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［摘要］ 目的：通过生物信息学分析及实验验证，探究白桦脂酸（BA）抑制铁死亡改善非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）的作

用机制，为 NAFLD 基础研究及临床应用提供一定的参考。方法：生物信息学分析，从基因表达综合（GEO）数据库中下载了

NAFLD 的 GSE89632 和 GSE63067 的微阵列数据集，其次在铁死亡数据库中下载铁死亡相关基因，筛选 NAFLD 铁死亡差异性

表达基因（DEGs），构建蛋白质互作网络（PPI）、基因本体（GO）、京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析；利用不同算法

挖掘关键 DEGs，对关键 DEGs进行相关性分析、免疫浸润、免疫细胞差异分析，最小绝对收缩和选择算子（LASSO）回归分析对

关键 DEGs 获取疾病特征基因，Cytoscape 不同算法获取的关键基因与 LASSO 回归获取的疾病特征基因两者交集筛选核心基

因，受试者工作特征曲线（ROC）对获取核心基因进行验证，分析 NAFLD 新潜在靶点并预测中药，对核心靶点和中药有效活性

成分进行分子对接验证。动物实验验证，将 50 只 C57BL 小鼠随机分为正常组，模型组，白桦脂酸低、高剂量组，水飞蓟宾组，模

型建立采用高脂高胆固醇饮食加 2.5% 的葡聚糖硫酸钠（DSS）自由饮方式，药物组连续灌胃 24 d。取材检测各组小鼠的体质量

及肝脏指数，苏木素-伊红（HE）染色评估肝脏脂滴沉积情况，蛋白免疫印迹法（Western blot）和实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）检测谷胱甘肽过氧化物酶 7（GPX7）、乳铁蛋白（LTF）、S100 钙结合蛋白 A8（S100A8）、铁死亡标志物谷胱甘肽

过氧化物酶 4（GPX4）、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（ACSL4）蛋白/mRNA 表达水平。结果：数据分析出 10 个 NAFLD 铁

死亡过程关键基因，包括 SUMO 特异性肽酶 1（SENP1）、醛酮还原酶家族 1 成员 C3（AKR1C3）等。LASSO-ROC 分析确定

GPX7、LTF、S100A8 为核心基因［曲线下面积（AUC）=0.771~0.821］。KEGG 富集显示差异基因参与铁死亡、高级糖基化终末

产物/受体（AGE/RAGE）等信号通路。NAFLD 铁死亡过程关键基因相关性分析显示，SENP1 与 AKR1C3 等基因为显著正相关

（P<0.01），二肽基肽酶 4（DPP4）与 GPX7 等基因为显著负相关（P<0.01），免疫浸润分析结果显示，髓源性抑制细胞（MDSCs）、
活化的树突状细胞等免疫细胞是浸润 NAFLD 参与铁死亡过程的主要免疫细胞；免疫细胞差异相关性分析发现 GPX7 与滤泡

状辅助性 T 细胞等呈负相关（P<0.01），而 S100A8 和髓源性抑制细胞呈正相关（P<0.01）。动物实验发现，白桦脂酸干预

NAFLD 小鼠可显著降低小鼠肝脏指数，脂滴沉积；与正常组比较，模型组 S100A8、ACSL4 蛋白/mRNA 表达水平显著升高

（P<0.01），LTF、GPX7、GPX4 显著下降（P<0.01），与模型组比较，水飞蓟宾组及白桦脂酸组可以部分逆转这一趋势，且呈药物

剂量依赖。结论：白桦脂酸可能通过调控 GPX7、LTF、S100A8 抑制铁死亡进程，减轻肝脏炎症及脂质沉积，其机制与恢复

GPX4 活性、下调 ACSL4 表达相关。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to investigate the action mechanism of betulinic acid （BA） in inhibiting ferroptosis 

and improving non-alcoholic fatty liver disease （NAFLD） through bioinformatics analysis and experimental validation， providing 

references for both basic research and clinical applications of NAFLD. Methods：： Based on bioinformatics analysis， the NAFLD-

related microarray datasets， GSE89632 and GSE63067， were downloaded from the gene expression omnibus （GEO） database. 

Ferroptosis-related genes were downloaded from the ferroptosis database， and differentially expressed genes （DEGs） related to 

NAFLD ferroptosis were screened to construct enrichment analyses of protein-protein interaction （PPI） networks， gene ontology 

（GO）， and Kyoto encyclopedia of genes and genomes （KEGG）. Different algorithms were used to mine key DEGs， which were 

further analyzed for correlation， immune infiltration， and immune cell differences of key DGEs. Least absolute shrinkage and 

selection operator （LASSO） regression analysis was conducted to identify disease feature genes from the key DEGs. The 

intersection of key genes from various algorithms of Cytoscape and the disease feature genes identified through LASSO regression 

was used to select core genes. The survival curve， namely receiver operating characteristic （ROC） curve， was performed to 

validate these core genes. Potential new targets for NAFLD were analyzed and predicted， and molecular docking was used to verify 

the core targets and active components of traditional Chinese medicine. Animal experiment was conducted. Fifty C57BL/6J mice 

were randomly divided into the normal group， model group， low-dose/high-dose BA groups， and silymarin group. The model was 

established by feeding a high-fat and high-cholesterol diet combined with 2.5% dextran sulfate sodium （DSS） in drinking water， 

