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基于Nrf2/Gpx4通路抑制肝脏铁死亡探讨
葛连芪参方对小鼠非酒精性脂肪性肝病的

改善作用*
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[摘要] 目的：探讨葛连芪参方改善小鼠非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）的作用机制。方法：将小鼠随机分为

空白组、模型组、葛连芪参方高剂量组（25.0 g/kg）、葛连芪参方低剂量组（12.5 g/kg）和抑制剂组（葛连芪参方

12.5 g/kg+隔天腹腔注射Nrf2抑制剂）。除空白组喂养普通饲料外，其他组给予高脂饲料喂养12周，制备NAFLD模

型；造模成功后，药物干预8周。采用HE和油红O染色观察肝脏病理及脂质沉积情况。试剂盒检测血清和肝脏脂

质水平[总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）]、肝功能

指标[谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）]及氧化应激指标[还原性谷胱甘肽（GSH）、丙二醛（MDA）、超氧化物

歧化酶（SOD）、总抗氧化能力（T-AOC）]。酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清炎症因子水平，包括肿瘤坏死因子-琢

（TNF-琢）、白介素-1茁（IL-1茁）、白介素-6（IL-6）及白介素-8（IL-8）。Western blotting检测肝脏Nrf2、Gpx4、HO-1、

xCT等蛋白表达情况。结果：高脂饲料造模后，模型组小鼠血清和肝脏脂质含量、肝功能指标及炎症因子水平显

著升高（ <0.01），肝脏亚铁离子、MDA含量上升，GSH、SOD、T-AOC水平显著下降（ <0.01），肝组织呈现明显脂

肪变性和脂质沉积。药物干预后，各给药组小鼠血清和肝脏TC、TG含量，血清ALT、AST水平，肝脏亚铁离子含量、

MDA含量显著降低（ 约0.05或 约0.01）；肝脏SOD、T-AOC水平显著升高（ 约0.01）。此外，葛连芪参方高、低剂量组

小鼠血清和肝脏LDL-C含量、血清TNF-琢、IL-6、IL-8水平显著降低（ 约0.01），肝脏GSH水平显著升高（ 约0.01）；

肝脏脂肪变性和脂质沉积明显缓解。Western blotting检测显示，模型组小鼠肝脏组织Nrf2、xCT、HO-1、Gpx4蛋白表

达水平显著降低（ <0.05或 <0.01）。治疗后，葛连芪参方高、低剂量组Nrf2、xCT、HO-1、Gpx4蛋白表达量明显升

高（ <0.01）。与葛连芪参方低剂量组比较，抑制剂组Nrf2、xCT、HO-1、Gpx4蛋白表达水平显著降低（ <0.05或 <

0.01）。结论：葛连芪参方可有效改善小鼠非酒精性脂肪肝病，其作用机制可能与激活Nrf2/Gpx4通路抑制肝脏铁死

亡有关。
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[Abstract] Objective : To investigate the mechanism of Gelian Qishen formula (GQF) in ameliorating
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非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 病 （ non-alcoholic fatty liver disease ，

NAFLD） 指 除 过 量 饮 酒 和 明 确 因 素 导 致 的 肝 损 伤 外 ， 由 肝 脏

脂 质 代 谢 异 常 、 脂 质 过 度 累 积 引 起 的 慢 性 肝 脏 疾 病 。 NAFLD

的 发 病 机 理 目 前 尚 未 阐 明 ， 多 认 为 与 肥 胖 、 遗 传 、 氧 化 应 激 、

胰 岛 素 抵 抗 等 因 素 有 关 [1-3]。 铁 死 亡 是 一 种 新 型 铁 依 赖 型 细 胞

程 序 性 死 亡 方 式 。 研 究 发 现 ， 铁 死 亡 在 NAFLD 的 发 生 发 展 中

起 重 要 作 用 ， NAFLD 中 存 在 轻 度 到 中 度 的 肝 脏 铁 负 载 ， 且 肝

脏 铁 累 积 通 过 诱 导 氧 化 应 激 和 脂 质 过 氧 化 反 应 损 伤 肝 细 胞 [4-5]。

核 因 子 E2 相 关 因 子 2（ nuclear factor E2-related factor 2， Nrf2）

是 细 胞 防 御 过 氧 化 应 激 的 关 键 调 节 因 子 ， 铁 死 亡 途 径 中 绝 大

多 数 级 联 或 相 互 作 用 的 酶 和 蛋 白 质 均 受 Nrf2 的 转 录 调 控 [3]。 谷

胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4（ glutathione peroxidase 4， Gpx4） 为 Nrf2

