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[摘要] 目的 研究植物甾醇酯（PSE）对高脂饮食诱导非酒精性脂肪肝病（NAFLD）大鼠肝脂肪变性及血清

氨基酸谱的影响。方法 实验将 31 只雄性 SD 大鼠分为正常对照组（NC 组，n＝7）、单纯高脂饮食组（HF 组， 
n＝12）及 PSE 干预组（PSE＋HF 组，n＝12）。HF 组和 PSE＋HF 组大鼠以高脂饮食造模，PSE＋HF 组大鼠饲喂

高脂饮食的同时连续灌胃给予 PSE 0.5 g/kg，干预时间为 12 周。油红 O 染色观察高脂饮食作用下 PSE 对肝组织脂肪

变性的影响，用氨基酸自动分析仪检测血清氨基酸谱情况。利用 Pearson 相关性分析判断各氨基酸与肝脏脂肪变性

程度的相关性，利用 SIMCA-P 11.5 软件进行偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）。结果 PSE＋HF 组与 HF 组大鼠

体质量差异无统计学意义（P＞0.05），且 NC、HF、PSE＋HF 3 组大鼠摄食量差异无统计学意义（P＞0.05）。肝组

织油红 O 染色结果表明，与 HF 组相比，PSE＋HF 组大鼠肝组织脂肪变性程度减轻。PSE＋HF 组血清必需氨基酸异

亮氨酸、亮氨酸和非必需氨基酸半胱氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、丙氨酸含量分别较 HF 组增加了 17.25%、12.42%、

41.47%、15.61%、17.87%、16.07%，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）；血氨及组氨酸水平均较 HF 组降低 
（P 均＜0.05）。PLS-DA 分析结果显示 HF 组与 PSE＋HF 组可分别聚类。Pearson 相关性分析结果表明，组氨酸、

脯氨酸及血氨水平与肝脏脂肪变性程度呈正相关（P 均＜0.01），色氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、半胱氨酸、谷氨酸

及相关代谢物鸟氨酸与肝脏脂肪变性程度呈负相关（P 均＜0.05）。结论 PSE 对 NAFLD 大鼠血氨基酸代谢谱具有

调节作用。
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[Abstract]　Objective　To explore the effects of phytosterol ester (PSE) on the hepatic steatosis and amino acid 
profile of rats with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) induced by high fat diet. Methods　Thirty-one male SD rats were 
randomly divided into normal control group (NC group, n＝7), high fat diet group (HF group, n＝12) and PSE intervention 
group (PSE＋HF group, n＝12). The rats in the HF and PSE＋HF groups were fed with high-fat diet to establish the NAFLD 
rat model, and the rats in the PSE＋HF group were continuously intragastrically administered with PSE 0.5 g/kg for 12 weeks. 
The hepatic steatosis was evaluated with Oil Red O staining, and the serum amino acid profile was analyzed using 
automatic amino acid analyzer. Pearson correlation analysis was used to investigate the correlation between amino acids 
and degree of liver steatosis. Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) was carried out using SIMCA-P 11.5 
software. Results　There was no significant difference in body mass of rats between the PSE＋HF group and HF group  
(P＞0.05). Moreover, there was no significant difference in food intake of rats between the NC, HF and PSE＋HF groups  
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(P＞0.05). Compared with the HF group, the hepatic steatosis of rats was partly alleviated in the PSE＋HF group. The serum 
levels of essential amino acids, including isoleucine and leucine, and the non-essential amino acids, including cysteine, 
aspartate, glutamate and alanine, in the PSE＋HF group were increased by 17.25%, 12.42%, 41.47%, 15.61%, 17.87% and 
16.07%, respectively, compared with the HF group, and the differences were statistically significant (all P＜0.05). The levels 
of serum NH3 and histidine were significantly decreased in the PSE＋HF group versus the HF group (both P＜0.05). PLS-DA 
analysis results showed that HF group and PSE＋HF group could be clustered respectively. Pearson correlation analysis results 
showed that the levels of histidine, proline and serum NH3 were positively correlated with the degree of hepatic steatosis (all  
P＜0.01); and tryptophan, phenylalanine, isoleucine, cysteine, glutamate and the related metabolites, ornithine, were 
negatively correlated with the degree of hepatic steatosis (all P＜0.05). Conclusion　PSE can regulate the amino acid 
metabolic profile of rats with NAFLD induced by high fat diet.

