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摘要： 目的　 研究肉苁蓉苯乙醇苷对非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ） 的改善作用。 方法　 网络药理学预测肉苁蓉苯

乙醇苷抗 ＮＡＦＬＤ 的潜在机制。 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞建立体外 ＮＡＦＬＤ 模型， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性， 油红 Ｏ 染色观

察细胞脂质沉积水平， 试剂盒检测细胞 ＴＧ、 ＴＣ 水平， ＪＣ⁃１ 染色荧光检测细胞线粒体膜电位， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针检

测细胞 ＲＯＳ 水平， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色法检测细胞凋亡情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｂａｘ 蛋白表

达。 结果　 得到 １０ 个活性化合物， ７７ 个潜在靶点与抗 ＮＡＦＬＤ 作用有关， 核心靶点为 ＴＮＦ、 ＮＦＫＢ１、 ＴＬＲ４ 等。 活性

化合物与靶标之间具有良好的结合亲和力， 其中 ＴＮＦ 更明显。 与模型组比较， 肉苁蓉苯乙醇苷能减少 ＦＦＡ 诱导的

ＨｅｐＧ２ 细胞脂质积累 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低细胞内 ＴＧ、 ＴＣ、 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 恢复 ＦＦＡ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞线粒体膜

电位， 减轻线粒体损伤， 减少细胞凋亡， 降低 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 下调 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 肉苁蓉苯乙醇苷能通过改善 ＦＦＡ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞脂质沉积、 线粒体功能障碍、 氧化应激

及细胞凋亡来发挥抗 ＮＡＦＬＤ 作用， 可能与 ＴＮＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。
关键词： 肉苁蓉苯乙醇苷； 非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ）； 脂质代谢； 氧化应激； 细胞凋亡； ＴＮＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路； 网络药理学； 细胞实验
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　 　 非酒精性脂肪性肝病 （ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ，
ＮＡＦＬＤ） 是以肝细胞脂肪变性为特征的非酒精性慢性肝

病［１⁃２］ ， 我国患病率高达 ３２􀆰 ９％ ［３⁃５］ ， 其发病与胰岛素抵

抗、 氧化应激、 肠道菌群失调等多种机制相关［６］ ， 临床表

现为乏力、 肝区不适、 腹痛等， 严重时可发展为非酒精脂

肪性肝炎 （ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ， ＮＡＳＨ）。 目前， 本

病治疗手段以生活方式干预为主， 虽然 ２０２４ 年 ＦＤＡ 批准

了首个相关药物 Ｒｅｚｄｉｆｆｒａ， 但存在肝损伤、 心血管疾病风

险等不良反应。 因此， 寻找高效安全的 ＮＡＦＬＤ 治疗药物迫

在眉睫。
中药具有多成分、 多靶点、 多途径的特点， 与 ＮＡＦＬＤ

的复杂发病机制相适应， 在治疗 ＮＡＦＬＤ 中具有独特优势。
肉苁蓉为列当科植物肉苁蓉 Ｃｉｓｔａｎｃｈｅ ｄｅｓｅｒｔｉｃｏｌａ Ｙ． Ｃ． Ｍａ
或管花肉苁蓉 Ｃｉｓｔａｎｃｈｅ ｔｕｂｕｌｏｓａ （Ｓｃｈｅｎｋ） Ｗｉｇｈｔ 带鳞片的

