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祛湿化瘀方通过调节 ＡＭＰＫ活性改善高脂饮食
诱导的实验性脂肪肝肝脏脂肪代谢
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摘要　目的：研究祛湿化瘀方对高脂饮食诱导的大鼠脂肪肝ＡＭＰＫ蛋白活性及其相关脂肪代谢靶蛋白活性的影响，以探
讨该方防治实验性脂肪肝的作用机制。方法：采用高脂饲料饮食诱导大鼠脂肪肝模型，造模大鼠给予高脂饮食４周后，按
随机数字表随机分为模型组及祛湿化瘀方组，分别灌胃给予饮用水及中药祛湿化瘀方４周。实验８周末取材后观察：１）
肝组织三酰甘油（Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、游离脂肪酸（ＦｒｅｅＦａｔｔｙＡｃｉｄ，ＦＦＡ）含量，２）肝组织病理变化（ＨＥ染色、油红染色），３）
肝组织腺苷酸活化的蛋白激酶（ＡＭＰＡｃｔｉｖａｔｅｄＫｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）及磷酸化 ＡＭＰＫ、肝组织总蛋白及核蛋白固醇调节元件结
合蛋白１ｃ（ＳｔｅｒｏｌＲｅｇｕｌａｔｏｒｙＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ１ｃ、ＳＲＥＢＰ１ｃ）、肝组织总蛋白及核蛋白碳水化合物反应元件结合蛋白
（ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＲｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ、ＣｈＲＥＢＰ）含量、肝组织乙酰辅酶Ａ羧化酶（Ａｃｅｔｙ１ＣｏＡＣａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣａ
ｓｅ）及磷酸化ＡＣＣ蛋白含量，４）肝组织 ＡＭＰＫα１、ＡＭＰＫα２、ＳＲＥＢＰ１、ＡＣＣα、ＳＲＥＢＰ１ｃ及 ＣｈＲＥＢＰ基因表达水平。结果：
１）模型组肝组织ＴＧ、ＦＦＡ含量显著升高，肝组织出现明显大泡样脂肪变性；模型组肝组织ＡＭＰＫ蛋白磷酸化水平降低、核
蛋白ＳＲＥＢＰ１与ＣｈＲＥＢＰ表达增加、ＡＣＣ蛋白磷酸化水平降低蛋白活性升高。２）祛湿化瘀方组肝组织ＴＧ、ＦＦＡ含量较模
型组显著降低，肝组织炎症及脂肪变性程度减轻；祛湿化瘀方能显著升高肝组织 ＡＭＰＫ、ＡＣＣ蛋白磷酸化水平、降低核蛋
白ＳＲＥＢＰ１及ＣｈＲＥＢＰ含量。结论：祛湿化瘀方通过调节ＡＭＰＫ活性及其相关靶蛋白活性改善高脂饮食诱导的大鼠脂肪
肝肝脂肪代谢，这可能是该方有效防治实验性脂肪肝的重要作用机制之一。
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　　肝脏脂肪代谢功能障碍，肝细胞内三酰甘油
（Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）含量过度升高是非酒精性脂肪肝
（ＮｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃＦａｔｔｙＬｉｖｅｒ，ＮＡＦＬ）最基本的病理改
变［１］。前期研究反复证实了祛湿化瘀方对实验性

ＮＡＦＬ大鼠肝组织三酰甘油和 ＦＦＡ降低效应显

著［２－４］。单磷酸腺苷（ＡＭＰ）激活的蛋白激酶（ＡＭＰ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）作为一类重要的蛋白
激酶，在ＮＡＦＬＤ的发病过程中起重要作用。ＡＭＰＫ
由于广泛介导了机体主要糖脂代谢组织的调控过

程，成了目前代谢性疾病的研究热点，也是目前研究
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治疗 ＮＡＦＬＤ药物作用靶点之一［５］。本研究围绕

ＡＭＰＫ活性及受其调节的与脂肪代谢相关靶蛋白活
性，运用高脂饮食诱导的大鼠脂肪肝体内模型探讨

祛湿化瘀方降低ＮＡＦＬ肝脂肪含量改善脂质代谢的
作用机制。

１　材料和方法
１１　实验动物　ＳＤ雄性大鼠 ３０只，体重（１７０±
２０）ｇ，清洁级，购自中国科学院上海实验动物中心，
合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００２。上海中医药大学
实验动物中心清洁级动物房饲养、造模与观察，自由

