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[摘要] 　 研究薯蓣皂苷元对非酒精性脂肪肝病( nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
 

NAFLD)模型大鼠肝组织中雷帕霉素靶蛋白

(mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,
 

mTOR)、甾醇调节元件结合蛋白-1c(sterol
 

regulatory
 

element-binding
 

protein-1c,
 

SREBP-1c)、热
休克蛋白 60(heat

 

shock
 

protein,
 

HSP60)、中链酰基辅酶 A 脱氢酶(medium-chain
 

acyl-CoA
 

dehydrogenase,
 

MCAD)、短链酰基辅

酶 A 脱氢酶(short-chain
 

acyl-CoA
 

dehydrogenase,
 

SCAD)表达的影响,探讨薯蓣皂苷元缓解 NAFLD 的作用机制。 40 只雄性 SD
大鼠,按照随机数表法分为 5 组:对照组、高脂饮食组、薯蓣皂苷元低剂量组(150

 

mg·kg-1·d-1 )、薯蓣皂苷元高剂量组(300
 

mg·
kg-1·d-1 )、辛伐他汀组(4

 

mg·kg-1·d-1 ),每组 8 只,其中对照组大鼠给予普通饲料喂养,其余 4 组大鼠给予高脂饮食喂养,喂
食 8 周后,高脂饮食喂养组大鼠的体质量显著增加,此后,每天以相应剂量薯蓣皂苷元或辛伐他汀连续灌胃给药 8 周。 生化法

检测血清中甘油三酯(triglyceride,
 

TG)、总胆固醇(total
 

cholesterol,
 

TC)、谷丙转氨酶( alanine
 

transaminase,
 

ALT)及谷草转氨

酶(aspartate
 

transaminase,
 

AST)水平;酶法检测肝脏中 TG、TC 水平;油红 O 染色检测肝脏脂质蓄积情况;苏木素-伊红( hema-
toxylin-eosin,

 

HE)染色检测肝组织病理形态变化;实时荧光定量聚合酶链反应和蛋白免疫印迹法分别检测大鼠肝组织中

mTOR、SREBP-1c、HSP60、MCAD、SCAD 的 mRNA 和蛋白表达水平。 结果显示,与对照组相比,高脂饮食组大鼠体质量、食物摄

入量、肝指数以及血清 TG、TC、ALT、AST 水平和肝脏 TG、TC 水平显著升高,肝脏脂质蓄积显著增多,肝脏结构紊乱,脂肪变性

明显,肝脏 mTOR、SREBP-1c 的 mRNA 和蛋白表达水平显著升高,而 HSP60、MCAD、SCAD 的 mRNA 和蛋白表达水平显著降

低;与高脂饮食组比较,各治疗组大鼠体质量、食物摄入量、肝指数以及血清 TG、TC、ALT、AST 水平和肝脏 TG、TC 水平显著降

低,肝脏脂质蓄积显著减少,肝脏脂肪变性明显改善,肝脏 mTOR、SREBP-1c
 

的 mRNA 和蛋白水平显著降低,HSP60、MCAD、
SCAD

 

mRNA 和蛋白水平显著升高。 薯蓣皂苷元高剂量组的治疗效果优于薯蓣皂苷元低剂量组和辛伐他汀组。 薯蓣皂苷元

可能通过抑制 mTOR、SREBP-1c 的表达,促进 HSP60、MCAD、SCAD 的表达,以减少肝脏脂质合成、改善线粒体功能、促进脂肪

酸 β 氧化,发挥防治 NAFLD 的作用。
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[Abstract]　 This
 

study
 

aims
 

to
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR),
 

sterol
 

regulatory
 

element-binding
 

protein-1c
 

( SREBP-1c ),
 

heat
 

shock
 

protein
 

60
 

( HSP60 ),
 

medium-chain
 

acyl-CoA
 

dehydrogenase
 

(MCAD),
 

and
 

short-chain
 

acyl-CoA
 

dehydrogenase
 

( SCAD)
 

in
 

the
 

liver
 

tissue
 

of
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

(NAFLD)
 

and
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

diosgenin
 

in
 

alleviating
 

NAFLD.
 

Forty
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomized
 

into
 

five
 

groups:
 

a
 

con-
trol

 

group,
 

a
 

model
 

group,
 

low-
 

(150
 

mg·kg-1·d-1 )
 

and
 

high-dose
 

(300
 

mg·kg-1·d-1 )
 

diosgenin
 

groups,
 

and
 

a
 

simvastatin
 

(4
 

mg·
kg-1·d-1 )

 

group.
 

The
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

fed
 

with
 

a
 

normal
 

diet,
 

while
 

those
 

in
 

the
 

other
 

four
 

groups
 

were
 

fed
 

with
 

a
 

high-
fat

 

diet.
 

After
 

feeding
 

for
 

8
 

weeks,
 

the
 

body
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

high-fat
 

diet
 

groups
 

increased
 

significantly.
 

After
 

that,
 

the
 

rats
 

were
 

administrated
 

with
 

the
 

corresponding
 

dose
 

of
 

diosgenin
 

or
 

simvastatin
 

by
 

gavage
 

every
 

day
 

for
 

8
 

weeks.
 

The
 

levels
 

of
 

triglyceride
 

(TG),
 

total
 

cholesterol
 

(TC),
 

alanine
 

transaminase
 

( ALT),
 

and
 

aspartate
 

transaminase
 

( AST)
 

in
 

the
 

serum
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

bio-
chemical

 

method.
 

