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三七皂甙Ｒｇ１、Ｒｂ１对肝纤维化大鼠线粒体
ＤＮＡ三磷酸腺苷酶６、８亚基的作用机制
研究
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【摘要】　 目的　 探讨三七皂甙（ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ，ＰｎＳ）Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１干预下，肝纤维化
大鼠线粒体ＤＮＡ三磷酸腺苷（ａｄｅｎｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基的基因突变和ＡＴＰ
含量变化。方法　 ９６只Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为对照组、四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）肝纤维化大鼠
模型组、ＰｎＳ Ｒｇ１组、ＰｎＳ Ｒｂ１组各２４只。除对照组外，其余３组用５％ ＣＣｌ４橄榄油按５ ｍｌ ／ ｋｇ灌胃
制作肝纤维化大鼠模型。ＰｎＳ Ｒｇ１组在每次ＣＣｌ４ 灌胃同时腹腔注射ＰｎＳＲｇ１（５ ｍｇ ／ ｋｇ）。ＰｎＳ Ｒｂ１
组在每次ＣＣｌ４灌胃同时腹腔注射Ｒｂ１（５ ｍｇ ／ ｋｇ）。用生物发光法测定各组大鼠实验前及实验开始
２、４、６周末时线粒体内ＡＴＰ含量并比较。提取肝细胞线粒体总ＲＮＡ，逆转录为互补脱氧核糖核酸
（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ，ｃＤＮＡ），用基因重组、测序，通过ＧｅｎＢａｎｋ与线粒体ＤＮＡ已知序列进行比较，
研究ＰｎＳ Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１干预６周后线粒体ＤＮＡ的ＡＴＰ酶６亚基７９０４８５８４区域和ＡＴＰ酶８亚基
７７４３７９４６区域基因突变情况。结果　 （１）与对照组相比，模型组大鼠线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基
７９０４８５８４区域有３处突变：Ｃ８２９４Ｇ、Ｔ８５０５Ｇ、Ｇ８５８４Ａ。用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法分析，突变增加有显著
性意义（Ｐ ＜ ０ ０１）。ＰｎＳ Ｒｇ１组、ＰｎＳ Ｒｂ１组与对照组相比突变增加没有显著性意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。
（２）与对照组相比，ＡＴＰ酶８亚基７７４３７９４６区域有２处突变：Ａ７７９７ｎｏｎ、Ｔ７８６３Ｃ。用Ｆｉｓｈｅｒ确切概
率法分析，突变增加有显著性意义（Ｐ ＜ ０ ０１）。ＰｎＳ Ｒｇ１、Ｒｂ１组与对照组相比突变增加没有显著性
意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。（３）各组肝纤维化大鼠线粒体ＡＴＰ含量与ＣＣｌ４ 处理时间的相关性分析，用
ｐｅａｒｓｏｎｓ检验ｒ ＝ － ０ ９３５，呈负相关。（４）肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ酶６亚基突变的
相关性分析，用ｐｅａｒｓｏｎｓ检验ｒ ＝ － ０ ９４３，呈负相关；肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ酶８
亚基突变的相关性分析，用ｐｅａｒｓｏｎｓ检验ｒ ＝ － ０ ９６１，呈负相关。结论　 ＰｎＳ Ｒｇ１、Ｒｂ１可以显著抑制
线粒体ＡＴＰ含量下降，可以显著抑制线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基突变，从而推断ＰｎＳ
Ｒｇ１、Ｒｂ１可能通过减少线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６、８亚基突变而抑制线粒体ＡＴＰ含量下降，从而延缓肝纤
维化发生发展。

【关键词】　 肝纤维化；　 线粒体；　 三磷酸腺苷酶６亚基；　 三磷酸腺苷酶８亚基；　 三七皂甙
Ｒｇ１；　 三七皂甙Ｒｂ１；　 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
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ｏｆ ｍｔＤＮＡ ＡＴＰａｓｅ ６ ｇｅｎｅ，ＡＴＰａｓｅ ８ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｄｅｌａｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ；　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ＤＮＡ；　 Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ６ ｇｅｎｅ；　 Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ８ ｇｅｎｅ；　 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ Ｒｇ１；　 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ Ｒｂ１；　 Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ

