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摘要   目的  探讨降脂益肝汤预处理的人脂肪间充质干细胞来源外泌体（ JZYGT-Exo）对代谢相关脂肪性肝病

（MAFLD）细胞模型铁死亡的影响及其潜在机制。方法 采用降脂益肝汤含药血清干预人脂肪间充质干细胞并提取外

泌体，通过透射电子显微镜（TEM）及纳米颗粒跟踪分析进行鉴定。采用油酸（OA）和棕榈酸（PA）混合诱导

HepG2 细胞建立 MAFLD 体外模型。实验设置模型组、JZYGT-Exo 组、JZYGT-Exo+Erastin 组及 JZYGT-Exo+Fer-1

组。通过油红 O 染色、细胞内甘油三酯（TG）及葡萄糖含量检测评估脂质代谢；采用 CCK-8 法检测细胞存活率，检

测超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）、过氧化氢酶（CAT）及谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）水平；JC-1 及 Mito-Tracker 探针评估线粒体膜电位与形态；TEM 观察线粒体超微结构以及蛋白免疫印迹

法检测 GPX4、Nrf2 蛋白表达。结果 成功提取并鉴定出 JZYGT-Exo，其可被 MAFLD 模型细胞有效摄取。JZYGT-

Exo 干预可显著减少细胞内脂质沉积（P<0.01），降低 TG 及葡萄糖水平（P<0.01）。细胞死亡方式筛选结果表明，

JZYGT-Exo 可特异性拮抗 Erastin 诱导的铁死亡。在铁死亡相关指标中，JZYGT-Exo 可提高 SOD、CAT、GSH-Px 活

性（P<0.01），降低 MDA 与 ROS 水平，提升线粒体膜电位（P<0.05），改善线粒体形态与超微结构，减少线粒体铁

沉积，并上调 GPX4 与 Nrf2 蛋白表达（P<0.01）。上述效应可被 Erastin 部分逆转，并被 Fer-1 进一步协同增强。结

论 降脂益肝汤预处理的脂肪间充质干细胞外泌体可通过调节氧化应激与铁死亡关键蛋白表达，改善 MAFLD 模型细

胞的脂质代谢紊乱并抑制铁死亡，其作用机制可能与激活 Nrf2/GPX4 信号通路有关。 

关键词  降脂益肝汤；脂肪间充干细胞；外泌体；代谢相关脂肪性肝病；铁死亡  
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Protective effects of exosomes from adipose-derived mesenchymal stem cells 

preconditioned with Jiangzhi Yigan Decoction against ferroptosis in Metabolic 

dysfunction-associated fatty liver disease  

PENG Jianjun1 ，DENG Fang2  

(1. Department of Spleen and Stomach Diseases, Cili County Hospital of Traditional Chinese Medicine, Zhangjiajie City, Hunan Province, Zhangjiajie 

427200, China. 2. Department of Gastroenterology, Hunan Provincial Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Med icine (Affiliated 

Hospital of Hunan Academy of Traditional Chinese Medicine), Changsha 410006) 

Abstract   Objective To investigate the effect of exosomes derived from human adipose-derived mesenchymal stem cells 

preconditioned with Jiangzhi Yigan Decoction (JZYGT-Exo) on ferroptosis in a metabolic dysfunction-associated fatty liver 

disease (MAFLD) cell model and the underlying mechanisms involved. Methods Human adipose -derived mesenchymal stem 

cells were treated with serum containing JZYGT to obtain JZYGT-Exo, which were characterized using transmission electron 
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microscopy (TEM) and nanoparticle tracking. An in vitro MAFLD model was established by inducing human hepatoblastoma 

HepG2 cells with a mixture of oleic acid and palmitic acid. Model, JZYGT-Exo, JZYGT-Exo + Era group, and JZYGT-Exo + 

Fer-1 groups were created. Lipid metabolism was assessed by Oil Red O staining, and intracellular triglyceride (TG) and 

glucose levels were measured. The cell viability was detected by the CCK-8 method. Levels of superoxide dismutase (SOD), 

malondialdehyde (MDA), reactive oxygen species (ROS), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GSH -Px) were 

detected. Mitochondrial membrane potential and morphology were evaluated using JC-1 and Mito-Tracker probes, 

respectively. Mitochondrial ultrastructure was observed by TEM, and glutathione peroxidase 4 (GPX4) and nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) protein expression were detected by western blot analysis. Results JZYGT-Exo were 

isolated and identified, and were effectively taken up by MAFLD model cells. JZYGT-Exo intervention significantly reduced 

intracellular lipid deposition as well as TG and glucose levels. Cell death mode screening indicated that JZYGT -Exo 

antagonized erastin-induced ferroptosis. JZYGT-Exo increased SOD, CAT, and GSH-Px activities, decreased MDA and ROS 

levels, enhanced mitochondrial membrane potential, improved mitochondrial morphology and ultrastructure, reduced 

mitochondrial iron deposition, and up-regulated GPX4 and Nrf2 protein expression; these effects were partially reversed by 

erastin and were enhanced by Fer-1. Conclusions JZYGT-Exo ameliorated lipid metabolism disorders and inhibited 

ferroptosis in MAFLD model cells by regulating key oxidative stress and ferroptosis proteins. Their mechanis m of action may 

be related to Nrf2/GPX4 signaling activation. 

