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摘要： 目的　探究 2，5-二羟基苯甲酸（2，5-DHBA）治疗代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）潜在靶点和调控磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路的分子机制。方法　首先进行网络药理学研究，通过数据库筛选2，5-DHBA与MAFLD的

共同作用靶点，进行分子对接与通路富集分析预测其潜在调控的生物学过程与信号通路。其次，进一步通过细胞（小鼠正

常肝细胞AML-12）实验验证，通过细胞计数试剂盒 8筛选 2，5-DHBA 3个最佳干预浓度。将细胞分为 5组：对照组、模型组

（2 mmol/L的游离脂肪酸构建的MAFLD细胞模型）以及 2，5-DHBA低、中、高 3个干预剂量组（2 mmol/L的游离脂肪酸+3个
不同浓度的 2，5-DHBA）。采用油红O染色观察细胞内脂质沉积情况，荧光探针DCFH-DA检测细胞内活性氧的水平，生化

法检测甘油三酯（TG）和总胆固醇（TC）含量；采用实时聚合酶链式反应与Western Blot检测基因及蛋白表达水平。多组间比

较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用Tukey’s检验。结果　共筛选出 32个 2，5-DHBA与MAFLD的共同作用靶点。

在 1.25～20 μmol/L浓度范围内，2，5-DHBA处理组自 2.5 μmol/L浓度起，呈剂量依赖性提高 AML-12细胞活力。选取最低

起效浓度 1.25 μmol/L、中间梯度浓度 5 μmol/L及有效区间内最高安全浓度 20 μmol/L作为低、中、高 3个干预剂量。与模

型组相比，1.25、5和 20 μmol/L 浓度的 2，5-DHBA 干预均能降低细胞内脂滴积累（P值均<0.05）；与模型组比较，3个剂量

组 TG和 TC水平差异均有统计学意义（P值均＜0.05）。与对照组比较，模型组内 ROS荧光强度显著升高（P<0.05）；与模

型组相比，经 5 μmol/L和 20 μmol/L浓度的 2，5-DHBA处理后，细胞内ROS水平呈剂量依赖性下降（P值均<0.05）；与模型

组相比，5 μmol/L和 20 μmol/L浓度的 2，5-DHBA治疗显著下调了促脂生成基因固醇调节元件转录因子 1、脂肪酸合成酶

的mRNA表达水平，并上调了抗氧化核心基因核转录因子红系 2相关因子 2及其下游靶基因血红素加氧酶 1的mRNA表

达（P值均<0.05）。与对照组相比，模型组p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt表达均显著升高（P值均<0.05）；与模型组相比，经5 μmol/L
的 2，5-DHBA 治疗后，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 的蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组 Nrf2、HO-1
蛋白表达水平显著降低（P 值均<0.05）；经 1.25 μmol/L 的 2，5-DHBA 治疗后 Nrf2和 HO-1蛋白水平均显著升高（P<0.05）。

结论　网络药理学联合细胞实验证实，2，5-DHBA 能通过调控 PI3K/Akt信号通路，减轻脂质沉积与氧化应激，进而发挥

治疗MAFLD的作用。
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Abstract： Objective　 To investigate the potential targets of 2，5-dihydroxybenzoic acid （2，5-DHBA） in the treatment of 
metabolic dysfunction-associated fatty liver disease （MAFLD） and the molecular mechanism by which it regulates the 
phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） signaling pathway. Methods　A network pharmacology analysis was 
performed at first， and related databases were used to obtain the common action targets of 2，5-DHBA and MAFLD， followed by 
molecular docking and pathway enrichment analysis to predict the potential biological processes and signaling pathways regulated 
by these targets. Then mouse normal hepatocytes AML-12 were used for cell experiments， and CCK-8 assay was used to determine 
the three optimal intervention concentrations of 2，5-DHBA. AML-12 cells were divided into control group， model group （cells 
cultured in a medium containing 2 mmol/L free fatty acid ［FFA］ to establish a cell model of MAFLD）， and three 2，5-DHBA 
intervention groups （cells cultured with FFA and 2，5-DHBA at the three different concentrations of 1.25， 5， and 20 μmol/L， 
respectively）. Oil red O staining was used to observe intracellular lipid accumulation； the fluorescent probe DCFH-DA was used to 
measure the level of intracellular reactive oxygen species （ROS）； biochemical assays were used to measure the content of 
triglyceride （TG） and total cholesterol （TC）； quantitative real-time PCR and Western Blot were used to measure the expression levels of 
related genes and proteins. A one-way analysis of variance was used for comparison between multiple groups， and the Tukey’s test was 
used for further comparison between two groups. Results　A total of 32 common targets were obtained for 2，5-DHBA and MAFLD. 
Within a concentration range of 1.25 — 20 μmol/L， 2，5-DHBA treatment， starting from the concentration of 2.5 μmol/L， increased the 
viability of AML-12 cells in a dose-dependent manner. The minimum effective concentration of 1.25 μmol/L， the intermediate 
gradient concentration of 5 μmol/L， and the maximum safe concentration within the effective range of 20 μmol/L were selected for 
low- ， middle- ， and high-dose intervention， respectively. Compared with the model group， 2，5-DHBA intervention at 
concentrations of 1.25， 5， and 20 μmol/L could significantly reduce lipid droplet accumulation in cells （all P<0.05）， and there 
were significant differences in TG and TC between the model group and the three intervention groups （all P<0.05）. Compared with 
the control group， the model group had a significant increase in ROS fluorescence intensity （P<0.05）， and compared with the 
model group， there was a dose-dependent reduction in intracellular ROS level after treatment with 5 μmol/L or 20 μmol/L 2，5-

