三七皂苷R1上调miR-146a表达对ApoE-/-小鼠IL-6、TNF-α表达及肝功能的影响
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 摘要：目的 观察三七皂苷R1（R1）对ApoE-/-小鼠肝脏白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和miR-146a的影响。方法 采用高脂饲料喂养雄性ApoE-/-小鼠，建立小鼠动脉粥样硬化（Atherosclerosis, AS）模型，随机分为模型组，R1低、中、高剂量组，辛伐他汀组，另设同龄C57BL/6J雄性小鼠为正常对照组。连续给药12周后处死小鼠，检测血糖、血脂、肝功能（AST, ALT）以及肝匀浆TNF-α、IL-6等指标，HE染色观察肝组织病理形态学，PCR测肝脏miR-146a表达。结果 模型组小鼠血糖、血脂、ALT、AST、TNF-α与IL-6较正常对照组显著升高（P<0.05），血清HDL-C含量显著降低（P<0.01），肝脏切片可见小鼠肝细胞质内充满脂滴，大部分肝细胞呈现脂肪变性；与模型组比较，R1高剂量组能显著降低小鼠空腹血糖、血脂、AST、ALT以及肝脏中的TNF-α与IL-6（P<0.05），同时升高HDL-C与miR-146a水平；R1各组小鼠肝脂肪变性较模型组有所减轻。结论 三七皂苷R1能降低AS小鼠血糖、血脂水平，并保护肝功能，其机制可能主要与三七皂苷R1升高肝脏miR-146a水平，降低TNF-α与IL-6等炎症因子有关。
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Notoginsenoside R1 Relieve Liver Injury By Up-regulating miR-146a and Down-regulating the Expression of IL-6 and TNF-α in Atherosclerosis mice
ZHOU Xinghong, LIU Xiaoyu, WEN Ziyun, HE Zehuai, CHENG Saibo, ZHANG Yu, ZHAO Dandan, SU Zhijie, ZHOU Fenghua, JIA Yuhua (College of Traditional Chinese Medicine, Southern Medical University, Guangzhou 510515)
Abstact: Objective To observe the effect of Notoginsenoside R1 on the levels of interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF-α) and miR-146a in atherosclerosis mice. Method 50 male ApoE-/- mice were randomly divided into model group, low, medium and high dose group of R1 and simvastatin group, another 10 C57BL/6J mice were set as normal group. At the end of 12 weeks, all the mice were sacrificed. The level of IL-6 and TNF-α in the liver was measured by ELISA assay. The liver was made into continuous paraffin sections and stained with hematoxylin and eosin. The level of miR-146a was detected by qT-PCR. Result The levels of TC, TG, LDL-C, IL-6, TNF-α, ALT and AST in model group were much higher than those in normal group (P<0.05), while HDL-C was significantly decreased in model group (P<0.01). Notoginsenoside R1 could down-regulate all the above indicators and up-regulate the level of HDL-C and miR-146a (P<0.01), furthermore, it could alleviate the liver injury in AS mice. Conclusion Notoginsenoside R1 can down-regulate the level of blood glucose, lipids and protect the liver function. The mechanism may be related to up-regulating the expression of miR-146a, down-regulating the level of IL-6 and TNF-α in atherosclerosis mice.