The
 

levels
 

of
 

TG
 

and
 

TC
 

in
 

the
 

liver
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

enzyme
 

method.
 

Oil-red
 

O
 

staining
 

was
 

employed
 

to
 

de-
tect

 

the
 

lipid
 

accumulation,
 

and
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

liver
 

tissue.
 

The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

mTOR,
 

SREBP-1c,
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD
 

in
 

the
 

liver
 

tissue
 

of
 

rats
 

were
 

determined
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-qPCR)
 

and
 

Western
 

blot,
 

respectively.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

model
 

group
 

showed
 

increased
 

body
 

weight,
 

food
 

uptake,
 

liver
 

index,
 

TG,
 

TC,
 

ALT,
 

and
 

AST
 

levels
 

in
 

the
 

serum,
 

TG
 

and
 

TC
 

levels
 

in
 

the
 

liver,
 

lipid
 

deposition
 

in
 

the
 

liver,
 

obvious
 

hepatic
 

steatosis,
 

up-regulated
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

mTOR
 

and
 

SREBP-1c,
 

and
 

down-regulated
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

rats
 

in
 

each
 

treatment
 

group
 

showed
 

obviously
 

decreased
 

body
 

weight,
 

food
 

uptake,
 

liver
 

index,
 

TG,
 

TC,
 

ALT,
 

and
 

AST
 

levels
 

in
 

the
 

serum,
 

TG
 

and
 

TC
 

levels
 

in
 

the
 

liver,
 

lessened
 

lipid
 

deposition
 

in
 

the
 

liver,
 

ameliorated
 

hepatic
 

steatosis,
 

down-regulated
 

mRNA
 

and
 

protein
 

le-
vels

 

of
 

mTOR
 

and
 

SREBP-1c,
 

and
 

up-regulated
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD.
 

The
 

high-dose
 

diosgenin
 

outperformed
 

the
 

low-dose
 

diosgenin
 

and
 

simvastatin.
 

Diosgenin
 

may
 

prevent
 

and
 

treat
 

NAFLD
 

by
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

mTOR
 

and
 

SREBP-1c
 

and
 

promoting
 

the
 

expression
 

of
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD
 

to
 

reduce
 

lipid
 

synthesis,
 

improving
 

mitochondrial
 

func-
tion,

 

and
 

promoting
 

fatty
 

acid
 

β
 

oxidation
 

in
 

the
 

liver.
[Key

 

words]　 diosgenin; non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease; lipid
 

synthesis; mitochondrial
 

function; fatty
 

acid
 

β
 

oxidation
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薯蓣皂苷元是一种天然存在的甾体皂苷元,是
从薯蓣科植物野生山药、葫芦巴等多种传统中草药

中提取的主要生物活性成分[1] 。 研究表明,薯蓣皂

苷元具有抗炎、抗氧化、改善肝脂代谢、神经保护、抗
心血管疾病和抗癌等多种药理作用[2] 。 前期实验

研究证明薯蓣皂苷元表现出明显的保肝作用,包括

防止氧化应激, 改善肝脂代谢和改善脂肪肝损

伤[3] 。 但其治疗非酒精性脂肪肝病( non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
 

NAFLD)的潜在作用机制尚不明

确。 肝脂肪变性在 NAFLD 的发生和发展过程中起

到关键作用[4] ,肝脏中沉积的脂肪酸、甘油三酯和

其他脂毒性物质可能通过诱导线粒体功能障碍导致

肝细胞的破坏[5] ,从而进展为肝硬化或癌症,因此,
恢复脂质稳态和改善线粒体功能是 NAFLD 的有效

预防和治疗策略。 本研究以高脂饮食构建 NAFLD
大鼠模型,旨在观察薯蓣皂苷元对 NAFLD 模型大鼠

脂质合成、线粒体功能和脂肪酸 β 氧化的调控作用

及对大鼠肝脏中雷帕霉素靶蛋白( mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,
 

mTOR)、甾醇调节元件结合蛋白-1c

( sterol
 

regulatory
 

element-binding
 

protein-1c,
 

SREBP-
1c)、热休克蛋白 60(heat

 

shock
 

protein,
 

HSP60)、中
链酰基辅酶 A 脱氢酶(medium-chain

 

acyl-CoA
 

dehy-
drogenase,

 

MCAD)和短链酰基辅酶 A 脱氢酶(short-
chain

 

acyl-CoA
 

dehydrogenase,
 

SCAD) 表达的影响,
为薯蓣皂苷元治疗 NAFLD 的临床应用提供科学

支持。
1　 材料

1. 1　 动物　 40 只 6 周龄 SPF 级健康雄性 SD 大鼠,
体质量(200±20) g,北京维通利华实验动物技术有

限公司提供,合格证号 SCXK(京)2016-0011。 所有

动物均饲养在标准环境 [ 温度 ( 23 ± 2)℃ , 湿度

50%±10%,昼夜循环每日 12
 

h / 12
 

h 交替照明]中,
自由获取食物和水。 用于诱导 NAFLD 大鼠模型的

高脂饲料购自小黍有泰(北京)生物科技有限公司,
配方如下,猪油 10%、蛋黄粉 10%、胆固醇 1%,其余

为基础饲料(蛋白质 20. 8%、脂肪 34. 9%、碳水化合

物 44. 3%)。 用于诱导高胆固醇血症大鼠模型的高

脂饲料购自北京科澳协力饲料有限公司,配方包括
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猪油 4. 5%、胆固醇 2%、胆酸盐 0. 3%,其余为基础

