40 min 及 30 min 后 ， 混 合 二 次

煎 煮 药 汁 ， 水 浴 浓 缩 至 2.0 g/mL（ 按 生 药 计 ） ， 4 益保 存 备 用 。

DMEM 培 养 基 （ 货 号 ： AW-M003） 、 胰 酶 消 化 液 （ 货 号 ：

AWC0238a） 、 FBS（ 货 号 ： AWC0227a） 、 双 抗 （ 青 霉 素 、 链 霉 素 ）

（ 货 号 ： AWH0529a） 、 细 胞 计 数 试 剂 盒 -8（ CCK-8） （ 货 号 ：

AWC0114a） 均 购 自 长 沙 艾 碧 维 生 物 科 技 有 限 公 司 ； TIM-3 抗

体 （ 货 号 ： 60355-1-lg） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ TNF-琢） （ 货 号 ：

KE10002） 、 白 介 素 -6（ IL-6） （ 货 号 ： KE10007） 、 IL-10（ 货 号 ：

KE10008） 、 转 化 生 长 因 子 -茁（ TGF-茁） （ 货 号 ： KE10005） 均 购

自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ； CD86（ 货 号 ： 12-0862-81） 、

CD80（ 货 号 ： 12-0801-81） 、 CD206（ 货 号 ： 12-2061-80） 、 精 氨

酸 酶 1（ Arg-1） （ 货 号 ： 12-3697-80） 均 购 自 美 国 赛 默 飞 世 尔 科

技 公 司 。

1.3 主要仪器 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 实 验 室 仪 器

开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： H1650R） ； 全 自 动 酶 标 洗 板 机 （ 深 圳 市 汇

松 科 技 发 展 有 限 公 司 ， 型 号 ： PW-812） ； 多 功 能 酶 标 分 析 仪

（ 深 圳 市 汇 松 科 技 发 展 有 限 公 司 ， 型 号 ： MB-5300） ； 电 热 恒 温

培 养 箱 （ 北 京 市 永 光 明 医 疗 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： DHP-500） ；

超 净 工 作 台 （ 北 京 亚 泰 隆 仪 器 技 术 有 限 公 司 ， 型 号 ： YT-CJ-2NB） ；

直 热 式 二 氧 化 碳 培 养 箱 （ 上 海 三 腾 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： DH-

160I） ； 倒 置 生 物 显 微 镜 （ 北 京 中 显 恒 业 仪 器 仪 表 有 限 公 司 ， 型

号 ： DSZ2000X） ； 流 式 仪 （ 美 国 Beckman公 司 ， 型 号 ： A00-1-1102） ；

低 速 离 心 机 （ 上 海 知 信 实 验 仪 器 技 术 有 限 公 司 ， 型 号 ： SL02） 。

2 方 法

2.1 动物实验验证

2.1.1 动 物 模 型 制 备 、 分 组 与 给 药 30 只 大 鼠 适 应 性 喂 养 1 周

后 ， 采 用 随 机 数 字 表 法 分 为 空 白 组 、 模 型 组 、 疏 肝 理 脾 汤 组 ，

每 组 各 10 只 。 本 研 究 涉 及 非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎 模 型 缺 乏 公 认

有 效 的 对 照 药 物 ， 且 结 合 前 期 研 究 [7-8]， 疏 肝 理 脾 汤 高 剂 量 组

改 善 肝 脏 炎 症 效 果 较 中 、 低 剂 量 更 佳 ， 因 此 本 研 究 未 设 置 阳

性 对 照 药 及 剂 量 探 索 分 析 。 其 中 模 型 组 、 疏 肝 理 脾 汤 组 大 鼠

给 予 蛋 氨 酸 -胆 碱 缺 乏 （ methionine and choline deficient， MCD）

饮 食 4周 ， 投 食 量 为 10 g/（ 100 g· d） ， 饮 水 量 为 12 mL/100 g。 MCD

饮 食 诱 导 的 MASH 大 鼠 模 型 ， 能 在 短 时 间 内 重 现 人 类 脂 肪 性

肝 炎 的 核 心 病 理 特 征 ， 结 合 前 期 造 模 经 验 ， 本 研 究 予 相 同 方

法 造 模 。 预 实 验 结 果 提 示 ， 给 予 MCD 饮 食 4 周 后 ， HE 染 色 大 鼠

肝 脏 组 织 ： 模 型 组 示 脂 肪 变 性 累 及 逸5% 的 肝 细 胞 ， 伴 有 肝 细

胞 气 球 样 变 、 小 叶 内 炎 症 ， 与 空 白 对 照 组 有 显 著 差 异 ， 提 示 造

模 成 功 [7] 。 造 模 成 功 后 ， 疏 肝 理 脾 汤 组 大 鼠 予 疏 肝 理 脾 汤

（ 6.18 g/kg） 灌 胃 [8]， 模 型 组 、 空 白 组 给 予 等 体 积 生 理 盐 水 灌 胃 ，

连 续 干 预 4 周 。

2.1.2 肝 组 织 组 织 病 理 学 检 测 HE染 色 ： 腹 腔 注 射 戊 巴 比 妥

钠 （ 3.5 mL/kg） 麻 醉 ， 麻 醉 成 功 后 剪 开 腹 腔 ， 显 露 肝 组 织 ， 取 肝

左 叶 里 距 离 边 缘 0.5 cm 处 约 0.5 cm伊0.5 cm伊0.5 cm 大 小 的 组 织

块 ， 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 ， 置 于 -80 益 冰 箱 保 存 。 10% 甲 醛 固 定

