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苓桂术甘汤干预 PI3K/AKT通路影响脂肪酸代谢
减缓小鼠非酒精性脂肪肝的机制研究

张援1，杨卓1，曹媛2，王群2
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  摘要：目的 探讨苓桂术甘汤对非酒精性脂肪肝病（Nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）小鼠脂质代谢的影响，为
临床治疗 NAFLD提供新的靶点与数据支持。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；HE 染色与油红 O染色判断 NAFLD小鼠肝脏脂肪
变性程度；RT -qPCR方法检测 PI3K、AKT、FASN、SREBP1、ATGL mRNA 的表达情况；Western Blot方法检测 PI3K、AKT、
p -AKT、FASN、SREBP1、ATGL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 TC、TG及 LDL -C 水平
（P<0.05）；脂肪酸合成相关基因与蛋白 FASN 与 SREBP1 表达降低（P<0.05），TG分解相关基因与蛋白 ATGL 表达升
高（P<0.05）；PI3K及 p -AKT蛋白表达升高（P<0.05）。结论 苓桂术甘汤可能通过 PI3K/AKT信号通路促进肝脏甘
油三酯分解，抑制脂肪酸合成延缓 NAFLD发生发展。
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Mechanisms of Linggui Zhugan Decoction（苓桂术甘汤）Interfering in PI3K/AKT
Pathway to Affect Fatty Acid Metabolism in NAFLD 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
nonalcoholic fatty liver disease（NAFLD），and to provide a new target and data support for clinical treatment of NAFLD.Methods
C57BL/6J mice were used as the blank control group.ApoE -/- mice were divided into model group，Linggui Zhugan Decoction
low，middle and high dose groups and simvastatin group.The blood lipid levels of mice were detected by automatic biochemical
analyzer.Hematoxylin -eosin（HE）staining and oil red O staining were used to determine the degree of liver steatosis in NAFLD
mice.RT -qPCR was used to detect the mRNA expressions of PI3K，AKT，FASN，SREBP1 and ATGL.The protein expressions
of PI3K，AKT，p -AKT，FASN，SREBP1 and ATGL were detected by Western Blot.Results After treatment with Linggui Zhugan
Decoction，the serum levels of total cholesterol（TC），triglyceride（TG）and low -density lipoprotein cholesterol（LDL -C）were
down -regulated（P<0.05）.The expressions of fatty acid synthesis related genes and proteins FASN and SREBP1 were de-
creased（P<0.05），and the expressions of TG breakdown related genes and proteins ATGL were increased（P<0.05）.The pro-
tein expressions of PI3K and p -AKT were significantly increased（P<0.05）.Conclusion Linggui Zhugan Decoction may inhibit
the occurrence and development of NAFLD by promoting the decomposition of hepatic triglyceride and inhibiting fatty acid synthe-
sis through PI3K/AKT signaling pathway.

Keywords：non -alcoholic fatty liver；Linggui Zhugan Decoction（苓桂术甘汤）；fatty acid synthesis；fatty acid decomposi-
tion
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  非酒精性脂肪肝病（Nonalcoholic fatty liver disease，
NAFLD）是最常见的肝病之一，目前我国流行现状相对较重，
已成为危害人类健康的 3 大肝病之一，就世界范围而言，
NAFLD也已成为一个全球性的公共健康问题。在美国，普通
人口中的流行率为 20%，在肥胖症人群中流行率高达 75% ～
92%，在儿童中的流行率为 1 3% ～1 4%，由 NAFLD 发展成非
酒精性脂肪性肝炎（non -alcoholic steatohepatitis，NASH）约为
3% ～5%，其中有 3% ～5%会发展为肝硬化，末期又存在很大
机率会转化为肝癌［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。因此，阐明中
医药防治 NAFLD发病机制，以期为 NAFLD的治疗提供新思路
和研究方向，并为今后该领域的中药深入研究提供参考。现代

中医学将 NAFLD归为“肝癖”之范畴，《难经》最早记载“肝之
积，名曰肥气，在左胁下，如覆杯，有头足”是对该病的总结，属

本虚标实，脾虚夹杂痰、湿、浊、瘀、热等病理产物。苓桂术甘汤

首见于《金匮要略》，以茯苓、桂枝、白术与甘草组方四药合用，

温阳健脾以助化饮，淡渗利湿以平冲逆，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。
NAFLD的主要病理基础为肝脏脂肪沉积，表现为甘油三

