参苓白术散对NAFLD大鼠肝脏脂质代谢及SIRT1/UCP2通路的影响
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摘要：目的  观察参苓白术散对高脂饲料建立的非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）大鼠脂质代谢及沉默信息调节因子1 （SIRT1）/ 解偶联蛋白2（UCP2）通路的调控机制。方法   取SD大鼠32只，随机分为4组，即正常组、模型组、参苓白术散高、低剂量组（30，10 g·kg-1），每组8只。采用高脂饲料喂养大鼠16周建立NAFLD大鼠模型，给药组大鼠灌服参苓白术散，16周后取血和肝组织样本，全自动生化仪检测血清甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）含量；对肝组织进行油红O染色；实时荧光定量RT-PCR仪检测肝组织SIRT1、UCP2 mRNA表达水平；Western blotting检测肝组织SIRT1、UCP2蛋白表达水平。结果   与正常组比较，模型组大鼠病理证实肝组织脂质蓄积严重，血清TG、TC含量明显升高（P＜0.01），肝组织SIRT1 mRNA及蛋白表达均显著降低（P＜0.05），UCP2 mRNA及蛋白表达显著升高（P＜0.05，P＜0.01），与模型组比较，参苓白术散高、低剂量组肝组织脂质蓄积明显改善，血清TG、TC含量明显下降（P＜0.05），肝组织SIRT1 mRNA和蛋白表达均显著上调（P＜0.05，P＜0.01），UCP2 mRNA和蛋白表达显著降低（P＜0.01），其中，参苓白术散高剂量组较低剂量组效果好；但二者比较差异无统计学意义。结论   参苓白术散能够改善16周高脂饮食诱导的NAFLD大鼠脂肪代谢紊乱、减轻肝脏脂质蓄积，其作用机制可能与肝细胞内SIRT1/UCP2通路的激活有关。
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Effects of Shenling Baizhu Powder on lipid Metabolism in liver tissues of Rats with NAFLD by SIRT1/UCP2 Pathway
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Abstract: Objective To observe the effects of Shenling Baizhu powder on the lipid metabolism and SIRT1/UCP2 pathway of NAFLD rats induced by high fat diet.Methods 32 SPF SD rats were randomly divided into 4 groups: normal group, model group, Shenling Baizhu powder (SLBZ) high-dose group (ig，30.0g·kg-1·d-1), SLBZ low-dose group (ig，10.0g·kg-1·d-1),8 rats in each group.The rats of NAFLD model were induced by feeding a high-fat-diet, and the treatment group rats were fed with SLBZ of high and low dose respectively. 16 weeks later, blood and liver samples were collected. Triglyceride(TG) and total cholesterol(TC) levels in blood serum were detected with automatic biochemical analyzer.The liver tissues were observed by oil red O staining. Real-time fluorescence quantitative RT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression levels of SIRT1 and UCP2 in liver tissues.Results Compared with the normal group, hepatic lipid accumulation of model group rats proved severe by histopathological examination, the levels of TG,TC in serum increased significantly (P<0.01), the expression levels of SIRT1 mRNA and protein of liver tissues were significantly decreased (P<0.05), the expression levels of UCP2 mRNA and protein increased significantly (P<0.05, P<0.01).Compared with the model group, the hepatic lipid accumulation of high and low dose SLBZ group had different degrees of improvement.  The TG, TC in serum of high and low dose SLBZ group were significantly decreased (P<0.05, P<0.01), the expression levels of SIRT1 mRNA and protein in liver tissues of high and low dose SLBZ group were significantly up-regulated(P<0.05, P<0.01), expression levels of UCP2 mRNA and protein were significantly decreased (P<0.05, P<0.01), the high dose group showed a better effect than the low dose group, but there was no significant difference between the two groups .Conclusion SLBZ powder can improve lipid metabolism disorder and reduce hepatic lipid accumulation of the NAFLD rats induced by feeding a high-fat-diet for 16 weeks, the mechanism of which may be related to the activation of SIRT1/UCP2 pathway in hepatocytes.
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     NAFLD是一种遗传-环境-代谢应激相关性疾病，表现为肝细胞弥漫性脂肪病变为主要特征的临床病理综合征[1]。SIRT1/UCP2通路是调节肝细胞脂质代谢紊乱的关键通路。SIRT1是一种核蛋白，可以促进脂类物质大量被动员，并参与肝脏糖异生，同时，影响着胰岛素的分泌功能[2]。UCP2作为一种解耦连蛋白，具有调节质子跨膜转运的作用，在NAFLD大鼠肝组织及脂肪变性肝细胞中UCP2基因和蛋白呈现高表达状态，与脂肪酸代谢关系密切[3-5]。近年来，我们研究发现参苓白术散在动物实验中可能通过p38 MAPK通路发挥降脂和抗炎的作用[6]，因此，本药防治NAFLD的疗效确切，但参苓白术散药物成分和作用靶点复杂，除调控炎症通路外，可能也参与一些脂质代谢靶点的调控作用，SIRT1作为防治NAFLD研究的最新热点之一，其重要性逐渐引起本领域学者的关注。本研究通过高脂饲料建立NAFLD大鼠模型，观察参苓白术散对NAFLD大鼠脂质代谢及SIRT1/UCP2通路的影响，为从脂质代谢角度探讨中医药防治NAFLD的作用靶点提供研究依据。
1 材料与方法
1.1 动物与饲料   SD大鼠，SPF级，6~7周龄，雄性，体质量（200
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20）g，由广州中医药大学实验动物中心提供，动物许可证号：SCXK（粤）2013-0034。饲养于暨南大学实验动物管理中心，饲养环境合格证号：SYXK（粤）2012-0117。基础维持饲料，由暨南大学实验动物管理中心提供，高脂饲料，由广东省医学实验动物中心制备和提供，许可证号：SCXK（粤）2013-0002。高脂饲料由维持饲料、猪油、胆固醇、III号胆盐等组成，按照88:10:1.5:0.5比例均匀混合，并进行钴60辐照。

