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#摘要$

!

目的
!

研究地塞米松配高糖高脂饲料导致小鼠急性脂肪肝模型对药物剂量与时间依存性特征!优化药物性脂肪肝

模型的条件$方法
!

雄性昆明鼠分为对照组及高糖高脂饲料加腹腔注射地塞米松组!分
$

个时间点处死小鼠!检测小鼠体质量!

肝质量!计算肝指数!检测血清及肝组织匀浆三酰甘油"

<̀

#!血清葡萄糖"

V̀c

#含量!采用
[R

染色观察肝组织病理变化$肝组

织提取总
;e6

反转录表达相关基因!肝组织提取总蛋白通过
W=-@=.X?'@

检测相关蛋白表达$结果
!

与对照组比较!地塞米松

模型组
#&

后!血及肝匀浆
<̀

增高!肝指数增大!病理切片显示!脂肪肝形成$反转录
TO;

显示脂肪代谢相关基因表达有明显改

变$

W=-@=:.X?'@

显示沉默信息调节因子
!

"

Sd;<!

#明显下降$但是!随着地塞米松用量减少!时间延长!脂肪肝相关指标降低!

脂代谢基因
TT6;

&

]\Y\$

&

]Y;

逐渐回升!

VY;

逐渐下降!蛋白
Sd;<!

逐渐回升$结论
!

高糖高脂饲料加地塞米松大剂量腹腔

注射可以建立小鼠急性脂肪肝模型!并且模型的维持对地塞米松的剂量和用药时间有依存性!对于药物干预实验具有指导意义$

#关键词$

!

地塞米松%高糖高脂饲料%脂肪肝模型
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脂肪肝是一种代谢性疾病#是由各种原因引起的肝细胞内

三酰甘油!

<̀

"堆积过多的病变$近年来 #随着人们生活水平

的不断改善#脂肪肝的发病率也呈现升高趋势$因此#研究脂

肪肝动物模型的制备对阐明脂肪肝发病机制及寻找有效的治

疗方法显得尤为重要$小鼠脂肪肝模型是最常用的研究脂肪

肝病变和药物筛选的模型'

!

(

$应用药物地塞米松等可以造成

药物性脂肪肝模型$但地塞米松诱导的小鼠急性脂肪肝模型

具有快速愈合的特点#对于后续的药物筛选带来困惑#因此#本

实验探讨地塞米松诱导小鼠脂肪肝模型的药物剂量*持续时间

关系及其可能的分子机制$

>

!

材料与方法

>*>

!

材料

>*>*>

!

仪器
!

TO;

仪!德国
X('5=@:9

"#

130

!

!3)).5

全波

长酶标仪!武汉新生福地贸易公司"#高速离心机!德国
R

77

=./

&':B

"#化学发光成像系统!上海欧翔科学仪器有限公司"$

>*>*?

!

试剂
!

反转录试剂盒!

<9M9:9

公司"#引物由上海生工

生物工程股份有限公司合成#地塞米松!郑州卓峰制药有限公

司"*葡萄糖!

V̀c

"测定试剂盒!

V̀c

氧化酶法"#

<̀

测定试

剂盒!

T̀\/T6T

法"#胆固醇!武汉科瑞生物技术公司"$

>*>*@

!

动物分组及处理
!

雄性昆明小鼠
21

8

左右#由三峡大

学动物实验中心提供$

10

只随机分为对照组
21

只#模型组
21

只#每笼
1

只分开饲养$对照组普通饲料#模型组高糖高脂饲

料!基础饲料加
!2N

猪油#

!)N

果糖#

2N

胆固醇混合后成型"#

各组自由饮水$模型组按
!))5

8

地塞米松&
M

8

体质量腹腔注

射
1&

#以后隔日腹腔注射
$$5

8

地塞米松&
M

8

体质量#对照组

同样时间点腹腔注射同等体积生理盐水$各组于实验的第
#

*

$0$2

重庆医学
2)!#

年
+

月第
1+

卷第
!#

期

$

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

0!1#$1+!

"$

!

