生姜乙醇提取物改善果糖所致大鼠脂肪肝的作用机制研究
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摘要：目的　观察姜提取物改善果糖所致大鼠脂肪肝的作用，并探讨其可能的机制。方法　取SD大鼠24只，随机分为4组，每组6只，即正常对照组、果糖对照组、姜提取物低、高剂量组（20，50 mg·kg-1)，给予姜提取物灌胃干预4周。用酶法和ELISA检测血浆葡萄糖、甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)和胰岛素含量，苏木精-伊红(HE)染色和油红-O染色观察肝脏组织中的脂肪沉积程度，RT- PCR和Western blot法检测肝脏相关基因和蛋白表达。结果　姜提取物逆转了果糖过量消耗引起的大鼠肝脏甘油三酯的过度堆积(P<0.05)、肝细胞空泡化的增加和肝脏油红-O染色面积的增加(P<0.05)。然而,姜提取物并不影响大鼠食物摄入量和体重。姜提取物能够抑制肝脏二脂酰甘油酰基转移酶(DGAT)-2 mRNA和蛋白的过表达(P<0.05)，但对肝X受体(LXR)、DGAT-1、单酰甘油酰基转移酶(MGAT)-1、MGAT-2、激素敏感脂肪酶(HSL)和脂肪甘油三酯脂肪酶(ATGL) mRNA的表达无影响。结论　姜提取物可能通过抑制介导肝脏甘油三酯生物合成的关键酶DGAT-2的过表达，来改善果糖所致大鼠脂肪肝。
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Modulation of hepatic acyl-coenzyme A:diacylglycerol acyltransferase 2 is involved in ginger treatment-elicited anti-steatotic effect in 果糖对照ctose-fed rats. 
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Abstract: Objective Ginger has been demonstrated to improve diet-induced lipid abnormalities. Our previous findings have suggested that ginger supplement may improve 果糖对照ctose 正常对照sumption-induced fatty liver via modulation of hepatic carbohydrate response element binding protein (ChREBP)-mediated expression of genes responsible for fatty acid synthesis. This study aimed to investigate whether there is additional pathways to mediate ginger-elicited anti-steatotic effect. Methods Male SD rats 正常对照sumed liquid 果糖对照ctose in their drinking water over 5 weeks. The ethanolic extract of ginger was co-administered (once daily by oral gavage). The indexes of lipid and glucose homeostasis were determined enzymatically, by ELISA and/or histologically. Gene/protein expression was analyzed by Real-time PCR and/or Western blot. Results Ginger treatment attenuated 果糖对照ctose over正常对照sumption-induced excessive hepatic triglyceride accumulation and increases in vacuolization and Oil Red O staining area in the liver of rats. However, ginger treatment did not affect chow intake and body weight. The anti-steatotic effect of ginger treatment was accompanied by suppression of hepatic over expression of acyl-coenzyme A:diacylglycerol acyltransferase (DGAT)-2 at the mRNA and protein levels. But hepatic expression of liver X receptor, DGAT-1, monoacyglycerol acyltransferase (MGAT)-1, MGAT-2, hormone-sensitive lipase and adipose triglyceride lipase remained unchanged after ginger treatment. 正常对照clusions Our results suggest that ginger may diminish 果糖对照ctose-induced fatty liver in rats alternatively by inhibiting hepatic overexpression of DGAT-2 that mediates triglyceride biosynthesis.
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非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)是临床常见的慢性肝脏疾病，严重威胁人类健康。姜为姜科植物姜(Zingiber officinale Rose.)的根茎，具有抗炎、抗氧化和保护心血管等多种药理活性[1-2]。研究[3-5]表明，姜能改善饮食（TC、果糖或高脂）或链脲佐菌霉素诱导的啮齿动物脂质紊乱。本课题组研究[6]也证明，姜可通过调控介导脂肪酸从头合成的碳水化合物反应元件结合蛋白(ChREBP)途径改善大鼠果糖过量消耗所致的脂肪肝，但姜改善脂肪肝的具体作用机制尚待进一步研究。研究[7]表明，芒果苷通过调控二脂酰甘油酰基转移酶(DGAT)-2改善果糖所致自发性高血压大鼠的脂肪肝。因此，我们推测可能存在其它分子参与姜改善饮食所致脂肪肝的效应。本研究探讨姜提取物对果糖喂养大鼠肝脏甘油三酯合成酶的作用。