　 　 肝纤维化是很多慢性肝病的共同病理过程。
Ａｒｄｕｉｎｉ［１］认为肝脏线粒体突变可导致线粒体功能
下降，肝纤维化发病可能与此相关。Ｂａｎａｓｃｈ［２］提出
肝脏线粒体氧化磷酸化功能改变是影响肝纤维化
发生发展的重要因素。这些重要发现为深入研究
肝纤维化机制和开拓新治疗方案带来机遇。线粒
体ＤＮＡ三磷酸腺苷（ａｄｅｎｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）酶６
亚基、ＡＴＰ酶８亚基基因突变与肝纤维化致病的相
关性越来越受关注。另外线粒体突变所影响和导
致的疾病目前尚无根治方法，基因治疗虽带来希
望，但由于这些基因片段本身存在细胞通透性、细
胞毒性等方面的问题，因此尚未有治疗的突破性进
展［３］。本课题探讨肝纤维化与线粒体突变的时相
性关系及突变与ＡＴＰ含量的关系，并运用逆向思
维，从疗效入手，从在临床已经使用的药物入手，来
寻找防治肝脏线粒体突变的抑制剂。课题组调查
对比了运用中医“活血化瘀、清热解毒”理论治疗肝
纤维化初见疗效的药物，选用三七皂甙（ｐａｎａｘ ｎｏｔｏ
ｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ，ＰｎＳ）Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１作为研究对象。
通过探讨其对四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）
诱导的肝纤维化大鼠ＡＴＰ酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基
基因突变的影响和线粒体内ＡＴＰ的影响，为ＰｎＳ

Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１在肝纤维化上的应用提供依据。
!

　 材料与方法
１ １　 动物

健康雄性体重（２５０ ± ２０）ｇ Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自河
北医科大学实验动物中心，合格证号：冀医动字第
０４０５６号。
１ ２　 试剂

ＰｎＳ Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１购自昆明植物研究所。４羟
乙基哌嗪乙磺酸（ｈｅｐｅｓ）、ＩＶ型胶原酶、胰蛋白酶抑
制剂、细胞分离液（Ｐｅｒｃｏｌｌ）均购于Ｓｉｇｍａ公司。引
物由上海博亚生物公司设计合成。成髓细胞白血
病病毒（ＡＭＶ）逆转录酶、核糖核酸酶（ＲＮａｓｅ）抑制
剂、Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶、ＰＵＣｍＴ质粒、Ｐｓｔｌ内切酶购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。质粒快速提取试剂盒购自北京博大
泰克生物技术有限公司。ＡＴＰ试剂盒购于Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ公司。引物由上海博亚生物公司设计合成。
１ ３　 动物造模与分组

Ｗｉｓｔａｒ大鼠９６只，随机分为４组，每组２４只。
对照组ＰＢＳ灌胃５天。ＣＣｌ４ 肝纤维化动物模型组
（简称模型组）用５％ ＣＣｌ４橄榄油按５ ｍｌ ／ ｋｇ灌胃，
每３天１次，共１５次。ＰｎＳ Ｒｇ１组在每次ＣＣｌ４灌胃
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同时腹腔注射Ｒｇ１ ５ ｍｇ ／ ｋｇ。ＰｎＳ Ｒｂ１组在每次
ＣＣｌ４灌胃同时腹腔注射Ｒｂ１ ５ ｍｇ ／ ｋｇ。

各组均以普通饲料喂养，配以５％酒精饮用水。
１ ４　 标本采集与检测
１ ４ １　 线粒体ＡＴＰ含量改变的检测　 各组于实验
前、实验开始２、４、６周后每次断头处死６只大鼠，取
新鲜肝组织，收集线粒体，用生物发光法测定各组
大鼠实验前及实验开始２、４、６周时线粒体内ＡＴＰ
的含量并比较。
１ ４ ２　 线粒体ＤＮＡ的提取及基因克隆测序　 同时
进行肝细胞线粒体ＲＮＡ的分离提取，逆转录为ｃＤ
ＮＡ用于线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基
基因序列检测。参照文献将提取的大鼠肝细胞线
粒体ＤＮＡ进行ＰＣＲ特异扩增ＡＴＰ酶６基因，将其
与ＰＵＣｍＴ质粒重组，转入Ｅ． ｃｏｌｉ ＪＭ１０９（大肠杆
菌）、Ｐｓｔｌ酶切、纯化后送往上海博亚生物公司测序，
将其结果经基因库查询，与Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ （ｗｉｓｔａｒ
大鼠）线粒体基因比较分析［４］。大鼠线粒体ＤＮＡ
ＡＴＰ酶６亚基７９０４８５８４区域和ＡＴＰ酶８亚基
７７４３７９４６区域基因序列检测结果报告，通过ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ与线粒体ＤＮＡ已知序列进行比较，研究线粒
体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基基因的改变。
１ ４ ３　 检测线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶基因ｍＲＮＡ表达
　 参照文献提取出总ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，ＰＣＲ特
异扩增，将产物置于１ ２％琼脂糖凝胶电压５０ Ｖ、３０
分钟进行电泳［５］，检测线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶基因ｍＲ
ＮＡ表达。

