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摘要　目的　本研究旨在探讨虎杖苷（ＰＤ）对高脂饮食诱导的非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）小鼠模型及人肝癌细胞系 Ｇ２
（ＨｅｐＧ２）细胞模型的影响，揭示其潜在分子机制。方法　３０只６周龄雄性ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，随机分为正常饮食组和高
脂饮食组，后者建立ＮＡＦＬＤ小鼠模型后进一步分为高脂饮食（ＨＦＤ）组和虎杖苷治疗（ＰＤ）组。ＰＤ组灌胃给药 ＰＤ２５０ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ），为期１０周，期间监测体质量并进行口服葡萄糖和胰岛素耐量测试。实验结束时，通过一系列实验评估ＰＤ对小鼠肝
重、血脂、肝脏脂质积累及肝损伤标志物的影响。通过ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｇ０／Ｇ１开关基因２（Ｇ０Ｓ２）和脂肪三酰
甘油脂肪酶（ＡＴＧＬ）的表达，并通过免疫组织化学染色再次验证基因表达。细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）法评估 ＰＤ对 ＨｅｐＧ２
细胞活性的影响，油红Ｏ染色观察脂质积累，通过ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｇ０Ｓ２和ＡＴＧＬ的表达，并验证了Ｇ０Ｓ２被敲
低后脂质积累和基因表达的改变。结果　ＰＤ降低小鼠体质量、肝重及血清和肝组织中的天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、丙氨
酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、三酰甘油（ＴＧ）和总胆固醇（ＴＣ）水平（Ｐ＜００５），减轻肝组织病理损伤，降低 Ｇ０Ｓ２表达（Ｐ＜００５），增
加ＡＴＧＬ表达（Ｐ＜００５）。在细胞层面，ＰＤ减少脂滴累积，改善脂质代谢，降低 Ｇ０Ｓ２表达（Ｐ＜００５），增加 ＡＴＧＬ表达（Ｐ＜
００５）。即使在Ｇ０Ｓ２被敲低的细胞中，ＰＤ仍能促进脂肪分解（Ｐ＜００１）。结论　ＰＤ通过调节 Ｇ０Ｓ２和 ＡＴＧＬ表达促进肝脂
肪分解，减轻高脂饮食诱导的小鼠ＮＡＦＬＤ模型的代谢紊乱和肝脏损伤，为ＮＡＦＬＤ治疗提供新策略。
关键词　虎杖苷；非酒精性脂肪肝病；Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠；ＨｅｐＧ２细胞；脂肪分解；Ｇ０／Ｇ１开关基因２；脂肪三酰甘油脂肪酶
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　　非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种与代谢紊乱密切相关的慢性肝
病，发病率逐年上升，不仅影响肝脏健康，还与心血

管疾病及２型糖尿病等代谢性疾病相关［１］。其进展

可能导致非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏ
ｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、肝硬化及肝癌，严重威胁健康。目
前美国食品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎ
ｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准的特效药物有限［１］，需进一步研

究以探索治疗靶点和策略［２］。

　　Ｇ０／Ｇ１开关基因２（Ｇ０／Ｇ１ｓｗｉｔｃｈｇｅｎｅ２，Ｇ０Ｓ２）

是脂质代谢的重要调节因子，通过直接结合三酰甘

油脂肪酶（ａｄｉｐｏｓｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｌｉｐａｓｅ，ＡＴＧＬ）抑制其
活性，减少脂质分解［３－４］，调控 Ｇ０Ｓ２和 ＡＴＧＬ的表
达可能为 ＮＡＦＬＤ治疗提供新策略［３，５］。虎杖苷

（ｐｏｌｙｄａｔｉｎ，ＰＤ）是一种存在于虎杖中的天然活性化
合物，具有降血糖、抗动脉粥样硬化、调节糖脂代谢

和抗炎等多种生物学活性［６］。既往研究表明，ＰＤ通
过降低氧化应激和炎症反应，对于预防和治疗

ＮＡＳＨ及其相关的肝纤维化具有潜在的积极效果。
本研究通过建立高脂饮食诱导的小鼠模型和棕榈酸

培养的人肝癌细胞系 Ｇ２（ｈｅｐａｔｏｍａＧ２，ＨｅｐＧ２）细
胞模型，探讨 ＰＤ对肝脏脂质代谢的影响及其潜在
的机制，验证其是否通过调控Ｇ０Ｓ２和ＡＴＧＬ表达促
进脂质分解，从而减轻ＮＡＦＬＤ。

