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摘要　 目的:研究益气活血利水汤通过激活核因子 - E2 相关因子 2 (Nrf2) / 胱甘肽过氧化物酶 4
(GPX4)信号通路抑制肝细胞铁死亡改善肝纤维化(HF)大鼠的作用机制。 方法:40 只 SD 大鼠随机分

为 5 组,分别为对照组(Control)、模型组(Model)、中药组(TCM)、中药 + 铁死亡抑制剂组(TCM + Fer -
1)、中药 + 铁死亡抑制剂 + 自噬抑制剂组(TCM + Fer - 1 + 3 - MA),每组 8 只。 造模采用 50% 四氯化

碳(CCl4)腹腔注射(1. 5 mL / kg),每周 2 次,持续 4 周。 治疗各组给予相应药物,其中益气活血利水汤

通过灌胃给药(2 mL / 100 g),铁死亡抑制剂(Fer - 1,1 mg / kg)和细胞自噬抑制剂(3 - MA,15 mg / kg)通

过腹腔注射给药,每日 1 次,持续 4 周,其余组给予等量生理盐水代替。 HE 和 Masson 染色观察肝组织

病理变化;检测血清中天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、肿瘤坏死因子 α
(TNF - α)、超氧化物歧化酶( SOD)、丙二醛(MDA)以及血清和肝组织 Fe2 + 含量;蛋白免疫印迹法

(WB)检测肝组织 GPX4、Nrf2、溶质载体家族 7 成员 11(SLC7A11)、转铁蛋白受体 1(TFR1)、苄氯素 1
(Beclin - 1)、LC3Ⅱ / LC3Ⅰ表达情况;实时荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)检测 Nrf2、GPX4 的 mRNA
表达情况。 结果:与 Control 比较,Model 肝组织出现大量脂肪性病变,纤维化明显,胶原容积显著上升,
ASL、ALT、MDA、TNF - α、Fe2 + 的含量显著升高(P < 0. 05),SOD 含量降低(P < 0. 05),GPX4、Nrf2、
SLC7A11 蛋白表达升高(P < 0. 05),TFR1、Beclin - 1 蛋白表达升高(P < 0. 05),GPX4、Nrf2 的 mRNA 表

达显著降低(P < 0. 05);与 Model 比较,给药干预各组肝脏组织病理显著改善,ASL、ALT、MDA、TNF -
α、血清及肝脏 Fe2 + 含量、TFR1 和 Bclin - 1 蛋白表达均不同程度降低(P < 0. 05);SOD 含量、GPX4 和

Nrf2 蛋白表达和 mRNA 表达、SLC7A11 的蛋白表达水平呈不同程度上升(P < 0. 05),其中 LC3Ⅱ / LC3Ⅰ
蛋白表达差异无统计学意义(P > 0. 05)。 结论:益气活血利水汤通过调控 Nrf2 / GPX4 信号通路抑制铁

死亡改善肝纤维化大鼠。
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　 　 肝纤维化(Hepatic fibrosis,HF)是各种原因引起

的肝损伤,导致肝星状细胞(HSC)异常活化,以致细胞

外基质大量堆积破坏肝脏正常结构的一种损伤 -修复

反应[1]。 肝纤维化持续发展会转变成不可逆的肝硬

化,甚至发展为肝癌[2],因此及时进行抗肝纤维化治

疗阻断其进一步发展显得尤为重要。 中医药在抗肝纤

维化方面有其特定优势,近年来中药在防治肝脏疾病

中广泛应用并有良好的疗效,中药以其多途径、多靶

点、多层次的特点发挥防治 HF 的作用。 益气活血利

水汤是陈崑山教授研究肝纤维化 /肝硬化的临证总结,
在前期研究[3] 中已经证实益气活血利水汤可有效治

疗肝纤维化,但其作用机制仍然不明确。
铁死亡是一种高度依赖铁调节的程序性细胞死亡

方式[4]。 其特征在于细胞内脂质活性氧(ROS)的过

量堆积和胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)的铁依赖性损

耗和过量的失活所致[5]。 在肝纤维化发展成为肝硬

化的病理进程中,铁代谢失常一直都是重要的危险因

素,铁代谢平衡被破坏和肝细胞自身代谢紊乱与纤维

化密切相关[6]。 在动物实验中,有研究[7] 报道转铁蛋

白在高膳食铁诱导的肝纤维化和四氯化碳(CCl4)诱

导鼠肝纤维化中起重要作用,并且抑制铁死亡发现肝
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纤维化得到有效改善。 研究[8] 发现通过激活 Nrf2 和