的 下 游 靶 点 ， 是 调 节 铁 死 亡 的 核 心 蛋 白 ， 可 催 化 脂 质 过 氧 化

物 的 还 原 反 应 ， 抑 制 铁 死 亡 [6]。 高 脂 饮 食 诱 导 的 小 鼠 或 大 鼠

NAFLD模 型 中 ， Gpx4 表 达 下 降 ， 促 进 肝 脏 铁 死 亡 发 生 ， 加 剧 肝

脏 损 伤 ； 当 激 活 Nrf2， Gpx4 表 达 随 之 升 高 ， 可 缓 解 NAFLD 的 进

展 [7-8]。 因 此 ， 激 活 Nrf2/Gpx4通 路 抑 制 肝 脏 铁 死 亡 可 作 为 NAFLD

新 的 潜 在 治 疗 策 略 [9-10]。

葛 连 芪 参 方 为 昆 山 市 中 医 医 院 协 定 方 ， 由 葛 根 、 黄 连 、 黄

芪 、 丹 参 、 决 明 子 等 9 味 药 材 组 成 ， 该 方 是 在 院 内 制 剂 降 脂 脉

安 冲 剂 （ 苏 药 制 字 Z04000676） 基 础 上 加 减 化 裁 而 来 ， 临 床 上

用 于 NAFLD的 治 疗 。 课 题 组 前 期 预 实 验 发 现 该 方 具 有 抗 氧 化 、

抗 炎 作 用 ， 可 有 效 降 低 高 脂 饮 食 诱 导 的 NAFLD小 鼠 脂 质 水 平 ，

缓 解 肝 损 伤 ， 但 其 作 用 机 制 尚 不 明 确 。 本 实 验 建 立 了 高 脂 饮

食 诱 导 的 NAFLD 小 鼠 模 型 ， 拟 从 激 活 Nrf2/Gpx4 通 路 抑 制 肝

脏 铁 死 亡 角 度 出 发 ， 观 察 葛 连 芪 参 方 对 NAFLD 小 鼠 的 治 疗 效

果 ， 阐 明 葛 连 芪 参 方 干 预 NAFLD的 分 子 机 制 。

1 材 料

1.1 动物 75 只 SPF 级 C57BL/6J 雄 性 小 鼠 ， 8 周 龄 ， 购 自 江 苏

华 创 信 诺 医 药 科 技 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 苏 ）

2020-0009； 动 物 质 量 合 格 证 编 号 ： 202355425。 本 实 验 通 过 南

京 中 医 药 大 学 伦 理 审 查 ， 伦 理 批 准 编 号 ： AEWC-20230306-268 。

所 有 动 物 分 笼 饲 养 于 江 苏 省 中 医 药 研 究 院 实 验 动 物 中 心 SPF

级 动 物 房 ， 温 度 20~25 益 ， 湿 度 40%~60% 。 12 h/12 h 昼 夜 交 替

照 明 。 水 、 食 均 由 动 物 中 心 提 供 ， 水 为 无 菌 水 ， 食 物 为 常 规 饲

料 和 高 脂 饲 料 。

non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) in mice. Methods: Mice were randomly divided into a control group, model

group, high-dose GQF group (25.0 g/kg), low-dose GQF group (12.5 g/kg), and inhibitor group (12.5 g/kg GQF

administered concurrently with intraperitoneal injection of an Nrf2 inhibitor every other day). NAFLD was induced

by feeding a high-fat diet (HFD) for 12 weeks to all groups except the control group, which was fed a standard

diet, followed by 8 weeks of drug intervention. Hepatic pathology and lipid deposition were observed using HE

and Oil Red O staining. Serum and hepatic lipid profiles [total cholesterol (TC), triglycerides (TG), high-density

lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C)], liver function indices [alanine

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST)], and oxidative stress markers [reduced glutathione (GSH),

malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), total antioxidant capacity (T-AOC)] were measured using

commercial assay kits. Serum inflammatory cytokines, including tumor necrosis factor-alpha (TNF-琢), interleukin-1茁

(IL-1茁), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-8 (IL-8), were detected by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA). The protein expression levels of Nrf2, Gpx4, HO-1, and xCT in the liver were determined by Western

blotting. Results: After HFD feeding, the model group showed significantly increased serum and hepatic lipid

contents, liver function indices, and inflammatory cytokine levels ( <0.01), along with elevated hepatic Fe2+ and

MDA contents, and significantly decreased levels of GSH, SOD, and T-AOC ( <0.01). Liver tissues exhibited

marked steatosis and lipid deposition in model group. After intervention, all treatment groups showed significant

reductions in serum and hepatic TC and TG levels, serum ALT and AST levels, and hepatic Fe2+ and MDA

contents ( <0.05 or <0.01), while hepatic SOD and T-AOC levels were significantly increased ( <0.01).

Fur thermore, the high-dose GQF group and low-dose GQF group exhibited significantly decreased serum and

hepatic LDL-C levels and serum TNF-琢, IL-6, and IL-8 levels ( <0.01), alongside significantly increased hepatic

GSH levels ( <0.01), with markedly alleviated hepatic steatosis and lipid deposition. Western blotting revealed

that the protein expression levels of Nrf2, xCT, HO-1, and Gpx4 in the liver were significantly decreased in

the model group ( <0.05 or <0.01). After treatment, the protein expression levels of Nrf2, xCT, HO-1, and

Gpx4 significantly increased in the high-dose GQF group and low-dose GQF group ( <0.01). Compared with

the low-dose GQF group, the inhibitor group showed significantly lower expression levels of Nrf2, xCT, HO-1,

and Gpx4 proteins ( <0.05 or <0.01). Conclusion: Gelian Qishen formula can effectively ameliorate NAFLD in

mice, and the mechanism may be associated with activating the Nrf2/Gpx4 pathway to inhibit hepatic ferroptosis.

