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高脂及劳倦伤脾大鼠有机阴离子转运肽

0=IJ!K# <L2M

及蛋白表达研究

潘爱珍%董%霄%张诗军%项%婷%陈泽雄%林佑武

摘要%目的%观察脾虚状态下大鼠有机阴离子转运肽
0=IJ!K#

基因和蛋白表达!探讨
0=IJ!K#

在湿浊转

运中的作用" 方法%

!9

只大鼠随机分为正常组#高脂组#劳倦组!每组
3

只" 造模成功后!每只大鼠取肺#脾#

肝#肾#胃#小肠#大肠组织各
#

块" 劳倦组单号日期采用特制束缚筒!每次
$ @

!双号日期令大鼠在冷水

$

#"

&

#

% '中游泳
% <>C

!连续
#!

周" 模型组#正常组常规标准大鼠颗粒饲料喂养
#!

周!高脂组大鼠以高脂

饲料喂养
#!

周!均自由饮食饮水" 采用
L)

#

N&L

#

*:AI:OC P-0I

法检测肺#脾#肝#肾#胃#小肠#大肠组织

0=IJ!K# <L2M

#蛋白表达" 结果%高脂组肾#肝
0=IJ!K# <L2M

含量高于正常组及劳倦组$

N Q"

!

"#

!

N Q

"

!

"8

%&正常组
0=IJ!K# <L2M

表达量由高至低为肝
R

肺
R

脾
R

大肠
R

小肠
R

肾
R

胃&劳倦组
0=IJ!K# <L

#

2M

表达量由高至低为肝
R

肺
R

大肠
R

脾
R

肾
R

胃
R

小肠&高脂组
0=IJ!K# <L2M

表达量由高至低为肝
R

肺

R

脾
R

小肠
R

肾
R

大肠
R

胃" 肺组织
0=IJ!K#

蛋白表达量由高至低为劳倦组
R

正常组
R

高脂组$

N R"

!

"8

%"

脾组织
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为高脂组
R

正常组
R

劳倦组$

N R"

!

"8

%&肾组织
0=IJ!K#

蛋白表达量由高

至低为正常组
R

劳倦组
R

高脂组$

N R"

!

"8

%&肝组织
0=IJ!K#

蛋白表达量由高至低为正常组
R

高脂组
R

劳倦

组$

N R"

!

"8

%&其中胃#大肠#小肠中
0=IJ!K#

蛋白表达量极低" 正常组
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为肺
R

脾

R

肝!肾
R

胃#大肠#小肠&劳倦组
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为'肺
R

脾
R

肾
R

肝
R

胃#大肠#小肠&高脂组

0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为'脾
R

肺
R

肾
R

肝
R

胃!大肠!小肠!差异无统计学意义$

N R"

!

"8

%" 结论%肝#肾

等脏器在脾失健运状态下的湿浊转运中可能发挥重要作用!

0=IJ!K#

是机体参与湿浊运化的物质基础之一"

脾主运化湿浊的功能!可能不仅包括胃肠道的功能在内!而且也可能包括一部分肝脏及肾脏的功能"

关键词%湿浊&伤脾&有机阴离子转运肽
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%%随着社会经济的发展及生活节奏的加快!人们饮

食习惯和生活方式的改变! 疾病谱不断发生新的变

化!其中不乏与脾虚水液代谢失常相关的'新(的疾病

发生!迫切需要提出科学假说!从新的角度对脾虚水液

运化失常)湿浊内生的机制进行研究* 水液代谢包括

对水谷精微)水)湿浊等三部分的运化!依赖于机体多

个脏腑功能的协调平衡!其中尤以肺)脾$胃%)肾)三

焦的功能最为重要* 目前!对水液中之精微物质以及

水的运化研究较多!但是对水液中湿浊的运化机制研

究较少!在一定程度上阻碍了水液代谢理论的深入研

究* 有机阴离子转运肽$

0OW=C>E =C>0C IO=CAJ0OI:O

J0-.J:JI>T:

!

0=IJ

%可高效地对多种生物体异物转运!

