2016.1.7具体审稿意见

（1）文中有关肝组织p38MAPK、p-p38MAPK、STAT3、p-STAT3蛋白的检测方法为“免疫组织化学法“有误？

（2）前期工作已有小檗碱对NAFLD大鼠血脂、肝脂和改善肝功能作用研究，为何本文重复相关指标观察？

（3）文中表格太多，有的表格可合并或其他表达。

（4）表格中增加，药物剂量，一列数据。

修改答复：

感谢编辑老师的宝贵意见，已按照相关要求进行修改。

（1）文中有关肝组织p38MAPK、p-p38MAPK、STAT3、p-STAT3蛋白的检测方法为“免疫组织化学法“有误？——已修改，改成Western blotting法。
（2）前期工作已有小檗碱对NAFLD大鼠血脂、肝脂和改善肝功能作用研究，为何本文重复相关指标观察？——因为本次研究角度不同，本研究从氧化应激的角度进行探讨，部分指标如血脂、肝脂和病理等是基础指标，是鉴定模型和药物疗效是否成功的前提，同时本文主要探讨氧化应激通路与脂质代谢之间的关系，这些基础指标仍有观察和比较的必要性。
（3）文中表格太多，有的表格可合并或其他表达。——删除了部分重复鉴定模型是否成功的指标，初稿的表5表6进行了合并，为现在的表4。另外表2、表3做了相应的柱状图（图3、图4），是否可以替换呢？图和表都一起放在文章相应位置了，还请编辑老师参考。

（4）表格中增加，药物剂量，一列数据。——只要涉及到组别的，都加上了用药栏，具体如下：
	组别
	用药

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1


感谢编辑老师的辛苦工作，如有问题随时可以将文章退修给我！
以下是修改稿：
小檗碱对NAFLD大鼠肝组织p38MAPK-STAT3信号通路mRNA及蛋白表达的影响

李媛媛1，邓远军1，何毅芳1，张玉佩1，梁荫基1，韩莉2，张金文1，王观龙1，杨钦河1*
（1.暨南大学医学院，广东 广州 510632  2.暨南大学附属第一医院，广东 广州 510632）
[摘要]目的 观察小檗碱对非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）大鼠肝组织p38MAPK-STAT3信号通路相关基因及蛋白表达的调控作用，探讨小檗碱防治NAFLD的作用机制。方法 SPF 级雄性SD 大鼠24只，适应性喂养1 w后，随机分为正常组、模型组和小檗碱组，每组各8只。除正常组给予基础饲料外，其余两组均采用高脂饮食喂养建立大鼠NAFLD 模型，在施以造模因素的同时，小檗碱组灌胃盐酸小檗碱[100 mg·kg-1·d-1]进行干预，8 w后对肝组织行HE染色和油红O染色，全自动生化仪检测血清TC、TG、HDL-C 、LDL-C、AST及ALT改变，ELISA法检测血清及肝组织超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）含量；实时荧光定量RT-PCR法检测肝组织p38MAPK、STAT3mRNA 表达量；Western blotting检测肝组织蛋白p38MAPK、STAT3及p-p38MAPK、p-STAT3表达水平。结果 8 w高脂饮食成功诱导建立了\NAFLD 实验动物模型，HE染色和油红O染色证实大鼠模型肝组织脂质蓄积严重。与正常组比较，模型组大鼠血清TG、TC含量明显升高（P<0.05），肝组织及血清SOD活力明显降低(P<0.01)，MDA水平明显升高(P<0.01)，p38MAPK、STAT3mRNA及p38MAPK、p-p38MAPK、STAT3、p-STAT3蛋白的表达水平均显著升高( P<0.01，P<0.05)；与模型组比较，小檗碱组大鼠血清TG、TC含量明显降低（P<0.05），肝组织及血清SOD活力明显升高(P<0.01，P<0.05)，MDA水平明显降低(P<0.05，P<0.01)，p38MAPK、STAT3mRNA及p-p38MAPK、p-STAT3蛋白表达水平明显下调( P<0.05) 。结论 小檗碱可以改善NAFLD模型大鼠肝脏脂肪变性，降低其血清及肝组织氧化应激因子水平，其机制可能是通过激活肝脏p38MAPK-
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STAT3信号通路相关基因及其蛋白磷酸化水平，改善氧化应激而起作

