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基于 Nrf2/TXNIP 信号通路探讨葛根芩连汤含药血清对
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［摘要］ 目的：探讨葛根芩连汤（GGQLT）含药血清对游离脂肪酸（FFA）诱导人肝癌细胞 HepG2 非酒精性脂肪性肝炎

（NASH）体外模型的影响。方法：建立 HepG2 细胞 NASH 体外模型，使用不同体积分数的 GGQLT 含药血清及白藜芦醇干预细

胞。利用油红 O 染色检测各组细胞内脂质沉积；采用流式细胞术检测各组细胞内活性氧（ROS）水平；通过试剂盒检测各组细

胞内谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、超氧化物歧化酶（SOD）活性和甘油三酯（TG）、丙二醛（MDA）含量。采用实时荧光定量

聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测各组 HepG2 细胞内核转录因子（NF）E2相关因子 2（Nrf2）、血红素加氧酶-1（HO-1）、醌氧

化还原酶 1（NQO1）、Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1）、NF-κB、白细胞介素 -1β（IL-1β）、硫氧还蛋白相互作用蛋白

（TXNIP）的 mRNA 表达情况。运用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组细胞 Nrf2、TXNIP 的蛋白表达情况。结果：FFA 诱

导引起细胞内脂质大量堆积。与正常组比较，模型组抗氧化酶 GSH-Px 和 SOD 的活性显著降低（P<0.01），TG、ROS 和 MDA 含

量明显升高（P<0.05，P<0.01）。与模型组比较，GGQLT 各剂量组和白藜芦醇组均可不同程度地升高细胞内 SOD 的活性（P<

0.05，P<0.01），明显降低细胞内 ROS、MDA 水平（P<0.05，P<0.01）；GGQLD 高、中剂量组和白藜芦醇组可显著升高 GSH-Px 的

活性（P<0.01），GGQLD 中、低剂量组和白藜芦醇组明显降低 TG 的含量（P<0.05，P<0.01）。与模型组比较，GGQLT 高、中剂量

组和白藜芦醇组可显著上调 Nrf2、HO-1、NQO1 的 mRNA 表达水平（P<0.01），GGQLT 各剂量组、白藜芦醇组可明显下调

TXNIP 蛋白表达水平和 Keap1、NF-κB 的 mRNA 表达水平（P<0.05，P<0.01）。Nrf2-小分子干扰核糖核酸（siRNA）转染细胞后

发现，与相应剂量药物的阴性对照（NC）-siRNA 组比较，其 Nrf2-siRNA 组细胞内 Nrf2 表达显著下调（P<0.01）；GGQLT 和白藜

芦醇对 TXNIP、IL-1β的抑制作用被减弱。结论：FFA 诱导 HepG2 细胞内产生 ROS 和炎症因子，GGQLT 可提高细胞的抗炎、抗

氧化能力，其作用机制可能与调节 Nrf2/TXNIP 信号通路相关，进而达到改善 NASH 的目的。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Gegen Qinliantang（GGQLT）-medicated serum on

free fatty acid（FFA）-induced nonalcoholic steatohepatitis（NASH）in vitro model of human hepatoma cells

HepG2. Method：： NASH model of HepG2 cells was established in vitro，and the cells were intervened with

different volume fractions of GGQLT-medicated serum and resveratrol. Intracellular lipid deposition in each

group was detected by oil red O staining，the level of reactive oxygen species（ROS）in each group were

detected by flow cytometry，the levels of glutathione peroxidase（GSH-Px），superoxide dismutase（SOD），
triglyceride（TG）and malondialdehyde（MDA）in each group were detected by kits. Real-time fluorescence

quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）was used to measure the mRNA expression levels of

nuclear transcription factor （NF）E2-related factor 2 （Nrf2）， heme oxygenase-1 （HO-1）， quinone

oxidoreductase 1（NQO1），Kelch-like epichlorohydrin-associated protein-1（Keap1），NF- κB，thioredoxin

interacting protein（TXNIP），interleukin-1β（IL-1β）in HepG2 cells of each group. The protein expression of

Nrf2，TXNIP in cells of each group was detected by Western blot. Result：：FFA induced large accumulation of

intracellular lipids. Compared with the normal group，the activities of GSH-Px and SOD were significantly

decreased（P<0.01）and the contents of TG，ROS and MDA were significantly increased（P<0.05，P<0.01）in

the model group. Compared with the model group，all GGQLT groups and resveratrol group could elevate

intracellular SOD activity to different degrees（P<0.05， P<0.01） and significantly reduce the levels of

intracellular ROS and MDA（P<0.05，P<0.01），GGQLD high- and medium-dose groups and resveratrol group

significantly elevated GSH-Px activity（P<0.01），GGQLD medium- and low-dose groups and resveratrol group

significantly decreased TG content（P<0.05，P<0.01）. Compared with the model group，GGQLT high- and

medium-dose groups and resveratrol group could significantly upregulate the mRNA expression levels of Nrf2，

HO-1 and NQO1（P<0.01），all GGQLT groups and resveratrol group could significantly downregulate the

TXNIP protein expression level，as well as significantly downregulate the mRNA expression levels of Keap1，

NF- κB（P<0.05，P<0.01）. Nrf2-siRNA transfection of cells revealed that Nrf2 expression was significantly

downregulated（P<0.01） in the Nrf2-siRNA group of cells by comparing with NC-siRNA group at the

corresponding dose of drugs，and the inhibitory effects of GGQLT and resveratrol on TXNIP，IL-1β were

attenuated. Conclusion：： FFA induces the production of ROS and inflammatory factors in HepG2 cells，and

GGQLT can improve the anti-inflammatory and antioxidant capacities of cells，and its mechanism may be related

to the regulation of Nrf2/TXNIP signaling pathway，so as to improve NASH.