作者简介!吴利春!

!"+$%

"#硕士#主治医师#主要从事临床医学工作$

!

%

!

通信

作者#

R/59(?

%

+!)2$020+

"LL

*D'5

$



表
!

!!

两组小鼠三阶段实验检测结果%

?P:

&

时间
$

体质量!

8

" 肝指数!

8

&

!))

8

" 血清
V̀c

!

55'?

&

V

" 血清
<̀

!

55'?

&

V

" 肝脏
<̀

!

55'?

&

V

"

正常第
#

天
0 $2*!1P)*$! 1*+"P)*$! +*1+P)*10 !*"#P)*1$ +*22P)*"#

正常第
!)

天
0 $3*01P!*#3 1*13P)*1# 0*)0P!*+$ !*)"P)*2+ "*22P!*+2

正常第
!1

天
0 $+*30P!*0" 1*+1P)*10 0*""P!*$" $*!+P)*#+ !)*1$P!*1"

模型第
#

天
0

23*0"P$*10

$$

"*)!P)*0#

$$

0*)2P)*00

$

2*)0P)*2$

!+*+)P1*!)

$$

模型第
!)

天
0

20*$0P!*13

$$

0*30P)*#1

$$

#*$#P!*$+ !*$"P)*31

$)*1"P!3*+3

$$

模型第
!1

天
0

$)*+"P2*3+

$$

+*+#P)*+2

$$

#*"0P!*22

!*"1P)*+3

$

!3*)!P$*)3

$$

!!

$

%

"

"

)*)3

#与同期正常组相比)

$$

%

"

"

)*)!

#与同期正常组相比$

!)

*

!1

天分
$

次处死小鼠检测相关指标$

>*?

!

检测指标及方法

>*?*>

!

血清处理及检测
!

小鼠眼球取血#静置
!A

后
3))):

&

5(.

离心
!35(.

#取上清液按试剂盒方法进行血清
<̀

*

V̀c

检测$

>*?*?

!

肝脏处理及检测
!

小鼠处死后迅速取出完整肝脏#擦

净肝表面液体#称质量$与肝门等距离纵切
2

&

$

右肝#用
!)N

甲醛固定#摘除胆囊$剩下肝组织迅速冻存$

>*?*@

!

肝指数的测定
!

滤纸吸干肝脏表面水分后称其质量$

计算肝指数%肝指数
4

肝脏质量!

8

"&体质量!

8

"

j!))N

$

>*?*A

!

脂肪肝病理诊断标准
!

肝组织
[R

染色#取固定好的

肝组织切取
255j355

大小依次脱水染色#图片分析组织

结构病理变化$低倍镜下#肝细胞脂肪变性占肝小叶
!

&

$

!

!

&

2

者为轻度脂肪肝)占肝小叶
!

&

2

!

$

&

1

者为中度脂肪肝)占肝

小叶
$

&

1

以上或者肝细胞弥漫性脂肪变#呈渔网状者为重度脂

肪肝'

2

(

$

>*?*B

!

肝组织
<̀

测定
!

取
!))5

8

肝脏组织加
)*"5V

生理

盐水研磨匀浆后放入
15VRT

管#加入
!Q2

甲醇氯仿
)*"

5V

#摇匀静置
!2A

#

$))):

&

5(.

离心
!35(.

#取底层有机溶剂

相关剂量加入
"+

孔板中#溶剂挥发后直接按试剂检测盒要求

检测
<̀

$

>*?*F

!

肝组织相关基因反转录
TO;

检测
!

用
0)5

8

肝组织

加
)*235V<:(G'?

冰上研磨#按
<:(G'?