DHBA （P<0.05）. Compared with the model group， 2，5-DHBA treatment at concentrations of 5 and 20 μmol/L significantly 
downregulated the mRNA expression levels of the lipogenic genes SREBf1 and FASN and upregulated the mRNA expression levels 
of the key antioxidant gene Nrf2 and its downstream target gene HO-1 （all P<0.05）. Compared with the control group， the 
expression of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt in the model group was significantly increased （all P<0.05）. Compared with the model 
group， the protein expression levels of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt were significantly decreased after 5 μmol/L 2，5-DHBA 
treatment （P<0.05）. Compared with the control group， the expression levels of Nrf2 and HO-1 protein in the model group were 
significantly decreased （all P<0.05）. The protein levels of Nrf2 and HO-1 were significantly increased after treatment with 
1.25 μmol/L 2，5-DHBA （P<0.05）. Conclusion　Network pharmacology and cellular experiments confirm that 2，5-DHBA can alleviate 
lipid deposition and oxidative stress by regulating the PI3K/Akt signaling pathway， thereby exerting a therapeutic effect on MAFLD. 
Key words： Metabolic Dysfunction-Associated Fatty Liver Disease； 2，5-Dihydroxybenzoic Acid； Phosphatidylinositol 3-Kinases
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代谢相关脂肪性肝病（metabolic dysfunction-associated 
fatty liver disease，MAFLD）是一种进展性肝病，其早期特征

