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苓桂术甘汤干预 miR -1 25a/ERRα/CPT1 C 途径影响脂肪酸分解
减缓小鼠非酒精性脂肪肝的机制研究
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　　摘要：目的 探讨苓桂术甘汤对非酒精性脂肪肝（non -alcoholic fatty liver disease，NAFLD）小鼠脂质代谢的影响，为
临床治疗 NAFLD提供新的治疗策略和实验依据。方法 C57BL/6J小鼠作为空白对照组，将 ApoE -/-小鼠分为模型组、
苓桂术甘汤低中高剂量组。利用全自动生化分析仪检测小鼠的血脂水平；苏木精-伊红（hematoxylin and eosin staining，
HE）染色与油红 O染色判断 NAFLD小鼠肝脏脂肪变性程度；游离脂肪酸（free fatty acids，FFA）、甘油三酯 （triglyceride，
TG）试剂盒检测各组小鼠肝脏 FFA、TG水平变化；RT -qPCR方法检测 miR -1 25a、雌激素受体相关受体（estrogen recep-
tor -related receptors α，ERRα）、肉毒棕榈酰基转移酶 1 C（carnitine palmitoyltransferase1 C，CPT1 C）、乙酰辅酶 a羧化酶（ac-
etyl -coa carboxylase，ACC）mRNA的表达情况；蛋白质印迹法（western blot，WB）方法检测 ERRα、CPT1 C、ACC 蛋白表达
情况。结果 经苓桂术甘汤治疗后，下调了小鼠血清的总胆固醇（total cholesterol，TC）、TG 及低密度脂蛋白胆固醇
（low -density lipoprotein cholesterol，LDL -C）水平（P<0.05）；下调了各组小鼠肝脏 FFA、TG水平（P<0.05）；miR -1 25a
mRNA表达升高（P<0.01），ERRα、CPT1 C、ACC mRNA 表达降低（P<0.01）；ERRα、CPT1 C、ACC 蛋白表达降低（P<
0.05）。结论 苓桂术甘汤可能通过干预 miR -1 25a/ERRa/CPT1 C途径影响脂肪酸分解进而防治 NAFLD发展。
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Mechanism of Linggui Zhugan Decoction（苓桂术甘汤）Interfering with miR-1 25a/ERRα/CPT1 C
Pathway to Affect Fatty Acid Breakdown and Slow Down NAFLD in Mice
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Abstract：Objective To investigate the effect of Linggui Zhugan Decoction（苓桂术甘汤）on lipid metabolism in mice with
non -alcoholic fatty liver disease（NAFLD），and to provide a new therapeutic strategy and experimental basis for clinical treat-
ment of NAFLD.Methods C57BL/6J mice were used as blank control group.ApoE -/- mice were divided into model group and
Linggui Zhugan Decoction low，middle and high dose groups.The blood lipid levels of mice were detected by automatic biochemi-
cal analyzer.HE staining and oil red O staining were used to determine the degree of liver steatosis in NAFLD mice.Free fatty
acids（FFA）and triglyceride（TG）kits were used to detect the changes of liver FFA and TG levels in each group.RT -qPCR
was used to detect the expressions of miR -1 25a -5p，estrogen receptor -related receptors α（ERRα），carnitine palmitoyltrans-
ferase1 C（CPT1 C）and ACC mRNA.Western Blot was used to detect the protein expressions of ERRα，CPT1 C and ACC.Results
After treatment with Linggui Zhugan Decoction，the serum levels of total cholesterol（TC），TG and low density lipoprotein choles-
terol（LDL -C）were down -regulated（P<0.05）.The levels of FFA and TG in liver of each group were down -regulated（P<
0.05）.The expression of miR -1 25a -5p mRNA was increased（P<0.01），and the expression of ERRα，CPT1 C and ACC mR-
NA were decreased（P<0.01）.The protein expressions of ERRα，CPT1 C and ACC were decreased（P<0.05）.Conclusion -
Linggui Zhugan Decoction may prevent and treat NAFLD by interfering with miR -1 25a/ERRa/CPT1 C pathway to affect fatty
acid decomposition.

