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ＳＥｑｕｏｌ调节ＳＲＥＢＰ通路和ＰＰＡＲγ改善大鼠２型糖尿病合并非酒精性脂肪肝的研究
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　　［摘要］　目的　分析Ｓ雌马酚（ＳＥｑｕｏｌ）对２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）合并非酒
精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）大鼠模型糖脂代谢的影响。方法　选取６周龄雄
性ＳＤ大鼠５０只，适应性饲养１周，随机分为对照组（ｎ＝１０）和建模组（ｎ＝４０）。给予建模组大鼠高脂
高糖饮食联合腹腔注射链尿佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）构建２型糖尿病模型。空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）＞１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠随机分为模型组（ｎ＝９），ＳＥｑｕｏｌ低剂量组（２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝
９）、中剂量组（４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）和高剂量组（８０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）。干预满１２周后，检测
各组大鼠血清总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、血糖（ＦＢＧ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白
（ＬＤＬ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、直接胆红素（ＤＢＩＬ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白（Ａｌｂ）、球蛋白（Ｇｌｂ）。采用 ＥＬＩＳＡ
法检测血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）以及肝脏白介素１β（ＩＬ１β）、白介素６（ＩＬ６）和肿瘤
坏死因子α（ＴＮＦα）。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ法检测肝组织中与脂质代谢相关的过氧化物酶体
增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ），乙酰辅酶 ａ羧化酶（ａｃｅｔｙｌ
ＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ），固醇调节元件结合蛋白１（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１）
和脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，Ｆａｓｎ）表达水平。结果　与模型组比较，ＳＥｑｕｏｌ低剂量组胰岛素
抵抗水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＥｑｕｏｌ中剂量组胰岛素分泌水平显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｓ－Ｅｑｕｏｌ低、高剂
量组ＦＢＧ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＥｑｕｏｌ低剂量组肝指数、血清白球比（Ａ／Ｇ）和ＬＤＬ显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＳＥｑｕｏｌ中剂量组血清ＤＢＩＬ和ＡＬＴ显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＳＥｑｕｏｌ低、中、高剂量组肝脏组织学形
态均改善，肝脏脂质沉积面积显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＥｑｕｏｌ中、高剂量组肝组织炎症水平显著降低（Ｐ＜
０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，中、高剂量的ＳＥｑｕｏｌ干预使大鼠肝组织中ＰＰＡＲγ和ＡＣＣ的表达显著下
调（Ｐ＜０．０５）；ＲＴｑＰＣＲ结果显示 ＳＥｑｕｏｌ的干预使大鼠肝组织中 ＡＣＣ、ＳＲＥＢＰ１、Ｆａｓｎ和 ＰＰＡＲγ转录
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＥｑｕｏｌ能降低Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠的肝脏脂质沉积、脂质代谢相
关分子表达和炎症水平，其机制可能与调节ＳＲＥＢＰ通路和ＰＰＡＲγ分子表达有关。
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ｒｅｄｕｃｅｌｉｖｅｒｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓｗｉｔｈ
ＮＡＦＬＤ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＳＲＥＢＰｐａｔｈｗａｙａｎｄＰＰＡＲγｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＳＥｑｕｏｌ；ｒａｔ；ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ；ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒｅＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１９７３０４０）ａｎｄｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓ
ｏｆＣｈｉｎａ（８１６０２８５５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＪｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｊｉａｎ＿１９９６＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　非酒精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，
ＮＡＦＬＤ）是由甘油三酯合成和分泌不平衡造成的代谢
性疾病。糖尿病是其主要危险因素，目前有 ５５％的 ２
型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｔ２ＤＭ）患者存在 ＮＡＦＬＤ［１］。
随着代谢性疾病（肥胖、Ｔ２ＤＭ和 ＮＡＦＬＤ）患病率持续
上升，预计至２０４５年全球糖尿病患病人数将达到７亿，
可以预计届时 ＮＡＦＬＤ患病人数将达到近 ４亿［２］。

ＮＡＦＬＤ引起的胰岛素抵抗等并发症同时是 Ｔ２ＤＭ发
展的主要危险因素，ＮＡＦＬＤ患者患 Ｔ２ＤＭ的风险显
著增高，相比于其他代谢性疾病，Ｔ２ＤＭ与 ＮＡＦＬＤ具
有更显著的相关性［３－４］。