1 材料与方法
1.1 动物   SD大鼠，雄性，SPF级，体质量210~230 g，重庆医科大学实验动物中心提供。动物生产许可证号：SCXK（渝）2012-0001。常规饲养，温度(21±1) ℃，相对湿度(55±5) %，光/暗：12 h/12 h，自由饮水。经适应性喂养1周后开始实验。
1.2 药品及试剂   生姜来自于越南河内郊区，经日本Pharmafood 研究所植物学专家Johji Yamahara教授鉴定为正品。生姜乙醇提取物的制备：将5 kg姜切片浸渍于5 L的95 %乙醇中，间歇振摇24 h，加热回流3 h，压力低于45 ℃下减压悬蒸，该提取物的产率为9.6 %。高效液相色谱法鉴定此姜提取物中6-姜辣素和6-姜稀酚的含量分别为：4.4 %和1.1 %。阿拉伯胶，上海生物工程有限公司，批号：MC0124B1013J；TC、TG、葡萄糖试剂盒，上海科欣技术研究所；胰岛素测定试剂盒，日本森永生科学研究所，批号：13SERI049；DGAT-2兔IgG抗体，美国Santa Cruz公司；RNAiso Plus，中国大连Takara公司，批号：AK7807。cDNA逆转录试剂盒，中国大连TaKaRa公司。
1.3 仪器   PCR检测仪，美国Bio-Red公司；CM1905型冰冻切片机，德国莱卡产品；电泳仪，美国Bio-Red公司。
1.4 分组、模型[6]复制及给药   取SD大鼠24只，适应性喂养7 d后按平均体质量随机分为4组，即正常对照组、模型组、生姜乙醇提取物高、低剂量组（50，20 mg·kg-1），每组6只。正常对照组给予正常饮食饮水，模型组给予10 %的果糖水，各组均给予标准饲料，每天记录进水量和进食量，每3天记录大鼠体质量。正常对照组和模型组分别给予5 %阿拉伯胶灌胃，生姜乙醇提取物组分别将药液溶于5 %阿拉伯胶中，每只大鼠按照5 mL·kg-1灌胃给药1次，连续28 d。于实验第5周末称质量并处死各组大鼠，取肝脏称质量，-80 ℃冻存。

1.5 生化学指标检测   于实验第4周末，所有大鼠禁食过夜，麻醉后于眼眶后静脉丛取血，采用肝素钠抗凝，4 ℃，3000 r·min-1，离心15 min，取血浆放入-20 ℃冰箱冻存备用。使用试剂盒测定血浆TC、TG、葡萄糖和胰岛素等生化指标，具体操作严格按照说明书进行。

1.6 组织学形态观察   HE染色和油红-O染色观察肝脏组织中的脂肪沉积程度，参照本实验室常规方法[7]，取OCT包埋组织，切6 μm冰冻切片，并行油红-O染色，用Image J 1.43系统分析。

1.7 肝脏脂质代谢相关基因及蛋白检测   采用RT-PCR检测肝组织DGAT-2，LXR，DGAT-1，MGAT-1，MGAT-2，HSL和ATGL mRNA表达水平，试剂盒操作，组织总RNA提取试剂盒，cDNA逆转录试剂盒。采用SYBR Green染料法进行RT-PCR反应，循环条件：95 ℃，30 s预变性；95 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，共40个循环；72 ℃延伸10 min。以β-actin为内参基因，用目的基因与β-actin的起始拷贝数比值表示目的基因的相对表达量。相关基因引物序列见表1。
表1  实时荧光定量PCR相关基因引物序列（5’到3’）
Table 1   Primer sequence for real time PCR assays(5’to 3’)
	Gene
	引物序列（5’到3’）
	产物长度/bp

