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Abstract
AIM: To investigate the effect of Liucha extract 
on liver lipid metabolism in rats with nonalco-
holic fatty liver disease.

METHODS: A rat model of nonalcoholic fatty 
liver disease was established by feeding rats a 
high-fat diet for 6 wk. The model rats were di-
vided randomly into four groups: model group 
and low-, medium- and high-dosage treatment 

groups. The treatment groups were intragastri-
cally given different doses of Liucha extract for 
8 wk. A normal control group was also run. All 
rats were killed at week 8. Liver function param-
eters (ALT, AST) and the contents of fat (CHOL, 
TG) in liver homogenate were examined. Hepat-
ic morphological changes were observed under 
a light microscope. The expression of PPARα 
and ACO mRNAs and PPARα protein was mea-
sured by RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Compared with the model group, 
liver function was improved in the treatment 
groups. The levels of ALT and AST were sig-
nificant lower in the low- and medium-dosage 
treatment groups than in the model group (29.83 
mmol/L ± 2.78 mmol/L and 25.78 mmol/L ± 
2.63 mmol/L vs 31.90 mmol/L ± 2.52 mmol/L; 
110.53 mmol/L ± 12.33 mmol/L and 100.45 
mmol/L ± 12.57 mmol/L vs 128.61 mmol/L ± 
16.01 mmol/L; all P < 0.05 or 0.01). The con-
tents of CHOL and TG in liver homogenate 
were significantly lower in the medium-dosage 
treatment group than in the model group (0.30 
mmol/L ± 0.02 mmol/L vs 0.47 mmol/L ± 0.04 
mmol/L, 0.75 mmol/L ± 0.06 mmol/L vs 0.85 
mmol/L ± 0.04 mmol/L, both P < 0.01 or 0.05). 
Hepatic morphological changes were improved 
in the treatment groups, particularly prominent 
in the medium-dosage treatment group. Com-
pared with the model group, the expression of 
PPARα and ACO mRNAs was up-regulated in 
the medium- and high-dosage treatment groups 
(both P < 0.01). In addition, Liucha extract up-
regulated the expression of PPARα protein in a 
dosage-dependent manner.

CONCLUSION: Liucha extract could up-
regulate the mRNA expression of PPARα and 
ACO, enhance the synthesis of PPARα protein, 
promote liver lipid oxidation, and improve liver 
function in rats with nonalcoholic fatty liver dis-
ease.
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病是一种与脂
肪代谢紊乱相关
的 常 见 病 ,  亚 太
地区发病率高达
20%-30%, 从早期
单纯性脂肪肝最
终可形成肝硬化
甚至肝癌, 严重影
响着人们的生活
质量和社会经济
发展.

■同行评议者
李康, 副教授, 广
东药学院药科学
院药物分析教研
室
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摘要
目的: 研究柳茶提取物对非酒精性脂肪肝病
大鼠肝脏脂肪代谢的影响.

方法: 高脂饲料饲养SD大鼠, 6 wk后建立非
酒精性脂肪肝病模型 .  随机分为4组 :  模型
组、柳茶提取物低、中、高剂量组, 另设正
常对照组. 分别给相应干预8 wk后处死, 测
血丙氨酸转氨酶(ALT)、天门冬氨酸转氨酶
(AST)水平及肝匀浆脂肪含量; 制作肝组织
切片在光镜下观察形态变化; 实时荧光定量
RT-PCR法测肝脏脂肪代谢关键酶PPARα、
ACO mRNA表达量, Western blot检测PPARα
蛋白表达水平.

结果: 与模型组相比, 柳茶提取物各剂量组
肝功能有不同程度好转, 与模型组比较, 柳
茶提取物低、中剂量组ALT、AST水平均明
显降低, 有统计学差异(29.83 mmol/L±2.78 
mmol/L, 25.78 mmol/L±2.63 mmol/L vs  31.90 
mmol/L±2.52 mmol/L; 110.53 mmol/L±12.33 
mmol/L, 100.45 mmol/L±12.57 mmol/L vs  
128.61 mmol/L±16.01 mmol/L, P <0.05或0.01); 
肝匀浆中柳茶提取物中剂量组胆固醇(CHOL)
及三酰甘油(TG)含量均较模型组明显下降, 差
异具有统计学意义(0.30 mmol/L±0.02 mmol/L 
vs  0.47 mmol/L±0.04 mmol/L, 0.75 mmol/L
±0.06 mmol/L vs  0.85 mmol/L±0.04 mmol/L, 
P <0.01或0.05). 肝细胞形态学改善以柳茶提
取物中剂量组表现最为显著, 肝细胞内脂滴
消失, 无炎性细胞浸润及细胞坏死, 胞质疏松, 
肝窦增宽; 与模型组相比, 柳茶提取物中、高
剂量组PPARα、ACO mRNA表达量增加(均
P <0.01); 柳茶组PPARα蛋白与模型组相比有
不同程度的增加, 且与柳茶剂量呈正相关, 剂
量越大, PPARα蛋白的表达量也越大.

