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穿心莲内酯拮抗雌激素相关受体α活性影响小肠

脂质分泌的作用机制
李利1,2  高军2  王紫辉2,3  张敏仪2  吴尚英2  姚冬生1*  管敏2*

(1暨南大学生物医药研究院, 广州 510632; 2中国科学院深圳先进技术研究院, 
深圳 518055; 3中国科学院大学, 北京 100049)

摘要      该文旨在研究雌激素相关受体α(estrogen-related receptor α, ERRα或ESRRA)拮抗剂穿

心莲内酯(andrographolide, AP)对小肠脂质分泌功能的影响及其作用机制。采用荧光素酶报告基因

系统探究AP对ERRα及其共激活因子过氧化物酶体增殖物激活受体共激活因子1α(peroxisome pro-
liferator-activated receptor coactivator 1α, PGC1α)转录活性的影响。运用启动子报告基因系统、实

时荧光定量PCR和Western blot方法研究AP对ERRα下游靶基因载脂蛋白B(apolipoprotein B, Apob)
和微粒体甘油三酯转移蛋白(microsomal triglyceride transfer protein, Mttp)表达的抑制作用。通过脂

滴荧光染色和甘油三酯 (triglyceride, TG)定量实验分别检测AP处理后胞内的脂滴含量和胞内外TG
含量。餐后甘油三酯应答实验、小肠油红O染色和TG定量分析研究AP对小鼠小肠脂质分泌的影响。

结果显示, AP下调ERRα/PGC1α的转录活性, 并影响ERRα/PGC1α对Apob和Mttp启动子的转录调控

作用; AP下调ERRα下游靶基因Apob和Mttp的表达; AP处理后胞内脂滴含量增多, 胞外TG含量减少; 
AP抑制小肠中脂质的分泌。结果证明, AP作为ERRα拮抗剂, 下调ERRα/PGC1α介导的脂质分泌关

键基因的转录, 抑制小肠脂质的分泌, 并降低小鼠血清中TG水平。

关键词      穿心莲内酯; 雌激素相关受体α; 转录活性; 脂质分泌

Andrographolide Inhibits Intestinal Lipid Secretion via Antagonizing 
Estrogen-Related Receptor α Activity
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Abstract       The aim of this study is to investigate the effect and mechanism of AP (andrographolide), an 
ERRα (estrogen-related receptor α, also called ESRRA) inverse agonist, on lipid secretion of small intestine. 
Luciferase reporter assay was employed to identify whether AP decreases transcriptional activity of ERRα and 
its coactivitor PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor coactivator 1α). To determine if AP suppresses 
the promoter activity and gene expression of ERRα target genes Apob (apolipoprotein B) and Mttp (microsomal 
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triglyceride transfer protein), promoter reporter activity, real-time quantitative PCR and Western blot were used. 
The intracellular lipid droplet content and TG content were determined by fluorescent staining of lipid droplets 
and TG (triglyceride) quantification experiments, respectively. Postprandial triglyceride response experiments, 
oil red O staining of small intestine and TG content determination were performed to study the effect of AP on 
lipid secretion in the small intestine of mice. The results showed that AP decreased promoter expression and 
mRNA levels of Apob and Mttp via interfering with transcriptional activity of ERRα/PGC1α. Furthermore, AP 
increased intracellular lipid droplets, reduced extracellular TG content and blood TG level indicating reduction 
of lipids secretion in Caco-2 and small intestine. This finding demonstrated that AP, as an ERRα inverse agonist, 
inhibited intestinal lipid secretion and decreased serum TG levels through downregulating the transcriptional ex-
pression of Apob and Mttp.