用。

[关键词] 小檗碱；NAFLD；氧化应激；p38MAPK-STAT3信号通路
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Effects of Berberine on the Expression of mRNA and Protein Related to p38MAPK-STAT3 Signal Pathway in Hepatic tissue of NAFLD Rats   

Yuan-Yuan Li1,Yuan-jun Deng1,Yi-fang He1,Yu-pei Zhang1,Yin-ji Liang1,Li Han2,Jin-wen Zhang1,Guan-long Wang1,Qin-he Yang1*
Medical School of Jinan University, Guangzhou, Guangdong 510632, China;

2.The First Affiliated Hospital of Jinan University, Guangzhou 510632, China)

ABSTRACT Objective To observe the regulating effect of berberine on protein expressions and genes related to p38MAPK-STAT3 signal pathways in hepatic tissues of NAFLD rats and discover the functional mechanism of berberine in preventing NSFLD. Methods The 24 male SD rats in SPF level were fed adaptively for one week and randomly divided into three groups, namely normal group, model group and berberine group. Each group consisted of 8 rats. Except for the providing of basic feed to the normal group, the other two groups were fed with high-fat diet to establish the NAFLD rat model.Berberine group rats were given berberine hydrochloride tablets [100 mg·kg-1·d-1]by gavage once a day with high-fat diet simultaneously.After 8 weeks, the hepatic issues were analyzed with HE staining and oil red O staining. Triglyceride(TG),total cholesterol(TC),HDL-C,LDL-C,AST and ALT levels in blood serum were detected with automatic biochemical analyzer.The change of liver lipid and serum lipid were detected by an automatic biochemical analyzer.SOD and MDA of the Serum and hepatic issues were examined by ELISA method. The expression quantity of p38MAPK、STAT3mRNA in hepatic issues was detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).The expression level of p38MAPK、STAT3 proteins in hepatic issues and p38MAPK and STAT3 phosphorylated proteins were examined by Western blot. Results The induction of high-fat diet succeeded in the building of NAFLD rat model. 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<0.05),SOD activity in liver tissue and serum was significantly decreased (P<0.01), MDA level was significantly elevated (P<0.01),the expression level of p38MAPK、STAT3 hepatic issues and proteins of the model group had seen significant increase (P<0.01). Compared with the model group, the levels of TG,TC of the berberine group in serum decreased significantly (P<0.05)，SOD activity in liver tissue and serum was significantly increased (P<0.01), MDA level was significantly decreased (P<0.01),the expression level of p38MAPK、STAT3mRNA and proteins of the berberine group were significantly down-regulated(P<0.01). Conclusions For NAFLD rat  model, berberine is able to promote their recovery of hepatic steatosis and lower the oxidative stress factor levels of their serum and hepatic tissues. The mechanism may work by regulating the protein expressions and genes related to p38MAPK-STAT3 signal pathways in liver and improving oxidative stress in model rats.

Key Words: Berberine;NAFLD;Oxidative stress;p38MAPK-STAT3 signal pathways.  

    NAFLD是指除外酒精和其他明确的损肝因素所致的，以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综合征。目前，NAFLD 的发病机制尚未明确，研究认为NAFLD 发病与脂质过氧化、氧化应激等作用相关。研究表明[1-2]，JNK-STAT3信号通路与NAFLD的发病密切相关，调控p38MAPK、STAT3 mRNA 和蛋白的表达，可能是有效防治NAFLD 的途径之一，但其详细机制未明。笔者前期研究发现小檗碱可降低NAFLD大鼠血脂、肝脂和改善肝功能，且具有降低肝X受体( LXR) /脂肪酸合成酶(FAS)基因及蛋白表达的作用，抗NAFLD作用疗效确切[3-6]。本研究在前期实验基础上，通过观察小檗碱干预后大鼠肝组织内p38MAPK，STAT3 mRNA和蛋白的变化，探讨小檗碱抗大鼠NAFLD 的分子机制，旨在阐明NAFLD 发病机制并为临床防治提供理论及实验依据。

1材料与方法

1.1动物与饲料

24只6周龄SPF级雄性SD大鼠，体重约200±20 g，购自广州中医药大学实验动物管理中心，许可证号：SCXK（粤）2013-0034。动物分笼饲养于暨南大学实验动物管理中心(SPF级动物实验室)，许可证号：SYXK（粤）2013-0117。基础维持饲料由暨南大学动物实验管理中心提供，高脂饲料由广东省实验动物中心提供，大鼠饲料许可证号：SCXK（粤）2013-0002。高脂饲料由维持饲料(88%)、猪油(10%)、胆固醇(1.5%)、III号胆盐(0.5%)等部分组成。
1.2 药物及主要试剂