[Keywords] non-alcoholic fatty liver disease; Gelian Qishen formula; Nrf2/Gpx4 pathway; ferroptosis; mice
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1.2 药品与试剂 生 黄 芪 （ 批 号 ： 230826） 、 紫 丹 参 （ 批 号 ：

2330728） 、 葛 根 （ 批 号 ： 230810） 、 黄 连 （ 批 号 ： 230718） 、 泽 泻

（ 批 号 ： 230731） 、 决 明 子 （ 批 号 ： 230619） 、 生 山 楂 （ 批 号 ： 230809） 、

生 麦 芽 （ 批 号 ： 230823） 、 荷 叶 （ 批 号 ： 230720） 均 购 自 苏 州 市 天

灵 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 经 昆 山 市 中 医 医 院 药 学 部 李 青 松 主 任

中 药 师 鉴 定 为 正 品 ； 鸦 胆 子 苦 醇 （ 批 号 ： MUST-22110410） 购

自 成 都 曼 思 特 生 物 科 技 有 限 公 司 。

总 胆 固 醇 （ total cholesterol， TC） 含 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

2401001） 、 甘 油 三 酯 （ triglyceride ， TG） 含 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

2401001） 、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ high-density lipoprotein

cholesterol， HDL-C） 含 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2402001） 、 低 密 度

脂 蛋 白 胆 固 醇 （ low-density lipoprotein cholesterol， LDL-C） 含

量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2401001） 、 谷 丙 转 氨 酶 （ glutamic-pyruvic

transaminase ， GPT） 活 性 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2401001） 、 谷 草 转

氨 酶 （ glutamic-oxaloacetic transaminase ， GOT） 活 性 检 测 试 剂

盒 （ 批 号 ： 2401001） 、 还 原 性 谷 胱 甘 肽 （ glutathione ， GSH） 含 量

检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2403003） 、 丙 二 醛 （ malondiadehyde， MDA）

含 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2402003） 、 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ super原

Axide dismutase ， SOD） 活 性 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2403004） 、 总 抗

氧 化 能 力 （ total antioxidant capactity， T-AOC） 检 测 试 剂 盒 （ 批

号 ： 2402002） 、 亚 铁 离 子 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 2307002） 均 购 自 北

京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 。 小 鼠 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor necrosis

factor 琢 ， TNF-琢） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme linked im原

munosorbent assay ， ELISA） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： 202403） ； 小 鼠 白

介 素 -1茁（ interleukin-1茁 ， IL-1茁） ELISA 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

202403） ； 小 鼠 白 介 素 -6（ IL-6） ELISA 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

202403） ； 小 鼠 白 介 素 -8（ IL-8） ELISA 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

202403） 均 购 自 上 海 凯 靖 生 物 科 技 有 限 公 司 。 BCA蛋 白 定 量 试

剂 盒 （ 批 号 ： 091823240415） 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限

公 司 。 RIPA 裂 解 液 （ 批 号 ： 23220386） 购 自 北 京 兰 杰 柯 科 技

有 限 公 司 。 兔 源 一 抗 xCT（ 批 号 ： 84a5792） 、 Nrf2（ 批 号 ： 2h43596） 、

HO-1（ 批 号 ： 80w1044） 、 Gpx4（ 批 号 ： 78p5366） 、 GAPDH（ 批 号 ：

62u0922） 及 HRP 标 记 山 羊 抗 兔 二 抗 （ 批 号 ： 20001329） 均 购 自

江 苏 亲 科 生 物 科 技 有 限 公 司 。

1.3 主要仪器 DW-2K型 调 温 电 热 套 （ 南 通 市 通 州 申 通 电 热 器

厂 ） ； RE-52CS 型 旋 转 蒸 发 仪 （ 上 海 亚 荣 生 化 仪 器 厂 ） ； MLS-

3751L-PC型 高 压 蒸 汽 灭 菌 锅 （ 松 下 健 康 医 疗 器 械 株 式 会 社 ） ；

BT 25S型 电 子 天 平 （ 北 京 赛 多 利 斯 仪 器 系 统 有 限 公 司 ） ； Fresco

17 型 冷 冻 高 速 离 心 机 （ 美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ） ； BAN原

DELIN mini 20 型 超 声 波 细 胞 破 碎 仪 （ 德 国 BANDELIN公 司 ） ；

Bio-Rad PowerPac 型 基 础 电 泳 仪 、 Bio-Rad XRS 凝 胶 成 像 仪 、

Bio-Rad iMar酶 标 仪 均 购 自 美 国 伯 乐 生 命 医 学 产 品 有 限 公 司 。

2 方 法

2.1 动物分组与给药 葛 连 芪 参 汤 剂 由 昆 山 市 中 医 医 院 制

剂 中 心 提 供 。 称 取 处 方 量 各 味 饮 片 ， 加 10 倍 水 浸 泡 1 h ， 煎

煮 2 次 ， 1 h/次 ， 合 并 煎 煮 液 ， 浓 缩 至 折 生 药 量 2 g/mL， 灭 菌 ， 置 4益

冰 箱 备 用 。

75 只 小 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 后 ， 随 机 分 成 5 组 ， 分 别 为 空 白

