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膈下逐瘀汤调控能量代谢与微循环改善代谢相关脂肪性肝炎的作用机制  
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摘  要：目的  基于能量代谢与微循环探讨膈下逐瘀汤改善代谢相关脂肪性肝炎（MASH）的作用机制。方法  选取 8 dpf

斑马鱼，随机分为对照组、模型组、洛伐他汀（阳性药，4 µg·mL−1）组和膈下逐瘀汤低、中、高质量浓度（20、50、80 µg·mL−1）

组，除对照组外，使用 4%浓度的果糖溶液建立 MASH 模型，每 6 小时更换药液，连续给药 72 h。观察水质中残留的饲料以

判断各组斑马鱼进食情况，观察斑马鱼幼鱼存活率、体长；苏木精-伊红（HE）染色观察肝脏组织形态；油红 O 染色观察肝

脏面积及脂质沉积情况；制备斑马鱼匀浆上清液，ELISA 试剂盒检测总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、丙酮酸、葡萄糖、

腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）酶、血管内皮生长因子（VEGF）、血管生成素 1（Ang-1）、Ang-2；微循环仪下观察并记录尾部微

血管的血流速度变化；Western blotting 检测沉寂信息调节因子（SIRT1）、AMP 依赖的蛋白激酶（AMPK）、p-AMPK 蛋白的

表达水平。结果  与模型组相比，膈下逐瘀汤组斑马鱼存活率呈上升趋势但无明显差异，体长和体质量明显下降（P＜0.05、

0.01）；斑马鱼肝脏面积显著减小（P＜0.05、0.01），脂滴明显减少，染色明显减轻，肝内脂质沉积减少；肝细胞脂肪变性和

气球样变性得到明显改善；TC、TG 水平显著下降（P＜0.05、0.01）；丙酮酸含量明显增加（P＜0.05、0.01），葡萄糖含量显

著减少（P＜0.05、0.01），ATP 酶活力水平明显增加（P＜0.05、0.01），VEGF、Ang-1 水平明显降低（P＜0.05、0.01），

Ang-2 水平明显升高（P＜0.05、0.01），斑马鱼各部位血流速度显著增加（P＜0.05、0.01），斑马鱼 SIRT1、AMPK、p-AMPK

蛋白的表达水平明显上升（P＜0.05、0.01）。结论  膈下逐瘀汤可能通过改善微循环和激活 AMPK/SIRT1 信号通路来改善

MASH 斑马鱼的能量代谢，进而减轻 MASH 引起的肝损伤。 
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Abstract: Objective To investigate the mechanism of Gexia Zhuyu Decoction in ameliorating metabolic-associated steatohepatitis 

(MASH) through modulating energy metabolism and microcirculation. Methods  Zebrafish at 8 days post-fertilization (dpf) were 

randomly divided into a control group, a model group, a lovastatin (positive drug, 4 µg·mL−1) group, and low-, medium-, and high-

concentration groups of Gexia Zhuyu Decoction (20, 50, and 80 µg·mL−1). Except for the control group, a 4% fructose solution was 

used to establish a MASH model. The drug solution was changed every 6 h and administered continuously for 72 h. The remaining 

feed in the water was observed to determine the feeding status of zebrafish in each group. The survival rate and body length of zebrafish 

larvae were observed. HE staining was used to observe the morphology of liver tissue. Oil Red O staining was used to observe the liver 

area and lipid deposition. Zebrafish homogenate supernatant was prepared, and ELISA kits were used to detect total cholesterol (TC), 

triglycerides (TG), pyruvate, glucose, adenine nucleoside triphosphate (ATP) enzyme, vascular endothelial growth factor (VEGF), 

angiopoietin 1 (Ang-1), and Ang-2. The blood flow velocity changes in the tail microvessels were observed and recorded under a 
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microcirculation instrument. Western blotting was used to detect the expression levels of silent information regulator 1 (SIRT1), AMP-

activated protein kinase (AMPK), and p-AMPK proteins. Results  Compared with the model group, the survival rate of zebrafish in 

the Gexia Zhuyu Decoction group showed an upward trend but no significant difference. The body length and body weight of zebrafish 

decreased significantly (P < 0.05, 0.01). The liver area of zebrafish decreased significantly (P < 0.05, 0.01), the lipid droplets decreased 

significantly, the staining was significantly reduced, and the lipid deposition in the liver was reduced. The fatty degeneration and 

ballooning degeneration of liver cells were significantly improved. The levels of TC and TG decreased significantly (P < 0.05, 0.01). 

