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摘要　目的：观察黄连碱对脂肪肝ＳＤ大鼠模型脂代谢指标的影响，探讨作用机制。方法：采用高脂饲养构建ＳＤ大鼠脂肪
肝模型，随机分组为正常对照组、高脂模型组、黄连碱低、高剂量组（１０ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ），给药３０ｄ，分析大鼠体重、肝指
数、三酰甘油（ＴＧ）、肝功能（ＡＬＴ，ＡＳＴ）及肝脏病理等指标；采用人肝癌ＨｅｐＧ２细胞系，蛋白免疫印迹法（ＷＢ）观察黄连碱
对ＡＭＰ活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）蛋白的表达，反转录荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法分析肉碱脂酰转移酶１（ＣＰＴ１）ｍＲＮＡ、
羟甲基戊二酰辅酶Ａ（ＨＭＧＣｏａ）ｍＲＮＡ的表达，高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定细胞内 ＡＭＰ的含量。结果：与高脂饮食组比
较，黄连碱低、高剂量组均降低了 ＴＧ水平、改善 ＡＳＴ以及肝脏组织学形态，且黄连碱高剂量组效果优于低剂量组。在
ＨｅｐＧ２细胞中，黄连碱显著提高ＡＭＰ的浓度，激活ＡＭＰＫ蛋白磷酸化表达，上调ＣＰＴ１ｍＲＮＡ的表达，抑制ＨＭＧＣｏａｍＲ
ＮＡ的表达。结论：黄连碱具有显著改善大鼠脂肪肝的效应，作用机制可能与提高 ＡＭＰ的浓度，激活 ＡＭＰＫ信号通路有
关。
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　　黄连碱（Ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ，ＣＯＰ）是毛茛科植物黄连中含 季铵基团的异喹啉类生物碱，有抗菌、抗炎［１２］等多
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种生物活性［３４］。黄连生物活性碱的调脂研究主要

集中于小檗碱，其调脂效应和机制是目前中药单体

成分中最深入的，小檗碱已被证明是通过线粒体呼

吸链途径间接上调 ＡＭＰ和 ＡＤＰ含量，激活
ＡＭＰＫ［５］，进而促进脂质氧化利用［６７］。我们研究发

现ＣＯＰ和小檗碱是黄连生物碱中的肝细胞高亲和
成分，且ＣＯＰ细胞亲和性优于小檗碱［８］。ＣＯＰ是否
与小檗碱具有相同的降脂活性和作用机制有待探

讨。本课题研究以 ＡＭＰＫ信号通路为主轴，在体内
模型上研究ＣＯＰ降脂活性的效应，在体外层面探讨
其可能的降脂分子机制。现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与细胞　ＳＤ大鼠，雄性，平均体重（１７０
±２０）ｇ，广东省实验动物中心供应；实验期间饲养室
温度为（２０±２）℃，湿度为（６０±５）％。

人肝癌ＨｅｐＧ２细胞株，购自中国科学院上海细
胞库。细胞培养：高糖ＤＭＥＭ完全培养液含有１０％
ＦＢＳ、１％的双抗（１００Ｕ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉
素）。将细胞置于５％（φ）ＣＯ２的３７℃细胞孵育箱
中培养，每２ｄ换液１次；待细胞生长至约８０％，用
０２５％胰酶消化细胞，进行传代。
１１２　药物　ＣＯＰ，纯度≥９５％，四川中药标准中
心供应，批号：１３０２２０；高脂饲料（胆固醇２％，猪油
１０％，胆盐０３％，蔗糖２０％，基础饲料６７７％）广东
省实验动物中心供应。

１１３　试剂与仪器　高糖 ＤＭＥＭ培养基（美国
ＧＩＢＣＯ公司，生产批号：１２９０００７）；血清（美国赛默
飞世尔公司）；胰酶（北京鼎国昌盛生物技术有限公

司，生产批号：８９０１０４４０）；三酰甘油（ＴＧ）试剂盒、谷
丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）测定试剂盒
（南京建成生物工程研究所，生产批号分别为：

２０１３０１００３８、２０１３０６０８、２０１３０６０８）；ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司，货号：

１１０８０８）；ＥＣＬ化学发光试剂盒（Ａｄｖａｎｓｔａ，货号：
１１０８３１１５）；蛋白 ｍａｒｋｅｒ：（Ｔｈｅｒｍｏ，生 产 批 号：
００１１３４３９）；引物序列由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。色谱
纯甲醇（美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司 ＆德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；
实验用水为超纯水；其余试剂为分析纯（天津市科密

