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人参皂苷 Rb1对小鼠脂性肝细胞模型脂质沉积与氧化应激的影响
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摘要：目的 探讨人参皂苷 Rb1 对小鼠脂性肝细胞模型脂质沉积和氧化应激的影响。方法 采用原位二步灌

流法提取小鼠肝原代细胞；以油酸（OA）和棕榈酸（PA）混合培养基制备脂性肝脏原代细胞模型，并同时以人参

皂苷 Rb1 低、中、高剂量（25、50、100 nmol·L-1）进行干预 24 h。测定各组细胞中总胆固醇（TC）、甘油三

酯（TG）的含量；采用油红 O 染色检测细胞内脂质蓄积情况；DCFH-DA 荧光探针法检测细胞 ROS 水平；

Western Blot 法检测细胞内过氧化物酶体增殖物激活受体 α（PPAR-α）、固醇调节元件结合蛋白 1c（SREBP-1c）
及脂肪酸合成酶（Fas）蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模型组细胞内脂滴聚集显著；ROS 的荧光强度（氧

化应激反应）显著增强；TC、TG 含量显著升高（P＜0.05）；PPAR-α 蛋白表达明显下调（P＜0.05），SREBP-1c、
Fas 蛋白表达明显上调（P＜0.05，P＜0.01）。与模型组比较，不同浓度人参皂苷 Rb1 均可不同程度改善脂性肝

细胞内的脂滴聚集，降低 ROS 的荧光强度（氧化应激反应），上调 PPAR-α 蛋白表达（P＜0.05，P＜0.01），下

调 SREBP-1c、Fas 蛋白表达（P＜0.05，P＜0.01）；人参皂苷 Rb1 中、高剂量组 TG 含量显著降低（P＜0.01）。

结论 人参皂苷 Rb1 可一定程度改善代谢相关脂肪性肝病小鼠肝细胞的脂质沉积和氧化应激反应，其作用机

制可能与调控 PPAR-α、SREBP-1c、Fas 相关蛋白表达水平有关。
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Effects of Ginsenoside Rb1 on Lipid Deposition and Oxidative Stress in Lipid Hepatocytes of Mice
LI Yuping1，2，MIAO Wei3，GAO Weihang1，2，HU Ling1，2（1. Institute of Gastroenterology，Guangzhou University of
Chinese Medicine， Guangzhou 510405 Guangdong， China； 2. Science and Technology Innovation Center，
Guangzhou University of Chinese Medicine， Guangzhou 510405 Guangdong， China； 3. Binzhou Medical
University，Yantai 264003 Shandong，China）
Abstract：Objective To investigate the effect of ginsenoside Rb1 on lipid deposition and oxidative stress in lipid
hepatocytes of mice. Methods Primary mouse hepatocytes were extracted by in situ two-step perfusion，by which
the lipid hepatocytes were prepared by mixed medium of oleic acid（OA）and palmitic acid（PA），and ginsenoside
Rb1 with different concentrations（25，50 and 100 nmol·L- 1）were used for intervention for 24 h. The contents of
total cholesterol（TC）and triglyceride（TG）in each group were determined. The intracellular lipid accumulation was
detected by oil red O staining. The level of reactive oxygen species（ROS）was detected by DCFH-DA fluorescent
probe. The protein expression levels of PPAR- α， SREBP- 1c and Fas in cells were detected by Western Blot.
Results Compared with the normal group， lipid droplet aggregation was significant in the lipid hepatocytes model
group， the oxidative stress response was significantly enhanced， the contents of TG and TC were increased
apparently（P＜0.05），and the protein level of PPAR-α in the mouse hepatocytes was dramatically declined，while
the expression of SREBP- 1c and Fas was increased considerably. Compared with model group， different

·· 939



Traditional Chinese Drug Research & Clinical Pharmacology，2021 July，Vol. 32 No. 7

