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摘 要 目的 探究青藤碱（Sin）对非酒精性脂肪性肝炎（NASH）的改善作用及潜在机制。方法 以雄性C57BL/6J小鼠为对象，将

其随机分为标准饲料（SCD）组、高脂饲料（HFD）组、Sin低剂量组（Sin-L组，50 mg/kg）、Sin高剂量组（Sin-H组，100 mg/kg），每组6

只。SCD组小鼠以SCD正常喂养，其余组小鼠均以HFD连续饲养24周以复制NASH模型；于17周起，各药物组小鼠分别灌胃相

应药液，每天1次，连续8周。末次给药后，称定各组小鼠体重、肝脏质量并计算肝脏指数；检测其肝组织中总胆固醇（TC）、甘油三

酯（TG）含量和血清中天冬氨酸转移酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）、白细胞介素1β（IL-1β）、IL-18含量；观察其肝细胞脂肪变性、

肝纤维化，并定位肝脏脂滴；检测其 IL-18、IL-1β mRNA 和炎症相关蛋白[IL-1β、剪切的 IL-1β（cleaved-IL-1β）]、纤维化相关蛋白

[Ⅰ型胶原蛋白（Col-Ⅰ）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、结缔组织生长因子（CTGF）]、通路相关蛋白[腺苷一磷酸活化的蛋白激酶

（AMPK）、磷酸化AMPK（p-AMPK）、Yes相关蛋白（YAP）、磷酸化YAP（p-YAP）]的表达情况。以人肝癌细胞HepG2为对象，将其

分为对照组、油酸（OA）组、Sin 50 μmol/L组、Sin 100 μmol/L组、OA+Sin 50 μmol/L组和OA+Sin 100 μmol/L组，处理24 h后，观察

其脂滴蓄积情况，并检测其通路相关蛋白的表达情况。结果 与HFD组比较，Sin各剂量组小鼠的肝细胞脂肪变性、纤维化病变和

脂滴蓄积均有所缓解；其体重，肝脏质量，肝脏指数（Sin-L组除外），血清AST、ALT、IL-1β、IL-18含量，肝组织中TG、TC含量，IL-

1β、IL-18 mRNA的表达水平，以及 cleaved-IL-1β蛋白和纤维化相关蛋白的表达水平均显著降低（P＜0.01）；肝组织中 IL-1β蛋白

的表达水平和AMPK、YAP蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.01）。与OA组比较，OA+Sin各浓度组细胞的脂滴蓄积均明显减

少，AMPK、YAP蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.05）。结论 Sin可改善NASH小鼠肝组织的炎症反应、脂质沉积和纤维化，

其机制可能与激活AMPK信号通路、促进YAP蛋白磷酸化相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improvement effects of sinomenine （Sin） on non-alcoholic steatohepatitis （NASH） 

and its potential mechanism. METHODS Male C57BL/6J mice were randomly divided into standard chow diet （SCD） group， high-

fat diet （HFD） group， Sin low-dose group （Sin-L group， 50 mg/kg）， and Sin high-dose group （Sin-H group， 100 mg/kg）， with 6 

mice in each group. The mice of SCD groups were fed with SCD， and other groups were given HFD for consecutive 24 weeks to 

establish NASH model. Since 17th week， the mice in each drug group were given corresponding drug solutions intragastrically， 

once a day， for 8 consecutive weeks. After the last medication， the body weight and liver weight of mice were determined， and 

liver indexes were calculated. The contents of total cholesterol （TC） and triglyceride （TG） in liver tissue， the serum contents of 

aspartate aminotransferase （AST）， alanine aminotransferase （ALT）， interleukin-1β （IL-1β） and IL-18 were all determined. 

Hepatic steatosis and fibrosis were observed， and hepatic lipid droplets were located. The expressions of IL-18 and IL-1β mRNA， 

inflammation-related proteins （IL-1β， cleaved-IL-1β）， fibrosis-related proteins [collagen Ⅰ （Col-Ⅰ）， α -smooth muscle actin 

（α -SMA）， connective tissue growth factor （CTGF）]， and pathway-related protein [adenosine monophosphate-activated protein 

kinase （AMPK）， phosphorylated AMPK （p-AMPK）， Yes-associated protein （YAP）， phosphorylated YAP （p-YAP）] were all 

determined. HepG2 human liver cancer cells were selected as subjects and divided into control group， oleic acid （OA） group， Sin 