followed by continuous gavage for 24 days in the drug groups. Body weight and liver index of mice were measured at sampling， 

and hematoxylin and eosin （HE） staining was used to assess hepatic lipid droplet deposition. Western blot and real-time polymerase 

chain reaction （Real-time PCR） were performed to detect the expression levels of glutathione peroxidase 7 （GPX7）， 

lactotransferrin （LTF）， S100 calcium binding protein A8 （S100A8）， ferroptosis markers GPX4， and acyl-CoA synthetase long-

chain family member 4 （ACSL4） at the protein and mRNA levels. Results：： Data analysis identified 10 key genes in the ferroptosis 

process of NAFLD， including SUMO-specific peptidase 1 （SENP1）， aldo-keto reductase family 1 member C3 （AKR1C3）， and 

others. Least absolute shrinkage and selection operator- receiver operating characteristic （LASSO-ROC） analysis confirmed that 

GPX7， LTF， and S100A8 were core genes ［area under the curve（AUC）=0.771-0.821］. KEGG enrichment analysis revealed that 

these differentially expressed genes were involved in ferroptosis， advanced glycation end-products/receptor （AGE/RAGE）， and 

other pathways. Correlation analysis of key genes in ferroptosis process of NAFLD showed significant positive correlations between 

SENP1 and AKR1C3 as well as other genes （P<0.01）， and significant negative correlations between dipeptidyl peptidase 4 （DPP4） 

and GPX7 as well as other genes （P<0.01）. Immune infiltration analysis showed that myeloid-derived suppressor cells （MDSCs）， 

activated dendritic cells， and other immune cells were the primary immune cells infiltrating in NAFLD and involved in the 

ferroptosis process. Differential correlation analysis of immune cell revealed a significant negative correlation between GPX7 and 

follicular helper T cells as well as others （P<0.01）， while S100A8 showed a significant positive correlation with MDSCs （P<0.01）. 

In the animal experiments， NAFLD mice with BA intervention showed significantly reduced liver index and lipid droplet 

deposition. Compared to the normal group， the model group exhibited significantly increased proteins/mRNA levels of S100A8 and 

ACSL4 （P<0.01） and significantly decreased levels of LTF， GPX7， and GPX4 （P<0.01）. In comparison with the model group， 

both the silymarin and BA groups partially reversed these trends in a dose-dependent manner. Conclusion：： BA may inhibit the 

ferroptosis process and alleviate liver inflammation and lipid deposition by regulating GPX7， LTF， and S100A8. The mechanism is 

related to the restoration of GPX4 activity and downregulation of ACSL4 expression.

［［Keywords］］ bioinformatics； betulinic acid； molecular docking； non-alcoholic fatty liver disease； ferroptosis

非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）是一种潜在的

严重疾病，影响着世界 30% 的人口［1］，已成为全球最

普遍的慢性肝脏疾患之一［2］。NAFLD 包括从非酒

精 性 脂 肪 肝（NAFL）到 非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎

（NASH）、纤维化和肝硬化等一系列疾病过程［3］。

NAFLD 的发病机制仍处于探索阶段，目前在发病

机制上占主导地位的仍然是“二次打击”学说［4］，

“二次打击”导致肝细胞变性、坏死、炎性反应，严重

者可进展至肝纤维化、肝硬化。NAFLD 的患病率

和对全球健康影响不断增加［5］，但对其发病机制的

了解不完全，仍然缺乏有效的治疗策略。近年来，

广泛的研究揭示了铁死亡在肝病发病机制中的重

要作用［6-9］。铁死亡是一种独特的氧化细胞死亡类

型，呈铁依赖性，与脂质过氧化有关［9-10］。由于铁死

亡广泛地参与到 NAFLD 疾病进程中，肝脏铁死亡在

NAFLD 发生和发展中的作用已被强调。肝细胞铁

死亡可能会通过增加肝细胞肿胀、炎症和纤维化的

可能性来加速 NAFLD，从而加快从单纯脂肪变性到

NASH 的进展［11-12］。因此，靶向抑制肝细胞铁死亡已

被证实为延缓 NAFLD疾病进程的关键治疗策略。

NAFLD 迄今缺乏特效治疗药物，现阶段防治

策略仍以调整生活方式与膳食结构优化为主［13］。
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在此背景下，中医药多靶点协同作用的治疗优势凸