代谢相关脂肪性肝病（Metabolic associated fatty
liver disease，MAFLD）的曾用名为非酒精性脂肪性肝

病（Nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD），是指除

了酒精和其他明确原因引起的，以肝实质细胞脂肪

变性和脂肪贮积为主要特征的临床病理综合征[1]。近

年来，随着社会发展和人们生活节奏加快，由于肥

胖、缺乏运动及不健康生活方式导致 MAFLD 发病率

逐年上升 [2]。MAFLD 发病机制复杂，目前尚不能完

全阐明，其中以胰岛素抵抗和氧化应激反应引起的

“二次打击学说”[3]被广泛认同。第一次打击是游离脂

肪酸（FFA）升高，肝脏脂质蓄积，主要由胰岛素抵抗

引起；第二次打击则主要是各种因素导致的氧化应

激。过氧化物酶体增殖物激活受体 α（Peroxisome
proliferators-activated receptors-α，PPAR-α）作为核

转录因子超家族主要成员之一，在肝脏脂质代谢中

发挥中心调控作用；固醇调节元件结合蛋白 1c（Sterol
regulatory element binding protein-1c，SREBP-1c）是

调节体内代谢水平的关键核转录因子；脂肪酸合成

酶（Fatty acid synthetase，Fas）是脂肪酸生物合成中的

关键酶。多项研究 [4- 7]证实，PPAR-α、SREBP-1c、
Fas 与 MAFLD 关系密切。

人参具有大补元气、复脉固脱等功效，临床常用

于补气养血，提高免疫力，其中人参皂苷 Rb1 是其

含量最多的成分。研究发现，人参皂苷 Rb1 在多种

肝脏疾病中能发挥有效作用[8]；其具有很强的抗氧化

活性，在改善肝脏脂肪变性、降低血脂、抑制肝脏

炎症反应及抗肝损伤等方面均能发挥重要作用 [9-10]。

因此，本研究拟结合 MAFLD 发病机制，探究人参皂

苷 Rb1 对小鼠脂性肝细胞模型脂质沉积和氧化应激

的影响。

1材料与方法
1.1 动物 雄性 C57BL/6J 野生型小鼠，SPF 级，4 周

龄，体质量 18～22 g，购自常州卡文斯实验动物有限

公司，动物生产许可证号： SCXK（苏）2016-0010，
实验动物质量合格证号：201400078。
1.2 药物及试剂 人参皂苷 Rb1（批号：00170580，
纯度≥98%）、DCFH-DA（批号：287810）、油酸（Oleic
acid，OA，批号： 75090）、棕榈酸（Palmitic acid，
PA，批号：P5585），均购于美国 Sigma 公司。RPMI
1640 细胞培养基（批号：GMS12049.2）、PBS 缓冲

液（批号：GMS12033.1B），均购自美国 Hyclone 公

司；RIPA 强裂解液（批号：KGP702）、BCA 蛋白含

量检测试剂盒（批号：KGP903），均购自南京凯基生

物技术有限公司；油红 O 试剂盒（批号：D027-1）、

甘油三酯（TG）试剂盒（批号：A110-1）、总胆固

醇（TC）试剂盒（批号：A111-1）、活性氧（ROS）检测

试剂盒（批号：E004），均购自南京建成生物科技有

限公司；胎牛血清（批号：16140063）、青链霉素溶

液（批号： 15140122），均购自美国 Gibco 公司；

0.25% 胰蛋白酶（批号：67057313）、胶原酶Ⅳ型（批

号： BS165），均购自合肥 Biosharp 公司；兔抗

PPAR-α（批号：ab24509）、兔抗 SREBP-1c（批号：

ab191857）、兔抗 Fas（批号：ab133619）、山羊抗兔

二抗（批号：ab97051）、10% SDS-PAGE 凝胶配制试

剂盒（批号：ab119202），均购于英国 Abcam 公司；

内参 β-actin 抗体（批号：4970），美国 Cell Signaling
Technology 公司；10×TBST 封闭洗涤缓冲溶液（批

号：B1009），北京普利莱基因技术有限公司。

1.3 主要仪器 IX51 型倒置显微镜，日本 Olympus
公司；ELx800 型酶标仪，美国 Bio-Tek 公司；7020
型全自动生化分析仪，日本日立公司；DZKW-4 型

电子恒温水浴锅，北京中兴伟业仪器有限公司；超

净工作台，苏州苏净集团安泰公司；1658001 型垂直

电泳槽，美国 Bio-Rad 公司；Heracell 150i 型 CO2培

养 箱、 E- Gel Imager 凝胶成像仪，美国 Thermo

concentration of ginsenoside Rb1 could improve lipid droplet aggregation to different concentrations， reduce
oxidative stress，increase the expression level of PPAR-α protein（P＜0. 05，P＜0. 01）and decrease the expression
levels of SREBP-1c and Fas protein（P＜0.05，P＜0.01）；the contents of TG in ginsenoside Rb1 medium and high
dose groups were significantly decreased（P＜0.01）. Conclusion Ginsenoside Rb1 can improve the lipid deposition
and oxidative stress response in hepatocytes of mice with metabolic associated fatty liver disease to a certain extent.
Its mechanism may be related to the regulation of PPAR-α，SREBP-1C and Fas related protein expression levels.
Keywords： Ginsenoside Rb1； metabolic associated fatty liver disease（MAFLD）； lipid hepatocytes； lipid
deposition；oxidative stress；mice
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Scientific 公司；5424R 型小型台式高速离心机，德国

