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枸杞多糖对酒精性脂肪肝大鼠肝细胞色素 P4503A的影响 

古 赛 ，姜 蓉2 

(1重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016；2重庆医科大学组胚教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过观察枸杞多糖(LBP)对酒精性脂肪肝(AFL)大鼠肝细胞色素 P4503A基因和活性的影响，揭示其部分治疗 

机制。方法：用乙醇灌胃 l0周造成大鼠慢性 AFL模型，再用 5％和 10％的 LBP治疗 l0周，10％阿托莫兰(GSH)治疗组和戒酒组 

作为阳性对照，作治疗前后比较：肝脏病理形态，肝匀浆还原型谷光甘肽 GSH、丙二醛 MDA含量，肝细胞色素 P4503A(CYP3A) 

活性及基因表达水平。结果：LBP能明显改善酒精所致大鼠肝脏脂肪性病理变化，增加 GSH含量，减少 MDA产生，抑制 CYP3A 

活性和基因表达，其改善脂肪病变与阿托莫兰组无显著差异，优于单纯戒酒组。结论：LBP抑制 CYP3A活性及基因表达，减轻脂 

质过氧化，有效治疗 AFL。 
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Effects of Lycium Barbarum POIySaCCha e on the expression of 

hepatocyte cytochrome P4503A in rats with alcoholic fatty liver 

G S 。e￡ 

(Department of Gastroenterology，the First Affilated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of Lycium Barbarum Polysaccharide(LBP)on the activity and gene expression of hepa— 

toeyte cytochrome P4503A(CYP3A)in rat model with alcoholic fatty liver(AFL)．Methods：The AFL rats models were estab— 

lished by ethanol intragastric infusion for ten weeks．Th en．those AFL model rats were treated with 5％ an d 10％ LBP and 10％ 

GSH intragastric infusion．Liver pathologic changes were observed and the activity of CYP3A and its gene expression as well as 

the contents of malondialdehyde(MDA)and glutathione(GSH)in liver were detected and compared among the control group， 

treatment group and abstinence treatment group．Res~／ts：Fatty degeneration in liver recovered normally in the LBP treatment 

groups、LBP could inhibit the expression of CYP3A gene，reduce the activity of CYP3A and the content of MDA，an d increase 

the content of GSH．Th e cura~ve effect of LBP Was not significantly different from that of GSH，but greater than  that of ab sti— 

nence treatm ent．Conclusion：LBP Can  prevent AFL through markedly inhibiting the hepatoc~e CYP3A activity and gene ex— 

pression． 

【Key words】Alcoholic fatty liver；Lyceum Barbarum Polysaccharide；Treatment；Cytochrome P4503A 

酒精性脂肪肝(Alcoholic fatty liver，AFL)已成 

为一种世界性疾病，目前缺乏针对性治疗的理想药 

物。枸杞多糖 (Lycium Barbarum Polysaccharide， 

LBP)是宁夏枸杞的重要抗氧化成分【u，而 自由基及 

其启动的脂质过氧化连锁反应是酒精造成肝细胞 

损伤的主要机制之一【2】。本实验研究LBP对酒精性 

脂肪肝大鼠细胞色素 P4503A (CytochromeP4503A， 

CYP3A)活性及基因表达的影响，以期揭示 LBP的 

部分治疗机制。 

作者介绍：古 赛(1967一 )，女，副教授，博士， 

主要研究方向：酒精性肝病。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

清洁级 雄性 Wistar大 鼠 202只 ，周龄 7周 ，质量 

180—220g，购于第三军医大学实验动物中心。无水乙醇，为国 

产分析醇，使用前用蒸馏水稀释。LBP由宁夏中药厂馈赠，配 

成 5％、10％水溶液待用 ，GSH(商品名：阿托莫兰 )由重庆药 

友制药有限公司馈赠。MDA、GSH试剂盒购于南京建成生物 

工程研究所。红霉素、氧化型辅酶 lI(NADP*)、6一磷酸葡萄糖 

二钠(G一6一P)、6一磷酸葡萄糖脱氢酶(G一6一PD)均购 自Sigma 

公司。日立 CP100MX超高速冷冻离心机。 

1．2 方法 

1．2．1 AFL大鼠模型建立及给药处理 202只清洁级大鼠 
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随 L舒为2绁 ．正常埘 鞲姐 32¨ 悄 1l模剞组 l1n ．铮链 

