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黄连素通过抑制氧化应激和内质网应激减轻非酒精性
脂肪性肝炎小鼠肝脏炎症

李锐楷  王鹏  李毓琪  尉秀清 

【摘要】  目的  从氧化应激和内质网应激的角度探讨黄连素（BBR）对非酒精性脂肪性肝炎（NASH）小鼠肝脏

炎症的减轻作用。方法  将 24 只 C57BL/6J 小鼠随机分为 4 组，NASH 和 NASH+BBR 组小鼠饲喂高脂高果糖高胆固

醇饲料 28 周以诱导 NASH 疾病模型，正常维持饲料（CD）和 CD+BBR 组小鼠给予正常维持饲料，在造模的第 25 周

开始给予 CD+BBR 组和 NASH+BBR 组每日 1 次 200 mg/（kg·d）的 BBR 灌胃，治疗共持续 4 周。记录小鼠每周体

质量；给药第 3 周时进行葡萄糖耐量实验和胰岛素抵抗实验；治疗结束后检测血清 ALT、AST、甘油三酯、总胆固醇、

LDL-C、HDL-C 含量，检测肝脏甘油三酯及总胆固醇含量；对肝脏进行 HE、油红 O 和 Masson 染色；qPCR 法检测肝

脏组织炎症因子 TNF-α 和 IL-1β mRNA 表达水平；比色法检测肝脏组织氧化应激指标丙二醛、总超氧化物歧化酶活性

和总抗氧化能力水平；蛋白免疫印迹法检测肝脏组织内质网应激相关通路蛋白表达水平。结果  成功构建 NASH 小鼠

疾病模型。与 NASH 组小鼠比较，经过 BBR 治疗，抑制 NASH+BBR 组小鼠体质量增加，改善糖耐量异常情况，增加

胰岛素敏感性，改善肝功能及高脂血症（P 均 < 0.05）；肝脏病理切片可见脂肪变性减轻，炎性细胞浸润减少，但纤维

化无改善作用；肝脏炎症因子 mRNA 表达水平下降（P 均 < 0.05）；肝脏组织氧化应激因子丙二醛水平下降，抗氧化

因子总超氧化物歧化酶活性和总抗氧化能力水平升高（P 均 < 0.05）；内质网应激标志物 GRP78 蛋白表达量及 PERK/
eIF2α/ATF4/CHOP 内质网应激信号通路下调（P 均 < 0.05）。结论  BBR 治疗能够改善 NASH 小鼠的超重、糖脂代谢

