
1450摇 环球中医药 2016 年 12 月第 9 卷第 12 期摇 Global Traditional Chinese Medicine, December 2016,Vol郾 9, No郾 12

·论著·

基金项目: 河北北方学院创新人才培育基金(CXRC1319);河北省中医药管理局课题(2015171)
作者单位: 030024摇 太原,山西中医学院(吴越);河北北方学院中医学院(朱峰、李永民);中南大学湘雅二医

院(刘建平)
作者简介: 吴越(1991- ),2014 级在读硕士研究生。 研究方向:中医药防治心血管疾病。 E鄄mail:dawn_233@

163. com
通讯作者: 李永民(1970 - ),博士,教授。 研究方向:中医内科学、中药药理学。 E鄄mail: liyongmin2001@

sina. com

四逆散对高脂血症小鼠血脂代谢途径的
影响

吴越摇 朱峰摇 刘建平摇 李永民

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨四逆散对高脂血症 C57BL / 6 小鼠脂代谢的影响并初步探讨其机制。 方法

摇 40 只 SPF 级 C57BL / 6 小鼠作为研究对象,随机分为对照组、模型组、四逆散(0. 9 mg / g 体质量)
组、枳实(0. 9 mg / g 体质量)组,分别以生理盐水、四逆散水煎剂、枳实水煎剂灌胃,干预时间为 90
天。 全自动生化分析仪检测血清甘油三脂( triglyceride,TG),低密度脂蛋白胆固醇( low density
lipoprotein cholesterol,LDL鄄C),高密度脂蛋白胆固醇( high density lipoprotein cholesterol,HDL鄄C)、
ELISA 法检测血清载脂蛋白 A鄄1(apolipoprotein A鄄1,APOA鄄玉)水平及实时定量反转录-聚合酶链反

应检测肝脏以及小肠组织中 APOA鄄I 的 mRNA 基因表达情况。 结果摇 在脂代谢方面,四逆散干预可

显著防止高脂饮食小鼠血清 TG、LDL鄄C 水平的升高(P<0. 05),显著提升血清中 HDL鄄C 和 APOA鄄I 水
平(P<0. 05),显著增加肝脏中 APOA鄄I 的 mRNA 表达程度(P<0. 05)。 结论摇 四逆散可能是通过促进

肝脏 APOA鄄I mRNA 表达和增加 APOA鄄I 分泌来干预血脂水平。
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揖Abstract 铱 摇 Objective 摇 To observe the effects of Sini powder on C57BL / 6J mice with
hyperlipidemia and explore its mechanism. Methods摇 40 C57BL / 6 mice were randomly divided into blank
control group,hyperlipidemia group,hyperlipidemia plus Sini powder (0郾 9 mg / g weight) group and hyper鄄
lipidemia plus fructus aurantii immaturus (0. 9mg / g weight) . Blank control group were fed with normal
diet and the other groups were fed with high fat diet. Mice were received gavage administration with corre鄄
sponding drug,Sini powder and fructus aurantii immaturus were intervened for 90 days. The automatic bio鄄
chemistry analyzers method was used to measure the levels of TG,LDL鄄C,HDL鄄C in serum. Elisa methods
were used to detect the APOA鄄I levels in serum. Real鄄time PCR methods were used to detect the APOA鄄I
mRNA expression changes in liver and small intestine. Results摇 Compared with hyperlipidemia group,Sini
powder could decrease the levels of TG and LDL鄄C(P<0. 05),increase the levels of HDL鄄C and improve
the level of APOA鄄I in serum(P<0. 05). The mRNA expressions of APOA鄄I in liver was increased in Sini
powder combined hyperlipidemia group. Conclusion 摇 Sini powder may be to promote the expression of
mRNA APOA鄄I in liver and increase APOA鄄I secretion to interfere with blood lipid level.