Key words   Jiangzhi Yigan Decoction; adipose-derived mesenchymal stem cells; exosomes; metabolic dysfunction-

associated fatty liver disease; ferroptosis 
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代谢相关脂肪性肝病（metabolic dysfunction-associated fatty liver disease, MAFLD）是全球范围内

最常见的慢性肝病，其患病率随着肥胖和 2 型糖尿病的流行而急剧上升，已成为严重的公共卫生问

题[1,2]。MAFLD 的疾病谱广泛，可从单纯的肝脂肪变性进展为代谢相关性脂肪性肝炎、肝纤维化，最

终演变为肝硬化与肝细胞癌[3,4]。目前，MAFLD 的发病机制复杂，尚未被完全阐明，普遍认为其与胰

岛素抵抗、脂质代谢紊乱、氧化应激及慢性炎症等多种因素密切相关。然而，全球范围内尚无用于治

疗 MAFLD 的特效药物，临床干预以生活方式调控及合并代谢并发症对症管理为主，整体治疗效果欠

佳[5,6]。因此，深入探索 MAFLD 的发病机制并寻找安全有效的干预靶点，是当前肝病研究领域的重

点与难点。 

铁死亡（Ferroptosis）是近年来发现的一种铁依赖性的、以脂质过氧化物累积为特征的调节性细

胞死亡方式，其在神经退行性疾病、缺血再灌注损伤及肿瘤等领域备受关注 [7]。越来越多的证据表

明，铁死亡在 MAFLD 的进展中扮演了关键角色[8]。肝细胞中过多的脂质沉积可诱发脂质过氧化，并

消耗具有抗氧化防御功能的谷胱甘肽，从而抑制关键抗氧化酶谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione 

peroxidase 4，GPX4）的活性，最终触发铁死亡 [9]。铁死亡的发生会进一步加剧肝细胞的损伤、炎症

反应和纤维化，形成恶性循环。因此，靶向抑制细胞铁死亡，可能成为干预 MAFLD 进展的新策略。 

中医药在防治 MAFLD 方面具有独特的理论基础和丰富的临床经验。MAFLD 可归属于中医“肝

癖”“积聚”等范畴，其核心病机多责之于“脾虚湿阻、痰瘀互结”。降脂益肝汤是临床治疗 MAFLD 的有

效经验方，全方以健脾化痰、活血祛瘀为法。前期临床观察证实，该方能有效改善患者肝功能、减轻

肝脏脂肪浸润[10]。然而，由于降脂益肝汤组分复杂，其具体作用机制尚不明确，尤其该方能否通过调

控铁死亡发挥药效仍有待阐明，制约了其现代化与国际化转化应用。 

间充质干细胞来源外泌体（mesenchymal stem cell-derived exosomes, MSC-Exos）作为一种天然的

纳米级囊泡，因其具有低免疫原性、高稳定性和良好靶向性，已成为无细胞治疗的理想工具[11]。研究

表明，MSC-Exos 可通过递送丰富的 miRNA、mRNA 及蛋白质等生物活性物质，在受体细胞中发挥抗

炎、抗氧化及促进组织修复等多重作用[12]。值得注意的是，干细胞的功能状态可显著影响其外泌体的

成分与疗效。据此推测，利用中药复方预处理间充质干细胞可能是一种赋能策略，能够优化其外泌体

的功能活性，从而产生协同或增强的治疗效果。 

基于以上背景，本研究提出科学假说：降脂益肝汤预处理的人脂肪间充质干细胞来源外泌体

（Jiangzhi Yigan Decoction-pretreated adipose-derived mesenchymal stem cell-derived exosomes，JZYGT-

Exo），可能通过调控细胞铁死亡改善 MAFLD 病程。为验证此假说，本研究通过构建 MAFLD 细胞
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模型，系统评估 JZYGT-Exo 对肝细胞脂质代谢、铁死亡相关指标、线粒体功能及关键蛋白表达的影

响，并利用铁死亡诱导剂和抑制剂进行反向验证，旨在从“细胞外泌体-铁死亡”这一新视角，深入揭

示降脂益肝汤防治 MAFLD 的深层机制，为中医药的现代化研究提供新的实验依据。 

1  材料和方法 

1.1 实验材料 

1.1.1  实验动物 

SPF 级雌性 SD 大鼠 20 只，6~8 周龄，体质量（200±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物公司

[SCXK（湘）2025-0004]。动物饲养于湖南省中西医结合医院 SPF 级动物房 [SYXK（湘）2023-

0003]。所有动物实验操作均经湖南省中西医结合医院动物伦理委员会批准（ IACUC-KY2024023），

并严格遵守 3R 原则。 

1.1.2  细胞 

人脂肪间充质干细胞、HepG2（人肝母细胞瘤细胞，货号：CP-H202Y、CL-0103）购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。细胞使用含 10%胎牛血清（或去外泌体胎牛血清）及 1%青霉素-链霉素溶液的

DMEM 培养基，在 37 °C、5% CO₂条件下培养。 

1.2  主要试剂与仪器 

降脂益肝汤（由草决明 9 g（批号：240701）、生山楂 6 g（批号：25060613）、何首乌 3 g（批

号：25071104）、丹参 6 g（批号：20250701）、红花 1 g（批号：25040208）、荷叶 9 g（批号：

20250501）、生槐米 9 g（批号：251201）、半夏 6 g（批号：26020310）、陈皮 3 g（批号：

25050508）、茯苓 9 g（批号：24062502）和苦丁香 3 g（批号：24111506）组成）购于湖南省中西医

结合医院中药房。油酸（批号：HY-N1446）、棕榈酸（批号：HY-N0830）、Erastin（批号：HY-

15763 ）、 Ferrostatin-1 （批号： HY-100579 ）购自美国 MedChemExpress 公司；二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒（批号：P0012）、油红 O 染色试剂盒（批号：

