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脂易消对NAFLD大鼠Visfatin表达的影响

周岳君（浙江中医药大学，杭州  310053）

摘要：目的 观察脂易消对实验性非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）

大鼠肝组织内肥素（visfatin）的影响，探讨脂易消治疗NAFLD的作用机制。方法 采用高脂饮食制

备NAFLD大鼠模型。大鼠分低、中、高剂量脂易消治疗组、易善复阳性对照组、生理盐水阴性对照

组、正常对照组。采用RT-PCR法检测大鼠肝脏Visfatin mRNA的表达水平，ELISA法检测大鼠肝组织

Visfatin蛋白的表达水平。结果  脂易消各治疗组大鼠肝组织Visfatin蛋白表达与Visfatin mRNA表达均

明显降低（F = 19.9，P = 0.001；F = 36.1，P = 0.001）；但与易善复组相比，脂易消各治疗组大鼠肝

组织Visfatin蛋白表达和脂易消中、高剂量组大鼠肝组织Visfatin mRNA表达均无显著性差异（P分别为

0.990、0.710、0.864、0.993、0.113），脂易消低剂量组与易善复组肝组织Visfatin mRNA表达水平存

在统计学差异（P = 0.006）。结论 脂易消能调控肝组织Visfatin表达，降低肝组织Visfatin蛋白表达和

Visfatin mRNA表达水平，其疗效与易善复相似；其治疗NAFLD机理可能与脂易消调控肝组织Visfatin
表达水平有关。
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Effects of Zhiyixiao on the expression of Visfatin of NAFLD rats mode
ZHOU Yue-jun (Zhejiang Chinese Medicine University, Hangzhou 310053, China)
Abstract: Objective To investigate the effect of Zhiyixiao on the Visfatin of non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) rat in liver tissue and to discuss the mechanism of Zhiyixiao in treatment of NAFLD. Methods  
High-fat diet feeding NAFLD rats were divided into Zhiyixiao treatment group, Yishanfu treatment group, 
saline negative group and the normal control group. Each group was furtherly diveded into three dosage 
subgroups. Vasfatin mRNA in liver tissue was detected by PT-PCR, and Visfatin protein in liver tissue was 
measured by ELISA. Results  The Visfatin protein and mRNA of Zhiyixiao treatment group were significantly 
lower in liver tissue (F = 19.9, P = 0.001; F = 36.1, P = 0.001) compared with Yishanfu group, each dose 
group had no significant difference (P = 0.990, 0.710, 0.864, 0.993, 0.113 respectively). Conclusions  
Zhiyixiao can reduce the expression of Visfatin protein and mRNA in liver tissue, whose efficacy is similar to 
Yishanfu, and the mechanism may relate to the regulation of Zhiyixiao on Visfatin expression in liver tissue. 
Key words:  Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD); Rats; Visfatin

非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）是一种与胰岛素抵抗（insulin 
resistance，IR）和遗传易感密切相关的以肝细胞脂

肪变性为主的临床病理综合征，发病率逐年增高[1]，

已成为欧美等国慢性肝病中的第一大病种，其肝纤

维化发生率高达25%，约1.5%～1.8%的患者有进展

为肝硬化的可能[2-4]，在我国亦有超过乙型肝炎成为

慢性肝病的首要病种的趋势[5]。

NAFLD的发病机理至今尚未明确，近年研究认

为，脂肪细胞因子在肝脂肪变性进程中起着十分重
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要的作用[6-8]。其中内肥素（Visfatin）因具有类胰

岛素作用可降低血糖、参与脂肪代谢等生理环节

而备受关注 [9-12]。本实验采用高脂NAFLD大鼠模

型[1]，通过中药验方脂易消[13-16]干预，阐明Visfatin
与NAFLD发病的相关性，探讨NAFLD的发病机

理，同时探讨中医药治疗NAFLD的作用机理。

1 实验材料与方法

1.1 实验动物 清洁级雄性SD大鼠60只，体重（180 
± 10）g，委托浙江中医药大学实验动物中心订购，

饲养于室温23 ℃，湿度50%，明暗各12 h实验环

境，随机分笼喂养，自由饮水和采食，预养1周检

验合格后进入实验应用。
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1.2 主要实验器材 GKC可控硅恒温水浴锅（上海