为肝内脂肪过度沉积，可逐步进展为肝细胞损伤、炎症反

应乃至晚期肝纤维化［1］。近年来，该疾病的患病率增长迅

速［2］，且随着生活水平的提高，其患病率呈逐年上升的趋

势［3］。目前，临床上治疗MAFLD仍缺乏安全有效的药物，

因此，寻找临床有效药物成为亟待解决的关键问题［4］。
对于 MAFLD 的发病机制，“多重打击”假说逐渐被

接受认可［5］。该假说认为，MAFLD 的发生发展与脂质

代谢紊乱、线粒体功能障碍和肠道微生物功能改变等多

种因素有关［6］。研究证实，肝脏内过度脂质堆积会打破

脂肪分解与从头合成之间的平衡，从而影响脂类物质的

正常分解代谢，进而引发肝脂肪变性并产生脂肪毒

性［7］。同时，过度脂质堆积也会造成线粒体功能障

碍［8］，导致活性氧（reactive oxygen species，ROS）过量生

成和堆积，进而诱发氧化应激［9］。因此，减轻脂质堆积

和抑制氧化应激成为治疗MAFLD的重要策略［10］。
2，5-二羟基苯甲酸（2，5-Dihydroxybenzoic acid，2，5-

DHBA）作为一种广泛存在于蔓越莓、葡萄、柑橘类水果、

羽衣甘蓝、莲子等多种果蔬中的多酚类化合物，已被证

实具有广泛的有益健康功效［11-12］。研究证实，2，5-

DHBA可以通过增强脂肪酸氧化、刺激棕色脂肪组织的

热生成，预防小鼠高脂肪和高果糖饮食引起的肥胖［13］；
同时，2，5-DHBA 还能减少油酸诱导的 HepG2细胞和高

脂饮食喂养小鼠的肝脏脂质积累［14］。然而，2，5-DHBA
改善MAFLD的具体分子机制尚不明确。

因此，本研究利用网络药理学方法，预测 2，5-DHBA
治疗MAFLD的潜在作用靶点，并探讨其关键靶点、相关生

物学过程及信号通路。进一步通过构建MAFLD细胞模

型，验证2，5-DHBA在抑制脂质堆积和氧化应激方面的疗

效，从而为2，5-DHBA缓解MAFLD提供重要的理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料　

1.1.1　细胞株　本研究采用小鼠正常肝细胞 AML-12，

购 于 商 城 北 纳 创 联 生 物 科 技 有 限 公 司（货 号 ：

BNCC338281），实验时传代至第4～5代。

1.1.2　实验用药　2，5-DHBA购于成都曼思特生物科技

有限公司（货号：A1076），实验时使用二甲基亚砜稀释至

所需浓度。

1.1.3　主要试剂　DMEM/F12 培养基（货号：31330038，
赛默飞世尔科技公司，美国）、胎牛血清（货号：A52567-

01，赛默飞世尔科技公司，美国）、青链霉素混合液

（100×）（货号：P1400，北京索莱宝科技有限公司）、胰蛋

白酶-EDTA 消化液（货号：T1300，北京索莱宝科技有限

公司）、无血清细胞冻存液（科研级）（货号：FH7002，北京

索莱宝科技有限公司）、1×PBS缓冲液（pH7.2～7.4）（货

号：P1020，北京索莱宝科技有限公司）、油红O染色试剂

盒（细胞专用）（货号：G1262，北京索莱宝科技有限公

司）、细胞计数试剂盒 8（cell counting kit-8，CCK8）（货号：

GK10001，GLPBIO，美国）、ROS 试剂盒（货号：E-BC-

K138-F，武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）、

GAPDH（货号：60004-1-Ig，武汉三鹰生物技术有限公

司）、β-actin（货号：66009-1-Ig，武汉三鹰生物技术有限

公司）、磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，
PI3K）［货号：T40115F，艾比玛特医药科技（上海）有限公

司］、磷酸化 PI3K（p-PI3K）［货号：T40116F，艾比玛特生

物医药（上海）有限公司］、蛋白激酶 B（protein kinase B，

Akt）［货号：T55561S，艾比玛特生物医药（上海）有限公

司］、磷酸化Akt（p-Akt）［货号：PC0876，艾比玛特生物医

药（上海）有限公司］、核转录因子红系 2 相关因子 2
（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）（货号：

16396-1-AP，武汉三鹰生物技术有限公司）、血红素加氧

酶（heme oxygenase，HO）1［货号：T55113，艾比玛特生物

医药（上海）有限公司］、HRP-标记二抗（货号：SA00001-2，
SA00001-1，武汉三鹰生物技术有限公司）、特超敏 ECL
化学发光底物（货号：BL520A，北京兰杰柯科技有限

公司）。

1.1.4　数据库　本研究所用数据库包括：MeSH Browser
数据库（https：//www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html）、
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OMIM 数 据 库（https：//omim. org）、GeneCards 数 据 库

（https：//www. genecards. org）、PubChem 数据库（https：//
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）、SwissADME 数据库（https：//
www.swissadme.ch）、SwissTargetPrediction数据库（https：//
www.swisstargetprediction.ch）、STRING数据库（https：//cn.
string-db.org）、Metascape 数据库（https：//metascape.org）、

微生信网络服务（https：//www. bioinformatics. com. cn）、

Uniprot数据库（https：//www.uniprot.org）。

1.2　实验方法　

1.2.1　网络药理学预测 2，5-DHBA 和 MAFLD 的作用靶

点 及 通 路　（1）MAFLD 相关靶点获取。通过 MeSH 
Browser 数据库确定关键词“MAFLD、MAFL、MASH、

NASH、MAFLD、NAFLD、Nonalcoholic fatty liver disease、
Nonalcoholic steatohepatitis、Fatty liver， nonalcoholic、
NAFL、 Metabolic dysfunction-associated fatty liver 
disease”，根据关键词在OMIM、GeneCards数据库（阈值≥2）
中确定相关基因，整合后删除重复条目。（2）2，5-DHBA
潜在靶点预测。从 PubChem 数据库获得所选化合物的

