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摘要 目的
�

研究中药复方保肝宁对急性肝细胞损伤过程中核

转 录因子 ���
一���的影响

，

以探讨其抗急性肝损伤作用机理
。

方法
�

采用原位灌注酶消化法分离大鼠肝细胞
，
用药物血清培

养 �天后
�

更换培养液
，

并加入过氧化氢��
����培养 �����

，

对

大鼠肝细胞进行急性损伤
。

收集肝细胞
，

提取细胞核蛋白
。

用凝

胶电泳迁移率改变分析法������检测各组中 ��
一

沼 蛋白量
。

结果
�
����

损伤能导致肝细胞核中 ��
一 ‘ �蛋白量的增加

，

保肝

宁各剂量组作用 于肝细胞后
，

能降低 ��
一 ‘ � 蛋白量

。

结论
�

保

肝宁可能通过降低肝细胞核内 ��
一 ‘ � 蛋白的产生

，
而对肝细

胞损伤起保护作用
。

主题词 肝炎
，

中毒性�中医药疗法 转录因子�药物作用 �

保肝宁

保肝宁是第一军医大学中医系治疗病毒性肝炎的

临床经验用方
。

经动物实验证实它具有较好的抗肝纤

维化和抗肝炎作用川
。

本文采用过氧化氢��
�
�

�
�导致

的大鼠肝细胞急性损伤模型
，

观察中药保肝宁对核转

录因子
������

一����的影响
，

以进一步探讨其抗急性肝

细胞损伤的机制
。

� 材料

�
�

� 动物
�

雄性 ������ 大鼠
，

制备药物血清所用大鼠

体重为 ���士 ���
，
�一�� 周龄

，

而取原代肝细胞所用大

鼠体重为 ����
，
�月龄

，

均由第一军医大学实验动物中

心提供
。

�
�

� 药物与试剂
�
������ 片断��

������ 公司�
，
��

�

‘ �寡核昔 酸 �由上海 生 工 生 物工 程公 司合成 �
，
�

，�

��� ��� ��� ��� ��� ��� ��� �
一

�
’ ��

’ 了�
，

��

��� ��� �丁� ��� ��� ��� �
一

�
’ ， 〔�一

���〕���

�北京亚辉生物医学工程公司�
，

丙烯酞胺
，
�����

，

���
，
����

，
�����

，

过硫酸钱
，
����

，
����等�国产

分析纯试剂�
。

保肝宁复方中所含中药
�

黄茂
、

黄琴
、

白

背叶根
、

鳖甲
、

丹参和桃仁
，

均购于第一军医大学南方

医院中药房
。

�
�

� 主 要 仪 器
�

���一

��� 垂 直 电 泳 仪
，

���一���

����� ��� ��� ����� 干胶仪
，
����� ��

一

����

����� 产品�胶片 自动冲洗仪
。

基金项 目
�

国家 自然科学基金资助项 目����������
，

广东省自然

科学基金资助项 目���。 。 ���

� 第一军医大学中医系
，

广东省�一州市同和 ��������

� 河南省洛阳市 �����部队医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

� 方法

�
�

� 保肝宁药物组成及制备
�

保肝宁由丹参 ���
、

桃

仁 ���
、

白背叶根 ���
、

黄茂 ���
、

鳖甲 ���
、

黄芬 ���组

成
。

丹参
、

桃仁和白背叶根采用醇提取法
，

即加 �倍量

的 ���乙醇
，

第 �次提取 ��
，

后两次提取 �
�

��
，

共 �

次
，

所得为醇提取液
，

经减压回收乙醇
，

得到浓缩液 �黄

茂
、

鳖甲和黄琴采用水提取法
，

即常规水煮 �次
，

所得

水煎液经蒸发浓缩
，

得到浓缩液
。

以上两种浓缩液合并

成总提取液
，

继续浓缩成高
、

中
、

低 �种剂量
，

分别含生

药 �
�

���耐
、

�
�

�����和 �
�

�����
，

相 当于临床用药按

体表面积等效剂量的 �
、

�
、
�倍

。

�
�

� 药物血清的制备阁
�

选择雄性 ������ 大 鼠 ��

只
，

体重为 ���士 ���
，

随机平均分为 �组
，

即中药高
、

中
、

低剂量组
。

每 日灌药 �次
，

每次 �������
，

连续 �

日
。

最后一次灌药 �� 后
，
��戊巴比妥钠腹腔麻醉

，

腹

主动脉采血
，
��������� 离心 ����� 分离血清

，
���

，

����� 水浴灭活
，
�

�

��拼� 微孔滤膜过滤
，
一 ���低温

保存备用
。

�
�

� 肝细胞分离与药物处理
�

采用 ������ 的改 良原

位二步胶原酶灌注法川
，

获得原代肝细胞悬液
，
调节细

胞数为 �火 �护���
。

将细胞悬液加人 �� 孔板中
，

每孔

���
。

实验分 �组
�

正常组
、

模型组
、

中药低
、

中
、

高剂量

组
，

每组设 �个复孔
。

置人 ���
细胞培养箱中培养 ���

后
，

更换为含 ���药物血清的 ���� 培养 ���
，

换液

后加人终浓度为 ������� 的 �
�
��，

正常组加等量 的

生理盐水
。

继续孵育 �� 分钟后
，
�。 。����� 收集细胞

，

用冰冷的 ���冲洗细胞 �次
。

�
�

� 凝胶 电泳迁 移率 改 变分析法 ����������������

�������������
�����

，
�����实验方法巨‘

，

��

探针的标记和纯化
�

用「�一

�������标记探针
，

标

记后用 ������� �
一

����� 柱过滤纯化
。

取 �拌�样品

加人含 ���闪烁液的闪烁瓶中
，

测定放射性
。

其余的样