［［Keywords］］ Gegen Qinliantang；medicated serum；nonalcoholic steatohepatitis （NASH）；oxidative

stress；inflammatory factors；nuclear transcription factor（NF）；thioredoxin interacting protein（TXNIP）

非酒精性脂肪性肝炎（NASH）是一种慢性进行

性肝病，也是非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）的炎症

亚型，其常伴有脂肪变性、肝细胞损伤（气球状样

变）、氧化应激、炎症、纤维化等问题［1］。据统计，目

前全球 NASH 患病率为 15%~56%［2］。随着城市化

的发展，预计我国将是 NAFLD 患病率增长较快的

国家。油酸（OA）和棕榈酸（PA）是人体内含量较高

的游离脂肪酸（FFA），也是肝脏中甘油三酯（TG）的
主要成分和饮食中常见的长链脂肪酸，采用 OA 和

PA 联合造模，可模拟 NASH 中 FFA 堆积的体外脂质

代谢坏境［3］。 FFA 在 NASH 患者的肝脏中过度沉

积，脂质代谢失调会导致脂毒性，细胞内产生大量

活性氧（ROS）破坏抗氧化平衡，最终引起氧化应激

和炎症反应［3-4］。核转录因子（NF）E2 相关因子 2

（Nrf2）是与氧化应激有关的转录因子，血红素加氧

酶-1（HO-1）是一种抗氧化酶［4-5］。有研究显示，通过

调控 Nrf2 抗氧化信号通路能够有效抑制炎症并改

善 NASH［5-6］。现阶段临床仍缺乏治疗 NASH 的有

效 药 物 ，而 中 医 药 在 防 治 NASH 方 面 具 有 潜 在

优势。
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葛根芩连汤（GGQLT）出自《伤寒论》，是治疗

NASH 的经典名方［6-7］。中医认为，NASH 属“肝癖”，

其证候以“邪实”为主，湿浊内生为始动因素，“湿热

蕴于血分”为基本病机，可用清热利湿法；GGQLT 清

热燥湿、解表清里、表里兼治，故而其具有改善

NASH 的作用［7-9］。白藜芦醇可通过激活 Nrf2 信号

通路来预防炎症和氧化应激［10］，并能够有效抑制脂

质积聚和炎症过程进展，从而改善 NASH，故选择其

作为阳性对照［11］。本课题组前期研究表明，GGQLT

能通过抗氧化应激和抗炎来减轻 NASH 相关的肝

损伤［8-9］，但具体防治机制尚不明确。基于此，本实

验拟制备 GGQLT 含药血清，加以小分子干扰核糖

核酸（siRNA）对 Nrf2 进行沉默，探讨 GGQLT 通过

Nrf2/硫氧还蛋白相互作用蛋白（TXNIP）信号通路

改善 NASH 的分子作用机制，为中医药多靶点、多

途径治疗 NASH 提供实验依据。

1 材料

FACS Calibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司），
164-5050 型基础电泳仪、170-3930 型转膜仪（美国

Bio-Rad 公司），FluorChem M 型凝胶成像分析仪（美

国 ProteinSimple 公司），Varioskan Flash 型多功能酶

标仪（美国 Thermo Fisher 公司），EasyCycler 96 型聚

合 酶 链 式 反 应（PCR）仪（ 德 国 耶 拿 公 司 ），

LightCycler 96 型 实 时 荧 光 定 量 PCR（Real-time

PCR）仪（瑞士 Roche 公司），TD4 型低速离心机（上

海卢湘仪离心机仪器有限公司），DZKW-S-4 型电热

恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪器有限公司），
MDF-U33V 型 超 低 温 冰 箱（日 本 Sanyo 公 司），
R1001-VN 型旋转蒸发仪（郑州长城科工贸有限公

