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摘 要 目的 基于铁死亡角度探讨膈下逐瘀汤干预代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）的潜在作用机制。方法 借助网络药理学方

法，筛选膈下逐瘀汤干预MAFLD铁死亡的中心靶点，并进行基因本体、京都基因和基因组数据库富集分析和分子对接。将发育

正常的受精后3 d的斑马鱼幼鱼随机分为对照组、模型组（5 mmol/L硫代乙酰胺）、异甘草酸镁组（阳性对照，5 mg/mL）和膈下逐瘀

汤低、中、高质量浓度组（20、40、80 μg/mL，以生药量计），培养72 h后检测其体内丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、总

胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）、活性氧（ROS）、铁离子（Fe2+）含量，观察其

肝组织细胞结构和肝脏脂肪变性情况，检测其沉默信息调节因子1（SIRT1）、核转录因子红系2相关因子2（Nrf2）、谷胱甘肽过氧化

物酶 4（GPX4）蛋白的表达水平。结果 膈下逐瘀汤潜在活性成分作用于 MAFLD 铁死亡的 8个中心靶点包括肿瘤蛋白 p53、

SIRT1、Nrf2等；其富集于RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的正/负向调控等生物过程，细胞核、细胞质等细胞成分，蛋白质结合等分子功

能，以及铁死亡、癌症途径等信号通路，且可与主要活性成分紧密结合。与模型组比较，各药物组斑马鱼幼鱼体内ALT、AST、TC、

TG、MDA、ROS、Fe2+含量均显著降低，SOD、GSH含量均显著升高（P＜0.05），其肝组织细胞病理损伤情况均有所改善、肝脏脂质蓄

积均有所减少，SIRT1、Nrf2、GPX4蛋白的表达均显著上调（P＜0.05）。结论 膈下逐瘀汤可调节MAFLD模型斑马鱼幼鱼的脂质

代谢，改善其氧化应激水平，维持其体内Fe2+稳态，抑制其铁死亡进程，上述作用可能与激活SIRT1/Nrf2/GPX4轴有关。
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Mechanism of Gexia zhuyu decoction in the intervention of metabolic-associated fatty liver disease by 

inhibiting ferroptosis
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the potential mechanism of action of Gexia zhuyu decoction in the intervention of 

metabolic-associated fatty liver disease （MAFLD） based on ferroptosis. METHODS With the help of network pharmacology， the 

central targets of Gexia zhuyu decoction intervening in ferroptosis of MAFLD were screened， then gene ontology， Kyoto 

Encyclopedia Gene and Genomes enrichment analysis and molecular docking were performed. Juvenile zebrafish with normal 

development at 3 d post-fertilization were randomly divided into control group， model group （5 mmol/L thioacetamide）， 

magnesium isoglycyrrhizinate group （positive control， 5 mg/mL）， and Gexia zhuyu decoction low- ， medium- and high- 

concentration groups （20， 40， 80 μg/mL， calculated by crude drugs）. After cultured for 72 h， the contents of alanine transaminase 

（ALT）， aspartate transaminase （AST）， total cholesterol （TC）， triglyceride （TG）， malondialdehyde （MDA）， superoxide 

dismutase （SOD）， glutathione （GSH）， reactive oxygen species （ROS） and Fe2+ were determined； the cellular structure of the liver 

tissues and hepatic steatosis were observed； the protein expression of silence information regulator 1 （SIRT1）， nuclear factor-

erythroid 2-related factor 2 （Nrf2） and glutathione peroxidase 4 （GPX4） were detected. RESULTS The central targets of potential 

active ingredients of Gexia zhuyu decoction that act on ferroptosis in MAFLD included tumor proteins p53， SIRT1， Nrf2， etc.， 

which were enriched in biological processes such as positive/negative regulation of RNA polymerase Ⅱ promoter transcription， 

cellular components such as nucleus and cytoplasm， molecular functions such as protein binding， as well as signaling pathways 