干燥肉质茎， 始载于 《神农本草经》， 具有补肝肾、 益精

血、 润肠通便的功效［７］ ， 主要活性成分苯乙醇苷有着抗

炎、 降脂、 保肝等药理作 用［８⁃９］ ， 然 而 目 前 尚 无 它 在

ＮＡＦＬＤ 方面的系统报道。 本研究通过网络药理学对肉苁蓉

苯乙醇苷防治 ＮＡＦＬＤ 的药效物质基础及潜在作用机制进行

分析， 细胞实验探讨其作用机制， 以期为开发相关新型药

物提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 网络 药 理 学分 析 工 具 　 ＴＣＭＳＰ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ．
ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ）； ＣＮＫＩ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ）；
ＰｕｂＭｅｄ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｅｄ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）；
ＰｕｂＣｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）； Ｓｗｉｓｓ
Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）；
ＮｅｔＩｎｆｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｍｍｄ． ｅｃｕｓｔ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｎｅｔｉｎｆｅｒ ／ ）； ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ
（ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈａｒｉｔｅ． ｄｅ ／ ｓｕｂｐａｇｅｓ ／ ｔａｒｇｅｔ ＿ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｐｈｐ ）；
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）； ＤｉｓＧｅＮｅｔ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇｄｂ． ｏｒｇ ／ ）； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ 在线分 析 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）； Ｕｎｉｐｒｏｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＲＣＳＢ 蛋 白 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ ／ ）； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｙｔｏｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ）；
Ｒ４􀆰 ３􀆰 ３ 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＡｕｔｏＤｏｃｋ
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １０



Ｖｉｎａ １􀆰 ５􀆰 ７ 软件 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｖｉｎａ． ｓｃｒｉｐｐｓ． ｅｄｕ ／ ）。
１􀆰 ２　 细胞株　 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 细胞株购自武汉普诺赛

生命科技有限公司。
１􀆰 ３　 试 剂 与 药 物 　 肉苁蓉苯 乙 醇 苷 （ 批 号 ２０１６１０，
纯度≥８０％ ， 其中松果菊苷占 ４４􀆰 ５％ ， 毛蕊花糖苷占

１６􀆰 １％ ） 购自和田帝辰医药生物科技有限公司， 取 ６４􀆰 ００
ｍｇ 粉末， 完全培养基溶解并定容至 １０ ｍＬ， 得质量浓度为

６􀆰 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ 的母液， ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤膜过滤， 分装后保存

于－２０ ℃ 冰箱。 胎牛血清 （批号 ０００１６５４９５４） 购自美国

Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ＤＭＥＭ 培养基 （批号 ６１２３０８３） 购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 青⁃链霉素 （批号 ＷＨＡＢ２３Ｋ１４１） 购自武

汉普诺赛生命科技有限公司； 油红 Ｏ 染色试剂盒、 ＢＣＡ 蛋

白浓度测定试剂盒、 活性氧检测试剂盒、 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染

色液、 牛血清白蛋白 Ｖ （ＢＳＡ⁃Ｖ， 不含脂肪酸）、 油酸钠、
棕榈酸钠 （批号 ２２３１２００６、 ０２２１１０１、 ２３１１００４、 ２４０００３００１、
５４２３１２０６００２、 ２４２４０１１５００３、 ２４２４０１２４００２） 均购自北京索莱

宝科技有限公司； 甘油三脂 （ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ） 检测

试剂盒 （批号 ２０２４０１３１） 均购自南京建成生物工程研究

所； ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖与毒性检测试剂盒、 ＪＣ⁃１ 线粒体膜电

位试剂盒 （批号 ＬＦＬ２３１２５、 ＡＫ２０５１８） 均购自武汉伊莱瑞

特生物科技股份有限公司； 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 抗

体 （批号 ＡＢ３６３０） 购自上海泊湾生物科技有限公司； Ａｋｔ
抗体 （批号 Ｒ０７１６０００３） 购自沈阳万类生物科技有限公司；
ＰＩ３Ｋ ｐ８５ 抗体、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 多

克隆抗体 （批号 ５４ｆ８５１２ ／ ４、 ００１０２２０９、 ２００００７５８） 均购自

武汉三鹰生物技术有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 Ｆｏｒｍａ ３７１ ＣＯ２ 细胞培养箱、 ＨＥＲＡＳＡＦＥ ＫＳ１８
生物安全柜、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＴＳ２⁃Ｓ⁃ＳＭ 倒置生物显微镜 （日本

Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＨＨＳ⁃１１⁃１ 电热恒温水浴锅 （上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司）； Ｈ１７５０Ｒ 高速台式冷冻离心机 （湖
南湘仪实验室仪器开发有限公司）； ＡＢ１３５⁃Ｓ 分析天平 （瑞
士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ａｚｕｒｅ ６００ 化学发光曝光仪 （美国

Ａｚｕｒｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＤＭｉ８⁃荧光倒置显微镜 （ 德国

Ｌｅｉｃａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 成 分 获 取 及 靶 点 预 测 　 通 过 ＴＣＭＳＰ、 ＣＮＫＩ、
ＰｕｂＭｅｄ 数据库检索肉苁蓉苯乙醇苷成分， ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库

转化 为 标 准 的 ＳＭＩＬＥＳ 格 式， Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、
ＮｅｔＩｎｆｅｒ、 ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ 数据库预测其作用靶点。
２􀆰 １􀆰 ２　 治疗 ＮＡＦＬＤ 潜在靶点筛选　 通过 ＧＥＯ 数据库下载

ＧＳＥ８９６３２ 数据集， 筛选正常组、 ＮＡＦＬＤ 组差异基因， 阈

值为 Ｐ． ａｄｊｕｓｔ＜０􀆰 ０５， ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ＞１， 以 “ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ” 为检索词， 分别在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＤｉｓＧｅＮｅｔ 数据

库中检索， 整理、 去重后获取 ＮＡＦＬＤ 相关疾病基因。 再将

肉苁蓉苯乙醇苷作用靶点与差异基因、 疾病基因取交集，
即为治疗 ＮＡＦＬＤ 潜在靶点。

２􀆰 １􀆰 ３　 蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建　 将交集

靶点 导 入 ＳＴＲＩＮＧ 数 据 库， 蛋 白 物 种 设 置 为 “ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”， 最低相互作用阈值设置为 “ ｈｉｇｈ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ＞
０􀆰 ４００”， 并隐藏游离的靶标， 其余参数保持默认设置， 获

得共有靶点蛋白互作网络关系， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件

中进行拓扑分析及可视化。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ、 ＤＯ 富集分析　 采用 Ｒ 语言中的 Ｒ 包

ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ． ｄｂ， 将 靶 点 ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ 转 换 为 对 应 的

ＥｎｔｒｅｚＩＤ， ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包进行基因本体论 （ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ）、 京都基因与基因组百科全书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 富集分析， 筛选条件为 Ｐ．
ａｄｊｕｓｔ＜０􀆰 ０５， ｑ＜０􀆰 ０５ Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．
ｃｏｍ ／ ）， 进行疾病本体论 （ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＤＯ） 富集分

析。 根据富集分析结果， 明确肉苁蓉苯乙醇苷治疗靶点的

基因功能及涉及的信号通路。
２􀆰 １􀆰 ５　 “化合物⁃靶点⁃通路” 网络构建 　 将活性成分、
ＮＡＦＬＤ、 前 ２０ 条 ＫＥＧＧ 通路及其涉及的靶点数据整合， 导

入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件构建 “成分⁃靶点⁃通路” 网络，
“Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ” 功能进行拓扑分析。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接 　 在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中获取化合物分子

３Ｄ 结构的 ＳＤＦ 格式， ＯｐｅｎＢａｂｅｌ 软件转化为 ＰＤＢ 格式。 从

ＰＢＤ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 中获取受体蛋白

晶体结构的 ＰＤＢ 格式文件， ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ７、 ＰｙＭＯＬ
软件进行去水、 加氢等操作。 再采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件实

现蛋白和化合物的分子对接和评分， ＰｙＭＯＬ 软件对结果进

行可视化。
２􀆰 ２　 细胞实验

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养 　 ＨｅｐＧ２ 细胞加入 ＤＭＥＭ 完全培养基

（含 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 青⁃链霉素）， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培