欧化学试剂有限公司）。ＵＣ６型超薄切片机（奥地
利，Ｌｅｉｃａ仪器有限公司）；Ｈ６００型透射电镜（日本
日立电子有限公司）。ＳＷＣＦ１ＦＤ超净台（上海博
迅实业有限公司医疗设备厂），ＣＯ２细胞培养箱（美
国，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；倒置显微镜（日本，Ｏ

ｌｙｍｐｕｓ公司）；ＭｉｔｈｒａｓＬＢ９４０酶联免疫检测仪（德
国，ＢｅｒｔｈｏｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；５１８０Ｒ低温高速离
心机（德国，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）ＨＡＬ１００荧光倒置显微
镜（德国，Ｚｅｉｓｓ公司），实时 ＰＣＲ扩增仪（ＡＢＩ，
ＳｔｅｐｏｎｅＰｌｕｓ），热循环 ＰＣＲ仪（ＡｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），
Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００ＨＰＬＣ仪（美国，Ｄｉｏｎｅｘ公司），配备
ＤＡＤ检测器；ＤｉｏｎｅｘＡｃｃｌａｉｍ１２０Ｃ１８色谱柱（４６ｍｍ
×２５０ｍｍ，５μｍ）；ＰＵＲＥＬＡＢＵｌｔｒａＧＥＭＫ２纯水仪
（ＥＬＧＡ，ＨｉｇｈＷｙｃｏｍｂｅ，ＵＫ）；ＢＴ２２４ｓ型万分之一电
子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　动物实验：将 ＳＤ大鼠随
机分为正常对照组（正常组）（ｎ＝６）和观察组（ｎ＝
１８），分别用普通饲料及高脂饲料饲养。４２ｄ造模成
功后，观察组随机分成高脂模型组（模型组）、ＣＯＰ
低剂量组（１０ｍｇ／ｋｇ）和ＣＯＰ高剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ），
每组６只。体外细胞实验：ＨｅｐＧ２细胞培养于高糖
ＤＭＥＭ完全培养液中，将实验细胞随机分成空白对
照组及ＣＯＰ低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ）、高剂量组（２５０
ｍｇ／ｋｇ）。
１２２　给药方法　动物实验：ＣＯＰ低、高剂量组分
别给予浓度为１０ｍｇ／ｋｇ、５０ｍｇ／ｋｇ的 ＣＯＰ，１次／ｄ，
正常组给予等容量的０５％ＣＭＣＮａ，连续灌胃给药
３０ｄ。细胞实验：当ＨｅｐＧ２细胞长到８０％～９０％，以
每孔２×１０５的细胞个数接种于６孔板，正常培养４８
ｈ，细胞达到对数生长期时分组给药，空白对照组给
予含１０％ＦＢＳ的完全培养基，观察组中 ＣＯＰ低、高
剂量组分别予含ＣＯＰ５０μｇ／ｍＬ、２５０μｇ／ｍＬ的培
养液，每组做６个平行孔。
１２３　检测指标与方法　１）体重及肝指数测定：实
验期间称量大鼠体重１次／周。实验结束前，采血后
快速摘取肝脏并称取其质量，计算肝指数（肝湿重／
体重×１００％）。２）部分血清指标测定：按试剂盒提
供的方法测定：磷酸甘油氧化酶ＰＡＰ法测定血清
ＴＧ含量，用赖氏法测定 ＡＬＴ含量，比色法测定血清
ＡＳＴ含量。３）肝脏三酰甘油测定：称取肝组织５００
ｍｇ，加三氯甲烷：甲醇（１∶１）混合液后匀浆，待试剂
挥发后用磷酸甘油氧化酶ＰＡＰ法测定肝脏中ＴＧ含
量。４）肝脏病理结构检查：肝组织常规石蜡包埋、切
片、ＨＥ染色。对肝脏脂肪变性程度及炎性反应程度
进行分级、评分，非酒精性脂肪性肝病的病理组织学

