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　　摘要:[目的]探讨六味地黄汤对非酒精性脂肪性肝病大鼠固醇调节元件结合蛋白(SREBP-1c)和肝 X 受体

(LXR-α)的影响。[方法]选择雄性SD大鼠,随机分3组:正常组,六味地黄汤组(治疗组)和模型组。正常组喂养

普通饲料,模型组和治疗组喂养高脂饲料建立非酒精性脂肪性肝病模型,治疗组并用六味地黄汤干预治疗;荧光定

量 RT-PCR 检测各组大鼠 SREBP-1c 和 LXR-α的基因表达。[结果]模型组大鼠 SREBP-1cmRNA 和 LXR-

αmRNA的相对表达均高于正常组(分别为t=2.361,P<0.05和t=3.118,P<0.01);与模型组相比,治疗组能显

著降低SREBP-1cmRNA和LXR-αmRNA的表达(分别为t=3.816,P<0.01和t=3.36,P<0.01)。[结论]六味

地黄汤能降低SREBP-1c和LXR-α的基因表达,改善脂质代谢。
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　　Abstract:[Objective]ToexploretheeffectofLiuweidihuangdecoctiononsterolregulatoryel-
ementbindingprotein-1c(SREBP-1c)andliverXreceptorα(LXR-α)inthenonalcoholicfattyliver
disease(NAFLD)ofrats.[Methods]MaleSprague-Dawleyratswererandomlydividedintomodel
group,treatmentgroup,normalgroup.Toproduceafattylivermodel,ahigh-fatdietwasgiven
fortenweeks.Thenormalgroupratswerefednormaldiet.ThetreatmentgroupwasgivenLi-
uweidihuangdecoctionwhilemodelgroupandnormalgroupweregivendistilledwaterforsix
weeks.TheexpressionsofSREBP-1cmRNAandLXR-αmRNAinratsliverweremeasuredbyflu-
orescentquantitationreversetranscription-polymerasechainraction.[Results]Theexpressionof
SREBP-1cmRNAandLXR-αmRNAinmodelgroupwashigherthanthenormalgroup(t=2.361,



P<0.05andt=3.118,P<0.01respectively).TheexpressionofSREBP-1cmRNAandLXR-
αmRNAintreatmentgroupwaslowerthanthatofthemodelgroup(t=3.816,P<0.01;t=
3.36,P<0.01respectively).[Conclusion]Liuweidihuangdecoctioncouldreducetheexpressionof
SREBP-1cmRNAandLXR-αmRNAinthenonalcoholicfattyliverdiseaseofrats.

　　Keywords:nonalcoholicfattyliverdisease;　Liuweidihuangdecoction;　sterolregulatoryel-
ementbindingprotein-1c;　liverXreceptorα

　　非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholicfattyliver
disease,NAFLD)是指由肝细胞脂肪变性发展到炎

症纤维化的一组疾病谱[1]。NAFLD常合并脂代谢

紊乱,而六味地黄汤能改善脂肪肝患者的血脂水

平[2-3]。固醇调节元件结合蛋白-1c(sterolregulato-
ryelementbindingprotein-1c,SREBP-1c)主要在

啮齿类动物和人类的肝脏和脂肪细胞表达,是参与

脂肪合成基因的主要转录调节因子[4]。肝 X 受体

(liverXreceptorα,LXR-α)为目前研究发现的与

NAFLD的发生发展密切相关的一种核转录因子,
可通过 上 调 其 下 游 与 脂 质 合 成 相 关 的 基 因 (如

SREBP-1c)的表达,促进脂质在肝脏沉积,从而与

NAFLD的发 生 和 发 展 密 切 相 关[5-6]。本 研 究 从

SREBP-1c和 LXR-α 角 度 探 讨 六 味 地 黄 汤 对

NAFLD大鼠的作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　动物　50只SD大鼠,购自上海斯莱克动物

