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为主"免疫'血液'神经等系统功能障碍的一系列脾生理

功能失常的病理现象及病证( 膏脂的生成与转化皆有

赖于脾的健运"脾虚气弱"膏脂转运'输布亦不利"滞留

营中"形成高脂血症)
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报道( 因此"本实验拟利用脾虚型高脂血症动物模型"
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观察脾虚状态时相关基因变化对高脂血症大鼠肝脏
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通路影响以及化瘀祛痰方对其的影响作

用"并探讨
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信号通路中相关基因的关系"旨

在揭示+脾主运化,功能在肝脏脂质代谢中的部分调控

机制"为临床+从脾论治,血脂异常提供分子生物学

依据(

材料与方法
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FC

大鼠
#""

只"

FH:E0V:

级"体重$

%""

%

#"

%

K

"购于北京维通利华实验动物技

术有限公司"合格证号#

F&]`

$京%

!"#!

#

"""#

( 饲

养于辽宁中医药大学实验动物中心"

FH:

级"自由摄

食与饮水( 温度$

!!

%

#

%&"湿度
$"c

%

$c

"每天光

照与黑夜时间各为
#! /

(

!

$药物'试剂及仪器$化瘀祛痰方由党参
!$ K

'

黄芪
!$ K

'绞股兰
#$ K

'丹参
$ K

'茯苓
#" K

'法半夏

$ K

'石菖蒲
$ K

'川芎
$ K

'郁金
$ K

组成"以上药材均

购于辽宁中医药大学附属医院"由辽宁中医药大学中

药教研室鉴定( 药材浸泡
# /

后"武火煮沸"文火煮

!" =>N

"过滤"重复煎
%

次"合并滤液"制成水煎剂"

6

&冷藏备用(

)&

'

)T

'

RCR

"

&

'

UC

"

&

'血清淀粉酶

$

V+W

%测定试剂盒$购于四川麦克生物科技股份有限

公司"批号#

"##%"##

%&

C

"木糖试剂盒$购于南京建成

生物工程研究所"批号#

!"#%"B!5

%&

G;,2 J>=; H&G

试剂盒$购于
),`,G,

公司"批号#

V`!""#

%&

)G(b12

$购于
),`,G,

公司"批号#

C7#"5V

%( 全部引物由

),`,G,

公司合成(

9&V

蛋白定量测定试剂盒$批

号#

%89""#$"

%'

FCF

"

HVT<

凝胶配置试剂盒$批号

#

%8`""#%"

%'二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
(KT

$批号#

%B'""#5"

%'二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗

小鼠
(KT

$批号#

%$<""#$"

%均购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司"一抗兔抗鼠
U+T&G

$批号#

75"858\

%'

&WH8V#

$批号#

W<W<!6\

%'

RCR

"

G

$批

号#

WFRF#$\

%'

FG<9H

"

!

$批号#

75"$76\

%均购自

北京博奥森生物技术有限公司(

%

$分组'造模及干预方法$

#""

只
FC

大鼠随机

分为空白对照组'高脂血症组'高脂血症治疗组'脾虚

高脂血症组'脾虚高脂血症治疗组"每组
!"

只( 空白

对照组给予普通大鼠颗粒饲料"其余各组给予高脂饲

料$含基础饲料
88

!

7c

"花生油
5c

"蔗糖
Bc

"蛋黄粉

$c

"

)&#

!

$c

"谷氨酸钠
#c

"甲基硫氧嘧啶
"

!

6c

"胆

盐
"

!

!c

%"自由饮水( 空白对照组继续给予普通大鼠

颗粒饲料喂养&高脂血症组和高脂血症治疗组继续给予

高脂饲料&脾虚高脂血症和脾虚高脂血症治疗组采用劳

倦过度和饮食不节法进行造模)

6

"

$

*

"单日除饲喂高脂饲

料外"予精炼猪油灌胃"每次
% =R

"每日
!