酯（triacylglycerol，TG）在肝细胞中的过量蓄积，与脂肪酸代谢
（包括脂肪酸分解与合成等）密切相关，当肝脏的脂肪分解能

力及转运能力远低于脂肪摄入及合成，则会导致脂肪在肝脏的

积蓄，形成 NAFLD［5］。研究证实磷脂酰肌醇 3 -激酶（Phos-
phatidylinositol 3 -kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，
AKT）通路参与非酒精性脂肪肝病的发生发展［6 -7］，AKT/胆固
醇调节元件结合蛋白 -1 c（sterol regulatory element -binding
protein 1 c，SREBP -1 c）/脂肪酸合成酶（Fatty acid synthase，
FASN）信号通路可调控肝细胞脂肪酸合成，AKT 可以靶向脂
肪组织甘油三酯脂肪酶（adipose triglyceride lipase，ATGL）介导
脂肪酸分解［8 -9］。由此，本文重点研究苓桂术甘汤干预 PI3K/
AKT通路影响脂肪酸代谢减缓小鼠 NAFLD 的分子机制，为
NAFLD 的治疗和靶向药物研发提供新的方向，为循证医学提
供相应的理论支持。

1  材料与方法
1 .1  动物饲养、造模及给药 实验小鼠购自沈阳格润斯特
（长生生物全资子公司）：6 ～8 W，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：
NO.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。苓桂术甘汤中剂量组即为经人与小鼠体表面积

比换算后的给药等效剂量，苓桂术甘汤低剂量组即上述等效剂

量的 1 /2 剂量，苓桂术甘汤高剂量组即上述等效剂量的 2 倍剂
量。苓桂术甘汤各剂量组小鼠每日灌胃相应剂量的苓桂术甘

汤 1 次，连续给药灌胃 30 d；空白对照组与模型组小鼠给予等
体积的 0.9%氯化钠溶液灌胃。
1 .2 药物制备 苓桂术甘汤由茯苓、桂枝、白术、甘草组成，按

照《伤寒论》原书比例茯苓-桂枝-白术-甘草 4 ∶3 ∶2 ∶2，称
取茯苓 40 g，桂枝 30 g，白术 20 g，甘草 20 g，所有饮片购于辽
宁中医药大学附属医院。将上述 4 味中药以纯水 700 mL浸泡
30 min，头煎以武火煮沸后转至文火煎煮 20 min，倒出药液，次
煎不浸泡，加入纯水约 400 mL，武火煮沸后转至文火煎煮 20
min，混合药液并经 8 层纱布过滤，后经旋转蒸发器浓缩至相当
于含生药质量浓度 1 g/mL浓缩液。
1 .3 实验试剂及相关仪器 PI3K、AKT、p -AKT、FASN、
SREBP1、ATGL 抗体（proteintech 公司，67071 -1 -Ig、60203 -
2 -Ig、80455 -1 -RR、1 0624 -2 -AP、66875 -1 -Ig、551 90 -
1 -AP）；HiFi -Script gDNA Removal cDNA Synthesis 试剂盒、
UltraSYBR Mixture 试剂盒（康为世纪生物科技有限公司，
CW2020M、CW2601 M）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（弗德生物，
FD2001）；全自动生化分析仪（东芝公司）；梯度 PCR 仪、实时
荧光定量 PCR 仪、电泳槽和转膜槽（BioRad 公司）；组织破碎
机（IKA公司）；酶标仪（赛默飞世尔科技公司）。
1 .4 各组小鼠血清生化指标检测 小鼠麻醉后取血，血液经
离心后取血清并冻存于-80 ℃冰箱。采用全自动生化分析仪
检测小鼠血清 TG、TC、LDL -C、HDL -C含量。
1 .5 HE 和油红 O 染色观察小鼠肝脏病理形态学变化 HE
染色：肝脏组织浸泡于 4%的多聚甲醛中以制备固定的肝脏样
本，固定样本通过梯度浓度的乙醇处理后，浸入二甲苯试剂中

以此透明，随后进行石蜡包埋。标本切片后进行脱蜡处理，利

用苏木精 -伊红染色液试剂进行染色，封片，显微镜下观察小
鼠肝脏的脂肪变性程度。

油红 O染色：将肝脏组织制成冰冻切片，油红 O染色液试
剂进行染色，蒸馏水浸洗切片，随后利用苏木素染液试剂进行

染色，盐酸酒精分色，封片，显微镜观察小鼠肝脏的脂质沉积

情况。

1 .6 RT -qPCR法检测小鼠肝脏 PI3K、AKT、FASN、SREBP1、
ATGL mRNA表达 应用 TRIZOL 法提取小鼠肝脏总 RNA，依
据相应反转录试剂盒说明书将所提取的 RNA 去除基因组
DNA并将 RNA逆转录成 cDNA，依据相应扩增试剂盒说明书
进行扩增操作，并计算下列基因的 mRNA相对表达情况。

