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泽泻提取物对大鼠非酒精性脂肪肝的治疗作用

龚　 杰，丁　 岩，干仲元，王慧雯，朱世敏，李汉清

（上海中医药大学教学实验中心，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究泽泻提取物（Ａｌｉｓｍａ ｏｒｉｅｎｔａｌｅ ｅｘｔｒａｃｔ，ＡＯＥ）对非酒精性脂肪肝的治疗作用，并通过 ＨｅｐＧ２
细胞模型系统性地研究其作用机制。 方法　 油酸和棕榈酸混合物诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞脂肪变性，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测内

质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ）标记蛋白 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ、ＸＢＰ⁃１ 等评价泽泻提取物对脂肪酸引起

的 ＨｅｐＧ２ 细胞内质网应激的抑制作用；高脂饲料喂养 ＳＤ 大鼠制作非酒精性脂肪肝模型，不同浓度泽泻提取物灌

胃后 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清中超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＳＴ）、谷丙转氨酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）、 甘油三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ）、 高密度脂蛋白 （ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）等血清生化指标判断 ＳＤ 大鼠模型的肝脂肪性病变程

度。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测肝组织内细胞色素 Ｐ４５０ ２Ｅ１（ＣＹＰ２Ｅ１）、细胞色素 Ｐ４５０ ２Ａ５（ＣＹＰ２Ａ５）基因的表达情况，脂肪

性肝炎大鼠肝脏内 ＣＹＰ２Ｅ１ ／ ＣＹＰ２Ａ５ 呈诱导表达状态抗氧化能力，在加重脂质过氧化等过程参与了脂肪性肝炎的

形成起作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＪＮＫ１、ｐ⁃ＪＮＫ１、ＳＴＡＴ３、ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和 ＸＢＰ⁃１ 等蛋白表达水平的变

化，探寻肝细胞脂肪性病变过程的作用通路。 结果　 泽泻提取物处理后，ＪＮＫ１、ｐ⁃ＪＮＫ１、ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和 ＸＢＰ⁃１ 表

达水平明显下降，ＳＴＡＴ３ 表达增加，并且呈剂量依赖性；ＥＬＩＳＡ 结果显示，泽泻提取物处理后，大鼠血清中谷草转氨

酶、谷丙转氨酶、甘油三酯、低密度脂蛋白的表达水平呈剂量依赖性下降，超氧化物歧化酶、高密度脂蛋白表达升

高；同时 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示泽泻提取物处理后，肝组织内 ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ａ５ 基因表达水平明显下降，尤其是高剂量

组。 结论　 泽泻提取物可以通过抑制脂肪变性肝细胞的内质网应激反应，抑制 ＪＮＫ 信号通路及代谢酶表达从而在

机体上达到治疗非酒精性脂肪肝的目的。
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　 　 非 酒 精 性 脂 肪 肝 （ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史、饮酒折含乙

