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　　摘　要：目的　通过观察灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞内过氧化物酶体增殖物激活受体α（ＰＰＡＲα）、载脂蛋白

Ａ５（ａｐｏＡ５）表达和三酰甘油（ＴＧ）含量的影响，旨在初步探讨灯盏花素与ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５、ＴＧ之间的时间依赖关系，为进一步探

索灯盏花素调节ＴＧ代谢的具体机制奠定一定的基础。方法　在前期实验基础上选取１００ｍｍｏｌ／Ｌ灯盏花素，处理 ＨｅｐＧ２细胞

不同时间点：（１）０ｈ（空白对照）组；（２）６ｈ组；（３）１２ｈ组；（４）２４ｈ组；（５）３６ｈ组；（６）４８ｈ组；检测各组细胞内ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５基

因、蛋白表达水平和ＴＧ含量。结果　灯盏花素可升高ＨｅｐＧ２细胞内ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５表达，降低ＴＧ含量（犘＜０．０５），并呈时间依

赖性。结论　灯盏花素能降低肝细胞内ＴＧ含量，其机制可能通过使ＰＰＡＲα表达水平增加，从而增加ａｐｏＡ５表达水平而实现的。
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　　高三酰甘油（ｈｙｐｅｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｍｉａ，ＨＴＧ）血症在胰岛素抵抗

（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）相关性疾病如肥胖、２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）、

冠心病等的发展中起重要作用［１］。ＨＴＧ血症与Ｔ２ＤＭ发病率

增多有关。ＨＴＧ血症是Ｔ２ＤＭ发生的独立危险因素，以 ＨＴＧ

为标志的脂代谢异常常伴ＩＲ，其可能发生在糖代谢紊乱之

前［２］。因此，ＨＴＧ血症的危害已经引起内分泌学者的高度重

视。灯盏花素（ｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅ）是从菊科短亭飞蓬属植物中提取出

来的黄酮类有效成分，是灯盏乙素和少量甲素的混合物，其中灯

盏乙素含量占９５％以上，灯盏花素药理活性广泛，具有抗血小

板、抗血栓等作用，被广泛应用于临床治疗，并具有降低ＴＧ的

作用［３］，但其具体作用机制不清楚。目前发现ＴＧ与肝脏过氧

化物酶体增殖物激活受体α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅ

ｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ，ＰＰＡＲα）、载脂蛋白 Ａ５（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ５，ａｐｏＡ５）

基因表达密切相关［４］，但灯盏花素降低ＴＧ是否也与ＰＰＡＲα、

ａｐｏＡ５基因表达有关，目前国内外未见相关研究报道。因此，本

研究拟通过观察灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞内

ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５表达及三酰甘油含量的影响，旨在初步探讨灯

盏花素降低三酰甘油的可能机制，为进一步探索灯盏花素调节

ＴＧ代谢的具体机制奠定一定的基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　ＨｅｐＧ２细胞购于协和医院细胞库。灯盏花

素注射液购于昆明龙津药业股份有限公司。ＤＭＥＭ购于Ｇｉｂ

ｃｏＢＲＬ公司，胎牛血清购于杭州四季青公司。实时荧光定量

ＰＣＲ试剂盒购于 Ｔａｋａｒａ公司。ａｐｏＡ５抗体（ａｂ３６９７４）购于

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。二抗和细胞蛋白抽提试剂盒均购于宝生物

公司。三酰甘油测定试剂盒购于北化康泰临床试剂公司。

１．２　细胞培养与分组　ＨｅｐＧ２细胞被培养于含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，

０．２５％胰酶进行消化，每２～３天更换１次培养基并进行传代。

ＨｅｐＧ２肝细胞接种于６孔板中，１２ｈ后长至融合度为８０％左
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右，更换为无血清的ＤＭＥＭ 培养基，在浓度依赖实验的基础

