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理脾调脂胶囊对血脂失调症大鼠及ApoE基因

敲除小鼠PPARs mRNA的调控作用

刘桂荣 闫 滨 闫石 刘 非

摘要 目的研究理脾调脂胶囊对血脂失调症大鼠及ApoE基因敲除(ApoE。一)小鼠PPARd、^y mRNA

的调控作用，探讨其调节脂质代谢的作用机制。方法48只Wism大鼠随机分为空白组、模型组、理脾调脂

胶囊治疗组(理脾调脂组)、血脂康对照组(血脂康组)，造模4周，将ApoE“一小鼠30只随机分为空白组、血

脂康组、理脾调脂组。理脾调脂组大鼠、ApoE。一小鼠(以下简称大、小鼠)每日灌胃理脾调脂胶囊，血脂康组

每日灌胃血脂康，用药8周。酶法测定大、小鼠血清总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)浓度，沉淀法测定大、小

鼠血清高密度脂蛋白胆固醇(HDL-c)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL—C)；内参照模板法荧光定量PcR检测大、

小鼠肝脏PPA胁、1 mRNA的表达。结果理脾调脂组大、小鼠血清Tc、TG、LDL．C浓度较模型组、空白组显

著降低(P<0．01)，HDL．C浓度显著提高(P<0．01)，大、小鼠PPARd、1 mRNA表达较模型组(或空白组)显

著提高(P<0．01)；与血脂康组比较，理脾调脂组大、小鼠血清TC、TG、LDL—C浓度均降低(P<0．05)，HDL-C

浓度均显著提高(P<0．01，P<0．05)，PPAR仅、1 mRNA表达明显提高(P<0．05)。结论 理脾调脂胶囊能

显著提高实验性血脂失调症大、小鼠肝脏PPAR仅、1 mRNA的表达，具有调控核因子而影响血脂代谢的作用。

关键词理脾调脂胶囊；血脂康；血脂失调症；过氧化物酶体增殖物激活受体；大鼠及ApoE。一小鼠
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ABSTRACT obj佻6ve To study the怕gulato吖e仟ect of L-pi Tiaozhi Capsule(L丁C)on the exp怕ssion of

peroxisome pr0I．ferator-actIvated怆ceptor(PPAR)a and ymRNA in dySl．pidemIa rats and ApoE-／一mice。and t0

e×pIo怕b mechanisms for怕guIaling I．pid metaboIiSm．Mem“b 48 WiStar隐ts we怕限ndomIy di、，ided into the

bIank group，the model group，the t怆atment group(t他ated by LTC)，and the controI group(t怕ated by×uezh-．

kang CapsuIe)．AfIer four·week modeI．ng(except the bIank group)3()ApoE“一mice we怆限ndomIy dI、，ided int0

the bIank group，the t怕atment group，and the∞ntroI group．L]rC was g．Ven by gastrogaVage t0 rats and

ApOE一7一mice；n 1．TC gnDups whiIe×ZKC was given t0 XZKC groups．The medication was conducted Once daily

for eIght weeks．The serLJm TC and TG∞ntents of限ts and mice we哈detenllined by enzymic method．The ser-

um high-dens耐Iipoprotein choIesteroI(HDL—C)and Iow-density¨poprotein choIesteroI(LDL-C)were detected

by preCIpitatiOn method．PPARa and y mRNA expressionS were detected in the Iiver tiSSue 0f the rats and mice

by fIuorescent PCR．Results Compared with the modeI grOup and the blank group，the serum cOntents Of Tc，

TG，and LDL-C 0f rats or mice in the t陀atment group dec怆ased sign川cantIy(P<0．01)．The sertJm content of

HDL—C increased significantIy(户<0．01)．PPARa and y mRNA expressions 0f rats or mi∞increased significant-

Iy(P<0．01)．Compa怕d with the control group，the serum contents of TC，TG，and LDL—C of mice and rats in

the treatment group dec怕ased(a¨P<0．05)，the serum content 0f HDL·C inc怕ased signmcantIy(户<0．05，

户<0．01)．And PPARa and y mRNA expressions of rats or mice jncreased significantIy(尸<0．05)．C叫dusi蛐

