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小蘖碱抑制游离脂肪酸诱导小鼠肝实质细胞脂肪变性 *
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摘要 目的：探讨小蘖碱（Berberine）对游离脂肪酸（free fatty acids，FFAs）诱导的小鼠肝实质细胞脂肪变性的影响。方法：胶原酶灌

注分离 BALB/c小鼠原代肝实质细胞并体外培养。分对照组，高脂组，高脂加小蘖碱处理组。体外测定细胞内甘油三酯的含量。利

用油红染色观察细胞的脂肪样变性。通过Western印迹法检测肝实质细胞内 MAPK相关信号通路磷酸化的变化。实时定量 PCR

检测肝实质细胞中与脂肪化密切相关的 miR-122的表达和相关靶基因的表达改变。结果：与高脂组比较，小蘖碱处理组肝实质细

胞内甘油三酯含量降低，脂肪颗粒减少，脂肪变性明显改善，并具有明显的剂量效应，小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的 JNK通路磷

酸化。Q-PCR结果表明小蘖碱能够促进肝实质细胞内 miR-122的表达，并降低脂肪化相关基因 Dgat2的表达。结论：小蘖碱能够

显著改善高脂诱发的肝脂肪变性，抑制 JNK通路磷酸化，其机制可能同 miR-122通路相关。
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Berberine Inhibits the Steatosis of Parenchymal Hepacyto Induced by FFAs*

To research the influence of Berberine on liver steatosis induced by free fatty acids（free fatty acids, FFAs）
from liver parenchymal cells. Mouse primary hepatocytes were isolated by a two-step collegenase perfusion procedure and cul-

tured in vitro. Cells were divided into three groups, the control group, FFAs group and FFAs plus berberine treatment group. The content
of triglyceride was determined in vitro. Steatosis was analyzed by oil red O staining. The MAPK related signal pathway was analyzed by

Western-blot assay. Real-time PCR was used to detect the expression of miR-122 which was closely related to fat and relevant target
genes in liver parenchymal cells. Compared with FFAs group, berberine treatment decreased the content of triglyceride and fat

particles significantly and improved steatosis obviously in liver parenchymal cells in a dose-dependent manner. Berberine could effectively

inhibit phosphorylation of JNK pathway induced by FFAs. Q-PCR results showed that berberine could up-regulate the expression of

miR-122 while down-regulate the expression of Dgat2. Berberine can significantly improve the steatosis induced by FFAs

and inhibit phosphorylation of JNK pathway by a possible mechanism of miR-122 pathway.
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前言

非酒精性脂肪肝病 （non-alcohol fatty liver disease，
NAFLD）是指日摄入酒精量小于 10 g，而肝脏脂肪沉积大于肝

脏总重量 5 %，以肝实质细胞脂肪变性和脂肪贮积为特征的临

床病理综合征。NAFLD包括单纯性脂肪肝（NAFL）、非酒精性
脂肪肝炎（NASH）、进展性肝纤维化和肝硬化等一系列肝脏疾

病[1]。随着人们饮食结构和生活方式的改变，NAFLD发病率逐

年大幅上升，其发病机制尚无明确定论。近年来研究者逐渐认

识到肝细胞脂肪变性可能是 NAFLD发病的中心环节之一。而

目前缺乏疗效确切、副作用少的理想西药。许多研究表明中药

单体对肝细胞脂肪变性有显著疗效。小蘖碱，也称黄连素，一种

常见的异喹啉生物碱，是从毛茛科黄连属植物黄连、黄柏根茎

中提取而出，属季铵类化合物，是目前研究最多的黄连生物碱。
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具有抗肿瘤、抗心律失常、扩张冠状血管、抗肠道细菌感染等多

