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五味保肝丸对非酒精性脂肪性肝病小鼠的干预作用及机制 Δ
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摘 要 目的 考察五味保肝丸对非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）小鼠的干预作用及机制。方法 采用高脂高糖饲料持续喂养小

鼠19周复制NAFLD模型。将造模成功的小鼠分为模型组、阳性对照组（多烯磷脂酰胆碱胶囊，23.30 mg/kg）和五味保肝丸低、中、

高剂量组（0.11、0.23、0.45 g/kg），另设不造模的正常组，每组8只。药物组小鼠灌胃相应药物，模型组和正常组小鼠灌胃等体积生

理盐水，每天1次，连续4周。末次给药结束后，检测各组小鼠的糖代谢（空腹血糖、空腹胰岛素、胰岛素抵抗指数）、肝功能[肝指

数、丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、肝组织病理评分]、脂代谢[甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇

（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）]相关指标；观察肝组织病理学形态以及纤维化、脂滴形成和糖原合成情况；检测血清中

游离脂肪酸（FFA）和肝组织中炎症因子[肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）、IL-1β]水平；检测肝组织中胰岛素受体底

物/磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B/糖原合成酶激酶3β（IRS/PI3K/AKT/GSK3β）信号通路相关蛋白表达水平。结果 经高剂量的五

味保肝丸干预后，NAFLD小鼠肝指数，血清中ALT、AST、FFA、TC、TG、LDL-C水平，肝组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平，空腹血糖、

空腹胰岛素、胰岛素抵抗指数，肝组织病理评分、纤维化染色面积占比、脂滴染色面积占比均显著降低（P＜0.05）；HDL-C水平、糖

原染色面积占比和肝组织中 IRS1、PI3K、AKT、GSK3β蛋白磷酸化水平均显著升高（P＜0.05）；肝细胞坏死和脂肪变性程度均减

弱，纤维化病变均减轻。五味保肝丸低、中剂量组小鼠的上述指标均有改善趋势，但部分差异无统计学意义。结论 五味保肝丸可

调节NAFLD小鼠肝脏脂代谢、糖代谢紊乱，改善肝损伤，其作用机制可能与激活 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路有关。
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ABSTRACT  OBJECTIVE To investigate the intervention effect and mechanism of Wuwei baogan pill on mice with non-

alcoholic fatty liver disease （NAFLD）. METHODS The mice were given high-fat and high-sugar diet for 19 weeks to induce 

NAFLD model. The model mice were randomly grouped into model group， positive control group （polyene phosphatidylcholine 

capsules， 23.30 mg/kg）， Wuwei baogan pill low-dose， medium-dose and high-dose groups （0.11， 0.23， 0.45 g/kg）， with 8 mice 

in each group； the normal group was additionally set up without modeling. Administration groups were given relevant medicine 

intragastrically， and model group and normal group were given constant volume of normal saline， once a day， for consecutive 4 

weeks. After the last administration， glucose metabolism （including fasting blood glucose， fasting insulin， insulin resistance 

index）， liver function [liver index， alanine aminotransferase （ALT）， aspartate aminotransferase （AST），liver tissue pathological 

score]， lipid metabolism [triglyceride （TG）， total cholesterol （TC）， low-density lipoprotein cholesterol （LDL-C）， and high-

density lipoprotein cholesterol （HDL-C）] were measured； the pathological morphology of liver tissue， as well as fibrosis， lipid 

droplet formation， and glycogen synthesis were observed； the levels of free fatty acid （FFA） in serum and inflammatory factors in 

liver tissue [tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-6 

（IL-6） and IL-1β] were detected； the expressions of insulin 

receptor substrate/phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B/ 

glycogen synthase kinase 3β （IRS/PI3K/AKT/GSK3β） 

signaling pathway-related protein in liver tissue were 
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investigated. RESULTS After intervention with high-dose Wuwei baogan pill， liver index of NAFLD mice， serum levels of ALT， 