LTC cOuId SignifiCanUy inCreaSe PPARa and y mRNA expressiOns 0f exper．mental dys¨pidemia rats and ApOE一7一

mice，playing roIes in旧guIating nucIear fact0鸺and further effecting Iipid metabOIism．
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KEYWC)RDS Lipi Tiaozhi CapsuIe；Xuezhikang CapsuIe；dysIipidemia；peroxisOme pr0Iiferator。actiVated

receptor a and y；rats and Ap0E—gene knOckOut mice

我们以往的临床试验和动物实验研究证明，理脾

调脂胶囊在多个层次上具有明显调节脂质代谢的作

用¨#1。过氧化物酶体增殖物激活受体(peroxisome

prol虢rator．∞tivated receptor，PPARs)是一类配体激活

转录因子，属于核受体超家族新成员，是体内膳食脂质

感受器，在脂代谢、脂肪形成和胰岛素敏感性调节中发

挥重要的作用。为了进一步弄清理脾调脂胶囊的调脂

作用，我们观察了其对血脂失调症大鼠和Ap0E√一小

鼠肝脏PPAR仅、^y mRNA表达的影响，从分子生物学的

角度进一步探讨理脾调脂胶囊调节脂质代谢的作用是

否与PPARs mRNA相关。

材料与方法

l 实验动物 wistar大鼠48只，雄性，体重

(178±19)g，由山东大学实验动物中心提供。

Ap0E√一小鼠30只，8周龄，体重(35±11)g，由中国科

学院实验动物中心提供。

2药物与脂肪乳剂

2．1理脾调脂胶囊主要由红芪、苍术、野葛根

等组成，本院制剂室制作。制成药液(含生药量
3 g／mL)，放入无菌容器中4℃冷藏保存备用。

2．2阳性对照药物血脂康胶囊，0．3 g／粒，北

大维信生物科技有限公司生产，批号：950012。研末后

制成O．00l g／mL药液，置于无菌容器4℃冷藏备用。

2．3制备脂肪乳剂胆固醇10 g，猪油20 g，胆

酸钠2 g，丙基硫氧嘧啶l g，吐温一80 20 mL，丙二醇

30 mL。先取猪油加热融化，然后依次加入胆固醇、胆

盐、丙基硫氧嘧啶(用前研末)、吐温和丙二醇，加蒸馏

水至100 mL制成脂肪乳100 mL。

3主要仪器及试剂盒

3．1仪器VIS-723分光光度计，上海第三分析

仪器厂生产；Becm粕700全自动生化分析仪，美国Bec-

m蛐公司生产；Supe焉cript，I'M胁锄plific撕on system

购自GIBCO BRL公司。

3．2试剂盒 总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、

高密度脂蛋白胆固醇(HDL．C)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDL·C)试剂盒均由北京中生生物工程高技术公司生