试剂盒说明书操作#提

取总
;e6

反转录成
DJe6

#

TO;

相关基因$

TO;

相关引物如

下#内参
T6TJ[

%

5]'>\$

上游引物
3U/O6̀ 6O<O6O<O6

ÒO6O6 Ò̀ /$U

)

5]'>\$

下游引物
3U/<Ò <<̀ Ò 66̀ O

6<O6Ò /$U

)

5TT6;

$

上游引物
3U/<OO 6̀ ` 6O6 OO6

<<O<̀ O /̀$U

)

5TT6;

$

下游引物
3U/̀ O6 6̀ `<O<O6O

<O<OÒ <O<<O/$U

)

5TT6;

#

上游引物
3U/<̀ 6<̀ 66O6

66̀ 6Ò `̀ 6 <̀ O/$U

)

5TT6;

#

下游引物
3U/OO6 O66

6O6`̀ `666 <̀ <O6O<̀ /$U

)

5VY;

上游引物
3U/O6<

<̀ OO6<O6̀ O6<O<<O<O<̀ /$U

)

5VY;

下游引物
3U/

Ò <`̀ `66O6<O6̀ < `̀ `<O/$U

)

5]Y;

上游引物
3U/

6̀O6̀ 6 6̀̀ Ò̀ <̀̀ 6̀̀ 66̀ /$U

)

5]Y;

下游引物
3U/

6̀ `6̀ `O6̀ Ò̀ 666 <̀ O/$U

)

5̀ 6TJ[

上游引物
3U/

`̀ <<̀ <O<OO<̀ Ò 6O<<O66/$U

)

5̀ 6TJ[

下游引物

3U/OO6OOO<̀ <<̀ O<̀ <6̀ OO/$U

$

TO;

相关反应参数%

"1k

预变性
$5(.

)

"1k$)-

#

3$k$)-

#

#2k$)-

#共
$3

个

循环)

#2k

延伸
35(.

$

TO;

产物全部进行电泳#用凝胶成像

系统进行记录并分析$

>*?*G

!

肝组织相关蛋白
W=-@=.X?'@

检测
!

取
0)5

8

肝组织

匀浆后#加
!)

倍裂解液#

!2))):

&

5(.

离心
!35(.

#

XO6

法测

蛋白浓度$取
2)

%

8

蛋白进行
!)N

聚丙烯凝胶电泳#湿法电转

移至硝酸纤维膜上#

3N

脱脂奶粉室温封闭
!A

后#加入

!Q$)))

稀释的抗体#

1k

摇床过夜)

<XS<

缓冲液洗膜后#加

入
!Q1)))

稀释的辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗体#室

温孵育
!A

#洗膜后用
ROV

化学发光成像系统检测显影#以目

的蛋白的灰度值除以内参
&

/6D@

的灰度值#所得到结果为目的

蛋白的相对含量$

>*@

!

统计学处理
!

采用
STSS!0*)

统计软件进行分析$计量

资料以
?P:

表示#组间比较采用单因素方差分析#两两比较采

用
VSJ

法$以
"

"

)*)3

为差异有统计学意义$

?

!

结
!!

果

?*>

!

肝指数变化
!

随着时间的延长#实验组小鼠体质量明显

低于正常组!

"

"

)*)!

"#同时肝脏重量较正常组高#与正常组

比较模型组肝指数明显增高!

"

"

)*)!

"$实验组的肝指数在

第
#

*

!)

*

!1

天下降$见表
!

$

?*?

!

<̀

的测定
!

血清
<̀

模型组第
#

天和第
!)

天均高于正

常组!

"

"

)*)3

"#但第
!1

天低于正常组!

"

#

)*)3

"$肝
<̀

模

型组均明显高于同期对照组!

"

"

)*)!

"$血清
V̀c

除第
#

天

模型组明显高于正常组!

"

"

)*)3

"#其他两个时间点与正常组

相比差异无统计学意义!

"

#

)*)3

"$见表
!

$

?*@

!

肝脏病理学变化
!

肝脏肉眼观察%显示正常组小鼠肝脏

颜色为均匀的暗红色#边缘锐利#质韧$模型组肝脏体第
#

天

积明显增大#颜色呈现红黄相间#并随着时间的延长肝脏颜色

保持脂肪变状态$肝脏显微镜观察%正常组小鼠肝脏全部正

常#没有发生脂肪变性$模型组小鼠第
#

天肝脏轻度脂肪肝占

!))N

#第
!)