实验 有 限 责 任 公 司 (许 可 证 号:SCK(沪)2003-
0003),清洁级,雄性,体质量180~220g。

1.1.2　药品　六味地黄汤由熟地、山茱萸、山药、泽
泻、丹皮、茯苓以24∶12∶12∶9∶9∶9比例组成。
按处方购置药材,清水浸泡2h,加水煎煮2h,浓缩

成1.25g/ml药液,4层纱布过滤,高压蒸气锅灭菌

消毒,4℃冰箱保存备用。

1.1.3　主要试剂　逆转录试剂盒:宝生物工程(大
连)有限公司,TRIzol:上海生工工程技术服务有限

公司,氯仿:上海生工工程技术服务有限公司,Per-
fectRealTime–SYBRPremixEXTaqTM 试剂盒:
宝生物工程(大连)有限公司。

1.2　方法

1.2.1　模型建立及干预　大鼠适应性饲养3d后,
随机分3组:正常组(10只),六味地黄汤组(治疗

组,20只)和模型组(20只)。正常组喂养普通饲料,
模型组和治疗组喂养高脂饲料(含猪油18.4%,胆
固醇1%,胆盐0.2%)。实验第10周处死模型组和

治疗组各5只,肝脏病理切片显示造模成功。第10
周后治疗组每天灌服六味地黄汤,按1ml/100g体

质量计算,相当于成人剂量的10倍。正常组和模型

组灌服等量蒸馏水。各组饲料不变。

1.2.2　标本收集　实验16周后各大鼠禁食不禁水

16h,腹腔注射10%水合氯醛(4ml/kg)麻醉后股动

脉取血,取相同部位左肝组织小块,10%中性甲醛液

固定,作病理检测。肝右叶中部取数块肝组织置于

冷冻试管,液氮速冻后-80℃冰箱保存备用。

1.2.3　血清指标的测定　采用全自动生物化学仪

测定血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、
三酰 甘 油 (TG)、总 胆 固 醇 (TC)、游 离 脂 肪 酸

(FFA)。

1.2.4　肝组织测定　从-80℃冰箱中取出肝组织,
称重后剪碎,以1∶9的比例准备0.9%氯化钠溶

液,用 玻 璃 匀 浆 器 中,制 成 10% 的 肝 组 织 匀 浆,
以3500次/min离心15min,取上清用全自动生物

化学仪测定测定肝组织 TG、TC、FFA。

1.2.5　肝组织的病理观察　取大鼠肝左叶组织以

10%甲醛固定,经脱水、浸蜡包埋、切片(厚4μm)、
切片脱蜡、苏木精-伊红(H-E)染色、脱水、封片,放
大200倍观察。

1.2.6　荧光定量 PCR检测SREBP-1c、LXR-α的

mRNA　①合成相关引物:采用Primer5.0引物设

计软件和引物设计原则进行荧光引物的设计,然后

由上海生物工程有限公司负责合成,引物序列(5′→
3′):SREBP-1c 上 游:CGGGCAGCGAGTGAG-
CAT,SREBP-1c 下 游:CGGGGTGAGAGCCTT-
GAGAC,扩增片段长度356bp;LXR-α上游:AT-
TCTTCCGCCGCAGTGTCATCA,LXR-α 下 游:

GGGCAGCCACCAACTTCTCAATC,扩增片段长

度 302 bp;GAPDH 上 游:GACAACTTTG-
GCATCGTGGA,GAPDH 下游:ATGCAGGGAT-
GATGTTCTGG,扩增片段长度133bp。②总RNA
提取:取出冷冻的肝组织,液氮研磨,加入预冷 TR-
Izol试剂300μl混匀,室温放置5min;;加入氯仿

0.2ml,用力振摇,室 温 放 置 2~3 min;最 大 转

速12000次/min离心15min,吸取上层水相,移置

另一离心管;加入0.5ml异丙醇,将管中液体轻轻

混匀,室温静置10min;4℃最大转速12000次/min
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离心10min,弃上清;加入75%乙醇1ml,充分洗涤