Keywords       andrographolide; ERRα; transcriptional activity; lipid secretion

随着经济发展和生活水平提高 , 失节制饮食和

高蛋白高脂肪饮食结构使越来越多的人患上高甘

油三酯血症。高甘油三酯血症常伴随着多种代谢

疾病 , 如肥胖、胰岛素抵抗、糖尿病和胰腺炎等 ; 
此外 , 高甘油三酯血症引起的异位脂肪沉积 , 是诱

发高血压和动脉粥样硬化等心血管疾病的危险因

素 [1-3]。血液中甘油三酯 (triglycerides, TGs)水平与

小肠对膳食脂肪的消化和吸收密切相关 : 脂肪在肠

道中被水解成脂质小分子产物 , 这些脂质小分子被

肠黏膜上皮细胞吸收后 , 一部分经脂肪酸氧化为机

体提供能量, 另一部分形成脂滴(lipid droplets, LDs)
储存在细胞内 , 但大多数脂质以脂蛋白的形式被分

泌到胞外 , 经淋巴系统进入血液循环系统 , 到达全

身各个组织和器官 [4-5]。当脂肪长期摄入过量时 , 小
肠分泌的脂质超过身体吸收和利用的范围 , 就会引

起高脂血症[1]。

穿心莲内酯 (andrographolide, AP)是中药材穿

心莲的主要有效成分之一 , 具有抗炎、抗病毒感染、

抗心血管疾病等药理学作用 [6-7]。有文献报道 , AP能
够降低大小鼠高脂血症模型血液中的TG水平 [8], 也
能影响肝脏的脂质代谢 , 从而降低高脂饮食小鼠血

液中的TG和总胆固醇水平 [9-10]。但尚无文献从AP影
响小肠脂质分泌功能的角度来探讨AP降血脂的作

用机制。雌激素相关受体α(estrogen related receptor 
alpha, ESRRA或ERRα, 基因 ID: 2101)是核受体家族

成员之一 , 可调控能量代谢相关基因的表达 , 它的转

录活性受到辅助激活因子过氧化物酶体增殖物激活

受体共激活因子1α(peroxisome proliferator-activated 
receptor coactivator 1α, PGC1α)和PGC1β的影响[11-13]。

在骨骼肌、脂肪组织、肝脏和小肠等组织和器官

中, ERRα主要通过与PGC1α的相互作用来发挥转录

调控作用 [14-15], 但在破骨细胞中由于PGC1α不表达 , 
ERRα的转录活性依赖与PGC1β的相互作用[16-17]。课

题组前期研究发现 , AP干扰ERRα/PGC1β转录作用

进而影响破骨细胞分化 , 证明AP是ERRα的潜在拮

抗剂[16]。

前期研究中 , 我们证明ERRα调控小鼠肝脏中

载脂蛋白B(apolipoprotein B, Apob)和微粒体甘油

三酯转移蛋白 (microsomal triglyceride transfer pro-
tein, Mttp)的转录 [18], 载脂蛋白 (apolipoprotein)参
与小肠脂质分泌的过程 , 其中ApoB作为乳糜微粒

(chylomicrons)和极低密度脂蛋白 (very low-density 
lipoprotein, VLDL)的结构蛋白参与这两种脂蛋白的

形成和分泌过程 [19]。有文献报道 , 小鼠小肠中Apob
特异性敲除影响肠道脂质分泌功能[20], APOB基因突

变受试者的餐后血脂水平较低 [21], 这说明ApoB对于

小肠脂蛋白的组装和分泌是必不可少的。除ApoB
外 , MTTP是另一个被明确报道参与脂质分泌过程

的转运蛋白 , 介导脂蛋白组装和分泌过程的脂质转

运 [5], 并且能够维持ApoB蛋白的结构 [22-23]。胰腺炎

是高甘油三酯血症的并发症之一 , 胰腺炎患者口服

MTTP拮抗剂 lomitapide后其血脂水平显著降低且症

状得到有效缓解 [24]。此外 , Mttp小肠特异性敲除使

得小鼠的餐后血清TG水平显著降低 [25]。因此我们

认为下调小肠中脂质分泌关键基因Apob和Mttp的表

达 , 能够降低血液中的TG水平 , 有助于改善高甘油

三酯血症。然而, 至今无文献报道ERRα是否能够通

过调控小肠中Apob和Mttp的转录来参与小肠的脂质

分泌过程。因此 , 本研究旨在探讨AP、ERRα和小

肠脂质分泌功能三者之间的联系 , 证明AP能通过抑
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制ERRα/PGC1α的转录活性 , 下调Apob和Mttp基因

的表达, 从而影响小肠的脂质分泌。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      从珠海百试通生物科技有限公

司购进16只SPF级的7周龄C57BL/6J雄鼠 , 分三笼 , 
饲养于中国科学院深圳先进技术研究院实验室动

物中心。小鼠饲养间为屏障环境 , 室温保持 24 °C, 
光暗循环每隔12 h, 普通饲料喂养, 小鼠自由摄食和

饮水。本文中相关动物实验已经通过中国科学院

深圳先进技术研究院实验动物管理和使用委员会

审查 , 批准编号为SIAT-IRB-170304-YYS-GUANM-
A0303。
1.1.2   细胞系      Caco-2人结直肠腺癌细胞购自深圳

市豪地华拓生物科技有限公司; HEK-293T购自中国

科学院上海细胞库。

1.1.3   主要试剂和仪器      主要试剂和耗材包括: AP
购自成都瑞芬思生物科技有限公司 ; 橄榄油 (olive 
oil)购自Aladdin公司 ; Triton WR-1339购自Sigma-
Aldrich公司 ; Compound 29购自ChemPartner公司 ; 
Trizol AG RNAex Pro Reagent购自艾科瑞生物有限