次"双日喂食

甘蓝不限量"造模时间
%"

天( 采用脾虚和高脂血症模

型评估标准)

B

*进行评价"大鼠出现游泳耐力下降'体重

减轻'食量减少'倦怠懒动'皮毛干枯'眯眼'弓背现象"

表示造模成功"之后空白对照组和模型组予生理盐水灌

胃$

!" =RESK

%"同时对高脂血症治疗组和脾虚高脂血

症治疗组灌胃化瘀祛痰方煎剂$

!" =RESK

"约为临床人

用药剂量
B

倍%"

#

次
E

天"连续
%"

天(

6

$检测指标及方法$

6

!

#

$血脂检测$每组取
!"

只大鼠"给药
%"

天

后"禁食不禁水"称体重"

#"c

水合氯醛麻醉"腹主动

脉取血"装入抗凝试管中"

6

&

% """ - E=>N

离心

#" =>N

"取血清分装" #

!"

&保存"待测( 全自动生

化仪检测血清
)&

'

)T

'

RCR

"

&

'

UCR

"

&

含量"检测

V+W

活性(

6

!

!

$

C

"木糖检测$每组取
#"

只大鼠"给药第

%"

天"每只大鼠灌胃
%cC

"木糖溶液
6 =R

"然后收集

$ /

尿液 $期间禁食不禁水%"记录尿量"每例取

"

!

$ =R

尿液样本"双蒸水稀释
7

倍后"按
C

"木糖试剂

盒说明书测大鼠尿液
C

"木糖排泄率(

6

!

%

$形态学检测$每组取
$

只大鼠"取大鼠肝

组织"切成小块"分别多聚甲醛固定及冷冻( 肝组织常

规
U<

染色"并依据非酒精性脂肪性肝病诊疗指南)

8

*

"

光镜下判定各个样本的肝脂肪变性程度& 肝组织油红

D

染色"冰冻切片采用修正乙醇法(

6

!

6

$定时定量反转录#聚合酶链反应$

G;,2 J>=;

H&G

%法检测
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

的

=G4V

表达$利用引物
H-;=>;-$

!

"

软件设计
H&G

引物"大连
),`,G,

公司合成"

&WH8V#

上游#

$

'"

VVT&VTTT)T)&T)TTT

"

%

'" 下 游#

$

'"

TT

"

TV&)&TT&)TVVV)TV

"

%

'" 扩 增 片 段 长 度 为

#$!OQ

&

U+T&G

上 游#

$

'"

&)))&&T)T&&T)V)

"

)&)

"

%

'"下游#

$

'"

)))VV&&&V))TTVTT)T

"

%

'"扩

增片段长度为
#B5 OQ

&

RCR

"

G

上游#

$

'"

TTT))&))

"

T)&&V)&))&&

"

%

'" 下 游#

$

'"

V&)TTT))T)

"

&VVVT)))V)T

"

%

'" 扩增片段长度为
##7 OQ

&

FG<9H

"

!

上游#

$

'"

T)TTT&)TVTVVTVVVTV)T

"

%

'"下游#

$

'"

&&VTVTT&VTVVVTTVTV&

"

%

'"扩增

片段长度为
#!# OQ

(

TVHCU

上游#

$

'"

)T)T)&

"

&T)&T)TTV)&)TV

"

%

'" 下 游#

$

'"

))T&)T))

"
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!

%

!!"!$$!

TVVT)&T&VTTVT

"

%

'"扩增片段长度为
#$" OQ

(

每组取
$

只大鼠"

)G(b12

处理各组肝脏组织"提取总

G4V

"逆转录成
.C4V

"设定
H&G

反应条件"用

FW9G T-;;N +,J;- +>a

试剂检测待测基因的

=G4V

水平"共重复检测
%

次( 用
!!&)

法对
G;,2

"

J>=; H&G

结果进行相对定量分析(

!&)

值为目的

基因
&)

值与管家基因 $

TVHCU

%

&)

值的差值"

!!&)

为各实验组
!&)

与空白对照组
!&)

的差

值( 平均相对含量
d !

#

!!&)

"为相对于空白对照组

=G4V

的水平(

6

!

