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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨橙皮素对非酒精性脂肪性肝病的保护作用。 方法 　 通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、 ｐｈａｒｍＭａｐｐｅｒ、 ＴａｒｇｅｔＮｅｔ 等数据库收集橙皮素的潜在靶点， 并通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＭＩ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ 等数据库

筛选非酒精性脂肪性肝病的靶点， 构建 “药物⁃靶点⁃疾病” 网络； 基于蛋白质⁃蛋白质相互作用网络进行基因本体功

能和通路富集分析， 并通过分子对接验证核心靶点。 采用高脂饮食诱导非酒精性脂肪性肝病小鼠模型， 橙皮素 （１５０
ｍｇ ／ ｋｇ） 干预 ４ 周， 进行葡萄糖耐量试验和胰岛素耐量试验。 检测血清和肝脏代谢指标， ＨＥ 染色和油红 Ｏ 染色观察

肝组织病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白表达。 结果　 网络药理学分析显示， 橙皮素与非酒精

性脂肪性肝病共有 １５０ 个交集靶点， 可能通过 ＭＡＰＫ 信号通路改善非酒精性脂肪性肝病， 并筛选得到可能的关键靶点

ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２ 等。 体内实验结果表明， 橙皮素能改善非酒精性脂肪性肝病小鼠的代谢紊乱、
肝脏炎症及脂质沉积， 降低血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平及肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平， 改善胰岛素抵抗及葡萄糖耐量， 抑

制 ＭＡＰＫ 信号通路中 ｐ３８、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ＪＮＫ 磷酸化， 减轻肝脏损伤。 结论　 橙皮素与多种核心靶点具有较高的亲和力，
可能通过多靶点调控机制发挥对非酒精性脂肪性肝病的改善作用， 其机制可能与抑制 ＭＡＰＫ 信号通路、 调节脂质代谢

平衡及抑制炎症反应有关。
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　 　 非酒精性脂肪性肝病是一种由代谢紊乱引起的慢性肝

脏疾病， 通常伴随胰岛素抵抗、 肥胖、 遗传易感等多种因

素［１⁃２］ 。 其发病机制错综复杂， 主要特征为肝细胞内脂质异

常堆积， 进而引发代谢应激及炎症反应［３⁃４］ 。 在疾病进展过

程中， 非酒精性脂肪性肝病可由单纯性脂肪肝逐渐演变为

非酒精性脂肪性肝炎， 并进一步发展为肝纤维化、 肝硬化，
甚至肝细胞癌［５］ 。 近年来， 非酒精性脂肪性肝病的全球患

病率持续上升， 中国在内的多数亚洲国家已超过 ２８％ ［６⁃８］ ，
预计至 ２０３０ 年， 总患病人口将增长 ２２％ ［９］ 。 然而， 目前临

床上尚无该病的特效药物［１０］ ， 现有的治疗手段主要依赖于

生活方式干预和辅助药物。 因此， 开发有效安全的抗非酒

精性脂肪性肝病新药具有重要意义。
橙皮素是广泛存在于芸香科植物中的黄酮类化合物，

是陈皮、 枳壳等中药的主要生物活性成分［１１］ 。 研究表明，
橙皮素具有抗炎、 抗氧化、 降血脂等作用［１２⁃１４］ ， 在代谢性

疾病中展现出潜在的治疗效果［１５］ 。 然而， 橙皮素对非酒精

性脂肪性肝病的具体作用机制尚不明确， 其作用靶点和参

与的信号通路仍有待进一步研究。
本研究利用网络药理学结合分子对接及动物实验探究

橙皮素干预非酒精性脂肪性肝病的潜在作用靶点和信号通

路， 并验证其作用机制， 以期为开发新型非酒精性脂肪性

肝病药物提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ２４ 只， ８ 周龄， 体

质量 １８～ ２２ ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１７⁃０００５］， 饲养于

浙江中医药大学动物实验研究中心 ［实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （浙） ２０２１⁃００１２］。 本研究经浙江中医药大学实

验动 物 管 理 与 伦 理 委 会 批 准 （ 伦 理 审 查 号 ＩＡＣＵＣ⁃
２０２４０４０８⁃０１）。 所有动物均饲养于标准动物房中， 环境温

度 ２３～２４ ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜循环，
自由摄取食物和水。
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１􀆰 ２　 试剂与药物　 橙皮素 （上海融禾医药科技发展有限公

