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胡黄连中环烯醚萜苷类成分体外抗非酒精性脂肪性肝炎活性研究
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摘 要：目的 探究胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ体外抗非酒精性脂肪性肝炎（NASH）的活性。方法 用 1 mmol/L 游离脂肪

酸（FFA）诱导HepG2细胞 24 h，建立体外NASH模型；MTT法检测胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对细胞活力的影响，并依此优

选 3个安全给药浓度（0.25、0.50、1.00 mg/mL）干预体外NASH模型；油红O染色法镜下观察细胞内脂滴的变化情况；试

剂盒法检测细胞培养上清液中超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、白介素-8（IL-8）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的含量变

化。结果 胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对HepG2细胞的活力影响较小。FFA刺激24 h后，模型组与对照组比较，细胞内被染成明

显的红色颗粒状脂滴，细胞培养上清液中SOD水平显著下降，MDA、TNF-α、IL-8水平显著上升，均有显著性差异（P＜

0.05、0.01）。与模型组比较，不同浓度的胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ干预组，细胞内红色颗粒状脂滴减少，且以胡黄连苷Ⅱ最

为明显；SOD水平显著上升，MDA、TNF-α、IL-8水平显著下降（P＜0.05、0.01），且以胡黄连苷Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ较为明显，但

没有显著的剂量相关性。结论 胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ中胡黄连苷Ⅱ的体外抗NASH的活性较显著。

关键词：非酒精性脂肪性肝炎；胡黄连苷Ⅰ；胡黄连苷Ⅱ；胡黄连苷Ⅲ；胡黄连苷Ⅳ；氧化应激；炎症

中图分类号：R285.5 文献标志码：A 文章编号：1674-6376（2019）05-0846-06

DOI：10.7501/j.issn.1674-6376.2019.05.007

Anti-NASH activity of Iridoid Glycosides in Picrorhizae Rhizoma in vitro
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Abstract: Objective To discuss the anti-NASH activity of Picroside Ⅰ , PicrosideⅡ , PicrosideⅢ and PicrosideⅣ in vitro.Methods

Liver cells HepG2 were cultured and induced by FFA to establish NASH cell model. The cell viability were measured by MTT to

select the safe drug concentration. Then safe concentrations of PicrosideⅠ, PicrosideⅡ, PicrosideⅢ and PicrosideⅣ were meanwhile

added. The fat deposition in cells was observed by oil-red O staining method. The content of SOD, MDA, IL-8 and TNF-α were

tested by Elisa. Results Three treatment groups were seted with the concentration of 0.25, 0.50 and 1.00 mg/mL. Compared with

control group, the NASH cell model group was stained with obvious red granular lipid droplets. The levels of SOD were

significantly higher in model group than the control group, while MDA, TNF-α and IL-8 significantly lower than control group (P <

0.05 and 0.01). Compared with the model group, the red granular lipid droplets decreased in the intervention groups of different

concentrations of Picroside I, II, III and IV, especially Picroside II. SOD levels increased significantly, MDA, TNF-a and IL-8 levels

decreased significantly (P < 0.05, 0.01), and Picroside II, III and IV were more obvious, but there was no significant dose correlation.

Conclusion PicrosideⅡcan improve cellular pathology and influence the levels of SOD, MDA, IL-8 and TNF-α obviously, showing
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potential value on NASH treatment.
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非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver

disease，NAFLD），是一种遗传-环境-代谢应激相关

性肝病，其与除酒精和其他明确因素如病毒性肝

炎、药物性脂肪肝等外的胰岛素抵抗以及代谢综合

征密切相关 ，包括单纯性脂肪肝（nonalcoholic

fattyliver，NAFL）、非 酒 精 性 脂 肪 性 肝

炎（nonalcoholic steatohepatitis，NASH）和 肝 硬

化（nonalcoholic cirrhosis，NAFC），其中 NASH 可以

进展为肝纤维化、肝硬化、肝癌，最后发展至肝功能

衰竭［1-3］。NASH 全球发病率在 3%～5%，在糖尿病

人群中发病率为 22%，NASH 患者中有 15%～25%

会发展成为肝硬化［4-5］。NASH发病机制十分复杂，

至今尚不明确，“二次打击学说”接受度较高：过量

脂肪酸和三酰甘油在肝脏沉积，引起 NAFL；在

NAFL基础上引起慢性氧化应激，造成肝细胞线粒

体 和 肝 细 胞 本 身 的 持 续 损 伤 和 炎 症 ，形 成

NASH［6-10］。因此，开展针对 NASH 的防治研究，对

于阻止其进一步发展成肝硬化以及肝癌具有十分

重要的意义。

胡黄连是我国传统中药，来源于玄参科植物胡

黄连 Picrorhiza scrophulariiflora Pennell 的根茎，具

有退虚热、除疳热、清湿热之功效。现代药理学研

究表明，胡黄连总苷具有抗乙型肝炎病毒、保肝利

胆等多种药理活性［11-12］。迄今为止，学者们从胡黄

连的根茎中主要分离得到了三大类苷类化合物，分

别是环烯醚萜苷类、酚苷类、苯乙醇糖苷类，其中环

烯醚萜苷类成分是主要化学成分，也是胡黄连的主

要活性成分［13-17］。环烯醚萜苷类成分在胡黄连中含

量非常丰富，目前已经分离得到多种，其中胡黄连

苷 I、II、III、IV含量最高，是胡黄连的主要效应成分，

且为主要药效物质基础。本课题组前期研究发现，

胡黄连总苷是治疗 NASH 的多靶点药物，它对

NASH 有明确的治疗效果，本研究通过游离脂肪

酸（free fatty acid，FFA）诱导人体肝癌 HepG2 细胞

建立体外 NASH 模型［17-21］，进一步研究胡黄连的主

要单体成分胡黄连苷 I、II、III、IV 干预 NASH 的效

能，为胡黄连的深入开发提供基础。

1 材料

1.1 药物与主要试剂

胡黄连苷 I（批号 20180501、质量分数 99.40%）、

胡黄连苷 II（批号 20180502、质量分数 99.98%）、胡

黄连苷 III（批号 20180503、质量分数 98.35%）、胡黄

连苷 IV（批号 20180504、质量分数 98.85%），由天士

力现代中药开发中心提供；维生素E（聊城澳健生物

技术有限公司，批号G20150980）；DMEM高糖培养

基 、胎 牛 血 清（FBS）、0.25%Trypsin-EDTA、Pen

Strep，购自 Gibco 公司 ；无菌 PBS（碧云天公司

Beyotime）；4%多聚甲醛溶液（南京森贝咖生物科技

有限公司）；异丙醇（分析纯，天津市风船化学试剂

科技有限公司）；超纯水（Milli-Q超纯水系统制备）；

DMSO、MTT、油酸、棕榈酸、油红 O 染液、TritonTM

X-100，购自Sigma公司；超氧化物歧化酶（SOD）、丙

二醛（MDA）、白介素 - 8（IL - 8）、肿瘤坏死因子 -

α（TNF-α）酶联免疫试剂盒，购自南京建成生物工程

研究所。

1.2 细胞株

人体肝癌HepG2细胞，由天士力药理毒理研究

中心提供。

1.3 实验仪器

HERACELL 150 i 恒 温 CO2 培 养 箱（ 美 国

Thermo公司）；VS-1300U超净工作台（苏净集团安

泰公司）；Allegra X-45R 离心机（美国 Beckman 公

司）；CKX1倒置显微镜（日本 OLYMPUS公司）；移

液器（德国 Eppendorf 公司）；Scepter 手持细胞计

数器（美国 Millipote 公司）；Infinite M200 酶标

仪（TECAN 公司）；PL303 分析天平（梅特勒公

司）；移 液 管 、离 心 管 、注 射 器 、滤 膜（美 国

Corning 公司）。

2 方法

2.1 细胞培养

将HepG2细胞接种于含 10% FBS、1%青霉素、

链霉素的DMEM高糖培养基的 75T细胞培养瓶中，

置 37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件下孵育。待细胞密

度达到 80%左右时用 0.25%Trypsin-EDTA消化，进

行传代培养。

2.2 NASH体外模型的建立

将处于对数生长期的HepG2细胞以 2×105/孔、

2 mL接种于 6孔细胞培养板中，待细胞贴壁生长至

60%～70%后，给予FFA 1 mmol/L（棕榈酸与油酸物

质的量比为 1︰2）刺激 24 h［17］，设 3个复孔。实验结

束时留取细胞培养上清液后，用油红 O 染色，显微

镜下观察细胞内脂滴的变化情况。
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2.3 MTT法检测各药物对细胞活力的影响

将处于对数生长期的HepG2细胞以 5×103/孔、

200 μL接种于 96孔细胞培养板中，待细胞贴壁生长

至 60%～70%后，设置空白组（仅含培养基，不接种

细胞）、对照组（不加药）、维生素 E、胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ 0.062 5、0.125 0、0.250 0、0.500 0、1.000 0、