标准简化分子输入行系统（SMILES）标识。将 SMILES
输入 SwissADME数据库评估药代动力学性质，确定 2，5-

DHBA 胃肠道吸收效率高（GI Absorption=High）且类药

性至少两个参数为“yes”，随后将获得的 SMILES提交至

SwissTargetPrediction 数据库以识别预测靶点。（3）蛋白

质-蛋白质相互作用（protein-protein Interaction， PPI）网

络构建和关键基因筛选。2，5-DHBA 和 MAFLD 的重叠

靶点导入 STRING 数据库构建 PPI 网络［15］，最小相互作

用阈值设置为“最高置信度”（>0.4）。随后将网络分析

结果导入 Cytoscape 3.7.0进行进一步处理。通过 6个关

键拓扑参数（Betweenness、Closeness、Degree、Eigenvector、
LAC、Network）的中位值识别关键基因靶点，并量化靶点

的意义和相关性。（4）基因本体（gene ontology，GO）和京

都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes 
and genomes analysis， KEGG）通路富集分析。为检验与

重叠靶点相关的潜在信号通路，使用 Metascape 数据

库［16］进行 GO 和 KEGG 通路富集分析，设置为错误发现

率 <0.05。 GO 富 集 分 析 包 括 3 个 类 别 ：生 物 过 程

（biological process，BP）、分子功能（molecular function，
MF）和细胞组分（cell component，CC）。为进一步分析，

选取显著富集的 BP、MF、CC和 KEGG通路，利用微生信

网络服务进行可视化。（5）关键靶点的分子对接及分析。

从 Uniprot 数据库获取相应靶点的 PDB 格式文件［17］，使
用 PubChem 数据库获取 2，5-DHBA 的分子结构式并下

载 2D 结构，将 2D 结构导入 Chem3D 23.1.1 软件获取 3D
结构。然后使用 AutoDockTools（v1.5.7）软件添加极性

氢并分配电荷，所得结构以“pdbqt”格式保存。使用

AutoDock Vinna（v1.1.2）软件进行分子对接分析。结合

能用于评估配体和受体之间的相互作用：结合能<
0 kcal/mol 表示自发结合，而结合能<−5 kcal/mol 表示稳

定结合［18］。使用 PyMOL 3.1软件对结果进行可视化。

1.2.2　细胞培养　AML-12细胞培养于含 10%胎牛血清

和青霉素-链霉素溶液的DMEM/F12培养基中。

1.2.3　细胞活力测定及分组　AML-12细胞在 96孔板中

培养，在对数生长阶段去除培养基后加入含不同浓度

（0、1.25、2.5、5、10、20和 40 μmol/L）2，5-DHBA的 100 μL
样品溶液，处理 24 h 后添加 CCK8 溶液 10 μL，再孵育

1 h，使用 450 nm波长测量吸光度，并将结果进行归一化

处理［19］。根据 CCK8 结果，选取最低起效浓度、中间梯

度浓度及有效区间内最高安全浓度作为低、中、高3个干

预剂量，将细胞分为 5 组：对照组、模型组［游离脂肪酸

（free fatty acid，FFA）构建的 MAFLD 细胞模型］和 2，5-

DHBA 低、中、高 3 个干预剂量组（2 mmol/L 的 FFA+3 个

不同浓度的2，5-DHBA）。

1.2.4　细胞油红 O 染色　将 AML-12细胞接种于 6孔板

中，每孔3×105个细胞，培养至超过80%的汇合度后将细

胞暴露于 2 mmol/L FFA 溶液 24 h 以诱导细胞脂肪沉

积［20］。然后分别添加3个干预剂量的2，5-DHBA培养24 h
后，使用油红O试剂盒染色，显微镜下观察并获取图像。

1.2.5　ROS 检测　添加 DCFH-DA荧光探针按照制造商

提供的说明进行孵育，荧光显微镜下观察并获取图像。

1.2.6　Western Blot 检测　AML-12 细胞使用 RIPA 裂解

缓冲液进行匀浆和裂解，随后以12 000 r/min的速度离心

10 min。蛋白质样品在 80 V电压下，在 10%聚丙烯酰胺

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳分离，随后

转印至PVDF膜。使用含有3% BSA和0.1%吐温20的缓

冲液的5%脱脂牛奶封闭膜，在4 ℃下与特异性一抗孵育

过夜，包括 GAPDH、β -Actin、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、
Nrf2和HO-1（稀释比例均为1∶2 000）。TBST洗膜3次，加

入二抗（稀释比例均为1∶10 000），TBST洗膜3次后将膜浸

于1∶1配制的ECL发光液中，避光条件下进行扫描。

1.2.7　 实 时 聚 合 酶 链 式 反 应（real-time fluorescence 
polymerase chain reaction，real-time PCR）　使用TRizol试
剂和总RNA提取试剂盒（货号：R1200，北京索莱宝科技