[Key words]　phytosterol ester; non-alcoholic fatty liver disease; hepatic steatosis; amino acids
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(10): 1115-1121]

随着生活水平的提高和饮食结构的改变，非

酒精性脂肪肝病（non-alcoholic fatty liver disease，
NAFLD）成为世界上最普遍的肝脏疾病之一，且

其发病率日渐增高，尤其是在发达国家，成人发病

率已达 30%[1]。如果不早期干预和预防，NAFLD 
可逐渐发展成坏死性炎症，甚至肝纤维化，导致

肝功能损伤[2-3]。随着肝功能损伤程度的加重，机

体产生胰岛素抵抗，高水平的胰岛素可促进骨骼肌

及脂肪组织对支链氨基酸的摄取和利用，导致血清

支链氨基酸如亮氨酸、异亮氨酸水平显著降低，

使血浆氨基酸谱改变[4-5]。叶春和房宇[6]研究也发

现，NAFLD 大鼠血清支链氨基酸和芳香族氨基酸

水平均下降，瓜氨酸和鸟氨酸水平明显增加，牛磺

酸水平明显下降，表明 NAFLD 可使氨基酸代谢紊

乱。上述研究提示改善氨基酸代谢紊乱可能有益于 
NAFLD 的预防与治疗。

由于 NAFLD 的发生与发展与脂代谢紊乱尤其

是高脂血症密切相关，目前，治疗 NAFLD 可以通

过非药物手段和药物手段，其中药物治疗主要是利

用他汀类降血脂药物控制 NAFLD 的发展。已有研

究发现降脂药物辛伐他汀在调节人体脂质代谢的同

时，对氨基酸代谢也有调节作用[7]。但长期使用他

汀类药物易引起睡眠障碍[8]，另一严重不良反应是

其标准剂量下可引起血清肌酸激酶增加而导致肌 
病[9]。因此，寻求安全有效的天然活性物质以预防

和干预 NAFLD 具有非常重要的现实意义。

植物甾醇由甾核主体和侧链基团两部分构

成，广泛存在于富含油脂的植物种子、坚果和谷物

中。植物甾醇酯（phytosterol ester，PSE）由植物

甾醇酯化而成，其脂溶性和生物利用度优于游离植

物甾醇。研究显示植物甾醇及 PSE 具有降胆固醇

和调节血脂[10-11]以及抗氧化[12]等生理功能。我们前

期的动物实验研究表明，PSE 3 g/d 可有效减轻高

脂饮食诱导 NAFLD 大鼠的肝脂肪变性[13]。本实验

采用高脂饮食建立 NAFLD 大鼠模型，进一步研究 
PSE 对血清氨基酸谱的影响，从氨基酸代谢角度初

步阐明 PSE 减轻 NAFLD 肝脂肪变性的作用途径。

1　材料和方法

1.1　实验动物与材料　1 个月龄健康雄性 SD 大
鼠，清洁级，平均体质量为（100±10）g，由上

海斯莱克实验动物有限公司提供 [动物生产许可

证号：SCXK（沪）2012-0002]。PSE 由巴斯夫

（中国）有限公司提供，总 PSE 和植物甾醇含 
量≥97%，其中 PSE 含量≥91%，游离植物甾醇含

量≤6%；甾醇组成：胆甾醇含量≤2%，菜籽甾醇

含量≤6%，菜油甾醇含量为 20%～29%，豆甾醇

含量为 12%～23%，β-谷甾醇含量为 42%～55%，

D5-燕麦甾醇含量≤4%，D7-燕麦甾醇含量≤2%，

D7-豆甾烯醇含量≤2%，其他组分含量≤5%。氨

基酸混合物标准溶液 B 型（AWM1998）和 AN-2 
型（AWM1614）均购自日本和光纯药工业株式会

社；10% 三氯乙酸溶液（优级纯）和 8 mol/L 氢氧

化钠（NaOH）溶液（优级纯）均购自国药集团化

学试剂有限公司；L-8900  型全自动氨基酸分析仪

为日本 Hitachi 公司产品。

1.2　分组与干预　将 31 只 SD 大鼠给予基础饲

料适应性喂养 7 d 后，随机分为 3 组：正常对照

组（NC 组，n＝7）、高脂模型组（HF 组，n＝
12）和 PSE 干预组（PSE＋HF 组，n＝12）。其

中，NC 组大鼠饲喂基础饲料，HF 和 PSE＋HF 
组饲喂高脂饲料。NC 组及 HF 组均以纯牛奶灌
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胃，PSE＋HF 组按照 10 mL/kg 每天灌胃给予 PSE
（0.05 g/mL）强化牛奶（即每天给予 PSE 剂量为 
0.5 g/kg）。实验期间记录大鼠摄食量及体质量。