１　材料与方法

１．１　材料　
１．１．１　细胞与动物　ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院
上海细胞库，在含有１０％胎牛血清（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
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公司）和１００μｇ／ｍＬ青链霉素（苏州新赛美生物科
技有限公司）的ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）中
培养。实验使用３０只６周龄雄性ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，由上海必凯科翼生物科技有限公司提供（合

格证编号：２０１８０００６０４３６２９）。小鼠被安置于受控环
境中，光照／黑暗周期为 １２ｈ，温度维持在（２５±
２）℃，湿度控制在（５５±１０）％，并自由获取水和食
物。在实验开始前，小鼠进行了为期１周的适应性
饲养，以确保其适应环境。所有实验操作均严格遵

循《中华人民共和国实验动物使用和护理法规》的

相关规定，并已获得上海中医药大学附属普陀医院、

上海市普陀区中心医院动物伦理委员会的批准（伦

理批件号：ＤＷＥＣＡ２０２２１１００３）。
１．１．２　主要药品与试剂　ＰＤ购自中国上海融禾医
药公司（ＣＡＳ：２７２０８８０６），相对分子质量：３９０３８８。
对ＰＤ的分子式进行了鉴定，并通过高效液相色谱
法测定了ＰＤ的纯度（≥９８％）。抗ＡＴＧＬ抗体（ＡＴ
ＧＬ，＃２１３８）、抗 βａｃｔｉｎ抗体［βａｃｔｉｎ（８Ｈ１０Ｄ１０）
ＭｏｕｓｅｍＡｂ＃３７００］购自美国 Ｂｅｖｅｒｌｙ的 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；抗Ｇ０Ｓ２多克隆抗体（１２０９１１
ＡＰ）购自武汉Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；山羊抗兔（ａｂ６７２１）、
山羊抗小鼠（ａｂ６７２８）二抗购自上海艾博抗公司。
测定三酰甘油（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、非酯化脂肪酸
（ｎｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＮＥＦＡ）、总胆固醇（ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、天门冬氨酸转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉ
ｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）含量的试剂盒购自南京建成生物
工程研究所。Ｇ０Ｓ２ｓｉＲＮＡ购自上海佐润生物科技
有限公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。棕榈酸钠（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）（６ｍｍｏｌ／Ｌ）和
油酸钠（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）（１２ｍｍｏｌ／Ｌ）（ＫＣ００６）购自
西安鲲创科技发展有限公司。组织 ＲＮＡ纯化试剂
盒（脂肪组织专用）（ＥＺＢＲＮ００１Ａ）、４×ＥＺｓｃｒｉｐｔ逆
转录混合液（ＥＺＢＲＴ２ＧＱ）、２×彩色 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ预混液（含 ＲＯＸ２）（Ａ００１２Ｒ２）购自美国
ＥＺＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
１．１．３　主要仪器　高速冷冻离心机购自德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司；病理组织包埋机购自德国Ｌｅｉｃａ公司；
实时荧光定量ＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ公司；多功能酶
标仪、垂直电泳仪均购自美国 ＢＩＯＲＡＤ公司；血糖
仪购自美国 Ａｂｂｏｔｔ公司；ＢｉｏＲａｄ成像系统、ｍａｇｅ
ＬａｂＳｏｆｔｗａｒｅ购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法　
１．２．１　小鼠 ＮＡＦＬＤ模型建立和分组　７周龄、体

质量（ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ＢＷ）约２０ｇ的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠在
ＳＰＦ级培养环境中饲养，随机分为正常饮食组（ＮＤ，
ｎ＝１０）和高脂饮食组（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）（ｎ＝２０），
ＮＤ组连续饲喂正常饲料，ＨＦＤ组连续饲喂高脂肪
饲料，该饲料的热量组成为６０％脂肪、２０％碳水化
合物和２０％蛋白质。基于文献［７］报道，模型组小鼠