C0157S）、末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP 缺口末端标记（terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP nick-end labeling，TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒（批号：C1086）、细胞增殖-毒性检

测试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）试剂盒（批号：C0041）购自上海碧云天生物技术股份有限公

司；甘油三酯（ triglyceride，TG）含量检测试剂盒（批号：BC0625）购自北京索莱宝科技有限公

司；活性氧（reactive oxygen species，ROS）测定试剂盒（批号：E004-1-1）、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GSH-Px）测定试剂盒（批号：A005-1-1）购自南京建成生物工程研究所有限

公司；DMEM 高糖培养基（批号：C11995500BT）、10%胎牛血清（货号：10099141）、1%青霉素-

链霉素溶液（货号：15140122）购自美国 Gibco 公司；DiO 荧光探针（批号：V22886）购自美国

Thermo Fisher 公司；DAPI 染色液（批号：C1005）购自上海碧云天生物技术股份有限公司；葡萄糖

检测试剂盒（批号：BC2505）、戊二醛（批号：G1102）购自北京索莱宝科技有限公司；DCFH-DA

活性氧检测试剂盒（批号：E004-1-1）、过氧化氢酶（catalase，CAT）测定试剂盒（批号：A007-1-

1）购自南京建成生物工程研究所有限公司；JC-1 染色液（批号：C2006）、Mito-Tracker Green 荧光

探针（批号：C1048）、增强化学发光（enhanced chemiluminescence，ECL）化学发光液（批号：

P0018S）购自上海碧云天生物技术股份有限公司；环氧树脂（批号：45345）购自美国 Sigma-Aldrich

公司；锇酸（批号：ZJJZ-01）、醋酸铀（批号：ZJJZ-02）、柠檬酸铅（批号：ZJJZ-03）购自北京中

镜科仪技术有限公司；聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜（批号：IPVH00010）购自

美国 Millipore 公司；GPX4 抗体（批号：ab125066，稀释比 1:1 000）、核因子 E2 相关因子 2

（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）抗体（批号：ab137550，稀释比 1:1 000）购自美国

Abcam 公司；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记二抗（批号：7074，稀释比 1:5 

000）购自美国 Cell Signaling Technology 公司。 
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透射电子显微镜（HITACHI HT7800，日本 HITACHI 公司）；超高速离心机（Beckman Coulter 

