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六棱菊提取物通过上调Nrf2信号通路对代谢相关脂肪性肝病模型小鼠的

干预作用
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摘 要： 目的  通过网络药理学以及动物实验探讨六棱菊对代谢相关脂肪性肝病 （MAFLD） 模型小鼠的干预作用及潜在

的分子机制。方法  通过文献检索得到六棱菊的活性成分，通过 SwissTargetPredicton和疾病数据库（GeneCards）和 Pharm 

Mapper数据库预测六棱菊成分相关靶标，Genecards数据库获取 MAFLD和氧化应激相关靶标，通过 STRING和Cytoscape 

3.9.1软件建立蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络模型并找到关键靶点。对六棱菊治疗MAFLD的靶标进行GO富集分析与

KEGG通路富集分析。将 50只C57BL/6J雄性无菌小鼠适应性饲养 1周后随机分为 5组，分别为对照组、模型组及六棱菊提

取物低、中、高剂量（1.25、2.50、5.00 g·kg−1）组；小鼠给予高脂饲料 8周进行 MAFLD 造模，造模后给药 6周。实验第 

14周末处死小鼠，比较各 组小鼠肝脏指数、肝组织病理变化，测定各组小鼠血清中炎症因子的水平及肝脏中脂肪含量，测

定血清转氨酶、肝脏脂肪水平以及肝组织的氧化损伤指标丙二醛（MDA）、还原型谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化

酶 （SOD）水平，检测核因子E2相关因子 2 （Nrf2）信号通路重要基因和蛋白Nrf2、NAD（P）H喹啉氧化酶 1 （Nqo1）、

糖原合成酶激酶-3β （GSK-3β）和非受体酪氨酸蛋白激酶（Fyn）的表达水平。结果  网络药理学获得六棱菊、MAFLD、氧

化应激的交集靶点共 304个，六棱菊可能通过TNF、AKT1、ALB、EGFR、STAT3、NFE2L2等核心靶点作用于HIF-1、糖

尿病并发症中的AGE-RAGE、甲状腺激素、FoxO、PI3K-Akt、TNF信号通路等发挥MAFLD治疗作用。动物实验结果显

示，与对照组比较，模型组小鼠的整体状态差，肝脏组织大面积脂肪变性及脂质浸润，血清转氨酶、肝脏脂肪水平明显升

高，证实了高脂饲料饮食喂养 8周成功构建了小鼠 MAFLD 模型；各药物干预治疗组小鼠肝脏指数、肝脏病理变化和肝脏

脂肪水平，血清转氨酶、脂质过氧化水平和Nrf2信号通路重要基因和蛋白表达均较模型组显著改变（P＜0.05），其中，六

棱菊提取物高剂量组改变最为明显。结论  不同剂量六棱菊提取物干预均能明显改善 MAFLD 小鼠血清中炎症因子水平，肝

脏脂质沉积、肝功能指标，降低肝脏指数，可能与调控Nrf2信号通路的表达，降低肝组织中脂质过氧化水平和炎症反应的

表达有关。
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Abstract: Objective  To investigate the effect and potential molecular mechanism of Laggera alata extract on alleviates metabolism-

related fatty liver disease (MAFLD) through network pharmacology and drug intervention. Methods  The active ingredients of 
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Laggera alata extract were analyzed through literature retrieval and the elated targets were predicted by SwissTargetPredicton and 

Pharm Mapper databases. MAFLD and oxidative stress-related targets were obtained by Genecards database. PPI network model 

was established and key targets were found by STRING and Cytoscape 3.9.1 software. Besides, GO enrichment analysis and KEGG 

pathway enrichment analysis were performed on the targets of hexagon chrysanthemum in the treatment of MAFLD. 50 male sterile 

C57BL/6J mice were randomly divided into five groups after one week of adaptive feeding, which were control group, model group, 

low dose group, medium dose group and high dose group of Laggera alata extract. The experimental mice were given high-fat diet 

for MAFLD modeling, and the low, medium and high dose groups (1.25, 2.50, and 5.00 g·kg−1) were given daily by gavage. Mice in 

each intervention treatment group were given ig administration once a day for six weeks. The mice were killed at the end of the 14th 

week of the experiment, and the liver index, liver tissue pathological changes, serum inflammatory factors and liver fat content, 

serum aminotransferase, liver fat level, oxidative damage index of liver malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) and 

superoxide dismutase (SOD) levels and important genes and proteins of Nrf2 signaling pathway of the five groups of mice were 

compared. Expression levels of nuclear factor E2 associated factor 2 (Nrf2), NAD(P)H quinoline oxidase 1 (Nqo1), glycogen 

synthase kinase-3β (GSK-3β) and non-receptor tyrosine protein kinase (Fyn). Results  A total of 304 intersection targets of Laggera 

alata, MAFLD and oxidative stress were obtained by network pharmacology. Laggera alata may act on HIF-1, AGE-RAGE, thyroid 

hormone, FoxO, PI3K-Akt and TNF signaling pathways in diabetic complications through core targets such as TNF, AKT1, ALB, 