The content of pyruvate increased significantly (P < 0.05, 0.01), the content of glucose decreased significantly (P < 0.05, 0.01), the 

activity level of ATPase increased significantly (P < 0.05, 0.01), the levels of VEGF and Ang-1 decreased significantly (P < 0.05, 0.01), 

the level of Ang-2 increased significantly (P < 0.05, 0.01), and the blood flow velocity in various parts of zebrafish increased 

significantly (P < 0.05, 0.01). The expression levels of SIRT1, AMPK, and p-AMPK proteins in zebrafish increased significantly (P < 

0.05, 0.01). Conclusion  Gexia Zhuyu Decoction may improve the energy metabolism of MASH zebrafish by improving 

microcirculation and activating the AMPK/SIRT1 signaling pathway, thereby alleviating liver damage caused by MASH. 

Key words: Gexia Zhuyu Decoction; metabolic-associated steatohepatitis; energy metabolism; microcirculation; AMP-activated 

protein kinase (AMPK); silent information regulator 1 (SIRT1) 

 

代谢相关脂肪性肝炎（（MASH）是一种与内脏

肥胖和代谢综合征密切相关的肝脏疾病，脂肪毒

性、氧化应激、肠道菌群失调等参与其发病过程，

MASH 可进展为肝硬化及肝癌，并加剧胰岛素抵抗

与心血管风险[1-3]。当前，MASH 的治疗以生活方式

干预和靶向药物治疗为主，但单一靶点局限性与多

靶点药物相互作用风险限制其疗效[4-5]。中医在慢性

肝病治疗中经验丰富，膈下逐瘀汤作为经典方剂，

研究证实其可抑制肝星状细胞增殖、促进其凋亡，

减轻肝损伤和肝纤维化，以及调控多条信号通路发

挥护肝作用[6-9]。斑马鱼基因组与人类基因高度相

似，脂代谢通路相似，且胚胎发育快、幼鱼体壁透

明便于观察，是研究 MASH 发病机制与治疗策略的

理想动物模型[10]。 

能量代谢失调与肝脏疾病的发生密切相关，可

导致肝脏脂肪过度累积，影响肝功能，造成肝脏糖

脂代谢紊乱及炎症，加重肝脏的损伤[11-14]。肝脏微

循环是维持肝脏正常结构和发挥各项生理功能的

基础，微循环异常也可能导致肝脏功能障碍以及相

关疾病发生[15-16]。AMP 依赖的蛋白激酶（AMPK）

作为代谢调控的关键枢纽，通过磷酸化乙酰辅酶 A

羧化酶（（ACC）、调控 Caspase-6 轴等改善脂质代谢

与肝损伤[17-19]。 

本研究建立 MASH 斑马鱼模型，探讨膈下逐瘀

汤改善 MASH 引起的微循环障碍和能量代谢障碍的

作用机制，为临床 MASH 的治疗提供用药参考。 

1  材料 

1.1  主要仪器 

DM3000 光学显微镜、ESEN-AW-S1 斑马鱼养

殖系统（（北京爱生科技发展有限公司）；RM2235 石

蜡切片机、YD 冷冻台、YD-6L 石蜡组织包埋机、

YD-A 生物组织烘片机、YD-B 组织摊片机（（浙江金

华益迪医疗设备有限公司）；WD-9423B 型化学发光

分析仪、DYCZ-2DN 型电泳仪、WD-9405F 型脱色

摇床、全自动化学发光成像系统（（北京六一生物科

技有限公司）；LT1002E 电子天平（（常熟市天量仪器

有限责任公司）。 

1.2  药品与主要试剂 

膈下逐瘀汤组成主要为：桃仁（（研泥）9 g、五

灵脂（炒）6 g、赤芍 6 g、丹皮 6 g、当归 9 g、元

胡 3 g、川芎 6 g、乌药 6 g、甘草 9 g、红花 9 g、香

附 4.5 g、枳壳 4.5 g。以上药材均购于黑龙江中医药

大学附属第一医院，经黑龙江中医药大学药学院中

药资源教研室周博副教授鉴定分别为山桃 Prunus 

davidiana（（Carr.）Franch.的干燥成熟种子、复齿鼯

鼠 Trogopterus xanthipes 的干燥粪便、川赤芍

Paeonia veitchii Lynch 的干燥根、毛莨科植物牡丹

Paeonia suffruticosa Andr.的干燥根皮、伞形科植物

当归 Angelica sinensis（（Oliv.）Diels 的干燥根、罂粟

科植物延胡索 Corydalis yanhusuo W. T. Wang 的干

燥块茎、伞形科植物川芎 Ligusticum chuanxiong 

Hort.的干燥根茎、漳科植物乌药 Lindera aggregata

（（ Sims） Kosterm.的干燥块根、豆科植物甘草

Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和根茎、菊科植

物红花 Carthamus tinctorius L.的干燥花、莎草科植

物莎草 Cyperus rotundus L.的干燥根茎、芸香科植

物酸橙 Citrus aurantium L.干燥未成熟果实。 

洛伐他汀（上海阿拉丁生化科技股份有限公
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司，批号 L107709）；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶（（SDS-PAGE）电泳液、快速转膜缓冲液、BCA

蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE、聚偏氟乙烯膜、组织

固定液、RIPA 裂解液、苏木精染液、伊红染液、油

红 O 染液（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号

G2081-15、G2028-15、G2026-200T、G2175-50T、

G6044 0.45、G1101、G2002、G1004、G1001、G1015）；

总胆固醇（（TC）、三酰甘油（（TG）（南京建成生物工

程研究所，批号 A111-2-1、A110-1-1）；斑马鱼培养

液购自上海费曦生物科技有限公司；血管内皮生长

因子（（VEGF）酶联免疫吸附测定法（（ELISA）试剂

盒（杭州联科生物技术股份有限公司，批号

20210824）；血管生成素 1（（Ang-1）、血管生成素 2

（（Ang-2）试剂盒（美国 MyBioSource 公司，批号

MBS037768、MBS027332）；兔源沉寂信息调节因子

（（SIRT1）多克隆抗体（批号 13161-1-A）购自美国

Proteintech 公司；鼠源 β-肌动蛋白（β-actin）单克

隆抗体，Alexa Fluor® 488 标记的山羊抗鼠、山羊抗

兔 IgG 二抗（（批号 ab170325、ab150113、ab150077）

购自英国 Abcam 公司；AMPK 抗体、p-AMPK 抗体

（（江苏亲科生物研究中心有限公司，批号 AF6423、

AF3423）；丙酮酸、葡萄糖检测试剂盒（上海碧云

天生物技术有限公司，批号 S0202S、S0299S）；Ca2+，

Mg2+-腺嘌呤核苷三磷酸（（ATP）酶检测试剂盒、Na+，

K+-ATP 酶检测试剂盒（（南京建成生物工程研究所，

批号 A070-6-2、A070-2-2）；ATP 酶活力检测试剂盒

（（批号 E-BC-K831-M）购自武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司。 

1.3  实验动物 

野生型 AB 系斑马鱼由杭州环特生物科技股份

有限公司提供，动物生产许可证号 SCXK（（浙）2022-

0003。将雌、雄斑马鱼分别饲养于 28 ℃水温的循

环水系统中，给予光照 14 h、黑暗 10 h 的光暗循

环，每日定时喂食丰年虾及颗粒饲料。雌、雄鱼比

例为 1∶1，将雌、雄斑马鱼分别放置在孵育盒中用

隔板隔开，通过灯控控制其明暗状态，于第 2 天

8∶00 时左右抽板，雌、雄鱼相互追逐行交配，收

集鱼卵，每天换水，吸出死胚。本动物实验方案由

黑龙江中医药大学实验动物伦理委员会批准（（编号

2021052701）。 

2  方法 

2.1  膈下逐瘀汤水煎液制备 

参考本课题组前期研究制备膈下逐瘀汤水煎

液[20]，将所需药材用 10 倍量的水浸泡 60 min，煎

煮 2 次、每次 2 h，将 2 次煎煮的药液混合。HPLC

检测结果显示，膈下逐瘀汤羟基红花黄色素 A 的质

量浓度大于 0.25 mg·mL−1，阿魏酸质量浓度大于

0.22 mg·mL−1。 

2.2  膈下逐瘀汤最大耐受浓度测定 

随机选取 5 dpf 的斑马鱼幼鱼 300 尾，适应 3 d

后随机分为膈下逐瘀汤不同质量浓度（（0、20、50、

80、100、120 µg·mL−1）组，每组 50 尾，每 6 小时

更换全部药液，连续给药 72 h，喂食斑马鱼专用微

颗粒饲料，每天 3 次，少量多餐，喂食专用饲料对

