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基于网络药理学探究黄诺玛苷对非酒精性脂肪肝的降脂作用
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　　［摘要］　目的　利用网络药理学探索黄诺玛苷抗非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）的作用靶点和信号通路，研究黄诺玛苷治疗 ＮＡＦＬＤ的作用机理。方法　①在 Ｓｗｉｓｓ
ＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库中检索黄诺玛苷活性靶点，ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库中搜索疾病靶点，通过化合物靶点
与疾病靶点作Ｖｅｎｎ分析得到黄诺玛苷调节 ＮＡＦＬＤ脂代谢的预测靶点。借助 ＢｉｓｏＧｅｎｅｔ软件构建蛋
白蛋白相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络图，利用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对核心靶点进行 ＧＯ功

能富集与ＫＥＧＧ通路富集分析，用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件绘制“靶点通路”网络图。②采用 ｄｂ／ｄｂ小鼠模型进
行体内实验验证，３０只雄性ｄｂ／ｄｂ小鼠按随机数字表法分为３组：ｄｂ／ｍ组（正常）、ｄｂ／ｄｂ模型组、ｄｂ／
ｄｂ＋黄诺玛苷组（５０ｍｇ／ｋｇ）。给药１２周后处死，取小鼠肝脏，检测肝脏 ＴＧ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ含量，ＨＥ和油
红Ｏ染色观察肝脏病理学变化，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠肝脏脂代谢的关键 ｍＲＮＡ及蛋白的
表达水平。③ＨｅｐＧ２细胞在游离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＦＦＡｓ，油酸∶棕榈酸＝２∶１）干预成模后，分为正
常组、ＦＦＡｓ处理组（５００μｍｏｌ／Ｌ）、ＦＦＡｓ＋黄诺玛苷低中高浓度组（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ），作用２４ｈ。油红

Ｏ染色检测ＨｅｐＧ２细胞内ＴＧ的含量。ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅｐＧ２细胞脂代谢的关键ｍＲＮＡ
及蛋白的表达水平。结果　①通过Ｖｅｎｎ分析，得到黄诺玛苷对接ＮＡＦＬＤ的２９个核心靶点，主要包括
过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲγ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和丝裂原活化蛋白激酶 １４
（ＭＡＰＫ１４）等。ＧＯ功能富集了６个分子功能、２０个生物过程、５个细胞组分。ＫＥＧＧ富集的关键信号
通路有４０条，主要包括ＡＭＰＫ脂代谢通路、胰岛素抵抗（ＩＲ）通路、细胞凋亡通路等。②动物实验结果
表明，黄诺玛苷能降低ｄｂ／ｄｂ模型组ＴＧ水平（Ｐ＜０．０５），提高 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比例（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ和油红

Ｏ染色显示黄诺玛苷可逆转肝细胞的肿大，减少肝细胞内的脂滴浸润。ｑＲＴＰＣＲ结果表明黄诺玛苷可
以降低脂质合成基因 ＡＣＣ１、ＳＣＤ１、ＦＡＳＮｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），增强 β氧化基因 ＡＣＯＸ１、ＣＰＴ１α
ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｄｂ／ｄｂ模型组相比，ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组 ＳＲＥＢＰ、
ＦＡＳＮ蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＰＰＡＲγ、ＰＰＡＲα蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。③体外细胞实验表
明，黄诺玛苷可以降低ＨｅｐＧ２细胞的ＴＧ含量（Ｐ＜０．０５），降低脂质合成基因 ＳＲＥＢＰ、ＳＣＤ１、ＡＣＣ１的表
达，提高ＣＰＴ１α、ＡＣＯＸ１ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５）。在蛋白水平，黄诺玛苷可以显著降低ＳＲＥＢＰ、ＦＡＳＮ的