EGFR, STAT3 and NFE2L2 to exert the therapeutic effect of MAFLD. Compared with the control group, the overall state of mice 

was poor, the liver tissues were large steatosis and lipid infiltration, and the serum aminotransferase and liver fat levels were 

significantly increased, which confirmed that the MAFLD model of mice was successfully constructed after eight weeks of high-fat 

diet. Liver index, liver pathological changes, liver fat level, serum aminotransferase, lipid peroxidation level and Nrf2 signaling 

pathway important gene and protein expression of mice in all drug intervention groups were significantly changed compared with 

model group, among which the changes were most obvious in high-dose group, and the results were statistically significant (P < 

0.05). Conclusion  Different doses of Laggera alata extract can significantly improve the levels of serum inflammatory factors, liver 

lipid deposition, liver function, and decrease liver index in MAFLD mice, which may be related to regulating the expression of Nrf2 

signaling pathway, reducing the level of lipid peroxidation and the expression of inflammation in liver tissues.

Key words: alleviates metabolism-related fatty liver disease (MAFLD); Laggera alata (D.Don) Sch.Bip. ex Oliv; Nrf2 signaling 

pathway; lipid peroxidation; inflammatory response; oxidative stress

代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）在医学上曾被

称为非酒精性脂肪性肝病（NAFLD），近些年，随着

人民生活水平不断提高，生活节奏和饮食习惯都发

生明显改变，使MAFLD患病率明显上升。目前，在

世界范围内，MAFLD 的患病率高达 32.4%［1］。其

中，30%～40% 的 MAFLD 患者可能进一步发展为

肝硬化或肝癌［2］。但是，遗憾的是，MAFLD发生发

展的分子机制目前并不十分清楚，目前的研究表明

炎症和氧化应激可能对MAFLD发生发展起到重要

的作用。临床上，虽然有一些化学药对MAFLD具

有治疗效果，但是这些药物的不良反应大的缺陷很

大程度限制了药物的应用［2］。因此，找到安全有效

的治疗MAFLD的药物是亟待解决的临床问题。

六棱菊 Laggera alata （D.Don） Sch.Bip. ex Oliv

系菊科六棱菊属植物，全株入药，具有祛风、除湿、

解毒的作用，主要分布于我国广西、云南、四川及贵

州，常作为抗菌消炎、清热解毒的良药，用于跌打损

伤、风湿关节炎和调脂等［3］。六棱菊主要含黄酮类、

酚酸类［4-5］等成分［6］，有研究表明，六棱菊具有治疗

急慢性炎症、抗肿瘤、抗肝炎、抗病毒和抗微生物等

作用［6］。六棱菊提取物是从六棱菊中提取的天然活

性成分组合，其主要的成分包括 5α-羟基硬脂酸和

羟基异硬脂酸这 2种桉烷（eudesmane）型倍半萜烯，

另外，还含有 1种重要的成分异绿原酸。据相关研

究报道，六棱菊具有抗炎、抗氧化的功效。同时，六

棱菊可以有效调节机体的糖代谢和脂代谢［7］，有文

献报道异绿原酸具有减轻肝炎损伤和MAFLD的作

用［8］。目前，临床中初步发现六棱菊提取物对肝脏

的病变具有理想的治疗和调节作用，但目前对六棱

菊提取物改善MAFLD的具体分子机制仍不清楚。

氧化应激是由活性氧（ROS）引发的，其是多种

肝病的共同病理生理基础［9］。少量的 ROS 不具有

细胞毒性，可作为机体第二信号分子维持细胞生理

功能；当发生病理生理改变时，氧化应激损伤会因

增加的ROS而加重疾病进展。当氧化应激状态时，

为保护机体组织细胞免受氧化应激损伤，机体可以

通过激活抗氧化应激通路而抑制 MAFLD 发生发

展，从而保护机体肝细胞。此外，核因子E2相关因
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子 2 （Nrf2）信号通路参与 MAFLD 发生，与 ROS 促

炎和促纤维化作用不同，Nrf2信号通路具有抗炎和

抗纤维化作用，研究表明Nrf2信号通路表达与ROS

水平存在高度相关性。已有研究表明，不同剂量的

六棱菊提取物可以明显上调小鼠肝脏细胞 Nrf2以

及细胞浆中血红素加氧酶-1（HO-1） 的表达［10］，推测

六棱菊提取物可能通过 Nrf2信号通路发挥相关药

理作用。

在本研究中，先通过网络药理学［11］预测六棱菊

治疗MAFLD的潜在机制和靶点，并建立高脂饲料

诱导的MAFLD小鼠模型考察六棱菊提取物的治疗

效果，验证其与Nrf2信号通路和氧化应激相关的作

用机制，为六棱菊提取物可能成为治疗MAFLD的

潜在药物提供理论基础和实验依据。

1　材料与方法

1.1　六棱菊治疗MAFLD网络药理学预测

1.1.1　六棱菊成分获取及靶点预测 根据文献获

取 六 棱 菊 活 性 成 分 ，将 成 分 导 入

SwissTargetPredicton （http：//swisstargetprediction.

