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［摘　要］　目的　观察降脂平肝汤含药血清对大鼠３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞胰岛素受体底物１（ＩＲＳ－１）ｍＲＮＡ和过氧化物酶增殖体

激活受体（ＰＰＡＲ）－γｍＲＮＡ表达的影响，探讨其对脂肪细胞胰岛素抵抗影响的可能机制。 方法　选择 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６只，诱

导分化３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体细胞为成熟的脂肪细胞并以肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）诱导建立脂肪细胞的胰岛素抵抗模型，取诱导成

功的胰岛素抵抗模型细胞分为对照组（基础培养液加入２０％大鼠空白血清）、模型组（基础培养液加入２０％大鼠空白血清和

２０ｎｇ／ｍｌ　ＴＮＦ－α）、罗格列酮组（基础培养液加入２０％大鼠含药血清和２０ｎｇ／ｍｌ　ＴＮＦ－α）、降脂平肝汤组（基础培养液加入２０％
大鼠含药血清和２０ｎｇ／ｍｌ　ＴＮＦ－α）每组４只，培养４８ｈ，观察细胞ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ表达水平的变化。 结果　
模型组ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ表达明显降低，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；罗格列酮组与降脂平肝

汤组ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ表达均明显增高，与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　降脂平肝汤可

能通过增强大鼠ＩＲＳ－１、ＰＰＡＲ－γ基因的表达起到抑制脂肪细胞胰岛素抵抗的作用。

［关键词］　降脂平肝汤；脂肪细胞；胰岛素抵抗；胰岛素受体底物１；过氧化物酶增殖体激活受体－γ
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　　目前，非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ
ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）被认为是以胰岛素抵抗（ｉｎ－
ｓｕｌｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）为中心机制的代谢综合征的重
要组成部分［１］。大约９８％的 ＮＡＦＬＤ 患者存在
ＩＲ［２］。临床实践证实，复方降脂平肝汤具有调肝
脾、化痰湿、祛瘀血、消积滞的功效，以降脂平肝汤为
主方，临证辨证加减可以降脂、降酶，对非酒精性脂

肪肝有良好疗效［３］。进一步的实验结果证明，复方
降脂平肝汤可以通过减轻ＩＲ、调节脂质代谢起到防
治ＮＡＦＬＤ的作用［４－５］。本研究旨在探讨降脂平肝
汤对脂肪细胞ＩＲ的影响及可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及细胞株
Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６只，清洁级，雌雄各半，体重
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（２００±２０）ｇ，由山西医科大学实验动物中心提供，实
验动物许可证号：ＳＣＸＫ（晋）２００９－０００１。小鼠

３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体细胞株，购自中国科学院上海细胞
研究所。

１．２　药品及试剂
罗格列酮钠片（商品名：太罗，太极集团重庆涪

陵制 药 厂 有 限 公 司，４ｍｇ／片，批 号 ０８０２１２５６），

ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ公司），胎牛血清（ＦＢＳ，杭
州四季青生物工程材料有限公司），胰蛋白酶（Ｓｉｇ－
ｍａ公司），地塞米松（Ｓｉｇｍａ公司），３－异丁基－１－甲基
黄嘌呤（ｉｓｏｂｕｔｙｌｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，ＩＢＭＸ，Ｓｉｇｍａ公
司），胰岛素（Ｓｉｇｍａ公司），肿瘤坏死因子（ＴＮＦα，

Ｐｅｐｒｏ　Ｔｅｃｈ公司），反转录试剂盒（晶美生物公司），

Ｔａｇ酶（上海生工生物技术有限公司），Ｍａｒｋｅｒ（宝
生物工程有限公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。

１．３　主要仪器

二氧化碳培养箱（美国Ｆｏｒｍａ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、

ＰＴＣ－１００型 ＰＣＲ 仪（美国 ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司）、

ＰＳ３０００－２３１Ｖ电泳仪（美国 Ｈｏｅｆｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎ－
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）、ＧＤＳ７５００型紫外凝胶图像分析系
统（德国）；ＢＨ－２型倒置相差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）等。