1.2药物  参苓白术散原方组成：人参15 g，茯苓15 g，白术15 g，砂仁6 g，薏苡仁9 g，山药15 g， 桔梗6 g，白扁豆12 g，莲子9 g，炙甘草9 g。根据药物剂量比制备参苓白术散投料处方，按照挥发油提取工艺、醇提取工艺和水提取工艺等操作流程，萃取和提纯药物活性成分，浓缩、干燥和制备成参苓白术散浸膏剂。本药物由广东省中医药工程技术研究院制备并提供，批号：20140509。

1.3 试剂和仪器  油红O试剂盒（南京建成科技有限公司）；磁珠法RNA提取试剂盒（美国Solar公司）；Quant cDNA第一链合成试剂盒、SYBR Green荧光定量PCR试剂盒（日本Takara公司）；BCA蛋白浓度试剂盒（中国碧云天生物技术研究所）；兔抗鼠SIRT1多克隆抗体、内参照GAPDH蛋白抗体（美国Cell Signaling公司）；兔抗鼠UCP2多克隆抗体（英国Abcam公司）；CM-1860型冰冻切片机（德国Leica公司）7020型全自动生化分析仪（日本日立公司）；CFX Manager实时荧光定量PCR仪、小型蛋白垂直电泳及转印系统（美国Bio-rad公司）。补批号。
1.4分组、模型复制及给药   取大鼠32只，适应性喂养1周后，按随机数字表法分为正常组、模型组、参苓白术散高、低剂量组（30，10 g·kg-1，相当于3倍和1倍临床等效剂量，含生药量3，1 g·mL-1），每组各8只。参照课题组已有建模方法[7]，建立NAFLD大鼠模型，即正常组大鼠给予基础饲料饲养，其余各组大鼠均以高脂饲料饲养，同时，参苓白术散高、低剂量组灌胃给药，其余各组给予等量实验动物饮用水，每日1次，连续16周。参苓白术散灌服剂量参照课题组前期确定的干预剂量[6]，各组大鼠自由饮水进食，分笼饲养在明暗各12 h，22~26 ℃的标准动物房内，
1.5 标本采集  在连续用药16周后，各组大鼠禁食不禁水12 h，采用3 %戊巴比妥钠（1 mL·kg-1）腹腔注射麻醉，使用采血针在腹主动脉采血；另取大鼠肝右叶相同部位组织（距离肝边缘2 cm处）若干，用于相关检测。
1.6 肝组织病理学观察  取新鲜肝组织样本3~4块，大小约为1.0×1.0×1.0 cm3， OTC固定液在冰冻切片机上固定肝组织小块15 min，切片厚度为10~15μm，进行常规油红O染色，光镜下观察肝脏脂滴分布情况，并用Motic med专业医学图像软件分析肝脏脂肪含量比例。
1.7 血清TG、TC含量的检测  腹主动脉采血，室温静置30 min后，4 ℃，3000 r·min-1离心10 min，采集上层血清，置于EP管中，用全自动生化分析仪检测血清TG、TC的含量变化。