$

$

*;IJ;-N O21JJ>NK

法 检 测
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

的蛋白表达$每组取
$

只

大鼠"蛋白裂解液提取各组肝脏组织蛋白"利用
9&V

蛋

白定量测定试剂盒对蛋白进行定量( 以
B" "K

蛋白
E

泳

道上样"经
FCF

"

HVT<

电泳后"电转移至
H0C:

膜"加

入一抗"

6

&封闭过夜"

)9F)

洗涤
%

次"每次
$ =>N

"加

入
UGH

标记的二抗( 按试剂盒说明书混合发光液
V

和
9

"与膜作用
$ =>N

后进行
]

光片曝光(

]

光片显影

和定影后利用凝胶自动分析成像软件扫描分析结果"以

TVHCU

为内参照"对蛋白条带进行分析(

$

$统计学方法$采用
FHFF #8

!

"

软件"多组间

统计资料采用单因素方差分析"组间两两比较采用

RFC

方法"数据以
a

%

I

表示"

H X"

!

"$

为差异有统计

学意义(

结$$果

#

$各组大鼠血清
)T

'

)&

'

RCR

"

&

'

UCR

"

&

及

V+W

活性比较$表
#

%$干预后"脾虚高脂血症组大鼠

出现游泳耐力下降'体重减轻'食量减少'粪便时软时

溏'倦怠懒动'皮毛干枯'眯眼'弓背现象( 实验期间脾

虚高脂血症组大鼠死亡
%

只"脾虚高脂血症组治疗组

死亡
!

只"最终获取有效实验数据的动物为
7$

只(

与空白对照组比较"高脂血症组及脾虚高脂血症组血

清中
)&

'

RCR

"

&

含量升高$

H X"

!

"$

%"血清
UCR

"

&

含

量及
V+W

活性降低$

H X"

!

"$

%&与高脂血症组比较"脾

虚高脂血症组
)&

'

RCR

"

&

含量升高$

H X"

!

"$

%"

V+W

活性降低$

H X"

!

"#

%&高脂血症治疗组
)&

'

RCR

"

&

含

量降低$

H X "

!

"$

%"

UCR

"

&

含量及
V+W

活性升高

$

H X"

!

"$

%(与脾虚高脂血症组比较"脾虚高脂血症治

疗组
)&

含量降低$

H X "

!

"$

%"

UCR

"

&

含量及
V+W

活性升高$

H X"

!

"$

%(

!

$各组大鼠尿液
C

"木糖排泄率比较$表
!

%$与

空白对照组比较"高脂血症组及脾虚高脂血症组尿液

C

"木糖排泄率降低$

H X"

!

"$

%(与高脂血症组比较"高

脂血症治疗组尿液中
C

"木糖排泄率升高$

H X"

!

"$

%"

脾虚高脂血症组尿液中
C

"木糖排泄率降低 $

H X

"

!

"$

%( 与脾虚高脂血症组比较"脾虚高脂血症治疗

组尿液
C

"木糖排泄率升高$

H X"

!

"$

%(

表
!

$各组大鼠尿液中
C

"木糖排泄率比较$$

NKE=R

"

a

%

I

%

组别
N C

"木糖排泄率

空白对照
#" %$

(

B

%

#

(

#

高脂血症
#"

!B

(

7

%

!

(

#

"

高脂血症治疗
#"

%%

(

6

%

#

(

"

!

脾虚高脂血症
#"

#$

(

"

%

#

(

8

"!

脾虚高脂血症治疗
#"

!5

(

B

%

!

(

#

#

$$注#与空白对照组比较"

"

H X "

(

"$

&与高脂血症组比较"

!