小檗碱（盐酸小檗碱片，0.1g/片）由赤峰蒙欣药业有限公司提供，购自暨南大学附属第一医院西药房，批号:H15020568。胆固醇( No.wj201204)、3号胆盐(No.wj201206) ，广州齐云生物科技有限公司；油红O试剂盒（20131212），中国南京建成科技公司；大鼠SOD试剂盒（No.A001-3），大鼠MDA试剂盒（No. A003-1），中国南京建成生物工程研究所；Trizol（批号：D9108A），RT逆转录试剂盒（批号：AK2401），SYBR Premix Ex Taq PCR试剂盒(批号：AK5703)，日本Takara公司；核蛋白提取试剂盒，PageRuler Prestained Protein Ladder(货号：26617），美国Thermo Scientific公司；配胶试剂盒，BCA蛋白浓度测定试剂盒（NO.P0010），碧云天生物技术研究所；p38 MAPK Antibody(No.9211)、phosphor-p38 MAPK Antibody(No.9211)、STAT3 Antibody(No.49040)、phosphor-STAT3 Antibody(No.9145)，美国Cell Signaling Technologies公司。

1.3仪器

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、垂直蛋白电泳系统，美国Bio-rad公司。
1.4分组、造模及给药方法
24只大鼠，适应性饲养1 w后，根据体重采用随机数字表法随机分为3组，每组8只。组别如下：正常组，模型组，小檗碱组。除正常对照组大鼠给予基础饲料喂养外,其余各组均予高脂饲料喂养,连续8 w。在造模的同时，正常组及模型组按10 mL·kg-1·BW量给予蒸馏水灌胃（ig）干预,用药组进行小檗碱ig干预［盐酸小檗碱片100 mg·kg-1·d-1］，实验过程中每天定时灌胃1次，并根据大鼠体重调整用药量，连续8 w。观察记录各组大鼠基本生长情况，包括体态、毛色、行为、反应、饮食、粪便等。各组动物均自由饮水进食，分笼(每笼4只) 饲养于暨南大学实验动物管理中心SPF级动物房内，(22±2) ℃、明暗各12 h。
1.5标本采集与样本制备

 连续用药8 w后，各组大鼠禁食不禁水12 h，以3%戊巴比妥钠（1 mL·kg-1·BW）腹腔注射麻醉，进行腹主动脉采血，摘取肝脏并称湿重，取肝右下叶相同部位大小约为1.0×1.0×1.0cm3的组织若干块待检。

1.6肝组织病理观察

取新鲜肝组织样本以10%甲醛溶液固定，在冰冻切片机上切片，厚度为10-15μm，采用常规H&E染色，光镜下观察肝组织脂肪变性情况。另若干块新鲜肝组织行常规油红O染色，光镜下观察肝脏脂滴分布情况。
1.7血生化及氧化应激因子检测 

每只大鼠进行腹主动脉采血3～5 mL，在离心机下4 ℃，3000 rpm，离心10 min，采集上层血清，全自动生化分析仪检测血清血脂（TC、TG、LDL-C、HDL-C）、肝功能（ALT、AST）含量。取新鲜肝组织块20 mg，0.86%生理盐水180 mg，研磨制成10%的肝组织匀浆。Elisa法检测血清及肝组织匀浆中SOD、MDA含量。
1.8实时荧光定量RT-PCR法检测肝组织p38MAPK、STAT3 mRNA的表达     从Genebank里查找基因：p38MAPK、STAT3序列号，由上海捷瑞生物工程有限公司合成，选用GAPDH为内参基因。引物如下：

                        表1 引物序列

Table 1  Primer sequences
	基因序列
	引 物 序 列
	扩增长度

	GAPDH


	Sense：5’ CAACGGGAAACCCATCACCA 3’
	133

	
	Antisense：5’ ACGCCAGTAGACTCCACGACAT 3’
	

	P38MAPK
	Sense:5'-ACCACGACCCTGATGATGAGC-3'
	105

	
	Antisense：5'-GGTCAGGCTCTTCCATTCGTCT-3'　
	