饮水。

１２　主要试剂　ＴＧ试剂盒，浙江东欧生物工程公
司，ＬｏｔＮｏ２００９１１０００３；游离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ，ＦＦＡ）试剂盒，南京建成生物有限公司，Ｌｏｔ
Ｎｏ２０１００４０９；ＢＣＡ 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒，Ｌｏｔ
ＮｏＰ００１２；ＲＮＡ抽提试剂盒，ＬｏｔＮｏ２６０８Ａ，购自上
海华舜生物工程有限公司；核蛋白提取试剂盒（Ｃｙ
ｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｄＮｕｃｌｅａｒＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ），Ｆｅｒｍｅｎ
ｔａｓ产品，Ｌｏｔ：０００６９２３１；多克隆 ＡＭＰＫα抗体、多克
隆ｐＡＭＰＫα（Ｔｈｒ１７２）、ｐＡＣＣ（Ｓｅｒ７９）抗体及多克隆
ＡＣＣ抗体均为 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品；
多克隆ＳＲＥＢＰ１抗体、多克隆 ＣＨＲＥＢＰ抗体为 Ａｂ
ｃａｍ公司产品；单克隆αＴｕｂｌｉｎ抗体为ＥＰＩＴＭＩＣＳ公
司产品。多克隆ＬａｍｉｎＢ抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司产
品；ＲＮＡ抽提试剂盒，ＣａｔＮｏＷ６７０１，ＬｏｔＮｏ２６０８Ａ，
购自上海华舜生物工程有限公司；ｃＤＮＡ合成试剂
盒，ＬｏｔＮｏ１３１０，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒，ＬｏｔＮｏＢＫ４４０２，ＴＡＫＡＲＡ公司产品；ＰＣＲ引
物由ＴＡＫＡＲＡ公司设计、上海生工生物工程技术服
务有限公司合成。引物序列及片段长度如下（表

１）。

表１　体内实验目的基因引物序列及片段长度

基因名称
ＧＥＮＥＢＡＮＫ
ＡＣＣ

序列（５ｔｏ３）
增幅产物

（ｂｐ）

ＡＭＰＫα１ ＮＭ０１９１４２１
上游 ＧＧＣＴＣＧＣＣＣＡＡＴＴＡＴＧＣＴＧ
下游 ＡＧＡＧＴＴＧＧＣＡＣＧＴＧＧＴＣＡＴＣＡ

１４２

ＡＭＰＫα２ ＮＭ０２３９９１１
上游 ＣＡＧＧＣＡＣＡＴＧＧＴＴＧＴＣＣＡＣＡＧ
下游 ＡＡＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＴＡＧＴＴＣ

１４３

ＳＲＥＢＰ１ ＡＦ２８６４７０２
上游 ＧＧＡＧＧＣＣＡＴＣＴＴＧＴＴＧＣＴＴ
下游 ＣＣＡＣＧＴＡＧＡＴＣＴＣＴＧＣＣＡＧＴＧ

１０３

ＣＨＲＥＢＰ ＮＭ１３３５５２１
上游 ＧＣＡＣＧＣＴＧＣＡＣＡＡＣＴＧＧＡＡ
下游 ＣＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＴＡＧＡＣＡＣＣＡＴＣ

９２

ＡＣＣα ＮＭ０２２１９３１
上游 ＣＡＡＴＣＣＴＣＧＧＣＡＣＡＴＧＧＡＧＡ
下游 ＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＧＣＧＧＡＴＧＴＡＧＡ

１４９

ＧＡＰＤＨ ＸＲ０８６２９３２
上游 ＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ
下游 ＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴ

１０２

１３　实验药物　祛湿化瘀方组成：茵陈１５ｇ、虎杖
１２ｇ、田基黄１２ｇ、姜黄９ｇ、生栀子９ｇ，均购自上海

华宇药业有限公司。栀子、田基黄水提醇沉，茵陈、

姜黄、虎杖醇提，配成０９３ｇ生药／ｍＬ浓度用以灌
胃给药。

１４　模型制备方法　大鼠饲以高脂饲料（８８％普通
饲料＋２％胆固醇＋１０％猪油）８周。饲料购自上海
斯莱克实验动物有限公司。

１５　动物分组和给药　ＳＤ雄性大鼠３０只，按计算
机随机数字表分为正常组１０只、造模组２０只，造模
大鼠给予高脂饲料造模四周后，随机分为模型组、祛

湿化瘀方治疗组各１０只。继续给予高脂饲料造模
同时，治疗组灌服祛湿化瘀方药液（０９３ｇ生药／１００
ｇ鼠重），模型组给予相应量的生理盐水灌胃，共给
药４周。
１６　统计处理　所有数据均使用 ＳＰＳＳ１３０软件
包进行统计学分析，计量资料均写成平均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）形式，组间比较使用ｔ检验。
２　结果
２１　祛湿化瘀方对 ＮＡＦＬ模型大鼠肝脏脂肪含量
的影响　与正常组相比，模型组大鼠肝组织 ＴＧ、
ＦＦＡ含量均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１），祛湿化
瘀方有很显著的降低组织 ＴＧ、ＦＦＡ的作用（Ｐ＜
００１，Ｐ＜００５），祛湿化瘀方组肝组织ＴＧ、ＦＦＡ含量
分别为模型组的５３４％、６５９％。（见表２）。