Keywords：non -alcoholic fatty liver；Linggui Zhugan Decoction（苓桂术甘汤）；fatty acid decomposition
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　　非酒精性脂肪肝（non -alcoholic fatty liver disease，
NAFLD）是一种慢性肝病，常伴随高血压、肥胖、高脂血症、糖
尿病发生，主要为高脂肪和/或高果糖摄入等因素导致过多的
脂肪储存所致，其全球发病率可达 25.2%，并呈逐年递增趋
势，该疾病的种类涵盖了肝脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎、肝

硬化和肝癌，这些疾病在临床上的预防和治疗具有深远的意

义［1 -2］。中医药强调“未病先防，既变防变”，对 NAFLD 及其
疾病谱的防治已成为研究热点。在中医理论中，NAFLD 并没
有明确的病名，但根据其医学特性，它被归类为胁痛、积聚和肝

癖等疾病，属于本虚标实的范畴，脾虚夹杂痰、湿、浊、瘀、热等

病理产物。苓桂术甘汤最早出现在《金匮要略》一书中，是由

茯苓、桂枝、白术和甘草这四种草药组合而成的，其主要作用是

温暖阳气、强健脾脏以促进化饮，以及淡渗和利湿以平衡冲逆，

临床研究证实苓桂术甘汤改善血脂异常防治 NAFLD 疗效确
定［3 -4］，但其防治 NAFLD分子机制尚需深入研究。

MicroRNA（miRNA）是一种具有极短长度的非编码调控单
链小分子 RNA，它通过与其目标 mRNA 分子的 3＇端非编码区
域 （3＇-untranslatedregion，3＇UTR）进行互补匹配，从而导致该
mRNA 分子的翻译能力受到限制［5 -6］。MiR -1 25 家族成员
（包括 miR -1 25a和 miR -1 25b）从线虫到人类的物种均高度
保守，在细胞分化、增殖及凋亡中发挥重要作用［7 -8］。雌激素

受体相关受体（estrogen receptor -related receptors α，ERRα）在
身体的多种组织中都有广泛的表达，它们可以通过转录来调节

与能量代谢有关的基因，从而影响身体的能量代谢活动，例如

脂肪酸的氧化和葡萄糖的代谢［9］。研究证实 miR -1 25a 通过
靶向成脂促进因子 ERRα发挥负调控作用，影响脂肪细胞分
化［1 0］，ERRα调控肉毒棕榈酰基转移酶 1 C（carnitine palmitoyl-
transferase1 C，CPT1 C）影响脂质分解代谢［1 1］。由此，本文旨在

以 miR -1 25a/ERRα/CPT1 C 途径影响脂肪酸分解为切入点，
探讨苓桂术甘汤干预小鼠非酒精性脂肪肝的分子机制，为中西

医结合防治 NAFLD提供研究策略及实验依据。
1 　材料与方法
1 .1 　动物饲养、造模及给药　实验小鼠购自辽宁沈阳格润斯
特（长生生物科技股份有限公司子公司）：6 ~8 周，雄性，体质
量（20 ±5）g，C57BL/6J小鼠 8 只，ApoE -/-小鼠 32 只，实验动
物许可证号：SCXK（辽）2020 -0001，饲养于辽宁中医药大学实
验动物中心。小鼠予以高脂饲料饲喂以此构建 NAFLD小鼠模
型。造模成功后，NAFLD模型小鼠随机分为模型组、苓桂术甘
汤低、中、高剂量组。在苓桂术甘汤中，中剂量组是基于人与小