本实验无影响，保证斑马鱼幼鱼生存的水质条件，

观察每组存活情况、畸形情况并统计。 

2.3  斑马鱼模型建立及分组 

选取 8 dpf 斑马鱼，随机分为对照组、模型组、

洛伐他汀（阳性药，4 µg·mL−1）组和膈下逐瘀汤

低、中、高质量浓度（20、50、80 µg·mL−1）组，

除对照组外，使用 4%浓度的果糖溶液建立 MASH

模型[21]，对照组喂食斑马鱼专用微颗粒饲料，模型

组加入 4%果糖，各给药组加入 4%果糖以及相应

质量浓度的药液。每 6 小时更换全部药液，连续给

药 72 h。 

2.4  斑马鱼幼鱼状态观察及身体指数测量 

观察水质中残留的饲料以判断各组斑马鱼进

食情况；观察斑马鱼幼鱼存活情况，并计算存活

率。给药结束后，用三卡因溶液麻醉各组斑马鱼

幼鱼 3 min，采用 Image J 软件在显微镜下对斑马鱼

幼鱼的体长进行测量。 

2.5  斑马鱼幼鱼病理切片及苏木精-伊红（HE）染

色、油红 O 染色 

对麻醉后的斑马鱼幼鱼进行固定、洗涤和梯度

脱水。然后，通过透明和浸蜡处理，将组织包埋在

石蜡中。使用切片机制作 4 µm 厚的组织切片，并

进行烤片处理。最后，按照脱蜡、水化、染色、脱

水和封片等步骤进行 HE 染色。 

对幼鱼经过同样的固定及洗涤处理，次日用磷

酸盐缓冲液（PBS）洗涤后，在丙二醇中进行梯度

渗透，并将幼鱼置于 0.5%油红 O 溶液中过夜染色，

用丙二醇以及磷酸盐缓冲液（PBS）逐步洗涤。将

染色的幼鱼保存在 80%丙二醇中。随机选取 20～30

条幼鱼，在体式显微镜下观察肝脏脂肪变性情况并

记录拍照，使用 Image J 软件测量各组斑马鱼肝脏

面积。 
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2.6  样品制备 

每组随机选取斑马鱼幼鱼 30 条，暴露于 0.05%

的三卡因溶液处死，用吸水纸将其表面水分吸干，

准确称质量，按质量（g）∶体积（µL）＝1∶9 的

比例，加入 9 倍体积的无水乙醇，冰水浴条件下，

利用超声破碎机进行匀浆，离心 10 min，制成 10%

的匀浆上清液。 

2.7  肝脏指标检测 

取斑马鱼幼鱼组织匀浆上清液，按照 ELISA 检

测试剂盒说明书依次将样品滴入孔板检测，对各组

斑马鱼幼鱼匀浆上清液 TC、TG 的含量进行测定。 

2.8  能量代谢指标检测 

取斑马鱼幼鱼匀浆上清液，按照试剂盒说明书

进行操作，检测各组斑马鱼的丙酮酸、葡萄糖以及

ATP 酶含量。 

2.9  微循环指标检测 

取斑马鱼幼鱼匀浆上清液，按 ELISA 试剂盒

方法检测各组 VEGF、Ang-1、Ang-2 水平。将禁食

24 h 的斑马鱼幼鱼放置于三卡因溶液中麻醉 3 min，

将其置于微循环仪下观察并记录尾部微血管的血

流速度变化。 

2.10  Western blotting 检测蛋白表达量 

使用 RIPA 裂解液和超声破碎法从冷冻的斑马

鱼幼鱼样品中提取蛋白，采用 BCA 法测定蛋白浓

度，包括标准曲线制作和样品浓度计算。准备蛋白

样品，进行 SDS-PAGE 电泳分离蛋白。将分离的蛋

白转移到 PVDF 膜上，并进行封闭、一抗二抗的孵

育，使用 ECL 试剂进行化学发光检测，最后利用

Image J 软件分析蛋白表达量。 

2.11  统计学分析 

应用 SPSS 16.0 统计软件进行统计学分析，计

量资料以 x s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两组间比较采用 LSD-t 检验，检验水准

