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[摘　 要] 　 目的　 确证蛹虫草多糖(CMPS)对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)的保护

作用,并探讨相关机制。 方法　 将 32 只 ApoE- / - 小鼠随机分为 ApoE- / - 组及 CMPS(25、50、100 μg / g)组,均高脂饲

养,CMPS 组同时喂饲相应剂量 CMPS 干预。 另取 8 只 C57BL / 6 小鼠普通饲料喂饲作为野生对照组(WT 组)。 12
周后取材,计算小鼠肝脏指数,HE 染色观察肝脏组织学改变,按照试剂盒说明检测血清甘油三酯(TG)浓度及肝脏

TG 浓度、超氧化物歧化酶(SOD)活性、过氧化脂质(LPO)含量。 荧光定量 PCR 及 Western blot 分析肝组织中过氧

化物酶体增殖物激活受体 α(PPARα)及酰基辅酶 A 氧化酶 1(ACOX1)的表达水平。 结果 　 与 ApoE- / - 组相比,
CMPS 干预可明显降低小鼠肝脏质量和肝脏指数,减轻高脂饮食诱导的肝脂肪变性,逆转肝脏、血清中 TG 水平的

升高。 同时,CMPS 组肝脏中 PPARα 及 ACOX1 的 mRNA 和蛋白表达均上调。 此外,CMPS 喂饲可增加 ApoE- / - 小

鼠肝脏中抗氧化酶 SOD 活性,降低肝脏 LPO 含量。 结论　 CMPS 有效改善高脂饮食诱导的 ApoE- / - 小鼠非酒精性

脂肪性肝病,其机制可能与其促进肝内脂肪酸氧化和抑制氧化应激有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To confirm the protective effect of cordycepsmilitaris polysaccharide (CMPS) on nonalcoholic
fatty liver disease (NAFLD) in ApoE- / - mice fed with high-fat diet and explore the underlying mechanism. 　 　 Methods
32 ApoE- / - mice were randomly divided into ApoE- / -group and CMPS (25, 50, 100 μg / g) treatment groups, all of which
were fed with high-fat diet. 　 The treatment groups were simultaneously fed with respective doses of CMPS. 　 Another 8
C57BL / 6 mice were fed with chow diet as control group (WT group). 　 After 12-weeks experimental period, the mice were
sacrificed. 　 The liver index of mice was calculated and the histological changes of liver were observed by HE staining. 　
The serum triglyceride (TG) concentration, liver TG concentration, superoxide dismutase (SOD) activity and lipid perox-
ide (LPO) content were detected according to the kit instructions. 　 The levels of peroxisome proliferator-activated receptor
α (PPARα) and acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) were analyzed by quantitative PCR and Western blot. 　 　 Results　 Com-
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pared with ApoE- / - group, CMPS treatment significantly reduced liver weight and liver index, alleviated hepatic steatosis
induced by high-fat diet, and reversed the increasement of TG levels in liver and serum. 　 Meanwhile, the mRNA and pro-
tein expressions of PPARα and ACOX1 were up-regulated in liver of CMPS treatment groups compared with those of
ApoE- / -group. 　 In addition, CMPS treatment enhanced the activity of SOD and lowered the content of LPO in the liver of
ApoE- / - mice. 　 　 Conclusion　 CMPS can effectively improve NAFLD induced by high-fat diet in ApoE- / - mice, which
may be related to its promotion of fatty acid oxidation and inhibition of oxidative stress.

　 　 非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease,NAFLD)是临床慢性肝病重要原因之一,以肝

细胞内脂肪大量沉积为主要特征,伴有肝内炎症和

氧化应激反应明显增强,随着病情进展患者可并发

肝硬化,甚至肝癌[1-2]。 近年来,由于营养过剩、运
动减少等不健康生活方式流行趋势日渐严重,
NAFLD 的发病率逐年提高,发病年龄逐年降低,严
重威胁人类健康[3]。 尽管通过均衡饮食、加强运动