锦屏仪器仪表有限公司）、3000紫外线分光光度

仪（Pharmacin公司）、OLIMPUS显微镜（日本

OLYMPUS公司）、Hoefer300电转仪（美国BioRad
公司）、MyCycler PCR仪（美国BioRad公司）；

The BioRad iCycler Iq PCR仪（美国BioRad公司）、

ZF-90型暗箱式紫外透射仪（上海顾村电光仪器

厂）、DYY-6B型稳压稳流电泳仪（北京市六一仪器

厂）、DNA离心干燥箱（上海安亭科学仪器厂）、

ultrospec3300pro微量核酸测量仪（Amershan；
冷冻台式高速离心机，Heraeus）、可调微量加

样枪（Thermo Labsystems）、-80 ℃低温冰箱

（Sanyo）、AR2130电子精密天平（Ohaus Corp. 
Pine Brook，NJ，USA）、YDS-3S液氮生物容器

（四川亚西机器厂）、PCR管（广东惠州俊达塑

料制品有限公司）；Optical Caps （8 Caps/Strip）
（Applied Biosystems；Cat # 4323032）（美国

BioRad公司）、Optical Adhesive Covers（Applied 
Biosystems；Cat # 4311971）（美国BioRad公司）

等。

1.3 实验药物 脂易消（枳壳、半夏、荷叶、水飞蓟

等）（浙江中医药大学中医门诊部）；易善复胶囊

（北京万安特制药有限公司产品，228 mg/粒，批

号：D1141）；生理盐水（浙江莎普爱思药业有限

公司，批号：110313-3）。

1.4 主要试剂  M-MLV RTase（Invitrogen）、Taq
酶、Oligod(T)18引物、RNase抑制剂、dNTP、100 bp 
marker、PCR引物等。

1.5 实验方法

1.5.1 造模与分组 将60只清洁级SD雄性大鼠按每组

10只随机分成脂易消低、中、高剂量治疗组，易

善复胶囊阳性对照组，模型对照组和正常对照组6
组。正常组喂养普通饲料，其余各组喂养高脂饲料

进行造模，连续喂养12周后造模成功，处死动物。

1.5.2 给药方法 实验用药剂量按照章元沛“等效剂

量”方法计算 [17]，实验过程中易善复胶囊组灌以

相当于成人临床用量6倍的易善复混悬液，脂易消

低、中、高剂量治疗组分别灌以相当于成人临床用

量3、6、12倍的脂易消稀释液，正常组和模型对照

组均灌以同等容量的0.9%生理盐水。

1.5.3 标本采集 实验大鼠于连续喂养至第12周末次

给药后当晚禁食12 h，但不禁水，次日上午用10%
水合氯醛溶液（3 ml/kg）腹腔注射麻醉后标本采

集：立即取出肝组织，称重并记录，在肝叶中部切

取适量肝组织，于液氮中保存备用；心脏取血，分

离血清，保存于-20 ℃冰箱备用。

1.5.4 指标检测 ①ELISA法检测Visfatin蛋白表达：

按照试剂盒操作说明进行，通过绘制标准曲线求

出肝组织标本中Visfatin蛋白浓度。②RT-PCR检测

Visfatin mRNA表达：严格按照试剂盒操作进行试剂

的配置，总mRNA的提取，逆转录反应：用提取得

到的RNA在逆转录酶的作用下合成cDNA，根据核

苷酸序列用primer premier 5.0设计引物进行PCR引

物合成，PCR反应，琼脂糖凝胶电泳，用暗箱式紫

外透射仪检测实验结果并拍照。

1.6 统计学处理 统计分析使用SPSS 18.0统计分析软

件。主要观察指标均进行正态性检验和方差齐性检

验，定量数据的统计描述用平均值±标准差（ x ± s）

表 1 各组大鼠 Visfatin 蛋白表达水平（ x ± s）
组别 N Visfatin 浓度（ng/L）
脂易消低剂量组 9 17.31 ± 0.27* △ #

脂易消中剂量组 10 16.85 ± 0.44 △ #

脂易消高剂量组 9 16.97 ± 0.58 △ #

易善复组 10 17.19 ± 0.38 △

模型组 10 18.52 ± 1.38*

正常组 10 16.02 ± 0.00
注：6 组总体上 Visfatin 蛋白表达 F = 19.9，P = 0.001；低剂量组 vs. 正常组 *P = 0.001；模型组 vs. 正常组 *P = 0.003；低剂量组 vs. 模

型组△ P = 0.001；中剂量组 vs. 模型组△ P = 0.001；高剂量组 vs. 模型组△ P = 0.001；易善复组 vs. 模型组△ P = 0.001；低剂量组 vs. 易善复组
#P = 0.990，中剂量组 vs. 易善复组 #P = 0.710；高剂量组 vs. 易善复组 #P = 0.864

