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长期游泳运动对高脂饲料喂养大鼠肝脏中

ＣＹＰ７Ａ１ 及 Ｄ－双功能蛋白表达的影响

叶　 春

(南京师范大学体育科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 探讨长期耐力运动对高脂饲料喂养的大鼠胆汁酸生成关键酶 ＣＹＰ７Ａ１ 和 Ｄ－双功能蛋白(ＤＢＰ)表达的

影响. ３０ 只大鼠随机分为高脂组(ＨＣ)、高脂运动组(ＨＥ)、正常组(Ｃ) . 高脂组和高脂运动组采用高脂饲料喂养.
高脂运动组喂养 ４ 周后ꎬ进行 １６ 周的游泳运动. ２０ 周后ꎬ测定三组大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１ 和 ＤＢＰ 的表达ꎬ血清中

生化指标的变化以及粪便中的胆汁酸ꎬ并取肝脏作病理切片分析. 测定结果显示ꎬ高脂运动组较高脂组肝脏的脂

肪变性明显好转ꎬ血清中 ｃｈｏｌ、ＴＧ、ＬＤＬ、ＣＰ 均趋向正常ꎻ高脂运动组肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１、ＤＢＰ 的表达明显增加. 长期

耐力运动能够使高脂喂养大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１、ＤＢＰ 表达显著增加ꎬ增加大鼠胆汁酸的产生和排泄ꎬ减轻高脂饲

料喂养导致的脂类代谢失调.
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ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｉｅｔ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＨＣ ｗｅｒｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｅｒｃｉｓｅ. Ｔｈｅ
ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＨＣ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓꎬｔｈｅｎ ｗｉｔｈ ９０ ｍｉｎ ｕｎｌｏａｄｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ５ ｔｉｍｅｓ ｐｅｒ
ｗｅｅｋ. Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｗｅｒｅ ２０ ｗｅｅｋｓꎬｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｕ、Ｃｈｏｌ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＣＰꎬａｎｄ ｆｅｃａｌ
ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ. Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ＤＢＰ ａｎｄ ＣＹＰ７Ａ１
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｓｅｒｕｍ Ｇｌｕ、ＴＧ、ｃｈｏｌ ａｎｄ ＬＤＬ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＨＥ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１ ａｎｄ ＤＢＰ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｗｉｍｍｉｎｇ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１ ａｎｄ ＤＢＰ ｃｏｕｌｄ
ｂｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｗｉｍｍｉｎｇꎬｔｈｕｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｅｘｃｒｅｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｓｗｉｍｍｉｎｇꎬｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔꎬＣＹＰ７Ａ１ꎬＤＢＰ

胆汁酸是机体排泄胆固醇的重要途径ꎬ对机体胆固醇代谢平衡起着重要的作用. 胆固醇在内质网

(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ７ａｌｐｈａ￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)的 ＣＹＰ７Ａ１ 催化下ꎬ生成 ７α－羟胆固醇ꎬ这条途径是胆汁酸合成的经典途径ꎬ
大部分胆汁酸是通过这个途径合成的ꎬＣＹＰ７Ａ１ 是限速酶[１] . 固醇侧链的缩短是通过在过氧化物酶体内的一

次 β 氧化完成. 目前ꎬ从肝脏的过氧化物酶体中提取纯化出一种酶蛋白ꎬ这种酶蛋白可以催化 Ｄ￣３ 羟脂酰辅

酶 Ａ 的脱水与脱氢ꎬ被称为 Ｄ－双功能蛋白(Ｄ￣ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＤＢＰ) [２] . 三羟胆甾烷酰基辅酶 Ａ
(ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔａｎｏｙ￣ＣＯＡꎬＴＨＣ￣ｃｏＡ)是胆汁酸合成的前体ꎬ离体实验已经证实 ＤＢＰ 可以催化该物质 β－氧
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化过程中的水化和脱氢反应[３] . 敲掉 ＤＢＰ 基因的小鼠血液中会积聚大量异常胆汁酸ꎬ表明 ＤＢＰ 是胆汁酸合

成所必需的[４] . 进一步研究证实ꎬ糖尿病大鼠肝脏ＤＢＰ 表达明显降低ꎬ所以推测ＤＢＰ 可能就是糖尿病大鼠肝

脏中出现脂肪沉积的原因[５] . 本实验通过观察长期游泳运动对高脂饲料喂养大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１ 和 ＤＢＰ 表

达的变化ꎬ从胆汁酸角度探讨运动对胆固醇排泄的作用及其对非酒精性脂肪肝防治的机理.