表２　各组大鼠肝组织脂肪含量（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 肝组织ＴＧ（ｍｇ／ｇ） 肝组织ＦＦＡ（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）

正常组 １０ １１４±６４ ４７５±１７８

模型组 １０ ５４７±２０３ ７８６±１７４
祛湿化瘀方组 １０ ２９２±１１７ ５１８±１３９

　　注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，ｖｓ模型组。

２２　祛湿化瘀方对 ＮＡＦＬ模型大鼠肝组织病理的
影响　ＨＥ染色显示：模型组大鼠均出现不同程度的
脂肪变性及空泡样变，变性的肝细胞极度肿胀呈圆

形，体积较正常明显增大，胞浆内充满大量脂肪空

泡，部分细胞可见细胞核挤向胞膜。肝小叶内可见

多处的点状坏死灶，坏死区及少量汇管区有炎细胞

浸润。祛湿化瘀方组大鼠脂肪变性程度及细胞肿胀

明显减轻，胞内脂滴数量相对减少，炎性细胞浸润及

坏死灶较模型组减少。油红Ｏ染色显示与正常大鼠
相比模型大鼠肝细胞明显肿大、变圆，胞内呈现深浅

不等的油红着色，中央静脉周围的肝细胞油红染色

较深。祛湿化瘀方组肝细胞肿大程度与胞内脂肪油

红着色程度都比模型组相对浅。（图略）

依据非酒精性脂肪性肝病诊疗指南［６］，组织病

理学诊断将肝细胞脂肪变性分为４度（Ｆ０－４）：Ｆ０，＜
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５％肝细胞脂肪变；Ｆ１，５％ ～３０％肝细胞脂肪变；Ｆ２，
３０％～５０％肝细胞脂肪变性；Ｆ３，５０％ ～７５％肝细胞
脂肪变；Ｆ４，７５％以上肝细胞脂肪变。Ｒｉｄｉｔ分析结果
显示：模型组脂肪变性程度较正常组显著升高（Ｐ＜
００１），祛湿化瘀方组脂肪变性程度较模型组显著降
低（Ｐ＜００５）（见表３）。

表３　各组肝组织病理ＨＥ染色脂肪变性比较

组别　　 鼠数
脂肪变性分度

Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４
正常组 １０ １０ ０ ０ ０ ０
模型组 １０ ０ ０ ３ ６ １
祛湿化瘀方组△ １０ ０ ３ ５ ２ ０

　　注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，ｖｓ正常组；△Ｐ＜００５，ｖｓ模型组。

图１　各组ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ＡＣＣα
　　及ｐＡＣＣα蛋白表达情况

　　注：（Ａ）ＷＢ图片，（Ｂ）ＷＢ图片条带灰度积分半定量柱
状图；ＮＤ，ＨＦＤ，ＨＦＤ＋ＱＨＤ分别为正常组、模型组及祛湿化
瘀方组；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，ｖｓ正常组；＃＃Ｐ＜００１，ｖｓ模
型组。

２３　祛湿化瘀方对 ＮＡＦＬ大鼠肝组织 ＡＭＰＫ及磷
酸化 ＡＭＰＫ蛋白含量、总蛋白及核蛋白 ＳＲＥＢＰ１、
ＣＨＲＥＢＰ含量、以及肝组织ＡＣＣ及磷酸化ＡＣＣ蛋白
含量的影响　与正常组相比模型大鼠肝组织 ＡＭＰＫ
含量稍有下降，祛湿化瘀方干预后没有显著变化，但