1.8 实时荧光定量RT-PCR法检测肝组织SIRT1、UCP2 mRNA的表达水平  取肝脏组织约20 mg，采用磁珠法抽提总RNA，用微量核酸分光光度计测定RNA纯度和浓度，要求OD260 nm/OD280 nm比值在1.8~2.2之间，并用DEPC水调整RNA浓度至2 g·L-1。采用Quant cDNA第1链合成试剂盒按照说明书进行逆转录反应；引物设计依据Genebank采用Primer5.0软件以GAPDH基因序列为内参照物，在Genebank中查得SIRT1、UCP2和GAPDH基因的cDNA序列，见表1，由上海捷瑞生物工程公司合成。PCR扩增采用25μL反应体系，反应条件：（1）95    ℃持续30 s预变性；（2）95 ℃，持续5 s变性；（3）SIRT1、UCP2 均为56 ℃，退火30 s；72 ℃延伸，持续30 s，39个循环；（4）溶解曲线分析，65~95 ℃，持续5~10 s。反应完毕，采用CFX Manager V1.5软件整理和分析结果，用公式 2-△△Ct进行相对定量，即：△△Ct=实验组（Ct目的基因-Ct内参基因）-空白组（Ct目的基因-Ct内参基因）。

表1 引物序列

Table  1  Primer sequences

	基因
	引物序列
	扩增长度/bp

	GAPDH
	Sense：5’ CAACGGGAAACCCATCACCA 3’ 
	133bp

	
	Antisense：5’ ACGCCAGTAGACTCCACGACAT 3’
	

	SIRT1
	Sense：5’ AACCACCAAAGCGGAAAAAAAGAA 3’
	168 bp

	
	Antisense： 5’ CCACAGCAAGGCGAGCATAAATA 3’
	

	UCP2
	Sense：5’ CAAGACCATTGCACGAGAGGA 3’
	139 bp

	
	Antisense：5’ GAGGTTGGCTTTCAGGAGAGTAT 3’
	


1.9 Western blotting法检测肝组织SIRT1、UCP2蛋白表达水平    取肝组织约100 mg，加入500 μL含1 mmol·L-1  PMSF的RIPA裂解液，放于组织研磨器进行研磨，充分裂解，配平后给予4 ℃，14000 r·min-1，离心10 min，收集上清液，根据碧云天BCA蛋白浓度试剂盒说明书对蛋白含量进行测定。将待测样本经SDS-PAGE电泳分离蛋白，然后转移至PVDF膜上，加5 %脱脂奶粉封闭液，室温下平摇1 h；洗膜，加一抗稀释液4 ℃过夜孵育，洗膜，加二抗稀释液4 ℃室温孵育1 h，充分洗涤，然后于暗室曝光在X光片上显影，用Quantity One 软件扫描各条带的吸光度值并分析结果。
1.10 统计学处理方法  数据采用SPSS 17.0统计学软件进行分析，计量资料采用均数±标准差（
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x

±

）表示，组间均数比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），方差齐时用S-N-K法或者Bonferroni等方法进行组间比较，方差不齐时用Tamhane’s T2法检验。
2 结果 

