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实 验 研 究

脂肝泰胶囊对高脂血症性脂肪肝大鼠肝细胞凋亡

及相关基因蛋白表达的影响
张一听

�

杨软祥
“

摘共 目的
�
探讨成肝察胶�治疗离�血建性�肋肝的作用机

侧
。

方法
�

采用高启饮�暇饲大峨复翻脂肪肝棋皿
，
以东宝肝攀

为对照药
，
观察各组大叹肝脏病理形态学变化

，
并运用流式细

胞仪观察各组大鼠肝细胞翻亡及相关基因蛋白悦�
一
�和 ��� 表

达的变化
。

结果
�
��染色镜下可见模型组大鼠肝脏中度以上脂

肪变性
，

并有少�的肝细胞坏死 ，流式细胞术分析可见其细胞

凋亡率为 ��
�

��
，

���
一
�表达�降低

，
��� 表达�增高

。

与模型组

比较
，

各用药组肝脂变程度显著改善
，

肝细胞的翻亡率明显下

降 �尸��
�

�� 或 尸��
�

���
，
悦卜�墓因表达�增高�尸��

�

���
，

��
� 基因表达�降低�尸� 。

�

���
。

结论
�

脂肝泰胶续能使 阮�
一
�

蛋白表达上润
、

��� 蛋白表达下降
，
抑创细曲翻亡趋势

，
以达到

抗脂肪肝作用
。

主�佣 脂肪肝�中医药疗法 荃因表达�药物作用 � 脂肝

泰胶囊

脂肝泰胶囊为笔者在临床上治疗高脂血症性脂肪

肝的效方
，

既往药效学实验已证实脂肝泰胶囊具有显

著的调节血脂和抗脂肪肝作用���
’ 〕 ，

但其治疗作用机制

尚不十分清楚
。

研究表明
，

细胞凋亡与肝胆疾病的发

生
、

发展有着密切的关系阁
。

但是少见到有关中药对

脂肪肝肝细胞凋亡影响的实验研究报道
。

本研究旨在

通过观察脂肝泰胶囊对高脂血症性脂肪肝大鼠肝细胞

凋亡及相关基因 ���
一

�和 ��� 蛋白表达的影响
，

探讨

其作用机制
，

为临床治疗高脂血症性脂肪肝提供有效

的方药
。

� 材料

一 � 动物
�

健康雄性 ��大鼠 ��只
，

体重 ��������
，

由河北省实验动物中心提供
。

饲养于 ��一��℃明暗各
��小时的清洁级动物实验室内

。

�
�

� 药物及试剂
�

脂肝泰胶囊由河北中医肝病医院制

荆室制备
，

课题组监制
，

组成
�

丹参 ���
，
泽泻 ���

，

茵陈

禽 ���
，

郁金 ���
，

权实 ���
，

生大黄 ���
，

生山植 ���
，

生

黄蔑 ���
，

炒 白术 ���
，

制何首 乌 ���
，

实验 时采用

�
�

��的梭甲基纤维素钠将其配制成所需浓度的棍悬

液
。

东宝肝泰片由通化东宝药业股份有限公司出品
，

批

墓金项目
�

河北省科技厅攻关计绷项 目����������

河北医科大学中医学院
，
石家庄市新石南路 ���号���。 。 ���

收稿 日期
�����一��一���修回 日期

�����一��一��

号为 �����。 。

实脸时用 。 �

��的彼甲基纤维家钠配制

成所需浓度的棍惫液
。

碘化丙吹
、

��� 醉
、

鼠抗人 恢�
�

�蛋白单克隆抗体
、

鼠抗人 ��� 蛋白单克隆抗体
、

羊抗

鼠 ����
一

�沙 等均由美国 �����
公司提供

。

�
�

� 主要仪器
��������一��� 型流式细胞仪为美国

�比����� 以
������� 公司产品

。

� 方法

�
�

� 动物造模及分组
�

实验大鼠正常喂养 �周后
，

随

机分为 �组
，

每组 �� 只
，
分别为正常对照组�简称正常

组�
、

模型对照组�简称模型组�
、

脂肝寨低剂盆组 〔简称

脂低组�
、

脂肝泰高剂�组�简称脂高组�
、

东宝肝泰对

照组�简称对照组�
。

正常组喂饲普通饲料
，

燕馏水灌

胃�其余各组均喂饲高脂饮料�’�
，

同时
，

模型组大鼠用

�
�

��的欢甲基纤维素钠混悬液灌胃 �脂肝泰低剂�组

每天按 �
�

�����剂量灌 胃�脂肝泰高剂量组每天按

�
�

�����剂�灌 胃 �东宝肝泰组每天按 �� ����� 荆量

灌胃
。

每天 �次
，

每次用药体积均按 �������� 计算
。

�
�

� 标本制作检侧方法
�

自实验正式开始后 �� 周末
，

于最后 �次给药禁食 ���后麻醉状态下
，

按要求分别

取样
、

检测
。