结论:  柳茶提取物可上调脂肪代谢关键酶
PPARα、ACO mRNA水平, 促进PPARα蛋白
合成, 增强非酒精性脂肪肝大鼠肝脏脂肪酸氧
化, 改善肝功能.

关键词: 柳茶提取物; 大鼠; 非酒精性脂肪肝病
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)以肝细胞大泡性脂肪变为特

征, 是一个从单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎到肝

硬化乃至肝癌的病理过程[1-4], 超质量或肥胖可

成为其诱因[5,6]. 许多研究结果显示NAFLD患者

存在明显的脂代谢紊乱和胰岛素抵抗[7-9]及内脏

脂肪的相对增高, 细胞凋亡在其发病中有正负

双向调节作用[10-12]. 肝脏脂质代谢是一个复杂

的过程, 肝细胞中脂肪合成和排出不平衡是形

成脂肪肝的主要原因. 高山植物柳茶分布于青

海、四川、云南、甘肃等省, 以蔷薇科植物窄

叶鲜卑花[Sibiraea. angustata (Rchd.) Hand-Mazz]
的嫩枝及叶入药, 民间用于治疗消化不良、胃

脘胀痛等病症. 研究证明该药具有调节机体脂

肪代谢的功效[13,14]. 本实验观察了柳茶干预后

NAFLD大鼠肝脏功能、肝细胞形态及脂质成

分的变化, 以验证柳茶的治疗作用, 同时检测肝

脏脂肪代谢关键酶过氧化物酶体增殖物激活受

体α(peroxisome proliferator activated receptor α, 
PPARα)、酰基辅酶A氧化酶(Acyl-CoA oxidase, 
ACO)mRNA水平及PPARα蛋白的表达, 以探讨

其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD幼鼠60只, 体质量80-90 g, 雌
雄各半, 由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供. 优质藏药柳茶, 采自甘肃省甘南地区, 醇
沉水法提取后制成浸膏. 临用时以生理盐水配

成水溶液. Olympus AU5400全自动生化分析

仪; Biophotometer生物分光光度计(德国Eppend-
erf); S•HH•W21 600三用电热恒温水浴箱(上海

跃进); BP 121 S电子天平; GeneAmp PCRSys-
tem 2400(美国PE公司); Rotor gene 3000荧光定

量PCR仪(澳洲Corbett); DYY-8C电泳仪(北京

六一); DHG-9070A电热恒温鼓风干燥箱(上海

精宏); TGL-16G冷冻离心机(上海安亭); Forma-
86C ULT Freezer(美国Thermo); DY89-I型电动

玻璃匀浆机(宁波新芝); XW-80型旋涡混合器(上
海); 153 BR65516蛋白转膜仪、552BR034248蛋
白电泳仪(美国Bio-Rad); BCD-181D美菱无氟冰

箱; UV Transilluminator FL310生物机能实验系

统(索尼); X-I型暗盒(河南蔚光). TRIzol总RNA
提取试剂及TIANScript cDNA合成试剂盒购自

北京天根生化科技公司; TaKaRa Ex Taq HS购自

大连宝生物工程有限公司; Hot Start Fluorescent 

www.wjgnet.com

■研发前沿
非酒精性脂肪性
肝病的治疗关系
到生活方式、饮
食结构, 他以药物
治疗改善症状及
防治并发症为重
点. 但生活方式及
饮食结构的改变
与整个社会的工
业化有很大关系, 
因 此 ,  现 在 治 疗
NAFLD仍主要依
靠药物治疗. 中药
因其多靶点、不
良反应小、肝脏
负担轻的优点备
受青睐.
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PCR Core Kit购自BBI公司产品; RIPA蛋白裂解

液及BCA蛋白定量试剂盒购自武汉博士德公司; 
PPARα兔抗大鼠多克隆抗体为美国Abcam产品; 
β-actin兔抗大鼠多克隆抗体及羊抗兔IgG抗体为

北京博奥康公司产品. PCR引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 动物造模和分组: 所有大鼠分笼饲养于温

