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当归芍药散通过调节Sirt1/NF-κB信号通路改善高脂饮食
诱导大鼠非酒精性脂肪肝炎症反应

王 静，张止雨，余明霞，叶 可，于晴晴，叶卫佳，冷秀茹，王维维
（宿州学院生物与食品工程学院药物药理研究中心，宿州 234000）

【摘 要】目的：研究当归芍药散治疗高脂饮食（high-fat diet，HFD）诱导的大鼠非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver dis⁃
ease，NAFLD）炎症反应的作用机制。方法：将大鼠随机分为 5组：正常组、HFD组、阿伐他丁组、当归芍药散低剂量组、当归芍

药散高剂量组。大鼠给予高脂肪饲料（59.3%脂肪饲料）6周，正常组大鼠同时给予正常饲料。从第 5周开始，阿伐他丁组大鼠

灌胃给予 25 mg/kg阿伐他丁 2周，当归芍药散低剂量组大鼠灌胃给予 12.9 g/kg当归芍药散 2周，当归芍药散高剂量组大鼠灌胃

给予 25.8 g/kg当归芍药散 2周，检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspar⁃
tate aminotransferase，AST）、甘油三酯（triglyceride，TG）、胆固醇（cholesterol，TC）、血清细胞因子水平。同时检测大鼠肝脏沉默

信息调节因子 1（sirtuin 1，Sirt1）/核转录因子-κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）信号通路蛋白表达。结果：与模型组比较，当

归芍药散能显著降低血清ALT、AST、TG、TC、血清细胞因子水平，改善肝脏组织病理学改变。此外，显著增加大鼠肝脏 Sirt1表

达，抑制肝脏NF-κB蛋白表达。结论：当归芍药散通过Sirt1/NF-κB通路治疗HFD大鼠NAFLD。
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Danggui Shaoyao Powder improves inflammatory response in rats with non⁃
alcoholic fatty liver disease induced by high-fat diet by regulating the 

Sirt1/NF-κB signaling pathway
Wang　Jing，Zhang　Zhiyu，Yu　Mingxia，Ye　Ke，Yu　Qingqing，Ye　Weijia，Leng　Xiuru，Wang　Weiwei

（Pharmaceutical Pharmacology Research Center，School of Biology and Food Engineering，Suzhou University）
【Abstract】Objective：To investigate the mechanism of action of Danggui Shaoyao Powder in the treatment of inflammatory response in 
rats with nonalcoholic fatty liver disease（NAFLD） induced by high-fat diet（HFD）. Methods：Rats were randomly divided into normal 
group，HFD group， avastatin group，Danggui Shaoyao Powder low-dose group，and Danggui Shaoyao Powder high-dose group. The rats 
were given HFD（containing 59.3% fat） for 6 weeks，while the rats in the normal group were given normal diet. Since week 5，rats in the 
avastatin group were given 25 mg/kg of Avastatin by gavage for 2 weeks， while rats in the low-dose Danggui Shaoyao powder group 
were given 12.9 g/kg of Danggui Shaoyao powder by gavage for 2 weeks， and rats in the high-dose Danggui Shaoyao powder group were 
given 25.8 g/kg of Danggui Shaoyao powder by gavage for 2 weeks，and the serum levels of alanine aminotransferase（ALT），aspartate 
aminotransferase（AST），triglyceride（TG），cholesterol（TC），and cytokines were measured. Meanwhile，the expression levels of the 
sirtuin 1（Sirt1）/nuclear factor kappa-B（NF-κB） signaling pathway proteins in rat liver were also measured. Results：Compared with 
the model group，Danggui Shaoyao Powder significantly reduced the serum levels of ALT，AST，TG，TC，and cytokines and improved 
the pathological changes of the liver. In addition，it significantly increased the expression of Sirt1 and inhibited the expression of NF-
κB in rat liver. Conclusion：Danggui Shaoyao Powder exerts a therapeutic effect on rats with NAFLD induced by HFD through the 
Sirt1/NF-κB pathway.
【Key words】Danggui Shaoyao Powder；nonalcoholic fatty liver disease；high fat；sirtuin 1/nuclear factor kappa-B