饲料 ( 蛋 白 质 19. 6%、 脂 肪 15%、 碳 水 化 合 物

65. 4%)。 实验经山东中医药大学动物伦理委员会

审查后批准,批准文号 2021-94。
1. 2　 药物及试剂　 薯蓣皂苷元(质量分数≥98%,
上海源叶生物科技有限公司,批号 S31698);辛伐他

汀(北京默沙东制药有限公司,批号 35508);组织总

胆固醇(total
 

cholesterol,
 

TC)酶法测定试剂盒、组织

甘油三酯( triglyceride,
 

TG) 酶法测定试剂盒(南京

建成生物工程研究所,批号 F002-1-1、F001-1-1);饱
和油红 O 染色液、苏木素-伊红( hematoxylin-eosin,

 

HE)染色试剂盒(武汉赛维尔生物科技有限公司,批
号 G1015、G1003);RNA 提取试剂盒、反转录试剂

盒、荧光定量试剂盒、RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒、 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 ( 5 ×)、
7. 5%

 

SDS-PAGE 彩色凝胶极速配制试剂盒、10%
 

SDS-PAGE 彩色凝胶极速配制试剂盒、ECL 发光检

测试剂(山东思科捷生物技术有限公司,批号分别

为 AC0202、 AG0304、 AH0101、 EA0002、 EC0013、
EC0001、EC0022、EC0023、ED0015);丝氨酸蛋白酶

抑制剂、一抗稀释液、二抗稀释液(上海碧云天生物

技 术 有 限 公 司, 批 号 分 别 为 ST505、 P0023A、
P0023D);电泳缓冲液、转膜缓冲液(武汉赛维尔生

物科技有限公司,批号分别为 G2018、G2017);聚偏

二氟乙烯(polyvinylidene
 

fluoride,
 

PVDF)膜(上海密

理博贸易有限公司,批号 ISEQ00010);mTOR 兔多

克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司,批号 bs-
1992R);HSP60 兔多克隆抗体、MCAD 鼠单克隆抗

体、SCAD 鼠单克隆抗体 (英国 Abcam 公司,批号

ab46798、ab110296、ab110318);SREBF1 鼠单克隆抗

体、β-肌动蛋白(β-actin)鼠单克隆抗体(武汉三鹰生

物技术有限公司,批号 66875-1-lg、66009-1-Ig);辣

根过氧化物酶山羊抗兔免疫球蛋白二抗、山羊抗鼠

免疫球蛋白二抗(北京中杉金桥生物技术有限公

司,批号分别为 ZB-2301、ZB-2305)。
1. 3　 仪器　 Olympus

 

AU
 

2700 分析仪(日本 Olym-
pus 公司);RM2016 病理切片机(德国

 

Leica 公司);
CRYOSTAR

 

NX50 冰冻切片机、Multiskan
 

Go1510 型

酶标仪、Nanodrop2000 型超微量分光光度计(美国
 

ThermoFisher
 

Scientific 公司);Light
 

Cycler
 

480Ⅱ / 96
型实时定量 PCR 仪(瑞士

 

Roche 公司);Mini-PRO-
TEAN

 

Tetra
 

WB
 

System 型电泳和转膜仪(美国
 

Bio-

Rad 公司);Pannoramic
 

MIDI 型数字切片扫描仪(匈

牙利
 

3D
 

HIESTECH 公司)。
2　 方法

2. 1　 造模、分组与给药　 40 只 SD 大鼠普通饲料适

应性喂养 1 周后,按照随机数字表法分为 5 组:对照

组、高脂饮食组、薯蓣皂苷元低剂量组、薯蓣皂苷元

高剂量组、辛伐他汀组,每组 8 只。 对照组大鼠喂食

普通饲料,其他组大鼠喂食高脂饲料,连续喂养 8
周,构建大鼠 NAFLD 模型。 大鼠给药剂量参照《药

理实验方法学》所示人与动物间按体表面积比率的

等效剂量换算法计算得出,本研究组此前进行预实

验,以验证薯蓣皂苷元给药的安全性和有效性。 结

果表明,当薯蓣皂苷元的剂量小于 300
 

mg·kg-1·d-1

时,薯蓣皂苷元对血清指标和肝脏脂肪变性的影响

呈剂量依赖性,且在 300
 

mg·kg-1·d-1 时影响最显

著。 此外,与对照组相比, 薯蓣皂苷元治疗组的

ALT、AST、血尿素氮(BUN)和肌酐(Cr)水平也没有

显著变化,这表明 150、300
 

mg·kg-1·d-1剂量的薯蓣

皂苷元对大鼠没有毒性[3] 。 含有 0. 5%
 

羧甲基纤维

素钠的生理盐水制备不同浓度的薯蓣皂苷元,薯蓣皂

苷元低、高剂量组分别灌胃给予 150、300
 

mg·kg-1·
d-1,辛伐他汀灌胃组给予 4

 

mg·kg-1·d-1;对照组与

高脂饮食组均灌胃等体积含有 0. 5%羧甲基纤维素

钠的生理盐水。 灌胃体积 5
 

mL·d-1,每日 1 次,连续

8 周,隔 1 周对大鼠进行 1 次称重以调整给药量。
灌胃期间对照组继续给予普通饲料喂养,其余各组

继续给予高脂饲料喂养。
2. 2　 血清与组织样本收集　 给药 8 周结束后,所有

大鼠禁食不禁水 12
 

h,通过腹腔注射 3%戊巴比妥

钠麻醉大鼠,从腹主动脉抽取全血,室温静置 1
 

h,然
后在 4

 