上调 GPX4 的表达水平,细胞内氧化应激水平显著降

低,从而抑制了由铁死亡诱导剂(RSL3)诱导的肌细胞

铁死亡;二甲双胍(METFORMIN)可上调非酒精性脂

肪性肝病模型大鼠肝组织中 Nrf2 和 GPX4 的表达;且
brusatol(一种 Nrf2 抑制剂)能显著反转 METFORMIN
对 Nrf2 / Gpx4 信号通路的激活作用以及对非酒精性脂

肪性肝病模型大鼠肝脏的损伤,提示 METFORMIN 可

能通过激活 Nrf2 / GPX4 信号通路,抑制铁死亡,改善

肝脏损伤[9]。 在前期理论研究中,本课题组运用网络

药理学和数据挖掘技术探索中药调控铁死亡治疗肝纤

维化的用药规律及机制分析,并借助分子对接技术初

步验证,得出黄芪、丹参是调控铁死亡治疗肝纤维化的

重要中药,而黄芪 - 丹参是益气活血利水汤的核心药

对。 为此,本研究进一步探索益气活血利水汤干预肝

纤维化的疗效机制,以铁死亡在肝纤维化肝细胞内发

挥生物疗效为切入点,探究益气活血利水汤对该生物

学过程的影响及相关信号靶标,研究其截断肝纤维化发

生发展过程的作用特点,为其临床应用提供参考依据。
1　 材料与方法

1. 1　 动物

SPF 级健康雄性 SD 大鼠,体质量 200 ~ 220 g,购
于北京华阜康生物科技股份有限公 [ SCXK (京)
2019 - 0008]。 饲养环境:温度 20 ~ 26 ℃;湿度40% ~
70% ,实验室适应性饲养 1 周后开始实验。 本实验由

江西中医药大学实验动物伦理委员会批准 [ SCXK
(赣)2018 - 0003]。
1. 2　 主要试剂和仪器

铁死亡抑制剂(Fer - 1,J22HS189147,上海源叶生

物科 技 有 限 公 司 ); 细 胞 自 噬 抑 制 剂 ( 3 - MA,
J22HS188439,上海源叶生物科技有限公司);Masson
三色染色液(G1006,Servicebio);AST 试剂盒(70110,
山东博科生物);ALT 试剂盒(70111,山东博科生物产

业有限公司);血清铁(Fe)试剂盒(70142,山东博科生

物产业有限公司);TNF - α 试剂盒(E - EL - R2856c,
Elabscience); MDA 试剂盒 ( E - EL - 0060c, Elab-
science);SOD 试剂盒(A001 - 3 - 2,南京建成生物工

程研究所);超纯 RNA 提取试剂盒(CWO581M,CW-
BIO);Gsafe Red plus 核酸染料(GK20002,GLPBIO)。

高速台式冷冻离心机(H1750R,湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司);紫外分光光度仪(NP80,Nano-
Photometer);荧光 PCR 仪、实时超高灵敏度化学发光

成像系统仪(CFXConnectTM、Chemi DocTM XRS + ,伯乐

生命医学产品有限公司);全自动酶标仪 (WD -
2012B、DYY -6C,北京六一仪器厂);全自动化学发光

图像分析系统(Tanon -5200,上海天能科技有限公司)。
1. 3　 药物

益气活血利水汤组方:黄芪 50 g,白术 30 g,茯苓

30 g,车前子 15 g,葫芦壳 30 g,当归 15 g,三七 10 g,丹
参 20 g,马鞭草 15 g,柴胡 10 g,郁金 10 g,猪苓 30 g,
泽泻 20 g,陈皮 10 g。 益气活血利水汤成人每日服药