　　雌马酚［７羟基３（４９羟基苯基）苯并二氢吡喃，
Ｅｑｕｏｌ］是大豆异黄酮的肠道代谢产物［５］。多项研究表

明，膳食来源的大豆异黄酮、大豆苷元可以抑制高糖环

境下的胰岛细胞凋亡，改善胰岛功能，调节血糖［６］。

外消旋雌马酚（ＳＥｑｕｏｌ）是 Ｅｑｕｏｌ的一种对映体，可以
选择性激活雌激素受体β（ＥＲβ），且ＳＥｑｕｏｌ雌激素活
性和抗氧化活性优于其他异黄酮［７－８］。

　　研究表明大豆异黄酮可以缓解肝脏纤维化进程，

大豆苷元能够显著改善超重肥胖人群血管疾病危险因

素的相关指标水平，而相比于可以代谢产生 Ｅｑｕｏｌ的
大鼠，不能代谢产生 Ｅｑｕｏｌ的大鼠肝脏纤维化和气球
样变更严重，大豆异黄酮和大豆苷元需要肠道代谢产

生 Ｅｑｕｏｌ来发挥生物学效应［９－１１］。本研究旨在探讨

ＳＥｑｕｏｌ对 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠模型在糖脂代谢、
胰岛素功能、肝功能及代谢相关蛋白表达方面的影响，

为选择 ＳＥｑｕｏｌ改善 ＮＡＦＬＤ及其并发症造成的器官
损伤和代谢紊乱提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　本研究采用５０只６周龄ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，体
质量（２００±２０）ｇ，由北京华阜康生物科技股份有限公
司提供［ＳＣＸＫ（京）２０１９００８］。饲养环境为陆军军医
大学动物实验中心ＳＰＦ级动物房，环境温度和湿度为
中央空调统一控制［室温（２２±２）℃，湿度６０％～７０％，
１２小时昼夜交替照明］，每笼５只，自由摄食饮水。高
脂高糖饲料的成分为１０％猪油，２０％蔗糖，２％胆固醇，
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０．５％胆酸钠，６７．５％普通饲料（北京科奥协力饲料有
限公司），普通饲料（北京华阜康生物科技股份有限公

司）由陆军军医大学动物实验中心提供。

１．２　主要试剂与仪器
　　本研究主要采用的试剂与仪器有：链尿佐菌素
（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（≥９８％，碧云天生物技术有限公
司）；二甲亚砜［ＤＭＳＯ，生工生物工程（上海）股份有限
公司］戊巴比妥钠（美国 Ｓｉｇｍａ公司，由陆军军医大学
第二附属医院实验动物中心提供）；ＳＥｑｕｏｌ（大赛璐药
物手性技术有限公司，光学纯度≥９９％）；柠檬酸／柠檬
酸钠（碧云天生物技术有限公司）；超敏ＥＣＬ化学发光
试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液（碧云天生物技术有限公司）；血
糖仪及血糖试纸（美国稳捷 ＯｎｅＴｏｕｃｈ公司）；谷丙转
氨酶、谷草转氨酶ＥＬＩＳＡ（南京建成生物工程研究所有
限公司）；胰岛素、肝脏白介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因
子α（ＴＮＦα）、白介素６（ＩＬ６）ＥＬＩＳＡ试剂盒（慧佳科
技有限公司）；万分之一电子天平（常州奥斯豪仪器）；

全波长多功能酶标仪（美国 ＴＨＥＲＭＯ公司）；电泳槽，
转膜槽（美国 Ｂｉｏｒａｄ公司）；化学发光成像仪（美国
ａｃｕｒｏｎＢｉｏ公司）；ＰＣＲ仪（荧光定量ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔ，美国
Ｂｉｏｒａｄ公司）；ＲＴＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法 ＰＣＲ
试剂盒 （德国ＱＩＡＧＥＮＧ公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ采用过氧
化物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）抗体和乙酰辅酶 ａ
羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）抗体（武汉三鹰
生物技术有限公司）。

１．３　Ｔ２ＤＭ大鼠模型构建
　　所有大鼠适应性喂养１周后，依据随机数字表法
分为对照组（ｎ＝１０），建模组（ｎ＝４０）。对照组大鼠给
予普通饲料喂养，建模组大鼠给予高脂高糖饲料喂养。

