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摘要： 目的　 探讨膈下逐瘀汤对非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ） 的影响。 方法　 ＴＣＭＳＰ 数据库检索膈下逐瘀汤主要

成分及 ＮＡＦＬＤ 相关靶点， 对交集靶点进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 构建蛋白质⁃蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ）， 筛

选干预 ＮＡＦＬＤ 的作用机制及靶点。 采用高脂饮食诱导构建 ＮＡＦＬＤ 大鼠模型， 随机分为模型组、 阿司匹林组

（９ ｍｇ ／ ｋｇ） 和膈下逐瘀汤低、 中、 高剂量组 （７􀆰 ２、 １４􀆰 ４、 ２８􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 各给药组给予相应药物， 持续 １２ 周， 观察大

鼠一般情况， ＨＥ、 油红 Ｏ 染色观察肝组织病理变化， 检测肝功能 （ＡＬＴ、 ＡＳＴ）、 脂质 （ＴＣ、 ＴＧ、 ＨＤＬ⁃Ｃ、 ＬＤＬ⁃Ｃ）、
炎症因子 （ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ＭＮＫ、 ｐ⁃ＭＮＫ、 ｅＩＦ４Ｅ、 ｐ⁃
ｅＩＦ４Ｅ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达。 结果　 共得到 １４４ 个药物⁃疾病共同靶点， 膈下逐瘀汤可能通过抑制 ＥＲＫ ／ ＭＮＫ ／ ｅＩＦ４Ｅ ／ ＨＩＦ⁃
１α 炎症信号通路改善 ＮＡＦＬＤ。 与模型组比较， 膈下逐瘀汤各剂量组大鼠肝组织病理形态改善， ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＣ、 ＴＧ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＬ⁃Ｃ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＭＮＫ、 ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ、 ＨＩＦ⁃１α
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 炎症损伤具有良好的保护作用， 其主要机制可能与调节 ＨＩＦ⁃１
信号通路中 ＥＲＫ、 ＭＮＫ、 ｅＩＦ４Ｅ、 ＨＩＦ⁃１α 关键蛋白的表达有关。
关键词： 膈下逐瘀汤； 非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ）； ＨＩＦ⁃１α 信号通路； 炎症； 网络药理学； 动物实验
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　 　 非酒精性脂肪性肝病 （ＮＡＦＬＤ） 是指肝细胞内脂肪过

度沉积而非酒精或其他已知损害肝脏因素引起的临床病理

综合征［１］ ， 已超越慢性肝炎成为我国第一大肝脏受损疾

病［２⁃３］ ， 炎症贯穿本病的整个发生过程， 而减轻肝脏炎症反

应可延缓其发展［４］ 。 中药具有多成分、 多靶点的特点［５］ ，
在保护肝脏、 治疗肝脏脂肪变性方面显示出优势［６］ 。 现代

研究表明， 血瘀在 ＮＡＦＬＤ 发展过程中扮演重要角色［７］ ； 课

题组前期研究发现， 膈下逐瘀汤可改善 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝脏脂

质代谢紊乱， 降低血小板聚集率， 改善血瘀证［８⁃９］ ， 但其减

轻炎症的具体机制仍不清楚。 本研究利用网络药理学探究

膈下逐瘀汤干预 ＮＡＦＬＤ 炎症反应的机制， 并通过动物实验

进行验证， 以期为该方临床应用提供参考依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 １８０～２２０ ｇ，

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 于室温 ２５ ℃、 相对湿度

５０％ 条件下适应性饲养 １ 周。 动物实验经云南中医药大学

动物实验伦理委员会批准 （伦理编号 Ｒ⁃０６２０２１Ｇ００５）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 膈下逐瘀汤组方药材当归、 桃仁、 五灵