恫非．每笼5一n q 辛价颗粒删料喂养(脂肪 量(5％j．自由 

1_j=水 薛利吐计算采川蛰 ℃ 障剂量i P =乙醇怵秘 } 

x乙醇体祝讣敬× 醇相埘密度(0 8,#m1) 型蛆特 【本 

计数 4u％_、J、l 醇8eJI kgA) 分2斑 胃 阐l端刊 9一IOh 

至5 P,t韦 钍砸l2 自n嗣培己醇浓窿增至体积分数5i)％ 

c ，、}9 kgI1 h陆 前 至 10周术 随机址 3 n 柙 

【jF实育肝脏脂肼监 『 扯死泉下的 I2 M 乃 【t411~  ̂道 

感 胃 II血等 阉死r 25 模 组采 的iiR只．||}随 

行为4细：5c,fI．BP绀、1D*Id{I·细 IOq4GsH组择 n鼹 均 

停止 精湛胃．牛参照 献报遭I’ 』IJ稀祥'6"fl"J 5％l BP ％ 

LSP和 ⋯％csH．I)5ml／I ★鼠．每口1趺灌胄 成 I蛆 

2s R 与正常计肌组均用等体辊的聋储水分2救 4鲴 

太鼠 ’ 』r邗i址埋后5 I[) 处死 职肝肿 讣别标记， 

舯1：淋销悍俘 

1 2．2 病理彤态学 取小芷叶同一部位组 lf)％⋯酥同 

百蜡包 切片 IIE驶 ， 『『『染包．光镜 F现察脂脐变再 

度 

1 2．3 酶学i刚逆 艘肝古叶 4't 制备IOOh肝匀紫 考 

马斯在蔽法删勺浆噩向．MI)A(． I占量测定接试剂盘步骤 

进行 

1 2．4 (YP3̂ 悱测 按义献厅敞川蛆高畦拎冻离心 

丹攻提取肝微} 体 将得到自0}教粒怫悬浮 f 肯20％¨油 

的0 Im” L磷 盐缓冲滟《Id174)。lll一{I【1 c侏荇备用 【 小 

牛血 标准 甩 w 毡洲定肝徽牲 盥n禽世 i 

厢 ～ h 、删定肝做聿_『体 I?(P3A同 耐 红博索 N一脱甲毡 

f56l(1==ItN⋯话性表 c、l’3A活性 鱿霉豪终浓艇【】4n仰．1／I 

重¨终 浓度 【l 5-z J 鹿 体系 苫 NADPll 生 蒹统 ． 

Iminol／I ADP IOm rn．1／( 6一I D71I f 6 )I'~znm⋯J／I M ：I 

反直时 如2l~nllil．匣应终 止后 ．⋯八Nash武刚 根描 412nm 

波长 样品光椿度值1t杵压嘘 物 ll 的牛成量，推算肝微 

粒 打霉紊 一悦甲箍酶 性，J￡精 尢小HJ“- tim i m 

蛋} 1表 

I 2．5 (、YT’3̂ 牡Ⅲ袁达测 来Ⅲ R̂ A 提和丝#录搬 

台酶链匣嚏 I】{I 1’C[I)：肝m总 RN̂ 提取 和R1 I'CII按 

I~ais rnk岫 剂盘批 n I物}#到： 、P3A止卫链： 

5Latl‘ [川 一3 ．厘 望链 ：5 一# f 3。： 

对雕皋 末(“㈨1『．hlim CYC)正 堑涟 5一lln c I ̈ 一 

。 一3’．厦 芷链：5 uggaeolgla[~l̈l 3’．黄 生物 学 

中心基因库c( n IJaukl中榆索 GYP3̂ CY(的n ̈ 幅 

～ ： 1、预 尘 性 1()nili．(95 {、6 ．541 55s 72 x 27 

攻衙 I 5*琼脂帖龇胶电渖榆测扩增产物， “染包 ‘}干 