上，选取１００ｍｍｏｌ／Ｌ灯盏花素进行时间依赖实验。加入１００

ｍｍｏｌ／Ｌ灯盏花素，不同干预时间点（０、６、１２、２４、３６、４８ｈ），分

别定义为：（１）０ｈ组（空白对照）；（２）６ｈ组；（３）１２ｈ组；（４）２４

ｈ组；（５）３６ｈ组；（６）４８ｈ组；每组取３个复孔，所测结果取３孔

平均值。

１．３　测定各组细胞ａｐｏＡ５基因及ＴＧ含量　ＰＰＡＲα引物正

义：５′ＡＣＴＴＡＴＣＣＴＧＴＧＧＴＣＣＣＣＧＧ３′；反义：５′ＣＣＧ

ＡＣＡ ＧＡＡ ＡＧＧ ＣＡＣ ＴＴＧ３′；ａｐｏＡ５引物正义：５′ＡＣＧ

ＣＡＣＧＣＡ ＴＣＣ ＡＧＣ ＡＧＡ３′；反 义：５′ＴＧＡ ＡＡＧ ＡＴＴ

ＣＧＧＡＡＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ引物正义：５′ＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣ

ＡＣＣＣＴＴＴＣＴ３′；反义：５′ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧ

３′。提取细胞总ＲＮＡ，以总ＲＮＡ１．５μｇ为逆转录反应模板，

进行逆转录总的反应体积是２０μＬ。反应体系总体积为２５

μＬ，ｓｔｅｒｉｌｅｗａｔｅｒ１６．３μＬ，１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，引物１（１０

μＭ）０．７５μＬ，引物２（１０μＭ）０．７５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍＭ）１．５

μＬ，４ｄＮＴＰ（２．５ｍＭ）２μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，Ｔａｑ酶 ５Ｕ （０．２