α＝0.05，作图用 Graphpad prism 软件。 

3  结果 

3.1  膈下逐瘀汤给药浓度确定 

膈下逐瘀汤质量浓度为 0～80 µg·mL−1 时，死

亡率和畸形率为 0；在质量浓度为 100 µg·mL−1 时，

斑马鱼死亡率为 0，畸形率为 12%；当质量浓度为

120 µg·mL−1 时，死亡率为 20%，畸形率为 30%，尽

管质量浓度在100 µg·mL−1时，斑马鱼未出现死亡，

但出现畸形，故选择 20、50、80 µg·mL−1 作为后续

实验给药质量浓度。结果见表 1。 

表 1  不同给药质量浓度对斑马鱼死亡率和畸形率的影响 

Table 1  Effects of different concentrations of drug 

administration on mortality and deformity rates in 

zebrafish 

膈下逐瘀汤/(µg·mL−1) 死亡率/% 畸形率/% 

  0  0  0 

 20  0  0 

 50  0  0 

 80  0  0 

100  0 12 

120 20 30 

3.2  斑马鱼存活率及一般发育情况 

观察水质中残留的饲料以判断各组斑马鱼进

食情况，各组无明显差异。结果显示（（表 2），与对

照组相比，模型组斑马鱼幼鱼存活率下降，体长、

体质量明显增加（P＜0.01）；与模型组相比，膈下

逐瘀汤组存活率呈上升趋势但无明显差异，体长和

体质量明显下降（（P＜0.05、0.01），说明膈下逐瘀汤

能有效降低幼鱼体质量。 

表 2  各组斑马鱼幼鱼存活率、体长、体质量比较 ( ±s，n＝20) 

Table 2  Comparison of survival rate, body length and body weight of zebrafish larvae in each group ( ±s，n＝20) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 存活率/% 体长/mm 体质量/mg 

对照 — 81.7±7.5 4.41±0.07 3.68±0.07 

模型 — 75.0±5.5 6.11±0.41## 4.20±0.46## 

洛伐他汀  4 81.7±7.5 4.45±0.04** 3.83±0.05** 

膈下逐瘀汤 20 76.7±7.5 5.74±0.07* 4.02±0.07* 

 50 78.3±7.5 5.75±0.11* 4.03±0.06* 

 80 80.0±6.3 4.44±0.04** 3.78±0.08** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

x

x
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3.3  油红 O 及 HE 染色 

油红 O 染色结果显示（（图 1），与对照组相比，

模型组斑马鱼幼鱼肝脏面积显著增大（P＜0.01），

含有大量染红的脂滴，肝脏内可见明显的脂质沉

积；与模型组相比，膈下逐瘀汤组斑马鱼肝脏面积

显著减小（（P＜0.05、0.01），脂滴明显减少，染色明

显减轻，肝内脂质沉积减少，肝脏受损程度得到明

显改善；与高剂量组相比，低、中剂量组斑马鱼肝

脏面积较大，染色较深，表明高剂量组干预治疗

MASH 的效果更加显著。 

HE 染色结果显示（图 2），对照组斑马鱼幼鱼

肝脏组织形态正常，肝小叶完整，肝细胞完整、排

列紧密无液泡；与对照组相比，模型组斑马鱼幼鱼

肝小叶结构异常，出现不同程度的脂肪空泡，肝细

胞变形排列不规则，可见少量炎症细胞浸润，表现

出 MASH 的典型特征；与模型组相比，膈下逐瘀汤

组斑马鱼幼鱼的肝细胞脂肪变性和气球样变性得

到明显改善。

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 1  各组斑马鱼油红染色 ( ±s，n＝20) 

Fig. 1  Oil red staining of zebrafish in each group ( ±s，n＝20) 