有限公司）提取细胞 RNA，合成 cDNA 后，在 20 μL 体积

下进行 real-time PCR，引物序列如表1所示。
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1.2.8　统计学方法　采用 GraphPad Prism 10 软件进行

统计和分析。各组数据均进行正态性检验和方差齐性

检验，符合正态分布和方差齐性的数据以 x̄±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

Tukey’s检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　2，5-DHBA 与 MAFLD 作用通路预测　为探究 2，5-

DHBA治疗MAFLD的分子机制，本研究首先通过网络药

理学方法筛选 2，5-DHBA治疗MAFLD的潜在作用靶点。

从公共数据库中共获取 100 个 2，5-DHBA 预测靶点，同

时基于既定阈值筛选出 1 288个MAFLD相关靶点。将 2
组靶点取交集后，获得 32个共同潜在作用靶点，随后，将

其导入 STRING 数据库，以相互作用评分>0.4 为阈值构

建 PPI网络。为进一步识别核心靶点，本研究将包含 32
个节点和 171 条边的 PPI 网络导入 Cytoscape 3.7.0 软件，

利用 CytoNCA 插件进行拓扑分析。基于 Betweenness、
Closeness、Degree、Eigenvector、LAC、Network 等 6 项拓扑参

数的中位值进行筛选，最终确定了表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）、白蛋白、前列腺

素内过氧化物合酶 2、基质金属蛋白酶 2、丝氨酸蛋白酶

抑制剂家族E成员 1、激酶插入域受体、髓细胞白血病 1、
间质-上皮转化因子、热休克蛋白 90α家族A类成员 1、多
聚ADP核糖聚合酶 1、基质金属蛋白酶 9、雌激素受体 1、
Toll样受体 4等 13个关键靶点。为验证 2，5-DHBA与核

心靶点间的相互作用，对筛选出的 13个关键靶点进行了

分子对接分析。结果表明，2，5-DHBA 与所有关键靶点

的结合能均<−5 kcal/mol，表明其结合过程可自发进行且

形成的复合物结构稳定。此外，利用PyMOL软件对代表

性对接构象进行可视化，直观展示了其分子间相互作用

模式。

为阐明 2，5-DHBA治疗MAFLD的分子机制，本研究

通过Metascape数据库对 32个共同靶点进行了以“Homo 
sapiens”为条件的功能富集分析。筛选错误发现率<0.05
的显著条目，并按富集显著性升序排列，分别提取 BP、
CC和 MF前 10项，以及 KEGG通路前 20项，利用微生信