大 鼠 肝 组 织 48 h 后 ， 脱 水 ， 石 蜡 包 埋 切 成 5 滋m 厚 片 ， 放 到 烤 箱

60 益 烘 烤 30 min ， 后 依 次 苏 木 精 染 色 、 水 洗 、 蓝 化 、 伊 红 染 色 ，

脱 水 透 明 后 封 片 。 Masson 染 色 ： 取 材 ， 石 蜡 切 片 同 HE 染 色 ， 后

予 Weigert铁 苏 木 素 染 色 液 染 色 ， 酸 性 乙 醇 分 化 液 分 化 ， Masson

蓝 化 液 返 蓝 ， 丽 春 红 品 红 染 色 液 染 色 ， 苯 胺 蓝 染 色 液 中 染 色 ，

弱 酸 工 作 液 洗 1 min 。 最 后 95% 乙 醇 、 无 水 乙 醇 分 别 脱 水 1 次 、

3 次 ， 各 5~10 s， 二 甲 苯 透 明 1~2 min ， 透 明 3 次 ， 最 后 中 性 树 胶

封 固 。 在 光 学 显 微 镜 下 观 察 大 鼠 肝 组 织 病 理 变 化 ， 着 色 特 征

为 细 胞 核 、 胶 原 纤 维 /蛋 白 呈 蓝 色 ， 肌 纤 维 、 细 胞 质 呈 红 色 。 依

据 肝 细 胞 脂 肪 变 、 小 叶 内 炎 症 程 度 、 肝 细 胞 气 球 样 变 病 变 范

围 和 数 量 ， 评 定 非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 病 活 动 度 评 分 （ NAS） ： NAS

评 分 <3 分 ， 可 排 除 NASH 或 NASH 缓 解 ； NAS 评 分 >4 分 ， 可 诊

断 NASH； 3 分 <NAS 评 分 <4 分 ， NASH 可 能 。 得 分 范 围 为 0-8 分 。

（ 见 表 1）

表 1 NAS评分标准

项 目 评 分 /分 评 分 标 准

肝 细 胞 脂 肪 变 0 <5%

1 5%~33%

2 34%~66%

3 >66%

小 叶 内 炎 症 0 无

1 <2 个

2 2~4个

3 >4 个

肝 细 胞 气 球 样 变 0 无

1 少 见

2 多 见
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2.1.3 蛋 白 质 印 迹 （ Western blotting） 法 、 免 疫 组 化 法 检 测 肝

组 织 TIM-3 蛋 白 表 达 TIM-3 是 调 控 巨 噬 细 胞 M1/M2 表 型 极

化 的 关 键 蛋 白 ， 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 步 骤 为 取 出 冻 肝 组 织 块 ，

