
'临床研究'

M35=IK

及其靶基因在高脂大鼠非酒精性脂肪肝中的表达!

李小山$

#何
#

松%

"

!

$H

重庆三峡医药高等专科学校#重庆万州
#'#$%'

%

%H

重庆医科大学附属第二医院消化内科
#

#'#'%'

"

##

摘
#

要!目的
#

探讨碳水化合物反应元件结合蛋白!

M35=IK

"及其靶基因
D

羟化酶!

DMM

"'脂肪酸合成酶!

QDL

"在高脂大鼠

非酒精性脂肪肝!

RDQE[

"模型中的动态表达及作用&方法
#

选取
L[

大鼠
%#

只#随机分为高脂组和对照组&两组均于喂养第

$%

周末处死&

Z=
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模型#血生化指标!
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"明显升高#与对照组比较差异

有统计学意义!
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"%高脂组大鼠肝组织
M35=IK@5RD

'蛋白及
M35=[RD

的表达水平降低#与对照组比较差异有统计学

意义!

I

$

'H'$

"%而
DMM

'

QDL@5RD

'蛋白的表达水平增高#与对照组比较差异有统计学意义!
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"&结论
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高脂饮食可抑

制
M35=IK

的表达#在高脂饮食导致的
RDQE[

形成过程对
DMM
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QDL

的表达起负性调控作用%

DMM

'

QDL

的表达通过其他调控

途径升高而参与
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的形成过程&
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近年来#随着生活水平的提高#饮食结构和生活方式的改

变#使肥胖.高脂血症.糖尿病及由此引起的非酒精性脂肪肝
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&的发病率明显升高*

据统计#全世界大约
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的成年人有
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#而在肥

胖和糖尿病群体中#
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以上有
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#更为严重的是
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的肥胖儿童也有
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是遗传
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代谢应激相关因素所致#以肝细胞内脂肪堆积为主的临床

病理综合征(
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)

*包括肝细胞的脂肪沉积.脂肪性肝炎.肝纤维

化和肝硬化*其发病具体机制尚不完全明了#其中脂质代谢异

常被认为是最关键和基础的环节之一(

#
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本研究通过观察高脂饮食
RDQE[

大鼠肝组织中碳水化

合物反应元件结合蛋白$

M35=IK

&及其靶基因表达水平改变#

以探讨
M35=IK

在
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形成中的作用*
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抗体$美国
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公司&%逆转录酶链

免疫反应$
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试剂盒$天根生物科技有限公司&%

血清胆固醇及三酰甘油检测试剂盒$北京普利来公司&*
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#

方法

CHDHC

#

动物造模
#

选取雄性清洁级
%#

只
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大鼠#正常喂养

$

周随机平均分为对照组和高脂组#对照组给予普通饲料喂

养#高脂组给予高脂饲料喂养#自由饮水和进食*两组均于喂

养第
$%

周末处死*方法为隔夜禁食#次日晨腹腔注射
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水

合氯醛
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位
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组织置于
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冰箱冻存#用于
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KM5

等检测%另取肝左叶相同部位组织进行
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染色观察*

CHDHD

#

血清生化检测
#

DE(
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在全自动生化分

析仪上测定*

CHDHE

#

Z=

染色
#

取部分左叶肝组织用
$']

中性甲醛固定

后#石蜡切片进行
Z=

染色#光镜下评估肝脂肪变性和炎症活

动情况*

CHDHF

#

5(6KM5

检测
#

低温下取各组肝组织#
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提取总

5RD

#测定其浓度及纯度#进行逆转录与产物扩增*引物序列

参考
N-+I1+J

核苷酸系列资料#由上海生物工程公司合成纯

化#以
'
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作为内参#
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反应条件如下'
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预变性
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个循环%

!%e$'@*+

总延伸*反

应产物经
$H&]

琼脂糖凝胶电泳#结果经自动电泳凝胶成像分

析仪采集图像#测定灰度值*结果判定以
M35=IK

.

DMM

.