μＬ）。条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，退火温度３０ｓ，７２℃ 延长

２０ｓ，循环３４次，７２℃延长１０ｍｉｎ。按照ＴＧ试剂盒说明书进

行操作（酶法测定）。

１．４　测定各组细胞ａｐｏＡ５蛋白表达　收集经上述处理后的

细胞，用ＢＣＡ法定量测定各组细胞ａｐｏＡ５蛋白表达水平。取

３０μＬ蛋白质加样，经１２％ＰＡＧＥ电泳后转移到ＰＶＤＦ膜上，

取ａｐｏＡ５ 一 抗 的 稀 释 度 为 １∶２０００，二 抗 的 稀 释 度 为

１∶１０００，碱性磷酸酶法显色，曝光。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件包进行统计分

析，计量资料采用狓±狊表示，正态分布资料应用随机区组设计

资料的方差分析及其两两比较，分析各组细胞内ａｐｏＡ５基因、

蛋白表达及ＴＧ含量的差异。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

在０～２４ｈ之内，ＨｅｐＧ２肝细胞内ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５基因

及蛋白表达水平随着灯盏花素作用时间增加而增加，当达到

３６ｈ后 ＨｅｐＧ２肝细胞内ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５基因及蛋白表达水

平开始下降，４８ｈ下降最明显，但均高于空白对照组（犘＜

０．０５）；而肝细胞内三酰甘油含量在０～２４ｈ之内随着灯盏花

素作用时间增加反而降低，至２４ｈ时降到最低（犘＜０．０５），

３６ｈ后又开始升高，４８ｈ升高最明显，但均低于空白对照组

（犘＜０．０５），见表１、２，图１、２。

　　１：空白对照组（０ｈ）；２：６ｈ；３：１２ｈ；４：２４ｈ；５：３６ｈ；６：４８ｈ。

图１　　灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞

ＰＰＡＲα蛋白表达的影响

表１　　灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞ＰＰＡＲα、

　　　ａｐｏＡ５ｍＲＮＡ表达及ＴＧ的影响（狓±狊）

时间（ｈ） ＰＰＡＲα ａｐｏＡ５ ＴＧ（ｍｇ／ｇ）

０（空白对照） ０．８２３±０．１１３ ０．００２７±０．０００３ １２２８．８±１４４．２

６ １．３２３±０．１５３＃ ０．００５１±０．０００８＃ ８４９．３±１０４．４＃

１２ ３．１３２±０．４２１＃ ０．００６９±０．００１１＃ ６２８．２±８５．１＃

续表１　　灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞ＰＰＡＲα、

　　　ａｐｏＡ５ｍＲＮＡ表达及ＴＧ的影响（狓±狊）

时间（ｈ） ＰＰＡＲα ａｐｏＡ５ ＴＧ（ｍｇ／ｇ）

２４ ４．３５７±０．０７５＃ ０．０１２１±０．００１８＃ ４２２．２±６７．２＃

３６ １．６３１±０．０２３＃ ０．００５９±０．００１０＃ ７１２．３±７７．４＃

４８ １．１７２±０．０１４＃ ０．００４２±０．０００６＃ ９５２．３±９４．１＃

　　：犘＜０．０１，与不同时间比较；＃：犘＜０．０５，与空白对照组比较。

　　１：空白对照；２：６ｈ；３：１２ｈ；４：２４ｈ；５：３６ｈ；６：４８ｈ。

图２　　灯盏花素在不同时间点对 ＨｅｐＧ２肝细胞

ａｐｏＡ５蛋白表达的影响

３　讨　　论

２０１１年欧洲心脏病学会（ＥＳＣ）和欧洲动脉粥样硬化学会

（ＥＡＳ）联合发布的血脂异常管理指南明确指出，ＴＧ在脂毒性

危害中占据非常重要的地位。肝脏是三酰甘油代谢的重要器

官，高三酰甘油血症是糖尿病发生、发展的重要病理生理基础

和特征［５］。肝脏中有许多调控三酰甘油代谢的基因表达，其中

ａｐｏＡ５基因与 ＴＧ、ＩＲ、代谢综合征密切相关
［６７］，因此，从

ａｐｏＡ５基因出发进行研究，可能对于阐明Ｔ２ＤＭ、ＨＴＧ血症的

发生、发展有非常重要的意义。

在临床治疗中，多数糖尿病患者均具有高ＴＧ血症，在进

行降糖治疗过程中，应积极考虑降脂治疗，但传统降脂药物可

能驱使血脂更集中于肝脏进行代谢，反而促使脂质贮积并损害

肝功能［８］，尤其对于糖尿病合并脂肪肝的患者极为不利。近年

研究表明灯盏花素的药理作用非常广泛，被广泛应用于临床治

疗，其疗效肯定，除扩张微血管、降低血液黏稠度、改善微循环

外，还具有降低血脂，尤其是ＴＧ，并对糖尿病性肝脏损害有一

定的治疗和保护作用［９］，但其具体作用机制仍不清楚。因此，

本研究通过观察灯盏花素在不同时间点对人 ＨｅｐＧ２细胞内

ＴＧ含量的影响，旨在初步探讨灯盏花素降低肝脏内ＴＧ的机

制，可能为防治糖尿病性脂肪肝提供一点新的思路和靶点。

本研究结果发现，在０～２４ｈ随着灯盏花素作用时间的增

加，ＨｅｐＧ２肝细胞内ＰＰＡＲα、ａｐｏＡ５基因、蛋白表达水平也随

之增加，当达到３６ｈ后又开始下降，４８ｈ下降最明显，但均高

于空白对照组（犘＜０．０５）；而肝细胞内ＴＧ含量在０～２４ｈ随

着灯盏花素作用时间增加而降低，至２４ｈ时ＴＧ含量降到最

低（犘＜０．０５），３６ｈ后又开始上升，４８ｈ升高最明显，但均低于

空白对照组（犘＜０．０５）。由此可推测，灯盏花素能降低肝脏

ＴＧ含量，并具有时间依赖性，其机制可能是通过增加ＰＰＡＲα

的表达，进而增加ａｐｏＡ５表达从而使ＴＧ含量降低，但其具体

机制有待进一步研究探索。
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不能手术的大龄患者肺血管病通常仍可逆，仍可根治。本研究