产；RT—PcR试剂盒由宝生物工程(大连)有限公司

生产。

4实验方法

4．1动物分组将48只大鼠称重，随机分为空

白组、模型组、血脂康对照组(血脂康组)、理脾调脂胶

囊治疗组(理脾调脂组)，每组12只。在血脂失调大

鼠模型制造成功时，将ApoE√一小鼠30只，随机分为

空白组、血脂康组、理脾调脂胶囊组，每组lO只。

4．2造模方法各组大鼠每天予普通饲料，自

由饮水、摄食，常规饲养l周。1周后血脂康组、理脾

调脂组每只大鼠每天灌服脂肪乳O．5 mL／100 g，正

常组大鼠每天灌服等量生理盐水。每天同一时间灌

胃，每日1次，连续4周。第28天灌完后，停灌24 h

(禁食12 h)，戊巴比妥钠溶液麻醉，目内眦取血，检

测血清TC、’rG、LDL—C、HDL-C，证明血脂失调症模型

制造成功。

4．3给药方法血脂失调大鼠模型制造成功后，

正常组继续灌服生理盐水1 mL／100 g，每天1次；理脾

调脂组每只大鼠灌胃理脾调脂胶囊药液1 mL／100 g，

血脂康组每只大鼠灌胃血脂康胶囊药液1 mL／100 g

体重。ApoE√一小鼠空白组、血脂康组、理脾调脂组灌

服方法与大鼠相同。均在每天相同时间灌服。连续

8周。

4．4标本采取与处理停药24 h(禁食12 h)，

戊巴比妥钠溶液麻醉，分别取动物(活体)肝组织各

l一1．5 g，液氮速冻后，放置一70℃冰箱保存备检。实

验期间大鼠死亡5只，小鼠死亡6只，加之个别动物实

验数据离散度过大，最终获取有效实验数据的动物为：

大鼠38只，小鼠22只。

4．5检测指标及方法

4．5．1酶法测定大、小鼠血清TC、TG浓度，沉淀

法测定大、小鼠血清HDL—C、LDL-C；Real—time PCR法

检测大、小鼠肝脏PPARd、1 mRNA的表达。

4．5．2 实时定量PcR法(ReaLl-time PCR)检测

方法

4．5．2．1 总mRNA的提取按照RNA提取试剂

盒中说明书提取RNA，然后测定纯度和浓度，一80℃

冰箱保存。

4．5．2．2 PCR引物的确定与合成根据RGD【3
J

提供的基因序列设计引物。PPA陆引物：上游：5’一
CTC唧AGGTCJ眦从G从．3’，下游：5’．CAGCCCTCT．
代．ATCl℃c从∞’；PPA脚引物：上游：5 7．ATGACA-Gc—

GACll：UGc从’rA-3’，下游：5’．aC从C1'GGAAG从GD

G心AT-3’。上述引物设计及合成均由北京六合华大基

因有限公司完成。
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4．5．2．3在提取mRNA之后，20止反应体系包
含总RNA l雌，2灿(10×Rn般r)，4汕(25 mmoL／L

MgCl2)，4仙L(10脚【moL／L dNTP)，1 斗L(RTase

(5U／斗L)，1¨L(50斗moL／L Rondom 9 mers)o在

7rakara—PcR仪中反应，反应条件为30℃10 min，

42℃30 min，95℃5 min，合成好的cDNA放于一20℃

冰箱备用。

4．5．2．4 Real-tim PcR在Roche480仪器中进

行，反应的总体积是10“L(5斗L of sYBR G他en Real．

time PcR Master Mix和l斗L引物)。反应步骤如下：
95℃10 s；45个循环的60℃5 s；72℃10 s；65℃30 s。

5统计学方法

所有计量数据均以孑±s表示，采用方差分析，用

SAS 8．12软件进行统计分析。

结 果

l各组大鼠血脂变化比较(表1) 用药后，理脾

调脂胶囊能够显著降低血脂失调症大鼠血清的TC、

TIG、LDL—c水平(P<0．01)，显著升高HDL-c的水平

(P<0．01)。且理脾调脂胶囊改善各指标幅度显著高

于血脂康(P<o．05，P<o．01)。

表1 各组大鼠血清TC、TG、HDLc、LDL·C

含量变化比较(咖oL／L。孑±s)
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3 各组大鼠肝组织细胞中PPAR仅、1 mRNA表达

比较(表3) 用药后，血脂康组、理脾调脂组与模型组

比较，差异有统计学意义(尸<O．05，P<0．01)；理脾调

脂组与血脂康组比较，差异有统计学意义(尸<0．05)。

提示理脾调脂胶囊对血脂失调症大鼠肝细胞中

PPAR仅、^y mRNA基因表达有显著的上调作用。

表3 各组大鼠肝脏细胞PPAR理、^y mRNA表达比较 (孑±s)

注：与模型组比较，‘P<o．05，”P<o．Ol；与血脂康组比

较。△P<o．c15

4各组小鼠肝组织细胞中PPAR仅、^y mRNA表达

比较(表4) 用药后，PPARd、^y mRNA表达，血脂康

组、理脾调脂组与空白组比较差异有统计学意义

(P<O．05，P<0．01)；理脾调脂组与血脂康组比较，差

异有统计学意义(P<0．05)。提示理脾调脂胶囊对血

脂失调症ApoE√一小鼠肝细胞中PPAR仅、1 mRNA基

因表达有显著的上调作用。

袭4各组ApoE“一小鼠肝脏细胞PPARa、．y mRNA

表达比较(孑±s)

矗-i囊j鬲五i酝-了‘百石i{五再百磊荟忑i酝_i=五面 注：与模型组比较，。P<o·05，一P<o·01；与血脂康组比

丛P<O．Ol 较，△P<0．05

2各组小鼠血脂变化比较(表2) 用药后，理脾

调脂胶囊与血脂康均能显著降低ApoE√一小鼠血清的

TC、TG、LDL-C水平，并能显著升高HDL-C的水平

(P<0．05，P<0．01)。且理脾调脂胶囊改善TG、HDL—

c及LDL—C的幅度显著高于血脂康(P<0．05，

P<0．01)。

表2各组小鼠血清TC、TG、HDL．C、LDL广C

含量变化比较(mmoL／L，孑±s)