显。查阅中医典籍，未见 NAFLD 的直接病名记载，

依据其临床表现可归类于“胁痛”“肥气”等证候范

畴。《金匮要略》对病理积聚的阐释“积乃脏病，持久

不移；聚为腑疾，时作时止”［14］，系统性区分不同证

型特征。现代大多数医家认为该病是由于素体肝

郁脾虚，体内水液代谢障碍，导致痰浊淤积于肝脏，

与“痰、食、湿、瘀”关系密切，从而把本病统一归属

为“肝癖”范畴。结合中医的传统理论，通过网络药

理学方法寻找到针对相关证候的中药单体，如槲皮

素、山柰酚、白桦脂酸等［15］，从配伍的角度有助于解

表清里、清热燥湿、燥湿化痰、生津润燥，正好切中

NAFLD 燥热伤津、湿热瘀结、痰瘀互结的病机。笔

者采用了生物信息学及网络药理学等方法探究

他们之间的机制，分子对接进行验证，最后选择白

桦脂酸中药单体进行实验验证，为临床应用及基础

研究提供一定的参考。

1 生物信息学分析

1.1　NAFLD 靶点及铁死亡相关基因集获取     以

“NAFLD”为关键词，在基因表达综合（GEO）数据库

搜索与 NAFLD 相关的数据集，并通过 R4.3.3 对数

据集进行数据合并分析，在铁死亡数据库中检索铁

死亡相关基因。

1.2　NAFLD（DEGs）与铁死亡相关基因交集的获

取     利用软件 R（4.2.1）版本，R 包：ggplot2［3.3.6］，

VennDiagram［1.7.3］，并对结果进行可视化，获取

NAFLD 差异基因（DEGs）及铁死亡相关基因的交

集，并绘制韦恩图；交集基因的热图、火山图、主成

分分析（PCA）图及基因本体（GO）、京都基因与基因

组百科全书（KEGG）富集分析。

1.3 通过蛋白质相互作用检索工具（STRING）数据

库 构 建 蛋 白 质 PPI 互 作 网 络 、Cytoscape 3.9.1 软

件     通过不同算法筛选关键基因在 STRING 12.0 数

据库（https：//www.string-db.org）中构建蛋白质-蛋白

质相互作用网络，利用网络分析器（cytNCA）、分子

复合物检测（Mcode）、枢纽节点分析工具（cytohub）
3 种不同算法，R 包：ggplot2［3.3.6］，VennDiagram

［1.7.3］获取并得到疾病与铁死亡交集关键基因并

构建关键基因网络图。

1.4　关键基因相关性分析     为了了解关键基因之

间的关系，利用 R 及 ggplot2 包（3.3.6）进行可视化分

析，并绘制关键基因的相关性热图。

1.5　最小绝对收缩和选择算子（LASSO）回归获取

的疾病特征基因     接收者操作特征曲线（ROC）曲

线分析对获取核心基因进行验证 LASSO 回归筛选

疾病可靠基因，有助于提高模型的预测能力和解释

性，与 Cytoscape 3.9.1 软件不同算法筛选关键基因

取交集获取核心基因。ROC 曲线分析对获取核心

基因进行验证。

1.6　核心基因免疫浸润及免疫细胞差异分析     为

了探索疾病的免疫微环境，采用细胞类型识别通过

估计 RNA 转录本的相对亚群（CIBERSORT，http：//

CIBERSORT.stanford.edu/）计算免疫细胞浸润评分，

最后通过 R 对免疫细胞进行免疫浸润分析、免疫细

胞差异分析、核心基因与差异免疫细胞相关性

分析。

1.7　NAFLD 相关中药单体预测及筛选     通过中药

系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）筛选有效

活性成分，结合治疗 NAFLD 的相关研究［15］，最后选

取治疗潜力较高的中药单体进行后续实验。

1.8　分子对接     使用蛋白晶体结构从通用蛋白质

资源（UniPort）数据库中下载获得，小分子药物单体

的 3D 结构从公共化学数据库（PubChem）数据库下

载获得，本研究采用 AutoDockVina 1.2.1 软件［16］进

行 分 子 对 接 工 作 ，在 对 接 开 始 之 前 ，使 用

PyMOL 2.5.5［17］对受体蛋白进行处理。对接时，全

局搜索的详尽度设为 8，其余参数保持默认设置。

输出的打分最高的对接构象被认为是结合构象，最

后使用 PLIP 及 PyMOL 2.5.5 对接结果进行可视化

分析。

2 生物信息学结果

2.1　在 GEO 数据库中检索了 NAFLD 相关的基因

表达微阵列     GSE63067 和 GSE89632 两个数据集，

分别包含 2 例单纯性肥胖患者、9 例 NASH 患者、

20 例单纯性肥胖患者、19 例 NASH 患者及 24 例健

康人样本。得出了 GSE63067 和 GSE89632 两个数

据集的合并分析数据。根据筛选条件，log2FC 的绝

对值≥0.5，以及 P≤0.05，识别出 NAFLD（NAFLD）的
差异表达基因（DEGs）共 801 个。此外，在铁死亡相

关数据库中，筛选出了与铁死亡促进、抑制及铁死

亡标记相关的基因，共计 501 个。

2.2　GO、KEGG 富集分析     利用软件 R 及 ggplot2

包 和 VennDiagram 包 对 结 果 进 行 可 视 化 ，得 到

NAFLD（DEGs）及 铁 死 亡 相 关 基 因 的 交 集 基 因

32 个 。 利 用 match 函 数 及 RComplexHeatmap 包

［2.13.1］进行热图的可视化，得到差异基因热图及

差异基因 PCA 图。利用 R 包：ggplot2［3.3.6］对差异

分析结果进行可视化，log2FC 绝对值>0.5，P<0.05；
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得 到 32 个 靶 点 基 因 的 差 异 火 山 图 。 进 行 GO、

