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基于 PI3K/AKT/Foxo1 信号通路探讨
大黄素防治非酒精性脂肪肝的作用机制∗

吴海滨 1，林基伟 1，宋晓容 1，程波敏 1，刘卓超 1，朱艳萍 1，谭梅傲 1，2△

1 深圳市中医院治未病中心，广东 深圳 518033； 2 重庆市中医院，重庆 404121

［摘 要］ 目的：探讨大黄素改善油酸+棕榈酸诱导非酒精性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver di-

sease，NAFLD）脂质堆积模型的机制。方法：利用网络药理学预测大黄素干预NAFLD的信号通路；在体外利用

油酸+棕榈酸模拟NAFLD的体外模型，15、30 μM大黄素干预NAFLD体外模型48 h，检测细胞内甘油三酯（tri-

glycerides，TG）含量，油红染色评价细胞脂质堆积情况，蛋白质免疫印迹（western blot，WB）检测总磷脂酰

肌醇3-激酶（Phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）、蛋白激酶Bβ（RAC-beta serine/threonine-protein 

kinase，AKT2）、磷酸化叉头框蛋白1（Phospho-forkhead box，pFoxo1）/叉头框蛋白1（forkhead box，Foxo1）

及核 pFoxo1/Foxo1，实时荧光定量 PCR 检测 PI3K、AKT2、Foxo1、微粒体甘油三酯转运蛋白、载脂蛋白CⅢ

（Apolipoprotein，apoC-Ⅲ）的表达。结果：网络药理学预测大黄素共得到34个靶点，这些靶点显著富集在胰

岛素抵抗、PI3K/AKT/Foxo1信号通路中。15、30 μM大黄素干预的细胞内TG含量减少；大黄素能改善油酸+棕

榈酸诱导BRL细胞的脂质堆积；30 μM大黄素可显著上调模型组总PI3K、AKT，下调pFoxo1/Foxo1；30 μM大黄

素组可下调模型组MTTP、apoC-Ⅲ的表达。结论：大黄素可能通过调节PI3K/AKT/Foxo1降低脂质的堆积。
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AbstractAbstract Objective: To investigate the mechanism of emodin in improving lipid accumulation model with 

NAFLD induced by oleic acid+palmic acid. Methods: Network pharmacology was utilized to predict emodin in 

the intervention of the signaling pathway of NAFLD; the in-vitro models of NAFLD were simulated using oleic 

acid+palmic acid, and intervened with 15 and 30 μM of emodin for 48 hours, to detect the contents of TG, oil red 

O (ORO) staining was used to assess cell lipid accumulation, WB was applied to measure PI3K, AKT2, pFoxo1/

Foxo1 and nuclear pFoxo1/Foxo1, real-time quantitative PCR was utilized to detect the expressions of PI3K, 

AKT2, Foxo1, microsomal triglyceride transfer protein and apoC-Ⅲ. Results: In total, 34 targets were predicted 

for emodin by network pharmacology, and these targets were significantly enriched in the signaling pathways such 

as insulin resistance and PI3K/AKT/Foxol. The contents of TG were lowered in the cells after intervened with 15 

and 30 μM of emodin; emodin could improve lipid accumulation in BRL cells induced by oleic acid+palmic acid; 

30 μM of emodin could noticeably upregulate the levels of PI3K and AKT of the model group, and downregulate 

pFoxo1/Foxo1; 30 μM of emodin could lower the expressions of MTTP and apoC- Ⅲ of the model group. 

Conclusion: Emodin could reduce lipid accumulation possibly through adjusting PI3K/AKT/Foxol. 

KeywordsKeywords  fatty liver disease, nonalcoholic; emodin; triglyceride; phosphatidylinositol 3-kinase; 

RAC-beta serine/threonine-protein kinase; forkhead box; triglyceride transport protein; apolipoprotein

非酒精性脂肪肝（non-alcoholic fatty liver，

NAFLD）是常见的慢性代谢性疾病，在世界范围内

其流行率约为25%［1-3］。NAFLD是一个进展性的疾

病，单纯性脂肪变性会导致非酒精性肝炎、肝纤维

化。在亚太地区，NAFLD是导致肝硬化、肝癌相关

死亡的主要原因之一，因此积极地调节脂质代谢

紊乱是必要的。

中医药对治疗慢性疾病具有优势，在治疗
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NAFLD方面也积累了丰富的经验［4］。已有实验证