Optima XPN-100，美国 Beckman Coulter 公司）；ZetaView 纳米颗粒追踪仪（Particle Metrix ZetaView 

TWIN，德国 Particle Metrix 公司）；荧光显微镜（Leica DMi8，德国 Leica 公司）；细胞培养箱

（Thermo Fisher Forma Steri-Cycle i160，美国 Thermo Fisher 公司）；化学发光成像系统（CLINX 

6100，中国勤翔科学仪器有限公司）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  分组 

为验证造模是否成功，设置对照组、模型（MAFLD）组，其中对照组不作处理，模型组以

OA+PA 刺激 HepG2 细胞 24 h 构建 MAFLD 细胞模型。后续以模型组为对照，分别与不同浓度降脂益

肝汤进行对比。JZYGT-5%、JZYGT-10%、JZYGT-15%组分别采用 5%、10%、15%降脂益肝汤干预

细胞 24 h；JZYGT-Exo-10、JZYGT-Exo-20、JZYGT-Exo-30 组分别以 10、20、30 μg/mL JZYGT-Exo

干预 24 h；JZYGT-Exo+爱拉斯汀（JZYGT-Exo+Era）组给予 20 μg/mL JZYGT-Exo 联合 5 μmol/L 爱

拉斯汀（铁死亡诱导剂）处理 24 h，JZYGT-Exo+铁抑素-1（JZYGT-Exo+Fer-1）组给予 20 μg/mL 

JZYGT-Exo 联合 1 μmol/L 铁抑素-1（铁死亡抑制剂）处理 24 h。为筛选 JZYGT-Exo 调控 MAFLD 模

型细胞死亡的主要方式，分别添加不同类型程序性死亡的特异性诱导剂进行干预：地塞米松

（Dexamethasone，Dex，凋亡诱导剂）组、爱拉斯汀（Erastin，Era，铁死亡诱导剂）组、尼日利亚菌

素钠盐（Nigericin sodium salt，Nss，焦亡诱导剂）组、维替泊芬（Verteporfin，Ver，自噬抑制剂）

组、盐酸柔红霉素（Daunorubicinhydrochloride，Dau，坏死诱导剂）组分别以相应诱导剂处理细胞，

干预时间均为 24 h。 

1.3.2  降脂益肝汤处理的脂肪间充质干细胞外泌体制备 

将 20 只大鼠适应性饲养 7 d 后，随机分为降脂益肝汤组（19.8 g/（kg·d））与对照组（等量

0.9%氯化钠溶液），连续灌胃 7 d。末次给药后禁食 12 h，采用 4%异氟烷吸入麻醉，经腹主动脉采

血；血液室温静置 2 h，4 ℃、3000 r/min 离心 15 min，去上清液，经 56 ℃水浴热灭活 30 min，0.22 

μmol 滤器过滤除菌，分装后置于-80 ℃冻存。人脂肪间充质干细胞经完全培养基（89% DMEM+10%

去外泌体胎牛血清+1%青霉素-链霉素溶液）培养在 37 °C、5% CO₂的环境下。在人脂肪间充质干细胞

处于指数生长期时，加入 10%降脂益肝汤含药血清干预 24 h。干预结束后，取培养基进行梯度离心获

取降脂益肝汤处理的脂肪间充干细胞外泌体（JZYGT-Exo）。依次以 1 600 r/min、4 200 r/min 和 9 

500 r/min 去除细胞及大型囊泡，随后 32 800 r/min 超速离心 70 min 沉淀外泌体[13]；磷酸盐缓冲液

（phosphate-buffered saline，PBS）重悬后同条件再次洗涤，最终将 JZYGT-Exo 重悬于适量 PBS，经

BCA 测定蛋白浓度后储存于−80 °C 备用。取适量 JZYGT-Exo 经透射电子显微镜透镜（transmission 

electron microscope，TEM）和纳米颗粒跟踪分析（nanoparticle tracking analysis，NTA）进行鉴定和

浓度测量。 

1.3.3  MAFLD 模型制备及评估 

HepG2 细胞经完全培养基（89% DMEM+10%胎牛血清+1%青霉素-链霉素溶液）在 37 °C、5% 

CO₂的环境下培养。通过 0.5 mmol/L 油酸（oleic acid，OA）联合 0.25 mmol/L 棕榈酸（palmitic 

acid，PA）诱导 HepG2 细胞 24 h 构建 MAFLD 模型[14]。通过油红 O 染色和 TG 含量水平评估模型构

建是否成功。 

1.3.4  油红 O 染色、TG 定量和 TUNEL 检测 

HepG2 细胞干预结束后，先沿孔壁缓慢吸去培养液并以 PBS 轻洗 1 次，随后加入 4%多聚甲醛固

定 10 min，再用 PBS 漂洗 2 次；同时按油红 O 溶液：稀释液=3：2 配制工作液，混匀静置 10 min 后

用 0.45 µm 滤器过滤并于 2 h 内使用。染色开始前先用染色洗涤液浸没细胞 20 s，弃去后加 1 mL 工作

液染色 10 min，弃染液再用洗涤液静置 30 s，PBS 轻洗 20 s 后，显微镜拍照采集图片。 

采用 TG 试剂盒测定 HepG2 细胞甘油三酯含量，收集 4×107 细胞，弃去培养液，加入 1 mL 预冷

试剂一，置于冰上进行超声波破碎 1 min，随后 4 ℃、8 500 r/min 离心 10 min，取上清备用；预热分
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光光度计 30 min，设定波长 420 nm，蒸馏水调零，同时将水浴锅预热至 65 ℃；样品管中加入试剂一