天模型轻度脂肪肝占
#)N

)第
!1

天模型组轻度

脂肪肝占
+)N

$见图
!
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图
!

!!

肝脏病理学变化
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各组小鼠脂肪代谢相关基因表达
!

见图
2

$

TT6;

*

]\Y\$

*

]Y;

模型组第
#

天明显低于正常组#但第
!)

*

!1

天逐

渐回升$

VY;

模型组第
#

天明显上升#但是第
!)

*

!1

天逐渐

下降$

?*B
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各组小鼠脂肪代谢相关蛋白表达
!

见图
$

$相对正常

组#模型组沉默信息调节因子
!

!

Sd;<!

"蛋白表达量有降低#随

着时间延长*剂量减少
Sd;<!

蛋白表达量都有回升$
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理想的动物模型应当具备以下条件'

$

(

%与人类疾病特征相

似)病变有一定发展过程#与人类发病过程接近)形成率高#病

死率低#重复性好)造模方法简便易行$本实验所采用的常规

高脂饲料#配方简单#于第
#

天开始肝组织出现明显的脂肪变

性#成功的建立了脂肪肝动物模型#为后续脂肪肝的实验研究

提供了坚实的基础$

本实验通过高糖高脂饲料加大剂量地塞米松腹腔注射可

以诱导高脂血症和急性脂肪肝模型#肝指数*血糖*血脂*肝组

织
<̀

短期明显增高$并且#在药物剂量减少状况下#仍可以

维持血糖*血脂*与脂肪代谢有关的基因和蛋白质表达异常在

!)&

范围#为药物筛选提供了足够的给药时间$詹炳汇等'

1

(

报道的地塞米松脂肪肝维持
1&

#随后各项指标逐渐恢复正常#

而本文通过降低地塞米松给药进一步维持可以延长脂肪肝模

型时间$

Sd;<!

是
e6J

g依赖的蛋白去乙酰化酶#

Sd;<!

属于
S(:/

@C(.

家族#最初定义为
e6J

g依赖的去乙酰化酶家族#可使多

种蛋白质的赖氨酸残基发生去乙酰化$

Sd;<!

是一个重要的

能量稳态调控因子#肝脏中
Sd;<!

可以通过调控
TT6;/

#

来

调控脂质稳态#介导机体对于禁食和饥饿的适应性调节'

3

(

#

Sd;<!

能够促进生物体内脂肪的分解#降低脂肪的沉积'

+

(

$本

研究发现地塞米松诱导的脂肪肝模型中
Sd;<!

的表达明显降

低#随着地塞米松剂量的降低#

Sd;<!

逐渐升高#与肝组织脂肪

变有明显的相关性$

TT6;

#

是过氧化物酶体增殖物激活受体#可以促进脂肪

酸的跨膜运输$有研究证实
Sd;<!

可以激活
TT6;

#

促进脂

肪酸的氧化稳定血糖'

#

(

$

]Y;

是类法尼醇
Y

受体#

VY;

是肝

Y

受体#都可以被
Sd;<!

去乙酰化参与能量代谢调节'

0

(

$

]\Y\$

是叉头蛋白盒转录因子也受
Sd;<!

的调节'

"

(

$本研

究结果显示模型组第
#

天通过抑制
Sd;<!

的表达#

TT6;

#

&

$

*

]Y;

*

]\Y\$

表达下降#使其
VY;

的表达水平上升#从而影响

细胞脂质代谢及合成$

地塞米松是一种常用抗炎*抗过敏*退烧药物#研究其对肝

脂肪代谢影响更具有临床意义$糖皮质激素作用机制传统观

点是通过激素与胞内受体结合#调节相关基因*蛋白质表达发

挥作用$地塞米松对肝脏脂肪代谢影响通过何种通路不明确#

本实验发现大剂量地塞米松可以明显抑制
Sd;<!

*

TT6;

#

&

$

*

]\Y\$

及
]Y;

的表达#上调
VY;

的表达#其机制还需要进一

步探讨$
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