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［摘要］ 目的：采用网络药理学和动物实验相结合方法，探究血府逐瘀汤（XFZYT）治疗代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）的
作用机制。方法：采用网络药理学对 XFZYT 关键成分、治疗 MAFLD 的核心靶点及信号通路进行预测；动物实验采用喂食高

胆固醇饲料（HCD）4 周建立 MAFLD 大鼠模型，给予 XFZYT 低剂量（2 g·kg-1）和 XFZYT 高剂量（4 g·kg-1）干预 2 周。采用生化

法检测血清中天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转氨酶（ALT）、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白（HDL）、
低密度脂蛋白（LDL）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）活性及丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH），以及肝脏中 TC 和

TG；采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中白细胞介素（IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α水平；采用苏木素 -伊红

（HE）染色、油红 O 染色和 DHE 探针分别检测肝组织病理形态学、脂类沉积情况和 ROS 水平；蛋白免疫印迹法（Western blot）检
测肝组织中腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）、磷酸化（p）-AMPK、核因子 E2相关因子（Nrf2）、血红素氧合酶 -1（HO-1）、核转录因

子-κB（NF-κB）和 p-NF-κB 的表达；采用液相色谱-串联质谱联用技术（LC-MS/MS）进行血清非靶向代谢组学分析。结果：经网

络药理学分析获得 XFZYT 治疗 MAFLD 的潜在靶点 155 个，主要核心靶点有信号转导与转录激活因子 3（STAT3）、蛋白激

酶 B1（Akt1）、TNF 和 IL-6 等，京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集通路主要涉及 AMPK 信号通路。动物实验结果表明，

与 CON 组比较，MOD 组大鼠出现了血脂紊乱、肝功能损伤和肝内明显脂类沉积与炎症表现，血清中 AST、ALT、TC、TG、LDL、

MDA 含量水平明显升高（P<0.05），HDL、GSH 含量和 SOD、CAT 活性明显降低（P<0.05），肝脏组织中 Nrf2、HO-1、p-AMPK 蛋

白表达水平明显降低（P<0.05），p-NF-κB 蛋白表达水平明显升高（P<0.05）。与 MOD 组比较，XFZYT 处理组大鼠血脂紊乱、肝

功能损伤明显好转，肝内脂类沉积与炎症细胞浸润明显减少，血清中 AST、ALT、TC、TG、LDL、MDA 水平明显降低（P<0.05），
HDL、GSH 含量和 SOD、CAT 活性水平明显升高（P<0.05），肝脏组织中 Nrf2、HO-1、p-AMPK 蛋白表达水平明显升高（P<0.05），
p-NF-κB 蛋白表达水平明显降低（P<0.05）。血清代谢组学分析显示，CON 组与 MOD 组间存在差异代谢物 511 种，其中 231 种

表达上调，280 种表达下调；XFZYT 组与 MOD 组间的差异代谢物有 94 种，其中 51 种表达上调，43 种表达下调；94 种差异代谢

产物中有 11 种改变最为明显，主要涉及甘油酯代谢、胆固醇代谢、胰岛素抵抗等多条与 AMPK 相关的通路。结论：XFZYT 可

能通过调控 AMPK 信号通路对 MAFLD 大鼠发挥治疗作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the therapeutic mechanism of Xuefu Zhuyutang （XFZYT） for metabolic-associated 

fatty liver disease （MAFLD） through integrated network pharmacology and animal experiments. Methods：： Network 

pharmacology was utilized to predict the core components， key therapeutic targets， and signaling pathways of XFZYT in the 

treatment of MAFLD. For animal experiments， a rat model of MAFLD was established by feeding a high-cholesterol diet for 

4 weeks. Intervention was then administered with low-dose （2 g·kg-1） and high-dose （4 g·kg-1） XFZYT for 2 weeks. Biochemical 

assays were performed to measure the serum levels of aspartate aminotransferase （AST）， alanine aminotransferase （ALT）， total 

cholesterol （TC）， triglycerides （TG）， high-density lipoprotein （HDL）， and low-density lipoprotein （LDL）. In addition， the 

activities of superoxide dismutase （SOD） and catalase （CAT） and levels of malondialdehyde （MDA） and glutathione （GSH） in 

the serum were measured. The same way was adopted to measure the levels of TC and TG in the liver tissue. Enzyme-linked 

immunosorbent assay （ELISA） was employed to quantify the serum levels of interleukin （IL）-6， IL-1β， and tumor necrosis factor-

alpha （TNF-α）. Histopathological evaluations included hematoxylin and eosin （HE） staining for liver tissue morphology， Oil Red 

O staining for lipid deposition， and dihydroethidium （DHE） probe staining for reactive oxygen species （ROS） levels. Western blot 

analysis was conducted to assess the protein levels of AMP-activated protein kinase （AMPK）， phosphorylated （p）-AMPK， nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）， heme oxygenase-1 （HO-1）， nuclear factor-kappa B （NF-κB）， and p-NF-κB in the liver 

tissue. Untargeted metabolomics analysis of the serum was performed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

（LC-MS/MS）. Results：： Network pharmacology analysis predicted 155 potential targets of XFZYT for MAFLD treatment， with 

core targets including signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3）， protein kinase B1 （Akt1）， TNF， and IL-6. Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment primarily implicated the AMPK signaling pathway. Animal 

experiments demonstrated that compared with the normal group， the model group exhibited dyslipidemia， hepatic function 

impairment， pronounced hepatic lipid deposition， and inflammatory manifestations， with elevated serum levels of AST， ALT， TC， 

TG， LDL， and MDA （P<0.05）， reduced HDL and GSH levels plus decreased SOD and CAT activities （P<0.05）， downregulated 

protein levels of Nrf2， HO-1， and p-AMPK （P<0.05）， and upregulated protein level of p-NF- κB （P<0.05） in the liver tissue. 

