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!基础研究!

茵栀黄口服液治疗非酒精性脂肪性

肝炎大鼠的机制研究

刘晓琳$信丰智$杨蕊旭$赵泽华$周 达$潘$勤$范建高

摘要$目的$探讨茵栀黄口服液治疗非酒精性脂肪性肝炎"

B-B

#

?4J-G-4@J NO/?O-G/P?O@O@N

#

,Q9R

$

的作用通路及分子机制% 方法$将
%"

只
9K

大鼠随机均分为
%

组&对照组给予普通饮食'模型组给予高脂

饮食和生理盐水灌胃'治疗组给予高脂饮食和茵栀黄口服液灌胃#持续
#=

周% 肝脏切片进行苏木精#伊红

"

G/0?O-FS4@B

#

/-N@B

$(油红
L

和
+?NN-B

染色进行病理学评估#血清测定转氨酶和血脂血糖#肝脏匀浆后

测定肝内甘油三酯水平% 每组随机选
;

只大鼠#提取肝脏
T,Q

进行
T,Q

和小
T,Q

测序#提取蛋白进行蛋

白质谱检测#差异基因和蛋白进行
U>VV

通路富集分析% 结果$模型组大鼠造模成功#均发展为
,Q9R

#与

模型组比较#治疗组大鼠体重(肝指数和脂肪指数显著降低#血清谷丙转氨酶"

?4?B@B/ O2?BN?0@B?N/

#

QW)

$(谷草转氨酶"

?NP?2O?O/ O2?BN?0@B?N/

#

Q9)

$(总胆红素"

O-O?4 1@4@2H1@B

#

)X(W

$(总胆固醇"

O-O?4

#

JG-4/NO/2-4

#

)&

$(空腹血糖"

A?NO@BD 14--I D4HJ-N/

#

8XV

$和肝脏甘油三酯"

O2 @D4SJ/2@I/

#

)V

$水平显著

下降且肝脏脂肪变(气球样变和小叶炎症水平出现缓解% 模型组比对照组显著升高且治疗组比模型组显著

下降的交集基因有
<=

个(

0@T,Q

有
<#

个(蛋白
%<

个#

U>VV

通路分析发现富集于
)-44

样受体(过氧化物

酶体增殖物活化受体"

P/2-F@N-0/ P2-4@A/2?O-2

#

?JO@.?O/I 2/J/PO-2

#

YYQT

$(核转录因子"

BHJ4/?2 A?J

#

O-2 Z?PP?

#

4@DGO

#

JG?@B

#

/BG?BJ/2 -A ?JO@.?O/I X J/44N

#

,8

#

!X

$(肿瘤坏死因子"

OH0-2 B/J2-N@N A?J

#

O-2N

#

),8

$(脂肪酸代谢和胰岛素抵抗信号通路等'模型组比对照组显著降低且治疗组比模型组显著升高

的交集基因有
6

个(

0@T,Q

有
%=

个(蛋白
%<

个#它们主要富集于氧化磷酸化(

YYQT

(丙酮酸代谢(非酒精

性脂肪性肝病"

B-B

#

?4J-G-4@J A?OOS 4@./2 I@N/?N/

#

,Q8WK

$等相关通路% 结论$茵栀黄口服液可以通过

抑制脂质合成与促进脂质氧化代谢(抑制氧自由基的产生以及抑制炎症相关蛋白和多种趋化因子来缓解

,Q9R

%

关键词$非酒精性脂肪性肝炎' 茵栀黄口服液' 系统生物学' 作用机制
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A-2 O2/?O@BD G@DG A?O I@/O @BIHJ/I B-B
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2?ON 5 +/OG-IN
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4@P@I -F@I?O@-B

"

P2/./BO@BD OG/ P2-IHJO@-B -A -FSD/B A2// 2?I@J?4N
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?BI I-aB
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2/DH4?O@BD @BA4?00?O@-B 2/4?O

#

/I P2-O/@BN ?BI JG/0-Z@B/N5

U>7*LTK9
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7@B[G@GH?BD L2?4 W@\H@I
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NSNO/0N 1@-4-DS

&

0/JG?B@N0

$$在非酒精性脂肪性肝病$

B-B

#

?4J-G-4@J A?OOS 4@.