种药理学作用。现代研究认为小蘖碱具有良好的降糖、降脂、提

高胰岛素敏感性及改善胰岛素抵抗的作用[2,3]。有研究表明小蘖

碱可以通过调节抗氧化系统和脂质过氧化预防肝纤维化的发

生，改善高脂血症和抑制胰岛素抵抗的作用[4]。但具体机制尚不

清楚。到目前为止在已发现的多种小蘖碱调脂作用机制中，都

没有进行深入系统的研究，也并没有将小蘖碱作为调脂药真正

广泛地应用于临床上。近年来对小蘖碱在临床上的调脂疗效观

察较多，实验研究却较少，因此有必要关注小蘖碱在分子水平

的进一步研究。

本研究以小鼠原代肝实质细胞为研究对象，体外建立脂肪

化模型，检测小蘖碱对肝细胞脂肪变性的影响，以及细胞内

MAPK相关信号通路磷酸化的变化，探讨与 miR-122通路的相

关性，针对性的探究细胞水平的脂肪肝发病机制，为 NAFLD

的分子机制奠定基础，并尝试为小蘖碱的临床应用提供良好的

实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料
Balb/c雄鼠购自维通利华实验技术有限公司，小蘖碱购自

北京市药品检验所，Ⅳ型胶原酶购自美国 Sigma公司，抗体和

磷酸化抗体购自美国 CST公司，TrizolRNA提取试剂、游离脂

肪酸（FFAs）购自美国 Sigma 公司，反转录试剂盒购自 Thermo

Scientific，油红染料干粉、组织甘油三酯酶法测定试剂盒购自

普利莱基因技术有限公司。DMEM培养基、高脂培养基按参考

文献[5]配置。

1.2方法
1.2.1 肝实质细胞的分离与培养 3 %的戊巴比妥钠腹腔注

射，麻醉后，固定于超净工作台中，75 %的乙醇腹部消毒，解剖

小鼠暴露肝脏、门静脉及下腔静脉，从门静脉插管对肝脏进行

灌注 30 mL灌注液。继灌注液后用 0.05 %Ⅳ胶原酶溶液灌注
30 mL。待消化完全后，取出小鼠肝脏放入平皿中，用镊子将肝

脏撕碎，100 滋m直径的筛网过滤。37 ℃水浴锅中消化 5 min。

放入离心管 300 rpm，3 min反复重悬离心至溶液上清清澈，细

胞计数后接种于 6孔板。分离后的肝实质细胞状态较好的呈圆

形透亮状。将细胞板置于 5 % CO2，37 ℃培养箱中培养。36 h

后，大部分细胞能够贴壁，呈现出肝实质细胞的状态，即可进行

下一步实验。

1.2.2 实验分组 对照组只加 DMEM 培养基。高脂组加入
FFAs培养。小蘖碱组加入 FFAs和不同浓度（0～ 20 滋g/mL）的

小蘖碱共同处理。

1.2.3 油红染色 贴壁细胞经处理 48 h 后小心吸去培养基，

用 1 × PBS轻缓漂洗一遍后加入 10 %中性甲醛固定 30 min。
按油红与去离子水 3:2的比例稀释油红储液，室温静置 10 min

待用。甲醛固定后在培养板中加入油红工作液盖住板底，室温

染色 20 min。去除油红，加入 75 %酒精，脱色 1 min，PBS轻缓

漂洗一次，拍干液体，倒置显微镜下进行观察。

1.2.4 甘油三酯含量检测 在 6 孔板贴壁细胞分组处理后继
续在培养箱中培养 24 h，取出细胞吸弃培养基，每孔加入 500

滋L的裂解液，并用枪头研磨裂解后转入 1.5 mLEP管，放入 70

℃水浴锅中加热 10 min，3000 rpm离心 5 min，取上层清夜做酶

学测定。按照 10 滋L的甘油标准品以及样品加入 190 滋L工作
溶液的比例分别加入工作液，加入后 37 ℃条件下反应 20 min，

进行 OD570 nm测定，并计算样品甘油三酯浓度。
1.2.5 Western blotting 检测 6孔板肝实质细胞分组处理 2h

后提取细胞蛋白。用 0.9 %氯化钠溶液轻缓洗涤后加入 400

滋L0.9 %氯化钠和 100 滋L 5× SDS-PAGE 上样缓冲液充分混

匀，将混合物于 100℃加热变性 10 min，12000× g离心 1 min。

取离心后蛋白样品 15 滋L上样，用 12.5 %SDS-PAGE凝胶电泳