振 荡 ， 冰 浴 ， 吹 打 ， 4 益 ， 以 12 000伊g离 心 10 min 后 收 集 总 蛋 白

溶 液 。 BCA 法 检 测 蛋 白 浓 度 。 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝

胶 电 泳 （ SDS-PAGE） 后 ， 转 膜 1 h， 稀 释 一 抗 、 二 抗 、 发 光 液 及

缓 冲 液 逐 孔 加 入 测 定 板 ， 聚 偏 二 氟 乙 烯 （ PVDF） 膜 的 蛋 白 面

朝 上 与 ECLA 和 ECLB 的 混 合 试 剂 充 分 接 触 1~2 min， 凝 胶 图 像

分 析 拍 照 ， Alpha 软 件 分 析 目 标 带 光 密 度 值 。 免 疫 组 化 法 检 测

步 骤 为 4% 多 聚 甲 醛 浸 泡 肝 组 织 后 ， 烤 片 ， 脱 蜡 ， 无 水 乙 醇 玉 、

域 、 芋 ， 各 5 min， PBS 缓 冲 液 中 洗 涤 ， 一 抗 、 二 抗 孵 育 后 充 分 洗

涤 ， 苏 木 素 复 染 ， 分 化 、 返 蓝 ， 中 性 树 胶 封 片 。 采 用 ImageJ图 像 分

析 系 统 显 微 镜 下 对 各 组 切 片 进 行 分 析 ， 观 察 大 鼠 肝 组 织 TIM-3

蛋 白 沉 积 情 况 。

2.2 细胞实验验证

2.2.1 含 药 血 浆 的 制 备 12 只 8 周 龄 SD 大 鼠 ， 随 机 分 含 药 血

浆 组 和 空 白 组 ， 每 组 6 只 。 含 药 血 浆 组 大 鼠 予 疏 肝 理 脾 汤 中 药

液 （ 6.18 g/kg ， 10 mL/kg） 灌 胃 ， 空 白 组 大 鼠 予 等 体 积 生 理 盐 水

灌 胃 ， 连 续 灌 胃 7 d 后 ， 予 戊 巴 比 妥 钠 腹 腔 注 射 ， 麻 醉 大 鼠 ， 腹

主 动 脉 取 血 ， 4 益 ， 以 800伊g离 心 15 min 后 取 上 清 液 ， 0.22 滋m 滤

膜 过 滤 除 菌 ， -80 益冰 箱 备 用 。

2.2.2 细 胞 培 养 、 LPS诱 导 RAW264.7细 胞 极 化 与 分 组 37 益 、

5% CO2 培 养 箱 中 放 置 1% 双 抗 和 10% FBS DMEM 培 养 基 培

养 RAW264.7 细 胞 。 镜 下 观 察 细 胞 生 长 情 况 ， 细 胞 生 长 至 80%耀

90% 时 ， 轻 轻 吹 打 细 胞 ， 使 贴 壁 细 胞 脱 落 ， 按 1颐3 比 例 进 行 传

代 ， 取 对 数 生 长 期 细 胞 进 行 实 验 。

无 菌 环 境 下 ， 配 置 1 滋g/mL LPS 母 液 ， -20 益 保 存 ， 使 用 时

将 母 液 稀 释 10 000 倍 并 加 入 培 养 基 配 制 成 浓 度 为 1 滋g/mL 含

LPS 培 养 基 ， 加 入 至 细 胞 培 养 皿 中 ， 诱 导 RAW264.7 细 胞 向 M1

型 巨 噬 细 胞 转 化 。

取 生 长 状 态 良 好 细 胞 分 6 组 ： 12 h 对 照 组 （ 20% 空 白 血 浆 +

1 滋g/mL LPS 干 预 12 h） ； 24 h 对 照 组 （ 20% 空 白 血 浆 +1 滋g/mL

LPS 干 预 24 h） ； 48 h 对 照 组 （ 20% 空 白 血 浆 +1 滋g/mL LPS 干 预

48 h） ； 12 h 中 药 组 （ 20%疏 肝 理 脾 汤 含 药 血 浆 +1 滋g/mL LPS 干

预 12 h） ； 24 h 中 药 组 （ 20%疏 肝 理 脾 汤 含 药 血 浆 +1 滋g/mL LPS

干 预 24 h） ； 48 h 中 药 组 （ 20% 疏 肝 理 脾 汤 含 药 血 浆 +1 滋g/mL

LPS 干 预 48 h） ， 另 设 一 组 空 白 组 （ 不 加 血 浆 ， 只 含 CCK-8 的 培

养 基 ） 。

2.2.3 不 同 体 积 分 数 含 药 血 浆 对 RAW264.7 细 胞 增 殖 的 影

响 取 处 于 对 数 生 长 期 细 胞 ， 用 胰 酶 消 化 计 数 ， 以 5伊103个 细

胞 /孔 密 度 接 种 于 96 孔 板 内 ， 每 孔 100 滋L。 将 其 分 为 空 白 组 （ 不

加 血 浆 ， 只 含 CCK-8的 培 养 基 ） 、 对 照 组 （ 细 胞 +20%空 白 血 浆 ） 、

中 药 组 （ 细 胞 +20%疏 肝 理 脾 汤 含 药 血 浆 ） ， 各 组 均 设 3 个 复 孔 。

完 全 培 养 基 配 置 10%CCK-8 溶 液 ， 培 养 贴 壁 后 按 照 如 上 方 法

进 行 处 理 12、 24 、 48 h 后 ， 每 孔 加 入 10 滋L CCK-8 溶 液 ， 去 除 含

药 培 养 基 ， 每 孔 加 入 100滋L含 有 CCK-8的 培 养 基 。 37益， 5% CO2

继 续 孵 育 2 h 后 于 汇 松 酶 标 仪 分 析 450 nm 处 吸 光 度 （ OD） 值 ，

取 均 值 做 柱 状 图 。

2.2.4 ELISA 法 检 测 细 胞 上 清 液 中 炎 症 因 子 水 平 取 RAW

264.7 细 胞 上 清 液 ， 依 照 试 剂 盒 操 作 说 明 于 12 、 24、 48 h 分 别 检

测 中 药 组 及 对 照 组 细 胞 上 清 液 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ TNF-琢） 、 白

