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$表达的影响机制% 方法$取
TUP

级
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大鼠
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只#

按随机数字表分为
<

组#即&正常组'模型组'对照药物组'药物
:

方组'药物
V

方组% 采用高脂饲料诱导大鼠制

作
4:PQD

模型#

;

周后对照药物组'药物
:

方组'药物
V

方组每天分别予相应组方中药
# >QG#"" W

灌胃给

药#第
#!

周时#采用逆转录聚合酶链反应"
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$测定各实验组肝细胞
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表达#
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测定肝细胞
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蛋白表达% 结果$各组
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大鼠肝细胞
'ES

表达均降低#经过药物干预后#各

药物治疗组
'ES

表达有不同程度的升高% 与模型组比较#对照药物组'药物
V

方组
'ES">X4:

表达增高"

U

Z"
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$(且药物
V

方组
'ES">X4:

表达高于药物
:

方组及对照药物组"
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$% 与模型组比较#对照药
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药#可提高大鼠肝细胞
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$$非酒精性脂肪性肝病$
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%是一类肝组织学改变与酒精性肝

病相类似"但无过量饮酒史的临床病理综合征( 在

4:PQD

的发病中"始终存在着肝脏对脂肪酸的氧化

代谢障碍"而脂肪酸的氧化又主要依赖肝线粒体
$

氧

化"细胞色素氧化酶$

BAK1BIM1>/ 1R@N?O/
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是肝线粒体氧化能力的关键调节部位( 本实验采用高

脂饲料诱导的大鼠脂肪肝模型"运用逆转录聚合酶链

反应$
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#
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+/OK/M. Y21K

检测方法"来观察中

药辨证干预对肝
'ES"

'

'ES# >X4:

表达和

'ES!

蛋白表达的影响(

材料与方法

#

$动物$选取
TUP

级
+@OK?M

大鼠
;"

只"雌雄

各半"

%

周龄"雌雄分隔饲养"体重$

#7"

%

#"

%

W

"购自

省 实 验 动 物 研 究 中 心" 动 物 合 格 证 编 号#

#;";#%"""&

"许可证号#

T'S8

$浙%

!"#;

"

"""#

(

本实验过程中善待动物"符合动物伦理要求(

!

$药物$对照药物由前期实验研究验证具有活

血化瘀'化痰利湿疗效的复方中药组成"组方#丹参

#< W

$生山楂
!" W

$海藻
#< W

$泽泻
#< W

)

#

*

(

4:PQD

早期药物$

:

方%有疏肝健脾'活血化瘀'化痰

利湿功效"组成#柴胡
#< W

$茯苓
#< W

$海藻
#< W

泽泻
#< W

$丹参
#< W

$白术
#< W

$半夏
#" W

&

4:PQD

后期药物$

V

方%有化痰消瘀'清热利湿'补益

肝肾功效"组成#丹参
#< W

$海藻
#< W

$泽泻
#< W

虎杖
!" W

$茵陈
&" W

$生山楂
!" W

$赤芍
#< W

$枸

杞
!" W

(

:

'

V

方的组成来自于临床经验方)

!

*

"按实

验等效剂量系数折算法计算实验用药剂量"相当于临

床用量的
#

倍"实验各组用药煎成
!""`

浓度的水煎

剂"由本医院制剂室制备(

&

$主要试剂及仪器$反转录试剂盒'高纯总

X4:

快速提取试剂盒"购自
]/./M?A

公司&

X4:

W-?MN X/?W/.K

试剂购自上海华舜生物工程有限公

司&

D4:

分子量标准购自北京天为时代公司&

'ES

"

'

'ES#

引物由上海生工合成&兔抗鼠
'ES!

抗体

购自
'?A>?.

公司&蛋白
,?M_/M

购自
]/./M?A

公

司&羊抗兔
)W]

抗体"购自武汉博士德生物工程有限公

司&胆固醇粉"购自上海化成工业公司&猪油及蛋黄粉

均购自市场( 低温高速台式离心机"

*]Q

#

#%]

型"上

海安亭&

U'X

仪"

V@1>/KM?

