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■背景资料
由于高营养、高脂
饮食、运动量下
降, 2型糖尿病并非
酒精性脂肪肝(type 
2 diabetes mellitus 
and nonalcoholic 
fatty liver disease, 
T2DM-NAFLD)
发病率上升, 其导
致的终末期肝病、
心脑血管病已经成
为影响人类健康的
重要原因之一. 但
到目前为止, 没有
治疗非酒精性脂
肪肝(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
N A F L D )的专用
药物, 寻找和发现
用于治疗NAFLD
的药物显得十分
迫切.
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Abstract
AIM
To explore the mechanism under ly ing 
protective effect of gypenosides (GPS) against 
type 2 diabetes mellitus and nonalcoholic fatty 
liver disease (T2DM-NAFLD) in rats. 

METHODS
Sixty rats were randomly divided into five 
groups: blank control group, T2DM-NAFLD 
model group, low dose GPS group, medium 
dose GPS group, and high dose GPS group. 
The efficacy was confirmed by histopathology, 
and the expression of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and nuclear factor-κB (NF-κB) in the 
liver was analyzed by immunohistochemistry. 
In addition, the expression of peroxisome 
proliferator activated receptor gamma (PPARγ) 
and cytochrome P4501A1 (CYP4501A1) 
mRNAs was detected by RT-PCR.

RESULTS
Immunohistochemical study showed that 
the expression of TNF-α and NF-κB was 
significantly reduced by GPS, in a dose-
dependent manner. The expression of PPARγ 
and CYP4501A1 mRNAs measured by RT-
PCR was also significantly down-regulated by 
GPS. Moreover, GPS decreased the infiltration 
of liver fats and reversed the histopathological 
changes in a dose-dependent manner. 
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结论
GPS通过下调细胞因子TNF-α、NF-κB以
及PPARγ和CYP4501A1 mRNA的表达对
T2DM-NAFLD大鼠肝组织产生保护作用. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本文通过动物实验的方法, 探索绞
股蓝皂苷治疗2型糖尿病并非酒精性脂肪性肝
病(type 2 diabetes mellitus and nonalcoholic fatty 
liver disease, T2DM-NAFLD)的机制, 研究发现
绞股蓝皂苷通过下调肝组织细胞因子肿瘤坏

死因子-α, 核因子-κB表达情况, PCR对过氧化
物酶体增殖物激活受体γ和细胞色素P4501A1 
mRNA的表达对T2DM-NAFLD大鼠肝细胞产
生保护作用.
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0  引言

长期高营养、高脂饮食诱发胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)、2型糖尿病(type 2 
diabetes mellitus, T2DM)、非酒精性脂肪肝

(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD). 目
前, 人群中NAFLD患者比例约为20%-40%, 其
中约30%的N A F L D患者病情进展成为非酒

精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)患者[1]. NAFLD是最常见的慢性肝脏

疾病, 与血脂异常、高血压、IR、肥胖等代

谢性综合征关系密切[2-4]. 一般来说, IR及其

后续的严重后果与N A F L D的发生与发展关

系密切, 被认为是导致NAFLD的独立风险因

子[5-7]. 2型糖尿病合并非酒精性脂肪肝(type 
2 diabetes mellitus and nonalcoholic fatty liver 
disease, T2DM-NAFLD)是一组代谢性疾病

综合征, 相关的临床症状还包括IR、高血压

和内脏肥胖[8]. T2DM和NAFLD是导致全球

肥胖人群最主要的健康问题[9]. IR在T2DM-

CONCLUSION
GPS protects against T2DM-NAFLD by down-
regulating the expression of TNF-α, NF-κB, 
PPARγ and CYP4501A1.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究绞股蓝皂苷对2型糖尿病合并非酒
精性脂肪性肝病(type 2 diabetes mellitus 
and nonalcoholic fatty liver disease, T2DM-
NAFLD)大鼠的作用机制. 