表达（Ｐ＜０．０５）。结论　黄诺玛苷可能通过调节ＰＰＡＲγ／ＳＲＥＢＰ／ＦＡＳＮ信号通路改善氧化应激，增强脂
肪酸β氧化并减少脂质合成，对ＮＡＦＬＤ发挥治疗作用。
　　［关键词］　 黄诺玛苷；网络药理学；非酒精性脂肪肝病；ＰＰＡＲγ／ＳＲＥＢＰ／ＦＡＳＮ信号通路；降脂
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ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，２０ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓａｎｄ５ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．ＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｅｎｒｉｃｈｅｄ４０ｋｅｙｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｏｎＮＡＦＬＤ，ｗｈｉｃｈｍａｉｎｌｙｆｏｃｕｓｅｓｏｎｔｈｅＡＭＰＫｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｐａｔｈｗａｙ，
ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ＩＲ）ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙ．② Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｄｕｃｅｄＴＧｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅＮＡＦＬＤｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＧＳＨ／ＧＳＳＧ
（Ｐ＜０．０５）．ＨＥａｎｄｏｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｃｏｕｌｄｒｅｖｅｒｓｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｌｉｐｉｄｄｒｏｐｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．ｑＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＡＣＣ１，ＳＣＤ１，ａｎｄＦＡＳＮｆｏｒｌｉｐｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｏｓｅｏｆＡＣＯＸ１ａｎｄＣＰＴ１α
ｆｏｒβｏｘｉｄａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＲＥＢＰａｎｄＦＡＳＮ
ｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆＰＰＡＲγａｎｄＰＰＡＲαｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ｉｎｔｈｅ
ｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．③ Ｉｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ
ＴＧｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ，ＳＣＤ１ａｎｄＡＣＣ１，ｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＣＰＴ１αａｎｄＡＣＯＸ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）．Ａｎｄ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰａｎｄＦＡＳＮｗａｓａｌｓｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＦｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎｍａｙｐｌａｙａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｏｌｅｉｎＮＡＦＬＤｂｙ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｆａｔｔｙａｃｉｄβｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ｒｅｄｕｃｉｎｇｌｉｐｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅ
ＰＰＡＲγ／ＳＲＥＢＰ／ＦＡＳＮｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ；ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ＰＰＡＲγ／

ＳＲＥＢＰ／ＦＡＳＮｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｌｉｐｉｄｌｏｗｅｒｉｎｇ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＲｅｇｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１４６０６３６）ａｎｄｔｈｅＪｏｉｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｏｆＣｈｉｎａ（Ｕ１３０３２３３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＬｉｆｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗｌｆ４０２７＠１２６．ｃｏｍ；ＭＡＯＸｉｎｍｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｍｘｍ３２７７＠１３９．ｃｏｍ
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　　 非酒精性脂肪肝病 （ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种进行性肝脏疾病，与肥胖、胰岛
素抵抗、２型糖尿病和高脂血症等代谢紊乱关系密切，
是诱发肝纤维化、肝硬化、肝功能衰竭、肝癌和死亡的

主要原因［１］。国内外关于 ＮＡＦＬＤ的临床治疗方法不
尽人意，且ＦＤＡ（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）和ＥＭＡ
（ＥｕｒｏｐｅａｎＭｅｄｉｃｉｎｅｓＡｇｅｎｃｙ）尚无批准任何治疗药物。
近几年研究发现，从天然产物中分离的单体或其提取

物能够改善ＮＡＦＬＤ脂代谢紊乱，由于低毒性、多靶点、
多功能等优势，引起学者的关注。例如白藜芦醇

（ＲＳＶ）可通过 ＰＫＡ／ＡＭＰＫ／ＰＰＡＲα信号通路改善
ＮＡＦＬＤ脂质代谢，缓解氧化应激，起到肝脏保护作
用［２］。高燕翔等［３］发现白藜芦醇可预防大鼠非酒精

性脂肪肝的发生。

　　两色金鸡菊为菊科属一年生草本植物，具有散风
清热、平肝明目、清热解毒的功效［４］，主产地在中国新

疆，当地维吾尔族人将其作为花茶食用［５］；其主要成

分有黄酮类、挥发油类、有机酸类、多酚类等［６］。本课

题组前期研究表明两色金鸡菊具有降血脂、降血糖、降

血压、抗炎抗氧化、减少胰岛素抵抗等活性［７－１０］，其主

要单体化合物黄诺玛苷（ｆｌａｖａｎｏｍａｒｅｉｎ）也具有抗糖尿
病肾病、抗氧化、降血脂等药理作用［１１－１２］。然而，目前

关于黄诺玛苷对肝脏脂肪代谢的研究鲜有报道，黄诺

玛苷对ＮＡＦＬＤ作用的具体机制尚不明确。本研究运
用网络药理学对黄诺玛苷作用 ＮＡＦＬＤ可能靶点进行
预测，并进一步利用动物、细胞模型进行验证，以期初

步阐明黄诺玛苷抗ＮＡＦＬＤ的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　黄诺玛苷由本课题组制备［１３］（纯度＞９９％）；甘油
三酯（ＴＧ）测试盒（批号：Ａ１１０１１）来自南京建成生物
工程研究所；还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、氧
化型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｏｘｉｄｉｚｅｄ，ＧＳＳＧ）测试盒购
自北京索莱宝科技有限公司，批号分别为 ＢＣ１１７５、
ＢＣ１１８５；基因引物序列由上海生工生物合成；兔抗
ＦＡＳＮ抗体 （批号：３１８０）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗 ＳＲＥＢＰ、ＰＰＡＲγ、ＰＰＡＲα抗体
（批号分别为：ＡＦ６２８３、ＡＦ６２８４、ＡＦ５３０１）购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
生物科学公司；胎牛血清 ＦＢＳ购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，
ＤＭＥＭ培养基购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，噻唑蓝ＭＴＴ、油
红Ｏ染液购自德国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　化合物和疾病作用靶点获取　　利用 Ｓｗｉｓｓ
ＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ）数据