such as ferroptosis and the cancer pathway， and they might be 

tightly linked to the main active ingredients. Compared with 

model group， the contents of ALT， AST， TC， TG， MDA， 

ROS and Fe2+ were all decreased significantly in each 

administration group， while the contents of SOD and GSH 
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were increased significantly （P＜0.05）； the pathological damage of liver tissue cells had improved， and the accumulation of liver 

lipids had decreased. The protein expressions of SIRT1， Nrf2 and GPX4 had been significantly upregulated （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS Gexia zhuyu decoction can regulate lipid metabolism， improve the level of oxidative stress， maintain Fe2+ 

homeostasis， and inhibit the process of ferroptosis in juvenile zebrafish with MAFLD， and the above effects may be related to the 

activation of the SIRT1/Nrf2/GPX4 axis.

KEYWORDS Gexia zhuyu decoction； metabolic-associated fatty liver disease； ferroptosis； SIRT1/Nrf2/GPX4 axis； network 

pharmacology

代谢相关脂肪性肝病（metabolic-associated fatty 

liver disease，MAFLD）原名为非酒精性脂肪性肝病（non-

alcoholic fatty liver disease，NAFLD），是一种临床常见的

慢性肝病，可进一步引发非酒精性脂肪性肝炎、肝纤维

化、肝硬化和肝细胞癌，最终导致患者肝衰竭[1]。该病以

肝脏脂肪蓄积为主要特征，不仅涉及传统的NAFLD，而

且涵盖其他的肝脏代谢失调[2]。随着人们生活作息和膳

食习惯的改变，MAFLD的发病率（全球约 25%，亚洲约

27%）逐年升高，已成为全球性健康问题之一[3]。目前，

运动和饮食是干预MAFLD的有效手段，但上述手段存

在一定的局限性（如患者无法坚持合理的治疗方案等），

使得患者的治疗和预后受到影响[3]，因此有必要寻找新

的治疗方法。

膈下逐瘀汤出自清代王清任的《医林改错》，具有活

血化瘀、破癥消结的功效，主要用于治疗肝炎、糖尿病和

不孕症等。方中，当归、川芎、赤芍养血活血，桃仁、红

花、五灵脂破血逐瘀，配香附、乌药、枳壳、延胡索、牡丹

皮行气止痛，辅甘草调和诸药，是中医活血化瘀的经典

方[4]。研究显示，膈下逐瘀汤具有抗肝纤维化的作用，可

减轻四氯化碳所致的大鼠肝纤维化[5]。铁死亡是一种细

胞程序性死亡的新形式，与其他典型的细胞死亡形式

（如凋亡、坏死、热解、自噬依赖性细胞死亡）相比，铁死

亡具有不同的生物化学、形态学和遗传学特征[6]。越来

越多的证据表明，细胞铁死亡在MAFLD等慢性肝脏疾

病的病理过程中具有关键作用[7]。可见，抑制细胞铁死

亡可能成为未来治疗 MAFLD 的新策略。谷胱甘肽

（glutathione，GSH）是铁死亡途径的调控因子之一，而研

究表明，膈下逐瘀汤可增强肝组织中GSH抗氧化系统的

活性[8]，提示该方可能影响 MAFLD 的铁死亡进程。为

验证这一假设，本研究基于网络药理学和斑马鱼实验从

铁死亡角度探究了膈下逐瘀汤干预 MAFLD 的作用机

制，旨在为该病的临床治疗提供新思路。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 Multiskan SkyHigh 型全波

长酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific公司），DM3000

型光学显微镜、RM2235型石蜡病理切片机（德国Leica

公司），WD-9423B型化学发光分析仪、DYCZ-2DN型电

泳仪、WD-9405F型脱色摇床（北京六一生物科技有限公

司），ES600型全自动包埋机（金华市华速科技有限公
司）等。

1.2　主要药品与试剂

膈下逐瘀汤的组方药材包括当归、桃仁、甘草、红

花、五灵脂、川芎、牡丹皮、赤芍、乌药、香附、枳壳、延胡

索，上述药材饮片均购自黑龙江中医药大学第一附属医

院中药房，经黑龙江中医药大学药学院中药资源教研室

周博副教授鉴定均为真品。

异甘草酸镁注射液[批号20211101204，规格10 mL∶

50 mg（以C42H60MgO16计）]购自正大天晴药业集团股份

有限公司；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）液、快速转膜缓冲液、BCA 蛋白定量试剂盒、

