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!基础研究!

基于内源性大麻素探讨皂术茵陈方治疗

非酒精性脂肪性肝炎的作用机制

庄鸿莉#

$张利敏!

$许诗霖!

$梁惠卿%

$赖鹏华!

$高凉琴8

$许玲夏!

$周志佳!

$陈少东!

摘要$目的$研究皂术茵陈方对非酒精性脂肪性肝炎大鼠的药理效应及对内源性大麻素的作用机制"

方法$

%"

只
*?JK>L

雄性大鼠随机分为正常组#模型组和治疗组$每组
#"

只" 造模
#!

周期间$正常组给予

普通饲料喂养$模型组和治疗组给予高脂饲料以复制非酒精性脂肪性肝炎模型" 从第
5

周开始$治疗组给予

皂术茵陈方灌胃治疗
4

周" 检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶%

MN)

&#天冬氨酸氨基转移酶%

MO)

&活性$肝

组织甘油三酯%

)P

&#总胆固醇%

)&

&'

Q<

染色法观察大鼠肝组织的病理变化'采用高效液相色谱 "质谱联

用法%

N&H+O

&检测肝组织
!

#花生四烯酸甘油%

!

#

MP

&含量'通过
R;>1

#

K?=; S&R

法检测大鼠肝组织脂肪酰

胺水解酶%

TMMQ

&和单酰基甘油酯酶%

+PN

&

=R,M

表达水平" 结果$与正常组比较$模型组大鼠肝组织

内出现明显脂肪沉积和炎症损伤$血清
MN)

#

MO)

活性明显升高%

S U"

!

"#

&$肝组织
)P

#

)&

含量升高%

S U

"

!

"#

&'肝组织大麻素
!

#

MP

含量显著升高%

S U"

!

"#

&$

TMMQ

#

+PN =R,M

表达降低%

S U"

!

"#

&" 治疗组

与模型组比较$治疗
4

周后血清
MN)

#

MO)

活性#肝组织
)P

#

)&

#大麻素
!

#

MP

含量明显降低%

S U"

!

"3

&$

TMMQ

#

+PN =R,M

表达升高%

S U"

!

"#

&" 结论$皂术茵陈方对非酒精性脂肪性肝炎具有良好的治疗作

用$其作用机制与抑制内源性大麻素密切相关"

关键词$皂术茵陈方' 非酒精性脂肪性肝炎' 内源性大麻素
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$$非酒精性脂肪性肝炎$

A-A

#

>1F-V-1?F JK;>K-V;Z

#

>K?K?J
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,MOQ

%是非酒精性脂肪性肝病$

A-A

#

>1F-V-1?F

W>KK^ 1?.;L @?J;>J;

!

,MTN6

%出现细胞坏死!炎症损

伤的病理阶段!可进一步进展为肝纤维化'肝硬化!逐

步替代慢性乙型肝炎!成为我国第一大肝病!因此加强

,MOQ

的防治!截断其发展具有重要的意义( 本病西

医治疗多采用对症处理'保肝降酶'抗炎抗氧化!但缺

乏有效的手段)

#

*

!中药复方因其作用多途径'多环节

的作用特点成为防治
,MOQ

的研究热点!皂角刺茵陈

方以经典方茵陈汤为基础配伍皂角刺和白术而成!前

期临床工作已证实皂术茵陈方治疗
,MOQ

作用显

著)

!

"

8

*

( 新近研究表明!内源性大麻素系统与
,MTN6

发生'发展密切相关!其中内源性大麻素受体
#

$

F>A

#

A>[?A-?@ L;F;ZK-L #

!

&:#

%'大麻素受体
!

$

F>AA>[?

#

A-?@ L;F;ZK-L !

!

&:!

%参与调控机体脂质代谢'肝脏

炎症损伤)

3

*

!内源性大麻素
!

"花生四烯酸甘油$

!

#

>L>FV?@-A-^1B1^F;L-1

!

!

#

MP

%通过激活
&:#

促进食

欲'增加能量摄入!并增加脂肪组织分解脂肪!促进
)P

向肝脏转移促使脂肪肝产生)

4

!

5

*

( 而参与水解内源性

大麻素的两种水解酶分别是脂肪酰胺水解酶$

W>KK^

>F?@ >=?@; V^@L-1>J;

!

TMMQ

%和单酰基甘油酯酶

$

=-A->F^1B1^F;L-1 1?Z>J;

!

+PN

%!也有报道可独立

影响体内脂质代谢)

2

*

( 本研究以内源性大麻素为切

入点!探讨皂术茵陈方对
,MOQ

大鼠的治疗作用及其

作用机制(

材料与方法

#

$动物$

*?JK>L

雄性大鼠
%"

只!清洁级!体重

$

!!"

%

#"

%

B

!

#"

周龄!由上海斯莱克实验动物有限公

司提供!许可证号#

O&9a !"#!

"

"""!

( 实验动物饲

养于厦门大学医学院实验动物中心!自由饮水!饲养温

度控制在
!" b!!