养箱中培养， 每 ２～３ ｄ 换液 １ 次。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＦＦＡ 造模剂配制　 称取 ５０􀆰 ０ ｍｇ 油酸钠， 加入１ ０８０
μＬ ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液， ７５ ℃水浴加热溶解， 再加入

１０％ ＢＳＡ 溶液至终体积为 １０􀆰 ８ ｍＬ， 得到终浓度为 １５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的贮存液； 称取 ２３􀆰 ０ ｍｇ 棕榈酸钠， 加入 ５４０ μＬ
０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液， ７５ ℃水浴加热溶解， 再加入 １０％
ＢＳＡ 溶液至终体积为 ５􀆰 ４ ｍＬ， 得到终浓度为 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

贮存液， 油酸与棕榈酸按 ２ ∶ １ 的比例迅速混匀， 得到 １５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦＦＡ 诱导液， ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤膜过滤， 即得， 分装

后保存于－２０ ℃冰箱， 使用前用完全培养基稀释。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性 　 取处于对数生长期的

ＨｅｐＧ２ 细胞， 以 １× １０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔

１００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 至完全贴壁， 弃去培养液， ＰＢＳ 清洗，
加入含肉苁蓉苯乙醇苷 （ ０、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００、
４００ μｇ ／ ｍＬ）、 ＦＦＡ （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 的完全培

养基各 １００ μＬ， 以不含细胞的孔为空白组， 不含药物的孔

为对照组， 每组设 ３ 个复孔， 继续培养 ２４ ｈ， 加入 １０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 试剂， 暗盒避光， 置于培养箱中继续培养 ２ ｈ， 测定

４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ）， 计算细胞活性， 公式为细胞
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活性＝［（ＯＤ给药组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组）］×１００％ 。
２􀆰 ２􀆰 ４　 分组及给药　 对照组， ＨｅｐＧ２ 细胞用完全培养基培

养 ２４ ｈ； 模型组， ＨｅｐＧ２ 细胞用含 ＦＦＡ 完全培养基造模

２４ ｈ； 给药组， ＨｅｐＧ２ 细胞用含 ＦＦＡ 完全培养基造模， 同

时加入不同浓度 （２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ） 的肉苁蓉苯乙醇

苷共处理 ２４ ｈ。
２􀆰 ２􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色 　 取处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞，
以 １×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ２４ 孔板中， 每孔 １ ｍＬ， 培养 ２４ ｈ
至完全贴壁， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给药， 弃培养基，
ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入油红 Ｏ 固定液， 室温下固定 ３０ ｍｉｎ，
弃去， 蒸馏水清洗 ２ 次， 加入 ６０％ 异丙醇浸洗 ２０ ｓ， 弃去，
加入新配制的油红 Ｏ 染色液浸染 ２０ ｍｉｎ， 弃去， 加入 ６０％
异丙醇漂洗 ２０ ｓ， 水洗 ５ 次， 加入油红 Ｏ 缓冲液１ ｍｉｎ， 弃

去， 加蒸馏水， 在显微镜下观察， 随机选取 ３ 个视野， 采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对脂滴面积进行统计。
２􀆰 ２􀆰 ６　 ＴＧ、 ＴＣ 水平检测 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于培养皿

中， 待细胞长至 ７０％ ～ ８０％ 时按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给

药， 每组设置 ３ 个重复。 造模、 给药结束后， 收集各组细

胞， 按照试剂盒说明书在 ５００ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算

ＴＣ、 ＴＧ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ７　 ＪＣ⁃１ 荧光染色检测 　 取处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２
细胞， 以 １􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ，
培养 ２４ ｈ 至完全贴壁， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给药， 弃