表 1  引物序列

引物 序列 （5＇-3＇）

PI3K Forward primer CGCCCTGGACTGTTACAACC
Reverse primer CGCTCTGGCTCATACCTCTC

AKT Forward primer GCTACATCGTGTGCAGAGCA
Reverse primer TCTTGTCGGGAGGCATGAAC

FASN Forward primer CAACTACTCCCAGGTTGCCC
Reverse primer GACTGGGCTCTCGATGTGAC

SREBP1 Forward primer AAGTCAGACGAGAGGGGGTT
Reverse primer ACCTTCCTGCCGTCTTTCAG

ATGL Forward primer CACCATCTTCCAGGAGCGAG
Reverse primer TGATGACCCTTTTGGCTCCC

GAPDH Forward primer CACCATCTTCCAGGAGCGAG
Reverse primer TGATGACCCTTTTGGCTCCC
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1 .7 Western Blot 检测 PI3K、AKT、p -AKT、FASN、SREBP1、
ATGL蛋白相对表达 称取 500 mg 小鼠肝脏，加入 500 μL 蛋
白裂解液，采用组织破碎机进行破碎并研磨至均匀，离心后所

得的上清即为蛋白，BCA 法检测各组肝脏组织的蛋白样品浓
度。样品加入适量 5 ×Loading Buffer，加热煮沸变性 5 min。依
据说明书配制 GAPDH 一抗工作液（1 ∶2000）、PI3K一抗工作
液（1 ∶2000）、AKT一抗工作液（1 ∶1 000）、p -AKT一抗工作液
（1 ∶2000）、FASN 一抗工作液（1 ∶6000）、SREBP1 一抗工作液
（1 ∶1 000）。经 SDS -PAGE 电泳、湿转 1 h、5%脱脂奶粉封闭 1
h、一抗工作液 4 ℃孵育过夜、二抗工作液室温孵育 1 h 后，曝
光条带，采用 Image J软件分析条带灰度值并进行统计分析。
1 .8 统计学方法 利用 Graphpad Prism 9 软件进行统计分析，
数据均以均值±标准差（■x±s）表示，采用单因素方差分析，认
为P<0.05 差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 各组小鼠血脂水平检测 与空白对照组相比，模型组
NAFLD小鼠血清中的 HDL -C 水平变化不显著（P>0.05），
TC、TG及 LDL -C 显著升高（P<0.01），提示小鼠 NAFLD 造
模成功。与模型组相比，苓桂术甘汤各剂量给药组小鼠HDL -
C水平变化不显著（P>0.05），TC、TG、LDL -C 3 者显著降低
（P<0.05），具有统计学意义，并提示苓桂术甘汤具有改善脂
质代谢紊乱的功效。见图 1。
2.2 各组小鼠肝脏脂肪变性程度 各组小鼠的肝组织经 HE
染色与油红O染色显示：空白对照组肝脏细胞结构完整，细

胞核位置居中，细胞内未见脂滴；模型组肝脏细胞出现空泡变

性，肝脏细胞排列紊乱，细胞核位置出现偏移，可见较多脂滴于

  注：*与空白对照组相比，P<0.05；**与空白对照组相比，

P<0.001；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01。

图 1  苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠血脂水平的影响 （n=3，■x±s）

注：*与空白对照组相比，P<0.05；**与空白对照组相比，P<0.001；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01。

图 4 苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠肝脏组织 PI3K、AKT、FASN、SREBP1、ATGL mRNA表达的影响 （n=3，■x±s）
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图 5 苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠肝脏组织 PI3K、AKT、

p -AKT、FASN、SREBP1、ATGL蛋白表达的影响

胞内聚集；苓桂术甘汤各剂量给药组肝细胞空泡减少，脂滴减

少，脂肪变性程度有所改善，并呈现剂量依赖性，见插页ⅩⅦ图
2、插页ⅩⅧ图 3。
2.3 各组小鼠肝脏 PI3K、AKT、FASN、SREBP1、ATGL mRNA
表达情况 在 mRNA水平，与空白对照组相对比，模型组小鼠
肝脏 AKT mRNA表达变化不显著（P>0.05）；PI3K、ATGL mR-
NA表达显著降低（P<0.01）；FASN 与 SREBP1 mRNA 表达显
著升高（P<0.01）。与模型组相对比，各剂量给药组小鼠肝脏
AKT mRNA表达变化不显著（P>0.05）；PI3K、ATGL mRNA 表
达升高（P<0.05）；FASN与 SREBP1 mRNA表达显著降低