&!相对湿度
43c b5"c

( 本实验

方案通过厦门大学实验动物伦理委员会审查 $

,-/

9+\NM&!"#!""!"

%(

!

$药物$皂术茵陈方由皂角刺
#3 B

'炒白术

#3 B

'茵陈蒿
#3 B

'栀子
$ B

'姜黄
4 B

组成!购于北京

同仁堂厦门市思明区禾祥中医门诊部!由厦门大学医

学院中医系协助制备!制备药物浓度为
4!3 =BH=N

(

%

$试剂$

MN)

试剂盒$生产批号#

!"#4"%"#

%&

MO)

试剂盒$生产批号#

!"#4"%"#

%&

)P

试剂盒$生

产批 号#

!"#4"%#3

%&

)&

试 剂 盒 $ 生 产 批 号#

!"#4"%#4

%!以上试剂盒购自南京建成生物工程研

究所(

8

$仪器设备$

+?A?

#

4a

微型离心机&

&QGN

#

#4+

高速台式冷冻离心机$湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司%&

+!"""

多功能酶标仪 $瑞士
);F>A

公司%&

QS #!""

高效液相色谱仪$安捷伦科技有限公司%&

dKL>Z %!""

质谱仪$美国
M:

公司%&罗氏
N?BVK&^

#

F1;L 82"!

罗氏荧光定量
S&R

(

3

$分组'造模及给药$

%"

只
*?JK>L

雄性大鼠按

随机数字表法分为正常组'模型组'治疗组( 除正常组

大鼠给予普通饲料外!其他两组大鼠给予高脂饮食)

$

*

$改良高脂饲料配方为#

2%

!

!3c

基础饲料'

#"c

猪油'

#

!

3c

胆固醇'

3c

蔗糖'

"

!

!c

脱氧胆酸钠'

"

!

"3c

丙

硫氧嘧啶%喂养
#!

周!复制非酒精性脂肪性肝炎模

型( 治疗组自第
5

周起!按每天
53 =BH`B

剂量给予

皂术茵陈方灌胃!按成人体重为
4" `B

计算大鼠每日

常规用药量)

#"

*

!持续
4

周( 实验结束后!各组大鼠经

腹主动脉取血'收集肝脏组织并称重!将肝脏组织固定

在
#"c

多聚甲醛中用于组织病理学分析!将剩余的肝

脏储存于"

2"

&!用于生化分析(

4

$指标检测及方法

4

!

#

$比较各组大鼠体重'肝湿重'肝指数$肝湿

重
H

大鼠体重'

#""c

%(
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$观察大鼠肝脏外观变化

4

!

%

$肝组织病理检测$肝组织石蜡切片行
Q<

染色!光镜下观察肝组织的脂肪变性程度(

4

!

8

$血清
MN)

'

MO)

活性检测$采用比色法检

测各组血清
MN)

'

MO)

活性(

4

!

3

$肝组织
)&

'

)P

含量检测$称取
#"" =B

肝

组织!在离心管中加入
"

!

$ =N

无水乙醇( 在冰水浴中

用电动匀浆器将肝组织匀浆!并在
8

&以
! 3"" LH=?A

离心
#" =?A

!取
!

!

3 "N

上清液进行
)&

'

)P

测定( 使

用
)&

'

)P

试剂盒分别测定各组肝组织
)&

'

)P

含量(

4

!

4

$大麻素及大麻素水解酶检测$采用液相色

谱"质谱联用法$

N&

#

+O

%检测大鼠肝组织内源性大

麻素
!

#

MP

含量( 采用
R;>1

#

K?=; S&R

检测内源性

大麻素水解酶的
=R,M

表达(

5

$统计学方法$所有数据均采用
OSOO #4

!

"

软件包进行统计学分析( 计量资料均以
D

%

J

表示(

满足正态性和方差齐性!采用单因素方差分析!组间比

较采用
]

检验(

S U"

!

"3

为差异有统计学差异(

结$$果

#

$各组大鼠体重'肝湿重'肝指数比较$表
#

%$

与正常组比较!模型大鼠体重'肝湿重'肝指数有显著

升高$

S U"

!

"3

!

S U"

!

"#

%&与模型组比较!治疗组大

鼠体重'肝湿重'肝指数降低$

S U"

!

"#

%(

表
#

$各组大鼠体重'肝湿重'肝指数比较$$

D

%

J

%

组别
A

体重$

B

%$ 肝湿重$

B

%$ 肝指数$

c

%$
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#" %3#

%

!"

(

3! #"

(

%!

%

"

(

48 !

(

44

%

"

(
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模型
#"

8"4

%

!"

(

%%

!

#$

(

8%

%

"

(

5$

!!

8

(

53

%

"

(

!#

!!

治疗
#"

%4#

%

!%

(

4!

"
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$各组大鼠肝脏外观比较$肉眼观察正常组大

鼠肝脏外观呈红褐色!边缘锐利!表面光滑无结节!质

地柔韧富有弹性&模型组大鼠肝脏表面颜色变淡!肝缘

厚钝!触感油腻!体积变大&治疗组肝脏外观呈暗红色!