醇量小于 １４０ ｇ ／周（女性 ＜ ７０ ｇ ／周），以肝实质细

胞脂肪变和脂肪贮积为特征的临床病理综合征，包
括单纯性脂肪肝以及由其演变的脂肪性肝炎

（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）和肝硬化，胰岛

素抵抗和遗传易感性与其发病关系密切［１］。 中医

认为病位在肝，病机特点以脾胃虚弱、肝郁气滞、肝
郁脾虚、肾精亏虚等为主，辨证以健脾化湿，疏肝健

脾，化痰祛瘀等为治则，经典方剂柴胡疏肝散、二陈

汤、茵陈五苓散、香砂六君子汤等，用药频次较高者

为山楂、泽泻、柴胡、何首乌、郁金、半夏、陈皮、茯
苓、虎杖、大黄等［２］。

泽泻为泽泻科植物泽泻 Ａｌｉｓｍａ ｏｒｉｅｎｔａｌｅ（Ｓａｍ）
Ｊｕｚｅｐ 的干燥块茎，冬季茎叶开始枯萎时采挖，其性

寒，味甘、淡，入肾、膀胱经，具有利水渗湿、泄热、化
浊降脂等功效，用于小便不利、水肿胀满、泄泻尿

少、痰饮眩晕、热淋涩痛、高脂血症等病症［３］。 现代

研究表明泽泻主要化学成分为三萜类化合物（泽泻

醇 Ａ、泽泻醇 Ｂ 及其衍生物）、倍半萜类化合物（泽
泻醇，环氧泽泻烯，泽泻萜醇 Ａ，Ｂ，Ｃ，磺酰泽泻醇

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ 等）、二萜类化合物以及一些类脂和糖类

化合物；其主要药理作用包括利尿，抗结石，抗高血

压、高血脂，抗动脉粥样硬化，抗脂肪肝，免疫调

节等［４ － ８］。
严伟伦［９］报道了 ６０ 例患者的临床试验，发现泽

泻调脂颗粒方能减轻脾虚痰瘀型非酒精性脂肪肝

患者神疲乏力、食物不振、腹胀、四肢困倦、胸胁胀

满等症状，其作用机制包括有效改善非酒精性脂肪

肝患者的各项血脂水平（ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ＨＤＬ⁃Ｃ）以
及有效降低非酒精性脂肪肝患者的转氨酶（ＡＳＴ、
ＡＬＴ）等。 孙晓娜等［１０］ 报道了 １００ 例患者的临床试

验，结果发现泽泻泄浊颗粒配合穴位贴敷能减轻非

酒精性脂肪肝的严重程度，改善脂质代谢，保护肝

功能。
虽然泽泻对于非酒精性脂肪肝的治疗效果已

经明确，但是其作用机制报道较少。 有研究表明

脂质过氧化是内质网应激的诱导因素，内质网应

激发生的过程主要是由于缺氧、氧化应激、错误合

成蛋白质等多种因素诱发。 内质网应激发生后，
启动了有关细胞信号转导途径抑制细胞蛋白合

成，或者错误合成蛋白，对不能修复的细胞则通过

内质网相关细胞凋亡机制诱导其凋亡以维持内环

境稳态。 过强和过长的内质网应激反应通过细胞

能量耗竭、钙稳态失衡、激活内质网应激相关细胞

凋亡等机制使器官和组织产生损伤，其中内质网

应激相关细胞凋亡是应激状态下细胞损伤的主要

机制。 ＮＡＦＬＤ 发病机制的“二次打击”假说又表

明氧化应激造成的还原性谷胱甘肽水平下降可以

引起 ＪＮＫ 信号通路过度活化而诱导脂肪变性细胞

死亡［１１］ 。 泽泻作为临床有效的抗脂肪肝药物，不
同的研究者做出了多方面探索，但却没有该方面

机制的系统性研究。 本文通过泽泻提取物缓解内

质网应激造成肝细胞损伤，从而达到对非酒精性

脂肪肝的治疗作用。
本研究通过体外 ＨｅｐＧ２ 细胞脂肪变性模型及

大鼠非酒精性脂肪肝模型，对泽泻提取物作用后重

要生化指标、蛋白水平进行检测，系统地总结泽泻

对于非酒精性脂肪肝的药理作用机制，为临床用药

进一步提供指导。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

ＨｅｐＧ２ 人肝癌细胞购自中国科学院干细胞库。
共 １６ 只雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，体重（１８０ ± １０） ｇ，６
～ ８ 周龄，由国家实验动物种子中心上海分中心暨
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上海斯莱克实验动物有限责任公司提供 ［ ＳＣＸＫ
（沪） ２０１７ － ０００５］。 实验于上海中医药大学实验动

物楼 ＳＰＦ 动物房进行［ＳＹＸＫ （沪） ２０１４ － ０００８］，动
物饲养于动物房通风鼠笼中，环境温度控制在 ２０℃
～ ２２℃，湿度为 ５０％ ，１２ ｈ∶ １２ ｈ 光亮和光暗循环。
ＳＤ 大鼠共分为四组，每组 ４ 只，分别为对照组，４００、
２００、１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ 组。 本实验动物伦理编号：
ＳＺＹ２０１７０６００８。 所有操作均按照 ３Ｒ 原则给予人道

