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目的
!

观察
*>

'

9EF

受体"

+R5N

#在实验性脂肪肝与肝硬化大鼠中肝脏
GNQ-

的表达情况!探讨
+R5N

在实验性脂肪肝与肝硬化发生和发展中的作用$方法
!

"

!

#建立实时荧光定量逆转录聚合酶链反应"

]jN65LMN

#

技术检测
+R5N

的
GNQ-

表达水平的方法及标准曲线'"

%

#采用
]jN65LM

检测非酒精性脂肪肝组%肝硬化组及对

照组中
+R5N

的
GNQ-

表达水平!从定量的角度研究
+R5N

及
+R5NGNQ-

与非酒精性脂肪肝和肝硬化的关系以

及它们二者的关系!以探讨表达与非酒精性脂肪肝%肝硬化的相关性及其在实验性脂肪肝与肝硬化发生和发展中的

作用$结果
!

非酒精性脂肪肝组%肝硬化组和对照组均有
+R5N

的
GNQ-

表达!三者比较差异无统计学意义"

F

%

$)$#

#$结论
!

+R5N

的
GNQ-

在非酒精性脂肪肝%肝硬化和对照组中均有表达!但其可能在脂肪肝和肝硬化的发

生和发展中并没有起到直接作用!可能还有其他因子的共同参与$提示
+R5N

可能参与了肝脂肪变性形成!促进肝

纤维化的发生$
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!!

脂肪肝是指由各种原因引起的肝细胞脂肪变性#患者往往

表现为肝功能异常#部分还可能发展成为肝炎,肝纤维化和肝

硬化等)在西方国家#乙醇中毒是造成脂肪肝的主要诱因之

一)近年来的研究发现#非乙醇中毒者也可因饮食等原因诱发

脂肪肝#即非酒精性脂肪肝)随着我国老龄化人口增加#人们

饮食结构的西化#脂肪肝的发病率逐年增长#其中患者多属非

酒精性脂肪肝)

非酒精性脂肪肝,肝硬化的发病机制及病理生理变化相当

复杂#故是当前肝脏疾病研究的热点和难点)

*>

'

9EF

是近年来

才发现的细胞因子#它是由脂肪细胞分泌的蛋白质类激素#是

一种脂肪组织源激素#具有广泛的生物学效应#其中较主要的

是作用于下丘脑的代谢调节中枢#发挥抑制食欲#减少能量摄

取#增加能量消耗#抑制脂肪合成的作用*

!

+

)

*>

'

9EF

和其他激

素一样#需要和特异的受体结合才能发挥作用)人类
*>

'

9EF

受体基因$肥胖基因
+R5N

%位于
!

'

(!

#由
%$

个外显子和
!2

个

内含子组成#属于
#

型细胞因子受体家族#是单一跨膜信号转

导复合物)由以下
(

个位点组成!$

!

%细胞外位点($

%

%跨膜位

点($

(

%多变的细胞内位点)根据细胞内位点的不同又把
+R5N

分为二大类!长受体$

+R5NK

%和短受体)有研究表明#肝脏表

面存在着丰富的
+R5N

#而利用大鼠脂肪肝模型,肝硬化模型

对比研究
+R5N

的
GNQ-

表达水平#国内外报道较少#因此

+R5N

与肝脏疾病的关系仍值得深入研究)

本文建立并运用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应$

]j

N65LMN

%技术检测
+R5N

的
GNQ-

表达水平的方法及标准曲

线#检测了两组动物实验模型$高脂血症脂肪肝模型与硫代乙

酰胺致肝硬化模型%肝细胞中
+R5N

的
GNQ-

表达情况#从而

为研究非酒精性脂肪肝与肝硬化的发生和发展奠定一定的实

验基础)

$

!

材料与方法

$)$

!

实验动物
!

雄性
0

'

BH

D

:>5/HJA>

<

大鼠$

0/

大鼠%

#$

只#

/

13$!

/

检验医学与临床
%$!!

年
#

月第
1

卷第
2

期
!

*HK.>;MAEF

!

.H

<

%$!!

!

V7A)1

!

Q7)2



3

!

&

周龄#体质量
!&$

!

%!$

D

#购自昆明医学院动物实验

中心)

$)/

!