Compared with the model group， XFZYT intervention groups showed significant amelioration of dyslipidemia and hepatic function 

impairment， markedly reduced hepatic lipid deposition and inflammatory cell infiltration， decreased serum levels of AST， ALT， 

TC， TG， LDL， and MDA （P<0.05）， increased HDL and GSH levels plus enhanced SOD and CAT activities （P<0.05）， 

upregulated protein levels of Nrf2， HO-1， and p-AMPK （P<0.05）， and downregulated protein level of p-NF-κB （P<0.05）. Serum 

metabolomics revealed 511 differentially expressed metabolites （231 upregulated and 280 downregulated） between normal and 

model groups， while XFZYT groups versus model group showed 94 differential metabolites （51 upregulated and 

43 downregulated）. Among them， 11 metabolites displayed the most significant alterations， with enriched pathways including 

glycerolipid metabolism， cholesterol metabolism， and insulin resistance， multiple of which demonstrated AMPK association. 

Conclusion：： XFZYT alleviates MAFLD by regulating the AMPK signaling pathway and associated metabolic networks.

［［Keywords］］ Xuefu Zhuyutang； metabolic-associated fatty liver disease； network pharmacology； metabolomics； AMP-

activated protein kinase （AMPK） signaling pathway

代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）是遗传易感个

体由于营养过剩和胰岛素抵抗（IR）引起的、以肝实

质细胞内过量脂质沉积为特征的慢性进展性肝

病［1］，其疾病谱包括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎及其

相关纤维化和肝硬化。本病已成为全球最常见的

慢性肝病和健康体检人群血清转氨酶增高的主要

原因［2］。据统计全球患病率约为 30%，且仍在持续

上升［3］。相较于西方国家，我国拥有更高的患病风

险，成人 MAFLD 总体患病率约为 33%［4］，已取代病

毒性肝炎成为我国第一大慢性肝病［5］。目前尚无针

对 MAFLD 直接有效的治疗药物［6］，因此，开发有确

切疗效的药物具有重要意义。

MAFLD 的发病机制较为复杂，涉及氧化应激、

脂质代谢、IR、炎症、肠道菌群失调和免疫系统的异

常 激 活 等 多 重 打 击 因 素［7］。 其 中 IR 被 认 为 是

MAFLD 发展的关键因素［8］。由于 IR 导致脂肪分

解，释放到血中的游离脂肪酸（FFA）增多，进而流入

肝细胞内促进了甘油三酯（TG）的合成，引发肝细胞

内脂质沉积。脂质过量沉积导致线粒体功能障碍，

产生大量活性氧（ROS）和脂质过氧化产物，进一步

促进炎性细胞因子释放，最终加剧炎症反应。因

此，调节肝细胞内脂质代谢稳态对于阻断氧化应激-

炎症级联反应、延缓 MAFLD 进展十分重要［9］。腺

苷酸活化蛋白激酶（AMPK）是真核细胞生物中广泛
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存在的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，是细胞代谢的关键