脂、 红花、 甘草各 ９ ｇ， 乌药、 川芎、 丹皮、 赤芍各 ６ ｇ，
枳壳 ５ ｇ， 香附、 延胡索各 ３ ｇ， 均购自云南省中医医院门

诊部药房， 经云南中医药大学刘录教授鉴定为正品， 委托

云南省中医医院药剂科熬制浸膏， 每 １ ｇ 约含 ４􀆰 ０２５ ｇ 生药，
分装后保存于 － ２０ ℃ 冰箱中。 阿司匹林肠溶片 （批号

ＢＪ７０３９７， 拜耳医药保健有限公司）。 高脂饲料 （配方 ２５％
蔗糖、 １５％ 猪油、 １％ 胆固醇、 ５％ 蛋黄粉、 ０􀆰 ５％ 胆酸盐）、
普通饲料均由江苏省协同医药生物工程有限责任公司加工。
谷丙转氨酶 （ ＡＬＴ）、 谷草转氨酶 （ ＡＳＴ）、 甘油三酯
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（ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ）、 高密度脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬ⁃Ｃ）、
低密度脂蛋白胆固醇 （ＬＤＬ⁃Ｃ） 试剂盒 （批号 ２０２３０７２９、
２０２３０７３１、 ２０２３０７２７、 ２０２３０７２７、 ２０２３０７２６、 ２０２３０７２６） 均

购自南京建成生物工程研究所有限公司； 大鼠白细胞介素⁃
６ （ＩＬ⁃６）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α ） ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ２０２３０９、 ２０２３０９、
２０２３０９） 均购自江苏酶免实业有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＫＡ⁃１０００ 低速台式离心机 （上海安亭科学仪器

厂）； Ｇ⁃１６Ｃ 高性能通用台式冷冻离心机 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司）； ＢＣＤ⁃６５０ＷＰＣＸ 低温冰箱 （合肥美菱股份有限公司）；
ＤＷ⁃８６Ｌ６２６ 超低温冰箱 （青岛海尔生物医疗股份有限公

司）； ＩＭＳ⁃３０ 制冰机 （常熟市雪科电器有限公司）； ＳＱＳ⁃
１０００ 玻片扫描影像系统 （深圳市生强科技有限公司）；
Ｓｙｎｅｒｇｙ ＬＸ 多功能酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 药物活性成分与相关靶点筛选　 借助中药系统药理

数据库及分析平台 （ＴＣＭＳＰ） ［１０］ 查找膈下逐瘀汤各味中药

活性成分和作用靶点， 并以口服利用度 （ｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，
ＯＢ） ≥３０％ 、 类药性 （ｄｒｕｇ⁃ｌｉｋｅｎｅｓｓ， ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为条件

进行筛选［１１⁃１２］ ， 中药分子作用机制的生物信息学分析工具

（ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ） ［１１］对 ＴＣＭＳＰ 平台中没有的中药五灵脂进

行检索， 检索条件为 Ｓｃｏｒｅ≥２０， Ｐ＜０􀆰 ０５［１３］ 。 将 ２ 个数据

库的成分预测靶点进行合并、 去重， 建立膈下逐瘀汤活性

成分⁃靶点数据库。 并通过 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ） 对获得的药物靶点信息进行注释， 将基因全

称转化为基因的 ｓｙｍｂｏｌ。
２􀆰 １􀆰 ２　 靶点筛选 　 利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 Ｐｈａｒｍ Ｇｋｂ、
ＴＴＤ、 Ｄｒｕｇ Ｂａｎｋ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库， 以 “ＮＡＦＬＤ” 为关键

词检 索 相 关 基 因 信 息， Ｒ 语 言 安 装 ｉｎｓｔａｌｌ． ｐａｃｋａｇｅｓ
（ “ｖｅｎｎ” ） 包将数据库中的疾病靶点合并， 删除重复靶

点， 取并集， 得到疾病相关基因， 并绘制韦恩图。
２􀆰 １􀆰 ３　 药物活性成分⁃疾病⁃作用通路网络构建　 将活性成

分与靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行可视化处理， 构建

膈下逐瘀汤活性成分⁃ＮＡＦＬＤ 疾病靶点⁃作用通路网络图。
２􀆰 １􀆰 ４　 蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建　 将共同靶点导

入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库［１４］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ） 构建 ＰＰＩ 网
络， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件中使其可视化， 内置插件

Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅ 进行拓扑分析， 相关参数包括节点连接度、
介数中心性、 接近中心性等， 数值越大， 节点越接近网络

中心， 即在网络中越关键［１５⁃１６］ 。
２􀆰 １􀆰 ５　 富集分析　 采用 Ｒ 语言结合 Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ 提供的基

因数据分析工具， 进行基因本体 （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）、 京

都基因与基因组百科全书 （ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 通路富集分析。 其中， 前者包括细胞组

分 （ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）、 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ） 和生物过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） ３ 个方面， 再对