SDS-PAGE凝胶、聚偏氟乙烯膜、组织固定液、RIPA裂解

液、苏木精染液、伊红染液、油红 O 染液（批号分别为

G2081-15、G2028-15、G2026-200T、G2175-50T、G6044-

0.45、G1101、G2002、G1004、G1001、G1015）均购自武汉

赛维尔生物科技有限公司；兔源沉默信息调节因子1（si‐

lence information regulator 1，SIRT1）多克隆抗体（批号

13161-1-A）购自美国Proteintech公司；鼠源核转录因子

红系 2相关因子 2（nuclear factor-erythroid 2-related fac‐

tor 2，Nrf2）单克隆抗体、鼠源谷胱甘肽过氧化物酶 4

（glutathione peroxidase 4，GPX4）单克隆抗体（批号分别

为 sc-365949、sc-166570）均购自美国SantaCruz公司；鼠

源 β-肌动蛋白单克隆抗体和Alexa Fluor® 488标记的山

羊抗鼠、山羊抗兔 IgG 二抗（批号分别为 ab170325、

ab150113、ab150077）均购自英国Abcam公司；总胆固醇

（total cholesterol，TC）、甘油三酯（triglyceride，TG）、天冬

氨酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）、丙氨酸转氨

酶（alanine transaminase，ALT）、丙 二 醛（malondialde‐

hyde，MDA）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）、超

氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、GSH、组织

铁检测试剂盒（批号分别为A111-2-1、A110-1-1、C010-2-

1、C009-3-1、E004-1-1、A003-1-2、A001-3-2、A005-1-2、

A039-2-1）均购自南京建成生物工程研究所；硫代乙酰

胺（thioacetamide，TAA；批号 B65934）购自上海源叶生

物科技有限公司；斑马鱼培养液（每 4 L 水含海盐 1.33  

g、碳酸氢钠 0.4 g、甲基蓝 1.5 mL）购自上海费曦生物科

技有限公司。

1.3　实验动物

实验用斑马鱼为健康AB系野生型斑马鱼，雌雄各

半，购自杭州环特生物科技股份有限公司[动物生产许

可证号 SCXK（浙）2022-0003]。所有斑马鱼均于 28 ℃

恒温、光（14 h）/暗（10 h）循环条件下适应性喂养 1周。
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分别取雌性和雄性斑马鱼1条，放在交配容器中，用隔板

