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Abstract：The effects of gamma-aminobutyric acid (γ-aminobutyric acid, GABA) on oxidative stress,

摘要：研究伽马氨基丁酸（GABA）对高脂日粮小鼠肝脏氧化应激、脂肪变性及脂代谢相关基因

表达的影响。采用 50只C57BL/6 雄性小鼠，随机分为5组：正常组（正常日粮），高脂组（高脂日

粮），3个GABA处理组（饮水中分别添加质量分数 0.2％、0.12％和 0.06% GABA）。 实验 18周

后，测定小鼠肝脏组织自由基水平、抗氧化酶活性、脂肪和糖原含量以及血浆谷丙转氨酶、谷草

转氨酶活性，同时对肝组织形态进行观察，并用 RT-PCR 检测肝脏 SREBP-1c、FAS、ACC1、
PPARα、Cpt1a 和 PGC-1α的表达。结果显示，高脂日粮显著升高小鼠肝脏质量、肝指数、肝脏甘

油三酯和胆固醇含量，降低肝脏功能（P<0.05）；添加质量分数0.2％、0.12％和0.06%GABA 可显

著降低肝脏质量和肝指数，质量分数0.2％、0.12％GABA显著抑制肝脏脂肪变性和改善肝功能

（P<0.05）。相比正常组，高脂组动物肝组织中抗氧化酶活性显著降低，自由基和丙二醛含量显

著升高（P<0.05）；质量分数 0.2％、0.12％ GABA 可显著缓解氧化应激。高脂日粮小鼠肝脏

PPARα、Cpt1a 和 PGC-1α表达显著下调，SREBP-1c、FAS和ACC1 表达显著上调（P<0.05），而添

加质量分数0.2％、0.12％ GABA可显著缓解高脂造成的上述基因表达的变化。因此，高脂日粮

导致小鼠肝脏氧化应激、脂肪变性及肝功能损伤，一定剂量GABA可改善肝脏氧化还原状态和

脂肪变性，从而预防脂肪肝发生。
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liver function, hepatic steatosis and lipid metabolism-related gene expression were studied in the liver
of high- fat diet fed mice. 50 C57BL / 6 male mice were randomly divided into five groups: normal
group (normal diet), high fat diet group (high fat diet), and three GABA groups (0.2% , 0.12% and
0.06 % GABA in drinking water, respectively). After 18 weeks, reactive oxygen species (ROS) levels,
antioxidant enzyme activities, contents of lipid and glycogen in liver and plasma activities of alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase were measured. In addition, the morphological
features of liver tissue were observed and the expressions of SREBP-1c, FAS, ACC1, PPARα, Cpt1a
and the PGC-1α in liver were measured by using of RT-PCR. The results showed that in high-fat
diet fed mice, liver weight, liver index, triglyceride and cholesterol contents in liver increased
significantly with damaged liver function; 0.2%, 0.12% and 0.06% GABA treatments can significantly
reduce liver weight and liver index; 0.2% , 0.12% GABA treatments significantly inhibited hepatic
steatosis and improved liver function. Compared with that of in normal group, high fat diet treatment
significantly reduced antioxidant enzyme activities and increased ROS and malondialdehyde (MDA)
contents; 0.2% and 0.12% GABA treatments significantly alleviated oxidative stress. In liver of high-
fat diet fed mice, expressions of PPARα, Cpt1a PGC- 1α were significantly reduced, while,
expressions of SREBP- 1c, FAS and ACC1 were remarkably increased, but both 0.2% and 0.12%
GABA supplements can significantly alleviate the gene expression changes that high fat caused. Thus,
high- fat diet treatment led to oxidative stress in liver, steatosis and damaged liver function.
Meanwhile, a certain dose of GABA can improve redox status and fat metabolisms, thereby preventing
the occurrence of fatty liver.
Keywords: high fat, oxidative stress, fatty liver, hepatic steatosis, GABA