非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）是世界范围内发病率较高肝脏疾

病，并且正成为一个日益严重的公共卫生问题。

NAFLD 在人群中的发病率为 14%~24%[1]。NAFLD
的临床特征主要表现为肝细胞内脂肪过度沉积，而

这种临床病理特征并非酒精和其他明确肝损伤因

素所致，与遗传易感性和胰岛素抵抗密切相关，包
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括非酒精性脂肪性肝炎（nonalcoholic steatohepatitis，
NASH）、单纯性脂肪肝（simplistic fatty liver，SFL）及
不可逆肝硬化[2-3]。NAFLD是一种与胰岛素抵抗、血
脂异常、高血压及肥胖症等密切联系的代谢综合
征[4]。炎症反应和高脂饮食（high-fat diet，HFD）是
促进 NAFLD 发生发展的重要因素。然而，NAFLD
的潜在机制仍未被完全了解。

有报道称，核因子-κB（nuclear factor kappa-B，
NF-κB）介导的炎症因子在NAFLD的发生发展中起
重要作用。在NAFLD患者和HFD诱导的小鼠中观
察到NF-κB过表达[5]。NF-κB可以被沉默信息调节
因子 1（sirtuin 1，Sirt1）所调节，有报道显示 Sirt1 还
可以调节HFD小鼠的能量代谢[6-7]。

中医药在治疗慢性疾病中具有显著优势，特别
是对肝脏疾病有很好的疗效[8]。由于中医药现代化
发展的趋势，重要复方治疗慢性疾病越来越受到各
方面的关注。中医名方当归芍药散出自《金匮要
略》，为理血剂。报道称当归芍药散对 NAFLD有一
定的治疗作用，但具体作用机制尚不清楚。本文通
过重点讨论当归芍药散对 NAFLD 大鼠的治疗作
用，并深入探讨其对 Sirt1/NF-κB信号通路的影响。

1　材料与方法

1.1　试剂

人正常肝细胞 LO2 购自上海中乔新舟生物科技有限公
司，货号 ZQ0031。CCK-8、油酸（oleic acid，OA）购于大连美
仑生物技术有限公司，货号 MA0218-2、MB2405。白介素
-1β（interleukin-1β，IL-1β）（货号：E-EL-M0073c）、白介素
-6（interleukin-6，IL-6）（货号：E-ELN-M0044c）和肿瘤坏死
因子 - α（tumor necrosis factor- α，TNF- α）（货号：E-ELN-
M0049c）ELISA 试剂盒购自 Elabscience 公司。丙氨酸氨基
转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移
酶（aspartate aminotransferase，AST）、甘油三酯（triglyceride，
TG）、胆固醇（cholesterol，TC）检测试剂盒均购于南京建成生
物工程研究所。实验中使用到的抗体均购于美国 Cell Sig⁃
naling Technology公司。
1.2　实验动物与造模给药

8 周龄体质量 250~300 g 雄性 SD 大鼠购自中国南京江
宁青龙山动物养殖场，合格证：SCXK（苏）2016-0010。大鼠
被饲养在 SPF 级动物房，温度为（23±2） ℃，光照/黑暗周期
为 12 h。所有大鼠自由饮水饮食。所有实验操作按照宿州
学院动物中心指南进行。

SD 大鼠随机分为 5 组（n=15）：正常组、HFD 组、阿伐他
丁组、当归芍药散低剂量组、当归芍药散高剂量组。除正常
组外，其他组大鼠喂养高脂饲料 6周。正常组大鼠同时食用
标准饮食。大鼠给予高脂肪饲料（59.3% 脂肪饲料）6周，正
常组大鼠同时给予正常饲料。第 4周末，高脂组随机选取 3
只大鼠处死，取肝脏组织做 HE 染色，结果均示肝脏脂肪变
性，提示NAFLD模型已建立。从第 5周开始，阿伐他丁组大
鼠灌胃给予 25 mg/kg阿伐他丁 2周，当归芍药散低剂量组大
鼠灌胃给予 12.9 g/kg当归芍药散 2周，当归芍药散高剂量组