公司&紫外分光光度计"

a0

#

F<<V

型"上海精密科学仪器有限公司&凝胶成像

仪#浙江永嘉上塘科教仪器厂&扫描分析软件
6-?.K@

#

KA 1./

"

V@1X?N

公司&凝胶成像系统"日本柯达公司&

D99

#

;

型稳压稳流电泳仪"上海六一制造厂(

;

$方法

;

!

#

$动物分组$将
TUP

级
+@OK?M

大鼠
;"

只"

按随机数字表法分为
<

组"即#正常组'模型组'对照药

物组'药物
:

方组'药物
V

方组"每组
$

只(

;

!

!

$造模和给药$参照文献)

&

*方法制作脂肪肝

模型( 除正常组外"采用高脂饲料$高脂饲料的配制#采

用普通颗粒饲料加
#<`

的猪油'

!`

的胆固醇'

<`

的蛋

黄粉%喂养"自由饮水( 实验第
;

周后"模型组加用生理

盐水
# >QG

$

#"" W

!

N

%灌胃&对照组加用对照药物

# >QG

$

#"" W

!

N

%灌胃&治疗
:

方组加用治疗药物
:

方
# >QG

$

#"" W

!

N

%灌胃&治疗
V

方组加用治疗药物
V

方
# >QG

$

#"" W

!

N

%灌胃)

!

*

"给药后继续高脂饮食(

;

!

&

$取材$于实验第
#!

周$即灌胃
$

周%时"脱

颈椎处死大鼠"开腹摘取全肝"取
# W

肝组织冻存于液

氮过夜后再转移至 "

$"

&低温冰箱"以备
+/OK/M.

Y21K

检测&取
# W

肝组织用
X4: W-?MN

保存于

"

$"

&冰箱"以备
X*

#

U'X

检测(

;

!

;

$

X4:

抽提和
X*

#

U'X

$取
<" >W

肝组织

加入
XQ*

溶液
<"" %Q

匀浆"匀浆液
<%

&放置

! >@.

"加入
!<" %Q

无水乙醇'混匀&将
]/.'2/?.

柱

放入
! >Q

收集管"取
F"" %Q

样品加入柱中"室温下

$ """ M G>@.

离心
# >@.

&弃去收集管中废液"取

<"" %Q X+

溶液加入柱中" 室温放置
# >@.

"

#" """ M G>@.

离心
# >@.

&弃去收集管中废液"加

<"" %Q XU=

溶液到柱中"室温
#" """ M G>@.

离心

# >@.

&弃去收集管中废液"室温
#" """ M G>@.

离心

# >@.

以去除残液&将
]/.'2/?.

柱放入无
X4?O/

污

染的
=[

管"取
&" %Q D=U'

#

\

!

E

加入柱中膜的中

央"

<"

&放置
! >@.

"室温下
#" """ M G>@.

"离心

# >@.

"洗脱得
X4:

"紫外分光光度计测定总
X4:

含

量及纯度"

:

!%"

G:

!$"

比值为
#

!

$ b !

!

"

"说明
X4:

质
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%

量较好"计算浓度后将
X4:

冻存于"

$"

&(

;

!

<

$逆转录合成
BD4:

$按试剂盒说明书$

BD

#

4:

合成试剂盒
8#%!!

"

P/M>/.K?O

%进行"取总
X4:

< %W

加入
12@W1

$

N*

%

#$

# %Q

"加
D=U'

#

\

!

E

补足

#! %Q

"

F"

&

< >@.

&加入
<

'反应缓冲液
; %Q

'核糖

核酸酶抑制因子
# %Q

'

#" >>12GQ N4*U

混合物

! %Q

"

&F

&

< >@.

&加入
,

#

,Q0

逆转录酶
# %Q

"

;!

&

%" >@.