ＢＷ和肝脏质量从第４周和第８周开始高于正常组
（Ｐ＜００５），ＡＬＴ在第８周增高（Ｐ＜００５），血清总
胆固醇和低密度脂蛋白均高于正常组（Ｐ＜００５），
故ＨＦＤ组小鼠在饲养８周后随机分为ＨＦＤ组（ｎ＝
１０）和ＰＤ治疗（ＰＤ）组（ｎ＝１０）。其中，ＰＤ组灌胃
ＰＤ［２５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］［８］，其余两组灌胃等量生理
盐水，均持续１０周。实验结束时，使用戊巴比妥钠
安乐死小鼠。随后，收集小鼠肝脏组织保存在 －８０
℃的冻存管中或固定在４％多聚甲醛固定液中，以
进行后续实验。所有小鼠的 ＢＷ每周记录，并通过
称量剩余饲料计算周进食量。

１．２．２　细胞分组与处理　为了在体外重建脂质积
累，用０２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ建立 ＨｅｐＧ２细胞模型。在
体外实验中，ＨｅｐＧ２细胞按每孔１×１０５个细胞的比
例接种在６孔培养板中，并在处理前培养至７０％的
细胞融合度。细胞被分为多个实验组：对照（Ｃｏｎ）
组、模型（Ｍｏｄｅｌ）组、溶剂对照（ＤＭＳＯ）组、ＰＡ＋１０
μｍｏｌ／ＬＰＤ组、ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＰＤ组和 ＰＡ＋４０
μｍｏｌ／ＬＰＤ组。除Ｃｏｎ组外，其余各组的 ＨｅｐＧ２细
胞均暴露于０２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＰＡ环境中。经过４８ｈ
的培养后，收集细胞和培养基样本，并进行油红染色

进行定性和定量分析。

　　为了进一步观察 Ｇ０Ｓ２基因敲低后 ＰＤ对
ＨｅｐＧ２细胞脂质积累的影响，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染靶向 Ｇ０Ｓ２ｓｉＲＮＡ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ），转染２４ｈ
后用于后续实验。又设立了空载体对照（ＳｉＣｏｎ）
组：对照（Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣＣｏｎ）组、模型（ＮＣ
Ｍｏｄｅｌ）组、ＰＤ（４０μｍｏｌ／Ｌ，ＮＣＰｏｌｙｄａｔｉｎ）组以及
Ｇ０Ｓ２ｓｉＲＮＡ转染（ＳｉＧ０Ｓ２）组：对照（ＳｉＣｏｎ）组、模
型（ＳｉＭｏｄｅｌ）组、ＰＤ（４０μｍｏｌ／Ｌ）（ＳｉＰｏｌｙｄａｔｉｎ）组。
１．２．３　口服糖耐量试验（ｏｒａｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，
ＯＧＴＴ）和胰岛素耐量实验（ｉｎｓｕｌｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，
ＩＴＴ）　在给药第８周完成 ＯＧＴＴ。小鼠在禁食１２ｈ
后灌胃葡萄糖（１ｇ／ｋｇ）。并在０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ
不同时间点用血糖仪在小鼠尾尖采血测量血糖，计

算葡萄糖曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）。
　　在给药第９周完成 ＩＴＴ。于上午９点将小鼠换
入干净的笼子禁食，禁食 ５ｈ后腹腔注射胰岛素
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（０７５Ｕ／ｋｇ）。并在规定时间内（０、３０、６０、９０、１２０
ｍｉｎ）在小鼠尾尖采血测量血糖，计算ＡＵＣ。
１．２．４　细胞实验分析
１．２．４．１　细胞活力分析　按照 ＣＣＫ８试剂盒制造
商的说明，将ＨｅｐＧ２细胞（１×１０４）接种于９６孔板，每
组设置５个平行重复。细胞用不同浓度的 ＰＤ（０～
１６０μｍｏｌ／Ｌ）孵育２４、４８ｈ后，采用 ＣＣＫ８法测定细
胞活力。在含９０μＬ培养基的孔中加入ＣＣＫ８溶液
（１０μＬ），３７℃孵育３～５ｈ。在４５０ｎｍ处用酶标仪
测量吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，并利用实验孔与
对照孔之间的ＯＤ值之比表示细胞活力。
１．２．４．２　油红染色与定量分析　不同组细胞，除了
Ｃｏｎ组外，在ＰＡ和 ＯＡ诱导培养４８ｈ后，用４％多
聚甲醛固定液在室温下固定１５ｍｉｎ，维持细胞的形
态结构。ＰＢＳ洗涤后，细胞在室温下进行２０ｍｉｎ的
油红Ｏ染色，使细胞内的脂滴清晰地显现出来。在
显微镜下收集图像（ＬＥＩＣＡＤＦＣ４５０Ｃ显微镜摄像
机）。为了进一步实现脂滴含量的定量评估，用异