AST， FFA， TC， TG and LDL-C， the levels of TNF-α， IL-6 and IL-1β in liver tissue， fasting blood glucose， fasting insulin， 

insulin resistance index， liver tissue pathological score， proportions of fibrotic staining area and lipid droplet staining area all 

significantly decreased （P＜0.05）； the level of HDL-C， proportion of glycogen staining area， the phosphorylation of IRS1， PI3K， 

AKT and GSK3β protein increased significantly （P＜0.05）； the degree of liver cell necrosis and steatosis was reduced， and the 

fibrotic lesions were alleviated. The above indexes of mice were improved in Wuwei baogan pill low-dose and medium-dose 

groups， but there was no statistically significant difference in some indexes. CONCLUSIONS Wuwei baogan pill can regulate lipid 

and glucose metabolism disorders in the liver of NAFLD mice， and improve liver injury， the mechanism of which may be 

associated with the activation of IRS/PI3K/AKT/GSK3β signaling pathway.

KEYWORDS Wuwei baogan pill； non-alcoholic fatty liver disease； lipid metabolism； glucose metabolism； inflammatory 

factors； liver injury； IRS/PI3K/AKT/GSK3β signaling pathway

非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver di- 

sease，NAFLD）是指除由酒精和其他对肝脏有明确损害

致病因素所引起的，以脂肪在肝细胞内过度沉积为主要

病变特征的临床病理综合征[1]。该疾病与肥胖、脂代谢

紊乱、糖尿病等多种代谢性疾病相关，极大地增加了这

些慢性代谢性疾病的复杂性，并导致患者食欲不振、体

能减弱、腹部胀痛等，严重影响患者的生活质量[2―3]。目

前针对NAFLD多通过调理饮食、加强锻炼、服用保肝药

等手段，起到一定的干预作用。然而，对于NAFLD的治

疗，目前还没有批准上市的特效药，因此开发治疗

NAFLD的新药具有重要意义。

以中医药为基础开发抗NAFLD药物具有辨证论治

以及多成分、多靶点、多途径的治疗优势和特色[4]。五味

保肝丸（降酶丸）是青岛市海慈医疗集团的传统中药制

剂品种（鲁药制ZBZ1077），由五味子、丹参、山楂等 5味

中药组成，具有敛阴、活血、保肝降酶（转氨酶）的功效[5]。

据报道，五味保肝丸对慢性乙型肝炎患者的症状和体征

具有缓解作用[5]；且其对四氯化碳诱导的急性肝损伤大

鼠的肝组织具有保护作用[6]。以上研究表明五味保肝丸

具有保肝作用。基于此，本研究拟构建NAFLD小鼠模

型，探讨五味保肝丸对NAFLD的影响，并探讨其可能的

作用机制，以期为五味保肝丸在NAFLD中的应用提供