℃ ,3
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min 收集血清,将血

清样品储存于-20
 

℃ 。 取血后迅速收集肝脏组织,
用冷冻生理盐水冲洗,称重后,一部分储存在- 80

 

℃ ,另一部分储存于 4%多聚甲醛中,直到分析。
2. 3　 脂质含量和肝细胞代谢酶测定　 取-20

 

℃ 保

存的血清,根据制造商的说明,使用 Olympus
 

AU
 

2700 分析仪测量血清中 TG、TC、ALT、AST 的含量。
取保存于-80

 

℃ 的肝脏组织,各组精确称量 5
 

mg,
各加入 100

 

μL 裂解液,使用电动高速匀浆器破碎组

织,室温静置 10
 

min,然后在 2
 

000
 

r·min-1 离心 5
 

min,取上层清液,根据南京建成生物工程研究所提

供的专用试剂盒测定大鼠肝组织中 TG、TC 的含量。
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2. 4　 油红 O 染色观察肝脏脂质蓄积　 储存在 4%
多聚甲醛中的肝组织用冰冻切片机在-20

 

℃下切取

厚度为 8
 

μm 的冷冻切片进行油红 O 染色。 封片、
切片后扫描仪下观察,图像采集分析。
2. 5　 苏木素-伊红( hematoxylin-eosin,

 

HE) 染色观

察肝组织病理学形态变化　 储存在 4%多聚甲醛中

的肝组织用分级乙醇溶液脱水,然后包埋在石蜡中。
通过病理切片机将石蜡块切成 5

 

μm 厚的切片,然
后根据 HE 染色的标准程序进行染色。 封片、切片

后扫描仪下观察,图像采集分析。
2. 6　 RNA 提取和实时荧光定量聚合酶链反应(real-
time

 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reac-
tion,

 

RT-qPCR)　 取-80
 

℃ 保存的肝脏组织,各组

精确称量 5
 

mg,各加入 350
 

μL 裂解液,使用电动高

速匀浆器破碎组织,用 RNA 试剂盒提取总 RNA,并
使用 Nanodrop

 

2000 型超微量分光光度计测定 RNA
纯度。 然后用逆转录试剂盒将约 1

 

μg 总 RNA 逆转

录为 cDNA。 qPCR 扩增反应条件:94
 

℃ 预变性 3
 

min,94
 

℃变性 20
 

s,60
 

℃退火 20
 

s,72
 

℃延伸 30
 

s,
扩增 40 个循环。 以 GAPDH 为内参基因, 采用

2-ΔΔCt 法进行定量分析。 引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成,引物序列见表 1。

表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences
引物 序列(5′-3′) 长度 / bp

mTOR 上游:CAGTTCGCCAGTGGACTGAAG 149
下游:TTGTAGCCAATAAAGGTGCCAT

SREBP-1c 上游:CCTGCTTCTGGCTCCTCTC 134
下游:GCACGGACGGGTACATCTTTACAG

HSP60 上游:CCGCCCCGCAGAAATGCTTCGA 128
下游:AGGCTCGAGCATCCGCACCAA

MCAD 上游:GTCGCGCCAGACTACGATAA 136
下游:GCCAAGACCACCAACTCT

SCAD 上游:TGCCCTATGTTTCGCACCTC 144
下游:TTCAATGCCCATCATCCCTT

GAPDH 上游:TTTGAGGGTGCAGCGAACTT 142
下游:ACAGCAACAGGGTGGTGGAC

2. 7　 蛋白质提取和蛋白免疫印迹( Western
 

blot)法

　 取-80
 

℃ 保存的大鼠肝脏组织,各组精确称量 5
 

mg,用 RIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂快速匀浆,冰上

裂解 30
 

min,4
 

℃ ,15
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min 吸取

总蛋白,使用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度。 热变性蛋

白质样品(40 ~ 50
 

μg)通过 10%或 7. 5%
 

SDS-PAGE

分离,然后电转至 PVDF 膜上,5%脱脂奶粉室温封

闭 1
 

h,然后与抗体孵育[mTOR(1 ∶ 1
 

000)、SREBF1
(1 ∶ 2

 

000 )、 HSP60 ( 1 ∶ 20
 

000 )、 MCAD ( 1 ∶
5

 

000)、SCAD(1 ∶ 10
 

000)、β-actin(1 ∶ 5
 

000)],在
4

 

℃下过夜。 然后将膜与辣根过氧化物酶标记的山

羊抗鼠 / 兔免疫球蛋白二抗(1 ∶ 5
 

000)在室温下孵

育 1
 

h。 最后,使用 ECL 化学发光试剂显影,结果通

过 ImageJ 软件进行量化。
2. 8　 统计学分析　 采用 SPSS

 

26. 0 统计软件对数

据进行处理,计量资料用 �x±s 表示,组间比较采用单

因素方差分析和 LSD-t 事后检验,P<0. 05 表示差异

具有统计学意义。
3　 结果

3. 1　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠体质量、食
物摄入量、肝指数的影响　 与对照组相比,高脂饮食