等干预措施可以改善 NAFLD[4],但患者常常难以坚

持。 因此,寻找安全有效且无肝毒性的天然药物防

治 NAFLD 具有重要现实意义。
蛹虫草是一种珍贵的药食两用真菌,与冬虫夏

草具有相近的生物活性。 蛹虫草多糖( cordyceps-
militaris polysaccharide,CMPS)是蛹虫草中的主要活

性成分之一,具有降脂、抗氧化、抗炎、改善肝功能

等多种生理功效[5],其药用价值逐渐被国内外学者

重视和了解。 本研究观察了 CMPS 在 NAFLD 发展

中可能的保护作用及其机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要药品与试剂

蛹虫草子实体购自泰安岱珍生物科技有限公司;
载脂蛋白 E 基因敲除(apolipoprotein E- / -,ApoE- / -)
雄性小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公

司;苏木精、伊红(HE)染色液及二辛可宁酸(bicin-
choninic acid,BCA)蛋白定量试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司;甘油三酯( triglyceride,TG)、超氧

化物歧化酶( superoxide dismutase,SOD)、过氧化脂

质( lipid peroxide,LPO)检测试剂盒购自南京建成生

物工程研究所;荧光定量聚合酶链反应(polymerase
chain reaction,PCR)试剂盒 UltraSYBR Mixture 购自

北京康为世纪生物科技有限公司;β-肌动蛋白(β-
actin)、酰基辅酶 A 氧化酶 1 ( acyl-CoA oxidase 1,
ACOX1)、 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 α
(peroxisome proliferator-activated receptor α,PPARα)
抗体购自 Abcam;二抗购自北京中杉金桥生物技术

有限公司。

1. 2　 主要仪器与设备

旋转蒸发仪购自德国 Heidolph 公司;FD8508 真

空冷冻干燥机购自韩国 Ilshin 公司;光学显微镜购

自日本 OLYMPUS 公司;Spectra MaxiD3 多功能酶标

仪购自美国 Molecular Devices 公司;QuantStudio 3 荧

光定量 PCR 仪购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司;化学发光凝胶成像分析仪购自杭州亚旭生物科

技有限公司。
1. 3　 多糖的分离与纯化

先用 95%乙醇将蛹虫草子实体粉末回流脱脂 2
次,待沉淀晾干后,使用 5 倍体积的蒸馏水于 95 ℃
提取 3 次,离心浓缩得到蛹虫草水提液,然后按

V(水提液) ∶ V(无水乙醇) = 1 ∶ 4 沉淀多糖 24 h。
再次离心,依次用无水乙醇、丙酮、乙醚各洗涤 2 次

沉淀物。 晾干后,得到多糖粗提物。 粗多糖中的蛋

白质采用 Sevage 试剂去除,色素采用 AB-8 大孔吸

附树脂去除。 采用高效液相凝胶渗透色谱法纯化

多糖,经苯酚-硫酸法测定多糖纯度为 62% 。
1. 4　 动物处理

8 周龄 ApoE- / - 小鼠 32 只适应性饲养 1 周后,
随机分为 ApoE- / -组及 CMPS(25、50、100 μg / g)组,
每组 8 只,均高脂饲料(含 15. 8% 脂肪和 1. 25% 胆