方法
将60只S D大鼠随机分成5个实验组 :  空
白对照组(Ⅰ组),  T2D M-N A F L D模型组
(Ⅱ组),  T2D M-N A F L D模型绞股蓝皂苷
(gypenosides, GPS)小剂量治疗组(Ⅲ组), 
T2DM-NAFLD模型GPS中剂量治疗组(Ⅳ
组), T2DM-NAFLD模型GPS大剂量治疗组
(Ⅴ组). 肝组织病理学检查了解GPS治疗的
效果, 免疫组织化学分析肝组织中肿瘤坏死
因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α), 核
因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)表达情
况, P C R对过氧化物酶体增殖物激活受体
γ(peroxisome proliferator-activated receptor 
γ, PPARγ)和细胞色素P4501A1(cytochrome 
P4501A1, CYP4501A1)的mRNA表达进行定
量分析. 

结果
GPS治疗组能显著降低血糖, 具有剂量依赖
性. 免疫组织化学分析发现, GPS治疗显著
降低大鼠肝组织中细胞因子TNF-α和NF-
κB的表达, 并有剂量依赖关系. 肝组织PCR
检测发现, GPS治疗能下调肝组织PPARγ和
CYP4501A1的mRNA表达. GPS治疗能减轻
治疗组大鼠肝脏脂肪浸润程度, 通过剂量依
赖关系方式逆转脂肪肝程度. 
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■研发前沿
本文显示绞股蓝
皂苷(gypenosides, 
GPS)作为NAFLD
治疗药物机制明
确 ,  可作为治疗
NAFLD的候选药
物 .  及时开展毒
理和药理研究、
临床试验 ,  确定
该药能否可应用
于临床 ,  造福于
NAFLD患者是亟
待解决的问题.



雷飞飞, 等. 绞股蓝皂苷干预2型糖尿病合并非酒精性脂肪肝病的机制

2016-10-28|Volume 24|Issue 30|WCJD|www.wjgnet.com 4171

■相关报道
既往药理研究发
现GPS具有调节
血脂代谢、抗高
脂血症、抗炎、
抗氧化、抗糖尿
病 、 护 肝 等 与
NAFLD治疗相关
作用 .  本研究从
分子水平进一步
明确了GPS治疗
N A F L D的机制 , 
为进一步开展临
床毒理和药理研
究打下了基础. 

NAFLD的发病机制上扮演着主要角色, 被认

为是导致NASH开始出现和病情进展的关键

原因[10]. 目前有一些改善糖尿病患者IR的药

物, 但没有批准用于NAFLD或NASH患者的

专用药物[11]. 研究和发现用于治疗NAFLD或

NASH的药物显得十分必要, 国内外肝病学界

均将寻找治疗NAFLD或NASH的期望寄托在

中药及其提取物上, 其中绞股蓝及提取物绞股

蓝皂苷(gypenosides, GPS)是被寄予较大希望

的中药. 绞股蓝是葫芦科多年生攀援草本植

物, 其主要活性成分是GPS. 既往研究[12]表明

GPS可以增加免疫力, 改善高脂血症和保护心

血管系统. 近年来的药理学研究也证实GPS的
药理学效应包括调节血脂代谢[13,14], 抗高脂血

症[13,15], 抗肿瘤[16-18], 抗炎[19], 抗氧化[20,21], 抗糖

尿病[22], 护肝[23]等作用. 为临床推广应用, 需对

GPS的作用机制深入研究. 本研究通过检测肝

组织肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α), 核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)、细胞色素P4501A1(cytochrome 4501A1, 
CYP4501A1) mRNA、过氧化物酶体增殖物

激活受体γ(peroxisome proliferator activated 
receptor gamma, PPARγ)的表达, 探讨GPS治疗

T2DM-NAFLD的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)实验动物: 60只SPF级♂SD大鼠, 
体质量180-200 g, 湖北医药学院动物实验中

心提供[合格证号: No.scxk(湘)2009-0004]. 实
验场地湖北省十堰市实验动物中心(设施合

格证号: 0015644). 大鼠每6只/笼, 12 h光暗循

环, 实验前1 wk适应性饲养. 动物处于环境受

控状态, 维持24 ℃, 湿度45%, 提供充足的食

物和水供, 动物实验方法和目的符合人类的

道德伦理标准和国际惯例, 湖北医药学院实

验动物伦理委员会审查合规. 取动物实验样

本前12 h禁食; (2)主要实验试剂: 血糖(blood 
sugar, BS)检测试剂为设备原厂试剂; GPS(含
量>98%)购自西安天丰生物科技有限公司; 链
脲霉素(streptozotocin, STZ)购自美国Sigma
公司; 蛋白分析试剂盒购自北京中山生物技

