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荜茇宁对高脂血症大鼠血脂代谢及其相关基因表达的影响
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搐要：目的 观察荜茇宁对实验性高脂血症大鼠血脂代谢及其相关基因表达的影响。方法 饲喂高脂饲料建立

高脂血症大鼠模型，荜茇宁分别按2．5、5、10 mg／kg给大鼠连续ig 4周。实验结束，取空腹血，检测血清总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDI。一C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL—C)、载脂蛋白A1(ApoAl)、

载脂蛋白B(ApoB)；利用反转录聚合酶链反应(RT—PCR)测定大鼠肝脏低密度脂蛋白受体(LI)I，R)、ApoB和3一

羟基一3一甲基一戊二酰辅酶A还原酶(HMG—CoAR)mRNA的表达。结果 与模型组相比，荜茇宁能降低血清TC、

TG、LDL—C、ApoB水平及ApoB／ApoAl的值(P<0．05)，升高HDL—C、ApoAl(尸<0．05)，能增强高脂血症大鼠

LDI，R mRNA表达(P<0．05)，降低ApoB mRNA表达(尸<0．05)．但对HMG—CoAR mRNA的影响不明显

(P>o．05)。结论荜茇宁具有调节高脂血症大鼠血脂代谢的作用，其机制可能与提高LDI。R基因转录水平，降低

ApoB mRNA表达有关。

关键词：荜茇宁；脂代谢；高脂血症
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Effect of piperlonguminine on blood lipid metabolism and its related

genes expression in hyperlipidemia rats
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(1．Institute of Macromolecular Chemistry and Mongolian Medicine，Inner Mongolia University，Huhhot 010021，China；
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Abstract：Objective To observe the effects of piperlonguminine on the blood lipid metabolism and its

related genes expression in hyperlipidemia rats．Methods The hyperlipidemia models induced by high—fat

feeding were established．The piperlonguminine group was fed continuously with piperlonguminine(2．5，

5，and 10 mg／kg)for four weeks．At the 1ast day，all the rats fasted for at least 12 h and the blood was

drawn for the measurement of total cholesterol(TC)，triglyceride(TG)，high—density lipoprotein

cholesterol(HDL-C)，low density lipoprotein cholesterol(LDL—C)，apolipoproteinA1(ApoA 1)，and

apolipoprotein B(ApoB)：The mRNA expression of low density lipoprotein cholesterol receptor(LDLR)，

ApoB，and 3-hydroxy 3一methyIgIutaryl co—enayme A reductase(HMG-CoAR)were measured by RT一
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PCR．Results Compared with that of the high—fat model group，the serum TC，TG，LDL-C，A．poB

levels，and the ratio of ApoB／ApoAl were reduced(P<0．05)and the serum HDL-C and ApoAl were

increased in the piperlonguminine group(P<O．05)．Piperlonguminine could increase hepatic LDLR

mRNA levels(P<0．05)and reduce ApoB mRNA levels(P<0．05)．But it had no significant effects on

HMG—CoAR mRNA level(P>O．05)．Conclusion Piperlonguminine has the effect of regulating lipid

metabolism．The mechanism is likely related tO increasing LDLR mRNA expression and decreasing ApoB

mRNA expression．

Key words：piperlonguminine；lipid metabolism；hyperlipidemia

荜茇宁是从常用中蒙药胡椒科藤本植物荜茇[1]