关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

泽泻提取物由上海中医药大学中药研究中心

提供。 泽泻提取物的制备：将中药泽泻饮片成粗

粉，分别用双蒸水、５０％ 甲醇和纯甲醇煎煮，提取液

浓缩回收，制备为泽泻水浸膏、５０％甲醇浸膏和泽泻

纯甲醇浸膏。 用含 ５％ 乙醇和 ７％ 聚丙烯醋酸纤维

素钠溶液作为泽泻提取物增溶剂溶解浸膏，制得浓

度均相当于每毫升 １􀆰 ０ ｇ 泽泻生药的 ３ 种提取物混

悬液。
油酸（货号：Ｏ１３８３）、棕榈酸购自 Ｓｉｇｍａ（货号：

Ｐ５５８５）；改良油红 Ｏ 染色试剂盒购自南京森贝伽生

物科技有限公司；大鼠超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＳＢＪ⁃Ｒ０００８）、大鼠天冬氨酸氨

基转移酶（ＡＳＴ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＳＢＪ⁃Ｒ０１１７）、
大鼠丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：
ＳＢＪ⁃Ｒ０１１６）、大鼠甘油三酯（ＴＧ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货
号：ＳＢＪ⁃Ｒ０１９５）、大鼠高密度脂蛋白 （ＨＤＬ） ＥＬＩＳＡ
试剂盒 （货号： ＳＢＪ⁃Ｒ０１９７ ）、 大鼠低密度脂蛋白

（ＬＤＬ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＳＢＪ⁃Ｒ０１９６）购自南京森

贝伽生物科技有限公司；Ａｎｔｉ⁃ＪＮＫ１（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ１８３）
抗体 （货号： ａｂ４７３３７ ）、 Ａｎｔｉ⁃ＪＮＫ１ 抗体 ［ ＥＰＲ１４０
（２）］（货号：ａｂ１１０７２４）、Ａｎｔｉ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体（货号：
ａｂ１６０５１）、Ａｎｔｉ⁃ＧＲＰ７８ ＢｉＰ 抗体（货号：ａｂ１４０３１８）、
Ａｎｔｉ⁃ＤＤＩＴ３ 抗 体 ［ ９Ｃ８ ］ （ 货 号： ａｂ１１４１９ ）、 Ａｎｔｉ⁃
ＳＴＡＴ３ 抗体［９Ｄ８］ （货号：ａｂ１１９３５２） 和 Ａｎｔｉ⁃ＸＢＰ１
抗体（货号：ａｂ３７１５１）购自 Ａｂｃａｍ。

可见紫外分光光度计，上海尤尼柯公司（型号：
ＷＦＺ ＵＶ⁃２１００）；低温高速离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司（型号：５４３０Ｒ）；６００ Ｖ 电泳仪，美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
公司（型号：ＥＰＳ６０１） ；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳槽，北京六

一公司（型号：ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ） ；ｑＰＣＲ 扩增仪，美国

ＡＢＩ 公司（型号：ＡＢＩ ７５００） ；病理切片机，上海徕

卡仪器有限公司（型号：ＲＭ２０１６） ；倒置荧光显微

镜，日本 Ｎｉｋｏｎ 公司（型号：Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｉ⁃ＳＲ） 。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 肝细胞脂肪变性模型建立

用油酸和棕榈酸诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞积累甘油三

酯［１２］。 将油酸和棕榈酸（ＯＡ∶ ＰＡ ＝ ２∶ １，摩尔比）混
合后置于 ９０°Ｃ 以上水浴中加热并不断摇晃，５ ～
１０ ｍｉｎ 左右可完全溶解，趁热移入 ＤＭＥＭ 完全培养

基中，使油酸和棕榈酸的终浓度为 ０􀆰 ３３ ｍｏｌ ／ Ｌ 和

０􀆰 １７ ｍｏｌ ／ Ｌ。 ＨｅｐＧ２ 接种于孔板中，孵育过夜后，用
ＤＭＥＭ 低糖培养基进行细胞饥饿 １２ ｈ，然后换成含

０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 的 ＤＭＥＭ 完全培养基培养 ２４ ｈ 诱

导 ＨｅｐＧ２ 细胞脂肪变性。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

用混合脂肪酸诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞脂肪变性后，加
入生理盐水和不同浓度的泽泻提取物处理 ２４ ｈ 后，
收集细胞，含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液冰上裂