理论参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有Pannoramic 250型数字切片

扫描仪（匈牙利 3DHISTECH 公司）、BA210Digital 型数

码显微镜（麦克奥迪实业集团有限公司）、5200型化学发

光凝胶成像仪（上海天能科技有限公司）、MK3型全功能

酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）、DMI1型倒

置生物显微镜（德国Leica公司）等。

1.2　主要药品与试剂

五味保肝丸（批号 181023）由青岛市海慈医疗集团

制剂室提供；多烯磷脂酰胆碱胶囊（阳性对照，批号

8BJD217，规格 228 mg）购自赛诺菲（北京）制药有限公

司；兔源胰岛素受体底物 1（insulin receptor substrate 1，

IRS1）、蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）单克隆抗体

（批号分别为17509-1-AP、28731-1-AP）均购自武汉三鹰

生物技术有限公司；兔源磷酸化 IRS1（p-IRS1）单克隆抗

体（批号 2381T）购自美国CST公司；兔源磷脂酰肌醇 3-

激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）、磷酸化 PI3K（p-

PI3K）、磷酸化 AKT（p-AKT）单克隆抗体（批号分别为

AF4670、AF4372、AF4718）均购自江苏亲科生物研究中

心有限公司；鼠源糖原合成酶激酶3β（glycogen synthase 

kinase 3β，GSK3β）、兔源磷酸化GSK3β（p-GSK3β）单克

隆抗体和生物素标记的山羊抗鼠免疫球蛋白G（IgG）二

抗、生物素标记的山羊抗兔 IgG 二抗（批号分别为

ab93926、ab107166、ab6789、ab6721）均购自英国 Abcam

公司；兔源 β-actin 单克隆抗体（批号 AC026）购自美国

ABclonal公司；游离脂肪酸（free fatty acid，FFA）、白细胞

介素 6（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子 α（tumor ne‐

crosis factor-α，TNF-α）、IL-1β的酶联免疫吸附测定

（ELISA）试剂盒（批号分别为ZC-38978、ZC-37988、ZC-

39024、ZC-37974）均购自上海茁彩生物科技有限公司；

苏木精-伊红（HE）染液试剂盒、油红 O 染色试剂盒、

Masson 染色试剂盒（批号分别为 C0105S、C0157S、

C0189S）均购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.3　实验动物与饲料

本研究所用动物为 C57/BL6J 小鼠，共 60只，体重

18～20 g，6～8周龄，由成都达硕实验动物有限公司提

供，实验动物生产许可证号为SCXK（川）2019-028。本

研究已通过四川大学华西医院实验动物伦理委员会批

准，批准号为 20211145A。实验期间，小鼠自由饮水和

进食；动物房保持安静，自然采光，温度为 25 ℃。本研

究所用高脂高糖饲料购买于北京科澳协力饲料有限

公司。

2　方法
2.1　分组、造模与给药

将 60只 C57/BL6J 小鼠随机分为造模组（n＝50）和

正常组（n＝10）。正常组小鼠给予正常饲料，造模组小

鼠给予高脂高糖饲料，持续喂养 19周，以建立 NAFLD

模型[7]。造模完成后，每组抽检2只小鼠进行HE染色以

观察其肝组织病理学形态变化，并取血进行肝功能指标
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[丙氨酸转氨酶（alanine transaminase，ALT）、天冬氨酸转