司， 货号 ＴＨＴ２７９）； ６０ ｋｃａｌ％ 脂肪热量高脂鼠粮 ［戴茨生

物科技 （无锡） 有限公司， 货号 ＨＦ６０］； 无水葡萄糖 （厦
门辉耀兴业科技有限公司， 货号 Ｇ６１７２）； 重组人胰岛素

（北京索莱宝科技有限公司， 货号 １１０６１⁃６８⁃０）； 甘油三酯、
总胆固醇试剂盒 （南京建成生物工程研究所有限公司， 货

号 Ａ１１０⁃１⁃１、 Ａ１１１⁃１⁃１）； 苏木素染液、 伊红染液、 无蛋白

快速封闭液 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货号 Ｇ１００４、
Ｇ１００２、 Ｇ２０５２）； 改良油红 Ｏ 试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白浓度检试

验剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公 司， 货 号

Ｃ０１５８Ｓ、 Ｐ００１１）； 蛋白酶抑制剂、 磷酸酶抑制剂 （江苏康

为 世 纪 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司， 货 号 ＣＷ２２００Ｓ、
ＣＷ２３８３Ｓ）； ＲＩＰＡ 裂解液、 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

ＩｇＧ、 辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体 （武汉博士德

生物工程有限公司， 货号 ＡＲ０１０５、 ＢＡ１０５４、 ＢＡ１０５０）； 三

色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒 （上海雅酶

生物医药科技有限公司， 货号 ＷＪ１０３、 ＰＧ１１２）； ＥＲＫ１ ／ ２、
ｐ３８、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （杭州

华安生物技术有限公司， 货号 ＥＴ１６０１⁃２９、 ＥＴ１７０２⁃６５、
ＥＴ１６０１⁃２８、 ＥＴ１６０３⁃２２、 ＥＲ２００１⁃５２、 ＥＴ１６０９⁃４２、 Ｍ１２１０⁃
２、 ＨＡ１０３３）。
１􀆰 ３　 仪器　 ７０２０ 全自动生化分析仪 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）；
ＣＭ１９００ 冰冻切片机、 ＲＭ２２３５ 石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； 安稳＋血糖仪、 血糖试纸 （三诺生物传感股份有限公

司）； 数字切片扫描仪 （日本 Ｈａｍａｍａｔｓｕ 公司）； 酶标仪

［珀金埃尔默企业管理 （上海） 有限公司］； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电
泳仪、 转膜仪、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶系统、 成像系统 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学记分子对接分析

２􀆰 １􀆰 １　 橙皮素靶点的收集 　 以 “ ｈｅｓｐｅｒｅｔｉｎ” 为关键词，
从 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ􀆰 ｃｈ ／ ）、
ｐｈａｒｍＭａｐｐｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ）、 ＴａｒｇｅｔＮｅｔ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｎｅｔ． ｓｃｂｄｄ． ｃｏｍ ／ ） 数据库

中获取橙皮素的潜在靶点。
２􀆰 １􀆰 ２　 非酒精性脂肪性肝病疾病靶点的收集 　 以 “ ｎｏｎ⁃
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ” 为 关 键 词， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ．
ｉｄｒｂｌａｂ． ｏｒｇ ／ ｔｔｄ ／ ）、 ＤｒｕｇＢａｎｋ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｒｕｇｂａｎｋ．
ｃａ ／ ）、 ＰｈａｒｍＧＫＢ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈａｒｍｇｋｂ． ｏｒｇ ／ ）、 ＴＴＤ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｏｒｇ ／ ｔｔｄ ／ ） 数据库检索非酒精性脂肪

性肝病病疾病靶点。
２􀆰 １􀆰 ３　 “药物⁃靶点⁃疾病” 网络构建　 将橙皮素靶点与非

酒精性脂肪性肝病靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件， 获得交

集靶点， 构建橙皮素抗非酒精性脂肪性肝病的 “药物⁃靶点

⁃疾病” 网络。
２􀆰 １􀆰 ４　 蛋白质相互作用网络构建及核心靶点收集　 将交集

靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 构

建蛋 白 质⁃蛋 白 质 相 互 作 用 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ） 网络， 并采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ０ 软件将其可视化。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 采用 Ｒ ４􀆰 ２􀆰 １ 软