揖Key words铱摇 Sini powder;摇 Hyperlipidemia;摇 Apolipoprotein A鄄1
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摇 摇 高脂血症是指血中脂肪代谢或转运异常而导

致的任一或所有的脂质和(或)脂蛋白异常升高。
高脂血症的存在增加了高血压、糖尿病、动脉粥样

硬化、冠心病和脑卒中等疾病的发病率,并且影响

其严重程度[1鄄2]。 目前用于干预高脂血症患者的降

脂药物可能有导致其转氨酶升高或其他毒副作用

产生的风险[3],在积极干预高脂血症患者及高危人

群的血脂水平的同时寻找新的低毒高效的防治药

物是目前的迫切需求[4]。 中医学的整体观念对治

疗各种疾病具有一定的指导意义和优势,“高脂血

症冶属于中医“痰湿冶 “浊阻冶等范畴[5]。 高脂血症

发病与肝郁脾滞、气机不畅、运化不利而致痰湿郁

滞密切相关,其治疗以疏肝健脾、调畅气机、除湿化

痰为主。 四逆散作为汉代名医张仲景所著《伤寒

论》中的经方可达木疏土、安和中州,临床上主要用

于治疗肝脾气滞、脾胃虚弱或气机郁遏等证[6]。 在

本实验中笔者团队采用高脂饲料喂养的小鼠作为

研究模型,观察四逆散对脂质代谢途径的干预。

1摇 材料

1. 1摇 实验材料

SPF 级 C57BL / 6 雄性小鼠 40 只,体质量(20 依
2)g,购自北京维通利华实验动物技术有限公司,实
验动物具备实验动物合格证书 SCXK (京) 2012鄄
0001 号。 实验动物在清洁级层流架中饲养,环境温

度(23依2)益,照明时间每天 12 小时(7:00 ~ 19:00)
适应性饲养 1 周后进行试验。
1. 2摇 高脂饲料配置

3%胆固醇、0. 5%胆酸钠、0. 2%丙基硫氧嘧啶、
5%白糖、10 %猪油、81. 3 %基础饲料,实验动物所

用普通饲料和高脂饲料均购于北京华阜康生物科

技股份有限公司,许可证号:SCXK(京)2014鄄0008。
1. 3摇 药品

四逆散中柴胡、枳实、白芍、炙甘草均由中国北

京同仁堂(集团)有限责任公司购买。 药材洗净后

以 10 倍量水煎煮 1. 5 小时,倒出滤液,再以 5 倍量

水煎煮 1 小时,合并滤液水浴浓缩成每毫升含生药

1郾 5 g,4益保存备用。
1. 4摇 试剂

总甘油三酯测定试剂盒、低密度脂蛋白胆固

醇、高密度脂蛋白固醇测定试剂盒均由南京建成生

物工程研究所提供;载脂蛋白 A鄄I 测定试剂盒购自

武汉基因美生物医学工程有限公司;TRIzol 法提取

总 RNA 所用 TRIzol 试剂购于 Invitrogen 公司、用于

RT鄄PCR 的 Prime Script襆 RT reagent Kit with gDNA
Eraser 及 SYBR襆 Premix Ex Taq TM II 试剂盒均购自

宝生物工程(大连)有限公司,其余试剂为国产分析

纯试剂。
1. 5摇 仪器

仪器包括全自动生化分析仪、Thermo Scientific
Heraeus Fresco 21 微量离心机、 Thermo Multiskan
MK3 全自动酶标仪、Thermo Arktik 多功能 PCR 仪、
Thermo Scientific NanoDrop 2000、ABI 7300 实时荧光

定量 PCR 仪。

2摇 方法

2. 1摇 动物分组及标本采集

健康雄性 C57BL / 6 实验小鼠 40 只,饲养 1 周

后随机分为 4 组,每组 10 只:对照组、模型组、四逆

散组、枳实组(阳性对照组)。 每日给予足量饲料,
空白对照组以普通饲料喂养,其余组均以高脂饲料

喂养,高脂饲料若第二天还有剩余则用新的高脂饲

料代替,自由饮水[7]。 四逆散组用上述四逆散煎液

灌胃,剂量 0. 02 mL / ( g·d),枳实组用上述枳实煎

液灌胃,剂量 0. 02 mL / ( g·d),模型组和空白组用

生理盐水灌胃 0. 02 mL / ( g·d),每天 1 次,以高脂

饲料喂养开始连续 90 天,禁食不禁水 16 小时,麻醉

后摘眼球取血备用。 采血后处死,每只小鼠取肝

脏、小肠,焦硫酸二乙酯处理水清洗后分装到焦硫

酸二乙酯处理过的冻存管中,液氮冻存备用。
2. 2摇 血清相关指标测定

将全血室温放置 0. 5 小时,4000 rpm 离心 5 分

钟,取上层血清为测试样品,按试剂盒说明分别测

定血清甘油三脂(triglyceride,TG)、低密度脂蛋白胆

固醇( low density lipoprotein cholesterol,LDL鄄C)、高
密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( high density lipoprotein
cholesterol,HDL鄄C)、 ELISA 法检测血清载脂蛋白