能量传感器。当细胞内能量不足时 AMPK 被激活，

进而调节脂类和碳水化合物的代谢，促进 ATP 生

成，使细胞能量得以恢复［10］。AMPK 活化后可抑制

核转录因子-κB（NF-κB）介导的炎症反应、增加核因

子 E2相关因子 2（Nrf2）、血红素加氧酶（HO）-1 的表

达进而调节抗氧化酶的表达，发挥抗炎、抗氧化应

激作用［11］。MAFLD 肝脏脂质沉积和炎症等因素导

致 AMPK 活性降低［12］，而活化该通路可通过调控脂

类合成、脂肪酸氧化等途径改善 MAFLD 脂质代谢，

并发挥抗炎、抗氧化作用［13］。

MAFLD 属于中医“肝癖”“胁痛”“积聚”等范

畴，主要病因病机为饮食不节、劳逸失常或情志所

伤损伤肝脾，肝郁脾虚，气机运行不畅，水湿痰饮聚

集，日久成瘀化热，病入血分，损伤肝络，发为脂肪

肝［14］，故应治以活血化瘀，行气散结。血府逐瘀汤

（XFZYT）是活血化瘀治法的代表性方剂之一，出自

清代王清任的《医林改错》，由桃仁、红花、地黄、当

归、牛膝、赤芍、枳壳、甘草、川芎、桔梗、柴胡组

成［15］，主要功效为活血化瘀，辅以行气散结。近年

来，临床和动物实验均发现该药具有改善 MAFLD

的作用［16-19］，但该作用是否与激活 AMPK 有关尚不

清楚。因此，本研究采用喂饲高胆固醇饲料（HCD）
诱导 MAFLD 大鼠模型，给予 XFZYT 治疗，观察其

对 MAFLD 疗效及 AMPK 相关信号通路的影响，以

揭示其作用机制，为其用于 MAFLD 治疗提供依据。

1 材料

1.1　动物     35 只 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质

量 200~210 g，由辽宁长生生物技术有限公司提供，

合格证号 SCXK（辽）2020-0001。将大鼠置于标准

环境饲养，通风良好，12 h 昼夜节律，室温 20~25 ℃、

相对湿度 40%~70%。

1.2　伦理     本课题实验方案经河北中医药大学动

物 实 验 伦 理 委 员 会 审 核 批 准（ 批 准 号

DWLL202203134）。
1.3　药品及试剂     红花、川芎、枳壳、炙甘草（河北

仁 心 药 业 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 13125016、

02225011、24121809、05725011），北柴胡、炒桃仁、赤

芍、当归、生地黄、桔梗（国药乐仁堂河北药业有限

公司，批号分别为 25031105、25010901、25040107、

25050814、24112906、2503034），牛膝（河北康益强

药业有限公司，批号 25060401），由河北中医药大学

郭秋红教授鉴定为正品；二甲双胍（石家庄欧意药

业有限公司，批号 ACA5443）；胆固醇、丙硫氧嘧啶

（上海麦克林生化科技股份有限公司，货号分别为

C6213、P815128）；胆酸钠（北京奥博星生物技术有

限责任公司，货号 01-144）；HCD（河北医科大学监

制）；色谱纯甲醇、乙腈、甲酸、丙醇、水（美国 Fisher

公司）；丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转

移酶（AST）、总胆固醇（TC）、TG、低密度脂蛋白

（LDL）、高密度脂蛋白（HDL）、超氧化物歧化酶

（SOD）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、还原型

谷胱甘肽（GSH）试剂盒（南京建成生物工程研究

所 ，货 号 分 别 为 C009-2-1、C0010-2-1、A111-1-1、

A110-1-1、A020-2、A112-1-1、A001-3、A003-1、A007-

1-1、A006-2-1）；肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介

素（IL）-6、IL-1β试剂盒（杭州联科生物技术股份有

限公司，货号分别为 EK382、EK306、EK301B）；兔抗

鼠一抗 HO-1、Nrf2（南京巴傲得生物科技有限公司，

货号分别为 BS6626、BS1258）；兔抗鼠一抗 AMPK、

磷酸化（p）-AMPK、p-NF-κB 和山羊抗免免疫球蛋

白（Ig）G 辣根过氧化物酶（HRP）二抗（上海泊湾生

物科技有限公司，货号分别为 CY5326、CY6029、

CY6367、AB0101）；兔抗鼠一抗 NF-κB（江苏亲科生

物有限公司，货号 AF5006）；兔抗鼠一抗甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（南京赛戈巍生物科技有

限公司，货号 52902）；苏木素染色液、伊红染色液

（ 珠 海 贝 索 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

BA4097、BA4098），油红 O 染色液（北京索莱宝科技

有限公司，货号 G1262）。
1.4　 仪 器     UHPLC-Exploris 240 型 质 谱 仪 、

Varioskan LUX 型 多 功 能 微 孔 板 读 数 仪（ 美 国

Thermo Fisher 公司）；ExionLC AD 型液相色谱系统

（上海爱博才思分析仪器贸易有限公司）；HSS T3 型

色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，1.8 µm，美 国 Waters 公

司）；LNG-T88 型台式快速离心浓缩干燥器（太仓华

美生化仪器厂）；Centrifuge 5430R 型高速冷冻离心

机（德国 Eppendorf 公司）；Fusion FX5 Spectra 型多

功能成像系统（法国 Vilber Lourmat 公司）；BX51 型

荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；PowerPac basic 型

电泳仪电源、Mini-PROTRAN Tetra 型小型垂直电泳

槽 、小 型 Trans-Blot 型 湿 转 印 槽（ 美 国 Bio-Rad

公司）。
2 方法

2.1　中药药液制备     按北柴胡 3 g、炒桃仁 12 g、红

花 9 g、炙甘草 6 g、牛膝 9 g、桔梗 4.5 g、赤芍 6 g、枳

壳 6 g、当归 9 g、川芎 4.5 g、生地黄 9 g 配齐药物，药

材在 500 mL 水中浸泡 30 min，用沸水煎煮 2 次，
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每次 30 min，然后合并滤液，浓缩至相当于 XFZYT

生药质量浓度 2.25 g·mL-1，冷却后，4 ℃冰箱备用。

2.2　网络药理学分析     

2.2.1　成分-靶点-疾病网络构建     在中药系统药理

学数据库与分析平台（TCMSP，http：//tcmspw.com）
预测上述成分的活性成分及其对应的作用靶点，合

并剔重后利用 Uniprot（http：//www.uniprot.org/）数据

库，将限定物种设置为人类，继而对靶点名称进行

转换，实现统一。在数据库 GeneCards（https：//www.

genecards. org/）、在 线 人 类 孟 德 尔 遗 传 数 据 库

（OMIM， https：//www. omim. org/）中 以“non-

alcoholic fatty liver disease”“metabolic associated 

fatty liver disease”为关键词检索相关基因，并对各

数据库的检索到相关靶点进行合并和剔重。使用

微 生 信 中 的 集 合 运 算 Venn（https：//www.

bioinformatics.com.cn/）将上述中药复方调控网络得

到的药物靶点和疾病靶点取交集，绘制韦恩图。将

交集靶点上传至 Cytoscape3.7.2 软件中，构建中药复

方调控网络图，实现作用机制可视化。

2.2.2　蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建      

    将交集靶点上传至 STRING 数据库（https：//cn.

