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美他多辛通过MAPK增强线粒体功能降低酒精性肝病脂质蓄积

王咏枝, 李 芸, 郭伊菲, 周园奇, 李洪林, 张 健*

(华东理工大学药学院, 上海市新药设计重点实验室, 上海 200237)

摘要: 为探究美他多辛在酒精性肝病中抑制肝脏细胞脂肪变性的作用机制, 本研究采用美他多辛灌胃治疗高脂

高乙醇饮食诱导的酒精性肝病小鼠, 通过肝脏组织的转录组测序 (RNA sequencing, RNA-Seq) 分析药物作用的通

路; 利用乙醇损伤诱导的HepG2细胞线粒体损伤模型探究美他多辛对线粒体功能的影响, 从而探究美他多辛改善

脂代谢的作用机制。本研究动物实验遵循合肥工业大学科学研究伦理委员会的规定并通过动物实验伦理审查 (批

号: HUFT20210615002)。实验结果表明, 酒精性肝病饮食喂养的小鼠出现了肝脏脂质蓄积。体内实验发现, 美他多

辛给药后的小鼠血脂水平与模型组相比下降 (P < 0.05), 肝功能损伤减少 (P < 0.05), 肝细胞炎性浸润和脂肪变性显

著性减少 (P < 0.01)。体外实验发现, 美他多辛显著逆转了乙醇处理引起的肝细胞线粒体呼吸功能损伤, 并增加了

线粒体膜电位。通过肝脏组织的RNA-Seq分析发现丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) 

通路明显富集。通过对肝组织的MAPK磷酸化水平的测定, 发现美他多辛处理可显著降低 p38 MAPK的磷酸化水

平 (P < 0.01)。而 p38-MAPK抑制剂和美他多辛共处理后, 美他多辛的作用抵消。而 p38-MAPK激活剂和美他多辛

共处理的情况下, 可逆转美他多辛对 p38-MAPK磷酸化的抑制作用。美他多辛促进 p38 MAPK磷酸化并增强线粒

体呼吸功能, 减少肝细胞的脂质积累, 减少肝脏炎症, 从而改善酒精性肝病。
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Metadoxine enhances mitochondrial function and relieves lipid 

accumulation in alcoholic liver disease by phosphorylation of MAPK

WANG Yong-zhi, LI Yun, GUO Yi-fei, ZHOU Yuan-qi, LI Hong-lin, ZHANG Jian*

(Shanghai Key Laboratory of New Drug Design, School of Pharmacy, East China University of Science and Technology, 

Shanghai 200237, China)

Abstract: The aim of this study is to elucidate the mechanism of metadoxine through which it attenuates 

alcoholic liver disease-associated hepatic steatosis. In this study, the effect of metadoxine on alcoholic liver disease 

was evaluated in mouse model of alcoholic liver disease induced by high alcohol and high fat diets. In addition, 

RNA sequencing (RNA-Seq) of the liver tissues was applied to determine the dominant signaling pathways in 

response to metadoxine treatment. The mechanism of metadoxine on metabolic was investigated by mitochondrial 

function in HepG2 cells. The animal experiments in this study were conducted in accordance with the guidelines of 

the Ethics Committee for Scientific Research of Hefei University of Technology and were approved by the Animal 

Experiment Ethics Committee (approval No.: HUFT20210615002). When mice were fed a diet designed to induce 

alcoholic liver disease, hepatic lipid accumulation resulted. In this study, the level of serum biomarkers of liver 

injury, such as alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), was substantially decreased 

in mice treated with metadoxine compared to the model group (P < 0.05). Meanwhile, the inflammatory infiltration 
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and steatosis in liver were alleviated by the administration of metadoxine compared to the model group (P < 0.01). 

In vitro, metadoxine significantly reversed ethanol overload-induced impairment of mitochondrial respiratory 

function and increased mitochondrial membrane potential in hepatocytes. Transcriptomic sequencing (RNA-Seq) 

analysis of liver tissue identified significant enrichment of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling 

pathway. Measurement of MAPK phosphorylation levels in liver tissue showed that metadoxine treatment 

significantly reduced MAPK phosphorylation (P < 0.01). Furthermore, the protective effects of metadoxine were 

abolished upon co-treatment with a p38-MAPK inhibitor. Conversely, co-treatment with a p38-MAPK activator 

reversed the inhibitory effect of metadoxine on p38-MAPK phosphorylation. This study investigated the 

mechanism of metadoxine in alcoholic liver disease and found that metadoxine enhanced mitochondrial function 

by the phosphorylation of MAPK and reduced the lipid accumulation and inflammation in alcoholic liver disease.

Key words: metadoxine; mitochondrial damage; lipid accumulation; Lieber-DeCarli liquid diet; alcoholic 