ＡＴＰ酶６基因的引物为：５’ＡＡＡＣＧＡＡＴＡＡＣ
ＣＣＴＴＧＡＧＡＡＴＣ３’［１Ａ （ｂｐ７８７９）］，５’ＴＧＧＴＧＧＧＴ
ＣＡＴＴＡＴＧＴＧＴＴＡＴＣ３’［１Ｂ（ｂｐ８５９４Ｃ）］。扩增片段
为７１５ｂｐ。ＡＴＰ酶８基因的引物为５’ＡＣＡＡＴＧＡ
ＣＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣ３ ’， ５ ’ＧＧＧＡＡＣＡＴＡＡＴＡＡＴＧＧＴ
ＣＡＣ３’。扩增片段为２４８ｂｐ。βａｃｔｉｎ基因的引物为：
５’ＡＡＡＴＣＧＴＣＧＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡ３’（β１），５’ＡＴＣＧ
ＴＡＣＴＣＧＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡ３’（β２）。扩增片段为２７０ｂｐ。
１ ５　 统计学分析

统计软件为ＳＰＳＳ １７ ０统计软件包。突变率的
比较用Ｒ × Ｃ表资料的Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。线粒体
ＡＴＰ的含量与ＣＣｌ４处理时间的相关性分析用ｐｅａｒ
ｓｏｎ相关性检验（ｐｅａｒｓｏｎｓ ｒ ｔｅｓｔ）。线粒体内ＡＴＰ含
量与ＡＴＰ酶６，８亚基突变的相关性分析用ｐｅａｒｓｏｎ
相关性检验。数据资料用均数±标准差（ｘ ± ｓ）表
示，并经正态性检验及方差齐性检验。

"

　 结果
２ １　 基因序列检测结果

６周末大鼠线粒体ＤＮＡ ７９０４８５８４区域ＡＴＰ酶６
亚基有３处突变：Ｃ８２９４Ｇ，Ｔ８５０５Ｇ，Ｇ８５８４Ａ。６只大鼠
共１８个可能突变处，模型组大鼠线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶
６亚基７７４３７９４６区域基因发生突变的为８８ ８％，ＰｎＳ
Ｒｇ１组大鼠发生突变率为２７ ８％，ＰｎＳ Ｒｂ１组大鼠发
生突变率为３３ ３％。经列联表的Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法
检验，差异有统计学意义，Ｐ ＜ ０ ０５。大鼠线粒体
ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基基因序列检测结果见表１。
表１　 各组大鼠线粒体ＤＮＡ ７９０４８５８４区域ＡＴＰ酶６亚基

基因突变情况（只，ｎ ＝６）
组别 Ｃ８２９４Ｇ

（１３０ ＣＡＡ→ＧＡＡ）
Ｔ８５０５Ｇ

（２００ ＧＴＡ→ＧＧＡ）
Ｇ８５８４Ａ

（２２６ Ａｌａ→Ｔｈｒ）总突变率

对照组 ０ ０ ０ ０％

模型组 ６ ５ ５ ８８ ８％

ＰｎＳ Ｒｇ１组 ２ １ ２ ２７ ８％

ＰｎＳ Ｒｂ１组 ２ ２ ２ ３３ ３％

　 　 ６周末大鼠线粒体ＤＮＡ ７７４３７９４６区域ＡＴＰ酶８
亚基有２处突变：Ａ７７９７ ｎｏｎ（缺失突变），Ｔ７８６３Ｃ。６
只大鼠共１２个可能突变处，模型组大鼠线粒体ＤＮＡ
ＡＴＰ酶８亚基７７４３７９４６区域基因突变率为９１ ６％，
ＰｎＳ Ｒｇ１组大鼠发生突变率为２５ ０％，ＰｎＳ Ｒｂ１组大
鼠发生突变率为３３ ３％。经列联表的Ｆｉｓｈｅｒ确切概
率法检验，差异有统计学意义，Ｐ ＜０ ０５。大鼠线粒体
ＤＮＡ ＡＴＰ酶８亚基基因序列检测见表２。ＰｎＳ Ｒｇ１
组、ＰｎＳ Ｒｂ１组与对照组相比突变增加没有显著性意
义，Ｐ ＞０ ０５。
表２　 各组大鼠线粒体ＤＮＡ ７７４３７９４６区域ＡＴＰ酶８亚基