（P<0.01）。以上结果均说明在转录水平上，苓桂术甘汤可改
善 NAFLD小鼠肝脏脂质代谢并且可调控 PI3K/AKT信号通路
的表达。见图 4。
2.4 各组小鼠肝脏 PI3K、AKT、p -AKT、FASN、SREBP1、ATGL
蛋白表达情况 在蛋白水平上，与空白对照组相对比，模型组
小鼠肝脏 AKT表达变化不显著（P>0.05）；PI3K、ATGL 表达
显著降低（P<0.01）；FASN 与 SREBP1 表达显著升高（P<
0.01）。与模型组相对比，PI3K、ATGL 表达在各剂量给药组显
著升高（P<0.05）；AKT表达变化不显著（P>0.05）；p -AKT
在苓桂术甘汤高剂量组中升高（P<0.05）；FASN 与 SREBP1
在苓桂术甘汤中高剂量组表达降低（P<0.05）。以上结果均
说明在蛋白水平上，苓桂术甘汤可改善 NAFLD 小鼠肝脏脂质
代谢，可能与调控 PI3K/AKT 信号通路表达有关。见图 5、
图 6。
3 讨论

在正常生物体内的代谢过程中，肝脏是维持脂质稳态的重

要场所［1 0］，具有合成脂质、并将脂质转运至血液后再分配到其

他组织、之后分解利用脂质的能力。在上述的过程中存在复杂

的分子调控机制，多种转录因子诱导肝脏 FA 的氧化和合成失
衡，这也是决定肝脏脂质积累的重要因素［1 1 -1 2］。当肝脏的脂

肪分解能力及转运能力远低于脂肪摄入及合成，则会导致脂肪

在肝脏的积蓄，形成 NAFLD。
固醇调节元件结合蛋白 1（Sterol regulatory element -bind-

ing protein 1，SREBP1）为胆固醇调节元件，于脂肪酸与 TG生
物合成中控制脂质合成上游基因的表达，同时促进脂肪酸合酶

注：*与空白对照组相比，P<0.05；**与空白对照组相比，P<0.001；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01。

图 6 苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠肝脏组织 PI3K、AKT、p -AKT、FASN、SREBP1、ATGL蛋白表达的影响 （n=3，■x±s）
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（Fatty acid synthase，FASN）表达，增加肝脏脂质合成［1 3］。AT-
GL无需激素激活便有活性，为最主要的脂解酶。ATGL 表达
减少会导致 TG过量蓄积，造成肥胖和其他代谢并发症。研究
表明，调控 ATGL 的表达可影响细胞的脂解和棕色脂肪的形
成［1 4］。本研究发现，与空白对照组小鼠肝脏相对比，模型组小

鼠肝脏 ATGL表达显著降低；FASN 与 SREBP1 表达显著升高，
提示高脂饮食使小鼠肝脏脂肪酸合成增多，同时脂肪酸分解减

少，与上述研究结果一致。PI3K/AKT信号通路在脂质代谢中
发挥重要作用［1 5 -1 8］，亦有研究发现该信号通路与 NAFLD发生
发展密切相关［1 9 -22］。研究表明，PI3K/AKT 信号通路可靶向
FASN 转录表达，进而影响细胞内脂滴蓄积以及脂质从头合
成［23 -24］；AKT可影响 SREBP1 核易位，从而调控饱和脂肪酸、
不饱和脂肪酸以及磷脂的合成［25］。本研究发现，模型组小鼠

肝脏 PI3K/AKT信号通路被抑制。苓桂术甘汤为《伤寒论》的
经典名方之一，是“病痰饮者，当以温药和之”的代表方剂，具

有温脾化饮之功［26］。经临床证实，苓桂术甘汤可用于治疗

NAFLD［27］，但具体机制尚不清晰。本研究发现，NAFLD 小鼠
予以苓桂术甘汤给药干预后，PI3K/AKT 信号通路被活化，脂
肪酸合成关键因子 FASN、SREBP1 表达降低，TG 分解关键因
子 ATGL表达升高，提示苓桂术甘汤可能通过 PI3K/AKT信号
通路影响脂肪酸合成与甘油三酯分解。

综上，本研究利用WB、RT -qPCR等实验方法初步明确苓
桂术甘汤可能通过 PI3K/AKT 信号通路靶向脂肪酸合成与甘
油三酯分解，进而抑制 NAFLD发生发展，为苓桂术甘汤的临床
应用及 NAFLD临床研究提供参考价值。
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苓桂术甘汤干预 PI3K/AKT通路影响脂肪酸代谢
减缓小鼠非酒精性脂肪肝的机制研究
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图 2 苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠肝脏组织的影响（油红 O染色，200 倍，n=3）
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图 3 苓桂术甘汤对 NAFLD小鼠肝脏组织的影响（HE 染色，200 倍，n=3）