量为 295 g(标准体重 70 kg)。 根据《药理实验方法

学》中人和动物体表面积等效剂量折算比表,大鼠的

等效剂量为人临床剂量的 6. 3 倍,计算得大鼠中剂量

每日给药量为 26. 5 g / kg。 将益气活血利水汤加 8 ~
10 倍量蒸馏水浸泡 30 min 后,武火煮沸,文火煎煮

30 min,滤过;药渣再加 6 ~ 8 倍量水继续煎煮 20 min,
滤过,合并两次滤液,以水浴锅或旋转蒸发仪浓缩至约

220 mL,即得含生药约 1. 33 g / mL 的药液,冷藏备用。
1. 4　 动物分组及给药

将 40 只 SD 大鼠随机分为 5 组,分别为对照组

(Control)、模型组(Model)、中药组(TCM)、中药 + 铁

死亡抑制剂组(TCM + Fer - 1)、中药 + 铁死亡抑制

剂 +自噬抑制剂组(TCM + Fer - 1 + 3 - MA),每组

8 只。 造模采用 50% 四氯化碳 ( CCl4 ) 腹腔注射

(1. 5 mL / kg),每周 2 次,持续 4 周,对照组腹腔注射

等量的生理盐水;给药各组给予相应药物,其中益气活

血利水汤的给药方式为灌胃给药(2 mL / 100 g),铁死

亡抑制剂(Fer - 1,1 mg / kg)和细胞自噬抑制剂(3 -
MA)(15 mg / kg)给药方式均为腹腔注射,每日 1 次,
持续 4 周,对照组和模型组以等量生理盐水代替。
1. 5　 肝组织病理观察

苏木素 -伊红(HE)染色:大鼠肝脏组织石蜡切片

基本处理后用苏木素染液处理、冲洗、分化,返蓝液返

蓝,伊红染色后,依次经过脱水、封片,随后进行病理检

查和评分[10]。 肝纤维化病理损害程度为五级:0 级表

示无明显胶原纤维增生;Ⅰ级表示胶原纤维少量增生,
中央静脉和门脉区有少量纤维索放射延伸,但无间隔

形成;Ⅱ级表示胶原纤维明显增生,中央静脉和门脉区

有较多纤维索向周围延伸,形成不完全间隔;Ⅲ级表示

胶原纤维大量增生,少量假小叶形成;Ⅳ级表示完全间

隔增厚,大量假小叶形成。
Masson 染色:大鼠肝脏组织石蜡切片基本处理

后,依次经重铬酸钾媒染液染色、室温过夜、孵育

30 min,苏木素染色、1% 盐酸酒精分化,苯胺蓝染色,
切片脱水后用二甲苯透明切片、封片后显微镜下观察

并采集图像。
1. 6　 血清中相关指标检测

全自动生化仪分别测定各组大鼠血清中肝功能指

标丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST);采
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用生化试剂盒检测大鼠血清中丙二醛(MDA)含量和

过氧化物歧化酶(SOD)活性,根据说明书步骤对样本

进行处理,酶标仪测定。 依照 ELISA 试剂盒说明书中

指示,按步骤检测大鼠血清中炎症因子 TNF - α 的表

达水平。
1. 7　 血清和肝组织 Fe2 + 含量检测

根据试剂盒说明书中指示,分别检测血清和肝组

织 Fe2 + 含量。
1. 8　 蛋白免疫印迹法测定铁死亡相关蛋白和自噬相

关蛋白表达

采用 RIPA 细胞裂解液提取肝脏组织蛋白,BCA
法测定蛋白浓度。 制备等量的蛋白样品进行 Western
blot 检测,分析蛋白相对含量。 所使用的抗体及对应

的稀释倍数如表 1 所示。
表 1　 WB 抗体列表

抗体名称 稀释倍数

Mouse Anti - B - Actin(HC201,TransGen Biotech) 2 000

Rabbit Anti Nrf2(ab92946,Abcam) 2 000

Rabbit Anti SLC7A11(26864 - 1 - AP,Proteintech) 1 000

Mouse Anti GPX4(67763 - 1 - Ig,Proteintech) 2 000

Ribbit Anti Beclin - 1(A21191,ABclonal) 2 000

Rabbit Anti LC3(A5618,ABclonal) 1 000

Rabbit Anti TFR1(AF5343,Affinity) 1 000

1. 9　 qPCR 检测 Nrf2、GPX4 的 mRNA 表达水平

采用 Trizon 试剂提取大鼠肝脏组织中的总 RNA,
提取其中的 mRNA,测定其浓度和纯度,逆转录合成

cDNA,采用荧光 PCR 仪进行荧光定量 PCR。 以 β -

actin 作为内参,引物序列表 2 所示。
表 2　 目的基因引物序列

引物名称 引物序列(5′ - 3′) 引物长度 / bp
β - actin F GCCATGTACGTAGCCATCCA 19
β - actin R GAACCGCTCATTGCCGATAG 20