司），Neofuge13R 型台式高速冷冻离心机［力新仪器

（上海）有限公司］。

葛根、黄芩、黄连、炙甘草饮片均购自江西致和

堂中药饮片有限公司，批号分别为 171205、171201、

171203、171206，经江西中医药大学药学院邓可众

副教授鉴定，均符合 2020 年版《中华人民共和国药

典》（一部）相关项下规定；DMEM 高糖培养基（美国

HyClone 公司，批号 12100），胎牛血清（FBS，以色列

BioInd 公司，批号 2014014），白藜芦醇［将其溶解于

1 mL 的二甲基亚砜（DMSO）中配成 10 mmol·L-1 原

料溶液，在每次实验前用 DMEM 培养基稀释成终浓

度 10 μmol·L-1，4 ℃储存］、胰蛋白酶-乙二胺四乙酸

（EDTA）消化液、十二烷基硫酸钠（SDS）、蛋白酶抑

制剂（PMSF）和 RIPA 高效裂解液（北京索莱宝科技

有限公司，批号分别为 R8350、20201102、1207G035、

20140708、30126），油红 O 粉末（以 5 g·L-1 的质量浓

度溶解于 10 mL 的异丙醇中作为储备液，4 ℃储

存）、OA 及 PA（上海希格玛高技术有限公司，批号分

别为 20150902、070M13581V、091M14381V），苏木

素-伊红（HE）染色液（南昌雨露实验器材有限公司，

批号 180801），多聚甲醛溶液（北京雷根生物技术有

限公司，批号 0911A18），PrimeScript RT 试剂盒和

TB Green Premix Ex Taq［宝日医生物技术（北京）有
限公司，批号分别为 RR420A、RR047A］，TRIzol 试

剂 和 Lipofectamine 3000 转 染 试 剂 盒（ 美 国

Invitrogen 公司，批号分别为 317904、2307436），ROS

荧光探针 DCFH-DA（上海碧云天生物技术有限公

司，批号 S0033S），丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶

（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、TG 检测试

剂 盒（ 南 京 建 成 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

20201010、20181018、20210505、20190810），BCA 蛋

白定量试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司，

批号 36420），脱脂奶粉（北京诺博莱德科技有限公

司，批号 8032502），Nrf2-siRNA 和阴性对照（NC）-

siRNA（上海吉玛制药技术有限公司，批号分别为

25811、23398），Nrf2 和 TXNIP 抗体［Abcam（上海）
贸 易 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 GR3231661-23、

GR3258311-8］，β-肌动蛋白（β-actin）抗体（北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司，批号 54100120），辣根

过氧化物酶（HRP）二抗山羊抗兔多克隆抗体（美国

Proteintech 公司，批号 20000217），增强化学发光法

（ECL）超 敏 发 光 液（ 美 国 Millipore 公 司 ，批 号

1719801），蛋白上样缓冲液（×5）（北京普利莱基因

技术有限公司，批号 B1012）。HepG2 细胞购于中国

科学院上海细胞库。

SPF 级健康雄性 SD 大鼠 20 只，体质量（220±

20）g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，

合格证号 SCXK（湘）2016-0002，饲养于温度（22±

2）℃、相对湿度 50%~60% 的动物实验室。本文涉

及的动物实验经江西中医药大学实验动物伦理委

员会批准，批准号 JZLLSC2018-0054。

2 方法

2.1 GGQLT 含药血清的制备［8］ 取葛根、黄芩、黄

连、炙甘草饮片按 8∶3∶3∶2 的比例进行混合，加 8 倍

量水浸泡 60 min，大火煮沸 40 min，按此步骤重复提

取 2 次，纱布过滤，合并 2 次滤液，3 000 r·min-1离心

25 min（离心半径 12 cm，下同），使用旋转蒸发仪在

80 ℃将药液浓缩成生药质量浓度为 1.12 g·mL-1 的

流浸膏，于-20 ℃冰箱储存备用。将大鼠 20 只随机
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分成 GGQLT 组、正常组，每组 10 只。GGQLT 组按