主要试剂
!

硫代乙酰胺$分析纯#上海凌峰化学试剂公司

生产%(胆固醇$分析纯#上海源聚生物科技有限公司生产%(猪

油$昆明市售食用板油炼制%(组织总
NQ-

抽提试剂盒及焦碳

酸二乙酯$

/TLM

%购自上海华舜生物工程有限公司产品(

@/5

Q-

合成试剂盒$加拿大富酶泰斯公司产品%(

6H

P

/Q-

聚合

酶$华美生物工程有限公司产品%(

+R5N

受体标准品,引物及

探针序列$由英骏生物技术有限公司设计及合成(

+R5N

序列

来源于
[TQTR-Qb

$编号
Q.$!%#2&

%#

+R5N

探针和上,下

游引物序列如下!上游引物是
#k6[MM-[6[6M-[ -6M

6M6[6

(下游引物是
#kM-- [-[ 6[6 -[[M6[ [-M

6[

(探针序列是
M6-6[6[[6-M-[[66M[M6[MM[

[

#扩增片段长度为
!$#K

'

)

$)'

!

主要仪器
!

[QL52$1$

型隔水式恒温培养箱$上海精宏

实验设备有限公司产品%(

.ĤEA3

恒温培养箱$美国
6=>BG7

,

<

KHE;

公司产品%(

[*5%$$

型紫外透射反射分析仪$北京
RE7

L=797G>9>B

公司产品%(

-RS"($$

自动荧光
LMN

仪$美国
-RS

公司产品%(所用一次性加样枪头和
TL

管均事先用
/TLM

水

处理#高温高压灭菌及灭活
/TLM

后使用)

$)1

!

实验方法

$)1)$

!

高脂饲料的制备
!

参照文献*

%5(

+略加以改进#配制成

含普通饲料加
%$

D

"

I

D

胆固醇加
!$$

D

"

I

D

猪油)

$)1)/

!

动物模型建立及用药方法
!

雄性
0/

大鼠
#$

只随机

分为
(

组#对照组$

(f!$

%,脂肪肝组$

(f%$

%,肝硬化组$

(f

%$

%)脂肪肝组喂养高脂饲料#每天
%

次#共计
!%

周)肝硬化

组按照参考文献*

35#

+的方法略加改进制作肝硬化模型!以

!$4

硫 代 乙 酰 胺 $

6--

%溶 液 腹 腔 内 注 射#首 次 剂 量 按

%$$G

D

"

I

D

给药#以后每周给药
%

次$逢周一,五给药%#每次按

!#$G

D

"

I

D

给药#共计
!%

周)

3

周开始随机择一处死#取肝脏

组织镜检以观察脂肪肝或肝硬化是否形成#共处死脂肪肝组
(

只#肝硬化组
(

只)对照组大鼠给予腹腔内注射生理盐水
%$

G*

"

I

D

#给药模式同肝硬化组)

(

组大鼠均自由普通饮水#温

度,湿度适当#昼夜比
!%g!%

#除脂肪肝组外其余两组每天普

通饲料分
%

次供给)全部大鼠造模成功
!%

周后处死)

$)1)'

!

取材
!

大鼠经乙醚呼吸麻醉后立即取出新鲜肝脏组

织#并切除肝右叶迅速放入冻存管#置入液氮罐中
!GEF

#然后

保存于
d1$U

冰柜中保存#待实验用)

$)1)1

!

苏木精
5

伊红$

,T

%染色
!

取部分肝组织进行石蜡包埋

待病理染色用)

$)1)2

!

肝脏
+R5N

经
]jN65LMN

技术检测肝组织
+R5N

的

GNQ-

的表达水平!$

!

%用电子天平称
($G

D

肝脏组织#用总

NQ-

抽提试剂盒提供的步骤和试剂提取总
NQ-

)$

%

%用
>

'

5

'

>F;7B?

紫外分光光度计测量其总
NQ-

浓度并估算其纯度#

波长
%&$FG

与
%1$FG

处的吸光度$

+/

%比值接近
%)$

者#浓

度大于
!$$

"

D

"

"

*

者视为提取成功#加以记录并保存总
NQ-

于
d"$U

)$

(

%一步法扩增合成
@/Q-

片断)根据之前测量

的浓度每份样本均取
$)#

"

D

的总
NQ-

(利用逆转录试剂盒提

供的步骤和试剂#逆转录总
NQ-

合成
@/Q-

存于
d%$U

冰

箱)$

3

%

LMN

扩增反应如下!