组 、 模 型 组 、 葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 （ 25.0 g/kg） 、 葛 连 芪 参 方 低

剂 量 组 （ 12.5 g/kg） 和 抑 制 剂 组 。 除 空 白 组 喂 养 普 通 饲 料 ， 其 他

组 给 予 高 脂 饲 料 喂 养 12 周 ， 制 备 NAFLD 模 型 [11]。 造 模 后 ， 模 型

组 相 较 于 空 白 组 体 质 量 显 著 增 加 ， 同 时 从 空 白 组 和 模 型 组 中

随 机 抽 取 小 鼠 ， 采 用 HE染 色 法 分 析 肝 脏 组 织 的 病 理 变 化 ， 出 现

较 多 肝 细 胞 脂 肪 变 性 、 较 多 气 球 样 变 时 判 定 造 模 成 功 。 造 模

成 功 后 ， 各 组 给 予 相 应 药 物 灌 胃 ， 1 次 /d ， 持 续 8 周 ， 抑 制 剂 组 给

予 葛 连 芪 参 方 12.5 g/kg 灌 胃 ， 参 考 文 献 [6]， 隔 天 以 2 mg/kg 剂 量

腹 腔 注 射 Nrf2 抑 制 剂 鸦 胆 子 苦 醇 ， 空 白 组 和 模 型 组 给 予 等 量

生 理 盐 水 替 代 。

2.2 小鼠血脂水平、肝功能和炎症因子检测 末 次 给 药 结 束

后 ， 对 小 鼠 进 行 麻 醉 ， 腹 主 动 脉 采 血 ， 装 入 抗 凝 离 心 管 中 ， 4 益 、

3 000 r/min 离 心 10 min（ 离 心 半 径 为 10 cm） ， 收 集 血 清 。 采 血 后

颈 椎 脱 臼 处 死 小 鼠 ， 摘 取 肝 脏 组 织 。 根 据 相 关 试 剂 盒 说 明 书

操 作 ， 检 测 各 组 小 鼠 血 脂 水 平 （ TG、 TC、 HDL-C、 LDL-C） 、 肝 脏

脂 质 水 平 （ TG、 TC、 HDL-C、 LDL-C） 、 肝 功 能 指 标 （ ALT、 AST）

和 炎 症 因 子 水 平 （ TNF-琢、 IL-6 、 IL-1茁、 IL-8） 。

2.3 肝组织亚铁离子水平和氧化应激指标检测 取 新 鲜 肝

脏 组 织 ， 按 比 例 加 入 提 取 液 ， 冰 浴 下 匀 浆 ， 4 益 、 10 000 r/min 离

心 10 min（ 离 心 半 径 为 10 cm） ， 取 上 清 ， 置 冰 上 待 测 。 按 试 剂 盒

说 明 书 方 法 检 测 肝 脏 中 亚 铁 离 子 水 平 和 氧 化 应 激 指 标 （ 包 括

GSH、 MDA、 SOD、 T-AOC） 。

2.4 小鼠肝脏组织病理学变化

2.4.1 HE 染 色 取 小 鼠 肝 脏 组 织 ， 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 ， 采 用

梯 度 乙 醇 脱 水 ， 石 蜡 包 埋 ， 然 后 切 成 4 滋m 的 薄 片 ， 二 甲 苯 脱

蜡 ， 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 按 常 规 HE染 色 进 行 ， 光 学 显 微 镜 下 观 察 小

鼠 肝 脏 组 织 病 理 形 态 学 变 化 ， 拍 摄 图 片 。

2.4.2 油 红 O染 色 将 小 鼠 肝 脏 组 织 常 规 固 定 后 ， 取 肝 组 织 分

别 在 15% 、 30% 蔗 糖 溶 液 中 脱 水 ， 包 埋 OCT 中 ， 切 10 滋m 薄 片 ，

油 红 O 染 色 ， 75% 乙 醇 分 化 ， 苏 木 素 复 染 ， 蒸 馏 水 冲 洗 后 1% 盐

酸 乙 醇 分 色 ， 氨 水 返 蓝 ， 甘 油 明 胶 封 片 ， 倒 置 荧 光 显 微 镜 下 观

察 小 鼠 肝 脏 组 织 脂 质 变 化 情 况 ， 拍 摄 图 片 。

2.5 Western blotting检测相关蛋白表达情况 称 取 肝 脏 组

织 适 量 ， 加 入 RIPA 裂 解 液 提 取 组 织 蛋 白 。 采 用 BCA 法 进 行 蛋

白 质 定 量 ， 利 用 10% SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 ， 然 后 冰 浴 条

件 下 转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 （ PVDF） 膜 上 ， 商 品 化 封 闭 液 封 闭