本研究选取在动物机体内各组织中广泛分布的
0=IJ

亚家族
0=IJ!K#

作为研究对象!观察
0=IJ!K#

在脾虚

大鼠各脏腑组织的表达变化!探讨其在湿浊转运中的

意义* 现将研究结果报告如下*

材料与方法

#

%动物%

4

周龄
SNZ

级
SF

雄性大鼠
!9

只!体

重
#8"

)

#3" W

!由广东省实验动物中心提供!生产许

可证号#

S&7b

$粤%

!""$

"

"""#

!适应性饲养
!

周!饲

养环境#清洁级动物实验室!温度
!!

)

!4

'!相对湿

度
4"c

)

3"c

!定时通风换气!常规标准大鼠颗粒饲

料喂养* 自由饮食)饮水)活动)睡眠*

!

%试剂及仪器%

!

#

=EI>CA

$

<0,A:

%单克隆抗

体)

GM)N

#

P

$

W0=I

%购自
SM2)M &L_6

!

MCI>

#

W0=I

(W\

#

YLN

购自
6S\P

#

P(G

公司*

L2M>A0 N-,A

提取

试剂 $购自
)=b=L=

!批号#

F5#"3M

%&

8

*逆转录

K,VV:O

!

8

*定量
N&L K,VV:O

!

T2)NA

!

++]/

!

)=a

酶

等购自广州华银医药科技有限公司&

G->W0)

购自
NO0

#

<:W=

* 台式低温离心机购自
Y:II>E@ 6;2)L(Z_

#

\;2

!型号#

_2(*;LSM] $!L

&超低温冰箱购自

SM2^G

!型号#

_])LM ]G*

&生物安全柜购自
P>0

#

=:O

!型号#

PS&

#

#8""" P!

&荧光
N&L

仪购自
P(G

#

LMF

!型号#

+' GN)(&G2!

&紫外分光光度计购自

P(G

#

LMF

!型号#

A<=OI AJ:E J-,A

&普通
N&L

仪购自

P(G

#

LMF

!型号#

+' WO=T>:CI

*

$

%动物分组及模型制备%将大鼠随机分成正常
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3

只%)劳倦伤脾组$劳倦组!

3

只%及高脂饮食组

$高脂组!

3

只%* 劳倦伤脾大鼠模型制备方法#参照文

献+

#

,!采用束缚加游泳的方法!单号日期进行束缚!

使动物钻进束缚筒内!并调节到不产生强烈反抗的紧

张程度!平架在木板上!

$ <>C

后!取出大鼠* 双号日

期进行冷水游泳! 令大鼠在不同时间到冷水

$

#"

&

#

% '中游泳
% <>C

!造模时间为
#!

周* 高脂伤

脾大鼠模型制备方法#大鼠放入自然环境中以高脂饲

料喂养
#!

周!自由进食)饮水* 高脂饮料购自广东省

动物实验中心!其热量组成为#基础饲料
88c

)猪油

#8c

)蔗糖
!#c

)蛋黄粉
3

!

8c

)胆酸盐
"

!

8c

* 正常

组#常规饮食及自然环境!自由进食)饮水
#!

周* 脾

虚判定标准+

!

,

#精神萎靡!嗜卧懒动$扎堆%&食欲不

振&便溏$肛周不洁%&饮水减少*

9

%检测指标及方法

9

!

#

%一般体征观察%实验过程中每天密切观察

大鼠的一般状态!如饮食量)体重)生长体态)粪便情

况)精神状态)活动状态)被毛色泽等*

9

!

!

%组织
0=IJ!K# <L2M

表达检测%用
$c

戊

巴比妥钠
"

!

! <]H#"" W

腹腔注射!对大鼠进行麻醉!

每只大鼠分别取肺)脾)肝)肾)胃)小肠)大肠组织各
#

块!每块
#

)

#

!