件的 ｇｇｐｌｏｔ２ 包对橙皮素抗非酒精性脂肪性肝病的潜在靶点

进行基因本体 （ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 生物功能富集分析和

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。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接　 将 ＰＰＩ 蛋白互作网络中度值排序前 ５ 位

的靶点与橙皮素进行分子对接。 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中获取

橙皮素活性成分的 ＳＤＦ 文件， 将其作为配体文件。 从 ＰＤＢ
数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 获取核心靶点蛋白质受

体文件。 通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌ 软件对蛋白质受体进行去水、
加氢等操作， ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ 软件进行分子对接并计算结果，
结合能小于－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 说明橙皮素和关键靶点具有较好的

结合活性。 采用 ＰｙＭＯＬ 软件对结果进行可视化。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 造模、 分组与给药　 ２４ 只小鼠适应性喂养 １ 周后，
随机分为对照组、 模型组、 橙皮素组 （１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组

８ 只。 对照组小鼠给予普通饲料， 模型组与橙皮素组小鼠

给予高脂饲料， 连续喂养 １２ 周， 构建非酒精性脂肪性肝病

模型。 每周称定小鼠体质量， 从第 ８ 周后开始灌胃给予相

应药物 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 对照组与模型组小鼠灌胃给予等体积生

理盐水， 每天 １ 次， 连续 ４ 周。
２􀆰 ２􀆰 ２　 葡萄糖耐量试验和胰岛素耐量试验　 采集小鼠尾静

脉血， 检测空腹血糖， 记为 ０ ｍｉｎ 血糖值。 葡萄糖耐量试

验实验开始前禁食 １６ ｈ， 每只小鼠腹腔注射葡萄糖溶液

２􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ； 胰岛素耐量试验实验开始前禁食 ４ ｈ， 每只小鼠

腹腔注射胰岛素溶液 ０􀆰 ７５ Ｕ ／ ｋｇ。 注射后分别于 ３０、 ６０、
１２０ ｍｉｎ 采集尾静脉血， 检测血糖值， 绘制葡萄糖耐量曲线

及胰岛素耐量曲线， 并计算曲线下面积。
２􀆰 ２􀆰 ３　 血清和肝组织取材及肝脏指数检测 　 给药 ４ 周后，
所有小鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 麻醉后取血， 室温下静置 ３０
ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集血清， 保存于

－８０ ℃冰箱中。 取血样完成后， 处死小鼠， 迅速剥离肝脏，
称定肝质量， 并计算肝脏指数， 公式为肝脏指数 ＝ （肝质

量 ／体质量） × １００％ 。 取各组小鼠相同部位少量肝组织，
４％ 多聚甲醛固定， 用于后续病理学检测， 剩余部分－８０ ℃
保存。
２􀆰 ２􀆰 ４　 血液和肝脏生化指标检测　 采用全自动生化分析仪

检测小鼠血清总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＴＣ）、 甘油三酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ） 水平和丙氨酸氨基转移酶 （ ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）、 天冬氨酸氨基转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ） 活性。 取肝组织， 根据相关试剂盒

说明书操作， 检测小鼠肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察肝组织病理学变化　 肝组织经 ４％ 多聚

甲醛固定后， 全自动组织脱水浸蜡， 石蜡包埋， 切取 ４ μｍ
切片； 二甲苯脱蜡， 梯度乙醇水化， 苏木素染色 ５ ｍｉｎ， 返

蓝、 伊红染色 ３ ｍｉｎ， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 封片，
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显微镜下观察肝组织病理变化。 并通过非酒精性脂肪性肝