#

/2 I@N/?N/

"

,Q8WK

%的疾病进展中"非酒精性脂肪

性肝炎$

B-B

#

?4J-G-4@J NO/?O-G/P?O@O@N

"

,Q9R

%是

非酒精性脂肪肝$

B-B

#

?4J-G-4@J A?OOS 4@./2

"

,Q8W

%

发展为肝硬化和肝癌的必经阶段"也是病情恶化的转

折点&如果
,Q9R

不积极治疗"有可能进展为肝硬化

和肝细胞癌等不可逆的肝脏损伤'

#

(

)

,Q9R

已成为

慢性肝脏疾病最常见的病因"也是肝移植的第二大指

征"因此对
,Q9R

进行干预具有重要临床意义'

!

(

) 亚

太工作组发布的
,Q8W

指南提出"对于不能严格遵守

生活方式干预的
,Q8WK

患者*以及伴或不伴肝纤维

化的
,Q9R

患者"应该实施药物干预'

%

(

) 但世界各地

区的
,Q8WK

防治指南均未推荐可用于
,Q9R

的常

规治疗药物'

;

(

) 因此"研发可作用于
,Q9R

复杂病理

过程的有效治疗药物迫在眉睫'

<

(

)

茵栀黄口服液是一种中药复方制剂"由茵陈*栀

子*黄芩和金银花的提取物制成"具有清热解毒*利湿

退黄的功效'

=

(

) 茵栀黄口服液已被证实可用于治疗

新生儿黄疸和肝内胆汁淤积等疾病"其疗效显著且副

作用较小'

6

"

$

(

) 同时"在药物毒物诱导的肝损伤小鼠

模型中"茵栀黄口服液被证实可有效地降低血清转氨

酶和胆红素水平'

:

"

#"

(

) 有临床研究报道"

==

例

,Q8WK

患者给予茵栀黄口服液治疗
#!

周"可显著改

善其肝酶*血清胆红素*甘油三酯和总胆固醇等血生化

指标"且无明显不良反应'

##

(

) 笔者前期实验证实"在

蛋氨酸胆碱缺乏饮食诱导的
,Q9R

大鼠中"茵栀黄口

服液也可明显改善
,Q9R

大鼠的肝脏脂肪变*气球样

变*小叶炎症和纤维化等肝脏组织学评分'

#!

(

) 但其具

体的作用机制目前尚未有研究报道)

本实验采用
T,Q

测序*小
T,Q

测序和蛋白质谱

联合技术"分析了茵栀黄口服液对高脂饮食诱导的

,Q9R

大鼠的治疗作用"以期初步揭示茵栀黄口服液

治疗
,Q9R

的作用通路及分子机制)

材料与方法

#

$材料

#

!

#

$动物$

%"

只
=

周龄雄性
9K

大鼠购于上海

中科院实验动物中心'

,-59&^U

$沪%

!"#=

"

"""!

("

饲养于上海睿太莫斯生物科技有限公司'

,-597^U

$沪%

!"#=

"

""";

("恒温恒湿"自由进食和饮水) 本

动物实验方案经过上海睿太莫斯生物科技有限公司实

验动物伦理委员会审核批准$

,-59RT+

"

(Q&]&

"

""#

%"符合动物保护*动物福利和伦理原则"符合国家

实验动物福利伦理的相关规定)

#

!

!

$药物$茵栀黄口服液由茵陈提取物
#! D

栀子提取物
=

!

;:

$黄芩提取物
;" D

$金银花提取物
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$ D

组成"是根据茵陈蒿汤结合茵栀黄注射液的有效

成分改剂型而成的中成药制剂) 该实验根据前期研

究'

#%

(使用'

#< 0WM

$

ZD

!

I

%(的剂量给予大鼠灌胃)

#

!