度20 ℃±2 ℃, 湿度36%-43%的动物房内, 每笼

2只, 自由饮水. 随机取10只大鼠作为正常对照

组, 以普通饲料(兰州大学实验动物中心提供)饲
养, 其余以高脂饲料(含普通饲料70%, 蛋黄粉

12%, 猪油10%, 酪蛋白7%, 胆盐0.3%, 食盐0.2%, 
酵母粉0.5%)不限量饲养. 6 wk后高脂大鼠平均

体质量360 g, 高于正常组20%, 随机取其中3只
做肝脏病理切片, 镜下均见轻度脂肪变, 证明造

模成功. 遂以随机数字表法将剩余动物分为非

酒精性脂肪肝病模型组、柳茶提取物低、中、

高剂量组, 分别以生理盐水4 mL/d, 柳茶提取物

1.05 g/(kg•d) , 柳茶提取物2.1 g/(kg•d)和柳茶提

取物4.2 g/(kg•d)灌胃(柳茶提取物于4 mL生理盐

水中充分搅拌溶解), 正常对照组以生理盐水4 
mL/d灌胃, 持续8 wk.
1.2.2 柳茶提取物制备: 柳茶经兰州大学药学院

药用植物研究所鉴定, 依次用石油醚、乙醚除

去脂溶性杂质; 加10倍量的水100 ℃提取3次; 合
并水提液, 过滤; 70 ℃水浴减压浓缩至适量, 加
入5倍量95%的乙醇纯析, 静置过夜, 离心过滤, 
置真空冷冻干燥得柳茶粗提物[15,16].
1.2.3 样本制备及检测: (1)肝功能检测: 取大鼠

股动脉血5 mL, 3 000 r/min离心3 min, 测上清液

丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、
天门冬氨酸转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST)水平. (2)肝匀浆脂肪含量测定: 取肝组织

0.15 g, 加1.5 mL生理盐水, 冰浴下制成10%肝匀

浆, 3 000 r/min离心15 min, 取上清液测胆固醇

(cholesterol, CHOL)、三酰甘油(triacylglycerol, 
TG)含量. (3)肝组织形态学检测: 取肝右叶中

部组织以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 制成4 μm
切片, HE染色, 光镜下观察肝组织形态学变化. 
(4)PPARα、ACO mRNA表达的检测: 取肝右叶

中部组织约0.1 g, 以TRIzol提取总RNA, 0.1%无

RNAse水100 µL溶解. 取1 µL RNA样品, 加99 µL
无RNAse水, 生物分光光度计测A 260、A 280, 计算

RNA浓度. 按TIANScript cDNA合成试剂盒说明

取1 µL(4 µg)RNA样品, 逆转录为cDNA, -20 ℃

保存. 按TaKaRa Ex Taq HS试剂说明, 取cDNA 
0.5 µL, 上下游引物各0.4 µmol/L, Taq酶12.5 µL, 
补ddH2O至总体积25 µL, 以普通PCR测各组大

鼠PPARα、ACO引物特异性, 其反应参数为

94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性30 s, 55 ℃退火30 
s, 72 ℃延伸1 min, 30个循环取PCR反应产物电

泳, 测各目的基因引物特异性. 电泳条件: TBE电
泳缓冲液, 1.9%琼脂糖凝胶, 恒压110 V, 30 min. 
然后采用SYBR Green实时荧光定量PCR法, 按
试剂盒说明设置反应参数: 94 ℃预变性4 min, 
94 ℃变性30 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 40
个循环, 测各基因mRNA的表达. 每个样本设3
个平行. 熔解曲线程序: 95 ℃ 45 s, 55 ℃ 5 s, 从
67 ℃-95 ℃自动绘制熔解曲线图. (5)PPARα蛋

白表达水平检测: 按BCA蛋白定量试剂盒说明

配制BCA定量工作液, 稀释标准品, 分光光度计

测A 562, 绘制标准曲线. 取肝组织0.3 g加入3 mL 
RIPE裂解液及1 mmol/L PMSF, 冰浴下以电动匀

浆器充分裂解, 12 000 r/min离心5 min; 取上清液

加BCA工作液, 37 ℃ 30 min后测A 562, 计算蛋白

浓度; 余以溴酚蓝上样缓冲液稀释5倍, 94 ℃变

性5 min, -80 ℃冻存. 取各组蛋白各60 µg于SDS-
PAGE电泳缓冲液中电泳(5%浓缩胶80 V, 12%分

离胶100 V)3 h, 100 V恒压转膜1 h, 5% TBST脱
脂奶粉封闭1 h后稀释一抗, 4 ℃摇床杂交过夜, 
0.05% TBST洗涤2次, 每次5 min; TBS洗涤5 min, 
同法杂交二抗2 h后洗涤, ECL发光液室温孵育3 
min后X片曝光显影, 扫描图片.