3.4  肝脏生化指标 

结果显示（（表 3），与对照组相比，模型组 TC、

TG 水平明显升高（（P＜0.01）；与模型组相比，膈下

逐瘀汤组出现不同程度 TC、TG 的水平下降（P＜

0.05、0.01），表明膈下逐瘀汤可降低斑马鱼幼鱼的

肝脂肪变性程度。 

3.5  能量代谢指标 

结果显示（（表 4），与对照组相比，模型组斑马

鱼丙酮酸含量显著减少（P＜0.01），葡萄糖含量显

著增加（P＜0.01）；与模型组相比，洛伐他汀和膈

下逐瘀汤高、中剂量组斑马鱼丙酮酸含量明显增加

（（P＜0.05、0.01），葡萄糖含量显著减少（（P＜0.05、

0.01）。 

ATP 酶结果显示（（表 5），与对照组相比较，模

型组肝脏 Ca2+，Mg2+-ATP 酶、Na+，K+-ATP 酶、总

ATP 酶活力显著下降（P＜0.01）；与模型组相比，

洛伐他汀和膈下逐瘀汤高、中剂量组 Ca2+，Mg2+-

ATP 酶、Na+，K+-ATP 酶、总 ATP 酶活力水平明显

增加（P＜0.05、0.01）。 

3.6  微循环指标 

结果显示（表 6），与对照组相比，模型组

VEGF、Ang-1 水平显著升高（P＜0.01），Ang-2

含量显著降低（P＜0.01）；与模型组相比，洛伐

他汀和膈下逐瘀汤高、中剂量组 VEGF、Ang-1 水

平明显降低（P＜0.05、0.01），Ang-2 水平明显升

高（P＜0.05、0.01），膈下逐瘀汤高剂量组治疗效

果优于膈下逐瘀汤低、中剂量组。 

血流速度结果显示（（表 7），与对照组相比，模

型组斑马鱼背主动脉、心大静脉、髂外静脉、后心

静脉血流速度均明显下降（P＜0.01）；与模型组相 

x

x
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图 2  各组斑马鱼肝脏病理切片 HE 染色 

Fig. 2  HE staining of pathological sections of zebrafish liver 

表 3  各组斑马鱼 TC、TG 水平比较 ( ±s，n＝30) 

Table 3  Comparison of TC and TG levels of zebrafish in each group ( ±s，n＝30) 

组别 剂量/(μg·mL−1) TC/(mmol·g−1) TG/(mmol·g−1) 

对照 — 0.011 0±0.000 3 0.037 0±0.000 5 

模型 — 0.017 0±0.000 2## 0.065 0±0.000 3## 

洛伐他汀  4 0.011 0±0.000 2** 0.038 0±0.000 5** 

膈下逐瘀汤 20 0.016 0±0.000 3* 0.064 0±0.000 3* 

 50 0.016 0±0.000 4* 0.064 0±0.000 2* 

 80 0.012 0±0.000 4** 0.038 0±0.000 5** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

表 4  斑马鱼幼鱼丙酮酸、葡萄糖含量比较 ( ±s，n＝30) 

Table 4  Comparison of pyruvate and glucose contents in juvenile zebrafish ( ±s，n＝30) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 丙酮酸/(mmol·g−1) 葡萄糖/(mmol·g−1) 

对照 — 29.15±0.03 1.05±0.07 

模型 — 17.72±0.44## 2.33±0.06## 

洛伐他汀  4 28.64±0.61** 1.08±0.02** 

膈下逐瘀汤 20 18.53±0.40 2.26±0.04 

 50 18.61±0.34* 2.25±0.03* 

 80 27.72±0.80** 1.09±0.03** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

x

x

x

x



第 48 卷第 7 期  2025 年 7 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 7  July 2025 

    

·1759· 

表 5  各组斑马鱼上清液 ATP 酶活力 ( ±s，n＝30) 

Table 5  Activity of ATPase in zebrafish supernatant of each group ( ±s，n＝30) 

组别 剂量/(μg·mL−1) Ca2+-Mg2+-ATP酶/(U·mg−1) Na+-K+-ATP酶活力/(U·mg−1) 总ATP酶活力/(U·mg−1) 