混匀后添加试剂二，剧烈振荡 30 s，静置分层后取上层液体 75 μL 至新 EP 管，进行含量 TG 测定。 

将 HepG2 细胞接种于细胞爬片上培养，模型构建结束后用 PBS 轻柔漂洗，4%多聚甲醛室温固

定，随后加入 0.3% Triton X-100 室温透膜处理。通透结束后，在样品表面滴加 50 μL TUNEL 检测

液，37 ℃避光孵育 60 min。反应完毕以 PBS 充分洗涤，滴加抗荧光淬灭封片液封片，于荧光显微镜

下观察并采集图像。 

1.3.5  JZYGT-Exo 细胞内摄实验 

通过 OA+PA 法诱导 HepG2 细胞构建 MAFLD 模型后，加入 1 mg JZYGT-Exo 与 10 mmol DiO 荧

光探针避光孵育后的混合试剂，处理 8 h 后 DAPI 染色细胞核，于荧光显微镜下采集图像。 

1.3.6  细胞葡萄糖水平和细胞活性检测 

分组干预结束后，收集贴壁细胞的培养液备用；将葡萄糖检测缓冲液（Glucose Assay Buffer）室

温平衡混匀，葡萄糖检测试剂（Glucose Assay Reagent）A、B 及酶溶液（Enzyme Solution）融解后置

于冰浴，结束后立即按试剂盒说明书要求保存。单孔 160 μL 工作液配制：154 μL Assay Buffer+4 μL 

Reagent A+1 μL Reagent B+1 μL Enzyme Solution。标准品配制：先取 30 μL 的 4 mg/mL 葡萄糖标准液

（Glucose Standard）加 270 μL 的 Assay Buffer 稀释成 0.4 mg/mL，再取 0~40 μL 于 96 孔板，Assay 

Buffer 补至每孔 40 μL，配制 0~0.4 mg/mL 梯度标准曲线；样品孔加入 1~40 μL 待测上清液，Assay 

Buffer 定容至 40 μL，并设空白对照。每孔加入 160 μL 工作液，轻柔混匀，40 ℃避光反应 10 min 后

测定吸光度。使用 CCK-8 法测定细胞活性，将细胞以 5×10³/孔接种于 96 孔板，随后根据分组进行造

模和干预处理。分别于处理后 24 h 向每孔加入 CCK-8 试剂，用酶标仪在 450 nm 处测定吸光度。细胞

活力按以下公式计算：细胞活力 /%=[(As-Ab)/(Ac-Ab)]×100%。其中：As：实验孔吸光度，含细胞、

培养液、CCK-8 试剂及干预药物；Ab：空白孔吸光度，仅含培养液和 CCK-8 试剂；Ac：对照孔吸光

度，含细胞、培养液和 CCK-8 试剂。 

1.3.7  超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平检测 

造模完成的 HepG2 细胞经分组干预后，弃去培养液，用 4 ℃预冷 PBS 轻柔漂洗 1 次，按照每

1×10⁶细胞添加 100 μLSOD 样品制备液的比例加入裂解液，反复吹打裂解细胞。裂解液于 4 ℃、32 

800 r/min 离心 5 min，取上清液待测。于 96 孔板依次加入待测上清液、试剂盒配套试剂及反应启动

工作液，混匀后 37 ℃孵育 30 min，于 450 nm 测定吸光度，计算总 SOD 活性。造模完成的 HepG2 细

胞在冰水浴条件下以 0.1 mL 裂解液裂解，4 °C、32 800 r/min 离心 10 min，取上清液为待测样品，同

时设 0.1 mL 空白对照及梯度标准品。各取 0.1 mL 样品、标准品、空白溶液，加入 0.2 mL MDA 工作

液混匀，100 °C 沸水浴 15 min 后冷水浴至室温，3 000 r/min 离心 10 min，取 200 µL 上清液于 96 孔

板，532 nm 处检测吸光度，计算 MDA 含量。 

1.3.8  ROS、CAT 和 GSH-Px 含量检测 

HepG2 细胞接种于玻璃爬片上培养，经模型诱导和分组干预后，加入 10 μmol DCFH-DA 于 37 ℃

避光孵育 20 min，PBS 轻洗后置于荧光显微镜下观察并拍照记录。收集 1×10⁶个干预后的 HepG2 细

胞，每份加入 0.3 mL PBS，冰水浴条件下中 200 W 超声破碎，随后 4 000 r/min 离心 10 min 取上清

液。按说明书配制 CAT 反应液后，每管取 200 μL 加入 96 孔板，在 405 nm 处用酶标仪读取吸光度，

计算 CAT 活性。收集干预后的 HepG2 细胞，1 000 r/min 离心 10 min，弃上清液；细胞沉淀采用等渗

缓冲液洗涤 2 次，每次洗涤后 1 000 r/min 离心 10 min 并弃除上清液。沉淀中加入 0.3 mL 匀浆介质，

冰水浴超声破碎制备细胞匀浆，所得匀浆液直接用于 GSH-PX 活性检测。 

1.3.9  JC-1 和 Mito-Tracker 检测 

将 HepG2 细胞接种于玻璃爬片上培养，经模型诱导和分组干预后弃去原培养液，加入等体积混

匀的细胞培养液与 JC-1 染色液，37 ℃孵育 20 min；染色缓冲液轻柔漂洗，荧光显微镜下观察并分析

结果。细胞同上接种、造模与给药处理，弃培养液后加入 1:10 稀释的染色工作液，室温孵育 10 

min，PBS 漂洗，封片后荧光显微镜下观察线粒体形态与分布。 
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1.3.10  TEM 观察 

HepG2 细胞经模型诱导和分组干预后，细胞刮单向轻柔刮取细胞，离心收集细胞沉淀；依次经

2.5%戊二醛、1%锇酸固定，30%~100%乙醇梯度脱水，再经 70%醋酸铀和环氧丙烷处理后，采用纯环

氧树脂包埋。制备 70 nm 超薄切片，柠檬酸铅和醋酸铀双重染色，TEM 下观察线粒体等超微结构变

化。 

1.3.11  蛋白免疫印迹(Western blot)实验 

采用 SDS-PAGE 电泳分离样品总蛋白，每孔上样量 10 µg；电泳结束后将蛋白转印至甲醇活化后

的 PVDF 膜。室温条件下以 5%脱脂奶粉封闭 30 min，随后 4 ℃一抗孵育过夜。次日 TBST 摇床洗膜

3 次，室温孵育相应二抗，孵育结束后再次 TBST 漂洗 3 次。吸去多余液体，滴加 ECL 化学发光液，

使用化学发光成像系统显影，ImageJ Version 1.54j 软件定量分析条带灰度值。 

1.4  统计学方法 

数据分析与可视化采用 SPSS 27.0 和 GraphPad Prism 9.5.1 完成。结果用平均数±标准差（ x

s ）表示，数据经正态性与方差齐性检验，两组间比较采用 t 检验，多组比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）。若总体差异显著，则以 Tukey HSD 法进行事后多重比较；若两组或多组数据

不满足正态或方差齐性假设，则相应选用 Mann-Whitney U 检验、Kolmogorov-Smirnov 检验或非参数

方法进行分析，以 P<0.05 表示有显著性差异。 

2  结果 

2.1  JZYGT-Exo 提取及鉴定 

降脂益肝汤通过水煎液进行 SD 大鼠灌胃，获取含药血清后干预人脂肪间充质干细胞并提取

JZYGT-Exo（图 1A~1E）。JZYGT-Exo 的 TEM 观察结果显示，分离出的 JZYGT-Exo 具有直径为

30~300 nm 的双层膜结构，形态呈经典茶托状。NTA 观察结果显示，分离的 JZYGT-Exo 平均粒径为

129.2 nm（图 1F）。 

 

注：A：降脂益肝汤（中药材）；B：降脂益肝汤水煎液；C：SD 大鼠灌胃给药；D：制备含药血清；E：人脂肪间充质干细胞培

养；F：外泌体鉴定（100 000×）。 

图 1 降脂益肝汤处理的脂肪间充干细胞外泌体提取及鉴定 

Note. A: Jiangzhi Yigan Decoction (crude herbs); B: Aqueous decoction of Jiangzhi Yigan Decoction; C: Administration by gavage in SD 

rats; D: Preparation of drug-containing serum;E: Culture of human adipose-derived mesenchymal stem cells; F: Identification of 
exosomes（100 000×）. 