代谢综合症和肥胖作为一种世界性的流行病，

增加了许多其他疾病的风险，如糖尿病、心脏病和

非酒精性脂肪肝等。其中非酒精性脂肪肝是一种

常见的脂肪疾病，表现为肝脏中脂肪代谢发生紊乱

和脂肪的异常积累，称为肝脂肪变性，逐渐引发更

严重的肝脏疾病 [1]。因此，代谢综合症和肥胖被认

为是诱发非酒精性脂肪肝风险的重要因素[2]。脂类

代谢涉及脂肪合成和分解代谢过程，固醇调节元件

结合蛋白质（Sterol regulatory element binding protein
1c，SREBP-1c）被证明能转录激活脂肪合成相关

酶，如脂质合成的关键酶乙酰辅酶A羧化酶（acetyl-
coa carboxylase，ACC）和脂肪酸合成酶（fatty acid
synthetase，FAS）[3-4]。过氧化物酶增殖物激活受体α
（peroxisome proliferator- activated receptor α，PARP
α）则能通过激活脂肪氧化基因的表达促进脂肪的

降解，在脂类代谢中起着重要作用[5]。同时，肉碱棕

榈酰转移酶（carnitine palmitoyltransferaseIa，Cpt1a）
能与长链脂酰辅酶A合成脂酰肉碱，并将其转运至线

粒体而被氧化分解[6]。另外，过氧化物酶体激活受体

1α （peroxisome proliferator- activated receptor
coactivator 1α，PGC-1α）作为一种转录因子，能激活

线粒体的生成和呼吸链的氧化磷酸化，促进脂肪降

解，保护组织耐受脂肪负荷[7]。

最近研究显示，伽马氨基丁酸（GABA）作为一

种功能成分，能对抗高脂诱导的氧化应激和肥胖[8]，

目前关于GABA对非酒精性肝脏病和肝脏脂肪代谢

的影响未见报道。而探讨GABA作为抗氧化剂对高

脂诱导的脂肪肝的改善及其机制（对基因表达的影

响），则能为认识氧化应激在肝脂肪变性发生中的

作用和阐明GABA的保健作用提供依据。

1.1 试剂和仪器

纯度 99%以上GABA，Sigma公司产品；总抗氧

化能力（T-AOC）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧

化物酶（GSH-px）和丙二醛（MDA）试剂盒，谷丙转

氨酶和谷草转氨酶试剂盒，总胆固醇（TC）、甘油三

酯（TG）和糖原测定试剂盒，均为南京建成生物工程
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研究所产品；Trizol 试剂，SYBR green 试剂，均为