肝脏ＡＭＰＫ活性形式ｐＡＭＰＫ含量模型组较正常组
显著降低，祛湿化瘀方组能显著升高ｐＡＭＰＫ含量，
提高ＡＭＰＫ蛋白活性。

模型组大鼠肝组织ＡＣＣα蛋白含量与正常组相
比无统计学意义，但祛湿化瘀方干预后，高脂饮食模

型大鼠肝组织 ＡＣＣα蛋白含量显著降低。模型组

ＡＣＣα蛋白Ｓｅｒ７９磷酸化水平显著低于正常组，祛湿
化瘀方干预能显著提高模型大鼠 ＡＣＣα蛋白磷酸化
水平。

与正常组相比，模型组肝组织总蛋白中ＳＲＥＢＰ
１蛋白含量显著升高，祛湿化瘀方组与模型组相比
没有太大变化。对于能体现蛋白活性的核蛋白

ＳＲＥＢＰ１蛋白含量模型组显著高于正常组，且祛湿
化瘀方有显著的降低效应。

模型组大鼠肝组织总蛋白 ＣＨＲＥＢＰ含量与正
常组相比无统计学意义，但祛湿化瘀方干预后，高脂

饮食模型大鼠肝组织总蛋白 ＣＨＲＥＢＰ含量显著降
低。对于具有蛋白活性功能的核蛋白 ＣＨＲＥＢＰ含
量，模型组显著高于正常组，且祛湿化瘀方治疗组显

著低于模型组。

图２　各组肝组织总蛋白及核蛋白
　　ＳＲＥＢＰ１、ＣＨＲＥＢＰ表达情况

　　注：（Ａ）ＷＢ图片，（Ｂ）ＷＢ图片条带灰度积分半定量柱
状图；ＮＤ，ＨＦＤ，ＨＦＤ＋ＱＨＤ分别为正常组、模型组及祛湿化
瘀方组；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，ｖｓ正常组；＃＃Ｐ＜００１，ｖｓ模
型组。

２４　祛湿化瘀方对 ＮＡＦＬ大鼠肝组织 ＡＭＰＫα１、
ＡＭＰＫα２、ＳＲＥＢＰ１、ＡＣＣα、ＳＲＥＢＰ１ｃ及ＣＨＲＥＢＰ基
因表达的影响　模型大鼠 ＡＭＰＫα１基因表达较正
常组显著降低，模型大鼠 ＡＭＰＫα２基因表达与正常
组相比虽无统计学意义，有较大幅度降低，祛湿化瘀

方与模型组相比ＡＭＰＫα１、ＡＭＰＫα２均有降低趋势。
模型组肝组织 ＳＲＥＢＰ１基因表达量显著高于正常
组，祛湿化瘀方组与模型组相比有降低趋势。正常
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组、模型组与祛湿化瘀方组肝组织 ＣＨＲＥＢＰ／ＡＣＣα
基因表达均无统计学意义。（见表４）。
表４　各组肝脏ＡＭＰＫα１、ＡＭＰＫα２、ＳＲＥＢＰ１、ＣＨＲＥＢＰ

及ＡＣＣα基因表达（珋ｘ±ｓ）
组别 ＡＭＰＫα１ ＡＭＰＫα２ ＳＲＥＢＰ１ ＣＨＲＥＢＰ ＡＣＣα

正常组 １９１±０４ ２１９±１２５０３９±００６ ２０５±０７３１３２±０５４
模型组 １０３±０３ １３４±０３５１１６±０６９ １０８±０５５１０２±０２３

祛湿化瘀方组１３７±０６５ ０９１±０２７０９８±０１６ ０９±０６２０８３±０３１

　　注：Ｐ＜００５，ｖｓ正常组。

３　讨论
“祛湿化瘀方”由茵陈、栀子等５味中药组成，是

临床治疗ＮＡＦＬＤ的有效中药复方［７］。近１０年十余
次动物实验反复证实了该方显著降低实验性 ＮＡＦＬ
大鼠肝脏脂肪含量、减轻肝脏炎症的药理效应，其降

低肝组织ＴＧ和ＦＦＡ降低效应尤为显著［２－４］。

ＡＭＰＫ在肝脏脂质稳态调节中发挥重要作用。
ＡＭＰ激活的 ＡＭＰＫ作为一类重要的蛋白激酶与肥
胖及代谢综合征相关疾病的发病密切相关［４］，成为

近年来研究的热点。ＡＭＰＫ系统是细胞能量的感受
器。当代谢应激时，ＡＴＰ生成减少（例如葡萄糖和氧
缺乏）而消耗增加（例如肌肉收缩），细胞内 ＡＭＰ：
ＡＴＰ的比值升高，ＡＭＰＫ即被激活。一旦被激活，
ＡＭＰＫ打开产生 ＡＴＰ的分解代谢通路而关闭消耗
ＡＴＰ的过程，例如生物合成，细胞生长及增值。
ＡＭＰＫ复合物由α催化亚单位和β、γ调节亚单位构
成，属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，其中 α亚单位的
苏氨酸１７２位点及其磷酸化对ＡＭＰＫ活性的调节起
重要作用，一旦１７２位苏氨酸磷酸化，ＡＭＰＫ被激活
为有活性的 ｐＡＭＰＫ形式，则可通过调节下游蛋白
激酶或调控各种基因表达从而影响机体的能量代