50 μmol/L group， Sin 100 μmol/L group， OA+Sin 50 μmol/L group and OA+Sin 100 μmol/L group. After 24 hours of treatment， 

the accumulation of lipid droplets was observed， and the 

expressions of pathway-related proteins were detected. 
RESULTS Compared to HFD group， hepatic steatosis， 

fibrotic lesions and lipid droplet accumulation were all 
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alleviated in Sin groups； body weight， liver weight， liver indexes， the contents of AST， ALT， IL-1β， IL-18 in serum and TG， TC 

in liver tissue， the mRNA expressions of IL-1β and IL-18， and the expressions of cleaved-IL-1β and fibrosis-related proteins all 

decreased significantly （P＜0.01）； the protein expression of IL-1β， and the phosphorylation levels of AMPK and YAP proteins 

significantly increased （P＜0.01）. Compared with OA group， the lipid droplet accumulation of cells in OA+Sin groups significantly 

decreased， while the phosphorylation levels of AMPK and YAP proteins significantly increased （P＜0.05）. CONCLUSIONS Sin 

can ameliorate the inflammation， lipid deposition and fibrosis of liver tissue in mice， the mechanism of which may be associated 

with activating the AMPK signaling pathway and promoting YAP phosphorylation.
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非酒精性脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatitis，

NASH）的主要特征为脂肪变性、炎症反应，并伴有细胞

气泡形成，是肝硬化和肝细胞性肝癌的主要诱因[1―2]。

然而，目前尚无药物被批准用于NASH的治疗，导致临

床可用于改善或逆转NASH患者临床症状的有效药物

极度匮乏[3]。因此，研发有效安全的NASH治疗新药具

有重要的临床意义。

炎症反应可促使肝纤维化的发生，并可诱导NASH

的恶性进展[4]。腺苷一磷酸活化的蛋白激酶（adenosine 

monophosphate-activated protein kinase，AMPK）/Yes相

关蛋白（Yes-associated protein，YAP）信号通路在多种炎

症性疾病发生发展过程中具有重要作用[5]。研究表明，

AMPK的活化有望改善NASH相关脂质代谢异常并缓

解炎症反应[6]；而YAP的过度激活则能促进NASH相关

肝脏脂质沉积和炎症反应[7]。有研究者通过磷酸化YAP

而使 YAP 的激活受到抑制，从而改善肝脏炎症和纤维

化[8]；同时有研究指出，AMPK 可促进 YAP 的磷酸化[9]。

可见，AMPK/YAP信号通路可能是治疗NASH的潜在靶

点之一。

青藤碱（sinomenine，Sin）是一种从中药青风藤中提

取的天然生物碱，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤和调节免疫

等多种生物学活性[10]。研究指出，Sin可通过促进AMPK

的磷酸化而抑制脂多糖诱导的RAW264.7细胞炎症因子

的释放，可减少类风湿关节炎模型小鼠体内白细胞介素

1β（interleukin-1β，IL-1β）等炎症因子的分泌[11]。考虑到

Sin可促进AMPK的磷酸化，以及AMPK、YAP在NASH

发生发展中的重要作用，本研究拟以小鼠为对象，探讨

Sin对其NASH的干预作用，并基于AMPK/YAP信号通

路探讨 Sin 肝保护作用的潜在机制，以期为该药在

NASH治疗领域中的应用提供理论和实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器

1510型全波长酶标仪、EVOS M5000型智能细胞成

像系统、Quant StudioTM 1 Plus型实时荧光定量聚合酶链

式反应（quantitative PCR，qPCR）仪均购自美国 Thermo 

Fisher Scientific公司；HF151UV型CO2培养箱购自力康

生物医疗科技控股有限公司；1658033小型垂直电泳转

印系统购自美国Bio-Rad公司；3300 Mini型化学发光成

像系统购自上海勤翔科学仪器有限公司。

1.2　主要药品和试剂

Sin原料药（批号HY-15122，纯度99.88%）购自美国

MedChemExpress 公司；丙氨酸转氨酶（alanine amino‐

transferase，ALT）、天冬氨酸转氨酶（aspartate aminotrans‐

ferase，AST）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、甘油三酯

（triglyceride，TG）试剂盒（批号分别为C009-2-1、C010-2-

1、A111-1-1、A110-1-1）均购自南京建成生物工程研究

所；兔 IL-1β、剪切的 IL-1β（cleaved-IL-1β）、α-平滑肌肌

动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、AMPK、磷酸化

AMPK（phosphorylated AMPK，p-AMPK）、YAP、磷酸化

YAP（phosphorylated YAP，p-YAP）、β -肌动蛋白（β -ac‐

tin）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（批号分别为

31202S、 63124S、 19245T、 2532S、 2535S、 14074S、

13619S、4967S、2118S）均购自美国 Cell Signaling Tech‐

nology公司；兔Ⅰ型胶原蛋白（collagen Ⅰ，Col-Ⅰ）抗体

（批号ab270993）购自英国Abcam公司；兔结缔组织生长

因子（connective tissue growth factor，CTGF）抗体、辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G二抗（批号分