１　 方法

１.１　 大鼠饲养和管理

采用纯系雄性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只ꎬ体重 １８０ ｇ~２１０ ｇꎬ由南京中医药大学实验动物中心提供ꎬ随机分为高脂组

(ＨＣ)、高脂运动组(ＨＥ)、正常组(Ｃ)ꎬ每组 １０ 只. 高脂组和高脂运动组采用高脂饲料喂养ꎬ高脂饲料配比为

标准饲料加 １０％的猪油和 １.５％的胆固醇ꎻ正常组采用国家标准啮齿类动物混合饲料喂养.
大鼠适应性喂养 ４ 周之后ꎬ高脂运动组进行 １６ 周的游泳运动. 在 １００ ｃｍ×５０ ｃｍ×５０ ｃｍ 的塑料箱内放

入干净的自来水ꎬ水温保持在(３０±２)℃ꎬ每周中有 ５ ｄ 进行游泳运动ꎬ每天 １ 次ꎬ每次 ９０ ｍｉｎ. 各组分笼饲

养ꎬ自由摄食与饮水ꎬ动物造模共进行 ２０ 周. 高脂运动组最后一次游泳后 ２４ ｈ、且空腹 １２ ｈꎬ称体重ꎬ以
３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉ꎬ留取血清、肝脏. 正常组和高脂组采取同样方法称体重ꎬ留取血清和肝

脏. 处死大鼠前 ３ ｄ 分组搜集粪便ꎬ用于粪便胆汁酸( ｆｅｃａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓꎬＦＢＡ)的测量.
１.２　 指标测定

１.２.１　 称取大鼠体重及肝指数(肝湿重 / 体重×１００％) .
１.２.２　 采用日立 ７６００－０２０ 全自动生化仪测定血清中 ＧＬＵ、ｃｈｏｌ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ 和 ＣＰ(Ｃ 肽) .
１.２.３　 粪便中胆汁酸的测定

参照文献的方法ꎬ用无水乙醇从各组大鼠干燥恒重的粪便中提取出胆汁酸ꎬ用日立 ７６００－０２０ 全自动生

化仪测定胆汁酸ꎬ以每克干燥粪便中含有胆汁酸的微摩尔数表示粪便中胆汁酸的含量.
１.２.４　 肝脏经甲醛固定ꎬ石蜡包埋ꎬ切片ꎬ常规 ＨＥ 染色ꎬ在光镜下观察.
１.２.５　 肝组织中 ＣＹＰ７Ａ１ 和 ＤＢＰ 的测定

采用异硫氰酸胍一步法提取肝组织总 ＲＮＡꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参照ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 法测定 ＣＹＰ７Ａ１、ＤＢＰ 的相对

表达量ꎬ用凝胶成像系统分析琼脂糖凝胶电泳分离的扩增产物的灰度值. 相对表达量以 β￣ａｃｔｉｎ ＲＮＡ 的灰度

值之比表示. 大鼠 ＤＢＰ 引物 ５′￣ＡＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧＡＣＴＧＧＧＡＴＡ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣ＴＧＴＡＧＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＧＡＡ￣３′ꎬ
产物 ７９３ ｂｐ. 大鼠 ＣＹＰ７Ａ１ 引物:５′￣ＧＣＣＧＴＣＣＡＡＧＡＡＡＴＣＡＡＧＣＡＧＴ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣ＴＧＴＧＧＧＣＡＧＣＧＡＧＡＡ￣
ＣＡＡＡＧＴ￣３′ꎬ引物自行设计ꎬ由上海生工公司合成.
１.３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １１.０ 进行统计分析. 资料经过方差齐性检验ꎬ数据用(均数±标准差)表示. 组间差异比较

用 ｔ检验.