４９例患者中肺组织病理 ＨＥ分级为Ⅰ～Ⅲ级共４７例，按照

ＨＥ分级法这４７例是可逆的。这些患者肺动脉压术后通常都

下降，肺血管病仍可逆转。本组术前诊断性药物治疗，目的是

选择出那些对肺动脉高压药物反应好的患者，这些药物反应好

的患者是可以手术根治的。术中取肺组织活检进行肺组织病

理分级，如果 ＨＥ分级为Ⅰ～Ⅲ级，则肺病理改变仍是可逆

的，和诊断性治疗的结果是一致的，仍可以手术根治。

本研究 ４９ 例患者中，３８ 例（７７．６％）ＨＥ Ⅰ 级，５ 例

（１０．２％）ＨＥⅡ级，４例（８．２％）ＨＥⅢ级，仅２例（４％）ＨＥ

Ⅳ级伴丛样病变。术后平均肺动脉压和肺血管阻力均明显下

降（犘＜０．０１），无手术死亡病例。随访显示中期结果优良。平

均随访（１１７．６±５６．６）个月。９８％（４８／４９）的患者心功能 ＮＹ

ＨＡⅠ级，平均肺动脉压正常。１例心功能 ＮＹＨＡ Ⅱ级，口服

西地那非，２例丛样病变患者肺动脉高压仍可逆，术后平均肺

动脉压下降，主肺动脉直径缩小，经皮血氧饱和度正常，体质量

和身高增长。丛样病变通常是肺动脉高压严重及不可逆的征

象。２例丛样病变患者肺动脉高压逆转的原因可能是：（１）丛

样病变也许不能代表整个肺血管的状态；（２）内皮素受体拮抗

剂有助于肺动脉高压逆转，有资料表明内皮素受体拮抗剂具有

抗增生，逆转肺血管重构的作用；（３）丛样病变通常很少见，它

的血流动力学意义也许被高估；（４）肺血管床发育有助于肺动

脉高压逆转［５６］。

本研究表明，随着当代先进肺动脉高压治疗的进步，重度

肺动脉高压先天性心脏病患者能安全有效地进行手术治疗。

以下因素使这类患者能手术：（１）肺血管病在结构上可逆；（２）

先进肺动脉高压治疗能有效降低重度肺动脉高压患者肺血管

阻力；（３）西地那非和波生坦可长期口服；（４）心外科的发展有

助于提高重度肺动脉高压患者手术安全性和有效性。术前肺

动脉压增高大龄患者是术后肺动脉高压的高危人群。术后肺

动脉高压是决定心脏手术患者术后病死率和并发症的主要因

素。肺动脉高压危象特点是肺血管阻力急剧升高，导致急性右

心室衰竭，心输出量急剧降低。近年来先进肺动脉高压治疗越

来越多在术前预防性和术后治疗性应用，减少了术后肺动脉高

压风险。长期口服西地那非和波生坦可治疗术后残留肺动脉

高压。先进肺动脉高压治疗加上心脏外科进步，有效降低肺血

管阻力，减少围术期风险，扩大了根治术指征［７８］。

通过诊断性治疗选择重度肺动脉高压先天性心脏病患者

肺血管病变通常可逆，仍可行根治术。此类患者远期疗效仍需

更多病例更长时间随访证实。重度肺动脉高压先天性心脏病

患者的肺血管病变通常是可逆的，但结论尚缺乏直接的病理结

果支持。
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ｌｉｔｕｓ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｔａｂＳｙｎｄｒＯｂｅｓ，２０１３（６）：１１１５．

［６］ＣｈｉｅｎＫＬ，ＨｓｕＨＣ，ＣｈｅｎＹＣ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｖａｒｉａｎｔｏｆｃ．５５３Ｇ＞ ＴｉｎｔｈｅａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ５ｇｅｎｅ

ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｃａｒｏｔｉｄａｔｈｅｒ

ｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２００９，１５４（３）：１３３１４１．

［７］ ＧｏｎｚａｌｅｓＪＣ，ＧｏｒｄｔｓＰＬ，ＦｏｌｅｙＥＭ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＥａｎｄＡＶ ｍｅｄｉａｔｅｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｌｅａｒａｎｃｅｂｙｈｅｐａｔｉｃｐｒｏ

ｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１３，１２３（６）：２７４２２７５１．

［８］ＢｕｓａｒａｎｏｇｌａＭ ，ＡｃｂａｙＯ，ＳｏｎｓｕｚＡ．Ａｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌｏｆ

ｇｅｍｆｉｂｒｏｚｉｌｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，１９９９，３１（２）：３８４．

［９］ ＷａｎｇＭ，ＸｉｅＣ，ＣａｉＲＬ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃ

ｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌｆｒｅｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＡｍＪ

ＣｈｉｎＭｅｄ，２００８，３６（６）：１１９９１２０７．

（收稿日期：２０１４０６０８　修回日期：２０１４０８１９）

６５８４ 重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３６期