基因突变情况（只，ｎ ＝６）

组别 Ａ７７９７ｎｏｎ

（缺失突变）
Ｔ７８６３Ｃ

（４１ Ｔｈｒ→Ａｌａ） 总突变率

对照组 ０ ０ ０％

模型组 ５ ６ ９１ ６％

ＰｎＳ Ｒｇ１组 ２ １ ２５ ０％

ＰｎＳ Ｒｂ１组 ２ ２ ３３ ３％

２ ２　 线粒体ＡＴＰ的含量与ＣＣｌ４处理时间的相关性
分析
　 　 检测各组大鼠在肝纤维化形成过程中各时相点
ＡＴＰ的含量，见表３，并作单因素多组间方差分析。
与对照组相比，模型组在第２周末开始下降，差异无
统计学意义；第４周末下降明显，差异有统计学意义
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（Ｐ ＜０ ０５），第６周下降更加显著（Ｐ ＜０ ０１）。
ＰｎＳ Ｒｇ１组、ＰｎＳ Ｒｂ１组在第２周末ＡＴＰ的含量

略高于模型组，差异无统计学意义；第４周末模型组
ＡＴＰ的含量下降明显，ＰｎＳ Ｒｇ１组、ＰｎＳ Ｒｂ１组ＡＴＰ
的含量均下降较慢，这两组ＡＴＰ的含量均高于模型
组，经单因素多组间方差分析，差异有统计学意义（Ｐ
＜０ ０５）。第６周末这种差异更加显著（Ｐ ＜０ ０１）。
用ｐｅａｒｓｏｎｓ检验ｒ ＝ －０ ９３５，各组大鼠在肝纤维

化各时相点ＡＴＰ的含量，与对照组相比，呈负相关。
表３　 各组大鼠线粒体ＡＴＰ的含量与ＣＣｌ４处理时间

的相关性分析（μｍｏｌ ／ ｇ，ｘ ± ｓ）
组别 实验前 实验２周后实验４周后实验６周后
对照组 ３ ８ ± ０ ７２ ４ ０２ ± ０ ８２ ３ ７８ ± ０ ８５ ３ ８８ ± ０ ７６

模型组 ４ １ ± ０ ８３ ３ １５ ± ０ ６５ １ ９５ ± ０ ４７ａ １ ２０ ± ０ ２５ｂ

ＰｎＳ Ｒｇ１组３ ９ ± ０ ７７ ３ ３４ ± ０ ６１ ３ １２ ± ０ ５１ａｃ ２ ７１ ± ０ ４１ｂｄ

ＰｎＳ Ｒｂ１组３ ７２ ± ０ ６９ ３ １５ ± ０ ７３ ２ ９１ ± ０ ５４ａｃ ２ ４３ ± ０ ５１ａｃ

注：与对照组比较ａＰ ＜ ０ ０５，ｂＰ ＜ ０ ０１；与模型组比较，ｃＰ ＜ ０ ０５，ｄＰ
＜ ０ ０１

２ ３　 肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ酶６
亚基，ＡＴＰ酶８亚基突变的相关性
　 　 大鼠线粒体ＤＮＡ ７９０４８５８４区域ＡＴＰ酶６亚
基有３个突变点，理论上６只大鼠有１８个突变点，
为分母；２、４、６周末实际的突变数为分子。同理大
鼠线粒体ＤＮＡ ７７４３７９４６区域ＡＴＰ酶８亚基的突
变点为２个，６只大鼠理论上突变点为１２个，为分
母），２、４、６周末实际的突变数为分子。

分析肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ酶
６亚基突变的相关性，经ｐｅａｒｓｏｎｓ检验，ｒ ＝ －０ ９４３，Ｐ
＜０ ０１；分析肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ
酶８亚基突变的相关性，经ｐｅａｒｓｏｎｓ检验，ｒ ＝ －０ ９６１，
Ｐ ＜０ ０１。肝纤维化大鼠线粒体内ＡＴＰ含量与ＡＴＰ酶
６亚基、ＡＴＰ酶８亚基突变呈负相关。见表４。