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动脉粥样硬化（Atherosclerosis，AS）是众多心脑血管疾病的共同病理基础，其发病机制复杂，尚未完全阐明。目前认为，AS是一种与内皮损伤、炎症因子介导、脂质沉积浸润有关的慢性炎症反应[1]，其中，血管内皮功能损伤是AS的始动环节。非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）不仅是AS的标志，而且也介入了AS的早期发生过程。AS中的糖脂代谢紊乱可导致NAFLD的发生，而肝脏脂肪变性又可直接促进AS的进展，诱发急性心脑血管事件[2]。微小RNA（microRNA，miRNA）是广泛存在于生命体中的一种正常调节机制，目前研究发现miRNA参与了AS发生发展过程中重要基因的调控[3-4]，miRNA是否也在AS小鼠NAFLD中扮演了角色尚且未知。三七皂苷R1（Notoginsenoside R1）是活血化瘀中药三七的主要活性成分，研究证明R1能显著减轻ApoE-/-小鼠主动脉斑块损伤[5]，R1是否也能减轻AS小鼠肝脏脂肪变性尚未见报道。本实验通过高脂饮食建立小鼠AS模型，主要观察R1对AS小鼠肝功能及炎症因子水平的影响，初步揭示R1减轻AS小鼠肝功能损伤的部分作用机制。
1  材料与方法
1.1动物 SPF级雄性ApoE基因敲除（ApoE-/-）小鼠50只，8周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证号为SCXK(京)2012-0001，另取10只同周龄SPF级C57BL/6J雄性小鼠作为正常对照组。高脂饲料（21%脂肪＋0.15%胆固醇＋78.85%基础饲料）和普通饲料均由广东省医学实验动物中心提供，许可证号：SCXK(粤)2013-0002。
1.2药物及试剂 三七皂苷R1
，昆明阳雷生物科技有限公司；辛伐他汀片，南方医院
；血清总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）试剂盒、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、天冬氨酸氨基酶（AST）和丙氨酸氨基转移酶（ALT），南京建成生物工程研究所；肿瘤坏死因子-α （TNF-α）、白介素-6（IL-6）
，武汉华美生物工程有限公司；TRIzol、TaqMan Universal PCR Master Mix、TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit、TaqMan MicroRNA Assays（Takara，日本），大连宝生物工程有限公司。
1.3 仪器 低温高速离心机，美国Thermo Electron公司；Leica超低温冰箱，美国Revco公司；酶标定量测定仪，德国Thermo公司；Eclipse Ti荧光倒置显微镜，日本Nikon公司；L420台式低速自动平衡离心机，湘仪离心机仪器有限公司；PL303电子天平，瑞士Mettler Toledo公司。
1.4方法
1.4.1实验分组 ApoE-/-小鼠随机分成5组（n=10）：模型组，辛伐他汀组（5 mg·kg-1，每日灌胃），三七皂苷R1低、中、高剂量组（给药剂量分别为：12.5，25，50 mg·kg-1，每日腹腔注射给药），模型组小鼠每日给予同体积生理盐水腹腔注射，另取10只雄性C57BL/6J小鼠为正常对照组。ApoE-/-小鼠喂以高脂饲料，C57BL/6J小鼠喂以普通饲料。连续给药12周后处死小鼠。
1.4.2标本取材 小鼠处死前禁食12 h，然后给予2%戊巴比妥钠0.2～0.3 mL经腹腔麻醉小鼠，沿腹中线切开皮肤及皮下薄膜，暴露出肝组织，小心分离肝脏和周围组织后，取小块肝脏组织用冷生理盐水冲洗之后，10%中性福尔马林固定，常规制备石蜡切片（厚度5 μm），HE染色，光镜下观察拍照。
1.4.3指标检测 尾静脉取血测检测空腹血糖，然后眼球摘除法获取血液标本，室温下血液自然凝固30 min后，以8000 r·min-1离心10 min，分离取上清分装，置于－20 ℃保存，依法检测小鼠血脂、AST与ALT。同时取肝组织约0.3 g，用冰生理盐水制备肝匀浆，测定肝组织中的IL-6和TNF-α。
1.4.4 microRNA-146a检测 RNA提取：TRIzol法提取肝脏总RNA，琼脂糖凝胶电泳检测总RNA完整性，紫外分光法测定吸光度（A）260/280。cDNA合成：取14 μL模板RNA，2 μL Enzyme mix， 5×RT缓冲液4 μL，组成总体积为20 μL的反应体系，在42 ℃与95 ℃分别反应60 min、5 min。合成好的cDNA-20 ℃保存备用。实时定量PCR：总反应体系20 μL，含cDNA 1 μL、miR-146a引物0.5 μL、2×PCR反应混合物10 μL、20×SYBR 1 μL、 H2O7.5 μL。反应条件：95 ℃ 10 min，（95 ℃ 10 s、60 ℃ 1 min）共40个循环。结果以每个管内荧光信号到达设定的阈值所经历的循环数C（T）表示，miRNA-146a与内参U6的相对表达量用2-△△CT表示，实验重复3次。
1.5统计学分析 本研究数据采用SPSS20.0软件统计并分析，计量数据资料均采用[image: image1.wmf]x