解 ３０ ｍｉｎ 得到蛋白样品。 ＢＣＡ 法测定总蛋白含量。
１００℃金属浴变性 １０ ｍｉｎ 后，加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 上

样，跑电泳，转膜后，５％ 牛奶封闭，按说明书比例加

入一抗及二抗，加入底物，化学发光仪器上观察条

带并计算灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 非酒精性脂肪肝动物模型建立

ＳＤ 大鼠喂以高脂饲料（１０％猪油 ＋ ２％胆固醇

＋ ８８％标准饲料）及饮水［１３］，连续喂食 ８ 周。 ４ 只

一组，分成四组，包括生理盐水对照组及泽泻提取

物处理组（设置 ４００、２００、１００ ｍｇ ／ ｋｇ 泽泻提取物分

别为高、中、低剂量给药组）。 以灌胃方式给予药物

治疗，每日 ２ 次，持续 ４ 周。 对照组灌以生理盐水。
油红染色阳性即为建模成功。
１􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠血清及肝组织采集

给药 ４ 周后，全体大鼠连续禁食 １２ ｈ。 称量体

重，然后以 １％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉

大鼠，腹主动脉取新鲜血液 １０ ｍＬ，４℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ离
心 ５ ｍｉｎ，取上清用于 ＥＬＩＳＡ 法生化指标测定；取血

后，迅速解剖取得肝脏，ＰＢＳ 冲洗干净血液后，置于

含 ２０ 倍体积 ＴＲＩｚｏｌ 溶液的 ＥＰ 管中，液氮速冻后置

于 － ８０℃ 冰箱保存，用于总 ＲＮＡ 提取、基因表达

分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 血清生化指标检测

采集血清按照试剂盒说明书进行含量测定。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验

解剖所得肝组织加入 ２０ 倍体积的 ＴＲＩｚｏｌ 溶液

并研磨。 提取 ＲＮＡ 后，按照反转录试剂盒步骤反转

录为 ｃＤＮＡ，并进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验。

０７ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ７ 月第 ２８ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ７



１􀆰 ３􀆰 ７　 油红染色

解剖所得肝组织在 ＯＣＴ（聚乙二醇和聚乙烯醇

的水溶性混合物）包埋后冰冻切片机切成 １５ μｍ 的

切片后，油红染色判断脂肪染色面积。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行统计分析。 定量

结果采用多个样本油红染色面积为准，组间比较采

用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 油红 Ｏ 染色判断脂肪肝模型

高脂饮食诱发非酒精性脂肪肝模型组织中脂

肪含量增高，肝细胞排列不规则，细胞内脂滴多为

大泡，多囊泡型，油红 Ｏ 染色后，脂肪滴多呈片分

布，水溶性封片剂封片后，脂滴常汇集在切片表面

（见图 １）。

注：ａ：生理盐水对照组；ｂ：高脂饮食模型组；ｃ：油红染色相对染色面积定量结果。 与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 １　 油红染色判断脂肪肝模型（ × １００）
Ｎｏｔｅ． ａ： Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． ｃ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测内质网应激标记蛋白水平

作为内质网应激的经典标记分子，当细胞发生

内质网应激时会上调 ＧＲＰ７８ 表达并且通过活化

ＣＨＯＰ、ＪＮＫ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 等通路诱导凋亡发生［１４ － １５］。
ＩＲＥ⁃１ ／ ＸＢＰ⁃１ 信号通路是高度保守的内质网应激通

路，内质网应激通过酶剪切作用活化 ＸＢＰ⁃１，后者的

活化导致内质网伴侣分子表达增加［１６ － １７］。 内质网

应激可以通过抑制 ＦＡＫ⁃ＳＴＡＴ３ 通路引发线粒体功

能紊乱［１７］。 如图 ２ ～ ３ 所示，泽泻提取物处理后，
ＪＮＫ１、ｐ⁃ＪＮＫ１、ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和 ＸＢＰ⁃１ 表达水平明

显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＳＴＡＴ３ 表达增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
并且呈剂量依赖性。 实验结果说明泽泻提取物可