Figure 1 Extraction and identification of exosomes from adipose-derived stem cells treated with lipid-lowering and liver-benefiting decoction 
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2.2  MAFLD 模型制备及评估 

通过 OA+PA 干预 HepG2 细胞 24 h 进行 MAFLD 模型诱导。油红 O 染色结果显示，模型组细胞

存在明显油红沉淀物。油红 O 染色试剂会与细胞内的 TG 结合成油红沉淀物（图 2A）。通过 ELISA

法进一步检测 HepG2 细胞 TG 水平，提示模型组的 TG 水平显著高于对照组（图 2B，P<0.01）。使

用 TUNEL 法评估 MAFLD 模型凋亡情况，提示模型组凋亡水平显著高于对照组（图 2C、2D，

P<0.01）。 

 

注：A：油红 O 染色结果（400×）；B：TG 检测结果；C：凋亡 TUNEL 染色结果（40×）；D：凋亡 TUNEL 分析结果。与对照组

相比，**P<0.01。 

图 2 MAFLD 细胞模型制备及评估 

Note. A, Oil Red O staining results（400×）. B, TG detection results. C, Apoptosis TUNEL staining results（40×）. D, Apoptosis TUNEL 
analysis results. Compared with Control group, **P<0.01. 

Figure 2 Preparation and evaluation of MAFLD cell models  

2.3  JZYGT-Exo 能够被 MAFLD 模型细胞摄入 

采用 DiO 荧光探针标记 JZYGT-Exo，干预处理 OA+PA 法诱导的 MAFLD 模型 HepG2 细胞（图

3A、3B）。染色结果提示，JZYGT-Exo 能够被 MAFLD 模型细胞摄入。同时荧光共定位分析结果提

示，JZYGT-Exo 进入细胞后主要富集于细胞质（图 3C、3D）。 
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注：A、B：对照组和 JZYGT-Exo 组荧光图（200×，绿色：DiO 标记的 JZYGT-Exo；蓝色：DAPI 染色的细胞核）；C、D：对照组

和 JZYGT-Exo 组荧光共定位图 

图 3 MAFLD 模型细胞对 JZYGT-Exo 的摄取荧光图 

Note. A/B, Fluorescence image of the control group and  the JZYGT-Exo group (200×, green: DiO-labeled JZYGT-Exo; blue: DAPI-stained 
nuclei). C/D, Co-localization image of the control group and the JZYGT-Exo group. 

Figure 3 Fluorescence images of JZYGT-Exo uptake by MAFLD model cells 

2.4  JZYGT-Exo 改善 MAFLD 模型细胞代谢 

采用 5%、10%、15% JZYGT 含药血清与 10、20、30 μg/mL JZYGT‑Exo 分别干预 MAFLD 模型

HepG2 细胞。结合前期 CCK-8 预实验结果提示，10% JZYGT-10%和 JZYGT-Exo-20 能够较好地改善

MAFLD 模型细胞活性。采用油红 O 染色、TG 和葡萄糖水平检测评估 MAFLD 模型细胞脂代谢和糖

代谢的改善情况。油红 O 染色结果提示，模型组可见广泛分布的油红沉淀物，JZYGT 和 JZYGT-Exo

各组油红沉淀物均呈现不同程度的减少（图 4A）。 

TG 和葡萄糖水平检测结果显示，与模型组相比，JZYGT-10%、JZYGT-15%及 JZYGT-Exo-10、

JZYGT-Exo-20、JZYGT-Exo-30 均能降低 TG 和葡萄糖水平，其中 JZYGT-10%和 JZYGT-Exo-10 组差

异显著（P<0.01），JZYGT-15%和 JZYGT-Exo-20、JZYGT-Exo-30 组差异极显著（P<0.001）；而

JJZYGT-5%组与模型组相比差异无统计学意义（P>0.05）。在含药血清与 JZYGT-Exo 的等效性比较

中，TG 水平检测显示，JZYGT-5%与 JZYGT-Exo-10 组间无统计学意义（P>0.05），JZYGT-10%与

JZYGT-Exo-20、JZYGT-15%与 JZYGT-Exo-30 组间均差异显著（P<0.01）；葡萄糖水平检测显示，

JZYGT-5%与 JZYGT-Exo-10、JZYGT-10%与 JZYGT-Exo-20 组间均差异显著（P<0.05），JZYGT-

15%与 JZYGT-Exo-30 组间差异显著（P<0.01，图 4B、4C）。 
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注：A：油红 O 染色结果（80×）；B：甘油三酯检测结果；C：葡萄糖水平检测结果。与模型组相比，**P<0.01，***P<0.001；与

JZYGT-5%组相比，#P<0.05；与 JZYGT-10%组相比，&P<0.05，&&P<0.01；与 JZYGT-15%组相比，@@P<0.01。 

图 4 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞代谢的影响 

Note. A, Results of Oil Red O staining（80×）. B, Results of TG detection. C, Results of glucose level detection. Compared with MAFLD 

group, **P<0.01, ***P<0.001. Compared with the JZYGT-5% group, #P<0.05. Compared with the JZYGT-10% group, &P<0.05, &&P<0.01. 

Compared with the JZYGT-15% group, @@P<0.01. 