1 h。 将 封 闭 后 的 PVDF 膜 与 一 抗 在 4 益 下 振 摇 孵 育 过 夜 。 回 收

一 抗 ， 加 入 TBST， 振 荡 洗 涤 （ 6 次 ， 5 min/次 ） ； 加 入 同 源 二 抗 抗

体 ， 室 温 下 震 荡 孵 育 2 h， 回 收 二 抗 ， 加 入 TBST 振 荡 洗 涤 （ 6 次 ，

5 min/次 ） 。 最 后 ECL显 色 ， 以 GAPDH 为 内 参 照 ， 分 析 膜 上 Nrf2、

HO-1、 Gpx4 和 xCT蛋 白 的 表 达 水 平 。

2.6 统计学方法 数 据 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 处 理 分 析 ，

所 有 数 据 均 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” 表 示 （ x依s） 。 计 量 资 料 符 合 正 态

分 布 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ One-way ANOVA） ， 满 足 方 差 齐

性 检 验 ， 各 组 间 两 两 比 较 采 用 LSD 法 ； 方 差 不 齐 ， 采 用 Games-

Howell法 。 若 计 量 资 料 属 于 非 正 态 分 布 资 料 ， 使 用 非 参 数 检 验 ，

各 组 间 两 两 比 较 采 用 Kruskal Wallis 检 验 法 。 <0.05 为 差 异 有

统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 小鼠血脂水平、肝功能和炎症因子水平 与 空 白 组 比 较 ，
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表 1 各组小鼠血脂水平和肝脏脂质水平比较 （x依s）

组 别 n 血 清 TC/（ mmol/L） 血 清 TG/（ mg/dL） 血 清 LDL-C/（ mmol/L） 血 清 HDL-C/（ mmol/L） 肝 脏 TC/（ 滋mol/g） 肝 脏 TG/（ mg/g） 肝 脏 LDL-C/（ 滋mol/g） 肝 脏 HDL-C/（ 滋mol/g）

空 白 组 6 0 . 0 8 ± 0 . 0 1 1 9 . 6 6 ± 6 . 8 6 8 . 1 0 ± 2 . 1 7 0 . 1 0 ± 0 . 0 2 8 . 7 5 ± 1 . 3 6 1 7 . 1 8 ± 4 . 9 4 1 2 . 2 4 ± 1 . 5 3 3 . 5 8 ± 1 . 6 0

模 型 组 6 0 . 5 5 ± 0 . 0 2 a 3 3 . 1 5 ± 1 0 . 5 2 a 2 9 . 0 3 ± 5 . 9 6 a 0 . 3 9 ± 0 . 1 0 a 6 0 . 6 6 ± 4 . 9 6 a 8 9 . 7 6 ± 1 7 . 5 0 a 2 9 . 5 3 ± 4 . 0 2 a 6 . 6 3 ± 1 . 5 1 a

抑 制 剂 组 6 0 . 4 3 ± 0 . 0 9 2 4 . 6 0 ± 4 . 3 5 c 2 6 . 0 5 ± 3 . 0 2 c 0 . 2 6 ± 0 . 0 2 4 4 . 7 5 ± 1 . 5 0 7 6 . 2 2 ± 1 4 . 8 9 2 6 . 1 3 ± 5 . 9 3 c 6 . 8 6 ± 1 . 2 2

葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 6 0 . 3 5 ± 0 . 0 2 b 1 9 . 6 6 ± 3 . 6 9 b 1 9 . 3 8 ± 5 . 8 8 b 0 . 2 0 ± 0 . 0 8 b 4 5 . 9 5 ± 7 . 6 1 b 7 1 . 1 5 ± 7 . 7 3 b 2 0 . 5 8 ± 5 . 2 4 b 6 . 1 9 ± 0 . 5 3

葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 6 0 . 1 0 ± 0 . 0 3 b 1 5 . 1 7 ± 6 . 2 6 b 1 9 . 3 9 ± 5 . 3 6 b 0 . 1 8 ± 0 . 0 5 b 3 0 . 9 8 ± 7 . 3 2 b 3 1 . 2 5 ± 9 . 3 2 b 2 0 . 4 1 ± 5 . 4 1 b 5 . 7 7 ± 1 . 3 4

3 0 . 0 0 0 5 . 4 9 6 1 2 . 6 3 9 8 . 6 8 7 2 4 . 9 8 8 3 5 . 0 4 4 9 . 1 8 0 5 . 3 8 7

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

注：与空白组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01；与葛连芪参方低剂量组比较，c <0.05。

模 型 组 小 鼠 血 清 和 肝 脏 TC 、 TG、 LDL-C 含 量 均 升 高 （ 约0.01） 。

治 疗 后 ， 葛 连 芪 参 方 高 、 低 剂 量 组 TC、 TG、 LDL-C 含 量 均 降 低

（ 约0.01） 。 与 葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 比 较 ， 抑 制 剂 组 血 清 TG 、

LDL-C 和 肝 脏 LDL-C 明 显 升 高 （ 约0.05） ， 血 清 TC、 肝 脏 TG 有

升 高 趋 势 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 1）

与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 小 鼠 肝 功 能 指 标 出 现 显 著 异 常 ，