QDL

与
'

617/*+

灰度值之比作为其
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的相对表达量*
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测定大鼠肝组织中
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的蛋白水平
#

取
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肝组织粉碎匀浆后#用
KGLQ

提取总蛋

白#

E)24
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法蛋白定量#取预染蛋白
G14J-4&
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Q-46@-+/1.

公司&和各组
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蛋白上样电泳$
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凝胶&.转
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正常牛血清清蛋白封闭.一抗 $兔抗
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孵育
%3

%二抗室温孵育
%3

*

=ME

化学

发光显色#结果经自动电泳凝胶成像分析仪采集#用
j81+/*/

O

B+-

图像分析软件计算各组蛋白条带的灰度值$
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&#并与
'

617/*+

的灰度值进行比值分析#以该比值表示

各组蛋白的相对表达水平*

CHDHH

#

染色质免疫共沉淀$
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#

参照试剂盒说明方

法进行#对获得的
M35=[RD

再进行实时定量
KM5

*引物序

列参考
N-+I1+J

资料#由上海生物工程公司合成纯化#以
'

6176

/*+

作为内参#其反应条件为'预变性
T& e P'.

#

T& e &.

#
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指用每次实验中将超声断裂后样品的
$]

直接

进行解交联纯化得到的
[RD

进行
5-196/*@-KM5

反应#用来

消除样品间由于细胞数等差异引起的数据偏差*

CHE

#

统计学处理
#

实验数据用
'c9

表示#用
LKLL$UH'

统计

学分析软件进行分析#以
I

$

'H'&

为差异有统计学意义*
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DHC
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各组血清
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检测结果
#

与对照组比

较#高脂组大鼠血清
DE(

.

DL(

.

(M

.
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的表达明显升高$

I

$

'H'$

&*

DE(

.

DL(

的变化提示肝脏病变进入脂肪性肝炎阶

段#生化指标的改变与镜下所见基本一致#见表
$

*

表
$

#

各组血清
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DL(
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(M
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(N

检测结果"
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组别
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对照组
#"H!c#H"T $&TH#c%!HP%' $H#%#c'HP$ 'HP'$c'H'!"

高脂组
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!

%"UH$c#UHP!'

!

%H$'#c'H#&&

!

'HU$Pc'H'&U

!

##

!

'
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$

'H'$

#与对照组比较*

DHD

#

大鼠肝脏组织病理改变
#

对照组大鼠肝小叶结构完整#

肝细胞呈多边形围绕中央静脉呈放射状分布#大小一致$彩插

-

图
$

&*高脂组大鼠肝组织可见中到重度脂肪变$彩插
-

图
$

&*

DHE

#

大鼠肝组织中
M35=IK

.

DMM

.

QDL@5RD

表达情况
#

高脂组大鼠肝组织
M35=IK@5RD

表达量较对照组显著降低

$

I

$

'H'$

&%而
DMM

.

QDL@5RD

表达量较对照组显著升高

$

I

$

'H'$

&#见表
%

.图
%

*

表
%

#

各组
M35=IK

(

DMM

(

QDL@5RD

表达

######

结果"
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$g$%

#

组别
M35=IK DMM QDL

对照组
'HP#c'H'& 'H$Tc'H'% 'HP$c'H'P

高脂组
'H$"c'H'P

!

'H&$c'H'&

!

'H!Tc'H$'

!

##

!

'

I

$

'H'$

#与对照组比较*

图
%

##

大鼠脂肪肝表达情况"

Z=d%''

#

DHF

#

大鼠肝组织中
M35=IK

.

DMM

.

QDL

蛋白水平情况
#

高

脂组大鼠肝组织
M35=IK

蛋白表达量较对照组显著降低$

I

$

'H'$

&%而
DMM

.

QDL

蛋白表达量较对照组显著升高$

I

$

'H'$

&#见表
P

.图
P

*

表
P

#

各组
M35=IK

(

DMM

(

QDL

蛋白水平"

'c9

$

$g$%

#

组别
M35=IK DMM QDL

对照组
'H%&c'H'! 'H$"c'H'% 'H$%c'H'%

高脂组
'H$Pc'H'P

!