A鄄1(apolipoprotein A鄄1,APOA鄄I)。
2. 3摇 肝脏和小肠中 APOA鄄I mRNA 表达的检测

TRIzol 法提取小鼠肝脏及小肠总 RNA,组织在

液氮中研磨成粉后,每 50 mg 组织加入 1mL TRIzol,
根据 TRIzol 试剂说明书进行总 RNA 提取。 按照说

明书逆转录。 (1)在 RNase free 的离心管内配制混合

液:Total RNA:1 滋L;5 伊 gDNA Eraser Buffer:2 滋L;
gDNA Eraser:1 滋L;RNase Free dH2O:up to 10 滋L。
(2)42益温育 2 分钟以除去基因组 DNA。 (3)取上
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表 1摇 APOA鄄ImRNA 和 茁鄄actin 引物信息

基因名称 上游引物 扩增产物(bp)

APOA鄄I
上游引物 5忆鄄GCA CGT ATG GCA AGA TG鄄3忆
下游引物 5忆鄄TAC CAG AAG TCC CGA GTC AAT G鄄3忆

386

茁鄄actin
上游引物 5忆鄄CAT CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA C鄄3忆
下游引物 5忆鄄ATG GAG CCA CCG ATC CAC A 鄄3忆

171

述反应液 10 滋L,5 伊PrimeScripT襆 Buffer2 ( for Real
Time):4 滋L;PrimeScripT襆 RT Enzyme Mix I:1 滋L;
RT Primer Mix:1 滋L;RNase Free dH2O:up to 20 滋L。
反转录体系为 37益 15 分钟、85益 5 秒、4益,获取

cDNA 模版。 (4)qPCR 反应体系:SYBR襆 Premix Ex
Taq II ( TIIRNaseH Plus ) ( 2 伊): 10 滋L; Primer R
(10 滋M):0. 8 滋L;Primer F (10 滋M):0. 8 滋L;ROX
Reference Dye(50 伊):0. 4 滋L;cDNA:2 滋L;dH2 O:
6 滋L。 PCR 反应条件为:20 滋L 反应体系两步法

PCR 扩增,预变性 95益 30 秒,PCR 反应 95益 5 秒、
60益31 秒,共 40 个循环。 引物信息见表 1。
2. 4摇 统计学处理

应用 SPSS 19. 0 软件进行统计学分析,实验数

据以均数依标准差(x依s)表示,采用单因素方差分析

进行多组间比较,组间两两比较采用 LSD 检验,检
验水准 琢 = 0. 05, RT鄄PCR 的结果以 2-驻驻ct 法进行

分析。

3摇 结果

3. 1 摇 各组小鼠血清 TG、LDL鄄C、HDL鄄C 及 APOA鄄I
水平

与对照组相比,模型组小鼠血清 TG 和 LDL鄄C
水平均显著升高(P<0. 05)。 与模型组比较,四逆

散组和枳实组小鼠血清 TG 和 LDL鄄C 水平均显著

降低(P<0. 05),四逆散组 HDL鄄C 水平显著升高

(P<0. 05)。 四逆散组和枳实组 TG 和 HDL鄄C 水平

比较,差异有统计学意义(P<0. 05)。 四逆散组血清

APOA鄄I 含量明显高于模型组和对照组(P<0. 05),
但枳实组 APOA鄄I 只与模型组有差别(P<0. 05),说
明四逆散可通过提高血清 APOA鄄I 促进脂质在体内