Invitrogen公司产品。5415 D型冷冻高速离心机，

Eppendurgh公司制造；ABI -7000型荧光定量 PCR
仪，ABI公司制造。

1.2 实验动物

清洁级雄性C57BL/6小鼠 50只，预饲 1 周后，

根据体质量随机分为 5 组：对照组（正常日粮），高

脂组（高脂日粮），高脂日粮+3个水平GABA 处理组

（饮水中分别添加质量分数 0.2%、0.12% 和 0.06%
GABA）。正常日粮和高脂日粮配方见表 1。 小鼠

同室分笼饲养，光暗周期 12 h /12 h，自由采食和饮

水。饲养温度为（23±2）℃，湿度 50%～60%，饲养

18周后处死。
表 1 正常日粮和高脂日粮配方

Table 1 Compositions of normal and high fat diet

组分

酪蛋白质

蛋氨酸

玉米淀粉

麦芽糊精

纤维素

果糖

猪油

胆固醇

质量分数/%
正常日粮

20.00
0.30

63.72
5.00
5.00
0.10
4.50
0

高脂日粮

20.00
0.30

44.22
5.00
5.00
0.10

23.00
1.00

组分

矿物质

维生素

氯化胆碱

柠檬酸钾

氯化钠

蛋白质

油脂总量

能量

质理分数/%
正常日粮

0.06
1.02
0.10
1.00
0.20

20.00
4.50
3.87

高脂日粮

0.06
0.02
0.10
1.00
0.20

20.00
23.00
4.69

1.3 组织样品采集

小鼠饲喂 18 周后，称体质量并眼球取血于抗

凝管离心（4 ℃、4 000 r/min 离心 10 min），取血浆

于-20 ℃保存备用。小鼠处死后，取肝脏在预冷的

生理盐水中冲洗去血，滤纸拭干，精确称质量并计

算肝脏指数

G=（mg /mt） × 100%
式中，mg为肝脏质量，mt为体质量。

用预冷的生理盐水匀浆制得 10 g/dL 肝脏组织

匀浆液，用于测定自由基 ROS水平、氧化还原指标

及蛋白质含量（lowry法 [9]）。另取 0.1 g 肝脏组织放

入1mL trizol中，-80 ℃保存以备提取RNA。

1.4 指标的检测

1.4.1 肝脏组织自由基水平的测定 取上述肝脏

匀浆液，根据 luminol 化学发光测定法[10]，使用 MPI-
B 型化学发光检测仪系统检测，以单位蛋白质浓度

下相对发光强度（RLU/mg）表示自由基水平。

1.4.2 血浆转氨酶和肝脏组织匀浆中酶活测定

血浆中谷丙和谷草转氨酶活性测定，遵从于南京建

成生物有限公司研制的检测盒指南进行检测。肝

脏中过氧化氢酶（CAT）、过氧化物歧化酶（SOD）、谷

胱甘肽过氧化物酶（GSH-px）、丙二醛（MDA）和总

抗氧化能力（T-AOC）指标均严格按照试剂盒说明

书进行操作，以单位蛋白质浓度进行校正。

1.4.3 肝脏组织中甘油三酯和胆固醇含量以及糖

原含量的测定 为了测定小鼠肝脏中脂质含量，准

确称取250 mg 肝脏组织于2.5 mL 氯仿-甲醇（体积

比2:1）液中匀浆制成质量浓度10 g/dL匀浆液，室温

下抽提 24 h后，取有机溶剂层，根据测定试剂盒对

甘油三酯和胆固醇含量进行测定[11]。肝脏匀浆后用

乙醇脱蛋白质后，根据试剂盒提供的蒽酮法进行

测定。

1.4.4 肝脏的形态学观察 切取3 mm×5 mm×5 mm
小鼠新鲜肝脏组织在质量分数4%多聚甲醛磷酸缓

冲液固定48 h，经脱水后包埋在石蜡中，用切片机制

成5 μm厚的切片，并进行HE染色，采用Olympus光
学显微镜观察各组小鼠肝脏组织形态的变化。

1.4.5 肝脏组织的 RT-PCR 检测 通过NCBI中查

出小鼠mRNA的序列，由上海生工生物工程技术服

务有限公司设计、合成引物（见表 2）。 用 ABI-
7000 定量 PCR 仪，进行 Real-time RT-PCR 扩增。

PCR反应体系（25 μL）：10×PCR缓冲液（含1.5 mmol/L
Mg2+）2.5 μL，10 mmol/L dNTP 0.5 μL，10 μmol/L 上

下游引物各1 μL，cDNA 模板2 μL，Taq 酶（5 U/μL）
0.25 μL，无菌水 16.5 μL，SYBR green（20×）1.25 μL。
PCR 扩增条件：95 ℃变性 3 min，55 ℃退火 3 min，
72 ℃延伸1 min为第一个循环；95 ℃变性30 s，60 ℃
退火 75 s，72 ℃延伸 30 s 为第二个循环；共 35个循

环，终末72 ℃延伸5 min。检测Ct值，通过Ct值进行

相对定量。

1.5 数据处理和统计

采用SPSS 17.0软件进行方差分析和多重比较，结

果以均数±标准差（x±s）表示，差异显著水平为P<0.05。

2.1 GABA对高脂日粮小鼠体质量、肝脏质量和肝

指数的影响

高脂组小鼠 18周后，体质量、肝脏质量及肝指

数显著（P<0.05）高于正常组。添加质量分数 0.2％
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和 0.12% GABA小鼠的体质量、肝质量和肝指数显