分离，然后电转至 PVDF膜。用 5 %脱脂奶粉溶液室温封闭 1
h，PBST洗 3次，每次 10 min。分别加入一抗 p-JNK、JNK以及
GAPDH，工作浓度为 1:1000，4 ℃孵育过夜。PBST洗膜后，加

入工作浓度为 1:5000辣根过氧化物酶标记的二抗，室温温育 1

h。PBST洗 3次。最后将发光试剂均匀涂于 PVDF膜上，在暗室

中曝光洗片。

1.2.6 Q-PCR检测 分离的肝实质细胞贴壁后经高脂培养基

和小蘖碱（小蘖碱终浓度：20 滋g/mL）处理 48 h，提取肝实质细

胞总 RNA。反转录试剂盒合成 cDNA，以此为模板，利用实时

定量 PCR检测 miR-122及相关靶基因的表达情况。miR-122的

检测取 5s-rRNA作为内参，靶基因的检测取 茁-actin作为内参，

试剂采用 SYBR Green荧光标记，miRNA PCR条件为 95℃ 10 s，
60℃ 20 s，70℃ 10 s，进行 45个循环。靶基因 PCR条件为 95℃

10 s，60 ℃ 30 s，72℃ 32 s，进行 40个循环。miRNA基因引物

由锐博生物公司（广州）提供，茁-actin和 Dgat2由奥科生物公司

（北京）合成，基因引物如下：茁-actin：上游引物 5'-GT-
GACGTTGACATCCGTAAAGA-3'；下游引物 5'-GCCGGACT-

CATCGTACTCC-3'，Dgat2：上游引物 5'-ACTCTGGAGGTTG-

GCACCAT-3'；下游引物 5'-GGGTGTGGCTCAGGAGGAT-3'。
1.2.7 统计学处理 采用 SPSS 19.0软件进行统计分析，计量

资料以 x± s表示。组间比较采用单因素方差分析，以 P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的小鼠肝实质细胞内脂肪累积

分组加药后继续培养 48 h，进行油红染色处理，我们发现

对照组细胞仍呈现出肝实质细胞的状态，未看到明显的脂肪

滴。FFAs组肝实质细胞内胞浆中脂肪滴数量明显增多，脂肪变

性细胞较多。与高脂组比较，小蘖碱处理组细胞脂肪滴较少。油

红染色显示，FFAs培养能够明显诱导小鼠肝实质细胞内脂肪

滴的形成，小蘖碱则能够明显减少脂肪的累积。此结果表明小

蘖碱可以改善 FFAs诱导的脂肪变性（图 1）。
2.2 小蘖碱能降低肝实质细胞内甘油三酯的含量

利用细胞甘油三酯检测试剂盒，进行肝实质细胞内总甘油

三酯检测。结果同样表明，小蘖碱能够明显降低肝实质细胞内

甘油三酯的含量，且呈明显的剂量效应。以上结果显示，小蘖碱

在体外培养体系中，能够明显的抑制 FFAs诱导的肝细胞脂肪
变性，减少细胞内的甘油三酯累积（图 2）。
2.3 小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的肝实质细胞 JNK 通路的磷

酸化

有研究表明 MAPK JNK通路在肝脂肪变性中发挥了重要
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图 1 小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的小鼠肝实质细胞内脂肪滴形成

Fig. 1 Berberine can inhibit the formation of intracellular lipid droplets in liver parenchymal cells induced by FFAs

A：对照组；B：高脂组；C：高脂加小蘖碱组（小蘖碱浓度:20 滋g/mL）。

A: Control group; B: FFAs group; C: FFAs plus berberine treatment group(concentration of berberine: 20 滋g/mL).