8 W

!放入冻存管&所用标本均在
#8

<>C

内放入 "

3"

'冰箱保存* 采用
L)

#

N&L

法测

定* 按照试剂盒说明书提取总
L2M

!测定纯度和浓

度* 引物序列如下#

LM) GM)N!K#

上游#

8

(

\M)M

#

M\M&&&)\\&M\)\\\M$

(&

LM) GM)N!K#

NLGP;

#

ZM+

#

&MM))&M)\&)&&)\&\M\)\))

#

\\&&

#

PYd#

&

LM) GM)N!K#

下 游#

8

(

\M)\

#

\&M&)\&&M)\\M)&M&$

(&

LM) \MNFY

上游#

8

(

\MM\&)&M)))&&)\\)M)\M&MM)\$

(&

LM)

\MNFY NLGP;

#

ZM+

#

)M) \\&)M&M\&MM

#

&M\\\)\\)\\M&

#

PYd#

&

LM) \MNFY
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4"

'
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!读
ZM+

荧光数值!

9"

个循环* 反应结束后电脑自动分析并计

算肺)脾)肝)肾)胃)小肠)大肠
0=IJ!K# <L2M

表

达!按
!

"

!!&I表示*

9

!

$

%组织
0=IJ!K#

蛋白表达检测%采用
*:AI

#

:OC P-0I

法检测!使用凯基全蛋白提取试剂盒提取大

鼠各组织总蛋白* 肺)脾)肝)肾)胃)大肠)小肠组织匀

浆!

9

'!

#" """ O H<>C

离心
8 <>C

!

4" <>C

得膜蛋

白)

SFS

电泳)转膜)封闭)杂交一抗)二抗!

;&]

化学

发光法检测!以
J

#

I,K->C

$

88 `,

%为参照计算目标蛋

白表达水平*

8

%统计学方法%采用
SNSS #$

!

"

统计软件!数

据采用
U

&

A

表示!多组均数间的比较采用方差分析!

非正态分布数据采用
bO,A`=-

#

*=-->A

检验&两组间比

较采用
+=CC

#

*@>IC:. _

检验!

N Q"

!

"8

为差异有统

计学意义*

结%%果

#

%各组大鼠一般状态比较%造模
9

)

8

天后!劳

倦组大鼠开始出现食欲不振! 饮水量减少* 第
%

天出

现明显嗜卧懒动! 精神萎靡不振!便溏$肛周不洁%等*

造模结束后!劳倦组大鼠身体羸弱! 毛色晦暗发黄!平

均体重较正常组减低+正常组#实验前体重$

#%8

!

!

&

5

!

!

%

W

!实验后 $

$#4

!

#

&

#!

!

9

%

W

&劳倦组#实验前

$

#%$

!

8

&

#"

!

#

%

W

!实验后体重$

!8%

!

$

&

##

!

%

%

W

,*

高脂组造模第
#

个月中!大鼠体重逐渐增加!精神活

跃!毛发光泽&第
!

个月开始出现食欲不振!体重较前

减轻!精神萎靡!嗜卧懒动!毛发疏松粗糙!晦暗无光

泽!大便溏稀* 造模结束后!劳倦伤脾组及高脂组均符

合造模标准*

!

%各组大鼠各组织
0=IJ!K# <L2M

表达比较

$表
#

%%与正常组比较!高脂组肾)肝
0=IJ!K# <L

#

2M

表达升高$

N Q"

!

"#

%* 与劳倦组比较!高脂组肾)

肝
0=IJ!K# <L2M

表达升高$

N Q"

!

"8

%* 正常组与

劳倦组
0=IJ!K# <L2M

表达比较!差异无统计学意

义$

N R"

!

"8

%* 正常组
0=IJ!K# <L2M

表达由高至

低为肝
R

肺
R

脾
R

大肠
R

小肠
R

肾)胃$

N R"

!

"8

%&劳

倦组
0=IJ!K# <L2M

表达由高至低为肝
R

肺
R

大肠

R

脾
R

肾
R

胃
R

小肠$

N R"

!

"8

%&高脂组中
0=IJ!K#

<L2M

表达由高至低为肝
R

肺
R

脾
R

小肠
R

肾
R

大

肠
R

胃$

N R"

!

"8

%*

$

%各组大鼠各组织
0=IJ!K#

蛋白表达比较$表

!