以抑制混合脂肪酸诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞脂肪变性导致

的内质网应激。
２􀆰 ３　 透射电镜结果

混合脂肪酸作用于 ＨｅｐＧ２ 细胞后会导致细胞

发生脂滴蓄积、空泡化等脂肪变性［１９］。 如图 ４ 所

示，经过泽泻提取物处理，脂肪变性 ＨｅｐＧ２ 细胞中

脂滴减少。
２􀆰 ４　 泽泻提取物对 ＳＤ 大鼠肝脂肪性病变的影响

重度脂肪肝组织中脂肪含量高，肝脏组织细胞

肿胀变形，通过高、中、低剂量的泽泻治疗后，从图 ５
中显示，随着药物剂量浓度的增加，肝脏脂肪性病

变随之好转。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 结果

脂肪蓄积发生在非酒精性脂肪肝早期病程中。
脂肪蓄积导致肝细胞内质网应激、线粒体应激反应

及自噬受损等脂毒性，以及 ＴＧ、ＶＬＤＬ 水平降低［２０］。
ＡＳＴ、ＡＬＴ 作为肝功能评价指标，其升高预示着肝损

伤。 非酒精性脂肪肝患者由于肝脂肪代谢紊乱会

出现血清 ＨＤＬ 降低和 ＬＤＬ 升高［２１ － ２３］。 如图 ６ 结果

所示，泽泻提取物处理后，大鼠血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ、
ＴＧ、ＬＤＬ 的表达水平呈剂量依赖性下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＳＯＤ、ＨＤＬ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结果表

明，泽泻提取物对非酒精性脂肪肝肝损伤具有治疗

作用。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

非酒精性脂肪肝会导致 ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ａ５ 上调

表达［２４ － ２５］。 如图 ７ 结果显示，泽泻提取物处理后，
肝组织内 ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ａ５ 基因表达水平明显下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），尤其是高剂量组。
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注：ａ：各组 ｐ⁃ＪＮＫ１、ＪＮＫ１、ＳＴＡＴ３ 表达水平；ｂ：各组 ＳＴＡＴ３ 表达定量结果；ｃ：各组 ＪＮＫ１ 表达定量结果；ｄ：各组 ｐ⁃
ＪＮＫ１ 表达定量结果。 对照组：０ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ；低剂量组：１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ；中剂量组：２００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ；高剂量组：４００

ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ。 与高剂量组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 图 ３、６、７ 同。

图 ２　 ＡＯＥ 处理后 ｐ⁃ＪＮＫ１、ＪＮＫ１、ＳＴＡＴ３ 表达水平

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＪＮＫ１，ＪＮＫ１ ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ． ｃ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＮＫ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ｄ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐ⁃ＪＮＫ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ： ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ； ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ： １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ； ｍｏｄｅｒａｔｅ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ： ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ； ｈｉｇｈ⁃

ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ： ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅｓ ３， ６
ａｎｄ ７．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃ＪＮＫ１，ＪＮＫ１ ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ａｆｔｅｒ ＡＯＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨论

