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[摘要] 目的：基于过氧化酶体增殖物激活受体-琢（PPAR琢）-固醇调节元件结合蛋白1c（SREBP-1c）-脂肪

酸合酶（FAS）信号通路探讨枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病L-O2肝细胞的保护作用及其脂质代谢的机

制。方法：将L-O2肝细胞接种于6孔板，贴壁后分为正常对照组、模型组（2.5%乙醇处理）、美他多辛组（美他多辛

含药血清加2.5%乙醇处理）、枳葛保肝降脂方低剂量组（2.5%枳葛保肝降脂方含药血清加2.5%乙醇处理）、枳葛

保肝降脂方中剂量组（5.0%枳葛保肝降脂方含药血清加2.5%乙醇处理）及枳葛保肝降脂方高剂量组（10.0%枳葛

保肝降脂方含药血清加2.5%乙醇处理），24 h后测定各组细胞上清液中乳酸脱氢酶（LDH）、天冬氨酸氨基转移酶

（AST）水平；定量聚合酶链反应（qPCR）、蛋白质印迹法（Western blotting）测定各组细胞内PPAR琢、SREBP-1c、

FAS、Lipin-1 mRNA及蛋白表达。结果：与正常对照组比较，模型组细胞上清液中LDH、AST含量显著升高（ <0.001）；

PPAR琢 mRNA及蛋白表达水平降低，SREBP-1c、FAS、Lipin-1 mRNA及蛋白表达水平显著升高（ <0.001）；与模

型组比较，枳葛保肝降脂方高剂量组和美他多辛组细胞上清液LDH、AST含量均明显下降（ <0.001），PPAR琢 mRNA

及蛋白表达水平显著升高，SREBP-1c、FAS、Lipin-1 mRNA及蛋白表达水平显著下降（ <0.001）。结论：枳葛保肝

降脂方对酒精性肝病的脂质代谢有改善作用，其机制可能与上调PPAR琢表达，减少SREBP-1c、FAS、Lipin-1表达

以抑制肝细胞脂质积累有关。
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Exploring the Mechanism of Zhige Baogan Jiangzhi Fang (枳葛保肝降脂方)

for the Prevention and Treatment of Alcoholic Liver Disease Based on

the Lipid Metabolism PPARα-SREBP-1c-FAS Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the protective effect and lipid metabolism mechanism of the serum

containing Zhige Baogan Jiangzhi Fang on L-O2 hepatocytes in alcoholic liver disease based on PPAR琢-

SREBP-1c-FAS signaling pathway. Methods: L-O2 hepatocytes were inoculated in 6-well plates, and after wall

attachment, they were divided into normal group, model group (2.5% ethanol treatment), positive control group

(Metadoxine-containing serum plus 2.5% ethanol), Zhige Baogan Jiangzhi Fang low dose group (2.5% Zhige

Baogan Jiangzhi Fang containing drug serum plus 2.5% ethanol), Zhige Baogan Jiangzhi Fang medium dose

group (5.0% Zhige Baogan Jiangzhi Fang containing drug serum plus 2.5% ethanol) and Zhige Baogan Jiangzhi
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酒 精 性 肝 病 （ alcohol-associated liver disease， ALD） 的 全

球 发 病 率 有 所 增 加 ， 并 且 呈 现 年 轻 化 的 趋 势 [1]。 ALD 通 常 与 其

他 肝 病 病 因 共 存 ， 更 容 易 导 致 不 可 逆 性 的 肝 病 （ 如 肝 硬 化 、 肝

癌 ） 。 ALD已 经 成 为 全 球 备 受 关 注 的 公 共 卫 生 问 题 [2]。 长 期 大 量

饮 酒 会 导 致 肝 脂 肪 变 性 ， 并 可 能 发 展 为 ALD 的 早 期 阶 段 。 ALD

的 发 病 机 制 复 杂 ， 脂 质 代 谢 紊 乱 是 其 发 生 和 发 展 的 主 要 原 因

之 一 ， 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 -琢（ peroxisome proliferator-