steatosis

酒精性肝病 (alcoholic liver disease, ALD) 是全球

范围内导致肝硬化和肝相关死亡的主要原因之一[1]。

因持续酒精摄入导致肝癌的发生甚至死亡的比例已增

加至饮酒者 30%～40%。酒精性肝病病因复杂, 基因

遗传、酒精摄入和排出失衡、炎症和氧化应激以及衰老

等均是引起酒精性肝病迅速进展的重要原因, 其病理

进程复杂, 通常始于单纯性肝脂肪变性, 并可进一步发

展为酒精性脂肪性肝炎、肝纤维化, 最终导致肝硬化甚

至肝细胞癌[2,3]。酒精持续摄入引起的内质网应激和

线粒体功能紊乱是导致肝细胞损伤的直接原因, 最终

导致肝硬化[4]。线粒体是脂质代谢的重要场所, 线粒

体在ATP生成、代谢物分解、细胞命运等方面起着关键

作用, 线粒体功能的改变被认为是酒精性肝病进展过

程中的关键事件[5]。因此, 线粒体功能异常和脂肪变

性是酒精性肝病进展的重要病理基础。

酒精性肝病发病机制复杂, 而目前酒精性肝病的

治疗手段有限[6]。临床研究发现, 高脂 Lieber-DeCarli

液体饲料维持酒精摄入的模型中, 高脂饮食与酒精滥

用之间的协同效应显著加剧了肝脏的脂质堆积与氧化

应激, 从而共同促进肝损伤的严重程度与进展。美他

多辛作为一种自 2017年上市的护肝药, 广泛应用于酒

精性肝病患者及酒精中毒患者的症状缓解。美他多辛

是一种抗氧化剂, 能够增强乙醛脱氢酶活性, 降低血清

中乙醇浓度[7]。此外, 美他多辛通过减少肝星状细胞

活化减缓肝脏纤维化进程[8]。而与此同时, 在酒精性

肝病的发病机制中, 线粒体损伤是导致肝脏脂肪变性

的重要原因, 关于美他多辛如何通过影响线粒体功能

改善肝脂肪变性的作用机制仍不清晰[9]。美他多辛在

酒精性肝病中抑制肝脏细胞脂肪变性的作用机制仍待

进一步研究。

小鼠在高酒精饮食造模的状态下, 其肝脏损伤持

续增加, 并伴有炎症的发生[10], 与高酒精饮食人群的肝

脏特征相吻合 , 故常用于模拟人类酒精性肝病的模

型[11]。本研究在确认美他多辛的药效基础之上, 进一

步采用转录组测序 (RNA sequencing, RNA-Seq) 技术

深入探索其作用机制。通过对转录组数据的分析, 本

研究焦点集中于美他多辛对肝脏脂质代谢, 尤其是线

粒体相关基因表达的调控。此外, 本研究通过细胞实

验直接评估了美他多辛对线粒体功能的关键指标, 旨

在阐明其通过改善线粒体功能以减轻肝脏脂质堆积的

分子机制, 为揭示酒精性肝病的致病机制及开发新型

治疗药物提供了新的实验依据和思路。

材料与方法

实验动物 7～8周龄的 C57BL/6J雄性小鼠购自

江苏集萃药康生物科技有限公司 , 合格证编号

NO.202121348。小鼠体重 24 ± 2 g。小鼠在恒温无病

原体、12 h/12 h光暗循环的无特定病原体动物的实验

动物房中进行饲养, 小鼠可自由获取食物和饮用水。

小鼠实验经合肥工业大学伦理委员会审批 (编号为: 

HFUT 20210615002), 并按照该实验动物相关规范饲

养小鼠。

动物分组与模型建立 小鼠在恒温无病原体、

12 h/12 h光暗循环的鼠房中适应性饲养 1周后, 进行

5天的适应性喂养训练, 并根据喂养后的体重结果随

机分成 3组, 分别为对照组、模型组、给药组; 其中模型

组和给药组每天喂养含 5% 酒精的高脂液体饲料, 型

号为 Lieber (美国戴茨公司), 每天对小鼠进行体重监

测 , 并灌胃美他多辛 (metadoxine, 300 mg·kg-1·d-1), 或

灌胃等体积无菌水; 其中美他多辛购自于北京索莱宝

生物科技有限公司, 货号为YZ-100784。在第 11天时, 

一次性大剂量给小鼠灌胃高纯度乙醇 (5 g·kg-1), 该方

法参照酒精性肝病的造模方式, 在较短的时间内模拟

酒精性肝病的病理特征[12]。9 h后, 小鼠眼球取血, 处
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死, 并取出小鼠肝脏。血液取出后静置 15 min, 随后立

即在4 ℃、3 000 ×g条件下离心15 min, 取上层血清, 分

装后放于−80 ℃冰箱储存; 肝脏纵切 , 肝大叶固定于

4%中性甲醛溶液, 用于组织学病理检查, 另一半液氮

速冻, 用于分子生物学实验。

细胞模型的建立 人肝癌细胞系 HepG2 细胞系

购自于中乔新舟生物科技有限公司。通过乙醇干预建

立酒精性脂肪肝的体外模型。具体步骤如下 : 将

HepG2细胞接种于 6孔板中, 每孔接种密度为 5×105个

细胞, 使用含 10%胎牛血清的MEM培养基进行培养。

接种12 h后, 在显微镜下观察细胞状态, 确认细胞形态

完整、贴壁良好且生长状态适宜后 , 加入终浓度为

100 mmol·L-1 乙醇 (ethanol, EtOH) 溶液 , 继续处理

48 h, 以模拟酒精性肝细胞损伤的病理环境。该模型

可用于后续酒精性脂肪肝相关机制及干预策略的

研究。

血清指标检测 血脂水平和肝功能指标由生化分

析仪 (日立 3100, 日本株式会社日立制作所) 检测进

行 , 测定了小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶 (alanine 

aminotransferase, ALT)、天 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 

(aspartate transaminase, AST)、碱性磷酸酶 (alkaline 

phosphatase, ALP)、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 cholesterol, LDL-C) 和高密度脂蛋

白胆固醇 (high density lipoprotein cholesterol, HDL-C) 