１．４　药物制备方法

中药均购自北京同仁堂山西连锁药店，经专业
药师进行饮片的鉴定及制剂。将降脂平肝汤［３］（丹

参３∶泽泻３∶山楂３∶大黄１）组药材用相当于药
材量５倍的蒸馏水浸泡２ｈ，武火煮沸后文火保持微

沸煎煮３０ｍｉｎ，过滤取煎液。原渣再加水３倍，煎煮

２０ｍｉｎ，过滤取煎液。合并两次煎液，于水浴恒温器
上浓缩至浓度为每毫升药液含生药３ｇ，最后得到灌
胃液，４℃保存。罗格列酮组直接将罗格列酮计算用

量后溶于生理盐水制成灌胃液。

１．５　大鼠含药血清的制备
按随机区组法将大鼠分为对照组、模型组、罗格

列酮组、降脂平肝汤组，每组４只。连续灌胃３天，

除罗格列酮组每２４ｈ灌胃１次外，各组均每１２ｈ灌
胃１次。

根据中药血清药理学原理，参考文献［６］方法及
预试验结果，计算出各组每次灌胃量如下：对照组及
模型组２ｍｌ饮用水；罗格列酮组每次０．２５６ｍｇ／

１００ｇ；降脂平肝汤组每次３ｇ／１００ｇ。

１．６　含药血清提取与分离
最后１次灌胃后ｌｈ，１％戊巴比妥钠０．３ｍｌ／

１００ｇ腹腔注射麻醉，腹主动脉取血，常规分离血清，

０．２μｍ滤器过滤后５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ，分装冻存
于－２０℃备用。

１．７　３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体细胞的诱导分化
在３７℃，５％ＣＯ２ 的条件下，３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体

细胞在基础培养液（含２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养基）中生长至融合，融合４８ｈ后，换
诱导分化培养液 Ａ（含１０％ＦＢＳ、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＢ－
ＭＸ、１０ｍｇ／Ｌ 胰岛素、１μｍｏｌ／Ｌ 地塞米松的高糖

ＤＭＥＭ）培养４８ｈ，然后换诱导分化培养液Ｂ（含

１０％ＦＢＳ、１０ｍｇ／Ｌ胰岛素的高糖 ＤＭＥＭ）培养４８
ｈ，随后换基础培养液继续培养约８～１２天，每２天
换１次培养液，９０％～９５％的细胞分化为脂肪细胞
的表型，可以用于实验［７］。

１．８　脂肪细胞的分组处理
将诱导分化成熟的３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞换上含

０．５％ＢＳＡ的低糖ＤＭＥＭ培养液中培养１２ｈ后，分
为对照组（基础培养液加入２０％大鼠空白血清）、模
型组（基础培养液加入２０％大鼠空白血清和２０ｎｇ／

ｍｌ　ＴＮＦα）、罗格列酮组（基础培养液加入２０％大鼠
含药血清和２０ｎｇ／ｍｌ　ＴＮＦα）、降脂平肝汤组（基础
培养 液 加 入 ２０％ 大 鼠 含 药 血 清 和 ２０ｎｇ／ｍｌ
ＴＮＦα），每组９孔。培养４８ｈ后收样。

１．９　ＲＴ－ＰＣＲ法检测胰岛素受体底物１（ＩＲＳ－１）

ｍＲＮＡ、过氧化物酶增殖体激活受体－γ（ＰＰＡＲγ）的
表达

所有ＰＣＲ引物均由上海生工生物技术有限公
司合成（见表１）。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ引物序列

转录物 正向引物 反向引物 引物长度

β－ａｃｔｉｎ
ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧ－
ＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣ

ＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴ－
ＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧ

３４９ｂｐ

ＩＲＳ－１
ＣＣＣＡＣＡＧＣＡＧＡＴ－
ＣＡＴＴＡＡＣＣ

ＡＧＡＧＡＣＧＡＡＧＡＴ－
ＧＣＴＧＧＴＧＣ

１６５ｂｐ

ＰＰＡＲγ
ＴＴＧＡＧＣＣＣＡＡＧＴ－
ＴＣＧＡＧＴＴＴＧＣＴＧ

ＡＴＴＣＴＡＧＡＧＣＣＣＧ－
ＣＡＧＡＡＴＧＧＴＧＴ

４３６ｂｐ

　　冰浴中构建ＰＣＲ扩增反应体系，反应总体积为

５０μｌ。扩增条件β－ａｃｔｉｎ为：９４℃２０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃
４０ｓ，共３６个循环。ＩＲＳ－１为：９４℃３０ｓ，５７℃３０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，共３６个循环。ＰＰＡＲγ为：９４℃２０ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３６个循环。１．５％琼脂糖凝胶
电泳，电压１３０Ｖ。紫外凝胶成像系统观察电泳结
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果，Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ分析软件分析目的片段扩增带和β－
ａｃｔｉｎ扩增带，以二者灰度值的比表示扩增产物的相
对含量。

１．１０　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行统计分析，计量

资料数据以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用方差分析。

２　结果

２．１　３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞分化结果
图１示，诱导分化前，３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体细胞呈

梭形与成纤维细胞形态相似，胞质内未见亮红色脂
滴，细胞突触伸展于细胞间隙形成网状；细胞生长至
完全融合后２天 （第０天）开始诱导分化，至分化第

８天，细胞增大呈圆形或椭圆形，胞浆丰富，含有大
量的脂滴密集于核周，被油红染成了亮红色，形成
“指环样”结构，呈典型的成熟脂肪细胞形态，８５％以
上的脂肪细胞均已分化成熟为脂肪细胞的表型。