实验干预 12 周后，禁食 12 h，麻醉后于腹主动脉

取血，分离血清，保存于 －80 ℃ 备用。基础饲

料配方：水分含量≤10%，粗蛋白含量≥20%，

粗脂肪含量≥4%，粗纤维含量≤5%，灰分含 
量≤8%，矿物质及氨基酸含量为 1.6%～5.1%。高

脂饲料配方：基础饲料含量为 52.4%，猪油含量为 
20%，胆固醇含量为 1%，胆盐含量为 2%，蔗糖

含量为 10%，酪蛋白含量为 10%，麦芽糊精含量

为 2.7%，其他组分含量为 1.9%。

1.3　肝组织病理分析　将肝组织冰冻切片（层厚

为 4～8 μm）常温干燥 15～20 min，加入 100% 异
丙醇孵育 5 min，加入 0.5% 的油红 O 溶液 60 ℃ 
孵育 8 min。经 85% 异丙醇溶液洗 3 min，双脱

水洗后，苏木精染 1.5 min。双脱水洗，封片剂封

片，于普通光学显微镜下观察。根据肝脏组织学

变化情况，将肝脏脂肪变性程度分为 4 个等级：

“－”表示肝细胞结构正常或偶见肝细胞脂肪

变性，“＋”表示 1/3 以下的肝细胞脂肪变性， 
“＋＋”表示  1 / 3～2 / 3  的肝细胞脂肪变性， 
“＋＋＋”为 2/3 以上的肝细胞脂肪变性。

1.4　血清游离氨基酸谱检测　取 －80 ℃ 冻存的血

清 150 μL，按照 1∶1 体积比加入 4 ℃ 预冷的 10%
三氯乙酸溶液，混匀，4 ℃ 反应 1 h。20 000×g  
4 ℃ 离心 30 min。取上清液，加入 8 mol/L 的 NaOH 
溶液，调 pH 为 2。20 000×g 4 ℃ 离心 30 min。取 
150 μL 上清进行血清游离氨基酸谱检测。

1.5　统计学处理　应用 SPSS 19.0 软件对实验数据

进行统计学分析。计量资料以 x±s 表示，组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法。

利用 Pearson 相关性分析判断各氨基酸与肝脏脂肪

变性程度的相关性。利用 SIMCA-P 11.5 软件进行

偏最小二乘法判别分析。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　PSE 对 NAFLD 大鼠体质量、摄食量与肝

组织形态学的影响　各组大鼠干预后体质量及实

验期间摄食量情况见图 1，在高脂饮食情况下， 
PSE＋HF 组与 HF 组大鼠体质量变化差异无统计

学意义（P＞0.05），且 3 组大鼠摄食量差异无统

计学意义（P＞0.05）。肝组织油红 O 染色结果

见图 2，NC 组大鼠肝组织未见红染，肝小叶及细

胞核清晰，肝细胞索排列整齐，7 只大鼠脂肪变

性评估结果均为“－”；HF 组肝细胞内脂滴被染

成红色，大小不一，广泛分布在细胞质中，12 只 
大鼠脂肪变性评估“＋”2 只、“＋＋”4 只、 
“＋＋＋”6 只；PSE 干预组肝细胞红染程度较 HF 
组得到明显改善，12 只大鼠脂肪变性评估“＋”4 
只、“＋＋”5 只、“＋＋＋”3 只。

2.2　PSE 对 NAFLD 大鼠血清必需氨基酸含量的

影响　与 NC 组比较，HF 组大鼠血清异亮氨酸含

量降低，赖氨酸含量增加，差异均有统计学意义

（P＜0.05，P＜0.01）。PSE 干预后，大鼠血清异

亮氨酸和亮氨酸含量分别较 HF 组增加了 17.25% 
和 12.42%，且差异均有统计学意义（P＜0.05 或 
P＜0.01）。见图 3。

图 1　各组大鼠体质量和摄食量

Fig 1　Body mass and food consumption of rats 
 in each group

NC: Normal control group; HF: High fat diet group; PSE＋HF: 

High fat diet and phytosterol ester intervention group. n＝7 in 

NC group, n＝12 in HF group, n＝12 in PSE＋HF group; x±s

2.3　PSE 对 NAFLD 大鼠血清非必需氨基酸含量的 
影响　与 NC 组相比，HF 组大鼠血清组氨酸含

量增加，而谷氨酸含量降低，差异均有统计学意

义（P＜0.05）。PSE 干预后，半胱氨酸、天冬

氨酸、谷氨酸和丙氨酸含量分别较 HF 组增加了 
41.47%、15.61%、17.87% 和 16.07%，且差异均有

统计学意义（P＜0.05）；而组氨酸含量较 HF 组
降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。见图 4。
2.4　PSE 对 NAFLD 大鼠血清氨基酸相关代谢物