著降低（P<0.05）；在高脂日粮中添加质量分数

0.06% GABA，显著降低肝质量和肝指数（P<0.05），

但体质量和高脂组的差异不显著，表明高、中剂量

GABA减肥作用优于低剂量的，结果见表 3。
表 3 小鼠体质量和肝脏质量（n=10，x±s）

Table 3 Body weight and liver weight（n=10，x±s）

组别

正常组

高脂组

高脂+0.2%
GABA

高脂+0.12%
GABA

高脂+0.06%
GABA

初始体
质量/g

18.20±1.39

18.68±1.07

18.22±0.94

18.69±0.78

18.56±0.70

最终体
质量/g

27.18±0.81a

33.06±0.97b

29.48±1.31c

29.27±1.18c

32.33±3.10b

肝质量/
g

0.94±0.04a

1.27±0.12b

1.00±0.07ac

1.02±0.06 ac

1.08±0.14c

（肝质量/最终
体质量）/%

3.44±0.12a

3.84±0.45b

3.39±0.18a

3.49±.017a

3.34±0.29a

注：不同组之间字母不相同者表示组间显著性差异，P<0.05。
2.2 GABA对高脂日粮小鼠肝脏氧化应激的影响

实验各组氧化还原指标见表4、5。与正常组相

比，高脂组动物肝脏ROS和MDA含量显著升高，抗

氧化指标 CAT、GSH-Px、SOD和 T-AOC 水平显著

下 降（P<0.05）。 添 加 质 量 分 数 0.2% 和 0.12%
GABA 可显著降低肝脏ROS和丙二醛MDA含量，升

高CAT、GSH-Px、SOD和 T-AOC水平（P<0.05）；而

添加质量分数 0.06% GABA仅部分改善肝脏氧化还

原状态，即显著降低肝脏MDA含量，升高CAT水平

（P<0.05），说明GABA在肝脏的抗氧化作用呈现剂

量依赖效应。
表4 GABA对高脂日粮小鼠肝脏抗氧化指标影响（n=10，x±s）
Table 4 Effect of GABA on liver antioxidant index of

high-fat fed mice（n=10，x±s）

组别

正常组

高脂组

高脂+0.2%
GABA

高脂+0.12%
GABA

高脂+0.06%
GABA

CAT
(10 U/mg)
3.96±0.36a

2.95±0.26b

3.72±0.25c

3.80±2.45c

3.27±0.38d

GSH-Px
(10 U/mg)
9.60±0.72a

7.70±0.80b

9.23±0.53a

9.46±0.77a

7.79±0.61b

SOD
(10 U/mg)

24.25±0. 48a

21.88±0.93b

23.97±0.72a

24.48±0.73a

21.77±0.75b

T-AOC
(U/mg)

1.28±0.08a

1.04±0.08b

1.25±0.17a

1.23±0.06a

1.02±0.08b

注：不同组之间字母不相同者表示组间显著性差异，P<0.05。
表5 GABA对高脂日粮小鼠肝脏ROS和MDA含量的

影响（n=10，x±s）
Table 5 Effect of GABA on liver ROS and MDA of high-

fat fed mice（n=10，x±s）

组 别

正常组

高脂组

高脂+0.2%GABA
高脂+0.12%GABA
高脂+0.06%GABA

ROS水平
(102RLU/mg)
5.22±1.22a

8.14±2.34b

5.39±1.36a

5.23±1.00a

5.67±1.40a

MDA含量
(nmol/mg)
8.08±0.52a

10.16±0.94b

8.41±0.65a

8.19±0.64a

9.50±0.99b

注：不同组之间字母不相同者表示组间显著性差异，P<0.05。

表 2 引物序列

Table 2 Sequence of the primers for（F：Forward；R：Reverse）

基因名称

β-actin

固醇调节元件结合蛋白1c (SREBP-1c)

脂肪合成酶（FAS）

乙酰辅酶A羧化酶（ACC1）

过氧化物酶增殖物激活受体α(PPARα)

肉毒碱棕榈酰转移酶 la（Cpt1a）

过氧化物酶体激活受体1α(PGC-1α)

引物序列

F: GGGTCAGAAGGACTCCTATG
R: GTAACAATGCCATGTTCAAT

F: ACAAAAGCAAATCACTGAAGGACC
R: CGGGCTCAGAGTCACTACCACC
F: GCTATCCTGGACGACTTGTTG
R: CCTCTTCGCCTTCAGTGTTG
F:GGCAGCAGTTACACCACATAC

R: TCATTACCTCAATCTCAGCATAGC
F: TTTCACAAGTGCCTGTCTGTCG
R: TCTTCAGGTAGGCTTCGTGGAT
F: CTCCGCCTGAGCCATGAAG

R: CACCAGTGATGATGCCATTCT
F: TCTGACCACAAACGATGACCCTC

R:GGGGTCAGAGGAAGAGATAAAGTTG

产物长度/bp
154

198

138

199

178

629

153
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2.3 GABA对高脂日粮小鼠肝脏脂肪含量和组织