2.1各组大鼠肝组织病理变化  显微镜下正常组大鼠肝细胞核呈蓝色，肝细胞内未见明显橘红色脂滴，肝细胞间隙清晰，肝窦结构正常。模型组肝细胞明显肿大，视野内出现弥漫性的红染脂滴，可见相邻肝细胞内脂滴融合，肝细胞核多被橘红色脂滴挤压偏于一侧。参苓白术散高、低剂量组橘红色脂滴显著少于模型组，其中以参苓白术散高剂量组改善较显著，用Motic med 专业医学图像软件分析肝脏脂肪含量比例，结果提示，模型组肝脏脂肪含量比例明显高于正常组，参苓白术散高、低剂量组脂肪含量比例较模型组显著下降，其中，高剂量组下降较明显。见图1和表2。
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	A. 正常组
	B. 模型组
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	C. 参苓白术散高剂量组
	D. 参苓白术散低剂量组


图1   各组大鼠肝组织病理变化（油红O染色，200×）

Figure  1 Histopathological changes of hepatic tissues with oil red O staining in each group (200×)

表2 各组肝脏脂肪含量百分比（
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±s）

 Table 2  Percentage of fat content on hepatic tissues in each group
	组别
	n
	剂量/ g·kg-1
	肝脏脂肪含量百分比/%

	正常组
	8
	-
	0.16±+0.1

	模型组
	8
	-
	37.08±4.89**

	参苓白术散高剂量组
	8
	30
	14.54±2.75▲▲

	参苓白术散低剂量组
	8
	10
	18.25±3.14▲▲


       注：与正常组比较，**P＜0.01；与模型组比较，▲▲P＜0.01。
2.2 对各组大鼠血清TC、TG含量的影响    模型组血清TC、TG含量均明显升高，与正常组比较，差异有统计学意义（P＜0.01）；参苓白术散高剂量组血清TC、TG含量均明显降低，与模型组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）；参苓白术散低剂量组血清TG含量有所降低，与模型组比较，差异有统计学意义（P＜0.05），见表3。
表3 各组大鼠血清TC、TG含量比较（
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±s，n＝8）

	组别
	n
	剂量/ g·kg-1
	血清TC/mmol·L-1
	血清TG/mmol·L-1

	正常组
	8
	-
	1.56±0.28
	0.66±0.2

	模型组
	8
	-
	  3.69±0.87**
	 1.34±0.35**

	参苓白术散高剂量组
	8
	30
	  2.65±0.61▲
	  0.88±0.14▲

	参苓白术散低剂量组
	8
	10
	3.11±0.78
	0.94±0.33▲


Table 3  Comparison of serum TC and TG in each group
       注：与正常组比较，**P＜0.01 ；与模型组比较， ▲P＜0.05。
2.3 对各组大鼠肝组织SIRT1、UCP2mRNA表达水平的影响   与正常组比较，模型组大鼠肝组织SIRT1 mRNA的表达明显下降，差异有统计学意义(P<0.05)；UCP2 mRNA的表达明显升高，差异有统计学意义（P<0.05）；参苓白术散高、低剂量组SIRT1 mRNA表达水平显著上升，与模型组比较，差异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）；UCP2 mRNA表达显著下降，与模型组比较，差异有统计学意义（P<0.01），但参苓白术散高、低剂量组之间比较，差异无统计学意义（P＞0.05），见表4和表5。
表4  各组大鼠肝组织SIRT1 mRNA相对表达量（
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±s，n＝6）

Table 4  Expression of SIRT1 mRNA in rat hepatic tissues from each group

	组别
	剂量/ g·kg-1
	SIRT1 Average.CT
	GAPDH Average.CT
	△CT

SIRT1-GAPDH
	△△CT

△CT-△CT,Blank
	2－△△CT

STRT1- Rel. to control

	正常组
	-
	25.64±0.87
	19.76±0.93
	5.88±0.30
	0.02±0.30
	1.01±0.20

	模型组
	-
	28.43±2.34
	22.51±1.52
	5.92±1.55
	0.67±0.39
	0.65±1.67*

	参苓白术散高剂量组
	30
	25.90±0.87
	20.55±0.97
	5.35±0.20
	-0.51±0.20
	1.43±0.20▲▲

	参苓白术散低剂量组
	10
	25.88±0.69
	20.36±0.56
	5.51±0.38
	-0.35±0.38
	1.31±0.34▲


注：与正常组比较，*P＜0.05 ；与模型组比较， ▲P＜0.05，▲▲P＜0.01。

表5  各组大鼠肝组织UCP2 mRNA相对表达量（
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±s，n＝6）