KEGG 富集分析，并对富集分析结果进行可视化，

GO 分析分别从基因的细胞组分、生物过程、分子功

能方面进行注释富集分析。可见交集基因在脂质

代谢、活性氧代谢、氧化还原代谢、应激反应、缺氧

反应等功能富集，KEGG 富集可见差异基因在高级

糖基化终末产物/受体（AGE/RAGE）信号通路、酒精

性肝病、NAFLD、铁死亡、肿瘤坏死因子（TNF）信号

通路、核转录因子 -κB（NF-κB）信号通路、白细胞介

素（IL）-17 信号通路等上富集。根据不同分值绘制

各通路之间的网状图。见增强出版附加材料。

2.3　蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络分析     在

STRING 12.0 数据库中构建交集基因，生物种类设

定为智人、分数（Score）默认为 0.4，P=2.55×10-9，通

过 Cytoscape 3.9.1 软件不同算法筛选关键基因，利

用 cytoNCA、Mcode、cytoHubbaMCC 算法设置条件

为前 10 个节点进行筛选，通过 3 种不同算法，对结

果进行并集得到 TNF、IL-1β、谷胱甘肽过氧化物酶 7

（GPX7）、血红素氧合酶 1（HMOX1）、诱导型一氧化

氮 合 酶（NOS2）、乳 铁 蛋 白（LTF）、钙 结 合 蛋 白

S100A8（S100A8）、干扰素调节因子 3（IRF3）、干扰

素 α5（IFNA5）、脂联素（ADIPOQ）共 10 个关键基

因。并通过 Cytoscape 3.9.1 构建核心基因蛋白互作

网络及构建关键基因蛋白互作网络图。见增强出

版附加材料。

2.4　关键基因相关性分析     为了了解已筛选出关

键基因之间的关系，利用 R 及 ggplot2 包（3.3.6）进行

可视化分析，根据不同颜色及 P 代表基因之间的相

关性，结果显示，SUMO 特异性肽酶 1（SENP1）与醛

酮还原酶家族 1 成员 C3（AKR1C3），GPX7 与 15-脂

氧 合 酶（ALOX15）、视 黄 酸 受 体 应 答 蛋 白 2

（RARRES2）与 SENP1 等基因呈正相关（P<0.01），
S100A8 与 αB- 晶 状 体 蛋 白（CRYAB），LTF 与

HEUPUD1，二肽基肽酶 4（DPP4）与 GPX7 等基因呈

负相关（P<0.01）。见增强出版附加材料。

2.5　LASSO 回归获取的疾病特征基因     通过对交

集基因进行 LASSO 回归得到疾病特征基因 13 个，

最后通过不同算法获取的关键基因与 LASSO 回归

得到的特征基因取交集，获取核心基因为 GPX7、

LTF、S100A8。ROC 曲线分析对获取核心基因进行

验证。ROC 结果显示 GPX7［曲线下面积（AUC）=

0.772］、LTF（AUC=0.821）、S100A8（AUC=0.771），
3 个 核 心 基 因 的 ROC 曲 线 下 面 积 都 >0.7，因 此 ，

GPX7、LTF、S100A8 3 个核心基因可能与 NAFLD 及

铁死亡过程密切相关。见增强出版附加材料。

2.6　核心基因免疫浸润及免疫细胞差异分析     根

据一些学者的共识，免疫浸润同样参与到非肿瘤性

疾病进程中，为了探索疾病的免疫微环境，对交集

基因进行细胞类型识别通过估计 RNA 转录本的相

对亚群（CIBERSORT）以估计混合细胞群中浸润免

疫细胞的丰度。结果显示 MDSC、T.follicular.helper.

cell、Immature. dendritic. cell、Activated. dendritic. cell

是浸润 NAFLD 参与铁死亡过程的主要免疫细胞。

进一步研究 NAFLD 交集基因中免疫细胞差异性分

析显示，活化树突状细胞（P=0.103）差异无统计学意

义，髓源性抑制细胞（P<0.01），滤泡状辅助性 T 细胞

（P<0.01），未成熟的树突状细胞（P<0.01），提示免疫

细胞参与 NAFLD 铁死亡过程中，为了确定核心基

因与差异免疫细胞之间的相互作用关系，研究发现

GPX7 与滤泡状辅助性 T 细胞、S100A8 与活化树突

状细胞呈负相关（P<0.01），S100A8 和髓源性抑制细

胞呈显著正相关（P<0.01）。以上结果表明免疫细胞

可能与核心基因协同作用影响 NAFLD 疾病在铁死

亡中的进程。见增强出版附加材料。

2.7　 NAFLD 相 关 中 药 单 体 预 测 及 筛 选     通 过

TCMSP 疾病筛选有效活性成分，结合治疗 NAFLD

的相关研究［15］，得到山柰酚、槲皮素、白桦脂酸、汉

黄芩素、黄芩苷、柚皮素等是治疗 NAFLD 的潜在药

物靶点。最后选取了山柰酚、槲皮素、白桦脂酸 3 个

治疗潜力较高的中药单体进行分子对接验证。

2.8　分子对接模拟技术是探究小分子与目标靶点

相互作用的便捷有效手段     使用 Vina 1.2.3 软件对

化合物槲皮素、白桦脂酸、山柰酚与 GPX7、LTF、

S100A8 进行对接研究。一般认为，结合能<0 的分

子即可自行结合，数值越小结合力越强。当结合

能≤−5 kJ·mol-1（1 cal≈4.186 J）时，可视为该化学成

分可与靶点有效结合。通过 PyMol2.5.5 对接结果

进行可视化分析，见增强出版附加材料。

3 动物实验

3.1　药物、试剂及仪器     白桦脂酸、水飞蓟宾单体

（美国 MedChemExpress 生物科技公司，货号分别为

HY-10529、HY-N0779A，规 格 分 别 为 10 mg/支 、

50 mg/支，纯度分别为 99.06%、99.91%）；高脂高胆

固醇饲料定制于（江苏协同有限公司，具体配方如

下，普通饲料占 53.75%，胆固醇占 5%，猪油占 20%，

胆酸钠占 0.25%，果糖占 20%，食盐占 1%，按质量比

混合、风干成型、辐照灭菌，然后将其存放于−20 ℃

冰箱保存，规格 3 kg/袋）；葡聚糖硫酸钠（DSS，美国
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MPBiomedicals 公司，货号 MB5535-T，规格 5 g/瓶）；
苏木素 -伊红（HE）染液套装（美国 MedChemExpress