固醇)喂养,自由饮水。 CMPS 组同时喂饲相应剂量

CMPS 进行干预。 另取 8 只同周龄雄性野生型(wild
type,WT)C57BL / 6 小鼠用普通饲料喂养作为野生

对照组(WT 组)。 12 周后处死动物,留取血清、肝
脏等组织用于后续分析。
1. 5　 肝脏指数的计算

CMPS 干预周期结束时,各组小鼠禁食禁水

12 h,称重并记录,而后 7%水合氯醛麻醉,解剖取出

肝脏,称量肝脏湿重,肝脏指数=肝脏质量(g) / 体质

量(g)×100% 。
1. 6　 HE 染色

取肝脏左外叶,浸入多聚甲醛溶液固定,脱水、
透明后,放入石蜡中包埋。 蜡块切片后脱蜡,苏木

精溶液浸染 5 min,伊红溶液浸染 30 s,水洗 3 次,脱
水透明,中性树胶封片并在光学显微镜下观察并

拍照。
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1. 7　 TG 含量测定

取 100 mg 肝组织加入 V(氯仿) ∶ V(异丙醇)=
2 ∶ 1 的混合溶剂 2 mL 萃取肝脏脂质,重复 2 次,N2

吹干后加入 1 mL 无水乙醇复溶,分别按照 TG 试剂

盒说明书和 BCA 蛋白定量试剂盒说明书检测肝组

织 TG 和总蛋白浓度,结果以每克蛋白中 TG 的相对

水平进行表示。 血清 TG 水平按说明书测定。
1. 8　 荧光定量 PCR

采用 Trizol 法提取肝组织总 RNA,采用 Ultra-
SYBR Mixture 试剂盒进行荧光定量 PCR 并获取 Ct
值。 所用引物如下:β-actin:上游 5′-TGCTGTCCCT-
GTAGTCCTCT-3′, 下 游 5′-AGGTCTTTACGGATGT-
CAACG-3′; PPARα: 上 游 5′-TGTCACACAATG-
CAATCCGTTT-3′,下游 5′-TTCAGGTAGGCTTCGTG-
GATTC-3′; ACOX1: 上 游 5′-TAACTTCCTCACTC-
GAAGCCA-3′, 下 游 5′-AGTTCCATGACCCATCTCT-
GTC-3′。 PCR 反应条件如下:95 ℃ 10 min,95 ℃
10 s,60 ℃30 s,72 ℃32 s,循环 40 个周期。 以 β-
actin 作为内参基因,以 2-△△Ct 计算目的基因 mRNA
相对表达量。
1. 9　 Western blot 分析

通过 RIPA 裂解液提取肝组织总蛋白,将等量

蛋白经 10% SDS-PAGE 电泳后,电转至 PVDF 膜。
脱脂奶粉封闭 2 h,一抗 0 ℃孵育 12 h,TBS 洗涤后

室温下二抗孵育 2 h。 再次洗涤后在膜上滴加 ECL
底物液显影定影。 采用 Image-ProPlus 软件分析免

疫反应条带的 IOD 值,并用 β-actin 作为内参计算

PPARα、ACOX1 相对表达量。
1. 10　 SOD、LPO 测定

100 mg 肝组织加入 1 mL 生理盐水匀浆,2 000
r / min 离心 10 min 取上清,按试剂盒说明书分别测

定 SOD 活性和 LPO 含量,同时测定上清液中蛋白

浓度,结果以每克蛋白中的相对水平进行表示。
1. 11　 统计学处理

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学分析,数据以 x
±s 的形式表示。 多组间比较采用单因素方差分析。
以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 CMPS 降低了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏质量

及肝脏指数

与 WT 组相比,ApoE- / -组小鼠肝脏质量和肝脏

指数均明显增加;CMPS 干预 12 周后,小鼠肝脏质

量和肝脏指数较 ApoE- / -组显著降低,其中 50 μg / g
和 100 μg / g CMPS 组 肝 脏 质 量 分 别 降 低 了

15. 70% 、25. 58% ,25、50、100 μg / g CMPS 组肝脏指

数分别降低了 13. 68% 、17. 81% 、24. 93% (表 1)。

表 1. CMPS 对高脂饮食 ApoE- / -小鼠体质量、
肝脏质量及肝脏指数的影响(n=8)

Table 1. Effects of CMPS on body weight, liver weight
and liver index of ApoE- / - mice fed with

high-fat diet (n=8)

分组 体质量 / g 肝脏质量 / g 肝脏指数 / %

WT 组 25. 61±1. 44 1. 09±0. 07 4. 25±0. 05

ApoE- / -组 24. 5±1. 04 1. 72±0. 10a 7. 02±0. 12a

25 μg / g CMPS 组 25. 90±1. 37 1. 57±0. 13 6. 06±0. 20b

50 μg / g CMPS 组 25. 14±1. 18 1. 45±0. 09b 5. 77±0. 11b

100 μg / g CMPS 组 24. 27±0. 94 1. 28±0. 08b 5. 27±0. 14b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 WT 组比较;b 为 P <0. 05,与 ApoE- / - 组
比较。