H X

"

(

"$

&与脾虚高脂血症组比较"

#

H X"

(

"$

%

$各组大鼠肝组织病理结果比较$图
#

%$

U<

染色结果#与空白对照组比较"高脂血症组及脾虚高脂

血症组均出现不同程度的脂肪变性和空泡样变"变性

的肝细胞多为圆形"体积增大"胞浆内多出现脂肪空

泡( 脾虚高脂血症组脂肪变性程度较高脂血症组严

重"脾虚高脂血症组肝细胞萎缩&给药后"高脂血症组

和脾虚高脂血症组脂肪变性程度及细胞肿胀减轻"空

泡变少"肝细胞的体积大小有所恢复( 油红
D

染色结

果#与空白对照组比较"高脂血症组及脾虚高脂血症组

肝细胞内呈现油红着色"脂滴多"呈弥漫性( 而脾虚高

脂血症组脂滴情况较高脂血症组程度严重&给药后"高

脂血症组和脾虚高脂血症组脂滴减少(

6

$各组大鼠肝脏
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

! =G4V

表达比较$表
%

%$与空白对照组比

较"高脂血症组及脾虚高脂血症组肝脏
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

! =G4V

表达显著降低$

H X

"

!

"#

%( 与高脂血症组比较"高脂血症治疗组
&WH8V#

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

! =G4V

表达升高$

H X"

!

"#

%"脾虚

表
#

$各组大鼠血清
)T

'

)&

'

RCR

"

&

'

UCR

"

&

及
V+W

活性比较$$

==12ER

"

a

%

I

%

组别
N )T )& RCR

"

& UCR

"

& V+W

$$

空白对照
!" "

(

B$

%

"

(

#7 #

(

%7

%

"

(

6# "

(

85

%

"

(

%$ "

(

BB

%

"

(

#! 6#8

%

$!

高脂血症
!" "

(

8!

%

"

(

#"

#

(

56

%

"

(

#7

"

"

(

77

%

"

(

!6

"

"

(

6#

%

"

(

BB

"

%$#

%

6$

"

高脂血症治疗
!" "

(

B5

%

"

(

67

#

(

65

%

"

(

!%

!

"

(

56

%

"

(

!!

!

"

(

B!

%

"

(

#"

!

%5#

%

!%

!

脾虚高脂血症
#8 "

(

8%

%

"

(

#$

!

(

!%

%

"

(

6%

"!

#

(

#%

%

"

(

$B

"!

"

(

6#

%

"

(

##

"

#$%

%

%"

"!!

脾虚高脂血症治疗
#5 "

(

B8

%

"

(

#6

#

(

6#

%

"

(

6"

#

#

(

"7

%

"

(

%B

"

(

$7

%

"

(

#"

#

!!7

%

!5

#

$$注#与空白对照组比较"

"

H X"

(

"$

&与高脂血症组比较"

!

H X"

(

"$

"

!!

H X"

(

"#

&与脾虚高脂血症组比较"

#

H X"

(

"$



!!"($$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

高脂血症组大鼠肝脏
&WH8V#

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

=G4V

表达降低$

H X"

!

"#

%( 与脾虚高脂血症组比

较"脾虚高脂血症治疗组肝脏
&WH8V#

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

! =G4V

表达均提高$

H X"

!

"#

%(

$

$各组大鼠肝脏
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

蛋白表达比较$表
6

"图
!

%$与空白对照组

比较"高脂血症组及脾虚高脂血症组肝脏
&WH8V#

'

U+T

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

蛋白表达降低$

H X"

!

"#

%(

与高脂血症组比较"高脂血症治疗组
&WH8V#

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

蛋白表达升高$

H X"

!

"#

%"脾虚高

脂血症组大鼠肝脏
&WH8V#

'

RCR

"

G

'

FG<9H

"

!

蛋白

表达降低$

H X"

!

"#

%( 与脾虚高脂血症组比较"脾虚
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FG<9H

"

!

蛋白表达升高$
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$$注#
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为空白对照组&

9

为高脂血症组&

&

为高脂血症治疗

组&

C

为脾虚高脂血症组&

<

为脾虚高脂血症治疗组

图
!

$各组大鼠肝脏
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

及

FG<9H

"

!