Piper longum L．中提取分离出的有效成分。近几

年，本研究所通过大量研究证实，荜茇宁具有调血脂

活性，并且取得了此类化合物在调脂等方面的发明

专利E2]。本实验观察荜茇宁对实验性高脂血症大鼠

血脂代谢的影响，并且利用反转录聚合酶链反应

(RT—PCR)测定大鼠肝脏低密度脂蛋白受体

(I。DLR)、载脂蛋白B(ApoB)、3一羟基一3一甲基一戊二

酰辅酶A还原酶(HMG—CoAR)mRNA的表达，旨

从分子水平探讨荜茇宁调血脂的作用机制。

1材料

1．1药物与试剂：荜茇宁(白色针状结晶)，由内蒙

古大学高分子化学及蒙药研究所制备，经1H—NMR

(400 MHz)测定，其质量分数高于98％。在使用前

用0．5％羧甲基纤维素钠(CMC—Na)研磨配制成

所需混悬液。阳性对照药辛伐他汀片，由哈药集团三

精制药有限公司生产，批号0407201。胆固醇、胆酸

钠购于北京双旋微生物培养基制品厂，猪油市售。

1．2 测定试剂盒：总胆固醇(TC)、甘油三酯

(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL—C)、低密度脂蛋

白胆固醇(I。DL—C)、载脂蛋白A1(ApoAl)、载脂

蛋白B(ApoB)试剂盒均是中生北控生物科技股份

有限公司产品。RNA提取试剂盒和反转录聚合酶

链反应(RT—PCR)试剂盒均购于宝生物工程(大

连)有限公司。

1．3动物：Wistar大鼠，雄性，体质量160～180 g，

清洁级，合格证号：(京动字)8806R011，由内蒙古大

学实验动物研究中心提供。

1．4 主要仪器：意大利PRONTO—E(奔腾加强

型)全自动生化分析仪，TDL一5一A离心机、2400型

PCR扩增仪(Perkinelmer，新加坡)，5417R台式高

速冷冻离心机(Eppendorf China Ltd，德国)，DU@

640型核酸和蛋白质分析仪(Becman，美国)，

DYY一2型稳压稳流电泳仪(北京六一仪器厂)，凝

胶影像分析仪(UVP Ltd，美国)等。

2 方法

2．1分组及给药[3]：取大鼠60只，实验前在实验环

境下(室温18～22℃，湿度50％～60％，光照12

h／d，自由饮水)普通饲料喂养l周，随机分为6组，

每组10只。对照组喂基础饲料，其余均喂高脂饲料

(胆固醇3％，猪油10％，胆酸钠0．5％，基础饲料

86．5％)，每组200 g／d；且荜茇宁低、中、高3个剂量

组每天分别ig荜茇宁2．5、5、10 mg／kg，辛伐他汀

组ig辛伐他汀10 mg／kg，模型组和对照组ig同体

积的0．5％CMC—Na。大鼠给药体积均为0．4 mE／

100 g，连续4周。实验期间观察大鼠生长情况，每周

测1次体质量。

2．2样品采集及血脂测定：实验结束，将已禁食12 h

(不禁水)的大鼠断头取血，离心、分离血清，按照试剂

盒使用说明书，在全自动生化分析仪上测定各组大鼠

血清TC、TG、HDL—C、LDL—C、ApoAl、ApoB水平，

并计算ApoB与ApoAl的比值(ApoB／ApoAl)以

及动脉粥样硬化指数[AI，AI=(TC—HDL—C)／

HDL—c]。同时迅速取出大鼠肝脏，剪取右叶部分

(100 mg以上)放入冻存管，投入液氮中，待用。

2．3大鼠肝脏RNA的提取及鉴定：取冻存的大鼠

肝脏50 mg放入研钵中迅速在液氮中研成粉末，按

试剂盒要求提取出总RNA。取RNA 1弘L，加

DEPC处理水稀释后，测定在260和280 ilm吸光

度(A)值，以A。。。。。／A：。。。。的值表示其纯度；另取3

pL进行1．2％琼脂糖凝胶电泳鉴定，紫外灯下观

察RNA完整性。

2．4’反转录聚合酶链反应(RT—PCR)：在基因数

据库中，查找选定内标[3-actin(p肌动蛋白)

mRNA核苷酸序列(NM 031144)和大鼠LDLR、

ApoB、HMG—CoAR mRNA核苷酸序列(NM

175762、NM 019287、BC064654)，同时用Primer

premier 5．0软件设计引物，并由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成，引物序列见表1。

采用lo弘I。逆转录反应体系合成eDNA。按以

下条件进行反应：42℃反应30 min，99℃、5 rain，

冰水浴5 min，终止反应，将cDNA模板一20℃保
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表1引物序列及其扩增产物长度