隔开，待适应后取出隔板让其自然交配，并在交配后的

第2天早上收集胚胎。本动物实验方案由黑龙江中医药

大学实验动物伦理委员会批准（编号2021052701）。

2　方法与结果
2.1　网络药理学分析

2.1.1　膈下逐瘀汤活性成分及对应靶点的筛选

在TCMSP数据库中检索膈下逐瘀汤12味中药的化

学成分，以口服生物利用度≥30%且类药性≥0.18为标

准筛选该方的潜在活性成分[9]；同时，以各组方药材名称

为检索词，在中国知网中查询相关文献进行补充。将筛

选得到的潜在活性成分导入PubChem数据库，查询各成

分的化学结构并保存为“smiles”格式；将上述格式文件

导入 Swiss Target Prediction数据库，设置物种为“Homo 

sapiens”，以P＞0为阈值进行靶点预测[9]，得到潜在活性

成分对应靶点；将膈下逐瘀汤的潜在活性成分及其对应

靶点录入Cytoscape软件，构建“药物-成分-靶点”网络，

并利用该软件的“CytoNCA”插件计算网络中各节点的

度值（degree），获取排前10位的主要活性成分。

结果显示，共筛选得到潜在活性成分 277个及对应

靶点1 030个，由所得膈下逐瘀汤“药物-成分-靶点”网络

（图略）可见，degree排前10位的主要活性成分依次为槲

皮素、山柰酚、β-谷甾醇、谷甾醇、豆甾醇、异鼠李素、罗

痛定、木犀草素、黄芩素、柚皮素。

2.1.2　膈下逐瘀汤作用于 MAFLD 铁死亡的中心靶点

筛选

利用GeneCards和OMIM数据库获得MAFLD相关

靶点；从 FerrDb 数据库中筛选铁死亡相关靶点。将

“2.1.1”项下所得膈下逐瘀汤潜在活性成分对应靶点、

MAFLD 相关靶点和铁死亡相关靶点取交集，并使用

Venny 2.1.0在线工具绘制韦恩图，得到膈下逐瘀汤作用

于 MAFLD 铁死亡的潜在靶点。将上述靶点导入

STRING数据库构建蛋白-蛋白相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络，利用Cytoscape软件进行可视化展