蛋白表达

讨$$论

脾主运化" 为后天之本" 气血生化之源( 膏脂属

津液范畴" 其运化及输布也离不开脾的运化( 一旦膏

脂在体内的转输'排泄发生异常" 则成为病理性的脂

$$注#

V

为
U<

染色&

9

为油红
D

染色&

# e$

分别为空白对照组'高脂血症组'高脂血症治疗组'脾虚高脂血症组及脾虚高脂血症治疗组&

箭头所指为肝细胞

图
#

$各组大鼠肝组织形态学结果$$ )
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浊痰湿( 脂浊注入血脉" 积蓄停留" 即可引发高脂血

症( 高血脂即病理性的膏脂" 脾参与了脂质代谢中包

括消化'吸收'合成'转运'代谢'分解'清除'排泄等全

部过程)

B

*

( 因此脾虚与脂类
)&

代谢失常有重要

关系(

本研究以中医理论为指导"施以劳倦过度加饮食

不节结合高脂饲料喂饲来制备大鼠脾虚型高脂血症模

型( 结果发现"与空白对照组比较"高脂血症组出现了

血脂异常'脂质沉积的变化( 与高脂血症组比较"脾虚

高脂血症组上述变化进一步加重"并且血清
V+W

及

尿
C

"木糖排泄率显著降低( 对
)&

代谢相关基因进行

研究发现"与空白对照组比较"高脂血症组及脾虚高脂

血症组大鼠肝脏基因
RCR

"

G

'

&WH8V#

'

U+T&G

'

FG<9H

"

!

表达显著降低( 上述结果表明"本研究选

用造模方法成功(

本研究结果显示"当
)&

含量及血脂含量增加时"

脾虚高脂血症组
FG<9H

"

!

'

RCR

"

G

'

U+T&G =G4V

表达降低$

H X"

!

"#

%"同时相关蛋白表达量也呈现对

应变化"从形态学上可以直观看到脾虚加重了病理变

化( 中医学认为脾虚的实质是脾失健运"+脾运化失

司,久则表现为物质及能量转化障碍出现体内的营养

物质堆积而形成高血脂症)

8

*

(

FG<9H

"

!

是一种存在于脊椎动物内质网内参与

调节细胞
)&

代谢的转录调节物"可直接影响细胞膜

上
)&

代谢水平"其可在
)&

含量降低的情况下"增进

U+T

"

&1V

还原酶'

RCR

受体等靶基因的表达"从而

升高细胞内
)&

水平"从而调控
)&

及脂肪酸等脂类的

代谢过程)

5

#

#"

*

(

FG<9H

"

!

作为一种特异的核转录因

子主要参与
)&

合成酶的基因调控"常在固醇缺乏的

情况下被激活)

##

"

#!

*

"可以说此条通路对脂类
)&

代谢

起到了重要的作用(

)&

在其中转化为胆汁酸是体内

)&

代谢的重要途径"

&WH8V#

是胆汁酸合成的限速

酶)

#%

*

"

U+T

是体内
)&

合成的限速酶)

#6

*

"肝脏表面

的
RCR

"

G

的功能是介导血浆中
RCR

"

&

的含量"可以

通过此种方式来调节血浆含量和体内
)&

的水

平)

#$

"

#B

*

( 因 此
&WH8V#

'

U+T&G

'

RCR

"

G

与

FH<9H

"

!

通路对
)&

代谢调节有密切关系( 研究显

示"

)&

代谢受阻发生高脂血症时"

&WH8V#

活性表达

下降"此时
)&

不能转变为胆汁酸)

#B

*

( 高
)&

影响肝

细胞表面
RCR

"

G

受体活性减弱"导致肝细胞摄取'转

化及排泄
RCR

"

&

减少"引起血中
)&

和
)T

升高)

#8

*

(

此时"正常
FG<9H

"

!

通道蛋白水解暴露
FG<9H

"

!

氨基末端"其与
FG<

#

#

结合"通过与
!

个
IQ2

位点的

协同作用"促进
RCR

"

G

的高效转录)

#5

*

( 从而导致
)&

吸收增加( 本实验结果显示脾虚高脂血症及高脂血症

组的
FG<9H

"

!

表达下降"脾虚高脂血症组下降更明

显$

H X"

!

"$

%"这很可能由于脾虚引起的脾虚散精不

利"血脂化生为痰浊"加重血脂的生成"

)&

调控通路受

到影响"

FG<9H

"

!