	β-actin
	F:ACGGTCAGGTCATCACTATCG

R:GGCATAGAGGTCTTTACGGATG
	155

	ATGL
	F:TGGCGGCATTTCAGACAACT 

R:GTCCATCTCGGTAGCCCTGTT
	239

	DGAT-1
	F:GGACAAAGACCGGCAGACCA

R:CAGCATCACCACGCACCAAT
	136

	DGAT-2
	F:CCTGGCAAGAACGCAGTCAC

R:GAGCCCTCCTCAAAGATCACC
	137

	HSL
	F:TTCGGGGAACACTACAAACGC

R:AGCACCTCGATCTCCGTGATATTC
	179

	LXR
	F:AGAAACTGAAGCGTCAAGAAGAGG

R:GGCAGCCACCAACTTCTCAA
	131

	MGAT-1
	F:GACATTTGGTCGCAAGGGTG

R:ACAGGTCCAACTGGGTGAAGG
	104

	MGAT-2
	F:GCGACAAAGGAAGAACGACG

R:TTAGAAACCCTGCGGATGCC
	105


1.8 Western blot检测DGAT-2蛋白表达  全蛋白提取试剂盒提取肝脏总蛋白，BCA蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度，取50 μg蛋白样品，进行15 % SDS-PAGE(10 %分离胶，5 %浓缩胶)电泳分离，250 mA恒流电转，用5 %脱脂牛奶封闭2 h，DGAT-2抗体4 ℃孵育过夜，TBST 5×10 min洗膜后加二抗(室温孵育2 h)，ECL发光，胶片显影，定影。用Cannon ScanMaker系统扫描胶片，Quaintity One分析测定各条带的吸光度A值。内参采用β-actin。
1.9 统计学处理方法   应用StatView软件进行统计学分析，所有数据以
[image: image1.wmf]x

±s表示，多组间比较采用方差分析，两两比较采用S-N-K检验。

2 结果

2.1 对各组大鼠一般参数及血生化指标的影响  结果显示，进食果糖显著降低了大鼠摄食量，与正常对照组比较，差异有统计学意义(P<0.05)，但是各组体质量无明显差异（P＞0.05）。连续喂养大鼠果糖4周后，与正常对照组比较，果糖对照组血浆葡萄糖、胰岛素、TC和TG浓度明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。与果糖对照组比较，生姜乙醇提取物高、低剂量组的果糖摄入量和食物摄取量无明显差异。然而，进食果糖后，高剂量组显著降低了血浆葡萄糖、胰岛素和TG，与果糖对照组比较，差异有统计学意义（P＜0.05），但对血浆TC无影响；低剂量组与果糖对照组比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。见表2。
表 2   各组大鼠一般参数与血生化指标 （
[image: image2.wmf]x

±s，n＝6）

Table 2  General parameters and blood biochemical indexs 
	组别
	剂量

/ mg·kg-1
	果糖摄入量/g·d-1
	摄食量/g·d-1
	体质量/g
	葡萄糖/mmol·L-1
	胰岛素/pmol·L-1
	TG/mmol·L-1
	TC/mmol·L-1

	正常对照组
	-
	0±0
	28±0.51*
	335±6
	6.75±0.12
	56±1.10
	0.45±0.03
	1.81±0.66

	果糖对照组
	-
	12.46±0.43
	16±0.23
	340±10
	9.41±0.20△
	152±2.37△
	1.12±0.08△
	2.55±0.13△

	生姜低剂量组
	20 
	11.16±0.45
	16±0.15
	332±7
	8.33±0.23
	120±0.78
	0.91±0.08
	2.49±0.08

	生姜高剂量组
	50 
	11.81±0.45
	16±0.35
	320±6
	7.71±0.15*
	113±0.56*
	0.44±0.09*
	2.65±0.13