后者排名前三十的条目进行可视化， 通过 Ｒ 语言安装

Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ： ｐａｔｈｖｉｅｗ 安装包， 导入数据绘制通路图。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接　 从 ＲＳＣＢ ＰＤＢ 数据库中下载核心靶点蛋

白的 ３Ｄ 结构， 在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库获取活性成分的化学结

构， ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ⁃１􀆰 ５􀆰 ７ 软件进行对接， ＰｙＭＯＬ２􀆰 ４ 软件对

结果进行可视化处理。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 造模、 分组与给药　 大鼠适应性喂养 １ 周后随机分

为正常组、 模型组、 阿司匹林组 （９ ｍｇ ／ ｋｇ） 和膈下逐瘀汤

低、 中、 高剂量组 （分别为 ７􀆰 ２、 １４􀆰 ４、 ２８􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按体

表面积计算， 相当于临床等效量的 １、 ２、 ４ 倍［１７］ ）， 除正

常组外， 其余各组大鼠给予高脂饲料喂养 ８ 周， 建立

ＮＡＦＬＤ 模型。 在造模的同时灌胃给药， 正常组和模型组给

予等量生理盐水， 持续 １２ 周。
再观察肝组织的病理切片 （包括 ＨＥ 染色和油红 Ｏ 染

色）， 确认模型是否成功建立。 脂肪肝的病理诊断标准是

在低倍镜下观察到肝细胞脂肪变性占肝小叶的 １ ／ ３ ～ １ ／ ２ 为

轻度脂肪肝， 占 １ ／ ２～３ ／ ４ 为中度脂肪肝， 占超过 ３ ／ ４ 为重

度脂肪肝。
２􀆰 ２􀆰 ２　 取材 　 给药结束后， 大鼠腹腔注射戊巴比妥钠

（０􀆰 １ ｍＬ ／ １００ ｇ） 麻醉， 腹主动脉取血， 取一部分肝脏于

４％ 多聚甲醛中固定， 其余部分用液氮速冻后于－８０ ℃冰箱

中保存。
２􀆰 ２􀆰 ３　 脂质水平、 肝功能指标检测 　 取大鼠腹主动脉血，
４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清， 严格按照试剂

盒说明书检测 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平。
取大鼠冷冻肝组织适量， 切碎， 匀浆， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 严格按照试剂盒说明书检测

ＴＣ、 ＴＧ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和油红 Ｏ 染色观察肝组织病理形态 　 取

４％ 多聚甲醛固定的大鼠肝脏， 距肝大叶边缘约 ０􀆰 ５ ｃｍ 处

切取组织 （约 １ ｃｍ×１ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ）， 制备石蜡切片， 进行

ＨＥ 染色， 于显微镜下观察 ＮＡＦＬＤ 脂肪变性和炎症情况。
取大鼠冷冻肝脏同一部位的组织， 制备冷冻切片， 油红 Ｏ
染色， 在显微镜下观察肝细胞内脂滴分布。 按照 《ＮＡＳＨ
临床研究网络病理工作指南》 对 ＮＡＦＬＤ 活动度积分

（ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ， ＮＡＳ） 进行半定量分析［１８］ ， ①肝细

胞脂肪变， ０ 分 （＜５％ ）， １ 分 （５％ ～ ３３％ ）， ２ 分 （３４％ ～
６６％ ）， ３ 分 （＞６６％ ）； ②小叶内炎症 （２０ 倍镜计数坏死

灶）， ０ 分 （无）， １ 分 （ ＞ ２ 个）， ２ 分 （２ ～ ４ 个）， ３ 分

（＞４ 个）； ③肝细胞气球样变， ０ 分 （无）， １ 分 （少见），
２ 分 （多见）。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平　 根据试剂盒说明

书， 检测大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织相关通路蛋白表达 　 取

大鼠冷冻肝组织适量， 加入含磷酸酶抑制剂的蛋白裂解液

进行裂解， 离心， 取上清， 定量蛋白， 由不同浓度的 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 胶进行电泳分离， 转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉溶

液封闭， 加一抗 ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ＭＮＫ、 ｐ⁃ＭＮＫ、 ｅＩＦ４Ｅ、 ｐ⁃
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ｅＩＦ４Ｅ、 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＨＩＦ⁃１α， ４ ℃孵育过夜， 次日加二抗， 室

温孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 化学发光液显影。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算

目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 若方差齐， 组间比较采用单因素方差

分析， 两两比较采用 ＬＳＤ 检验； 若方差不齐， 组间比较采

用秩和检验， 两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验。 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　 共得到 ２７３ 种， 其中当归 ２ 种、 甘草 ９２
种、 桃仁 ２３ 种、 红花 ２２ 种、 乌药 ９ 种、 丹皮 １１ 种、 赤芍

２９ 种、 川芎 ７ 种、 香附 １８ 种、 延胡索 ４９ 种、 枳壳 ５ 种、
五灵脂 ６ 种， 删除重复项后最终有 ２０２ 种。
３􀆰 １􀆰 ２　 疾病、 药物靶点基因　 共得到 １ ８２３ 个与 ＮＡＦＬＤ 相

关的疾病基因， 见图 １。 共得到药物靶点基因 ４ ９８２ 个， 去

重后为 ２５１ 个， 再与 ＮＡＦＬＤ 相关疾病基因进行比对， 最终

有 １４４ 个交集靶点， 见图 ２。

图 １　 ＮＡＦＬＤ 疾病基因筛选韦恩图

图 ２　 膈下逐瘀汤干预 ＮＡＦＬＤ 韦恩图

图 ３　 膈下逐瘀汤干预 ＮＡＦＬＤ ＰＰＩ 网络图

３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络和药物⁃成分⁃靶点网络 　 将 １４４ 个交集靶

点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行可视化， ＣｙｔｏＮＣＡ 插件进

行网 络 拓 扑 学 分 析， 根 据 “ Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ” “ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ”
“Ｄｅｇｒｅｅ” “Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ” “ＬＡＣ” “Ｎｅｔｗｏｒｋ”， 筛选出核心靶

点为 ＭＡＰＫ１４、 ＡＫＴ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＥＳＲ１、 ＥＧＦＲ、 ＦＯＳ、
ＭＡＰＫ１、 ＮＲ３Ｃ１、 ＲＥＬＡ、 ＴＰ５３、 ＳＴＡＴ３、 ＭＹＣ、 ＭＡＰＫ３、
ＣＴＮＮＢ１、 ＨＩＦ１Ａ， 见图 ３。 在节点分布上， 桃仁、 五灵脂、
川芎、 乌药等中药与 ＮＡＦＬＤ 疾病相关成分较少； 在交叠颜

色上， 膈下逐瘀汤中与 ＮＡＦＬＤ 治疗相关的主要中药为红

花、 香附、 甘草和枳壳， 见图 ４。

图 ４　 膈下逐瘀汤活性成分⁃ＮＡＦＬＤ 治疗靶点调控网络图

３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 ＧＯ 通路富集分析显

示， 膈下逐瘀汤可调节异物刺激、 氧化应激、 细胞外刺激、
脂多糖等多种生物过程， 从而干预 ＮＡＦＬＤ， 影响其细胞基

因的转录功能， 见图 ５Ａ。 ＫＥＧＧ 通路富集分析显示， 膈下

逐瘀汤有效成分可能通过 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 脂肪代谢和动

脉硬化等途径来干预 ＮＡＦＬＤ， 见图 ５Ｂ。 根据 Ｐ 值进行筛

选， 发现膈下逐瘀汤干预 ＮＡＦＬＤ 炎症反应可能与 ＨＩＦ⁃１ 信

号通路中的 ＥＲＫ、 ＭＮＫ、 ｅＩＦ４Ｅ、 ＨＩＦ⁃１α 表达有关， 见

图 ５Ｃ。
３􀆰 １􀆰 ５　 分子对接　 黄芩苷、 槲皮素与 ＨＩＦ⁃１α 的最小对接结

合能分别为－６􀆰 ８４、 －５􀆰 ０１ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 均小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，
表明两者对接情况良好， 见图 ６。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝组织形态的影响 　 正

常组大鼠肝脏体积较小， 颜色暗红， 质地柔软， 包膜光滑，
边缘锐利； 模型组大鼠肝脏体积增大， 整体油腻呈黄色，
质地稍软， 表面呈现斑点状； 阿司匹林组大鼠肝脏大小基

本恢复到正常状态； 膈下逐瘀汤各剂量组大鼠肝脏均较模

型组有所改善， 见图 ７。
３􀆰 ２􀆰 ２　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝组织病理形态的影