%

$主要试剂及仪器$普通饲料购于上海斯莱

克实验动物有限责任公司"高脂饲料$

G@DG A?O I@/O

"

R8K

&

$$b

基础饲料
c#"b

猪油
c!b

胆固醇%购于南

通特洛菲饲料科技有限公司"戊巴比妥钠购于
9@D

#

0?Q4I2@JG

公司"

;b

多聚甲醛购于上海国药集团化

学试剂有限公司"

R>

和
+?NN-B

染剂购于
XQ9L

生

物科技有限公司"油红
L

染色试剂盒购于上海源叶生

物科技有限公司"甘油三酯$

O2 @D4SJ/2@I/

"

)V

%测定试

剂盒购于南京建成生物工程研究所)

T,Q

测序*小

T,Q

测序和蛋白质谱仪由深圳华大基因科技有限公

司提供)

!

$方法

!

!

#

$动物分组和处理$适应性饲养
#

周后"大

鼠被随机均分成
%

组"每组
#"

只) 对照组给予普通

饮食&模型组给予
R8K

"并于第
$

周末给予生理盐水

灌胃'

#< 0WM

$

ZD

!

I

%(&治疗组给予
R8K

的同时"于

第
$

周末给予茵栀黄口服液灌胃'

#< 0WM

$

ZD

!

I

%()

第
#=

周末"将所有大鼠隔夜禁食后称重"麻醉"取下

腔静脉血"分离血清&取肝脏和附睾脂肪"分别称重"计

算肝指数$肝重
M

体重%

#""b

%和脂肪指数$附睾脂重
M

体重%

#""b

%) 将一部分肝脏置于
#"b

福尔马林中

固定"其余样本于液氮中保存) 根据脂肪变*活动度*

纤维化$

9Q8

%诊断标准'

#;

(判断模型组大鼠是否发展

为
,Q9R

)

!

!

!

$观察指标及检测方法

!

!

!

!

#

$肝脏病理和肝内
)V

水平$将福尔马林

固定好的肝脏组织用石蜡包埋"切片后进行
R>

染色

和
+?NN-B

染色&将冰冻肝脏组织在冰冻机切片"进

行油红
L

染色) 对大鼠肝脏切片进行病理学特征评

分"包括肝脏脂肪变*气球样变*小叶炎症和肝纤维化)

将肝脏匀浆后使用
)V

测试盒测定肝内
)V

水平)

!

!

!

!

!

$血清生化指标的测定$使用全自动生化

分析仪进行血清谷丙转氨酶 $

?4?B@B/ O2?BN?0@

#

B?N/

"

QW)

%*谷草转氨酶 $

?NP?2O?O/ O2?BN?0@

#

B?N/

"

Q9)

%*总胆红素$

O-O?4 1@4@2H1@B

"

)X(W

%*总胆

固醇 $

O-O?4 JG-4/NO/2-4

"

)&

%*

)V

*高密度脂蛋白

$

G@DG I/BN@OS 4@P-P2-O/@B

"

RKW

%*低密度脂蛋白

$

4-a I/BN@OS 4@P-P2-O/@B

"

WKW

%*空腹血糖$

A?NO@BD

14--I D4HJ-N/

"

8XV

%的测定)

!

!

!

!

%

$

T,Q

测序分析$每组大鼠随机选取
;

个肝脏样本使用
)2@[-4

试剂盒提取总
T,Q

"用带有

L4@D- I)

的磁珠富集有
P-4SQ

尾巴的
0T,Q

"用打断

缓冲液把获得的
T,Q

片段化"随机的
,=

引物进行反

转录"合成
JK,Q

二链形成双链
K,Q

) 把合成的双

链
K,Q

末端补平并修饰"通过特异的引物进行
Y&T

扩增)

Y&T

产物热变性成单链"再用一段桥式引物将

单链
K,Q

环化得到单链环状
K,Q

文库"上机测序)

将原始测序数据进行质控*过滤*比对) 随后用
T9>+

工具进行基因表达定量"使用
,L(N/\

方法根据差异

倍数
!!

且偏离概率值
!"

!