病活动度评分 （ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ， ＮＡＳ） 评价各组小鼠

肝组织脂肪变性、 小叶炎症、 气球样变程度。 脂肪变性、
小叶炎症、 气球样变程度越重， ＮＡＳ 评分越高， 具体评分

标准见表 １。
表 １　 ＮＡＳ 评分标准

组织学标志 评分标准 评分 ／ 分

脂肪变性 ＜５％ ０

５％ ～３３％ １

３３％ ～６６％ ２

＞６６％ ３

小叶炎症 无 ０

＜２ １

２～４ ２

＞４ ３

气球样变 无 ０

不明显 １

显著 ２

２􀆰 ２􀆰 ６　 油红 Ｏ 染色观察肝组织脂质沉积情况　 将置于 ４％
多聚甲醛中固定的肝组织取出， 浸于冰冻包埋剂中， 制备

８ μｍ 冰冻切片， 室温下晾干 ５ ｍｉｎ， 油红 Ｏ 染色工作液染

色 １５ ｍｉｎ， 蒸馏水清洗， ７５％ 乙醇分化 １０ ｓ， 苏木素染色

液复染核 ３０ ｓ， 甘油明胶封片， 显微镜下观察肝脏脂质沉

积情况， 分析油红 Ｏ 染色阳性面积。
２􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋

白表达　 取 ２０ ｍｇ 新鲜肝组织， 用液氮研磨成粉末， 用含

蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解， 提取蛋白，
ＢＣＡ 法检测蛋白含量， 取等质量蛋白进行变性， 加入蛋白

上样缓冲液后冷冻保存备用。 制备 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 上样，
电泳， 转移至 ＮＣ 膜， ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ， 分别

加入 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ、 抗

体 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶ ５ ０００）
室温孵育 １ ｈ， 增强化学发光法显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
通过 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行灰度值分析。
２􀆰 ３　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， 组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学及分子对接结果

３􀆰 １􀆰 １　 橙皮素与非酒精性脂肪性肝病的交集靶点　 共获取

橙皮素靶点 １５４ 个， 非酒精性脂肪性肝病靶点 ３７ ３８７ 个，
两者交集靶点 １５０ 个， 即为橙皮素抗非酒精性脂肪性肝病

的潜在作用靶点， 见图 １。
３􀆰 １􀆰 ２　 “药物⁃靶点⁃疾病” 网络构建　 药物、 疾病、 共同

靶点均以节点形式区分， 相互关系以边形式展示， 见图 ２。
３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建　 由图 ３ 可知， 橙皮素改善非酒精性

脂肪性肝病的核心靶点依据度值排序分别为 ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、

图 １　 橙皮素⁃非酒精性脂肪性肝病交集靶点韦恩图

图 ２　 橙皮素⁃非酒精性脂肪性肝病 “药物⁃靶点⁃疾病” 网络

ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２。 这些共有靶点可能在橙皮素抗非

酒精性脂肪性肝病中发挥关键作用。
３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析　 ＧＯ 功能富集

分析结果显示， 生物过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） 主要涉

及单碳代谢过程、 对外来刺激的反应、 对淀粉样蛋白的反

应、 对肽的反应、 对氧化应激的反应； 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 主要涉及富 ｆｉｃｏｌｉｎ⁃１ 颗粒腔、 囊腔、 细胞

质囊腔相关组分； 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 主

要涉及碳酸盐脱水酶活性、 蛋白质丝氨酸 ／苏氨酸 ／酪氨酸

激酶活性、 水解酶活性等功能， 见图 ４。 ＫＥＧＧ 信号通路富

集分析结果显示， 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病的改善作

用机制主要涉及 ＭＡＰＫ 信号通路、 雌激素信号通路、 氮代

谢、 凋亡、 ＦｏｘＯ 信号通路， 这些信号通路与非酒精性脂肪

性肝病发病过程中的脂代谢、 凋亡、 自噬、 炎症等反应密

切相关， 见图 ５。
３􀆰 １􀆰 ５　 分子对接　 将橙皮素和 ＰＰＩ 网络中排名前五的靶点

（ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２） 进行分子对接，
结果显示， 橙皮素与五者的结合能分别为 － ７􀆰 ３、 － ７􀆰 ６、
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图 ３　 橙皮素⁃非酒精性脂肪性肝病主要靶点 ＰＰＩ 网络

图 ４　 橙皮素干预非酒精性脂肪性肝病靶点 ＧＯ
功能富集分析柱状图

图 ５　 橙皮素干预非酒精性脂肪性肝病靶点 ＫＥＧＧ 信号

通路富集分析气泡图

　 　 　 　

－７􀆰 ７、 －７􀆰 １、 －７􀆰 ６ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 均小于－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 表明橙皮素

和核心靶点均具有良好的结合能力。 提示橙皮素可能通过

这些关键靶点发挥抗非酒精性脂肪性肝病的作用， 见图 ６。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠体质量、 肝质