ch/）与 Pharm Mapper （http：//www. lilab-ecust. cn/

pharmmapper/）数据库进行靶点预测和搜集，生成六

棱菊预测靶点信息，将所得靶点信息进行合并去

重，得到六棱菊的潜在活性靶点。

1.1.2　六棱菊与 MAFLD 和氧化应激交集靶点筛

选 使用“metabolic fatty liver disease”和“oxidative 

stress”作 为 检 索 条 件 ，利 用 Gene Cards 数 据

库（（https：//www.genecards.org/）获得 MAFLD 和氧

化应激相关的作用靶点，保留相关性得分大于均值

的 基 因 ，合 并 去 重 处 理 后 利 用 Venny 在 线 工

具（https：//bioinfogp. cnb. csic. es/tools/venny/index.

html）与六棱菊靶点取交集，即为六棱菊通过氧化应

激改善MAFLD的潜在靶点。

1.1.3　交集靶点蛋白质-蛋白质相互作用网络（PPI）

的构建 将“1.1.2”项获得的交集靶点导入STRING

数据库（https：//string-db. org/），选择物种为 homo 

sapiens，设置 minimum required interaction score 为

medium confidence （0.400），获得 TSV 格式文件。

将TSV格式文件导入Cytoscape 3.9.1软件进行可视

化分析，运用其中的插件“Centiscape2.2”分析拓扑

参数筛选出核心靶点。

1.1.4　基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析 将筛选得到的六棱

菊 抗 MAFLD 的 核 心 靶 点 导 入 STRING 数 据

库（https：//string-db. org/），选 择 物 种 为 homo 

sapiens，设置 minimum required interaction score 为

medium confidence （0.400），物 种 来 源 为 Homo 

sapiens，进行基因功能富集分析和KEGG通路富集

分析，从细胞组成（CC）、分子功能（MF）、生物过

程（BP）及 KEGG信号通路等方面提供基因功能的

详细注释，通过微生信基迪奥生物平台（https：//

www.genedenovo.com/）进行可视化操作。

1.2　六棱菊提取物对MAFLD模型小鼠的影响

1.2.1　动物 选用 SPF 级无菌雄性健康 C57BL/6J

小鼠 50只，体质量（22±5）g，购自北京斯贝福实验

动物科技有限公司，许可证号：SCXK（京）2021-

0002。正式实验开始前，将小鼠分笼适应性喂养 1

周，环境温度控制在（25±2） ℃ ，相对湿度控制

在（55±5）%，动物房每天自然光照 12 h，所有小鼠

自由饮水，进食，并保持通风及清洁卫生。动物实

验遵循《实验动物护理和使用指南》的要求，并经过

广西中医药大学伦理委员会批准，动物伦理委员会

审批号：DW20230512-015。

1.2.2　 药 品 与 试 剂 六 棱 菊 提 取 物 购 自

MedChemExpress LLC 公司（批号：20230312，其中

含总黄酮 32.51%、总酚酸 21.78%）；实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）试 剂 Power SYBR Green PCR 

Master Mix、TaqMan Universal PCR Mix 和 M-MLV

逆转录酶均购自天根生化科技（北京）有限公司；苏

木精-伊红（HE）染色试剂盒和细胞核蛋白与细胞浆

蛋白抽提试剂盒均购自天根生化科技（北京）有限

公司；超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）和还

原型谷胱甘肽（GSH）试剂盒购自南京建成生物工

程研究所公司；肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细

胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-6）和单核

细胞趋化蛋白 -1（MCP-1）酶联免疫吸附测定

法（ELISA）试剂盒购自江苏酶免实业有限公司；糖

原合成酶激酶-3β（GSK-3β）和非受体酪氨酸蛋白激

酶（Fyn）、Nrf2 和 p-GSK-3β 抗体购自美国 Cell 

Signaling Technology 公司；NQO1 抗体购自英国

Abcam公司；p-Fyn抗体购自美国 Invitrogen公司。

1.2.3　小鼠分组、MAFLD 模型建立及药物干预处

理［12］ 雄性小鼠适应性饲养 1周后，按照自由随机

方法，分为 2大组，对照组 10只，造模组 40只。对照

组给予普通饲料，造模组给予高脂饲料。全部小鼠

喂养 8 周后，分别从对照组和造模组中随机挑选 1

只小鼠，测量其体质量和肝质量，并取 2只小鼠的肝

脏组织进行病理切片观察，通过组织病理学观察发

现，对照组小鼠的肝小叶组织结构完整，细胞核分
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布均匀，且肝细胞大小一致，无明显的病变；造模组