2.000 0 mg/mL浓度组。给药时间为 24 h，每组均设

6个复孔。用 MTT法测定细胞增殖情况，测定 570

nm 波长处的吸光度（A）值，计算细胞活力，以观察

药物对细胞增殖的影响。

细胞活力＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.4 胡黄连苷类成分对NASH体外模型的干预

将处于对数生长期的 HepG2细胞以 5 000/孔、

200 μL接种于 96孔细胞培养板中，待细胞贴壁生长

至 60%～70% 后，设置对照组、模型组、维生素

E（0.5、1.0、2.0 mg / mL）组、胡黄连苷 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ（0.25、0.50、1.00 mg/mL）组，每组设 6个复孔。对

照组不加 FFA 及药物，模型组给予 FFA 1 mmol/L，

各给药组给予FFA 1 mmol/L与不同浓度的各药物，

刺激 24 h。实验结束时留取细胞培养上清液后，用

油红O染色，显微镜下观察细胞内脂滴的变化情况。

2.5 油红O染色法

油红O染色步骤：PBS清洗细胞 3次，洗净培养

基；4%多聚甲醛固定 10 min，PBS液清洗细胞 2次，

60%异丙醇浸润 15 s；室温下油红O工作液染色 10

min，60%异丙醇分化 5～15 s，使间质清晰；蒸馏水

终止染色，显微镜下可见细胞内的中性脂肪可被特

异性地染成红色。

2.6 细胞上清液中SOD、MDA、IL-8、TNF-α水平测定

FFA与不同浓度的各药物共同刺激 24 h后，收

集细胞培养上清液，按试剂盒说明书进行 SOD、

MDA、IL-8、TNF-α的水平检测。

2.7 统计学处理

实验结果均以 x̄ ± s表示，采用 SPSS 19.0 统计

软件进行单因素方差分析。

3 结果

3.1 MTT法检测各药物对细胞活力的影响

如图 1所示，胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对HepG2细胞

的活力影响较小，提示在该范围内细胞可以稳定生

长。根据实验结果，筛选出细胞活力过半的药物浓

度，并从中选取细胞活力相差不大的 3个浓度进行

后续实验，即维生素 E 给药浓度设为 0.5、1.0、2.0

mg/mL，胡黄连苷 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ给药浓度设为 0.25、

0.50、1.00 mg/mL。

3.2 油红O染色对细胞内脂滴变化的观察

1 mmol/L FFA作用的模型组，可见细胞浆内被

染成红色的颗粒状脂滴，并且呈明显的“印戒”形

态。不同浓度的维生素E、胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ给药

组，可见细胞内红色脂滴有所减少，以各药物的高

浓度组较为明显，且以胡黄连苷Ⅱ效果最为明显，

见图2。

3.3 细胞培养上清液中 SOD、MDA、TNF-α、IL-8

水平变化

如图 3所示，1 mmol/L FFA作用的模型组，其细

胞培养上清液中SOD水平明显下降，MDA、TNF-α、

IL-8水平明显上升，与对照组比较，差异有统计学意

义（P＜0.05、0.01）。

维生素E组结果显示，与模型组比较，高、中、低

剂量组 MDA、TNF-α、IL-8 水平均显著下降（P＜

0.01），SOD水平无明显变化；3个剂量组之间，除低

剂量 SOD 水平显著高于中剂量组（P＜0.05）外，其

余各指标无显著性差异。

胡黄连苷Ⅰ组结果显示，与模型组比较，中剂量

组 SOD 水平显著升高，高、中、低剂量组 MDA、

TNF- α、IL-8 水平均显著下降（P＜0.05、0.01）；

高 剂 量 组 SOD、MDA 水 平 显 著 低 于 中 剂 量

组（P＜0.05）；中剂量组 MDA、TNF-α 水平显著

低于低剂量组（P＜0.05）。

胡黄连苷Ⅱ组结果显示，与模型组比较，高、中、

低剂量组SOD水平显著升高，MDA、TNF-α、IL-8水

平均显著下降（P＜0.05、0.01）；3 个剂量组之间，

MDA水平有显著性差异（P＜0.05），呈剂量相关性

降低。

胡黄连苷Ⅲ组结果显示，与模型组比较，高、

中、低剂量组SOD水平显著升高，MDA、TNF-α、IL-8

水平均显著下降（P＜0.05、0.01）；与低剂量组比较，

中、高剂量组MDA水平显著下降（P＜0.05）；高剂量
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图1 细胞活力（x
_
±s，n = 6）

Fig. 1 Cellular activity (x
_
±s，n = 6)
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A-对照组；B-模型组；C～E-维生素E 0.5、1.0、2.0 mg∙mL−1；F～H-胡黄连苷 I 0.25、0.50、1.00 mg∙mL−1；I～K-胡黄连苷 II 0.25、0.50、1.00 mg∙
mL−1；L～N-胡黄连苷Ⅲ 0.25、0.50、1.00 mg∙mL−1；O～Q-胡黄连苷 IV 0.25、0.50、1.00 mg∙mL−1