平台进行可视化展示（图1）。

分析结果显示，2，5-DHBA 的潜在靶点主要富集于

细胞迁移与运动等生物过程，在细胞组分层面主要分布

于各类膜性腔室及细胞外基质，在分子功能上则集中于

细胞信号转导和蛋白代谢相关活性。KEGG通路富集分

析进一步表明，上述靶点显著富集于多条与代谢炎症及

癌症密切相关的信号通路，包括 PI3K/Akt、低氧诱导因

子 1、Ras 相关蛋白 1、白细胞介素 17（interleukin-17，IL-

17）信号通路等。同时，靶点亦涉及EGFR酪氨酸激酶抑

制剂耐药、黏附连接与焦点黏附调控、流体剪切应力与

动脉粥样硬化形成，以及中性粒细胞胞外陷阱形成等多

种病理生理过程。上述结果提示，2，5-DHBA 可能通过

协同调控上述多通路，在调节代谢性炎症微环境方面发

挥治疗效应。

2.2　2，5-DHBA 减轻 FFA 诱导的 AML-12 细胞脂质堆

积　CCK-8法检测结果显示，在 1.25～20 μmol/L浓度范

围内，2，5-DHBA处理组自 2.5 μmol/L浓度起，呈剂量依

赖性提高 AML-12 细胞活力，与未处理组相比差异有统

计学意义（P值均<0.05）。根据CCK-8实验结果，选取最

低起效浓度 1.25 μmol/L、中间梯度浓度 5 μmol/L及有效

区间内最高安全浓度 20 μmol/L作为低、中、高 3个干预

剂量用于后续实验。

为探究 2，5-DHBA 对脂质代谢的改善作用，进一步

检测了其对脂质积累的影响。油红O染色结果显示，与

模型组相比，1.25、5和 20 μmol/L浓度的 2，5-DHBA干预

均能降低细胞内脂滴积累（P 值均<0.05）（图 2a、b）；同

时，细胞内甘油三酯（triglyceride，TG）和总胆固醇（total 
cholesterol，TC）水平呈剂量依赖性下降，与模型组比较，

3 个剂量组 TG 和 TC 水平均明显下降（P 值均<0.05）（图

2c、d）。上述结果表明，FFA能够成功诱导AML-12细胞

建立MAFLD模型，并且 2，5-DHBA治疗能够有效缓解该

模型中的脂质堆积。

表1　引物序列
Table 1　Primer sequences

引物

Nrf2

SREBF1

FASN

HO-1

GAPDH

方向

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

序列（5'-3'）
AAGCAGACGGAGGAGGAG
GGAGGTGTTCAGGCAAGG

CATCCACATGGCTCTGAGTG
CTCATCCACAAAGAAGCGGT
GAGAAAGCTTGCCAAACAGG
GAGGGTCTTGCAGGAGACAG

GCTCAACATCCAGCTCTTTGAGG
GACAAAGTTCATGGCCCTGGGA
GTTCCCACCCTAGAAAGTCCA
ACTTGGAGGAGGTTTGCTGG

注：Nrf2，核转录因子红系 2相关因子 2；SREBF1，固醇调控元件结
合转录因子 1；FASN，脂肪酸合成酶；HO-1，血红素加氧酶 1；GAPDH，
甘油醛-3-磷酸脱氢酶。
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注：a，GO功能富集分析结果，展示了BP、CC和MF中富集显著性前10的条目；b，KEGG通路富集分析前20的信号通路。MAFLD，代谢相关脂肪性肝病；
GO，基因本体；KEGG，京都基因与基因组百科全书；HDAC8，组蛋白去乙酰化酶8；ERN1，内质网到细胞核信号转导1；CNR1，大麻素受体1；MPO，髓过
氧化物酶；ELANE，中性粒细胞弹性蛋白酶；SERPINE1，丝氨酸蛋白酶抑制剂家族E成员1；MCL1，髓细胞白血病1；AXL，AXL受体酪氨酸激酶；PTGS2，
前列腺素内过氧化物合酶2；MMP1，基质金属蛋白酶1；HSP90AA1，热休克蛋白90α家族A类成员1；EP300，蛋白乙酰转移酶P300；TLR4，Toll样受体4；
MMP9；基质金属蛋白酶9；MMP2，基质金属蛋白酶2；MET，间质-上皮转化因子；KDR，激酶插入域受体；IGF1R，胰岛素样生长因子1受体；ESR1，雌激素

受体1；EGFR，表皮生长因子受体；IL-17，白细胞介素17；Rap1，Ras相关蛋白1；HIF-1，低氧诱导因子1；PI3K-Akt，磷脂酰肌酶3-激酶-蛋白激酶B。
图1　2，5-DHBA治疗MAFLD靶点的GO与KEGG富集分析

Figure 1　GO and KEGG enrichment analysis of 2，5-DHBA for MAFLD targets
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2.3　2，5-DHBA 在基因表达水平上调控脂质堆积和氧

化应激　基于上述研究结果，为探究 2，5-DHBA 调控氧

化应激的作用，本研究进一步通过 DCFH-DA 荧光探针

检测细胞内ROS水平。结果显示，模型组内ROS荧光强

度显著升高，经 5 μmol/L和 20 μmol/L浓度的 2，5-DHBA
处理后，细胞内 ROS 水平呈剂量依赖性下降（P 值均<
0.05）（图 3a、b）；与模型组相比，5 μmol/L和 20 μmol/L浓

度的 2，5-DHBA治疗显著下调了促脂生成基因固醇调控

元件结合转录因子 1（sterol regulatory element-binding 
transcription factor 1，SREBF1）、脂肪酸合成酶（fatty acid 
synthase，FASN）的mRNA表达水平（P值均<0.05）（图 3c、
d），并上调了抗氧化核心基因Nrf2及其下游靶基因HO-1
的mRNA表达（图3e、f）。

2.4　2，5-DHBA 对 FFA 诱导的 AML-12 细胞中 PI3K/Akt
信号通路的影响　结合上述网络药理学和细胞实验结

果，本研究进一步通过Western Blot实验探究 2，5-DHBA
调控 PI3K/Akt 信号通路的关键蛋白表达水平。结果显

示，与模型组相比，经浓度为 5 μmol/L的 2，5-DHBA治疗

后，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt的蛋白表达水平均显著降低

（P 值均<0.05）（图 4）。为进一步探究 2，5-DHBA 治疗

MAFLD的机制，深入探究了氧化应激关键蛋白Nrf2及下

游蛋白HO-1的表达水平。结果提示，与对照组相比，FFA
干预后 Nrf2及其下游蛋白 HO-1表达水平降低（P值均<
0.05），经 1.25 μmol/L 的 2，5-DHBA 治疗后 Nrf2 和 HO-1
蛋白水平均显著升高（P值均 < 0.05）（图5）。