.

LMN

扩增反应体系为
!$XLMN

R:??>B#

"

*

(

.

D

MA

%

$

%#GG7A

"

*

%

(

"

*

(

;Q6L

$

%)#GG7A

"

*

%

3

"

*

(

6H

P

酶$

#Y

"

*

%

$)3

"

*

(

LB7K>

探针$

!$

"

G7A

"

*

%

!

"

*

(上

下游引物$

%$

"

G7A

"

*

%各
!

"

*

(

@/Q-%

"

*

(双蒸水
(%)&

"

*

#

总体积
#$

"

*

)

/

LMN

扩增反应条件为预变性
23U#GEF

(变

性
23U3#8

&

退火
#1U3#8

&

延伸
"%U3#8

#共
3$

个循

环(

"%U#GEF

)

0

记录并保存扩增曲线)

$)1))

!

LMN

扩增产物的检测
!

]jN65LMN

测定样品
+R5N

的量根据双链
/Q-

片段的摩尔质量
f

碱基对的数量$

K

'

%

X

$

&&$/H

"

K

'

%#计算得标准品相对分子质量约为
&2($$X!$

(

#

即
&2($$

D

"

G7A

#又用紫外分光光度计测得该
/Q-

的
+/%&$

值#测得其质量约为
32)#F

D

"

"

*

#结合相对分子质量和阿弗加

德罗常数计算后先将标准品稀释为
!$!$

#然后将
+R5N

标准

品$

!$!$

个拷贝数%倍比稀释成
!$

1

,

!$

"

,

!$

&

,

!$

#

,

!$

3

,

!$

( 拷

贝数#以
!$

&

,

!$

#

,

!$

3 为模板用与样本相同体系和反应条件扩

增#制备标准曲线#记录并保存扩增曲线)

$)1).

!

利用建立起来的标准曲线将所有的样本定出
+R5N

拷

贝数)

$)2

!

统计学方法
!

实验数据均用
Oe@

表示)应用
0L00!!)$

社会科学统计软件包)计量资料多组间比较用单因素方差分

析#多重比较检验采用
*0/

法$最小显著差法%)计数资料采

用非参数检验的秩和检验$

bB:8IHA H̀AAE86>89

%(回归分析采

用多元线性回归分析)

/

!

结
!!

果

/)$

!

动物模型建立
!

!%

周时成功建立脂肪肝,肝硬化模型)

共得脂肪肝大鼠
!#

只$因造模观察剖杀
(

只#自然死亡
%

只%#

肝硬化组大鼠
!(

只$因造模观察剖杀
(

只#自然死亡
3

只%#对

照组大鼠
!$

只$无死亡%)大鼠活体观察!对照组大鼠毛发光

滑,整齐,有光泽#不易脱落#尿色淡黄#体质量有所增加#活动

自如#精神状态佳(脂肪肝组大鼠毛色发暗#倒毛#不光洁#体质

量增加#尿色淡黄#活动较少#精神较差(肝硬化组大鼠毛发蓬

乱,稀疏#易脱落#不光洁#尿色深黄#体质量增加#活动减少#精

神萎靡)

,T

染色结果见图
!

,

%

,

(

)

图
!

!!

X%$$

对照组肝脏
,T

染色

图
%

!!

X%$$

脂肪肝组肝脏
,T

染色

/)/

!

]jN65LMN

检测结果

/)/)$

!

+R5N

的标准曲线制定
!

通过
M9

值即每个反应管中的

荧光信号到达设定的阈值时所用的循环数来定量)

!$

3

!

!$

&

标准品
/Q-

模板的
M9

值分别为
%#)21

,

%$)!#

和
!1)#%

$见图

/
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3

%)其相关系数$

K

%

f$)2221$!

#斜率$

W

%

fd()#1#

#截距$

L

%

f31)(21

$见图
#

%#从而得出其标准曲线方程为
E?fd()#1#

A7

D

*

E$

+

Z31)(21

)利用已知起始浓度的标准品做出标准曲

线#根据未知样品的
E?