别为25474-1-AP、SA00001-4）均购自武汉三鹰生物技术

有限公司；油酸（oleic acid，OA）、RIPA裂解液（批号分别

为ST2053、P0013B）均购自上海碧云天生物技术股份有

限公司；DMEM培养基、BCA蛋白定量试剂盒（批号分

别为 C1995500BT、23227）均购自美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；苏木精-伊红（HE）、Masson、油红O染色

试剂盒（批号分别为G1120、G1340、G1261）均购自北京

索莱宝科技有限公司；IL-1β、IL-18酶联免疫吸附测定

（ELISA）试剂盒（批号分别为 EK201BHS、EK218）均购

自杭州联科生物技术股份有限公司；ChamQ通用SYBR 

qPCR预混液（批号Q711-02）购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；MTT 试剂（批号 475989）购自西格玛奥

德里奇（上海）贸易有限公司。

1.3　实验细胞与动物、饲料

人肝癌细胞 HepG2购自中国科学院细胞库/干细

胞库。

SPF级雄性C57BL/6小鼠，体重约24 g，购自广东省

医学实验动物中心，实验动物生产许可证号为 SCXK

（粤）2022-0002；高脂饲料（high-fat diet，HFD；批号

12492M）购自北京博爱港生物技术有限公司；标准饲料

（standard chow diet，SCD）由广东药科大学实验动物中
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心提供。所有小鼠均饲养于温度（23±2）℃、相对湿度