诊断参考２０１０年中国肝脏病学分会脂肪肝和酒精
性肝病学组修订的《非酒精性脂肪性肝病诊疗指

南》。５）ＨＰＬＣ法测定细胞 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ含量：
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ＨｅｐＧ２细胞提取：取培养皿的细胞首先用冰 ＰＢＳ洗
涤两次，立刻转移到一个１５ｍＬＥＰ管中。加入冰预
冷的１ｍＬ０４ｍｏｌ／Ｌ高氯酸，于超声波细胞粉碎机
中粉碎、匀浆；离心，取上清液，用 ５ｍｏｌ／Ｌ的 ＫＯＨ
调ｐＨ值至 ６０～７０，取上清，用 ０２２μｍ滤膜过
滤，待测。色谱条件：流动相：１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓
冲液（含１２ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠和８８ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
二氢钠，ＰＨ＝６５）：甲醇（９９９∶０１），柱子：Ｃ１８；柱
温：３０℃；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：３０μＬ；检测波
长：２５４ｎｍ。６）蛋白印迹分析：提取细胞总蛋白，按
ＢＣＡ试剂盒用酶标仪在５７０ｎｍ波长下测定蛋白浓
度。进行定量及样品前处理后，根据碧云天 ＢＣＡ试
剂盒说明书配制胶体（４％的积层胶，１２％分离胶），
将事先计算好的上样量加入胶体中，以８０Ｖ电压电
泳３０ｍｉｎ左右，再加至１２０ｖ电泳９０ｍｉｎ后，将胶体
上的蛋白转印至 ＰＶＤＦ膜中，染色观察蛋白是否顺
利转印至ＰＶＤＦ膜中。用 ＴＢＳＴ将脱脂奶粉配制成
５％浓度，将转印后目的蛋白的 ＰＶＤＦ膜进行封闭２
ｈ，随后用ＴＢＳＴ进行洗涤３次，５ｍｉｎ／次。将 ＰＶＤＦ
膜置于化学发光成像仪上，滴入 ＥＣＬ发光液显影，
随后进行图像采集。７）ＰＣＲ法检测分析：细胞中加
入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ充分反应后按照说明书进行细胞总
ＲＮＡ提取，用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计引物，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成，以２０μＬ逆转录反应体系合成ｃＤＮＡ。样
品在 ＰｉｋｏＲｅａｌ上运行 ９６实时 ｑＰＣＲ检测系（Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ）引物序列 ＣＰＴ１上游：５′ＧＣＣＧＣＴＣＧＴ
ＴＣＡＣＴＣＣＡ３′；下游：５′ＡＧＣＣＧＣＡＧＡＴＧＴＣＡＡＴＣＣＣ
３′；ＨＭＧＣＯＡ：上游：５′ＴＡＡＣＴＣＡＧＡＧＧＧＴＴＡＡＧＡＴ
３′；下游：５′ＡＣＴＧＣＣＡＧＡＧＧＧＡＡＡＣ３′。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０软件对分组数
据进行统计分析，采用多重比较检验和 χ２分析，以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　高脂饲料建立脂肪肝的ＳＤ大鼠模型　实验过
程中各组大鼠均无死亡发生。与正常对照组大鼠比

较，高脂饮食组大鼠性情温顺，不喜动，毛发蓬乱无

光泽，大便稀软，且次数较正常对照组少。造模六周

后，进行分组给药，给药约第二周，ＣＯＰ组的大鼠较
模型组活跃，饲料摄入量与模型组相当。

２２　ＣＯＰ对脂肪肝大鼠模型体重、肝功能的影响　
　与正常对照组比较，高脂饮食组大鼠体重增长均
较快，各给药组的体重增长速度在给药第二周后缓

慢，慢于模型组的体重增加速度，但最终体重比较，

差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与高脂饮食组比

较，ＣＯＰ低、高剂量组的肝重、肝指数均降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。与正常对照组比，
高脂饮食组血清 ＴＧ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平均升高，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），表现为高三酰甘油血症
和典型脂肪肝特点；与模型组比较，各给药组血清

ＴＧ水平降低，ＣＯＰ改善了肝酶 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平（Ｐ＜
００５）。见图２。