沉淀后于4℃、10000 次/min离心5min,弃上清,
室温干燥;加入20μl的 DEPC水溶解。③逆转录

反应:短暂离心后,加入如下组分:5×第一链反应缓

冲液2μl、OligodT引物0.5μl逆转录酶0.5μl,总

RNA2μl,采用DEPC水补齐到10μl;轻轻混匀后,
混合物在37℃中放置20min;85℃加热15s终止反

应。④荧光定量PCR:PCR产物经1.5%琼脂糖凝

胶电泳,紫外透视分光仪观察并摄片,经凝胶密度扫

描系统处理,测定各电泳灰度值。各反应体系以

GAPDHmRNA的RT-PCR产物为内参照,计算待

测 mRNA 的 RT-PCR 产物与它的灰度比值,作为

待测 mRNA 的 表 达 值。PCR 反 应 条 件:94℃5
min,再将反应条件变为94℃、15s,60℃,45s,循环

扩增40次。60℃检测荧光值。

1.3　统计学处理方法

所有数据处理分析应用SPSS统计软件进行单

因素分析。计量资料均以■x±s表示,2组间比较采

用单因素t检验。

2　结果

2.1　各组大鼠肝脏大体及病理观察

肉眼观正常组肝表面颜色普遍暗红,色泽鲜亮,
中等硬度,切面略有颗粒感,无油腻感;模型组多数

肝脏表面颜色发黄,肝脏体积明显增大,包膜紧张,
部分肝脏呈奶黄色,切面油腻,有油滴,无颗粒感。
治疗组颜色、质地介入两者之间,肝脏较正常组偏

大,大部分红润,个别淡黄,略增厚。

H-E染色切片光镜下观察可见,正常组大鼠肝

组织的形态学表现正常,肝小叶结构完整,肝细胞索

清晰;治疗组大鼠肝小叶结构紊乱,肝细胞明显肿

浊,有较多的脂滴存在;模型组大鼠肝小叶结构紊乱

明显,广泛肝细胞变性,脂肪变肝细胞>75%,腺泡

内点状坏死,门管区轻~中度炎症。各组大鼠病理

观察见图1。

2.2　各组大鼠血清指标变化

模型组和治疗组肝功能ALT较正常组升高(P

<0.05);各组 AST相比较差异无统计学意义(P>
0.05);模型组和治疗组TC较正常组升高(分别P<
0.05,P<0.01),正常组TG、FFA与模型组无差异。

2.3　各组大鼠肝组织指标变化

模型组和治疗组肝组织 TG、TC、FFA 均明显

高于正常组(P<0.01)。

2.4　各组大鼠肝组织SREBP-1c、LXR-α的基因表达

用荧光实时定量 RT-PCR 检测3组大鼠肝组

织SREBP-1、LXR-α的基因表达,SREBP-1c、LXR-
α的RT-PCR 产物电泳结果见图2,与预期设计的

目的片段大小相同。模型组大鼠SREBP-1cmRNA
和LXR-αmRNA的相对表达均高于正常组(分别为

t=2.361,P=0.030<0.05和t=3.118,P=0.006
<0.01);与 模 型 组 相 比,治 疗 组 能 显 著 降 低

SREBP-1cmRNA和LXR-αmRNA 的表达(分别为

t=3.816,P=0.004<0.01和t=3.36,P=0.003
<0.01);详见表1。

3:LXR-α5:SREBP-1c8:GAPDH M:marker
图2　肝脏LXR-α、SREBP-1cmRNA的表达

表1　各组大鼠肝组织SREBP-1cmRNA、

LXR-αmRNA的表达 ■x±s

组别 例数 SREBP-1cmRNA LXR-αmRNA

正常组 10 237.65±160.86 78.77±44.03

治疗组 15 112.64±47.031)3) 71.51±33.053)