含量等指标。此处血清指标检测试剂均购自于美康生

物科技有限公司

线粒体呼吸功能检测实验 采用 Agilent公司的

Seahorse 分析仪对细胞的氧气消耗速率 (oxygen 

consumption rate, OCR) 进行测定。使用Seahorse仪器

专用细胞培养板, 每孔接种 1×104个HepG2细胞, 给药

处理的同时给予乙醇 (100 mmol·L-1) 造模模拟细胞受

酒精损伤的线粒体损伤模型。在加药处理细胞前预热

Seahorse仪器, 上机前一天, 探针板在 37 ℃无CO2培养

箱水化过夜。上机当天, 取出细胞培养板, 吸去培养

基, 加入 200 μL预热的检测液, 置于 37 ℃无CO2培养

箱 1 h。期间在水化的探针板中根据说明书加入已经

配制好的 oligomycin、线粒体解偶连剂: 碳酰氰-4-三氟

甲 氧 基 苯 腙 [carbonyl cyanide 4- (trifluoromethoxy) 

phenylhydrazone, FCCP]、鱼藤酮和抗霉 A (rotenone/

antimycin A, ROT/AA), 使药物最终浓度分别为 1、1.5

和 0.5 μmol·L-1, 最后上机进行检测。美他多辛剂量为

10 μmol·L-1, p38 MAPK抑制剂 skepinone-L (HY-15300, 

上海皓元生物医药科技有限公司) 剂量为5 μmol·L-1。

苏木精−伊红 (hematoxylin-eosin, HE) 染色 小

鼠肝脏组织经过多聚甲醛固定 48 h; 修片处理后, 不同

浓度梯度乙醇溶液进行脱水; 脱水完成后, 组织切块浸

蜡、包埋成为组织蜡块; 使用切片机切片, 形成厚度约

为 5 μm 的石蜡切片; 石蜡切片脱蜡: 分别将切片浸入

二甲苯 10 min, 新的二甲苯 10 min, 然后浸入 100%乙

醇 10 min, 再梯度浸入 95% 乙醇 5 min, 85% 乙醇

5 min, 70%乙醇 5 min进行水化。通过伊红−苏木素染

色和盐酸乙醇分化操作, 最后在梯度乙醇和二甲苯中

脱水至透明, 并在通风橱中进行中性树胶封片, 晾干。

倒置光学显微镜下观察、拍片, 并对HE染色后的病理

组织进行分析, 根据细胞气泡样变化和脂肪样变参照

NAS评分中的标准进行[13]。

酶联免疫吸附测定 (enzyme-linked immunosor‐

bent assay, ELISA) 本实验中的 ELISA 实验操作严

格遵守制造商说明书中的实验方案。将获取的造模后

小鼠血清样本加入包被有肿瘤坏死因子 α (tumor 

necrosis factor α, TNF-α) 和白细胞介素 6 (interleukin-6, 

IL-6) 的孔板中, 根据实验说明书中的操作步骤, 待检

测样本中的抗原与ELISA板上的抗体结合后, 洗去未

结合的抗原, 再依次加入生物素化抗体工作液和酶结

合物工作液继续孵育, 形成免疫复合物。随后加入显

色底物TMB, 使其在辣根过氧化物酶的催化下呈现蓝

色, 接着加入终止液, 并立即在 450 nm处测量各组的

吸光度值, 并计算各样品对应的浓度。

RNA-Seq 小鼠肝脏组织经液氮速冻后存放

于−80 ℃冰箱中, RNA-Seq由联川生物科技有限公司

完成, 使用二代高通量真核有参转录组分析。通过数

据分析过滤原始数据中的不合规序列, 对有效数据分

析样本中的基因表达水平。对基因的表达量进行分析

统计, 用于评估各监测样本中的组内及组间基因表达

的差异性。使用 FPKM 值作为基因表达量的衡量指

标, 统计不同样本中基因表达的差异。以差异倍数 > 

1.5为变化阈值、q值 < 0.05为差异基因的筛选标准, 对

差异基因进行富集分析。实验数据经由联川生物科技

有限公司分析, 并提供分析报告。

实时荧光定量聚合酶链式反应 (quantitative real-

time PCR, qPCR) 首先使用RNA提取试剂 [生工生

物工程 (上海) 股份有限公司, B511314-0100] 从小鼠

肝组织中提取总RNA, 并通过微量分光光度计 (Nano 

Drop公司) 检测RNA纯度与浓度。随后, 使用逆转录试

剂盒 (南京诺唯赞生物科技股份有限公司 , R223-01) 

将1 μg总RNA逆转录为cDNA, 反应条件为37 ℃ 15 min, 

85 ℃ 5 s。qPCR反应体系以 cDNA为模板, 加入特异

性引物及 qPCR预混液 (南京诺唯赞生物科技股份有

限公司, Q331-02), 并采用 Taq酶试剂盒 (南京耶森生
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物科技有限公司, 10102ES03) 进行扩增。反应在实时