2. 2　 CMPS 减轻了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脂肪变

性并下调 TG 水平

肝组织 HE 染色结果发现:WT 组小鼠肝细胞结

构正常,肝索沿中央静脉呈放射状排列;ApoE- / - 小

鼠高脂饮食 12 周(ApoE- / -组)后,肝组织出现了明

显脂肪变性,大量脂肪空泡形成并伴有炎细胞浸

润;然而,CMPS 喂饲(25、50、100 μg / g CMPS)可使

肝脏中脂肪空泡数量显著减少,肝细胞排列趋于有

序,显著改善肝脏组织学损伤(图 1A)。
TG 水平检测结果显示:与 WT 组相比,ApoE- / -

组小鼠高脂饮食导致肝脏及血清 TG 明显升高,而
每天 50 μg / g 及 100 μg / g CMPS 干预可使肝脏 TG
含量分别降低了 14. 3%和 20. 9% (图 1B),血清 TG
含量分别降低了 27. 5%和 35. 3% (图 1C)。
2. 3　 CMPS 上调了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏中脂

肪酸氧化酶 ACOX1 及其上游调节因子 PPARα 的

表达

荧光定量 PCR 和 Western blot 检测肝脏中脂肪

酸氧化酶 ACOX1 及其上游调节因子 PPARα 的 mR-
NA 和蛋白表达,结果表明:与 WT 组相比,ApoE- / -

组小鼠高脂饮食后 ACOX1 与 PPARα mRNA 及蛋

白水平均明显升高,而 CMPS 处理进一步上调了肝

脏 ACOX1 与 PPARα 表达(图 2)。
2. 4　 CMPS 抑制了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏中氧

化应激反应

ApoE- / -小鼠高脂饮食后肝内 SOD 活性降低,
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LPO 水平升高,提示肝脏出现了氧化损伤,而应用

CMPS 后,50 和 100 μg / g CMPS 组 SOD 活性分别升

高了 34. 9%和 43. 0% ,100 μg / g CMPS 组 LPO 含量

降低了 29. 3% (图 3)。

图 1. CMPS 对高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏脂肪变性及 TG 水平的影响(n=8)
A 为肝组织 HE 染色结果;B 为肝脏 TG 含量;C 为血清 TG 浓度。 a 为 P<0. 05,与 WT 组比较;b 为 P<0. 05,与 ApoE- / -组比较。

Figure 1. Effects of CMPS on hepatic steatosis and TG level in ApoE- / - mice fed with high-fat diet (n=8)

图 2. CMPS 上调了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏中 PPARα及 ACOX1 表达(n=5)
A 为 PPARα 的 mRNA 水平;B 为 ACOX1 的 mRNA 水平;C 为 PPARα 的蛋白水平;D 为 ACOX1 的蛋白水平。

a 为 P<0. 05,与 WT 组比较;b 为 P<0. 05,与 ApoE- / -组比较。

Figure 2. CMPS up-regulated the expressions of PPARα and ACOX1 in the liver of
ApoE- / - mice fed with high-fat diet (n=5)
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图 3. CMPS 抑制了高脂饮食 ApoE- / -小鼠肝脏中氧化应激反应(n=8)
A 为肝脏中 SOD 活性;B 为肝脏中 LPO 含量。 a 为 P<0. 05,与 WT 组比较;b 为 P<0. 05,与 ApoE- / -组比较。

Figure 3. CMPS increased SOD activity and decreased LPO content in liver of
ApoE- / - mice fed with high-fat diet (n=8)

3　 讨　 论

可以认为 NAFLD 是代谢综合征的肝脏表现,患
者往往同时存在高血糖、胰岛素抵抗、高 TG 血症、
肥胖,并易于诱发动脉粥样硬化性心血管疾病,对
健康危害极大[6-8]。 NAFLD 一般是由食物中过量脂