6.72 g·kg-1 剂量进行灌胃，每天 2 次，连续 7 d，正常

组按照相同条件灌胃等体积蒸馏水。实验前禁食

12 h，于末次给药后 1 h 进行腹主动脉取血，室温静

置 2 h，3 500 r·min-1 离心 10 min，合并同组血清，制

得空白血清和 GGQLT 含药血清。56 ℃水浴，持续

灭活 30 min，用 0.22 μm 微孔滤膜除菌，分装于 5 mL

离心管，于-80 ℃冰箱保存。

2.2 实验分组、造模与给药 在文献［9-12］基础上

加以改进，模拟 NASH 体外脂质代谢环境。将 PA 与

OA 以 1∶2 的比例溶解于 10 mL 的异丙醇中，制成

10 mmol·L-1 FFA 储备液，在每次实验前用 DMEM

培养基稀释成 1 mmol·L-1 FFA 造模液，于 4 ℃冰箱

储存。HepG2 细胞放入含 10% FBS、1% 青霉素 -链

霉素双抗的高糖 DMEM 完全培养基中，置于 37 ℃、

5% CO2培养箱培养。取对数生长期细胞，用胰蛋白

酶消化 1 min，1 000 r·min-1离心 3 min，弃去上清，加

入完全培养基，将细胞悬液以 2.0×105个/mL 的密度

接种于 6 孔板，过夜（12 h）培养至细胞贴壁，吸弃原

培养液，正常组加入含 20% 空白血清的 DMEM 培养

基 2 mL；其余各组均加入 DMEM 培养基 1.4 mL 和

10 mmol·L-1 FFA 造模液 0.2 mL；此外，模型组加入

空白血清 0.4 mL，GGQLT-高剂量（H）组加入含药血

清 0.4 mL，GGQLT-中剂量（M）组加入含药血清和空

白血清各 0.2 mL，GGQLT-低剂量（L）组加入含药血

清 0.1 mL 和空白血清 0.3 mL，白藜芦醇组则加入

10 mmol·L-1 白藜芦醇母液 10 μL，共同干预 24 h。

细胞分组情况见表 1。

2.3 油红 O 染色法观察 HepG2 细胞中脂质堆积情

况 按照 2.2 项下方法接种细胞并进行分组、造模、

给药，去除细胞上清，用磷酸盐缓冲液（PBS，pH

7.0）洗涤 3 次，4% 多聚甲醛固定 15 min，油红 O 工作

液作用 10 min，弃去油红 O 工作液，加入 60% 异丙

醇分色，PBS 洗涤，苏木素复染 30 s，水洗后光学显

微镜下观察细胞内脂质堆积程度并拍照。

2.4 GSH-Px、SOD、TG、MDA 水平的检测 按 2.2

项下方法接种细胞并进行分组、造模、给药，共同干

预 24 h 后进行 BCA 蛋白定量，严格按照 GSH-Px、

SOD、TG 和 MDA 试剂盒说明书进行操作。

2.5 HepG2 细胞内 ROS 水平的检测 按 2.2 项下

方法接种细胞并进行分组、造模、给药，收集各组细

胞加入 DCFH-DA，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中共同

孵育 30 min，严格按照说明书步骤进行操作。荧光

强度用流式细胞仪采集数据，使用 FlowJo 10.0 软件

进行分析。

2.6 体外细胞转染 Nrf2-siRNA siRNA 序列由上

海吉玛制药技术有限公司设计提供，见表 2。待

HepG2 细胞融合度达 60% 左右时，以 2.0×105 个/mL

的密度接种于 6 孔板，将细胞分为 NC-siRNA 组（只

转染 NC-siRNA），Nrf2-siRNA 组（转染特异性针对

Nrf2 的 siRNA），按试剂盒说明书先进行转染实验，

转染 6 h 后更换新鲜的培养基。按照表 3 进行细胞

分组、造模（1 mmol·L-1 FFA 造模液）并给药（终体积

分数分别为 20%、10%、5% 的 GGQLT 含药血清和

10 μmol·L-1 白藜芦醇），共同作用 24 h 后进行后续

实验。

2.7 基因表达检测 按照 2.2 和 2.6 项下方法接种

细胞并进行分组、造模、给药。向 6 孔板每孔中加入

TRIzol 试剂 1 mL，提取各组 HepG2 细胞总 RNA，并

参考 PrimeScript RT 试剂盒和 TB Green Premix Ex

Taq 说明书进行逆转录互补脱氧核糖核酸（cDNA）
和 Real-time PCR 反应。取 cDNA 2 μL，加入上、下

游引物各 0.4 μL，反应条件为 95 ℃预变性 30 s；
95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，40 个循环；60 ℃延伸

表 1 GGQLT对 NASH作用的细胞实验分组

Table 1 Cellular experimental grouping of effect of GGQLT on

NASH

组别

正常组

模型组

GGQLT-H 组

GGQLT-M 组

GGQLT-L 组

白藜芦醇组

组成

20% 空白血清+80% DMEM 培养基

20% 空白血清+80% DMEM 培养基

20% GGQLT含药血清+80% DMEM

培养基

10% GGQLT含药血清+10% 空白血

清+80% DMEM 培养基

5% GGQLT 含药血清+15% 空白血

清+80% DMEM 培养基

10 μmol·L-1白藜芦醇+20% 空白血

清+80% DMEM 培养基

FFA/mmol·L-1

1

1

1

1

1

表 2 siRNA的引物序列

Table 2 Primer sequences of siRNA

引物

NC-siRNA

Nrf2-siRNA

序列（5'-3'）
上游 UGAAGAUCAAGAUCAUUG

下游 GCAAUGAUCUUGAUCUUC

上游 CAGAAGUUGACAAUUAUCATT

下游 UGAUAAUUGUCAACUUCUGTT

注：引物长度均为 21 bp；合成总量均为 2.5 nmol；纯化方式均为

高效液相色谱法（HPLC）
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1 min，缓慢上升至 95 ℃，1 个循环后结束，绘制溶解

曲 线 。 以 β -actin 作 为 内 参 ，检 测 Nrf2、HO-1、

TXNIP、醌氧化还原酶 1（NQO1）、NF-κB、白细胞介

素 -1β（IL-1β）、Kelch 样 环 氧 氯 丙 烷 相 关 蛋 白 1

（Keap1）的表达水平，根据 2-ΔΔCt 计算目的基因相对

表达量。所有引物均购自生工生物工程（上海）股
份有限公司，引物序列见表 4。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 按照 2.2

和 2.6 项下方法接种细胞并进行分组、造模、给药，

检测 HepG2 细胞中 Nrf2、TXNIP 的蛋白表达水平，

收集各组细胞，加入 RIPA 裂解液（含 1% PMSF）
1 mL，于温度 4 ℃下 1 万 r·min-1离心 30 min（离心半

径 13 cm），收集上清并使用 BCA 试剂盒绘制标准曲

线，计算蛋白浓度。向样品中加入蛋白上样缓冲液

（×5），100 ℃水浴 5 min，分装于 2 mL 离心管中，置

于-20 ℃冰箱备用。取蛋白 30 μg 进行 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（PAGE），转移蛋白至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜 ，5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h，加 入 Nrf2、