紊乱和肝功能异常问题，能够减轻肝脏脂肪变性及炎症情况，但对纤维化无改善。BBR 减轻 NASH 炎症反应的可能机

制是抑制肝脏的氧化应激和内质网应激。

【关键词】  黄连素；非酒精性脂肪性肝炎；炎症；氧化应激；内质网应激
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【Abstract】  Objective  To evaluate the alleviating effect of berberine （BBR） on hepatic inflammation in nonalcoholic 
steatohepatitis （NASH） mice from the perspectives of oxidative stress and endoplasmic reticulum stress. Methods  A total of 24 
C57BL/6J mice were randomly divided into 4 groups. Mice in the NASH and NASH+BBR groups were fed with high-fat， high-fructose， 
and high-cholesterol diets for 28 weeks to induce the NASH disease models， whereas mice in the CD and CD+BBR groups were given 
with normal diets， and mice in the CD+BBR and NASH+BBR groups were given with 200 mg/（kg · d） of BBR by gavage once a 
day starting from the 25th week for 4 consecutive weeks. The body weight of mice was recorded weekly. Glucose tolerance test and 
insulin resistance test were performed at the 3rd week of administration. Serum alanine aminotransferase， aspartate aminotransferase， 
triglyceride， total cholesterol， LDL cholesterol， and HDL cholesterol levels， and hepatic triglyceride and total cholesterol levels were 
measured at the end of treatment. Liver samples were treated with HE， Oil-Red O and Masson staining. The expression levels of liver 
inflammatory factors of TNF-α and IL-1β mRNA were detected by qPCR. The levels of malondialdehyde， total superoxide dismutase 
activity and total antioxidant capacity， indicators of oxidative stress in liver tissues were assessed by colorimetric assay. The expression 
levels of proteins in the endoplasmic reticulum stress-related pathways in liver tissues were detected by Western blot. Results  NASH 
mouse models were successfully established. Compared with the mice in the NASH group， weight gain was inhibited， glucose tolerance 
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abnormality was mitigated， insulin sensitivity was increased and liver function and hyperlipidemia were improved after treatment 
with BBR in the NASH+BBR group （all P < 0.05）. Hepatic pathological slices showed a reduction in steatosis ， and a decrease in 
inflammatory cell infiltration， but there was no significant alleviation in fibrosis. The mRNA expression levels of liver inflammatory 
factors were down-regulated （all P < 0.05）. The levels of hepatic tissue oxidative stress factor of malondialdehyde were decreased， 
whereas those of antioxidant factors of total superoxide dismutase activity and total antioxidant capacity were increased （all P < 0.05）. 
The expression levels of endoplasmic reticulum stress marker of GRP78 protein and PERK/eIF2α/ATF4/CHOP endoplasmic reticulum 
stress signaling pathway were significantly down-regulated （all P < 0.05）. Conclusions  BBR can alleviate overweight， glycolipid 
metabolism disorder and liver function abnormality in NASH mice. Besides， it can also mitigate hepatic steatosis and inflammation， but 
it has no significant effect on the alleviation of fibrosis. BBR mitigates inflammatory response in NASH mice probably by suppressing 
oxidative stress and endoplasmic reticulum stress in the liver.

【Key words】  Berberine； Nonalcoholic steatohepatitis； Inflammation； Oxidative stress； Endoplasmic reticulum stress

2. 实验动物  
24 只 6~8 周龄 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，体

质量 20~25 g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，实验动物许可证号：SCXK（浙）2019-
0001。该研究通过大学动物伦理委员会的批准（批

件号：IACUC-20210112-03）。

二、方 法

1. 分组、造模与给药

小 鼠 适 应 性 喂 养 7 d 后 随 机 分 为 4 组， 每

组 6 只，分别为正常维持饲料（CD）、CD+BBR、

NASH 和 NASH+BBR 组。NASH 组 和 NASH+BBR
组小鼠给予 28 周的高脂高果糖高胆固醇饲料，CD
组和 CD+BBR 组小鼠给予正常维持饲料，在第 25
周开始给予 CD+BBR 组和 NASH+BBR 组每日 1 次 
200 mg/（kg · d）的 BBR 灌胃，CD 组和 NASH 组