示，并利用该软件的“CytoNCA”插件计算各网络中节点

degree、中介中心性（betweenness centrality，BC）、接近中

心性（closeness centrality，CC）、度中心性（degree centra-

lity，DC），根据上述参数的中位数进行二次筛选，得膈下

逐瘀汤作用于MAFLD铁死亡的中心靶点[10]。

结果显示，共筛选得到MAFLD相关靶点 1 788个、

铁死亡相关靶点 484个；由上述靶点与膈下逐瘀汤潜在

活性成分对应靶点（1 030个）取交集的韦恩图（图略）可

见，共得到三者交集靶点 50个；由交集靶点的PPI网络

（图略）及其 degree、BC、CC等相关参数可知，膈下逐瘀

汤作用于MAFLD铁死亡的中心靶点共 8个，包括肿瘤

蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）、JUN、低氧诱导因子

1α（hypoxia-inducible factor-1α，HIF1A）、信号转导及转

录激活蛋白（signal transducer and activator of transcrip‐

tion 3，STAT3）、SIRT1、白细胞介素 1β（interleukin-1β，

IL-1β）、Nrf2、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员（acyl-

CoA synthetase long-chain family member 4，ACSL4）。

2.1.3　中心靶点的富集分析

将“2.1.2”项下所得膈下逐瘀汤作用于MAFLD铁死

亡的中心靶点导入 DAVID 数据库进行基因本体（gene 

ontology，GO）和京都基因和基因组数据库（Kyoto Ency‐

clopedia of Genes and Genomes，KEGG）富集分析。其

中，GO富集分析包括生物过程（biological process，BP）、

细胞成分（cellular components，CC）和分子功能（molecu‐

lar function，MF），KEGG 富集以 P＜0.05为标准筛选膈

下逐瘀汤作用于MAFLD铁死亡所涉及的通路[10]。

GO 富集分析结果（图 1A）表明，中心靶点的 BP 主

要涉及RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的正向/负向调控、基

因表达的正向调控、细胞凋亡过程的正向调控、细胞对

缺氧的反应、对药物的反应等；CC主要包括细胞核、细

胞溶质、细胞质、核原形质等；MF主要包括蛋白质结合、

酶结合、RNA 聚合酶Ⅱ核心启动子近端区序列特异性

DNA 结合、DNA 结合等。KEGG 通路分析结果显示，

lgP排序前20条通路（图1B）除铁死亡本身外，还涉及癌

症途径、结肠直肠癌、脂质和动脉粥样硬化、叉头框转录

因子O信号通路、酒精性肝病、胰腺癌、志贺氏菌病等。

2.1.4　分子对接

本研究将膈下逐瘀汤的主要活性成分与该方作用

于MAFLD铁死亡过程的中心靶点进行分子对接，具体

过程如下：利用TCMSP数据库下载主要活性成分（槲皮

素、山柰酚、β-谷甾醇、谷甾醇、豆甾醇、异鼠李素、罗痛

定、木犀草素、黄芩素、柚皮素）的结构图，以“SDF”格式

保存；使用OpenBabel GUL软件将上述“SDF”格式文件

转换为“PDB”格式，同时利用PDB数据库下载中心靶点

（TP53、JUN、HIF1A、STAT3、SIRT1、IL-1β、Nrf2、ACSL4）