注：与正常对照组比较，△P＜0.05；与果糖对照组比较，*P<0.05。 
2.2 对肝脏组织的影响    结果显示，进食果糖对肝质量并无显著影响，但却显著提高了肝质量与体质量的比值(P<0.05)和肝脏TG含量(P<0.05)，见图1。组织学检测结果也与此一致，与正常对照组相比较（图1D,2A和2D)，果糖对照组肝细胞空泡化明显(见图2B)，油红-O染色面积显著增加(P<0.05)(图1D和2E)，表明进食果糖导致果糖对照组肝脏中脂质过度堆积。GH组显著降低了肝质量与体质量的比值(P<0.05)(图1B)、肝脏TG含量(P<0.05)(图1C)、肝细胞空泡化(图2C)和油红-O染色面积(P<0.05)(图1D和2F)。生姜乙醇提取物低剂量组无显著变化。表明姜提取物50 mg·kg-1组改善肝脏脂肪过度堆积效果显著。
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A. 肝质量；B. 肝质量/体质量；C. 肝甘油三酯含量；D.油红-O染色面积
注：与正常对照组比较，△P＜0.05；与果糖对照组比较，*P<0.05。 
图1  对各组肝质量，肝质量/体质量，肝甘油三酯含量和油红-O染色面积的影响（
[image: image4.wmf]x

±s，n＝6）
Figure 1. Liver weight (A), the ratio of liver weight to body weight (B), hepatic triglyceride 正常对照tent (B) and Oil Red O staining area (D) 
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A，B，C. 肝脏组织苏木精伊红染色， 200×；D，E，F. 肝脏组织油红-O染色， 200×
图2  对肝脏组织病理形态学的影响

Figure 2  Representative images showing histology of liver (Hematoxylin and eosin–staining, A-C; Oil Red O staining, D-F. ×200)
2.3 肝脏脂质代谢相关基因及蛋白的变化   由于姜提取物低剂量组作用效果不明显，故基因和蛋白检测中没有包括低剂量组，只检测了正常对照组、果糖对照组和姜提取物高剂量组。RT-PCR检测结果显示，与正常对照组比较，果糖对照组肝脏LXR,DGAT-1和MGAT-1 mRNA的表达水平没有明显变化，但却显著上调了DGAT-2(P<0.05)和MGAT-2 mRNA的表达(P<0.05)，见图3和图4。通过Western blot分析得出，与正常对照组比较，果糖对照组显著增加了DGAT-2蛋白含量(P<0.05)，见图3D。姜提取物50 mg·kg-1治疗后，明显抑制了DGAT-2 mRNA的表达(P<0.05)，下调了DGAT-2的蛋白表达(P<0.05)，提示姜提取物可能通过抑制DGAT-2的表达发挥其抗脂肪肝作用。但姜提取物并不影响MGAT-2 mRNA的表达。与正常对照组比较，果糖对照组肝脏HSL和ATGL基因的表达没有明显改变，姜提取物治疗后这些基因也没有明显变化，见图4。
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注：与正常对照组比较，△P＜0.05；与果糖对照组比较，*P<0.05。
图3  肝脏内LXR (A)、DGAT-1(B)、DGAT-2的mRNA的表达(C)与DGAT-2蛋白的表达(D) （
[image: image7.wmf]x

±s，n＝6）
Figure 3 Hepatic mRNA expression of liver X receptor (LXR)(A), acyl-coenzyme A:diacylglycerol acyltransferase (DGAT)-1(B) and acyl-coenzyme A:diacylglycerol acyltransferase (DGAT)-2(C), and acyl-coenzyme A:diacylglycerol acyltransferase (DGAT)-2 protein expression (D, lanes 1, 2: 正常对照 group; lanes 3, 4: 果糖对照ctose group; lanes 5, 6: ginger 50 mg·kg-1 group) 
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注：与正常对照组比较，△P＜0.05；与果糖对照组比较，*P<0.05。
图4 肝脏内MGAT-1(A)、MGAT-2(B)、HSL(C)和ATGL(D)mRNA的表达（
[image: image9.wmf]x