activated receptor -琢， PPAR琢） /固 醇 调 节 元 件 结 合 蛋 白 1c

（ sterol regulatory element binding protein 1c， SREBP-1c） /脂

肪 酸 合 酶 （ fatty acid synthase ， FAS） 信 号 通 路 [3-4] 在 ALD 的 脂

质 代 谢 中 起 到 不 可 忽 视 的 作 用 。 长 期 大 量 摄 入 酒 精 可 抑 制

PPAR琢 在 肝 脏 中 的 表 达 ， 使 SREBP-1c 、 FAS、 脂 素 （ Lipin1） 表

达 增 多 ， 进 而 促 进 肝 细 胞 内 脂 质 的 堆 积 ， 导 致 肝 脂 肪 变 性 [5-7]。

针 对 ALD 最 主 要 的 措 施 是 戒 酒 ， 其 次 是 多 种 抗 炎 保 肝 药 物 治

疗 。 然 而 使 用 大 量 、 多 种 抗 炎 保 肝 药 可 能 反 向 加 重 肝 脏 负 担

及 引 起 不 良 反 应 。 因 此 ， 探 究 简 便 廉 效 的 中 药 复 方 防 治 ALD成

为 新 的 途 径 之 一 。 枳 葛 保 肝 降 脂 方 （ 原 名 枳 葛 口 服 液 ） 是 西 南

医 科 大 学 附 属 中 医 医 院 全 国 名 中 医 孙 同 郊 教 授 所 创 的 防 治

ALD的 经 验 方 ， 具 有 解 酒 、 降 脂 、 保 肝 、 健 脾 的 功 效 [8]， 已 在 临 床

上 取 得 良 好 疗 效 。 因 此 ， 本 研 究 拟 探 讨 枳 葛 保 肝 降 脂 方 通

过 PPAR琢 途 径 对 乙 醇 诱 导 的 L-O2 肝 细 胞 肝 功 能 及 脂 代 谢 作

用 的 影 响 ， 以 其 为 进 一 步 阐 明 枳 葛 保 肝 降 脂 方 防 治 ALD 的 分

子 机 制 提 供 理 论 依 据 ， 也 为 探 索 ALD潜 在 的 治 疗 方 案 提 供 参 考 。

1 材 料

1.1 细胞 L-O2 肝 细 胞 ， 购 于 赛 百 慷 （ 上 海 ） 生 物 技 术 股 份

有 限 公 司 。

1.2 动物 60 只 SPF 级 雄 性 SD 大 鼠 ， 体 质 量 （ 200依20） g ， 购 买

并 饲 养 于 西 南 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证

号 ： SCXK（ 川 ） 2023-0017， 实 验 期 间 自 由 饮 水 摄 食 。 本 实 验 已

通 过 西 南 医 科 大 学 实 验 伦 理 委 员 会 的 批 准 ， 审 批 号 ： 20220130 。

1.3 药物及试剂 枳 葛 保 肝 降 脂 方 由 枳 椇 子 、 葛 根 、 桑 椹 、 山

楂 、 青 果 、 白 茅 根 组 成 ， 由 西 南 医 科 大 学 附 属 中 医 医 院 提 供 ，

规 格 ： 30 mL/瓶 伊6 瓶 /盒 ， 有 效 期 2 年 ， 批 号 ： 230101 。 美 他 多 辛

（ 25 g/瓶 ， 上 海 吉 至 生 化 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： 74536440） ； 乳 酸

脱 氢 酶 （ lactate dehydroyenase， LDH） 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20240131） 、

天 冬 氨 酸 转 移 酶 （ aspartate aminotransferase ， AST） 试 剂 盒 （ 批

号 ： 20240131） 、 细 胞 计 数 试 剂 盒 -8（ cell counting kit-8 ，

CCK-8） （ 批 号 ： K101853133EF5E） 均 购 自 南 京 建 成 生 物 工 程

研 究 所 ； 胎 牛 血 清 （ PAN 德 国 ， 批 号 ： ST200702） ； 1640 培 养 基

（ 批 号 ： 6123018） 、 DMEM 培 养 基 （ 批 号 ： 6124097） 均 购 自 美

国 gibco 公 司 ； PBS（ 中 国 Biosharp 公 司 ， 批 号 ： 23349914） ； 青 霉

素 - 链 霉 素 溶 液 （ 中 国 Beyotime 公 司 ， 批 号 ： 092622221103） ；

RIPA 裂 解 液 （ 批 号 ： 018A1199） 、 BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒

（ 批 号 ： 03772500） 均 购 自 中 国 雅 酶 公 司 ； GAPDH内 参 抗 体 （ 批

号 ： AF7021） 、 PPAR琢 抗 体 （ 批 号 ： AF5301） 、 FAS 抗 体 （ 批 号 ：

AF5342） 均 购 于 美 国 Affinity 公 司 ； SREBP-1c 抗 体 （ 中 国 Bioss

公 司 ， 批 号 ： bs1402R） ； Lipin-1 抗 体 （ 美 国 MCE 公 司 ， 批 号 ：

YA1909） ； 山 羊 抗 兔 二 抗 -HRP（ 美 国 MULTI SCIENCE 公 司 ，

批 号 ： GAR0072） 。

1.4 主要仪器 AMR-100T 全 自 动 酶 标 仪 （ 中 国 奥 盛 仪 器 有

限 公 司 ） ； 滋Quant 光 谱 仪 （ 美 国 BioTek 公 司 ） ； D3024 台 式 高 速

微 量 离 心 机 、 SCI-100HCM-Pro 恒 温 金 属 浴 设 备 均 购 自 美 国

SCILOGEX 公 司 ； PowerPac Basic 电 泳 仪 （ 美 国 Bio-Rad Labo原

ratories公 司 ） ； Stepone plus荧 光 定 量 PCR仪 （ 美 国 ABI公 司 ） 。

2 方 法

2.1 含药血清的制备 SPF 级 SD 雄 性 大 鼠 共 60 只 ， 随 机 分 配

到 不 同 组 ： 正 常 组 （ 15 只 ） 、 美 他 多 辛 组 （ 15 只 ） 、 枳 葛 保 肝 降 脂

方 组 （ 30 只 ） 。 根 据 《 动 物 与 人 体 的 每 千 克 体 质 量 剂 量 折 算 系

数 表 》 、 前 期 体 内 实 验 、 临 床 使 用 剂 量 换 算 出 每 只 大 鼠 所 需 药

物 剂 量 并 参 照 文 献 [9-11] 的 具 体 给 药 剂 量 公 式 （ 给 药 剂 量 = 在

体 试 验 给 药 剂 量 伊 反 应 系 统 中 被 稀 释 的 倍 数 ） ， 最 终 按 大 鼠 用

药 剂 量 的 10 倍 灌 胃 ， 即 枳 葛 保 肝 降 脂 方 组 [ 枳 葛 保 肝 降 脂

方 8.85 g/（ 100 g· d） ]， 美 他 多 辛 组 [ 美 他 多 辛 0.1 g/（ 100 g· d） ]，

对 照 组 （ 生 理 盐 水 ） ， 每 日 早 晚 各 灌 胃 1 次 ， 连 续 1 周 。 末 次 给

药 前 禁 食 12 h不 禁 饮 ， 于 最 后 一 次 给 药 后 1 h 用 2% 戊 巴 比 妥 钠

（ 0.2 mL/100 g） 麻 醉 大 鼠 ， 腹 主 动 脉 取 血 ， 将 采 集 的 血 液 在 室

Fang high dose group (10.0% Zhige Baogan Jiangzhi Fang containing drug serum plus 2.5% ethanol). Lactate

dehydrogenase (LDH) and aspartate aminotransferase (AST) levels were measured in the supernatant of the cells

of each group after 24 h. PPAR琢, SREBP-1c, FAS, Lipin-1 mRNA and protein expression were deter原

mined by qPCR and Western blotting in each group of cells. Results: Compared with the normal group, the

levels of LDH and AST in cell supernatant increased in the model group (P<0.001); PPAR琢 mRNA and protein

expression levels were reduced, and the mRNA and protein expression levels of SREBP-1c, FAS, Lipin-1

increased (P<0.001). In comparison with the model group, the LDH and AST levels in the cell supernatant of

the Zhige Baogan Jiangzhi Fang high dose group and the Metadoxine group were significantly decreased (P<