给予同等体积的体积分数为 0.5% 羧甲基纤维素钠

混悬液灌胃，治疗共持续 4 周。记录小鼠每周体

质量。

2. 葡萄糖耐量实验（IPGTT）和胰岛素抵抗实

验（IPITT） 
在给予 BBR 治疗第 3 周进行 IPGTT 和 IPITT

以评估小鼠血糖代谢能力。禁食禁水 12 h 后，按

照体质量 2 g/kg 给予小鼠腹腔注射葡萄糖溶液，从

小鼠尾部采血检测注射后 0、15、30、60、120 min
的血糖水平［7］。间隔 3 d 进行 IPITT 实验，禁食禁

水 12 h 后，按照体质量 0.8 U/kg 给予小鼠腹腔注

射短效诺和灵 R 胰岛素，检测注射后 0、15、30、

60、120 min 血 糖 值， 并 根 据 血 糖 - 时 间 图 计 算

曲线下面积（AUC），单位以毫摩尔 / 升 × 分钟

（mmol/L · min）表示［8］。

代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）曾用名为非

酒精性脂肪性肝病（NAFLD），是指在无过量饮

酒史及明确的肝损伤因素条件下，以肝脏脂肪变

性为主要特征的一组慢性疾病，与胰岛素抵抗和

遗传易感性密切相关，常与肥胖、2 型糖尿病以

及代谢综合征等疾病并存。MAFLD 疾病谱包括

非酒精性脂肪肝（NAFL）、非酒精性脂肪性肝炎

（NASH）及其相关肝硬化和肝细胞癌［1-3］。虽然其

发生机制至今未完全明确，但在目前广泛接受的

“多重打击”学说发病机制中，过度的氧化应激和

内质网应激被认为是参与 NASH 发生发展的重要

机制［4-6］。

本研究首先通过饲喂高脂高果糖高胆固醇饲

料成功诱导 NASH 疾病小鼠模型；其次验证了黄

连素（BBR）对 NASH 小鼠的治疗效果；最后从氧

化应激和内质网应激的角度探讨 BBR 对 NASH 小

鼠肝脏炎症减轻的可能机制。

材料与方法

一、材 料

1. 实验试剂 
高脂高果糖高胆固醇饲料（Research Diets，美

国），BBR（Sigma，美国），甘油三酯、总胆固醇、

丙二醛、总超氧化物歧化酶活性（T-SOD）和总抗氧

化能力（T-AOC）测定试剂盒（Elabscience，武汉），

GRP78 BiP Rabbit mAb、Phospho-PERK（Thr982） 
Rabbit pAb、PERK Rabbit mAb、Phospho-eIF2α

（Ser51）Rabbit mAb、eIF2α Mouse mAb、ATF4 
Rabbit pAb、DDIT3/CHOP Rabbit mAb（zen-bio, 成

都），Anti-beta Actin Rabbit pAb（Servicebio，武汉）。
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3. 血清和肝脏指标测定