'

F!

&

#" >@.

'

;

&停止"

BD4:

产物保存

于"

!"

&(

;

!

%

$目的片段的
U'X

扩增$根据
]/.V?._

中

的
X?KK-O .1ML/W@B-O

$

+@OK?M

%

>@K1BI1.NM@?2 W/

#

.1>/ O/c-/.B/

应用
UM@>/M&

进行引物设计#

'ES "

上游引物序列#

<

(#

']*'*'::'***

']]]:]:*]]*:'

#

&

(" 下游引物序列#

<

(#

***

#

]:**:]*:'*]* :]]]**::*]

#

&

(&扩增片段长度

为
&F! Y[

&

'ES#

上游引物序列#

<

(#

:**':'''*

#

*'*:]*':]''*]*:''

#

&

(" 下游引物序列#

<

(#

*]]]***]'*****']]:]*:*::]

#

&

(&扩增片段

长度为
#""# Y[

&内对照
$

#

?BK@.

引物序列# 上游#

<

(

"

:::*']*']]*]:':*':::

#

&

(" 下 游#

<

("

:*']*:'*']*]'**]'*]:

#

&

("扩增片段长度为

!F" Y[

&

'ES"

'

'ES#

及
$

#

?BK@. U'X

反应体系#冰

上进行操作"依次加入
NN\

!

E &F %Q

'

#" >>12GQ

N4*U # %Q

'

#"

'

*?W

#

Y-JJ/M < %Q

'

!< >>12GQ

,W'2

!

& %Q

'

!" %>12GQ UM@>/M

$上游引物%

# %Q

'

!" %>12GQ UM@>/M

$下游引物%

# %Q

'

BD4: # %Q

'

*?W= # %Q

&稍离心'混匀"放入循环仪"共
<" %Q

( 反

应参数#

$

#

?BK@.

'

'ES"

的
U'X

运行程序#

7;

& 预

变性
< >@.

&

7;

& 变性
7" O

"

<%

&退火
7" O

"

F!

&

延伸
%" O

"

&<

个循环&

F!

&

F >@.

"

;

&停止&

'ES#

的
U'X

运行程序#

7<

& 预变性
< >@.

&

7;

& 变性

;" O

"

<%

&退火
&" O

"

F!

&延伸
F" O

"

&"

个循环&

F!

&

#" >@.

"

;

&停止( 取扩增产物
#" %Q

溴化乙

锭染色$

#" >WGQ

%后"进行
#`

琼脂糖凝胶电泳"通过

凝胶成像系统对电泳条带进行光密度扫描"与
$

#

?BK@.

条带进行比较"用比较所得的值表示
'ES"

'

'ES#

>X4:

的相对表达水平(

;

!

F

$

'ES!

蛋白表达$采用
+/OK/M. Y21K

检

测( 取肝组织
!"" >W

加入
$"" %Q

的
X)U:

$含

U,TP

%的裂解液"置于冰上匀浆"

;

&下
#! """ MG>@.

离心
< >@.

"取上清"蛋白定量后"取
<" %W

蛋白与
#

'

加样缓冲液混合"沸水煮
& >@.

"蛋白变性"行聚丙烯

酰胺凝胶电泳"转移至硝酸纤维素膜"用封闭液室温下

脱色摇床上摇动封闭
# I

"

;

&封闭过夜"将膜用
*VT

漂洗数秒后"加入兔抗鼠
'ES!

抗体$

#

)

!<"

%孵育

! I

"漂洗后加入辣根过氧化酶结合的羊抗兔
)W]

$

#

)

; """

%孵育
! I

"洗涤后加入化学发光试剂检测"

S

线片显影( 定量分析采用分子生物学图像分析系统

测定各条目的条带积分灰度值"所测结果为扣除背景

的积分光密度(

<

$统计学方法 $采用
TUTT #<

!