虽怀 ￡为DI'~4i rlllker11121lOll，凝幢 像件析系统对 ]l rl PCR 

产物电淋杀带衍惭匪舒析，删定u的带肢 ∽{条带的 v怕 

【v ， T均啦此膏鹰值 蒂 ∞1 51用册燕带表 强度 

I／～=、 ／CYI 

I 托 计学 帝竹 

¨壁磷 l ⋯ 表 i数据经 SA,S系境辑什让理．组 

比较方整卉I {j I}盘暄 占莓水齐J̈Si⋯II r all· 骑 

2 结 果 

21 一般情 况 

正常对照组大吼 实翰观察I 均沂跃．毛色光 

滑，质址持续增 无死 消精蚶赶阻则反应迟 

钝 毛也晦暗．质蜒增长缓慢 至 l0周时死亡25 

H，死r：率为 ／4-／％ 药物{ 疗的=个组 ＆诫酒组毛 

色逐渐改善．质量增长趋于加 ．5％I BP ，1()钟 

『RI 绀 I(】％(；sH维耸他 1只 3 M 1日，戒州组 

E亡 9巨，死亡牢高 32 I4Ⅸ 螗中处死技： 正 

常 E亡的大鼠情况 在1 

表 I 大 鼠非正 常 死亡殛 处死 表 

2 2 肝脏摘 理形 态 

光镜下．HE 包．正常对删绢 细胞1．2小叶 

巾央静脉 巾心里放射状排列，／17：,j,nf轮嫡：清晰 

数 F细胞 小 池 【 l1 l0用酒精幔型鲥 

人部分(13／l5) flL织|刀片uJ 巾 静脉 肌细 

胞排列集乱 小IIf I 清．肝 lH胞浆中见大小 

等较广泛窄泡变性．做在炎性细胞浸润f l制2)再渐 

图 I 正常对照组 I()周大鼠肝组织病理切片 f lie×400 
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蘑、 皇 ． 

圈^ 59；1 Ill-治疗 l(】周大显肝组织病理切片c苏丹mx l‘1 

疗 绢及 成酒 鲥 5周时肝细 胞 内空泡变 忤f『所 减，p． 

且大奄泡少虬．】0 J；jj时仅，E腺泡Ⅱ1】硼T细胞排州稍 

显豪乱．al1咆内空泡进 ，步减少 接近 常对照组 

水甲(罔3) 

囤 5 酒模组 in周大鼠肝组织病理切片f苏丹iii m 

丹Ⅲ 也．』F常州月a州 色的脂肪啊粒做 

少( 41 精 肝 胞内 盐生红色的脶畸桷I 

5)．择 f疗组5周 红也脂肪啊粒减少．10间 已 

接近正常刊 绑 ． 5％T．1 治疗 10刷为代表(刮 

6) 含脂肪滴H Ⅱ胞昕r 面机评仆标准如下：0分： 

舍脂腑滴肝绑胞散枉、稀少；1针： 脂Ⅱ 滴肝卦̈胞≤ 

4̈：2讣：告{)旨胁滴旰 咆≤I陀 3舒：禽脂贿涌l!f 

细胞<~3／4：4抒：肝组织几乎被 腑滴所代营．其 

积>3／4 ll常对月H组眨酒樽组 与秆治疗组技成 组 

脂胁变崔度比较见表 2 

2 3 脂质过氧 化酶  

干预 【u l占l各纰 九鼠情质j==[氯化酶测定 跟‘地 

表3 

2 4 ERNu活性 

各 人鼠ERNI)活一 测定见表4 

2．5 RT CR检刑各组 走鼠 CYP3,UCYCⅢRNA变化 

表 5、罔 6 
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表2 各组大鼠肝脏病理苏丹Ⅲ染色脂肪变程度积分 3 讨 论 