经小鼠眼眶后静脉丛采集全血，室温静置 1 h
后，4 ℃ 1 000×g 离心 15 min 取上层血清，使用全

自动生化分析仪检测 ALT、AST、甘油三酯、总胆

固醇、LDL-C 和 HDL-C 水平；冰上迅速分离小鼠

肝脏进行称重，按照检测试剂盒说明书检测其甘油

三酯、总胆固醇、丙二醛、T-SOD 和 T-AOC 水平。

4. 肝脏组织病理学评价

对小鼠肝脏组织进行 HE、油红 O 和 Masson
染色，由专业病理科医师阅片，参照 2010 年《非

酒精性脂肪性肝病诊疗指南》进行 NAFLD 活动度

积分（NAS）和肝纤维化评分［9］。肝脏系数（%）= 
肝脏重量（g）/ 小鼠体质量（g）。

5. 组织 RNA 提取和 qPCR 检测

使用 TRIzol 试剂提取小鼠肝脏组织总 RNA，

以总 RNA 为模板反转录生成 cDNA，采用实时荧

光定量 PCR 检测仪进行 qPCR。反应体系配制及反

应程序设置均按照说明书进行。目的基因的相对

表达量结果使用 2- ∆∆ Ct 方法进行计算。

6. 总蛋白提取及蛋白免疫印迹

使用总蛋白裂解液提取肝脏总蛋白，BCA 蛋

白定量法测量浓度，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，

应用转膜仪将蛋白印迹转移至 PVDF 膜上，室温封

闭 2 h，一抗 4 ℃孵育过夜，对应的二抗室温孵育

2 h，利用化学发光法显像，应用 Image J 图像分析

软件进行灰度分析。

三、统计学处理

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据处理，计量

资料用 描述。符合正态分布的多组间比较采

用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法（方差

齐时）或 Tamhane’T2 法（方差不齐时）。P < 0.05
为差异有统计学意义。

结    果

一、小鼠体质量变化

饲喂高脂高果糖高胆固醇饲料的小鼠体质

量 呈 上 升 趋 势， 在 第 2 周 与 CD 组 小 鼠 体 质 量

相 比，NASH 组 小 鼠 体 质 量 增 加 具 有 统 计 学 意

义（F=9.712，P < 0.05），差异持续至实验终点。

NASH+BBR 组 小 鼠 在 经 过 BBR 治 疗 1 周 后， 与

NASH 组小鼠相比体质量下降，差异有统计学意义

（F=398.797，P < 0.05），CD+BBR 组小鼠在治疗 2

注：n = 6；与 CD 组相比，*P < 0.05；与 NASH 组相

比，#P < 0.05。

图 1 各组小鼠体质量图

周后，体质量较 CD 组相比下降，差异有统计学意

义（F=427.005，P < 0.05）。见图 1。

二、小鼠糖耐量及胰岛素抵抗情况

NASH 组 小 鼠 空 腹 血 糖 水 平 较 CD 组 升

高［（8.57±0.91） mmol/L vs. （6.78±0.58）mmol/L，

F=6.647，P < 0.05）］， 见 图 2C。NASH 组 小 鼠 在

给予葡萄糖溶液注射后，血糖水平峰值及 AUC 值

均高于 CD 组小鼠（P 均 < 0.05），而 NASH+BBR
组小鼠血糖情况改善（P 均 < 0.05），见图 2A、D。

NASH 组小鼠在葡萄糖耐量受损的情况下同时出现

了胰岛素抵抗（P 均 < 0.05），给予 BBR 治疗后，

小鼠对胰岛素的敏感性得到改善（P 均 < 0.05），

见图 2B、E。

三、小鼠血清和肝脏生化参数

与 CD 组 小鼠 对 比， NASH 组 小鼠 血 清 ALT、

AST、 甘 油 三 酯、 总 胆 固 醇 和 LDL-C 水 平 增 加，

HDL-C 水平降低（P 均 < 0.05）。与 NASH 组小鼠对

比，经过 4 周 BBR 治疗的 NASH+BBR 组小鼠，血

清 ALT、AST、甘油三酯、总胆固醇、LDL-C 水平

下降，血清 HDL-C 水平上升（P 均 < 0.05）。见表 1。

四、小鼠肝脏组织病理学评价

NASH 组小鼠肝脏体积增大，呈淡黄色，有

油腻感，边缘圆钝。镜下可见 NASH 特征性病变：

大小不等的脂肪空泡和脂滴；部分肝细胞气球样

变；小叶内混合性炎症细胞浸润；胶原纤维沉积。

而 NASH+BBR 组小鼠肝脏除胶原纤维沉积情况外，

其他病理情况均有所改善。见图 3A。

NASH+BBR 组 小 鼠 肝 脏 质 量 及 肝 脏 系 数 较
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NASH 组 下 降［（2.23±0.08）g vs.（3.61±0.14）g，

P < 0.05；（6.17±0.17）% vs.（8.25±0.34）%，P < 
0.05）］。 见 图 3B、C。NASH+BBR 组 小 鼠 NAS 评

分降低（6.00±0.89 vs. 4.25±0.76，P < 0.05），但间

质纤维组织增生情况没有改善，纤维化评分未见统

计学差异（1.67±0.52 vs. 1.50±0.55，P > 0.05）。见

图 3D、E。

五、小鼠肝脏组织炎症因子指标

与 CD 组小鼠比较，NASH 组小鼠肝脏组织中

炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 的 mRNA 表达水平均升高

（FIL-1β=13.508，FTNF-α=19.458，P 均 < 0.05）；NASH+ 
BBR 组小鼠肝脏组织中炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 的