图 2 小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的小鼠肝实质细胞内甘油三酯的累积

Fig. 2 Berberine can inhibit the accumulation of triglycerides in liver

parenchymal cells induced by FFAs

作用，敲除小鼠 JNK1基因后肝细胞脂肪变性增强[6]。在本实验

中，我们检测了在体外模型中MAPK通路的变化。Western blot

结果显示，FFAs刺激后，肝实质细胞内 JNK磷酸化程度明显

增强。加小蘖碱和高脂共同处理后 JNK磷酸化均不同程度的

减弱。随着小蘖碱浓度的增加，磷酸化减弱程度增强。这表明小

蘖碱可以通过对 MAPK通路的调节改善肝脂肪变性，有明显

剂量效应关系(图 3）。

2.4 小蘖碱能够促进抗脂肪化 miRNA的表达

研究指出，miR-122在肝实质细胞脂肪化中发挥着重要的

作用。肝脂肪变性实质上是甘油三酯在肝细胞内的积累，干扰

小鼠 miR-122基因，血清内胆固醇水平下降，脂肪酸及胆固醇

合成速率下降，敲除小鼠 miR-122基因后其肝脏甘油三酯含量
升高[7]。我们进一步研究了小蘖碱对肝实质细胞 miR-122的表

达调控。与对照组比，FFAs诱导组 miR-122的表达较低，小蘖

碱处理后，miR-122的表达显著上升(图 4A），同时，脂肪化重要

相关蛋白 Dgat2表达则明显降低(图 4B）。其中二酰基甘油酰基

转移酶（Dgat2）是甘油三酯在肝细胞内合成的关键酶之一，参

与肝脏合成甘油三酯的最后一步[8,9]。我们的结果表明，小蘖碱

能够通过调控 miR-122的表达进而参与肝实质细胞的脂肪化
过程(图 4A）。

3 讨论

NAFLD是一种无过量饮酒史，与遗传易感和胰岛素抵抗
密切相关，由各种因素导致肝细胞内脂肪堆积，以肝实质细胞

脂肪变性和脂肪贮积为主要特征的临床病理综合征。体内 FFA

在肝实质细胞脂肪变性过程中起到重要作用[10]。生理状态下，

FFA可以通过自由扩散的方式或通过细胞膜上的脂肪酸转运

蛋白进入细胞。经细胞内酶的催化作用与甘油形成甘油三酯，

甘油三酯又可以通过和蛋白结合生成低密度脂蛋白进而被转

运到细胞外。病理因素下这种平衡被打破，导致细胞内甘油三

酯大量贮积，引起肝实质细胞脂肪变性。

詹莉[11]等通过构建大鼠脂肪肝模型实验得出小蘖碱能够

改善肝指数，降低血清及肝匀浆中甘油三酯含量，对高脂饲料

图 3小蘖碱能够抑制 FFAs诱导的 JNK磷酸化

Fig. 3 Berberine can inhibit JNK phosphorylation induced by FFAs

图 4小蘖碱提高小鼠肝实质细胞内 miR-122的表达（A），抑制 Dgat2

基因的表达（B）

Fig. 4 Berberine can enhance the expression of miR-122 (A)and inhibit the

expression of Dgat2（B）in liver parenchymal cells
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所致的大鼠 NAFLD具有一定保护作用。李晓翠等利用高脂饮