小鼠出现明显的弥漫性肝细胞脂肪变性，细胞核分

布明显不均，肝细胞大小不一，这些特征证实小鼠

MAFLD 模型建立成功［13］。

将造模组所有 39 只小鼠随机分为 4 组：模型

组（9只）及六棱菊提取物低、中、高剂量（1.25、2.50、

5.00 g·kg−1，其中 2.50 g·kg−1为临床等效剂量［14］）组，

每组各 10只。六棱菊提取物各给药组均 ig给药处

理 6周，每日给药1次。对照组及模型组小鼠每日 ig

等剂量蒸馏水。同时，每周对各组小鼠进行称体质

量，仔细观察并记录小鼠的精神状态、进食情况、粪

便情况、毛发光泽度、死亡数量等特征。

1.2.4　样本采集与处理 从动物造模开始计算，在

第 14周末当晚小鼠禁食，但不禁水，次日上午将小

鼠称体质量后，用 10%水合氯醛 ip麻醉，腹主动脉

取血保存，取小鼠肝脏组织。用 0.9%氯化钠溶液冲

洗新鲜肝脏组织，称取肝组织湿质量，计算小鼠肝

脏指数。在小鼠的肝右叶离边缘 1 cm 处，横切一块

肝组织，用 10% 多聚甲醛固定，HE染色法观察，剩

余肝组织放于−80 ℃保存备用。血清样本 4 ℃静置

2 h后，离心半径 8 cm，3 000 r·min−1 离心 10 min，检

测小鼠肝功能和血脂指标。

1.2.5　HE染色法观察肝组织病理形态 将肝组织

切片依次放入二甲苯无水乙醇和 75%乙醇中漂洗，

进行连续脱水处理。随后，将组织切片放入 85%、

95%乙醇中连续漂洗，各 5 min。再放入伊红染液中

漂染 5 min，将组织切片进行脱水透明化处理；最后

采用中性树胶进行组织切片封片，使用光学显微镜

观察病理切片并采集相应的组织图像。

1.2.6　全自动生化分析仪测血清转氨酶及肝脏脂

肪含量 采用全自动生化分析仪检测血清丙氨酸

氨基转移酶 （ALT）、天冬氨酸氨基转移酶 （AST）、

碱性磷酸酶（ALP）和 γ-谷氨酰基转移酶 （GGT）水

平，以及肝组织的三酰甘油（TG） 和总胆固醇（TC） 

的含量。3 000 r·min−1、4 ℃离心 10 min，分离出全

部小鼠血清样本，直接进行全自动生化分析仪

检测。

1.2.7　检测肝组织中 MDA、SOD 和 GSH 水平 制

作相应的含量测定标准曲线，采用 MDA、SOD 和

GSH检测试剂盒，使用酶标仪检测肝组织样本中的

MDA、SOD、GSH水平。

1.2.8　ELISA 法检测血清中炎症因子水平 使用

ELISA 检测试剂盒检测血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 和

MCP-1水平。

1.2.9　qRT-PCR 法测定相关的基因的表达量 取

肝组织，采用 Trizol 法提取小鼠肝组织总 RNA，

NanoDrop ND-2000 仪检测提取组织总RNA浓度及

质量，使用试剂盒将组织总 RNA 逆转录成 cDNA，

加入PCR扩增反应体系中进行扩增，反应结束后用 

2−△△Ct法进行相对定量计算和分析，检测全部目的基

因mRNA的相对表达水平。以GAPDH基因为内参

基因，全部基因的qRT-PCR引物序列见表1。

1.2.10　Western blotting法测定相关蛋白表达量 取

各组小鼠肝组织，提取肝组织总蛋白，使用BCA试

剂盒对肝组织总蛋白进行定量。取蛋白样本进行

SDS凝胶电泳，PVDF转膜、5%脱脂牛奶进行封闭、

一抗过夜孵育和二抗室温孵育后，用增强型化学发

光法进行蛋白曝光，蛋白扫描仪扫描蛋白条带。以

GAPDH蛋白为内参蛋白。

1.3　统计学处理

采用统计学软件 SPSS 24.0 进行全部实验数据

分析与整理，全部的实验数据以 x̄ ± s表示。组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 t 检验。

P＜0.05为数据差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　网络药理学结果

2.1.1　六棱菊成分与靶点分析 通过文献获取六

棱菊活性成分共计 15个：3，4-O-二咖啡酰奎宁酸甲

酯（3，4-di-O-caffeoylquinic acid methyl ester）、4，5-

O-二咖啡酰奎宁酸甲酯（4，5-di-O-caffeoylquinic 

表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　Sequences of qRT-PCR primers

基因名称

Nrf2-F

Nrf2-R

Nqo1-F

Nqo1-R

GAPDH-F

GAPDH-R

引物序列（5，→3，）

CGAAAAGGAAAGACAAGAGCAAC

GTGGGCAACCTGGGAGTAGC

GAGTGGCATCCTGCGTTTCTGTG

GCGGGCATCTGGTGGAGTGTG

CGGTGCTGAGTATGTCGTGGAGTC

GGCGGAGATGATGACCCTTTTG

产物长度/bp

160

135

100

··1974
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acid methyl ester ）、3，5-O-二咖啡酰奎宁酸甲酯（3，