荧光定量 PCR 系统 ( 美国 BioRad CFX Real-Time 

System) 上进行, 程序设置为: 95 ℃预变性 30 s; 95 ℃

变性 10 s, 60 ℃退火/延伸 30 s, 共 40个循环。每个样

本设 3 个技术重复 , 以 GAPDH 作为内参基因 , 采用

2−ΔΔCt 方法计算 mRNA 相对表达水平。引物序列

如表1。

Western blot 检测相关蛋白表达 为了检测

MAPK通路相关蛋白的变化, 采用 6孔板接种 HepG2

细胞, 每孔接种 5×105个细胞, 给药处理的同时给予乙

醇 (100 mmol·L-1) 造模模拟细胞受酒精损伤的线粒体

损伤模型。美他多辛 (10 μmol·L-1) 处理细胞 24 h, 对

照组给予相同体积的细胞培养基。此外, 为检测美他

多辛是否通过 p38 MAPK 途径发挥作用, 采用 6孔板

接种 HepG2 和 AML12 细胞 , 每孔接种 5×105个细胞 , 

并使用 p38 MAPK 抑制剂 skepinone-L (5 μmol·L-1) 处

理细胞, 分别设置 control组、model组、skepinone-L组, 

skepinone-L同时给予美他多辛 (10 μmol·L-1) 处理组。

给药处理的同时给予乙醇 (100 mmol·L-1) 造模模拟细

胞受酒精损伤的线粒体损伤模型。此外, 也设置了使

用 p38 MAPK激动剂 anisomycin (200 nmol·L-1) 处理细

胞 , 分别设置 control 组、model 组、anisomycin 组 , 

anisomycin 同时给予美他多辛 (10 μmol·L-1) 处理组。

给药处理的同时给予乙醇 (100 mmol·L-1) 造模模拟细

胞受酒精损伤的线粒体损伤模型。24 h后, 取出美他

多辛干预处理好的细胞, PBS清洗 3次后加入细胞裂

解液 (含 1% cocktail 和 1 mmol·L-1 PMSF) 裂解细胞 , 

获取该细胞的总蛋白。采用 BCA 法蛋白定量 , 加入

5×loading 缓冲液混匀 , 煮沸变性 10 min。SDS-PAGE

胶进行分离, 转膜、5%脱脂牛奶封闭后 4 ℃过夜孵育

一抗 (稀释倍数 1∶2 000)。1×TBST 清洗 3 次 , 每次

10 min, 而后加入二抗 (1∶10 000) 室温孵育 1 h, 1×

TBST 清洗 3 次后使用 ECL 进行显影。使用 GAPDH

为内参基因, Image J软件分析蛋白条带灰度值。

Mito-tracker deep red 染色 Mito-tracker deep 

red (赛默飞科技有限公司, M22426) 检测细胞线粒体

形态。在 48 孔板中接种 HepG2 细胞 (每孔 2×104个), 

给药处理的同时给予乙醇 (100 mmol·L-1) 造模。美他

多辛 (10 μmol·L-1) 处理细胞24 h, 对照组给予相同体积

的细胞培养基。24 h后, 使用无血清培养基配制Mito-

tracker deep red染色工作液, 其浓度为 100 nmol·L-1, 全

程避光, 加入到 48孔板中, 细胞培养箱中培养 15 min。

取出后使用 PBS缓冲液清洗 3次, 加入细胞固定液固

定10 min, 使用含DAPI的防荧光淬灭剂进行封片。随

后荧光显微镜下观察线粒体形态, Image J软件分析细

胞荧光强度。

线粒体膜电位 (JC-1 染色) 采用 JC-1 荧光探针

法检测线粒体膜电位变化。实验基于 JC-1在线粒体

内的电位依赖性聚集特性: 膜电位正常时形成红色荧

光 J-聚集体 (发射峰 590 nm), 膜电位下降时解聚为绿

色荧光单体 (发射峰 530 nm)。具体步骤如下 : 将

HepG2细胞接种于 96孔黑底板中, 每孔接种 1×104个

细胞, 给药处理的同时给予乙醇 (100 mmol·L-1) 造模。

美他多辛 (10 μmol·L-1) 处理细胞 24 h, 对照组给予相

同体积的细胞培养基。移除培养基, 加入 10 μg·mL-1 

JC-1工作液, 细胞培养箱中避光孵育 15 min。PBS洗

涤 3次后加入新鲜培养基。荧光显微镜下检测 488和

550 nm通道下的细胞荧光。数据分析时, 将对照组红

绿荧光强度进行比值, 计算各处理组的相对变化百分

比, 采用单因素方差分析进行统计比较。

数据分析及处理 本文中所有数据用平均值 ± 

标准误 (mean ± SEM) 表示, 使用 SPSS 20.0软件进行

组间的单因素方差分析, 采用最小差异数法检验进行

多重比较。P < 0.05 代表差异有统计学意义 , 通过

Prism GraphPad 10.1.2作图展示数据。

结果

1　美他多辛改善酒精性饮食引起的小鼠生理指标的

改变

小鼠酒精性肝病模型的构建流程如图 1A 所示。

与模型组比较, 美他多辛干预显著缓解了因造模引起

的小鼠体重下降 (图 1B)。同时, 美他多辛治疗后, 小

鼠肝脏形态趋于正常 , 肝脏重量也有所恢复 (图 1C、

D)。AST、ALT 和 ALP 是肝脏中关键的代谢酶 , 当肝

细胞受损时, 这些酶被大量释放入血, 因此其活性水平

是评价肝脏炎症和损伤程度的重要指标。与对照组相

比, 模型组小鼠血清中 ALT、AST 和 ALP 水平均显著

升高; 而与模型组相比, 美他多辛给药组 ALT水平未

明显降低, 而AST和ALP的水平均显著降低, 表明美

他多辛有助于促进酒精性肝病小鼠肝功能的恢复 (图

1E、F、I)。通过肝脏组织 HE 染色进行病理学分析发

Table 1　A list of qPCR primer sequences

Primer
Aldh1b1-F

Aldh1b1-R

Cyp2e1-F

Cyp2e1-R

Srebpf1-F

Srebpf1-R

Nfkb1(p105)-F

Nfkb1(p105)-R

Sequence (5'-3')
CTGAAGGCTTCAAGGGCTTC

TCCTTGTCAGCCTTCTCCAC

GCTTCTTCTTGTGGCGAATG

TCCAATGAGCCTCAACCTCA

GCAGCCTCAGCTTAAGGAGA

TGGTCGGCTTCTGTAGCAT

CACTGATGACCAGTACAGGAG

GCAGCTTCTGGCACATACTGT

·· 1249



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(4): 1246−1257

现, 与模型组相比, 美他多辛治疗组中央静脉周围肝索

结构更为清晰, 肝细胞排列更加整齐, 肝细胞气球样变

和炎症浸润明显减轻。根据气球样变和脂肪变性评分

标准对 HE染色结果进行统计, 结果显示美他多辛治

疗后小鼠肝脏气球样变水平显著降低 (图 1G、H)。在