	STAT3
	Sense：5’-ACAAACTGCTTGCCTTGACCACC-3’
	133

	
	Antisense:5’-ACGCCTTGCCTTCCTAAATACCC-3’
	


     PCR 按照试剂盒说明书进行操作,采用20μl反应体系。反应条件：①95℃持续30 s 预变性；②95℃持续5s变性；③GAPDH 57.5℃，p38MAPK58℃，STAT357℃，退火20 s；④72℃持续30 s 延伸；②~ ④39 个循环；⑤溶解曲线分析，65℃ to 95℃，持续5~10s。反应完毕，采用Opticon Monitor3. 1 软件分析结果，采用公式 2-△△Ct进行相对定量。

1.9 Western blotting法检测肝组织p38MAPK、STAT3蛋白的表达

取肝组织100 mg，在冰冻缓冲液中研碎，加入去污剂蛋白裂解液( 含苯甲基磺酰氟) 500 μL进行总蛋白的提取，用碧云天BCA 蛋白浓度试剂盒测定样本蛋白的浓度，计算取含蛋白40 μg的溶液体积为上样量，配置凝胶（碧云天SDSPAGE凝胶配制试剂盒），上样（每组均设附孔，分析时取两条带灰度的平均值) ，电泳进行蛋白质的电转移与膜的封闭；洗膜，新鲜配制的一抗封闭液（p38MAPK、p-p38 MAPK 1:1000；STAT3、p-STAT3 1:2000），4 ℃过夜；洗膜以除去过量的一抗；将膜转入另一塑料袋中，加入溶于封闭液的二抗；封口室温振摇孵育1~2 h；TBST 漂洗3~5 次，每次10 min，洗去未结合的二抗，用Quantity One 软件扫描各条带的吸光度( A值) 并分析结果，以GAPDH 作为内参进行半定量分析。

1.10统计学处理方法

    数据采用SPSS 13. 0 统计软件进行分析，计量资料以x±s表示，组间均数比较采用单因素方差分析，方差齐时用Bonferroni法和SNK 法进行组间两两比较，方差不齐时用Tamhane's T2 检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1 各组大鼠一般情况

    在8 w的喂养过程中，各组大鼠体重每周以不同速度增长，以模型组最为快速。正常组大鼠体毛色泽正常且无明显脱落，饮水进食均正常，大便质硬黑褐色，鼠笼垫料湿度一般，体型均衡，活动自如，反应灵敏；模型组大鼠毛色萎黄欠光泽，饮水多、食量较大，大便油腻感、质软，小便量多、色黄，体型肥大，活动迟缓笨拙，反应迟钝；小檗碱组较模型组明显好转。
2.2 各组大鼠肝组织HE染色结果

正常组大鼠肝组织结构完好，小叶、肝索结构清楚，肝细胞和肝血窦在中央静脉周围是大致呈放射状排列的，肝细胞呈多面体形，结构完整，排列整齐，界限明显，胞质均匀红染，胞内无或较少和较小的脂肪空泡，胞核位于中央，核大而圆，居中，无明显病变；模型组大鼠肝组织切片肝窦、肝索结构紊乱不清，脂肪变性明显，可见肝细胞肿胀，胞浆内可见大小不一的脂滴，呈圆形，以大泡性脂滴为主，胞核被挤压、靠向边缘；小檗碱组大鼠肝组织脂肪变性情况较模型组显著改善。见图1。
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       图1 各组大鼠肝组织HE染色结果（×200倍）
   Figure 1 hepatic tissues with HE staining in each group ( ×200)
2.3 各组大鼠肝组织油红O染色结果

正常组大鼠肝组织肝窦结构正常，肝细胞排列整齐，细胞间隙清晰，细胞核淡蓝居中，细胞内未见明显橘红色脂滴，偶见散在的红染脂滴；模型组大鼠肝小叶结构遭到破坏，肝索紊乱不清，肝细胞肿胀，胞核深蓝染色、靠边，细胞内可见大片的红染脂滴，相邻肝细胞内可见脂滴融合现象；小檗碱组肝细胞内红染脂滴量介于正常组与模型组之间。见图2。
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      图2各组大鼠肝组织油红O染色结果（×200倍）
  Figure 2 hepatic tissues with oil red O staining in each group ( ×200)
   上述肝组织病理情况表明我们通过高脂饲料喂养8 w成功复制了大鼠NAFLD模型。
2.4 各组大鼠血清TC、TG、HDL-C 及LDL-C 的含量
    模型组大鼠血清TC、TG、LDL-C与正常组比较显著升高(P<0.05，P<0.01)，HDL-C显著降低(P<0.01)；小檗碱组大鼠血清TC、TG、LDL-C与模型组比较显著降低(P<0.05)，HDL-C显著升高(P<0.05)。见表2，图3。