string-db.org/），将物种设置为人，连接评分>0.900，

排 除 游 离 节 点 ，构 建 PPI 网 络 图 。 再 将 其 导 入

Cytoscape3.7.2 软件中，根据度值（Degree）的排序，

前 30 位即治疗的核心基因。

2.2.3　基因本体（GO）生物功能与京都基因与基因

组百科全书（KEGG）通路分析     将在 PPI 网络中得

到的核心靶点导入 DAVID 数据库，进行 GO 分类富

集分析，包括细胞组分（CC）、生物过程（BP）和分子

功能（MF）；以及 KEGG 通路富集分析。根据基因

数目排序，选取 GO 分类富集分析 3 个聚类分析前

10 的条目；根据富集在通路上的基因数目，由大到

小进行排序，选取基因数目前 20 的 KEGG 通路，使

用微生信网站（http：//www.bioinformatics.com.cn/）
对二者数据进行可视化处理。

2.3　动物实验     

2.3.1　造模、分组及给药     大鼠随机分为正常组

（CON 组）、模型组（MOD 组）、血府逐瘀汤低剂量组

（XFZYT-L 组）、血府逐瘀汤高剂量组（XFZYT-H

组）及二甲双胍组（MET 组），每组 7 只。适应性喂

养 7 d 后，CON 组继续给予基础饲料喂养，其余 4 组

给予 HCD 喂养，共 4 周。HCD 喂养 2 周后，依据《中

药药理研究方法学》［20］中大鼠和人的临床等效剂量

折算公式分别计算 XFZYT-L 组和 MET 组给药剂

量，XFZYT-H 组的给药剂量取 XFZYT-L 组的 2 倍。

XFZYT-L、XFZYT-H 组和 MET 组分别给予 XFZYT 

2、4 g·kg-1 和二甲双胍（150 mg·kg-1）灌胃至实验结

束。CON 组和 MOD 组给予等容量生理盐水代替。

2.3.2　标本采集     末次给药结束后 12 h 禁食不禁

水，称体质量后麻醉，经腹主动脉取血，采用颈椎脱

位法处死大鼠。全血于室温静置待其充分凝固，在

4 ℃、3 000 r·min-1（离心半径 12.3 cm）条件下离心

15 min，收集上清用于指标检测。取出肝组织，冷生

理盐水冲洗，吸干水分后称质量，计算肝指数（肝指

数=肝质量/体质量×100%）［21］。取肝脏右叶相同部

位组织部分放入 4% 多聚甲醛固定，用于病理组织

学检查，部分放入液氮中冷冻，用于免疫荧光检测；
其余肝组织分装于冻存管中，−80 ℃冰箱保存备用。

2.3.3　血清生化指标检测     按试剂盒说明检测血

清中 AST、ALT、SOD、CAT 活性，及 TC、TG、LDL、

HDL、MDA、GSH 含量。

2.3.4　肝脏生化指标检测     制备肝组织匀浆，按照

试剂盒内说明书进行操作，检测肝脏 TC、TG 水平。

2.3.5　肝脏组织形态学检测     取固定好的肝组织，

石蜡包埋切片，分别进行苏木素 -伊红（HE）染色及

油红 O 染色，于显微镜下观察肝脏组织形态学变化

并采集图像分析。

2.3.6　肝脏二氢乙锭（DHE）染色     取冷冻的肝组

织切片厚度为 10 μm，用二氢乙啶溶液在 37 ℃避光

的条件下培养 30 min，随后进行 4′，6-二脒基 -2-苯

基吲哚（DAPI）染色，最后利用荧光显微镜对切片进

行观察和拍照。

2.3.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝脏中

AMPK 相关通路蛋白表达     提取肝组织中的总蛋

白，进行蛋白定量和制备蛋白样品。将肝组织蛋白

样 本 在 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）凝胶上进行电泳、转膜，膜浸于封闭液

（含 5% 脱脂奶粉的 TBST）中室温封闭 2 h，用稀释

后的 HO-1、Nrf2、NF-κB、p-NF-κB、AMPK、p-AMPK

（1∶1 000）、GAPDH（1∶5 000），一抗 4 ℃孵育过夜，

随后加入二抗（1∶5 000），室温孵育 90 min，将膜浸

于发光液中，避光显色，用 Image J 软件分析条带灰

度值。

2.4　MAFLD 大鼠血清代谢组学分析     

2.4.1　色谱条件     制备好的样本经 HSS T3 色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）分离后进入质谱检测。

流动相 A 为含 0.1% 甲酸的水-乙腈（95∶5）溶液，流动

相 B 为含 0.1% 甲酸的乙腈-异丙醇-水（47.5∶47.5∶5）
··4
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溶液，流速为 0.40 mL·min-1，柱温为 40 ℃。

2.4.2　质谱条件     质谱信号采集采用正负离子扫

描模式，质量扫描范围为 m/z 70~1 050。鞘气流速

为 60 psi（1 psi≈6.895 kPa），辅助气流速为 20 psi，辅

助气加热温度为 350 ℃，毛细管温度为 320 ℃，正模

式离子喷雾电压为 3 400 V，负模式离子喷雾电压

为−3 000 V，归一化的碰撞能为 20、40、60 eV 循环碰

撞能。一级质谱分辨率 60 000，二级质谱分辨率

15 000，采用 DDA 模式采集数据。

2.4.3　 代 谢 物 鉴 定     使 用 Progenesis QI（Waters 

Corporation，Milford，USA）进行基线过滤、峰识别、

积分、保留时间校正、峰对齐；同时将 MS 和 MSMS

质谱信息与代谢公共数据库 HMDB（http：//www.

hmdb.ca/）和 Metlin（https：//metlin.scripps.edu/）及美

吉生物自建库进行匹配，得到代谢物信息。

2.4.4　通路分析     将预处理后的数据矩阵进行分

析，采用 R 语言中的 ropls 包（Version1.6.2）对其进行

主成分分析（PCA）和正交最小偏二乘法 -判别分析

（OPLS-DA），并使用 7 次循环交互验证来评估模型

的稳定性。显著差异代谢物的选择基于 OPLS-DA

模型得到的变量权重值（VIP）>1 和 student's t 检验

P<0.05 来确定显著差异代谢物。差异代谢物通过

KEGG 数 据 库（https：//www. kegg. jp/kegg/pathway.

html）进行的代谢通路注释，获得差异代谢物参与的

通路。Python 软件包 scipy.stats 进行通路富集分析，

并通过 Fisher 精确检验获得与实验处理最相关的生

物学途径。

2.5　统计学方法     使用 IBM SPSS 27.0 软件进行统

计学分析，计量资料用 x̄ ± s 表示，数据先进行正态

性检验和方差齐性检验，若符合则采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），Tukey's HSD 进行多重分

析，若方差不齐则采用 Welch ANOVA 校正，并采用

Dunnett's T3 进行多重分析，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1　XFZYT 治疗 MAFLD 的网络药理学分析

3.1.1　 XFZYT 成分 -靶点 -疾病关系网络的构建         

    通过 TCMSP、Uniprot 数据库，共获得 195 种药物

潜在活性成分，254 个靶点基因；通过 GeneCards、

OMIM 数据库获得 1 336 个疾病靶点，经 Venn 分析

得 93 个交集靶点，构建成分-靶点-疾病关系网络，其

中包含了 206 个节点和 837 条边。调控网络的构建

更加直观反映 XFZYT 治疗 MAFLD 具有多成分、多

靶点的特点。见增强出版附加材料。

3.1.2　XFZYT 治疗 MAFLD 的 PPI 网络的构建     结

果显示共有 80 个节点、430 条边。Degree 值排名前

15 的 靶 点 分 别 是 肿 瘤 蛋 白 p53（TP53）、TNF- α、

IL-6、蛋白激酶 B（Akt）1、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、信
号转导及转录激活因子（STAT）3、热休克蛋白 90α