丙醇萃取细胞中的油红染液，酶标仪检测４５０ｎｍ波
长下的ＯＤ值。
１．２．５　生化指标分析　ＨｅｐＧ２细胞、肝脏组织和血
清中ＴＣ、ＴＧ的含量，肝脏组织和血清中ＡＳＴ和ＡＬＴ
含量，以及细胞培养基中游离脂肪酸的含量使用试

剂盒检测。实验步骤按照制造商提供的说明书进

行。采用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，细胞
内和组织内的ＴＣ和ＴＧ含量以ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ表示。
１．２．６　组织病理学检查　实验结束时，固定一部分
肝脏组织，在不同浓度的酒精中脱水，制成石蜡样

品。将样品切成５μｍ切片，进行ＨＥ染色。并用光
学显微镜拍摄图像，使用ＩｍａｇｅＪ对组织学图像进行
量化分析，根据肝切片组织学定义ＮＡＦＬＤ活动性评
分系统量化ＨＥ染色肝切片中的ＮＡＦＬＤ［９］。
　　还进行了免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）染色，Ｇ０Ｓ２染色时，取肝组织石蜡切片（５
μｍ），脱蜡至水，滴加５％ ＢＳＡ封闭液３７℃孵育３０
ｍｉｎ，然后用Ｇ０Ｓ２抗体（１∶１５０）孵育，在４℃下过
夜。第２天，切片用滴加生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ，
３７℃孵育３０ｍｉｎ，并用ＤＡＢ显色。
１．２．７　ｑＲＴＰＣＲ分析　用组织 ＲＮＡ纯化试剂盒
（脂肪组织专用）提取肝组织和细胞内总ＲＮＡ，然后
用４×ＥＺｓｃｒｉｐｔ逆转录混合液将其逆转录为 ｃＤＮＡ。
除此之外，参照２×彩色 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ预混液
（含ＲＯＸ２）的试剂说明书完成实验。ＰＣＲ引物如表
１所示。

表１　引物序列

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′） Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）
ＨｏｍｏＧ０Ｓ２ Ｆ：ＧＴＧＣＡＧＣＡＣＴＧＣＡＴＴＧＴＣＡＴ ２０

Ｒ：ＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＴＡＧＴＧＣＡＡＡ ２０
ＨｏｍｏＡＴＧＬ Ｆ：ＣＡＧＧＡＣＡＧＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＡＴ ２０

Ｒ：ＴＴＧＧＡＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＡＧＧＴＴ ２０
Ｈｏｍｏβａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＣＧＣ ２３

Ｒ：ＣＣＡＣＡＴＡＧＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣ ２２
ＭｕｓＧ０Ｓ２ Ｆ：ＧＣＣＡＣＣＧＡＡＴＣＣＡＧＡＡＣＴＧＡ ２０

Ｒ：ＴＴＧＡＴＴＧＣＴＣＧＣＡＣＡＧＣＣＴＡ ２０
ＭｕｓＡＴＧＬ Ｆ：ＡＴＧＴＴＣＣＣＧＡＧＧＧＡＧＡＣＣＡＡ ２１

Ｒ：ＧＡＧＧＣＴＣＣＧＴＡＧＡＴＧＴＧＡＧＴＧ ２０
Ｍｕｓβａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ２０

Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ ２２

１．２．８　免疫印迹实验　肝组织和 ＨｅｐＧ２细胞在
ＲＩＰＡ裂解液中裂解。用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定
蛋白浓度。将等量蛋白在（４～２０）％ ＳＤＳＰＡＧＥ，使
用ＭＯＰＳＳＤＳＲｕｎｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（１×）进行电泳，电压
设置为１６０～１８０Ｖ。电泳后，在冰水浴中使用 ９０
Ｖ，１００ｍｉｎ的条件，将蛋白转移到０４５μｍＰＶＤＦ膜
上，转膜缓冲液使用的是ＴｒｉｓＧｌｙｃｉｎｅＴｒａｎｓｆｅｒＢｕｆｆｅｒ
（１×），其中含有２０％甲醇。室温下用５％ ＢＳＡ封
闭２ｈ。然后与抗Ｇ０Ｓ２、ＡＴＧＬ、βａｃｔｉｎ的一抗（１∶
１０００）在４℃孵育过夜。然后用辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）偶联的二级抗兔或小鼠抗体孵育。使用极
超敏ＥＣＬ试剂盒在 ＢｉｏＲａｄ成像系统检测免疫信
号，并使用ＩｍａｇｅＬａｂＳｏｆｔｗａｒｅ定量分析。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件
分析各组实验数据差异，两组间比较采用独立样本ｔ
检验，多组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＤ对ＨＦＤ喂养小鼠的代谢紊乱的影响　动
物实验的时间表如图１Ａ所示。高脂饲养组小鼠体
质量从第３周开始高于正常组小鼠（Ｐ＜００５），见
图１Ｂ。ＰＤ给药８周后，与 ＨＦＤ组小鼠相比，小鼠
体质量明显减轻（Ｐ＜００１），见图１Ｃ。此外，ＰＤ可
以降低 ＯＧＴＴ和 ＩＴＴ０、１５、３０、６０、９０ｍｉｎ的血糖和
ＡＵＣ（ＦＯＧＴＴ＝１３４４，ＦＩＴＴ＝１３４２，Ｐ＜００５），见图
１Ｄ－１Ｇ。同样，ＰＤ也降低了血清 ＴＣ和 ＴＧ的水平
（Ｐ＜００５），见图１Ｊ、１Ｋ。实验在给药 ＰＤ后，ＨＦＤ
组和ＰＤ组食量无明显差异的前提下进行，见图１Ｌ。
２．２　ＰＤ对ＨＦＤ喂养小鼠肝脏脂质蓄积的影响　
与ＮＤ组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠肝脏体积变大，角度
变钝，肝脏质量显著增加；肝组织 ＨＥ染色显示，
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ＨＦＤ组小鼠脂滴累积（白色空泡）增多（Ｐ＜００１），
炎症细胞浸润（蓝箭头）增加（Ｐ＜００１），肝脏组织
ＴＧ、ＴＣ含量增加（Ｐ＜００１）。与 ＨＦＤ组相比，ＰＤ
组小鼠的肝脏质量（ＬＷ）和肝脏质量与体质量比
（ｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔｔｏｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ，ＬＷ／ＢＷ）显著降低
（ＦＬＷ ＝１９０３，ＦＬＷ／ＢＷ ＝７２６，Ｐ＜００１），见图 １Ｈ、
１Ｉ；进食量无明显差别（Ｆ＝１２０，Ｐ＞００５），见图
１Ｆ；肝组织脂滴累积减少（Ｆ＝４１５５，Ｐ＜００１），炎
症细胞浸润改善（Ｐ＜００１），见图２Ａ－２Ｃ；肝脏组
织ＴＧ、ＴＣ含量减低（ＦＴＧ＝１３９１，ＦＴＣ＝２４１６，Ｐ＜
００１），见图２Ｈ、２Ｉ。
２．３　ＰＤ对 ＨＦＤ喂养小鼠肝损伤的影响　与 ＮＤ

组相比，ＨＦＤ组小鼠血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ含量增加，提
示肝细胞受损，ＰＤ组小鼠给药后，ＡＬＴ和 ＡＳＴ含量
降低（ＦＡＬＴ ＝１１１８，ＦＡＳＴ ＝９９４，Ｐ＜００５），见图
２Ｄ、２Ｅ。另外，在小鼠肝脏组织中，ＡＬＴ和ＡＳＴ的变
化趋势与血清中一致，见图２Ｆ、２Ｇ。结合肝脏病理
切片的ＨＥ染色观察，进一步证实了ＰＤ对肝脏具有
保护作用。