介 素 -6（ IL-6） 、 转 化 生 长 因 子 -茁（ TGF-茁） 、 IL-10水 平 ， 取 450 nm

波 长 测 量 OD值 。

2.2.5 流 式 法 检 测 RAW264.7 细 胞 中 CD86 、 CD206 、 CD80 、

Arg-1 阳 性 细 胞 百 分 比 LPS 母 液 浓 度 为 10 mg/mL 稀 释

10 000 倍 配 制 成 1 滋g/mL 工 作 浓 度 。 细 胞 以 350伊g 离 心 5 min ，

PBS 清 洗 ， 弃 上 清 液 ， 150 滋L 0.5% BSA-PBS 重 悬 细 胞 ， 离 心 ，

弃 上 清 液 ， 重 悬 细 胞 沉 淀 后 ， 加 入 相 应 CD86 、 CD80 、 CD206 和

Arg-1 抗 体 ， 室 温 避 光 孵 育 30 min ， 同 时 设 置 阴 性 管 和 单 染 管 ，

洗 涤 ， 以 400伊g离 心 5 min， 弃 上 清 液 ， 150 滋L 0.5% BSA-PBS

重 悬 细 胞 于 12、 48 h 上 机 流 式 细 胞 学 分 别 检 测 中 药 组 及 对 照

组 M1 型 巨 噬 细 胞 标 志 物 CD86 、 CD80 以 及 M2 型 巨 噬 细 胞 标 志

物 CD206 、 Arg-1 。

2.3 统计学方法 使 用 SPSS 26.0 统 计 软 件 进 行 分 析 。 计 量

资 料 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 满 足 正 态 性 与 方 差 齐 性 的

数 据 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 两 两 比 较 采 用 LSD-t 检 验 。 <

0.05 表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 动物实验验证结果

3.1.1 一 般 情 况 空 白 组 大 鼠 皮 毛 光 泽 ， 行 为 活 泼 ， 反 应 敏

捷 ， 大 便 量 、 色 、 质 正 常 。 造 模 成 功 后 ， 模 型 组 与 空 白 组 相 比 ，

皮 毛 色 暗 ， 光 泽 度 差 ， 食 量 下 降 ， 反 应 迟 缓 ， 行 动 缓 慢 ， 伴 有 争

斗 情 况 ， 体 质 量 增 加 ， 大 便 质 黏 腻 、 色 黄 。 药 物 干 预 后 疏 肝 理

脾 汤 组 在 食 欲 、 行 为 、 皮 毛 色 泽 ， 大 便 量 、 色 、 质 等 方 面 较 模 型

组 有 明 显 好 转 。

3.1.2 疏 肝 理 脾 汤 对 大 鼠 肝 组 织 病 理 学 改 变 的 影 响 空 白

组 大 鼠 肝 组 织 ： 肝 细 胞 结 构 正 常 ， 未 见 明 显 纤 维 化 改 变 及 肝

细 胞 脂 肪 变 性 、 气 球 样 变 。 模 型 组 大 鼠 肝 组 织 ： 可 见 明 显 肝 细

胞 脂 肪 变 和 气 球 样 变 ， 明 显 紊 乱 ， 小 叶 内 可 见 混 合 性 炎 症 细

胞 浸 润 及 窦 周 纤 维 化 ， 汇 管 区 见 桥 接 样 纤 维 化 链 接 。 疏 肝 理

脾 汤 组 大 鼠 肝 组 织 ： 可 见 部 分 肝 细 胞 脂 肪 变 和 气 球 样 变 ， 结 构

紊 乱 ， 可 见 部 分 窦 周 纤 维 化 。 （ 见 图 1~2）

空 白 组 模 型 组 疏 肝 理 脾 汤 组

图1 各组大鼠肝组织病理变化 （HE染色，标尺=100滋m，伊200）

空 白 组 模 型 组 疏 肝 理 脾 汤 组

图2 各组大鼠肝纤维化情况 （Masson染色，标尺=100 滋m，伊200）

与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 、 疏 肝 理 脾 汤 组 大 鼠 肝 脂 肪 变 性 、

小 叶 内 炎 症 、 气 球 样 变 、 NAS 评 分 明 显 升 高 ， 差 异 均 有 统 计 学

意 义 （ <0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 疏 肝 理 脾 汤 组 大 鼠 肝 脂 肪 变

性 、 气 球 样 变 、 NAS 评 分 明 显 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <

0.01） 。 （ 见 表 2）
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表 2 各组大鼠肝组织病理评分比较 （x依s，分）

组 别 n 肝 脂 肪 变 性 小 叶 内 炎 症 气 球 样 变 N A S 评 分

空 白 组 1 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 0 . 4 1 ± 0 . 5 5 0 . 4 1 ± 0 . 5 5 0 . 8 1 ± 1 . 1 0

模 型 组 1 0 2 . 8 1 ± 0 . 4 5 a 1 . 2 0 ± 0 . 4 5 a 1 . 2 1 ± 0 . 4 5 a 5 . 2 2 ± 0 . 4 5 a

疏 肝 理 脾 汤 组 1 0 0 . 8 1 ± 0 . 4 5 a b 1 . 0 1 ± 0 . 0 0 a 0 . 8 1 ± 0 . 4 5 a b 2 . 6 2 ± 0 . 8 9 a b

3 8 . 8 7 9 1 0 . 7 1 2 9 . 5 2 9 5 7 . 9 9 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 1 0 . 0 0 0

注：与空白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01。

3.1.3 疏 肝 理 脾 汤 对 大 鼠 肝 组 织 TIM-3 蛋 白 表 达 的 影 响 模

型 组 、 疏 肝 理 脾 汤 组 大 鼠 肝 组 织 TIM-3 免 疫 组 化 、 蛋 白 表 达 水

平 均 明 显 低 于 空 白 组 （ <0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 疏 肝 理 脾 汤