图3  各组大鼠血清TC、TG、HDL-C、LDL-C及肝组织TC、TG含量的比较
Figure3 Comparison of serum TC、TG、HDL-C、LDL-C in each group(
[image: image7.wmf]x

±s,n=8)
Table 2 Comparison of serum TC、TG、HDL-C、LDL-C in each group(
[image: image8.wmf]x

±s,n=8)

表2 各组大鼠血清TC、TG、HDL-C、LDL-C含量比较（
[image: image9.wmf]x

±s, n=8）
	组别
	用药
	TC/mmol·L-1
	TG/mmol·L-1
	HDL-C/mmol·L-1
	LDL-C/mmol·L-1

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW
	1.73±0.37
	0.97±0.26
	1.11±0.25
	0.23±0.04

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW
	2.74±0.29**
	1.47±0.28**
	0.67±0.12*
	0.57±0.23 *

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1
	2.10±0.19 ■ 
	1.04±0.22■
	0.87±0.13 ■
	0.31±0.07■


注：与正常组比较, *P<0.01,**P<0.05；与模型组比较, ■ P<0.05。
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2.5 各组大鼠血清AST、ALT的含量
模型组大鼠血清AST含量与正常组比较显著升高(P<0.05)，小檗碱组与模型组比较AST下降有统计学意义(P<0.05)；模型组大鼠血清ALT及AST/ALT虽然也有升高，但是无统计学意义(P>0.05)。在临床上ALT/AST比值常用来反映肝细胞损伤的严重程度及判断病程，估计病情预后。模型组大鼠ALT、AST及AST/ALT的升高表明高脂饲料喂养8w的NAFLD模型大鼠肝细胞受到严重的损伤，而小檗碱可以改善肝损伤。见表3，图4。
表3各组大鼠血清ALT、AST含量的比较(
[image: image12.wmf]x

±s,n=8)
Table3 Comparison of serum ALT、AST in each group(
[image: image13.wmf]x

±s,n=8)
	组别
	用药
	ALT/U·L-1
	AST/U·L-1
	AST/ ALT

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW
	50.25±17.79
	76.75±14.81
	1.72±0.65

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW
	54.38±30.97
	109.37±29.64**
	2.33±1.25

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1
	51.54±23.69
	87.63±16.32■ 
	1.96±0.59


注：与正常组比较, **P<0.05；与模型组比较, ■ P<0.05。
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图4 各组大鼠血清ALT、AST含量的比较
2.6 各组大鼠肝组织及血清氧化应激因子MDA、SOD水平变化  

与正常组比较，模型组大鼠肝组织及血清SOD活力明显降低(P<0.01)；与模型组大鼠比较，小檗碱组肝组织及血清SOD活力明显升高(P<0.01，P<0.05)；说明NAFLD大鼠肝组织中SOD活力低下，而小檗碱可以明显改善SOD的活力而起到抗氧化应激的作用。模型组大鼠肝组织及血清MDA水平较正常组明显升高(P<0.01)，而小檗碱组的MDA水平较模型组大鼠显著降低(P<0.05，P<0.01)；提示NAFLD大鼠肝组织中存在MDA的高表达，而小檗碱组大鼠肝组织中MDA水平降低有可能是因为氧化应激的缓解。见表4。
表4 各组大鼠肝组织及血清MDA、SOD水平变化的比较(
[image: image15.wmf]x

±s,n=6)

Table4 Comparison of MDA、SOD levels in rat hepatic tissues and serum in each group(
[image: image16.wmf]x

±s,n=6)

	组别
	用药
	肝组织MDA/nmol·mgprot-1
	肝组织

SOD/U·mgprot-1
	血清MDA/nmol·mL-1
	血清SOD/U·mL-1

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW
	7.89±2.85
	341.62±57.04
	4.28±0.36
	61.08±2.62

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW
	14.64±4.25*
	215.82±41.25*
	7.26±0.52*
	43.61±8.16*

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1
	10.39±2.27■ 
	293.80±38.78▲
	4.53±0.91▲
	54.01±9.28 ■ 