3　讨论

MAFLD是一种由非酒精性刺激诱发的肝脂质代谢

紊乱性疾病，其特征为肝细胞内脂质过度蓄积［21］，该疾

病可进一步发展为代谢相关脂肪性肝炎、肝纤维化及其

他肝脏相关并发症［22］。由于 MAFLD 早期临床症状隐

匿，目前尚缺乏明确有效的治疗手段［23］。
2，5-DHBA 作为一种广泛存在于水果和蔬菜中的

天然酚酸，研究证实其能够减轻 MAFLD 模型中的肝脏

脂肪堆积及炎症细胞浸润，并可能降低患者肝内脂肪

含量［24］。然而，关于 2，5-DHBA 治疗 MAFLD 的分子

机制尚不明确。为进一步揭示其作用机制，本研究采

用网络药理学方法筛选出 2，5-DHBA 干预 MAFLD 的

潜在关键靶点，并通过分子对接验证了 2，5-DHBA 与

这些靶点之间具有良好的结合亲和力。GO 与 KEGG
富集分析提示，2，5-DHBA 可能通过多通路协同发挥

治疗作用。其中显著富集的通路包括 PI3K-Akt 信号

通路、EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐药通路、低氧诱导因

子 1 信号通路、IL-17 信号通路以及中性粒细胞胞外诱

捕网形成通路。上述通路在调控脂质代谢、炎症反

应、细胞自噬及氧化应激等 MAFLD 关键病理环节中均

具有重要作用［25-32］。
PI3K/Akt 信号通路是糖脂代谢的核心调节器，其

激活可通过促进 Akt 磷酸化参与脂质代谢调控［33-34］，
从而减轻肝脏脂质堆积［35］。研究显示，调节 PI3K/Akt
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注：a，油红O染色结果（×400）；b，油红O染色定量分析；c，TC水平测定；d，TG水平测定。与模型组比较，*P<0.05。FFA，游离脂肪酸；TC，总胆固醇；TG，

甘油三酯；2，5-DHBA，2，5-二羟基苯甲酸。

图2　2，5-DHBA减轻FFA诱导的AML-12细胞脂质堆积
Figure 2　2，5-DHBA alleviates FFA-induced lipid accumulation in AML-12 cells
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通路活性可改善糖脂代谢紊乱，进而治疗MAFLD［36-37］。
此外，PI3K/Akt 通路的异常激活也与氧化损伤密切相