公司; HiScript III 1st Strand cDNA Synthesis Kit购自

诺唯赞生物科技股份有限公司 ; 2× RealStar Fast染
料法qPCR预混液购自GenStar公司; RIPA裂解液、4% 
PFA固定液、苏木素染色液购自碧云天生物技术有

限公司; β-actin抗体、DAPI购自Cell Signaling Tech-
nology公司 ; anti-apolipoprotein B抗体购自Abcam
公司 ; 24孔板圆形细胞爬片购自卧宏生物科技有限

公司 ; 油酸 (oleic acid, OA)、油红O(oil red O)购自

Sigma公司 ; BODIPY 493/503、Lipofectamine 3000
购自 Invitrogen公司 ; 甘油三酯测定试剂盒购自普利

莱基因技术有限公司。

主要仪器包括 : 双荧光素酶报告基因检测系统

(Promega, E1960)、冰冻切片机 (Leica, CM1950)、
正置荧光显微镜(Olympus, Olympus BX53)、实时荧

光定量PCR系统 (Biorad, CFX96)、全自动快速研磨

仪(上海净信实业发展有限公司, JXFSTPRP-24)。
1.2   方法

1.2.1   细胞培养      Caco-2细胞和HEK-293T细胞均

用含10%胎牛血清、1%青/链霉素混合液的H-DMEM
完全培养基 , 于37 °C、5% CO2、100%湿度的细胞

培养箱中培养。

1.2.2   小鼠餐后甘油三酯应答实验       7周龄

C57BL/6J雄鼠随机分成对照组 (Vehicle)和实验组

(AP给药组 ), 每组各8只。每天通过灌胃方式给药 , 
AP组给予AP(100 mg/kg), 对照组给予等量溶剂 , 持
续给药14天。

实验前禁食12 h, 腹腔注射Triton WR-1339(500 mg/kg), 
30 min后灌胃橄榄油 (10 μL/g)。收集灌胃橄榄油后

0、1、2、3、4 h时的尾血。收集的尾血用于TG检测。

随后立即处死小鼠, 用PBS清洗小肠后, 收集小肠。

1.2.3   质粒构建及荧光素酶活性检测      以人源

cDNA为模板 , 扩增出ERRα-LBD的序列 , 随后分别

将其克隆到载体 pCMV-BD-vector上 , 构建 pCMV-
BD-ERRα-LBD。将ERRα和PGC1α的全长人源cDNA
片段分别克隆到载体 pCMX和 pcDNA4上 , 构建

pCMX-ERRα和 pcDNA4-PGC1α。以小鼠基因组

DNA为模板 , 扩增出具有ERRα反应元件的Apob、
Mttp的启动子片段 , 随后将其克隆到载体 pGL3-
Basic上, 构建pGL3-Apob-Luc和pGL3-Mttp-Luc。

HEK-293T细胞铺于96孔板上 , 12 h后 , 待汇合

率达80%时 , 按照Lipofectamine 3000转染试剂盒说

明书进行转染。pFR报告系统 : pCMV-BD-ERRα、
pcNDA4-PGC1α和 pFR-Luc共转染到HEK-293T细
胞中。启动子报告系统 : pGL3-Apob-Luc或 pGL3-
Mttp-Luc与pCMX-ERRα和pcNDA4-PGC1α共转染。

pRL-TK质粒转染到每一个实验组中作为内参。转

染 6 h后 , 换成无酚红的H-DMEM培养基并加药处

理。24 h后, 裂解细胞, 取细胞裂解液用于荧光素酶

检测仪的荧光活性检测。

1.2.4   实时荧光定量PCR      将Caco-2细胞铺于12
孔板上 , 当细胞汇合率达 80%~90%时 , 分别加入

DMSO、C29(10 μmol/L)、AP(10、25、50 μmol/L)
处理24 h。用Trizol提取RNA, 反转试剂盒将RNA反

转为 cDNA。根据荧光定量PCR试剂盒的说明书进

行实时定量PCR。
将1.2.2中得到的小鼠小肠剪碎后放入含有1 mL 

Trizol的离心管中 , 随后放入研磨仪中研磨。后续步

骤与上述方法相同。

1.2.5   Western blot      将Caco-2细胞铺于12孔板

上 , 当细胞汇合率达80%~90%时 , 分别加入DMSO、

C29(compound 29)(10 μmol/L)、AP(10、25、50 μmol/L)
处理24 h。用RIPA裂解液提取蛋白 , 用BCA试剂盒
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测定蛋白浓度。检测ApoB蛋白时 , 用丙烯酰胺浓度