Table 1 Primer sequence and amplified product length

基因 上鸯引物牵刊 下菇引物序刊 扩增产物长度

}acIin 5'-AGG6A从TCGTGCGTGAC-Y 5'-AGCCACmCAGTAATCTC_3f 1148 bp

LDLR 5’-c从GGAO唧从GATTGGcT^183『5'-TGAAGAGCAGAAACCCTATGGAACC-Y 224 bp

AoDB 5'-ACTGCCAATCCAC-3’ 5'-TTGC,(】IACACT'fCCrG-3’ 263 be

HMGCoAR 5q)G-AGCGTGGTGTGTCTATTC．3’ 5'．cAGCAGGTTTLv_HGTCGGTC-Y 620 b

存。PCR反应体系为25 pL。pactin扩增条件为

94℃预变性2 min；94℃变性30 S，56℃退火30

S，72℃延伸20 S，30个循环；72℃、10 min。LDLR

扩增条件为94℃预变性2 min；94℃变性30 S，

57℃退火30 S，72℃延伸20 S，35个循环；72℃、

10 min。ApoB扩增条件为94℃预变性2 min；

94℃变性30 S，55．5℃退火30 S，72℃延伸20

S，30个循环；72℃、10 min。HMG—CoA还原酶扩增

条件为94℃预变性2 min；94℃变性30 S，57℃

退火30 S，72℃延伸45 SI 35个循环；72℃、lo

min。PCR扩增产物一20℃保存。

各取PCR产物8弘I．经1．5％琼脂糖凝胶电

泳、溴化乙啶染色，在凝胶影像分析仪成像后并用

UVP生命科学软件系列(UVP LIFE SCIENCE

SERIES SOFTWARE)对条带吸光度进行分析。计

算待测基因与13．actin的比值，从而得到待测基因的

相对表达值。

2．5统计方法：实验数据采用；±s表示，用SPSS

14．0软件包进行统计分析，两组均数间差异采用t

检验。

3 结果

3．1 动物生长情况：实验期间，大鼠毛发整齐、有光

泽，精神状态、行为活动及粪便未见异常。各组大鼠

体质量增长较平衡，组间无显著差异(P>0．05)，未

发生自然死亡。

3．2荜茇宁对高脂血症大鼠血脂的影响：如表2所

示，模型组与对照组比较，血清TC、TG、LDI。一C及

AI均显著升高(P<0．01)，而HDL—C显著降低

(P<O．01)。模型组血脂代谢紊乱说明高脂血症大

鼠造模成功；荜茇宁各组与模型组比较，血清TC、

TG(除中、低剂量组外)、LDL—C和AI均显著降低

(P<o．05、0．01)，同时荜茇宁高剂量组的HDI。一C

显著升高(P<o．05)，表明荜茇宁具有调血脂作用

并且有剂量依赖性。

表2荜茇宁对高脂血症大鼠血清血脂指标的影响(J土s，席一10)

Table 2 Effect of piperlonguminine on serum lipid indexes in hyperlipidemia rats(；±s，疗=10)

与模型组比较：。P<O．05 一P<O．Ol ⋯P<O·001
。P<O．05’P<O．Ol⋯P<O．001 wmodel group

3．3荜茇宁对高脂血症大鼠血清载脂蛋白的影响：

如表3所示，模型组血清ApoAl显著低于对照组

(P<0．01)，而ApoB显著高于对照组(P<

0．001)；给药各组与模型组比较，能显著降低ApoB

和ApoB／ApoAl值(P<0．05、0．01、0．001)，荜茇

宁高剂量组还能升高ApoAl(P<o．01)，但低、中

剂量组差异不显著(P>0．05)。

3．4荜茇宁对大鼠血脂代谢相关基因表达的影响

3．4．1 总RNA电泳结果：从总RNA电泳图谱可

以看出，提取的RNA有3条清晰的条带，分别为

28、18、5 S，表明RNA完整，符合反转录要求，见图

1。RNA AⅢ／A揪值均大于1．8，也达到实验的纯度

要求。

3．4．2 RT—PCR结果：RT—PCR法分别扩增出

表3荜茇宁对高脂血症大鼠血清ApoAl和ApoB的影响

(xls。n一10)

