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［摘 要］ 目的：观察二苯乙烯苷（TSG）对高脂性脂肪肝大鼠的治疗作用，并从PPAR α信号通路研究其可能的作用机制。方

法：将雄性SD大鼠随机分为正常组、模型组、TSG（80 mg/kg）组、MK886+ TSG（80 mg/kg）组。采用高脂饮食建立大鼠高脂性脂

肪肝模型，给予二苯乙烯苷治疗6周，然后测定血清和肝组织中总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）和游离脂肪酸（FFA）水平，测定

肝重系数及血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天门冬氨酸氨基转移酶（AST）水平；光镜检查肝脏的病理形态学改变。同时采

用Western blot法检测各组大鼠肝脏中过氧化物酶体增殖物激活受体α（PPAR α）、自噬相关蛋白LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、Beclin 1及p62
的表达情况。结果：与模型组相比，TSG给药6周后，能显著降低脂肪肝大鼠血清中TC、TG和FFA水平，肝组织中TG、FFA含量

和肝重系数，及血清中ALT和AST水平（P＜0.05或P＜0.01）；同时病理检查结果显示，TSG给药组大鼠肝组织脂肪变性明显减

轻。Western blot检测结果显示，TSG可明显上调肝组织中PPAR α蛋白的表达，上调LC3Ⅱ、Beclin 1蛋白的表达，并下调p62的
表达（P＜0.01）。当预先使用PPAR α拮抗剂MK886时，TSG的作用明显减弱或消失。结论：TSG对高脂性脂肪肝大鼠具有明

显的治疗作用，其机制可能与通过激活PPAR α后，上调LC3Ⅱ、Beclin 1和下调p62的蛋白表达而激活细胞自噬，从而促进脂滴

的降解，改善肝脏脂质代谢紊乱有关。
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Therapeutic effect of 2，3，4’，5⁃tetrahydroxystilbene⁃2⁃O⁃β⁃D⁃glucoside on hyperlipidemic
fatty liver in rats by activating PPAR α pathway of autophagy
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of 2，3，4’，5⁃tetrahydroxystilbene⁃2⁃O⁃β⁃D⁃glucoside（TSG）on hyperlipidemic fatty
liver in rats，and explore the potential mechanisms by PPAR α signaling pathway. Methods：SD rats were randomly divided into control
group，model group，TSG 80 mg/kg group，MK886 plus TSG 80 mg/kg group. The rat model was established by orally feeding high⁃fat
emulsion for 4 weeks. Then TSG was administered to these rats for 6 weeks. TC，TG and FFA levels in serum and hepatic tissues，
hepatic weight coefficient，the levels of alanine aminotransferase（ALT）and aspartate aminotransferase（AST）in serum were measured；
and the hepatic histopathological changes were observed. Meanwhile，the expressions of PPAR α，LC3Ⅰ，LC3Ⅱ，Beclin 1 and p62
proteins in hepatic tissues were measured by Western blot. Results：Compared with the model group，TSG could significantly decrease
TC，TG and FFA levels in serum，TG and FFA contents in hepatic tissues，hepatic weight coefficient，and also the serum levels of ALT
and AST（P＜0.05 or P＜0.01）. Meanwhile，the histological evaluation of liver specimens revealed that lipid accumulation in TSG⁃
treated group was obviously ameliorated. Western blot results showed that TSG could markedly up⁃regulated the expressions of hepatic
PPAR α，LC3Ⅱ，Beclin 1 proteins，and down⁃regulated the expression of p62（P＜0.05 or P＜0.01）. However，the effect of TSG was
weakened or cancelled when pretreatment with PPAR α antagonist MK886. Conclusion：TSG was effective in treating hyperlipidemic
fatty liver in rats，and its mechanism might be related to the up⁃regulation of LC3Ⅱ and Beclin 1 protein expressions，down⁃regulation
of p62 protein expression to activate autophagy by activation of PPAR α，and eventually to improve lipid metabolism.
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非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver
disease，NAFLD）已成为我国最为常见的慢性非传