统计学处理 实验结果以SPSS11.0软件处理, 
数据用mean±SD表示. 组间比较采用单因素方

差分析(One-way AVOVA). P <0.05表示差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 肝功能检测 脂肪肝模型组ALT, AST较正常

对照组均有显著升高(P <0.05); 给予柳茶干预后, 
与模型组比较, 柳茶提取物低、中剂量组ALT、
AST水平均明显降低, 有统计学差异(P <0.05或
0.01), 柳茶提取物高剂量组则无明显差异(表1).
2.2 肝脂检测 脂肪肝模型组肝匀浆CHOL, TG较

正常对照组均有显著上升(P <0.05); 经柳茶干预

后, 肝匀浆中柳茶提取物中剂量组CHOL及TG
含量均较模型组明显下降, 差异具有统计学意

义(P <0.01或0.05, 表1).
2.3 肝脏病理改变 切片光镜下可见正常对照组

肝细胞形态大小均匀一致, 中央静脉周围无炎

■创新盘点
本文以过氧化物
酶体脂肪酸氧化
相关基因的表达
与肝脏形态功能
的变化为重点研
究对象, 同时讨论
了疾病过程中氧
化与抗氧化之间
的动态平衡.
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性细胞浸润(图1A). 非酒精性脂肪肝模型组肝

细胞发生脂肪变, 胞质内见大量脂滴, 以大泡性

为主, 肝细胞浊肿, 染色较淡, 可见点状坏死, 周
围炎性细胞浸润, 肝窦狭窄(图1B). 柳茶提取物

低剂量组肝细胞内脂滴减少, 以大、小泡性混

杂为主, 炎性细胞浸润减轻, 肝细胞仍有点状坏

死(图1C). 柳茶提取物中剂量组肝细胞内脂滴消

失, 无炎性细胞浸润及细胞坏死, 胞质疏松, 肝
窦增宽(图1D). 柳茶提取物高剂量组肝细胞脂肪

变减轻, 无炎性细胞浸润, 但肝细胞发生广泛嗜

酸性变(图1E).
2.4 PPARα、ACO mRNA表达的检测 琼脂糖

凝胶电泳示各基因扩增为单一条带, 大小与预

计相符, PPARα、ACO、β-actin分别为350、

图  1  肝组织形态学的变化(×400). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 柳茶提取物低剂量组; D: 柳茶提取物中剂量组; E: 柳茶提

取物高剂量组.

A B

C D

E

表  1  各组大鼠血清中ALT、AST水平和肝组织匀浆中CHOL和TG水平的变化 (mean±SD, mmol/L) 

     
分组           ALT            AST      CHOL        TG

正常对照组 25.16±2.32 109.72±15.83 0.35±0.05 0.69±0.03

模型组 31.90±2.52a 128.61±16.01a 0.47±0.04a 0.85±0.04a

柳茶提取物低剂量组 29.83±2.78c 110.53±12.33c 0.35±0.02c 0.77±0.02

柳茶提取物中剂量组 25.78±2.63d 100.45±12.57d 0.30±0.02d 0.75±0.06c

柳茶提取物高剂量组 30.62±7.69 121.72±26.67 0.33±0.02c 0.77±0.10

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
非酒精性脂肪性
肝病在发展中国
家 发 病 率 颇 高 , 
而藏药柳茶在西
北地区资源丰富, 
提取加工方法已
成 熟 ,  有 望 在 这
一多发病的早期
治疗中发挥独到
的作用.
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190、100 bp(图2); SYBR Green实时荧光定量

PCR扩增曲线平滑, 各基因均有明显的指数扩

增期(图3). 设正常对照组各基因mRNA表达量

为1, 模型组PPARα mRNA表达量为其1.64±
0.61倍, ACO mRNA表达量为其1.10±0.17倍. 柳
茶提取物低、中、高剂量组PPARα mRNA表达

量分别为正常对照组的3.05±0.94倍、16.97±
0.21倍、19.91±3.70倍, 与模型组相比, 中、高

剂量组差异显著(P <0.01), 低剂量组差异无统计

学意义. ACO mRNA的表达量分别为正常对照

组的5.12倍±0.50倍、6.83±1.37倍、16.67±
1.86倍, 与模型组相比, 中、高剂量组差异显著

(P <0.01), 低剂量组差异无统计学意义(图4).
2.5 Western blot检测PPARα蛋白表达 柳茶组

PPARα蛋白表达量与模型组相比有不同程度的

增加, 且与柳茶剂量呈正相关, 剂量越大, PPARα
蛋白的表达量也越大(图5).