!图
#

%%肺组织
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为#劳

表
#

$各组大鼠各组织
0=IJ!K# <L2M

表达比较%$

U

&

A

%
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C
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$各组大鼠各组织
0=IJ!K#

蛋白表达比较%$

U

&

A

%

组别
C

肺 脾 肾 肝 胃 大肠 小肠

正常
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$
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图
#

$各组大鼠肺)脾)肾)肝组织
0=IJ!K#

蛋白表达

倦组
R

正常组
R

高脂组$

N R"

!

"8

%&脾组织
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为#高脂组
R

正常组
R

劳倦组$

N R

"

!

"8

%&肾组织
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为#正常组

R

劳倦组
R

高脂组$

N R"

!

"8

%&肝组织
0=IJ!K#

蛋白

表达由高至低为#正常组
R

高脂组
R

劳倦组 $

N R

"

!

"8

%&其中胃)大肠)小肠
0=IJ!K#

蛋白表达量极低*

正常组
0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为#肺
R

脾
R

肝!

肾
R

胃)大肠)小肠&劳倦组
0=IJ!K#

蛋白表达由高至

低为#肺
R

脾
R

肾
R

肝
R

胃)大肠)小肠&高脂组

0=IJ!K#

蛋白表达由高至低为#脾
R

肺
R

肾
R

肝
R

胃)

大肠)小肠!差异无统计学意义$

N R"

!

"8

%*

讨%%论

随着人们生活水平的提高!饮食结构和生活方式

逐渐改变!高脂饮食及劳倦内伤已成为重要致病因素!

脾虚证发病日益增多!本实验采用劳倦及高脂伤脾造

模方法符合实际情况* -素问"奇病论篇.

+

$

,云#'肥

者令人内热!甘者令人中满!故其气上溢!转为消渴(!

朱丹溪在-丹溪心法.

+

9

,中多次提到'肥人多痰()'痰

湿生热)热生风(等!这些为高脂喂养建立痰湿证大鼠

模型提供了理论依据+

8

,

* 近年来!由于该模型同时存

在高血脂)血液流变学和血管内皮损伤等多种病理机

制!也被用于中医学湿浊和血瘀证候的研究+

4

,

* 过食

膏梁厚味!血脂异常与中医学痰浊关系密切+

%

,

*

中医学对疲劳的认识已有二千多年的历史* 中医

经典-黄帝内经.)-金匮要略.等文献对疲劳有较多的

论述!-素问"举痛论篇.

+

3

,说#'劳则气耗(!'劳则喘

息汗出!内外皆越!故气耗矣*(阐明了劳损精气的发

生机制!也揭示了疲劳与形体)精气和脾脏功能的密切

关系!脾胃功能失调是慢性疲劳综合征病机的关

键+

5

,

* 中医学理论认为!饮食肥甘厚腻及劳倦内伤损

伤脾脏!脾虚失于运化!水液运化)输布及排泄失常!导

致湿浊内生!或滞于胃肠!瘀阻于经络!或留于脏腑*

水液作为溶质载体!其内容包括水谷精微)水)湿

浊* 水液的生成)输布和排泄!涉及到多个脏腑的一系

列生理功能* -素问"经脉别论.

+

#"

,云#'饮入于胃!

游溢精气!上输于脾!脾气散精!上归于肺!通调水道!

下输膀胱!水精四布!五经并行(!这表明水液的代谢

过程!有赖于五脏系统功能正常!以脾)肺)肾三脏为中

心!以脾为枢纽来完成的* 目前的水液代谢研究主要

集中在对水液中精微物质及水的研究上!而对水液中

之湿浊转运机制的研究较少* 本实验以
0=IJ!K#

在

大鼠多脏器中的基因表达情况为研究对象!以此来探

讨湿浊代谢的物质基础!以及多脏器之间的协调关系*

机体在代谢过程中产生大量'湿浊($食物代谢产

物)内源性及外源性毒素)药物代谢产物等%等生物体

异物!现代研究表明有
0=IJ

可高效地对多种生物体异

物转运!在转运'湿浊(中起着关键作用+

##

!

#!