TXNIP 抗体（1∶1 000）和 β-actin 抗体（1∶1 万），4 ℃

孵育过夜，加入山羊抗兔二抗（HRP 标记，1∶1 万），
室温孵育 2 h，ECL 显色，凝胶成像分析仪摄像，测量

条带。通过 Image J 1.8.0 软件计算各组条带灰度

值，β-actin 作为内参蛋白，各条带与内参的比值即为

各蛋白的相对表达量。

2.9 统计学分析 实验结果采用 SPSS 18.0 软件进

行分析，数据资料以 x̄± s 表示。两组之间计量资料

比较采用 t检验，P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 脂质堆积情况观察 由图 1 可知，与正常组比

较，模型组细胞可见大量红色脂滴；与模型组比较，

GGQLT 各给药组及白藜芦醇组细胞周围的红色脂

滴均有不同程度的减少。

3.2 GGQLT 对细胞中 TG、MDA、ROS、GSH-Px、

SOD 水平的影响 与正常组比较，模型组 MDA、TG

含量和 ROS 水平均明显增加（P<0.05，P<0.01），而
GSH-Px 和 SOD 活性则均显著下降（P<0.01）。与模

型组比较，GGQLT 各剂量组、白藜芦醇组细胞内

MDA 含 量 和 ROS 水 平 均 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01）。与模型组比较，GGQLT-M 组、GGQLT-L 组

和白藜芦醇组能明显减少细胞内的 TG 含量（P<

表 4 GGQLT对 NASH作用时基因表达检测的引物序列

Table 4 Primer sequences for gene expression detection during

action of GGQLT on NASH

引物

Nrf2

Keap1

HO-1

NQO1

NF-κB

IL-1β

TXNIP

β-actin

序列（5'-3'）
上游 TCCAAGTCCAGAAGCCAAACTGAC

下游 GGAGAGGATGCTGCTGAAGGAATC

上游 ATTCAGCTGAGTGTTACTACCC

下游 CAGCATAGATACAGTTGTGCAG

上游 CCTCCCTGTACCACATCTATGT

下游 GCTCTTCTGGGAAGTAGACAG

上游 TAGAGACGGCGTTTCACCATGTTG

下游 ACTTTGGGAGGCTGAGGTAGGC

上游 TATTTGAAACACTGGAAGCACG

下游 CCGGAAGAAAAGCTGTAAACAT

上游 GCCAGTGAAATGATGGCTTATT

下游 AGGAGCACTTCATCTGTTTAGG

上游 GTTCAGAAGATCAGGCCTTCTA

下游 TCCAGGAACGCTAACATAGATC

上游 TGGGCATGGGTCAGAAGGAT

下游 CGTCCCAGTTGGTGACGATG

长度/bp

139

111

93

83

219

85

84

144

表 3 GGQLT对 NASH作用的转染实验分组

Table 3 Grouping of transfection experiments of effect of GGQLT on NASH

组别

正常+NC-siRNA 组

模型+NC-siRNA 组

GGQLT-H+NC-siRNA 组

GGQLT-H+Nrf2-siRNA 组

GGQLT-M+NC-siRNA 组

GGQLT-M+Nrf2-siRNA 组

GGQLT-L+NC-siRNA 组

GGQLT-L+Nrf2-siRNA 组

白藜芦醇+NC-siRNA 组

白藜芦醇+Nrf2-siRNA 组

组成

20% 空白血清+80% DMEM 培养基

20% 空白血清+80% DMEM 培养基

20% GGQLT 含药血清+80% DMEM 培养基

20% GGQLT 含药血清+80% DMEM 培养基

10% GGQLT 含药血清+10% 空白血清+80% DMEM 培养基

10% GGQLT 含药血清+10% 空白血清+80% DMEM 培养基

5% GGQLT 含药血清+15% 空白血清+80% DMEM 培养基

5% GGQLT 含药血清+15% 空白血清+80% DMEM 培养基

10 µmol·L-1白藜芦醇+20% 空白血清+80% DMEM 培养基

10 µmol·L-1白藜芦醇+20% 空白血清+80% DMEM 培养基

FFA/mmol·L-1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
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0.05，P<0.01），GGQLT-H 组、GGQLT-M 组和白藜芦

醇组能显著增强细胞内 GSH-Px 的活性（P<0.01），
GGQLT 各剂量组和白藜芦醇组细胞内 SOD 活性明

显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.3 GGQLT 对 FFA 处理后 HepG2 细胞 Nrf2 信号