3  讨论

近年来, 随着生活水平的提高, NAFLD逐渐成为

一种常见病、多发病, 仅亚太地区其发病率即

高达20%-30%, 严重影响着人们的生活质量. 在
临床上他表现为一个渐进性发展过程, 从早期单

纯性脂肪肝发展至脂肪性肝炎, 最终可形成肝硬

化甚至肝癌, 治疗需兼顾改变生活方式、饮食

结构、药物治疗改善症状及防治并发症[17-19], 早
期诊断和早期治疗尤为重要. 实验通过摄食高

脂饲料构建了NAFLD动物模型, 循环中大量增

多的游离脂肪酸经门静脉入肝, 使肝脏脂代谢

负担加重而氧化不足, 同时由于饮食结构的不

平衡使载脂蛋白合成减少, 脂肪输出障碍而沉

积于肝脏, 镜下可见肝细胞脂肪变, 肝组织匀浆

脂肪含量增加. 脂肪的蓄积, 尤其是线粒体内的

脂肪蓄积可通过TNF-α导致肝细胞损伤, ALT、
AST等释放入血, 肝功能下降. 实验以藏药柳茶

作为干预措施, 观察了柳茶提取物干预后动物

血中ALT、AST的含量、肝细胞形态结构及肝

组织脂质水平的变化, 论证了该药对NAFLD早

期病变的影响. 
PPARα在脂肪酸的氧化过程中处于中心地

位, 主要表达于肝脏, 能够被其配体如脂肪酸或

氯贝特类降脂药活化, 活化后的PPARα与X受体

形成二聚体, 结合到具有PPARα反应元件的下

游基因的启动区诱导其表达. 这些下游基因范

围很广, 其中包括过氧化物酶体脂肪酸氧化限

速酶ACO和微粒体脂肪酸-ω羟基化关键酶CY-
P4A1[20,21]. 实验检测了大鼠肝脏脂肪酸氧化关

ACO    β-actin  Marker  PPARα

190 bp
100 bp

200 bp

400 bp

600 bp

350 bp

图  2  RT-PCR示PPARα、ACO、β-actin扩增产物.
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图  3  SYBR Green实时荧光定量PCR扩增曲线.
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图  4  PPARα、ACO mRNA相对表达量. 1: 模型组; 2: 柳茶

低剂量组; 3: 柳茶中剂量组; 4: 柳茶高剂量组. bP<0.01 vs  模

型组.

图  5  Western blot示PPARα蛋白的表达. 1: 模型组; 2: 柳茶

低剂量组; 3: 柳茶中剂量组; 4: 柳茶高剂量组.
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■同行评价
本文实验设计合
理, 对于中医藏医
用药有一定的临
床参考价值.
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键酶PPARα、ACO mRNA及PPARα蛋白表达的

变化, 发现经柳茶作用后NAFLD动物PPARα、
ACO表达增强, 加强了过氧化物酶体β氧化作

用, 使用于TG、CHOL合成的底物减少, 因而肝

匀浆脂质含量下降, 细胞内脂滴变小或消失. 随
着细胞损害减轻, 肝功能改善, 血ALT、AST含
量降低. 脂质沉积的减少与肝功能的改善可互

为因果形成良性循环[22]. 同时, PPARα活化引起

的ACO、CYP4A1表达上调又可成为活性氧簇

ROS的重要来源, 使肝细胞遭到氧化损害, 这也

许可以解释柳茶提取物高剂量组PPARα表达增

强的同时, 肝细胞脂肪化减轻而又出现嗜酸性

变, 肝功能改善不如低、中剂量组明显. 但由于

PPARα所介导的信号转导是多途径的, 他又可通

过增加抗氧化酶如触酶、谷氨酸S转移酶等的活

性, 抑制脂质过氧化以及使其次级生物效应, 从
另一方面缓解肝脂质沉积和肝细胞损害[23-27]. 在
人体内, PPARα的表达远低于啮齿类, 脂质过氧

化造成的肝功能受损是可以在很大程度上得以

避免的[28].
柳茶在西北地区资源丰富, 其免疫调节作

用和降脂作用已被证实[29]. 如能在增强机体免

疫功能的基础上发挥降脂护肝的功效 ,  将在

NAFLD的早期治疗、减轻肝脏脂肪代谢紊乱和

肝细胞损害、阻止病程进展上具有一定的应用

前景.
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