'HPPc'H'#

!

'H%"c'H'#

!

##

!

'

I

$

'H'$

#与对照组比较*

图
P

##

对照组与高脂组
M35=IK

(

DMM

(

QDL

蛋白表达情况

DHG

#

大鼠肝组织中
M35=[RD

表达情况
#

高脂组大鼠肝组

织中
M35=[RD

表达量较对照组显著降低$

I

$

'H'$

&#结果

用
K-47-+/1

0

-)?<+

>

8/.

$

'c9

&表示$表
#

&*

表
#

#

实时定量
KM5

检测各组
M35=[RD

表达

####

结果"
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$

$g$%

#

组别
M35=[RD

$

]

&

对照组
'HU#c'H'"

高脂组
'HP&c'H'&

!

##

!

'

I

$
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#与对照组比较*
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等(

U

)发现了一种与肝丙酮酸激酶

$

EK̂

&基因启动子区的碳水化合物反应元件$
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O

:41/-4-6

.

>

)+.--9-@-+/

#

M35=

&相结合的蛋白质#即碳水化合物反应元

件结合蛋白$

M35=IK

&*

M35=IK

蛋白由
"U#

个氨基酸构

成(

!

)

#广泛表达于哺乳动物的各种组织中#并且在肝.脂肪.小

肠.肾和肌肉等组织中的表达较高(

"

)

*目前#大量研究已经揭

示
M35=IK

的靶基因主要是乙酰辅酶
D

羧化酶$

DMM

&和脂肪

酸合成酶$

QDL

&.肝丙酮酸激酶$

EK̂

&.磷酸果糖激酶$

KQ̂

&

等参与脂质合成.糖酵解和糖异生过程的酶类(

T

)

*这些酶基因

的启动子区域都含有一段保守的
[RD

序列$

MDMN(N+++

++MDMN(N

&可以和
M35=IK

相结合#称为碳水化合物反应

元件$

714;)3

O

:41/-4-.

>

)+.--9-@-+/

#

M35=

&*

本研究通过高脂饮食这一方式成功构建大鼠非酒精性脂

肪肝模型#生化检测显示高脂组血清中
DE(

.

DL(

.

(M

.

(N

水

平较对照组显著升高#高脂组大鼠肝组织
Z=

染色显示脂肪沉

积明显.肝细胞中形成大量脂质小滴并有不同程度的炎性细胞

浸润和坏死#呈现典型的非酒精性脂肪肝的表现*高脂组大鼠

M35=IK@5RD

及蛋白表达较对照组显著降低#其结果与相

关研究结果一致#

M35=IK

的
@5RD

表达水平可被多不饱和

脂肪酸所抑制(

$'6$$

)

*而反映
M35=IK

与
DMM

.

QDL

结合情况

的
M35=[RD

水平也显著降低#说明在高脂饮食大鼠非酒精

性脂肪肝形成过程中
M35=IK

对
DMM

.

QDL

的调控降低*但

实验结果显示高脂组大鼠
DMM

.

QDL@5RD

及蛋白表达较对

照组显著增高#说明
DMM

.

QDL

在受到
M35=IK

调控的同时还

受到其他基因的调控(

$%

)

*固醇调节元件结合蛋白$

./-4)94-

0

86

91/)4

O

-9-@-+/6;*+:*+

0>

4)/-*+.

#

L5=IK.

&就是其重要的调节

因子之一(

$P6$#

)

*同时
<*A8J1

等(

$&

)研究表明
M35=IK

和
L5=I6

K.

可以独立地调节肝细胞内的脂质代谢#这一结论与本研究

结果相吻合*

总之#本研究明确了
M35=IK

在高脂饮食大鼠非酒精性

脂肪肝形成过程中对
DMM

.

QDL

等靶基因无正性调控作用#而

DMM

.

QDL

等脂质合成酶在
L5=IK.

等调控基因的作用下表

达上调从而参与高脂饮食大鼠非酒精性脂肪肝形成*
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