50%～70%、每 12 h 光照/黑暗循环的动物房内，自由摄

食、饮水。本研究饲养环境符合实验动物环境设施要

求，实验方案经广东药科大学实验动物伦理委员会批准

（受理编号gdpulacspf2022193）。

2　方法
2.1　动物实验

2.1.1　分组、造模与给药

采用随机数字表法将 24只雄性小鼠分为 SCD组、

模型组（HFD组）、Sin低剂量组（Sin-L组）、Sin高剂量组

（Sin-H组），每组6只。SCD组小鼠以SCD正常喂养，其

余组小鼠均以HFD连续饲养24周以复制NASH模型[12]。

于 17周起，Sin-L、Sin-H 组小鼠分别灌胃 50、100 mg/kg 

Sin（剂量根据既往研究结果确定[13]，以生理盐水为溶

剂），SCD组和HFD组小鼠灌胃等体积生理盐水，每天1

次，连续8周。

2.1.2　取材

末次给药后 12 h，称定并记录小鼠体重，腹腔注射

0.3% 戊巴比妥麻醉后摘眼球取血，血样于 4 ℃下以  

3 000 r/min离心15 min，取上层血清，用于血清肝功能指

标和炎症因子含量的检测；取血后处死各组小鼠，分离

其肝脏，称定质量后用于肝脏指数测定，病理学观察，

TG、TC含量检测，以及qPCR和Western blot实验。

2.1.3　小鼠肝脏指数的测定

取各组小鼠肝脏，用滤纸吸干表面水分，按下式计

算肝脏指数：肝脏指数＝小鼠肝脏质量/体重×100%。

2.1.4　小鼠TG、TC、肝功能指标和炎症因子检测

取各组小鼠肝组织适量，加入RIPA裂解液，研磨匀

浆，以12 000 r/min离心30 min（重复2～3次），合并上清

液，按相应试剂盒说明书操作，使用酶标仪检测肝组织

中TG、TC含量。取各组小鼠血清样品适量，按相应试

剂盒说明书操作，使用酶标仪检测血清中AST、ALT、IL-

1β、IL-18含量。

2.1.5　小鼠肝组织病理学观察

取各组小鼠肝组织适量，用4%多聚甲醛固定后，依

次以水冲洗、乙醇梯度脱水，经透明、浸蜡、包埋、修块、

切片、展片、捞片、烘片、脱蜡后，分别进行 HE 染色和

Masson染色，用于观察肝细胞脂肪变性和肝纤维化。另

取各组小鼠肝组织适量，剪成1.0 cm×1.0 cm的组织块，

经OCT胶包埋后，于－20 ℃下冷冻后切片，进行油红O

染色，用于观察肝脏脂滴定位。

2.1.6　小鼠肝组织中 IL-18、IL-1β mRNA表达检测

采用qPCR法检测。取各组（SCD组除外，主要考察

药物对模型小鼠炎症相关mRNA表达的影响）小鼠的肝

组织适量，按RNA提取试剂盒提取总RNA，对其进行定

量分析后，按逆转录试剂盒说明书进行逆转录，以所得

cDNA为模板进行 PCR扩增。反应体系共 20 μL，包括

2×ChamQ 通用 SYBR qPCR 预混液 10 μL，正、反向引

物各 0.5 μL，cDNA模板 7 μL，加 ddH2O至 20 μL。反应

条件包括预变性处理（94 ℃，5 min）、循环反应（95 ℃，5 

s；60 ℃，30 s；共 40 次）、熔解曲线反应（95 ℃，15 s；

60 ℃，60 s；95 ℃，15 s）。以GAPDH为内参，采用 2－ΔΔCt

法计算各目的基因的表达水平，结果以HFD组为参照进

行归一化处理。qPCR引物序列及产物长度见表1。

2.1.7　小鼠肝组织中相关蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。取各组小鼠肝组织适

量，加入RIPA裂解液于冰上裂解 30 min，随后于 4 ℃下

以12 000 r/min离心30 min，取上清液，以BCA法测定蛋

白浓度后作变性处理。取变性蛋白适量，进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转膜，以5%脱脂奶