明，中药提取物，如：熊果酸、黄芪甲苷、小檗碱［5］

等具有降脂的作用。大黄是传统中药，具有泻下

攻积、清热泻火、凉血解毒、逐瘀通经、利湿退黄、

降尿酸及抗炎等功效［6］。0.86 g/kg大黄能降低

高脂饲料喂养大鼠的胆固醇（total cholesterol，

TC）、甘油三酯（triglyceride，TG）［7］。代谢组学

实验证明，10 g大黄的乙醇提取物能下调高脂饲

料大鼠的硬脂酸酰胺、油酸酰胺，上调3-O-甲基

多巴、甲基十三烷酸等多个代谢物，这些代谢物均

与脂肪酸、氨基酸代谢等密切相关［8］。大黄素

（emodin）是大黄的主要成分之一，具有抗炎、抗氧

化的作用［9］。除此之外，大黄素还被认为有降血

脂的作用，但是其具体机制仍有待于进一步研究。

本研究首先依据网络药理学对大黄素的药理机制

进行了预测，再进一步从体外实验进行验证，以期

为大黄素在临床上的应用提供理论依据。

1 材料与方法 

1.1　材料　

1.1.1　实验细胞　大鼠肝细胞（the buffalo 

rat liver，BRL）购自中科院细胞所。

1.1.2　试剂及仪器　大黄素（阿拉丁生化科技股

份有限公司，货号：E106693-100mg）、四甲基偶氮

唑盐比色（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）

试剂盒、TG检测试剂盒、总蛋白提取试剂盒、油红

染色试剂盒（索莱宝，货号分别为：M1020-500T、

BC0625-100T/96S、BC3710-100T、G1262-4）、核蛋

白和胞浆蛋白提取试剂盒（江苏凯基生物技术股

份有限公司，货号：KGP150）；蛋白激酶 B（RAC-

beta serine/threonine-protein kinase，AKT2）、

叉头框蛋白1（forkhead box，Foxo1）抗体（武汉

三鹰生物技术有限公司，货号分别为：10176-2-

AP，18592-1-AP），总磷脂酰肌醇 3-激酶（Phos‐

phatidylinositol 3-kinase，PI3K）（北京博奥生

物有限公司，批号：bs5570R）、磷酸化叉头框蛋白

1（phospho-forkhead box，pFoxo1）抗体（爱博泰

克生物科技有限公司，批号：RK06005）；棕榈酸钠、

油酸钠［西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，货

号分别为：O7501，P9767］。RNA提取、逆转录、扩

增试剂盒［宝日医生物技术（北京）有限公司，货号

分别为：NO9767，NORR036A，NO.RR420A］。IX73型

倒置荧光显微镜（奥林巴斯）；51119800型酶标仪

（赛默飞世尔Scientific Multiskan Sky）；HCP-

258型细胞培养箱（海尔有限公司）。

1.2　方法　

1.2.1　网络药理学预测大黄素的药理作用　在

中药系统药理学数据库与分析平台（traditional 

Chinese medicine systems pharmacology da‐

tabase and analysis platform，TCMSP）（https：//

tcmspw.com/tcmsp.php）在线网站检索大黄素的

靶点，进一步在 DAVID 数据库（https：//david.