为6%的分离胶进行电泳, 110 V恒压转膜4 h。检测

其他蛋白时, 用丙烯酰胺浓度为12%的分离胶进行

电泳, 110 V恒压转膜1.5 h。
1.2.6   脂滴荧光染色      Caco-2细胞铺于细胞爬片

上, 当汇合率达60%时, 加入OA(400 μmol/L)处理过

夜。PBS洗去OA后, 分别加入含有DMSO、C29(10、
25 μmol/L)、AP(10、25 μmol/L)的培养基培养24 h。
用4% PFA进行固定, 用BODIPY 493/503进行脂滴染

色10 min。PBS洗去BODIPY后, 用DAPI染色3~5 min。
1.2.7   胞内外TG含量检测      将Caco-2细胞铺于12
孔板上, 当汇合率达60%时, 加入OA(400 μmol/L)处
理过夜, PBS洗去OA后, 换成无酚红的H-DMEM培

养基并加药处理。24 h后分别收集培养基和细胞。

细胞裂解后, 用TG试剂盒分别测定培养基和细胞内

的TG, 用BCA试剂盒测定蛋白浓度。计算出每毫克

蛋白对应的培养基中分泌或细胞内的TG含量。

1.2.8   小鼠油红O染色      将1.2.2中收集的小肠用

4% PFA浸泡24 h后, 30%蔗糖脱水过夜。小肠用

OCT包埋后放入–80 °C凝固, 随后冰冻切片, 切片的

厚度为10 μm。切片用60%异丙醇润洗5 min后, 放
入油红O染液中, 37 °C染色30 min, 60%异丙醇分化

1 min。蒸馏水洗涤2次后, 苏木素染色5 min, 蒸馏水

洗涤2次, 放入1%盐酸酒精中迅速分化30 s, 自来水

水洗返蓝10 min。用水性封片剂封片。

1.2.9   小鼠小肠TG含量检测      将1.2.2中收集的小鼠

小肠剪碎后放入含有500 μL生理盐水的离心管中, 随
后放入研磨仪中研磨。6 000 r/min、4 °C离心15 min后, 
收集上清以及挂在管壁上的脂质, 用TG试剂盒测定

小肠内TG, 用BCA试剂盒测定蛋白浓度。计算出每

毫克蛋白对应的小肠内的TG含量。

1.2.10   统计学分析      实验数据以平均数±标准偏

差表示。以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   AP抑制ERRα/PGC1α的转录活性进而下调

Apob、Mttp的启动子活性

由于尚未发现ERRα的内源性配体 , 因此ERRα
也称为孤儿核受体。ERRα的配体结合域 (ligand 
binding domain, LBD)中的近C-端嵌入了保守的激活

结构域 -2(activation function-2, AF-2)。天然配体与

核受体的相互作用决定AF-2螺旋基序处于活性或非

活性状态, 但ERRα的蛋白质构象使得AF-2螺旋基序

处于活化状态[26-27]。因此, ERRα-LBD中AF-2螺旋基

序的活性构型使得ERRα即使在没有配体存在下也

能招募辅助激活因子PGC1α, 二者发生相互作用后

会极大提高ERRα的转录活性[11-12]。

pFR-Luc载体上有GAL4识别并结合的上游激

活序列 (upstream activating sequence, UAS)和荧光素

酶基因的融合片段。我们采用经典的酵母双杂交

系统 , ERRα-LBD与PGC1α发生相互作用后 , pCMV-
BD-ERRα-LBD质粒表达的融合蛋白结构变松散 , 
GAL4呈现完整的转录活性 , 启动了下游荧光素酶基