关［38］，PI3K/Akt 通路的激活可调控 Nrf2 的表达，而

Nrf2 是调控脂质代谢和细胞氧化应激的关键转录因

子［39］。Nrf2 的活化有助于激活下游 HO-1 等抗氧化酶

的表达，从而提高细胞的抗氧化能力，缓解氧化应激

与脂质堆积［40-41］。上述证据提示，PI3K/Akt/Nrf2 信号

轴可通过改善肝脏脂质沉积与氧化应激，参与治疗

MAFLD。

本研究采用 FFA 诱导 AML-12 细胞构建 MAFLD 体

外模型，通过检测细胞内 TG和 TC含量以评估肝细胞内

脂质堆积的情况。结果显示，与模型组相比，2，5-DHBA
治疗后的细胞内的脂滴形成显著减少，且 TG与 TC水平

也显著下降。这些结果初步表明，2，5-DHBA 能够有效

缓解 FFA 诱导的肝细胞脂质蓄积，改善肝脏脂代谢

紊乱。

本研究进一步通过DCFH-DA荧光探针检测了各组

细胞内ROS的水平，以评估细胞的氧化应激状态［42］，结
果显示，与对照组相比，FFA组的ROS水平显著升高，表

明成功诱导了AML-12细胞氧化应激；且经过 2，5-DHBA
治疗后，细胞内 ROS 荧光强度呈现剂量依赖性下降。

real-time PCR进一步揭示了 2，5-DHBA具有多靶点调控

作用：一方面，2，5-DHBA 显著下调了 SREBF1 及 FASN
的 mRNA 表达，SREBF1 是调控脂肪生成的关键转录因

子，抑制其表达能够直接减少 FASN 等脂源基因的转

录［43］，从而在分子层面解释了 2，5-DHBA能够降低肝细

胞脂质合成的作用。另一方面，2，5-DHBA 处理显著上

调了 Nrf2 及其核心靶基因 HO-1 的转录水平，表明其有

效激活了内源性抗氧化防御系统。

研究显示，Akt磷酸化是该通路激活的标志性产物，

并可直接调控抗氧化核心因子 Nrf2的表达［44］。本研究

通过Western Blot检测了 PI3K/Akt信号通路中关键蛋白

对照组 模型组 1.25 μmol/L 5 μmol/L 20 μmol/L
RO

S表
达

水
平

5 μmol/L

5 μmol/L

20 μmol/L

20 μmol/L

1.25 μmol/L

1.25 μmol/L

* *

*

*

* *
*

*

*

*
** * *

*

*

对照组
模

型
组

对照组

模
型

组

5 μmol/L
20 μmol/L

1.25 μmol/L

对照组
模

型
组

5 μmol/L
20 μmol/L

1.25 μmol/L

对照组
模

型
组

5 μmol/L
20 μmol/L

1.25 μmol/L

对照组
模

型
组

5

4

4

2

0

6

8

3

2

1

0
FA

SN
 m

RN
A

SR
EB

F1
 m

RN
A

Nr
f2

 m
RN

A

HO
-1

 m
RN

A

1.5

1.0

0.5

0.0

1.5

1.0

0.5

0.0

组别 组别 组别

组别 组别

注：a，ROS荧光探针代表性图像（×400）；b，ROS定量分析；c～f，FASN、SREBF1、Nrf2和HO-1的mRNA表达水平。与模型组比较，*P<0.05。ROS，
活性氧；FFA，游离脂肪酸；FASN，脂肪酸合成酶；SREBF1，固醇调控元件结合转录因子 1；Nrf2，核转录因子红系 2相关因子 2；HO-1，血红素加

氧酶1。
图3　2，5-DHBA减轻FFA诱导的AML-12细胞脂质沉积和氧化应激

Figure 3　2，5-DHBA alleviates FFA-induced lipid deposition and oxidative stress in AML-12 cells
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图4　2，5-DHBA调节PI3K/AKT信号通路改善MAFLD
Figure 4　2，5-DHBA ameliorates MAFLD by modulating the PI3K/AKT signaling pathway
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图5　2，5-DHBA抑制氧化应激改善MAFLD
Figure 5　2，5-DHBA inhibits oxidative stress to ameliorate MAFLD

1594



徐俊姣，等 . 2，5-二羟基苯甲酸对代谢相关脂肪性肝病体外细胞模型的影响及其作用机制

的表达与磷酸化水平。结果显示，与 FFA 组相比，2，5-

DHBA 治疗会导致 p-PI3K/PI3K 与 p-Akt/Akt 比值降低。

同时，作为该通路下游的核心转录因子，Nrf2 的蛋白水

平及其关键靶基因产物 HO-1 的总蛋白表达被 2，5-

DHBA 显著上调。综上所述，推测 2，5-DHBA 能够通过

抑制 PI3K/Akt 信号通路，促进 Nrf2 激活，从而改善

MAFLD脂质代谢紊乱与氧化应激。

本研究综合网络药理学预测与细胞实验验证，初

步揭示了天然多酚 2，5-DHBA 改善 MAFLD 的多靶点作

用 机 制 。 结 果 显 示 ，2，5-DHBA 可 能 通 过 作 用 于

EGFR、白蛋白、雌激素受体 1、Toll 样受体 4 等 13 个核

心靶点，调控包括 PI3K/Akt、低氧诱导因子 1、IL-17 等

多条与脂质代谢、炎症及氧化应激密切相关的信号通

路。实验部分发现，2，5-DHBA 能够通过抑制 PI3K/Akt
信号通路，激活下游 Nrf2/HO-1 抗氧化轴，从而有效减

轻肝细胞脂质堆积并缓解氧化应激。然而，本研究目

前主要验证了 2，5-DHBA 治疗 MAFLD 与 PI3K/Akt 信号

通路及 Nrf2/HO-1 抗氧化轴的相关性，对于 2，5-DHBA
调控 PI3K/Akt/Nrf2 信号通路的直接分子机制尚需进一

步实验验证。此外，对于预测得到的 EGFR、IL-17、中
性粒细胞胞外诱捕网等其他相关信号通路，仍需开展

深入的实验研究加以探索。
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