注：A 和 D 为小鼠葡萄糖耐量实验及其 AUC（n = 6）；B 和 E 为胰岛素抵抗实验及其 AUC（n = 6）；C 为各组小鼠空

腹血糖比较（n = 6）；与 CD 组相比，*P < 0.05；与 NASH 组相比，#P < 0.05。

图 2 小鼠糖耐量及胰岛素抵抗情况

表 1 各组小鼠血清和肝脏生化指标比较（x±s）

项 目 CD 组 CD+BBR 组 NASH 组 NASH+BBR 组 F 值 P 值
ALT/（U/L） 36.18±4.90 31.70±9.27   474.18±12.62a 242.38±9.77b 2 898.17 <0.001
AST/（U/L） 174.17±45.86 158.12±31.53   605.46±42.75a   281.66±60.35b 120.95 <0.001
甘油三酯 /（mmol/L）   0.62±0.07   0.45±0.05     0.88±0.12a     0.45±0.07b 36.68 <0.001
总胆固醇 /（mmol/L）   4.89±0.99   3.33±0.40   11.74±1.31a     7.51±1.29b 71.71 <0.001
LDL-C/（mmol/L）   0.58±0.20   0.42±0.09     1.32±0.15a     0.79±0.15b 40.67 <0.001
HDL-C/（mmol/L）   2.90±0.32   2.72±0.25     1.93±0.28a     2.64±0.38b 11.11 <0.001
肝脏甘油三酯 /（µmol/g liver） 21.95±6.60 13.77±4.68 116.42±8.73a   38.59±8.23b 252.79 <0.001
肝脏总胆固醇 /（µmol/g liver）   1.96±0.35   1.86±0.28   10.45±0.81a     5.82±0.66b 305.44 <0.001

注 ： n = 6 ； 与 CD 组相比， aP < 0.05 ； 与 NASH 组相比， bP < 0.05。

mRNA 表达水平均降低（P 均 < 0.05）。见图 4。

六、小鼠肝脏组织氧化应激指标

与 CD 组小鼠比较，NASH 组小鼠肝脏组织中

丙二醛水平升高（P < 0.05），T-AOC 水平和 T-SOD
活 性 降 低（P 均 < 0.05）； 而 与 NASH 组 比 较，

NASH+BBR 组小鼠肝脏组织中丙二醛水平降低（P < 
0.05），T-SOD 活性和 T-AOC 水平升高（P 均 < 0.05）。

见表 2。

七、小鼠肝脏内质网应激相关蛋白表达水平

与 CD 组比较，NASH 组小鼠肝脏内质网应激反

应标志物 GRP78 蛋白和内质网应激相关 PERK 信号
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注：A 为小鼠肝脏大体标本的 HE、油红 O 和 Masson 染色（×200，标尺：70 µm）；B 为各组小鼠肝脏质量比较；C 为

各组小鼠肝脏系数比较；D 为各组小鼠肝脏 NAS 评分比较；E 为各组小鼠肝脏纤维化评分比较；与 CD 组相比，*P < 0.05；

与 NASH 组相比，#P < 0.05（n = 6）。

图 3 小鼠肝脏组织病理学评价
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通路蛋白 p-PERK、p-eIF2α、ATF4 和 CHOP 蛋白表

达 水 平 均 升 高（FGRP78=9.800，Fp-PERK=4.596，Fp-eIF2α= 
20.558，FATF4=22.760，FCHOP=19.191，P 均 < 0.05）；

NASH+BBR 组 小 鼠 肝 脏 组 织 中 GRP78、p-PERK、

p-eIF2α、ATF4 和 CHOP 蛋白表达水平相较 NASH
组小鼠均降低（P 均 < 0.05）。见图 5。

讨    论

MAFLD 作为全球慢性肝病的主要原因，与肝

细胞癌和死亡等不良预后相关，亚洲的总体患病

率已经超过 29%，其临床负担日益增加［10-11］。从

NAFL 到 NASH 的转变是肝脏损伤进展的重要一

步，在如今被广泛认可的“多重打击”学说中，认

为脂毒性、氧化应激、内质网应激、炎性细胞因

子等多重打击因素，可使肝脂肪变性向脂肪性肝

炎发展。 所以抗氧化应激和抗内质网应激也成为

NASH 治疗的可能策略［12-14］。

BBR 亦称为小檗碱，是最初从中草药黄连分

离出来的一种季铵型异喹啉类生物碱，多年来的

临床研究已证明 BBR 对 MAFLD 具有积极的治疗

注：n = 3；与 CD 组相比，*P < 0.05；与 NASH 组相比，#P < 0.05。

图 4 小鼠肝脏组织炎症因子指标

表 2 小鼠肝脏氧化应激指标（x±s）

项 目 CD 组 CD+BBR 组 NASH 组 NASH+BBR 组 F 值 P 值
丙二醛 /（µmol/gprot）   0.45±0.05 0.38±0.06   0.80±0.12a   0.45±0.07b 35.20 <0.001
T-AOC/（µmol/gprot）   0.86±0.07 0.86±0.08   0.63±0.06a   0.83±0.05b 16.29 <0.001
T-SOD/（µmol/gprot） 95.65±5.66 100.23±8.80 75.70±4.19a 94.98±8.01b 14.86 <0.001