２．４　ＰＤ对小鼠肝组织 Ｇ０Ｓ２／ＡＴＧＬ基因表达的
影响　与ＮＤ组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠的肝组织中，
ＡＴＧＬ蛋白和ｍＲＮＡ的表达下调（Ｐ＜００５），ＰＤ组
小鼠给药后，ＡＴＧＬ表达水平上升（Ｆ＝４３０７，Ｐ＜
００５），见图２Ｎ、２Ｊ、２Ｌ。与ＮＤ组相比，ＨＦＤ组小鼠

图１　各组小鼠的代谢参数

Ｆｉｇ．１　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐａｎｄｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；Ｂ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ（ｎ＝８－１６）；Ｃ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（ｎ＝５）；Ｄ，Ｅ：ＯＧＴＴａｎｄＡＵＣ（ｎ＝５）；Ｆ，

Ｇ：ＩＴＴａｎｄＡＵＣ（ｎ＝５）；Ｈ，Ｉ：ＬｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔａｎｄＬＷ／ＢＷ（ｎ＝５）；Ｊ，Ｋ：ＳｅｒｕｍＴＧａｎｄＴＣ（ｎ＝５）；Ｌ：Ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜

００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＮＤｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＦＤｇｒｏｕｐ．
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肝组织Ｇ０Ｓ２蛋白和ｍＲＮＡ的表达水平增加，而 ＰＤ
组的表达水平低于 ＨＦＤ组（Ｆ＝１７７５，Ｐ＜００５），
见图２Ｍ、２Ｎ、２Ｋ。观察２００倍镜下ＩＨＣ（棕色）染色

的Ｇ０Ｓ２的表达，与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组肝组织中
Ｇ０Ｓ２的表达增加，ＰＤ组Ｇ０Ｓ２表达较ＨＦＤ组减少，
见图２Ａ。

图２　ＰＤ缓解ＨＦＤ所致小鼠ＮＡＦＬＤ的机制研究

Ｆｉｇ．２　ＭｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆＰＤｉｎａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇＮＡＦＬＤｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨＦＤｉｎｍｉｃｅ

　　Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（ｂｌｕｅａｒｒｏｗｓ：ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）ａｎｄＧ０Ｓ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌＩＨＣ

ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００，ｎ＝６）；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｆａｔｖａｃｕｏｌｅａｒｅａ（ｎ＝３）；Ｃ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔ（ｎ＝３）；Ｄ，Ｅ：

ｓｅｒｕｍＡＳＴａｎｄＡＬＴ（ｎ＝５）；Ｆ，Ｇ：ＬｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅＡＬＴａｎｄＡＳＴ（ｎ＝５）；Ｈ，Ｉ：ＬｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅＴＣａｎｄＴＧ（ｎ＝５）；Ｊ，Ｋ：ＡＴＧＬａｎｄＧ０Ｓ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｎ＝４）；Ｌ，Ｍ，Ｎ：ＡＴＧＬａｎｄＧ０Ｓ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｎ＝３）；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＮＤｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＦＤｇｒｏｕｐ．
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２．５　ＰＤ对 ＨｅｐＧ２细胞活力的影响　ＣＣＫ８法检
测ＰＤ对ＨｅｐＧ２细胞活力的影响，结果显示，ＰＤ浓
度≤４０μｍｏｌ／Ｌ时对 ＨｅｐＧ２细胞活力没有影响（Ｐ
＞００５），见图３Ａ、３Ｂ。如图３Ｃ所示，在ＰＡ培养基

中培养４８ｈ后，ＨｅｐＧ２细胞活力下降（Ｐ＜００１）。
相较于模型组，８０μｍｏｌ／ＬＰＤ处理组ＨｅｐＧ２细胞活
力降低（Ｐ＜００１）。因此，在所有细胞实验中，ＰＤ
的浓度均为０～４０μｍｏｌ／Ｌ。

图３　ＰＤ对ＰＡ诱导的ＨｅｐＧ２细胞脂质积累的影响（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤｏｎＰＡｉｎｄｕｃｅｄｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｎ＝６）