对照 — 1.88±0.04 1.48±0.04 1.65±0.08 

模型 — 1.25±0.04## 1.09±0.05## 0.74±0.04## 

洛伐他汀  4 1.83±0.03** 1.44±0.04** 1.61±0.03** 

膈下逐瘀汤 20 1.28±0.05 1.12±0.03 0.81±0.01* 

 50 1.33±0.03* 1.17±0.02* 0.82±0.01* 

 80 1.72±0.06** 1.46±0.05** 1.43±0.03** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

表 6  各组斑马鱼 VEGF、Ang-1、Ang-2 含量 ( ±s，n＝30) 

Table 6  Levels of VEGF, Ang-1 and Ang-2 in zebrafish in each group ( ±s，n＝30) 

组别 剂量/(μg·mL−1) VEGF/(mmol·g−1) Ang-1/(mmol·g−1) Ang-2/(mmol·g−1) 

对照 — 2.26±0.05 0.021±0.001 0.097±0.004 

模型 — 3.26±0.05## 0.040±0.001## 0.035±0.001## 

洛伐他汀  4 2.36±0.10** 0.023±0.001** 0.092±0.007** 

膈下逐瘀汤 20 3.16±0.03 0.038±0.001* 0.039±0.001 

 50 3.13±0.04* 0.037±0.001* 0.042±0.001* 

 80 2.44±0.05** 0.023±0.001** 0.089±0.005** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

表 7  各组斑马鱼幼鱼背主动脉、心大静脉、髂外静脉和后心静脉血流速度 ( ±s，n＝30) 

Table 7  Blood flow velocity of DA, CA, CV and PCV of juvenile zebrafish in each group ( ±s，n＝30) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 
血流速度/(mm·s−1) 

背主动脉 心大静脉 髂外静脉 后心静脉 

对照 — 0.90±0.02 0.34±0.03 0.22±0.03 0.63±0.03 

模型 — 0.41±0.03## 0.17±0.03## 0.11±0.02## 0.24±0.02## 

洛伐他汀  4 0.86±0.03** 0.32±0.02** 0.20±0.02** 0.58±0.02** 

膈下逐瘀汤 20 0.48±0.05* 0.21±0.03 0.12±0.02 0.26±0.03 

 50 0.48±0.06* 0.22±0.07* 0.12±0.01 0.28±0.01* 

 80 0.81±0.03** 0.30±0.02** 0.15±0.01* 0.56±0.02** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

比，膈下逐瘀汤高剂量组斑马鱼各部位血流速度显

著增加（（P＜0.05、0.01），中剂量组斑马鱼幼鱼的背

主动脉、心大静脉、后心静脉血流速度也明显增

加（P＜0.05），表明膈下逐瘀汤可调节斑马鱼的血

流速度。 

3.7  蛋白表达 

结果显示（图 3），与对照组相比，模型组

SIRT1、AMPK、p-AMPK 蛋白的表达水平显著下降

（（P＜0.01）；与模型组相比，洛伐他汀和膈下逐瘀汤

高、中剂量组斑马鱼 SIRT1、AMPK、p-AMPK 蛋

白的表达水平明显上升（（P＜0.05、0.01）。结果表明

膈下逐瘀汤可以通过回调 SIRT1、AMPK 蛋白从而

改善能量代谢的异常状态。 

4  讨论 

膈下逐瘀汤作为活血化瘀的经典方剂，临床上

能够有效调节血脂，改善 MASH[21-22]。本研究基于

能量代谢和微循环 2 方面，对膈下逐瘀汤改善

MASH 的作用机制进行研究，表明膈下逐瘀汤能够

通过 AMPK/SIRT1 信号通路调节能量代谢和微循

环，发挥其改善 MASH 的作用。 

x

x

x

x

x

x
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 3  各组斑马鱼幼鱼蛋白表达 ( ±s，n＝30) 

Fig. 3  Protein expression of juvenile zebrafish in each group ( ±s，n＝30) 