图１　３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞的分化结果（油红染色）

Ａ：诱导第０天（１５×１０倍）；Ｂ：诱导第０天（１５×４０倍）；Ｃ：

诱导第２天（１５×４０倍）；Ｄ：诱导第４天（１５×４０倍）；Ｅ：诱

导第６天（１５×４０倍）；Ｆ：诱导第８天（１５×４０倍）

２．２　各组脂肪细胞ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ与ＰＰＡＲ－γｍＲ－
ＮＡ表达比较
表２示，各组脂肪细胞ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－

γｍＲＮＡ的表达相对值中模型组表达最弱，与对照
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；降脂平肝汤
组与罗格列酮组相似，表达较强，与模型组比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组脂肪细胞ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ

　　表达的相对值比较（珚ｘ±ｓ）

组别 样本数 ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ　 ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ

对照组 ９　 ２．０３±０．３２　 ２．３２±０．２６
模型组 ９　 ０．５１±０．１０＊ １．６９±０．３４＊

罗格列酮组 ９　 １．７８±０．２８△ ２．１７±０．３１△

降脂平肝汤组 ９　 １．６９±０．０９△ ２．２６±０．３５△

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

３　讨论
本实验诱导分化３Ｔ３－Ｌ１脂肪前体细胞为成熟

的脂肪细胞，以ＴＮＦα诱导脂肪细胞的ＩＲ模型，模
型组脂肪细胞ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ的表达最弱，显著低于
正常对照组，表明ＩＲ模型复制成功。

ＩＲ包括胰岛素受体前、受体、受体后三个水平，
胰岛素信号转导通路中胰岛素受体后缺陷在ＩＲ的
发生发展过程中发挥着关键作用。而ＩＲＳ－１作为胰
岛素信号通路中重要的受体后信号传导分子，在ＩＲ
的环节中具有重要的意义。ＰＰＡＲ是一种激素激活
核受体和转录因子，细胞核内ＰＰＡＲ－γ存在于胰岛
素敏感组织如肝脏、脂肪和骨骼肌中，是ＩＲ的靶
点。因此，我们选择ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲ－
ＮＡ作为衡量ＩＲ的发生与否及其程度的指标。
罗格列酮是目前应用较广泛的ＰＰＡＲ－γ的配

体噻唑烷二酮类药物之一，它的胰岛素增敏作用是
通过与ＰＰＡＲ－γ高亲和力的结合使之活化，从而使
许多代谢调节因子的基因转录，增加多种蛋白质的
合成，这些蛋白质在细胞对胰岛素产生生物反应时，
参与葡萄糖转运和利用以及脂代谢过程。近年来的
研究发现［８］，改善ＩＲ的药物罗格列酮可以治疗大鼠

ＮＡＦＬＤ。目前已经发现了许多中药可以通过不同
的途径增加胰岛素的敏感性，改善ＩＲ［９－１０］。本实验
以罗格列酮作为阳性对照，结果表明，降脂平肝汤含
药血清与罗格列酮均上调了 ＴＮＦα诱导的脂肪细
胞ＩＲ模型中ＩＲＳ－１ｍＲＮＡ和ＰＰＡＲ－γｍＲＮＡ的
表达，复方中药降脂平肝汤起到了类似罗格列酮的
作用。
降脂平肝汤主要由丹参、泽泻、山楂、大黄组成。

其中大黄味苦性寒，归脾、胃、大肠、肝、心包经，具有
泻热通肠、凉血解毒、逐瘀通经的功效。大黄含大黄
酸、大黄素等，可通过降低胰岛素水平、增加胰岛素
受体数目及胰岛素与受体的结合力来提高胰岛素的

敏感性，并可下调抵抗素（ｒｅｓｉｓｔｉｎ）及瘦素的表达，
降低ＴＮＦα水平达到改善ＩＲ的作用。丹参味苦微
寒，归心、肝经，具有活血调经、祛瘀止痛等功效。现
代药理学研究发现，丹参对细胞水平的ＩＲ病理状
态的进展有一定的阻止作用。丹参与罗格列酮联合
用药可降低血糖、甘油三酯，改善肝功能和ＩＲ，显著
修复糖尿病肝脂肪变性［１１］。山楂味甘、酸，性微温，
归脾、胃、肝经，具有消食化积、活血化瘀的功效。现
代医学研究发现［１２］，山楂具有降低血压、保护心血
管、调节糖脂代谢、抗氧化、抗血栓、增强免疫等作
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用，其提取物总黄酮组分可明显降低血糖水平并增
强胰岛素敏感性，调节胆固醇的合成，提高血浆中高
密度脂蛋白的含量，促进内源性甘油三酯的排出，防
止脂肪肝的形成，并进一步起到防治ＩＲ的功效。
本实验研究结果提示，复方降脂平肝汤对

ＮＡＦＬＤ的作用，除了拮抗内毒素，降低肠源性内毒
素入血之外［５］，可能还通过增强ＩＲＳ－１、ＰＰＡＲ－γ基
因的表达减轻了ＩＲ，其作用机制尚有待于进一步
研究。
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