ALT 和 AST 显 著 升 高 （ 约0.01） ， 同 时 ， 炎 症 因 子 水 平 也 显 著 升

高 （ 约0.01） 。 治 疗 后 ， 葛 连 芪 参 方 高 、 低 剂 量 组 ALT和 AST均 降

低 （ 约0.01） ； 葛 连 芪 参 方 高 、 低 剂 量 组 TNF-琢、 IL-6 、 IL-8 均 显

著 降 低 （ 约0.01） ， 高 剂 量 组 IL-1茁 显 著 降 低 （ 约0.05） ， 低 剂 量

组 IL-1茁 有 降 低 趋 势 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 葛 连

芪 参 方 低 剂 量 组 比 较 ， 抑 制 剂 组 TNF-琢 、 IL-1茁 明 显 升 高 （ 约

0.05 或 约0.01） ， AST、 IL-8 有 升 高 趋 势 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义

（ 跃0.05） 。 （ 见 表 2）

3.2 肝组织亚铁离子水平和氧化应激指标水平 与 空 白 组

比 较 ， 模 型 组 小 鼠 肝 脏 亚 铁 离 子 含 量 、 MDA 含 量 显 著 升 高 （ 约

0.01） ， GSH、 SOD、 T-AOC水 平 显 著 降 低 （ 约0.01） 。 与 模 型 组 比

较 ， 药 物 干 预 后 ， 葛 连 芪 参 方 高 、 低 剂 量 组 亚 铁 离 子 含 量 、 MDA

含 量 显 著 降 低 （ 约0.05 或 约0.01） ， GSH 、 SOD 、 T-AOC 水 平 显

著 升 高 （ 约0.01） 。 与 葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 比 较 ， 抑 制 剂 组 GSH

和 T-AOC 水 平 显 著 降 低 （ 约0.01） ， 亚 铁 离 子 含 量 、 MDA 含 量

有 升 高 趋 势 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 3）

3.3 NAFLD小鼠肝组织病理情况 空 白 组 小 鼠 肝 脏 组 织 结

构 完 整 ， 细 胞 大 小 均 匀 、 排 列 致 密 ， 细 胞 质 清 晰 ， 细 胞 核 位 于

细 胞 质 中 心 ， 未 见 炎 症 细 胞 浸 润 ； 高 脂 饲 料 喂 养 造 模 后 ， 模 型

组 小 鼠 肝 脏 组 织 胞 体 肿 胀 似 气 球 样 ， 大 量 肝 细 胞 脂 肪 变 性 ，

形 成 脂 滴 空 泡 ， 肝 索 排 列 紊 乱 ， 有 明 显 的 炎 症 细 胞 浸 润 。 葛 连

芪 参 方 给 药 干 预 后 ， 肝 脏 组 织 脂 肪 变 性 减 轻 ， 脂 滴 变 小 ， 葛 连

芪 参 方 高 剂 量 组 改 善 情 况 最 为 明 显 。 （ 见 图 1）

与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 小 鼠 肝 脏 组 织 红 色 脂 滴 大 量 堆 积 ，

提 示 脏 组 织 脂 质 沉 积 严 重 。 葛 连 芪 参 方 治 疗 后 ， 脂 质 沉 积 明

显 缓 解 ， 其 中 葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 缓 解 情 况 最 佳 。 （ 见 图 2）

表 3 各组小鼠肝组织亚铁离子水平和氧化应激

指标水平比较 （x依s）

组 别 n 亚 铁 离 子 /（ 滋mol/g） GSH/（ mg/g） MDA/（ nmol/g） SOD/（ U/g） T-AOC/（ 滋mol/g）

空 白 组 6 0 . 1 1 ± 0 . 0 2 3 . 0 1 ± 0 . 8 4 7 . 2 0 ± 2 . 0 6 7 3 8 . 5 4 ± 1 7 2 . 8 7 1 4 4 . 8 9 ± 3 7 . 0 5

模 型 组 6 0 . 1 8 ± 0 . 0 2 a 2 . 0 5 ± 0 . 4 9 a 1 6 . 3 8 ± 4 . 5 4 a 4 3 2 . 3 8 ± 1 1 2 . 5 0 a 5 9 . 6 9 ± 1 8 . 4 1 a

抑 制 剂 组 6 0 . 1 5 ± 0 . 0 3 2 . 3 0 ± 0 . 7 0 d 1 2 . 3 8 ± 2 . 0 3 6 0 0 . 1 4 ± 5 8 . 8 3 8 8 . 6 0 ± 5 . 6 7 d

葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 6 0 . 1 2 ± 0 . 0 3 c 3 . 2 9 ± 0 . 8 2 c 1 0 . 6 8 ± 1 . 9 0 c 5 9 8 . 1 3 ± 1 1 6 . 4 4 b 1 0 8 . 3 4 ± 1 1 . 6 3 c

葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 6 0 . 1 1 ± 0 . 0 3 c 3 . 5 7 ± 0 . 7 7 c 8 . 4 3 ± 1 . 8 4 c 6 2 3 . 3 6 ± 1 6 4 . 8 8 b 1 2 4 . 8 7 ± 4 1 . 3 3 c