培养基， ＰＢＳ 溶液清洗 ２ 次， 每孔加入 １ ｍＬ ＪＣ⁃１ 染色工作

液， 孵育 ２０ ｍｉｎ， ＪＣ⁃１ 染色缓冲液清洗 ２ 次， 每孔加入

２ ｍＬ完全培养基， 在荧光显微镜下避光观察。
２􀆰 ２􀆰 ８　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测 　 取处于对数生长期的

ＨｅｐＧ２ 细胞， 以 １􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２
ｍＬ， 培养 ２４ ｈ 至完全贴壁， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给药，
弃培养基， ＰＢＳ 溶液清洗 ２ 次， 每孔加入 １ ｍＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色工作液， 孵育 ２０ ｍｉｎ， 不含血清的培养基清

洗 ３ 次， 在荧光显微镜下避光观察， 随机选取 ５ 个视野，
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对荧光强度进行统计。
２􀆰 ２􀆰 ９　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色 　 取处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２
细胞， 以 １􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ，
培养 ２４ ｈ 至完全贴壁， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给药， 弃

培养基， ＰＢＳ 溶液清洗 ２ 次， 每孔加入 １ ｍＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２
工作液， 染色 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 溶液清洗 ３ 次， 在荧光显微镜

下观察细胞凋亡情况。
２􀆰 ２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ ｐ８５、 Ａｋｔ、
Ｂａｘ 蛋白表达　 取处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞， 以 １􀆰 ５×
１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 培养 ２４ ｈ 至完

全贴壁， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下分组后给药， 收集， ＰＢＳ 溶液清

洗 ３ 次， 加入细胞裂解液和 ＰＭＳＦ 溶液， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清， 即总蛋白，
ＢＣＡ 蛋白定量盒测定含量， 上样， １２􀆰 ５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶

电泳， 切胶， 湿转法转至 ＰＶＤＦ 膜上， ＴＢＳＴ 漂洗 ５ ｍｉｎ，
放入 ５％ 脱脂奶粉⁃ＴＢＳＴ 溶液中室温封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜，

加入一抗， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜， 加入二抗， 室温孵

育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜， 发光试剂盒显影， 成像系统拍照， 采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带光密度值， 计算蛋白相对表达。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行处理， 结

果以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 活性成分及潜在靶点　 基于课题组前期研究并结合

数据库及文献报道， 根据药效活性选取代表性化合

物［１０⁃１１］ ， 最终确定为毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷、 松果菊

苷、 ２′⁃乙酰毛蕊花糖苷、 管花苷 Ａ、 管花苷 Ｂ、 红景天苷、
紫葳新苷Ⅱ、 肉苁蓉苷 Ａ、 肉苁蓉苷 Ｆ。 通过 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库预测得到 ４４ 个靶点， ＮｅｔＩｎｆｅｒ 数据库预测

前 ２０ 条靶点且得到 ４５ 个靶点， ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ 数据库预测得到

１１８ 个靶点， 合并去重， 得到 １９５ 个活性成分靶点。 其中，
ＧＳＥ８９６３２ 数据集中有 ３９ 个 ＮＡＦＬＤ 样本， ２４ 个正常样本，
筛选得到 ５８９ 个差异基因； ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库中

有 １ ８１３ 个 ＮＡＦＬＤ 疾病基因， 合并去重， 得到 ２ ３１５ 个疾

病基因， 见图 １Ａ～１Ｂ。 再将化合物靶点与疾病靶点进行相

互映射并绘制韦恩图， 得到 ７７ 个交集靶点， 即肉苁蓉苯乙

醇苷治疗 ＮＡＦＬＤ 的潜在靶点， 见图 １Ｃ。
将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 交互作用阈值 ＞

０􀆰 ４００， 去除游离节点， 借助 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件可视化， 得到

包含 ７５ 个节点、 ４０８ 条边的 ＰＰＩ 网络， 见图 １Ｄ。 利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件内置的 “Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ” 功能进行拓扑分