家族 A 类成员 1（HSP90AA1）、IL-1β、γ干扰素（IFN-

γ）、IL-10、趋化因子 2（CCL2）、CXC 基序趋化因子

配体 8（CXCL8）、MYC、缺氧诱导因子 1α（HIF1A）、
基质金属蛋白酶（MMP）-9。见增强出版附加材料。

3.1.3　 XFZYT 治疗 MAFLD 的 GO 和 KEGG 分析      

    使用 DAVID 数据库对得到的 93 个交集靶点进行

GO 富集和 KEGG 通路分析。 GO 富集分析得到

2 209 个 BP 条目，涉及 RNA 聚合酶Ⅱ启动子转录的

正调控、基因表达的正向调控、凋亡过程的负调控

等过程；70 条 CC 条目，涉及细胞质、细胞核、细胞质

膜、细胞外隙等成分；115 条 MF 条目，涉及蛋白结

合、酶结合、DNA 结合、蛋白激酶绑定等功能。根据

基因数目排序，绘制 3 个聚类分析前 10 的条目。

KEGG 分 析 得 到 143 个 条 目 ，筛 选 COUNT 数 目

20 个的通路，输入微生信网络，见增强出版附加

材料。

3.2　XFZYT 治疗 MAFLD 的动物实验

3.2.1　 XFZYT 对 MAFLD 大 鼠 一 般 情 况 的 影 响         

    在整个实验期间，CON 组的大鼠精神状态良好，

体毛致密光滑，MOD 组大鼠的精神状态欠佳，毛发

枯黄无光泽，脱落明显，活动能力下降，而 XFZYT

和二甲双胍给药后大鼠的毛色和活动能力较 MOD

组明显改善。

3.2.2　XFZYT 对 MAFLD 大鼠血清血脂及肝功水

平的影响     与 CON 组比较，MOD 组血清 TC、TG、

LDL、AST、ALT 水平明显升高，HDL 含量明显降低

（P<0.05）；与 MOD 组比较，经 XFZYT 和 MET 治疗

后，血清 TC、TG、LDL、AST、ALT 水平明显降低，而

HDL 水平升高，其中 XFZYT-H 和 MET 组的疗效明

显（P<0.05）。见表 1。

3.2.3　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏脂质水平的影

响     肉眼观察，CON 组大鼠的肝脏呈红褐色，表面

光滑，质地柔软有弹性；MOD 组大鼠的肝脏呈淡红

色，质脆，体积稍大；与 MOD 组比较，接受 XFZYT

和 MET 治疗大鼠的肝脏颜色、外观和质地均有不同

程度的改善。油红 O 染色法显示，CON 组细胞核呈

蓝色，无明显红色脂滴，MOD 组可以观察到大量颗

粒状脂滴；与 MOD 组比较，XFZYT 组和 MET 组的

肝细胞脂滴堆积明显减少，见图 1。与 CON 组比

··5



第 32 卷第  11 期
2026 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 11

Jun. ，2026

较，MOD 组肝脏组织中 TC、TG 水平及肝指数明显

升 高（P<0.05）；与 MOD 组 比 较 ，XFZYT-H 组 和

MET 组 TC、TG 水平及肝指数明显降低，差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 2。

3.2.4　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏病理损伤的影

响     肝组织 HE 染色显示，CON 组的肝小叶结构正

常，肝细胞结构完整，排列紧密，而 MOD 组肝小叶

结构被破坏，肝细胞形态异常，肿胀增大，出现脂肪

空泡和炎症细胞浸润。XFZYT 组和 MET 组治疗

后，肝细胞受损显著改善，脂质沉积和炎症细胞浸

润明显减少。见图 1。

3.2.5　XFZYT 对 MAFLD 大鼠血清中炎性细胞因

子的影响     与 CON 组比较，MOD 组的 IL-1β、IL-6

和 TNF-α水平明显升高，差异有统计学意义（P<

0.05）；与 MOD 组比较，XFZYT-H 组 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 水平均明显降低，差异有统计学意义（P<

0.05），XFZYT-L 组 IL-6 水 平 明 显 降 低 ，

差异有统计学意义（P<0.05），MET 组 IL-1β水平明

显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

3.2.6　XZFYD 对 MAFLD 大鼠血清氧化应激指标

的影响     与 CON 组比较，MOD 组的 SOD、CAT 活

表  1　XFZYT 对 MAFLD 大鼠血清血脂及肝功水平的影响  （x̄± s，n=7）

Table 1　Effect of XFZYT on serum levels of blood lipid and liver function in MAFLD rats （x̄± s，n=7）

组别

CON 组

MOD 组

XFZYT-L 组

XFZYT-H 组

MET 组

剂量/g·kg-1

2

4

0.15

TC/mmol·L-1

1.33±0.12

3.39±0.421）

2.57±0.12）

2.45±0.142）

2.28±0.292）

TG/mmol·L-1

0.34±0.06

0.85±0.211）

0.43±0.18

0.38±0.072）

0.34±0.092）

HDL/mmol·L-1

0.33±0.08

0.17±0.021）

0.23±0.022）

0.30±0.072）

0.33±0.072）

LDL/mmol·L-1

0.13±0.10

1.47±0.311）

1.08±0.16

0.89±0.532）

0.92±0.222）

AST/U·L-1

28.75±7.09

96.39±38.291）

59.79±20.30

43.43±25.432）

46.51±20.57

ALT/U·L-1

2.97±1.65

27.53±15.871）

10.55±3.452）

8.15±6.282）

8.95±3.392）

注：与 CON 组比较 1）P<0.05；与 MOD 比较 2）P<0.05（表 2-表 5 同）

注：A.CON 组；B.MOD 组；C.XFZYT-L 组；D.XFZYT-H 组；E.MET 组（图 2、图 3 同）
图 1　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏组织学变化的影响  （HE、油红 O，×200）
Fig. 1　Effect of XFZYT on histomorphology of liver of MAFLD rats （HE，oil red O，×200）
表  2　 XFZYT 对 MAFLD 大 鼠 肝 指 数 及 肝 脏 脂 质 的 影 响  （x̄± s，