注：与空白组比较，‘P<O．05，“P．(0．Ol；与血脂康组比较，△P<

0．05．△△P<O．OI

讨 论

PPARs由英国科学家Issem锄n等H1于1990年首

次发现。PPARs是一类由配体激活的核转录因子，属

于Ⅱ型核激素受体超家族成员，包括由不同基因编码

的3种亚型仅，B，'p1。

PPARa主要在肝脏中表达，可调控多种靶基因的

表达，包括参与脂代谢几乎所有过程如脂肪酸摄取、结

合与氧化，脂蛋白组合、运输与代谢的基因，是脂代谢

关键的调节因子。人工合成的PPARa激动剂可以使

PPAR仅活化，通过脂酰辅酶A氧化酶、载脂蛋白A、脂

蛋白脂酶、清道夫受体等PPAR仅靶基因增加脂肪酸摄

取、降低TG，增加HDL合成，在脂代谢中发挥有益的

作用。
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PPARl除了在脂肪细胞分化中起关键作用外，还

在介导脂肪酸氧化及脂质代谢中起重要作用∞J。

PPAR^y在脂肪细胞中高表达，多种参与脂肪酸转运和

代谢的基因在转录水平受PPARl调控，如脂肪细胞脂

肪酸结合蛋白(FABP)、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

(PEP-cK)、乙酰辅酶A合成酶(Acs)、脂肪酸转运蛋

白(FATP)、脂肪酸移位酶(CD36PFAT)及LPL等一J。

PPAR．y可以调节脂肪酸代谢的各个环节，增加FArI'P

和脂肪酸转运酶的表达，刺激细胞对脂肪酸的摄人和

向脂酰coA的转化哺J。PPAR^y还能选择性诱导LPL

基因在脂肪组织的表达，调节脂肪细胞的信号转导，减

缓脂解速度，从而降低游离脂肪酸的量。

脂代谢紊乱常表现为明显的TG、TC升高，HDL-C

降低。PPA脚能够诱导肝细胞表达载脂蛋白、脂肪酸氧
化酶系与LPL，从而促进脂质的氧化代谢，降低血脂浓

度。动物及临床研究发现一J，应用PPARl激动剂噻唑

烷二酮类(rIZDs)，可使血HDL-C升高，LDL-C、TG降

低，纠正脂代谢紊乱。PPA脚通过增加细胞内磷脂和胆
固醇的外流，促进高密度脂蛋白对胆固醇的转运¨引。

血脂失调症的形成与脾的关系至为密切，这与脾

为后天之本，脾主运化的功能密切相关。脾失运化，造

成机体的精微(脂质、载脂蛋白等)不能正常化生、变

化和转化、排泄，升清(如化生HDL-c、ApoA-I等)降

浊(如LDL-C、TG、ApoB等代谢)功能失调，以致精气

的新陈代谢失常，发生了脂质代谢紊乱¨¨。因此，治

疗血脂失调症重在调理脾的运化功能。

从本研究结果看，理脾调脂胶囊组PPARn、1 mR—

NA有很强的表达，且显著优于血脂康组。说明理脾调

脂胶囊有显著上调血脂失调症大鼠肝脏细胞PPARa、1

础矾A的效应。理脾调脂胶囊提高PPAR仪、^y mRNA的

可能机制是：通过理脾，激发、增强了脾的运化功能，从

整体上改善了机体代谢环境，加强了机体代谢机能，从

而为PPARn、^y mRNA创造了条件。理脾调脂胶囊具有

类似PPA陆、1激动剂的作用，促使PPA脑、1活化，诱
导肝细胞表达载脂蛋白、脂肪酸氧化酶系与LPL等，从

而促进脂质的氧化代谢，降低血脂浓度。主要体现在使

血HDL．C升高，LDL．C、TG降低，以纠正脂代谢紊乱。

此种作用与实验结果一致。由此推测，理脾调脂胶囊通

过活化PPAR仅、1，激发脾运化功能，促进机体的新陈代

谢机能，使清升浊降，脂质代谢进入良性循环，这可能是

理脾调脂胶囊治疗血脂失调症的主要特色所在。
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