酒精性肝病中 , TNF-α和 IL-6 的表达水平通常升高。

在本研究中, 与模型组相比, 美他多辛干预组小鼠的

TNF-α和 IL-6 水平均显著下降 (图 1J、K)。这表明美

他多辛能显著减轻乙醇诱导的肝脏炎症反应。通过生

化分析仪检测小鼠血脂水平发现, 与模型组相比, 美他

多辛治疗后血清中TC、TG和LDL-C水平均显著降低, 

降幅分别为 10.14%、25.09%和 29.23%, 而HDL-C水平

则显著升高, 升幅为 29.55% (图 1L～O)。以上结果提

示, 美他多辛能够改善肝脏脂质代谢水平。

2　美他多辛通过增强脂质代谢降低酒精引起的肝

损伤

RNA-Seq主成分分析结果显示, 美他多辛给药组

与模型组以及对照组的小鼠的肝脏样本在基因表达上

呈现明显分离, 表明美他多辛对小鼠整体基因表达产

生了显著影响 (图 2A)。与对照组相比 , 模型组共有

5 061个基因上调和 2 423个基因下调, 而美他多辛给

药组共有 5 361个基因上调和 1 965个基因下调。与模

型组相比, 美他多辛给药组共有 649个基因上调和 402

个基因下调 (图 2B)。基于此, 通过火山图进行展示美

他多辛给药组和模型组的差异表达基因, 如图所示, 其

中红色为上调基因, 而蓝色为下调基因, 值得注意的是

胆固醇合成的相关基因如Srebf1显著性下调 (图2C)。

通过对这些差异基因进行 GO细胞组分富集分析, 发

Figure 1　Metadoxine ameliorated hepatic steatosis induced by an alcoholic diet. A: Schematic diagram of alcoholic liver disease modeling 

and experimental animal grouping; B: Body weight; C: Liver morphology; D: Liver weight; E: Serum alkaline phosphatase (ALP) level; F: 

Serum alanine aminotransferase (ALT) level; G: Representative images of hematoxylin and eosin (HE) staining; H: Liver pathology score; I: 

Serum aspartate aminotransferase (AST) level; J: Interleukin-6 (IL-6) level; K: Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) level; L: Serum total 

cholesterol (TC) level; M: Serum triglyceride (TG) level; N: Serum low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) level; O: Serum high-

density lipoprotein cholesterol (HDL-C) level. n = 8, mean ± SEM. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs the control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs the 

model group
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现 它 们 显 著 富 集 于 细 胞 膜 (13.22%) 和 细 胞 质 

(12.59%) 等结构 (图 2D)。该结果提示美他多辛的作

用可能广泛影响了包括膜受体信号转导、胞内代谢反

应及物质运输在内的多个关键生物学过程。为进一步

探究其生物学功能, 本研究通过Reactome通路数据库

差异基因进行了富集分析。结果显示, 生物氧化、脂肪

酸代谢以及脂质代谢等相关通路中的基因也显著富

集。值得注意的是, 目前富集到的基因数量前三的通

路均与代谢过程相关, 这一发现从分子层面解释了美

他多辛参与代谢过程的作用机制 (图 2E)。为深入探

究美他多辛改善酒精性肝病的分子机制, 本研究进一

步检测了肝脏组织中酒精肝相关基因 Aldh1b1、

Cyp2e1、Srebf1 和 Nfkb1 等的表达水平。与模型组相

比, 美他多辛干预显著改变了多个调控因子的mRNA

表达水平: 一方面, 美他多辛上调了乙醛代谢关键酶

Aldh1b1的表达 (图 2F); 另一方面, 美他多辛显著下调

Figure 2　RNA-Seq revealed the differences in lipid metabolism after the administration of metadoxine. A: Principal component analysis 

plot of differentially expressed genes in the liver after metadoxine administration; B: Bar chart of differentially expressed genes in the liver 

from Figure 1; C: Volcano plot of differentially expressed genes of model and the metadoxine administration group; D: Pie chart distribution 

of GO enrichment component analysis; E: GO enrichment pathway analysis diagram; F−I: Relative expression of mRNA level of aldehyde 

dehydrogenase 1 family, member B1 (Aldh1b1, F), cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1 (Cyp2e1, G), sterol regulatory element-

binding transcription factor 1 (Srebf1, H), and nuclear factor kappa B subunit 1 (Nfkb1, I). n = 3, mean ± SEM. ##P < 0.01 vs the control 

group; **P < 0.01 vs the model group
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了与氧化应激作用相关的基因Cyp2e1 mRNA表达水