Eppendorf 公司；高温烘箱，上海市实验仪器总厂。

1.4 小鼠肝脏原代细胞提取及培养 采用原位二步灌

流法提取小鼠肝原代细胞。以 10% 水合氯醛麻醉小

鼠后固定四肢，用 75%乙醇对小鼠腹部进行消毒并

将腹腔打开，充分暴露门静脉；将 37 ℃的 KRB 缓

冲液吸入 20 mL 注射器，将针进入肝门静脉后，以

4 mL·min-1 速度灌注，直至肝脏变成灰黄色；再更

换为 0.05%型胶原酶Ⅳ型溶液，以同法进行灌注。然

后取下肝脏，置于无菌培养皿，并用 PBS 冲洗肝脏

残留血液；在培养皿中捣碎肝脏并进行研磨，使细

胞完全释放后过滤。将滤过的细胞液吸取至离心

管，加入含 10%胎牛血清、100 U·mL- 1 青霉素、

100 μg·L-1链霉素的 RPMI 1640 培养基中；以离心半

径 8 cm、1 000 r·min-1 离心 5 min，弃上清后，置于

体积分数为 5%的 CO2、37 ℃培养箱中培养；待细胞

生长铺满皿底 80%~90%时进行传代或实验。

1.5 细胞分组及药物干预 取对数生长期状态良好的

肝脏原代细胞，调整其密度为 3.0×105·mL-1 ；取 1 mL
细胞溶液，接种于 6 孔培养板中，待细胞贴壁后弃

去培养基。实验分为正常组、模型组及人参皂苷 Rb1
低、中、高剂量组（25、50、100 nmol·L-1），每组设

5 个复孔。除正常组外，其余各组均加入脂肪酸（棕

榈酸、油酸浓度分别为 0.25、0.5 nmol·L-1）作用

24 h，人参皂苷 Rb1 各剂量组还加入相应浓度的人

参皂苷 Rb1，正常组只加入相同体积的培养基。5 组

细胞分别在 5% CO2、37 ℃培养箱中放置 24 h。
1.6 细胞内 TC、TG 的含量测定 将 100 μL 细胞裂

解液分别加入 6 孔板中，用细胞刮将细胞移至

1.5 mL EP 管后，反复旋转使细胞充分裂解。于室温

静置 10 min 后，以离心半径 8 cm、500 r·min-1 离心

2 min，采集上清后，用全自动生化分析仪检测细胞

中 TC、TG 的含量。

1.7 油红 O 染色观察 将 0.5 g 油红粉末与 100 mL
异丙醇混合，配制成 0.5%油红 O 储存液，然后将其

与 ddH2O 以 2∶1 的比例混匀，配制成油红 O 工作

液。从培养箱中取出细胞培养板，吸弃培养液，用

PBS 冲洗 2 次后，加入油红 O 工作液染色 1 h。弃去

染色液，用 ddH2O 冲洗 2~3 次后，置于显微镜下观

察、拍照。

1.8 DCFH-DA 荧光探针法检测细胞 ROS 水平 细

胞分组及药物干预按照“1.5”项下方法进行；药物

干预 24 h 后，吸弃上清，PBS 清洗 3 次，加入稀释

的 DCFH-DA（1∶ 1 000）； 37 ℃孵育细胞 30 min

后，吸弃含药培养液，用 PBS 洗涤 3 次，以充分去

除未进入细胞内的 DCFH-DA。以离心半径 8 cm、

1 000 r·min-1离心 5 min，吸弃上清后，加入 PBS 重

悬细胞进行测定。在 500 nm 激发波长、525 nm 发射

波长下，采用荧光酶标仪进行 5 min 照射检测。

1.9 Western Blot法检测细胞中PPAR-α、SREBP-1c、
Fas 蛋白的表达水平 细胞分组及药物干预按照

“1.5”项下方法进行；药物干预 24 h 后，吸弃原有

培养液，用 PBS 清洗 3 次；加入 100 μL RIPA 强细

胞裂解液后，用刮刀收取各组细胞并提取总蛋白，

采用 BCA 试剂盒检测蛋白浓度；加入缓冲液和

100 mL 溴酚蓝染液煮 10 min。各取 10 μL 蛋白上样

于 10% SDS-PAGE，经 150 V 恒压电泳 1 h 进行分

离后将蛋白转印到 PVDF 膜上；用 5%脱脂奶粉封

闭 2 h，并在室温下平摇 1 h；加入一抗 PPAR-α（1∶
1 000）、SREBP-1c（1∶1 000）、Fas（1∶1 000）、

β-actin（1∶1 000）兔抗单克隆抗体，4 ℃孵育过夜；

用 TBST 洗膜 3 次，室温孵育二抗（1∶2 000）1 h
后，再用 TBST 冲洗 3 次；采用显色剂显色并拍照；

采用 E-Gel Imager 凝胶成像系统对目的蛋白和

β-actin（内参蛋白）条带进行灰度值比较。

1.10 统计学处理方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果
2.1 人参皂苷 Rb1 对脂性肝细胞 TC、TG 含量的

影响 结果见图 1。与正常组比较，模型组细胞中的