２　 结果

２.１　 长期耐力运动对大鼠血脂、血糖水平和粪便中胆汁酸排出量的影响

高脂组大鼠血清中ꎬ空腹血糖、胆固醇(Ｃｈｏｌ)、ＬＤＬ 以及 Ｃ 肽(ＣＰ)较正常组明显增加ꎬ粪便中胆汁酸

排出明显减少. 高脂运动组空腹血糖、胆固醇、甘油三酯(ＴＧ)及 ＬＤＬ 均较高脂组明显下降ꎬＨＤＬ 和粪便胆

汁酸排出较高脂组明显增加(表 １) .
表 １　 各组大鼠血脂、血糖水平及 ＦＢＡ 排出

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ＝１０ꎬｘ±ｓ)

正常组 高脂组 高脂运动组
空腹血糖 ３.３８０ ０±０.３８３ ４.３５０±０.３００∗∗ ３.９２０±０.２９＃

Ｃｈｏｌ ２.２８８ ９±０.４１０ ３.１９０±０.６００∗∗ １.２４０±０.３１＃＃

ＴＧ １.８１０ ０±０.３００ ２.０００±０.４５０ １.０８７±０.１９＃＃

ＨＤＬ ０.９４０ ０±０.２８０ ０.９８６±０.２２０ １.２５８±０.２５＃

ＬＤＬ ０.３５０ ０±０.１００ ０.６０７±０.１８０∗∗ ０.４００±０.１１＃

ＣＰ ０.３４６ ０±０.０６０ ０.４１７±０.０６０∗ ０.３８７±０.６０
粪便中胆汁酸 ０.７８６ ０±０.１４３ ０.４５０±０.２７２∗ ７.５５４±１.８９＃＃

　 　 注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与高脂组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１.
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２.２　 长期耐力运动对体重和肝指数的影响

高脂饲料喂养 ２０ 周的大鼠体重和肝指数明显增加(Ｐ<０.０１) . 经过 １６ 周耐力运动ꎬ大鼠体重和肝指

数均显著下降(Ｐ<０.０１) .
表 ２　 各组大鼠的体重和肝指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｏｄｙ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ＝１０ꎬｘ±ｓ)

正常组 高脂组 高脂运动组

体重(ｇ) ５５６.４４±２９.０４ ６５４.６６±４７.０２∗∗ ５７１.２２±４１.２２＃＃

肝指数(％) ２.３６±０.３９ ３.６０±０.５３∗∗ ３.１３±０.１０＃＃

　 　 注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与高脂组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１.

２.３　 肝脏的病理变化

南京医科大学病理系针对本实验出具的大鼠病理组织学检查报告显示ꎬ正常组大鼠的肝脏未见病理

学变化. 高脂组 １０ 只大鼠的肝脏均见弥散性肝细胞脂肪变性(＋＋＋)ꎬ汇管区可见少量炎性细胞(＋)ꎬ肝脏

脂肪变性程度与正常组相比有显著性差异. 高脂运动组 ９ / １０ 大鼠肝细胞轻微脂肪变性ꎬ汇管区未见炎性

细胞浸润ꎬ余下 １ / １０ 大鼠肝细胞索排列较整齐ꎬ未见水样变性及脂肪变性. 结果提示:高脂组大鼠肝细胞

出现明显脂肪变性ꎬ并出现轻度非酒精性脂肪肝炎的病理表现. 高脂运动组肝脏的脂肪变性较高脂组明

显好转.

图 １　 各组大鼠肝脏的组织形态学改变(ＨＥ 染色×２００)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｌｏｂｕｌａｒ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

图 ２　 各组大鼠 ＣＹＰ７Ａ１ 表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｈｅｐａｔｉｃ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ７Ａ１ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

２.４　 肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１、ＤＢＰ 的表达情况

结果显示ꎬ高脂组大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１ 和

ＤＢＰ 的表达较正常组明显下降(Ｐ<０.０１) . 高脂运

动组 ＣＹＰ７Ａ１ 和 ＤＢＰ 表达较高脂组显著增加(Ｐ<
０.０１) .