术研究院; 鼠抗TNF-α、鼠抗NF-κB、HRP
标记的羊抗鼠IgG购自美国Proteintech公司; 
RNAiso Plus(Total RNA extraction reagent)RNA
提取试剂盒购自日本Takara公司; StarScript

ⅡFirst-strand cDNA Synthesis Kit逆转录试

剂盒和StarScriptⅡSYBR Two-Step qRT-PCR 
Synthesis Kit实时荧光定量核酸扩增试剂盒购

自美国Invitrogen公司; 高脂高糖饮食(high fat 
and sugar diet, HFSD)由湖北医药学院动物实

验中心制备(83.25%基础饲料+10%猪油+5%糖

+1.5%胆固醇+0.2%去氢胆酸钠+0.05%丙基硫

氧嘧啶); (3)主要实验仪器: ZOlympus AU 2700
全自动生化分析仪为日本Olympus公司产品; 
C1000 TouchTM 96孔快速PCR仪和CFX 385TM 
Real Time PCR扩增仪为美国Bio-Rad公司产

品; Accu-Chek快速血糖仪为瑞士Roche公司产

品; DL-45R-L冷冻低温离心机为上海中科生

物医学高科技开发有限公司产品; 光学显微镜

Olympus BX-50 Microscope为日本Olympus公
司产品; 显微镜照相系统Leica Microsystems为
德国Leica公司产品. 
1.2 方法
1.2.1 实验设计: 适应性饲养1 wk后, 将60只
SPF SD大鼠随机分为2组: 正常组(Ⅰ组, n  = 
8), 正常饲料喂养; 模型组(n  = 52), HFSD喂

养. HFSD喂养4 wk后, SD大鼠隔夜空腹腹

腔注射STZ 40 mg/kg, 48 h后尾静脉取血, 血
糖>11.1 mmol/L, 纳入实验组, 造模成功率为

100%, 继续HFSD喂养4 wk. 第9周第1天开始, 
将T2DM-NAFLD模型大鼠分为模型组(Ⅱ组)
和3个GPS治疗组(Ⅲ组、Ⅳ组、Ⅴ组). Ⅲ组、

Ⅳ组、Ⅴ组分别给予200、400、800 mg/(kg•d)
灌胃干预, 同时继续HFSD喂养, 实验周期14 wk. 
实验结束后, 通过眼窝静脉取血. 右肝叶取出后

立即用甲醛固定进行组织病理学检查和免疫

组织化学分析. 余下的肝脏组织和血液样本储

存于-80 ℃冰箱用于后续的生物化学分析. 
1.2.2 血清生化检测: 按设备操作常规检测BS. 
1.2.3 肝脏病理学检测: 肝组织常规固定、石

蜡包埋、切片. HE染色, Olympus BX-50光学

显微镜检测, 分析脂肪肝变性程度评分并用

Leica Microsystems显微镜照相系统选取典型

图片保存. 
1.2.4 免疫组织化学检测: 将1.2.3制备的切片脱

蜡后用3%H2O2浸泡10 min猝灭细胞内的过氧

物酶活性. 处理后的切片分别用鼠抗TNF-α和
鼠抗NF-κB单克隆抗体4 ℃孵育过夜, 然后用

羊血清封闭20 min, 接着用二抗(HRP标记的羊

抗鼠抗体)37 ℃孵育30 min, 最后与DAB-H2O2
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■创新盘点
本 文 应 用 国 际
上成熟的T2DM-
NAFLD模型 ,  发
现GPS通过下调
肝 组 织 细 胞 因
子TNF-α、核因
子-κB, 以及过氧化
物酶体增殖物激
活受体γ和细胞色
素P4501A1 mRNA
的表达对T2DM-
NAFLD大鼠肝细
胞产生保护作用, 
为开展临床研究
打下了基础.