5-di-O-caffeoylquinic methyl ester ）、3，4-O-二咖啡

酰奎宁酸（3，4-dicaffeoylquinic acid）、4，5-O-二咖啡

酰奎宁酸（isochlorogenic acid C）、3-O-咖啡酰奎宁

酸（3-O-caffeoylquinic acid）、4-O-咖啡酰奎宁酸（4-

CQA）、3，4- 二 甲 氧 基 肉 桂 酸（3，4-

dimethoxycinnamic acid）、阿魏酸（ferulic acid）、邻苯

二 酚（catechol）、3，4- 二 羟 基 苯 乙 醇［2-（3，4-

dihydroxyphenyl）ethanol］、尿嘧啶［2，4-（1H，3H-

pyrimidinedione）］、胸腺嘧啶（thymine）、邻羟基苯甲

酸（salicylic acid）、β-谷甾醇（beta-sitosterol），对应靶

点624个。

2.1.2　六棱菊与与 MAFLD、氧化应激交集靶点分析 

以“metabolic fatty liver disease”和“oxidative stress”

作为检索条件收集MAFLD及氧化应激相关靶点，

其中MAFLD相关作用靶点个数为 9 587，相关性得

分（Relevance score）大于均值的靶点为 3 205个，氧

化应激相关作用靶点个数为 13 632个，相关性得分

大于均值的靶点为 3 974个。通过网络药理学蛋白

交集Venny 2.1.0在线工具获取六棱菊、MAFLD、氧

化应激的交集靶点共304个，韦恩图见图1。

2.1.3　PPI网络和核心靶点 利用 STRING数据库

对交互靶点进行 PPI分析，绘制 PPI网络图（图 2），

图中网络节点为 303个，相互作用边数有 6 172条，

平均节点度值为 40.7。节点表示由此蛋白质编码基

因位点单独产生的所有蛋白，颜色表示聚类，大小

反映度值；节点间的连线则表示连线两端的蛋白存

在直接或间接的相互作用，颜色反映作用类型和相

互关系判定来源。Cytoscape 3.9.1对获得的 PPI图

进行进一步拓扑分析，得到 67个核心作用靶点（具

有显著性统计学差异的靶点蛋白并与治疗MAFLD

及发挥氧化应激相关的差异表达蛋白），具体

见图3。

2.1.4　GO和 KEGG富集分析 从 STRING数据库

中确定 GO条目 1 519条，其中 BP 1 348条，主要涉

及细胞对化学刺激的反应、细胞对含氧化合物的反

应、细胞对有机物质的反应、对内源性刺激的反应、

对脂质的反应、细胞死亡的调节等；CC 66条，涉及

膜筏、细胞内细胞器腔、细胞内膜结合细胞器、线粒

体、细胞质、内膜系统等；MF 105条，涉及酶结合、蛋

白质结合、有机环状化合物结合、离子结合、转录共

调节因子结合、RNA 聚合酶 II特异性 DNA 结合转

录因子结合等。KEGG分析可以对蛋白靶点交互网

络在各种细胞活动中起的作用做出预测，找出关键

作用通路。本实验中，KEGG 富集分析共收集到

191条主要通路，主要涉及HIF-1信号通路、糖尿病

并发症中的AGE-RAGE信号通路、甲状腺激素信号

通路、FoxO 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、TNF 信

号通路等。以上分析均根据显著性选取排名靠前

的20个条目进行可视化，具体见图4。

2.2　六棱菊提取物对 MAFLD 模型小鼠的药效学

影响

2.2.1　对整体情况的影响 结果显示，高脂饲料长

时间饮食会导致小鼠厌食，模型组小鼠比对照组小

鼠进食量减少，六棱菊提取物并没有改善小鼠的厌

食情况。喂养高脂饲料饮食 8周后会改变小鼠的体

质量，不同剂量六棱菊提取物组与模型组小鼠体质

量无显著性差异（P＞0.05）。同时，在实验过程中，

所有小鼠均无死亡现象，对照组小鼠饮食情况良

好，活动度理想，毛发光洁亮泽；而模型组小鼠的饮

食，食欲明显减退，体质量明显下降，反应相对迟

钝，活动度下降，毛发灰暗无光泽。六棱菊提取物

低、中和高剂量组小鼠整体情况较模型组有所改

善，高剂量组的小鼠整体情况接近于对照组。

2.2.2　对MAFLD模型小鼠肝脏指数的影响 结果

显示，模型组较对照组小鼠的肝脏指数明显升高，

两组间比较差异具有统计学意义（P＜0.05）；各给药

组与模型组比较，小鼠的肝脏指数均不同程度降

低，并且高剂量组的肝脏指数降低最为显著，差异

具有统计学意义（P＜0.05），提示不同剂量的六棱菊

提取物可明显改善MAFLD 模型小鼠的肝脏指数，

并且高剂量的六棱菊提取物具有更佳的治疗效果。

见图5。

2.2.3　对MAFLD模型小鼠肝组织病理学变化的影

图1　交集靶点韦恩图

Fig. 1　Venny plot of interaction targets
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响 结果显示，对照组小鼠的肝小叶组织结构完