组 大 鼠 肝 组 织 TIM-3 免 疫 组 化 、 蛋 白 表 达 水 平 均 显 著 升 高

（ <0.01） 。 （ 见 表 3~4 、 图 2~3）

表 3 免疫组化法检测各组大鼠肝组织中 TIM-3表达 （x依s）

组 别 n TIM-3

空 白 组 10 19.80依7.64

模 型 组 10 8.82依0.84a

疏 肝 理 脾 汤 组 10 31.62依10.31ab

11.986

0.001

注：与空白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01。

表 4 各组大鼠肝组织 TIM-3蛋白表达水平 （x依s）

组 别 n TIM-3

空 白 组 10 1.03依0.06

模 型 组 10 0.24依0.06a

疏 肝 理 脾 汤 组 10 1.57依0.11ab

474.018

0.000

注：与空白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01。

空 白 组 模 型 组 疏 肝 理 脾 汤 组

图 3 各组大鼠肝组织 TIM-3蛋白表达

（免疫组化，标尺=100 滋m，伊200）

图 4 各组大鼠肝组织中 TIM-3蛋白条带图

3.2 细胞实验验证结果

3.2.1 含 药 血 浆 对 RAW264.7 细 胞 活 性 干 预 变 化 除 空 白 组

外 ， 其 余 各 组 RAW264.7 细 胞 活 性 （ OD 值 ） 随 着 干 预 时 间 延 长

均 有 不 同 程 度 的 增 加 ； 干 预 12 、 24 、 48 h 对 照 组 、 中 药 组 进 行 组

内 两 两 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） 。 对 干 预 12、 24 、 48

h 各 组 细 胞 活 性 进 行 组 间 两 两 比 较 ， 结 果 显 示 ： 空 白 组

RAW264.7 细 胞 活 性 明 显 低 于 对 照 组 、 中 药 组 ， 差 异 有 统 计 学

意 义 （ 约0.01） ； 中 药 组 RAW264.7 细 胞 活 性 高 于 对 照 组 ， 差 异

有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） 。 （ 见 表 5 、 图 5）

表 5 不同含药血浆浓度对RAW264.7细胞活性的影响 （x依s）

组 别 n 1 2 h 2 4 h 4 8 h

空 白 组 3 0 . 2 1 5 ± 0 . 0 1 4 0 . 2 3 3 ± 0 . 0 1 5 0 . 2 3 1 ± 0 . 0 1 8 1 . 4 4 3 0 . 2 8 8

对 照 组 3 1 . 1 5 8 ± 0 . 0 2 9 a 1 . 3 5 5 ± 0 . 0 1 8 a c 1 . 4 6 7 ± 0 . 0 1 9 a c d 1 2 7 . 6 0 5 0 . 0 0 0

中 药 组 3 1 . 1 8 3 ± 0 . 0 2 3 a b 1 . 4 3 5 ± 0 . 0 2 0 a b c 1 . 7 0 1 ± 0 . 0 0 9 a b c d 3 7 9 . 5 4 2 0 . 0 0 0

1 0 2 4 . 6 2 4 1 3 3 4 . 2 3 1 3 2 3 5 . 8 0 6

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与空白组比较，a 约0.01；与对照组比较，b 约0.01；与同

组12 h比较，c 约0.01；与同组24 h比较，d <0.01。

图 5 不同含药血浆浓度对 RAW264.7细胞活性的影响

3.2.2 含 药 血 浆 对 RAW264.7细 胞 上 清 液 IL-6、 IL-10、 TNF-琢、

TGF-茁 表 达 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ， 对 照 组 与 中 药 组 RAW

264.7 细 胞 在 干 预 12 h 后 ， 促 炎 因 子 （ IL-6 、 TNF-琢） IL-10（ 抗

炎 /修 复 因 子 ） 表 达 均 显 著 升 高 ， 而 IGF-茁（ 抗 炎 /修 复 因 子 ） 表

达 显 著 降 低 （ <0.01） 。 干 预 12 、 24 、 48 h 后 ， 中 药 组 RAW 264.7

细 胞 TNF-琢 、 IL-6 表 达 水 平 均 低 于 对 照 组 （ <0.01） ， IL-10 、

TGF-茁 表 达 水 平 均 高 于 对 照 组 （ <0.01） 。 干 预 12 、 24 、 48 h 对

照 组 、 中 药 组 进 行 组 内 两 两 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约

0.01） ， 提 示 随 时 间 延 长 ， 对 照 组 与 中 药 组 的 IL-6 及 TNF-琢 水

平 均 持 续 升 高 ， 而 IL-10 及 TGF-茁 水 平 均 持 续 降 低 。 （ 见 表 6）

表 6 各组 RAW264.7细胞上清液 TNF-琢、IL-6、TGF-茁、

IL-10含量 （x依s，pg/mL）

指 标 组 别 n 1 2 h 2 4 h 4 8 h

I L - 6 空 白 组 3 4 1 . 2 5 ± 4 . 3 4

对 照 组 3 6 0 . 0 9 ± 4 . 5 9 9 2 . 1 1 ± 5 . 9 3 b 1 4 4 . 4 9 ± 3 . 8 7 b c 9 3 . 6 4 2 0 . 0 0 0