0.001). PPAR琢 mRNA and protein expression levels were significantly increased, and SREBP-1c, FAS,Lipin-1

mRNA and protein expression levels were significantly decreased (P <0.001). Conclusion: Zhige Baogan

Jiangzhi Fang has an ameliorating effect on lipid metabolism in alcoholic liver disease, and its mechanism

may be related to upregulating PPAR琢 expression and reducing SREBP-1c, FAS and Lipin-1 expression to

inhibit lipid accumulation in liver cells.

[Keywords] alcoholic liver injury; Zhige Baogan Jiangzhi Fang; PPAR琢 -SREBP -1c -FAS signaling

pathway; L-O2 hepatocytes; lipid metabolism
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温 下 静 置 2 h， 以 3 000 r/min 离 心 15 min（ 离 心 半 径 为 9.5 cm） 收

集 其 血 清 ， 将 组 内 血 清 混 合 ， 在 超 净 工 作 台 上 过 滤 除 菌 ， 于

56 益恒 温 水 浴 中 灭 活 30 min ， 并 存 放 在 -80 益冰 箱 备 用 [12]。

2.2 细胞培养 将 LO2 细 胞 在 含 有 10% 胎 牛 血 清 、 1% 双 抗

（ 青 霉 素 - 链 霉 素 ） 的 DMEM 培 养 基 中 培 养 ， 并 将 它 们 放 置 在

37 益和 5%CO2的 培 养 箱 里 ， 当 细 胞 的 密 度 上 升 到 80%~90%时 ，

用 胰 酶 消 化 后 并 传 代 。 选 取 对 数 生 长 期 阶 段 的 细 胞 进 行 下 一

步 实 验 操 作 。

2.3 细胞存活率测定、模型建立及分组

2.3.1 细 胞 存 活 率 测 定 及 建 立 酒 精 性 肝 病 细 胞 模 型 将 对

数 生 长 阶 段 的 LO2 细 胞 接 种 于 96 孔 板 中 ， 细 胞 完 全 贴 壁 后 ， 分

别 分 为 空 白 对 照 组 （ 完 全 培 养 基 ） 及 0.5% 乙 醇 组 、 1.0% 乙 醇

组 、 1.5%乙 醇 组 、 2.0%乙 醇 组 、 2.5%乙 醇 组 、 3.0%乙 醇 组 、 5.0%

乙 醇 组 ， 分 别 经 过 12 h、 24 h、 48 h孵 育 后 ， 于 每 个 孔 中 加 入 10滋L

CCK-8 溶 液 ， 在 37 益 避 光 孵 育 1 h 后 使 用 酶 标 仪 检 测 OD450， 并

按 照 细 胞 存 活 率 公 式 计 算 细 胞 活 力 。 同 时 ， 收 集 各 组 细 胞 培

养 上 清 液 ， 按 照 LDH、 AST试 剂 盒 说 明 书 的 指 导 步 骤 进 行 操 作 ，

用 酶 标 仪 测 定 各 孔 OD 值 ， 计 算 并 获 得 相 应 的 LDH 和 AST 活 力

单 位 。 从 而 根 据 CCK-8 的 结 果 及 细 胞 活 力 确 定 乙 醇 最 佳 造 模

浓 度 及 时 间 。

2.3.2 分 组 依 据 “ 2.3.1” 的 结 果 进 行 分 组 ， 具 体 分 组 见 表 1。

2.4 定量聚合酶链反应（quantitative PCR，qPCR）检测

PPAR琢 mRNA、SREBP -1c mRNA、FAS mRNA及 Lipin -1

mRNA表达 干 预 24 h 后 收 集 细 胞 ， 根 据 RNA 提 取 试 剂 盒 说

明 书 提 取 各 组 细 胞 总 RNA， 按 照 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 将 其 逆