ncifcrf.gov/）进行京都基因与基因组百科全书

（kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）富集分析。

1.2.2　棕榈酸、油酸的配制　配制40%血清白蛋

白（bovine albumin，BSA），用3 mL PBS溶解BSA，

称取10.02 mg棕榈酸钠，分别加入3 mL PBS，加

热溶解棕榈酸钠。将溶解好的棕榈酸钠加入

40%BSA中，超声之后，微孔膜过滤保存。油酸则

用20%BSA配制，方法同前。

1.2.3　MTT实验　将细胞铺在96孔板中，待细胞

贴壁后，每孔加入不同浓度的大黄素干预24、48 h

后，弃培养基，每孔加入100 μL MTT溶解，放置培

养箱4 h左右，弃培养基，每孔加入150 μL DMSO
溶液。振摇10 min后。490 nm读取吸光值。

1.2.4　大黄素的干预实验　使用30、15 μM大黄

素干预BRL细胞24 h后，弃去培养基，重新加入

30、15 μM大黄素，用400 μM油酸+200 μM棕榈酸

干预BRL细胞24 h。

1.2.5　蛋白质印迹（western blot，WB）　各组总

蛋白及磷酸化蛋白经提取和配平后，按照预定顺

序每孔上样30 μg，电泳：80 V恒压，30 min后，

120 V，1 h，电泳完后转膜200 mA，1～1.5 h，5%的

BSA封闭1～2 h，洗膜后4 ℃过夜孵育一抗，洗膜3

次。常温孵育二抗1～2 h，弃掉液体，洗膜后显影。

1.2.6　实时荧光定量PCR　用Trizol试剂进行

研磨，氯仿法提取总 RNA；下一步将 RNA 反转录

试剂合成互补脱氧核糖核酸（complementary 

deoxyribonucleic acid，cDNA）Ⅲ后，上机进行扩

增，引物序列见表1。

1.3　统计学方法　采用SPSS 17.0统计软件，计

量资料满足正态分布，以 x̄ ± s表示，同时满足正态

性和方差齐性的两组独立计量资料可用两独立样

表1　引物序列

基因

名称

GAPDH

PI3K

Akt2

Foxo1

ApocⅢ

Mttp

正向引物 

（5'→3'）

GTTGTGGCTCTGACATGCT

GTGGTAGATGGCGAAGTCA

CCTTCCAGACCCATGACC

TGGGGCAACCTGTCGTA

TGCTGCTGGGCTCTATG

GTCTGGCATTCTGAGGAGA

反向引物 

（5'→3'）

CCCAGGATGCCCTTTAGT

CAGGGAGGTGTGTTGGTAA

CCGATCCTCCGTGAAGAC

GGGCACACTCTTCACCATC

AGGGATTTGAAGCGATTGT

TCTGGAGTGGCTGCAAT
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本t检验，否则采用非参数检验，P＜0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果 

2.1　网络药理学预测结果　经TCMSP数据库检

索共发现34个大黄素靶点，见图1。将这34个靶

点进行KEGG富集分析，共发现66条有统计学意义

的KEGG信号通路，其中包括多条与脂质代谢相关

的通路，如：胰岛素抵抗、脂肪因子信号通路、非酒

精性脂肪肝等，其中，磷脂酰肌醇3-激酶（phos‐

phatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶

（protein kinase B，AKT）/叉头框蛋白1（fork‐

head box，Foxo1）信号通路也有统计学差异。见

表2。

2.2　不同浓度大黄素干预BRL肝细胞的MTT实

验　采用MTT实验检测大黄素对BRL细胞的毒性

作用，在不同浓度大黄素干预下的BRL细胞在24 h

内，可发现100 μM大黄素对细胞有明显毒性作

用，48 h的 MTT实验则提示100、50 μM大黄素对

细胞有明显毒性作用。见图2。

2.3　大黄素干预BRL细胞TG的含量测定及油红

染色　根据MTT实验，进一步筛选15、30 μM大黄

素干预BRL细胞48 h，15、30 μM大黄素干预细胞

后，均可以降低细胞TG含量，30 μM大黄素组TG下

降更为明显，但15、30 μM两组之间差异无统计学

意义（P＞0.05），油红染色可见模型组细胞中大量

脂质堆积，大黄素干预组脂质堆积减少。见图3。

2.4　大黄素干预BRL细胞PI3K/AKT/Foxo1蛋白

的表达　WB实验结果提示：与对照组相比，模型

组之间总PI3K、AKT、pFoxo1/Foxo1降低（P＞0.05）。

与模型组相比，30 μM大黄素PI3K、AKT、pFoxo1/

Foxo1升高。由于Foxo1为转录因子，进一步提取

细胞的胞浆蛋白，WB提示：与对照组相比，模型组

胞、核pFoxo1/Foxo1均升高，15、30 μM大黄素均

可以下调pFoxo1/Foxo1。见图4。

2.5　大黄素干预BRL细胞PI3K/AKT/Foxo1信号

通路相关mRNA的表达　QPCR的结果提示，与对照

组相比，模型组 AKT2 降低、MTTP、载脂蛋白Ⅲ

（apolipoprotein，apoC-Ⅲ）升高，PI3K 及 Foxo1

则变化不明显。30 μM大黄素组可以显著下调模

型组的MTTP、apoC-Ⅲ的表达。而15 μM大黄素则

注：其中红色节点代表大黄素成分，蓝色节点代表靶点

图1　大黄素成分-靶点图

表2　大黄素靶点的KEGG富集分析

富集信号通路

乙型肝炎病毒

TNF信号通路

胰岛素抵抗

MAPK信号通路

PI3K-AKT信号通路

Foxo1信号通路

脂肪细胞因子信号通路

非酒精性脂肪性肝病

NF-κB信号通路

AMPK信号通路

数目（条）

8

7

6

8

9

5

4

5

4

4

P

3.46E-06

8.03E-06

1.25E-04

1.28E-04

1.34E-04

0.003243

0.004052

0.004973

0.007438

0.01897

  
 O
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0.4

0.3

0.2

0.1
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μM
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 μM
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.5
 μM
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 μM

48 h MTT

注：与DMEM组相比，*表示P＜0.05；PBS为磷酸盐缓冲

溶液，DMEM为杜氏改良Eagle培养基，DMSO为二甲基亚砜

图2　不同浓度大黄素干预BRL肝细胞的MTT实验
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改善不明显。见图5。  
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图4　大黄素干预BRL细胞PI3K/AKT/Foxo1蛋白的表达
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注：标尺示50 μm；*表示与对照组相比，P＜0.05；△表示与模型组相比，P＜0.05