±s，n＝6）

Figure 4 Hepatic mRNA expression of monoacyglycerol acyltransferase (MGAT)-1 (A), monoacyglycerol acyltransferase (MGAT)-2(B), hormone-sensitive lipase (HSL)(C) and adipose triglyceride lipase (ATGL) (D) 
3 讨论
本研究显示姜提取物50 mg·kg-1可以逆转果糖喂养所致大鼠肝脏中脂质大量沉积、肝细胞空泡化及油红-O染色面积的增加，这说明姜提取物对脂肪肝有防治作用。最近的研究结果表明,肝脏从头合成脂质的增加在果糖所致的脂肪肝中发挥重要作用[8-9]。甘油三酯是多步脂质合成的最终产物[10]。DGATs是甘油三酯合成的相关酶，其中DGAT-2催化甘油三酯合成的最后一步反应。转基因小鼠的研究证实,过表达DGAT酶可能会导致甘油三酯在肝细胞过度堆积[11]。DGAT-1和DGAT-2尽管都是调节能量代谢的重要分子，但DGAT-2对调节体内甘油三酯平衡起主导作用[12]。通过反义寡核苷酸减少DGAT-2的表达可以治疗ob/ob小鼠[13]和高脂饮食诱导的大鼠[14]及肥胖小鼠脂肪肝。本课题组已经证实降脂方（一澳大利亚上市的中药产品）和芒果苷通过调控DGAT-2改善果糖所致SD大鼠[15]和自发性高血压大鼠[7]脂肪肝。有趣的是，在本次研究中，姜提取物抗脂肪肝效应的发挥也伴随着抑制DGAT-2基因和蛋白的过表达。这些结果表明姜提取物通过DGAT-2途径改善果糖所致大鼠脂肪肝。

与DGATs相比，MGATs参与催化甘油三酯合成的第一步[16]。另一方面,LXR是肝脏脂肪生成的重要调控因子,可能参与脂肪肝的发展[17]。然而，在本次研究中，姜提取物对肝脏DGAT-1，MGAT-1，MGAT-2 和LXR的表达并无影响，因此,这些结果并不支持这些基因参与姜提取物对果糖所致大鼠脂肪肝的改善作用。

肝脏通过表达HSL或ATGL可促进脂肪酸氧化，刺激游离脂肪酸的直接释放,从而改善脂肪肝[18]。已经证明HSL和ATGL还有助于肝脏脂肪分解，促进脂肪动员[18]。腺病毒过表达HSL和ATGL可以使ob/ob小鼠和高脂饮食诱导的小鼠肝脏甘油三酯减少40~60 %[18]。ATGL基因沉默的小鼠不仅脂肪组织甘油三脂总量增加，其他组织尤其是心脏中更加明显[19]。ATGL基因缺乏的小鼠肝脏中甘油三酯的含量也增多。这说明ATGL可能对肝脏脂质内稳态平衡发挥直接作用。HSL的作用底物广泛，能水解甘油三酯、甘油二酯、甘油一酯、胆固醇酯[20]和视黄醇酯[21]。正常情况下HSL在肝脏中表达水平很低，但过表达过氧化物酶体增生物激活受体(peroxisome proliferator-activated receptor，PPAR)-γ可上调肝脏中HSL基因表达[22]。本课题组之前的研究结果显示，与正常对照组相比，果糖对照组和GH组大鼠肝脏PPAR-γ mRNA的表达并无明显差异[6]，且本研究中各组HSL的表达也无显著变化。此外，各组间ATGL mRNA的表达无明显差异。因此，这些结果表明肝脏中HSL、ATGL可能不参与姜提取物抗脂肪肝作用。
综上所述，本研究结果表明，姜提取物改善果糖所致大鼠脂肪肝的作用机制除了调控肝脏ChREBP途径，还通过调控限制甘油三酯生物合成最后一步的关键酶DGAT-2的表达发挥作用。
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