组大鼠体质量明显增加;与高脂饮食组相比,薯蓣皂

苷元低、高剂量组和辛伐他汀组大鼠体质量显著降

低;高剂量薯蓣皂苷元对大鼠体质量的降低作用优

于低剂量薯蓣皂苷元,与辛伐他汀相似。 与对照组

相比,高脂饮食组大鼠食物摄入量明显增加;与高脂

饮食组相比,薯蓣皂苷元低、高剂量组大鼠食物摄入

量降低;高剂量薯蓣皂苷元对食物摄入量的降低作

用优于低剂量薯蓣皂苷元和辛伐他汀。 此外,在

NAFLD 研究中,肝指数(肝脏湿重 / 体质量×100%)
是另一个需要考虑的关键因素。 笔者观察到,与对

照组大鼠相比,高脂饮食组大鼠的肝指数显著增加;
然而,与高脂饮食组相比,薯蓣皂苷元低、高剂量组

和辛伐他汀组大鼠肝指数降低;高剂量薯蓣皂苷元

降低大鼠肝指数的作用优于低剂量薯蓣皂苷元和辛

伐他汀,见图 1。 结果表明薯蓣皂苷元显著抑制了

高脂饮食诱导的大鼠体质量和肝指数的增加。
3. 2　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏脂质

积累的影响　 油红 O 染色显示,与对照组相比,高
脂饮食组大鼠肝脏脂滴的积累明显增加;与高脂饮

食组相比,薯蓣皂苷元低、高剂量组和辛伐他汀组显

著减少大鼠肝脏脂滴积累,高剂量薯蓣皂苷元减少

脂滴积累的作用比薯蓣皂苷元低剂量和辛伐他汀更

强,见图 2。 结果表明薯蓣皂苷元治疗显著减少了

高脂饮食诱导的大鼠肝脏脂质积累。
3. 3　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠血清 TG、
TC 水平的影响　 与对照组相比,高脂饮食组大鼠血

清 TG、TC 水平显著升高;与高脂饮食组相比,薯蓣
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与对照组比较##P<0. 01;与高脂饮食组比较∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与薯蓣皂苷元高剂量组比较ΔP<0. 05,ΔΔP<0. 01(图 2 ~ 7 同)。

图 1　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠体质量、食物摄入量、肝指数的影响( �x±s,
 

n= 8)
Fig. 1　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

body
 

weight,
 

food
 

uptake,and
 

liver
 

index
 

in
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

( �x±s,
 

n= 8)

图 2　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏脂质积累的影响(油红 O 染色,×200;�x±s,
 

n= 3)
Fig. 2　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

(oil
 

red
 

O
 

staining,
 

×200;
 

�x±s,
 

n= 3)

皂苷元低、高剂量组和辛伐他汀组大鼠血清 TG、TC
水平显著降低;薯蓣皂苷元高剂量组大鼠血清 TG
水平低于薯蓣皂苷元低剂量组,与辛伐他汀组比较

差异无统计学意义;薯蓣皂苷元高剂量组大鼠血清

TC 水平显著低于薯蓣皂苷元低剂量组和辛伐他汀

组,见图 3。 结果表明薯蓣皂苷元能够显著抑制高

脂饮食诱导的大鼠血清 TG、TC 水平的升高。
3. 4　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏 TG、TC
水平的影响　 与对照组相比,高脂饮食组大鼠肝脏

TG、TC 水平显著增加;与高脂饮食组相比,低、高剂量

薯蓣皂苷元和辛伐他汀均显著逆转了高脂饮食诱导

的肝脏 TG 和 TC 水平的增加;高剂量薯蓣皂苷元在

降低肝脏 TG 和 TC 水平方面的效果优于低剂量薯蓣

皂苷元和辛伐他汀,见图 4。 结果表明薯蓣皂苷元治

图 3　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠血清 TG、TC 水平

的影响( �x±s,
 

n= 6)
Fig. 3　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

TG
 

and
 

TC
 

in
 

the
 

se-
rum

 

of
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

( �x±s,
 

n= 6)

疗可以缓解高脂饮食诱导的大鼠肝脏脂质代谢紊乱。
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图 4　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏 TG、TC 水平
的影响( �x±s,

 

n= 6)
Fig. 4　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

TG
 

and
 

TC
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

( �x±s,
 

n= 6)

3. 5　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝损伤的

影响　 HE 染色显示,与对照组相比,高脂饮食组大

鼠肝脏纹理紊乱,肝小叶结构被破坏,出现大量细胞

质空泡化;与高脂饮食组相比,薯蓣皂苷元低、高剂

量组和辛伐他汀组大鼠肝脏显示出轻微的脂肪变

性,肝小叶的结构被显著改善,以高剂量薯蓣皂苷元

改善大鼠肝脏脂肪变性的效果最为明显,见图 5。
肝脏特异性酶 ALT 和 AST 用于识别肝脏损伤,与对

照组相比,高脂饮食组大鼠血清中的 ALT 和 AST 释

放过量;然而,与高脂饮食组相比,薯蓣皂苷元低、高
剂量组和辛伐他汀组大鼠血清中的 ALT 和 AST 水

平显著降低;高剂量薯蓣皂苷元降低大鼠血清 ALT
水平的效果优于低剂量薯蓣皂苷元,与辛伐他汀比

较差异无统计学意义;高剂量薯蓣皂苷元降低大鼠

血清中 AST 水平的效果优于低剂量薯蓣皂苷元和

辛伐他汀,见图 5。 总之,这些发现表明,薯蓣皂苷

元可以改善高脂饮食诱导的大鼠肝损伤。
3. 6 　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏

mTOR、SREBP-1c、HSP60、MCAD、SCAD
 

mRNA 表达

的影响 　 与对照组相比, 高脂饮食组大鼠肝脏

mTOR、 SREBP-1c
 

mRNA 表 达 水 平 显 著 升 高,
HSP60、MCAD、SCAD

 