室温孵育放置10 min, Olympus BX-50光学显

微镜放大400倍观察并用Leica Microsystems显
微镜照相系统留存图片. 
1.2.5 PCR检测: Ⅰ组-Ⅴ组肝脏样本总RNA
的提取按照RNAiso Plus reagent试剂盒说

明书进行操作, 使用StarScriptⅡFirst-strand 
cDNA Synthesis Kit逆转录试剂盒进行反转

录操作 ,  R N A通过C1000 P C R仪反转录得

到cDNA. 在CFX 385TM Real Time PCR扩增

仪上使用StarScriptⅡSYBR Two-Step qRT-
PCR Synthesis Kit定量核酸扩增试剂盒检测

mRNA的表达水平. PPARγ引物: 上游引物: 
5'-GGAGCCTAAGTTTGAGTTTGCTGTG-3'; 
下游引物: 5'-TGCAGCAGGTTGTCTTGGATG-
3'(G e n B a n k: N M_0131-24.3).  细胞色素

P4501A1(cytochrome P4501A1, CYP4501A1)引
物: 上游引物: 5'-CTGGTTCTGGATACCCAGCT
G-3'; 下游引物: 5'-CCTAGGGTTGGTTACCAGG-
3'(GenBank: HO_0047-97.1). GAPDH基因作为内

参, 分别扩增并分析样本中各基因的表达情况. 
Ⅰ组和Ⅱ组、Ⅲ组、Ⅳ组、Ⅴ组之间的倍数变

化用2-ΔΔCt法[24]计算. 
统计学处理 所有数据采用SPSS23.0统计

学软件处理, 数据以mean±SD的方式表示, 用
one-way ANOVA法进行数据分析, 治疗前后组

内及组间比较用Dunnett's t -test检验. P <0.05为
差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 GPS治疗对BS影响 GPS治疗组BS水平显

著低于Ⅱ组, 呈剂量依赖性. 数据将在其他论

文发表, 本文不再赘述. 
2.2 组织病理学检查 肉眼观Ⅰ组肝脏呈深红

色, 表面光滑湿润, 富有弹性(图1AⅠ). Ⅱ组肝

脏体积增大, 表面可见黄色坏死病灶(图1AⅡ). 
干预组肝脏损伤明显减轻, 并呈剂量依赖性

(图1AⅢ-V). 显微镜观, Ⅰ组见正常、清晰和

规则的肝小叶组织结构, 及围绕中央静脉的肝

细胞单层结构, 细胞质中含有丰富的嗜碱颗粒

(图1BⅠ), Ⅱ组肝细胞中严重且广泛存在的脂

质空泡, 肝小叶内灶状坏死并出现淋巴细胞浸

润(图1BⅡ). 干预组肝脏损伤明显减轻, 呈剂

量依赖性(图1BⅢ-V). 
2.3 免疫组织化学分析
2.3.1 肝组织TNF-α表达检测: 免疫组织化学

分析正常组显示最低的TNF-α表达水平(图2A
Ⅰ), 其他各个实验组都显示显著增高的TNF-α
表达水平(图2AⅡ-V), Ⅱ组TNF-α表达水平最

高(图2AⅡ). 尽管GPS治疗组(200、400和800 
mg/kg)TNF-α表达水平明显低于Ⅱ组, 但仍

然高于Ⅰ组(图2AⅢ-V). 对SD大鼠肝脏中的

TNF-α表达细胞进行定量分析, 结果以mean±
SD表示, Ⅱ组与Ⅰ组比较, 有显著差异; 治疗

组与Ⅱ组比较, 有显著差异, 且呈剂量依赖性

(图3).
2.3.2 肝组织NF-κB检测: Ⅰ组肝组织显示最低

的NF-κB表达水平(图2BⅠ), Ⅱ组NF-κB表达

水平最高(P <0.01, 图2BⅡ). GPS治疗组(200、
400和800 mg/kg)NF-κB表达水平明显低于Ⅱ

组(图2BⅢ-V). 对SD大鼠肝脏中的NF-κB表达

细胞进行定量分析, 结果以mean±SD表示, Ⅱ
组与Ⅰ组比较, 有显著差异; 治疗组与Ⅱ组比

较, 有显著差异, 且呈剂量依赖性(图4).
2.4 肝组织PPARγ mRNA和CYP4501A1 mRNA
表达变化 为研究GPS治疗对T2DM-NAFLD模