7 . 2 8 9 5 . 2 0 3 9 . 0 3 5 5 . 7 2 8 7 . 4 2 5

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

注：与空白组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05，c <

0.01；与葛连芪参方低剂量组比较，d <0.01。

注：A.空白组；B.模型组；C.抑制剂组；D.葛连芪参方低剂

量组；E.葛连芪参方高剂量组。

图 1 各组小鼠肝脏组织 HE染色病理图 （伊200）

表 2 各组小鼠肝功能和炎症因子水平比较（x依s）

组 别 n ALT/（ U/L） AST/（ U/L） TNF-琢/（ ng/L） IL-1茁/（ ng/L） IL-6/（ ng/L） IL-8/（ ng/L）

空 白 组 6 25.28依4.51 74.69依6.86 144.66依7.59 72.91依4.90 30.71依0.80 32.22依2.83

模 型 组 6 68.28依6.10a 167.71依19.13a 182.13依11.57a 84.08依6.96a 35.47依2.28a 38.29依2.57a

抑 制 剂 组 6 40.94依6.61e 146.33依16.74 180.17依3.60e 83.32依4.27d 30.94依0.98 34.54依5.05

葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 6 51.25依4.55c 137.44依4.68c 162.35依6.47c 80.64依7.92 31.10依1.97c 32.17依3.19c

葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 6 37.50依4.55c 117.73依10.36c 134.20依10.93c 75.66依3.48b 29.84依1.24c 31.60依2.34c

54.744 45.098 19.213 5.464 9.587 5.946

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：与空白组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05，c <0.01；与葛连芪参方低剂量组比较，d <0.05，e <0.01。
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注：A.空白组；B.模型组；C.抑制剂组；D.葛连芪参方低剂

量组；E.葛连芪参方高剂量组。

图 2 各组小鼠肝脏组织油红 O染色病理图 （伊200）

3.4 Nrf2/Gpx4通路关键蛋白表达 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 小

鼠 肝 脏 组 织 Nrf2 、 xCT、 HO-1 、 Gpx4 蛋 白 表 达 水 平 显 著 降 低

（ <0.05 或 <0.01） 。 葛 连 芪 参 方 灌 胃 治 疗 后 ， 葛 连 芪 参 方 低 剂

量 组 和 高 剂 量 组 小 鼠 Nrf2 、 xCT、 HO-1 、 Gpx4 蛋 白 表 达 量 明 显

升 高 （ <0.01） 。 与 葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 比 较 ， 抑 制 剂 组 小 鼠

Nrf2、 xCT、 HO-1、 Gpx4蛋 白 表 达 量 明 显 降 低 （ 约0.05或 约0.01） 。

（ 见 图 3 、 表 4）

注：A.空白组；B.模型组；C.抑制剂组D.葛连芪参方低剂

量组；E.葛连芪参方高剂量组。

图 3 各组小鼠肝组织相关蛋白表达Western blotting条带图

表 4 各组小鼠 Nrf2/Gpx4通路关键蛋白表达情况比较

（x依s）

组 别 n N r f 2 x C T G p x 4 H O - 1

空 白 组 3 1 . 3 1 ± 0 . 0 7 1 . 0 9 ± 0 . 0 2 0 . 5 2 ± 0 . 0 2 1 . 4 8 ± 0 . 0 8

模 型 组 3 0 . 4 1 ± 0 . 0 1 b 0 . 2 7 ± 0 . 0 1 b 0 . 3 2 ± 0 . 0 2 a 0 . 9 2 ± 0 . 0 4 b

抑 制 剂 组 3 1 . 1 0 ± 0 . 0 3 e 0 . 5 4 ± 0 . 0 1 d 0 . 5 5 ± 0 . 0 6 e 0 . 9 9 ± 0 . 0 1 e

葛 连 芪 参 方 低 剂 量 组 3 1 . 3 8 ± 0 . 1 1 c 0 . 7 7 ± 0 . 0 1 c 1 . 1 7 ± 0 . 1 1 c 1 . 1 1 ± 0 . 0 4 c

葛 连 芪 参 方 高 剂 量 组 3 1 . 6 7 ± 0 . 0 9 c 1 . 0 8 ± 0 . 0 5 c 1 . 6 4 ± 0 . 0 7 c 1 . 4 3 ± 0 . 0 3 c