表 2 各组大鼠 Visfatin mRNA 表达水平（ x ± s）
组别 N Visfatin mRNA
脂易消低剂量组 9 0.8877 ± 0.38 △ #

脂易消中剂量组 10 1.4401 ± 0.31 △ #

脂易消高剂量组 9 1.0923 ± 0.14 △ #

易善复组 10 1.5377 ± 0.73 △

模型组 10 3.0873 ± 0.56*

正常组 10 0.8663 ± 0.30
注：Visfatin mRNA = Visfatin 灰度值 / 内参灰度值；6 组总体上 Visfatin mRNA 表达水平 F = 36.1，P = 0.001；模型组 vs. 正常组 * P = 

0.001；低剂量组 vs. 模型组△ P = 0.001；中剂量组 vs. 模型组△ P = 0.001；高剂量组 vs. 模型组△ P = 0.001；易善复组 vs. 模型组△ P = 0.001；
低剂量组 vs. 易善复组 #P = 0.006；中剂量组 vs. 易善复组 #P = 0.993；高剂量组 vs. 易善复组 #P = 0.113
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图 1 大鼠内脂素浓度测定曲线

图 2 大鼠肝组织 Visfatin mRNA 表达

bp

表示。本论文采用了方差分析比较6组Visfatin蛋白

和Visfatin基因表达水平，并采用Dunnett方法分别以

模型组、正常组和易善复组作为统计学对照，进行

不同组之间蛋白和基因表的的多重比较分析。检验

水准α = 0.05，P ＜ 0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 肝组织Visfatin蛋白表达水平检测 脂易消低、

中、高剂量治疗组，易善复胶囊阳性对照组，模型

对照组和正常对照组6组总体上Visfatin蛋白表达水

平存在着统计学差异（F = 19.9，P = 0.001）。多

重比较发现，与正常组相比，模型组、脂易消低剂

量组大鼠肝组织Visfatin蛋白表达存在着统计学差异

（P = 0.003）；与模型组相比，脂易消各剂量组及

易善复组大鼠肝组织Visfatin蛋白表达存在着统计

学差异（P = 0.001）；与易善复组相比，脂易消各

组大鼠肝组织Visfatin蛋白表达均无显著差异（P = 
0.990；P = 0.710；P = 0.864），见表1、图1。
2.2 肝组织Visfatin mRNA表达水平检测  RT-PCR检
测Visfatin mRNA表达，结果提示，脂易消低、中、

高剂量治疗组，易善复胶囊阳性对照组，模型对照

组和正常对照组6组总体上Visfatin mRNA表达水平

存在着统计学差异（F = 36.1，P = 0.001）。大鼠

肝组织Visfatin mRNA表达水平与正常组相比，模

型组存在着统计学差异（P = 0.001）；与模型组相

比，脂易消各剂量组和易善复组大鼠肝组织Visfatin 
mRNA表达水平均存在着统计学差异（P值均为

0.001）；与易善复组相比，脂易消中、高剂量组大

鼠肝组织Visfatin mRNA表达水平无明显差异（P = 
0.993、0.113），低剂量组与易善复组存在着统计

学差异（P = 0.006）。

本实验结果提示Visfatin参与NAFLD的发生和

发展，模型组大鼠肝组织Visfatin mRNA及蛋白表达

水平较正常组明显升高。且脂易消可抑制肝组织内

Visfatin的合成和分泌（表2、图2）。

3 讨论

NAFLD是一种与胰岛素抵抗和遗传易感密切相

关的以肝细胞脂肪变性为主的临床病理综合征，发

病率正呈低龄化并逐年增高，但其发病机理至今未

能明确，目前认为脂肪细胞因子在肝脂肪变性进程

中起着十分重要的作用，其中Visfatin与其的发生、

发展的关系密切[9-12]。本实验采用高脂NAFLD大鼠

模型，通过中药验方脂易消干预，探讨Visfatin与
NAFLD发病的相关性，探讨NAFLD的发病机理和

中医药治疗NAFLD的作用机理。实验结果显示，

脂易消能调控肝组织Visfatin表达，显著降低肝组织

Visfatin蛋白表达和Visfatin mRNA水平表达，其疗

效与易善复相似，提示Vifatin参与了NAFLD的发生

和发展，与其发生、发展关系密切；同时提示脂易

消可能通过影响Visfatin的合成和分泌从而改善了

NAFLD的生化指标。已经有实验证明Visfatin具有

类胰岛素作用并可以降低血糖、参与脂质代谢及炎

症反应，其治疗NAFLD机理可能与脂易消影响和

调控肝组织Visfatin表达水平有关，其深层机理需进

一步深入研究。
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