通路和 TXNIP 的影响 与正常组比较，模型组细胞

内 Nrf2 的 mRNA 水平表达显著下调（P<0.01），Nrf2

的蛋白水平表达下调，但差异无统计学意义；TXNIP

的蛋白水平显著上调（P<0.01）。与模型组比较，

GGQLT 各给药组和白藜芦醇组可显著上调 Nrf2 的

蛋白和 mRNA 表达水平（P<0.01），明显下调 TXNIP

的 蛋 白 水 平（P<0.05，P<0.01）；GGQLT-H 组 、

GGQLT-M 组 和 白 藜 芦 醇 组 可 显 著 上 调 HO-1 的

mRNA 表达水平（P<0.01）；GGQLT 各给药组和白藜

芦醇组可显著上调 NQO1 的 mRNA 表达水平（P<

0.01），明显下调 Keap1 的 mRNA 表达（P<0.05，P<

0.01），显著下调 NF-κB 的 mRNA 表达（P<0.01）。说

明 GGQLT 对 Nrf2 通路具有激活作用，可能通过提

高细胞的抗氧化能力来改善炎症。见表 6 和图 2。

3.4 Nrf2-siRNA 对 Nrf2、TXNIP、IL-1β表达水平的

影响 与正常+NC-siRNA 组比较，模型+NC-siRNA

组细胞内 Nrf2 的蛋白水平、TXNIP 的蛋白和 mRNA

表达水平、IL-1β的 mRNA 表达水平均显著升高（P<

0.01），说明脂质和 ROS 堆积能够引起细胞内氧化应

激 及 炎 症 反 应 。 与 模 型 +NC-siRNA 组 比 较 ，

GGQLT 各 剂 量 +NC-siRNA 组 和 白 藜 芦 醇 +NC-

siRNA 组能够显著升高 Nrf2 的蛋白水平（P<0.01），
明显降低 TXNIP 蛋白和 mRNA 表达水平、IL-1β的

mRNA 表达水平（P<0.05，P<0.01）。Nrf2-siRNA 转

染 细 胞 后 发 现 ，Nrf2-siRNA 消 除 了 GGQLT 对

TXNIP、IL-1β的下调作用，siRNA 特异性沉默 Nrf2

后 ，与 GGQLT 相 应 剂 量 +NC-siRNA 组 比 较 ，

GGQLT 各剂量+Nrf2-siRNA 组 Nrf2 蛋白表达显著

表 6 GGQLT对 HepG2细胞内 Nrf2信号通路和 TXNIP水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of GGQLT on Nrf2 signaling pathway and TXNIP level in HepG2 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

GGQLT-H 组

GGQLT-M 组

GGQLT-L 组

白藜芦醇组

Nrf2

1.008±0.1542）

0.593±0.024

1.251±0.0382）

1.495±0.0592）

1.155±0.0772）

1.255±0.0692）

Keap1

1.000±0.0431）

1.148±0.021

0.979±0.0162）

0.891±0.0202）

1.015±0.0451）

1.036±0.0461）

HO-1

1.005±0.1071）

0.694±0.017

1.705±0.0392）

7.393±0.4602）

0.735±0.014

0.970±0.0632）

NQO1

1.000±0.041

0.855±0.086

2.251±0.0882）

2.240±0.0572）

1.914±0.2302）

1.635±0.1872）

NF-κB

1.000±0.0432）

1.148±0.021

0.866±0.0632）

0.953±0.0362）

1.103±0.0722）

1.036±0.0462）

Nrf2/β-actin

0.605±0.035

0.562±0.029

1.049±0.0612）

0.900±0.0602）

0.905±0.0552）

0.746±0.0462）

TXNIP/β-actin

0.653±0.1212）

1.430±0.147

0.676±0.1302）

1.019±0.1061）

0.897±0.1371）

0.757±0.1752）

表 5 GGQLT对 HepG2细胞内 TG、MDA、ROS、GSH-Px、SOD水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of GGQLT on levels of TG，MDA，ROS，GSH-Px and SOD in HepG2 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

GGQLT-H 组

GGQLT-M 组

GGQLT-L 组

白藜芦醇组

MDA/μmol·g-1

3.820±1.9091）

21.405±1.646

2.813±0.1152）

5.626±0.2301）

7.090±1.6941）

5.979±0.0061）

TG/mmol·g-1

0.104±0.0252）

0.238±0.012

0.179±0.025

0.153±0.0162）

0.160±0.0251）

0.111±0.0451）

GSH-Px/U·mg-1

839.767±22.8382）

85.813±30.339

388.543±64.6452）

426.922±60.3752）

213.889±80.030

595.613±36.6222）

SOD/U·mg-1

48.920±0.2102）

38.075±0.555

49.707±2.3171）

48.806±0.9162）

42.662±0.3021）

46.405±0.9251）

ROS/%

82.200±0.9891）

91.550±0.919

80.300±0.7072）

78.850±0.9192）

80.950±0.0702）

71.700±0.2822）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 6 同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. GGQLT-H 组；D. GGQLT-M 组；
E.GGQLT-L 组；F.白藜芦醇组（图 2 同）
图 1 GGQLT对 HepG2细胞脂质堆积情况的影响（油红 O，×200）
Fig. 1 Effect of GGQLT on lipid accumulation of HepG2 cells

（oil red O，×200）
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降低（P<0.01），说明 Nrf2 被有效沉默，Nrf2-siRNA