Figure 4 Effect of JZYGT-Exo on the metabolism of MAFLD model cells 

2.5  JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞死亡方式筛选的影响 

采用 CCK-8 法检测细胞存活率，通过分别添加不同类型程序性死亡的特异性诱导剂，筛选

JZYGT-Exo 调控 MAFLD 模型细胞死亡的主要方式（图 5A）。与对照组相比，模型组及 Dex、Era、

Nss、Ver、Dau 各组细胞存活率均下降（P<0.05，P<0.01，P<0.001）。细胞死亡诱导剂联合 JZYGT-

Exo 干预结果提示，Era 组与 JZYGT-Exo+Era 组存在统计学意义（P<0.001）；而其他诱导剂组与其

联合组不存在统计学意义（P>0.05）。JZYGT-Exo 联合爱拉斯汀存在统计学意义（P<0.001）；而

JZYGT-Exo 联合地塞米松、尼日利亚菌素钠盐、维替泊芬、盐酸柔红霉素不存在统计学意义

（P>0.05）。 

2.6 JZYGT-Exo 改善 MAFLD 模型细胞铁死亡 

2.6.1 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的 SOD、MDA、ROS、CAT、GSH-Px 水平影响 

构建 MAFLD 模型细胞后联合爱拉斯汀、铁抑素-1 进一步探索 JZYGT-Exo 调控 MAFLD 模型细

胞死亡的影响。 SOD、MDA、ROS、CAT、GSH-Px 是评价细胞铁死亡相关的关键指标（图

5B~5G ）。结果显示，与模型组相比， JZYGT-Exo 组的 SOD 、 CAT 和 GSH-Px 水平升高

（P<0.05），MDA（P<0.05）和 ROS（P<0.01）水平降低。与 JZYGT-Exo 组相比，JZYGT-Exo+Era

组的 SOD、CAT 和 GSH-Px 水平降低（P<0.05），MDA 和 ROS 水平升高（P<0.01）。但 JZYGT-

Exo 组相比，JZYGT-Exo+ Fer-1 组 SOD（P<0.05）、CAT（P<0.05）和 GSH-Px（P<0.01）水平升

高，MDA（P<0.05）和 ROS（P<0.01）水平降低。 
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注：A：CCK-8 结果，与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；与 Era 组相比，###P<0.001。；B：SOD 结果；C：MDA 结

果；D：ROS 荧光图（20×）；E：ROS 定量结果；F：CAT 结果；G：GSH-Px 结果。与模型组相

比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；与 JZYGT-Exo 组相比，#P<0.05，##P<0.01。 

图 5 JZYGT-Exo 调控 MAFLD 模型细胞铁死亡的影响 

Note. A, CCK-8 results. Compared with the control group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Compared with the Era group, ###P<0.001. B, SOD 

results.  C, MDA results. D, ROS fluorescence image(20×). E, ROS quantitative results. F, CAT results. G, GSH-Px results. Compared with 
MAFLD group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Compared with JZYGT-Exo group, #P<0.05, ##P<0.01. 

Figure 5 Influence of JZYGT-Exo on ferroptosis in MAFLD model cells 

2.6.2  JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的膜电位影响 

使用 JC-1 荧光探针分析 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的膜电位影响（图 6A）。红色荧光强

度增高且绿色荧光降低提示细胞膜电位升高，反之亦然。结果提示，与模型组相比，JZYGT-Exo 组

（P<0.05）和 JZYGT-Exo+Fer-1 组（P<0.01）膜电位升高。与 JZYGT-Exo 组相比，JZYGT-Exo+Era

组膜电位下降（P<0.01）、JZYGT-Exo+Fer-1 组膜电位上升（图 6B，P<0.05）。 
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注：A：JC-1 荧光图（40×）；B：JC-1 荧光定量结果。与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01；与 JZYGT-Exo 组相

比，#P<0.05，##P<0.01。 

图 6 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的膜电位影响 

Note. A, JC-1 fluorescence image(40×). B, Quantitative results of JC-1 fluorescence. Compared with MAFLD group, *P<0.05, **P<0.01. 
Compared with JZYGT-Exo group, #P<0.05, ##P<0.01. 

Figure 6 Effect of JZYGT-Exo on the membrane potential of MAFLD model cells  

2.6.3  JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的线粒体功能影响 

使用 Mito-Tracker Green 荧光探针标记细胞线粒体，经过 TEM 观察细胞线粒体超微结构（图

7A）。结果提示，模型组线粒体荧光强度较低，线粒体结构紊乱，线粒体内存在大量深褐色铁元素

沉积。JZYGT-Exo 组荧光强度稍高，线粒体较规整且形态较正常，双层膜结构清晰。JZYGT-Exo+Era

组荧光强度较低，线粒体数量少、结构紊乱、线粒体膜边界模糊，存在深褐色铁元素沉积。JZYGT-

Exo+Fer-1 组荧光强度稍高，线粒体数量较多、形态较规整，膜结构清晰且可见线粒体脊（图 7B）。 
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注：A：Mito-Tracker Green荧光图（80×，200×）；B：TEM图（2 000×，4 000×）。 

图 7 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的线粒体功能影响 

Note. A, Mito-Tracker Green fluorescence figure(80×, 200×). B, TEM figure(2 000×, 4 000×). 

Figure 7 Effect of JZYGT-Exo on the mitochondrial function of MAFLD model cells 

2.6.4  JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞的铁死亡蛋白表达 

为在分子水平上进一步阐明 JZYGT-Exo 抑制铁死亡的机制，本研究通过 Western blot 检测了各组

细胞中核心抗铁死亡蛋白 GPX4 及其关键上游调控因子 Nrf2 的表达水平（图 8A）。结果显示（图

8B），与模型组相比，JZYGT-Exo 干预显著上调了 MAFLD 模型细胞中 GPX4 和 Nrf2 的蛋白表达水

平（P<0.01）。在加入爱拉斯汀后，部分拮抗了 JZYGT-Exo 的保护作用，JZYGT-Exo+Era 组的

GPX4 和 Nrf2 蛋白表达水平较 JZYGT-Exo 组出现显著下降（P<0.05）。与之相反，当 JZYGT-Exo 与

铁抑素-1 联合使用时，两者表现出显著的协同增效作用，GPX4 和 Nrf2 的蛋白表达水平进一步上调

（P<0.05），达到所有组别中的最高水平。 
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注：A：Nrf2、GPX4 及内参蛋白的蛋白质免疫印迹条带图；B、C：Nrf2 与 GPX4 蛋白表达的半定量统计分析图。与模型组相

比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；与 JZYGT-Exo 组相比，#P<0.05。 

图 8 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞铁死亡相关蛋白表达的影响 

Note. A, Protein immunoblotting band diagrams of Nrf2, GPX4 and reference protein. B、C, Semi-quantitative statistical analysis diagrams 

of Nrf2 and GPX4 protein expressions. Compared with MAFLD group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Compared with JZYGT-Exo 
group, #P<0.05. 