因的转录。荧光素酶表达量增多 , 荧光素酶活性增

强, 荧光强度增强, 因此我们采用荧光素酶报告基因

系统来探究AP是否影响ERRα/PGC1α的转录调控功

能。

首先构建包含ERRα-LBD表达载体的荧光素酶

报告基因系统, 结果显示, ERRα-LBD和PGC1α的相

互作用促进荧光素酶的表达 (图1), 表明荧光素酶报

告基因系统成功构建。随后 , 往细胞培养液中加入

10、25、50 μmol/L的AP处理24 h, 发现荧光素酶活

性显著减弱 (图1), 说明AP干扰ERRα和PGC1α的相

互作用, 是ERRα的潜在拮抗剂。

干扰 ERRα和 PGC1α的相互作用可能会下调

ERRα/PGC1α的转录活性。ERRα反应元件 (ERRα 
response element, ERRE)的基序图示如图 2A所示

(引用自JASPAR数据库 ), Apob、Mttp启动子上存在

ERRα的反应元件(图2B和图2C)。为了探讨AP是否

通过影响ERRα/PGC1α的转录调控作用进而影响脂

质分泌关键基因Apob和Mttp的转录 , 我们构建含有

Apob、Mttp启动子片段的荧光素酶报告基因系统。

结果显示 , ERRα和PGC1α在细胞中富集时 , 荧光素

酶活性显著增强 , 表明ERRα/PGC1α可上调Apob、
Mttp的启动子活性。给予不同剂量AP处理后 , 发现

荧光素酶活性呈浓度梯度性下降 , 这表明AP可抑制

ERRα/PGC1α对Apob、Mttp启动子的转录调控作用

(图2D和图2E), 证明AP通过抑制ERRα/PGC1α的转

录活性进而下调Apob、Mttp的启动子活性。

2.2   ERRα拮抗剂AP抑制脂质分泌关键基因的表达

Caco-2来源于人结直肠腺癌的黏膜上皮细胞系 , 
是研究肠道脂质代谢的经典体外细胞模型[28-31]。为了

进一步验证AP是否影响ApoB和MTTP的表达, 我们

采用Caco-2细胞模型 , 并给予AP处理后 , 检测细胞
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的mRNA和蛋白表达水平。结果显示 : 脂质分泌关