TC、TG 含量显著升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05），结果表明肝脏原代细胞高脂模型成功建立。

与模型组比较，人参皂苷 Rb1 中、高剂量组细胞中

的 TG 含量明显降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。

结果提示，人参皂苷 Rb1 能够降低脂性肝细胞中的

TG 含量。

2.2 人参皂苷 Rb1 对脂性肝细胞中脂质沉积的影响

结果见图 2。与正常组比较，模型组肝细胞中有大量

橘红色脂滴呈片状弥漫性分布，细胞结构被挤压紊

乱。与模型组比较，人参皂苷 Rb1 低、中、高剂量

组细胞可见红色脂滴呈不同程度减少，其中以高剂

量组最明显，脂滴聚集得到显著改善。结果表明，

人参皂苷 Rb1 可不同程度改善脂性肝细胞中的脂质

沉积。
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2.3 人参皂苷 Rb1 对脂性肝细胞内 ROS 水平的影响

结果见图 3。与正常组比较，模型组细胞中 ROS 的

荧光强度显著增强。与模型组比较，人参皂苷 Rb1

低、中、高剂量组细胞中的 ROS 荧光强度逐渐降

低，以高剂量组最为显著。结果提示，人参皂苷 Rb1
干预可一定程度降低脂性肝细胞中的氧化应激反应。

注：与正常组比较，
*
P＜0.05；与模型组比较，##P＜0.01

图 1 人参皂苷 Rb1对脂性肝细胞中总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）含量的影响（x ± s，n=5）
Figure 1 Effects of ginsenoside Rb1 on TC and TG contents in lipid hepatocytes（x ± s，n=5）
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图 2 人参皂苷 Rb1对脂性肝细胞脂质沉积的影响（油红 O 染色，×200）
Figure 2 Effects of ginsenoside Rb1 on lipid droplets in lipid hepatocytes（Oil Red O staining，×200）

a. 正常组 b. 模型组 c. 人参皂苷 Rb1 低剂量组 d. 人参皂苷 Rb1 中剂量组 e. 人参皂苷 Rb1 高剂量组

a. 正常组 b. 模型组 c. 人参皂苷 Rb1 低剂量组 d. 人参皂苷 Rb1 中剂量组 e. 人参皂苷 Rb1 高剂量组

图 3 人参皂苷 Rb1对脂性肝细胞内活性氧（ROS）水平的影响（DCFH-DA 荧光探针法，×200）
Figure 3 Effects of ginsenoside Rb1 on ROS levels in lipid hepatocytes（DCFH-DA fluorescent probe，×200）

2.4 人 参 皂 苷 Rb1 对 脂 性 肝 细 胞 内 PPAR- α、

SREBP-1c、Fas 蛋白表达水平的影响 结果见图 4。
与正常组比较，模型组细胞中的 PPAR-α 蛋白表达

明显下调（P＜0.05），SREBP-1c、Fas 蛋白表达明显

上调（P＜0.05，P＜0.01）。与模型组比较，不同浓度

人参皂苷 Rb1 给药组细胞中的 PPAR-α 蛋白表达均

明显上调（P＜0.05，P＜0.01），SREBP-1c、Fas 蛋白

表达均明显下调（P＜0.05，P＜0.01）。
3 讨论

代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）正逐渐成为最常

见的肝脏疾病，且发病率呈明显上升趋势，尤其在

肥胖人群中多发，发病率高达 75%[11]。MAFLD 包含

多个病理过程，如单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎、肝

纤维化、肝硬化，甚至可能发展为肝癌[12-14]。目前针

对 MAFLD 的治疗尚未发现特异性的药物，探索疗效

好且副作用小的药物具有重要的临床意义。本研究

结果显示，与正常组比较，模型组肝细胞中的 TC、
TG 含量明显升高；油红 O 染色结果显示肝细胞内脂

滴聚集明显，细胞结构破坏，提示小鼠肝脏原代细

胞高脂模型建立成功。人参皂苷 Rb1 干预后，脂性

肝细胞内的 TG 含量显著降低，油红 O 染色显示肝细
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胞内的脂滴聚集不同程度减少。提示人参皂苷 Rb1
能够一定程度干预肝脏原代细胞高脂模型的脂质代