Nrf2 F CTTCTGGGGATACAGTACAGCC 22
Nrf2 R CTCCTTGGACATCATTTCATTG 22
GPX4 F CCGTCTGAGCCGCTTATT 18
GPX4 R CACGCAACCCCTGTACTTAT 20

1. 10　 统计学分析

实验数据均采用均数 ±标准差(􀭰x ± s)表示。 采用

SPSS 20. 0 进行统计学分析,采用 ANOVA 单因素方差

分析,方差齐用 LSD 法;方差不齐则用 Tamhane T2 法。
P < 0. 05 表示差异有统计学意义。 采用 Graphpad9. 0
软件进行作图。
2　 结果

2. 1　 对大鼠肝组织病理改变的影响

结果显示,Control 大鼠肝组织无明显病理变化,
大鼠的肝小叶形态结构正常,肝细胞排列整齐;与
Control 比较,Model 肝损伤严重,肝细胞排列混乱,分
不清正常结构,纤维结缔组织增生较多,生成假小叶,
有脂肪空泡样结构生成;与 Model 比较,给药各组明显

好转,肝细胞排列情况、假小叶生成、脂肪空泡样改变

均有不同程度改善。 其中 TCM + Fer - 1 病理改善程

度优于 TCM,TCM + Fer - 1 + 3 - MA 病理改善程度优

于 TCM + Fer - 1。 上述结果证明肝纤维化大鼠模型造

模成功,益气活血利水汤对 HF 有治疗作用。 见图 1
和表 3。

图 1　 各组大鼠组织病理学情况(HE, × 400)
表 3　 各组大鼠肝组织病理学分级分布(n = 8,只)

组别
病理损害程度分布

0 级 Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级

Control 8 0 0 0 0

Model 0 0 0 3 5

TCM 0 4 2 1 1

TCM + Fer - 1 0 4 3 1 0

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 0 5 2 1 0

2. 2　 对大鼠肝纤维化的影响

大鼠肝脏组织经 Masson 染色后胶原纤维呈蓝色,
在显微镜下观察蓝色胶原纤维沉积可以判断造模后大

鼠纤维化病理损伤严重程度。 Control 大鼠肝脏内无

明显蓝色胶原分布;而 Model 大鼠蓝色胶原沉积明显;
与 Model 比较,给药干预各组胶原容积均明显下降

(P < 0. 05),肝纤维化得到明显改善,其中 TCM +
Fer - 1 纤维化改善程度优于 TCM,TCM + Fer - 1 + 3 -
MA 纤维化改善程度优于 TCM + Fer - 1(P < 0. 05)。
结果见图 2 和表 4。

·02·
中　 　 医　 　 药　 　 学　 　 报

Acta Chinese Medicine and Pharmacology
　 　 　 　 　 　 　 　 　 2026 年 6 月第 54 卷第 6 期

Vol. 54,No. 6,Jun. 2026



图 2　 各组大鼠肝脏组织纤维化情况(Masson, × 400)
表 4　 各组大鼠 Masson 染色定量分析(􀭰x ± s,n = 8)

组别 Masson 定量

Control 0. 04 ± 0. 03

Model 0. 57 ± 0. 22∗

TCM 0. 26 ± 0. 09#

TCM + Fer - 1 0. 09 ± 0. 01#

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 0. 06 ± 0. 04#

　 　 注:与 Control 比较,∗P < 0. 05;与 Model 比较,#P < 0. 05。

2. 3　 对大鼠血清中 ALT、AST、TNF - α、MDA 和 SOD
的影响

与 Control 比较, Model 大鼠血清中 ALT、 AST、
TNF - α、MDA 的含量明显上升(P < 0. 05),SOD 活性

降低(P < 0. 05);与 Model 比较,TCM、TCM + Fer - 1、
TCM + Fer - 1 + 3 - MA 三组 ALT、AST、TNF - α、MDA
的含量均不同程度下降(P < 0. 05),TCM、TCM + Fer -
1 两组 SOD 含量均上升(P < 0. 05),TCM + Fer - 1 +
3 - MA 的 SOD 差异无统计学意义(P >0. 05)。 其中炎症