Table  5  Expression of UCP2 mRNA in rat hepatic tissues from each group
	组别
	剂量/ g·kg-1
	UCP2 Average.CT
	GAPDH Average.CT
	△CT

UCP2-GAPDH
	△△CT

△CT-△CT,Blank
	2－△△CT

UCP2- Rel. to control

	正常组
	-
	25.24±0.60
	19.87±0.48
	5.37±0.26
	-0.00±0.26
	1.02±0.18

	模型组
	-
	25.10±0.38
	21.02±0.37
	4.08±0.34
	-1.29±0.34
	2.51±0.64*

	参苓白术散高剂量组
	30
	25.39±0.22
	19.80±0.31
	5.59±0.24
	0.22±0.24
	0.87±0.14▲▲

	参苓白术散低剂量组
	10
	25.65±0.26
	20.20±0.51
	5.45±0.31
	0.08±0.31
	0.97±0.20▲▲


   注：与正常组比较，*P＜0.05 ；与模型组比较，▲▲P＜0.01。

2.4 对各组大鼠肝组织SIRT1、UCP2蛋白表达水平的影响  与正常组比较，模型组SIRT1蛋白表达下调，UCP2蛋白表达显著上升，差异均有统计学意义（P<0.05，P<0.01），与模型组比较，参苓白术散高剂量组SIRT1蛋白表达上调（P<0.05），参苓白术散高、低剂量组UCP2蛋白表达显著下调（P<0.01），但二者组间比较无统计学意义(P＞0.05)。见图2和表6 。
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图2   各组大鼠肝组织SIRT1和UCP2蛋白的表达

Figure 2  Expression of SIRT1 and UCP2 protein in rat hepatic tissues from each group

表6 各组大鼠肝组织SIRT1和UCP2蛋白表达水平比较（
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±s，n＝3）
Table 6  Expression of SIRT1 and UCP2 protein in rat hepatic tissues from each group

	组别
	剂量/ g·kg-1
	SIRT1／GAPDH
	UCP2／GAPDH

	正常组
	-
	0.116±0.011
	0.023±0.012

	模型组
	-
	0.061±0.004*
	0.261±0.044**

	参苓白术散高剂量组
	30
	0.298±0.021▲
	0.065±0.029▲▲

	参苓白术散低剂量组
	10
	0.131±0.024
	0.084±0.012▲▲


                 注：与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与模型组比较，▲P＜0.05，▲▲P＜0.01。

3讨论

    NAFLD是一种无过量饮酒史，以肝实质细胞脂肪变性和肝小叶炎症为特征的临床病理综合征。NAFLD常常和肥胖、胰岛素抵抗、2型糖尿病、脂代谢紊乱、高血压、炎症等合并存在 [8-9]。流行病学调查显示，单纯性脂肪肝患者中有10%可发展为脂肪性肝炎（NASH），而NASH中有8-26%可进展为肝纤维化，甚至部分病例发展为原发性肝癌[10]。NAFLD的进展与体内脂肪酸的合成、分泌、利用和代谢出现失衡存在密切关系[11]。研究表明脂质代谢紊乱引起肝细胞内脂肪过度蓄积是形成NAFLD的先决条件和关键病理环节，多种因素相互影响，造成肝脏脂质代谢的合成、降解发生紊乱，脂肪分化障碍易引起胰岛素抵抗、脂肪肝及高胆固醇血症[12-13]。本研究采用高脂饮食诱导建立NAFLD大鼠模型，该模型能较好的模拟人类NAFLD的发病机制和组织病理学特征。该研究结果发现模型组大鼠血清TC、TG含量较对照组明显升高，油红O染色显示肝细胞脂质蓄积明显，提示NAFLD大鼠模型诱导成功。