响　 ＨＥ染色显示， 正常组大鼠肝组织结构完整， 肝细胞环

绕中央静脉向外放射状排列； 模型组大鼠肝细胞出现大量
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图 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析图

图 ６　 黄芩苷和槲皮素与 ＨＩＦ⁃１α蛋白分子对接图

微泡性和大泡性脂肪变性， 部分呈气球样变， 局部有炎细

胞浸润并可见坏死病灶； 与模型组比较， 膈下逐瘀汤各剂

量组和阿司匹林组大鼠肝组织脂肪空泡和气球样变减少，
炎细胞浸润情况改善， 以膈下逐瘀汤高剂量组效果最好，
肝脏接近正常水平， 见图 ８Ａ。 与正常组比较， 模型组大鼠

肝脏 ＮＡＳ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 阿司匹林

组和膈下逐瘀汤各剂量组大鼠肝脏 ＮＡＳ 评分降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 １。

油红 Ｏ 染色显示， 正常组大鼠肝脏细胞结构清晰完

整， 细胞核呈蓝紫色， 胞浆无红色脂滴沉积； 模型组大鼠

脂肪变性严重， 大量红色脂滴聚集， 油红 Ｏ 染色阳性面积

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 伴有炎细胞浸润； 各给药组油红 Ｏ 阳性

面积减少 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 炎细胞浸润降低， 呈剂量依赖
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图 ７　 各组大鼠肝组织形态

性， 肝脏接近正常水平， 见图 ８Ｂ、 表 ２。

图 ８　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝组织病理学的

影响 （×４００）

表 １　 各组大鼠肝脏 ＮＡＳ 评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＮＡＳ 评分 ／ 分

正常组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ６􀆰 ５０±０􀆰 ９３∗

膈下逐瘀汤低剂量组 ４􀆰 ７５±１􀆰 １７＃＃

膈下逐瘀汤中剂量组 ４􀆰 ００±０􀆰 ７６＃＃

膈下逐瘀汤高剂量组 ３􀆰 １３±０􀆰 ８３＃＃

阿司匹林组 ４􀆰 １３±０􀆰 ８３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ２　 各组大鼠肝脏油红 Ｏ 染色阳性面积比较（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 油红 Ｏ 染色阳性面积 ／ ％

正常组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ５９􀆰 ０３±１􀆰 ２１∗

膈下逐瘀汤低剂量组 ２２􀆰 ４２±１􀆰 ０７＃＃

膈下逐瘀汤中剂量组 １０􀆰 ４５±２􀆰 ３７＃＃

膈下逐瘀汤高剂量组 ４􀆰 ７３±０􀆰 ５４＃＃

阿司匹林组 ６􀆰 ７２±０􀆰 ４５＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２􀆰 ３　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝体比和脂质水平的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝体比， 血清 ＴＣ、 ＴＧ、
ＬＤＬ⁃Ｃ 及肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平

降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠肝体比，
血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 及肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。

表 ３　 各组大鼠肝体比、 脂质水平比较 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 肝体比 ／ ％ 血清 ＴＣ 血清 ＴＧ 血清 ＨＤＬ⁃Ｃ 血清 ＬＤＬ⁃Ｃ 肝脏 ＴＣ 肝脏 ＴＧ

正常组 ２􀆰 ３０±０􀆰 ２２ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０９ １􀆰 ２３±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０９ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０５
模型组 ３􀆰 ３０±０􀆰 ３２∗∗ ２􀆰 １２±０􀆰 １６∗∗ １􀆰 ６０±０􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ０９±０􀆰 １１∗∗ １􀆰 ７３±０􀆰 １２∗∗ ３􀆰 ６７±０􀆰 ３７∗∗

膈下逐瘀汤低剂量组 ２􀆰 ４０±０􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ２９±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ９６±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０４＃＃ １􀆰 ０５±０􀆰 １０＃＃

膈下逐瘀汤中剂量组 ２􀆰 ４０±０􀆰 ２６＃＃ １􀆰 １８±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０７＃＃

膈下逐瘀汤高剂量组 ２􀆰 ４０±０􀆰 ２８＃＃ １􀆰 １２±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ０３±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０５＃＃