库［１４］对黄诺玛苷进行靶点分析。黄诺玛苷的 ＳＭＩＬＥＳ
格式可在 Ｐｕｂｃｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）数据库［１５］中获取。启动 ＤｉＳＧｅＮＥＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ）数据库［１６］，检索“ＮｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃＦａｔｔｙ
ＬｉｖｅｒＤｉｓｅａｓｅ”关键词，收集并整理 ＮＡＦＬＤ相关靶点
基因。

１．２．２　黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ的潜在靶点预测及蛋白
互作网络（ＰＰＩ）构建　　将黄诺玛苷作用靶点与
ＮＡＦＬＤ靶点进行 Ｖｅｎｎ分析，得到黄诺玛苷干预
ＮＡＦＬＤ的预测靶点。利用 Ｕｎｉｐｒｏｔ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）数据库［１７］将黄诺玛苷与 ＮＡＦＬＤ的靶点
基因进行统一转化，再导入 ＢｉｓｏＧｅｎｅｔ３．０．０（ｈｔｔｐ：／／
ａｐｐｓ．ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／ｄｏｗｎｌｏａｄ／ｓｔａｔｓ／ｂｉｓｏｇｅｎｅｔ／）数 据
库［１８］进行蛋白蛋白相互作用分析，得到疾病与化合
物的蛋白蛋白互作网络图。
１．２．３　ＧＯ功能富集与 ＫＥＧＧ通路富集分析　　利
用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／ｇｐ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ＃／
ｍａｉｎ／ｓｔｅｐ１）数据库［１９］的富集功能，得到核心靶点的分

子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，ＭＦ）、生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＢＰ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＣＣ）及
ＫＥＧＧ信号通路，整理后导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．８．０（ｈｔｔｐｓ：／／
ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／）软件［２０］，获取黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ的
“核心靶点通路”网络图。
１．２．４　动物分组及给药　　选取５周龄 ＳＰＦ级健康
雄性 ｄｂ／ｄｂ小鼠 ３０只，购自南京大学模式动物研究
所，动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１８０００８。适应性饲养
２周后，按随机数字表法分为 ３组：ｄｂ／ｍ组（正常）、
ｄｂ／ｄｂ模型组、ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组（ｄｂ／ｄｂ＋Ｆ），每组各
１０只，以基础饲料喂养，每日灌胃。３组均为正常。
１．２．５　小鼠肝脏病理切片观察与生化指标检测　　
小鼠给药１２周后，颈椎脱臼处死小鼠，迅速摘取肝脏
新鲜组织，根据 ＴＧ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ试剂盒说明书进行操
作。一部分肝脏固定于 ４％多聚甲醛溶液中，制备石
蜡切片；另一部分甲醛固定 ２４ｈ，３０％蔗糖脱水，ＯＣＴ
胶包埋，制备冰冻切片供后续病理学观察。

１．２．６　检测小鼠肝脏 ｍＲＮＡ和蛋白水平　　采用实
时荧光定量（ｑＲＴＰＣＲ）方法检测肝组织 ＰＰＡＲα、
ＰＰＡＲγ、ＰＧＣ１α、ＣＰＴ１α、ＳＣＤ１、ＦＡＳＮ、ＡＣＣ１、ＡＣＯＸ１
ｍＲＮＡ的表达，以２－ΔΔＣｔ值表示基因相对表达量。提取
小鼠肝脏总蛋白，检测 ＦＡＳＮ、ＳＲＥＢＰ、ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲγ
的蛋白表达，ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析条带的灰度值。
１．２．７　ＨｅｐＧ２细胞培养及分组　　ＨｅｐＧ２细胞接种
于含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素及 １００μｇ／ｍＬ
链霉素的ＤＭＥＭ完全培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中传代培养。采用噻唑蓝 ＭＴＴ法筛选出游离脂肪
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酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＦＦＡｓ）、黄诺玛苷的作用浓度及时
间，分为正常组、ＦＦＡｓ（５００μｍｏｌ／Ｌ）组、ＦＦＡｓ＋黄诺玛
苷（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）组。
１．２．８　ＨｅｐＧ２细胞油红 Ｏ染色及甘油三酯（ＴＧ）含
量测定　　ＨｅｐＧ２细胞接种于２４孔板，生长至８０％～
９０％时，分为正常组、ＦＦＡｓ（５００μｍｏｌ／Ｌ）组、ＦＦＡｓ＋黄
诺玛苷（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）组。干预 ２４ｈ后，４％多
聚甲醛，３７℃固定３０ｍｉｎ。油红 Ｏ工作液，室温染色
１５ｍｉｎ后于倒置显微镜下观察。吸去蒸馏水，加入异丙
醇溶液，３７℃，３０ｍｉｎ，提取ＴＧ。酶标仪于波长５１０ｎｍ
处测定光密度值［Ｄ（５１０）］。
１．２．９　检测ＨｅｐＧ２细胞ｍＲＮＡ和蛋白水平　　采用
实时荧光定量（ｑＲＴＰＣＲ）方法检测 ＨｅｐＧ２细胞
ＳＲＥＢＰ、ＳＣＤ１、ＡＣＣ１、ＣＰＴ１α、ＡＣＯＸ１ｍＲＮＡ的表达，
以２－ΔΔＣｔ值表示基因相对表达量。提取细胞总蛋白，