鼠体表面积比转换的等效给药剂量；而苓桂术甘汤的低剂量组

为等效剂量的 1 /2；苓桂术甘汤的高剂量组为等效剂量的 2
倍。苓桂术甘汤各剂量组小鼠每日灌胃相应剂量苓桂术甘汤

1 次，持续灌胃 30 d；空白对照组和模型组小鼠灌胃等量生理
盐水。本研究已取得辽宁中医药大学实验动物伦理委员会的

批准。

1 .2　药物制备　苓桂术甘汤是由茯苓、桂枝、白术和甘草几种
药材组合而成的。根据《伤寒论》的原始配方，茯苓、桂枝、白

术和甘草的比例是 4 ∶3 ∶2 ∶2。茯苓 40 g，桂枝 30 g，白术 20

g，甘草 20 g。饮片在辽宁中医药大学附属医院购买，使用纯水
进行回流提取，每 2 h进行 3 次提取，然后将提取液冷冻干燥，
制成粉末以备后用。在溶解过程中，使用超纯水来溶解粉末，

然后使用浓度为 200 mg/mL 的 0.22 μm 的滤膜进行过滤，过
滤完成后以-20 ℃的温度保存以备后用。
1 .3　实验试剂及相关仪器　ERRα、CPT1 C、乙酰辅酶 a 羧化
酶（Acetyl -coa carboxylase，ACC）、GAPDH 抗体（武汉三鹰，
1 401 7 -1 -AP、66072 -1 -Ig、21 923 -1 -AP、60004 -1 -Ig）；
HiFi -Script gDNA Removal cDNA Synthesis Kit、UltraSYBR Mix-
ture（Low ROX）、BCA Protein Assay Kit（康为世纪生物科技有
限公司，CW2582M、CW0957M、CW001 4S）；全自动生化分析仪
（东芝）；组织破碎机（IKA）；普通光学显微镜（Leica）；冷冻高
速离心机、酶标仪、Nanodrop 2000 紫外分光光度计（Thermo）；
梯度 PCR仪、实时荧光定量 PCR仪（Applied Biosystems）、电泳
槽和转膜槽（BioRad）。
1 .4　各组小鼠血清生化指标检测　取材时，在对小鼠进行麻
醉之后，从其腹主动脉提取血液，经过静置和离心处理后，取出

-80 ℃的血清进行保存以备后用。实验过程中采集不同时间
点动物血液样品进行分析研究。根据仪器和试剂的使用说明，

使用全自动生化分析仪来测定小鼠血清中的甘油三酯 （tri-
glyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、低密度脂蛋白
胆固醇（low -density lipoprotein cholesterol，LDL -C）、高密度脂
蛋白胆固醇（high density lipoprotein cholesterol，HDL -C）含量。
1 .5　苏木精-伊红染色（hematoxylin and eosin staining，HE）和
油红 O染色观察小鼠肝脏病理形态学变化　HE 染色：通过逐
级梯度酒精脱水和二甲苯透明后的浸蜡、石蜡包埋，再进行切

片和脱蜡处理，然后用苏木精 -伊红染液进行染色，脱水后进
行中性树脂封片，最后使用光学显微镜来观察小鼠肝脏的病理

形态学变化。油红 O 染色：首先将石蜡包裹好的组织进行冰
冻切片，然后用油红 O染色 1 0 min，接着用蒸馏水冲洗苏木素，
再复染 5 min，最后用 1 %的盐酸酒精进行分色和水洗，最后封
片并用显微镜观察小鼠肝脏的脂质沉积情况。