生 物 科 技 公 司 ，货 号 HY-K0315）；GPX7、GPX4、

ACSL4、LTF、S100A8、甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）一抗、山羊抗兔、山羊抗鼠二抗（武汉三鹰

生物技术有限公司，货号分别为 13501-1-AP、67763-

1-1g、22401-1-AP、10933-1-AP、15792-1-AP、60004-

1-1g、RGAR001、RGAM001）；一步法彩色凝胶聚丙

烯酰胺凝胶电泳（PAGE）、放射免疫沉淀法（RIPA）
裂解液、蛋白酶抑制剂（武汉塞维尔生物技术有限

公 司 ，货 号 分 别 为 CR2405026、CR2402043、

20230209）；OMEGA Total RNA 提取试剂盒（美国

Bio Tek 公司，货号 R6834-012）；第三代高效第一链

cDNA 合成预混液（含基因组 DNA 去除酶）用于

qPCR、通用型蓝色 SYBR Green 荧光定量 qPCR 预

混液［翌圣生物科技（上海）股份有限公司，货号分

别为 11141ES10、11141ES］；蛋白质分子质量标准

（Marker，上海雅酶生物有限公司，货号 WJ103）；蛋
白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（PMSF）、聚氰基丙烯酸

正 丁 酯（BCA）蛋 白 浓 度 试 剂 盒 、聚 偏 氟 乙 烯

（PVDF）膜（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为

20230209、2310007、IPVH00010）；异丙醇（上海麦克

林生化科技股份有限公司，货号 I811925-500mL）；
SuperKine™超敏型 ECL 发光液（飞克级）（亚科因生

物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 BMU102-CN-100）。 BG-

Power600 型电泳仪、BG-verMINI 型垂直电泳槽、

BG-verBLOT 型转印电泳槽（北京百晶生物技术有

限公司）；800TS 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；ABI 

StepOnePlus™ 型 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Real-time PCR）仪（美国 Thermo Fisher 公司）；化学

发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；
ECLIPSE TS100 型光学显微镜（日本 Nikon 公司）。
3.2　动物     SPF 级 C57BL/6J 小鼠，合格证号 SCXK