染性疾病之一。随着国人生活水平的不断提高，

NAFLD的发病率迅速增长。NAFLD包括单纯性脂

肪肝、脂肪性肝炎和肝硬化。其中，非酒精性脂肪

肝（nonalcoholic fatty liver，NAFL）以肝细胞脂肪变性

和脂肪沉积为主要病理特征，而高脂性脂肪肝属于

NAFL的一种类型，是我国常见的高发肝脏疾病，如

不进行有效治疗，可发展为脂肪性肝炎、肝纤维化、

肝硬化，更严重者则可进一步发展为肝癌［1-2］，对人

类健康构成严重危害。

2，3，4’，5⁃四羟基二苯乙烯⁃2⁃O⁃β⁃D⁃葡萄糖苷

（简称二苯乙烯苷，2，3，4’，5⁃tetrahydroxystilbene⁃2⁃
O⁃β⁃D⁃glucoside，TSG）是何首乌的主要有效成分，又

名芪多酚。近年来研究表明，TSG的药理作用主要

包括抗动脉粥样硬化、抗肿瘤、抗氧化和抗炎、神经

细胞保护作用等［3-4］。但对脂肪肝的作用则少见报

道。本研究建立高脂饮食诱导大鼠高脂性脂肪肝

模型，并预先使用过氧化物酶体增殖物激活受体α
（peroxisome proliferators activate receptors，PPAR α）
拮抗剂MK886，来研究TSG治疗高脂性脂肪肝的作

用和机制。

1 材料和方法

1.1 材料

TSG（110844⁃200607，中国药品生物制品检定

所）。总胆固醇（total cholesterol，TC）、甘油三酯（tri⁃
glyceride，TG）测定试剂盒（北京北化康泰临床试剂

有限公司）；游离脂肪酸（free fatty acid，FFA）、丙氨

酸氨酸转移酶（alanine aminotransferase，ALT）和天

门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST）测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

MK886（PPARα拮抗剂，Cayman 化工有限公司，美

国），临用时用1‰二甲基亚砜（DMSO）溶液配制。抗

PPAR α、抗 LC3Ⅱ、抗Beclin 1、抗GAPDH和抗 p62
抗体（Abcam公司，英国）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠高脂性脂肪肝模型建立及分组给药