中 药 组 3 4 5 . 0 5 ± 4 . 4 2 a 7 5 . 1 4 ± 2 . 0 8 a b 1 2 0 . 9 4 ± 8 . 2 3 a b c 1 4 3 . 4 4 3 0 . 0 0 0

T G F - β 空 白 组 3 4 4 2 . 4 9 ± 6 . 1 0

对 照 组 3 3 9 0 . 1 3 ± 4 . 5 0 3 3 4 . 5 1 ± 1 2 . 7 3 b 2 8 2 . 1 5 ± 7 . 3 6 b c 1 0 5 . 9 7 1 0 . 0 0 0

中 药 组 3 4 1 8 . 1 3 ± 6 . 8 9 a 3 6 6 . 4 2 ± 9 . 1 4 a b 3 0 6 . 3 1 ± 6 . 2 3 a b c 1 6 5 . 9 8 3 0 . 0 0 0

I L - 1 0 空 白 组 3 2 8 . 7 2 ± 3 . 3 0

对 照 组 3 3 5 . 0 9 ± 1 . 1 7 2 0 . 8 6 ± 1 . 6 5 b 1 2 . 7 4 ± 1 . 2 9 b c 1 9 0 . 9 3 3 0 . 0 0 0

中 药 组 3 4 2 . 8 0 ± 1 . 4 7 a 2 6 . 5 4 ± 0 . 9 4 a b 1 6 . 4 5 ± 0 . 8 4 a b c 4 2 4 . 2 0 4 0 . 0 0 0

T N F - α 空 白 组 3 1 6 . 8 2 ± 0 . 9 5

对 照 组 3 2 6 . 9 8 ± 2 . 9 0 4 0 . 0 7 ± 1 . 2 4 b 5 8 . 9 6 ± 2 . 9 6 b c 5 7 . 4 8 2 0 . 0 0 0

中 药 组 3 2 0 . 8 1 ± 1 . 4 0 a 3 3 . 3 6 ± 1 . 3 5 a b 4 8 . 8 0 ± 2 . 4 3 a b c 1 8 2 . 6 1 1 0 . 0 0 0

注：与同一时间点对照组比较，a 约0.01；与同组12 h比

较，b 约0.01；与同组24 h比较，c <0.01。因空白组在12 h后无显

著变化趋势，故未检测后续时间点数据。

3.2.3 含 药 血 浆 对 RAW264.7 细 胞 CD86 、 CD80 、 CD206 、 Arg-1

表 达 的 影 响 预 48 h后 ， 对 照 组 、 中 药 组 RAW264.7细 胞 中 CD80 、

CD86 阳 性 比 例 均 高 于 同 组 干 预 12 h（ <0.01） ， Arg-1， CD206 阳

49 kDa

42 kDa

TIM-3

茁-actin
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性 比 例 均 低 于 同 组 干 预 12 h； 干 预 12、 48 h后 ， 中 药 组 RAW264.7

细 胞 中 CD80 、 CD86 阳 性 比 例 均 低 于 对 照 组 （ <0.01） ， CD206 、

Arg-1 阳 性 比 例 均 高 于 对 照 组 （ <0.01） 。 （ 见 图 6~9 、 表 7）

图 6 对照组、中药组 M2巨噬细胞标志物（Arg-1）12、48 h

流式图

图 7 对照组、中药组 M2巨噬细胞标志物（CD206）12、48 h

流式图

图 8 对照组、中药组M1巨噬细胞标志物（CD80）12、48h流式图

图 9 对照组、中药组M1巨噬细胞标志物（CD86）12、48h流式图

表 7 流式检测 20%含药血浆干预巨噬细胞标志物结果

（x依s）

指 标 组 别 n 1 2 h 4 8 h

C D 8 0 对 照 组 3 8 0 . 5 0 ± 0 . 0 5 9 6 . 1 1 ± 0 . 1 2 a 2 0 7 . 9 8 1 0 . 0 0 0