的 沉 默 效 率 76.6%。 与 GGQLT 相 应 剂 量 +NC-

siRNA 组 比 较 ，GGQLT 各 剂 量 +Nrf2-siRNA 组 的

TXNIP蛋白表达均显著升高（P<0.01）。与 GGQLT-H+

NC-siRNA 组 比 较 ，GGQLT-H+Nrf2-siRNA 组

TXNIP 的 mRNA 表达显著升高（P<0.01）。与白藜

芦醇+NC-siRNA 组比较，白藜芦醇+Nrf2-siRNA 组

TXNIP 的 mRNA 表 达 显 著 升 高（P<0.01）。 说 明

GGQLT 和 白 藜 芦 醇 下 调 TXNIP 的 作 用 被 Nrf2-

siRNA 减 弱 。 与 GGQLT-M+NC-siRNA 组 比 较 ，

GGQLT-M+Nrf2-siRNA 组 IL-1β的 mRNA 表达明显

升高（P<0.05）；与白藜芦醇+NC-siRNA 组比较，白

藜芦醇+Nrf2-siRNA 组 IL-1β的 mRNA 表达显著升

高（P<0.01），说明 GGQLT 和白藜芦醇对炎症因子

的抑制作用被 Nrf2-siRNA 减弱。见表 7 和图 3。

4 讨论

NASH 是 NAFLD 的炎症亚型［13］。肝细胞内

FFA 堆积导致的脂毒性是 NASH 形成的关键因素，

在脂质代谢过程中，FFA 氧化生成的 ROS 会进一步

破坏抗氧化平衡，使肝细胞更容易受到氧化应激的

影响［14-16］。本课题组前期研究明确表明，GGQLT 可

以改善 NASH 的肝脂肪变性和损伤，其可能的机制

涉及调节炎症细胞因子和抗氧化应激［17］，但抗氧化

应激的作用机制尚不清晰，故本研究采用 OA 和 PA

联合造模，模拟 NASH 中 FFA 堆积的体外代谢坏

境，观察 GGQLT 对 FFA 诱导 HepG2 细胞所致氧化

应激与炎症的影响。结果发现模型组内脂质大量

堆积，而 GGQLT 能够显著抑制细胞内脂质沉积，说

明 FFA 能 够 成 功 诱 导 HepG2 细 胞 脂 肪 变 性 ，且

GGQLT 具有一定改善脂质沉积的能力。同时，

MDA 作为一种脂质过氧化产物，是氧化应激（即脂

质过氧化）最常用的生物标志物［18］。而 SOD 是一种

氧自由基清除剂，通过将超氧自由基转化为过氧化

氢，再由过氧化氢酶和 GSH-Px 转化为水［15］。在本

研究中，HepG2 细胞暴露于 FFA 后，模型组细胞内

图 2 GGQLT对 HepG2细胞内 Nrf2、TXNIP蛋白表达的影响

Fig. 2 Effect of GGQLT on expression of Nrf2 and TXNIP in cells

表 7 Nrf2-siRNA对 HepG2细胞中 Nrf2、TXNIP蛋白和 TXNIP、IL-1β mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Nrf2-siRNA on expression of Nrf2，TXNIP protein and TXNIP，IL-1β mRNA in HepG2 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常+NC-siRNA 组

模型+NC-siRNA 组

GGQLT-H+NC-siRNA 组

GGQLT-H+Nrf2-siRNA 组

GGQLT-M+NC-siRNA 组

GGQLT-M+Nrf2-siRNA 组

GGQLT-L+NC-siRNA 组

GGQLT-L+Nrf2-siRNA 组

白藜芦醇+NC-siRNA 组

白藜芦醇+Nrf2-siRNA 组

Nrf2/β-actin

0.358±0.0082）

0.610±0.021

0.882±0.0642）

0.302±0.0234）

1.248±0.0842）

0.439±0.0294）

0.986±0.0472）

0.173±0.0094）

1.242±0.1162）

0.141±0.0074）

TXNIP/β-actin

1.173±0.1052）

1.544±0.013

0.631±0.0242）

0.864±0.0384）

0.818±0.0432）

1.041±0.0404）

0.470±0.0272）

0.638±0.0334）

0.616±0.0292）

0.497±0.0224）

TXNIP

1.000±0.0522）

1.294±0.038

1.000±0.0352）

1.339±0.0804）

1.631±0.1151）

1.119±0.086

1.105±0.0502）

1.200±0.045

1.023±0.0292）

1.229±0.0694）

IL-1β

1.009±0.1912）

9.255±0.256

6.236±0.7921）

9.477±1.066

6.415±0.4082）

8.846±0.0863）

5.337±0.3132）

6.169±0.120

2.838±0.0552）

5.410±0.2654）

注：与模型+NC-siRNA 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与相应药物相应剂量+NC-siRNA 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

注：A.正常+NC-siRNA 组；B.模型+NC-siRNA 组；C.GGQLT-H+

NC-siRNA 组；D.GGQLT-M+NC-siRNA 组；E.GGQLT-L+NC-siRNA

组 ；F. 白 藜 芦 醇 +NC-siRNA 组 ；G. GGQLT-H+Nrf2-siRNA 组 ；
H.GGQLT-M+Nrf2-siRNA 组；I.GGQLT-L+Nrf2-siRNA 组；J. 白藜芦