动物及饲料均由南通大学实验动物中心提供

［许可证号：SYXK9（苏）2002⁃0022］。体重160~200 g，
SPF级雄性 SD大鼠 32只，饲养于干燥、通风、控温、

控湿的环境。参照文献［5］的造模方法，将SD大鼠随

机分为正常对照组和模型组。模型组大鼠每天灌

服高脂乳 10 mL/kg，1次/d。正常对照组给予等体积

蒸馏水灌服，普通饲料喂养，连续4周后，模型组中随

机抽取3只大鼠，取肝脏做病理切片，光镜下观察，判

断大鼠高脂性脂肪肝是否已形成。预实验结果显示，

TSG 80 mg/kg灌胃治疗6周，对高脂性脂肪肝大鼠具

有明显治疗作用。从第5周开始，随机分为模型组、

TSG 80 mg/kg组和MK886+TSG 80 mg/kg组，每组大

鼠 7只，连续给药 6周。MK886为 PPAR α的拮抗

剂，用1‰DMSO溶解［6］，然后以1 mg/kg的剂量行腹

腔注射，2 h后再灌胃给予TSG。同时，正常对照组

和模型组大鼠灌胃给予等量蒸馏水。

1.2.2 血清和肝脂质水平测定

给药 6周末，各组大鼠禁食 12 h，不禁水，乙醚

麻醉，腹主动脉取血，3 500 r/min离心15 min后取上

清，严格按照试剂盒说明书测定血清中 TC、TG、

FFA、ALT和AST水平。同时取大鼠右叶肝组织，按

肝组织重量1∶9加生理盐水，匀浆机匀浆，制成10%
组织匀浆，测定肝脏中TC、TG和FFA含量。并测定

肝重系数。

1.2.3 肝组织学评价

另取同一部位新鲜肝组织，用 4%多聚甲醛溶

液固定，然后脱水透明、浸蜡、石蜡包埋、切片和贴

片、HE染色和封片。最后在光镜下观察肝脏病理

组织学改变，根据组织学变化，将肝脏脂肪变性程

度分为 -、+、++和+++ 4个等级［7］。

1.2.4 Western blot
蛋白裂解液提取各组大鼠肝组织总蛋白，BCA

法测定蛋白浓度并定量。上样，SDS⁃PAGE凝胶电

泳，转膜至PVDF膜，5%脱脂牛奶溶液封闭1 h，分别

加入PPAR α、LC3Ⅱ、Beclin 1及p62一抗，4 ℃过夜；

TBST洗膜，加二抗37 ℃孵育1 h；再次洗膜，用奥德

赛红外成像系统扫描蛋白条带。以GAPDH为内参。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 5 软件进行作图，采用

SPSS 20.0软件进行数据分析，数据表示为均数±标

准差（x ± s），多组比较采用单因素方差分析（one⁃
way ANOVA），对肝脏的病理学检查结果采用等级

资料的秩和检验。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 对大鼠血清中TC、TG和FFA水平的影响

脂肪肝模型组大鼠血清 TC、TG和 FFA水平较

正常对照组显著升高（P＜0.01，表 1）。在给予

80 mg/kg TSG 治疗 6 周后，大鼠血清中 TC、TG 和

FFA 水平均明显降低（P＜0.01）。当预先给予
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PPAR α拮抗剂MK886时，TSG降低血脂水平的作用

明显减弱或消失（P＜0.01）。
2.2 对大鼠肝组织中TC、TG和FFA含量的影响

与正常对照组相比，模型组大鼠肝组织中TC、
TG和 FFA含量显著上升（P＜0.01，表 2）。在给予

80 mg/kg TSG治疗后，大鼠肝组织中TG和FFA含量

均明显下降（P＜0.01）。当预先给予MK886时，TSG
降低肝组织中 TG和 FFA含量的作用明显被阻断

（P＜0.01）。
2.3 对大鼠肝重系数及血清中ALT、AST水平的影响

脂肪肝大鼠肝重系数，及血清中ALT、AST水平

较正常对照组明显增加，而TSG可以降低大鼠肝重

系数及血清中ALT、AST水平（P＜0.05，P＜0.01，表
3），提示TSG对肝脏具有一定保护作用。当预先给

予MK886时，TSG的作用明显减弱或消失（P＜0.05，
P＜0.01）。
2.4 肝脏组织形态学检验

病理切片结果如图1所示，HE染色图表明正常

对照组大鼠肝细胞结构正常，肝索排列整齐。模

型组大鼠肝细胞肿胀呈圆形，可见较大弥漫性脂

质空泡，并有融合现象。经 TSG治疗后，肝细胞内

脂滴明显减少，肝索排列较整齐，脂肪变性程度明

显减轻，但当预先给予MK886时，TSG减轻肝脏脂

肪变性和脂肪沉积的作用明显被阻断（P < 0.01，
图 1）。

2.5 TSG对自噬相关蛋白表达的影响

Western blot结果显示，与正常对照组相比较，

模型组大鼠肝组织中PPAR α蛋白表达明显降低，同

时自噬相关蛋白LC3Ⅱ、Beclin 1表达显著降低，但

p62表达显著增加（P < 0.01）。TSG治疗后，能显著升

高肝组织中PPAR α蛋白的表达，同时增加LC3Ⅱ和

Beclin 1的表达，并抑制p62的表达，提示TSG能够提

高肝细胞自噬水平（P < 0.01，图 2）。当预先给予

MK886时，二苯乙烯苷增加PPAR α蛋白表达的作用

明显被阻断，同时对自噬相关蛋白LC3Ⅱ、Beclin 1及
p62的调控作用减弱或消失（P < 0.05或P < 0.01）。

与正常对照组比较，#P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.01；与TSG 80 mg/kg组比较，△P＜0.01。