中 药 组 3 7 4 . 5 4 ± 0 . 3 2 b 8 6 . 4 8 ± 0 . 5 0 a c 3 5 . 4 7 1 0 . 0 0 0

C D 2 0 6 对 照 组 3 5 . 5 8 ± 0 . 0 7 1 . 6 7 ± 0 . 1 3 a 4 5 . 8 6 3 0 . 0 0 0

中 药 组 3 9 . 2 9 ± 0 . 3 4 b 3 . 7 2 ± 0 . 1 2 a c 2 6 . 7 6 2 0 . 0 0 0

C D 8 6 对 照 组 3 8 3 . 3 1 ± 0 . 3 9 9 7 . 9 3 ± 0 . 2 0 a 5 7 . 7 8 1 0 . 0 0 0

中 药 组 3 7 7 . 9 2 ± 0 . 4 5 b 8 7 . 6 1 ± 0 . 3 7 a c 2 8 . 8 1 3 0 . 0 0 0

A r g 1 对 照 组 3 6 . 7 7 ± 0 . 2 2 2 . 4 8 ± 0 . 4 7 a 1 4 . 3 2 2 0 . 0 0 0

中 药 组 3 1 0 . 2 5 ± 0 . 2 3 b 4 . 1 1 ± 0 . 2 4 a c 3 1 . 9 9 1 0 . 0 0 0

注：与同组干预12 h后比较，a 约0.01；与12 h对照组比较，

b <0.01；与48 h对照组比较，c <0.01。

4 讨 论

MASH 的 发 病 涉 及 复 杂 的 炎 症 网 络 ， 其 中 巨 噬 细 胞 极 化

失 衡 是 驱 动 肝 脏 损 伤 的 关 键 环 节 。 本 研 究 基 于 “ 肝 病 实 脾 ” 的

中 医 治 则 及 前 期 发 现 的 疏 肝 理 脾 汤 具 有 肠 道 -肝 脏 抗 炎 效 应 [9]，

提 出 假 说 ： 疏 肝 理 脾 汤 可 能 通 过 上 调 免 疫 调 控 分 子 TIM-3 蛋

白 表 达 ， 重 塑 巨 噬 细 胞 M1/M2 极 化 平 衡 ， 从 而 改 善 MASH。 研

究 结 果 确 证 了 这 一 假 说 ， 为 “ 肝 病 实 脾 ” 理 论 防 治 MASH 提 供

了 关 键 的 免 疫 学 机 制 阐 释 。

4.1 疏肝理脾汤的中医学理论基础与多组分协同作用 MASH

属 中 医 “ 肝 癖 ”“ 痰 浊 ” 范 畴 ， 核 心 病 机 为 肝 郁 脾 虚 、 痰 瘀 互 结 [10-11]。

“ 肝 病 实 脾 ” 理 论 源 于 《 金 匮 要 略 》 ， 其 云 “ 夫 治 未 病 者 ， 见 肝 之

病 ， 知 肝 传 脾 ， 当 先 实 脾 ， 四 季 脾 旺 不 受 邪 ， 即 勿 补 之 ” ， 强 调

肝 病 易 传 脾 ， 治 疗 需 调 补 脾 气 以 固 本 防 传 ， 并 涵 括 疏 肝 、 健 脾 、

祛 湿 、 化 诸 法 ， 契 合 MASH 病 机 [12]。 疏 肝 理 脾 汤 正 是 基 于 此 理

论 ， 由 四 逆 散 与 四 君 子 汤 化 裁 而 成 ， 具 有 疏 肝 健 脾 、 行 气 利 湿

化 痰 之 效 。 方 中 柴 胡 疏 肝 行 气 为 君 ， 茯 苓 健 脾 利 湿 ， 白 芍 养 血

柔 肝 为 臣 ， 柴 胡 与 白 芍 为 疏 肝 柔 肝 经 典 药 对 ， 一 散 一 敛 、 一 升

一 降 相 配 ， 共 奏 调 和 肝 脾 之 效 ； 白 术 健 脾 燥 湿 ， 党 参 健 脾 益 气 ， 养

血 生 津 ， 砂 仁 温 中 化 湿 ， 脾 消 食 为 佐 ； 当 归 补 血 活 血 ， 枳 实 、

湘 曲 、 青 皮 行 气 疏 肝 ， 甘 草 调 和 诸 药 ， 为 使 。 该 方 体 现 了 调 和

肝 脾 、 标 本 兼 治 的 原 则 。

现 代 药 理 研 究 证 实 疏 肝 理 脾 汤 中 单 味 药 中 的 主 要 成 分 ，
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如 柴 胡 皂 苷 、 白 芍 总 苷 、 白 术 内 酯 、 茯 苓 多 糖 等 具 有 显 著 的 抗

炎 、 免 疫 调 节 、 保 肝 、 调 节 脂 代 谢 等 活 性 [13-18]， 为 疏 肝 理 脾 汤 的

多 靶 点 作 用 奠 定 了 物 质 基 础 。 同 时 ， 本 团 队 前 期 研 究 验 证

MCD 饮 食 联 合 慢 性 束 缚 应 激 刺 激 ， 成 功 构 建 MASH 肝 郁 脾 虚

证 大 鼠 模 型 ， 确 定 疏 肝 理 脾 汤 治 疗 MASH 大 鼠 最 佳 剂 量 为

6.18 g/kg[19]。 疏 肝 理 脾 汤 能 调 节 肠 道 菌 群 、 改 善 肠 屏 障 功 能 、

减 轻 肝 脏 炎 症 和 脂 肪 变 性 [3-5]， 为 本 研 究 聚 焦 其 肝 脏 免 疫 微 环

境 调 控 机 制 提 供 了 前 期 依 据 。

4.2 疏肝理脾汤通过TIM-3调控巨噬细胞极化改善MASH 因

本 研 究 为 MCD 饮 食 短 期 诱 导 的 MASH 大 鼠 模 型 ， 以 重 构 人 类

核 心 病 理 特 征 为 主 要 目 的 ， 因 此 肝 纤 维 化 特 征 各 组 间 比 较 ，

无 明 显 差 异 。 动 物 实 验 结 果 显 示 ， 与 模 型 组 相 比 ， 疏 肝 理 脾 汤

干 预 使 肝 组 织 TIM-3 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高 （ <0.01） ， 且 此