$

的标准"筛选差异表达

基因) 随后采用聚类分析来判断组间差异基因在不同

实验条件下的表达模式"用热图表示&分别对模型组
M

对照组和治疗组
M

模型组进行差异基因筛选"并以
8Y

#

U+

值进行聚类"红色表示高表达基因"绿色表示低表

达基因) 最后在
U>VV

数据库中进行差异基因的

Y?OGa?S

显著性富集分析"

`

值
d "

!

"<

的
Y?OGa?S

为在差异表达基因中显著富集)

!

!

!

!

;

$小
T,Q

测序分析$将肝脏总
T,Q

用

YQV>

电泳切胶分离
#$

#

%" BO

的
T,Q

) 将
%

&接头连

接
T,Q

的
%

&端"加入
T)

引物杂交"

<

&接头连接产物

的
<

&端) 以
T)

引物进行逆转录延伸"合成一链

JK,Q

"随后使用高敏聚合酶对
JK,Q

进行扩增) 使

用
YQV>

电泳分离
#"" e#!" 1P

范围
Y&T

产物"进

行文库定量及
P--4@BD

环化"上机测序) 测序所得序列

通过数据过滤和比对后"使用
)Y+

计算公式标准化

0@T,Q

的表达水平"用于后续差异比较分析) 使用

K>VN/\

方法根据差异倍数
!!

且
`

值
""

!

""#

筛选

显著的差异表达
0@T,Q

) 使用
T,QGS12@I

*

0@T?BI?

和
)?2D/O9J?B

数据库预测
0@T,Q

的靶基因"并对其

进行
U>VV

的
P?OGa?S

注释)

`

值
d"

!

"<

的
Y?OG

#

a?S

定义为在差异
0@T,Q

中显著富集)

!

!

!

!

<

$蛋白质谱检测$将每组随机选取的
;

只

大鼠各取
#"" 0D

肝脏组织加入
# 0W

裂解液提取总

蛋白"对肝脏蛋白溶液进行定量后用聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测样品完整性"随后对蛋白进行酶解"使用

()TQ`

标签试剂进行肽段标记) 采用岛津
W&

#

!"QX

液相系统
V/0@B@ &#$

柱对样品进行液相分离"通过

岛津
W&

#

!"QK

纳升液相色谱仪进行高效液相分离)

经过液相分离的肽段进入到
>9(

串联质谱仪进行质谱

检测) 原始质谱数据用
+?NJ-O

蛋白质鉴定软件比对

,&X(B2

数据库搜索鉴定) 随后使用
(`H?BO

软件进

行
()TQ`

定量分析"分别在肽段和蛋白水平进行两次

8KT

过滤$

8KT""

!

"#

%"筛选显著差异蛋白"最后进

行差异蛋白
Y?OGa?S

富集分析)

!

!

%

$统计学方法$采用
9Y99 #=

!

"

进行数据
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分析) 计量资料采用
F

'

N

表示"组间比较采用单因素

方差分析联合
9,U

检验)

V2?PGY?I Y2@N0 =

!

"

进

行绘图)

Y d"

!

"<

为差异有统计学意义)

T,Q

及小

T,Q

测序和蛋白质谱的统计分析方法分别见上述)

结$$果

#

$

%

组大鼠体重*肝指数*脂肪指数比较$表
#

%

$实验中无大鼠出现意外死亡) 第
#=

周末"模型组

大鼠体重* 肝指数和脂肪指数均高于对照组

$

Y d"

!

"#

%"治疗组大鼠体重*肝指数和脂肪指数均低

于模型组$

Y d"

!

"#

%)

表
#

%

%

组大鼠的体重*肝指数*脂肪指数比较$$

F

'

N

%

组别
B

体重$

D

% 肝指数$

b

% 脂肪指数$

b

%

对照
#" <==

(

6

'

$

(

# !

(

;#

'

"

(

"< "

(

6:

'

"

(

##

模型
#"

==#

(

6

'

#<

(

$

#

;

(

!"