检测蛋白指标 ＳＲＥＢＰ、ＦＡＳＮ的表达情况，ＩｍａｇｅＬａｂ
软件分析条带的灰度值。

１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行分析，组间比较采
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　基于网络药理学的黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ的作用
靶点预测

２．１．１　黄诺玛苷与ＮＡＦＬＤ共有靶点的获取　　通过
检索 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ和 ＤｉＳＧｅＮＥＴ数据库，获
得黄诺玛苷作用靶点 １０４个，ＮＡＦＬＤ疾病靶点 ９６３
个，利 用 ＯｍｉｃＳｈａｒｅＴｏｏｌｓ（ｈｔｔｐ：／／ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．ｃｏｍ／
ｔｏｏｌｓ／）平台对二者的靶点进行Ｖｅｎｎ分析，获得核心作
用靶点２９个，见表１。

表１　黄诺玛苷与ＮＡＦＬＤ共有靶点

序号 靶基因 基因描述 ＵｎｉｐｒｏｔＩＤ

１ ＰＰＡＲＧ Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ Ｐ３７２３１

２ ＡＬＯＸ１５ ＰｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅＡＬＯＸ１５ Ｐ１６０５０

３ ＡＬＯＸ１２ ＰｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅＡＬＯＸ１２ Ｐ１８０５４

４ ＭＥＴ Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐ０８５８１

５ ＶＥＧＦＡ ＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ Ｐ１５６９２

６ ＨＩＦ１Ａ Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ Ｑ１６６６５

７ ＢＣＬ２ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒＢｃｌ２ Ｐ１０４１５

８ ＮＲ１Ｈ４ Ｂｉｌｅａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｑ９６ＲＩ１

９ ＭＭＰ２ ７２ｋＤａｔｙｐｅⅣ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｐ０８２５３

１０ ＭＭＰ１３ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ３ Ｐ４５４５２

１１ ＰＴＰＮ１ Ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ１ Ｐ１８０３１

１２ ＣＥＳ２ Ｃｏｃａｉｎｅｅｓｔｅｒａｓｅ Ｏ００７４８

１３ ＳＨＢＧ Ｓｅｘｈｏｒｍｏｎｅｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｐ０４２７８

１４ ＢＣＨＥ Ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ Ｐ０６２７６

１５ ＡＫＲ１Ｂ１ Ａｌｄｏｋｅｔｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｆａｍｉｌｙ１ｍｅｍｂｅｒＢ１ Ｐ１５１２１

１６ ＭＭＰ９ Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ Ｐ１４７８０

１７ ＣＢＲ１ Ｃａｒｂｏｎｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ１ Ｐ１６１５２

１８ ＡＰＰ Ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ０５０６７

１９ ＳＴＡＴ１ Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ１ａｌｐｈａ／ｂｅｔａ Ｐ４２２２４

２０ ＣＥＳ１ Ｌｉｖｅｒｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ１ Ｐ２３１４１

２１ ＳＬＣ１０Ａ２ Ｉｌｅａｌｓｏｄｉｕｍ／ｂｉｌｅａｃｉｄｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｑ１２９０８

２２ ＰＴＧＳ１ ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＧ／Ｈｓｙｎｔｈａｓｅ１ Ｐ２３２１９