型大鼠的作用机制, 对大鼠GPS治疗前后肝组

织PPARγ mRNA和CYP4501A1 mRNA表达变

化进行检测. 与Ⅱ组比较, GPS治疗组PPARγ 
mRNA的表达明显减少, 尤其是Ⅴ组(P <0.01, 
图5). 与Ⅰ组比较, Ⅱ组CYP4501A1 mRNA的

表达明显上调(P <0.01, 图6). 与Ⅱ组比较, GPS
治疗组CYP4501A1 mRNA的表达明显下调, 尤
其是Ⅴ组(P <0.05, 图6). 

3  讨论

通过HFSD联合胰岛素注射的方法建立SD大

鼠T2DM-NAFLD模型是国内外常规的方法, 
本研究应用这种得到国内外学术界认同的方

法建立T2DM-NAFLD模型. 在此基础上观察

不同剂量GPS对T2DM-NAFLD大鼠脂肪肝程

度的影响, 并通过检测肝组织有关因子探讨其

干预T2DM-NAFLD的机制. 
合理膳食, 适量锻炼和必要的药物干预

(二甲双胍, 他汀类和贝特类)是治疗NAFLD
的主要方法. 但是, 这些方法并没有达到治疗

NAFLD的理想效果, 其均有不良反应或有禁

忌证, 且无公认的最有效药物疗法[25]. 因此, 寻
找治疗NAFLD或NASH有效方法且不良反应

轻微的新药物疗法显得尤为迫切. 皂苷被认为

是一些民间医药或天然植物药的主要成分, 是
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天然存在的三萜烯糖苷或类固醇, 具有多种药

理学作用或生物学效应. 尤其要指出的是皂苷

具有调节动物免疫系统的作用, 具有成为有效

疫苗佐剂的潜能[26]. 既往研究证明GPS具有降

低T2DM-NAFLD大鼠模型血糖、血脂作用, 
并有抑制脂肪肝程度的作用[27-29], 本研究在既

往研究的基础上探讨GPS干预T2DM-NAFLD
的机制. 

TNF-α是一种促炎细胞因子, 在HFSD法

诱导T2DM-NAFLD大鼠模型的建立中起主要

作用. 肝脏中单核巨噬细胞系统的主要成员枯

否细胞是产生TNF-α的主要细胞, 激活枯否细

胞能增加TNF-α的表达, 与NAFLD的产生发

展密切相关. 既往研究[30]发现T2DM-NAFLD
大鼠模型中抑制TNF-α能降低肝中的脂肪存

储. 本研究中用TNF-α的免疫组织化学分析

评估肝脏的损伤程度, 与对照组相比, 模型组

TNF-α表达水平上升, 而GPS治疗组能下调

TNF-α的表达. 说明GPS通过抑制TNF-α的表

达达到降低T2DM-NAFLD大鼠脂肪肝程度的

目的. 
NF-κB是一种可被致炎因子和反应性氧

介导物激活的转录因子, 调控多种基因产物参

与肝脏炎症、肝纤维化及干细胞的再生和凋

亡等进程[31], 同时氧自由基又反过来诱导NF-
κB的活化, NAFLD大鼠模型NF-κB表达增加, 

■应用要点
GPS是临床常用
药物 ,  本研究在
分子水平探索了
GPS治疗NAFLD
的机制 ,  为临床
应 用 该 药 治 疗
NAFLD打下了基
础, 具有广泛的临
床应用前景. 研究
发现TNF-α与脂
肪肝程度相关, 对
临床观察NAFLD
治疗效果具有重
要意义. 