氨酶（aspartate transaminase，AST）]和脂代谢指标[甘油

三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、

低密度脂蛋白胆固醇（low-density lipoprotein choles‐

terol，LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（high-density lipo‐

protein cholesterol，HDL-C）]检测。当造模组小鼠肝组

织结构紊乱，肝细胞出现明显脂肪变性，肝功能、脂代谢

指标水平较正常组小鼠出现显著异常时，表明造模成

功[7]。取造模成功的小鼠40只随机分为模型组（生理盐

水）、阳性对照组（多烯磷脂酰胆碱胶囊，23.30 mg/kg，剂

量参考文献[8]设置）和五味保肝丸低、中、高剂量组

（0.11、0.23、0.45 g/kg，剂量根据人与小鼠体表面积换算

而得，中剂量为临床等效剂量），每组8只。药物组小鼠

灌胃相应药物，模型组和正常组小鼠灌胃等体积生理盐

水，每天1次，连续4周。

2.2　小鼠糖代谢、肝功能、脂代谢指标检测

给药期间，每周测量小鼠体重，观察小鼠体重变化

情况。末次给药结束后，各组小鼠空腹 12～16 h，取尾

尖血，测空腹血糖和空腹胰岛素，并计算胰岛素抵抗指

数（胰岛素抵抗指数＝空腹血糖×空腹胰岛素/22.5）[9]。

处死小鼠并称重，取血，血样以3 000 r/min离心10 min，

留取血清，于－70℃条件下保存。取血完成后解剖小

鼠，取肝脏，并计算肝指数[肝指数＝肝脏质量（mg）/体

重（g）]。将肝脏分成 3份，其中 2份于－80 ℃条件下保

存，1份于 4%多聚甲醛中固定。取血清样品，采用动物

生化分析仪检测血清中肝功能指标（ALT、AST）和脂代

谢指标（TC、TG、HDL-C、LDL-C）水平。

2.3　小鼠肝组织病理学形态以及纤维化、脂滴形成和糖

原合成情况观察

采用HE染色法对小鼠肝组织病理学形态进行观察

和评分。取于 4%多聚甲醛中固定的肝组织适量，经梯

度乙醇脱水、石蜡包埋、切片（4 μm）后，取部分切片（剩

余部分进行Masson染色、油红O染色、糖原染色）以二

甲苯脱蜡、梯度乙醇脱苯；常规HE染色、封片后，采用光

学显微镜观察小鼠肝组织病理学形态变化。每张切片

随机选择5个视野进行肝组织病理评分[10]。

采用Masson染色法观察小鼠肝组织的纤维化进展

情况。取部分切片常规脱蜡至水，然后进行染色、水洗、

乙醇分化、磷钼酸溶液处理、乙醇脱水、二甲苯透明后，

以中性树胶封固。采用Pannoramic 250型数字切片扫描

仪对切片进行图像采集，采用 Image Pro Plus 6.0软件对

纤维化染色面积进行统计，并计算纤维化染色面积占视

野面积的百分比（简称纤维化染色面积占比）。每张切

片随机选择5个不同视野进行分析，结果取平均值。

采用油红O染色法观察小鼠肝组织中脂滴形成情

况。取部分切片常规脱蜡至水，以甲醛固定 10 min、油

红O染液染色 10 min、苏木精复染后，以甘油封片。采

用BA210Digital型数码显微镜对切片进行图像采集，采

用 Image Pro Plus 6.0软件统计脂滴染色面积，并计算脂

滴染色面积占视野面积的百分比（简称脂滴染色面积占

比）。每张切片随机选择5个不同视野进行分析，结果取

平均值。

采用糖原染色法观察小鼠肝组织中糖原合成情况。

取部分切片常规脱蜡至水，经高碘酸氧化液浸泡 10～

20 min、Schiff液染色10 min、苏木精复染2～3 min、乙醇

分化、二甲苯透明后，以中性树胶封固。采用Pannoramic 

250型数字切片扫描仪对切片进行图像采集，采用 Image 

Pro Plus 6.0软件统计糖原染色面积，并计算糖原染色面

积占视野面积百分比（简称糖原染色面积占比）。每张

切片随机选择5个不同视野进行分析，结果取平均值。

2.4　小鼠血清中FFA和肝组织中炎症因子水平的检测

采用ELISA法检测。取“2.2”项下保存的小鼠血清

和肝脏样品，根据试剂盒说明书方法检测小鼠血清中

FFA水平以及肝组织中炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β水平。

2.5　小鼠肝组织中 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路相

关蛋白表达的检测

采用 Western blot 法检测。取“2.2”项下－80 ℃条

件下保存的肝组织适量，经裂解后，提取总蛋白。经

BCA法定量后，加热使蛋白变性。取30 μg蛋白样品上

样，经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

后，转移至聚偏二氟乙烯膜上；用5%脱脂牛奶封闭1 h，

加入IRS1（稀释度为1∶1 000）、p-IRS1（稀释度为1∶1 000）、

PI3K（稀释度为 1∶2 000）、p-PI3K（稀释度为 1∶1 000）、

AKT（稀释度为1∶2 000）、p-AKT（稀释度为1∶1 000）、p-

GSK3β（稀释度为1∶1 000）、GSK3β（稀释度为1∶1 000）

和 β-actin（稀释度为 1∶2 000）一抗，于 4 ℃下孵育过夜；

加入相应二抗（稀释度为 1∶4 000）于 37 ℃孵育 2 h。采

用化学发光剂显色，采用 Image J软件分析蛋白条带灰

度 值 ，以 p-IRS1 与 IRS1、p-PI3K 与 PI3K、p-AKT 与

AKT、p-GSK3β与GSK3β的灰度值比值分别表示 IRS1、

PI3K、AKT、GSK3β蛋白的磷酸化水平。

2.6　统计学方法

采用SPSS 25.0统计软件分析数据。计量资料通过

Shapiro-Wilk检验进行正态性检验，均服从正态分布，以
-
x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用SNK-q检验。检测水准α＝0.05。