谢。ＡＭＰＫ在细胞能量平衡中的作用主要是通过对
代谢酶的快速直接的修饰（磷酸化）实现的。

多项研究表明，无论在先天瘦素基因缺乏的

ｏｂ／ｏｂ小鼠还是高糖或高脂饮食诱导的 ＮＡＦＬＤ动
物模型中均存在 ＡＭＰＫ磷酸水平及活性的降低，
ＡＭＰＫ基因及蛋白活性的改变在 ＮＡＦＬＤ的发病过
程中起重要作用［８－９］。乙酰辅酶 Ａ羧化酶（Ａｃｅｔｙｌ
ＣｏＡＣａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）和３羟基３甲基戊二酰辅酶
Ａ还原酶（３ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＨＭＧＣｏＡ）是最早发现的两个 ＡＭＰＫ的靶蛋白，其
分别是脂肪酸和胆固醇合成过程中的关键酶。ＡＣＣ
是丙二酸单酰辅酶Ａ合成过程中的限速酶，而丙二
酸单酰辅酶Ａ既是脂肪酸合成的前体，又可抑制肉
碱棕榈酰转移酶１的活性从而干扰长链脂酰辅酶Ａ
进入线粒体，最终抑制线粒体脂肪酸氧化。因此，

ＡＭＰＫ通过磷酸化ＡＣＣ抑制其活性，降低肝细胞中
丙二酸单酰辅酶Ａ的含量，从而抑制脂肪酸的合成
并增强线粒体对脂肪酸的利用和氧化［４］。

ＳＲＥＢＰ１Ｃ是调节糖脂代谢的重要转录因子，它
直接参与调控有关脂质合成相关酶基因如 ＡＣＣ、
ＦＡＳ、ＳＣＤ的表达，增加肝脏脂质合成［１０］。ＣｈＲＥＢＰ
是一在糖脂代谢过程中发挥重要作用的转录因

子［１０］，ＣｈＲＥＢＰ的靶基因主要是参与糖酵解和脂质
合成的一些酶类，因而 ＣｈＲＥＢＰ的激活可促进葡萄
糖向脂质转化。ＡＭＰＫ可以减少再摄食诱导
ＳＲＥＢＰ１ｃ和 ＣｈＲＥＢＰ的转录激活。此外，ＡＭＰＫ还
能够磷酸化ＣｈＲＥＢＰＳｅｒ５６８位点，使其与ＤＮＡ的结
合能力下降，从而抑制葡萄糖反应性基因的转

录［１１］。

鉴于ＡＭＰＫ蛋白活性及其调节的脂肪代谢相关
靶蛋白活性改变在 ＮＡＦＬ的发病过程中的重要作
用，祛湿化瘀方显著降低实验性脂肪肝肝脏脂肪含

量有效防治 ＮＡＬＦ是否与调节该蛋白活性相关呢？
本研究运用高脂饮食诱导的大鼠脂肪肝模型观察祛

湿化瘀方对ＡＭＰＫ蛋白活性及其相关脂肪代谢靶蛋
白ＳＲＥＢＰ１、ＣＨＲＥＢＰ、ＡＣＣ活性的影响，以探讨该
方有效防治实验性脂肪肝的作用机制。

研究结果证实在高脂饮食诱导的 ＮＡＦＬ模型中
存在 ＡＭＰＫ基因与蛋白磷酸化水平的下降、核蛋白
ＳＲＥＢＰ１及ＣＨＲＥＢＰ表达的升高及 ＡＣＣ蛋白磷酸
化水平的下降，揭示了 ＡＭＰＫ及其调控的脂肪代谢
通路与该模型肝脏脂肪过度沉积的之间的关系。同

时，研究结果也显示祛湿化瘀方干预后模型大鼠

ＡＭＰＫ、ＡＣＣ磷酸化水平显著升高、核蛋白 ＳＲＥＢＰ１
及ＣＨＲＥＢＰ含量显著降低，提示该复方对该模型
ＡＭＰＫ活性及其相关的靶蛋白有良性调节作用。这
可能是该方改善肝脏脂肪代谢、有效防治ＮＡＦＬＤ的
重要机制之一。
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