注：酒模组与正常对照组比 ．05，干预各组与酒模组比 

P<0．05，戒酒 5周组与同期各治疗组比。P<0．05，干预 l0周 

各组与干预 5周各组比tP<0．05，干预 l0周各组与正常对照 

组 比 p<0．05 

表 3 干预 l0周各组大鼠脂质过氧化酶学测定结果 

注：酒模组与正常对照组比 P<0．05，各干预组与酒模组比 

P<0．05，戒酒组与各治疗组比ep<0．05 

乙醇在体内代谢过程中，产生过多氧应激产 

物，激活磷脂酶及脂质过氧化反应，抑制 SOD、 

GSH—PX活性 ，消耗 自由基清除剂 GSH，使脂质过 

氧化产物 MDA及 H20 显著升高，破坏蛋白质结构 

和功能，形成 AFU8，91。 

CYP3A是 Selye等 1971年发现的一种细胞色 

素 P450亚族【1ol，是 CYP450基因超家族中最重要的 

代谢酶基因，在药物和毒物代谢过程中起重要作 

用。红霉素是肝 CYP3A特异的酶底物，测定 CYP3A 

同工酶活性可表达 CYP3A的活性 已有研究表明乙 

醇所导致的脂质过氧化反应增强，蛋白一乙醛加合物 

增加，损伤旰脏，与 诱导CYP3A蛋白表 曾强有关【12】， 

亦有研究表明乙醇明显诱导人肝细胞 CYP3A4基 

因表达【131。本实验结果显示随乙醇摄人增加，大鼠肝 

微粒体 CYP3A活性提高 ，肝细胞 CYP3A基因表达 

增强，脂质过氧化终产物 MDA含量增加，GSH消耗 

增多，肝脏脂肪变程度加重。表明 AFL的形成与 

CYP3A有一定相关性。 

研究表明 LBP能清除氧 自由基，抑制脂质过氧 

化反应【 1。作者实验也证实 LBP在体内能有效抑制 

CYP2E1基因和蛋白表达，减轻脂质过氧化反应 ，改 

善脂肪变程度。本实验显示，单纯戒酒组 CYP3A活 

表 4 各组大鼠 ERND活性(nmol／(min／mg))(n) 

注：与正常对照组比 P<0．05，与 5周酒模组比 P<0．05，干预组与 10周酒模组比。R0．05，与同期 LBP治疗组比 0
．05，与同 

期正常对照组比tP<0．05。 

表 5 各组大鼠 CYP3A／CYCmRNA(n) 

注：与正常对照组比 P<0．05，与 5周酒模组比 P<0．05，干预组与 10周酒模组比。P<0
．05，与同期 LBP治疗组 比 0．05．-'=JR 

期正常对照组比tP<0．05。 
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围 7 各组大鼠 (：YP3A及 { 卅1 A变化图象 

：罔 7自生n 分别是：M剐k、If)同正常时蹦绁 5 

僧模继 5 、 5％1 HI1浒疔维 、5 lI] iO％11{ 

组 5阍 、10周戒酒组 

】 

性及摹 表达均下降．但无披酒加I,BP治疗绀下降 

明显．进一步揭示 LBP治疗 AFL的机制小仅与其 

抑制 CY~E1有关．还与其抑制CYP3A基凼丧达和 

活性有荚 fR门前 LBP抑制CYP3A的途径尚不清 

楚 是否 II一6相似，通过抑制一种诎称为PXR 

(P ㈨P x㈨．，bi0ti[．s Receptm)的孤儿梭受津在肝 

细胞中的表达，下调 c P3̂ 摹 表达I I．还需深人 

研究 本实验亦显爪，尽管溅酒加 I Br治疗更有利 

于肝脏脂肪变的 期恢复(1mP{≠i疗组 5周时的慨 

复仍明显好于单纯戒洒组，P<0．05)，但随时间延长， 

与单 戒酒组盯脏脂畸变的陵复已较接近+且 I,BP 

埘c P3A的抑制作用尚末在观察期内表现m良好 

的时效关系，战成酒仍不失为一种简单而经济 效 

的治疗 F̂L的方法 不过．我们仍应注意到本实验 

中戒酒组大鼠的高死亡率，姓否提示突然戒酒并水 

利于大鼠生存的可能．其原 尚有待进一步研究 

还原型粹胱H‘肽(GSH)是细胞 一种重要的代 

甜调节物，具倪护细胞、抗氧fLl由基损伤 、促进肝酶 

活性和扑解毒功能1 ．大量动物实验和Il i床均证实 

H能有效清疗巾毒睦Hr病-、．本实验以 csH fiELBp 

的l垌性药物对照．发现 LRP存保护肝脏，恢复肝功 

能，抗脂质过氧化反应，改善肝脏脂肪变方面与 

CSH无 显著性差 异 

本实验仅设 r 5％耵【10％两种LBP剂硅，尚未 

表脱 {̈J量效关系，而多槠的疗效不一定 』剂量呈正 

比关系．m往有十最适剂量 ．下 一步If_多设定几个 

剂量，以寻球 I,BP的最适刹量、井进一步对 l：BP进 

行纯化，提取单体．探J{J] ，’于结构，深人研究 
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