图3　大黄素干预BRL细胞油红染色（A）及TG的含量测定（B）
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3 讨论 

本实验通过网络药理学和实验验证发现，大

黄素能通过调节PI3K/AKT/Foxo1降低肝细胞脂

质堆积。首先，在网络药理学的研究中，共发现33

个靶点，在这些靶点中，过氧化物酶体增殖物激活

受 体 γ（peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma，PPARG）能调控脂肪酸的 β-氧化

途径。同时也是脂肪细胞分化和葡萄糖稳态的关

键调节剂［10-11］。这提示大黄素可能具有调节脂质

代谢紊乱的机制。其中前列腺素 H1、前列腺素 

H2、白细胞介素1β、肿瘤坏死因子α均为炎症相关

靶点，提示大黄素具有抗炎的作用［12-13］。进一步

对这些靶点进行富集分析发现多条与脂质代谢相

关的通路，其中胰岛素抵抗是NAFLD发生的重要

因素［14］，胰岛素抵抗能加强脂肪细胞的脂解作用，

增加血清中游离脂肪酸，诱导肝脏TG的沉积，加

速脂肪肝的进程。

同时PI3K/AKT/Foxo1信号通路也显著富集，

Foxo1属于FOXO家族，微粒体甘油三酯转运蛋白

（microsomal-triglyceride transfer protein，

MTP）、载脂蛋白Ⅲ（apolipoprotein，apoC-Ⅲ）是

其作用的靶点。Foxo1已经被大量的实验证明能

调节脂质代谢，在体外实验研究中发现，向人肝癌

细胞（Human hepatocellular carcinoma cells，

HepG2）中过表达Foxo1，肝细胞中MTP蛋白质的含

量增加了3倍，MTTP mRNA的含量增加了2倍；在体

内实验中，在Foxo1过表达的小鼠血清中也发现

TG、载脂蛋白B100、肝MTP的增加。进一步研究发

现，Foxo1转基因小鼠肝脏组织中脂肪酸合成相

关酶表达增高，如：固醇调节成分结合蛋白1c）、

脂肪酸合成酶。Foxo1能促进apoC-Ⅲ的表达，利

用腺病毒转染Foxo1至原代肝细胞，可以检测到

apoC-Ⅲ的增加［15］。此外，Foxo1还能促进脂肪酸

的摄取［16］。而 Foxo1的活性受到 PI3K/AKT的调

控，当AKT磷酸化Foxo1后，Foxo1从细胞核易位

到细胞质中，其转录活性和Foxo1表达量均下降。

在禁食或饥饿状态时，Foxo1则较少被磷酸化，从

细胞质易位到细胞核中，因此PI3K/AKT/Foxo1信

号通路在调节脂质代谢中有重要作用。

本研究选择大黄素干预PI3K/AKT/Foxo1信

号通路进行研究，结果表明15、30 μM大黄素干预

均可改善肝细胞脂质堆积，这与其他多个实验结

果是一致的。在体内实验中，大黄素灌胃能降低

NAFLD大鼠的谷草转氨酶、TC、TG、低密度脂蛋白，

升高大鼠肝组织脂联素、脂联素受体2的蛋白水

平［17］。此外，大黄素还能通过AMPK信号通路调节

人固醇调节元件蛋白1C（Human sterol regula-

tory element protein 1C ，SREBP-1C）的表达。

而SREBP1c具有调节细胞内胆固醇转运及脂质代

谢的作用［18］。WB提示大黄素可以显著上调模型

组总PI3K、AKT，进一步证明大黄素能通过PI3K/

AKT/Foxo1信号通路调节脂质代谢。QPCR实验证
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图5　大黄素干预BRL细胞PI3K/AKT/Foxo1/MTTP/apoC-ⅢmRNA的表达



基 础 研 究2025年第38卷第7期 ·23·

明大黄素能降低Foxo1的靶点MTTP、apoC-Ⅲ的表

达。但未发现大黄素对Foxo1及P13K具有调节作

用，可能的原因是mRNA在提取的过程中更容易受

到环境的污染而出现降解，也有可能是提取样本

的个体差异造成的［19］。

综上所述，本实验发现大黄素能够降低油酸+

棕榈酸诱导的BRL细胞脂质堆积，其可能的机制

是大黄素能够通过调节PI3K/AKT/Foxo1降低脂

质堆积。此外，经网络药理学研究发现大黄素的

靶点富集在胰岛素抵抗信号通路中，大黄素是否

能通过改善胰岛素抵抗改善NAFLD仍需要进一步

研究。
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