n=7）

Table 2　 Effect of XFZYT on liver indices and liver lipids in 

MAFLD rats （x̄± s，n=7）

组别

CON 组

MOD 组

XFZYT-L 组

XFZYT-H 组

MET 组

剂量/g·kg-1

2

4

0.15

肝指数

2.90±0.03

4.32±0.021）

3.86±0.03

3.77±0.172）

3.54±0.022）

TC/mmol·g-1

0.16±0.01

0.59±0.061）

0.45±0.10

0.43±0.062）

0.40±0.062）

TG/mmol·g-1

0.34±0.08

1.03±0.191）

0.75±0.042）

0.70±0.072）

0.66±0.122）

··6
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性和血清 GSH 含量明显降低（P<0.05），血清 MDA

含量明显增加（P<0.05）；与 MOD 组比较，XFZYT 各

给药组 SOD 活性、CAT 活性和 GSH 含量明显增加

（P<0.05），MDA 含量明显降低，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 4。

3.2.7　 XZFYD 对 MAFLD 大 鼠 肝 脏 ROS 的 影 响        

    在肝脏 ROS 切片中，与 CON 组比较，MOD 组具

有更高的荧光强度。经过 XFZYT 和 MET 干预后，

荧光强度显著降低，这表明 XFZYT 和 MET 都可以

减少肝脏中 ROS 的产生。见图 2。

3.2.8　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏 AMPK 相关信

号通路蛋白表达的影响     与 CON 组比较，MOD 组

p-AMPK、Nrf2 和 HO-1 蛋白表达明显下降，p-NF-κB

表达明显升高（P<0.05）；与 MOD 组比较，XFZYT 组

和 MET 组的 p-AMPK、Nrf2 和 HO-1 蛋白表达明显

升高（P<0.05），XFZYT-H 组、MET 组 p-NF-κB 表达

明 显 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。 见

表 5、图 3。

3.3　XFZYT 对 MAFLD 大鼠血清代谢组学分析     

3.3.1　代谢轮廓分析     各组大鼠血清的 TIC 见增强

出版附加材料。结果显示，各组血清谱图的峰形及

峰面积有一定差异，表明大鼠体内的代谢轮廓有所

改变，部分代谢物水平发生变化。PCA 结果显示，

CON 组与 MOD 组代谢物分布明显分离，表明 MOD

组大鼠血清代谢物较 CON 组发生明显改变。同时，

XFZYT 组与 MOD 组也有较大差别。各组间区分明

表  3　 XFZYT 对 MAFLD 大 鼠 血 清 中 炎 性 细 胞 因 子 含 量 的 影 响  

（x̄± s，n=7）

Table 3　 Effect of XFZYT on serum levels of inflammatory 

cytokines in MAFLD rats （x̄± s，n=7） ng·L-1

组别

CON 组

MOD 组

XFZYT-L组

XFZYT-H组

MET 组

剂量/g·kg-1

2

4

0.15

IL-1β

55.28±13.01

119.41±21.741）

88.64±6.09

66.13±20.782）

67.44±18.992）

IL-6

76.22±15.31

99.15±4.901）

80.53±8.742）

79.38±9.862）

86.46±8.87

TNF-α

5.36±2.04

14.74±1.111）

13.03±1.27

10.94±2.352）

13.36±0.93

表  4　XFZYT 对 MAFLD 大鼠血清中氧化应激指标水平的影响  （x̄± s，n=7）

Table 4　Effect of XFZYT on serum levels of oxidative stresss indicators levels in MAFLD rats （x̄± s，n=7）

组别

CON 组

MOD 组

XFZYT-L 组

XFZYT-H 组

MET 组

剂量/g·kg-1

2

4

0.15

SOD/U·mL-1

204.93±21.26

136.82±25.001）

179.59±21.962）

197.11±41.022）

179.23±8.422）

CAT/U·mL-1

35.36±10.91

3.79±2.651）

19.85±4.602）

21.50±9.692）

24.11±16.63

GSH/μmol·L-1

37.01±16.81

2.41±1.391）

13.58±2.342）

16.30±5.542）

21.13±11.512）

MDA/μmol·L-1

0.98±0.29

2.16±0.381）

1.27±0.242）

1.16±0.302）

1.20±0.232）

图 2　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏 ROS 的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 2　Effect of XFZYT on ROS of liver of MAFLD rats （IF， ×200）

··7
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显，聚集程度良好，各组的代谢物水平均发生了明

显变化。质量控制样本聚集，仪器和样本稳定性良

好。置换检验得到正、负离子模式所有样本的 Q2

（模型预测能力）均低于 R2（模型解释度），Q2回归线

与纵坐标轴交点<0，表明模型无过拟合现象并且可

解释度与预测能力良好［22］。见增强出版附加材料。

3.3.2　差异代谢物筛选     基于 PLS-DA 结果，按

VIP 值≥1、差异倍数（FC）>1.5 及 P<0.05 筛选差异代

谢物。 CON 组与 MOD 组间共有 511 种差异代谢

物，主要为脂肪酰类、羧酸及其衍生物、甘油磷脂、异

戊二烯脂类、类固醇类物质等，其中 231 种代谢物表

达 上 调 ，280 种 代 谢 物 表 达 下 调 。 MOD 组 与

XFZYT-L 组间共有 94 种差异代谢物，主要为羧酸及

其衍生物、有机含氧化合物、类固醇类物质、嘧啶核苷

类、脂肪酰类等。其中 51种代谢物表达上调，43种代

谢物表达下调。其中，XFZYT 干预使 11个代谢物含

量明显改变，见表 6及增强出版附加材料。

3.3.3　通路与功能分析     对 KEGG 注释结果进行

富 集 分 析 ，获 得 差 异 代 谢 物 富 集 较 多 的 通 路 。

CON 组和 MOD 组的差异代谢物主要集中在甘油磷

脂代谢、花生四烯酸代谢、环腺苷酸（cAMP）信号通

表 5　XFZYT 对 MAFLD 大鼠肝脏组织中 AMPK 相关信号通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of XFZYT on expression of AMPK pathway protein in liver tissue of MAFLD rats （x̄± s，n=3）