（川）2020-0034，健康雄性，共 50 只，年龄 6~8 周，体

质量（20±2）g，SPF 环境饲养于贵州医科大学临床研

究中心动物实验室，动物实验条件，温度 22~24 ℃，

光照/黑暗周期 12 h/12 h，湿度 55%~60%，小鼠自由

饮水，每周固定换垫料，所有动物实验应按照美国

国立卫生研究院（NIH）的护理和使用指南进行。

3.3　伦理     本实验由贵州医科大学实验动物伦理

委员会审批（伦理号 2403642）。
3.4　分组、造模及给药     随机选取 10 只小鼠设为

正常组，其余 40 只小鼠进行 NAFLD 造模，以高脂高

胆固醇饮食及 2.5% 葡聚糖硫酸钠（DSS）为造模剂

进行高脂小鼠动物模型的构建［18］，以 10 mg·kg-1 和

30 mg·kg-1的白桦脂酸单体为低剂量组和高剂量组

小鼠进行为期 10 d 的灌胃预处理［19］，水飞蓟宾作为

阳性药对同给药组处理方法（100 mg·kg-1）［20］，第 11

天起对模型（MC）组、水飞蓟宾组、低剂量组及高剂

量组进行为期 7 d 的高脂饮食饲养，第 18 天起对模

型组、低剂量组及高剂量组进行高脂饮食饲养加

2.5%DSS 自由饮水联合处理 7 d，在整个实验过程

中，对低剂量组和高剂量组持续进行白桦脂酸单体

溶液灌胃，水飞蓟宾组持续水飞蓟宾溶液灌胃，记

录每组每天小鼠的体质量变化，每组小鼠自由饮

食［21-22］，实验小鼠肝细胞内出现大小不一脂质空泡

和气球样变为造模成功的标准［22］。造模方式见增

强出版附加材料。

3.5　采集样本     给药结束后，称取体质量，麻醉后

固定小鼠四肢，使用 75% 乙醇消毒腹部皮肤，剪开

表皮，剖开腹腔，暴露内部器官，心脏灌注，待肝脏

颜色变暗，分离肝脏组织，装至无菌离心管中，取

1 份速冻切片，进行 HE 染色，其余 2 份保存于−80 ℃

冰箱。

3.6　HE 染色切片和肝指数计算     将各组肝脏标本

按病理检验标准作业程序（SOP）进行脱水、修剪、包

埋、切片、染色、封片等处理，选择要观察的区域采

集 200 倍图片，在光学显微镜下观察各组小鼠肝组

织病理学改变。肝指数动物实验结束时，将小鼠禁

食 12 h，测量体质量。在深度麻醉下处死所有小鼠，

进行取材。称取各组小鼠肝脏质量，计算肝指数。

3.7　Real-time PCR 检测基因表达水平     解冻保

存于−80 ℃冰箱的组织样本，匀浆裂解，乳化，在

4 ℃环境下，离心提取总 RNA，计算出 RNA 的纯度

和浓度。逆转录成 cDNA，以 GAPDH 为内参，PCR

扩增程序 95 ℃预变性 2 min，循环 1 次，95 ℃变性

10 s，60 ℃退火/延伸 30s，循环（40 次）。引物序列见

表 1，反应结束后，根据相对定量法 2-ΔΔCt计算出样品

各蛋白的吸光度，每组重复实验 3 次，计算均值及标

准 差 。 检 测 各 组 小 鼠 肝 组 织 中 筛 选 核 心 基 因

GPX7、LTF、S100A8 mRNA 及 铁 死 亡 相 关 基 因

GPX4、ACSL4 mRNA 表达。

3.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肝脏组织

蛋白表达水平     解冻在−80 ℃冰箱冻存的肝脏组

织，通过匀浆和裂解过程，提取蛋白质，配置十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶处

理蛋白质，水浴加热，充分变性，冷却后上样，内参为

GAPDH，孵育相应一抗（1∶100 000）和二抗（稀释比 1∶
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8 000），使用 Image J软件分析条带，计算出灰度值，归

一化处理，将蛋白的灰度值除以内参蛋白的灰度值，获

得相对灰度值，进行统计分析，绘制数据表。

3.9　统计学分析     所有实验数据以 x̄ ± s 表示，用

SPSS 27.0 统计软件进行完全随机设计的单因素方

差分析（One-way ANOVA），各样本均数之间的多

重 ，比较采用最小显著性差异法（LSD）-t 检验 ，

P<0.05 说明差异有统计学意义。

4 动物实验结果

4.1　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠体质量及肝指数的影

响     为了观察白桦质酸对 NAFLD 肝脏脂质代谢的

影响，本研究使用高脂高胆固醇饮食+2.5%DSS 诱

导 NAFLD 小鼠模型，观察不同治疗方法对体质量

及肝指数的影响。本实验研究结果显示，与正常组

比较，模型组体质量显著降低，肝指数显著升高，差

异具有统计学意义（P<0.01）。与模型组比较，水飞

蓟宾组及白桦脂酸低、高剂量组均体质量均显著减

轻 ，肝 指 数 显 著 降 低 ，差异具有统计学意义（P<

0.01）。见表 2。

4.2　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠组织病理学的影响      

    肝组织 HE 染色结果表明，与正常组比较，模型组

小鼠肝细胞排列散乱，肝细胞出现明显的气球样

变，同时可观察到明显的炎细胞浸润。与模型组比

较，水飞蓟宾组小鼠肝细胞排列较模型组相比较为

整齐，肝细胞气球样变、肝组织中炎细胞浸润较模

型组减轻，白桦脂酸低、高剂量组，小鼠肝细胞排列

较模型组相比更为整齐，肝细胞气球样变及肝组织

中炎细胞浸润均有所缓解，表明白桦脂酸可能在治

疗 NAFLD 方面具有较大潜力。见图 1。

4.3　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝组织核心铁死亡基

因mRNA表达的影响     与正常组比较，模型组GPX7、

GPX4、LTF mRNA 明显下降（P<0.05，P<0.01）；与模

型组比较，水飞蓟宾组及白桦脂酸低、高剂量组

GPX7、GPX4、LTF mRNA 表 达 水 平 显 著 上 调

（P<0.01）。与正常组比较，S100A8、ACSL4 mRNA表

达水平显著增高（P<0.01）；与模型组比较，水飞蓟宾组

及白桦脂酸低、高剂量组S100A8、ACSL4 mRNA表达

水平明显下调（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

4.4　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝组织 LTF、GPX4、

GPX7、S100A8 和 ACSL4 蛋白表达的影响     与正常

组比较，模型组 GPX7、GPX4、LTF蛋白表达显著减低

（P<0.01）；与模型组比较，水飞蓟宾组及白桦脂酸低、

高 剂 量 组 GPX7、GPX4、LTF 蛋 白 表 达 显 著 上 调

（P<0.01）。与正常组比较，模型组 S100A8、ACSL4

显著增高（P<0.01）；与模型组比较，水飞蓟宾组及白

桦脂酸低、高剂量组 S100A8、ACSL4 的蛋白表达明

显下调（P<0.05，P<0.01）。见表 4、图 2。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

GPX4

ACSL4

LTF

S100A8

GPX7

序列（5′-3′）
上游 CCTCGTCCCGTAGACAAAATG

下游 TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT

上游 GCACATGGTCTGCCTGGATAAG

下游 TCTTGATTACTTCCTGGCTCCTG

上游 GGAAAGCAAACTGAAGGCGG

下游 GCTCCCAGCTCCTCTACTGA

上游 CCCAAACCATGCTGTAGTGTCTC

下游 ACACCTCTGTCCATTTCTCTCCCAA

上游 AGTGTCCTCAGTTTGTGCAGAATAT

下游 TTTTATCACCATCGCAAGGAACTC

上游 ATCCGAGCAGGACTTCTACGACT

下游 GCGGGCAAAGTTCTCAATCT

长度/bp

133

192

141

100

110

256

表 2　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝脏系数的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　 Effect of betulinic acid on liver index in NAFLD mice 