析， 根据度值 （Ｄｅｇｒｅｅ） 排序， 筛选排名前 １０ 位的靶点，
即肉苁蓉苯乙醇苷抗 ＮＡＦＬＤ 的关键靶点， 分别为 ＴＮＦ、
ＮＦＫＢ１、 ＴＬＲ４、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＥＳＲ１、 ＨＩＦ１Ａ、 ＳＴＡＴ１、
ＡＰＰ、 ＰＲＫＡＣＡ、 ＳＭＡＤ３。

注： Ａ 为 ＮＡＦＬＤ 差异基因热图， Ｂ 为 ＮＡＦＬＤ 差异基因火山图， Ｃ
为 Ｖｅｎｎ 图， Ｄ 为 ＰＰＩ 网络。

图 １　 肉苁蓉苯乙醇苷与 ＮＡＦＬＤ 共存靶标的相互作用图

３􀆰 １􀆰 ２　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ、 ＤＯ 富集分析　 ＧＯ 富集分析主要包括

细胞组成 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）、 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）、 生物过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）， 共得

到符合筛选条件的 ＭＦ 有 ９３ 条， ＣＣ 有 ３８ 条， ＢＰ 有 ９８９
条， 各选前 １０ 条进行可视化， 见图 ２。 结果显示， 肉苁蓉

苯乙醇苷治疗 ＮＡＦＬＤ 主要与炎症、 细胞因子、 代谢及免疫

反应等相关。

图 ２　 ＧＯ 富集分析图

ＫＥＧＧ 富集分析共得到 １２７ 条通路， 绘制 Ｐ 值排名前

１５ 位者， 见图 ３， 涉及内分泌代谢、 免疫、 细胞生长、 死

亡等。 结果显示， 肉苁蓉苯乙醇苷治疗 ＮＡＦＬＤ 主要与

ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路、 炎症、 细胞凋亡、 雌激素信号通路、
乙肝、 脂质和动脉粥样硬化等有关。

图 ３　 ＫＥＧＧ 富集分析图

ＤＯ 富集分析共得到 ８３３ 个与肉苁蓉苯乙醇苷治疗靶点

相关的疾病， 对前 ２５ 条进行可视化， 见图 ４， 涉及代谢性

疾病、 免疫、 动脉疾病、 肥胖、 肝脏疾病等， 均与 ＮＡＦＬＤ
密切相关。
３􀆰 １􀆰 ３　 “化合物⁃靶点⁃通路” 网络　 将 ＫＥＧＧ 富集分析结

果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件中构建 “成分⁃靶点⁃通路” 网

络， 其中绿色正方形节点为活性成分， 蓝色圆形节点为共

同靶点， 橘色 Ｖ 形节点为通路， 见图 ５。 由此可知， 肉苁

蓉苯乙醇苷通过多成分、 多靶点、 多通路发挥抗 ＮＡＦＬＤ 作

用， 其中松果菊苷、 毛蕊花糖苷在苯乙醇苷中的含量较高，
而且是 ２０２０ 年版 《中国药典》 中肉苁蓉指标成分。
３􀆰 １􀆰 ４　 分子对接　 将 ＰＰＩ 网络中的排名前 ５ 位的关键靶点

图 ４　 ＤＯ 富集分析图

图 ５　 “化合物⁃靶点⁃通路” 网络

ＴＮＦ、 ＮＦＫＢ１、 ＴＬＲ４、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＥＳＲ１ 分别与活性成分

进行分子对接， 计算最低结合能， 见图 ６。 由此可知， 对

接值均小于－６ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 表明 １０ 种活性成分与 ５ 个靶点均

具有很好的结合能力， 其中 ＴＮＦ 最强。 再利用 ＰｙＭＯＬ 对

部分对接结果进行可视化， 见图 ７。

图 ６　 分子对接结合能热图

３􀆰 ２　 细胞实验

３􀆰 ２􀆰 １　 不同剂量 ＦＦＡ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞脂质蓄积的影响 　 如
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注： Ａ 为毛蕊花糖苷与 ＴＮＦ 对接， Ｂ 为松果菊苷与 ＴＮＦ 对接。