４周后，所有大鼠禁食１２ｈ，建模组大鼠腹腔注射链尿
佐菌素（２５ｍｇ／ｋｇ，ＳＴＺ溶于 ０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸／柠檬
酸钠缓冲液，ｐＨ＝４．５），对照组大鼠腹腔注射与建模
组等体积的柠檬酸／柠檬酸钠缓冲液，连续２次，间隔
１周进行 ＳＴＺ注射造模，Ｔ２ＤＭ大鼠建模成功标准为
建模完成１周后，６ｈ空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，
ＦＢＧ）＞１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．４　动物分组和给药
　　采用随机数字表法，将 Ｔ２ＤＭ模型大鼠分为模型
组（ｎ＝９）及ＳＥｑｕｏｌ低剂量组（２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝
９）、中剂量组（４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）和高剂量组
（８０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）。ＳＥｑｕｏｌ溶解于ＤＭＳＯ，悬
浮于玉米油，各给药组于造模成功次日起灌胃给药，每

日一次。糖尿病模型组和正常对照组灌胃给予等量

ＤＭＳＯ＋玉米油溶液。所有大鼠在１２周干预期间自由
摄食饮水，每周检测ＦＢＧ和体质量。

１．５　样本采集和处理
１．５．１　样本采集准备　　所有大鼠在最后一次灌胃干
预后禁食不禁水１２ｈ，称量并记录，分批次麻醉取材。
１．５．２　血液样本采集　　将大鼠按 ５％（体积分数）
异戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，取大鼠股动脉血，血液

静置分层后，４℃离心（４５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）后获得血
清，置于－８０℃超低温冰箱备用。
１．５．３　肝脏样本采集　　采集血液后，４℃ ０．０１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ反复灌注大鼠血管，至肝脏颜色苍白，摘取
肝脏，滤纸吸干多余水分称量后，将肝脏分为 ３份，
１份置入４％多聚甲醛用于病理学检测，１份置入ＲＮＡ
保存液中用于ＲＮＡ检测，１份置入－８０℃超低温冰箱
用于蛋白表达的检测。

１．６　检测指标和方法
１．６．１　大鼠血清和肝功能生物标志物检测　　大鼠
血清总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、血糖（ＦＢＧ）、高
密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）、总胆红素
（ＴＢＩＬ）、直接胆红素（ＤＢＩＬ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白
（Ａｌｂ）、球蛋白（Ｇｌｂ）、白球比（Ａ／Ｇ）由新桥医院检验
科检测；采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）浓度；ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα
检测方法：称取肝组织１００ｍｇ，用ＲＩＰＡ裂解液提取总
蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度后，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书规程，全波长多功能酶标仪测定光密度值

［Ｄ（４５０）］，最后进行蛋白浓度校正。
１．６．２　油红Ｏ染色　　将由 ４％多聚甲醛溶液固定
处理的肝脏进行脱水、包埋、冰冻切（３～５μｍ）。４％多
聚甲醛固定１０ｍｉｎ后，放入６０％异丙醇中洗涤２ｍｉｎ，
滴加０．３％油红 Ｏ染液，室温放置 １５ｍｉｎ后，依次用
６０％异丙醇和０．９％ＮａＣｌ漂洗至显微镜下背景干净，苏
木精复染 ７ｍｉｎ，１％ ＨＣｌ酒精分化 １ｓ，自来水返蓝
１０ｍｉｎ，干燥后封片。光镜下观察（×１０），每组随机选
取１０个视野，拍照后，使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行 Ｏ油红
着色面积计算。

