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六、成果简介 
  一、课题来源与背景 
  非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease,NAFLD)的发病率越来越高,其作为代谢综合症在肝脏的表现,常合并高脂血症、高血
压、高尿酸、血管病变、高血糖等,长期的进展可导致肝硬化。目前对本病的治疗,现代医学缺乏有效安全的药物,常用的保护肝功能的药物
不能改善肝脏脂质代谢状况,降脂药物有肝脏损害的特点,改善胰岛素抵抗的药物如吡格列酮等由于其安全性和副作用也影响其长期使用,维
生素 E 临床用于脂肪肝可改善肝脏病理情况,但是其大剂量的长期使用,安全性有待进一步研究确定。中医药治疗本病的优势不是对某一指
标直接降低或升高,而是多靶点、多途径,对导致疾病的多个环节进行调控。脂联素是体内目前被证实的唯一一种肝脏保护性细胞因子,其作
为 NAFLD 重要的治疗靶点,越来越受到重视。脂联素由脂肪细胞合成分泌,主要抑制肝脏脂肪合成,促进脂肪氧分解,增强周围组织对胰岛素
的敏感性。其在血液存在三种形式,即三聚体、六聚体和高分子量(HMW)形式,其中高分子量的形式在体内起主要的活性作用。所以促使脂
联素的多聚化是启动其保护肝脏的开始。脂联素多聚化的启动主要受近几年发现的一个关键的分子伴侣二硫键 A 氧化还原酶样蛋白
(disulfide-bond A oxidoreductase-like protein,DsbA-L)的调节;DsbA-L在脂肪细胞外主要受NAFLD的核心细胞因子肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
的调节,TNF-α可抑制 DsbA-L 的表达和脂联素的多聚化修饰;在脂肪细胞内,受 AMPK 和 Akt/FOXO1 两条信号通路调节,其中 Akt/FOXO1
的活化可下调 DsbA-L 表达和抑制脂联素多聚化,AMPK 的活化可上调 DsbA-L 的表达和促进脂联素的多聚化。因此,研究脂联素的多聚化调
节机制对于靶向治疗 NAFLD 具有非常重要的意义。祖国医学认为 NAFLD 的病机主要是湿瘀互结。胡义扬教授曾根据循证医学要求,对公
开发表文献进行分析,显示脂肪肝证型出现频次前 5 位为湿瘀互结、肝郁脾虚、湿热内蕴、气滞血瘀、肝肾阴虚(频次分别为 49.0％、17.1％、
11.7％、3.9％、3.6％),湿瘀互结为 NAFLD 的主要证型。我们以此法立方,名“祛湿活血方”(由虎杖、丹参、酒大黄、茵陈、绞股蓝、干荷
叶、柴胡组成),兼顾 NAFLD 常见证型。方中虎杖、茵陈祛湿并清肝中郁热;酒大黄、丹参活血通络;绞股蓝、干荷叶健脾渗湿;柴胡疏肝以利
于祛湿活血。组方以祛湿活血为主线,佐以疏肝、清热之品,舒畅肝络,清解郁热。该方临床治疗显示出明显的优势。我们先前的临床研究,
用祛湿活血方治疗 NAFLD40 例,并且以饮食运动控制组最为对照,发现本方可明显降低 NAFLD 患者血清甘油三酯水平,减轻 NAFLD 患者
肝脏脂肪沉积程度。我们假说祛湿活血方在脂肪细胞外主要阻断 TNF-α介导的 DsbA-L/HMW 脂联素的表达;在细胞内,主要通过 AMPK 和
Akt/FOXO1 两条通路而调节 DsbA-L/HMW 脂联素的表达。基于以上研究结果和假说,该课题进行了更深入的研究,从调控脂肪细胞 HMW
脂联素的多聚化修饰角度,研究祛湿活血方在脂肪细胞内外对脂联素多聚化过程中主要信号分子的调节机制。此研究为祛湿活血方治疗
NAFLD 的精确靶点寻找新的依据,对阐明中医药治疗 NAFLD“多因、多效、多靶点”的机制提供支持。 
  二、研究目的与意义 
  该研究在理论上进一步验证了 AKT/FOXO1 通路以及 AMPK 通路对 HMW 脂联素表达所必须的分子伴侣 DsbA-L 进行调控,而且探讨了
临床广泛使用的以 祛湿活血病机建立的对脂肪肝治疗的有效方药的分子机制,阐明了其不仅在脂肪细胞外可以改善 TNF-a 对脂联素分泌和
合成的抑制,也阐明了其可抑制脂肪细胞 AKT/FOXO1 通路活化,而促进 AMPK 通路活化,进而调节 DsbA-L 的表达和脂联素的多聚化,为中
药多靶点,多效应的疗效提供了新的证据。 
  三、主要论点与论据 
  APN 是 NAFLD 中的主要起保护作用的脂肪细胞分泌因子,其多聚化、分泌、合成均受 DsbA-L 调节。而 AMPK 通路活化对 DsbA-L 的
表达起主要的调控作用。祛湿清热、疏肝活血中药治疗脂肪肝,可能通过调节 AMPK 而调控 D 对 DsbA-L/APN 的调控作用。 
  四、创建与创新 
  本研究通过 Westernblot 法检测祛湿活血方治疗后大鼠脂肪组织 DsbA-L、HMW 的表达,发现祛湿活血方明显促进了大鼠脂肪组织 DsbA-L
和 HMW 的表达,这说明,祛湿活血方可能是通过促进 DsbA-L 表达影响 APN 的分泌、合成和多聚化的。 
  五、社会经济效益 
  存在问题该项目研究中存在的问题主要在于脂肪细胞的培养、诱导分化难度较大,操作困难,费时费力,我们一部分在原代细胞的实验结果
不稳定。另外构建腺病毒载体时出现抑制靶蛋白效果不好情况,已改用慢病毒载体完成了实验。尽管出现了一些困难和难点,但是该项目研
究达到了预期目标。该研究在动物和细胞水平阐明了祛湿活血方治疗非酒精性脂肪肝的作用及机制,下一步你进行产品转化,进行申请专利
并开展产品转化的研究。 
  六、历年获奖情况 
  通过本项目的实施,课题组以此为基础,申请课题“JNK1 调节非酒精性脂肪肝小鼠脂联素多聚化表达的分子机制研究”,已获立项,获得广
西自然科学基金资助(项目号：2016GXNSFAA380251) 

 