大鼠灌胃给予 25.8 g/kg 当归芍药散 2 周。最后一次给药结
束后，将实验组大鼠行麻醉法处理，并取腹主动脉血。血液样
品置于4 ℃ 4 000 r/min离心 10 min，取上清，冻于-80 ℃备用。
在冰上速取肝脏样品，用冰冷的盐水洗涤，一部分被固定在
10%的中性福尔马林中，剩余部分储存于-80 ℃。
1.3　当归芍药散含药血清对 NAFLD 体外模型实验保护

作用

1.3.1　当归芍药散含药血清制备　SPF级 SD大鼠，雄性，10 
只，体质量（200±10） g，按成人临床等效剂量直接折算成大
鼠用量，大鼠每日给药剂量为 12.9 g/kg，每天给药 2次，连续
给药 4 d，第 5 天给药后 1~2 h（给药前禁食不禁水 12 h）后，
用 0.6%戊巴比妥钠麻醉，1 mL/100 g，腹主动脉取血，室温静
置 2 h后，3 000 r /min 离心 10 min，无菌分离血清，56 ℃灭活 
30 min，-80 ℃保存，即当归芍药散含药血清（DGSYS-HY）。
使用时，以DMEM不完全液稀释为所需浓度。
1.3.2　LO2 细胞转染 Sirt1　取对数生长期的 LO2 进行转染
处理。转染前 1 天，更换为无血清无抗体 DMEM 培养基。
siRNA-Sirt1以及阴性对照均由吉玛基因股份有限公司设计
并合成siRNA-Sirt1序列：5'-GAGACUGCGAUGUCAUAAUTT
AUUAUGACAUCGCAGUCUCTT-3'；阴性对照序列：有义链：
5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'；反义链：5'-ACGUGAC
ACGUUCGGAGAATT-3'。按照LipofectamineTM 2000 Reagent
说明书进行细胞转染操作，LipofectamineTM 2000 Reagent 预
先置于室温环境 5 min，然后将 siRNA-Sirt1以及阴性对照与 
LipofectamineTM 2000 Reagent 混合均匀，室温下静置 20 min 
后，按照分组加入相应的细胞中，放入 5% CO2、37 ℃细胞培
养箱中，转染 6 h 后，更换为浓度为 10% 血清的 DMEM 培养
基，继续培养 48 h后提取总RNA，采用 qPCR检测转染效率，
转染后的细胞即为LO2-siRNA-Sirt1细胞。
1.3.3　分组给药　将LO2细胞分为正常对照组（Control组）、
OA 组（0.125 mmol/L）、OA+DGSYS-HY 组 ；同 时 将 LO2- 
siRNA-Sirt1细胞分为LO2-siRNA-Sirt1细胞对照组（Control-si
组），OA+Control-si 组，OA+Control-si+DGSYS-HY 组。OA
造模 24 h 后加入 DGSYS-HY 24 h，收集细胞上清与细胞后
续检测。
1.4　血清与细胞上清ALT和AST含量的测定

检测 ALT和 AST的活性以确定肝损伤的程度。在实验
方案结束时，采集血清与细胞上清样品进行检测。ALT 和
AST的活性按照制造商说明书进行测定。
1.5　血清与细胞上清中TC和TG含量的测定

根据标准方案，用市售标准试剂盒检测血清与细胞上清
中TC、TG的含量，实验方案按照试剂盒说明书进行。
1.6　血清与细胞上清中炎症因子含量的测定

按照说明书方法，使用ELISA试剂盒测定血清与细胞上
清中 IL-1β、IL-6和TNF-α的含量。
1.7　大鼠肝脏HE染色和免疫组化染色

安乐死处死动物后，取肝组织作组织学检查，将肝脏置
于 10%的福尔马林溶液中 48 h，接着用分级酒精使其脱水，
二甲苯使其透明，石蜡进行包埋，最后 HE 染色。将肝脏固
定在 4%多聚甲醛溶液的标本包埋在常规石蜡中，制备 5 μm
厚度的切片，根据免疫组织化学试剂盒的说明操作，Image 
Pro Plus 6.0对结果进行分析。
1.8　肝脏组织细胞中相关蛋白表达量的测定