注 ： 与 CD 组相比，aP < 0.05 ； 与 NASH 组相比，bP < 0.05（n = 6）。

作用，但其机制暂未完全明确［15-18］。因此，本研究

首先验证了 BBR 对于 NASH 小鼠的治疗作用，结

果表明给予 BBR 治疗，可以减轻 NASH 小鼠的体

质量、改善其糖耐量受损和胰岛素抵抗问题，还

可以降低 NASH 小鼠的高脂血症，改善肝功能和

减轻肝脏脂肪变性。这一结果与先前他人所报道

的研究结果相符［19-21］。

其次我们通过 qPCR 检测和 NAS 评分，证实

BBR 不仅可以减少肝脏炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 
mRNA 的表达水平，而且可以减少肝脏组织中小

叶内炎症细胞的浸润，但对 NASH 纤维化并无改

善作用。而 BBR 如何减轻肝脏的炎症反应具体机

制需进一步深入研究。

氧化应激及内质网应激作为机体的保护性应

激反应，与 NF-κB 途径、NLRP3 炎症小体和 TLR4
途径等炎症反应信号通路相偶联，通过引发炎症

反应广泛参与炎症性疾病的病理过程，而炎症反

应又会使氧化应激及内质网应激增强［22-26］。本研究

从氧化应激和内质网应激的角度对 BBR 减轻肝脏

炎症反应的可能机制进行探讨。

肝细胞过度蓄积的游离脂肪酸会使线粒体氧
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注：A 为各组小鼠肝脏内质网应激相关蛋白免疫印迹电泳图，B 为 GRP78 蛋白相对表达量（n = 3），C 为 p-PERK、

t-PERK、p-eIF2α、t-eIF2α、ATF4 和 CHOP 蛋白表达水平相对表达量（n = 3）；与 CD 组相比，*P < 0.05；与 NASH 组相比，

#P < 0.05。

图 5 小鼠肝脏内质网应激相关蛋白表达水平

化反应增加，当氧化反应产生的活性氧物质超过

细胞抗氧化能力时，便会引起氧化应激。我们通

过测量氧化应激因子丙二醛水平和体内清除自由

基的主要抗氧化因子 T-SOD 和 T-AOC 水平，发现 
NASH 小鼠肝脏组织细胞的氧化应激水平上升，而

BBR 治疗可以减轻 NASH 小鼠肝脏组织细胞的氧

化应激水平。

肝细胞内过多的游离脂肪酸还会通过破坏内

质网结构及钙离子稳态，使内质网激活未折叠蛋

白反应（UPR），从而诱发内质网应激以减少细胞

内异常蛋白的聚集，在 UPR 中 PERK 信号通路起

到重要的作用［27-29］。我们的研究结果表明，NASH
组小鼠肝脏组织中内质网应激标志蛋白 GRP78 蛋

白 水 平 表 达 升 高， 提 示 NASH 小 鼠 肝 脏 组 织 细

胞内质网处于应激状态；而 NASH+BBR 组小鼠

肝脏 GRP78 蛋白水平表达下降，表明 BBR 治疗

可 以 减 轻 内 质 网 应 激， 随 后 我 们 检 测 PERK 信

号通路的蛋白表达，发现 BBR 治疗可通过下调 
PERK/eIF2α/ATF4/CHOP 信号通路的蛋白表达，从

而减轻 NASH 小鼠肝脏的内质网应激。

综上所述，BBR 治疗有益于 NASH 小鼠体质

量控制、改善糖脂代谢紊乱、减轻肝功能异常，

缓解肝脏脂肪变性及炎症情况，但对纤维化无改

善。缓解肝脏炎症情况的可能机制是抑制氧化应

激和内质网应激 PERK/eIF2α/ATF4/CHOP 信号通

路，从而起到保护肝脏的积极作用。
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