因子(TNF -α)在给药干预之后变化最显著。 见表 5。

表 5　 各组大鼠血清 ALT、AST、Fe、TNF - α、MDA、SOD 表达水平(􀭰x ± s,n = 8)

组别 ALT / (U / L) AST / (U / L) TNF - α / (pg / mL) MDA / (pg / mL) SOD / (pg / mL)
Control 58. 77 ± 6. 01 112. 20 ± 0. 66 58. 93 ± 4. 67 461. 84 ± 20. 13 55. 95 ± 2. 03
Model 77. 69 ± 0. 48∗ 138. 07 ± 25. 17∗ 77. 05 ± 12. 94∗ 546. 46 ± 61. 46∗ 45. 53 ± 0. 46∗

TCM 59. 32 ± 5. 28# 111. 02 ± 4. 22# 51. 04 ± 9. 32# 473. 48 ± 21. 15# 51. 32 ± 0. 66#

TCM + Fer - 1 51. 14 ± 4. 09# 106. 57 ± 6. 70# 55. 61 ± 6. 41# 480. 54 ± 25. 37# 58. 31 ± 1. 00#

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 49. 47 ± 14. 46# 107. 59 ± 6. 40# 43. 41 ± 8. 66# 488. 44 ± 23. 85# 48. 81 ± 0. 35

　 　 注:与 Control 比较,∗P < 0. 05;与 Model 比较,#P < 0. 05。

2. 4　 对大鼠铁代谢的影响

与 Control 比较,Model 大鼠血清和肝组织 Fe2 + 水

平均显著升高(P < 0. 05);与Model 比较,TCM、TCM +
Fer - 1、TCM + Fer - 1 + 3 - MA 三组均显著下降(P <
0. 05)。 添加铁死亡抑制剂和自噬抑制剂干预效果与

纯中药干预效果相同。 见表 6。
2. 5 　 对大鼠肝组织中 GPX4、Nrf2、SLC7A11、TFR1、
Beclin - 1、LC3Ⅱ / LC3Ⅰ蛋白表达的影响

与 Control 比较,Model 大鼠 GPX4、Nrf2、SLC7A11
蛋白表达显著降低(P <0. 05),TFR1、Beclin -1 蛋白表达

显著升高 (P < 0. 05);与 Model 比较,TCM、TCM +
Fer - 1 两组 GPX4、Nrf2、SLC7A11 蛋白表达升高(P <

0. 05 ), TFR1、 Beclin - 1 蛋白表达显著降底 ( P <
0. 05),其中各组的 LC3Ⅱ / LC3Ⅰ蛋白表达以及TCM +
Fer - 1 + 3 - MA 中 GPX4、TFR1 蛋白表达差异无统计

学意义(P > 0. 05)。 见表 7 及图 3。
表 6　 各组大鼠血清和肝组织 Fe2 + 含量(􀭰x ± s,n = 8,U / L)

组别 血清 Fe2 + 肝组织 Fe2 +

Control 22. 35 ± 1. 27 319. 40 ± 0. 20

Model 39. 19 ± 0. 55∗ 378. 19 ± 0. 44∗

TCM 24. 05 ± 2. 59# 336. 87 ± 0. 24#

TCM + Fer - 1 24. 86 ± 4. 39# 331. 58 ± 0. 42#

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 25. 04 ± 2. 59# 313. 01 ± 0. 22#

　 　 注:与 Control 比较,∗P < 0. 05;与 Model 比较,#P < 0. 05。

表 7　 各组大鼠 Nrf2、GPX4、SLC7A11、TFR1、Beclin - 1 蛋白表达水平(􀭰x ± s,n = 6)