粉室温封闭 1 h；加入内参蛋白（GAPDH）、炎症相关蛋

白（IL-1β、cleaved-IL-1β）、纤维化相关蛋白（Col-Ⅰ、

α-SMA、CTGF）、AMPK/YAP信号通路相关蛋白（AMPK、

p-AMPK、YAP、p-YAP）一抗（稀释比例均为1∶1 000），于

4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入相应二抗（稀释比例为     

1∶10 000），于室温下孵育 1 h；洗膜后，以ECL显影并在

化学发光成像系统下成像。使用 Image J 1.47软件计算

IL-1β、cleaved-IL-1β、Col-Ⅰ、α-SMA、CTGF蛋白的表达

水平（即上述蛋白与内参蛋白GAPDH的条带灰度值比

值）和 AMPK、YAP 蛋白的磷酸化水平（即 p-AMPK 与

AMPK蛋白、p-YAP与YAP蛋白的条带灰度值比值），结

果以SCD组为参照进行归一化处理。

2.2　细胞实验

2.2.1　细胞培养

将HepG2细胞接种于含10%胎牛血清、1%青霉素-

链霉素双抗的 DMEM 培养基（即完全培养基）中，于

37 ℃、5%CO2的条件下培养。

2.2.2　Sin干预浓度筛选

采用MTT法检测。取HepG2细胞，以5 000个/孔接

种到 96 孔板中，用不同浓度 Sin（0、50、100、150、200 

μmol/L，即 Sin不同浓度组；Sin浓度参考相关文献[14]设

置）干预，并设置含细胞、不含药物的阴性对照组和不含

细胞、不含药物的空白组，每组设置3个复孔。处理24 h

后，每孔中加入不含血清的DMEM培养基180 μL和0.5 

mg/mL 的 MTT 试剂 20 μL，于 37 ℃下避光孵育 4 h；吸

弃上清液，每孔加入二甲基亚砜 150 μL，使用酶标仪在

570 nm波长下检测每孔的吸光度（A）值，并按下式计算

细 胞 存 活 率 ：细 胞 存 活 率 ＝（ASin不同浓度组 －A 空白组）/

（A 阴性对照组－A 空白组）×100%，根据结果筛选后续细胞实验

的Sin干预浓度。

表1　qPCR引物序列及产物长度

目的基因
IL-18

IL-1β
GAPDH

正向引物
5′-GACAGAATGTGTTCGAGGAT-3′

5′-CCGTGGACCTTCCAGGATGA-3′

5′-AGGAGTAAGAAACCCTGGAC-3′

反向引物
5′-TAATTCACAGAGAGGGTCACA-3′

5′-GGGAACGTCACACACCAGCA-3′

5′-CTGGGATGGAATTGTGAG-3′

产物长度/bp

127

117

109
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2.2.3　细胞脂滴蓄积情况观察

将细胞分为对照组、OA 组、Sin 50 μmol/L 组、Sin 

100 μmol/L 组 、OA+Sin 50 μmol/L 组和 OA+Sin 100 

μmol/L组（Sin浓度参考“2.2.2”项下结果设置），每组设

置 3个复孔。OA 组细胞以 0.5 mmol/L 的 OA 诱导 12 h

以模拟肝脂质沉积；Sin 50、100 μmol/L 组细胞分别用

50、100 μmol/L的Sin干预 24 h；OA+Sin 50、100 μmol/L

组细胞先以 0.5 mmol/L 的 OA 诱导 12 h，再分别用 50、

100 μmol/L的 Sin干预 24 h。随后，按相应试剂盒说明

书进行油红O染色，并置于显微镜下观察各组细胞内的

脂滴蓄积情况。

2.2.4　细胞中通路相关蛋白表达检测

将细胞按“2.2.3”项下方法分组、处理后，以 β-actin

为内参，按“2.1.7”项下方法检测并计算细胞中AMPK、

YAP蛋白的磷酸化水平，结果以对照组为参照进行归一

化处理。

2.3　统计学方法