将冷冻的肝脏组织剪成碎片，向组织碎片中加入裂解
液，用玻璃匀浆器在冰上匀浆，直至充分裂解，然后将其置
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于 4 ℃离心机中，12 000 r/min离心 10 min，取上清作为肝脏

组织总蛋白。用 BCA 法检测蛋白浓度，配置 SDS-PAGE
胶，每孔加入 50 μg 样品，分离蛋白质，80 V 跑电泳。将胶

中的蛋白于 4 ℃和 300 mA 恒定电流下转移到聚偏二氟乙

烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上。转膜结束后，将膜

置于封闭液中室温封闭 2 h，封闭后弃去封闭液，加入第一

抗体 4 ℃孵育过夜，室温下孵育第二抗体 2 h，TBST 清洗

膜，每次 10 min，清洗 3 次，ECL 试剂进行显影，Bio-Rad 系

统显影成像。

1.9　统计学处理

采用 SPSS 14.0进行统计分析。实验结果用均值±标准

差（x±s）表示，采用单因素方差分析的方法对组间数据进

行分析。检验水准α=0.05。
2　结 果

2.1　当归芍药散对大鼠血清ALT和AST含量的影响

与正常组比较，HFD 显著增加血清转氨酶的活性。与

模型组比较，当归芍药散显著降低血清ALT和AST活性，结

果见表1。

2.2　当归芍药散对高脂大鼠肝脏TC和TG水平的影响

HFD大鼠肝脏中TG和TC的水平明显高于正常组大鼠。

与模型组比较，当归芍药散能显降低HFD大鼠血清中TG与

TC含量。结果见表2。
2.3　当归芍药散对高脂大鼠血清炎症因子水平的影响

与正常组大鼠比较，HFD 组大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 含量显著增加。与 HFD 组比较，当归芍药散显著降