效 应 与 脂 肪 变 性 、 炎 症 评 分 的 肝 脏 病 理 改 善 高 度 一 致 。 这 与

临 床 观 察 到 的 MASH/NASH 患 者 肝 组 织 TIM-3 蛋 白 表 达 降 低

且 与 炎 症 程 度 负 相 关 的 报 道 相 符 [20]。 更 为 重 要 的 是 ， 本 研 究 揭

示 了 疏 肝 理 脾 汤 上 调 TIM-3 与 其 调 控 巨 噬 细 胞 极 化 之 间 的 直

接 联 系 。 （ 1） 抑 制 促 炎 M1 极 化 ： 疏 肝 理 脾 汤 显 著 降 低 了 M1 型

巨 噬 细 胞 标 志 物 CD80和 CD86 的 阳 性 比 例 （ <0.05） ， 并 有 效 抑

制 了 关 键 促 炎 因 子 TNF-琢 和 IL-6 的 分 泌 （ <0.01） 。 （ 2） 促 进 抗

炎 修 复 M2极 化 ： 疏 肝 理 脾 汤 显 著 提 高 了 M2 型 巨 噬 细 胞 标 志 物

CD206 和 Arg-1 的 阳 性 比 例 （ <0.05） ， 并 促 进 了 抗 炎 因 子 IL-10

和 TGF-茁的 分 泌 （ <0.01） 。 综 之 ， 上 述 巨 噬 细 胞 表 型 与 功 能 的

改 变 ， 与 疏 肝 理 脾 汤 诱 导 的 TIM-3显 著 上 调 密 切 相 关 ， 提 示 TIM-3

是 疏 肝 理 脾 汤 调 控 巨 噬 细 胞 极 化 、 重 塑 肝 脏 免 疫 微 环 境 的

关 键 枢 纽 分 子 。

4.3 TIM-3通过抑制M1/促进M2极化通路，介导巨噬细胞极

化的调控 TIM-3 作 为 重 要 的 免 疫 负 调 控 分 子 ， 可 通 过 多 种

途 径 影 响 巨 噬 细 胞 功 能 [20]。 （ 1） 直 接 抑 制 M1 极 化 ： TIM-3 信 号

可 直 接 抑 制 TLR4/NF-资B等 促 炎 通 路 活 性 [21]。 本 研 究 观 察 到 的

CD80/CD86 下 调 及 TNF-琢/IL-6 减 少 与 此 机 制 吻 合 。 （ 2） 促

进 M2 极 化 ： TIM-3 与 其 配 体 Galectin-9 结 合 后 可 激 活 下 游 信

号 如 PI3K/Akt/mTOR通 路 ， 驱 动 巨 噬 细 胞 向 M2 型 转 化 ， 促 进 组

织 修 复 [22]。 本 研 究 观 察 到 的 CD206/Arg-1 上 调 及 IL-10/TGF-茁

升 高 支 持 这 一 机 制 。 近 期 研 究 还 发 现 TIM-3 可 通 过 调 控 巨 噬

细 胞 代 谢 重 编 程 促 进 M2 极 化 [23]， 这 为 疏 肝 理 脾 汤 的 多 靶 点 协

同 作 用 提 供 了 新 的 解 释 视 角 。

此 外 ， 细 胞 实 验 发 现 疏 肝 理 脾 汤 含 药 血 浆 干 预 48 h 后 能

显 著 增 强 LPS 刺 激 下 巨 噬 细 胞 的 活 性 ， 提 示 疏 肝 理 脾 汤 可 能

通 过 维 持 巨 噬 细 胞 在 炎 症 环 境 下 的 存 活 与 功 能 ， 减 轻 其 对 肝

细 胞 的 毒 性 损 伤 。 这 一 发 现 与 M2 型 巨 噬 细 胞 或 其 外 泌 体 具 有

促 进 肝 细 胞 再 生 能 力 的 报 道 [24]形 成 互 补 ， 进 一 步 阐 释 了 疏 肝

理 脾 汤 保 护 肝 实 质 细 胞 的 潜 在 机 制 。

综 上 所 述 ， 疏 肝 理 脾 汤 能 够 显 著 上 调 MASH 模 型 肝 组 织

的 TIM-3蛋 白 表 达 。 上 调 TIM-3可 有 效 调 控 巨 噬 细 胞 极 化 平 衡 ，

降 低 CD80/CD86 、 TNF-琢/IL-6 表 达 ， 抑 制 促 炎 M1 型 极 化 ， 升 高

CD206/Arg-1、 IL-10/TGF-茁， 促 进 抗 炎 修 复 M2 型 极 化 ， 最 终 改

善 肝 脏 炎 症 和 病 理 损 伤 。 这 一 发 现 揭 示 了 经 典 中 药 复 方 疏 肝

理 脾 汤 通 过 TIM-3 通 路 调 控 巨 噬 细 胞 极 化 这 一 关 键 免 疫 学 机

制 改 善 MASH ， 不 仅 从 免 疫 稳 态 调 控 角 度 ， 为 “ 肝 病 实 脾 ” 理

论 防 治 MASH 提 供 了 现 代 科 学 依 据 ， 而 且 诠 释 了 “ 实 脾 ” 在 调

节 肝 脏 免 疫 微 环 境 中 的 重 要 作 用 。
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