　　Ａ－Ｃ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ；Ｄ：ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ　×２００；Ｅ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ．
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２．６　ＰＤ对ＨｅｐＧ２细胞代谢的影响　油红 Ｏ染色
结果表明，ＰＤ可以减少ＰＡ诱导的ＨｅｐＧ２细胞中的
脂质积累（Ｐ＜００１），见图３Ｄ、３Ｅ。细胞内和培养
基上清液中ＴＣ、ＴＧ含量减少（Ｐ＜００５），见图４Ａ、
４Ｂ、４Ｅ、４Ｆ。上清液培养基内游离脂肪酸含量增加
（Ｐ＜００５），见图４Ｃ。ＰＤ的分子式见图４Ｄ。
２．７　ＰＤ对ＨｅｐＧ２细胞 Ｇ０Ｓ２／ＡＴＧＬ基因表达的
影响　与 Ｃｏｎ组相比时，Ｍｏｄｅｌ组 ＨｅｐＧ２细胞中

Ｇ０Ｓ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平上升（Ｐ＜００５），而
ＡＴＧＬ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平则下降（Ｐ＜
００５）。与 Ｍｏｄｅｌ组相比，ＰＤ组（１０～４０μｍｏｌ／Ｌ）
ＨｅｐＧ２细胞Ｇ０Ｓ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平有所降
低（Ｆ＝２９６６，Ｐ＜００５），而ＡＴＧＬ的ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平则有所增加（Ｆ＝２０１３，Ｐ＜００５），见图
４Ｇ－４Ｋ。
２．８　Ｇ０Ｓ２被敲低后ＰＤ对ＨｅｐＧ２细胞脂质蓄积

图４　ＰＤ缓解ＰＡ诱导的ＨｅｐＧ２细胞

脂质积累的机制研究（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．４　ＭｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆＰＤ

ｉｎａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇＰＡｉｎｄｕｃｅｄｌｉｐｉｄ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｎ＝６）

　　Ａ－Ｃ：ＣｈａｎｇｅｓｉｎＴＧ，ＴＣ，ａｎｄＮＥＦＡｉｎ

ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；Ｄ：Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ；Ｅ，Ｆ：ＴＣａｎｄＴＧｗｉｔｈｉｎｃｅｌｌｓ；Ｇ，Ｈ：

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧ０Ｓ２ａｎｄＡＴＧＬｉｎ

ｃｅｌｌｓ；Ｉ－Ｋ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧ０Ｓ２

ａｎｄＡＴＧＬｉｎｃｅｌｌｓ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．
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图５　Ｇ０Ｓ２ｓｉＲＮＡ转染对ＰＤ缓解ＰＡ诱导的ＨｅｐＧ２细胞的脂质积累的影响（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧ０Ｓ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｎＰＤ′ｓａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎｏｆＰＡｉｎｄｕｃｅｄｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｎ＝６）

　　Ａ：ＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ×２００；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ－Ｅ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧ０Ｓ２ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｎＰｏｌｙｄａｔｉｎ′ｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＴＧＬａｎｄＧ０Ｓ２

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓｓｉＣｏｎｇｒｏｕｐ．

的影响　转染Ｇ０Ｓ２ｓｉＲＮＡ２４ｈ后的ＨｅｐＧ２细胞与
ＰＡ和ＰＤ共孵育４８ｈ。与ｓｉＣｏｎ组相比，敲低Ｇ０Ｓ２
后，细胞内的脂质蓄积显著减少（Ｐ＜００１），这一现
象通过油红Ｏ染色在显微镜下观察得到直观体现，
并通过异丙醇提取后的酶标仪定量分析得到了进一

步的验证。进一步的研究表明，在 Ｇ０Ｓ２被敲低的
ＨｅｐＧ２细胞中，ＰＤ依然能够有效促进脂肪分解，见
图５Ａ、５Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，Ｇ０Ｓ２的敲
低对 ＡＴＧＬ蛋白表达的抑制作用有所减弱（Ｐ＜
００１），导致 ＡＴＧＬ蛋白表达水平相对增加，但 ＰＤ
依然能够增加ＡＴＧＬ的表达水平，见图５Ｃ－５Ｅ。