量及肝脏指数的影响 　 如图 ７ 所示， 与对照组比较， 模

型组小鼠体质量、 肝质量及肝脏指数升高 （ Ｐ＜ ０􀆰 ０１） ；
与模型组比较， 橙皮素组小鼠体质量、 肝质量及肝脏指

数降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１） ， 表明橙皮素能抑制高脂

饮食诱导非酒精性脂肪性肝病小鼠体质量、 肝质量及肝

脏指数增加。
３􀆰 ２􀆰 ２　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠葡萄糖耐量和胰

岛素抵抗的影响　 如图 ８ 所示， 与对照组比较， 模型组小

鼠的血糖曲线升高， 曲线下面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明模

型组小鼠存在葡萄糖耐量减退及胰岛素抵抗； 与模型组比

较， 橙皮素组小鼠血糖曲线降低， 曲线下面积缩小 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 表明橙皮素能够有效改善非酒精性脂肪性肝病引

起的葡萄糖耐量并减轻胰岛素抵抗。
３􀆰 ２􀆰 ３　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠血清 ＴＣ、 ＴＧ、
ＡＬＴ、 ＡＳＴ 及肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平的影响　 如图 ９ 所示， 与

对照组比较， 模型组小鼠血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 和肝组

织 ＴＣ、 ＴＧ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

图 ６　 橙皮素与核心靶点分子对接图
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠体质量、 肝质量和肝指数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

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

图 ８　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠葡萄糖耐量和胰岛素抵抗的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

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

图 ９　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 及肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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橙皮素组血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 和肝组织 ＴＣ、 ＴＧ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示橙皮素对高脂饮食导致的脂质代谢

紊乱和肝损伤具有调节作用。
３􀆰 ２􀆰 ４　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠肝组织病理变化

和脂肪堆积的影响 　 如图 １０ 所示， 对照组小鼠肝细胞形态

正常， 肝小叶结构紧密排列， 无明显脂质变性或炎性细胞

浸润； 模型组小鼠肝细胞出现严重的结构紊乱、 大量脂质

堆积及脂肪空泡现象， 且伴有炎细胞浸润； 橙皮素组小鼠

肝细胞形态结构改善， 脂质堆积和脂肪空泡减少， 几乎没

有炎性细胞的存在。 与对照组比较， 模型组小鼠 ＮＡＳ 评分

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脂滴相对面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 橙皮素组小鼠 ＮＡＳ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脂滴相

对面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 提示橙皮素能有效抑制肝脏脂肪

变性和堆积， 降低脂肪变性程度， 同时缓解由高脂饮食诱

导的肝脏炎症反应， 从而改善肝损伤。

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

图 １０　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠肝组织病理变化和脂肪堆积的影响 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２􀆰 ５　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠肝组织 ＭＡＰＫ 信

号通路相关蛋白表达的影响 　 如图 １１ 所示， 与对照组比

较， 模型组小鼠肝组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ ／ ｐ３８、 ｐ⁃
ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
橙皮素组小鼠肝组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ｐ３８ ／ ｐ３８、 ｐ⁃

ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明橙皮素可能通过抑制

ＭＡＰＫ 信号通路， 降低炎症因子和氧化应激反应， 缓解肝

细胞损伤和脂质代谢异常， 从而发挥抗非酒精性脂肪性肝

病的作用。

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

图 １１　 橙皮素对非酒精性脂肪性肝病小鼠肝组织 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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４　 讨论