平(图 2G)、脂质合成关键转录因子 Srebf1 (图 2H) 和炎

症核心调控因子Nfκb1 (图 2I) 的mRNA水平。上述结

果共同表明, 美他多辛通过促进乙醛清除、减轻氧化应

激、抑制脂质生成及缓解炎症反应等多重途径, 协同发

挥其对酒精性脂肪肝的改善作用。

3　美他多辛增强线粒体呼吸功能

深入分析转录组数据发现, 美他多辛给药后能显

著上调乙醛脱氢酶 (Aldh1b1) 的表达 , 并引起多个糖

脂代谢关键基因 (如Fabp1、Hsd3b5、Srebf1、Acly等) 的

广泛变化, 且在美他多辛给药后, 这些基因的表达接近

对照组 (图 3A)。鉴于线粒体在脂质氧化磷酸化中的

核心地位, 本研究在乙醇诱导的细胞损伤模型中对线

粒体功能进行了评估。结果显示, 美他多辛处理能全

面增强线粒体功能 (图 3B)。具体而言, 美他多辛显著

提升了细胞的基础呼吸能力 (图 3C) 与线粒体呼吸潜

力 (图 3E), 并促进了ATP的生成 (图 3D), 同时降低了

非线粒体途径的氧消耗 (图 3F), 增加线粒体质子漏 

(图 3G), 这表明其作用主要依赖于线粒体氧耗途径。

此外 , 本研究分别进行了线粒体形态与功能分析。

Mito-tracker deep red染色显示, 乙醇处理导致肝细胞

线粒体网络发生显著碎片化, 正常的管状结构被大量

分散的点所取代, 而美他多辛处理后, 线粒体网状形态

得到明显改善与恢复 (图 3H)。同时, JC-1染色结果表

明, 模型组细胞的线粒体膜电位 (ΔΨm) 显著降低, 表

现为红/绿荧光强度比的急剧下降 (图 3I)。这表明乙

Figure 3　The invention of the metadoxine improves the mitochondrial function in HepG2 cells. A: The genes related metabolism after 

metadoxine administration of liver tissues; B: Oxygen consumption rate (OCR) after metadoxine administration in HepG2 cells; C: Basal 

respiration capacity after metadoxine administration; D: Adenosine triphosphate (ATP) production capacity; E: Mitochondrial respiratory 

potential after metadoxine administration; F: Non-mitochondrial oxygen consumption capacity; G: Proton leak; H: Mito-tracker deep red 

staining showing the mitochondrial morphology in HepG2 cells after metadoxine administration. Scar bar: 5 μm; I: Mitochondrial 

membrane potential (ΔΨm) in HepG2 cells was assessed by JC-1 staining after metadoxine administration. Scar bar: 20 μm. n = 3, mean ± 

SEM. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the model group
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醇暴露破坏了线粒体的结构完整性, 严重损害了线粒

体呼吸功能。而美他多辛能增强线粒体呼吸功能 (如

能增加线粒体基础呼吸能力和ATP生成能力), 这种作

用可能是美他多辛减轻肝脏脂质堆积的原因之一。

4　美他多辛抑制p38 MAPK信号通路的磷酸化

为深入探究美他多辛对线粒体功能的作用机制, 

本研究对转录组测序数据进行了通路富集分析。结果

显示, 美他多辛处理后, 脂质代谢过程和脂肪酸代谢相

关通路发生显著变化 (图 4A)。KEGG 分析进一步表

明, 美他多辛给药组的 MAPK信号通路显著富集 (图

4B)。基于此, 本研究对肝组织中 MAPK 信号通路的

亚型如 p38和 JNK进行了验证。如图 4C所示, 相较于

对照组, 模型组的 p38 MAPK的磷酸化水平显著上升, 

MAPK信号通路中的 JNK磷酸化水平未见明显改变。

与此同时, 美他多辛给药后, p38 MAPK磷酸化水平相

较于模型组显著性下调, 而MAPK信号通路中的 JNK

磷酸化水平未见明显改变, 提示美他多辛对MAPK通

路的激活可能主要集中于 p38 MAPK (图 4C、D)。本

研究进一步在细胞水平通过 Western blot 对 p38 

MAPK和 JNK进行了检测。与组织结果一致, 在模型

组中 p38 MAPK磷酸化水平显著升高, 而美他多辛给

药后其磷酸化明显降低; JNK 则未呈现显著变化 (图

4E、F)。以上结果表明, 美他多辛的作用机制可能与

p38 MAPK通路密切相关。

5　美他多辛通过p-38 MAPK信号通路减少肝脏脂质

积累

为探究美他多辛是否通过 p38 MAPK通路发挥作

用, 本研究使用 p38 MAPK特异性抑制剂 skepinone-L

进行处理。如图 5A～C所示, skepinone-L处理有效抑

制p38 MAPK的磷酸化。值得注意的是, 在 skepinone-L

存在下 , 美他多辛的加入并未进一步降低 p-p38 

MAPK水平, 其与单独 skepinone-L处理组相比无显著

差异, 提示美他多辛的作用主要依赖于 p38 MAPK磷

酸化。此外, 本研究在造模条件下检测了细胞中TC和

Figure 4　 Activation of the p38 MAPK signaling pathway after the metadoxine administration. A: Enrichment of biological process 

signaling pathways after metadoxine administration; B: KEGG signaling pathway enrichment analysis; C: Protein blot images (in liver 

tissue); D: Quantitative analysis of protein blots shown in C; E: Protein blot images (in HepG2 cells); F: Quantitative analysis of protein 

blots shown in E. n = 3, mean ± SEM. ##P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the model group
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TG 含量。在 skepinone-L 存在的情况下, 美他多辛并