２３ ＥＳＲ１ Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐ０３３７２

２４ ＳＬＣ５Ａ２ Ｓｏｄｉｕｍ／ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２ Ｐ３１６３９

２５ ＳＱＬＥ Ｓｑｕａｌｅｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ Ｑ１４５３４

２６ ＭＡＰＫ１４ Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１４ Ｑ１６５３９

２７ ＣＹＰ１９Ａ１ Ａｒｏｍａｔａｓｅ Ｐ１１５１１

２８ ＳＥＲＰＩＮＥ１ Ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ Ｐ０５１２１

２９ ＴＥＲＴ Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｏ１４７４６

６８３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．１．２　黄诺玛苷与 ＮＡＦＬＤ的蛋白蛋白相互作用
（ＰＰＩ）网络图　　用 ＢｉｓｏＧｅｎｅｔ软件将黄诺玛苷与
ＮＡＦＬＤ分别作ＰＰＩ分析，然后取交集得到４３８０个节
点（ｎｏｄｅｓ），９０５６８条边（ｅｄｇｅｓ），计算网络中所有节点
Ｄｅｇｒｅｅ值的２倍中位数，提取 Ｄｅｇｒｅｅ大于２倍中位数
的 Ｈｉｔｈｕｂｓ网络。对 Ｈｉｔｈｕｂｓ网络中的数据进行
ＣｙｔｏＮＣＡ分析，取度中心性（ｄｅｇｒｅｅｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＤＣ）、接
近中心性 （ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＣＣ）、介度中心性
（ｂｅｔｗｅｅｎｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＢＣ）、特征向量中心性（ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ
ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＥＣ）、网络中心性（ｎｅｔｗｏｒｋｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＮＣ）及
局部边连通性（ｌｏｃａｌａｖｅｒａｇｅｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ，ＬＡＣ）的中位

数进行筛选，得到５３ｎｏｄｅｓ和４２７ｅｄｇｅｓ（图１）。
２．１．３　ＧＯ功能富集与ＫＥＧＧ通路富集分析　　对ＧＯ
分析结果进行汇总整理，发现有６个分子功能、２０个生
物过程、５个细胞组分（图 ２）。将富集到的通路信息
与核心靶点绘制出化合物与疾病的“核心靶点－通路”
网络图（图３）。图中共有６９个节点，每条边代表核心
靶点与通路间的相互作用。其中黄色节点代表２９个
核心靶点，绿色节点代表 ４０条通路。其形状面积越
大，占比越大，表示发挥的作用越大。因此，可以看出

ＰＰＡＲＧ、ＨＩＦ１Ａ、ＶＥＧＦＡ是黄诺玛苷作用 ＮＡＦＬＤ的关
键靶点。

!"#$%&'() *$+,#('-() ."$"%&'() +.".,('-() +"%&'() !/0('-()

图１　黄诺玛苷与ＮＡＦＬＤ的蛋白蛋白相互作用网络图

分子功能
生物过程
细胞组分

图２　黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ核心靶点的ＧＯ富集分析

２．２　黄诺玛苷抗非酒精性脂肪肝病机制研究
２．２．１　小鼠肝脏病理学观察　　新鲜肝脏组织的肉
眼观察（图４）可见：ｄｂ／ｍ组小鼠肝脏颜色红润，呈红
褐色，外观饱满有光泽，体积适中，组织弹性较好。ｄｂ／
ｄｂ模型组小鼠肝脏颜色暗黄，无光泽，组织肿大，相对
正常组弹性较差，压迫时出现凹陷，切面有油腻感。

ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组小鼠肝脏与 ｄｂ／ｄｂ模型组相比，肝
脏颜色有所好转，表面也比较光滑，触之有弹性。

图３　黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ的“核心靶点通路”网络图

　　各组肝脏切片染色后光镜观察见图 ４。ＨＥ染色
结果显示，ｄｂ／ｍ组小鼠肝脏切片光镜下可见细胞形态
规则，细胞质均匀，细胞核清晰。ｄｂ／ｄｂ模型组肝细胞
排列不规则，细胞膨胀，出现空泡气球样变。与 ｄｂ／ｄｂ
模型组相比，ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组细胞质、核清晰可见，未

７８３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）
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图４　黄诺玛苷对ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏病理变化的影响

见空泡样变性、细胞坏死，肝细胞受损情况明显好转。

油红Ｏ染色结果显示，ｄｂ／ｍ组与 ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组
小鼠肝脏组织结构完整，排列整齐，肝细胞大小正常，

细胞核居中，小部分有轻微脂肪浸润，大部分正常，无

脂肪浸润等异常改变；ｄｂ／ｄｂ模型组有重度脂滴出现，
肝细胞肿胀，体积增大，细胞核被推向周边。

２．２．２　小鼠肝脏生化指标检测　　由试剂盒检测结
果得知，ｄｂ／ｄｂ模型组的 ＴＧ水平高于 ｄｂ／ｍ组（Ｐ＜
０．０５），ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组的ＴＧ水平较ｄｂ／ｄｂ模型组
显著降低（Ｐ＜０．０５，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｄｂ／ｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｄｂ／ｄｂ模型组比较