mRNA 表达水平显著降低;然
而,薯蓣皂苷元低、高剂量组和辛伐他汀组大鼠肝脏

mTOR、SREBP-1c
 

mRNA 表达水平显著低于高脂饮

食组,薯蓣皂苷元低、高剂量组大鼠肝脏 HSP60、
MCAD、SCAD

 

mRNA 表达水平显著高于高脂饮食

组,辛伐他汀组大鼠肝脏 HSP60、MCAD、SCAD
 

mR-
NA 表达水平与高脂饮食组相比差异无统计学意

义;高 剂 量 薯 蓣 皂 苷 元 抑 制 大 鼠 肝 脏 mTOR、

图 5　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝损伤的影响

(HE 染色,×200;�x±s,
 

n= 3)
Fig. 5　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

liver
 

damage
 

in
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

(HE
 

staining,
 

×200;�x±s,
 

n= 3)

SREBP-1c
 

mRNA 表达的能力较低剂量薯蓣皂苷元

和辛伐他汀显著;高剂量薯蓣皂苷元促进大鼠肝脏

HSP60、MCAD、SCAD
 

mRNA 表达的能力优于低剂

量薯蓣皂苷元和辛伐他汀,见图 6。 结果表明,薯蓣

皂苷元能够显著抑制高脂饮食诱导的大鼠肝脏

mTOR、 SREBP-1c 的 mRNA 表达并促进 HSP60、
MCAD、SCAD 的 mRNA 表达。
3. 7　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏 mTOR、
SREBP-1c、HSP60、MCAD、SCAD 蛋白表达的影响　 与

对照组相比,高脂饮食组大鼠肝脏 mTOR、SREBP-
1c 蛋白表达水平显著升高,HSP60、MCAD、SCAD 蛋

白表达水平显著降低;然而,与高脂饮食组相比,薯
蓣皂苷元低、 高剂量组和辛伐他汀组大鼠肝脏

mTOR 蛋白表达水平显著降低;薯蓣皂苷元高剂量

组和辛伐他汀组大鼠肝脏 SREBP-1c 蛋白表达水平

显著降低, 薯蓣皂苷元低、 高剂量组大鼠肝脏

HSP60、MCAD 蛋白表达水平升高,薯蓣皂苷元高剂

量组大鼠肝脏 SCAD 蛋白表达水平显著升高;薯蓣

皂苷元高剂量组大鼠肝脏 mTOR 蛋白表达水平显

著低于薯蓣皂苷元低剂量组和辛伐他汀组,薯蓣皂

苷元高剂量组大鼠肝脏 SREBP-1c 蛋白表达水平低
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图 6　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏 mTOR、SREBP-1c、HSP60、MCAD、SCAD
 

mRNA 表达的影响( �x±s,
 

n= 3)
Fig. 6　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

mTOR,
 

SREBP-1c,
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

( �x±s,
 

n= 3)

于薯蓣皂苷元低剂量组,与辛伐他汀组相比差异无

统计学意义;薯蓣皂苷元高剂量组大鼠肝脏 HSP60、
MCAD、SCAD 蛋白表达水平显著高于薯蓣皂苷元低

剂量组和辛伐他汀组,见图 7。

图 7　 薯蓣皂苷元对高脂饮食诱导的大鼠肝脏 mTOR、SREBP-1c、HSP60、MCAD、SCAD 蛋白表达的影响( �x±s,
 

n= 3)
Fig. 7　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

mTOR,
 

SREBP-1c,
 

HSP60,
 

MCAD,
 

and
 

SCAD
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

rats
 

fed
 

with
 

a
 

high-fat
 

diet
 

( �x±s,
 

n= 3)

4　 讨论

NAFLD 以肝脏脂肪浸润为特征,已成为最常见

的慢性肝病[6] 。 NAFLD 已经构成了一个重大的公

共卫生问题,在过去的 20 年里,其在慢性肝病中的

比例从 47%上升到 75%,在肥胖人群中,NAFLD 的

患病率 甚 至 在 57% ~ 98%
 [7-8] 。 多 项 研 究 表 明

NAFLD 是一种系统代谢性疾病,其危害不仅局限于

肝脏疾病相关的发病率和病死率,更会导致肝外合

并症发病率增高,如肥胖、糖尿病、血脂异常、高血压

病、心血管问题和慢性肾脏疾病等[9] 。 运动和减肥

是目前唯一有效的治疗方法,但患者的依从性和个

体差异性仍然是个问题,关于 NAFLD 治疗的一线用
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药和临床治疗策略始终没有达成共识,许多药物疗