注：与正常组比较,*P<0.01；与模型组比较, ▲P<0.01,■ P<0.05 
2.7 各组大鼠肝组织p38MAPK、STAT3mRNA表达水平

    模型组大鼠肝组织p38MAPK及STAT3 mRNA的表达较正常组大鼠明显上升(P<0.05，P<0.01)。与模型组大鼠相比较，小檗碱组p38MAPK及STAT3 mRNA表达水平明显下降，与模型组比较具有统计学意义(P<0.05)。结果表明在NAFLD大鼠肝组织中p38MAPK及STAT3mRNA有高表达，小檗碱对NAFLD大鼠肝组织p38MAPK及STAT3 mRNA的表达有下调作用。见表5。
表5 各组大鼠肝组织p38MAPK 、STAT3mRNA相对表达水平比较(
[image: image17.wmf]x

±s,n=6)

Table5  Expression of p38MAPK 、STAT3mRNA in rat hepatic tissues from each group(
[image: image18.wmf]x

±s,n=6)
	组 别
	用药
	p38MAPKmRNA
	STAT3mRNA

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW
	1.00±0.07
	1.00±0.12

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW
	2.10±0.69**
	2.26±0.41*

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1
	1.02±0.04■
	1.54±0.32■


            注：与正常组比较, *P<0.01， **P<0.05；与模型组比较, ■ P<0.05
2.8 各组大鼠肝组织p38MAPK、STAT3蛋白表达水平

模型组大鼠肝组织p38MAPK、STAT3蛋白的表达水平与正常组大鼠比较显著升高(P<0.05)；小檗碱组与模型组大鼠比较，p38MAPK、STAT3蛋白表达量显著降低，差异有统计学意义(P<0.05)。这一结果表明在NAFLD大鼠肝组织中p38MAPK、STAT3蛋白呈高表达，小檗碱能下调p38MAPK、STAT3蛋白的表达。见表6。图5。

表6  p38MAPK和STAT3蛋白表达水平比较(
[image: image19.wmf]x

±s,n=6)
Table6  Expression of p38MAPK and STAT3 protein in rat hepatic tissues from each group(
[image: image20.wmf]x

±s,n=6)
	组 别
	用药（ig）
	p38MAPK/GAPDH
	p-p38MAPK/GAPDH
	STAT3/GAPDH
	p-STAT3/GAPDH

	正常组
	蒸馏水（ig）

10 mL·kg-1·BW
	0.015±0.010
	0.044±0.005
	0.016±0.001
	0.055±0.020

	模型组
	蒸馏水(ig)
10 mL·kg-1·BW
	0.166±0.006*
	0.278±0.015*
	0.297±0.057**
	0.321±0.012*

	小檗碱组
	盐酸小檗碱片(ig)
100 mg·kg-1·d-1
	0.109±0.021
	0.111±0.043■
	0.137±0.017
	0.158±0.040■


 注：与正常组比较, *P<0.01， **P<0.05；与模型组比较, ■ P<0.05
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图5 肝组织p38MAPK-STAT3信号通路相关蛋白灰度值比较

Figure5 Expression of p38MAPK and STAT3 protein in rat hepatic tissues from each group


3 讨论
根据中医理论，NAFLD属于“痞满”、“胁痛”、“积证”、“痰证”、“淤证、“肥气”范祷，从病机上看主要是“湿热”和“血瘀”，治疗多以清热燥湿、活血化淤为主[24-25]。黄连始载于《神农本草经》，列为上品。李时珍谓：“其根连珠而色黄，故名”。其性寒，味苦，归肾、膀胱、大肠经，具有清热燥湿，泻火解毒，除蒸等功效。小檗碱作为黄连、黄柏的主要活性单体成分，是一种常见的异喹啉生物碱，具有黄连、黄柏清热燥湿解毒的属性，目前临床常用的为盐酸小檗碱。最新研究发现小檗碱在其传统的抗炎治疗作用之外具有调节异常脂质代谢、改善胰岛素抵抗、提高肝脏抗氧化能力、降低血糖、降压等作用[26]，但详细作用机制不明。
目前，NAFLD的发病机制尚未完全阐明，“二次打击”学说是相对被多数人认可的机制之一。胰岛素抵抗为第一次打击，“氧化效应”为第二次打击。研究表明，NAFLD发病过程中肝内可产生大量活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)，造成线粒体功能的损害和抗氧化系统的消耗，从而引起氧化应激损伤，在氧化应激（Oxidative stress）的作用下，炎症因子被激活，继续损伤肝细胞以及线粒体，因此氧化应激是导致NAFLD的关键步骤之一[7-9]。