1 .6　RT -qPCR 法检测各组小鼠肝脏 miR -1 25a、ERRα、
CPT1 C、ACC mRNA 表达　使用 Animal Total RNA Isolation 试
剂盒来提取大鼠肝脏的总 RNA，并采用 HiFi -Script gDNA Re-
moval cDNA Synthesis Kit方法去除 RNA 的基因组 DNA，然后
逆转录为 cDNA。接着，使用 UltraSYBR Mixture（Low ROX）试
剂盒来检测待测基因和内参基因的 CT值，并根据公式相对含
量=2 -ΔΔCT，计算目的基因 mRNA相对表达量。见表 1。
1 .7　蛋白质印迹法（western blot，WB）检测各组小鼠肝脏
ERRα、CPT1 C、ACC蛋白相对表达　称取 0.1 g小鼠肝脏，加入
预冷的装有 2 mL 蛋白裂解液的 EP 管中，冰上剪碎并应用组
织破碎机研磨充分，静置后离心取上清，BCA 法测样品蛋白浓
度，随后在 1 00 ℃条件下热处理 5 min 引发蛋白质变性。每个
电泳槽加入 60 μg 混合液，使用 SDS -PAGE 技术进行分离。
随后，用 1 1 0 V电压进行湿式电转 70 min，将分离的蛋白质转
至 PVDF膜上。完成染色及脱色后，用 5%脱脂奶粉封闭 1 h。
根据 marker的定位，将目标蛋白剪切，并放在含有一抗的环境
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中，在 4 ℃的摇床上进行过夜。然后，用 TBST洗涤 3 次，每次
约 1 0 min，接着加入二抗，孵化 1 h。再次使用 TBST进行 3 次
清洗，每次大约 1 0 min，之后准备 ECL 发光液进行曝光及保
存。最终，运用灰度值分析法，以 GAPDH 为内部参照物，对蛋
白质条带进行了相对定量分析。

表 1 　miR -1 25a、CPT1 C、ERRα、ACC、GAPDH引物序列

引物名称 引物序列（5’→3’）

miR -1 25a F CCACAGTTCCCTGAGACCCT
R TATGGTTGTTCTGCTCACTGTCTC

CPT1 C F AACTACGTCAGCGACTGGTG
R CTCTGCACTGTCATGGGTCG

ERRα F GACGGCAGAAGTACAAACGG
R ATGGCGTACAGCTTCTCAGG

ACC F TTCACTGTGGCTTCTCCAGC
R GACCACCGACGGATAGATCG

GAPDH F CAAGGCTGAGAATGGGAAGC
R GAAGACGCCAGTAGACTCCA

1 .8　统计学方法　采用 Prism 6 统计软件进行分析，计量资料
以均值±标准差（¤x ±s）表示，多组间比较采用单因素方差分
析，当P<0.05 表示差异有统计学意义。
2　结果
2.1　各组大鼠血清 TG、TC、LDL -C、HDL -C 水平　与空白
对照组相比，模型组 NAFLD 小鼠血清 HDL -C 水平变化差异
无统计学意义（P>0.05），TG、TC、LDL -C水平显著升高（P<
0.01）。与模型组相比，不同剂量苓桂术甘汤干预后，HDL -C
水平变化差异无统计学意义（P>0.05），不同剂量苓桂术甘汤
组血清 TG、TC、LDL -C 水平有所降低，尤其以高剂量为最佳
（P<0.05）。见表 2。
表 2　各组小鼠血清 TG、TC、LDL -C、HDL -C 水平比较（¤x±s）

单位：mmol· L -1

组别 n TG TC HDL -C LDL -C

空白对照组　　　　 3 1.46 ±0.1 1 　 1.91 ±0.52　 0.99 ±0.36 0.22 ±0.36　
模型组 3 3.47 ±0.1 7** 35.1 8 ±0.46** 1 .1 1 ±0.03 7.78 ±0.1 8**

苓桂术甘汤低剂量组 3 3.05 ±0.21∧∧ 31 .27 ±1.1 5∧∧ 0.89 ±0.1 3 7.41 ±0.1 2
苓桂术甘汤中剂量组 3 2.82 ±0.06∧ 28.63 ±1.41∧∧ 0.88 ±0.05 6.84 ±0.24∧∧