（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

白桦脂酸低剂量组

白桦脂酸高剂量组

剂量/mg·kg-1

100

10

30

体质量/g

31.48±1.37

26.55±0.722）

24.87±0.754）

22.47±0.844）

20.55±0.844）

肝指数/%

2.70±0.10

4.03±0.152）

2.88±0.114）

3.23±0.154）

3.03±0.154）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3、表 4 同）

注：A.正常组；B.模型组；C.水飞蓟宾组；D.白桦脂酸低剂量组；
E.白桦脂酸高剂量组（图 2 同）
图 1　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝脏组织的影响  （HE，×200）
Fig. 1　 Effect of betulinic acid on liver tissue of NAFLD mice 

（HE，×200）
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5 讨论

NAFLD 与全球日益流行的肥胖密切相关，并

呈年轻化趋势，加之需要长期服药和病情难以遏制

等弊病，为患者及社会医疗造成沉重的负担［23］。在

过去几十年中，细胞凋亡已被证明是肝细胞死亡的

主要方式［24］。而铁死亡是 10 年来发现的一种铁依

赖性程序性细胞死亡类型，与 NAFLD 的疾病进程

有关，但两者之间的致病关系和机制尚未完全揭

示［25］。寻找抵抗肝铁死亡的有效干预措施并阐明

其机制成为治疗 NAFLD 的潜在途径。白桦脂酸是

一种具有多种药理活性及生物活性的五环羽扇烷

型三萜类化合物，研究表明其有抗氧化应激及抗脂

质过氧化、抑制脂肪生成、改善胰岛素抵抗和抗内

质网应激等作用［26］。但抑制铁死亡的相关报道较

少 见 ，本 研 究 首 先 通 过 生 物 信 息 学 筛 选 出 了

NAFLD 与铁死亡相关的交集，分析验证筛选出

NAFLD 铁死亡相关的核心基因，通过分子对接验

证 了 白 桦 脂 酸 与 NAFLD 铁 死 亡 相 关 核 心 基 因

（LTF、S100A8、GPX7）结合良好，因此，笔者推测

BA 可能通过抑制铁死亡缓解 NAFLD 的进展。最

后通过动物实验验证白桦脂酸治疗 NAFLD 的疗效

并探究其机制。

抗氧化体系异常及脂质过氧化驱动在 NAFLD

铁死亡的进展中起着至关重要的作用［27］。铁稳态失

衡及 GPX4 大量失活引起的脂质过氧化反应被认为

是驱动细胞铁死亡发生和细胞质膜结构与功能不可

逆损伤的核心因素。脂质过氧化物和氢过氧化物可

消耗大量的抗氧化剂 GSH，降低机体的抗氧化水

平［28］，当抗氧化剂 GSH 被大量消耗时，铁死亡增加。

GPX4、GPX7是谷胱甘肽过氧化物酶家族中的成员，

GPX 与超氧化物歧化酶和过氧化氢酶作用，形成酶

促抗氧化系统，减少活性氧（ROS）并减少脂质过氧化

物的产生［29］。ACSL4 是多不饱和脂肪酸（PUFA）代
谢的重要同工酶，决定了铁死亡敏感性［30］。活化的

ACSL4 催化含多不饱和脂肪酸的脂质生物合成，促

进脂质过氧化产物的积累，导致铁死亡。因此，本研

究通过蛋白质免疫印记及 PCR 检测 NAFLD 小鼠肝

组织中 GPX7、GPX4、ACSL4 mRNA 及蛋白水平以

评估对 NAFLD 氧化应激、铁死亡的影响。与正常组

表 3　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝组织 LTF、GPX4、GPX7、S100A8 和 ACSL4 mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of betulinic acid on mRNA expression levels of LTF， GPX4， GPX7， S100A8， and ACSL4 in liver tissue of mice in each 

group （x̄± s，n=3）

组别

模型组

水飞蓟宾组

白桦脂酸低剂量组

白桦脂酸高剂量组

剂量/mg·kg-1

100

10

30

LTF

0.79±0.042）

1.33±0.044）

1.80±0.054）

2.29±0.034）

GPX4

0.82±0.021）

1.30±0.044）

1.69±0.144）

1.97±0.054）

GPX7

0.62±0.022）

1.33±0.044）

1.69±0.044）

2.14±0.054）

S100A8

1.53±0.072）

1.26±0.034）

0.43±0.034）

0.21±0.014）

ACSL4

1.31±0.082）

1.53±0.043）

0.52±0.084）

0.11±0.014）

图 2　各小组肝组织 GPX7、LTF、S100A8、GPX4、ACSL4 蛋白表达

电泳

Fig. 2　　 Protein expression levels of GPX7， LTF， S100A8， GPX4， 

and ACSL4 in liver tissues of each group

表 4　白桦脂酸对 NAFLD 小鼠肝组织 LTF、GPX4、GPX7、S100A8 和 ACSL4 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of betulinic acid on protein expression of LTF， GPX4， GPX7， S100A8， and ACSL4 in liver tissue of mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