的消化。 见表 2。
3. 2摇 小肠和肝脏 APOA鄄I mRNA 基因实时荧光定

量方法检测

3. 2. 1摇 方法的特异性分析摇 溶解曲线可见 APOA鄄I
mRNA 基因与 茁鄄Actin RNA 基因的荧光定量产物均

呈较为锐利的单一峰(图 1、图 2),溶解温度 Tm 分

别为 86. 1益和 84. 9益。 溶解曲线中没有其他杂峰

出现,可知在用 SYBR Green 荧光染料进行 RT鄄PCR
检测时,荧光信号全部为 RT鄄PCR 扩增产物,没有其

他干扰,验证了反应的特异性。

表 2摇 四逆散对高脂血症小鼠血清 TG、LDL鄄C、HDL鄄C
及 APOA鄄I 水平的影响(x依s,n=10)

组别
TG

(mmol / L)
LDL鄄C

(mmol / L)
HDL鄄C

(mmol / L)
APOA鄄I

(滋g / mL)

模型组 1. 65依0. 19a 0. 28依0. 04a 2. 63依0. 18 1. 67依0. 21

四逆散组 0. 84依0. 07ab 0. 16依0. 04b 3. 11依0. 28ab 2. 87依0. 46ab

枳实组 0. 99依0. 05b 0. 18依0. 03b 2. 10依0. 34ab 2. 19依0. 26b

对照组 1. 11依0. 11b 0. 18依0. 05b 2. 64依0. 26 2. 07依0. 30

注: 与正常对照组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

图 1摇 APOA鄄I mRNA 扩增产物溶解峰图

图 2摇 茁鄄Actin RNA 扩增产物溶解峰图

3. 2. 2摇 APOA鄄I mRNA 基因摇 在小肠和肝脏中相对

表达量在小肠中,APOA鄄I mRNA 2 在四个实验组中

均有不同的表达,在四逆散组 APOA鄄I mRNA 表达

量最高,约为模型组的 2. 4 倍,差异具有统计学意义

(P<0. 05)。 对照组 APOA鄄I mRNA 的表达量约是

模型组的 1. 5 倍,差异具有统计学意义(P<0. 05),
枳实组的 APOA鄄I mRNA 的表达量与模型组表达量

相当,差异不显著(P>0. 05)。 在肝脏中,四逆散组

APOA鄄I mRNA 的表达量约是模型组的 5 倍,差异具

有统计学意义(P<0. 05)。 枳实组 APOA鄄I mRNA
的表达量约是模型组的 3 倍,差异具有统计学意义
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(P<0. 05),对照组 APOA鄄I mRNA 的表达量约是模

型组的 2. 2 倍,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 将

模型组 mRNA 的相对表达量作为一个单位,由此计

算出四组小肠和肝脏中 APOA鄄I mRNA 的相对表达

量。 四逆散组、 枳实组、 对照组的肝脏 APOA鄄I
mRNA 的表达量均比小肠中的高。

表 3摇 APOA鄄I mRNA 在小肠和肝脏中的

相对表达量(x依s,n=10)