组别

CON 组

MOD 组

XFZYT-L 组

XFZYT-H 组

MET 组

剂量/g·kg-1

2

4

0.15

HO-1/GAPDH

1.02±0.02

0.67±0.011）

0.97±0.01

1.04±0.082）

1.05±0.142）

Nrf2/GAPDH

0.87±0.02

0.46±0.011）

0.79±0.042）

0.68±0.022）

0.87±0.052）

p-NF-κB/NF-κB

0.74±0.02

1.49±0.051）

1.14±0.05

1.03±0.012）

0.99±0.012）

p-AMPK/AMPK

1.11±0.08

0.73±0.061）

1.03±0.052）

1.06±0.012）

1.06±0.022）

图 3　各组大鼠肝组织 AMPK 相关信号通路蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of AMPK-related signaling pathway 

protein expressions in liver tissues of each group of rats

表 6　XFZYT 对 MAFLD 大鼠潜在差异代谢物的影响

Table 6　Effect of XFZYT on potential differential metabolites in MAFLD rats

代谢物（英文名称）
8-Deoxylactucin

Cer（d18：1/24：1（15Z））
Kynostatin 272

    8-Hydroxyluteolin 4'-methyl 

ether 8-glucoside-3'-sulfate

    （3-hydroxy-7-azaspiro［3.5］ 

nonan-7-yl）-（3-methylfuran-

2-yl）methanone

Glucocapparin

N-Sulfo-D-glucosamine

    Dimethylellagic acid 

glucuronide

Malathion

Asp Ile Ser

Fagomine

代谢物（中文名称）
8-去氧山莴苣苦素

-
犬根抑素 272

    8-羟基木犀草素 4′-甲

醚 8-葡萄糖苷-3′-硫酸盐

    （3- 羟 基 -7- 氮 杂 螺

［3.5］壬-7-基）-（3-甲基呋

喃-2-基）甲酮

白花菜苷

氨基葡萄糖硫酸钠盐

    二甲基鞣花酸葡萄糖

醛酸苷

马拉硫磷

天冬氨酸、异亮氨酸、

丝氨酸

荞麦碱

tR/min-1

5.89

6.85

7.46

5.45

3.61

5.24

0.68

5.24

5.97

2.25

0.70

m/z

261.11

692.62

702.22

557.06

250.14

663.02

240.02

524.10

329.03

334.16

148.10

加合式

M+H-H2O，M+H

M+FA-H

M+Cl

M-H

M+H

2M-H

M-H2O-H

    M+NH4，M+

Na，M+H

M-H

M+H

M+H

分子式

C15H16O4

C42H81NO3

C33H41N5O6S2

C22H22O15S

C14H19NO3

（C8H14NO9S1）-

C6H13NO8S

C22H18O14

C10H19O6PS2

C13H23N3O7

C6H13NO3

调控趋势

上升

上升

上升

上升

上升

上升

上升

上升

上升

下降

下降

HMDB ID

HMDB0301858

HMDB0004953

HMDB0253811

HMDB0037333

-

    HMDB0038429；
HMDB0304680

HMDB0001481

HMDB0251398

HMDB0014910

-

HMDB0033453

··8
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路等 173 条通路；MOD 组与 XFZYT-L 组的差异代

谢物主要集中在核苷酸代谢、甘油磷脂代谢、IR 等

104 条通路。对潜在生物标志物所在通路进一步分

析可知，XFZYT 参与影响的主要通路为甘油酯代

谢、胆固醇代谢、IR 等 28 条通路。见增强出版附加

材料。

4 讨论

随着生活水平的提高，MAFLD 发病率逐年上

升，由于其预后较差且无有效治疗药物，社会危害

日益增加。中医理论中，MAFLD 的形成与“气滞”