Figure 8 Effect of JZYGT-Exo on the expression of iron death-related proteins in MAFLD model cells 

3  讨论 

MAFLD 的发病机制复杂，目前缺乏安全有效的靶向治疗药物 [15]。本研究首次发现，经中药复方

降脂益肝汤预处理人脂肪间充质干细胞所分泌的外泌体，能够显著改善 MAFLD 模型细胞的脂质代谢

紊乱，并通过缓解氧化应激与线粒体损伤，从而有效抑制细胞铁死亡，为中医药防治 MAFLD 开辟了

全新的“细胞-外泌体-靶点”干预视角，并阐明了其潜在作用机制。 

铁死亡作为一种新发现的细胞死亡方式，其核心驱动力是细胞内脂质过氧化物的过度累积以及抗

氧化防御系统的失衡[16]。本研究通过细胞死亡方式筛选实验观察到 JZYGT-Exo 能够特异性拮抗铁死

亡诱导剂爱拉斯汀导致的细胞毒性，但无法缓解凋亡、焦亡相关诱导剂造成的细胞损伤，初步提示

JZYGT-Exo 的保护作用与铁死亡通路密切相关。随后，本研究检测了铁死亡的关键生化指标，结果

发现，JZYGT-Exo 能显著提升细胞内关键抗氧化酶的活性，并有效降低脂质过氧化终产物 MDA 和促

铁死亡关键因子 ROS 的表达水平。这一系列生化指标的改善，表明 JZYGT-Exo 通过增强细胞的抗氧

化能力、减轻脂质过氧化损伤来抑制细胞铁死亡。 

线粒体是细胞能量代谢和铁死亡执行的关键细胞器[17]。本研究通过 JC-1 和 Mito-Tracker 染色结

合透射电镜观察，从功能与形态学两个层面证实了 JZYGT-Exo 对 MAFLD 模型细胞线粒体的保护作

用。结果显示，JZYGT-Exo 能有效恢复受损的线粒体膜电位，改善线粒体形态结构的完整性，减少

线粒体内的铁沉积。提示 JZYGT-Exo 通过维持线粒体膜电位的稳定和正常的超微结构，破坏铁死亡

发生的结构基础。 

在分子机制层面，Nrf2/GPX4 信号通路是调控细胞铁死亡的核心枢纽，已得到学界公认 [18-19]。

Nrf2 作为重要的转录因子，可上调包括 GPX4 在内的多种抗氧化蛋白的表达。GPX4 能够特异性催化

谷胱甘肽依赖的脂质过氧化物还原，是抑制铁死亡的关键分子[20]。本研究 Western blot 结果显示，

JZYGT-Exo 能显著上调 MAFLD 模型细胞中 Nrf2 及其下游靶蛋白 GPX4 的表达。更重要的是，当使

用爱拉斯汀进行干预时，Nrf2 与 GPX4 的表达被显著抑制，而联合使用铁抑素-1 则能进一步增强

JZYGT-Exo 的上调效应。两组双向对照实验结果证实，激活 Nrf2/GPX4 信号通路是 JZYGT-Exo 发挥

抗铁死亡作用的核心分子机制。 

本研究的创新之处在于，将中医药的整体调节优势与现代外泌体靶向治疗技术相结合。传统中药

复方成分复杂，直接作用靶点不清。本研究采用“中药预处理-干细胞-外泌体”的研究策略，巧妙地将

降脂益肝汤作为完整功能复方干预干细胞，使其分泌的外泌体承载了复方的药效活性。该思路不仅为
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阐释中药复方多成分、多靶点作用机制提供了新的可行方案，也为开发基于中药的新型纳米载药系统

奠定了实验基础。从中医理论层面分析，降脂益肝汤的“健脾化痰、活血祛瘀”治法，与现代医学改善

代谢、抗氧化应激、保护线粒体功能的内涵高度契合。本研究以铁死亡抑制为切入点，为中医健脾化

痰、活血祛瘀法防治肝癖提供了现代生物学科学依据。 

本研究仍存在一定的局限性。第一，介导 JZYGT-Exo 发挥铁死亡效应的具体活性分子，尚需借

助测序、功能缺失以及获得实验进行深入鉴定。第二，目前的研究仅限于体外细胞模型，JZYGT-Exo

在动物体内的治疗效果及体内代谢动力学过程有待进一步验证。 

综上所述，本研究证实了 JZYGT-Exo 可通过激活 Nrf2/GPX4 通路，减轻氧化应激与线粒体损

伤，从而抑制 MAFLD 模型细胞铁死亡。该结果进一步完善 MAFLD 发病机制相关研究，同时为降脂

益肝汤临床应用提供全新药理学证据，推动中医药防治代谢性疾病的机制研究深入至细胞分子层面。 
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