随着全球肥胖和 ２ 型糖尿病患病率的不断上升， 非酒

精性脂肪性肝病已成为最常见的慢性肝病之一［１６⁃１７］ ， 但目

前缺乏针对性治疗措施， 亟需探索新型药物靶点与治疗方

案。 近年来， 天然产物在非酒精性脂肪性肝病治疗中的应

用潜力显著［１８］ ， 橙皮素是广泛存在于柑橘类水果中的天然

黄酮类化合物， 具备广泛的药理活性［１９⁃２３］ 。 然而， 其治疗

非酒精性脂肪性肝病的机制尚不明确， 多集中于其抗氧化

和抗炎特性的描述， 而缺乏系统、 深入的机制研究［２４⁃２５］ 。
本研究通过网络药理学筛选橙皮素的潜在作用靶点， 并结

合非酒精性脂肪性肝病的疾病靶点， 构建 “药物⁃靶点⁃疾
病” 网络。 结果表明， 橙皮素可能通过多靶点、 多途径发

挥作用， 其中 ＭＡＰＫ 信号通路尤为关键。 分子对接分析发

现， 橙皮素可与 ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２ 等

核心靶点结合， 结合能均小于－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 表明其具有较强

的结合活性。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析进一步揭示， 橙皮素的作用

机制涉及脂质代谢、 氧化应激和炎症反应等多个生物过程。
体内实验显示， 橙皮素能降低非酒精性脂肪性肝病小鼠肝

脏脂质沉积水平， 并降低血清和肝组织 ＴＣ、 ＴＧ、 ＡＬＴ、
ＡＳＴ 等指标。 同时， 橙皮素能提高胰岛素敏感性， 改善葡

萄糖耐量， 表现出良好的降脂及胰岛素抵抗作用。 组织病

理学结果表明， 橙皮素能够减少肝脏中的脂质空泡及炎症

细胞浸润， 进一步验证其在改善脂质代谢紊乱及炎症反应

方面具有较强的作用。
从分子机制角度来看， 橙皮素通过与 ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、

ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２ 等靶点结合调控 ＭＡＰＫ 信号通路。
ＥＧＦＲ 是 ＭＡＰＫ 信号通路的上游关键受体， 激活后通过

ＲＡＳ ／ ＲＡＦ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路引发下游的信号级联反

应［２６］ ， 在非酒精性脂肪性肝病中可能通过促进肝细胞的增

殖和修复影响脂肪代谢［２７⁃２９］ 。 ＥＳＲ１ 作为雌激素受体， 能通

过 ＥＲＫ１ ／ ２ 调节肝脏脂肪沉积和抗氧化应激反应［３０］ ， 并通

过抑制 ＪＮＫ 和 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路减轻炎症反应［３１］ 。
ＨＳＰ９０ＡＡ１ 是一种分子伴侣蛋白， 能够通过稳定 ＭＡＰＫ 通

路中的关键激酶 （如 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ｐ３８） 来增强其活性， 促

进细胞的增殖、 存活和应激反应［３２⁃３４］ 。 ＳＲＣ 通过激活

ＭＡＰＫ 信号通路中的 ＥＲＫ、 ＪＮＫ 和 ｐ３８， 调控细胞增殖、 迁

移和应激反应。 在非酒精性脂肪性肝病中， ＳＲＣ 激酶可能

通过 ＭＡＰＫ 信号通路加剧肝脏的脂肪沉积和纤维化［３５⁃３６］ 。
ＢＣＬ２ 在 ＭＡＰＫ 信号通路， 特别是 ＥＲＫ１ ／ ２ 的调控下， 延长

细胞存活时间， 抑制凋亡。 在非酒精性脂肪性肝病中，
ＭＡＰＫ 信号通路的异常激活可能通过调节 ＢＣＬ２ 促进肝细胞

的存活， 导致脂肪沉积和肝脏纤维化［３７⁃３８］ 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示， 橙皮素能够抑制 ＭＡＰＫ 信号通路中 ｐ３８、 ＥＲＫ１ ／ ２、
ＪＮＫ 的磷酸化水平， 提示其可能通过与 ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、
ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＳＲＣ、 ＢＣＬ２ 等靶点的结合， 从而抑制 ＭＡＰＫ
信号通路的激活， 最终减少炎症反应、 脂质堆积及肝细胞

损伤。 这些研究结果为橙皮素对非酒精性脂肪性肝病的干

预作用提供了直接的实验验证， 同时从分子机制层面说明

了橙皮素在抑制非酒精性脂肪性肝病中的潜在价值。
尽管本研究揭示了橙皮素在非酒精性脂肪性肝病治疗

中的潜在作用机制， 但仍存在一些局限性。 网络药理学分

析依赖于现有数据库， 可能遗漏某些尚未发现的重要靶点。
此外， 尽管体内实验显示橙皮素在小鼠模型中具有良好作

用， 但在不同种属和人类患者中的适用性及安全性仍需进

一步研究。 未来的研究应重点关注橙皮素在大规模临床样

本中的疗效评估， 并通过多组学方法深入解析其多靶点调

控机制。
综上所述， 本研究通过网络药理学、 分子对接及体内

实验证实橙皮素可能通过抑制 ＭＡＰＫ 信号通路改善脂质代

谢紊乱和炎症等发挥抗非酒精性脂肪性肝病的作用。 本研

究为橙皮素在非酒精性脂肪性肝病治疗中的应用提供了理

论依据， 同时为未来该病治疗药物的开发提供了新的思路。
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