转 录 为 cDNA， 扩 增 各 目 的 基 因 ， 分 析 其 阈 值 及 Ct。 获 得 相 对

mRNA表 达 量 ， 其 中 GAPDH作 为 内 参 ， 主 要 基 因 引 物 序 列 见 表 2。

表 2 各基因上下游引物序列

目 的 基 因 引 物 序 列 长 度 / b p

P P A R α F : T C G G C G A G G A T A G T T C T G G A A G C ； R : A C C A C A G G A T A A G T C A C C G A G G A G 1 3 6

S R E B P - 1 c F : C A C T G G T C G T A G A T G C G G A G A A G ； R : T T G T C A T T G A T G G A G G A G C G G T A G 1 4 2

F A S F : A A T T C T G C C A T A A G C C C T G T C C T C ； R : G T C T G T G T A C T C C T T C C C T T C T T G G 1 1 0

L i p i n 1 F : G C C A T T C A C A G C G A A T C T T C A G A C ； R : A G G T C T C C A G G T C T T C T T C A T T C A C 1 2 7

G A P D H F : G G A G C G A G A T C C C T C C A A A A T ； R : G G C T G T T G T C A T A C T T C T C A T G G 1 9 7

2.5 蛋白质印迹法（Western blotting）检测PPAR琢、SREBP-1c、

FAS及Lipin-1蛋白表达 干 预 24 h 收 集 细 胞 ， 添 加 RIPA 裂

解 液 提 取 细 胞 总 蛋 白 ， 并 使 用 BCA 法 蛋 白 定 量 。 加 入 上 样 缓

冲 液 ， 95毅 煮 沸 5 min 变 性 。 将 变 性 蛋 白 样 品 经 5%SDS-PAGE

凝 胶 电 泳 ， 转 至 已 用 甲 醛 活 化 的 PVDF 膜 ， 用 5% 的 脱 脂 牛 奶

（ TBST） 封 闭 1 h ， 然 后 加 入 一 抗 溶 液 PPAR琢（ 1 颐1 000） 、

SREBP-1c（ 1颐500） 、 FAS（ 1颐1 000） 、 Lipin-1（ 1颐500） ， 并 在 4 益 孵

育 过 夜 。 用 TBST在 室 温 下 脱 色 3 次 ， 每 次 5 min ， 加 入 相 应 二 抗

（ 1颐10 000） 室 温 孵 育 1 h ， 依 法 脱 色 3 次 ， 洗 膜 结 束 后 ， 将 PVDF

膜 的 蛋 白 于 ECL 化 学 发 光 试 剂 充 分 接 触 ， 成 像 系 统 检 测 ， 用

Image J 图 像 分 析 软 件 分 析 各 目 标 条 带 的 灰 度 值 （ 内 参 ：

GAPDH） 。

2.6 统计学方法 使 用 SPSS 25.0 软 件 、 GraphPad Prism 9.0

进 行 数 据 分 析 及 绘 图 。 计 量 资 料 用 “ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 本

研 究 的 所 有 数 据 满 足 正 态 分 布 ， 多 组 间 比 较 使 用 单 因 素 方 差 分

析 ， 组 间 两 两 比 较 采 用 LSD检 验 。 <0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 不同乙醇浓度对LO2细胞存活率及LDH、AST的影响 与