病理组织学样本制备
�

在肝脏最大叶距边缘 ���

处取材
，

浸泡于 甲醛 中固定
，

石蜡包埋
，

切 片
，
�� 染

色
，

光镜下观察肝组织形态变化
。

细胞悬液的制备
�

另取部分肝组织
，

剪碎至 �

�
� �

�
� ��� 大小

，
然后置于 ��� 目铜网上轻搓

，
边

搓边以生理盐水冲洗
，

直至将组织搓完
。

收集细胞悬

液
，

离心 �分钟
，

弃去上清
，

去除细胞碎片
，

���乙醉固

定
，

�于 �一�℃冰箱待检
。

细胞悬液 ��� 的染色
�

将细胞悬液的固定剂用

���洗涤 �次
，

用旗化丙旋一步插人性 ��� 荧光染

色
，
染液含碘化丙吮 ��拌����

，
��� 醉 ��拌����

，

于

�����
一

�
一

��� �
�

��
，

加人染液 �
�

���
。

每份样品细胞

数调整于 ��
‘
���

。

染色过程在 �� �℃ 冰箱 中进行

�����
，
用 ��� 目健网过滤后上机检测

。

侧量的数据输

人 �����
一

��
�，��� ��计算机

，

应 用 ������ ��������。
����������软件进行资料处理

。

采用��
������ 的细胞图解
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衰 � 各组大鼠肝细胞翔亡及不同时期增殖时相比率结果比较�王士
，�

组 别

正常组

摸型组

毖低组

脂离组

对撅组

限数 月亡率���

�
�

��士�
�

��二

��
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��二 △
�

�

��士 �
�

��二 △

�
�

��士�
�

��
’ �

�。
��，���

��
�

��士�
�

��
�

��士�
�

��
�

��士�
�

���� ������� 增班指效 �����

��

��

��

��

��

��
�

��士�
�

��
’ � △

��
�

��士�
�

��
’

��
�

��士�
�

��
�

��
�

��士 �
�

��

��
。

��士�
�

��
� ’ △

��
�

��士 �
�

��
� “ △

��
。

��士 �
�

��
�

��
�

��土�
�

��
�

��
�

��士�
。

��

��
�

��士�
�

��二 △
��

�

��士�
�

��二 △

��
。

��士�
。

��
�

��
�

��士 �
�

��
�

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��二 △
��

�

��士�
�

��
“ � △

��
�

��士�
�

��
“

���，曰月性，自在

与棋班组比较
， � 尸� 。 �

��
， ， ， 尸� 。 �

�� ，与对服组比较
，△��。 �

��
，
下表同

衰 � 各组大鼠肝细胞佣亡相关墓因蛋白 玩卜�和 ��� 标记率和荧光表达�比较�牙士
，�

组 别 暇致
阮�

一� �扭盆

标记率�纬� 表达��道数�

正常组

模型组

脂低组

脂高组

对照组

��

��

��

��

��

��
�

��士 �
�

��
“ �

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��” △
��

。

��士�
�

��
“ � △

��
�

��士 �
�

��二

�
�

��士 �
�

��二

�
�

��土�
�

��

�
�

��士�
�

��
， � △

�
�

��士�
�

��二 △

�
�

��士�
�

��二

��
�

��士 �
�

��二

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��二 △

��
�

��士�
�

��二 △

��
�

��士 �
�

��
�

�
�

��士�
�

��二
�

�

��士�
�

��

�
�

��士�
�

��二 乙

�
�

��士�
�

��二 △

�
�

��士�
�

��
’