醇+Nrf2-siRNA 组

图 3 Nrf2-siRNA对 HepG2细胞中 Nrf2、TXNIP蛋白表达的影响

Fig. 3 Effect of Nrf2-siRNA on protein expression of Nrf2 and

TXNIP in HepG2 cells
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TG、MDA 和 ROS 的含量升高，抗氧化酶 GSH-Px、

SOD 的活性降低，而 GGQLT 可降低细胞内 TG、

MDA、ROS 的含量，并增强 GSH-Px、SOD 的活性，

提示 GGQLT 能够通过增强抗氧化酶的活性、减少

ROS 的生成来提高 HepG2 细胞的抗氧化水平。

Nrf2 是一种重要的氧化还原敏感性转录因子，

在急性、慢性氧化应激和炎症条件下，通过调节细

胞保护蛋白和酶的基因表达来激活或者预防氧化、

炎症性疾病，从而降低 ROS 水平、减轻炎症和改善

细胞死亡［19］。Nrf2 从其细胞质抑制剂 Keap1 中分

离，并易位到细胞核中，然后在许多Ⅱ期酶的启动

子区域与抗氧化反应元件（ARE）结合，包括 HO-1

和 NQO1 等下游靶点［15］。本研究的 Real-time PCR

和 Western blot 结果显示，GGQLT 和白藜芦醇能够

上调 Nrf2 蛋白和 mRNA 的表达水平，并进一步上调

Nrf2 下游抗氧化靶基因 HO-1、NQO1 的 mRNA 表达

水 平 ，同 时 Keap1、NF- κB 的 mRNA 表 达 水 平 及

TXNIP 的蛋白表达水平则被 GGQLT 和白藜芦醇显

著下调。抗氧化作用在维持肝功能方面是必不可

少的，这种抗氧化作用主要受 Nrf2 的活性调控，

Nrf2 的激活可增强细胞的抗氧化能力。该结果提

示 GGQLT 能够提高 HepG2 细胞的抗氧化能力，并

通过激活 Nrf2 通路，从而降低炎症水平、减轻氧化

损伤，以达到改善 NASH 的目的。

氧化应激状态下 Nrf2 与 Keap1 分离易位到细

胞核，会导致 80 种不同抗氧化基因和代谢基因的表

达，如硫氧还蛋白（Trx），以缓解各种刺激引起的氧

化损伤［20］。随着细胞内 ROS 的大量增多，TXNIP 与

Trx 解离，进而导致 IL-1β的分泌，引发严重的炎症

反应［21］。IL-1β是一种经典的促炎因子，在 NASH 的

发病机制中具有重要作用，并且 IL-1β的水平与肝

纤维化的形成密切相关［22］。为进一步验证 GGQLT

是否是通过 Nrf2 来降低 ROS 水平及 IL-1β的生成，

从而抑制炎症以改善 NASH，本研究通过 siRNA 沉

默 Nrf2 的表达。结果显示，与正常+NC-siRNA 组比

较，模型+NC-siRNA 组中 TXNIP 的蛋白表达水平和

IL-1β的 mRNA 表达水平均显著升高。其中，模型+

NC-siRNA 组较正常 +NC-siRNA 组 Nrf2 的表达升

高，猜测是由于细胞内氧化还原状态处于动态平

衡，氧化应激状态下 Nrf2 表达受到多方面因素的影

响，而本研究中 siRNA 沉默组的细胞培养基中加有

转染试剂 Lipofectamine 3000，该试剂具有细胞毒

性，会对细胞造成一定程度的刺激，故使得模型+

NC-siRNA 组 Nrf2 的表达升高，且已有研究证实模

型组 Nrf2 在不同刺激状态下的表达存在趋势表达

不 一 致 的 现 象［23］。 与 模 型 +NC-siRNA 组 比 较 ，

GGQLT 各 剂 量 +NC-siRNA 组 和 白 藜 芦 醇 +NC-

siRNA 组可升高 Nrf2 蛋白表达水平，降低 TXNIP 蛋

白的表达水平，并降低 IL-1β的 mRNA 表达水平。

再次说明 GGQLT 能够激活 Nrf2 通路，并降低 ROS

相关靶点 TXNIP 的表达水平，进一步降低下游炎症

因子 IL-1β的表达，从而起到改善 NASH 氧化应激

和抑制炎症的作用。

GGQLT 各剂量组及白藜芦醇组经 Nrf2-siRNA

处理后，其对 TXNIP 和 IL-1β的抑制作用均受到一

定程度的消除，说明 Nrf2 的表达被有效沉默。Nrf2

沉默后，与 GGQLT 相应剂量 +NC-siRNA 组比较，

GGQLT 各剂量+Nrf2-siRNA 组中 TXNIP 蛋白表达

水平和 IL-1β的 mRNA 表达水平升高，说明 GGQLT

通过 Nrf2 信号通路抑制 TXNIP 的表达和 IL-1β的分

泌。综上所述，GGQLT 可通过调节 Nrf2/TXNIP 信

号通路，增加抗氧化酶的活性，减少 ROS 对细胞引

起的氧化损伤，进而降低细胞内的炎症水平，提示

其可能在抗氧化损伤及改善炎症方面具有良好的

应用前景，可为中医药防治 NASH 提供实验依据。
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