低血清中 IL-1β、IL-6和TNF-α含量。结果见表3。

2.4　当归芍药散对高脂大鼠肝组织病理变化的影响

在正常大鼠的肝组织中观察到稀有的生理损伤（图 1）。

HFD 刺激大鼠肝脏导致胞质内脂滴积聚和炎性细胞浸润。

与HFD组比较，当归芍药散显著改善病理学改变。

2.5　当归芍药散对高脂大鼠肝脏Sirt1蛋白表达水平的影响

与正常组大鼠比较，HFD 组大鼠肝脏 Sirt1 显著降低。

与 HFD 组比较，当归芍药散显著增加肝脏 Sirt1 蛋白水平

（图 2）。

2.6　当归芍药散对高脂大鼠肝组织 Sirt1/NF-κB 通路相关

蛋白表达的影响

为探讨当归芍药散治疗 NAFLD 的潜在机制，采用蛋白

质印迹法分析 Sirt1、p-NF-кBp65、p-IкBα 的蛋白表达。如

图 3与表 4所示，HFD刺激显著下调 Sirt1的表达，并上调 p-
NF-кBp65、p-IкBα 的表达。与模型组比较，当归芍药散能

显著增加Sirt1的表达，降低p-NF-кBp65、p-IкBα的表达。

表 1　当归芍药散对高脂大鼠血清 ALT 和 AST 活性的影响

（n=15；x±s；U/L）

组别

正常组

HFD组

阿伐他丁组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散高剂量组

ALT
32.71±4.29

128.64±8.44a

59.37±4.82b

67.56±4.31b

46.21±5.77b

AST
23.85±3.57

87.63±5.88a

57.68±6.85b

59.89±4.33b

43.62±4.54b

注：a，与正常组相比，P<0.01；b：与 HFD 组相比，P<0.01

表 2　当归芍药散对高脂大鼠肝脏脂质水平的影响

（n=15；x±s；U/L）

组别

正常组

HFD组

阿伐他丁组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散高剂量组

TC
2.46±0.74

5.83±1.18a

2.78±0.69b

2.94±0.45b

2.02±0.33b

TG
4.33±1.62

10.73±2.52a

4.62±1.08b

5.73±0.44b

2.32±0.54b

注：a，与正常组比较，P < 0.01；b：与 HFD 组比较，P < 0.01

表 3　当归芍药散对高脂大鼠血清炎性细胞因子的影响

（n=15；x±s；pg/mL）

组别

正常组

HFD组

阿伐他丁组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散高剂量组

IL-1β
24.54±4.32

87.71±5.56a

53.67±4.98b

58.62±4.44b

45.27±4.21b

IL-6
32.43±7.52

96.72±7.44a

52.87±4.95b

61.54±4.21b

49.62±4.48b

TNF-α
47.62±4.94

121.57±6.82a

78.58±6.49b

68.81±4.26b

52.72±4.11b

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与 HFD 组比较，P<0.01

图 1　当归芍药散对高脂大鼠肝组织病理变化的影响（200×）

图 2　当归芍药散对高脂大鼠肝脏 Sirt1 免疫组化的影响（200×）
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2.7　当归芍药散含药血清对于非酒精性脂肪肝体外模型实

验保护作用

2.7.1　DGSYS-HY 对 LO2细胞上清 AST 与 ALT 的影响　与

Control组比较，OA组细胞上清AST、ALT显著升高；与OA组

比较，OA+DGSYS-HY 组细胞上清 ALT、AST 显著下降。经

过Sirt1转染后，DGSYS-HY药效被抵消（图4）。

2.7.2　DGSYS-HY对 LO2细胞上清 TC、TG的影响　与Con⁃
trol组比较，OA组细胞上清TC、TG显著升高；与OA组比较，

OA+DGSYS-HY组细胞上清TC、TG显著下降。经过 Sirt1转

染后，DGSYS-HY药效被抵消（图5）。

2.7.3　DGSYS-HY 对 LO2 细胞上清炎症因子的影响　与

Control组比较，OA组细胞上清 IL-1β、IL-6和TNF-α显著升

高；与 OA 组比较，OA+DGSYS-HY 组细胞上清 IL-1β、IL-6
和 TNF-α 显著下降。经过 Sirt1 转染后，DGSYS-HY 药效被

抵消（图6）。

2.7.4　DGSYS-HY对LO2细胞 Sirt1/NF-κB通路相关蛋白表

达的影响　与 Control 组比较，OA 组细胞 Sirt1 显著降低、p-
NF-кBp65、p-IкBα 显著升高；与 OA 组比较，OA+DGSYS-
HY 组细胞 Sirt1 显著升高、p-NF-кBp65、p-IкBα 显著降低。

经过Sirt1转染后，DGSYS-HY药效被抵消（图7）。

注：a，与 Control 组比较，P<0.01；b：与 OA 组比较，P<0.01
图 4　DGSYS-HY 对 LO 细胞上清 AST 与 ALT 的影响

图 3　当归芍药散对高脂大鼠肝组织 Sirt1/NF-κB 通路蛋白表达的影响

表 4　当归芍药散对高脂大鼠肝组织 Sirt1/NF-κB 通路

蛋白灰度的影响（n=3；x±s）

组别

正常组

HFD组

阿伐他丁组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散高剂量组

Sirt1/
GAPDH

0.76±0.26

0.38±0.08a

0.54±0.14b

0.58±0.17b

0.47±0.13b

p-p65/
p65

0.36±0.09

0.84±0.13a

0.47±0.12b

0.51±0.11b

0.48±0.12b

p-IкBα/ 
IкBα

0.39±0.11

0.94±0.23a

0.54±0.18b

0.57±0.16b

0.48±0.15b

注：a，与正常组比较，P<0.01；b：与 HFD 组比较，P<0.01

注：a，与 Control 组比较，P<0.01；b：与 OA 组比较，P<0.01
图 5　DGSYS-HY 对 LO2 细胞上清 TC、TG 的影响
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3　讨 论