法分析
，

将处于不同时期的细胞分为 �部分
，
即

�
�。
�

��

期
、
�期

、
��
�� 期

，

根据 ��� 含�直方图
，

由计算

机计算出各时相的分布 比率
，

并计算细胞增殖指数

����
。

���
一
�

、

��� 基因蛋白免疫荧光样品的制备
�

将 ��

�护 个细胞 以 ��� 洗涤 �次
，

每次 �分钟
，

离心 �分

钟
，

弃上清液
，

加人 � �

���的鼠抗人 ���
一

�蛋白单克隆

抗体 ���拌�
，
��℃温育 ��分钟

，

用 ��� 离心洗涤 �次
，

弃上 清 液
，

加 入 �
， ��� 的羊 抗 鼠 ����

一

������拌�
，

��℃温育 �� 分钟
，

离心洗涤 �次取上清液
，

除去未结

合的多余荧光抗体
，

上机前加人 �
�

������ 液
，

经 ���

目滤网过滤即可上机检测
。

��� 基因蛋白免疫荧光样

品制备步骤及剂量同上
，

一抗为 � � ��� 稀释的鼠抗人

��� 蛋 白单克隆抗体
，

二抗为 � �

��。 稀释的羊抗 鼠

����
一
���

。

�
�

� 统计学处理
�

数据用均数 士标准差 ‘ 士，�
，
采用

单因素方差分析和 �检验
。

� 结果

�
�

� 肝脏病理组织学改变观察
�

正常组大鼠肝组织结

构完整
、

清晰
，

肝小叶结构正常
，

肝细胞排列规则成肝

索状
，

在中央静脉周围呈放射状分布
。

肝血窦结构清

晰
，

无异常改变
。

肝细胞呈多边形
，

胞浆均匀
，

偏嗜酸

性
，

细胞核形态正常
。

模型组大鼠肝小叶结构界限不

清
，

肝索排列紊乱
，

大部分肝窦消失
，

多数肝细胞出现

严重的脂肪变性
，
以小叶周边部最为严重

，

肝细胞极度

肿胀呈圆形
，

胞浆内可见大小不等
、

数量不一的脂滴空

泡�脂肪变性�
，

严重者脂滴互相融合
，

将细胞核挤向细

胞一侧
，

酷似脂肪细胞
。

其余肝细胞还可见灶性坏死
。

肝间质无纤维化改变
。

脂高
、

脂低组大鼠肝小叶和肝血

窦结构清晰
，

细胞排列整齐
，

细胞 内脂滴空泡基本消

失
，

细胞核形态
、

结构正常
，

可见到再生的肝细胞
。

东宝

肝泰组大鼠肝小叶结构清晰
，

肝血窦轻度扩张
，

肝细胞

脂肪变性减轻
，
但仍可见到少量脂滴空泡

，

细胞核结构

较清晰
。

与模型组相比
，

各用药组大鼠肝脂变程度均有

显著的改善
，

但脂高组
、

脂低组优于阳性对照药东宝肝

泰组
。

�
�

� 流式细胞术�����分析
�

与正常组 比较
，

模型组

大鼠肝细胞凋亡率明显增高�尸��
�

���
，
��

一

�基因蛋

白的标记率及荧光表达量明显降低
，

而 ���
基因蛋白

的标记率及荧光表达量明显降低
，

而 ��� 基因蛋 白的

标记率和荧光表达量则明显增加 �尸� 。
�

���
。

治疗后
，

各用药组肝细胞凋亡率明显降低 �尸� �
�

�� 或 尸�

�
�

���
，

���
一
�基因蛋白的标记率及荧光表达量明显增

加
，

而 ��� 基因蛋 白的标记率和荧光表达量则明显减

少�尸��
�

�� 或 尸��
�

���
。

说明随凋亡率增加
，

��� 基

因表达量也增加
，

而 ���
一

�基因表达量则随凋亡率增加

而减少
。

各治疗组中脂肝泰高
、

低剂量组各项指标的变

化比对照组明显
，

而脂肝泰高剂量组的各项指标变化

虽比低剂量组明显
，

但经统计学处理
，
两组之间差异无

显著性����
�

���
。

见表 �
、

表 �
。

� 讨论

现代医学研究证实
，

细胞凋亡是指细胞在分化和

发育过程中
，

由基因调控而发生的主动的 自发性的死

亡方式
。

目前细胞凋亡的检侧手段包括光镜观察法
、

电

镜观察法
、

琼脂糖电泳法
、

末端转移酶标记技术
、

���

等
。
��� 在完整细胞的基础上

，

通过定量测定细胞

��� 的荧光改变及调控基因蛋白表达量的变化而提

供调亡的综合信息���
。
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脂肪肝在中医学中没有独立的病名
，
根据病因