的三维结构图，保存为“PDB”格式；然后将主要活性成

分及中心靶点的“PDB”格式文件导入AutoDock软件进

行分子对接。由主要活性成分与中心靶点分子对接的

结合能（图 2）可知，SIRT1、Nrf2与各主要活性成分的结

合能均较高，结合本课题组前期研究及既往研究结

果[8，11]，本研究选择 SIRT1/Nrf2/GPX4轴，从铁死亡角度

分析膈下逐瘀汤干预MAFLD的潜在机制。

2.2　实验验证

2.2.1　药液的配制

参照《医林改错》和本课题组前期研究[8]，取膈下逐

瘀汤各组方药材，按当归-桃仁-甘草-红花-五灵脂-川芎-

牡丹皮-赤芍-乌药-香附-枳壳-延胡索质量比6∶6∶6∶6∶4∶

4∶4∶4∶4∶3∶3∶2混合，加10倍量水浸泡1 h，以武火煮沸

后再以文火煎1 h，过滤；向药渣中加入8倍量水，以文火

煎煮 30 min，过滤；合并 2次滤液，经浓缩、冷冻干燥后，

得膈下逐瘀汤冻干粉（得率约 22.7%）。使用前，称取冻

干粉适量，溶于磷酸盐缓冲液（PBS）中，配制成质量浓度

为 200 mg/mL（以生药量计，下同）的母液，再以 PBS 稀

释至所需质量浓度。
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2.2.2　膈下逐瘀汤干预浓度的确定

取斑马鱼胚胎，待其发育。取发育正常的受精后 3 

d（3 days post fertilization，3 dpf）的斑马鱼幼鱼，置于6孔

板中，随机分为不同质量浓度药物组（每个质量浓度 30

条），吸弃培养液，每孔加入 0～400 μg/mL 的膈下逐瘀

汤药液 6 mL，于 28.5 ℃培养箱中培养，每隔 24 h更换 1

次药液并及时移去死亡的幼鱼。培养72 h后，观察并统

计斑马鱼幼鱼的存活情况，绘制致死曲线。

结果（图3）显示，随着药物暴露浓度的升高，斑马鱼

幼鱼死亡逐渐增多，有一定的浓度依赖趋势；膈下逐瘀

汤的最大非致死浓度为 100 μg/mL，但该剂量可导致幼

鱼抽动；同时，笔者在实验中发现，该方的最大非致畸

浓度为 80 μg/mL，故选取该浓度为高质量浓度，20、40 

μg/mL为低、中质量浓度，进行后续实验。

2.2.3　分组、造模与给药

取正常发育的 3 dpf斑马鱼幼鱼，置于 6孔板中，随

机分为对照组（con组）、模型组（mod组）、异甘草酸镁组

（阳性对照，5 mg/mL）和膈下逐瘀汤低、中、高质量浓度

组（20、40、80 μg/mL）。con组加入斑马鱼培养液6 mL，

mod组加入TAA（终浓度为 5 mmol/L，以斑马鱼培养液

为溶剂，下同）6 mL，各药物组加入TAA 3 mL和相应质

量浓度药液 3 mL。各组斑马鱼幼鱼均在 28 ℃恒温、光

（14 h）/暗（10 h）循环条件下培养 72 h，每天更换培养液

或药液。TAA浓度、异甘草酸镁质量浓度参考本课题组

前期研究和相关文献确定[8，12]。

2.2.4　斑马鱼幼鱼体内 ALT、AST、TC、TG、MDA、

SOD、GSH、ROS含量检测

按“2.2.3”项下方法分组（每组 20条）、造模、给药。

培养 72 h后，取各组斑马鱼幼鱼，用预冷 PBS清洗 3次

后，加入无水乙醇300 μL匀浆，按相应试剂盒说明书操

作，以酶标仪检测其体内 ALT、AST、TC、TG、MDA、

SOD、GSH、ROS 含量。实验数据以 x±s 表示，采用

SPSS 25.0软件进行统计分析，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用SNK-q检验（检验水准