3　结果
3.1　五味保肝丸对NAFLD小鼠肝功能的影响

与正常组相比，模型组小鼠肝指数，血清中 ALT、

AST水平，肝组织病理评分、纤维化染色面积占比、脂滴

染色面积占比均显著升高（P＜0.05）；肝组织中出现大

量坏死的肝细胞和脂肪变性细胞，纤维化病变严重。与

模型组相比，阳性对照组和五味保肝丸中、高剂量组小

鼠上述指标均显著逆转（P＜0.05），五味保肝丸低剂量

组小鼠上述部分指标显著逆转（P＜0.05）；各给药组小

鼠肝细胞坏死和脂肪变性程度均减弱，纤维化病变均减

轻。结果见图1和表1。
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3.2　五味保肝丸对NAFLD小鼠糖代谢的影响

与正常组相比，模型组小鼠空腹血糖、空腹胰岛素、

胰岛素抵抗指数均显著升高（P＜0.05），糖原染色面积

占比显著降低（P＜0.05），糖原分解增加。与模型组相

比，阳性对照组和五味保肝丸高剂量组小鼠的上述指标

均显著逆转（P＜0.05），五味保肝丸中剂量组小鼠糖原

染色面积占比显著升高（P＜0.05），上述各给药组小鼠

肝组织中糖原分解均减少。结果见表2和图2。

3.3　五味保肝丸对NAFLD小鼠脂代谢的影响

与正常组相比，模型组小鼠血清中 FFA、TC、TG、

LDL-C水平均显著升高（P＜0.05），HDL-C水平显著降

低（P＜0.05）。与模型组相比，阳性对照组及五味保肝

丸中、高剂量组的上述指标均显著逆转（P＜0.05），五味

保肝丸低剂量组的上述部分指标显著逆转（P＜0.05）。

结果见表3。

A.正常组 B.模型组

C.阳性对照组 D.五味保肝丸低剂量组

E.五味保肝丸中剂量组 F.五味保肝丸高剂量组

黑色箭头：染色糖原。

图2　各组小鼠肝组织糖原染色观察的显微图

表1　各组小鼠肝功能相关指标比较（x±s，n＝8）

组别

正常组
模型组
阳性对照组
五味保肝丸低剂量组
五味保肝丸中剂量组
五味保肝丸高剂量组

肝指数/

（mg/g）

35.20±3.55

56.81±2.91a

40.83±6.45b

42.64±3.33b

41.63±4.11b

40.48±4.59b

AST/（U/L）

114.94±12.04

176.37±21.00a

112.79±11.86b

141.10±17.35b

144.14±19.78b

115.17±18.63b

ALT/（U/L）

18.62±1.49

76.42±11.31a

36.70±7.28b

58.28±7.76b

53.05±6.86b

37.28±10.62b

肝组织病理
评分/分

0

3.75±0.54a

0.75±0.19b

3.43±0.47

1.75±0.25b

1.25±0.21b

纤维化染色面
积占比/%

0.06±0.04

1.01±0.16a

0.29±0.08b

0.70±0.11b

0.51±0.07b

0.30±0.05b

脂滴染色面
积占比/%
1.13±0.24

40.50±5.96a

6.34±0.78b

37.36±3.67

26.64±3.41b

20.21±2.23b

a：与正常组相比，P＜0.05；b：与模型组相比，P＜0.05。

A.正常组 B.模型组 C.阳性对照组 D.五味保肝丸低剂量组 E.五味保肝丸中剂量组 F.五味保肝丸高剂量组

H
E
染

色
M

as
so

n
染

色
油

红
O
染

色

蓝色箭头：坏死的肝细胞；绿色箭头：脂肪变性的肝细胞；黑色箭头：纤维化结构。

图1　各组小鼠肝组织HE染色、Masson染色、油红O染色观察的显微图

表3　各组小鼠脂代谢相关指标比较（x±s，n＝8）

组别

正常组

模型组

阳性对照组

五味保肝丸低剂量组

五味保肝丸中剂量组

五味保肝丸高剂量组

FFA/（μmol/L）

123.02±10.03

174.08±13.58a

139.80±12.86b

136.09±8.03

153.47±18.18b

141.67±14.18b

TC/（mmol/L）

2.60±0.23

3.77±0.46a

3.50±0.36b

3.21±0.46

3.43±0.25b

3.06±0.53b

TG/（mmol/L）

1.60±0.16

2.50±0.26a

2.20±0.20b

2.35±0.18b

2.35±0.20b

1.86±0.17b

LDL-C/（mmol/L）

5.14±0.72

8.45±0.60a

6.14±0.46b

7.06±0.74b

7.40±0.69b

6.55±0.75b

HDL-C/（mmol/L）

3.40±0.28

1.62±0.23a

2.74±0.21b

1.99±0.38

1.85±0.30b

2.42±0.48b

a：与正常组相比，P＜0.05；b：与模型组相比，P＜0.05。

表2　各组小鼠糖代谢相关指标比较（x±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
五味保肝丸低剂量组
五味保肝丸中剂量组
五味保肝丸高剂量组

空腹血糖/（mmol/L）

4.05±0.73

7.05±0.83a

5.47±0.77b

6.80±0.81

6.80±0.84

6.26±0.85b

空腹胰岛素/（μIU/mL）

12.11±1.41

17.75±1.38a

15.50±1.48b

17.48±1.26

17.12±1.39

1.69±1.90b

胰岛素抵抗指数
2.20±0.64

5.60±1.04a

3.79±0.77b

5.30±0.84

5.22±1.00

4.38±0.84b

糖原染色面积占比/%
46.94±6.91

22.46±1.66a

36.13±3.10b

26.06±2.71

30.03±2.19b

32.99±4.07b

a：与正常组相比，P＜0.05；b：与模型组相比，P＜0.05。
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3.4　五味保肝丸对 NAFLD 小鼠肝组织中炎症因子水