"

软件处理"计

量资料以
R

%

O

表示"采用单因素方差分析"方差齐者

组间两两比较采用
QTD

检验"方差不齐者组间两两比

较用
*?>I?./

(

O * !

法检验"

U Z"

!

"<

为差异有统

计学意义(

结$$果

#

$各组大鼠肝细胞
'ES"

'

'ES# >X4:

表达

比较$图
#

"表
#

%$实验第
#!

周时"正常组肝细胞
'ES

"

'

'ES#>X4:

表达较模型组高$

U Z"

!

"<

"

U Z"

!

"#

%"

经过药物干预后"各治疗组肝细胞
'ES"

'

'ES#

>X4:

表达均有不同程度的升高&与模型组比较"对

照药物组'药物
V

方组肝细胞
'ES">X4:

差异有

统计学意义$

U Z"

!

"#

%&与药物
V

方组比较"药物
:

方组及对照药物组肝细胞
'ES">X4:

差异亦有统

计学意义$

U Z"

!

"<

%(

$$注#

#

为正常组&

!

为模型组&

&

为对照药物组&

;

为药物
:

方组&

<

为药物
V

方组

图
#

$各组大鼠肝细胞
'ES"

'

'ES# >X4:

表达电泳图

表
#

$各组大鼠肝细胞
'ES"

'

'ES# >X4:

表达水平比较$$

R

%

O

%

组别
. 'ES" >X4: 'ES# >X4:

正常
$ #

*

!$"

%

"

*

"7! !

*

<%"

%

"

*

%#;

模型
$

"

*

&<!

%

"

*

"&%

!!

#

*

%F"

%

"

*

%7$

!

对照药物
$

"

*

F<#

%

"

*

#"#

"#

!

*

"&"

%

"

*

F$7

药物
:

方
$

"

*

%F!

%

"

*

!F&

#

#

*

F&"

%

"

*

%;&

药物
V

方
F

#

*

"<<

%

"

*

#!&

"

!

*

;&"

%

#

*

#%&

$$注#与正常组比较"

!

U Z "

!

"<

"

!!

U Z "

!

"#

&与模型组比较"

"

U Z

"

!

"#

&与药物
V

方组比较"

#

U Z"

!

"<

"

##

U Z"

!

"#

& 下表同
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$$

!

$各组大鼠肝细胞
'ES!

蛋白表达比较$图
!

"

表
!

%$实验第
#!

周时"各组肝细胞
'ES!

蛋白均可

见阳性扩增条带"模型组肝细胞
'ES!

蛋白含量较正

常组降低"经过各药物组干预后"各药物治疗组
'ES

!

蛋白表达水平均有不同程度的升高"与模型组比较"

对照药物组'药物
:

方组'药物
V

方组差异有统计学

意义$

U Z"

!

"#

%&与药物
V

方组比较"药物
:

方组'对

照药物组差异亦有统计学意义$

U Z"

!

"#

%(

$$注#

#

为正常组&

!

为模型组&

&

为对照药物组&

;

为药物
:

方组&

<

为药物
V

方组

图
!

$各组大鼠肝细胞
'ES!

蛋白表达电泳图

表
!

$各组大鼠肝细胞
'ES!

蛋白表达水平比较$$

R

%

O

%

组别
. 'ES!G$

#

?BK@.

正常
< "

*

;&"<

%

"

*

"!"!

模型
<

"

*

#;%<

%

"

*

"<7#

!!