图 ７　 分子对接可视化图

图 ８ 所示， 随着造模剂 ＦＦＡ 浓度从 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 升至 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 红色脂滴数量逐渐增加， 并融合形成大脂滴。

图 ８　 不同剂量 ＦＦＡ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞脂质蓄积的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 ＦＦＡ、 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＨｅｐＧ２ 细胞活性的影响　 如

图 ９Ａ 所示， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 及以下 ＦＦＡ 对细胞活性无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 结合 “３􀆰 ２􀆰 １” 项下结果， 本研究选用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
作为造模剂量。 如图 ９Ｂ 所示， 当细胞暴露于 ２００ μｇ ／ ｍＬ 肉

苁蓉苯乙醇苷时， 其活性无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当后者

质量浓度升至 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时， 其活性受到抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
因此， 本研究分别选用 ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 作为低、 中、
高给药质量浓度。

注： 与对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 或 ０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 ＦＦＡ、 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＨｅｐＧ２ 细胞活性的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２􀆰 ３　 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞脂质积累

的影响　 如图 １０ 所示， 与对照组比较， 模型组 ＨｅｐＧ２ 细

胞中出现大量红色脂滴 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明模型构建成功；
与模型组比较， 肉苁蓉苯乙醇苷 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 组细胞内

红色脂滴均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 １１ 所示， 与对照组比

较， 模型组细胞内 ＴＧ、 ＴＣ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 肉苁蓉苯乙醇苷各浓度组细胞内 ＴＧ、 ＴＣ 水平

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组细胞脂质积累（油红 Ｏ 染色， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组细胞 ＴＧ、 ＴＣ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２􀆰 ４　 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞线粒体损

伤的影响　 ＪＣ⁃１ 可在正常线粒体基质中聚集形成聚合物，
发出强烈的红色或橙色荧光； 线粒体损伤会导致膜电位的

下降或丧失， 单体形式的 ＪＣ⁃１ 只能存在于胞浆中， 产生绿

色荧光。 如图 １２ 所示， 对照组荧光以红橙色为主， 仅有少

量绿色， 而模型组情况恰好相反； 与模型组比较， 肉苁蓉

苯乙醇苷各浓度组绿色荧光减少， 红色荧光增加。
３􀆰 ２􀆰 ５　 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ＲＯＳ 水

平的影响　 如图 １３ 所示， 与对照组比较， 模型组荧光强度

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 肉苁蓉苯乙醇苷各浓度

组细胞内荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２􀆰 ６　 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影

响　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 能透过胞膜完整的细胞嵌入细胞核，
ＤＮＡ 使其发出明亮的蓝色荧光， 凋亡的细胞核染色增强，
荧光更为明亮， 呈圆状或固缩状、 团块状结构， 而非凋亡

细胞核呈现荧光深浅不一的结构样特征。 如图 １４ 所示， 对

照组仅有少量亮蓝色荧光， 模型组有大量亮蓝色荧光， 肉

苁蓉苯乙醇苷各浓度组亮蓝色荧光强度弱于模型组。
１４４３
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图 １２　 各组细胞 ＪＣ⁃１染色 （×１００）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 各组细胞 ＲＯＳ 水平（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， ×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 １４　 各组细胞 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 荧光染色 （×１００）

３􀆰 ２􀆰 ７　 肉苁蓉苯乙醇苷对 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＴＮＦ ／
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路及 Ｂａｘ 蛋白表达的影响　 如图 １５ 所示，
与对照组比较， 模型组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ ｐ８５、 Ａｋｔ、 Ｂａｘ
蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 肉

苁蓉苯乙醇苷各浓度组细胞 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 肉苁蓉苯乙醇苷 ５０ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＰＩ３Ｋ ｐ８５ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 肉苁蓉苯乙醇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 组细胞