表1 二苯乙烯苷对高脂性脂肪肝大鼠血清中TC、TG和FFA水平的影响

Table 1 Effects of TSG on serum levels of TC，TG and FFA in rats with hyperlipidemic fatty liver
（n=7，x ± s）

组别

正常对照组

模型组

TSG 80 mg/kg组
MK886+TSG 80 mg/kg组

TC（mmol/L）
1.71 ± 0.04
2.76 ± 0.17#

2.11 ± 0.12*

2.67 ± 0.20△

TG（mmol/L）
0.55 ± 0.12
0.92 ± 0.18#

0.62 ± 0.06*

0.86 ± 0.05△

FFA（μmol/L）
639 ± 67△△

994 ± 86#

601 ± 56*

955 ± 79△

与正常对照组比较，#P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.01；与TSG 80 mg/kg组比较，△P＜0.01。

表2 二苯乙烯苷对高脂性脂肪肝大鼠肝组织中TC、TG和FFA含量的影响

Table 2 Effects of TSG on contents of TC，TG and FFA in hepatic tissue in rats with hyperlipidemic fatty liver
（n=7，x ± s）

组别

正常对照组

模型组

TSG 80 mg/kg组
MK886+TSG 80 mg/kg组

TC（mg/g wet tissue）
02.55 ± 0.26##

19.14 ± 3.11#

17.69 ± 2.36
18.03 ± 2.15

TG（mg/g wet tissue）
07.47 ± 0.96△△

48.13 ± 7.04#

18.53 ± 4.01*

41.21 ± 5.63△

FFA（μmol/g wet tissue）
092.8 ± 8.7△△

161.7 ± 16.1#

089.2 ± 10.4*

143.5 ± 12.8△

与正常对照组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.01；与TSG 80 mg/kg组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01。

表3 二苯乙烯苷对大鼠肝重系数及血清中ALT、AST水平的影响

Table 3 Effects of TSG on coefficient of hepatic weight and serum levels of ALT and AST in rats with hyperlipidemic fatty
liver （n=7，x ± s）