组别 Nrf2 GPX4 SLC7A11 TFR1 Beclin - 1
Control 0. 52 ± 0. 02 0. 50 ± 0. 07 0. 78 ± 0. 08 0. 41 ± 0. 06 0. 37 ± 0. 02
Model 0. 24 ± 0. 02∗ 0. 26 ± 0. 10∗ 0. 23 ± 0. 12∗ 0. 61 ± 0. 09∗ 0. 77 ± 0. 08∗

TCM 0. 26 ± 0. 02# 0. 64 ± 0. 09# 0. 68 ± 0. 07# 0. 37 ± 0. 05# 0. 40 ± 0. 05#

TCM + Fer - 1 0. 39 ± 0. 02# 0. 52 ± 0. 14# 0. 69 ± 0. 03# 0. 58 ± 0. 02# 0. 33 ± 0. 03#

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 0. 53 ± 0. 04# 0. 13 ± 0. 11 0. 57 ± 0. 04# 0. 68 ± 0. 05 0. 52 ± 0. 06#

　 　 注:与 Control 比较,∗P < 0. 05;与 Model 比较,#P < 0. 05。
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图 3　 铁死亡相关蛋白及自噬相关蛋白表达印迹图

2. 6　 对大鼠肝组织中 Nrf2、GPX4 mRNA 表达的影响

与 Control 比较,Model 大鼠 Nrf2 和 GPX4 的 mR-
NA 表达水平显著降低(P < 0. 05);与 Model 比较,
TCM、TCM + Fer - 1、TCM + Fer - 1 + 3 - MA 三组 Nrf2
和 GPX4 mRNA 表达均显著升高(P < 0. 05)。 其中

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 干预效果最显著。 见表 8。
表 8　 各组大鼠 Nrf2、GPX4 mRAN 表达水平(􀭰x ± s,n = 6)

组别 Nrf2 GPX4
Control 1. 00 ± 0. 04 1. 00 ± 0. 11
Model 0. 36 ± 0. 03∗ 0. 55 ± 0. 05∗