对照药物
<

"

*

!<7&

%

"

*

";&&

"##

药物
:

方
<

"

*

!$7"

%

"

*

"!<&

"##

药物
V

方
<

"

*

&%!<

%

"

*

"&!;

"

讨$$论

随着人们生活水平的提高"生活方式'饮食结构的

变化"

4:PQD

发病率正迅速上升"病情进一步发展"

能演变为脂肪性肝炎及脂肪性肝硬化"对人们的身体

健康造成严重威胁)

;

"

<

*

(

4:PQD

的发病机制目前认

为与脂肪酸的代谢异常'氧化应激'胰岛素抵抗等方面

密切相关( 脂肪酸
$

氧化功能受损在肝脏脂肪变的

过程中起关键作用"而线粒体为脂肪酸
$

氧化的主要

部位( 肝细胞的脂肪变与线粒体氧化功能的改变又密

切相关"因此只要干扰了线粒体呼吸功能和脂肪酸代

谢的因素"都会导致肝脏脂肪变)

%

"

F

*

(

'ES

是肝细胞线粒体内呼吸链电子传递的终末

复合物"其位于呼吸链的末端"为电子传递链的限速

酶"是调节线粒体氧化能力的关键部位(

'ES

与细胞

能量的产生及线粒体功能密切相关"

'ES

编码基因的

改变'表达及酶活性的发挥对肝细胞在病理和生理情

况下的机能'代谢活动和形态结构均有直接影响( 在

真核细胞中"

'ES

由肝细胞
.D4:

基因组和
>KD4:

基因组分别进行编码"它是由
#&

个亚基共同组成复

杂的复合物"其中构成级联反应核心的
&

个亚基

$

'ES!

"

'ES"

和
'ES#

%是由
>KD4:

编码)

%

"

7

*

(

线粒体本身拥有自身的遗传物质
>KD4:

"但是缺乏

组蛋白的保护"损伤修复系统不健全"在反应性氧代谢

产物$

M/?BK@L/ 1RAW/. O[/B@/O

"

XET

%明显增多时"

容易受到各种内外源性损害因子的伤害而发生突变"

成为脂肪肝+二次打击,的主要靶点)

#"

"

#!

*

(

中医学在防治脂肪性肝病的临床实践中发现"

4:PQD

发病的病理因素主要为痰'湿'热'瘀'积相互

搏结"痹阻肝脏脉络而发病)

#&

*

(

4:PQD

在发病过程

中的不同阶段"其病机有所不同(

4:PQD

的基本病

机为痰湿阻滞'瘀血阻络&在疾病早期"患者常兼有肝

郁脾虚表现"治宜疏肝健脾法& 在后期则兼有痰瘀互

结'正气亏虚"治疗则采用化痰消瘀"补益肝肾法)

!

"

#;

*

(

基于
4:PQD

整个病程中中医病机有所不同的认识"

借助大鼠
4:PQD

模型"在前期实验基础上"采用具有

活血化瘀'化痰利湿功效的对照药物方"有疏肝健脾'

活血化瘀'化痰利湿功效的
:

方"和具有化痰消瘀'清

热利湿'补益肝肾功效的
V

方)

#<

*

"对大鼠
4:PQD

进

行干预"来观察与线粒体脂肪酸
$

氧化功能密切相关

的关键酶
'ES!

蛋白表达及
'ES"

'

'ES# >X4:

表达的变化和中药辨证干预的影响(

本实验结果表明"

4:PQD

大鼠在第
#!

周时"肝

细胞
'ES

的表达均出现不同程度下降"对照药物组'

药物
:

方组'药物
V

方组均能提高肝
'ES!

'

'ES

"

'

'ES#

表达水平"但药物
V

方组优于对照药物组

及药物
:

方组( 因此"运用活血化瘀'化痰利湿作为

基本治法的中药防治脂肪肝"其机制可能是通过提高

肝细胞
'ES

的表达"增强肝线粒体的
$

氧化功能"促

进脂肪代谢改善肝细胞脂肪酸堆积状态来实现治疗

4:PQD

的( 据文献)

&

*研究"

4:PQD

大鼠在高脂饮

食条件下"

#!

周时肝细胞的病理表现为汇管区炎症及

碎屑样坏死"病程发展也处于
4:PQD

的中后期阶段(

针对
4:PQD

的病机"采取辨证施治这一中医学特色"

改善线粒体功能"增强其脂质代谢功能"可能是中药防

治
4:PQD

的又一途径(

利益冲突#无(
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