采用 GraphPad Prism 7.01软件对数据进行统计分

析。计量资料数据以 x±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　动物实验结果

3.1.1　Sin 对 NASH 小鼠体重、肝脏质量、肝脏指数的

影响

与SCD组比较，HFD组小鼠的体重、肝脏质量和肝

脏指数均显著升高（P＜0.01）；与HFD组比较，Sin各剂

量组小鼠的体重、肝脏质量和肝脏指数（Sin-L组除外）

均显著降低（P＜0.01）。结果见表2。

3.1.2　Sin对NASH小鼠TG、TC、肝功能指标和炎症因

子的影响

与SCD组比较，HFD组小鼠肝组织中TG、TC含量

和血清中AST、ALT、IL-1β、IL-18含量均显著升高（P＜

0.01）；与HFD组比较，Sin各剂量组小鼠上述指标含量

均显著降低（P＜0.01）。结果见表3。

3.1.3　Sin对NASH小鼠肝组织病理特征的影响

HE染色结果显示，与SCD组比较，HFD组小鼠肝细

胞出现了明显的脂肪变性，可见明显的脂肪空泡，整体

病变较为严重；与HFD组比较，Sin各剂量组小鼠肝细胞

脂肪变性得到明显改善。结果见图1。

Masson染色结果显示，与SCD组比较，HFD组小鼠

肝脏的胶原纤维明显增多；与HFD组比较，Sin各剂量组

小鼠肝脏的胶原纤维均有不同程度减少，且Sin-H组减

少更明显。结果见图2。

油红O染色结果显示，与SCD组比较，HFD组小鼠

的脂滴沿肝窦周围弥漫散开，并呈明显的颗粒状；与

HFD组比较，Sin各剂量组小鼠肝窦周围的脂滴聚集均

不同程度被抑制，脂滴均不同程度缩小，其中Sin-H组抑

制效果更明显。结果见图3。

表2　各组小鼠体重、肝脏质量和肝脏指数的检测结果

（x±s，n＝6）

组别
SCD组
HFD组
Sin-L组
Sin-H组

体重/g

32.16±1.73

50.98±2.76a

40.33±2.51b

38.25±1.12b

肝脏质量/g

1.19±0.06

2.53±0.09a

2.06±0.15b

1.85±0.09b

肝脏指数/%
3.71±0.14

4.97±0.28a

4.80±0.27

4.27±0.26b

a：与SCD组比较，P＜0.01；b：与HFD组比较，P＜0.01。

表3　各组小鼠 TG、TC、肝功能指标和炎症因子的检测

结果（x±s，n＝6）

组别
SCD组
HFD组
Sin-L组
Sin-H组

TG/（mmol/L）

27.59±2.49

99.39±3.06a

70.08±4.01b

52.95±2.70b

TC/（mmol/L）

3.26±0.64

19.50±3.54a

9.65±0.98b

7.90±0.91b

AST/（U/L）

67.45±4.96

188.23±3.75a

140.92±6.01b

101.55±4.16b

ALT/（U/L）

34.26±2.14

116.35±7.03a

95.82±5.76b

68.13±7.63b

IL-1β/（pg/mL）

73.89±2.54

97.35±2.94a

89.57±1.38b

78.24±1.79b

IL-18/（pg/mL）

41.20±1.17

89.43±2.89a

73.24±2.07b

58.12±2.24b

a：与SCD组比较，P＜0.01；b：与HFD组比较，P＜0.01。

A. SCD组

C. Sin-L组 D. Sin-H组

B. HFD组

黑色箭头：脂肪变性。

图1　各组小鼠肝细胞脂肪变性的显微图（HE染色）

A. SCD组

C. Sin-L组 D. Sin-H组

B. HFD组

黑色箭头：胶原纤维。

图2　各组小鼠肝纤维化的显微图（Masson染色）
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3.1.4　Sin对NASH小鼠肝组织中炎症相关因子mRNA