TCM 0. 65 ± 0. 04# 0. 71 ± 0. 06#

TCM + Fer - 1 0. 53 ± 0. 03# 0. 83 ± 0. 11#

TCM + Fer - 1 + 3 - MA 0. 66 ± 0. 03# 0. 93 ± 0. 07#

　 　 注:与 Control 比较,∗P < 0. 05;与 Model 比较,#P < 0. 05。

3　 讨论

HF 在中医古籍中并无对应病名,但根据其表现,
HF 可归属于“肝积” “胁痛” “积聚”等范畴[11]。 其病

因病机可总结为本虚标实,以肝、脾、肾三脏功能失调

为本,以气滞、血瘀、湿热、痰浊等病理因素为标,当以

益气活血、利湿化浊。 而本研究所用的益气活血利水

汤亦有益气活血、祛湿化浊之效,并且在以往临床治疗

中颇见奇效。 西医学认为 HF 是肝损伤、氧化应激以

及炎症反应相互作用的复杂过程[12]。 因此,本研究通

过 50%CCl4建立 HF 大鼠模型,结果显示,Model 大鼠

肝脏结构排列紊乱,出现大量脂肪性病变,肝纤维化明

显,肝功能指标 ALT、AST 明显升高,炎症水平、氧化水

平显著升高,表明 HF 模型构建成功。 给予益气活血

利水汤治疗后肝组织病变明显改善,肝纤维化显著减

少,ALT、AST 明显下降,氧化应激水平和炎症水平也

有所改善。 初步证实了益气活血利水汤可以减低氧化

应激损伤和炎症损伤,改善肝纤维化。
铁死亡被证实与 HF 的过程息息相关。 有研究通

过生物信息学和动物实验发现,五味子乙素能够抑制

肝细胞铁死亡以改善炎症反应和脂质蓄积,逆转肝纤

维化从而缓解非酒精性脂肪性肝病的发生发展[13]。

溶质载体家族 7 成员 11(SLC7A11)是 System Xc - 结

构的核心子单元,通过进口胱氨酸进行谷胱甘肽

(GSH)合成来维持细胞氧化还原平衡,减少有毒脂质

堆积从而防止铁死亡[14]。 研究发现,肝脏铁代谢紊乱

会导致铁过载促进脂质过氧化,从而加剧铁死亡的发

生[15 - 16]。 蒙药德都红花 - 7 味散可以通过上调线粒

体铁蛋白(FTMT)、GPX4,减轻铁蓄积抑制铁死亡的发

生,以减轻肝纤维化大鼠的慢性肝损伤[17]。 铁以 Fe3 +

形式存在于人体中,其与细胞膜上的转铁蛋白(TF)结
合形成复合物,由转铁蛋白受体 1(TFR1)转运到细胞

内还原为 Fe2 + ,过量的 Fe2 + 通过芬顿反应催化产生

ROS,引发脂质过氧化反应,进一步诱发铁死亡[18]。
因此,本研究以益气活血利水汤与铁死亡的关系为切

入点,探索益气活血利水汤能否通过调节铁死亡来达

到改善大鼠肝脏损伤的目的。 研究发现,Model 大鼠

的铁死亡相关蛋白 SLC7A11、GPX4 表达降低,TFR1
表达升高,且氧化应激相关指标检测显示,大鼠体内

MDA、血清及肝组织 Fe2 + 水平升高,SOD 水平降低。
由此证明,肝损伤诱发了肝脏组织内的铁死亡。 同时,
在单纯给予益气活血利水汤干预后,铁死亡相关蛋白

以及 MDA、SOD 得到缓解。 并且在同时给予中药和铁

死亡抑制剂双药干预效果与纯中药的干预效果相同,
提示益气活血利水汤可能通过缓解肝脏铁过载,增强

抗氧化系统的抗氧化能力从而抑制肝细胞铁死亡达到

发挥抗 HF 效果。
为了进一步探索益气活血利水汤抑制铁死亡的具

体机制,对铁死亡的调控通路展开了相关研究。 Nrf2
被认为是铁死亡中必不可少的调节因子之一[19]。 研

究发现,参苓白术散之所以能够发挥抗氧化和抗炎作

用,其中机制是通过上调 Nrf2 信号通路抑制肝细胞铁

死亡,从而改善肝纤维化[20]。 此外,另一种重要的抗

氧化信号通路 GPX4 被认为也与铁死亡息息相关[21]。
GPX4 具有独特的还原复合脂质中氢过氧化物的能

力,在酶促防御膜脂质过氧化中起关键作用[22]。 研究

发现 GPX4 缺乏,氧化应激水平会明显增加,引起大量

活性氧堆积,最终诱导细胞铁死亡[23],一旦 GPX4 不

能迅速降解磷脂质(PL)氢过氧化物(PL - OOH,如
AA - OOH),多余的脂质过氧化物会导致铁死亡[24]。
有研究发现鸢尾素可通过 Nrf2 / GPX4 信号通路抑制

海马体神经细胞铁死亡,从而改善脓毒性相关脑病

(SAE)炎症微环境[25]。 由此,Nrf2 / GPX4 轴是拮抗铁

死亡的关键信号通路。 因此,本研究通过检测 Nrf2、
GPX4 蛋白表达以及 mRNA 表达来探究益气活血利水

汤是否通过 Nrf2 / GPX4 信号通路抑制铁死亡。 研究
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结果发现,HF 模型大鼠的 Nrf2、GPX4 蛋白及 mRNA
表达显著降低。 单纯给予中药干预后表达均增加,且
其铁死亡相关蛋白 SLC7A11、GPX4 表达增加、TFR1
表达降低。 另外,在同时给予中药与铁死亡抑制剂干

预后效果与单纯中药显示相同治疗效果,提示益气活

血利水汤可能通过激活 Nrf2 / GPX4 信号通路拮抗肝

铁死亡来改善 HF。
越来越多研究发现,铁死亡受细胞自噬高度影响,

自噬可以促进铁死亡[26 - 27],然而,也有研究表明,自噬

可以抑制铁死亡[28 - 29],认为自噬能够靶向降解铁死亡

调节因子,从而抑制铁死亡进展[30]。 本研究中,初步

检测了自噬相关蛋白 Beclin - 1、LC3Ⅱ / LC3Ⅰ,但是

LC3Ⅱ / LC3Ⅰ蛋白表达差异无统计学意义。 因此,本
研究自噬怎样参与调控且与铁死亡之间的关系并未得

出有力证据,后续将完善相关实验,探究其具体机制。
综上所述,益气活血利水汤可有效降低氧化应激

水平和炎症反应,调节铁代谢,从而抑制铁死亡达到保

护 HF 大鼠的效果,其机制可能是通过激活 Nrf2 /
GPX4 信号通路抑制肝细胞铁死亡的发生进而保护

HF 大鼠。
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Mechanism of Yiqi Huoxue Lishui Decoction Regulating Nrf2 / GPX4 Signaling
Pathway to Inhibit Ferroptosis and Improve Liver Fibrosis in Rats