组别

正常对照组

模型组

TSG 80 mg/kg组
MK886+TSG 80 mg/kg组

ALT（U/L）
33.44 ± 4.57
50.04 ± 5.21##

36.16 ± 3.51*

44.30 ± 4.73△

AST（U/L）
84.82 ± 6.52
99.50 ± 7.87#

82.52 ± 6.14*

92.21 ± 5.79△

Liver index（g/100 g）
2.48 ± 0.27△△

3.77 ± 0.33##

2.89 ± 0.22*

3.59 ± 0.13△△
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3 讨 论

NAFLD主要表现为全身脂质代谢紊乱，肝脏脂

质蓄积，治疗的主要目标是纠正脂代谢紊乱，减轻

肝脏脂肪沉积。目前，针对NAFLD的治疗主要是加

强锻炼和控制饮食，或服用贝特类或噻唑烷二酮类

药物，但这些药物具有潜在不良反应。因此，寻求

有效治疗药物，具有广阔的研究前景和重要意义。

本实验结果表明，大鼠灌服高脂乳剂4周后，血

清及肝脏中脂质水平显著增加，脂肪肝模型建立成

功，同时肝重系数明显升高，肝功能明显受损。经过

TSG 80 mg/kg连续治疗6周后，血脂和肝脂水平显著

降低，肝重系数降低，肝功能水平恢复。更重要的是，

病理学检查结果进一步表明，TSG可显著减轻肝脏脂

肪变性及脂肪沉积，以上研究结果显示，TSG可以改

善高脂性脂肪肝大鼠的脂质代谢，对脂肪肝具有良好

治疗作用。同时研究结果亦显示，TSG显著增加肝组

织中PPAR α的表达，并且增加自噬相关蛋白LC3Ⅱ
和Beclin 1的表达，抑制p62的表达，表明TSG可以激

活细胞自噬，但具体分子机制尚未清楚。

PPAR α是一类由配体激活的核转录因子，它参

与了脂肪肝的发病机制［8-9］，对维持脂质代谢的平衡

起着十分重要的调节作用。PPAR α高表达于肝脏，

它可通过调节与脂质代谢相关基因的表达，促进脂

肪酸β氧化，并减少脂肪酸（free fatty acid，FFA）和甘

油三酯（triglyceride，TG）的合成，从而减轻肝脏内脂

质蓄积［10］。研究表明，PPAR α基因敲除小鼠更易患

脂肪肝，而且PPAR α激动剂可以明显减轻高脂饮食

诱导的肝脏内 TG蓄积，保护肝细胞免受损伤［11］。

本研究表明PPAR α是TSG的作用靶标之一。

越来越多的研究结果均表明，自噬参与了肝脏

脂质代谢，它能促进脂滴降解，从而减轻肝细胞内

脂肪蓄积。Singh等［12］在2009年首次证实脂滴也是

自噬降解的底物之一，细胞内脂滴被双层膜结构的

自噬小体包围，并转运到溶酶体与之结合成为自噬

溶酶体，从而降解成为游离脂肪酸，因此认为自噬

是一种新的选择性降解脂质的途径，并且称之为

“噬脂”。而最新研究发现［13］，PPAR α与细胞自噬存

在重要关系。小鼠正常喂养条件下自噬被抑制，此

时给予PPAR α激动剂，可以激活细胞自噬，促进脂

质降解；而在 PPAR α基因敲除的小鼠中，给予

PPAR α激动剂，对自噬的激活作用消失。

PPAR α
p62
Beclin 1
LC3Ⅱ

△△

1.5

1.0

0.5

0.0

蛋
白

相
对

表
达

量

一一一一
一一一一
一一一一
一一一一

三三三三
三三三三
三三三三
三三三三

一一一一
一一一一

三三三三
三三三三
三三三三

一一一一
一一一一
一一一一

三三三三
三三三三
三三三三

一一一一
一一一一
一一一一

三三三三
三三三三
三三三三

△△

△△
△

******

**

####
##

##

一一一一
一一一一三三三三
三三三三

B

PPAR α
p62

Beclin 1
LC3Ⅰ
LC3Ⅱ

GAPDH

A 正常对照组

模型组 TSG 80 mg
/kg组

MK886+
TSG 80 mg

/kg组

正常对照组
模型组

TSG 80 mg
/kg组

MK886+
TSG 80 mg

/kg组

与正常对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，**P＜0.01；与
TSG 80 mg/kg组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01（n=3）。

图2 肝组织中PPAR α蛋白及自噬相关蛋白的表达

Figure 2 Expressions of PPAR α and autophagy⁃related
proteins in hepatic tissues

DCBA
A：正常对照 组；B：模型组；C：TSG 80 mg/kg组；D：MK886+TSG 80 mg/kg组。

图1 肝组织形态学观察结果（HE，×400）
Figure 1 Histopathological changes of rat liver（HE，×400）
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为了进一步研究 TSG治疗高脂性脂肪肝的作

用机制，预先使用PPAR α拮抗剂MK886，结果发现

TSG降低脂肪肝大鼠血脂和肝脂的作用明显减弱或

消失，同时对自噬相关蛋白表达的调控作用明显被

阻断，说明TSG调节肝脏脂质代谢的作用通过激活

PPAR α信号通路而产生。综上所述，TSG主要通过

PPAR α信号通路，激活肝细胞自噬，促进脂滴降解，

从而降低脂肪肝大鼠血脂和肝脂水平，减轻肝脏脂

肪变性。
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