NAFLD是一种以肝细胞脂肪变性、肝纤维化及

不可逆肝硬化为临床表现的肝脏疾病[8-9]。肝脏脂

肪变性是由于脂质的输入（脂肪的摄取及生成）与

输出（脂质的氧化和输出）不平衡引起的。在肝细

胞中，如果游离脂肪酸水平升高，将会导致 β-氧化

降低，从而进一步加剧脂质累积[10-11]。因此，结合高

脂饮食对大鼠 NAFLD 的影响，本研究采用 HFD 法

诱导非酒精性脂肪肝大鼠模型。

过量的体脂不仅会干扰碳水化合物和脂质代

谢，还会导致代谢和免疫反应失衡，从而导致慢性

炎症状态[12-13]。像这样的代谢也会影响肝脏、脂肪

和骨骼肌等代谢器官的功能。HFD 会使体内脂肪

含量增加，从而增加血液中游离脂肪酸的含量。当

游离脂肪酸的累积量超过肝线粒体的氧化能力时，

就会生成大量甘油三酯，并将其分泌到血液中，从

而提高血液中甘油三酯、总胆固醇和极低密度脂蛋

白的水平[14-15]。游离脂肪酸作为一种刺激因素，也

能增加反映肝脏损伤状态的谷草转氨酶和谷丙转

氨酶[16]。本研究表明，HFD大鼠肝脏中甘油三酯和

总胆固醇水平明显高于对照组，而当归芍药散明显

降低甘油三酯和总胆固醇的含量。此外，HFD刺激

导致谷草转氨酶和谷丙转氨酶活性显著升高。不

出所料，当归芍药散能有效抑制血清谷草转氨酶和

谷丙转氨酶活性。

           注：a，与 Control 组比较，P<0.01；b：与 OA 组比较，P<0.01
图 6　DGSYS-HY 对 LO2 细胞上清炎症因子的影响

注：a，与 Control 组比较，P<0.01；b：与 OA 组比较，P<0.01
图 7　DGSYS-HY 对 LO2 细胞 Sirt1/NF-κB 通路相关蛋白表达的影响

—— 660



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 6 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.6 ）

Sirt1隶属于 sirtuin 家族，因其对多种疾病的显

著作用而持续受到密切关注[17]。最新研究发现Sirt1
在NAFLD中发挥重要作用。过表达 Sirt1可抑制高

脂饮食引起的肝脏脂质沉积变性及炎症反应[18]。此

外，Sirt1还能明显抑制NF-κB的激活[19]。近来有研

究表明 NF-κB 在脂肪性肝炎中是一种重要的介

质[20]。既往研究提出高脂饮食可激活肝脏中的NF-
κB，并可引起肝脏胰岛素抵抗[21]。另外有文献报

道，在HFD诱导NAFLD的早期，游离脂肪酸就能激

活肝细胞中的NF-κB[22]，这说明肝脏炎症是NAFLD
发病的重要因素。本研究发现高脂饮食可明显抑

制 Sirt1 表达，但会上调 p-IкBα、p-NF-кBp65表达；

而当归芍药散能增加 Sirt1表达，降低 p-NF-кBp65、
p-IкBα表达。

为了验证当归芍药散对 Sirt1的作用，本研究通

过制备当归芍药散含药血清，同时对 LO2进行体外

油酸造模，并对其进行 Sirt1 转染。结果发现，当归

芍药散含药血清能显著降低 AST、ALT、TG、TC、IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 水平，同时增加 Sirt1 表达，抑制

p-NF-кBp65、p-IкBα 表达；转染后 Sirt1 后，当归芍

药散药效被抵消，说明当归芍药散可能通过 Sirt1发

挥药理活性。

本研究表明，当归芍药散治疗 HFD 大鼠的

NAFLD效果明确，表现为脂质含量降低以及组织病

理学变化与炎症反应改善。此外，当归芍药散治疗

HFD 可能是调控 Sirt1 介导炎症蛋白信号。为了探

索背后的作用机制，需要进一步深入研究。
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