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肥胖相关基因与叉头转录因子在非酒精性脂肪肝大鼠模型肝脏中的表达"
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"摘要#

!

目的
!

研究肥胖相关基因"

3CS

%与叉头转录因子
S$

"

3"RS$

%蛋白在非酒精性脂肪肝模型大鼠肝脏中的表达水平&

方法
!

通过饲喂高能量和高脂肪的大鼠饲料制备非酒精性脂肪肝动物模型!然后采集大鼠的血液和肝脏组织!测定其肝脏指数和

血液生化指标!包括三酰甘油"

C=

%(总胆固醇"

C5

%(丙氨酸氨基转移酶"

B]C

%(天冬氨酸氨基转移酶"

B9C

%(碱性磷酸酶"

B9Z

%(

高密度脂蛋白"

V\9

%和低密度脂蛋白"

9\9

%$对大鼠进行肝脏病理检测$采用免疫组织化学法测定
3CS

蛋白和
3"RS$

蛋白在大

鼠肝脏中的表达水平&结果
!

/

周后!模型组大鼠的肝脏质量(体质量和肝脏指数
'

项指标均高于对照组大鼠!差异有统计学意

义"

!

$

%&%2

%$模型组大鼠的
B]C

(

B9C

(

9\9

(

B9Z

(

C=

和
C5

均高于对照组大鼠!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%$模型组大鼠的

V\9

低于对照组大鼠!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%$模型组大鼠肝小叶部分产生脂肪变性(炎症!对照组大鼠则没有$模型组大

鼠的
3CS

蛋白和
3"RS$

蛋白在肝脏中的表达积分高于对照组大鼠!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%&结论
!

3CS

与
3"RS$

一起

相互作用!可能扰乱正常的能量和脂肪代谢&

"关键词#

!

叉头转录因子类$非酒精性脂肪肝$能量代谢$脂类代谢$肥胖相关基因
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_B39\

&作为一种与遗传*环境和代谢方式均相关的疾病#其

与人体的肥胖程度具有很高的相关性)目前医学界对

_B39\

的具体发病机制仍然没有完全研究透彻#但是,二次

打击-学说获得了很大程度的认可)该学说认为胰岛素抵抗

$

4;

&和氧化应激分别造成了初次打击和二次打击'

$

(

)

1%%-

年#

3J?

P

N#,

G

等'

1

(发现了一种新型的基因#该基因在人体内分

布较为广泛#并且能够在很大程度上对人的食欲进行调节#同

时对能量的代谢也有很大影响)随后#

=M"

等'

'

(进一步的研究

发现#肥胖相关基因$

3CS

&通过增多丙二醛$

U\B

&和超氧化

物歧化酶$

]S\

&氧化应激标志物进而参与到
_B39\

的发病

机制中#且其自身亦在
_B39\

中表达上调#但是这一过程的

具体分子水平的机制尚不十分清楚)但已经有研究显示#

3CS

可以通过影响人体的肥胖程度参与到
_B39\

的发病机制过

程中)叉头转录因子$

3"RS$

&是一个被最早发现的转录因子#

当人体肝脏细胞发生
4;

时#其活性得到提高#通过不同的途径

最终可能会导致高血糖症和高三酰甘油血症'

0

(

)腺苷酸活化

蛋白激酶$

BUẐ

&通过
3"RS$

来调节肝脏细胞糖异生过程中

磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶 $

Z6Z5̂

&和葡萄糖
.)

磷酸酶

$

=)Z?+E

&这两种关键酶基因的表达#同时
BUẐ

也是
3CS

调

节人体肥胖程度和饮食的中介因子'

2

(

)

3CS

和
3"RS$

二者

之间的相互作用机制目前尚少见报道#本研究通过制备

_B39\

大鼠模型#研究
3CS

和
3"RS$

在大鼠肝脏中的表达

水平#并对其作用机制进行探究#以期为临床治疗
_B39\

提

供一定的参考依据)

?

!

材料与方法

?&?

!

动物来源
!

雄性
]\

大鼠#购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司#体质量$

1%%Y$%

&

G

)

2/$0

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
'%

期

"

基金项目$海南省卫生与计划生育委员会基金资助项目$

$0B1$%$(1

&%海南省自然科学基金资助项目$

/$0'$%

&%海南省中药现代化专项

基金资助项目$

1%$2̀ c%1

&)

!

作者简介$陈益耀$

$(-(7

&#副主任医师#硕士#主要从事非酒精性脂肪性肝病的基础与临床研究)
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方法

?&@&?

!

_B39\

大鼠模型建立
!