,

*

0=IJ

属于溶质载体超家族!是人和动物体内重要的膜转运

蛋白!其中以
0=IJ!=#

)

0=IJ!K#

)

0=IJ9=#

广泛分布

于肠)肾)肺)肝等组织器官中!介导着内)外源物质的

跨膜转运!对保持机体和细胞内外环境的稳态平衡起

重要作用+

#$

"

#8

,

* 如果
0=IJ

功能失调!将引起'湿浊(

的吸收)分布和排泄障碍!出现局部或全身水液平衡紊

乱!导致疾病的发生*

0=IJ!K#

从人脑中分离!为
%"5

个氨基酸的蛋

白!在肝脏中高表达!主要存于肝细胞基底外侧的质
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膜!是除
0=IJ#K#

)

0=IJ#K$

外第
$

个存在于肝细胞基

底外侧的有机阴离子转运肽* 该转运蛋白底物范围较

窄!仅转运硫酸脱氢表雄酮)磺溴酞钠)

$!

硫酸雌

酮+

#!

,

* 最近!有学者应用高表达
0=IJ!K#

人胚胎肾

细胞研究发现!某些食品添加物如越桔)紫锥花属)绿

茶)葡萄子)银杏和大豆提取物均可与
0=IJ!K#

的底

物发生相互作用!从而降低其吸收+

#4

,

*

本研究发现!在三组大鼠肺)脾)肝)肾组织中都有

0=IJ!K# <L2M

及蛋白的表达!提示
0=IJ!K#

表达

可能是肺)脾)肾三脏为中心共同调节湿浊代谢的物质

基础之一* 在高脂饮食组中!肾和肝组织中
0=IJ!K#

<L2M

含量高于正常组及劳倦组* 中医学理论认为!

饮食肥甘厚腻损伤脾脏!脾虚失于运化!脾失健运则湿

浊内停!凝结成痰!痰阻气机!痰浊与气血相搏!血行不

畅!脉络壅阻! 最终伤肝! 病程日久伤及于肾*

0=IJ!K#

作为一种双向转运蛋白!在高脂饮食组大鼠

模型中的肝)肾组织中表达量增加!可能正是机体加强

从肝转化)肾排泄湿浊的一种自我保护反应* 这表明!

肝与肾在湿浊转运中发挥重要作用!也进一步提示脾

主运化的功能不但包括胃肠道的功能!还包括一部分

肝脏及肾脏的功能*

本实验中组内各组织
0=IJ!K#

蛋白表达比较差

异无统计学意义!可能与大鼠脾虚模型的造模时间过

短有关* 临床脾虚患者一般均经过一个长期的发病过

程!其病史为数月)数年甚至数十年* 而脾虚大鼠的造

模却是一个急性过程!几天至十几天即可完成* 因此

虽然大鼠有脾虚的外观表现!但肠系膜微循环的改变

并不一定同步出现* 对此尚须进一步探索*

综上所述!高脂状态下大鼠肾)肝组织中
0=IJ!K#

<L2M

表达量较正常组及劳倦组升高!提示肥甘厚腻

饮食伤脾后!体内组织中
0=IJ!K#

的分布发生了变

化!推测
0=IJ!K#

可能是机体参与湿浊运化的物质基

础之一* 给予高脂饮食!使大鼠产生内湿后!肝)肾等

组织中
0=IJ!K# <L2M

含量较正常组升高!可能是

脾失健运后!机体通过提高肝)肾
0=IJ!K#

的表达量!

增加内生湿浊在这些脏器的转运输布!肝)肾等脏器在

脾失健运状态下的湿浊转运中可能发挥重要作用* 脾

主运化湿浊的功能!可能不仅包括胃肠道的功能在内!

而且也可能包括一部分肝脏及肾脏的功能*

目前脾虚湿浊内生造模方法尚无公认标准!本实验

标本量较少!

0=IJ!K#

蛋白表达量在胃)大肠)小肠中极

低!影响统计分析* 今后应进一步研究探索湿浊内生的

造模方法及
0=IJ

家族亚型在湿浊转运中的作用*
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