α＝0.05，统计方法下同）。

结果（表 1）显示，与 con组比较，mod组斑马鱼幼鱼

体内 ALT、AST、TC、TG、MDA、ROS 含量均显著升高，

SOD、GSH 含量均显著降低（P＜0.05）；与 mod 组比较，

各药物组斑马鱼幼鱼体内 ALT、AST、TC、TG、MDA、

ROS 含量均显著降低，SOD、GSH 含量均显著升高

（P＜0.05）。
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图3　不同质量浓度膈下逐瘀汤作用于斑马鱼幼鱼的致

死曲线
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2.2.5　斑马鱼幼鱼体内铁离子含量检测

按“2.2.3”项下方法分组（每组 10条）、造模、给药。

培养 72 h后，取各组斑马鱼幼鱼，用预冷 PBS清洗 3次

后，加入无水乙醇300 μL匀浆。按照相应试剂盒说明书

和相关文献[13]操作，以酶标仪检测其体内铁离子（Fe2+）

含量。

结果显示，con 组斑马鱼幼鱼体内 Fe2+ 含量为

（12.43±0.88）mg/g；与 con组比较，mod组斑马鱼幼鱼体

内 Fe2+含量[（18.49±0.56）mg/g]显著升高（P＜0.05）；与

mod组比较，异甘草酸镁组和膈下逐瘀汤低、中、高质量

浓 度 组 斑 马 鱼 幼 鱼 体 内 Fe2+ 含 量 [（13.55±1.12）、

（16.81±0.46）、（16.48±0.39）、（15.37±0.90）mg/g]均显

著降低（P＜0.05）。

2.2.6　斑马鱼幼鱼肝组织病理学观察

按“2.2.3”项下方法分组（每组 20条）、造模、给药。

培养 72 h后，取各组斑马鱼幼鱼（每组 10条），以 4%组

织固定液固定24 h，脱水后于65 ℃下进行石蜡包埋、切

片，再使用苏木精、伊红染液染色10 min，使用显微镜观

察其肝组织细胞结构。另取各组斑马鱼幼鱼（每组剩余

10条），在 4 ℃下以 4%组织固定液固定过夜，用PBS洗

涤3次，依次于室温下在25%、50%、75%、100%的1，2-丙

二醇溶液中有序浸泡20 min，再于室温下以0.5%油红O

染液染色12 h，用显微镜观察其肝脏脂肪变性情况。

苏木精-伊红（HE）染色结果（图4）显示，con组斑马

鱼幼鱼肝组织细胞大小均一、形状规则、排列整齐，细胞

核基本分布于细胞中心；细胞膜光滑，细胞器结构清晰，

均匀分布在细胞质内。mod组斑马鱼幼鱼肝组织可见

少量空泡，细胞质疏松。各药物组斑马鱼幼鱼的肝组织

病理损伤较mod组均有所改善，但仍不及con组。

油红O染色结果（图 5）显示，与 con组比较，mod组

斑马鱼幼鱼可见明显的肝脏肿大，肝组织染色呈深红

色、轮廓不清晰，肝脏脂质蓄积严重；各药物组斑马鱼幼

鱼肝组织颜色深于 con组但浅于mod组，提示其肝脏脂

质蓄积均较mod组有所减轻，但仍不及con组。

2.2.7　斑马鱼幼鱼体内 SIRT1、Nrf2、GPX4 蛋白表达

检测

按“2.2.3”项下方法分组（每组 30条）、造模、给药。

培养 72 h后，取各组斑马鱼幼鱼，使用含蛋白酶抑制剂

的 RIPA 裂解液于冰上裂解、离心后收集上清液，使用

BCA试剂盒检测蛋白浓度并作变性处理。取变性蛋白

适量，进行 10%SDS-PAGE分离并转移到聚偏氟乙烯膜

上，以5%脱脂奶粉于室温下封闭2 h；加入SIRT1、Nrf2、

GPX4、β -肌动蛋白一抗（稀释比例分别为 1∶1 000、      

1∶1 000、1∶1 000、1∶2 000），于 4 ℃下孵育过夜；加入相

应二抗（稀释比例均为 1∶5 000），于室温下孵育 1 h后，

以化学发光试剂盒显色后成像。使用 Image J软件对各

蛋白条带灰度值进行分析，以 β-肌动蛋白为内参，计算

各目的蛋白的表达水平。

结果（图6、表2）显示，与 con组比较，mod组斑马鱼

幼鱼体内 SIRT1、Nrf2、GPX4蛋白的表达均显著下调

表1　膈下逐瘀汤对MAFLD模型斑马鱼幼鱼生化指标的影响（x±s，n＝20）

组别
con组
mod组
异甘草酸镁组
膈下逐瘀汤低质量浓度组
膈下逐瘀汤中质量浓度组
膈下逐瘀汤高质量浓度组

ALT/（U/L）

65.256±6.378

137.594±7.189a

81.671±2.044b

108.548±6.418b

91.228±6.942b

90.534±2.554b

AST/（U/L）

3.200±0.392

7.653±0.316a

3.814±0.262b

6.588±0.167b

5.950±0.388b

5.835±0.514b

TC/（μmol/mg）

2.247±0.060

2.941±0.090a

2.399±0.029b

2.757±0.046b

2.477±0.109b

2.302±0.070b

TG/（mmol/mg）

0.052±0.002

0.083±0.001a

0.065±0.004b

0.074±0.004b

0.067±0.003b

0.057±0.007b

MDA/（mmol/mg）

0.392±0.019

0.860±0.032a

0.576±0.024b

0.745±0.037b

0.689±0.030b

0.666±0.031b

SOD/（U/mg）

26.309±0.601

12.882±0.631a

22.677±0.910b

14.477±0.451b

17.213±0.632b

21.417±2.174b

GSH/（μmol/mg）

23.505±1.301

15.500±0.714a

21.436±0.740b

17.793±1.156b

16.935±0.553b

20.091±0.358b

ROS

3.343±0.054

6.746±0.214a

4.774±0.434b

6.093±0.157b

4.276±0.124b

5.247±0.067b

a：与con组比较，P＜0.05；b：与mod组比较，P＜0.05。

A. con组 B. mod组 C.异甘草酸镁组

D.膈下逐瘀汤
低质量浓度组

E.膈下逐瘀汤
中质量浓度组

F.膈下逐瘀汤
高质量浓度组
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箭头：肝组织细胞结构损伤区域。

图4　膈下逐瘀汤对 MAFLD 模型斑马鱼幼鱼肝组织细

胞结构影响的显微图（HE染色）

A. con组 B. mod组 C.异甘草酸镁组

D.膈下逐瘀汤
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箭头：肝脏脂质蓄积区域。

图5　膈下逐瘀汤对 MAFLD 模型斑马鱼幼鱼肝脏脂肪

变性影响的显微图（油红O染色）
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（P＜0.05）；与mod组比较，各药物组斑马鱼幼鱼体内上