'

"

(

":

#

#

(

6"

'

"

(

!#

#

治疗
#"

=#"

(

#

'

#"

(

!

$

%

(

;"

'

"

(

"$

$

"

(

=:

'

"

(

##

$

$$注#与对照组比较"

#

Y d"

!

"<

&与模型组比较"

$

Y d"

!

"<

!

$

%

组大鼠血清生化指标比较 $表
!

%$与对照

组比较"模型组大鼠的
QW)

*

Q9)

*

)&

*

)V

*

WKW

及肝

脏
)V

水平均升高"

RKW

降低$

Y d"

!

"<

%"而与模型组

比较"茵栀黄口服液组大鼠
QW)

*

Q9)

*

)X(W

*

)&

*

8XV

和肝脏
)V

水平均降低$

Y d"

!

"<

%)

%

$

%

组大鼠肝脏病理特征比较$图
#

%$与对照

组比较"模型组大鼠的肝脏脂肪变*气球样变和小叶炎

症显著"同时有
%

只出现轻度肝纤维化"所有大鼠均发

展为
,Q9R

) 与模型组比较"治疗组大鼠的肝脏脂肪

变*气球样变和小叶炎症评分均降低&无大鼠出现肝纤

维化) 但因模型组的肝纤维化不明显"故不能认为茵

栀黄口服液对肝纤维化有改善作用)

;

$

%

组大鼠的肝脏差异
0T,Q

分析$表
%

%$模

型组与对照组比较"共有差异基因
%"$

个"其中
!=#

个上调"

;6

个下调&而治疗组与模型组比较"差异基因

有
$:

个"其中
#=

个上调"

6%

个下调) 模型组升高且

治疗组下调的基因共
<=

个"它们富集于
)-44

样受体

信号通路*

,LK

样受体信号通路*

YYQT

信号通路*

,8

#

!X

信号通路*

),8

信号通路和脂肪酸代谢信号通

路"而治疗组出现逆转) 同时筛选出在
,Q9R

状态下

降且
7_R

治疗后上调的基因共
6

个"包括
Q0IGI#

*

8?IN#

*

QIG;

*

QIG=

*

9IN

*

V-O#

和
9H4O!?#

"它们是

氨基水解酶*脂肪酸脱氢酶
#

*乙醇脱氢酶
;

*乙醇脱氢

酶
=

*丝氨酸脱氢酶*天冬氨酸转氨酶和磺基转移酶的

编码基因)

<

$

%

组大鼠肝脏差异
0@T,Q

分析$表
;

%$与

对照组比较"模型组大鼠肝脏有
#:"

个
0@T,Q

显著

上调"

$!

个下调&与模型组比较"治疗组大鼠肝脏有

#$$

个
0@T,Q

显著上调"

$=

个下调) 其中模型组较

对照组升高且治疗组较模型组降低的
0@T,Q

共有

<#

个"模型组较对照组降低且治疗组较模型组升高的

基因共有
%=

个) 模型组"磷脂酰肌醇信号系统*胰岛

素抵抗通路等被激活"而在治疗组这些通路被抑制&而

胆碱代谢*

Q+YU

信号通路和
YYQT

信号通路等在模

型组中被抑制"在治疗组这些通路被激活)

表
!

%

%

组大鼠生化指标比较$$

F

'

N

%

组别
B

QW) Q9)

$

]MW

%

)X(W

$

"0-4MW

%

)& )V RKW WKW 8XV

$

00-4MW

%

肝脏
)V

$

00-4MD

%

对照
#" %6

(

;

'

#

(

: :!

(

#

'

<

(

= #

(

"#

'

"

(

"= "

(

6#

'

"

(

"$ #

(

<:

'

"

(

"< "

(

%%

'

"

(

"# "

(

#;

'

"

(

"# $

(

$!

'

"

(

%: "

(

#"

'

"

(

"#

模型
#"

##;

(

%

'

!=

(

6

#

#="

(

#

'

#=

(

$

#

#

(

#;

'

"

(

!!

#

(

!$

'

"

(

#!

#

!