法,如维生素 E[10] 、二甲双胍[11] 、降脂药物[12] 和胰

岛素增敏剂[13-14] ,已被用于治疗 NAFLD,遗憾的是,
动物试验和细胞研究都未能证明这些疗法有显著有

效性或长期安全性。
近几十年来,中医药治疗 NAFLD 的研究引起了

广泛关注,并取得了很大进展[15] 。 传统中医理论认

为 NAFLD 病位主要在肝脏,与脾、胃和肾功能密切

相关[16] 。 其病理生理主要表现为肝气郁结、疏泄不

畅、肝气逆于胃、气病涉血、气血运行不畅,最终导致

痰湿、瘀血等实邪积聚于肝[17] 。 临床实践表明健脾

利湿化浊法是治疗血脂异常和 NAFLD 的有效方

法[18] 。 山药是一种常用的健脾化痰除浊的草药,具
有降低脂质合成、调节肠道菌群、治疗高脂血症的作

用,在临床实践中,它被广泛用于治疗与痰浊有关的

肥胖和脂质代谢异常[19] 。 薯蓣皂苷元是从薯蓣属

植物野生山药、葫芦巴种子等植物中提取的天然甾

体皂苷元,具有调节血脂、抗炎、抗肿瘤等多种药理

活性[20-21] ,其对脾虚痰湿型 NAFLD 具有良好的治

疗作用,然而,其机制有待进一步阐明。
在之前的实验中通过喂食大鼠高脂饲料建立高

胆固醇血症大鼠模型,发现薯蓣皂苷元对高胆固醇

血症模型大鼠具有很好的治疗作用,它能够通过抑

制大鼠肠道胆固醇的吸收和增加肝脏和肠道中胆固

醇的转化、排泄缓解高胆固醇血症[3,22] ,这表明,薯
蓣皂苷元对治疗脂质代谢紊乱性疾病具有很大的临

床应用潜力。 NAFLD 是代谢综合征在肝脏的表现,
它的发病与血清和肝脏中脂质代谢紊乱密切相关,
因此,为了进一步研究薯蓣皂苷元对 NAFLD 的影

响,笔者通过喂食大鼠脂肪含量更高的高脂饲料重

新诱导 NAFLD 大鼠模型[23] ,以探讨薯蓣皂苷元缓

解 NAFLD 的机制。 本研究发现高脂饮食组大鼠的

体质量、食物摄入量、肝指数增加,肝脏中脂质沉积

严重,此外,高脂饮食组大鼠还表现出肝功能异常和

典型的肝脏病变,这包括肝细胞气球化、脂肪变性和

肝肿大,油红 O 染色也显示高脂饮食组大鼠肝脏脂

滴积累严重,这些发现证实高脂饮食喂养成功诱导

了 NAFLD 大鼠模型。 目前的研究发现薯蓣皂苷元

对高脂饮食诱导的 NAFLD 大鼠体质量、肝重、血清

TG、TC、AST、ALT 水平和肝脏 TG、TC 水平的影响与

之前的实验结果相似,这进一步证实了薯蓣皂苷元

在缓解脂质代谢紊乱方面确有疗效,此外,本实验从

分子层面进一步证实薯蓣皂苷元可能通过靶向与脂

肪酸代谢相关的多个基因来改善脂肪生成、线粒体

功能、脂肪酸 β 氧化从而缓解大鼠 NAFLD,这为薯

蓣皂苷元抗 NAFLD 的临床应用提供了科学证明和

理论支持。
到目前为止,“双重打击假说”是一个被广泛接

受的观点,描述了 NAFLD 的病因和发展[24] 。 脂质

代谢紊乱引起的肝脏脂肪变性是第一次打击。 过量

的脂质沉积是 NAFLD 的主要起始因素,脂肪酸积累

过多的肝细胞会产生更多的脂毒性物质,最终导致

氧化应激和慢性肝损伤。 随着 NAFLD 的进展,与线

粒体功能障碍相关的脂质改变经常出现,第二次打

击导致细胞脂质过量, 从而增加线粒体活性氧

(mtROS)的产生,这会导致线粒体 DNA 的氧化损

伤,从而损害线粒体功能。 因此,针对减轻脂肪酸合

成和改善线粒体功能障碍似乎是一个有效的治疗

方案。
合成三酰甘油的脂肪酸的主要来源是从头脂肪

生成[25] ,在健康人中,新生脂肪生成提供的甘油三

酯水平不到肝脏的 5%,但在 NAFLD 患者中,它提

供的甘油三酯含量超过 26%[26] 。 最近的研究表明,
肝脏 mTOR-SREBP1 信号传导显著影响全身肝脏脂

质代谢的调节[27-28] 。 在 NAFLD 中,脂肪酸在肝细

胞中显著积累, 这与甾醇调节元件结合蛋白 1c
(SREBP-1c)的表达增加有关,这是一种调节肝脏脂

肪酸从头合成的关键转录因子,对从头脂肪合成有

显著贡献,SREBP-1c 和 SREBP-1a 是 SREBP-1 的 2
种亚型,SREBP-1a 在肝脏中含量较低,因此,肝细胞

中 SREBP-1 蛋白的改变可能代表 SREBP-1c 蛋白的

改变[29] 。 mTOR 是调节生物能量代谢与生物合成

中的关键分子,在脂质代谢过程中发挥重要作用。
mTOR 以 mTOR 复 合 物 1 ( mTOR

 

complex
 

1,
mTORC1) 和 mTOR 复合物 2 ( mTOR

 

complex
 

2,
mTORC2) 2 种复合物形式存在, mTOR 严格调控

SREBP-1c 的表达,除了控制 SREBP-1c 基因的转录

外,mTOR 还促进原始 SREBP ( p-SREBP)转化为功

能成熟的 SREBP ( m-SREBP),通过控制 SREBP-1c
的表达,mTOR 能够显著促进脂肪酸合成[30-31] 。 既

往研究表明,在高脂饮食喂养的大鼠中,抑制 mTOR
的表达可以显著减轻肝脏脂质蓄积[32-33] 。 高脂饮

食喂养的 SREBP-1c 基因敲除小鼠表现出轻微的肝

脂肪变性[34] 。 本实验研究结果表明,薯蓣皂苷元能
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够显著抑制高脂饮食喂养的大鼠肝脏 mTOR 和