A-control group；B-model group；C-E-vitamin E 0.5，1.0，2.0 mg∙mL−1；F-H-berberine I 0.25，0.50，1.00 mg∙mL−1；I-K-berberine II 0.25，0.50，

1.00 mg∙mL−1；L-N-berberine II I 0.25，0.50，1.00 mg∙mL−1；O-Q-berberine IV 0.25，0.50，1.00 mg∙mL−1

图2 药物干预NASH细胞模型24 h细胞内脂滴变化（油红O染色，×400）

Fig. 2 Lipid droplet changes of cell model after intervened 24 h（Oil Red O Staining，× 400）
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组SOD水平显著低于中剂量组，IL-8水平显著高于

中剂量组（P＜0.05）。

胡黄连苷Ⅳ组结果显示，与模型组比较，高剂

量组 SOD 水平显著升高，高、中、低剂量组 MDA、

TNF-α、IL-8 水平均显著下降（P＜0.01）；与低剂量

组比较，中、高剂量组 MDA 水平显著下降（P＜

0.05）；高剂量组SOD水平显著高于中剂量组，TNF-

α水平显著低于中剂量组（P＜0.05）。

胡黄连苷Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对 4个指标含量的影响较为

显著，且除MDA外，均优于阳性药物维生素E，但没

有显著的剂量相关性。结果提示，胡黄连Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

对 FFA 诱导的 HepG2 细胞 NASH 模型的改善作用

较为理想，具有较大的开发价值。

4 讨论

近年来，随着人们的生活水平不断提高，肥胖

症和糖尿病在全球广泛流行，使得与其密切相关的

NAFLD/NASH 的患病率也逐年升高，已成为慢性

肝病的首要原因［22-23］，因此，积极开发防治NAFLD/

NASH的高效、安全、可靠的药物十分重要。本项目

组前期研究发现胡黄连总苷具有体内抗 NASH 效

果，但是由于胡黄连总苷中成分复杂多样限制了对

其更深入的研究，因此，在明确胡黄连总苷有效性

的基础上，在单体成分上对具有较大开发价值的胡

黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ进行了初步的药效学探索。

本实验采用 1 mmol/L FFA诱导 HepG2细胞成

功建立了NASH细胞模型，开展了胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ对脂肪样变、氧化应激水平、炎症水平指标的影

响的体外药效学实验，结果显示，该细胞模型成模

效果好，重复率高，与王允亮等［17］对 HepG2细胞建

立的 NASH模型动态检测结果相近。MTT实验结

果显示，胡黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对 HepG2细胞的活力

影响较低，提示在该范围内细胞可以稳定生长。胡

黄连苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ对细胞内脂质沉积具有一定的改

善作用，并且呈一定的剂量相关性，其中以胡黄连

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01；与中剂量组比较：△P＜0.05；与低剂量组比较：&P＜0.05
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；#P＜0.05 ##P＜0.01 vs model group；△P < 0.05 vs medium dose group；&P < 0.05 vs low dose group

图3 各组相关检测指标比对结果（x
_
±s，n = 6）

Fig. 3 Comparison of relevant test indicators (x
_
±s，n = 6)
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苷Ⅱ最为显著，提示胡黄连苷Ⅱ具备较好的降脂效

果。模型细胞培养上清液中 SOD含量下降，MDA、

TNF-α和 IL-8含量上升，提示在FFA诱导下，细胞出

现了氧化应激反应和炎症水平升高反应。对于

SOD，除胡黄连苷Ⅰ高剂量组外，各给药组均较模型

组有一定升高；相较于模型组的MDA水平，各给药

组均有明显降低且有显著性差异，各剂量组之间也

具有显著性差异；TNF-α、IL-8检测结果表明，各给

药组均较模型组有显著性降低。

胡黄连苷Ⅱ可在一定程度上改善 FFA 诱导的

HepG2细胞NASH模型的脂肪样变，增强抗氧化应

激作用，减轻模型细胞的炎症水平，保护细胞免受

进一步的氧化应激和炎症损伤，从而发挥其在抗

NASH 方面的潜在作用。结果提示，胡黄连苷Ⅱ既

在NASH“第一次打击”脂肪堆积方面发挥效果，又

在“第二次打击”氧化应激和炎症调控方面体现优

势，本研究结果为胡黄连苷Ⅱ在治疗 NASH方面提

供参考。
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