形态的影响

由图1可知，与正常组相比，高脂组肝脏中TG、

TC含量均显著增高（P<0.05）。 形态学观察也显示

高脂饲喂后肝组织出现脂肪变性。添加质量分数

0.2%和0.12% GABA可显著降低高脂引起的肝脏中

TG、TC积累（P<0.05），而质量分数 0.06% GABA 只

能降低肝脏 TG 含量，程度比质量分数 0.2%和

0.12% GABA的差。HE染色显示（图2），尽管3种剂

量GABA均能减少肝脏组织脂肪颗粒数量和大小，

但质量分数0.2%和0.12% GABA显示出优于质量分

数0.06% GABA的效果。
5
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2

1
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b
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脂
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（
m
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g 

）

c
b

b

aaa
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总胆固醇甘油三酯，

高脂组 高脂+
0.2% GABA

高脂+
0.12 GABA

高脂+
0.06 GABA

图1 GABA对高脂日粮小鼠肝脏脂肪含量的影响

Figure 1 Effect of GABA on lipid content of liver in
high-fat fed mice

50 μm

（a）正常组

50 μm

（b）高脂组

50 μm

（c）高脂+0.2％GABA

50 μm

（d）高脂+0.12％GABA

50 μm

（e）高脂+0.06％GABA

图2 GABA对高脂日粮小鼠肝脏组织形态的影响

Figure 2 Effect of GABA on liver histomorphology in
high-fat fed mice

2.4 GABA对高脂日粮小鼠血浆转氨酶活性和肝

脏糖原含量的影响

用血浆转氨酶活性和肝脏糖原含量来表示肝

脏的功能（图 3）。高脂组小鼠血浆谷丙转氨酶和谷

草转氨酶活性相比正常组小鼠显著升高，肝脏糖原

含量显著下降（P<0.05），提示肝脏功能下降。添加

质量分数 0.2%和0.12% GABA后，血浆谷丙转氨酶

和谷草转氨酶活性均恢复到正常水平；而添加质量

分数 0.06% GABA仅降低谷草转氨酶活性（P<0.05）。
3种剂量GABA处理后，肝脏糖原含量均恢复到正

常水平（P<0.05）。所以GABA用来改善肝脏功能，

需要一定的给予剂量。
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2.5 GABA对高脂日粮小鼠肝脏脂肪代谢相关基

因表达的影响

与脂肪代谢相关的基因表达水平见图4。
长期高脂日粮显著上调与脂肪合成相关的基

因 SREBP-1c、FAS和ACC1，下调与脂肪分解代谢

相关的基因的表达水平 PPARα、Cpt1a和 PGC-1α
（P<0.05），提示肝脏脂肪代谢在高脂日粮下出现

紊乱。

在高脂日粮基础上，添加质量分数 0.2%和

0.12% GABA能显著下调SREBP-1c表达，上调FAS
和ACC1表达（P<0.05），从而改善肝脏脂肪代谢的

异常。但是添加质量分数0.06% GABA只能部分地

恢复与脂肪代谢相关的基因表达（下调 FAS 和

ACC1表达，上调PPARα和PGC-1α表达）。

图 3 GABA对高脂日粮小鼠血浆转氨酶活性和肝脏糖原浓度的影响

Figure 3 Effect of GABA on plasma transaminase activities and liver glycogen content in high-fat fed mice

图4 GABA对高脂日粮小鼠肝脏脂肪代谢相关基因表达的影响

Figure 4 Effect of GABA on expressions of lipid-associated genes in liver of high-fat fed mice