值#即可从标准曲线上看出该样品的起

始
/Q-

水平)

图
(

!!

X3$$

肝硬化组肝脏
,T

染色

图
3

!!

标准品实时荧光扩增曲线

!!

Wfd()#1#

#

Lf31)(21

#

Kf$)2221$!

)

图
#

!!

标准品荧光扩增标准曲线

/)/)/

!

实验性非酒精性脂肪肝,肝硬化和对照组大鼠的实时

荧光定量扩增曲线经过
]jN65LMN

方法检测
(1

只实验性脂

肪肝,肝硬化和对照组
0/

雄性大鼠均得到阳性扩增$见图
&

%)

图
&

!!

(

组大鼠的实时荧光定量扩增曲线

/)/)'

!

实验性脂肪肝,肝硬化和对照组大鼠的
+R5N

拷贝数

分析结果见表
!

)造模成功后
(

组大鼠
+R5N

的秩次比较分别

是!对照组
!2)33

#脂肪肝组
!2)&

#肝硬化组
!1)$$

)经
%

% 检

验#

(

组比较差异无统计学意义$

F

%

$)$#

%)

表
!

!

造模成功后
(

组大鼠的
+R5N

拷贝数均数比较(

Oe@

)

组别
(

+R5N

$

X!$

3

%

对照组
!$ &)!!e()23

脂肪肝组
!# #)&$e%)&"

肝硬化组
!( #)(%e()#3

'

!

讨
!!

论

目前主要有
3

种类似的探针!$

!

%分子信标技术($

%

%

*E

D

=9M

<

@A>B

技术($

(

%

6H

P

.HF

双标记探针技术($

3

%

-G

'

AE8>F5

87B

探针技术)其中以
6H

P

.HF

探针的实时荧光技术比较成

熟#合成相对简易#合成成本低#

LMN

扩增的特异性和效率也

较好#故本研究中选用它作为检测实验的荧光技术*

&

+

)

]j5LMN

与以往的定量
LMN

监测相比#具有以下优点!

$

!

%特异性强#灵敏性高#精确性高($

%

%全封闭反应#无需
LMN

预后处理#避免污染($

(

%摈弃了受多因素干扰的终点分析法#

使定量更准确可靠($

3

%实时荧光检测#结果客观又直观($

#

%实

现了单管双检或多检#还可设计内标#监控模板抽提效率并排

除抑制干扰($

&

%操作安全#省时高效($

"

%有利于规模化,自动

化及联网管理($

1

%适用范围广#可检测所有特异性遗传信息

$

/Q-

或
NQ-

%等)

实时荧光定量的方法很多#目前多采用的是相对定量法#

计算较为繁琐#且只能组间比较(因而作者尝试建立了绝对定

量的方法#委托试剂公司制成标准品#再利用标准品制成标准

曲线#用回归方程计算
@/Q-

的量#增加了结果的可比性,可

靠性及可重复性#具有一定的可实施性)且该方法简便#只需

进行一次
/Q-

的扩增即可进行比较)类似基因表达水平进

行定量的研究#提供了一条新的思路)

LMN

技术由于具有高敏感性#往往出现污染问题#作者在

实验过程中充分考虑到了该问题#首先是根据卫生部对
LMN

实验室的要求对实验室进行合理分区#实验用器械均专室专

用#实验室具备完整的防污染规章制度#并且获得了卫生部技

术验收合格证书)检测过程中设立了阴性对照#证明实验过程

中无污染)

+R5N

的主要生理功能是与瘦素结合#使瘦素发挥调节体

内的能量平衡,脂肪贮存等生理作用#且参与瘦素的自分泌调

节#并参与瘦素的除调节能量外的其他方面$如代谢,生殖,造

血等%的功能)

+R5N

的不同剪接体在中枢及外周组织中有选

择地表达#瘦素与这些组织中的
+R5N

结合后具有不同的功

能)

+R5NH

其首要作用是抑制机体对饥饿的应答#表现为抑制

食物摄取和抵消
W5

神经肽的作用*

"