键基因Apob、Mttp的mRNA水平随着AP浓度增大而

呈梯度下调 , 经AP处理后ApoB蛋白表达显著减少

(图3)。此外 , ERRα特异性拮抗剂C29可降低脂质分

泌关键基因Apob、Mttp的mRNA水平和ApoB蛋白

表达水平(图3)。以上结果表明, AP与C29作为ERRα
拮抗剂, 抑制了脂质分泌关键基因的表达。

2.3   ERRα拮抗剂AP抑制Caco-2细胞脂质的分泌

OA是一种单不饱和脂肪酸 , Caco-2细胞摄取的

OA, 经过一系列分解和合成代谢后, 形成了TG, 随后

TG以脂滴的形式储存在胞内 , 或者以脂蛋白形式被

分泌至胞外。因此 , OA处理后的Caco-2细胞能够模

拟餐后状态 , 是研究进食后脂质代谢变化的重要模

型[32]。AP抑制脂质分泌关键基因Apob和Mttp的表达

可能会影响细胞的脂质分泌功能 , 为了探究AP是否

影响脂质的分泌 , 我们向细胞培养液中添加OA处理

12 h。BODIPY 493/503染色结果显示, 与对照组相比, 
经AP处理的细胞内脂滴较大且数量多(图4A)。胞内

脂质堆积与脂质分泌功能障碍息息相关 , 通过检测

胞内外TG含量 , 发现AP处理后胞外TG水平显著降

低(图4C), 胞内TG含量增多(图4D)。此外 , C29处理

后胞内脂滴增大且数量增多 (图4A), 胞外TG水平下

降(图4C), 胞内TG含量增多(图4D)。上述结果证明 , 
AP与C29作为ERRα拮抗剂, 抑制脂蛋白的分泌。

2.4   AP抑制小肠中脂质的分泌

橄榄油富含单不饱和脂肪酸, 比起其他食用油更

能迅速地促进餐后小肠脂蛋白的分泌 [33], 因此采用橄

榄油进行餐后甘油三酯应答实验 , 来进一步研究AP
对小肠脂质分泌功能的影响。连续14天给C57BL/6J
雄鼠灌胃AP, 雄鼠在实验前禁食过夜。在灌胃橄榄

油前30 min, 通过腹腔注射方式给予Triton WR-1339
来阻止血液中脂质降解。与对照组相比 , 灌胃橄榄

油后1、2、3、4 h, AP组血清中的TG水平降低 (图
5A)。脂质分泌受阻会使得脂质在小肠上皮绒毛中

堆积 , 油红O染色结果显示 , 相对于对照组 , AP组小

鼠的小肠绒毛中脂质含量较多 (图5B), AP组小鼠的

小肠内TG含量较多 (图5C), 证明AP抑制小肠中脂

质的分泌。此外 , AP组小鼠的小肠中Apob和Mttp的
mRNA水平下降(图5D), 因此以上结果表明, AP下调

ApoB和MTTP的表达, 进而抑制小肠中脂质的分泌。

综上所述, AP通过干扰ERRα/PGC1α的转录活性, 抑
制脂质分泌关键基因的转录, 抑制肠道脂质分泌, 从
而降低血清TG水平。AP抑制小肠内脂质的分泌模

式图如图6所示。

3   讨论
高甘油三酯血症是脂质代谢紊乱所引起血脂

稳态失衡的疾病 , 与肥胖、糖尿病和动脉粥样硬

化等代谢性疾病密切相关 [34-35]。脂肪的过量摄取

以及脂肪消耗和清除障碍将导致血脂升高, 促进高

甘油三酯血症的发生发展。食物中脂肪的摄取依

赖于胃肠道消化和吸收作用, 而小肠作为脂肪消化

n=6; *P<0.05, ***P<0.001, 与DMSO组比较。

n=6; *P<0.05, ***P<0.001 compared with the DMSO group. 
图1   ERRα潜在拮抗剂AP影响ERRα/PGC1α的转录活性

Fig.1   AP affects the transcriptional activity of ERRα/PGC1α as a potential ERRα inverse agonist
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和吸收的主要场所, 能将肠道内的小分子脂质产物

进行包装并分泌至循环系统, 从而完成对脂质的吸

收。

本研究利用荧光素酶报告基因系统进行药物

筛选, 结果显示AP能够干扰ERRα和PGC1α相互作

用 , 抑制ERRα/PGC1α转录活性 , 继而下调脂质分

泌关键基因Apob和Mttp的表达。进一步研究发现

AP减少胞外TG含量和降低餐后血清TG水平 , 揭
示 AP具有抑制小肠脂质分泌的作用。综上所述 , 

A: ERRα反应元件基序图; B、C: Apob或Mttp启动子上含有ERRE的示意图; D、E: Apob或Mttp启动子驱动报告基因的转录, 运用启动子报告系

统分析AP对报告基因转录的影响, n=6。**P<0.01, ***P<0.001, 与DMSO组比较。

A: motif logo for ERRα response element; B,C: schematic representations of ERRE located at Apob or Mttp promoter; D,E: effect of AP on expression 
of reporters that were driven by Apob or Mttp promoters was analysed using luciferase reporter assay, n=6. **P<0.01, ***P<0.001 compared with the 
DMSO group.

图2   AP抑制ERRα/PGC1α介导的Apob或Mttp基因的表达

Fig.2   AP suppresses expression of Apob or Mttp genes which were modulated by ERRα/PGC1α
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本研究证明AP可以通过靶向抑制ERRα/PGC1α对
脂质分泌关键基因的转录调控作用 , 抑制小肠分

泌脂质, 影响小肠对食物中脂质的吸收作用。因此, 
本研究从AP影响小肠的脂质分泌功能的角度展开

研究 , 为AP降血脂的生物学作用机制提供新的思

路。

现有大量研究表明, AP在治疗肥胖、动脉粥样

硬化和高脂血症等代谢性疾病上展现出广泛的治

疗潜力。有文献报道, AP可通过抑制脂肪生成相关
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A: AP或C29处理后, Caco-2细胞中Apob和Mttp的mRNA表达水平, n=6; B: AP或C29处理后, Caco-2细胞中ApoB-48和ApoB-100蛋白免疫印迹分

析结果(左图), 条带通过光密度分析法进行定量, 并使用β-actin条带进行校正(右图)。**P<0.01, ***P<0.001, 与DMSO组比较。

A: mRNA levels of Apob and Mttp in Caco-2 cells incubated in the presence or absence of C29 or AP, n=6; B: Western blot of ApoB-48 and ApoB-100 
in Caco-2 cells incubated in the presence or absence of C29 or AP (left panel), bands were quantified by densitometry analysis and normalized to the 
β-actin band intensity (right panel). **P<0.01, ***P<0.001 compared with DMSO group.