表 ３　 各组大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１、ＤＢＰ 相对值比较

图 ３　 各组大鼠 ＤＢＰ 表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｅｐａｔｉｃ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＢＰ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

Ｔａｂｌｅ ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓ)

ＣＹＰ７Ａ１ ＤＢＰ

正常组 ３.７６６ ７±０.４３８ ８ 　 １.１５６ ０±０.４１４
高脂运动组 ３.８８５ ２±１.０１４ ６＃＃ ２.３９０ ０±０.７２８＃＃

高脂组 ０.４８７ ０±０.２４６ ９∗∗ ０.２０６ ８±０.２６７∗∗

　 　 注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与高脂组比较ꎬ＃Ｐ<
０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１.

３　 讨论

高脂饲料喂养 ２０ 周后大鼠血脂水平、体重及肝指数显著升高ꎻ肝脏病理切片显示肝细胞已经出现明

显脂肪变性ꎬ表明大鼠高脂血症模型建立成功. 胆汁酸是机体胆固醇主要转化产物ꎬ同时也是机体排泄胆

固醇的重要途径. 以往研究表明ꎬ在高胆固醇的膳食条件下ꎬ体内的胆固醇合成几乎处于停滞状态ꎬ所以

降解和排泄胆固醇是机体降低胆固醇的主要方式[６] . ＣＹＰ７Ａ１ 是肝脏中胆固醇合成胆汁酸经典途径的限

速酶ꎬ它的表达值决定胆汁酸生成量ꎬ对于维持机体胆固醇代谢平衡起着至关重要的作用. 并且 ＣＹＰ７Ａ１
表达直接受到上游基因、饮食、激素和药物等许多因素的影响[７] . 促使胆固醇转化为胆汁酸的另一个重要
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叶　 春:长期游泳运动对高脂饲料喂养大鼠肝脏中 ＣＹＰ７Ａ１ 及 Ｄ－双功能蛋白表达的影响

酶是 ＤＢＰ. 某些疾病如 Ｚｅｌｌｗｅｇｅｒ 综合症ꎬ患者无法合成 ＤＢＰꎬ体液中会有大量不成熟胆汁酸(Ｃ２７胆汁酸)
以及长链脂肪酸堆积[８] . 最近有研究结果表明 ＤＢＰ 能够正向调节 ＣＹＰ７Ａ１[９] .

胆汁酸经过肠肝循环后绝大部分被重吸收ꎬ只有约 ５％由粪便排出. 因此ꎬ粪胆汁酸量的多少可间接

反映肝脏合成胆汁酸的速度[１０] . 本实验结果表明ꎬ经过 ２０ 周高脂饲料喂养后ꎬＤＢＰ 和 ＣＹＰ７Ａ１ 表达明显

下降ꎬ大鼠粪便排出的胆汁酸明显减少ꎬ血液中胆固醇显著升高ꎬ肝脏脂肪存积明显ꎬ这可能是胆固醇在肝

脏中存积的原因. 之前有研究显示ꎬ高脂饲料喂养大鼠 ２ 周后ꎬＤＢＰ 和 ＣＹＰ７Ａ１ 表达会上升ꎬ粪便胆汁酸

排出明显增加ꎬ与本实验结果相反. 结合其他文献结果分析ꎬ原因可能与饲料喂养时间长短有关ꎬ长期高

脂饲料喂养导致大鼠肝脏中炎症因子表达明显增加ꎬ从而抑制了 ＣＹＰ７Ａ１ 的表达ꎬ减少了胆汁酸的合

成[１１] . 本实验高脂饲料喂养长达 ２０ 周ꎬ远超过前述实验的喂养时间.
本实验结果表明ꎬ高脂饲料喂养的大鼠经过长期游泳运动以后ꎬＣＹＰ７Ａ１ 以及 ＤＢＰ 表达显著增加ꎬ血

液中胆固醇出现明显下降ꎬ大鼠粪便中胆汁酸也明显增加ꎬ肝脏病理切片显示脂肪肝表相明显改善. 这一

结果表明ꎬ长期运动改善大鼠胆固醇代谢的原因可能是由于运动上调了合成胆汁酸关键酶 ＣＹＰ７Ａ１ 和

ＤＢＰ 的表达ꎬ增加胆汁酸的产生ꎬ促进胆固醇的排泄ꎬ减轻胆固醇在肝脏内堆积
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