阿司匹林组 ３􀆰 １０±０􀆰 ３０ １􀆰 ５６±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 １７±０􀆰 １０＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２􀆰 ４　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝功能指标和炎症因子

水平的影响 　 与正常组比较， 模型组大鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

各给药组大鼠血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。

表 ４　 各组大鼠肝功能指标、 炎症因子水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＡＬＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＡＳＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ·Ｌ－１）

正常组 ５０􀆰 ９２±１􀆰 ９７ ４８􀆰 ５９±２􀆰 ８２ ９􀆰 ６６±１􀆰 ６９ ５９􀆰 １２±３􀆰 ８０ １０７􀆰 ４０±７􀆰 ２２
模型组 １１１􀆰 ４１±５􀆰 ３０∗∗ １１２􀆰 ２８±５􀆰 ０４∗∗ ６４􀆰 ７５±４􀆰 ６８∗∗ １４８􀆰 ０９±１１􀆰 ８０∗∗ ３７１􀆰 ２７±８􀆰 ９０∗∗

膈下逐瘀汤低剂量组 ７８􀆰 ６０±２􀆰 １５＃＃ ８３􀆰 ０１±１􀆰 ８１＃＃ ４８􀆰 ６０±２􀆰 １９＃＃ ９２􀆰 ３４±５􀆰 ３４＃＃ ２６４􀆰 ８５±１７􀆰 １９＃＃

膈下逐瘀汤中剂量组 ６８􀆰 ０４±２􀆰 ５０＃＃ ７５􀆰 ２５±２􀆰 ２３＃＃ ３４􀆰 ６８±４􀆰 ３６＃＃ ７６􀆰 ０９±５􀆰 ９６＃＃ １９５􀆰 ６９±８􀆰 ８０＃＃

膈下逐瘀汤高剂量组 ５８􀆰 ６２±３􀆰 １４＃＃ ６３􀆰 ６７±２􀆰 ０８＃＃ １８􀆰 ３１±１􀆰 ５４＃＃ ６１􀆰 ５２±４􀆰 １１＃＃ １４９􀆰 ５１±９􀆰 ８６＃＃

阿司匹林组 ７３􀆰 １２±３􀆰 ８０＃＃ ７４􀆰 ９０±１􀆰 ７８＃＃ ２６􀆰 ０８±１􀆰 ８４＃＃ ７１􀆰 ０９±７􀆰 ６５＃＃ １７５􀆰 １７±６􀆰 １８＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ２􀆰 ５　 膈下逐瘀汤对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝组织相关通路蛋白表

达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠肝组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、
（ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ） ／ ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＭＮＫ、 ｐ⁃ＭＮＫ ／ ＭＮＫ、 ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ、
ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ ／ ｅＩＦ４Ｅ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；

与模型组比较， 各给药组大鼠肝组织 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／
ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＭＮＫ、 ｐ⁃ＭＮＫ ／ ＭＮＫ、 ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ、 ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ ／ ｅＩＦ４Ｅ、
ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５、 图 ９。

表 ５　 各组大鼠肝组织相关通路蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 （ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２） ／ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐ⁃ＭＮＫ ／ ＭＮＫ ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ ／ ｅＩＦ４Ｅ ＨＩＦ⁃１α

正常组 ０􀆰 ２９±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４４±０􀆰 １９ ０􀆰 １４±０􀆰 ０７ ０􀆰 １９±０􀆰 ０６
模型组 １􀆰 ０７±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 １８±０􀆰 ２１∗ １􀆰 １４±０􀆰 １４∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ２４∗∗

膈下逐瘀汤低剂量组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ９１±０􀆰 ２６ ０􀆰 ５８±０􀆰 １８
膈下逐瘀汤中剂量组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 １６＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ２３＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０６＃

膈下逐瘀汤高剂量组 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ６２±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ３０±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５＃＃

阿司匹林组 ０􀆰 ４７±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 １０＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 １５＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组大鼠肝组织相关通路蛋白条带