及蛋白表达的影响

与SCD组比较，HFD组小鼠肝组织中 IL-1β蛋白的

表达水平显著降低，cleaved-IL-1β蛋白的表达水平显著

升高（P＜0.01）；与HFD组比较，Sin各剂量组小鼠肝组

织中 IL-1β、IL-18 mRNA和 cleaved-IL-1β蛋白的表达水

平均显著降低，IL-1β蛋白的表达水平均显著升高（P＜

0.01）。结果见表4、图4。

3.1.5　Sin对NASH小鼠肝组织中纤维化及AMPK/YAP

信号通路相关蛋白表达的影响

与 SCD 组比较，HFD 组小鼠肝组织中 Col-Ⅰ、

α-SMA、CTGF蛋白的表达水平均显著升高，而AMPK、

YAP蛋白的磷酸化水平均显著降低（P＜0.01）；与HFD

组比较，Sin 各剂量组小鼠肝组织中 Col-Ⅰ、α-SMA、

CTGF蛋白的表达水平均显著降低，而AMPK、YAP蛋白

的磷酸化水平均显著升高（P＜0.01）。结果见表 5、       

图5。

3.2　细胞实验结果

3.2.1　Sin干预浓度筛选结果

与Sin 0 μmol/L组比较，Sin 50、100 μmol/L组细胞

的存活率差异均无统计学意义（P＞0.05），而 Sin 150、

200 μmol/L组细胞的存活率均显著降低（P＜0.05）。结

果见表 6。结合该结果和既往研究结果[14]，本研究选择

50、100 μmol/L作为后续细胞实验Sin的干预浓度。

3.2.2　Sin对OA诱导的HepG2细胞中脂滴蓄积的影响

与对照组比较，Sin 50、100 μmol/L组细胞未见明显

异常，而 OA 组细胞中脂滴蓄积明显；与 OA 组比较，

OA+Sin 50 μmol/L组和OA+Sin 100 μmol/L组细胞中脂

滴蓄积均有所减少。结果见图6。

3.2.3　Sin对OA诱导的HepG2细胞中AMPK/YAP信号

通路相关蛋白表达的影响

与 对 照 组 比 较 ，Sin 50、100 μmol/L 组 细 胞 中

AMPK、YAP 蛋白的磷酸化水平差异均无统计学意义

A. SCD组

C. Sin-L组 D. Sin-H组

B. HFD组

黑色箭头：脂滴。

图3　各组小鼠肝脏脂滴定位的显微图（油红O染色）

表4　各组小鼠肝组织中炎症相关因子 mRNA 及蛋白

表达的检测结果（x±s，n＝6）

组别

SCD组
HFD组
Sin-L组
Sin-H组

qPCR实验
IL-1β

1.02±0.05

0.67±0.04b

0.50±0.02b

IL-18

0.99±0.09

0.64±0.05b

0.44±0.05b

Western blot实验
IL-1β/GAPDH

1.00±0.08

0.62±0.09a

0.71±0.05b

0.87±0.07b

cleaved-IL-1β/GAPDH

1.00±0.07

2.56±0.29a

2.07±0.21b

1.23±0.08b

a：与SCD组比较，P＜0.01；b：与HFD组比较，P＜0.01。

IL-1β

cleaved-IL-1β

GAPDH

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ

31 kDa

17 kDa

36 kDa

Ⅰ、Ⅱ：SCD组；Ⅲ、Ⅳ：HFD组；Ⅴ、Ⅵ：Sin-L组；Ⅶ、Ⅷ：Sin-H组。

图4　各组小鼠肝组织中炎症相关蛋白表达的电泳图

表5　各组小鼠肝组织中纤维化及 AMPK/YAP 信号通

路相关蛋白表达的检测结果（x±s，n＝6）

组别
SCD组
HFD组
Sin-L组
Sin-H组

Col-Ⅰ/GAPDH

1.00±0.09

3.50±0.38a

3.07±0.14b

2.27±0.19b

α-SMA/GAPDH

1.00±0.21

2.86±0.24a

2.21±0.36b

1.11±0.23b

CTGF/GAPDH

1.00±0.15

5.86±0.33a

3.12±0.21b

1.80±0.13b

p-AMPK/AMPK

1.00±0.07

0.30±0.07a

0.58±0.11b

0.82±0.12b

p-YAP/YAP

1.00±0.06

0.25±0.09a

0.61±0.14b

0.81±0.04b

a：与SCD组比较，P＜0.01；b：与HFD组比较，P＜0.01。

Col-Ⅰ

α-SMA

CTGF

GAPDH

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ

140 kDa

42 kDa
40 kDa

38 kDa

36 kDa

A.纤维化相关蛋白

p-YAP

YAP

77 kDa
75 kDa

74 kDa
72 kDa

p-AMPK

AMPK

GAPDH

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ

62 kDa
61 kDa

62 kDa

36 kDa

B. AMPK/YAP信号通路相关蛋白

Ⅰ、Ⅱ：SCD组；Ⅲ、Ⅳ：HFD组；Ⅴ、Ⅵ：Sin-L组；Ⅶ、Ⅷ：Sin-H组。

图5　各组小鼠肝组织中纤维化和 AMPK/YAP 信号通

路相关蛋白表达的电泳图

表6　不同浓度 Sin 对 HepG2细胞存活率的影响（x±s，

n＝3）

组别
Sin 0 μmol/L组
Sin 50 μmol/L组
Sin 100 μmol/L组

细胞存活率/%
100.00±3.66

100.31±2.91

100.87±5.29

组别
Sin 150 μmol/L组
Sin 200 μmol/L组

细胞存活率/%
85.51±4.15a

78.74±2.68a

a：与Sin 0 μmol/L组比较，P＜0.05。
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（P＞0.05），而 OA 组细胞中 AMPK、YAP 蛋白的磷酸化