MDA是机体酶系统与非酶系统产生自由基并攻击生物膜中多不饱和脂肪酸而形成的脂质过氧化物，其含量能够反映机体脂质过氧化程度，也可间接反映肝细胞受损程度。SOD则可消除机体氧自由基，抵抗内、外环境中的超氧离子损伤机体[10]，其水平反映了机体清除氧自由基的能力。大量NAFLD临床和实验研究均出现明显SOD下降且MDA上升，并且与NAFLD氧化应激以及肝功能损伤情况相一致[11-13]，表明SOD、MDA与NAFLD氧化应激关系密切。本研究结果显示，NAFLD模型组大鼠血清及肝组织中SOD水平显著低于对照组，而MDA水平显著高于对照组；NAFLD模型组大鼠血清ALT、AST水平较对照组高，再次通过动物实验证明了NAFLD大鼠体内产生了氧化应激状态，机体的脂质过氧化水平和肝功能之间呈正相关，这与D.P.Rosa[14]等的研究相一致。而小檗碱组较模型组大鼠血清及肝组织SOD水平显著升高，MDA水平显著降低，同时伴有AST下降(P<0.05)，且大鼠肝组织病理学变化较模型组大鼠肝细胞肿胀程度减轻、脂肪变性程度减轻，表明小檗碱能够降低脂质过氧化过程，减轻氧化应激的损伤，减轻肝脏脂肪变性，从而阻止NAFLD的发生发展。
p38MAPK信号转导通路是丝裂原活化蛋白激酶家族的重要组成成员，可被包括活性氧在内的多种应激刺激活化，在炎症反应、细胞应激反应、细胞凋亡等方面起着重要作用[15]。同为MAPKs家族成员的p38MAPK也能通过介导STAT3通路发挥抗氧化应激的作用[16]。本课题组前期研究发现[17]，与正常组比较，高脂饮食诱导的NAFLD大鼠模型组中p38MAPK 的表达及磷酸化 p38MAPK的表达均显著升高，促进了NAFLD 的形成和发展。信号传导和转录激活因子3（Signal transducer and activator of transcription 3，STAT3）编码基因定位是人第12号染色体，其由750～795个氨基酸组合而成，存在4种异构体[18]。目前，有研究表明，STAT3基因缺失或变异的小鼠均表现为病态肥胖[19]。郑培永[20]等研究发现，NAFLD模型组大鼠下丘脑P-STAT3蛋白表达明显下调，STAT3参与了NAFLD的形成过程。离体研究表明，p38MAPK能直接磷酸化STAT3-C末端的丝氨酸残基，而STAT3也因此被认为是MAPK可能的作用底物之一[21]。在刺激因素（如炎症、氧化应激等）的作用下，可能有MAPK信号通路及STAT3信号通路的同时激活[22]，p38MAPK-STAT3能通过上调糖尿病肾病大鼠SOD、GSH-Px以及下调MDA的表达，从而达到调控氧化-抗氧化失衡的目的[23]。本研究结果显示，NAFLD模型组大鼠肝组织p38MAPK、STAT3mRNA及蛋白的表达水平较正常组大鼠显著升高，与以上研究结果相一致，再次证实了p38MAPK-STAT3信号通路在NAFLD的发病机制中发挥了重要作用。
本研究中，高脂饮食的作用使肝脏p38MAPK-STAT3信号通路被激活，小檗碱的干预降低了高脂饮食诱导的肝脏p38MAPK、STAT3的磷酸化，同时也下调了p38MAPK、STAT3mRNA及其磷酸化蛋白的表达水平，且对于高脂饮食造成的肝脏病理损害也起到了减轻的作用，以上结果提示p38MAPK-STAT3信号通路参与了高脂饮食诱导的NAFLD的调控作用，小檗碱可能是通过调节p38MAPK-STAT3信号通路，起到缓解NAFLD大鼠肝细胞脂质沉积，改善脂质紊乱的作用。调节p38MAPK-STAT3信号通路缓解NAFLD大鼠肝细胞脂质沉积可能是小檗碱发挥抗NAFLD作用的重要机制之一。
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