+

#并协同食欲素及其他神

经肽在中枢水平上信号的整合作用#再由下丘脑发出适于和能

量调节的指令#从而维持机体正常的代谢平衡)

+R5NK

作为

瘦素的高亲合力受体#通过
+R5N

的信号转导途径#而最终影

响到基因的转录调节#从而发挥
*>

'

9EF

的生物学效应*

1

+

)

近年来的研究表明#肝脏表面存在着丰富的
+R5N

#其中

+R5NK

是
*>

'

9EF

作用的主要受体#是瘦素的高亲合力受体#其

细胞内位点被认为是
*>

'

9EF

信号传递的第一步)

+R5N

信号

转导的主要途径是
a-b506-6

途径#

*>

'

9EF

与其受体结合后#

通过激活转导子和转录激动子而最终影响到基因的转录调节#

从而发挥
*>

'

9EF

的生物学效应)

+R5N

在肝脏中有少量表达#

其长细胞内段具有信号传导功能#并且长细胞内段与
*>

'

9EF

对代谢调节的作用具有密切的关系)国内外对
+R5N

在肝纤

维化和脂肪肝中的肝脏
GNQ-

表达的研究不多#而同时利用大

鼠肝硬化模型和脂肪肝模型研究
+R5NGNQ-
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GG7A

"

*

下调到
#)&GG7A

"

*

*

%

+

#

%$$&

年
`,+

专家组经过讨

论认为!确定切点应该从临床和公共卫生方面考虑#而不能只

考虑统计学结果(降低切点会引起
S][

发生率显著增长#从而

对个体危险预测和公共卫生系统造成显著影响(在预防不良转

归或进展为
/.

方面#无证据显示降低切点有益#决定仍坚持

`,+

的
S][

标准)

在
%$$"

年
]L[

处于
#)&

!

&)$GG7A

"

*

的
#%#

例中#

%$$2

年有
!$&

例达到
S][&)!

!

&)2GG7A

"

*

,

%$

例达到糖尿病

]L[

诊断标准#分别占
%$$2

年达到
S][&)!

!

&)2GG7A

"

*

,

]L[

(

")$GG7A

"

*

例数的
#")(4

,

(3)#4

)如果能对
]L[

处

于
#)&

!

&)$GG7A

"

*

的人群及早进行生活方式干预*

35#

+

#改善

肥胖,血压及血脂等代谢异常#从而改善胰岛素抵抗*

&

+

#有可能

控制其
]L[

水平#降低
S][

和
/.

发生的风险*

"

+

)体检医院

一般对受检者的异常结果才给出体检建议或进行适当干预#有

可能引起受检者的重视#关注自己的
]L[

(如果按
`,+

的标

准$

&)!GG7A

"

*

%作为正常血糖上限切点#将有可能将这部分

人群漏检#从而达不到以健康体检了解受检者健康状况,早期

发现疾病线索和健康隐患的目的)作者认为#

S][

下限切点调

至
#)&GG7A

"

*

在本地区健康体检中应用是可行的)

鉴于
]L[&)!

!

&)2GG7A

"

*

的
S][

与
/.

关系的强度要

高于
]L[#)&

!

&)$GG7A

"

*

的
S][

#人们对其认知的程度不

同#并且 目 前 正 常 血 糖 的 上 限 仍 使 用
`,+

标 准 $

&)!

GG7A

"

*

%#所以要关注
]L[

处于
#)&

!

&)$GG7A

"

*

的人群#提

高该类人群对自己
]L[

水平的认识#引起他们关注自己的

]L[

变化#意识到可能存在的
/.

患病风险*

1

+

)

本次参检人群是以
%

年为间隔时间进行健康体检的#如果

适当减少体检的时间间隔#更早发现
]L[

的异常#可能对参检

人员的身体健康更为有利)
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大鼠
+R5N

的
GNQ-

在大鼠肝

脏组织均有表达#但是在三者间差异无统计学意义#这与国内

外报道基本一致*

25!%
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综上所述#

+R5N

在脂肪肝和肝硬化的发病中可能并没有

起到直接作用#而是通过其他途径发挥其调节能量代谢和体质

量调节的作用)目前关于
+R5N

详尽的信号机制尚不能详尽

解释#尚需进一步的研究)
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