空 白 对 照 组 比 较 ， 当 乙 醇 浓 度 不 断 升 高 ， 细 胞 存 活 率 逐 渐 下

降 ， 其 中 干 预 24 h 后 细 胞 存 活 率 明 显 降 低 （ <0.001） 。 （ 见 图 1）

与 空 白 对 照 组 比 较 ， 细 胞 上 清 液 LDH、 AST水 平 随 着 乙 醇 作 用

时 间 的 延 长 和 乙 醇 浓 度 的 上 升 逐 渐 升 高 ， 特 别 是 乙 醇 浓 度

在 2.5%~5.0%、 干 预 24 h 后 升 高 明 显 （ <0.001） ， 故 确 定 用 2.5%

乙 醇 作 用 LO2 细 胞 24 h进 行 造 模 。 （ 见 图 2）

注：a.空白对照组；b.0.5%乙醇组；c.1.0%乙醇组；d.1.5%

乙醇组；e.2.0%乙醇组；f.2.5%乙醇组；g.3.0%乙醇组；h.5.0%

乙醇组；与空白对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

图 1 不同浓度乙醇处理 LO2细胞 12 h、24 h、48 h的

细胞存活率 （x依s，n=5）

注：a.空白对照组；b.0.5%乙醇组；c.1%乙醇组；d.1.5%乙

醇组；e.2%乙醇组；f.2.5%乙醇组；g.3%乙醇组；h.5%乙醇组；

与正常组比较，a 约0.05；b 约0.001；c 约0.001。

图 2 不同浓度乙醇干预 12 h、24 h、48 h对细胞中 LDH和

AST含量的影响 （x依s，n=5）

表 1 实验分组

组 别 溶 液 配 置

正 常 对 照 组 89.0%DMEM培 养 基 +10.0%正 常 大 鼠 血 清 培 养 +1.0%青 链 霉 素

模 型 组 86.5%DMEM培 养 基 +2.5%乙 醇 培 养 +10.0%正 常 大 鼠 血 清 培 养 +1.0%青 链 霉 素

美 他 多 辛 组 86.5%DMEM培 养 基 +2.5%乙 醇 培 养 +10.0%美 他 多 辛 含 药 血 清 +1.0%青 链 霉 素

枳 葛 保 肝 降 脂 方 低 剂 量 组 94.0%DMEM培 养 基 +2.5%乙 醇 培 养 +2.5%枳 葛 保 肝 降 脂 方 含 药 血 清 +1.0%青 链 霉 素

枳 葛 保 肝 降 脂 方 中 剂 量 组 91.5%DMEM培 养 基 +2.5%乙 醇 培 养 +5.0%枳 葛 保 肝 降 脂 方 含 药 血 清 +1.0%青 链 霉 素

枳 葛 保 肝 降 脂 方 高 剂 量 组 86.5%DMEM培 养 基 +2.5%乙 醇 培 养 +10.0%枳 葛 保 肝 降 脂 方 含 药 血 清 +1.0%青 链 霉 素
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3.2 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病LO2细胞LDH、