１．６．３　ＨＥ染色　　取各组大鼠肝脏石蜡包埋切片，采
用ＨＥ染液，石蜡切片脱蜡后蒸馏水湿润，核染液染色
５ｍｉｎ，蒸馏水洗５ｓ，浆染液染色３０ｓ，蒸馏水洗，滤纸吸
干后无水乙醇脱水２次后封片，光镜下观察，并拍照记录。
１．６．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肝脏组织中 ＰＰＡＲγ和
ＡＣＣ蛋白表达　　称取 １００ｍｇ大鼠肝脏组织，用
ＲＩＰＡ裂解液＋蛋白酶抑制剂（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）提取总蛋白后，使用 ＢＣＡ法测定蛋白
质浓度，取７０μｇ蛋白质进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后
湿转法转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ后一抗
４℃摇床过夜，次日洗膜缓冲液（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ
ｔｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）洗涤３次后加入二抗孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗
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涤３次后加入发光液曝光。以所测蛋白的灰度值／
ＧＡＰＤＨ的灰度值作为所测蛋白的相对表达。
１．６．５　ＲＴｑＰＣＲ检测肝组织中 ＰＰＡＲγ、ＡＣＣ、固醇调
节元件结合蛋白１（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１）和脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ，Ｆａｓｎ）ｍＲＮＡ表达水平　　取 ＲＮＡ固定液固
定组织３０ｍｇ，采用一站式 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白提取试剂
盒试剂提取、纯化肝组织总ｍＲＮＡ，并测定总ｍＲＮＡ浓
度，采用ｃＤＮＡ反转录试剂盒进行反转录得到ｃＤＮＡ，采
用荧光定量 ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔ测定肝脏组织中 ＰＰＡＲγ、
ＳＲＥＢＰ、ＡＣＣ和Ｆａｓｎ的ｍＲＮＡ相对表达量。ＲＴｑＰＣＲ
反应体系：引物１μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ，Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ５μＬ，总体积 １０μＬ。反应条件预变性：９５℃
５ｍｉｎ，共４５个循环：９５℃ ５ｓ，５９℃ １５ｓ，７２℃ ２０ｓ，
６５～９５℃，得到各组样品扩增反应的Ｃｔ值，以ＧＡＰＤＨ
作为内参基因，采用２Ｃｔ法计算目的基因的相对表达
量。引物序列：ＧＡＰＤＨ：正向 ＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡ
ＧＡＣＡ，反向 ＡＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＡＡＣ；ＰＰＡＲγ：正
向 ＣＣＡＣＣＡＡＣＴＴＣＧＧＡＡＴＣＡＧＣ，反向 ＣＣＡＴＴＧＧＧＴ
ＣＡＧＣＴＣＴＴＧＴＧ；ＳＲＥＢＰ１：正向 ＣＡＧＧＡＧＣＣＡＣＡＡＴ
ＧＡＡＧＡＣＣ，反向 ＡＡＣＧＧＴＡＧＣＧＣＴＴＣＴＣＡＡＴＧ；Ｆａｓｎ：正
向 ＴＧＧＡＡＧＡＣＡＣＴＧＧＣＴＣＧＡＡＧ，反向 ＡＧＧＧＧＡＧＡＴ
ＧＡＧＡＧＧＡＧＴＣＣ；ＡＣＣ：正向 ＣＡＧＧＡＣＣＧＡＴＧＴＧＡＴＧＴ
ＴＧＣ，反向ＣＡＧＧＡＣＣＧＡＴＧＴＧＡＴＧＴＴＧＣ。
１．７　统计学分析
　　采用Ｒ软件（４．２．０）进行统计学分析，计量资料

用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ｓｈａｐｉｒｏ．ｔｅｓｔ函数做正态检验，采用
ｌｅｖｅｎｅＴｅｓｔ函数做方差齐性检验，采用 ｇｇｓｔａｔｓｐｌｏｔ
（０．９．１）包的ｇｇｂｅｔｗｅｅｎｓｔａｔｓ函数进行单因素 ａｎｏｖａ分
析，组间比较采用 ＬＳＤｔ检验。设定检验标准，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　建模情况及 ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠代谢指标的
影响

　　通过４周高脂高糖饮食诱导联合 ＳＴＺ腹腔注射
后，成功建模Ｔ２ＤＭ大鼠３４只。与对照组比较，模型
组体质量下降，反应迟钝，毛发枯燥、黄染，小便量增

多，多稀便。与对照组比较，模型组大鼠ＦＢＧ、ＴＣ水平
显著升高（表 １，Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＳＥｑｕｏｌ干
预后，大鼠体质量有增加，但并没有显著差异，低、高剂

量组ＦＢＧ以及低、中剂量组 ＴＣ明显降低（Ｐ＜０．０５）；
５组大鼠ＴＧ水平未见明显差异。
２．２　ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠肝功能指标的影响
　　与对照组比较，模型组肝脏重量、肝指数显著升高
（图１，Ｐ＜０．０５），血清 ＡＬＴ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、
ＩＢＩＬ水平显著升高（表 ２，Ｐ＜０．０５），Ａ／Ｇ显著降低
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，低剂量组肝脏重量以及肝
指数显著降低（Ｐ＜０．０５），中剂量组 ＡＬＴ以及 ＤＢＩＬ明
显降低（Ｐ＜０．０５），低剂量组ＬＤＬ显著降低，Ａ／Ｇ比值
显著升高（Ｐ＜０．０５）。所有组间大鼠 ＡＳＴ、ＴＰ、ＡＬＢ、
ＧＬＢ未见显著差异。