SREBP-1c 的 mRNA 和蛋白表达,薯蓣皂苷元可能

通过抑制 mTOR 和 SREBP-1c 的转录和蛋白表达抑

制肝脏脂质合成,从而缓解大鼠 NAFLD。
线粒体功能障碍已被确定为由富含脂肪的饮食

引起肝细胞损伤的主要分子原因[35] ,其特征是能量

产生能力降低和氧化还原平衡受损。 具体而言,过
量的脂肪酸会促进肝脏对脂肪酸的氧化,从而导致

过多的超氧化物,损害线粒体功能,导致膜结构的氧

化,并产生最复杂的氧化蛋白副产物。 因此,受损的

线粒体无法产生足够的 ATP 来维持正常的肝细胞

功能,从而导致脂质代谢、血糖稳态以及蛋白质合成

和生产的控制异常。 线粒体功能障碍会下调肝脏脂

质稳态并增加活性氧( ROS)的形成,进而导致肝脏

组织中脂质过氧化、炎症细胞因子释放、细胞凋亡和

纤维化,这会加速 NAFLD 的发展[36-37] 。 HSP60 是

维持线粒体蛋白稳定的主要线粒体伴侣,通常在线

粒体内运作,通过调节线粒体蛋白、伴侣蛋白和蛋白

酶的产生,以控制线粒体蛋白稳定。 代谢性疾病与

线粒体质量控制失调有关,研究表明,缺乏 HSP60
的人会过早死亡,并显著改变脂肪酸代谢[38] 。 在小

鼠中,糖尿病和高脂肪饮食诱导的肥胖 ( DIO) 与

HSP60 的损失有关[39] 。 特别地,已经证明 HSP60
干扰导致胰岛素抵抗和线粒体功能障碍[40] 。 因此,
HSP60 的减少会导致体外和体内的线粒体功能

障碍。
此外,线粒体中 HSP60 表达水平的失调改变了

脂肪酸的氧化和能量供应,从而使这些类型的蛋白

质折叠面临风险[41-42] 。 小蛋白质的初级氨基酸序

列将决定它们最终的天然构象,然而,对于较大的蛋

白质,细胞需要分子伴侣来帮助其实现天然构象。
为了使大多数蛋白质具有功能,它们需要折叠成某

些三维结构,在合成蛋白质的折叠过程中,新肽可能

会暂时产生最终成熟蛋白质中不存在的结构,这可

能导致无功能分子,甚至分子聚集和沉淀[43] 。 因

此,分子伴侣的作用是识别在新肽的折叠过程中瞬

间暴露的不正确结构,并将其与之结合以产生复合

物,促进蛋白质向正确方向折叠。 HSP60 可以改善

酰基辅酶 A 脱氢酶的折叠[44] ,这种酶可以氧化脂肪

酸,许多脂质代谢途径依赖于酰基辅酶 A 脱氢酶,
包括 MCAD 和 SCAD[45] ,在病理条件下,线粒体功

能障碍导致脂肪不完全氧化,引起甘油三酯的积累,

从而导致肝脏脂肪变性[46-47] 。 本实验研究结果表

明,在高脂饮食诱导下,大鼠肝脏 HSP60 的 mRNA
和蛋白表达显著降低,这表明高脂饮食可能诱导了

线粒体功能障碍。 此外,还发现 MCAD 和 SCAD 的

mRNA 和蛋白表达也明显降低,这表明在 NAFLD 的

病理状态下,脂肪酸的 β 氧化可能也受损。 然而,薯
蓣皂苷元治疗显著促进了 HSP60、MCAD 和 SCAD
的 mRNA 和蛋白表达,这表明薯蓣皂苷元可能通过

改善线粒体功能和脂肪酸 β 氧化以缓解 NAFLD。
在本实验中,薯蓣皂苷元治疗对大鼠肝脏脂肪

变性具有明显改善作用,推测其可能通过下调大鼠

肝脏 mTOR、SREBP-1c 的表达,上调 HSP60、MCAD
和 SCAD 的表达以减少脂质合成、改善线粒体功能

障碍和促进脂肪酸 β 氧化来缓解 NAFLD。 然而,薯
蓣皂苷元已被证明可以通过抑制脂肪细胞分化、抑
制炎症反应、调节胆固醇代谢并促进脂质分解、转化

和排泄来减轻体质量[48-49] ,这在一定程度上可以改

善继发于肥胖的 NAFLD,这些结果表明调节肝脏脂

质代谢可能不是薯蓣皂苷元改善 NAFLD 的唯一途

径,薯蓣皂苷元可能还有更多的代谢益处有待发掘,
这也体现出薯蓣皂苷元具有多靶点、多层面干预的

优势和特色。 然而,本实验存在一些局限性,薯蓣皂

苷元对肝脏脂质代谢的影响是直接作用还是继发于

对肥胖的改善仍有待进一步的实验验证,今后实验

将继续开展体外实验证实薯蓣皂苷元对肝脏脂质代

谢是否通过直接作用并进一步探讨薯蓣皂苷元的其

他代谢益处。
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