AST的影响 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 LDH 、 AST 水 平 明 显

升 高 （ <0.001） ； 与 模 型 组 比 较 ， 各 给 药 组 上 清 液 （ 除 枳 葛 保 肝

降 脂 方 低 剂 量 组 外 ） 中 LDH、 AST水 平 均 呈 现 不 同 程 度 的 降 低

（ <0.001） ， 且 高 剂 量 组 效 果 显 著 。 （ 见 图 3）

注：a.正常对照组；b.模型组；c.美他多辛组；d.枳葛保肝降

脂方低剂量组；e.枳葛保肝降脂方中剂量组；f.枳葛保肝降脂

方高剂量组；与正常对照组比较，a 约0.001，与模型组比较，b 约

0.001，c 跃0.05。

图 3 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病 LO2细胞上

清液 LDH、AST含量的影响 （x依s，n=5）

3.3 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病LO2细胞PPAR琢

mRNA、SREBP-1c mRNA、FAS mRNA及Lipin-1 mRNA表达

的影响 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 内 的 PPAR琢 mRNA

表 达 显 著 降 低 （ <0.001） ， SREBP-1c 、 FAS、 Lipin-1mRNA 的 表

达 显 著 升 高 （ <0.001） 。 与 模 型 组 比 较 ， 枳 葛 保 肝 降 脂 方 低 、

中 、 高 剂 量 组 细 胞 内 的 PPAR琢 表 达 显 著 升 高 （ <0.001） ，

SREBP-1c 、 FAS 、 Lipin-1mRNA 表 达 显 著 降 低 （ <0.001） 。 （ 见

图 4）

注：a.正常对照组；b.模型组；c.美他多辛组；d.枳葛保肝降

脂方低剂量组；e.枳葛保肝降脂方中剂量组；f.枳葛保肝降脂

方高剂量组；与正常对照组比较，a 约0.001，与模型组比较，b 约

0.001。

图 4 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病 LO2细胞内

PPAR琢 mRNA、SREBP-1c mRNA、FAS mRNA及

Lipin-1 mRNA表达的影响 （x依s，n=3）

3.4 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病LO2细胞PPAR琢、

SREBP-1c、FAS及Lipin-1蛋白表达的影响 与 正 常 对 照 组 比

较 ， 模 型 组 细 胞 内 PPAR琢 蛋 白 表 达 降 低 （ <0.05） ， SREBP-1c、

FAS、 Lipin-1 蛋 白 表 达 显 著 升 高 （ <0.001） 。 与 模 型 组 比 较 ， 除

枳 葛 保 肝 降 脂 方 低 剂 量 组 中 的 PPAR琢 蛋 白 表 达 差 异 无 统 计

学 意 义 外 （ >0.05） ， 枳 葛 保 肝 降 脂 方 中 、 高 剂 量 组 中 PPAR琢

蛋 白 表 达 显 著 升 高 （ <0.001） ， SREBP-1c 、 FAS 、 Lipin-1 蛋 白

表 达 均 降 低 （ <0.05 或 <0.001） 。 （ 见 图 5~6）

注：a.正常对照组；b.模型组；c.美他多辛组；d.枳葛保肝降

脂方低剂量组；e.枳葛保肝降脂方中剂量组；f.枳葛保肝降脂

方高剂量组；与正常对照组比较，a 约0.05，b 约0.001，c 约0.05，d 约

0.001。

图 5 枳葛保肝降脂方含药血清对酒精性肝病 LO2细胞内

PPAR琢、SREBP-1c、FAS及Lipin-1蛋白表达的影响 （x依s袁n=3）

注：a.正常对照组；b.模型组；c.美他多辛组；d.枳葛保肝降

脂方低剂量组；e.枳葛保肝降脂方中剂量组；f.枳葛保肝降脂

方高剂量组。

图 6 各组 LO2细胞 PPAR琢-SREBP-1c-FAS通路相关

蛋白表达条带图

4 讨 论

对 于 长 期 饮 酒 导 致 的 酒 精 性 肝 病 来 说 ， 脂 肪 堆 积 是 最 早

期 及 最 常 见 的 反 应 ， 故 维 持 脂 质 代 谢 的 稳 态 尤 其 重 要 。 PPAR琢

是 核 激 素 受 体 家 族 的 一 员 ， 作 为 受 配 体 激 活 的 核 内 转 录 因 子 ，

它 参 与 调 节 脂 肪 酸 的 运 输 、 酯 化 、 氧 化 的 过 程 ， 对 维 持 脂 质 平

衡 至 关 重 要 [13]。 SREBP-1c 与 酒 精 诱 导 的 脂 肪 变 性 的 发 病 机 制

有 关 。 SREBP-1c 是 一 种 调 节 脂 肪 生 成 基 因 ACC、 FAS 表 达 的

转 录 因 子 。 研 究 表 明 SREBP-1c 敲 除 的 小 鼠 受 到 保 护 ， 免 受 酒

精 诱 导 的 肝 脂 肪 变 性 的 影 响 [14]。 Lipin-1 在 ALD 的 发 展 中 起 着

关 键 作 用 ， 参 与 脂 肪 酸 氧 化 、 甘 油 三 酯 （ TG） 的 合 成 。 Lipin-1 表

达 受 多 种 信 号 转 导 分 子 的 调 节 ， 其 中 包 括 SREBP-1c的 调 节 [15]。

因 此 ， 调 节 信 号 通 路 PPAR琢-SREBP-1c-FAS 是 治 疗 酒 精 性 肝

病 有 前 途 的 治 疗 策 略 。
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枳 葛 保 肝 降 脂 方 由 6 味 药 食 同 源 的 中 药 （ 枳 椇 子 、 葛 根 、