苓桂术甘汤高剂量组 3 2.45 ±0.1 9∧∧ 24.67 ±0.93∧∧ 0.98 ±0.06 6.63 ±0.1 0∧∧

　　注：**与空白对照组相比，P<0.01；∧与模型组相比，P<0.05，

∧∧与模型组相比，P<0.01。

2.2　各组小鼠肝脏病理形态及脂质沉积变化　空白对照组小
鼠肝细胞排列整齐，细胞核居中，肝窦结构规则，模型组小鼠肝

细胞质结构疏松，肝细胞排列紊乱，细胞肿大，细胞核分布不居

中，且脂肪空泡和脂质沉积明显；给予苓桂术甘汤干预后，上述

病理变化及脂质沉积情况有所改善，表现为肝细胞肿胀减轻，

脂肪空泡及脂质沉积减少，肝细胞排列紊乱明显改善，尤以中

剂量与高剂量苓桂术甘汤组为显著。见插页Ⅵ图 1、插页Ⅵ
图 2。
2.3　各组小鼠肝脏游离脂肪酸（Free fatty acids，FFA）、TG含
量变化　与空白对照组相比，模型组小鼠肝脏 FFA、TG水平显
著升高（P<0.05）；与模型组相比，不同剂量苓桂术甘汤干预
后，结果显示不同剂量苓桂术甘汤组 FFA、TG水平有所降低，

尤其以高剂量为最佳（P<0.05 或P<0.01）。见表 3。
表 3　各组小鼠肝脏 FFA、TG水平比较（¤x±s）

单位：mmol·gprot -1

组别 n FFA TG

空白对照组 3 0.1 80 ±0.007 1 .74 ±0.09
模型组 3 0.657 ±0.020** 3.1 1 ±0.04**

苓桂术甘汤低剂量组 3 0.570 ±0.01 6∧ 2.94 ±0.1 8∧

苓桂术甘汤中剂量组 3 0.468 ±0.01 9∧∧ 2.68 ±0.1 7∧∧

苓桂术甘糖高剂量组 3 0.365 ±0.01 7∧∧ 2.49 ±0.04∧∧

　　注：**与空白对照组相比，P<0.01；∧与模型组相比，P<0.05，

∧∧与模型组相比，P<0.01。

2.4　各组小鼠肝脏 miR -1 25a、ERRa、CPT1 C 和 ACC mRNA
表达水平　与空白对照组比较，模型组小鼠肝脏 miR -1 25a水
平显著下降，ERRα、CPT1 C 与 ACC mRNA 表达水平显著升高
（P<0.01），不同剂量苓桂术甘汤干预后，中剂量于高剂量苓
桂术甘汤小鼠肝脏 miR -1 25a水平不同程度有所上调，ERRα、
CPT1 C 与 ACC mRNA 表达水平不同程度有所下调（P<
0.01），尤其以高剂量为最佳，低剂量苓桂术甘汤对以上指标
影响均不显著（P>0.05）。见插页Ⅶ图 3。
2.5　各组小鼠肝脏 ERRa、CPT1 C 和 ACC 蛋白表达水平　与
空白对照组比较，模型组小鼠肝脏 ERRa、CPT1 C 与 ACC 蛋白
表达水平显著升高（P<0.01），不同剂量苓桂术甘汤干预后，
小鼠肝脏 ERRα、CPT1 C与 ACC蛋白表达水平不同程度有所下
调（P<0.05 或P<0.01），尤其以高剂量为最佳。见插页Ⅶ
图 4。
3　讨论

随着经济的发展，生活方式的改变，肥胖和糖尿病等代谢

性疾病越来越多，这对全球公共卫生产生了巨大影响。

NAFLD是以脂质代谢紊乱为直接原因的慢性肝病之一，具有
高发病率及高病死率。目前研究发现，NAFLD 的发生和胰岛
素抵抗、甘油三酯等蓄积、氧化应激、炎性反应等密切相