1 4 8 . 1 4 5 7 7 . 2 8 2 1 1 1 . 5 5 2 6 1 5 . 4 1 1

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

注：与空白组比较，a <0.05，b <0.01；与模型组比较，c <

0.01；与葛连芪参方低剂量组比较，d <0.05，e <0.01。

4 讨 论

目 前 国 内 外 尚 没 有 治 疗 NAFLD的 特 效 药 物 [12]。 研 究 发 现 ，

中 医 药 在 治 疗 NAFLD 上 显 示 出 独 特 的 优 势 [13-15] 。 中 医 学 将

NAFLD 归 属 为 “ 胁 痛 ” “ 积 聚 ” “ 肝 癖 ” 等 范 畴 ， 多 因 长 期 过 食 肥

甘 厚 味 ， 伤 及 脾 胃 ， 或 久 坐 久 卧 ， 体 丰 积 盛 ， 脾 虚 失 运 ， 痰 湿 内

聚 ， 瘀 阻 经 脉 ， 痰 瘀 互 阻 ， 络 脉 不 和 ， 瘀 阻 肝 络 ， 滞 留 肝 脏 而 致 [16]。

治 疗 NAFLD 当 从 脾 胃 入 手 ， 宜 益 气 健 脾 ， 祛 浊 降 脂 ， 活 血 化

瘀 ， 疏 理 肝 络 [16-17]。 葛 连 芪 参 方 以 生 黄 芪 、 紫 丹 参 为 君 药 ， 能 益

气 健 脾 ， 疏 肝 散 结 ； 葛 根 和 黄 连 为 臣 药 ， 升 阳 清 脾 ， 化 湿 降 浊 ；

泽 泻 利 水 渗 湿 ， 山 楂 活 血 化 瘀 ， 麦 芽 甘 温 入 胃 ， 共 为 佐 药 ； 使

药 荷 叶 可 清 痰 散 瘀 化 浊 ， 升 发 清 气 。 全 方 切 合 NAFLD 的 病 理

病 机 ， 具 有 健 脾 疏 肝 、 利 湿 祛 浊 化 瘀 功 效 。

现 代 药 理 学 研 究 发 现 ， 铁 依 赖 型 脂 质 过 氧 化 物 累 积 是 导

致 NAFLD 的 重 要 因 素 之 一 ， 肝 脏 铁 死 亡 被 认 为 是 NAFLD 的 早

期 事 件 ， 抑 制 铁 死 亡 可 有 效 缓 解 NAFLD[18]。 Nrf2 是 体 内 重 要 的

抗 氧 化 诱 导 型 转 录 因 子 ， 其 转 录 激 活 与 铁 死 亡 密 切 相 关 [19]。 通

常 情 况 下 ， Nrf2与 其 抑 制 蛋 白 Keap1结 合 ， 处 于 静 息 状 态 。 当 机

体 受 到 外 界 氧 化 应 激 或 其 他 不 利 因 子 刺 激 后 ， Nrf2 与 Keap1 解

离 活 化 后 ， 游 离 的 Nrf2 进 入 细 胞 核 与 抗 氧 化 元 件 结 合 ， 启 动 下

游 xCT 、 Gpx4 、 HO-1 等 蛋 白 的 表 达 [20]。 Nrf2 可 通 过 上 调 Gpx4 和

xCT， 提 高 GSH 水 平 ， 减 少 脂 质 ROS 累 积 ， 增 强 抗 氧 化 防 御 ， 阻

断 铁 死 亡 驱 动 的 肝 细 胞 损 伤 。 HO-1 蛋 白 是 血 红 素 降 解 途 径

中 的 关 键 酶 ， 通 过 分 解 血 红 素 产 生 具 有 抗 氧 化 、 抗 炎 和 细 胞

保 护 作 用 的 代 谢 产 物 ， 如 胆 红 素 、 一 氧 化 碳 等 ， 间 接 减 轻 细 胞

氧 化 损 伤 ， 逆 转 NAFLD进 展 [21-22]。

本 研 究 通 过 高 脂 饲 料 喂 养 制 备 小 鼠 NAFLD 模 型 ， 结 果 发

现 ， 模 型 小 鼠 肝 脏 铁 离 子 含 量 累 积 ， 脂 质 过 氧 化 产 物 MDA 含

量 显 著 升 高 ， GSH含 量 显 著 下 降 ， 同 时 炎 症 因 子 水 平 显 著 上 升 。

当 给 予 葛 连 芪 参 方 药 物 治 疗 后 ， 小 鼠 血 清 炎 症 水 平 改 善 ， 肝 脏

铁 离 子 水 平 、 MDA 含 量 下 降 ， Nrf2 、 Gpx4 、 HO-1 、 xCT 等 蛋 白 表

达 升 高 ， 表 明 葛 连 芪 参 方 可 抑 制 铁 死 亡 ， 缓 解 NAFLD 小 鼠 氧

化 应 激 状 态 ， 高 剂 量 组 改 善 作 用 较 低 剂 量 组 更 为 显 著 。 同 时

给 予 Nrf2抑 制 剂 鸦 胆 子 苦 醇 和 葛 连 芪 参 方 药 物 组 发 挥 抑 制 肝

脏 铁 死 亡 缓 解 脂 肪 肝 的 药 效 作 用 相 应 减 弱 ， 说 明 葛 连 芪 参 方

可 能 通 过 激 活 Nrf2/Gpx4 通 路 治 疗 NAFLD。

综 上 所 述 ， 本 研 究 观 察 了 葛 连 芪 参 方 对 NAFLD 小 鼠 的 药

效 作 用 。 研 究 结 果 表 明 ， 葛 连 芪 参 方 可 有 效 减 轻 NAFLD 小 鼠

脂 质 累 积 和 过 氧 化 反 应 ， 保 护 肝 功 能 ， 降 低 机 体 炎 症 水 平 。 同

时 ， 阐 明 了 葛 连 芪 参 方 干 预 NAFLD的 作 用 机 制 可 能 与 激 活 Nrf2/

Gpx4 通 路 抑 制 小 鼠 肝 脏 铁 死 亡 有 关 ， 为 深 入 挖 掘 Nrf2 上 游 靶

点 提 供 实 验 基 础 ， 也 为 该 方 临 床 合 理 应 用 和 推 广 提 供 理 论 依

据 。
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