图５　黄诺玛苷对ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏ＴＧ水平的影响

　　与ｄｂ／ｍ组相比，ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组的还原型谷
胱甘肽 ＧＳＨ水平升高（Ｐ＜０．０５）；ｄｂ／ｄｂ模型组氧化
型谷胱甘肽ＧＳＳＧ水平高于ｄｂ／ｍ组和ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛
苷组（Ｐ＜０．０５）；ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比值
远高于ｄｂ／ｄｂ模型组（Ｐ＜０．０５，图 ６），提示黄诺玛苷
有一定的抗氧化作用。

２．２．３　黄诺玛苷对小鼠肝脏脂代谢相关基因表达的
影响　　结果见图７。与ｄｂ／ｍ组和ｄｂ／ｄｂ模型组相比，
ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组小鼠肝脏 ＰＰＡＲα、ＡＣＯＸ１、ＣＰＴ１α
ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 ｄｂ／ｍ组比较，
ｄｂ／ｄｂ模型组小鼠ＡＣＣ１的表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与ｄｂ／ｄｂ模型组比较，ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组小鼠 ＡＣＣ１、
ＳＣＤ１和ＦＡＳＮｍＲＮＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．２．４　黄诺玛苷对小鼠肝脏蛋白水平的影响　　与
ｄｂ／ｍ组相比，ｄｂ／ｄｂ模型组小鼠肝脏 ＳＲＥＢＰ蛋白表
达显著升高（Ｐ＜０．０５），黄诺玛苷干预后显著降低（Ｐ＜
０．０５）；与 ｄｂ／ｄｂ模型组比较，ｄｂ／ｄｂ＋黄诺玛苷组
ＦＡＳＮ表达下降（Ｐ＜０．０５），ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲγ表达显著
上调（Ｐ＜０．０５，图８）。

８８３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｄｂ／ｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｄｂ／ｄｂ模型组比较

图６　黄诺玛苷对ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏ＧＳＳＧ（Ａ）、ＧＳＨ（Ｂ）、ＧＳＨ／ＧＳＳＧ（Ｃ）水平的影响
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图７　黄诺玛苷对ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏脂代谢相关基因ｍＲＮＡ表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检验结果；Ｂ：半定量分析结果

图８　黄诺玛苷对ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏脂代谢相关蛋白表达的影响

２．３　黄诺玛苷对 ＦＦＡｓ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞脂代谢的
机制研究

２．３．１　黄诺玛苷对 ＦＦＡｓ干预 ＨｅｐＧ２细胞存活率的
影响

２．３．１．１　不同浓度及时间 ＦＦＡｓ对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞

存活率的影响　　随着 ＦＦＡｓ浓度增大及作用时间延
长，ＨｅｐＧ２细胞的存活率逐渐降低。在５００μｍｏｌ／Ｌ时
存活率达到峰值，以后 ＦＦＡｓ的抑制作用开始增加，且
有时间依赖性（图９）。
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图９　不同浓度ＦＦＡｓ作用不同时间对ＨｅｐＧ２细胞生长的影响

２．３．１．２　不同浓度及时间黄诺玛苷对肝癌细胞
ＨｅｐＧ２存活率的影响　　细胞的存活率随黄诺玛苷
的作用时间增长而下降，浓度在 ２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，
干预２４ｈ时存活率没有受到明显抑制（图１０）。
２．３．１．３　不同浓度及时间黄诺玛苷对 ＦＦＡｓ诱导的
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２存活率的影响　　细胞的存活率在
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黄诺玛苷给药２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ时没有受到明显抑
制（图１１）。
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图１０　不同浓度黄诺玛苷作用不同时间对ＨｅｐＧ２细胞

生长影响
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图１１　不同浓度黄诺玛苷作用不同时间对ＦＦＡｓ诱导的

ＨｅｐＧ２细胞生长影响

２．３．２　黄诺玛苷对 ＦＦＡｓ诱导细胞内的脂质影响　
　与正常组相比，ＦＦＡｓ组细胞内脂滴明显增多，黄诺
玛苷给药组较模型组脂滴减少，甘油三酯含量有同样

变化，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 １２、１３）。表
明黄诺玛苷可降低ＨｅｐＧ２细胞内脂质含量。
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１：正常组；２：ＦＦＡｓ组；３～５：分别为 ＦＦＡｓ＋２５、５０、