整，细胞核分布均匀，且肝细胞大小一致，无明显的

病变；模型组小鼠出现明显的弥漫性的肝细胞脂肪

变性，细胞核分布明显不均，肝细胞大小不一，并出

现明显的炎性细胞浸润病变。各给药组与模型组

比较，仍然存在一定程度的脂肪细胞浸润，但是，脂

肪变性程度降低和脂肪空泡化程度降低，纤维化病

变明显缓解，其中，高剂量组的小鼠肝组织脂肪变

性程度最低，脂肪空泡数量最少，纤维化程度最轻。

见图6。

2.2.4　对MAFLD模型小鼠肝功能的影响 结果显

示，与对照组比较，模型组小鼠血清中 ALT、AST、

ALP 和 GGT 的水平明显升高，差异性均具有统计

学意义（P＜0.05）；各给药组与模型组比较，血清中

ALT、AST、ALP和GGT 水平均有不同程度的降低，

其中以高剂量组最为明显，差异均具有统计学意

义（P＜0.05）。该研究结果提示，不同剂量的六棱菊

提取物可显著改善 MAFLD 模型小鼠的肝功能，并

且高剂量的六棱菊提取物具有更佳的治疗效果。

见图7。

2.2.5　对MAFLD模型小鼠血清炎症因子的水平影

响 结果显示，与对照组比较，模型组小鼠血清中

图2　六棱菊治疗MAFLD及发挥氧化应激作用核心靶蛋白PPI网络

Fig. 2　Hexathrin chrysanthemum treats metabolism-related fatty liver disease and plays the role of oxidative stress in the 

core target protein PPI network
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IL-1β、IL-6、TNF-α 和 MCP-1的水平明显升高，差异

均具有统计学意义（P＜0.05）；各给药组与模型组比

较，血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α和MCP-1水平均有不

同程度的降低，其中以高剂量组最为明显，差异均

具有统计学意义（P＜0.05）。该研究结果提示，不同

剂量的六棱菊提取物可显著改善 MAFLD 模型小

鼠血清的炎症因子水平，并且高剂量的六棱菊提取

物具有更佳的治疗效果。见图8。

2.2.6　对 MAFLD 模型小鼠的肝脏脂肪沉积的影

响 结果显示，与对照组比较，模型组小鼠的TC水

平明显升高，差异性具有统计学意义（P＜0.05），TG

水平有升高趋势，但差异不显著（P＞0.05）。各给药

组与模型组比较，TC水平均有不同程度的降低，其

中以高剂量组最为明显，差异性均具有统计学意

义（P＜0.05）；TG水平均有降低趋势，但差异均不显

著（P＞0.05）。结果表明，不同剂量的六棱菊提取物

可显著降低MAFLD模型小鼠的肝脏脂肪沉积，并

且高剂量的六棱菊提取物具有更佳的治疗效果。

见图9。

2.2.7　对MAFLD模型小鼠的脂质过氧化水平的影

响 结果显示，与对照组比较，模型组小鼠肝组织

MDA 水平明显升高，GSH、SOD 水平明显降低，差

异均具有统计学意义（P＜0.05）；各给药组与模型组

比较，肝脏组织 MDA 水平均有不同程度的降低，

GSH、SOD 水平均有不同程度的升高，其中以高剂

量组最为明显，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。

结果表明，不同剂量的六棱菊提取物可显著降低 

MAFLD 模型小鼠的脂质过氧化水平，改善脂质过

氧化损伤，并且高剂量的六棱菊提取物具有更佳的

治疗效果。见图10。

2.2.8　对 MAFLD 模型小鼠的 Nrf2 信号通路相

关基因表达的影响 Nrf2 和 NAD（P）H 喹啉氧

化酶 1（Nqo1）均为重要的 Nrf2信号通路基因。结

果显示，与对照组比较，模型组肝脏组织的所有

Nrf2信号通路重要基因的表达水平均降低，差异均

具有统计学意义（P＜0.05）；不同剂量的六棱菊提取

物组与模型组比较，肝组织的所有Nrf2信号通路重

要基因的表达水平均有不同程度的升高，其中以高

剂量组最为明显，差异均具有统计学意义（P＜

0.05）。该研究结果提示，不同剂量的六棱菊提取物

可显著上调 MAFLD 模型小鼠的的 Nrf2 信号通路

重要基因的表达水平，并且高剂量的六棱菊提取物

具有更佳的治疗效果。见图11。

2.2.9　对MAFLD模型小鼠的Nrf2信号通路相关蛋

白表达的影响 GSK-3β和 Fyn也是Nrf2信号通路

的重要基因，GSK-3β和Fyn的磷酸化激活可以调控

Nrf2信号通路。结果显示，与对照组比较，模型组

小鼠肝组织的 p-Fyn表达水平明显升高，p-GSK-3β、

图3　六棱菊治疗MAFLD及发挥氧化应激作用的核心靶点

Fig. 3　Core targets of Hexathrin in treatment of metabolism-related fatty liver disease and its oxidative stress
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Nrf2和NQO1的表达水平明显下调，差异均具有统