祖国医学无脂肪肝这一病名, 根据其发病特点和临床表现可归属于“胁痛”、“痞满”、“痰浊”、“肝癖”等范畴。中医认为脾虚不运，水湿内停，湿浊内蕴，痰浊郁结 ,食积膏脂不化，最终形成湿浊痰积互结，痹阻肝脏脉络而形成本病[14]，可见，脾虚不运是NAFLD发病的关键病机之一。本实验观察到正常组大鼠在饲养过程中精神状态良好，活动自如，性情温顺，皮毛整洁、有光泽，饮水进食均正常，大便黑褐色、质硬、鼠笼垫料湿度一般；而高脂饮食诱导的模型组大鼠表现为精神萎靡，体态肥胖，行动迟缓，反应迟钝，体毛枯黄、毛发脱落较明显，进食饮水量大，大便质软呈油腻反光感，鼠笼垫料湿度较大，由此可见模型组大鼠具有一些脾虚证的中医证候特点。参苓白术散作为中医治疗脾虚证的经典方剂，在临床上对于脾虚湿盛证的胃肠疾病患者有较好的疗效。近年来，大量的临床报道表明参苓白术散具有调节肝脏脂质代谢、降低肝脂和减轻肝脏损伤的作用[15-16]，我们前期研究也发现参苓白术散对NAFLD大鼠血脂、肝脂均有改善作用[17]。本研究结果表明参苓白术散高、低剂量组对NAFLD大鼠血脂都有显著降低作用，其中高剂量组效果更好，提示参苓白术散对NAFLD的防治存在一定的量效依赖关系，在一定安全剂量范围内，随着灌服剂量增加，疗效越好。

SIRT1作为哺乳动物中Sirtuin家族7个成员之一，在肝脏、脂肪广泛表达，可以通过减缓胰腺β细胞衰老和抑制凋亡保护β细胞，动员脂肪提高胰岛素活性，在SIRT1缺失时，解偶联反应减少，糖代谢及胰岛素的分泌都受到抑制[18-19]。UCP2作为一种解偶联蛋白，不仅调节线粒体ATP生产，同时影响活性氧的产生，被认为是在细胞内的第二信使[20]。 SIRT1通过与UCP2启动子区的结合，抑制UCP2基因的表达，减少其编码的线粒体内膜蛋白的生成，从而抑制线粒体中解偶联反应的发生[21]。在解偶联状态下，H+途径ATP合成旁路从线粒体膜外重新进入膜内，从而抵消跨膜质子的电化学梯度，使线粒体产生氧化磷酸化解偶联作用，阻止细胞内线粒体通过呼吸方式将能量合成为ATP[22]。研究表明，脂肪酸可以通过过氧化物酶体增殖物激活受体（PPARs）提高UCP2基因表达，UCP2表达增加，电压依赖Ca+通道关闭，ATP依赖K+通道开放，减少胰岛素分泌及调节胰高血糖素分泌，缓解糖脂质代谢紊乱状态[23]。前期我们研究发现参苓白术散颗粒剂对NAFLD大鼠UCP2 mRNA和蛋白有下调作用[24]，但该研究具有一定的局限性，未能从脂质代谢通路角度及药物量效依赖关系层面进行深入探讨。本次拓展研究发现模型组大鼠肝组织SIRT1 mRNA及蛋白表达较正常组均显著降低，UCP2 mRNA及蛋白表达较正常组显著升高，参苓白术散高、低剂量组肝组织SIRT1 mRNA和蛋白表达较模型组均显著上调，UCP2 mRNA和蛋白表达较模型组显著降低，其中参苓白术散高剂量组较低剂量组效果较好，提示参苓白术散防治NAFLD存在量效依赖关系，SIRT1/UCP2通路可能是参苓白术散抗NALFD的重要靶点之一，这为本方在临床上的科学运用提供宝贵实验依据。

综上所述，笔者认为参苓白术散所具有的益气健脾、渗湿止泻的作用，其与NAFLD脾虚证关系密切，本研究采用高质饮食喂养大鼠16周建立的NAFLD动物模型，通过“以方测证”和模型组大鼠的表现可以推断该模型具有脾虚证的证候特点，但参苓白术散通过SIRT1/UCP2通路调控NAFLD肝脏脂质代谢的机制尚未完全阐明，其与p38 MAPK炎症信号通路的激活关系尚不明确，其药物靶点是直接作用于肝脏还是通过调节肠道菌群代谢间接影响到肝脏脂质代谢也不清楚，因此今后有待进一步深入研究。
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