(

%=

'

"

(

#$

#

"

(

!<

'

"

(

"#

#

"

(

;!

'

"

(

";

#

$

(

<#

'

"

(

<%

"

(

%%

'

"

(

"!

#

治疗
#"

%:

(

"

'

!

(

#

$

#""

(

=

'

=

(

$

$

"

(

<$

'

"

(

"<

$

"

(

=<

'

"

(

"6

$

!

(

<;

'

"

(

!= "

(

!!

'

"

(

"# "

(

%<

'

"

(

";

=

(

%$

'

"

(

;6

$

"

(

!<

'

"

(

"!

$

$$注# 与对照组比较"

#

Y d"

!

"<

&与模型组比较"

$

Y d"

!

"<

图
#

%

%

组大鼠肝脏病理特征比较$$ %

;""

%
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表
%

%

%

组大鼠肝脏的
0T,Q

富集通路

(K

名称
基因

个数
`

值

2B-";"=! &G/0-Z@B/fN@DB?4@BDfP?OGa?S : "

(

""" ""

2B-";=!" )-44

#

4@Z/f2/J/PO-2fN@DB?4@BDfP?OGa?S 6 "

(

""" ""

2B-";"=" &SO-Z@B/

#

JSO-Z@B/f2/J/PO-2f@BO/2?JO@-B 6 "

(

""" "#

2B-";=!# ,LK

#

4@Z/f2/J/PO-2fN@DB?4@BDfP?OGa?S = "

(

""" "#

2B-"%%!" YYQTfN@DB?4@BDfP?OGa?S ; "

(

""" #!

2B-";=<6 (W

#

#6fN@DB?4@BDfP?OGa?S ; "

(

""" !#

2B-";"=; ,8

#

Z?PP?fXfN@DB?4@BDfP?OGa?S ; "

(

""" !!

2B-";==$ ),8fN@DB?4@BDfP?OGa?S ; "

(

""" %;

2B-"#!#! 8?OOSf?J@If0/O?1-4@N0 % "

(

""" =%

2B-"#";" X@-NSBOG/N@Nf-AfHBN?OH2?O/IfA?OOSf?J@IN ! "

(

""% 6;

表
;

%

%

组大鼠肝脏的
0@T,Q

预测靶基因富集通路

(K

名称
基因

个数
`

值

模型组
M

对照组上调且治疗组
M

模型组下调

2B-";"6" YG-NPG?O@IS4@B-N@O-4fN@DB?4@BDfNSNO/0 #! "

(

""" "#

2B-";#!" ]1@\H@O@Bf0/I@?O/IfP2-O/-4SN@N : "

(

"": <=

2B-""<=! (B-N@O-4fPG-NPG?O/f0/O?1-4@N0 = "

(

"#% :#

2B-"#<!# >V8TfOS2-N@B/fZ@B?N/f@BG@1@O-2f2/N@NO?BJ/ = "

(

"#= %;

2B-";:%# (BNH4@Bf2/N@NO?BJ/ 6 "

(

"!" ;:

2B-";6%" W-BD

#

O/20fI/P2/NN@-B < "

(

"!# #$

2B-""="" 9PG@BD-4@P@If0/O?1-4@N0 ; "

(

"%= <<

2B-";#<" 0)LTfN@DB?4@BDfP?OGa?S $ "

(

";% ";

模型组
M

对照组下调且治疗组
M

模型组上调

2B-";##< P<%fN@DB?4@BDfP?OGa?S ## "

(

""" 6=

2B-";"=$ 8-FLfN@DB?4@BDfP?OGa?S #= "

(

""" $6

2B-"""6! 9SBOG/N@Nf?BIfI/D2?I?O@-Bf-AfZ/O-B/f1-I@/N ; "

(

""% %;

2B-";#<! Q+YUfN@DB?4@BDfP?OGa?S #; "

(

""% ;$

2B-"%%!" YYQTfN@DB?4@BDfP?OGa?S #" "

(

""= 6<

2B-";#<" 0)LTfN@DB?4@BDfP?OGa?S #; "