计学意义（P＜0.05）；各给药组与模型组比较，肝组

织的 p-Fyn表达水平均有不同程度的降低，p-GSK-

3β、Nrf2和NQO1的表达水平均有不同程度的上调，

其中以高剂量组最为明显，差异均具有统计学意

义（P＜0.05）。结果表明，不同剂量的六棱菊提取物

可以调控MAFLD模型小鼠中Nrf2信号通路相关蛋

白表达水平，见图12。

3　讨论

网络药理学研究结果发现，六棱菊的主要成分

为 3, 4-二-O-咖啡酰奎宁酸甲酯、4, 5-二-O-咖啡

酰奎宁酸甲酯、3, 5-二-O-咖啡酰奎宁酸甲酯、3, 4-

二咖啡酰奎宁酸、异绿原酸C、3-O-咖啡酰奎宁酸、

3, 4-二甲氧基肉桂酸、阿魏酸、邻苯二酚、2-（3，4-二

羟基苯基）乙醇、2，4-（1H，3H-嘧啶二酮）、胸腺嘧

啶、水杨酸和 β-谷甾醇，其可能通过 TNF、AKT1、

ALB、EGFR、STAT3、NFE2L2 等核心靶点作用于

HIF-1信号通路、糖尿病并发症中的AGE-RAGE信

号通路、甲状腺激素信号通路、FoxO 信号通路、

PI3K-Akt信号通路、TNF信号通路等信号通路发挥

抗氧化应激作用，进而治疗MAFLD。

众所周知，高脂饲料饮食可诱导C57BL/6小鼠

出现MAFLD的典型的病理生理改变［15］。在本研究

中，小鼠喂养高脂饲料饮食 8周，形成小鼠MAFLD

图4　GO功能富集分析、KEGG通路分析气泡图

Fig. 4　GO functional enrichment analysis and KEGG channel analysis
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模型。实验中发现，高脂饲料饮食 8周后小鼠肝脏