]\

大鼠喂养
$

周适应环境

后#分别抽取
$2

只作为对照组和模型组#对照组大鼠饲喂普通

动物饲料#模型组大鼠饲喂特制高能量和高脂肪动物饲料$普

通饲料加
$%%

G

"

@

G

猪油#加
1%

G

"

@

G

胆固醇#加
$%%

G

"

@

G

蔗

糖&#饲养
/

周后进行指标测定)

?&@&@

!

大鼠血液采集和肝脏分离
!

大鼠禁食
10H

后#腹腔注

射
$%A

水合氯醛进行麻醉#断头采集血液#

12d

静置
'H

后#

使用离心机以
'%%%J

"

>#,

离心
$2>#,

#留取上清液待用)大

鼠断头处死后快速取出肝脏#计算肝脏指数
<

肝脏重量$

G

&"大

鼠体质量$

G

&

g$%%A

#然后切下小片放入甲醛溶液进行组织固

定#石蜡切块后进行苏木精
.

伊红$

V6

&染色#然后观察)

?&@&A

!

大鼠血清生化检测
!

使用全自动生化仪$德国罗氏#

5"I?+)%%%

&测定大鼠的血清标本#测定指标分别为!三酰甘油

$

C=

&*总胆固醇$

C5

&*丙氨酸氨基转移酶$

B]C

&*天冬氨酸氨

基转移酶$

B9C

&*碱性磷酸酶$

B9Z

&*高密度脂蛋白$

V\9

&和

低密度脂蛋白$

9\9

&)

?&@&B

!

大鼠肝脏病理切片
!

挑取大鼠肝脏组织#放入磷酸缓

冲液中进行漂洗#漂洗干净后放入甲醛溶液中进行固定#然后

交由医院病理科进行下一步的大鼠肝脏病理切片$

V6

染色&)

?&@&H

!

3CS

蛋白和
3"RS$

蛋白表达测定
!

参照张洁蕾'

)

(免

疫组织化学
].Z

法对大鼠的
3CS

蛋白和
3"RS$

蛋白在肝脏

中的表达进行测定)

?&A

!

统计学处理
!

采用
]Z]]1%&%

软件作统计学分析)所有

计量资料均采用
@Y2

表示#计量资料的差异比较用
8

检验#计

数资料采用
!

1 检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

模型组大鼠与对照组大鼠的肝质量*体质量和肝脏指数

比较
!

/

周后#对照组大鼠皮毛光滑整齐#活动灵敏#精神状态

良好#无不良特征#模型组大鼠皮毛特别有光泽#但较为肥胖#

行动迟缓#习惯性待在原地打瞌睡)经过
/

周的喂养#模型组

大鼠的肝脏质量*体质量和肝脏指数
'

项指标均高于对照组大

鼠#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)见表
$

)

表
$

!!

两组大鼠的肝脏质量'体质量和肝脏指数比较%

@Y2

&

组别
%

肝脏质量$

G

& 体质量$

G

& 肝脏指数$

A

&

模型组
$2

2&1/Y%&2)

?

'1'&02Y%&//

?

%&('Y%&$'

?

对照组
$2 1&'0Y%&1' 1)2&$(Y%&-) %&'/Y%&$$

!!

?

!

!

$

%&%2

#与对照组比较

@&@

!

模型组大鼠与对照组大鼠的血清生化指标比较
!

经过
/

周喂养后#模型组大鼠的
B]C

*

B9C

*

9\9

和
B9Z

高于对照

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&%模型组大鼠的
C=

和
C5

也

高于对照组#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&%模型组大鼠的

V\9

低于对照组#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)见表
1

)

表
1

!!

两组大鼠的血清生化指标比较%

@Y2

&

组别
% B9Z

$

f

"

9

&

B9C

$

f

"

9

&

B]C

$

f

"

9

&

C5

$

>>"N

"

9

&

V\9

$

>>"N

"

9

&

9\9

$

>>"N

"

9

&

C=

$

>>"N

"

9

&

对照组
$2 --&(0Y0&1' 1'&2)Y$&'/ 0(&(/Y-&)- 1&0$Y%&1( 1&--Y%&$2 %&01Y%&%( %&))Y%&$%

模型组
$2

$%'&10Y2&/-

?

0%&2-Y1&/(

?

1'(&20Y(&-/

?

)&1/Y%&0(

I

$&//Y%&$$

I

1&-/Y%&1$

?

$&1$Y%&$$
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I

!

!

$
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#与对照组比较

@&A

!

模型组大鼠与对照组大鼠的肝脏组织病理比较
!