白桦脂酸低剂量组

白桦脂酸高剂量组

剂量/mg·kg-1

100

10

30

LTF/GAPDH

1.15±0.08

0.29±0.022）

0.71±0.014）

0.83±0.024）

1.01±0.054）

GPX4/GAPDH

0.73±0.03

0.43±0.032）

0.83±0.024）

1.19±0.014）

1.39±0.094）

GPX7/GAPDH

0.43±0.04

0.18±0.012）

0.78±.034）

0.96±.034）

1.29±.044）

S100A8/GAPDH

0.73±0.04

0.89±0.032）

0.87±0.023）

0.58±0.044）

0.54±0.054）

ACSL4/GAPDH

1.96±0.07

2.45±0.112）

1.60±0.074）

0.68±0.054）

0.57±0.034）
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比较，NAFLD 模型小鼠的 GPX7、GPX4 mRNA 及蛋

白水平显著降低，ACSL4升高，白桦脂酸干预可增加

NAFLD小鼠的 GPX4、GPX7的 mRNA及蛋白表达水

平，降低 ACSL4的 mRNA及蛋白表达水平，从而改善

肝脏氧化应激、减少脂质过氧化物的产生、降低肝细

胞对铁死亡的敏感性，且白桦脂酸低、高剂量组之间

mRNA、蛋白表达水平有差异，本实验研究发现白桦

脂酸可通过增加抗氧化体系及减少脂质过氧化物产

生抑制铁死亡，抑制铁死亡改善 NAFLD 的程度呈药

物剂量依赖。

脂质代谢紊乱及炎症反应是 NAFLD 的重要特

征，结合以上特征，本研究利用高脂高胆固醇饮食

联合 DSS 建立 NAFLD 动物模型，研究发现 NAFLD

小鼠模型可见肝指数增高等 NAFLD 代谢特征，白

桦脂酸可显著降低 NAFLD 小鼠的肝指数，减小肝

脏大小，高脂高胆固醇饮食+DSS 诱导 NAFLD 小鼠

肝脏经 HE 染色可见肝细胞排列散乱，脂质蓄积，肝

细胞气球样变及炎细胞浸润。白桦脂酸干预后可

改善 NAFLD 小鼠肝细胞气球样变、脂质蓄积及炎

细胞浸润。因此，白桦脂酸可通过改善 NAFLD 的

脂质代谢发挥治疗作用。

铁元素是人体代谢过程中的必要微量元素，严

密调控并维持细胞内铁储存和需求与血浆铁运输

之间的精妙平衡［31］。LTF 是一种属于转铁蛋白家族

的铁结合糖蛋白，在调节铁代谢中起着至关重要的

作用［32-33］。LTF 已被证明具有抗氧化和抗炎特性，

并对脂质稳态和非酒精性脂肪肝（NAFLD）发挥调

节作用，但本团队对其调节机制的理解有限且不一

致。有研究发现 LTF 可能通过靶向铁调素 -铁转运

蛋白（FPn）轴来增加肝细胞铁输出，然后通过非酶

抗氧化系统维持肝脏氧化平衡，最终抑制肝细胞的

死亡。LTF 通过隔离细菌生长所必需的铁来增强宿

主免疫防御［34］。有相关研究发现 LTF 的铁结合特

性有望成为帕金森病的安全治疗剂［35］。在神经元

中的缺失加剧了铁死亡和神经元功能障碍［36］。脱

辅基（apo）-LTF 通过捕获游离铁和增加 SLC7A11 表

达来减少 ROS 的产生，从而减轻铁死亡［37］。LTF 可

有效减少肝铁积累并通过铁转运蛋白（FPN）提高肝

铁输出，抑制肝细胞死亡［38］。本研究结果显示，与

正常组比较，NAFLD 模型小鼠的 LTF 蛋白表达水平

显著降低。水飞蓟宾和白桦脂酸的干预显著提高

了 NAFLD 小鼠肝组织中 LTF 的 mRNA/蛋白表达水

平。上述研究结果表明，白桦脂酸在 NAFLD 治疗

中通过调控 LTF 发挥改善 NAFLD 的作用。

S100A8称为髓相关蛋白（MRP8），是一种 Ca2+结

合蛋白，在 HFD+AdCxcl1 诱导的 NASH 小鼠的脂肪

组织中高度增加［39-42］，同样在 2 型糖尿病肥胖患者的

内 脏 脂 肪 组 织 中 S100A8 和 S100A9 的 表 达 较

高［40，43-44］。在脑出血（ICH）后通过调节 S100A8/A9从

而改善异常的脑铁代谢，抑制铁死亡，减轻 ICH 后的

继发性脑损伤［45］。尽管已有报道显示 NASH 患者血

清 S100A8/A9水平明显升高［46］。然而，S100A8/A9在

脂肪变性转为 NASH进展中的作用尚未被报道，本实

验通过动物实验验证发现在白桦脂酸干预后 ，

S100A8 在小鼠肝脏组织中 mRNA、蛋白表达水平降

低，这说明白桦脂酸在高脂饮食诱导的 NAFLD 模型

中可能通过调控 S100A8转录水平影响 NAFLD 的疾

病进程。

综上所述，白桦脂酸可能通过调控 GPX7、LTF、

S100A8，恢复 GPX4 活性、下调 ACSL4 来抑制铁死

亡，延缓 NAFLD 疾病进展。其机制可能是增强抗

氧化系统、减少脂质过氧化物产生、调节肝细胞铁

代谢、抑制炎症反应等机制共同发挥作用，然而本

实验尚未在具体机制上进行深入研究，后续将开展

细胞实验，结合前期筛选的核心靶点及分子之间调

控关系进行深入研究，为 NAFLD 的新药开发提供

一定的理论及实验支撑。
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