近年来，因生活方式改变、营养过剩等，非酒精

性脂肪肝的发病率呈逐年上升的趋势［２６］。 ３０％ 的

脂肪肝患者如果得不到有效治疗会逐渐进展成非

酒精性脂肪性肝炎；如果病情继续进展，２５％的非酒

精性脂肪性肝炎可能发展成肝硬化或终末期肝

病［２７］，对人类健康造成严重威胁。
临床研究资料表明，痰瘀互结为非酒精性脂肪

肝（ＮＡＦＬＤ）的重要发病机制。 丹参具有活血祛瘀

之功，泽泻功能除水湿、消痰浊，两药为中医临床治

疗 ＮＡＦＬＤ 过程中使用频率较高的中药［２８］。 三萜类

成分是泽泻中的主要成分之一，在泽泻的功效中起

着非常重要的作用［２９］。 除了有效成分的确定，不同

研究者从不同角度对其作用机制进行了探索性

研究。
李金海［３０］通过对应用异功泽泻汤治疗的 ５２ 例

非酒精性脂肪性肝炎患者及水飞蓟宾胶囊治疗的

４８ 例患者进行对照观察，发现异功泽泻汤在降低血

脂、改善肝功能等方面均优于水飞蓟宾胶囊，泽泻

可抑制外源性 ＴＧ、ＴＣ 的吸收，影响内源性 ＴＣ 代谢

及抑制 ＴＧ 肝内合成，从而改善肝脏的脂肪代谢。
王磊［３１］通过对 ３４ 例使用泽泻饮合京三棱丸治疗的

非酒精性脂肪肝进行研究发现泽泻饮合京三棱丸

能有效改善 ＴＣ、ＴＧ 的水平，治疗脂肪肝临床疗效显

著。 姜国贤等［３２］报道了 ３２ 例口服调肝降脂（青蒿、
柴胡、山楂、茯苓、泽泻、法半夏、白芍、肉豆蔻、韭菜

汁等）中药治疗非酒精性脂肪肝的临床研究结果，
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注：ａ：各组 ＧＲＰ７８、ＸＢＰ⁃１、ＣＨＯＰ 表达水平；ｂ：各组 ＧＲＰ７８ 表达定量结果；ｃ：各组 ＣＨＯＰ 表达定量结果；ｄ：各组

ＸＢＰ⁃１ 表达定量结果。

图 ３　 ＡＯＥ 处理后 ＧＲＰ７８、ＸＢＰ⁃１、ＣＨＯＰ 表达水平

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲＰ７８，ＸＢＰ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＲＰ７８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．
ｃ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＨＯＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ｄ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＸＢＰ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＲＰ７８，ＸＢＰ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ａｆｔｅｒ ＡＯＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：ａ：ＨｅｐＧ２ 泽泻高剂量组（４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ）；ｂ：ＨｅｐＧ２ 脂肪性病变组。 箭头指示肝细胞脂变。

图 ４　 ＨｅｐＧ２ 透射电镜照片（ × ３５００）
Ｎｏｔｅ． ａ： ＨｅｐＧ２ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＯＥ）； ｂ： ＨｅｐＧ２ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔｔｙ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ． Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｆａｔｔｙ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２

发现泽泻通过抑制外源性甘油三酯在肝内的合成，
影响与胆固醇代谢有关的酶及抑制肝内甘油三酯

合成等药理作用而发挥抗脂肪肝效果。

随后，又有不同的研究者从不同方面对泽泻护

肝功能进行了研究。 唐外姣［３３］ 报道了护肝清脂片

（由泽泻、山楂、三七、蒲黄、荷叶及陈皮六味中药组
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注：ａ：生理盐水对照组；ｂ：泽泻提取物 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 处理组；ｃ：泽泻提取物 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 处理组；ｄ：泽
泻提取物 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 处理组。

图 ５　 油红染色检测泽泻提取物对 ＳＤ 大鼠肝脂肪性病变的影响（ × １００）
Ｎｏｔｅ． ａ： Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： １００ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ＡＯＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ２００ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ
ＡＯＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ＡＯＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＯＥ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：ａ：ＡＬＴ 检测水平；ｂ：ＡＳＴ 检测水平；ｃ：ＳＯＤ 检测水平；ｄ：ＴＧ 检测水平；ｅ：ＨＤＬ 检测水平；ｆ：ＬＤＬ 检测水平。

图 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测血清生化指标

Ｎｏｔｅ． ａ： ＡＬＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｂ： ＡＳＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｃ： ＳＯＤ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｄ： ＴＧ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｅ： ＨＤＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｆ： ＬＤＬ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
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注：ａ：ＣＹＰ２Ｅ１ 基因表达水平；ｂ：ＣＹＰ２Ａ５ 基因表达水平。

图 ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ａ５ 基因表达水平

Ｎｏｔｅ． ａ： ＣＹＰ２Ｅ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ｂ： ＣＹＰ２Ａ５ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ２Ｅ１ ａｎｄ ＣＹＰ２Ａ５ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