表１　ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠代谢指标的影响 （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体质量／ｇ 空腹血糖／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 甘油三酯／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 总胆固醇／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

对照组 １０ ５６８．６３±３２．８０ ７．６８±１．３６ ０．３３±０．１１ １．４８±０．６０
模型组 ８ ３９２．９０±４０．８３ ２９．９５±４．２８ａ ０．６１±０．３３ ２．６２±０．４６ａ

低剂量组 ９ ４４７．５０±７８．４７ａ １４．０１±７．１６ａｂ ０．６３±０．３２ １．８７±０．５１ｂ

中剂量组 ７ ４３１．３４±５６．９２ａ ２３．０５±８．５２ａ ０．４９±０．１８ １．９３±０．３４ｂ

高剂量组 ５ ４１５．４２±１２．６１ａ １８．７１±５．９６ａｂ ０．５１±０．１５ １．９１±０．６１

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较
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图１　ＳＥｑｕｏｌ干预后各组肝脏重量（Ａ）和肝指数（Ｂ）比较　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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表２　ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠肝功能指标的影响　（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＨＤＬ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＬＤＬ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＴＢＩＬ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＤＢＩＬ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＩＢＩＬ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＴＰ

／ｇ·Ｌ－１

对照组 １０ ０．３３±０．０９ｂ ０．２８±０．０９ｂ １．０４±０．５９ｂ ０．３２±０．１７ｂ ０．７１±０．４９ｂ ５５．１７±２０．６７
模型组 ８ ０．７０±０．２９ａ ０．５７±０．１７ａ ２．１９±０．８３ａ ０．６０±０．２４ａ １．９３±０．２５ａ ６１．０６±１２．９３
低剂量组 ９ ０．５４±０．１８ａ ０．３４±０．１１ｂ ２．５２±０．７５ａ ０．５６±０．２２ａ １．９７±０．５８ａ ５３．２２±１０．３５
中剂量组 ７ ０．５１±０．１４ａ ０．４１±０．１１ａ ２．１６±０．５４ａ ０．２７±０．２０ｂ １．８９±０．３８ａ ５１．９９±８．４４
高剂量组 ５ ０．６４±０．１２ａ ０．４２±０．０６ａ ２．２４±０．８６ａ ０．５２±０．２９ １．７２±０．６１ａ ５４．６６±１０．９４

组别
ＡＬＢ
／ｇ·Ｌ－１

ＧＬＢ
／ｇ·Ｌ－１

Ａ／Ｇ
ＡＬＴ
／Ｕ·Ｌ－１

ＡＳＴ
／Ｕ·Ｌ－１

对照组 ２７．１３±３．２１ ２８．０４±４．８０ ０．９８±０．０８ｂ ２５．７５±１３．０７ ４４．１２±１５．２５
模型组 ２５．７３±４．４１ ３５．３４±８．５６ ０．７４±０．０６ａ ８１．５６±３４．３５ａ ６６．６７±２３．４２
低剂量组 ２４．８６±４．６１ ２８．３７±６．０３ ０．８９±０．１０ａｂ ５２．４１±２６．７４ａ ４８．０５±１７．９５
中剂量组 ２２．４１±４．１１ ２９．５７±４．４２ ０．７６±０．０４ａ ４８．３９±１５．８１ａｂ ４８．１９±１４．０１
高剂量组 ２３．３２±５．２２ ３１．３４±５．８４ ０．７４±０．０６ａ ６４．７４±３３．８４ ５０．６１±１８．７３

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

２．３　肝脏组织的病理学结果
　　ＨＥ染色结果显示，对照组中央静脉完整，肝细胞
和血窦正常，在血窦内可见少量 ｋｕｆｆｆｅｒ细胞，模型组
肝细胞紊乱，未见明显纤维化、坏死，可见大量脂肪堆