Ａｋｔ、 Ｂａｘ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

ＮＡＦＬＤ 是一种与代谢紊乱相关的复杂肝病， 其发病机

制涉及脂质代谢失衡、 胰岛素抵抗、 氧化应激异常等多种

因素［１２］ 。 中医药近年来在防治 ＮＡＦＬＤ 方面取得较大的进

注： 与对照组比较，＃ Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １５　 各组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ ｐ８５、 Ａｋｔ、 Ｂａｘ 蛋
白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

展， 有调节脂质代谢、 抗炎、 抗氧化应激等作用。 现代研

究发现， 肉苁蓉苯乙醇苷能改善 ＮＡＦＬＤ 病机， 调节肝脏糖

脂代谢， 控制氧化应激、 炎症、 纤维化等［１３⁃１５］ 。
肝脏通过 β⁃氧化分解脂肪酸供能， ＣＹＰ７Ａ１ 酶将胆固

醇转化为胆汁酸以维持脂质稳态［１６⁃１８］ ； 在高脂环境下肝细

胞脂质代谢失衡而过度堆积， 诱发 ＮＡＦＬＤ［１９］ 。 本研究结

果显示， ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞模型中脂滴增多， ＴＣ、 ＴＧ
水平升高； 肉苁蓉苯乙醇苷可减少脂滴形成并降低 ＴＣ、 ＴＧ
水平， 从而改善肝细胞脂肪变性。

线粒体结构、 功能异常会导致肝脏脂肪酸 β⁃氧化不

足， 从而引起 ＲＯＳ 过度产生及脂质过氧化［２０］ ， 同时过多

的脂质积累导致氧化应激和过量 ＲＯＳ 产生， 后者又会导致

线粒体功能损伤， 进一步加重肝细胞脂肪变性［２１］ 。 本研究

结果显示， 肉苁蓉苯乙醇苷能降低 ＦＦＡ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞内

ＲＯＳ 水平， 改善线粒体膜电位， 并通过抑制 ＦＦＡ 引起的氧

化应激异常， 从而缓解脂肪变性。

网络药理学显示， 肉苁蓉苯乙醇苷抗 ＮＡＦＬＤ 涉及代

谢、 细胞凋亡等多个通路。 分子对接显示， 肉苁蓉苯乙醇
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苷活性化合物与多个靶点之间均具有良好的结合亲和力，
尤其是肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）， 可能是相关关键途径。

ＴＮＦ 通路是细胞信号传导中的关键路径， ＴＮＦ⁃α 可与

肝细胞膜上含死亡结构域的 ＴＮＦＲ１ 受体结合， 激活经典死

亡受体通路， 从而诱导肝细胞凋亡［２２］ ， 还可通过旁分泌途

径激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路［２３⁃２４］ 。 已有研究证实， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
信号通路异常与 ＮＡＦＬＤ 进程中肝细胞脂质堆积、 炎症反应

及纤维化进展密切相关［２５］ 。 本研究结果显示， 肉苁蓉苯乙

醇苷能抑制细胞凋亡， 降低 ＴＮＦ⁃α、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达，
与网络药理学一致， 进一步证实了 ＴＮＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路在肉苁蓉苯乙醇苷抗 ＮＡＦＬＤ 中的重要作用。
综上所述， 肉苁蓉苯乙醇苷通过多过程、 多通路对

ＮＡＦＬＤ 发挥调控作用， 并通过减少脂质沉积， 抑制氧化应

激， 减轻线粒体损伤， 抑制细胞凋亡， 从而发挥对 ＮＡＦＬＤ
的改善作用， 可能与 ＴＮＦ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。 本研

究不仅为肉苁蓉苯乙醇苷在 ＮＡＦＬＤ 治疗中的应用提供了依

据， 也为未来相关药物开发和临床研究指明了方向。
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