经
V6

染色法染色后显示#模型组大鼠肝小叶部分产生很多脂肪变

性#有炎症产生$图
$:

&%而对照组大鼠肝小叶部分则没有脂肪

变性#也没有肝脏细胞产生炎症$图
$B

&)

!!

B

!对照组%

:

!模型组

图
$

!!

两组大鼠的肝脏组织病理切片比较

@&B

!

模型组大鼠与对照组大鼠的
3CS

蛋白与
3"RS$

蛋白在

肝脏组织的表达比较
!

选取合适的肝脏组织进行固定*切片#

然后经免疫组织化学染色处理#结果显示模型组大鼠的
3CS

蛋白和
3"RS$

蛋白在肝脏中的表达积分$

)&2-Y$&/)B2&

0&-$Y$&2)

&与对照组$

$&1/Y%&0(B2&1&)-Y%&((

&相比#差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

&)

A

!

讨
!!

论

!!

现代社会随着生活节奏和饮食结构的变化#脂肪肝的患者

数量逐年上升#这其中
_B39\

患者占有很高的比例)有研究

显示#人体内的脂肪酸和脂肪酸的代谢物会沉积在肝脏细胞

内#可能会导致
_B39\

的发病'

-./

(

)但目前为止#

_B39\

的

发病机制并没有完全阐明#因此#也缺乏相应的有效治疗药物

和手段#这使得
_B39\

对患者的危害极其严重#发现
_B39\

的发病机制并寻找有效的药物和治疗方法十分重要)

近年来的研究发现#肥胖与人体内血脂升高有紧密的联

系#而肥胖和人体内的血脂升高都会导致
_B39\

发病风险的

明显升高'

(

(

)环境和饮食结构对人体的肥胖程度及体内血脂

水平影响巨大#但是随着科学研究的深入#发现人体本身的基

因对此也有巨大影响#

3CS

可以通过调节人对食物的欲望和

能量代谢来调节人体的肥胖及血脂水平)同时#该基因还可以

在下丘脑*胰岛等器官中表达#与许多内科疾病的产生有很大

关系'

1

(

)变异后的
3CS

基因也可导致相关疾病的产生#如
1

型糖尿病'

$%

(

)

3CS

可以使
U\B

和
]S\

这两种物质在人体

内的水平升高#这与
_B39\

的发病关系密切#表明
3CS

在

_B39\

的 发 病 机 制 中 具 有 某 种 重 要 作 用'

'

(

)

3CS

在

_B39\

患者体内细胞表达升高时#患者体内细胞的脂肪形成

和氧化应激水平均会显著增加'

$$

(

)

3"RS$

活性增高时#可以

引起
1

型糖尿病的发病或人体血脂水平的升高'

$1

(

)有研究显

示#当
3"RS$

在鼠肝脏内过表达时#会使鼠体内游离脂肪酸累

积#进而导致肝脏细胞产生脂肪变性'

$'

(

)

本研究通过实验#证实了在模型组大鼠的肝脏中#

3CS

蛋

白和
3"RS$

蛋白的表达与
_B39\

的发病具有紧密联系#这

说明
3CS

与
3"RS$

一起相互作用可能扰乱正常的能量和脂

肪代谢)
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表达#扩大炎性反应#免疫细胞$主要是

中性粒细胞'

(

(

&释放水解酶#在杀灭真菌的同时对角膜造成破

坏'

$%

(

)

UUZ+

分
2

个亚组#胶原酶*明胶酶*基质水解酶*膜型金

属蛋白酶及广泛底物酶)其中#

UUZ./

属于胶原酶的一种#又

名中性粒细胞胶原酶)正常状态下#

UUZ./

以酶原的形式存

在#然而病理状态下#如角膜溃疡'

$$

(

*人工角膜移植术后'

$%

(

#

UUZ./

表达迅速升高#当
UUZ+

与基质金属蛋白酶组织抑制

剂$

C4UZ+

&失衡#可导致角膜基质降解)

本研究通过建立
UUZ./

高表达模型#以
]V=

成像技术

活体实时观察角膜基质胶原纤维及混浊度变化#并通过角膜羟

脯氨酸的测定#定量观察角膜胶原水平#阐明了
UUZ./

可直

接降解角膜
%

型胶原#从而造成基质破坏#导致角膜混浊)随

着
UUZ+

"

C4UZ+

在角膜疾病研究的不断深入#现已研制多种

天然及人工合成
C4UZ+

#在角膜炎症早期使用
C4UZ+

滴眼剂

可为角膜瘢痕的治疗提供新策略)本研究为
C4UZ+

滴眼剂应

用于
UUZ./

高表达的角膜病以减轻角膜瘢痕提供新思路)
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