平的影响

与正常组相比，模型组小鼠肝组织中TNF-α、IL-6、

IL-1β水平均显著升高（P＜0.05）。与模型组相比，阳性

对照组和五味保肝丸高剂量组小鼠肝组织中上述指标

水平均显著降低（P＜0.05）。结果见表4。

3.5　五味保肝丸对 NAFLD 小鼠肝组织中 IRS/PI3K/

AKT/GSK3β信号通路相关蛋白表达的影响

与正常组相比，模型组小鼠肝组织中 IRS1、PI3K、

AKT、GSK3β蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05）。

与模型组相比，阳性对照组和五味保肝丸中、高剂量组

小鼠肝组织中上述指标水平均显著升高（P＜0.05）。结

果见图3和表5。

4　讨论

五味保肝丸在临床上应用多年，效果理想。其与

NAFLD肝失疏泄、脾失健运、痰瘀互结的主要病机相契

合，五味子、丹参等5味药协同作用，可达到敛阴柔肝、活

血健脾、化痰散结的目的，从而舒发肝气。本研究结果

发现，经五味保肝丸干预后，NAFLD小鼠肝指数等肝功

能相关指标均显著改善，坏死肝细胞和脂肪变性肝细胞

减少。这提示五味保肝丸对NAFLD引起的肝损伤具有

较好的改善作用。

NAFLD不仅与肝代谢障碍有关，更与脂肪组织代

谢紊乱密切相关[11]。肝脏是脂质代谢的重要脏器，是脂

质稳态主要的调节器，高脂饮食的长期摄入导致大量

FFA从脂肪组织释放，或者从肠道吸收入血，使血液中

FFA水平升高，从而导致 FFA在肝脏中沉积，进一步使

FFA 与胆固醇脂滴结合为 TG，最终造成脂肪的蓄积而

形成脂肪肝[12]。另外，FFA过度产生所带来的脂毒性还

会导致肝脏发生炎症反应，从而形成脂肪性肝炎[13]。本

研究发现，经五味保肝丸干预后，NAFLD 小鼠血清中

FFA、TC、TG、LDL-C 水平和肝组织中 TNF-α、IL-6、IL-

1β水平均降低，血清中HDL-C水平升高。这提示五味

保肝丸对NAFLD引起的脂代谢紊乱和炎症反应具有较

好的改善作用。

NAFLD也与胰岛素抵抗密切相关，而胰岛素抵抗

可促进肝组织发生脂肪变性、纤维化及炎症反应[14]。胰

岛素抵抗指数越高表明肝脏、脂肪等组织对胰岛素的敏

感性越低[15]。肝脏中脂质积聚是诱发NAFLD的重要因

素，肝组织脂代谢与胰岛素抵抗有关[16]。相关研究发

现，IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路是胰岛素在肝脏中

发挥生理作用的重要信号通路[17―18]。IRS1可影响胰岛

素信号转导，其磷酸化将导致胰岛素途径被激活，从而

诱导PI3K磷酸化，产生“瀑布”效应，进而激活下游分子

AKT、GSK3β的磷酸化，使其共同参与糖代谢等生理过

程[19]。本研究发现，经五味保肝丸干预后，NAFLD小鼠

空腹血糖、空腹胰岛素水平和胰岛素抵抗指数均降低，

肝组织中 IRS1、PI3K、AKT、GSK3β蛋白磷酸化水平均

升高，且肝组织中糖原分解减少。这提示五味保肝丸可

能是通过激活 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路，减少胰

岛素抵抗，进而改善NAFLD。

综上所述，五味保肝丸可调节NAFLD小鼠肝脏脂

代谢、糖代谢紊乱，改善肝损伤，其作用机制可能与激活

IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路有关。本研究不足之处

在于未采用 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号通路抑制剂进

行验证。后续本课题组将进一步采用该通路抑制剂验

证五味保肝丸的作用机制，为五味保肝丸在NAFLD中

的应用提供更多的参考依据。

表4　各组小鼠肝组织中炎症因子水平比较（x±s，n＝

8，pg/mL）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
五味保肝丸低剂量组
五味保肝丸中剂量组
五味保肝丸高剂量组

IL-1β
59.31±1.28

65.81±1.72a

61.80±1.51b

64.92±1.27

63.59±2.28

62.71±1.20b

IL-6

12.82±2.65

22.33±2.07a

16.15±2.36b

21.48±1.95

19.62±2.98

17.16±1.72b

TNF-α
26.01±10.21

62.83±11.10a

40.92±11.37b

57.35±9.30

48.31±12.12

42.56±10.45b

a：与正常组相比，P＜0.05；b：与模型组相比，P＜0.05。

180 kDa

180 kDa

125 kDa

125 kDa

68 kDa

68 kDa

43 kDa

43 kDa

42 kDa

A B C D E F

p-IRS1

IRS1

p-PI3K

PI3K

p-AKT

AKT

p-GSK3β

GSK3β

β-actin

　　A：正常组；B：模型组；C：阳性对照组；D：五味保肝丸低剂量组；

E：五味保肝丸中剂量组；F：五味保肝丸高剂量组。

图3　各组小鼠肝组织中 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号

通路相关蛋白表达的电泳图

表5　各组小鼠肝组织中 IRS/PI3K/AKT/GSK3β信号

通路相关蛋白磷酸化水平比较（x±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
五味保肝丸低剂量组
五味保肝丸中剂量组
五味保肝丸高剂量组

p-IRS1/IRS1

1.07±0.14

0.42±0.11a

0.93±0.11b

0.59±0.08

0.75±0.09b

0.88±0.10b

p-PI3K/PI3K

1.24±0.80

0.16±0.17a

0.68±0.36b

0.30±0.21

0.44±0.29b

0.65±0.38b

p-AKT/AKT

1.01±0.14

0.33±0.12a

0.80±0.14b

0.47±0.13

0.61±0.11b

0.77±0.13b

p-GSK3β/GSK3β
1.02±0.23

0.16±0.10a

0.71±0.21b

0.30±0.14

0.44±0.19b

0.64±0.21b

a：与正常组相比，P＜0.05；b：与模型组相比，P＜0.05。
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