±s表示，多组间比较采用One way ANOVA分析，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 R1对各组小鼠血糖及血脂的影响 与正常对照组比较，模型组小鼠血糖升高（P<0.05），血清TC，TG，LDL-C含量显著升高，HDL-C含量显著下降（P<0.01）；与模型组比较，辛伐他汀组和R1高剂量组小鼠血糖降低（P<0.05），R1中、高剂量组和辛伐他汀组血清TC，TG和LDL-C含量显著下降，R1高剂量组和辛伐他汀组HDL-C表达增加（P<0.01），辛伐他汀组的整体降脂效果优于R1各剂量组。见表1。
表1 R1对小鼠血糖和血脂的影响（[image: image2.wmf]x

±s，n=10，mmol·L-1）
Table  1  The effect of R1 on the blood glucose and lipoprotein  in ApoE-/- mice （[image: image3.wmf]x

±s，n=10，mmol·L-1）

	组别
	血糖
	TC
	LDL-C
	HDL-C
	TG

	正常对照组
	5.3±1.17*
	5.15±0.62**
	0.87±0.06**
	1.61±0.32**
	3.52±0.44**

	模型组
	7.53±1.34
	24.25±1.63
	2.51±0.27
	0.34±0.10
	18.54±2.20

	R1低组
	6.09±1.36
	21.5±1.88*
	2.08±0.10**
	0.46±0.14
	16.01±1.97

	R1中组
	5.90±1.26
	19.5±1.52***
	1.96±0.09**
	0.47±0.17
	13.3±1.97**

	R1高组
	4.3±1.26**
	17.6±1.51**
	1.83±0.09**
	0.85±0.20**
	11.6±1.59**

	辛伐组
	5.4±1.47*
	14.8±1.00**
	1.44±0.13**
	1.10±0.15**
	10.7±1.57**


注：与模型组比较，*P<0.05, **P<0.01。
2.2 R1对肝功能及肝组织TNF-α、IL-6的影响 与正常对照组比较，模型组小鼠血清中的ALT、AST含量均显著升高（P<0.01），肝脏TNF-α、IL-6显著升高（P<0.01）；与模型组小鼠比较，R1中、高剂量组和辛伐他汀组血清AST，ALT含量显著降低（P<0.01），肝脏TNF-α，IL-6含量降低（P<0.05）。R1低剂量组血清AST及肝脏TNF-α与IL-6含量下降，但差异均无统计学意义（P>0.05），血清ALT含量显著降低（P<0.01），见表2。
表2 R1对各组小鼠肝功能以及IL-6、TNF-α的影响（[image: image4.wmf]x

±s，n=10）
Tab 2. The effect of R1 on the liver function and the expression of IL-6 and TNF-α 

in ApoE-/- mice （[image: image5.wmf]x

±s，n=10）
	组别
	AST/U·L-1
	ALT/U·L-1
	TNF-α/μg·mL-1
	IL-6/μg·mL-1
	miR-146a

	正常对照组
	126.69±13.21**
	54.04±8.45**
	1.66±0.29**
	0.93±0.20**
	0.86±0.41**

	模型组
	176.62±23.07
	121.55±13.99
	3.40±0.38
	1.82±0.27
	3.07±0.55

	R1低组
	149.64±10.18
	86.10±9.74**
	3.09±0.17
	1.57±0.19
	4.62±0.63

	R1中组
	144.22±11.83*
	81.09±8.83**
	2.75±0.16**
	1.40±0.20*
	6.77±0.41**

	R1高组
	137.24±13.20**
	78.49±8.68**
	2.02±0.12**
	1.27±0.15**
	8.19±0.87**

	辛伐组
	149.38±9.10**
	85.13±11.50**
	1.99±0.96**
	1.19±0.16**
	5.49±0.32**


注：与模型组比较，*P<0.05, *P<0.01。
2.3 R1对各组小鼠肝脏miR-146a表达影响 与正常对照组比较，模型组小鼠miR-146a水平显著升高（P<0.01），R1中、高剂量及辛伐他汀均能明显增加肝脏miR-146a表达水平（P<0.01），尤其是R1高剂量组升高作用最明显。见表2。
2.4 R1对AS小鼠肝组织形态学的影响  肉眼观察肝脏大体性状，正常对照组小鼠肝脏呈暗红色，无异常变化；模型组小鼠肝脏体积明显增大，包膜紧张，边缘厚钝，切面有油腻感。R1各组和辛伐他汀组肝脏外观介于正常对照组与模型组之间，肝脏体积弥漫性增大，颜色淡黄，切面部分油腻感。
正常对照组小鼠肝小叶结构完整，肝索呈放射状排列，胞核结构清晰，无肝细胞脂肪变性和炎症细胞浸润。模型组小鼠肝细胞胞质内充满大量大小不等的圆形脂滴，肝小叶结构不清，肝索排列紊乱，大部分肝细胞呈脂肪变性，可见肝细胞点状坏死及炎性细胞浸润，部分肝细胞呈气球样变。辛伐他汀组和R1组小鼠肝脏脂变程度明显减轻，肝细胞胞质内脂滴明显较少，肝细胞脂肪变减轻，肝索排列趋于正常，未见肝细胞点状坏死及炎细胞浸润。见图1。
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A.正常对照组；B.模型组；C.辛伐他汀组；D.R1低剂量组；E.R1中剂量组；F.R1高剂量组