水平的影响　HF 组大鼠血清 β-氨基异丁酸和血氨

水平均高于 NC 组，鸟氨酸含量低于 NC 组，差异

均有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。与 HF 组
相比，PSE 干预后大鼠血清 β-丙氨酸、α-氨基正丁

酸和鸟氨酸的含量分别增加了 45.81%、57.54% 和 
28.60%，血氨水平降低了 20.21%，且差异均有统计

学意义（P＜0.05）。见图 5。
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图 4　PSE 对大鼠血清非必需氨基酸含量的影响

Fig 4　Effects of phytosterol ester (PSE) on serum non-essential amino acid profile in rats
NC: Normal control group; HF: High-fat diet group; PSE＋HF: High fat diet and PSE intervention group. Cys: Cystine;  
His: Histidine; Asp: Aspartic acid; Asn: Asparagine; Tyr: Tyrosine; Pro: Proline; Ser: Serine; Glu: Glutamic acid; Gly: Glycine;  
Ala: Alanine; Gln: Glutamine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs NC group; △P＜0.05 vs HF group. n＝7 in NC group, n＝12 in HF group,  
n＝12 in PSE＋HF group; x±s

图 3　PSE 对大鼠血清必需氨基酸含量的影响

Fig 3　Effects of phytosterol ester (PSE) on serum essential amino acid profile in rats
NC: Normal control group; HF: High fat diet group; PSE＋HF: High fat diet and PSE intervention group. Met: Methionine;  
Trp: Tryptophan; Phe: Phenylalanine; Ile: Isoleucine; Leu: Leucine; Val: Valine; Thr: Threonine; Lys: Lysine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 
NC group; △P＜0.05 vs HF group. n＝7 in NC group, n＝12 in HF group, n＝12 in PSE＋HF group; x±s

图 2　PSE 对大鼠肝组织形态学的影响

Fig 2　Effect of phytosterol ester (PSE) on rat liver histomorphology
A: Normal control (NC) group; B: High fat diet (HF) group; C: High fat diet and PSE intervention (PSE＋HF) group. Original 
magnification: ×200
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2.5　PSE 对  NAFLD 大鼠血清氨基酸的综合 
影响　偏最小二乘法判别分析结果表明，HF 组与  
PSE＋HF 组可分别聚类，进一步证明 PSE 干预后

大鼠氨基酸代谢紊乱可在一定程度上得到纠正（图 
6）。Pearson 相关性分析结果表明，组氨酸、脯氨

酸及血氨水平与肝脏脂肪变性程度（以肝三酰甘

图 5　PSE 对大鼠血清氨基酸相关代谢物水平的影响

Fig 5　Effect of phytosterol ester (PSE) on serum amino acid metabolites in rats
NC: Normal control group; HF: High-fat diet group; PSE＋HF: High-fat diet and PSE intervention group. β-AiBA: β-Aminoisobutyric 
acid; β-Ala: β-Alanine; 1-MeHis: 1-Methylhistidine; HyPro: Hydroxyproline; EOHNH2: Ethanolamine; α-ABA: α-Amino-n-butyric 
acid; Cit: Citrulline; NH3: Ammonia; Orn: Ornithine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs NC group; △P＜0.05 vs HF group. n＝7 in NC group,  
n＝12 in HF group, n＝12 in PSE＋HF group; x±s

图 6　大鼠血清氨基酸谱偏最小二乘法判别分析结果

Fig 6　Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) of serum amino acid spectrum in rats
A: Essential amino acid profile; B: Non-essential amino acid profile; C: Amino acid metabolites. HF: High-fat diet group;  
PSE＋HF: High-fat diet and phytosterol ester intervention group

油、总胆固醇和非酯化脂肪酸水平综合计算）呈正

相关（r＝0.64、0.52、0.58，P 均＜0.01），色氨

酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、半胱氨酸、谷氨酸及

相关代谢物鸟氨酸与肝脏脂肪变性程度呈负相关 
（r＝－0.49、－0.49、－0.57、－0.64、－0.47、 
－0.56，P 均＜0.05）。

3　讨　论

目前，关于植物甾醇的生物学活性研究多集

中在调节胆固醇代谢、降血脂、抗氧化及抗炎等方

面，但其对氨基酸代谢的影响尚未见报道。体内不

同种类的氨基酸可发挥不同的生理功能，如色氨
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酸、酪氨酸和半胱氨酸具有较强的抗氧化活性[14]；