表４　 各组大鼠线粒体内ＡＴＰ含量
与ＡＴＰ酶６亚基、ＡＴＰ酶８亚基突变的相关性分析

处理时间 ＡＴＰ（μｍｏｌ ／ ｇ） ＡＴＰ酶６亚基突变率ＡＴＰ酶８亚基突变率
实验前 ４ １ ± ０ ８３ ０ ０

实验２周后 ３ １５ ± ０ ６５ ２２ ２％ （４ ／ １８） ２５ ０％（３ ／ １２）
实验４周后 １ ９５ ± ０ ４７ ６６ ７％（１２ ／ １８） ６６ ７％（８ ／ １２）
实验６周后 １ ２０ ± ０ ２５ ８８ ９％ （１６ ／ １８） ９１ ７％（１１ ／ １２）

#

　 讨论
３ １　 肝纤维化大鼠线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６亚基、
ＡＴＰ酶８亚基基因序列检测结果的意义
　 　 线粒体是能量转换的细胞器，具有相对独立的

遗传系统和生物合成机构，能产生能量，促进新陈
代谢、掌管细胞死亡和其它重要的信号旁路。线粒
体ＤＮＡ通常与线粒体内膜结合，周围无组蛋白保
护，处在高氧化还原状态中，而且聚合酶γ不具有
“校读”作用，缺乏修复机制，易受毒性物质攻击，其
突变率比核ＤＮＡ高５ ～ １７倍［５〗，已发现多种线粒体
ＤＮＡ突变所致疾病。

Ｕｕｓｉｍａａ［６］报道检测三个未检出有遗传背景的
儿童患有ＡｌｐｅｒｓＨｕｔｔｅｎｌｏｃｈｅｒｌｉｋｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｃｅｒｅｂｒｏ
ｈｅｐａｔｉｃ ｄｉｓｅ，通过检测线粒体ＤＮＡ探寻线粒体ＤＮＡ
缺失与线粒体呼吸链缺失的关系。结果证明
Ｇ３５２Ａ，Ｃ２６９Ｔ的突变与肝损伤有关。本试验支持
Ｕｕｓｉｍａａ的观点。模型组大鼠线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６
亚基有３处突变Ｃ８２９４Ｇ，Ｔ８５０５Ｇ，Ｇ８５８４Ａ。３处突
变导致所编码的氨基酸的改变：Ｃ８２９４Ｇ使１３０位氨
基酸由谷氨酰胺变为谷氨酸，使中性氨基酸变为酸
性氨基酸；Ｔ８５０５Ｇ使２００氨基酸由缬氨酸变为甘氨
酸；Ｇ８５８４Ａ使２２６位氨基酸由丙氨酸变为苏氨酸。
它能显著地影响呼吸链Ⅴ的结构，减低它的活性。
ＡＴＰ合酶即呼吸链Ⅴ主要由ＦＯＦ１组成，ＡＴＰ酶６、８
亚基基因是编码ＦＯＦ１ＡＴＰ酶疏水部分ＦＯ 的两个
基因。ＦＯ是质子通道，当Ｈ ＋顺浓度经ＦＯ回流时，
催化ＡＤＰ和Ｐｉ生成并释放ＡＴＰ。有报道ＡＴＰ酶６
亚基基因Ｔ８９９３Ｇ突变达到一定阈值时导致Ｌｅｉｇｈ
病［７］，该突变引起ＡＴＰ产量减少并引起ＦＯＦ１ＡＴＰ
酶结构的不稳定［８］。

大鼠线粒体ＤＮＡ ７７４３７９４６区域ＡＴＰ酶８亚
基基因序列检测结果报告：ＡＴＰ酶８亚基有２处突
变Ａ７７９７ ｎｏｎ，Ｔ７８６３Ｃ。４１位苏氨酸变成丙氨酸。
ＡＴＰ酶８基因７７９７位点碱基Ａ的缺失，使阅读框架
改变，转录条件改变并受阻，是ＡＴＰ酶８ ｍＲＮＡ表
达下调的主要原因，此位点的缺失突变与研究组前
期在失血性休克肠上皮细胞ＡＴＰ酶８ ｍＲＮＡ的发
现改变相同［９］。结果提示缺血及ＣＣｌ４ 等毒性物质
的攻击都能导致Ａ７７９７ ｎｏｎ的缺失突变。ＡＴＰ酶６、
８基因的突变将导致ＡＴＰ酶合成减低，由此导致线
粒体功能障碍。高等动物线粒体ＤＮＡ是共价闭合
双链ＤＮＡ，编码１３条多肽，与核ＤＮＡ共同参与氧
化磷酸化。因此任何线粒体ＤＮＡ区域的突变将改
变能量的产生。线粒体ＤＮＡ点突变的产生，提高了
ＤＮＡ双链的分离机会，促使线粒体ＤＮＡ发生进一
步突变，如缺失和重排。缺失的线粒体ＤＮＡ片断，
既可能形成细胞内的小环，也可能在线粒体ＤＮＡ或
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ｎＤＮＡ上造成重排，造成更严重的损伤［１０］。
线粒体突变所影响和导致的疾病目前尚无根