葡萄糖、丙酮酸、ATP 与能量代谢过程密切相

关，在糖酵解中，葡萄糖作为初始底物经酶促反应

生成丙酮酸与ATP，丙酮酸作为糖酵解的最终产物，

在有氧条件下进入线粒体内转化为乙酰辅酶 A，进

入三羧酸循环继续产生大量 ATP[23]。在 MASH 中，

丙酮酸含量降低表明肝脏代谢紊乱，MASH 患者肝

脏线粒体代谢通量增加但是氧化能力受损，导致活

性氧生成增加和肝细胞损伤，丙酮酸含量降低影响

三羧酸循环运行，加剧肝细胞损伤[24]。葡萄糖水平

升高可刺激胰岛素分泌增加从而导致胰岛素抵抗，

并增加三羧酸循环活性与合成酰基辅酶 A，加剧肝

脏脂肪生成和堆积，同时还可增加氧化应激，产生

活性氧从而损伤肝细胞，加剧肝脏炎症[25-26]。本实

验中，模型组斑马鱼丙酮酸含量减少，葡萄糖水平

升高，经治疗后，膈下逐瘀汤可使斑马鱼体内丙酮

酸含量增加，葡萄糖含量减少，表明膈下逐瘀汤可

能通过改善线粒体功能、调控血糖、以及氧化应激

实现能量代谢平衡从而缓解 MASH 进程。 

能量代谢过程涉及许多生物酶，其中 Ca2+，

Mg2+-ATP 酶通过调控钙稳态影响细胞能量代谢，

Na+，K+-ATP 酶可通过大量 ATP 供能维持细胞电化

学梯度，总 ATP 酶反映线粒体能力以及整体能量代

谢状态[27]。研究发现，Ca2+，Mg2+-ATP 酶及 Na+，

K+-ATP 酶活性下降可抑制能量的产生，导致能量代

谢异常，其活性升高表明能量代谢得到改善[28]。本

研究结果显示，膈下逐瘀汤不同程度提高 Ca2+，

Mg2+-ATP 酶、Na+，K+-ATP 酶和总 ATP 酶活力水

平，提高酶活性，增加能量产生，改善线粒体功能，

进而通过调节代谢改善 MASH 进程。 

AMPK 和 SIRT1 是 2 种在细胞能量感应和调

节中起关键作用的分子，对调节 MASH 脂质积累和

肝组织炎症反应至关重要[29-30]。AMPK 激活能够抑

制脂肪酸和胆固醇合成，同时促进脂肪酸的氧化，

从而减少肝脂肪积累[31]。SIRT1 是一种 NAD+依赖

的去乙酰化酶，可通过与过氧化物酶体增殖物激活

受体 α、过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因

子-1α（（PGC-1α）等关键代谢调节因子相互作用，影

响线粒体功能来调节能量代谢[32]。本研究中，膈下

逐瘀汤显著上调 SIRT1、AMPK、p-AMPK 的蛋白

表达，同时上调 p-AMPK/AMPK 值表达水平，提

示 AMPK/SIRT1 信号通路的激活可改善能量代谢

异常。 

微循环与各种血管活性因子密切相关，VEGF

通过促进内皮细胞增值驱动血管生成[32]。研究表

明，MASH 患者的 VEGF 水平升高，促进血管生成

加剧肝脏炎症以及纤维化，推动代谢相关脂肪性肝

病（（NAFLD）向 MASH 进展[33-34]。Ang-1 可通过结

合受体维持血管稳态，在 MASH 中，Ang-1 水平升

x

x
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高，肝脏血液和氧气供应增加，血管生成增加[35]；

Ang-2 是 Ang-1 的拮抗剂，可促进白细胞的迁移以

及血管渗漏，在 MASH 中，病理性血管增多，Ang-

1 水平升高，Ang-2 水平可能降低[36]。研究结果显

示，模型组斑马鱼 VEGF 和 Ang-1 含量升高，Ang-

2 含量降低，经膈下逐瘀汤治疗后，各组的 VEGF

以及 Ang-1 水平降低，Ang-2 水平升高。这表明，

膈下逐瘀汤可通过调控微循环，减少肝组织炎症及

损伤，从而改善果糖诱导的 MASH 症状。 

本研究结果表明，膈下逐瘀汤可以减轻果糖诱

导的 MASH 症状，膈下逐瘀汤抗 MASH 的潜在机

制可能与改善能量代谢障碍以及微循环障碍相关，

且与 AMPK/SIRIT 信号通路的调节密切相关。本研

究为膈下逐瘀汤治疗 MASH 的药物研发与选择提

供科学数据支持。 
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