积，肝窦无辐射，肝窦内及细胞间存在较多 ｋｕｆｆｆｅｒ细
胞，各 ＳＥｑｕｏｌ干预组肝小叶的整体形态逐渐接近正
常，但可见中、低剂量组仍有明显有脂肪变，高剂量组

肝细胞内及肝细胞间脂肪含量减少（图２）；各干预组

异常血窦内仍可见 ｋｕｆｆｆｅｒ细胞。通过油红 Ｏ染色的
方法来验证糖尿病大鼠模型肝脏脂肪沉积情况（图３），
验证 ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病导致的 ＮＡＦＬＤ的改善作用。
与对照组相比，模型组表现为脂质沉积增加，Ｔ２ＤＭ大
鼠肝脏脂肪变性面积显著高于空白组（图４，Ｐ＜０．０５），
ＮＡＦＬＤ模型建立成功；不同浓度的 ＳＥｑｕｏｌ灌胃干预
可以显著减少Ｔ２ＤＭ模型大鼠肝脏中脂滴的面积（Ｐ＜
０．０５）。

对照组 模型组

低剂量组 中剂量组 高剂量组

!" !# !" !#

!" !#

!" !#

!" !#

ＣＶ：示中央静脉；箭头：示ｋｕｆｆｅｒ细胞

图２　ＳＥｑｕｏｌ干预对Ｔ２ＤＭ合并ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏组织形态学的影响
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图３　ＳＥｑｕｏｌ干预对Ｔ２ＤＭ合并ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏组织脂质沉积影响（油红Ｏ染色）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图４　各组大鼠肝脏组织油红染色面积定量分析　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠胰岛素分泌及胰岛素抵抗
（ＨＯＭＡＩＲ）的影响

　　与对照组比较，模型组 ＨＯＭＡＩＲ水平显著升高
（图５，Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，高剂量组胰岛素浓度
显著升高（Ｐ＜０．０５），且呈现出胰岛素分泌由 ＳＥｑｕｏｌ
干预低剂量向高剂量递增的梯度趋势，低剂量组

ＨＯＭＡＩＲ水平降低明显（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＳＥｑｕｏｌ对肝组织ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα表达影响
　　每组取５只大鼠的肝组织，采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检
测肝组织炎症因子表达（表３），与对照相比，模型组大
鼠肝脏 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα表达升高（Ｐ＜０．０５）；与
模型组相比，中、高剂量 ＳＥｑｕｏｌ干预显著降低肝组织
ＩＬ１β和ＩＬ６表达，各干预组肝组织 ＴＮＦα表达显著
降低（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图５　ＳＥｑｕｏｌ干预后各组胰岛素浓度（Ａ）和 ＨＯＭＡＩＲ
（Ｂ）比较　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
　　与对照组相比，模型组大鼠肝脏组织中 ＡＣＣ、
ＰＰＡＲγ的蛋白表达显著升高（图６，Ｐ＜０．０５）。相比于
模型组，ＳＥｑｕｏｌ显著降低 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ模型大

１７２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）



鼠肝脏组织中ＰＰＡＲγ蛋白的表达，中、高剂量ＳＥｑｕｏｌ
显著降低肝组织ＡＣＣ的表达 （Ｐ＜０．０５）。
２．７　ＲＴｑＰＣＲ结果
　　与对照组相比，模型组大鼠肝脏组织中ＳＲＥＢＰ１、
Ｆａｓｎ、ＡＣＣ、ＰＰＡＲγ的ｍＲＮＡ表达显著升高（图 ７，Ｐ＜
０．０５）。相比模型组，不同剂量的ＳＥｑｕｏｌ可显著降低
大鼠肝脏组织中ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ的ｍＲＮＡ表达，中、
高剂量ＳＥｑｕｏｌ显著降低 ＡＣＣｍＲＮＡ表达，高剂量 Ｓ
Ｅｑｕｏｌ显著降低ＦａｓｎｍＲＮＡ表达 （Ｐ＜０．０５）。