Table 3 Effect of piperlonguminine on serum ApoAI and

ApoB in hyperlipidemia rats(；士s，n—10)

与模型组比较：‘P<o．05 一P<O．Ol ⋯P<o．ool
。P<O．05。’P<O．Ol。。。P<O．001口s model group

LDLR、ApoB、HMG—CoAR和pactin基因片段，片

段大小与预期设计的相符，见图2～4。PCR产物电
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泳条带的吸光度分析结

果如表4所示，高脂血症

模型组大鼠肝脏LDI。R、

HMG—CoAR mRNA表

达较对照组明显减弱

(P<0．01)，ApoB mRNA

水平明显增强(P<

图1总RNA电泳图0·01)，而荜茇宁组与模

Fig．1 Electrophoretogram型组比较，中、高剂量组
of totai RNA LDLR mRNA表达明显

增强(P<0．05)，ApoB

mRNA水平明显减弱(P<o．05)，而HMG—CoAR

mRNA水平却无变化(P>0．05)。

M—Marker 1一对照组2一模型组3～5-荜茇宁

(2．5、5、10 mg·kg一1)组6一辛伐他汀组

M—Marker 1一control group 2-model group

3—5一piperlonguminine(2．5，5，and 10 mg·kg—o)group

6-Simvastatin group

图2荜茇宁对高脂血症大鼠肝脏LDLR mRNA

表达的影响

Fig．2 Effect of piperlonguminine on mRNA expression

of LDLR in livers of hyperlipidemia rats

M—Marker 1-对照组2一模型组3～5一荜茇宁

(2．5、5、10 mg·k91)组6一辛伐他汀组

M—Marker 1一control group 2-model group

3～5一piperlonguminine(2．5，5，and 10 mg·kg一1)group

6-Simvastatin group

图3荜茇宁对高脂血症大鼠肝脏ApoB mRNA

表达的影响

Fig．3 Effect of piperlonguminine on mRNA expression

of ApoB in livers of hyperlipidemia rats

4讨论

血脂代谢紊乱(如高脂血症)不仅与动脉粥样

硬化(Atherosclerosis，AS)的形成和发展密切相

关，而且AI值越高则AS和冠心病(coronary

M—Marker 1一对照组2一模型组3～5一荜茇宁

(2．5、5、10 mg·kg一1)组6一辛伐他汀组

M—Marker 1-control group 2-model group

3—5一piperlonguminine(2．5，5，and 10 mg·kg一1)group

6-Simvastatin group

图4荜茇宁对高脂血症大鼠肝脏HMG—CoAR mRNA

表达的影响

Fig．4 Effect of piperlonguminine on mRNA expression

0f HMG-CoAR in livers of hyperlipidemia rats

表4荜茇宁对高脂血症大鼠脂质代谢相关基因表达的

影响(工土s，弹一10)

Table 4 Effect of piperlonguminine on genes expression

related to lipid metabolism in hyperlipidemia

rats(i士s，n一10)

与模型组比较：’P<O．05 一P<0·01

’P<0．05。P<O．01 口s model group

artery disease，CAD)发病率越高，调节血脂已是

防治AS和CAD的重要措施。近些年，从中药材中

寻找安全有效的调血脂，抗AS药物仍是当今的研

究热点之一。

本研究首次研究了荜茇宁的调血脂作用。结果

表明荜茇宁可显著降低高脂血症大鼠血清TC、

TG、LDI。一C，同时又提高HDL—C、降低AI，说明荜

茇不仅具有显著的调节血脂代谢紊乱的作用，而且

能有效降低患AS、CAD的危险性。

载脂蛋白是决定脂蛋白结构、功能和代谢的主

要因素。ApoAl是HDI。的结构蛋白，HDL的胆固

醇逆转运过程是通过ApoAl实现的，其量减少在

导致AS中起着重要作用，尤其是在没有其他CAD

危险因子的人群中更为突出[4]。ApoB通过与细胞

膜上I。DI。R结合，介导60％～70％的LDL代谢，

其升高是导致CAD最重要的危险因素Cs]，而且

ApoB／ApoAl值亦是CAD独立的危险因素[6]。本

实验中，荜茇宁可升高高脂血症大鼠血清ApoAl，
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降低ApoB量及ApoB／ApoAl的值，提示荜茇宁