肪酸被肝脏大量摄取,并在肝细胞内通过酯化反应

形成脂滴储存于胞质中引起。 如果患者存在胰岛

素抵抗,高血糖刺激可导致高胰岛素血症,这将进

一步促进肝脏脂肪合成,抑制脂肪酸的氧化分解,
加重肝脂肪变性[9]。 本研究中,CMPS 干预可明显

降低 ApoE- / -小鼠肝脏质量和肝脏指数,减轻肝脂肪

变性及肝脏和血清中的 TG 含量,这说明 CMPS 对

高脂诱导的 ApoE- / -小鼠 NAFLD 具有保护作用。
脂肪酸 β 氧化是肝细胞脂质分解和清除的重

要途径,而 ACOX1 是 β 氧化途径的第一限速酶,其
表达受 PPARα 调控[10]。 PPAR 为核激素受体超家

族成员之一,主要包括 PPARα、PPARβ、PPARγ 三

种亚型,其中 PPARα 主要在肝脏表达,可上调与 β
氧化相关的下游基因,如 ACOX1、肉碱棕榈酰转移

酶Ⅰ等,从而促进脂肪酸分解,调节肝内脂质平

衡[11]。 PPARα 内源性配体包括游离脂肪酸、二十

碳烯酸以及各种复合脂质。 与配体结合后,PPARα
将与维甲酸 X 受体( retinoid X receptor,RXR)形成

异二聚体 PPARα / RXR,然后与靶基因上的过氧化

物酶体增殖物激活受体反应元件(peroxisome prolif-
erator response element,PPRE)结合,调节靶基因转

录[12]。 本研究中,与 WT 小鼠相比,ApoE- / -小鼠高

脂饮食后肝内脂质蓄积,内源性配体明显增加促进

PPARα、ACOX1 表达上调,以加速肝脏脂肪酸氧化,

这是机体适应性或保护性反应。 然而,值得注意的

是,尽管 CMPS 治疗后 ApoE- / -小鼠肝脏中脂质含量

减少,PPARα 及 ACOX1 的 mRNA 和蛋白表达却进

一步增加,这提示激活 PPARα、促进脂肪酸 β 氧化

可能是 CMPS 防治 NAFLD 的重要机制。
近年来,线粒体功能障碍与氧化应激在 NAFLD

发生发展中的作用逐渐引起重视。 有报道显示,在
肥胖和 2 型糖尿病的大鼠模型中肝细胞线粒体的含

量和功能改变早于 NAFLD 和胰岛素抵抗出现[13]。
肝内脂质过多时,脂肪酸 β 氧化加速和电子传递链

酶活性增强引发线粒体产生活性氧( reactive oxygen
species,ROS)增多,从而损害线粒体功能。 而线粒

体功能障碍又可影响正常氧化磷酸化过程,使线粒

体单电子还原产生的 ROS 进一步增加。 肝细胞内

的 ROS 可引起脂质过氧化并激活炎症反应,造成肝

细胞的“第二次打击”和进一步损伤[14]。 本研究发

现,CMPS 喂饲可增加肝脏抗氧化酶 SOD 活性,降低

LPO 含量,提示 CMPS 有明显的抗氧化功效。
ApoE 主要在肝脏和脑组织合成,是极低密度脂

蛋白(very low density lipoprotein,VLDL)、中密度脂

蛋白(intermediate density lipoprotein,IDL)和高密度

脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)中重要的载脂

蛋白组分[15]。 已有大量研究显示,ApoE 不仅具有

抗炎和抗氧化特性[16-18],还可通过激活腺苷酸活化蛋

白激酶 /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(adenosine 5′-mono-
phosphate-activated protein kinase / mammalian target of
rapamycin,AMPK/ mTOR)信号通路介导的肝细胞自

噬抑制小鼠 NAFLD 发生[19]。 与 Schierwagen 等[20]

的实验结论一致,本研究采用 ApoE- / -小鼠高脂喂养

也快速建立了 NAFLD 动物模型。
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随着天然冬虫夏草资源的逐步枯竭,蛹虫草成

为其极具潜力的替代品,而 CMPS 是蛹虫草最主要

的生物活性成分之一。 近年来,药理研究发现蛹虫

草多糖具有免疫调节、抗氧化、降血糖等生物活

性[21-22]。 本研究显示,CMPS 对 NAFLD 也具有保护

功能。 尽管本实验结果为开发 CMPS 作为治疗

NAFLD 的天然药物提供了部分依据,但是全面的药

理机制及多糖分子结构解析有待进一步深入研究。
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