表３　ＳＥｑｕｏｌ对糖尿病大鼠肝组织炎症的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

分组 ＩＬ６ ＩＬ１β ＴＮＦα

对照组 １８．７±１．２１ｂ ５．６１±０．２８ｂ ４０．１±１．５５ｂ

模型组 ３０．３±２．００ａ １０．６±０．８６ａ ８６．７±５．１９ａ

低剂量组 ２６．６±１．２１ａ ９．２７±０．４１ａ ７３．４±２．１４ａｂ

中剂量组 ２３．８±１．１８ａｂ ８．８９±０．６１ａｂ ５５．９±３．１０ａｂ

高剂量组 ２４．１±１．２６ａｂ ８．１４±０．４４ａｂ ５２．１±３．７９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠ＡＣＣ、ＰＰＡＲγ蛋白表达；Ｂ：各组大鼠ＰＰＡＲγ相对表达水平分析；Ｃ：各组大鼠ＡＣＣ相对表达水平
分析　１：对照组；２：模型组；３：低剂量组；４：中剂量组；５：高剂量组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图６　ＳＥｑｕｏｌ对大鼠肝脏ＡＣＣ、ＰＰＡＲγ蛋白表达的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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Ａ：ＡＣＣｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：ＳＲＥＢＰ１ｍＲＮＡ相对表达量；Ｃ：ＰＰＡＲγｍＲＮＡ相对表达量；Ｄ：ＦａｓｎｍＲＮＡ相对表达量
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图７　ＳＥｑｕｏｌ干预对大鼠肝脏ＳＲＥＢＰ１、Ｆａｓｎ、ＡＣＣ、ＰＰＡＲγ表达的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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３　讨论

　　ＳＥｑｕｏｌ具有改善女性更年期症状，延缓心血管疾
病、神经退行性疾病以及部分癌症进展的作用，作为植

物类雌激素的肠道代谢产物，ＳＥｑｕｏｌ相比于其他异黄
酮类化合物，具有结构稳定、易于吸收、清除率低的优

势，且具有更强的抗氧化和类雌激素效应［１２１３］。但非

所有个体都可以通过肠道菌群代谢大豆异黄酮产生

ＳＥｑｕｏｌ。既往研究主要集中于探讨大豆异黄酮的生
物学效应，对 ＳＥｑｕｏｌ的作用效应和机制探究较少。
而 ＳＥｑｕｏｌ是否可以作为非雌马酚生产者的补充制
剂，也亟待进一步的实验证据。本研究通过探究

ＳＥｑｕｏｌ对 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠的作用，发现 Ｓ
Ｅｑｕｏｌ可以调节 ＳＲＥＢＰ通路分子和 ＰＰＡＲγ，改善
Ｔ２ＤＭ合并ＮＡＦＬＤ大鼠的脂代谢水平并降低肝组织
炎症水平，在一定程度上调节血糖水平和降低胰岛素

抵抗状态，这表明 ＳＥｑｕｏｌ作为异黄酮的肠道代谢产
物，可以有效延缓ＮＡＦＬＤ的发展。
３．１　Ｔ２ＤＭ合并ＮＡＦＬＤ大鼠模型的构建
　　本实验建立的 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠模型通过
两次小剂量 ＳＴＺ损伤胰岛 β细胞配合高糖高脂饮食
加重机体胰岛素抵抗状态，从而诱导肝脏的脂肪变性，

继而加重胰岛素抵抗状态。Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ状态
下，肝脏对游离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＦＦＡ）的摄取和
合成增加。ＳＲＥＢＰ１和 ＰＰＡＲγ被认为是推动肝脏脂
肪变性过程中，促进脂质积累的关键分子，ＳＲＥＢＰ１
激活下游多种参与 ＦＦＡ和 ＴＧ合成的酶过度表达，例
如硬脂酰 ＣｏＡ去饱和酶（ｓｔｅａｒｙｌＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，
ＳＣＤ）、Ｆａｓｎ和ＡＣＣ等，导致肝内ＴＧ从头合成增加，造
成肝脏脂质蓄积［１４］。在正常大鼠中，ＳＲＥＢＰ１和
ＰＰＡＲγ都具有较低的表达水平，而在ＮＡＦＬＤ模型中，
两种分子有较大幅度的上调。另有研究表明，ＰＰＡＲγ
可协同提高ＳＲＥＢＰ１的表达［１５］。经过１２周Ｔ２ＤＭ合
并ＮＡＦＬＤ的病变发展后，模型组大鼠肝脏ＨＥ染色及
油红Ｏ染色切片显示，肝脏组织具有大量的脂质沉积
以及更多的炎症细胞。肝组织的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴ
ｑＰＣＲ结果显示，ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１以及 ＡＣＣ表达显
著升高。