成）通过上调大鼠肝脏中沉默信息因子 ＳＩＲＴ１ 的

ｍＲＮＡ 及其蛋白的表达，可以显著改善胰岛素抵抗，
同时减缓氧化应激 ／脂质过氧化损伤，抑制肝脏胶

原沉积，有效调节血脂代谢紊乱以及抑制肝脏脂质

沉积。 Ｐａｒｋ 等［３４］报道了泽泻乙醇提取物可以通过

下调 Ｃ ／ ＥＢＰβ 表达，降低 ＰＰＡＲγ 和 Ｃ ／ ＥＢＰβ 表达水

平来抑制 ＯＰ９ 细胞脂肪分化。 Ｊａｎｇ 等［３５］ 报道了泽

泻块茎甲醇提取物（ＭＥＡＯ）可以通过抑制肝脂肪生

成基因、ＶＬＤＬＲ 等基因表达，增加 ＡｐｏＢ 分泌来减弱

肝细胞内质网应激，阻止肝细胞病理性脂肪变性。
曾璐［３６］研究发现泽泻醇 Ａ⁃２４⁃醋酸酯能逆转肝脂肪

变性 ＨｅｐＧ２ 细胞的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平的增加。 郭

雨雅［３７］报道了加味泽泻汤对可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ、ＭＡＰＫ 信号通路上 ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ、Ｐ６５、 ｐ⁃
Ｐ６５、Ｐ３８、ｐ⁃Ｐ３８、ＭＡＰＫ 蛋白的表达，抑制肝脏炎症

的产生、缓解肝脏的损伤，对高脂饮食诱导的大鼠

ＮＡＦＬＤ 模型有良好的治疗效果。 杜金梁等［３８］ 报道

了泽泻提取物对油酸诱导建鲤脂肪肝细胞损伤中

生化指标及 ＣＹＰ１Ａ 蛋白表达的影响。 孙晓琦［３９］ 报

道了加味泽泻汤可能通过改变 ＮＡＦＬＤ 小鼠肠道微

生物组成、改善肠粘膜屏障、降低肝脏内炎症因子

表达及减轻肝脏炎症来发挥作用。
其它关于非酒精性脂肪肝的治疗机制研究也

有很多，对泽泻治疗 ＮＡＦＬＤ 的药理作用机制研究有

很大的参考意义。 田卫东［４０］ 报道了阿托伐他汀能

通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路改善大鼠非酒精

性脂肪肝肝脏损伤。 郑培永等［４１］ 报道了强肝胶囊

和辛伐他汀可能通过改善瘦素抵抗，增加肝脏瘦索

受体 ｍＲＮＡ 表达及 Ｐ⁃ＪＡＫ２ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白水平而

对 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝脏脂质和炎症有较好的治疗作用。

孙立云［４２］报道了 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＬ⁃乙硫氨酸作用奶牛

原代肝细胞 ２４ ｈ 可成功制备脂肪变性肝细胞模型，
１０ μｇ ／ ｍＬ 泽泻作用 ４８ ｈ，可以降低肝细胞 ＣＹＰ４５０
的表达，对脂肪变性肝细胞具有较好的保护作用。
杨文强等［４３］ 报道了脂肪乳灌胃可以通过上调

Ｗｎｔ３α、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｏｌｌａｌ ｍＲＮＡ 表达诱导非酒精性

脂肪肝大鼠肝纤维化。 关丽嫦等［４４］ 报道了高脂饮

食可以通过诱导肝组织 ＪＮＫ１、ｐ⁃ＪＮＫ１ 蛋白表达水

平升高，激活肝细胞内 ＪＮＫ 信号通路同时抑制了脂

联素的生成，进而产生和加重 ＮＡＦＬＤ。
这些研究都为泽泻治疗 ＮＡＦＬＤ 作用机制探索

提供了重要依据，但是仍然没有泽泻作用机制的系

统性研究。 本文系统性地研究阐明了泽泻对非酒

精性脂肪肝的治疗机制。 但是本研究仍然存在不

足，需要进一步实验来验证泽泻对肝细胞脂肪蓄积

的缓解作用及其机制，因为脂肪蓄积是肝损伤的根

本原因。 总之，本文通过研究不同浓度泽泻对非酒

精性脂肪肝血清生化指标、ＪＮＫ 信号通路及脂肪变

性肝细胞内质网应激的影响系统地研究了泽泻治

疗 ＮＡＦＬＤ 的作用机制，为泽泻临床治疗 ＮＡＦＬＤ 提

供了重要理论依据。
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