未引起 TC 与 TG 水平的进一步下降 , 其与单独

skepinone-L处理组相比亦无显著差异 (图 5D、E)。此

外, 在小鼠肝细胞AML12细胞系模型中也重复了同样

处理。如图5F所示, 在 skepinone-L处理下, p38 MAPK

磷酸化被抑制, 此时美他多辛未表现出额外的抑制作

用。相应的TC与TG检测结果 (图 5I、J), 在 skepinone-

L 存在的情况下 , 美他多辛未进一步降低脂质聚集。

表明美他多辛主要通过 p38 MAPK 通路发挥调控作

用。为了进一步说明美他多辛通过 p38磷酸化增强线

Figure 5　Metadoxine reduces hepatic lipid accumulation via the p38 MAPK signaling pathway. A: Representative images of Western blots 

in HepG2 cells; B, C: Quantitative analysis of bands shown in A; D: Intracellular TC content (in HepG2 cells); E: Intracellular TG content 

(in HepG2 cells); F: Representative images of Western blots in AML12 cells; G, H: Quantitative analysis of bands shown in F; I: 

Intracellular TC content in AML12 cells; J: Intracellular TG content in AML12 cells; K: Schematic diagram of the experimental workflow in 

vitro; L: OCR after metadoxine and skepinone-L administration in HepG2 cells; M: Basal respiration capacity; N: ATP production capacity; 

O: Mitochondrial respiratory potential; P: Non-mitochondrial oxygen consumption capacity; Q: Proton leak. n = 3, mean ± SEM. ##P < 0.01 

vs the control group; **P < 0.01 vs the model group

·· 1254



王咏枝等: 美他多辛通过MAPK增强线粒体功能降低酒精性肝病脂质蓄积

粒体功能, 本研究利用 Seahorse技术检测线粒体呼吸

功能 (5K), 结果显示, skepinone-L 处理能全面增强线

粒体功能 (图 5L)。具体而言, skepinone-L显著提升了

细胞的基础呼吸能力 (图 5M) 并促进了 ATP 的生成 

(图5N) 与线粒体呼吸潜力 (图5O), 同时增加了非线粒

体途径的氧消耗 (图 5P), 并少量增加质子漏水平 (图

5Q)。而在 skepinone-L处理的情况下, 美他多辛与单

独的 skepinone-L 处理组无显著性差异。这表明美他

多辛改善线粒体功能的作用主要依赖于其对 p38磷酸

化的抑制。

为了进一步验证美他多辛通过 p38 MAPK磷酸化

发挥作用, 本研究设计了反向验证实验, 采用特异性

p38 激活剂分别在 HepG2 人肝癌细胞及 AML12 小鼠

正常肝细胞中进行干预。在HepG2细胞中, p38 MAPK

激活剂处理显著上调了 p38磷酸化水平, 而美他多辛

处理能够有效逆转该效应 (图 6A～C), 提示美他多辛

可抑制 p38通路的激活。此外, 在AML12细胞中的结

果与HepG2模型一致: 美他多辛同样能显著抑制激活

剂诱导的 p38磷酸化水平升高 (图 6D～F)。以上结果

在多种细胞模型中共同证实, 美他多辛能够直接干预

p38 MAPK的磷酸化过程, 从反向角度进一步明确了美

他多辛通过抑制p38 MAPK激活发挥功能的作用机制。

讨论

酒精性肝病是一种持续酒精性饮食引起的肝脏病

理性变化, 大约 20%～40%的酗酒者会发展为更严重

的酒精性肝病阶段, 包括酒精性肝炎、肝硬化, 甚至肝

衰竭[14], 酒精性肝病的药物开发仍备受研究者的关

注[15,16]。乙醇饮食能够引起肝细胞损伤, 线粒体功能

障碍[17,18], 进而引起细胞内炎症因子的激活, 从而活化

肝星状细胞并促进肝纤维化进程[19,20]。本研究表明 , 

在酒精性肝病模型中, 美他多辛能有效缓解酒精饮食

引发的肝脏脂肪变性与炎症损伤。美他多辛给药后改

善了小鼠体重以及血脂水平异常, 并改善了小鼠的肝

功能。深入分析发现, 疗效的核心环节在于美他多辛

抑制了肝脏的炎症反应, 从而减少肝星状细胞激活和

抑制肝纤维化进程。

美他多辛的肝保护作用可能源于其对肝细胞核心

代谢单元的多靶点调控[21]。经典的“解酒”与“抗氧化”

机制为促进乙醛代谢与提升谷胱甘肽水平, 是其改善

酒精性肝损伤的重要途径[22,23]。本研究发现, 美他多

辛能逆转乙醇诱导的线粒体功能障碍, 这一发现为理

解美他多辛的护肝作用提供了全新视角。本研究认

为, 美他多辛的核心作用源于其对肝细胞线粒体功能

的改善作用。线粒体损伤是酒精性与代谢性肝病共同

的终末通路, 美他多辛通过强化这一细胞“能量工厂”