１００μｍｏｌ／Ｌ黄诺玛苷组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜

０．０５，与ＦＦＡｓ组比较

图１２　各组ＨｅｐＧ２细胞中ＴＧ水平的变化

２．３．３　ＨｅｐＧ２细胞内ｍＲＮＡ水平　　与正常组和ＦＦＡｓ
组相比，黄诺玛苷给药组脂质合成相关基因 ＳＲＥＢＰ、
ＳＣＤ１、ＡＣＣ１表达显著下降（Ｐ＜０．０５），而 β氧化基因
ＣＰＴ１α、ＡＣＯＸ１水平显著升高（Ｐ＜０．０５，图１４）。
２．３．４　ＨｅｐＧ２细胞蛋白水平　　与正常组相比，
ＦＦＡｓ组ＦＡＳＮ、ＳＲＥＢＰ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），黄诺
玛苷干预后均显著降低（Ｐ＜０．０５，图１５）。
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图１３　油红Ｏ染色观察各组ＨｅｐＧ２细胞中脂滴变化　（×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＦＦＡｓ组比较

图１４　不同浓度黄诺玛苷对各组ＨｅｐＧ２细胞脂代谢相关基因ｍＲＮＡ表达的影响
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１：正常组；２：ＦＦＡｓ组；３～５：分别为ＦＦＡｓ＋２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ黄诺玛苷组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，

与ＦＦＡｓ组比较

图１５　不同浓度黄诺玛苷对各组ＨｅｐＧ２细胞ＦＡＳＮ（Ａ）、ＳＲＥＢＰ（Ｂ）蛋白表达的影响

３　讨论

　　非酒精性脂肪肝病（ＮＡＦＬＤ）代表一系列疾病，从
单纯性脂肪变性或非酒精性脂肪肝（ＮＡＦＬ）到非酒精
性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）、肝硬化和肝细胞癌［２１］。在过

去几十年间，ＮＡＦＬＤ的患病率呈上升趋势，患病人群
开始向儿童和青少年倾斜，成为全球慢性肝病的最常

见原因［２２－２３］。ＮＡＦＬＤ常伴随动脉粥样硬化、糖尿病
和慢性肾脏疾病发生，对全球医疗保健造成极大的经

济负担［２４］。因此，积极探索防治 ＮＡＦＬＤ的安全有效
措施十分迫切。

　　ＮＡＦＬＤ发病机制十分复杂，目前尚未完全清楚。
早期理论采用“两次击打学说”来描述，“初次击打”以

肝脏脂肪增加为特征，主要是甘油三酯积累和胰岛素

抵抗。随后，出现了“第二击”，以炎症因子、脂肪因

子、线粒体功能障碍和氧化应激对肝脏的再次损伤，造

成坏死性炎症和纤维化，最终导致肝硬化。然而，随着

新技术发展和进一步研究，这种观点似乎过于简单，无

法概括人类ＮＡＦＬＤ的复杂性。现在，被广泛接受的理
论是“多次击打模型”，由于遗传和环境因素的相互作

用以及不同器官和组织（包括脂肪组织、胰腺、肠、肝）

之间的串扰变化，涉及更广泛的代谢功能障碍。但是，

由肥胖和胰岛素抵抗引起的肝脂肪蓄积似乎仍然代表

着至关重要的“第一击”［２５］。肝脏脂质代谢紊乱与脂

质蓄积是ＮＡＦＬＤ关键的发病诱因，在 ＮＡＦＬＤ病程中
起着重要作用。黄诺玛苷是两色金鸡菊的主要单体化

合物，具有多重药理作用。课题组前期研究发现黄诺

玛苷经Ｓｙｋ／ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路促进了高糖刺激
的人近端肾小管上皮细胞（ＨＫ２）的增殖并抑制了上
皮间质转化，发挥抗糖尿病肾病的肾脏保护作用［１１］。

ＭＥＮＤＥＬ等［２６］研究发现黄诺玛苷具有胃肠道保护、抗

炎、抗溃疡和免疫调节作用。本研究利用网络药理学
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工具发现黄诺玛苷可对某分子进行调节，有研究提示

这些分子是治疗 ＮＡＦＬＤ的靶点，这些靶点被富集到
ＮＡＦＬＤ发生、发展的信号通路中［２７－２８］。

　　本研究筛选得出黄诺玛苷活性靶点 １０４个，抗
ＮＡＦＬＤ潜在靶标２９个；ＧＯ功能和ＫＥＧＧ通路富集到
２０个生物过程，４０个信号通路。依据 ｌｏｇ１０Ｐ值越小，
信号通路相关性越大，挑选出了 ＡＭＰＫ调控的脂代谢
通路，即最有可能阐述黄诺玛苷治疗ＮＡＦＬＤ的分子机
制。根据“核心靶点通路”网络图，节点形状越大，占
比面积越大，发挥作用越大。黄诺玛苷对接ＮＡＦＬＤ的
核心靶点中过氧化物酶体增殖物激活受体家族蛋白