(

"#6 $#

2B-"<!%# &G-4@B/f0/O?1-4@N0f@BfJ?BJ/2 #" "

(

"!" 6%

2B-";#<# Y(%U

#

QZOfN@DB?4@BDfP?OGa?S !; "

(

"%< $:

=

$

%

组大鼠的肝脏差异蛋白分析$表
<

%$与对

照组比较"模型组大鼠的肝脏中有
!:<

个蛋白显著上

调"

!#=

个下调&而与模型组比较"治疗组大鼠的肝脏

有
#%;

个蛋白显著上调"

##;

个下调) 模型组比对照

组升高且治疗组比模型组降低的交集蛋白共
%<

个"

将它们进行通路富集未发现显著调控通路&模型组比

对照组降低且治疗组比模型组升高的蛋白共
%<

个"

在模型组中氧化磷酸化*

YYQT

信号通路*丙酮酸代

谢*

,Q8WK

等相关通路被抑制"而治疗组这些通路

则发生逆转) 治疗组可显著改善线粒体功能*促进

氧化磷酸化反应#线粒体呼吸链复合体
#

$

,QKR

脱

氢酶%和复合体
$

$细胞色素
&

还原酶%的多个亚基

$包括
,IHA?;

*

:

*

#!

等%在模型组下调"治疗组则显

著逆转)

表
<

%

%

组大鼠肝脏的差异蛋白富集通路

(K

名称
基因

个数
`

值

2B-""#:" LF@I?O@./ PG-NPG-2S4?O@-B ; "

(

"#; =#

2B-"%%!" YYQT N@DB?4@BD P?OGa?S % "

(

"!# !#

2B-";6#; )G/20-D/B/N@N ; "

(

"%< <"

2B-""=!" YS2H.?O/ 0/O?1-4@N0 ! "

(

";" "$

2B-";6!% T/O2-D2?I/ /BI-J?BB?1@B-@I N@DB?4@BD % "

(

";" "$

2B-";:%! ,-B

#

?4J-G-4@J A?OOS 4@./2 I@N/?N/

$

,Q8WK

%

% "

(

";" "$

讨$$论

近年来"

,Q8WK

的发病机制逐渐由原来的+双重

打击学说,演变为现在的+多重打击学说,"认为肝脏

的脂质沉积促进肝细胞脂肪变的发生"进而引起多重

打击"最终导致
,Q9R

*肝硬化甚至肝细胞癌'

#<

(

) 简

单来说"就是高水平的脂质代谢物如游离脂肪酸等可

以导致线粒体功能障碍*内质网应激"从而引起各种炎

症级联反应包括释放氧自由基*募集免疫细胞和其他

炎性介质"进而导致细胞损伤*凋亡和纤维重塑) 因

,Q9R

的复杂发病机制涉及多种不同通路"针对

,Q9R

的治疗应靶向细胞分子事件的多个关键节点

才能达到有效治疗目的)

茵栀黄口服液作为一种中草药含有多种成分"可

通过不同组分的协同作用靶向多个治疗位点"而系统

生物学研究作为一种宏观的整体论方法改变了基于单

个或少数几个基因的微观研究模式"具有整体性和高

通量的特征"成为我们研究中草药作用机制的一个有

力工具'

#=

(

) 联合的多组学平台的整合有助于我们从

基因*转录和蛋白质等不同水平对药物的作用机制进

行整体的认识"同时也可对彼此的实验结果进行验证"

从而得出更准确和有说服力的结论'

#6

(

)

在
,Q8WK

患者中"肝脏脂质沉积和清除的不平

衡导致了肝脂肪变的发生"这在胰岛素抵抗时尤为明

显'

#$

"

#:

(

) 本研究发现"使用茵栀黄口服液治疗

,Q9R

大鼠可以在基因和蛋白水平抑制肝脏脂肪的

生成*促进其代谢)

YYQT

是参与脂质代谢*能量平衡

和炎症的转录调控的核受体"

YYQT

信号通路中包括

了参与脂质代谢的多个调控节点'

!"