水平均显著降低（P＜0.01）。与OA组比较，OA+Sin 50 

μmol/L组和OA+Sin 100 μmol/L组细胞中AMPK、YAP

蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.05）。结果见表

7、图7。

4　讨论
NASH 的发病机制复杂，涉及多种途径驱动的炎

症、肝细胞损伤和纤维化等生物学过程，其病理表现包

括肝细胞脂肪变性、肝细胞气球样变、炎症和纤维化、肝

硬化[1]。据统计，NASH的患病率不断升高，且约20%的

NASH 患者将发展为肝硬化，严重影响其生活质量[15]。

然而，目前尚无治疗NASH的特效药物获批上市，现有

药物的疗效欠佳且副作用较多[3，15]，故迫切需要寻找新

的有效、安全的治疗药物。

Sin作为我国传统中药的活性成分，具有抗肿瘤、抗

氧化、抗炎、抗菌等多种药理活性[16]，临床应用前景广

阔。本研究结果显示，经 Sin 干预后，NASH 小鼠体内

TG、TC、AST、ALT的释放均受到明显抑制，且肝脏指数

明显改善；进一步的 HE、Masson 和油红 O 染色结果显

示，Sin能减轻NASH小鼠肝组织的脂肪变性、纤维化和

脂滴蓄积；细胞水平的油红O染色结果也显示，Sin可抑

制OA诱导的HepG2细胞的脂滴蓄积，提示Sin对NASH

具有一定的改善作用，具有潜在的开发价值。

炎症反应是 NASH 发生发展过程中的重要环节。

促炎细胞因子能够激活肝星状细胞，进而促进胶原蛋白

沉积，最终促使纤维形成[17]。肝纤维化是NASH患者的

主要组织病理学特征之一，代表NASH患者存在严重的

进行性肝损伤[18]。本研究结果表明，Sin可降低HFD诱

导的 NASH 小鼠体内炎症因子 IL-18、IL-1β的含量，减

少炎症蛋白 cleaved-IL-1β蛋白的表达，并减少肝组织中

纤维化相关蛋白（Col-Ⅰ、α-SMA、CTGF）的表达。上述

结果提示，Sin可能通过抑制炎症反应、减少肝脏纤维化

来改善NASH。

文献报道，Sin可激活AMPK信号通路以缓解炎症

反应[11]。AMPK 在调节真核生物的细胞能量平衡中发

挥着至关重要的作用[5]。激活AMPK信号通路能有效减

少脂质沉积和促炎细胞因子的产生，最终抑制脂肪肝的

发展[6]。此外，在肝脏中特异性敲除AMPK编码基因可

加重HFD诱导的NASH小鼠的肝脏病变[19]。这些研究

证据充分表明，AMPK信号通路的激活可能是NASH的

潜在治疗靶点。为了深入研究Sin是否通过激活AMPK

信号通路抑制炎症反应以改善NASH，本研究利用Wes-

tern blot技术进行检测，结果显示，与SCD组小鼠和对照

组HepG2细胞比较，HFD组小鼠肝组织和OA组HepG2

细胞中AMPK蛋白的磷酸化水平均显著降低，而不同剂

量/浓度的 Sin 可不同程度地升高小鼠肝组织和 HepG2

细胞中AMPK蛋白的磷酸化水平，进而激活AMPK信号

通路。YAP蛋白是Hippo通路的效应因子，可参与调节

器官大小和组织稳态等[20]。正常情况下，YAP蛋白被隔

离在细胞质中，无法转入细胞核内；一旦Hippo途径受到

抑制，YAP蛋白就会移位至细胞核中，促进一系列生化

反应的发生[21]。研究指出，YAP 蛋白发生磷酸化后，其

可滞留于细胞质内，从而该蛋白的生物学功能将受到抑

制[8]；此外，YAP 蛋白的磷酸化还可有助于缓解炎症反

A. 对照组 B. OA组

C. Sin 50 μmol/L组 D. OA+Sin 50 μmol/L组

E. Sin 100 μmol/L组 F. OA+Sin 100 μmol/L组

橙色箭头：脂滴。

图6　各组细胞中脂滴蓄积的显微图（油红O染色）

表7　各组细胞中 AMPK/YAP 信号通路相关蛋白表达

情况的检测结果（x±s，n＝3）

组别
对照组
OA组
Sin 50 μmol/L组
OA+Sin 50 μmol/L组
Sin 100 μmol/L组
OA+Sin 100 μmol/L组

p-AMPK/AMPK

1.00±0.04

0.12±0.03a

1.03±0.04

0.31±0.04b

1.01±0.06

0.79±0.05b

p-YAP/YAP

1.00±0.04

0.51±0.17a

1.03±0.03

0.78±0.03b

1.02±0.05

0.91±0.05b

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与OA组比较，P＜0.05。

p-YAP

YAP

75 kDa

72 kDa

p-AMPK

AMPK

β-actin

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

62 kDa

62 kDa

43 kDa

Ⅰ：对照组；Ⅱ：OA组；Ⅲ：Sin 50 μmol/L组；Ⅳ：OA+Sin 50 μmol/L

组；Ⅴ：Sin 100 μmol/L组；Ⅵ：OA+Sin 100 μmol/L组。

图7　各组细胞中 AMPK/YAP 信号通路相关蛋白表达

的电泳图
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应[22]。有文献表明，YAP蛋白的磷酸化能有效改善肝纤
维化，且AMPK可以促进YAP蛋白的磷酸化，从而阻滞
后者介导的信号转导[8―9]。为了探究 Sin是否能够通过
激活 AMPK 信号通路来促进 YAP 的磷酸化，从而抑制
YAP信号通路，进而抑制NASH中的炎症反应，本研究
利用Western blot技术进行检测。结果显示，与 SCD组
小鼠和对照组 HepG2细胞比较，HFD 组小鼠肝组织和
OA 组 HepG2细胞中 YAP 蛋白的磷酸化水平均显著降
低，而不同剂量/浓度的 Sin 均能增加小鼠肝组织和
HepG2细胞中YAP蛋白的磷酸化水平。上述结果表明，

AMPK/YAP信号通路可能是Sin缓解NASH的重要靶点
之一。

综上所述，Sin 可抑制 NASH 小鼠的炎症反应和肝
脏脂质蓄积，减轻肝纤维化，上述改善作用可能与激活
AMPK信号通路、促进YAP蛋白磷酸化相关。虽然本研
究提出了 Sin 基于 AMPK/YAP 信号通路改善 NASH 的
潜在机制，但NASH发病机制复杂，是否涉及其他信号
通路及通路间的相互作用仍有待后续进一步探讨。
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