、

病

机及临床表现和体征
，

高脂血症性脂肪肝可归用于中

医的
“
痰证

” 、 “
痕血

”
等范畴

。

我们认为
，

本病多因嗜食

肥甘厚味
，

情志不舒
，

致脾失健运
，

湿聚痰生
，

气机郁

滞
，

血脉癖阻
，

痰癖互结于肝而形成
，

痰
、

提
、

痰是本病

的主要病理因素
。

故以疏肝健脾
，

消痰化寮
，

利湿化浊

为治疗大法
，

研制成脂肝泰胶囊
。

方以柴胡
、

郁金
、

茵陈

蓄
、

泽泻疏肝利胆
，

清利湿浊
，

促使脂肪降解
，
阻脂质生

成 �黄蔑
、

白术补气健脾
，
以助痰疾的运除

，

而且也体现

了
“
见肝之病

，

当先实脾
”
的治疗法则 �丹参活血通络

，

祛肝经之癖
，

增强肝脏血运
，

消除积聚脂肪 �生大黄通

腑导滞
，

降浊祛脂
，

与泽泻配用
，

分流疏导
，

使邪有去

路 �生山植祛痕消积
，

消化脂肪
，

积实行气消痞
，

理脾导

滞
，

且与升散之柴胡相配
，

一升一降
，

调畅气机
，

以利于

气血运行 �制首乌补肝肾
，

益精血
，

使之利湿而不伤阴
，

活血而不耗血 �诸药合用
，

痰癖得除
，

肝脾功能得复
，

从

而达到断本清原消脂的目的
。

本实验采用先进
、

可靠的
、

精确的定量细胞学技

术－流式细胞光度术
，

分析了脂肝泰胶囊对高脂饮

食所致高脂血症性脂肪肝大鼠肝损伤的影响
。

结果显

示
，

模型组大鼠肝细胞凋亡率较正常组明显增加
，

可能

是由于高脂饮食
、

肥胖等因素导致游离脂肪酸�����

的摄人
、

产生增多和利用减少
，
��� 加强脂质过氧化

反应损伤肝细胞
，

并可改变细胞增殖信号促进细胞凋

亡���
，

通过主动死亡来阻止病变的进一步发展
。

肝脏病

理形态学
、

肝细胞增殖周期中各时相 比率及增殖指数

表明
，

模型组大鼠肝细胞出现中度以上的脂肪变性
、

少

量肝细胞坏死
，

肝细胞的 ��� 合成减慢
，

静止期细胞

居多
，

增殖期细胞减少
，

肝组织的再生和修复能力减

弱
。

而治疗后细胞凋亡率下降
，

肝组织中静止期细胞减

少
，

而增殖期细胞增多
，

非增殖型细胞向增殖型转化
，

说明脂肝泰胶囊可使细胞 ��� 合成加快
，

增殖活跃
，

分裂能力增强
，
以恢复细胞的数量和功能

。

组织学变化

也表明
，

治疗组肝细胞内脂滴空泡基本消失
，

未见细胞

变性坏死现象
，

而且可见再生的肝细胞
，

进一步证实用

药后肝组织抗损伤及修复能力增强
，

从形态学的角度

支持了流式细胞检测结果
。

��
一

�基因家族对细胞凋亡具有广泛的调控作用
，

其中 ���
一

�和 ���
分别是最主要的抑制凋亡和促凋亡

基因
。

曾有报道 阮�
一

�过表达可抑制多种因素诱导的多

种细胞凋亡 ���� 过表达不仅可使许多细胞 自发凋亡
，

而且可促进不同因素诱导的多种细胞凋亡���
。

本实验

结果与报道一致
，
在凋亡率最高的模型组

，
���

一

�基因

表达�最低
，

��� 基因表达量最高 �正常对照组 ���
一

�

基因表达量最高
，

��� 基因表达量最低 �说明 ���
一

�蛋

白表达下降和 ��� 蛋 白表达上调
，

使细胞凋亡趋势增

强
，

在高脂血症性脂肪肝的发生中可能有一定意义
。

经

药物治疗后
，

与模型组相 比
，

各治疗组 ���
一

�基因表达

量增加
，

��� 基因表达量降低
，

细胞凋亡趋势减弱
，

尤

以脂肝泰高
、

低剂量组较为明显
，

说明脂肝泰胶囊可通

过抑制肝细胞凋亡
，

加速肝细胞的 ��� 合成及分裂

增殖
，
以达到减轻高脂血症性脂肪肝大鼠的肝脏脂肪

变性
、

恢复肝脏功能的作用
，

其效果优于阳性对照药

组
。

而脂肝泰胶囊高
、

低剂量组间的各项指标变化
，

经

统计学处理则差异无显著性 ����
�

���
，

不呈量效关

系
，

提示脂肝泰胶囊的治疗效果并不是一味地随用药

剂量的增加而提高
，

推测其原因可能是药物浓度增加

后
，

渗透压也随之升高
，

影响了药物的吸收
，

但确切的

机理仍有待进一步深人研究和探讨
。
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