食复制 NAFLD大鼠模型，造模成功后应用小蘖碱治疗 4周，

发现小蘖碱可以改善 NAFLD的血脂紊乱，有抑制肝细胞脂性

改变的作用[12]。此外，Brusq等[13]将小蘖碱作用于人肝癌细胞证

实了小蘖碱可以通过磷酸腺苷活化蛋白激酶抑制肝细胞内脂

质合成和分泌，减少肝脏的脂质储存。Zhou等通过类似实验发

现小蘖碱还可以通过体外上调肝脏低密度脂蛋白受体的表达

从而降低肝癌细胞内脂质含量[14]。近年来人们对小蘖碱的调脂

作用越来越重视，但具体机制尚不明确，直接针对原代肝细胞

的研究也较少，本研究以小鼠原代肝实质细胞为实验对象，通

过油红染色和甘油三酯含量测定的方法进一步检测小蘖碱的

调脂作用探讨相关机制。实验结果显示小蘖碱能够显著降低肝

实质细胞内甘油三酯的含量，抑制肝细胞内脂质蓄积，改善肝

细胞脂肪变性。

既往研究表明在 NAFLD慢性炎症病理进程中，JNK-AP-1

和 IKK-NF-资B两条信号传导通路起到至关作用[15]。JNK是促

有丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-Activated Protein Kinases,

MAPK）家族成员之一，在脂肪肝、高脂诱导的肝细胞脂肪变性

发展过程中均起到关键作用，Indrani等通过动物实验表明抑制
JNK可以阻止高脂诱导的肝细胞脂肪变性[16]。已知体外 FFAs

刺激肝实质细胞可以诱导 MAPK通路磷酸化的改变，使肝实

质细胞内 JNK磷酸化程度明显增强[17]。本实验中采用高脂刺激

肝实质细胞发现 JNK磷酸化程度显著增强，这与曾等[17]实验结

果相一致。我们将小蘖碱作用于 FFAs诱导的肝实质细胞，检测
MAPK磷酸化信号通路的变化。从结果看小蘖碱处理后 JNK

磷酸化程度比 FFAs组明显减弱，随着小蘖碱浓度增大磷酸化

抑制作用也增强，实验结果表明小蘖碱可以抑制 JNK通路磷

酸化，且剂量效应关系明显。

MicroRNAs(miRNAs)是一类长约 20～ 25 个核苷酸，具有

调控功能的内源性非编码小 RNA，参与体内如发育、细胞增

殖、造血过程、器官形成、病毒防御等众多重要的生物进程[18,19]。

也有研究表明 miRNA在调节脂质代谢、脂肪细胞分化等方面

均发挥重要作用[20]。占肝脏总量 miRNA70 %的 miR-122，在肝

脏胆固醇及脂肪酸合成代谢调节中发挥关键作用[21]。最早研究

发现反义抑制 miR-122，可降低血浆中胆固醇水平[22]。Iliopoulos

等[23]体外实验证明，miR-370可以通过调节 miR-122的表达间

接调控胆固醇调节元件蛋白 1c(Srebp-1c)、二酰基甘油酰基转

移酶（Dgat2）、脂肪酸合酶（Fas）、乙酰辅酶 A羧化酶（Acc1）等

相关转录调控因子，进而导致甘油三酯的积累。Monetti[24]等发

现 Dgat2表达增强 2倍后肝脏中甘油三脂的含量可增强 5倍，

与此同时，JNK 磷酸化却受到抑制。在 NAFLD 患者中，
miR-122的表达明显下降，Fas、Srebp-1c等与脂质生成相关基
因表达则上调，而以 HepG2细胞为研究对象的体外实验证明

沉默 miR-122后，上述基因 24 h内表达明显上调，但 48 h后均

下降[25]。本实验中对 miR-122和相关靶基因的表达进行检测，

结果显示小蘖碱能够促进肝实质细胞内 miR-122的表达，并降
低 Dgat2的表达。

综上所述，小蘖碱能够显著降低肝实质细胞内甘油三酯的

含量，抑制肝细胞内脂质蓄积，改善肝细胞脂肪变性。本研究进

一步表明小蘖碱具有调脂、改善肝细胞脂肪变性的功能，其机

制可能与 MAPK磷酸化通路和 miR-122通路及相关靶基因密

切相关，确切机制还有待于进一步的深入研究。
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