近年来，越来越多的肥胖病患显示与脂肪肝的

发生密切相关[12]，引起肝脏功能损伤，因此脂肪肝被

认为是代谢综合症的表现之一 [13]。本研究结果显

示，高脂日粮饲喂相比正常日粮能显著增加肝脏质

量、肝指数，同时肝脏中较高的甘油三酯和胆固醇

含量增加了脂肪肝风险，肝脏组织形态学观察也进

一步证实肝脏中有脂肪球的形成，提示肝脏中脂质

异常积累。而高脂组动物肝血浆转氨酶显著升高

和肝糖原水平显著下降，证实肝功能发生损伤。这

些结果与以前高脂日粮导致脂肪肝、肝功能损伤的

报道一致 [14]。GABA作为一种食品功能成分，能对

抗高脂诱导的肥胖发生[15]，但其对脂肪肝的作用尚

未见报道。本实验结果显示，相比高脂组，添加了

质量分数 0.2%、0.12%和质量分数 0.06% GABA并

饮水后显著降低了小鼠的肝脏质量和肝指数，但只

有添加质量分数 0.2%和 0.12% GABA能显著降低

肝脏中甘油三酯和胆固醇含量，改善肝组织中脂肪

沉积，恢复转氨酶水平和肝糖原含量。质量分数
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0.06% GABA则只能部分改善肝脂肪变性（降低肝

脏甘油三酯含量）和肝功能（恢复谷草转氨酶）。提

示GABA预防脂肪肝发生需要一定的剂量。

尽管非酒精性脂肪肝与代谢综合症密切相关，

但其具体机制仍然不很清楚。高能饮食诱发机体

产生较多的ROS，氧化损伤蛋白质等大分子，引起

脂类代谢紊乱[16]及脂肪肝发生，最终影响肝细胞正

常功能。Takaki报道肝脏氧化应激与脂肪肝严重化

发展密切相关 [17]。所以氧化应激被认为脂肪肝发

生、发展的重要病因之一[18]。因此通过改善肝脏的

氧化应激可能是预防脂肪肝发生的途径之一。本

实验结果显示，长期高脂日粮后，肝脏ROS显著升

高，抗氧化能力（SOD、CAT、T-AOC）较正常组显著

下降，脂质过氧化产物 MDA显著升高。添加质量

分数 0.2%和 0.12% GABA能显著缓解肝脏氧化应

激，降低ROS和MDA含量，恢复抗氧化能力。提示

GABA改善氧化应激可能是其预防脂肪肝和改善肝

脏功能的途径之一。据Gardner 报道，GABA受体激

动剂能显著改善肝脏的氧化应激 [19]。因此，GABA
在肝脏的抗氧化作用可能通过其受体实施，但具体

机制需要进一步研究。

本实验中还对 GABA抑制脂肪肝形成的可能

机制进行了研究。脂肪合成转录因子SREBP-1c由
于激活促进脂肪合成通路，被认为与脂肪肝形成密

切相关[20]。研究结果显示，相比正常组，高脂组动物

肝脏 SREBP-1c表达显著升高，脂肪酸合成关键酶

表达显著升高，提示肝脏脂肪合成加快，对应的脂

肪分解代谢相关基因PPARα和Cpt1a表达下降，分

别提示脂肪酸转运入线粒体效率减慢和脂肪β-氧
化分解减慢，使肝细胞内的脂肪酸及脂酰辅酶A大

量沉积，促成脂肪在肝脏积累。此外，由于PGC-1α
激活能通过增强线粒体功能加快脂肪氧化，也对脂

肪肝形成起着关键作用。在本研究中，高脂日粮使

表达显著下调，表明线粒体功能受损，进一步减弱

了脂肪分解功能。添加质量分数 0.2%和 0.12%
GABA显著降低SREBP-1c、ACC1和FAS表达，升高

PPARα、Cpt1a 和 PGC-1α表达，表明一定剂量的

GABA摄入能降低肝脏脂肪合成速度，加快脂肪酸

转运进入线粒体，而且显著上调PGC-1α的表达，提

示通过恢复线粒体功能而促进脂肪酸氧化，提供了

GABA减弱脂肪肝的另一种可能机制，但GABA 作

用于PGC-1α的具体通路有待于进一步研究。相比

质量分数 0.06% GABA仅能下调ACC1和FAS，上调

PPARα和PGC-1α，这与前述的部分恢复肝功能、降

低肝脏脂肪变性相一致。

综上所述，本研究表明一定剂量的GABA能显

著改善小鼠肝脏氧化应激、脂肪肝发生及肝脏功

能，这种作用可能是通过降低小鼠肝脏脂肪合成基

因 SREBP-1c、ACC1和 FAS表达，并增加脂肪降解

相关基因PPARα、Cpt1a 的表达实现的，而GABA上

调PGC-1α表达则表明，GABA部分通过增强线粒体

功能来增加肝脂肪降解，实现预防脂肪肝发生。
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