３．２　ＳＥｑｕｏｌ通过抑制ＳＲＥＢＰ通路分子和ＰＰＡＲγ的
表达延缓ＮＡＦＬＤ的进展

　　通过１２周的 ＳＥｑｕｏｌ干预，各个干预组大鼠的糖
脂代谢水平，肝脏中脂质累积、炎症水平都有不同程度

的改善。结果表明，ＳＥｑｕｏｌ可以改善大鼠胰岛素的
分泌状态和胰岛素抵抗水平，但是对空腹血糖的降低

有限，同时降低血清甘油三酯和胆固醇水平的能力不

显著，这说明 ＳＥｑｕｏｌ对 Ｔ２ＤＭ并发的 ＮＡＦＬＤ的进程
干预并不是直接通过降低血糖和胰岛素分泌来实现

的。在观察到各干预组大鼠肝脏的ＨＥ染色和油红 Ｏ
染色的病理表现均显著改善后，推测 ＳＥｑｕｏｌ是通过
改善肝脏脂代谢中脂质积累的环节，来抑制肝脏脂肪

变性。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ对目标分子相对
表达量的检测，中高剂量 ＳＥｑｕｏｌ显著抑制 ＳＲＥＢＰ１、
ＡＣＣ、Ｆａｓｎ以及 ＰＰＡＲγ的转录与表达。这表明 Ｓ
Ｅｑｕｏｌ是通过抑制 ＳＲＥＢＰ通路的分子以及 ＰＰＡＲγ的
转录与表达，来抑制肝脏的脂质积累，改善肝脏的脂质

蓄积，进而延缓ＮＡＦＬＤ的进程。
３．３　ＳＥｑｕｏｌ降低 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠肝组织炎

症水平

　　ＮＡＳＨ是ＮＡＦＬＤ的进一步的病变，其特征是脂肪
变性、肝细胞气球样变性和炎症变化，ＮＡＳＨ会进展为
肝纤维化，严重的纤维化可进展为肝细胞癌，控制

ＮＡＦＬＤ向ＮＡＳＨ的进展，也是调控 ＮＡＦＬＤ肝脏炎症
水平，延缓疾病进程的关键环节。基于既往研究中 Ｓ
Ｅｑｕｏｌ具有拮抗神经系统炎症以及通过改善肠道菌群
抑制炎症发展的作用［１６－１８］。在本实验中，ＳＥｑｕｏｌ显
著降低了肝组织中的 ＩＬ１β、ＩＬ６以及 ＴＮＦα表达水
平（Ｐ＜０．０５），这与ＨＥ染色结果中炎症细胞的减少现
象相印证，但 ＳＥｑｕｏｌ的干预并不能使炎症水平恢复
到对照组水平，可能存在原因有：第一，ＳＥｑｕｏｌ可以显
著的降低肝脏的脂质积累，但是降低 Ｔ２ＤＭ合并
ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏炎症水平能力较弱；第二，ＳＥｑｕｏｌ是
通过降低脂质积累水平，间接降低炎症水平，所以经过

中低剂量 ＳＥｑｕｏｌ的干预后，大鼠肝脏组织仍有较高
水平的脂质累积，炎症状态仍然持续存在。而ＳＥｑｕｏｌ
是通过改善脂质积累还是通过其他分子通路改善炎症

水平，其中机制有待下一步的研究。

　　综上所述，本研究发现了大豆异黄酮的肠道代谢
产物ＳＥｑｕｏｌ对 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ大鼠模型的肝脏
保护效应，且 ＳＲＥＢＰ通路的以及 ＰＰＡＲγ分子可能在
ＳＥｑｕｏｌ改善肝脏脂质累积和降低肝脏炎症水平效应
中发挥作用，这对于 ＳＥｑｕｏｌ在肝脏代谢性疾病的应
用及Ｔ２ＤＭ人群的膳食指导具有重要意义。
　　本研究还存在一定的局限性：第一，ＳＥｑｕｏｌ发挥
肝功能保护效应并不显著，尤其是不同剂量 ＳＥｑｕｏｌ
干预组间肝脏保护作用发挥并无剂量依赖的规律可

循，ＳＥｑｕｏｌ的最适宜用量仍需探究；第二，仍需通过体
外实验详细论证ＳＥｑｕｏｌ对肝脏脂质代谢和炎症水平
的调控效应机制，尤其是 ＳＥｑｕｏｌ是否需要通过雌激
素受体介导，这些需要在后续研究中进一步深入探索。

　　本研究聚焦于 ＳＥｑｕｏｌ对 Ｔ２ＤＭ合并 ＮＡＦＬＤ这
一常见代谢性疾病模型的病理改变、肝组织炎症水平
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和脂质积累相关分子表达的调节作用，为该疾病的治

疗和延缓疾病进程提供了新的思路，为植物性雌激素

在该疾病的应用提供实验依据。
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