本有效的治疗方法，基因治疗带来了希望，包括基
因转换，线粒体转染，同种异性基因表达和限制性
内切酶纠正线粒体ＤＮＡ的突变等，但由于这些基因
片段本身存在细胞通透性，细胞毒性，代谢稳定性
等方面的问题，因此临床应用尚未有突破性进
展［３］。本课题运用逆向思维，从疗效入手，从在临
床已经使用的药物入手，来寻找防治肝脏线粒体突
变的抑制剂。课题组调查对比了运用中医“活血化
瘀，清热解毒”理论治疗肝纤维化初见疗效的药物，
选用ＰｎＳ Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１作为研究对象。

ＰｎＳ Ｒｇ１、ＰｎＳ Ｒｂ１显著抑制肝纤维化大鼠ＡＴＰ
酶６亚基、８亚基的突变，与模型组大鼠相比，ＰｎＳ
Ｒｇ１组突变率、ＰｎＳ Ｒｂ１组突变率均大幅下降。
３ ２　 各组肝纤维化大鼠线粒体ＡＴＰ含量改变意义
　 　 检测各组大鼠在肝纤维化形成过程中各时相
点ＡＴＰ的含量，与对照组相比，模型组在第二周明
显下降，第四周就有明显差异（Ｐ ＜ ０ ０１）。

ＡＴＰ酶６、８基因的突变将导致ＡＴＰ酶合成减
低，ＡＴＰ含量下降，由此导致线粒体功能障碍。高等
动物线粒体ＤＮＡ是共价闭合双链ＤＮＡ，编码１３条多
肽，与核ＤＮＡ共同参与氧化磷酸化。因此任何线粒
体ＤＮＡ区域的突变将改变能量ＡＴＰ的产生［１１］。而
ＡＴＰ酶８基因７７９７位点碱基Ａ的缺失，使阅读框架
改变，转录条件改变并受阻，是ＡＴＰ酶６，８ ｍＲＮＡ下
调的主要原因。线粒体ＤＮＡ点突变的产生，提高了
ＤＮＡ双链的分离机会，促使线粒体ＤＮＡ发生进一步
突变，如缺失和重排。缺失的线粒体ＤＮＡ片断，既可
能形成细胞内的小环，也可能在线粒体ＤＮＡ或ｎＤＮＡ
上造成重排，造成更严重的损伤［１１］。线粒体内的缺
失突变达到一定域值后并继续上升，使ＡＴＰ酶活性
迅速下降。ＡＴＰ含量下降，能量供应不足，细胞质不
能输入并补充线粒体转录翻译所需成分，此时转录出
的ＡＴＰ酶６、８ｍＲＮＡ的质和量会进一步下调。

ＡＴＰ含量与对照组相比，模型组在第二周明显
下降，第四周就有明显差异（Ｐ ＜ ０ ０５），第六周有
显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０１）。ＡＴＰ酶６，８亚基的突变与
ＡＴＰ含量呈明显负相关的趋势，而对照组无改变。

ＡＴＰ含量的下降，肝细胞内缺乏维持细胞进行
正常生理功能的能力，致使肝细胞发生炎症、坏死、
增生，诱导肝纤维化的发生。

由此可见肝纤维化大鼠线粒体ＤＮＡ ＡＴＰ酶６、
８基因突变以及ＡＴＰ含量下降是导致肝纤维化的重
要原因之一。ＰｎＳ Ｒｇ１、Ｒｂ１通过减少线粒体ＤＮＡ
ＡＴＰ酶６、８亚基突变而防治肝纤维化发生发展。
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ｉｎ Ｉｒａｎｉａｎ ａｔａｘｉａ ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］． Ａｒｃｈ Ｍｅｄ Ｓｃｉ，２０１１，
７（３）：５２３５２７．

（收稿日期：２０１４０５１２）
（本文编辑：张磊）
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