可影响脂蛋白的代谢，促使体内血脂代谢趋于正常，

从而起到调节血脂及脂蛋白代谢紊乱的作用，有利

于AS、CAD的防治。

为探讨荜茇宁的调脂作用机制，主要从脂类运

输及胆固醇合成的代谢动态入手，研究了荜茇宁对

肝组织LDLR、ApoB及HMG—CoAR基因表达量

的影响，并且以辛伐他汀为对照。其结果显示，荜茇

宁可显著提高高脂血症大鼠I。DI。R基因转录水平，

降低ApoB mRNA表达，但对HMG—CoAR mRNA

的影响不明显。

据文献报道[73，ApoB表达产物在体内脂类运

输和代谢中起着极其重要的作用，当其基因结构异

常或表达各环节出现障碍时，可致体内脂类运输和

代谢障碍，引起相应的脂类代谢紊乱的发生。膳食中

的胆固醇以乳糜微粒的形式入血后，由肝脏将其与

ApoB转化为富含TG的极低密度脂蛋白，其中的

TG又被水解掉，转化为富含胆固醇的LDL，LDL

中的ApoB能特异识别LDI。R并与之结合，经胞内

吞饮作用被送到溶酶体中降解，从而将60％～70％

的LDL从循环中清除。可见LDLR表达量的增加

可促进LDL及其所含脂类的分解。由于血清LDL—

C主要是通过肝脏LDLR途径清除，因此肝脏

LDI。R表达的变化能够决定并且反映血清胆固醇的

代谢‘8。。

从实验结果可以看出，高脂模型组大鼠LDLR

mRNA的表达明显低于对照组，说明高脂饲料饮食

抑制了大鼠LDLR基因的转录，致使LDLR

mRNA表达显著下降，从而引起血循环中I。DI。的

堆积，因此模型组大鼠血清LDL及TC显著升高。

而荜茇宁组的LDLR mRNA水平高于模型组，表

明荜茇宁能解除高脂血症对LDLR转录的抑制作

用，明显提高LDLR mRNA的表达，增多了LDLR

的数量，使LDL—C的清除加快，因此降低了血中

LDL—C、TC的水平。再者，高脂饮食可使肝脏ApoB

mRNA表达升高，此结果与Dhingra等凹3报道相

同。而给予荜茇宁能使其显著降低，其机制可能是荜

茇宁通过反式作用因子来调节ApoB mRNA的转

录水平，即可能通过某些转录因子或DNA结合蛋

白进行负调控来抑制或降低转录过程，从而降低

ApoB的合成。初步推测，荜茇宁可能降低了作用于

5'-末端非编码区两种蛋白因子(蛋白因子AF一1和

热稳定蛋白C／EBP)的亲和力，从而降低了ApoB

的表达量。对于LDLR则相反，可能是通过类似过

程来促进基因表达量的增加。

由于辛伐他汀是HMG—CoAR的竞争性抑制

剂，而对HMG—CoAR基因表达无影响，荜茇宁也同

样对HMG—CoAR基因表达无明显的作用。这样排

除了荜茇宁通过HMG—CoAR基因水平上作用的可

能性。

总之，荜茇宁能够调节脂代谢紊乱，这一作用是

通过降低ApoB表达、增强LDI。R mRNA水平来

改善脂类运输，加快了脂类及LDL的分解来实现

的。荜茇宁很可能是借助一些转录因子或DNA结

合蛋白的作用来影响LDLR和ApoB基因表达水

平。具体那些蛋白因子的种类有待进一步研究。
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