组别 小肠 肝脏

模型组 1. 00依0. 06 1. 01依0. 02

四逆散组 2. 44依0. 22a 5. 20依0. 02a

枳实组 1. 26依0. 02 3. 01依0. 05a

对照组 1. 54依0. 06a 2. 21依0. 15a

注: 与模型组比较,aP<0. 05。

4摇 讨论

脂质在体内的过量积累能够直接引起高脂血

症,进而诱发各种疾病。 鉴于饮食是导致人类高脂

血症发生的重要原因,因此在实验研究中模拟高脂

血症的发病规律,用高脂饮食诱导小鼠高脂血症模

型以研究相关病理生理改变,对干预目前高脂血症

的发生发展有一定的意义[8]。
中医治疗高脂血症是以“郁冶“痰冶“瘀冶为根本

出发,四逆散以柴胡疏肝解郁,透热邪于外;枳实行

气导滞,散积结于内;柴胡与枳实配伍可奏升清降

浊之功。 芍药柔肝养血敛阴,与柴胡共奏疏经通络

之效而无耗伤阴血之弊;炙甘草益脾和胃而安中。
四药合用疏肝和脾,调达气机,促进脏腑功能复常,
运化水湿痰液,避免聚而成痰[9]。 研究证实组成四

逆散的四味中药的成分均有不同程度的降血脂作

用,甘草酸通过促进血管壁细胞脂质外流降低了血

清 TG、总胆固醇(total cholesterol,TC)水平进而调节

血管壁的脂质沉积[10]。 芍药苷可减少动脉粥样硬

化模型小鼠血清中 TC 和 TG 水平,使其腹主动脉脂

质沉积显著减少[11]。 柴胡可改善四氧嘧啶诱导的

高脂血症小鼠血清中 TG、TC、LDL鄄C 升高及 HDL鄄C
降低的情况[12]。 枳实能够通过改善高脂血症患者

内皮功能以降低血清 TC、TG 和、LDL鄄C 含量,升高

HDL鄄C 含量[13]。 本实验证实四逆散可显著干预高

脂血症小鼠血清的 TG、LDL鄄C 上升水平且可升高

HDL鄄C 的水平。
四逆散降血脂的机制之一可能是影响肝脏

APOA鄄I mRNA 基因的表达促使 APOA鄄I 分泌增多,

APOA鄄I 约占 HDL 蛋白组成的 70% , 因而血清

APOA鄄I 的浓度与 HDL鄄C 水平密切相关。 新生的

APOA鄄I 作为 ATP 结合盒式转运子的配体可以促进

巨噬细胞内胆固醇流出并与之形成新的 HDL,新生

及圆盘状 HDL 不断地从外周组织摄取磷脂和游离

胆固醇逐渐成为成熟的 HDL,进行脂质结合和分化

无脂 APOA鄄I,进一步激活卵磷脂胆固醇脂酰基转移

酶促进胆固醇的酯化以实现胆固醇逆向转运[14鄄15],
实现胆固醇在肝外组织的清除,达到干预血脂的

目的。
四逆散[16]具有一定的防止肝损伤的作用且均

优于方中单味药柴胡[17]、白芍[18]、枳实[19] 和甘

草[20],在降脂治疗过程配合四逆散干预血脂代谢途

径,可达到降脂保肝目的。
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黄芪 糖 蛋 白 对 胶 原 诱 导 性 关 节 炎 小 鼠
Th17 / Treg 细胞免疫平衡的影响

刘慧摇 赵俊云摇 杨向竹摇 薛慧清摇 李彩彩摇 马鑫摇 张娜摇 周然

揖摘要铱 摇 目的摇 研究 16kD 黄芪糖蛋白对胶原诱导性关节炎(collagen鄄induced arthritis,CIA)模
型小鼠 Th17 / Treg 细胞免疫平衡的影响,探讨黄芪糖蛋白治疗胶原诱导性关节炎小鼠的免疫作用机

理。 方法摇 采用雄性 Balb / c 小鼠建立牛域型胶原诱导性关节炎小鼠模型,将造模成功的小鼠随机

分为 CIA 模型组、氢化可的松阳性对照组、黄芪糖蛋白高、中、低剂量组,另设空白对照组;各治疗组

腹腔注射药物 14 天,对照组与模型组注射等体积生理盐水。 采用流式细胞术检测各组小鼠外周血

CD3+CD4+ IL鄄17A+Th17 细胞、CD4+CD25+Foxp3+Treg 细胞比例;Western blot 法检测各组小鼠脾组织

中维甲酸相关孤独受体 酌t(retinoid鄄related orphan receptor 酌t, ROR酌t)和叉头状转录因子 3 (forkhead
box protein 3,Foxp3)的蛋白表达水平。 结果摇 流式检测结果显示,黄芪糖蛋白可显著降低模型组小

鼠外周血中 CD3+CD4+ IL鄄17A+ Th17 细胞比例(P<0. 01),提高 CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 细胞的比例

(P<0. 01)。 Western blot 结果显示黄芪糖蛋白可显著降低模型组小鼠脾组织中 ROR酌t 的表达

(P<0. 01),提高 Foxp3 的表达(P<0. 01)。 结论摇 黄芪糖蛋白提高 Foxp3 的表达水平,降低 ROR酌t
的表达水平,恢复 Th17 / Treg 细胞之间的平衡,可能是黄芪糖蛋白治疗胶原诱导性关节炎小鼠的机

制之一。
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