图１　低、高剂量ＣＯＰ对高脂饮食大鼠体重、
肝重、肝指数的影响

　　注：（Ａ）各组体重；（Ｂ）各组肝脏重量；（Ｃ）各组肝指数（肝湿重／

体重×１００％）。与正常组比较，▲Ｐ＜００５；与高脂饮食组比较，Ｐ

＜００５

图２　低、高剂量ＣＯＰ对高脂饮食大鼠血清ＴＧ、
ＡＳＴ、ＡＬＴ浓度的影响

　　注：（Ａ）各组血清ＴＧ水平；（Ｂ）各组血清ＡＳＴ水平；（Ｃ）各组血

清ＡＬＴ水平。与正常组比较，▲Ｐ＜００５；与高脂饮食组比较，Ｐ＜

００５
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图３　低、高剂量ＣＯＰ对高脂饮食大鼠肝ＴＧ浓度的影响
　　注：与正常对照组比较，▲Ｐ＜００５；与高脂饮食组比较，Ｐ＜

００５

图４　各观察组肝组织ＨＥ染色（×４００）
　　注：Ａ正常对照组；Ｂ高脂模型组；ＣＣＯＰ（１０ｍｇ／ｋｇ）组；ＤＣＯＰ
（５０ｍｇ／ｋｇ）组

２３　ＣＯＰ对脂肪肝大鼠模型的肝脏病理影响　　
　肝脏组织 ＴＧ含量的变化与正常对照组比较，高
脂饮食组肝脏组织 ＴＧ含量较高，与模型组比较，各
给药组有显著改善（Ｐ＜００５）。见图３。肝脏组织
学形态及ＨＥ染色病理的变化与正常对照组比较，
高脂饮食组肝脏肿大，重量增加，边缘钝而厚，表面

色泽苍白，肝脏形态呈显著脂肪变性征状，切片出现

大量脂肪空泡，表现为大泡性空泡，模型组表现为

中重度的肝脂肪变性特点。与模型组比较，各给药

组组织形态仍呈一定的肝脂肪变性特征，且仍然存

在脂肪空泡，但具有明显恢复迹象，脂肪空泡转变为

小泡性脂肪，且脂肪空泡减少。见图４。
２４　ＣＯＰ对ＨｅｐＧ２细胞 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ的影响　
　　采用高效液相色谱技术建立了测定 ＨｅｐＧ２细
胞内ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ含量的方法，用标准曲线定量，
蛋白测定校正分析，结果显示：与空白对照组比较，

给药组的ＡＭＰ含量有明显升高趋势；ＣＯＰ高剂量组
的细胞ＥＣ值较空白对照组显著降低（Ｐ＜００５）。
见表１、图５。

图５　ＣＯＰ对ＨｅｐＧ２细胞ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ的影响色谱图

图６　低、高剂量ＣＯＰ对高脂饮食大鼠ＡＭＰＫ蛋白磷酸化
　　水平、ＣＰＴ１ｍＲＮＡ、ＨＭＧＣｏａｍＲＮＡ水平的影响

　　注：（Ａ、Ｂ）各组 ＨｅｐＧ２细胞 ＡＭＰＫ蛋白磷酸化水平；（Ｃ）各组

ＨｅｐＧ２细胞ＣＰＴ１ｍＲＮＡ水平；（Ｄ）各组 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＭＧＣｏａｍＲ

ＮＡ水平，与正常对照组比较，Ｐ＜００５

２５　ＣＯＰ对 ＨｅｐＧ２细胞 ＡＭＰＫ磷酸化、ＣＰＴ１
ｍＲＮＡ和ＨＭＧＣｏａｍＲＮＡ水平的影响　采用ｐ
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表１　ＣＯＰ对３组ＨｅｐＧ２细胞ＡＴＰ，ＡＤＰ和ＡＭＰ含量的比较

组别 ＡＴＰ／（ｎｇ／ｍｇ） ＡＤＰ／（ｎｇ／ｍｇ） ＡＭＰ／（ｎｇ／ｍｇ） ＥＣ

空白对照组（ｎ＝３） ３０７２７±２００６ １５３８±２５６ ２３７０±２８２ ０９１０±０００４
５０μｇ／ｍＬＣＯＰ剂量组（ｎ＝３） ３０５８７±４５８６ １８６４±１０２ ３５０３±８２０ ０８７７±００２０
２５０μｇ／ｍＬＣＯＰ剂量组（ｎ＝３） ２９５５４±９７７ ２１０６±４２４ ５５０６±１７９８ ０８２６±００３９