边缘'质地较模型组大鼠均有所改善(

%

$各组大鼠肝组织病理改变$图
#

%$较之正常

组!模型组大鼠肝组织均出现不同程度的脂肪变性和

气球样变!治疗组大鼠脂肪变性程度及细胞肿胀明显

减轻!细胞内脂滴数量减少!体积变小!炎性细胞浸润

及坏死灶较模型组少(

8

$各组大鼠血清
MN)

'

MO)

活性'肝组织
)P

'

)&

含量比较$表
!

%$与正常组比较!模型组大鼠血清

MN)

'

MO)

活性以及肝组织
)P

'

)&

含量明显升高

$

S U"

!

"#

%&与模型组比较!治疗组大鼠血清
MN)

'

MO)

活性以及肝组织
)P

'

)&

水平降低$

S U"

!

"3

%(

$$注#

M

为正常组&

:

为模型组&

&

为治疗组

图
#

$各组大鼠肝组织形态学变化$$
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$各组大鼠肝组织内源性大麻素含量及大麻素

水解酶
=R,M

表达比较$表
%

%$与正常组比较!模型

组肝组织
!

#

MP

含量增加$

S U"

!

"3

%!而大麻素水解

酶
TMMQ

'

+PN =R,M

表达降低$

S U"

!

"#

%&与模型

组比较!治疗组
!

#

MP

含量降低$

S U "
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%!

TMMQ

'

+PN =R,M

表达水平升高$
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表
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$各组大鼠肝组织内源性大麻素含量及

大麻素水解酶
=R,M

表达比较$$
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讨$$论

,MTN6

是与胰岛素抵抗 $

?AJE1?A L;J?JK>AF;

!

(R

%及遗传易感性密切相关的一种代谢应激性肝损

伤)

##

*

( 肝脏是内源性大麻素作用的重要靶点之一( 有

研究已经证明内源性大麻素通过其受体介导而参与脂

质代谢的调节参与各种肝脏疾病过程!在肝脏炎症损

伤'肝纤维化中起重要作用)

#!

*

( 高脂饮食可诱导体内

&:#

表达增加!进而激活肝脏脂肪合成基因主要转录

因子$

JK;L-1

#

L;BE1>K-L^ ;1;=;AK [?A@?AB ZL-K;?AJ

#

#F

!

OR<:S

#

#F

%及其靶酶乙酰辅酶
M

羧化酶$

>F;K^1

&-M F>L[-D^1>J;

!

M&&

%和脂肪酸合成酶$

W>KK^ >F?@

J^AKV;K>J;

!

TMO

%!促进脂肪酸的合成&同时抑制肉碱

棕榈酰转移酶$

F>LA?K?A; >F^1

#

KL>AJW;L>J;

!

&S)

#

#

%
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,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

活性!减少脂肪
#

#氧化( 最终导致体内甘油三脂增加!

致使肥胖和脂肪肝的产生)

#%

*

( 有研究证明!

&:#

的表

达增加!会导致
(R

!促进肝脏炎症反应!加快
,MTN6

病

程的进展恶化( 而使用
&:#

拮抗剂利莫那班等可以改

善脂质堆积和炎症损伤症状)

#8

!

#3

*

(

皂术茵陈方以皂刺活血化痰!白术健脾益气!茵陈

清热利湿!栀子清热泻火!姜黄活血化瘀( 全方共奏清

热利湿'化瘀活血之功效( 本实验结果显示!皂术茵陈

方能显著减轻大鼠体重和肝湿重'降低
MN)

'

MO)

活

性以及
)P

'

)&

含量!表明该方具有显著的治疗

,MOQ

的药理效应( 值得注意的是!

N&

#

+O

结果显

示!皂术茵陈方能够显著降低大鼠肝组织
!

#

MP

含量!

这可能是其治疗
,MOQ

的作用机制之一( 通过减少

!

#

MP

的含量!可以减少其与相应受体
&:#

的结合!

进而减少下游因子生物效应( 有研究证明
TMMQ

的

含量减少会通过反馈性引起中枢性甲状腺功能减退

症!进而导致脂质堆积和胰岛素抵抗产生)

#4

*

( 本实验

R;>1

#

K?=; S&R

结果提示!皂术茵陈方能升高内源性

大麻素的两种水解酶的表达!

TMMQ

'

+PN

的表达增

加可以加速水解体内
!

#

MP

!进而减少与其受体
&:#

'

&:!

的结合( 上述实验结果表明皂术茵陈方通过调

控内源性大麻素系统进而调节
,MOQ

大鼠体内的脂

质水平!改善组织脂肪变性!有效清除自由基( 其作用

机制可能与通过降低内源性大麻素含量!增加内源性

大麻素水解酶表达!进而提高大鼠抗氧化能力'减轻氧

化损伤有关(

利益冲突!无(
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