３　讨论

　　ＮＡＦＬＤ已成为全球最常见的慢性肝病，影响了
约２５％的人口。ＮＡＦＬＤ的发病机制复杂，与胰岛素
抵抗、脂质代谢紊乱以及慢性炎症［１０］等因素密切相

关。尽管目前尚无特效药物针对 ＮＡＦＬＤ，生活方式
的改变，如体质量管理和饮食调整［１１］，仍被推荐为

主要干预措施。因此，深入理解ＮＡＦＬＤ的发病机制
及寻找新的治疗靶点显得尤为重要。本研究通过多

种实验方法，验证了 ＰＤ能够显著改善脂质代谢紊

乱，降低肝脏脂肪含量，并调节 Ｇ０Ｓ２和 ＡＴＧＬ的表
达，从而促进ＮＡＦＬＤ的缓解，这与之前的研究［１２－１３］

结果相似。

　　在本实验中，与模型组相比，ＰＤ组小鼠的体质
量和肝脏湿重显著降低；血清中的 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＧ和
ＴＣ水平也显著下降；病理学观察进一步证实了其疗
效，表现为肝组织脂泡面积减小和炎细胞浸润减轻，

这些结果表明ＰＤ能够通过改善肝脏的脂肪变性和
炎症状态来减轻肝脏损伤，并改善脂质代谢。有研

究［１４］也指出，ＰＤ可能通过减少肝脏中 ＴＮＦα的表
达、降低脂质过氧化水平和抑制脂肪合成，保护高脂

饮食诱导的肝脂肪变性［１５］。ＯＧＴＴ和ＩＴＴ实验结果
表明，ＰＤ组小鼠各时间点的血糖水平和曲线下面积
均降低，表明其能够缓解高脂饮食引起的胰岛素抵

抗。既往研究［１６］表明，ＰＤ通过调节胰岛素受体底
物２（ＩＲＳ２）和ＡＫＴ信号通路，有效保护肝脏，预防
脂肪肝和胰岛素抵抗。

　　基因表达方面，ＰＤ组小鼠肝组织中 Ｇ０Ｓ２ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达显著下降，而ＡＴＧＬ显著升高。肝组
织切片免疫组化显示 Ｇ０Ｓ２表达减少，再次验证了
其调节作用。在细胞实验中，ＰＤ处理的 ＨｅｐＧ２细
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胞脂滴减少，脂质代谢明显改善，Ｇ０Ｓ２表达下降，而
ＡＴＧＬ表达升高，表明ＰＤ可能通过促进脂质分解来
改善细胞的脂质代谢。有研究［１７］表明Ｇ０Ｓ２在能量
代谢和产热中发挥关键作用，ＰＤ在 Ｇ０Ｓ２被敲低的
ＨｅｐＧ２细胞中，仍能促进脂肪分解，且对ＡＴＧＬ表达
的影响减弱。这一结果显示，ＰＤ不仅能够通过降低
Ｇ０Ｓ２的表达，减少对 ＡＴＧＬ的抑制作用，从而增加
脂肪分解，还能够通过独立于 Ｇ０Ｓ２的途径来调节
ＡＴＧＬ的表达，促进脂肪分解。这些结果支持 ＰＤ作
为ＮＡＦＬＤ治疗药物的潜力，并为其在其他代谢疾病
中的应用提供了基础［１２］。此外，这提示 ＰＤ可能通
过多条信号通路来干预 ＮＡＦＬＤ的发生和发展［１８］。

未来的研究可以进一步探讨 ＰＤ对其他信号通路的
影响，以及这些通路在脂肪代谢、胰岛素抵抗和炎症

中的作用，为ＮＡＦＬＤ的治疗提供更全面的理解。本
研究的局限性主要体现在样本量相对较小以及缺乏

临床验证。因此，未来研究应考虑扩大样本规模，并

结合临床试验，以确认 ＰＤ在 ＮＡＦＬＤ治疗中的有效
性和安全性。同时，深入探讨其作用机制及在其他

代谢疾病中的潜在应用也将是重要的研究方向。

　　综上所述，本研究揭示了ＰＤ通过调节Ｇ０Ｓ２和
ＡＴＧＬ的表达，显著减轻高脂饮食诱导的 ＮＡＦＬＤ小
鼠的代谢紊乱和脂质积累。这一研究不仅丰富了对

ＮＡＦＬＤ发病机制的理解，也为开发新的治疗策略提
供了理论基础。未来的研究应进一步验证 ＰＤ的临
床应用潜力及其在其他代谢疾病中的作用，以期为

相关疾病的治疗提供新的思路和方法。
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