述蛋白的表达均显著上调（P＜0.05）。

3　讨论
在临床应用中，相较于靶点单一、毒副作用大、疗效

差的化学药物，中药多组分、多途径、多靶点协同作用的

优势日益凸显。本研究借助网络药理学分析方法和分

子对接手段，挖掘膈下逐瘀汤作用于MAFLD铁死亡的

潜在靶点及信号通路：首先，本研究通过检索TCMSP数

据库和中国知网共获取膈下逐瘀汤的潜在活性成分277

个，并检索得到相应靶点1 030个；进一步根据预测结果

构建“药物-成分-靶点”网络，得到该方主要活性成分，即

槲皮素、山柰酚、β-谷甾醇、谷甾醇、豆甾醇、异鼠李素、

罗痛定、木犀草素、黄芩素、柚皮素；然后，本研究将所得

膈下逐瘀汤潜在活性成分对应靶点、MAFLD相关靶点

和铁死亡相关靶点取交集并构建交集靶点PPI网络，确

定了该方作用于MAFLD铁死亡的中心靶点，即TP53、

JUN、HIF1A、STAT3、SIRT1、IL-1β、Nrf2、ACSL4；最后，

本研究继续对交集靶点进行GO富集和KEGG通路富集

分析，并通过分子对接验证了主要活性成分和中心靶点

的结合情况。上述结果提示，膈下逐瘀汤对MAFLD的

干预作用可能是通过铁死亡相关通路来实现的。根据

上述结果和既往研究[8，11]，本研究选择了 SIRT1/Nrf2/

GPX4轴，作为后续动物验证实验的切入点。

斑马鱼是常被用于发育和药物研究的优秀模型动

物，具有成本低、发育快等优点，其胚胎及幼鱼的光学透

明度有助于器官发育和生物过程的无创观察[14]。研究

指出，与大部分哺乳动物一样，斑马鱼也会出现脂肪变

性，可逐渐演变为MAFLD，并最终进展为肝细胞癌，可

用于MAFLD的病理研究和药物干预评估[15]。基于此，

本研究选择TAA诱导的斑马鱼幼鱼MAFLD模型，从铁

死亡角度初步验证膈下逐瘀汤对MAFLD的干预机制。

选自《医林改错》的膈下逐瘀汤可养血调肝、化瘀行

滞，具有调节炎症因子和止痛等作用[16]。本研究结果显

示，膈下逐瘀汤可降低 MAFLD 模型斑马鱼幼鱼体内

ALT、AST含量，减轻其肝损伤程度；可改善斑马鱼幼鱼

肝脏脂肪变性和脂质蓄积，并可降低TC、TG含量；可降

低MDA、ROS、Fe2+含量，提高SOD、GSH含量，可见该方

可调节MAFLD模型斑马鱼幼鱼的脂质代谢，改善氧化

应激水平，维持其体内Fe2+稳态。

Nrf2是氧化应激相关基因表达的重要调节因子，可

调节铁死亡调控因子GSH的表达，Nrf2信号通路的激活

可使肝组织中GSH抗氧化活性增强[17]。可见，Nrf2可能

是 MAFLD 的潜在治疗靶点。SIRT1可使 Nrf2去乙酰

化，并防止其泛素化，从而促进Nrf2在细胞核中的积累

并增强其转录活性，故而靶向SIRT1可通过减少氧化应

激和促进组织再生来减轻肝组织损伤[18]。GPX4在铁死

亡过程中具有重要的调节作用，可将脂质过氧化氢转化

为无毒的脂醇，从而阻断脂质过氧化的发生；同时，

GPX4可调控转换由铁积累所产生的磷脂过氧化[19]。如

果铁死亡过程的任一环节受到破坏，GPX4的活性就会

降低，从而导致过氧化物在细胞内积累，最终诱发铁死

亡[20]。本研究结果显示，与 con组比较，mod组斑马鱼幼

鱼体内SIRT1、Nrf2、GPX4蛋白的表达均显著下调，而膈

下逐瘀汤可改善这一情况。与异甘草酸镁相同，膈下逐

瘀汤可上调斑马鱼幼鱼体内 SIRT1蛋白的表达，提高

Nrf2的转录活性，进一步激活Nrf2信号通路，促使肝脏

中 GPX4 的生物合成和 GSH 的含量增加，从而抑制

MAFLD的铁死亡进程。

综上所述，本研究通过网络药理学分析和斑马鱼实

验相结合的方法，基于铁死亡探究了膈下逐瘀汤干预

MAFLD的多成分-多靶点-多通路的潜在机制，并通过斑

马鱼幼鱼模型证实了该方可能通过激活 SIRT1/Nrf2/

GPX4轴来抑制铁死亡，从而改善 MAFLD 模型斑马鱼

幼鱼肝组织的一系列病理变化，为临床治疗MAFLD和

未来开发安全稳定地治疗MAFLD的相关药物提供了基

础和新的思路。
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