谢，改善脂质沉积。

氧化应激在 MAFLD 的发生发展过程中起着重要

作用，主要是由大量的活性氧（ROS）诱导发生，进而

损伤肝脏组织 [15-17]。因此，在 MAFLD 治疗过程中，

抗氧化是必不可少的治疗策略之一。本研究结果显

示，与正常组相比，模型组细胞的 ROS 荧光强度显

著升高，提示脂性肝细胞内发生了氧化应激反应；

而与模型组相比，人参皂苷 Rb1 不同剂量组的 ROS
荧光强度逐渐降低。表明人参皂苷 Rb1 可以降低脂

性肝细胞内的氧化应激反应，减轻氧化应激带来的

损伤和肝脏脂肪变性，可能在一定程度上缓解

MAFLD 的进一步发展。

PPAR-α 主要负责脂肪酸的摄取、氧化应激

等 [18]，在肝脏中高表达 [19- 20]。有研究表明，肝脏

PPAR-α 缺乏会损害肝脏利用脂肪酸的能力，从而导

致脂质沉积[21]；而 PPAR-α 活化则可以增强脂肪酸氧

化基因表达，减少脂肪变性 [22]；还可通过调节

PPAR-α 表达，从而抑制 TG 合成以缓解 MAFLD 的

进程[23]。SREBP-1c 作为机体内重要的调节脂质代谢

转录因子家族成员之一，其转录活性与其磷酸化及

乙酰化水平有关[21]。活化的 SREBP-1c 可通过调控多

种肝脏代谢基因和蛋白，如乙酰辅酶A羧化酶（ACC1）、

Fas 等，引起肝脏脂质沉积，脂肪变性 [24]。已有研

究[25]表明，可通过降低 SREBP-1c 乙酰化水平，抑制

甘油三酯和脂肪酸合成，从而调节脂肪沉积。Fas 在
动物体脂沉积中发挥重要作用[26]，也是 SREBP-1c 重

要的下游靶基因，其转录水平由 SREBP-1c 调控。当

SREBP-1c 蛋白过表达时，Fas 蛋白表达上调，可引

起糖脂代谢紊乱，从而影响肝脏的脂肪沉积和脂肪

变性[27]。而脂质过量沉积能为脂质过氧化损伤提供反

应基质，引起脂质过氧化产物堆积，导致肝脏内肝

细胞产生氧化应激反应和脂质过氧化[28-29]，最终导致

MAFLD 的进一步恶化。本研究发现，与正常组相

比，模型组肝细胞中 PPAR-α 蛋白表达明显下调，

SREBP-1c、Fas 蛋白表达明显上调，而人参皂苷

Rb1 能够逆转上述蛋白的表达。也进一步证明，

PPAR-α、SREBP-1c、Fas 表达失调可能是肝脏脂质

代谢紊乱、脂肪沉积的重要原因。给予人参皂苷 Rb1
干预后，可能通过激活 PPAR-α 的转录，使 PPAR-α
蛋白表达水平升高，从而增强脂肪酸的氧化；同时

也可能通过抑制 SREBP-1c 和 Fas 的活性，下调其蛋

白表达水平进而抑制脂肪酸合成，从而一定程度上

发挥抗 MAFLD 的作用。

综上所述，人参皂苷 Rb1 能够一定程度改善鼠

肝脏原代细胞高脂模型的脂质沉积和氧化应激损

伤，其作用机制可能与上调 PPAR-α 表达，下调

SREBP-1c、Fas 表达有关。人参皂苷 Rb1 是否有可

能成为治疗 MAFLD 的新型潜在靶点候选药物，尚需

注：与正常组比较，
*
P＜0.05， **

P＜0.01；与模型组比较， #P＜

0.05，##P＜0.01
图 4 人参皂苷 Rb1对脂性肝细胞内 PPAR-α、SREBP-1c、
Fas蛋白表达水平的影响（x ± s，n=5）
Figure 4 Effects of ginsenoside Rb1 on the expression levels
of PPAR-α，SREBP-1c and Fas in lipid hepatocytes（x ± s，

n=5）
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