图3   AP抑制Caco-2细胞脂质分泌相关基因的表达

Fig.3   AP inhibits expression of lipid secretion-related genes in Caco-2 cells
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转录因子过氧化物酶体增殖物激活受体PPARγ信号

通路, 降低脂肪细胞标志蛋白的表达量, 最终抑制

3T3-L1脂肪前体细胞成脂分化[36]。同时, AP减轻高

脂饮食引起的脂肪组织中脂肪堆积和体重增加[10]。

肿瘤坏死因子TNFα可诱导黏附分子ICAM-1的表

达, 加快动脉粥样硬化的发展, AP下调TNFα诱导的

ICAM-1表达, 表明AP具有预防动脉粥样硬化发展

的潜力[37]。我们近期研究证明AP影响肝细胞核因

子HNF4α对肝脏VLDL组装和分泌的调控作用, 抑
制肝脏VLDL分泌并降低血脂水平从而改善高脂饮

食小鼠的高脂血症[9]。可见AP具有多靶点、多通路

协调的特性和优势, 在肥胖、动脉粥样硬化和高脂

血症等疾病发展中发挥多种疗效, 这使得AP在治疗

代谢性疾病上具有显著效果。

ERRα调控代谢相关基因的转录 , 在维持小肠

稳态平衡中起着至关重要的作用。首先 , ERRα广
泛表达于不同类型的组织 , 尤其在胃肠道等能量

需求较高的组织器官中高度表达 [14,38],  并且相较

于胃和大肠 , 小肠中ERRα的表达水平更高 [39]。其

次 , 有研究报道组蛋白去乙酰化酶HDAC3通过介

导ERRα/PGC1α对脂质转运体CD36的转录调控作

用 , 上调CD36表达 , 继而促进小肠上皮细胞对脂质

的摄取和分泌 [40], 并且小肠上皮细胞特异性缺失

HDAC3能够对抗高脂饮食诱导的肥胖 [40]。再次有

研究发现 , Errα基因敲除鼠易患肠道炎 , 其肠道微生

物群种类和数量显著减少 [41]。ERRα/PGC1α可通过

调控维持肠道稳态和参与肠道修复关键基因的转

录来缓解肠炎症状 [41]。因此 , 以上研究表明ERRα/
PGC1α的转录调控作用介导了小肠的稳态平衡和

生理功能。

ERRα在小肠消化和吸收的过程中也发挥着重

要调控作用。有研究发现, ERRα能够调控载脂蛋白

ApoA-IV的表达, 影响脂质至乳糜微粒前体的转运, 
进而影响小肠的脂质代谢[39]。前期研究中, 我们发现

Errα肝脏特异性敲除抑制VLDL的分泌, 继而导致脂

质在肝脏内堆积[18]。相反, 相较于野生型小鼠, Errα
全身性敲除可改善高脂饮食引起的肝内脂肪沉积情

况[42], 同时能够对抗高脂饮食诱导的肥胖发生[43]。这
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提示在Errα全身敲除鼠中, Errα的敲除可能通过影

响小肠对脂质的吸收和分泌作用, 降低血清TG水平, 
继而减少高脂饮食引起的脂肪异位沉积。C29是人

工合成的ERRα特异性拮抗剂, 与ERRα发生相互作

用后可改变ERRα空间构象从而阻碍ERRα和PGC1α
相互作用[44]。C29可以降低AKR/J小鼠肥胖模型血

液中的TG水平, 改善高甘油三酯血症并减轻体重[44]。

在本研究中, 我们发现C29和ERRα的另一拮抗剂AP
下调ApoB和MTTP的表达, 继而抑制脂质分泌, 降低

餐后TG水平, 证明了ERRα能够介导小肠消化和吸

收功能。这也进一步揭示小肠中ERRα的高度表达, 
除了与小肠高能量需求有关[14,38], 也与小肠的消化

和吸收作用有关。

核受体是一类转录因子 , 作为信号通路的枢纽

接受和传导上游信号 , 介导相关基因的表达来适应

外界环境因素的变化。因此 , 核受体在机体的生长

发育以及疾病的发生与发展中起着重要作用。核

受体与配体相互作用直接影响核受体的调控作用 , 
ERRα作为核受体家族成员调控参与能量代谢关键

基因的表达 , 不断增加的证据提示ERRα与多种代

谢性疾病相关 , 以ERRα作为治疗靶点的药物研发

在代谢性疾病的治疗上呈现出一定程度的潜力。本

研究证实, 在小肠中, Apob和Mttp是ERRα靶向基因, 
ERRα拮抗剂AP和C29均能下调ApoB和MTTP的表

达 , 抑制小肠的脂质分泌 , 影响血清TG水平。阐明

ERRα介导小肠脂质分泌的作用机制 , 可为相关疾

病尤其是高甘油三酯血症的药物研发提供新的思

路。

A: C29或AP处理后, Caco-2细胞内脂滴的分布情况, 脂滴被BODIPY 493/503(绿色)标记; B: C29或AP处理后, Caco-2细胞内脂滴的相对平