４　 讨论

膈下逐瘀汤君药为当归、 赤芍、 川芎， 功效养血行血；
臣药为桃仁、 红花、 五灵脂、 丹皮， 功效破结散瘀； 佐药

为香附、 乌药、 枳壳、 元胡， 功效为行气止痛； 使药为甘

草， 功效健脾和中、 调和诸药， 全方共奏祛瘀消痞功

效［１９］ 。 长期摄入高脂食物会导致血脂升高， 血液黏稠度增

加， 血液流动性降低， 血小板聚集增加， 在血管内皮受损

的情况下容易形成血栓， 即为血瘀［２０］ 。 随着 ＮＡＦＬＤ 进展

脂质负荷加重， 使得肝细胞肿胀， 导致肝窦变形， 微循环

障碍血流减慢； 肝细胞营养水平下降， 导致肝细胞缺氧，
更容易在氧化应激状态下发生脂质过氧化， 进一步加剧肝

细胞损伤诱发炎症［２１］ 。
本实验通过网络药理学， 共筛选出膈下逐瘀汤治疗

ＮＡＦＬＤ 的潜在作用靶点 １４４ 个， 经 ＰＰＩ 网络及网络拓扑学

分 析 得 到 １５ 个 核 心 蛋 白 靶 点 （ ＭＡＰＫ１４、 ＡＫＴ１、
ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＥＳＲ１、 ＥＧＦＲ、 ＦＯＳ、 ＭＡＰＫ１、 ＮＲ３Ｃ１、
ＲＥＬＡ、 ＴＰ５３、 ＳＴＡＴ３、 ＭＹＣ、 ＭＡＰＫ３、 ＣＴＮＮＢ１、 ＨＩＦ１Ａ），
主要通过干预氧化应激、 脂多糖反应、 营养水平调节、 对

细菌来源分子的干预、 活性氧调控等多种生物过程来防治

ＮＡＦＬＤ。 ＫＥＧＧ 通路富集分析显示， 脂质和动脉硬化、
ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ、 ＨＩＦ⁃１ 等信号通路等与 ＮＡＦＬＤ 治疗关系密切。

分子对接结果也证实， ＨＩＦ⁃１α 与膈下逐瘀汤主要有效成分

黄芩苷和槲皮素对接良好。
缺氧会加速炎症因子 （如 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 的释放

和炎症细胞的活化， 激活细胞外调节蛋白激酶 １ ／ ２ （ＥＲＫ１ ／
２） 的磷酸化［２２⁃２３］ ， 从而促进下游的促分裂原活化蛋白激酶

相关蛋白激酶 ＭＮＫｓ （ＭＮＫ１、 ＭＮＫ２） 并使其磷酸化［２４］ 。
ＭＮＫｓ 可磷酸化其下游的真核翻译起始因子 ４Ｅ （ ｅＩＦ４Ｅ），
增强其 ｅＩＦ４Ｅ 与 ｍＲＮＡ 帽子的结合能力， 从而促进蛋白质

的翻译过程［２５］ ； ＨＩＦ 是一个由 α 和 β 亚基组成的异质蛋白

复合物， 在低氧环境下氧敏感亚基 （α） 表达， 调控相关

基因在某些组织中的表达［２６］ ； ＨＩＦ⁃１α 作为调节细胞缺氧的

重要因子， 其表达受 ＥＲＫ１ ／ ２ 调节［２７］ ； 磷酸化的 ｅＩＦ４Ｅ 会

使得 ＨＩＦ⁃１α 启动转录， 进一步增加促炎细胞因子的表达，
导致炎症反应的继续加重。 因此， 炎症因子激活 ＥＲＫ ／
ＭＮＫ ／ ｅＩＦ４Ｅ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路会导致炎症反应进一步加重。

本实验以高脂饮食诱导的 ＮＡＦＬＤ 大鼠为对象， 分别采

用膈下逐瘀汤及阿司匹林干预。 结果显示， 膈下逐瘀汤可

显著改善模型大鼠肝功能， 减轻炎症反应； 显著改善模型

大鼠脂质沉积， 减轻炎细胞浸润。 研究表明， 阿司匹林能

抑制脂质生物合成和炎症， 提高分解代谢改善 ＮＡＦＬＤ［２８］ ，
本实验也证实了它对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝脏脂肪浸润、 脂质沉积

及炎症指标均有明显的改善作用。
综上所述， 膈下逐瘀汤可通过 “从瘀论治” 的角度干

预 ＮＡＦＬＤ， 其中炎症相关通路 ＥＲＫ ／ ＭＮＫ ／ ＥＩＦ４Ｅ ／ ＨＩＦ⁃１α 可

能是其发挥作用的重要途径， 上述结果可为后续深入研究

该方具体作用机制提供实验依据。
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