(

) 其中"茵栀黄口

服液可以显著下调在
,Q9R

中升高
8?1P

和
9JI

的

表达"同时上调在
,Q9R

中降低的
+/#

*

8?IN!

*

Y/P

#

JZ

的表达) 研究证实"

8?1P

可促进肝细胞的脂质沉

积"下调
8?1P

可显著减轻体重*改善肝细胞脂肪

变'

!#

(

&

9JI

是肝脏脂质从头合成途径的限速酶"可促

进肝脏
)V

的沉积"抑制脂质从头合成已被作为

,Q8WK

等代谢性疾病的潜在治疗靶点展'

#$

(

&增加的
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可促进体内的饱和脂肪酸脱氢生成不饱和脂

肪酸"进而参与脂肪酸的
%

氧化"对脂肪肝具有保护

作用'

!!

(

&

Y/PJZ

可以加速脂肪的动员"促进脂肪酸的

%

氧化'

!%

(

&

+/#

可加速三羧酸循环"抑制甘油三酯的

形成'

!;

"

!<

(

) 因此茵栀黄口服液可以通过抑制脂质的

摄取和合成"促进脂质的代谢和氧化来减少肝内脂质

的沉积)

线粒体对于脂肪的代谢和能量的产生至关重要"

同时也可以调节先天免疫反应来控制炎症的发生"线

粒体功能障碍可引起氧化应激的产生"从而导致

,Q9R

的发生发展'

!=

(

) 笔者研究发现"

,Q9R

大鼠

肝脏中存在线粒体呼吸链复合体表达下调*氧化磷酸

化受阻"这会影响能量合成*干扰脂肪酸的
%

氧化*导

致氧自由基产生过多'

!6

(

) 使用茵栀黄口服液治疗后"

大鼠的线粒体呼吸链复合体
#

和复合体
$

的表达上

调"呼吸链功能恢复"氧化磷酸化水平升高"可加速脂

肪酸的
%

氧化"抑制氧自由基的生成)

此外"

,Q9R

发生时还存在肝细胞损伤和肝内炎

性细胞的聚集'

!$

(

) 我们的研究在
,Q9R

大鼠肝脏中

证实参与炎症反应的
W1P

*

9O?O#

和多种趋化因子配

体显著升高"而茵栀黄口服液可显著降低它们的表达)

已有研究报道"

,Q9R

患者血清中的
W1P

水平与肝脏

小叶炎症程度*血清
&

反应蛋白和
Q9)

水平存在正

相关'

!:

"

%"

(

"敲除
W1P

的小鼠肝脏病理学特征显著缓

解'

%#

(

) 多种炎性介质如白介素
=

可激活
9O?O#

引起

细胞内信号转导"促进炎症反应的发生"而抑制
9O?O#

可以抑制趋化因子的释放"控制炎症信号的级联放

大'

%!

(

) 趋化因子可以促进炎症部位白细胞的迁移*生

长和激活"趋化因子及其受体在
,Q9R

患者的肝脏中

表达显著增加'

%%

(

) 其中"已有研究证实抑制
&J4!

和

&FJ4#"

的药物可抑制巨噬细胞肝内浸润"缓解肝脏炎

症'

%;

"

%<

(

) 因此"茵栀黄口服液可以通过下调
W1P

和

9O?O#

的表达和抑制多种趋化因子产生来缓解
,Q9R

的肝内炎症)

综上所述"通过联合
T,Q

和小
T,Q

测序技术及

蛋白质谱技术发现"茵栀黄口服液可通过抑制脂质的

摄取和合成与促进脂质代谢和
%

氧化来减少肝内脂

质的沉积*通过使上调线粒体呼吸链复合体的表达抑

制氧自由基的产生*通过下调炎症相关蛋白和抑制多

种趋化因子来缓解
,Q9R

的肝内炎症"从而减轻

,Q9R

大鼠的体重*降低血清转氨酶*缓解肝脏病理

学损伤) 这为茵栀黄口服液将来用于
,Q9R

的临床

治疗提供了理论依据)
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