精氨酸和丙氨酸与血糖水平密切相关[15]。另有研究

提示，小鼠体内氨基酸种类及含量可影响高脂饮

食诱导的肥胖、胰岛素抵抗及肝脂质变性程度[16]。

故本研究利用高脂饮食建立 NAFLD 大鼠模型，通

过分析 PSE 干预对 NAFLD 大鼠血清氨基酸谱的

影响，从氨基酸代谢角度初步探讨 PSE 发挥预防 
NAFLD 作用的相关途径。

本研究结果显示，与正常饮食的 NC 组大鼠

相比，高脂饮食可引起 NAFLD 大鼠氨基酸代谢紊

乱，而 PSE 干预可调节高脂饮食引起的氨基酸代

谢紊乱，且氨基酸谱更接近 NC 组。本研究还通过

偏最小二乘法判别分析结果进一步证明，PSE 干预

后大鼠氨基酸代谢紊乱可在一定程度上得到纠正。

Dudek 和 Semenkovich[17]研究表明，必需氨基酸可

能通过调节非载荷 tRNA 水平影响脂肪酸合成酶的

表达，从而调节脂代谢；Trupp 等[7]研究发现，他

汀类药物在降低人血清低密度脂蛋白胆固醇水平的

同时，可显著增加血清必需氨基酸亮氨酸、苏氨

酸、赖氨酸、苯丙氨酸的水平。本研究发现，具有

降脂作用的 PSE 可增加 NAFLD 大鼠血清中支链

必需氨基酸亮氨酸和异亮氨酸的含量，而较高支链

氨基酸摄入通常有较低的肥胖发生率[18]。另有研究

表明，亮氨酸可能通过降低脂肪酸转运与相关蛋

白质合成而抑制脂肪酸的合成，从而发挥降脂作 
用[19]；亮氨酸还可通过调控沉默信息调节因子 2 同
源蛋白 1（silent mating-type information regulation 2 
homolog 1，SIRT1）的表达促进脂肪分解[20]。

此外，有研究显示赖氨酸可以提高肉毒碱水

平，从而缓解三酰甘油的积累[21]。胡晓霞[22]研究发

现，苏氨酸能显著降低生长中期草鱼肌肉脂肪含

量，提示苏氨酸的增加可能有促进脂肪分解、降低

体脂的作用。本研究发现与 HF 组大鼠相比，PSE 
干预可使 NAFLD 大鼠血清赖氨酸、色氨酸、苯丙

氨酸和苏氨酸含量增加，但差异无统计学意义。

本研究还发现 PSE 干预后 NAFLD 大鼠血清

半胱氨酸、天冬氨酸和丙氨酸含量较 HF 组增加，

而组氨酸含量降低，与既往研究结果[7]一致。非必

需氨基酸在维持机体正常运转中同样扮演重要角

色，上述非必需氨基酸中，半胱氨酸是构成体内重

要抗氧化物质谷胱甘肽（glutathione，GSH）的主

要成分，GSH 的合成受饮食中半胱氨酸含量的影

响[23]。肝脏还可通过分解半胱氨酸得到牛磺酸，从

而发挥对肝组织的保护作用[21]。Yanni 等[24]报道，

口服天冬氨酸和谷氨酸可抑制兔体内高胆固醇饮

食造成的脂肪肝。以上研究结果均表明，PSE 对脂

质代谢的调节作用可能与其对氨基酸代谢的调节 
有关。

氨基酸在相互转化和合成其他物质的过程

中会产生许多代谢物。本研究发现，高脂诱导 
NAFLD 大鼠的血氨水平较 NC 组升高，可能是因

为在 NAFLD 状态下肝功能受损，合成尿素的能

力减退，氨的清除减少，肝脏的解毒功能降低，

而长期高血氨水平可通过激活线粒体途径引起肝

细胞凋亡，从而进一步加剧肝损伤[25]。PSE 干预

使 NAFLD 大鼠血氨水平降低，表明 PSE 对高脂

饮食诱导的 NAFLD 大鼠的肝脏具有一定的保护作

用。此外，目前超声引导下肝穿刺活组织检查是

确诊 NAFLD 的金标准，但该方法不易被患者接

受；NAFLD 患者血液生物化学检查项目主要有血

清酶、β 球蛋白、铁蛋白、载脂蛋白 A1 以及胆汁

酸等，这些指标敏感性低且无特异性。而本研究发

现，组氨酸和血氨水平与 NAFLD 肝脏脂肪变性程

度呈正相关。NAFLD 状态下肝脏代谢功能下降，

肝合成尿素能力下降，导致血氨升高，提示血氨

水平可联合其他生物化学指标及影像学检查作为 
NAFLD 的诊断参考依据，但尚需要更多的实验室

生物化学检查数据进一步证实。
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