模型组 15 507.59±323.871) 214.82±130.262)

　　与 正 常 组 比 较,1)P<0.05,2)P<0.01;与 模 型 组 比

较,3)P<0.01。

A:正常组;B:治疗组;C:模型组

图1　各组大鼠病理图片(H-E染色,×200)
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3　讨论

NAFLD是一种以无过量饮酒史的肝实质细胞

脂肪变性和脂肪贮积为特征的临床病理综合征。多

种因素参与了 NAFLD的发病过程,其中脂质代谢

异常是最关键和基础环节之一。固醇调节元件结合

蛋白 (sterolregulatoryelementbindingprotein,

SREBPs)是 一 类 位 于 内 质 网 上 的 膜 连 接 蛋 白。

SREBPs 异 构 体 有 SREBP-1a、1c 和 SREBP-2。

SREBP-1c主要在啮齿类动物和人类的肝脏和脂肪

细胞表达,是参与脂肪合成基因的主要转录调节因

子,又称脂肪细胞定向和分化因子 1(ADDl)[4]。

SREBP-1c是调控细胞内脂质积聚的关键分子,当
食物富含碳水化合物时,它能将葡萄糖转化为 TG。
通 过 转 基 因 小 鼠 和 基 因 剔 除 小 鼠 的 研 究 发 现

SREBP-1c主要与脂肪酸代谢和糖代谢有关[7]。高

脂饮食引起幼年大鼠SREBP-1c表达增强[8],成年

大鼠SREBP-1c表达增强,脂肪酸代谢失衡,TG 合

成增多,引起 NAFLD 发生[9]。LXRs属于孤核受

体超家族,是目前为国内外学者所关注的脂代谢通

路的关键信号因子,已知的主要有LXR-α和LXR-β
两种同源亚型,其中肝脏以 LXR-α的表达最多。

LXR-α激活剂 TO901317可诱导小鼠肝脏SREBP-
1c的表达[10]。国内外的研究还发现 NAFLD患者

和 NAFLD模型大鼠肝脏 LXR-α的表达均明显高

于正常对照组[11-13],且 NAFLD患者LXR-α的表达

与SREBP-1c的表达密切相关[11]。本实验结果显

示,模型组大鼠SREBP-1cmRNA 和 LXR-αmRNA
的相对表达量高,而六味地黄汤能降低 SREBP-
1cmRNA和LXR-αmRNA 的表达量,显示了六味

地黄汤的作用机制;但治疗组血清和肝组织血脂水

平与模型组比较无明显差异,可能与治疗时间短有

关。

NAFLD的治疗包括病因治疗和病机治疗。中

医认为,NAFLD 多因饮食不节、起居无常、情志失

调、久病体虚,引起肝失疏泄、脾失健运、湿邪内生、
痰浊内蕴、肾精亏损、痰浊不化、酿脂为膏、异位沉积

于肝内、阻滞肝脉而导致,与痰、湿、瘀、积有关。病

位主要在肝,与胆、脾、肾关系密切。肾者主水,受五

脏六腑之精而藏之,肝肾同源,肾精亏耗则水不能滋

木,肾阴虚损累及肾阳命门以致肝失疏泄,脾失健

运,血脂失之运化,血行涩滞,瘀血内停。而且肾精

亏虚,膏脂不藏,化入血中,痰瘀互结以致血脂升高,
沉积于肝形成脂肪肝,可见,脂肪肝的形成是一个正

虚邪实的病理过程,与肾虚有密切关系。

六味地黄汤中熟地滋阴养血补肾,山茱萸养肝

肾而涩精,山药补脾阴而固精,茯苓淡渗健脾,泽泻

清泄肾火,丹皮清泄肝火,各药合用,使之滋补不留

邪,降泄而不伤正。从整体上滋阴补肾,局部上祛痰

化湿,并为传统中药组方在脂肪肝的治疗中提供了

实验依据,其机制有待进一步研究探讨。
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