的功能, 从上游同时缓解氧化应激、脂质堆积及炎症反

应, 在多种肝损伤模型中发挥治疗效应。这一机制与

美他多辛传统的抗氧化剂的定位不同, 将美他多辛提

升为一种能够“改善细胞代谢基础”的多功能的肝保护

剂, 这也为其显著的临床有效性与良好耐受性提供了

新的理论解释。正是基于这一机制, 美他多辛展现出

Figure 6　 Metadoxine prevents p38 MAPK activation under the condition of p38 agonist stimulation. A: Representative Western blot 

images of p38 and p-p38 protein level in HepG2 cells treated with metadoxine under the condition of p38 agonist; B, C: Quantitative 

analysis of p-p38 and total p38 from panel (A), normalized to HSP90; D: Representative Western blot images of p38 and p-p38 protein 

levels in AML12 cells treated with p38 agonist; E, F: Quantitative analysis of p-p38 and total p38 from panel (D), normalized to HSP90. n = 

3, mean ± SEM. ##P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the model group
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相较于水飞蓟宾、维生素E等传统直接抗氧化剂的显

著优势: 它不仅通过提升谷胱甘肽水平增强“下游”抗

氧化防御机制, 更能通过加速清除关键毒性代谢物乙

醛从“上游”进行病因干预, 同时兼具改善线粒体功能, 

实现了从病因清除到功能修复的多靶点协同治疗。

本研究利用RNA-Seq技术, 表明美他多辛通过激

活 MAPK 信号通路, 成为改善肝细胞线粒体代谢、缓

解肝脏炎症与纤维化的关键驱动因素。从而将美他多

辛的作用与调控氧化应激与代谢的核心信号通路联系

了起来。值得注意的是, MAPK通路在肝脏疾病中扮

演着复杂的角色, 其特定分支 (如 p38或 JNK) 的激活

通常与生存信号和代谢调节相关。因此, 美他多辛所

触发的很可能是一种保护性的MAPK信号, 从而协同

促进能量代谢、抑制氧化应激与炎性细胞因子的产生, 

并阻断肝星状细胞的活化, 为其“广谱”且根本性的护

肝作用提供了强有力的机制证据[24,25]。

本研究通过转录组测序与细胞生物学实验相结

合, 系统揭示了美他多辛在酒精性肝病中的作用机制。

研究发现 , 美他多辛的肝保护效应核心在于对 p38 

MAPK信号通路的特异性激活。这一激活事件起到了

中枢调控作用, 其下游通过直接促进肝细胞线粒体功

能与增强脂质代谢, 从根源上减少了肝脏脂质堆积; 同

时, p38 MAPK通路可能进一步通过调控其经典下游

靶点, 如核因子-κB (NF-κB), 来抑制关键炎症因子及

肝纤维化标志物的表达, 从而协同缓解肝脏的炎症与

损伤[26,27]。值得注意的是, 肝病中的氧化应激是另一

核心病理环节, 尽管有研究报道Nrf2通路是调控氧化

应激的关键靶点[28,29], 但本研究的初步数据提示, 美他

多辛的抗氧化作用可能独立于经典的Nrf2通路, 或与

其他信号网络存在交叉对话, 这揭示了美他多辛作用

机制的独特性与复杂性。

前期研究发现活化的 p38 MAPK (p-p38) 可抑制

线粒体功能, 通过磷酸化呼吸链复合物 I和 IV的亚基, 

抑制线粒体酶活性, 降低氧化磷酸化效率和减少ATP

合成[30]。本研究在酒精应激下, p-p38水平升高且线粒

体呼吸功能 (基础呼吸、ATP生成呼吸) 被抑制。细胞

模型的研究发现, 使用 skepinone-L抑制 p38 MAPK与

美他多辛对线粒体呼吸功能的改善作用相似 , 且在

skepinone-L 存在时美他多辛无额外的效果叠加。这

表明, 在酒精肝损伤时, p38 MAPK的异常激活是线粒

体功能障碍的原因之一。此外, 研究表明, 线粒体功能

障碍产生的活性氧是激活 p38 MAPK 上游激酶 (如

ASK1) 的关键信号[31]。活化的 p-p38又可进一步损害

线粒体, 导致线粒体碎片化, 功能不全的碎片化线粒体

更易产生活性氧自由基[32]。本研究观察到酒精处理导

致线粒体网状结构破坏, 而美他多辛可部分恢复线粒

体形态, 这提示美他多辛可能抑制 p-p38, 间接恢复线

粒体功能。美他多辛的疗效主要通过抑制 p38 MAPK

磷酸化来实现。此外, p38 MAPK通过抑制线粒体功

能, 可能间接导致脂肪酸氧化受阻, 转而促进脂质重新

酯化为甘油三酯, 并在肝细胞内蓄积[33]。在本研究中, 

抑制 p38 MAPK 可显著降低肝细胞内的 TC 和 TG 水

平。这提示美他多辛通过抑制 p38 MAPK磷酸化改善

酒精性肝病肝细胞脂肪变性的机制。

综上所述 , 本研究发现美他多辛可通过 p38 

MAPK信号通路, 显著减轻酒精性肝病小鼠的肝脂肪

变性与炎症水平, 从而发挥明确的肝脏保护作用。进

一步机制研究表明, 美他多辛能够有效增强肝细胞线

粒体呼吸功能, 改善能量代谢状态, 提示其护肝作用与

线粒体功能调控密切相关。上述结果从 p38 MAPK通

路角度阐释了美他多辛降低肝脏脂质积累的新机制, 

拓展了对其多靶点护肝作用机制的理解, 为酒精性肝

病的药物研发提供了新的实验依据和理论支撑。
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