　　注：方差齐，采用ＬＳＤ法两两比较，观察组ＥＣ与正常对照组ＥＣ比较，Ｐ＜００５

ＡＭＰＫ蛋白表达／ＡＭＰＫ蛋白表达率评价 ＡＭＰＫ激
活程度。与空白对照组比较，ＣＯＰ低、高剂量组均
可促进 ＡＭＰＫ蛋白磷酸化水平（Ｐ＜００５）。见图
６Ａ、６Ｂ。与空白对照组比较，低剂量 ＣＯＰ组 ＣＰＴ１
ｍＲＮＡ表达水平有上升的趋势，但不具有显著性差
异，而高剂量 ＣＯＰ组 ＣＰＴ１ｍＲＮＡ表达水平上升，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图６Ｃ。ＡＭＰＫ的
激活，可抑制下游 ＨＭＧＣｏａ的表达，减少胆固醇的
生成［９］。与空白对照组比较，高、低剂量 ＣＯＰ组均
有降低 ＨＭＧＣｏａｍＲＮＡ表达水平的趋势。见图
６Ｄ。
３　讨论

脂肪性肝病（ＦｉｔｔｙＬｉｖｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＦＬＤ）是一种病
变主体在肝小叶，以肝细胞弥漫性脂肪变的临床病

理综合征。其特点是脂肪堆积，本质是机体能量过

剩或脂质异位蓄积于肝，主要表现为肝脏实质细胞

脂肪变性。中医药研究集中在活性中药单体化合

物，如小檗碱［１０］，人参皂甙［１１］，和齐墩果酸［１２］，试图

通过药物激活提高肝脏细胞能量代谢车间的运作效

率。最近ＣＯＰ的药物活性也引起了关注，抗心肌缺
血［１３］，抗糖尿病［１４］，抗菌［１５］，治疗肝癌和白血病［１６］

等活性先后被报道［１７１８］。ＣＯＰ与小檗碱的结构相
似，均具有季铵活性基团［１９］。ＣＯＰ是黄连中的降脂
活性成分，前期的研究发现ＣＯＰ体外降脂活性优于
小檗碱。本实验证明了 ＣＯＰ对高脂饲养的大鼠脂
肪肝具有较好的治疗作用，且ＣＯＰ高剂量组治疗效
果优于低剂量组。

研究发现，肝脏脂质代谢是一个复杂的网络调

节系统，一些重要的转录和代谢调节因子是整个网

络调节的关键节点，如：ＰＰＡＲα、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＡＭＰＫ。
调控这些关键靶点可以帮助肝脏加速分解代谢，从

而治疗脂肪肝［２０］。ＡＭＰＫ处在调控脂质代谢网络
的上游，当感受到细胞能量物 ＡＭＰ／ＡＴＰ变化时，
ＡＭＰＫ的磷酸化增强，可引起脂代谢调节因素的级
联反应［２１］。并且 ＡＭＰＫ在哺乳动物细胞能量平衡
及细胞分化中发挥重要作用，其活化后能影响很多

脂质代谢相关酶，如 ＨＭＧＣｏＡ、ＣＰＴ１［２２］。本实验
中采用ＷＢ和ＲＴＰＣＲ方法探索 ＣＯＰ降脂的机制，

结果证明 ＣＯＰ改变了 ＨｅｐＧ２细胞内的能量物质
ＡＴＰ，ＡＤＰ，ＡＭＰ的比例关系，降低了细胞 ＥＣ值，进
而诱导ＡＭＰＫ蛋白的磷酸化，以及上调下游 β氧化
关键酶ＣＰＴ１的 ｍＲＮＡ的表达和下调 ＨＭＧＣｏＡｍ
ＲＮＡ的表达。这些结果均提示我们：ＣＯＰ降脂的途
径可能与激活ＡＭＰＫ信号通路途径有关。

综上所述，通过体内动物水平研究证实了 ＣＯＰ
的治疗脂肪肝效果显著，具有降脂的功效，ＣＯＰ在
体外ＨｅｐＧ２细胞中，既有激活ＡＭＰＫ磷酸化的直接
证据，又有激活 ＡＭＰＫ信号通路的间接证据，降低
了胆固醇合成酶ＨＭＧＣｏａｍＲＮＡ的表达，促进了脂
肪酸β氧化 ＣＰＴ１ｍＲＮＡ的表达。我们的研究提
示ＣＯＰ可能通过激活 ＡＭＰＫ信号通路来改善大鼠
脂肪肝。
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