“血瘀”“痰湿”等致病因素密切相关［23］。其中，气滞

血瘀为其发生发展的重要病理因素，因此，理气活

血是主要治疗原则。XFZYT 源自清代医家王清任

的《医林改错》，具有疏肝理气、活血化瘀之功效，临

床上应用其治疗 MAFLD 取得了良好的疗效［17-18］，

并有效降低患者的血糖及血脂水平［24-26］。现代药理

研究表明，XFZYT 可有效改善血脂紊乱及肝脏脂质

沉积情况，但具体治疗机制尚未清晰［16，19］。因此，本

研究采用网络药理学结合动物实验方法对 XFZYT

治疗 MAFLD 的具体机制进行了探究，结果显示

XFZYT 可通过激活 AMPK，进而调节下游炎症和氧

化应激相关信号通路发挥肝保护作用。

网络药理学是一门基于系统生物学理论，通过

生物系统网络分析进行多靶点药物分子设计，并针

对特定信号节点进行筛选的新兴学科。中医复方

具有多靶点、多层次的特点，其整体性、系统性与全

面性与网络药理学的研究理念高度契合，因此网络

药理学适用于中药复方药理机制的研究［27］。本研

究中，应用网络药理学对 XFZYT 治疗 MAFLD 的潜

在靶点进行了筛选。结果显示 AMPK 信号通路在

KEGG 通路分析中显著富集且排名较为靠前，同时

AMPK 信号通路是多个核心靶点，如 Akt1、STAT3、

HIF1A 等的关键上游调控因子，提示其为 XFZYT 治

疗 MAFLD 的关键靶点。结合文献分析，AMPK 信

号通路参与代谢与炎症的调控，影响着 MAFLD 的

进程，是治疗 MAFLD 的核心靶点［28］。综合上述结

果，AMPK 信号通路可能是 XFZYT 改善 MAFLD 的

关键靶点。

代谢紊乱是诱发 MAFLD 重要基础之一，因此，

选用 MAFLD 动物模型时更偏向于具有代谢失调基

础的 MAFLD 动物模型，通常使用饮食诱导产生的

代谢性疾病和肝脏病变［29］。因此本研究通过饲喂

HCD 构 建 了 MAFLD 大 鼠 模 型 。 结 果 显 示 给 予

HCD 喂养的 MAFLD 大鼠模型中存在血脂紊乱、肝

脏损伤和肝功能异常，提示造模成功，与前人研究

相符［29］。经 XFZYT 治疗后可有效缓解脂质代谢异

常，减轻肝脏损伤及肝功能异常，与唐浩等［16］、郭宏

雅等［19］研究结果相同。炎症和氧化应激损伤反应

是 MAFLD 的主要发病机制之一。脂肪积聚会引发

肝脏产生 ROS［30］，ROS 生成的增加导致 TNF-α、

IL-1β和 IL-6 等炎性细胞因子释放［31］，加剧肝细胞

炎症。同时 ROS 还会导致脂质过氧化物（如 MDA）
的累积，消耗 GSH、SOD 和 CAT 等抗氧化物，从而造

成肝损伤。本研究结果显示 HCD 诱导的 MAFLD

大鼠出现了明显的炎症和氧化应激，经 XFZYT 治

疗可有效缓解 MAFLD 大鼠的炎症反应，减轻氧化

应 激 ，提 示 XFZYT 可 通 过 抗 炎 、抗 氧 化 应 激 对

MAFLD 大鼠发挥肝保护作用。

AMPK 是公认的治疗代谢性疾病的靶点［32］，激

活的 AMPK 可调节炎症和氧化应激反应［33］，减缓

MAFLD 疾病进程。NF-κB 和 Nrf2 是分别调节炎症

和氧化应激反应的 2 个关键转录因子［34-35］，激活

AMPK 可抑制 NF-κB 信号通路从而减少 TNF-α等

某些炎症细胞因子的释放，同时可激活 Nrf2、调节

下游蛋白 HO-1 的表达［36］，进而增加 SOD 和 CAT 等

抗氧化酶的表达以阻止氧化应激和组织损伤［37］。

在本研究中，XFZYT 可提高 AMPK 并减少 NF-κB

的磷酸化水平，上调 Nrf2、HO-1 的蛋白表达，进一步

提示该药的抗炎、抗氧化应激作用可能是通过活化

AMPK 实现的。

为 进 一 步 从 代 谢 水 平 探 究 XFZYT 治 疗

MAFLD 的机制，本研究应用非靶向代谢组学对

XFZYT 治疗前后 MAFLD 大鼠血清进行分析。结

果表明，MOD 组大鼠体内代谢物水平与 CON 组大

鼠明显不同，提示 MAFLD 可导致大鼠体内代谢紊

乱，经过 XFZYT 治疗后，部分代谢紊乱状态被纠

正，KEGG 通路富集结果显示主要集中在缓解 IR，

调控脂肪细胞因子、MAPK、NF-κB 等信号通路，影

响脂肪细胞脂解的调控、B 细胞受体信号通路、糖尿

病并发症中的 AGE/RAGE 信号通路等 20 条通路。

其中部分通路如胆固醇代谢、甘油酯代谢［38］、IR［39］、

HIF-1 信号通路［40］等由 AMPK 直接调控，部分通路

如脂肪消化与吸收、脂肪细胞脂解调控［38］、糖尿病

并发症中的 AGE/RAGE 信号通路、胰岛素分泌、碳

水化合物消化与吸收［41］、MAPK 信号通路［42］等间接

受其影响，其代谢水平改变可能与 AMPK 信号通路

的调节相关。其中 HIF-1 信号通路的变化，与网络

药理学 PPI核心靶点中的 HIF1A 相互呼应；HIF-1 信

··9
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号通路在肝脏脂质代谢调节中不可或缺［43］，并且也

参与肝细胞的炎症与纤维化进程［44］，在 MAFLD 的

疾病进程中发挥着重要的影响；AMPK 信号通路可

通 过 多 种 途 径 调 控 HIF-1α 活 性［45-47］，强 烈 提 示

HIF-1 可能为 XFZYT 治疗 MAFLD 另一重要靶点，

在后续研究中可围绕 HIF-1 信号通路进一步探究。

当然，本研究尚存在一些不足之处。网络药理学分

析大多依赖前期实验结果，分析所得的结果大多为

研究较为成熟的通路及药物成分，分析药物与疾病

关联度有余而创新性不足。非靶向代谢组学在代

谢物的定性与定量方面仍存在一定的局限性，可能

忽略了某些未知的或低丰度的代谢物，且只对大鼠

血清进行测定，只能反映全身代谢水平的变化而未

聚焦于肝脏。其中 AMPK 信号通路主要在细胞内

表达，在血清中含量极少，因此，本研究中血清代谢

组学结果未能检测到 AMPK 的变化可能与此有关，

后续实验将开展组织代谢组学以明确其机制。

综上所述，本研究根据网络药理学分析预设

XFZYT 治疗 MAFLD 的效果及潜在机制，并通过动

物实验进行验证，证明了 XFZYT 治疗 MAFLD 的大

鼠具有良好的效果，且可能通过调节 AMPK 信号通

路发挥作用；同时应用非靶向代谢组学对大鼠血清

进行分析，探究 MAFLD 大鼠被 XFZYT 治疗前后血

清代谢物水平变化与 AMPK 信号通路是否相关，间

接证明 XFZYT 可能通过调节 AMPK 信号通路治疗

MAFLD，同时探究 XFZYT 治疗 MAFLD 其他潜在

机制。本研究为 XFZYT 治疗 MAFLD 的临床应用

提供了理论依据和实验支持。未来将进一步设计

实验，深入探究 XFZYT 的分子调控机制，以期为

MAFLD 的治疗提供新的思路及药物选择。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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