出现明显的脂肪沉积、炎症反应以及组织损伤和纤

维化，表明小鼠MAFLD模型构建成功。在MAFLD

模型造模成功后，采用不同剂量的六棱菊提取物干

预，小鼠肝脏中组织纤维化、脂肪沉积、炎症反应及

氧化应激反应均明显减轻。该结果表明不同剂量

的六棱菊提取物可以明显改善小鼠 MAFLD 的

发展。

临床研究表明 MAFLD 会进一步恶化为肝硬

化，甚至肝癌，目前认为，炎症反应和氧化应激是引

起MAFLD的最主要的两大原因［16-17］。不同剂量的

六棱菊提取物具有理想的抗炎和抗氧化的生物活

性。临床研究提示，六棱菊提取物可以减轻肝

脏中脂质沉积，改善肝功能，但其具体分子机制并

不清楚［18］。本研究发现，不同剂量的六棱菊提取物

干预对MAFLD的治疗和保护作用可能与其上调肝

脏细胞核内Nrf2信号通路的表达有关。在MAFLD

发生发展过程中，炎症因子不仅促进肝脏的炎症反

应，同时也能激活炎症细胞，诱导炎症反应和氧化

应激反应的发生，从而进一步引起肝脏损伤和纤维

化的发生。TNF-α、IL-1β、IL-6和MCP-1是MAFLD

发生发展过程中重要的促炎介质，它们能够激活分

泌促炎因子的Kupffer细胞的增殖和分化［19］。以前

的研究表明，中药具有改善肝脏炎症反应的功能。

Alharthi等［20］报道葛根素可以改善 2型糖尿病大鼠

中血清和肝脏中的炎症反应，降低血清中的 IL-18、

IL-1β和TNF-α的水平。在本实验中，模型组小鼠血

清TNF-α、IL-1β、IL-6和MCP-1水平明显上升，而不

同剂量的六棱菊提取物干预能够明显下调血清中

TNF-α、IL-1β、IL-6和MCP-1水平，这说明不同剂量

的六棱菊提取物在高脂饲料诱导的MAFLD小鼠模

型中具有理想的抗炎作用。同时，病理检测的结果

也证实了这一点。模型组小鼠肝脏中炎性细胞聚

集明显，而不同剂量的六棱菊提取物干预后，其炎

性细胞浸润明显减少。除了改善炎症反应之外，不

同剂量的六棱菊提取物还改善了小鼠肝脏的纤维

化程度。本研究肝脏组织 HE染色显示，高脂饲料

饮食能够引起肝脏纤维化，而加入不同剂量的六棱

菊提取物干预后，肝脏纤维化明显改善。综上，本

研究证明，六棱菊提取物可以改善小鼠肝脏损伤，

改善肝脏炎症反应和纤维化程度。

机体氧化应激反应是MAFLD发生发展的重要

诱导因素［21］。 氧化应激可以促进脂质的沉积和脂

质的过氧化，激活肝脏中Kupffer细胞和肝星状细胞

的增殖和分化从而引起炎症反应和肝纤维化［22-23］。

与模型组相比，不同剂量六棱菊提取物干预可以显

著上调肝脏中抗氧化因子 GSH 和 SOD 的活性，并

图 6　各组小鼠肝组织病理学变化（HE，×100）

Fig. 6　Comparison of liver histopathological changes of mice in each group （HE，×100）

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图 5　各组小鼠肝脏指数比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 5　Comparison of liver index of mice in each 

group （（x
—

±s，，n=5））

··1979



Drug Evaluation Research第47卷 第9期  2024年9月 Vol. 47 No. 9 September 2024

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图 8　各组小鼠血清炎症因子比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 8　Comparison of serum inflammatory factors in serum of mice in each group （（x
—

±s，，n=5））

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图 7　各组小鼠肝功能指标比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 7　Comparison of liver function indicators of mice in each group （（x
—

±s，，n=5））
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且能够降低肝脏中脂质过氧化产物MDA的水平。

异绿原酸即 4，5-二咖啡酰奎宁酸，是六棱菊在

有氧呼吸过程中经莽草酸途径产生的一种苯丙素

类化合物［24］。目前研究表明异绿原酸药理活性十

分显著，具有抗氧化、抗炎、抗病毒和抗纤维化等多

种药理作用［25］，在本研究中，六棱菊提取物可以激

活Nrf2信号通路，进而抑制氧化应激和MAFLD的

发生发展，推测异绿原酸可能参与Nrf2信号通路的

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图11　各组小鼠肝组织Nrf2信号通路重要基因表达水平比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 11　Comparison of expression levels of important genes in Nrf2 signaling pathway in liver tissue of mice in each 

group （（x
—

±s，，n=5））

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图 9　各组小鼠肝脏组织脂肪沉积水平比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 9　Comparison of lipid deposition levels in liver tissues of mice in each group （（x
—

±s，，n=5））

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group； #P < 0.05 vs model group.

图 10　各组小鼠肝组织脂质过氧化水平比较 （（x
—

±s，，n=5））

Fig. 10　Comparison of lipid peroxidation levels in liver tissues of mice in each group （（x
—

±s，，n=5））
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激活作用，在未来的研究工作中，需要在六棱菊提

取物中分离纯化出来异绿原酸，进一步证实推测。

Nrf2是抑制氧化应激反应的关键调节因子，在

机体氧化应激发生时，游离的Nrf2可以从胞质易位

到细胞核并结合到抗氧化酶反应元件上，促进多种

抗氧化酶的转录和翻译，发挥抗氧化的作用［26-27］。

Tanaka等［28］研究发现，激活Nrf2信号通路可明显降

低内质网应激反应，下调机体炎症因子和氧化应激

标志物的表达，从而改善肝脏损伤和纤维化。既往

研究表明，上调Nrf2信号通路能够明显改善饮食诱

导的小鼠肝脏中的纤维化样变、脂肪变和炎症反

应，而一旦上调小鼠肝脏中的 Nrf2信号通路后，可

延缓和预防MAFLD的纤维化进展［29］。本实验中，

小鼠MAFLD造模成功后，加入不同剂量六棱菊提

取物干预后，小鼠肝脏组织细胞核内的Nrf2表达明

显上调，其靶蛋白 NQO1 和磷酸化的 GSK-3β 在细

胞浆中的表达上调，磷酸化的 Fyn在细胞浆中的表

达下调，说明六棱菊提取物对小鼠高脂饲料诱导的

MAFLD模型的改善作用可能与上调Nrf2信号通路

抑制肝脏组织的氧化应激反应有关。因此，本研究

发现，六棱菊提取物可能通过上调Nrf2信号通路改

善高脂饲料诱导的小鼠MAFLD模型。在未来的研

究工作中，需要构建Nrf2基因敲除的小鼠来进一步

证实本研究的结论。

六棱菊提取物对高脂饲养诱导的小鼠MAFLD

模型有保护和治疗作用，其主要通过减轻小鼠机体

的氧化应激反应，抑制炎症反应从而减少脂质沉

积，减弱肝脏损伤和纤维化。六棱菊提取物抑制小

鼠MAFLD的发生发展，减轻肝脏组织炎症和纤维

化，可能与六棱菊提取物激活并上调Nrf2信号通路

进而抑制氧化应激反应有关。因此，本研究为深入

了解MAFLD的发病机制提供了新的研究思路和基

础，并为六棱菊提取物作为抗MAFLD的潜在药物

提供了进一步的实验证据。
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