关［1 2 -1 4］，中医药防治 NAFLD越来越成为临床重点。苓桂术甘
汤以茯苓为君，健脾渗湿，祛痰化饮；以桂枝为臣，温阳化气；佐

以白术健脾燥湿，助脾化运；使以甘草益气和中［4］，本文选取

苓桂术甘汤低中高 3 种剂量观察不同剂量对 NAFLD的治疗效
果。miRNA在众多疾病研究中都可以被视为预后的指标或可
能的治疗目标［1 5］。在脂质代谢过程中，miRNA 也扮演了关键
角色。脂类物质通过不同途径影响着机体内细胞和组织功能，

而这些改变又会反过来导致相应靶器官或系统发生病理生理

变化。在一项针对 NAFLD 与单纯肥胖参照者的血清外泌体
miRNA表达差异的研究中，观察到 miRNA 表达差异的功能性
分析，其主要涉及脂质代谢和肝脏发育等方面，miRNA 被视为
NAFLD早期检测的关键指标之一［1 6］。MiRNA -1 25 家族
miR -1 25a和 miR -1 25b，在线虫到人类的物种中高度保守，
而 miR -1 25a位于人体的 1 9 号染色体上，经过转录及切割等
步骤形成 miR -1 25a -5p［1 7］。最新研究表明，miR -1 25a有能
力通过针对高密度脂蛋白受体 B 类清道夫受体 1 （scavenger
receptor class B type I，SR -B1）参与胆固醇的吸收和类固醇的
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形成。此外，在肥胖的受试者脂肪组织中 miR -1 25a的表达也
呈现下降趋势［1 8］。本研究结果也表明，模型组小鼠肝脏miR -
1 25a水平显著下降。ERRα作为一种孤儿核受体，其缺失可延
缓 NAFLD发展［1 9 -20］。也有研究明确肝脏 ERRα缺失可引起
VLDL分泌紊乱，导致 NAFLD/NASH 发生［21］。研究证实

miR -1 25a 通过靶向成脂促进因子 ERRα发挥负调控作用，
CPTs参与了脂肪酸氧化分解（fatty acid oxidation，FAO）的第一
步，即酰基辅酶 a酯和肉碱的可逆酯交换，在线粒体膜［22］中形

成酰基肉碱酯。AMPK -ACC -CPTC1 信号通路被认为是
FAO的关键调控因子，CPT1 C 的表达可以通过 AMPK 激活以
p53 依赖的方式来诱导［23 -24］。乙酰辅酶 a 羧化酶（Acetyl -
coa carboxylase，ACC）是脂肪酸合成的关键酶，它的主要功能
是促进乙酰辅酶 A的羧化，从而产生丙二酰辅酶 A［25］，ACC 羧
化生成的丙二酰辅酶 A 能够有效抑制 CPT1 C，相应地影响
FAO，而 FAO 的增强有利于降低 TG 水平，从而改善
NAFLD［26］。

综上所述，苓桂术甘汤可改善 NAFLD 小鼠血脂异常与肝
脏脂质沉积，下调 miR -1 25a表达，上调 ERRα、CPT1 C 与 ACC
表达，减缓 NAFLD进展，提示苓桂术甘汤防治 NAFLD 可能与
miR -1 25a/ERRα/CPT1 C途径相关，为中西医防治 NAFLD 提
供更多的研究策略和实验依据。
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Ⅵ

苓桂术甘汤干预 miR -125a/ERRα/CPT1C 途径影响脂肪酸分解
减缓小鼠非酒精性脂肪肝的机制研究

（正文见 43 -46 页）

图 1　各组小鼠肝脏油红 O染色（200 倍，n=3）

图 2　各组小鼠肝脏 HE 染色（200 倍，n=3）
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Ⅶ

注：**与空白对照组相比，P<0.01；∧∧与模型组相比，P<0.01。
图 3　各组小鼠肝脏 miR -125a、ERRα、CPT1C 和 ACC mRNA表达水平

注：**与空白对照组相比，P<0.01；∧与模型组相比，P<0.05，∧∧与模型组相比，P<0.01。
图 4　各组小鼠肝脏 ERRα、CPT1C 和 ACC 蛋白表达水平