均荧光强度, n=5; C、D: C29或AP处理后, 胞外(C)和胞内(D) TG含量, n=7。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与DMSO组比较。

A: the lipid droplets distribution of Caco-2 cells incubated in the presence or absence of C29 or AP, lipid droplets were labeled with BODIPY 493/503 
(green); B: the normalized mean fluorescence intensity of lipid droplets in Caco-2 cells incubated in the presence or absence of C29 or AP, n=5; C,D: 
extracellular TG (C) and intracellular TG (D) contents in Caco-2 cells incubated in the presence or absence of C29 or AP, n=7. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001 compared with DMSO group.

图4   AP抑制Caco-2细胞脂质的分泌

Fig.4   AP inhibits lipid secretion in Caco-2 cells

(A)

(B) (C) (D)

10

20 μm 20 μm 20 μm 20 μm 20 μm

20 10 25DMSO

C29 (μmol/L) AP (μmol/L)

C29
/μmol∙L–1

F
lu

o
re

sc
en

ce
 i

n
te

n
si

ty
/c

el
l

S
ec

re
te

d
 T

G
(n

m
o

l/
m

g
 p

ro
te

in
)

In
tr

ac
el

lu
la

r 
T

G
(n

m
o

l/
m

g
 p

ro
te

in
)

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

   0

250

200

150

100

50

0

800

600

400

200

0

***

***

***

***

***
***

***

*****
***

*

10 1020 25

D
M

SO

AP
   /μmol∙L–1

C29
/μmol∙L–1

10 1020 25

D
M

SO

AP
  /μmol∙L–1

C29
/μmol∙L–1

10 1020 25

D
M

SO

AP
  /μmol∙L–1



1055李利等: 穿心莲内酯拮抗雌激素相关受体α活性影响小肠脂质分泌的作用机制

A: 连续14天给药AP或对照溶剂, 橄榄油灌胃后0、1、2、3、4 h时小鼠的血清TG水平, n=8; B、C: 连续14天给药AP或对照溶剂, 小鼠小肠

的油红O染色(B)和TG含量(C), n=8; D: 连续14天给药AP或对照溶剂, 小鼠小肠中Apob和Mttp的mRNA表达水平, n=8。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, 与0 h或Vehicle组比较。

A: after 14 days of AP or vehicle intragastric administration, serum TG levels of mice were measured at 0, 1, 2, 3 and 4 h followed by olive oil admin-
istration, n=8; B,C: Oil red O staining (B) and TG contents (C) of small intestines of mice received daily AP or vehicle for 14 days, n=8; D: mRNA 
levels of Apob and Mttp in the small intestine of mice received daily AP or vehicle for 14 days, n=8. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with 
0 h or Vehicle group.

图5   AP抑制餐后小鼠小肠的脂质分泌

Fig.5   AP inhibits postprandial lipid secretion in the small intestine of mice
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肠上皮细胞内脂质, 如甘油三酯(triglycerides, TGs)、胆固醇酯(cholesteryl ester, CE)和磷脂(phospholipids, PLs)与ApoB一起被包装成前乳糜微粒。

MTTP介导脂质转运到乳糜微粒前体中, 随后乳糜微粒前体在高尔基体中加工成熟。成熟的乳糜微粒通过胞吐作用排出, 经淋巴系统进入血液

循环系统。AP通过干扰ERRα/PGC1α的转录活性, 降低Apob和Mttp的表达水平, 从而抑制肠道脂质分泌。

Intestinal lipids, such as triglycerides (TGs), cholesteryl ester (CE) and phospholipids (PLs) are packaged into pre-chylomicrons with apolipoprotein 
B (ApoB). MTTP mediates the packaging of lipids into pre-chylomicrons, followed by processing and maturation of the pre-chylomicrons in the golgi 
apparatus. Mature chylomicrons are then discharged by exocytosis and enter the blood circulation system through the lymphatic system. AP inhibits in-
testinal lipid secretion through decreasing expression of Apob and Mttp via interfering with transcriptional activity of ERRα/PGC1α.

图6   ERRα拮抗剂AP通过下调Apob和Mttp基因的转录抑制了小肠脂质分泌

Fig.6   A model for AP inhibits intestinal lipid secretion by acting as an ERRα inverse agonist 
and downregulating the transcription of Apob and Mttp
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