A Ⅰ                             Ⅱ                            Ⅲ

Ⅳ                             Ⅴ

Ⅰ                             Ⅱ                            Ⅲ

Ⅳ                             Ⅴ

B

图  1  组织病理学观察. A: 肝脏肉眼观(Ⅰ组肝脏呈深红色, 光滑湿润, 富有弹性; Ⅱ组体积增大, 表面可见黄色坏死病
灶; Ⅲ组-Ⅴ组肝脏损伤减轻, 呈现剂量依赖性); B: 肝脏显微镜观(HE染色×200, Ⅰ组肝组织结构正常, 细胞质中含有丰

富的嗜碱颗粒; Ⅱ组肝细胞严重且广泛存在的脂质空泡, 肝小叶内灶状坏死并出现淋巴细胞浸润; Ⅲ组-Ⅴ组干预组肝

细胞脂质空泡减轻, 呈现剂量依赖性).
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通过药物干预可以使TNF-α、NF-κB表达水平

下降[32]. 本研究与上述结果相似, 且其下降程

度呈剂量依赖性.

PPARγ是核激素受体超家族成员, 位于染

色体的3p25, 编码核转录因子影响上百种基因

的标志物. 之前的研究[33]发现, NASH患者肝脏

■名词解释
2型糖尿病合并
非酒精性脂肪肝
(T2DM-NAFLD): 
一组代谢性疾病
综合征, 相关的临
床症状还包括胰
岛素抵抗、高血
压和内脏肥胖, 是
在T 2 D M基础上
发生的NAFLD. 

A Ⅰ                             Ⅱ                            Ⅲ

Ⅳ                             Ⅴ

Ⅰ                             Ⅱ                            Ⅲ

Ⅳ                             Ⅴ

B

图  2  免疫组织化学检测(×40). A: 肝组织TNF-α免疫组织化学表达检测(Ⅰ组最低, Ⅱ组最高, Ⅲ组-Ⅴ组低于Ⅱ组, 但
高于Ⅰ组); B: 肝组织NF-κB免疫组织化学表达检测(Ⅰ组最低, Ⅱ组最高, Ⅲ组-Ⅴ组低于Ⅱ组, 但高于Ⅰ组). TNF-α: 
肿瘤坏死因子-α; NF-κB: 核因子-κB.
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图  3  TNF-α阳性细胞定量分析结果(mean±SD, n = 12). bP<0.01 
vs Ⅰ组; cP<0.05, dP<0.01 vs Ⅱ组. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.

图  4  NF-κB阳性细胞定量分析结果(mean±SD, n  = 12). 
bP<0.01 vs  Ⅰ组; dP<0.01 vs  Ⅱ组. NF-κB: 核因子-κB.
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中PPARγ的水平都出现了升高. PPARγ能增加

脂蛋白脂肪酶的表达, 后者分配脂肪到达肝脂

肪细胞, 限制脂肪酸流动到肝脏. 在本研究中, 
与模型组对比, GPS治疗组PPARγ的表达下调, 
证实GPS的护肝机制可能与改善PPARγ的表达

密切相关. 
C Y P4501A1是一种导致活性氧产生的

最有效微粒体细胞色素同工酶 ,  肝脏中的

C Y P4501A1表达是判断氧化应激程度的主

要指标[34]. 本研究发现, 模型组CYP4501A1的
表达水平相比于对照组明显升高; 与模型组

相比, 小剂量、中剂量的GPS干预虽然可以

降低CYP4501A1的表达, 但差异无统计学意

义; 大剂量GPS治疗组中CYP4501A1的表达

量明显下降, 差异具有统计学意义. 说明抑制

CYP4501A1的表达存在剂量依赖性, 抑制机体

过氧化需要大剂量的GPS才能实现. 
总之, TNF-α、NF-κB、PPARγ、CYP4501A1

的表达水平与T2D M-N A F L D的发生发展

关系密切 ,  且T N F-α、N F-κ B、P PA R γ、

CYP4501A1之间相互影响. GPS通过影响这

些因子在肝脏的表达, 从而达到干预T2DM-
NAFLD脂肪肝程度的作用, 其有望成为治疗

该病的专用药物, 值得进一步开展临床试验, 
观察临床疗效及不良反应.
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