（ＰＰＡＲγ）的占比最大，所以本研究以 ＰＰＡＲγ为主要
靶点对黄诺玛苷抗ＮＡＦＬＤ进行机制研究。黄旦等［２９］

研究发现ＰＰＡＲγ可活化 ＡＭＰＫ／ＦＯＸＯ３ａ信号通路，抑
制免疫炎症反应，改善动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＡＳ）患者氧化应激。本研究结果显示：在黄诺玛苷干
预后，小鼠肝脏 ＰＰＡＲγ蛋白、ＧＳＨ的含量显著上升，
表明黄诺玛苷在肝脏中发挥了一定的抗氧化作用。激

活 ＰＰＡＲγ后还可启动下游 ＬＸＲα基因的转录与翻
译［３０］。ＬＸＲα是一种细胞核受体，参与甘油三酯和胆
固醇的合成与分解过程，促进胆固醇向胆汁酸转化，最

终以胆汁形式排出体外，在维持胆固醇稳定过程中起

关键作用。ＬＸＲα可通过调控 ＳＲＥＢＰ的转录参与下
游多种脂肪合成酶的合成。ＳＲＥＢＰ是固醇调节元件
结合蛋白家族的成员之一，是肝脏调节脂质合成的主

要转录因子［３１］。其过表达后可异常激活下游参与脂

质合成的脂肪酸合成酶（ＦＡＳＮ）和乙酶辅酶 Ａ羟化酶
（ＡＣＣ），进而导致肝脏内脂质的过度沉积，引起脂代
谢的紊乱［３２］。本研究显示，模型组小鼠肝脏病理学表

现为肝细胞膨胀，出现空泡气球样变化和脂滴堆积；且

模型组的ＴＧ水平较正常组显著升高。在黄诺玛苷干
预后，ＨＥ和油红Ｏ染色显示肝细胞大小恢复正常，气
球样变减少，仅有小部分轻微脂肪浸润，ＴＧ含量与正
常组无明显差异。与模型组相比，黄诺玛苷干预组中

脂质合成相关的基因 ＦＡＳＮ、ＳＣＤ１、ＡＣＣ１ｍＲＮＡ水平
及蛋白ＳＲＥＢＰ、ＦＡＳＮ表达水平显著降低，而β氧化相
关基因ＡＣＯＸ１、ＣＰＴ１α表达升高，差异均有统计学意
义。表明黄诺玛苷可减少高脂喂养小鼠肝脏中 ＴＧ的
异位沉积，降低脂质合成基因的表达，上调 β氧化相
关基因，对小鼠的ＮＡＦＬＤ脂代谢紊乱有改善作用。以
上研究结果表明，黄诺玛苷对ＮＡＦＬＤ小鼠的防治发挥
了重要作用。

　　为提供更多实验证据，本研究通过构建 ＨｅｐＧ２肝
癌细胞脂肪变性模型，模拟ＮＡＦＬＤ发生时脂质蓄积对
其的损伤作用，探究黄诺玛苷对非酒精性脂肪肝体外

模型的改善作用。首先，油红 Ｏ染色结果观察到黄诺
玛苷可以减少ＨｅｐＧ２细胞内脂质蓄积，定量结果也发
现黄诺玛苷干预后细胞内 ＴＧ含量显著降低。ｑＲＴ
ＰＣＲ检测相关基因显示：黄诺玛苷能降低脂质合成基
因ＳＲＥＢＰ、ＳＣＤ１、ＡＣＣ１的表达，提高 ＣＰＴ１α、ＡＣＯＸ１
ｍＲＮＡ水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达显示：黄诺玛
苷能降低 ＦＡＳＮ及 ＳＲＥＢＰ蛋白表达水平。表明黄诺
玛苷可通过抑制 ＦＡＳＮ、ＳＲＥＢＰ的基因和蛋白表达来
调控ＴＧ的合成，提高 ＣＰＴ１α、ＡＣＯＸ１表达来增加脂
肪酸的β氧化，与动物体内研究结果相一致。
　　综上所述，本研究结果表明两色金鸡菊单体化合
物黄诺玛苷可能通过调控ＰＰＡＲγ／ＳＲＥＢＰ／ＦＡＳＮ改善
肝脏氧化应激，增加脂肪酸 β氧化，减少脂质合成，从
而对ＮＡＦＬＤ发挥治疗作用。本研究为两色金鸡菊治
疗ＮＡＦＬＤ提供了理论依据，然而其具体作用机制仍需
进一步研究。
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