图1 三七皂苷R1对ApoE-/-小鼠肝脏组织形态学的影响（HE，×100）
Figure 1 The effect of R1 on the liver histomorphology in ApoE-/- mice （HE，×100）
3讨论
目前认为，动脉粥样硬化（AS）是源于内皮系统异常的动脉壁炎症性疾病，与脂质沉积、炎症反应、糖代谢紊乱等关系密切。中药三七能显著调节机体脂质和糖代谢，改善肝功能，干预炎症等。三七皂苷R1作为三七的主要活性成分，研究表明其具有显著减轻AS小鼠主动脉斑块损伤作用[5]，但其具体机制不清。本实验主要在动物水平探讨了三七皂苷R1对AS小鼠肝功能及炎症因子的干预作用，以期进一步明确其抗AS的部分药理机制。
糖代谢紊乱与AS关系密切，糖调节受损是AS早期的危险因子[6]。高血糖可通过增加糖基化终末产物，增强氧化应激和激活蛋白激酶加速AS的发展[7]。本实验通过检测小鼠空腹血糖来探讨R1对AS小鼠血糖的影响，与模型组小鼠比较，R1各剂量组血糖均有不同程度降低。研究结果提示R1对AS小鼠血糖有调控作用。
AS的显著特点是脂质浸润和沉积，因而调节血清脂类代谢紊乱，可以有效延迟 AS的进展或促进斑块消退[8]，而血脂升高往往还伴肝功能异常。AST与ALT是人体内糖和蛋白质互相转变所需的酶，二者能敏感地反映肝细胞损伤与否及损伤的程度。本实验发现，模型组小鼠血清AST、ALT含量显著高于正常对照组，使用中、高剂量R1干预后，小鼠血清AST和ALT的含量显著降低。肝脏组织形态学结果也表明，与模型组比较，三七皂苷R1能明显减轻AS小鼠肝细胞的脂肪变性。研究结果均提示R1具有减轻AS小鼠肝损伤，改善肝功能的作用。
炎症参与了AS的发生、发展及结果的全过程[9]。TNF-α和IL-6常被用来作为检测心血管事件和肝损害危险性的指标。IL-6是AS发病机制和临床进程中关键性致炎性细胞因子[10]，可通过增加炎症性细胞因子分泌从而调节炎症性细胞功能[11]。IL-6通过促进巨噬细胞表面LDL受体的合成及其对LDL的摄取，刺激巨噬细胞分泌单核细胞趋化蛋白，诱导肝脏产生急性期反应蛋白等多种机制参与AS的形成[12]。TNF-α主要由巨噬细胞及单核细胞分泌所产生，可通过刺激炎症因子生成，加速AS的进展[13]。在众多炎症因子中，TNF-α是一种关键因子，其参与了炎症的启动，并且可以诱导IL-6、CRP等其他炎症因子的合成和分泌，从而贯穿于炎症的全过程。本实验也发现，模型组小鼠血清TNF-α和IL-6水平较正常对照组显著增高，R1干预后TNF-α和IL-6均显著下降，且高剂量组疗效更为显著。研究结果表明R1能明显抑制AS时炎症因子TNF-α和IL-6的表达，减轻ApoE-/-小鼠体内的炎症反应，发挥抗AS的作用，这可能是其保护肝功能的部分机制。
miRNA主要通过与靶基因mRNA特异结合，调节其mRNA降解或抑制其翻译过程而参与疾病发生与发展。研究表明，冠心病患者外周血单核细胞miR-146a及其靶基因TOLL样受体4（TLR4）水平明显升高，miRNA-146a与高TLR4 mRNA可作为急性心血管事件的独立预测指标[14]。单核细胞中的miR-146a在受到脂多糖、ox-LDL、TNF-α和IL-6等刺激时，表达会显著增加[15-16]。ApoE能通过上调单核细胞与巨噬细胞内miR-146a水平从而抑制NF-κB介导的炎症反应，从而起到抗AS作用[17]，提示miR-146a水平升高具有显著抗炎功效。本研究发现，模型组miR-146a水平较正常对照组显著升高，可能是由血中高水平的脂质与TNF-α和IL-6共同诱导所致。三七皂苷R1及辛伐他汀干预后进一步升高肝脏miR-146a水平，从而发挥其抑制炎症的作用。这可能是三七皂苷R1减轻AS小鼠肝损伤及炎症反应的重要分子机制。
综上所述，三七皂苷R1对AS小鼠肝损伤有一定的保护作用，表现在降低AS小鼠血糖、血脂、炎症反应等方面，其机制可能主要与三七皂苷R1升高肝脏miR-146a水平，从而降低TNF-α与IL-6等炎症因子的表达有关，miR146a可能是三七皂苷R1抗AS小鼠肝损伤的重要中间环节，具体分子机制尚待进一步研究。
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