LIU Jingjing1, ZHOU Xiaoqi2, WANG Lu3, TONG Lijun1, DAI Qi3

1. Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang 330004,China;
2. Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China;

3. The Affiliated Hospital of Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang 330006, China
Abstract　 Objective: To investigate the mechanism by which Yiqi Huoxue Lishui Decoction ameliorates hepatic fibrosis
(HF) in rats by inhibiting hepatocyte ferroptosis via activation of the nuclear factor - E2 - related factor 2 (Nrf2) /
glutathione peroxidase 4 (GPX4) signaling pathway. Method: Forty Sprague - Dawley (SD) rats were randomly divided
into five groups (n = 8 per group): the control group (Control), model group (Model), traditional Chinese medicine
group (TCM), traditional Chinese medicine + ferroptosis inhibitor group (TCM + Fer - 1), and traditional Chinese
medicine + ferroptosis inhibitor + autophagy inhibitor group (TCM + Fer - 1 + 3 - MA). The model was established by
intraperitoneal injection of a 50% carbon tetrachloride (CCl4) solution (1. 5 mL / kg), administered twice weekly for 4
weeks. Treatment groups received their respective interventions: the Yiqi Huoxue Lishui Decoction was administered via
oral gavage (2 mL / 100 g), while the ferroptosis inhibitor Ferrostatin - 1 ( Fer - 1) (1 mg / kg) and the autophagy
inhibitor 3 - Methyladenine (3 - MA) (15 mg / kg) were administered via intraperitoneal injection. All administrations
were performed once daily for 4 weeks,while the other groups were given an equivalent volume of normal saline. Hepatic
histopathological changes were evaluated using hematoxylin - eosin (HE) and Masson staining. Serum levels of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), tumor necrosis factor - α (TNF - α), superoxide dismutase
(SOD), malondialdehyde (MDA), and Fe2 + content in serum and liver tissue were measured. Western blot (WB) was
employed to assess protein expression of GPX4,Nrf2, solute carrier family 7 member 11 ( SLC7A11), transferring
receptor 1 (TFR1),Beclin - 1,and the LC3 II / I ratio. Quantitative real - time polymerase chain reaction (qPCR) was
utilized to determine mRNA expression levels of Nrf2 and GPX4. Results: Compared with the Control group, the Model
group exhibited severe hepatic steatosis, significant fibrosis, elevated collagen deposition,increased serum AST, ALT,
MDA, TNF - α, and Fe2 + levels, and reduced SOD activity (P < 0. 05). Protein expression of GPX4, Nrf2, and
SLC7A11 was upregulated, while TFR1 and Beclin - 1 expression increased, and mRNA levels of GPX4 and Nrf2 were
markedly suppressed ( P < 0. 05). Intervention with Yiqi Huoxue Lishui Decoction and / or inhibitors significantly
attenuated histopathological damage, reduced AST, ALT, MDA, TNF - α, Fe2 + levels, and downregulated TFR1 and
Beclin - 1 expression ( P < 0. 05 ). Concurrently, SOD activity, GPX4 and Nrf2 protein / mRNA expression, and
SLC7A11 protein levels were elevated (P < 0. 05). No significant difference was observed in the LC3 II / I ratio across
groups(P > 0. 05). Conclusion: Yiqi Huoxue Lishui Decoction may ameliorate hepatic fibrosis by inhibiting ferroptosis
through activation of the Nrf2 / GPX4 signaling pathway.
Key words　 Liver fibrosis (HF); Yiqi Huoxue Lishui Decoction; Ferroptosis; Nrf2 / GPX4; Autophagy
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