桑 椹 、 山 楂 、 青 果 等 ） 组 成 ， 具 有 解 酒 保 肝 降 脂 、 补 肾 健 脾 和 胃

之 功 效 [16-17]。 根 据 《 中 药 大 辞 典 》 [18]记 载 ， 枳 椇 子 主 醉 酒 ， 烦 渴 ，

呕 吐 ， 二 便 不 利 ； 葛 根 解 酒 毒 ， 解 肌 退 热 ， 生 津 止 渴 ， 透 疹 ， 升

阳 止 泻 ； 桑 椹 滋 阴 补 血 ， 生 津 润 燥 ； 山 楂 消 食 健 胃 ， 行 气 散 瘀 ，

化 浊 降 脂 。 现 代 研 究 发 现 枳 椇 子 可 以 通 过 上 调 PPAR琢 等 脂 肪

酸 氧 化 基 因 的 表 达 ， 抑 制 脂 肪 合 成 酶 活 性 ， 降 低 肝 脏 脂 质 含 量

及 脂 滴 ， 降 低 TG水 平 [19]； 葛 根 可 通 过 下 调 SREBP-1c 抑 制 肝 脏 脂

质 积 累 ， 减 轻 乙 醇 诱 导 的 肝 损 伤 [20]； 山 楂 可 通 过 激 活 PPAR琢以

改 善 血 脂 异 常 或 肥 胖 [21-23]； 青 果 亦 可 降 低 SREBP1c 、 FAS 的 表 达 ，

上 调 脂 质 氧 化 因 子 PPAR琢 抑 制 脂 肪 生 成 [24]。 前 期 研 究 发 现 枳

葛 保 肝 降 脂 方 能 够 有 效 地 优 化 乙 醇 导 致 的 肝 脏 脂 质 代 谢 异

常 。 本 研 究 结 果 显 示 ： 2.5% 乙 醇 作 用 于 细 胞 24 h 后 ， 细 胞 存 活

率 明 显 降 低 （ <0.001） ， 且 细 胞 上 清 液 细 胞 LDH 和 AST水 平 较

前 升 高 （ <0.001） ， 乙 醇 导 致 的 肝 损 伤 明 显 ， 因 此 最 终 选 取 2.5%

乙 醇 浓 度 干 预 细 胞 24 h 进 行 ALD 造 模 。 与 正 常 对 照 组 比 较 ，

模 型 组 中 细 胞 上 清 液 中 LDH、 AST 水 平 显 著 升 高 （ <0.001） ， 且

细 胞 组 织 中 的 PPAR琢 mRNA表 达 降 低 ， SREBP-1c、 FAS、 Lipin-

1mRNA表 达 显 著 升 高 （ <0.001） ， PPAR琢 蛋 白 表 达 水 平 降 低 ，

SREBP-1c 、 FAS 、 Lipin-1 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高 （ <0.001） ；

当 乙 醇 造 模 时 ， 同 时 予 以 不 同 剂 量 的 中 药 含 药 血 清 干 预 24

后 ， 细 胞 上 清 液 中 的 LDH、 AST 水 平 降 低 （ <0.001） ， 枳 葛 保 肝

降 脂 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞 中 PPAR琢 mRNA 表 达 呈 不 同 程

度 的 升 高 ， SREBP-1c 、 FAS、 Lipin-1mRNA 表 达 也 呈 不 同 程 度

的 降 低 ， 与 之 一 致 的 是 PPAR琢 蛋 白 表 达 水 平 呈 不 同 程 度 的 升

高 ， SREBP-1c 、 FAS 、 Lipin-1 蛋 白 表 达 水 平 也 呈 不 同 程 度 的 降

低 ， 其 中 枳 葛 保 肝 降 脂 方 高 剂 量 组 效 果 显 著 （ <0.001） 。

综 上 所 述 ， 枳 葛 保 肝 降 脂 方 具 有 改 善 乙 醇 诱 导 肝 细 胞 导

致 的 异 常 脂 代 谢 作 用 ， 其 改 善 异 常 脂 代 谢 的 机 制 可 能 与 激 活

PPAR琢通 路 ， 抑 制 SREBP-1c、 FAS、 Lipin-1的 生 成 有 关 。 但 本 研

究 仅 在 体 外 细 胞 模 型 中 得 到 验 证 ， 本 课 题 组 下 一 步 将 通 过

PPAR琢 激 动 剂 补 充 论 证 ， 以 期 为 ALD 诊 治 提 供 更 为 可 靠 的 理

论 依 据 。
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