通道蛋白不能过多的吸收多余

)&

"

)&

增高又影响
RCR

"

G

受体表达降低"

U+T&G

的浓度受到
)&

的反馈调节"

)&

浓度升高会导致

U+T&G

浓度降低"从而使
)&

的生物合成减少"最终

达到控制体内
)&

浓度的目的(

化瘀祛痰方中的丹参具有调节
)&

的生物合成和

代谢转化的作用)

#7

*

( 本实验研究显示化瘀祛痰方能

显著提高
&WH8V#

'

FG<9H

"

!

'

RCR

"

G

'

U+T&G

=G4V

表达水平&同时降低
)T

'

)&

含量"提高
V+W

活性和
C

"木糖排泄率( 有资料显示"健脾降脂中药可

上调
RCR

"

G

的表达"促进
)&

内吞进入肝脏代谢转

化"降低血清
)&

水平"同时通过上调
R&V)

'

FG

"

9(

的表达"增加
)&

的逆转运( 既能干扰外源性
)&

的吸

收"又能影响内源性
)&

的代谢)

#7

#

!#

*

( 本实验所用中

药对脾虚高脂血症具有一定的缓解作用"可能通过上

调
RCR

"

G

的表达"促进
&WH8V#

转化
)&

为胆汁酸"

激活
FG<9H

"

!

通道调控作用"从而降低血清
)&

水

平"增加
)&

的逆转运(

综上所述"通过构建脾虚高脂血症组大鼠模型"从

FG<9H

"

!

通路探讨脾虚高脂血症大鼠肝脏
)&

代谢

的影响及机制"表明脾的运化功能失常加重
)&

代谢

异常"这可能与调控肝脏
FG<9H

"

!

通路的相关基因

有关"本实验研究由于样本量有限还存在些许不足"更

深入的机制研究仍有待进行(
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中国畜牧杂志"
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"

6B

$

#7

% #

8!

#

8B

(

)

!"

*$杜莹" 贾连群"杨关林"等
3

健脾降脂中药对脾失健运膏

脂转输障碍大鼠肝脏胆固醇代谢相关基因表达的影响

)

'
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辽宁中医杂志"
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6#
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#8$%

#

#8$$3

)

!#

*$董波" 于永慧"刘忠志"等(脑心通对动脉硬化兔保护作

用血管内皮功能的保护作用探讨)

'

*(中国中西医结

合心脑血管杂志"
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全国中西医结合皮肤性病学术年会征文通知

经中国中西医结合学会批准"中国中西医结合学会皮肤性病专业委员会定于
!"#$

年
6

月
#B

'

!"

日在湖南长沙圣爵菲斯酒店召开
!"#$

全国中西医结合皮肤性病学术年会$ 此次会议将发扬历次

年会的优良传统"注重中西医结合治疗皮肤病的新方法及新的研究进展等方面的学术交流"内容密切

联系临床"切合皮肤科医师的实际需求"会议将邀请知名专家做特邀演讲"阐述皮肤科相关领域的最

新研究进展"创造形式多样%内容充实%紧张热烈%活跃互动的学术交流形式"达到全国皮肤科中医%西

医%中西医结合医师共同展现才华%获取知识和信息%增强友谊和情感的目的"拟参加会议者请仔细阅

读本通知并按规定的时间和要求投稿$

投稿要求! !

#

#投稿内容(皮肤科各种基础研究论文%皮肤科临床诊断和治疗等方面的论文%典型

与疑难病例等&!

!

#投稿方式(中文全文和
6""

字以内的中文摘要"请通过电子邮件投稿"

<=,>2

(

QZSa/A#!B3.1=

$ 来稿请注明
!"#$

会议征文"截稿日期(

!"#$

年
%

月
$

日$ !

%

#会议交流形式(特

邀讲演%大会发言%分会发言%书面交流$

联系方式 ! 上海市黄浦区成都北路
$""

号峻岭广场
#7

楼
#7"5

室"上海长征医院)中国真菌学

杂志*编辑部" 邮编(

!""""%

"

<

"

=,>2

(

QZSa/A#!B3 .1=

"联系人(朱和平"

"!#

#

5#55$$"#

手

机(

#%B8#5#B#$!

$