品一 �。 ℃保存
。

核蛋白提取
�

向收集的细胞 中加人 ���川 的溶液

� 〔 �
�

����
一

��
，
��� ������ ����

，
�� ������

����� ����
�

��
，
������� ����

，
�

�

�������

����〕置冰上 �����
，

加人 ��拼������
一

��
，

置匀浆

器上匀浆 ���
，

重置冰上 ����
。

用低温离心机 �������

��� 离 心 �����
，

弃 上 清
，

用 ���拜�溶 液 � 〔���
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����
�

����
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

��������
，
��������� ����

，
�������� ����� ���

�
�

��
，
��������

�

����
� ，
�

�

������� ����
，
�

�

�

������ ���
，
�

�

� ������ ����
，
����� ��������

，

����� �
�������

，
����� ���������〕悬浮沉淀

，
��搅拌

�����
，

再用低温离心机 ���������� 离心 ����
，

收集

上清即为核提取物
，

测定蛋白含量
，
一�� �保存

。

蛋白浓度标准曲线的绘制及样品蛋 白浓度检测
�

用标准品蛋白绘制出标准曲线
。

取 ��川核提取液检测

蛋白浓度
，

每个样品取 �陀 用于凝胶电泳
。

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
�

实验前制备凝胶
，

并预跑

��
。

每个样品取 �拌�蛋白
，

加水补足 ��
�

�拌�
，

再加 ���

�
�

�拜��含 �
�

������ ����
，
� ����� ����

，
��������

����
，
�������� ���

，
�� ������ ����

。
各 �产��

���甘油 �
�

�川�和热探针 �川�冷探针组再加入冷探针

�闪
。

向各反应管中加人 �
�

�川上样缓冲液
，

混匀上样
，

���� 电泳 ��
。

干胶和放射 自显影
�

在干胶仪上 �� �干胶 �����
，

置人暗盒后在一�� �冰箱放射 自显影 ��
，

冲洗胶片
。

� 结果

�
�

� 细胞活率
�

采用这种酶原位灌注法
，
��鲍 大鼠所

得到的总肝细胞数 目约为 �� ��� 个
，

肝细胞纯度约为

���
。

所得细胞经 台盼蓝染色后计数
，

活细胞数�

���
。

肝细胞在经 �
�
�

�

处理后
，

用相差显微镜观察可

见到部分细胞脱落
，

细胞脱落比率在 ���
�

损伤组 中

最高
，

约为 ���
，

保肝宁各组内细胞脱落率约为 ��一

���
，

正常组内未见细胞脱落现象
。

�
�

� 蛋白浓度标准曲线
�

用于首次检测的标准蛋白浓

度为 ���拼��闪
，

经 �次倍比稀释后
，

最后的蛋白浓度为

。
�

��拌��川
，

在分光光度计上共检测出 �个光度值
，

绘

制 出线性蛋 白浓度标准 曲线
，

并求出其方程为
���

���
�

��一�
�

����
，
��一 �

�

����
。

见附图
。

�﹄�八曰八乙
﹄
��︸

��工，立

︸日��﹁�︵匕
通任�乙
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一�
�

� � �
�

� �
�

�

光度值

附图 蛋白浓度标准曲线

�
�

� 保肝宁对 ��
一 ‘ � 的影响

�

聚丙烯酞胺凝胶电泳

图上仅出现一条明显的蛋 白条带
，

根据条带的宽度和

灰度以判断各组内 ��
一��的量

。

在冷探针组中几乎见

不到带形
，

这说明使用的探针具有较好的特异性
。

正常

组的蛋 白条带细
，

灰度较低 ���
�

�

损伤组 内的蛋 白条

带宽
，

灰度高 �保肝宁低剂量组蛋白条带宽度和灰度与

损伤组差别不明显
，

但中
、

高剂量组内的蛋白宽度较低

剂量组明显变窄
，

灰度减小
，

且出现剂量依赖关系 �但

高剂量组内蛋白条带的宽度和灰度仍高于正常组
。

� 讨论

核转录因子 ����是一族正常情况下存在于细胞

浆内的复合蛋白
，

是细胞信号传递中一个重要组成部

分
。

��
一 ‘ �是普遍存在于细胞浆中的一种快反应转录

因子
，

由 ��� 蛋白家族的两个成员组成
，

最常见形式

是由 ��� 和 ��� 两种蛋 白组成
，

在胞浆内它与一抑制

性蛋白 �
一��结合而为非活性状态川

。

它可以被许多刺

激剂激活
，

例如细胞 因子
、

蛋 白激酶 � 激活剂
、

氧化

剂
、

病毒
、

免疫刺激剂以及脂多糖
、

紫外线等
。

被激活的

��
一

叱 与 �
一 ‘ �解离

，

转入核内与靶基因的
��基序结

合
，

增强其表达
。

众多的研究表明
，
��

一 ‘ �参与炎症和

免疫反应
、

某些疾病的病理产生
、

急性期反应
、

细胞周

期控制与分化以及对病毒感染的反应等川
。

通过动物实验和体外实验已多次证实保肝宁可以

较好地治疗急慢性肝炎
。

为进一步研究其作用机理
，

我

们对肝细胞的核转录因子 ��
一 ‘ �进行研究

，

实验结果

显示
，

保肝宁可以降低 ��
一��蛋白的产生

。

这可能是

保肝宁治疗急慢性肝炎的一个机理
。

但有学者认为
，

��
一 ‘ �在抑制 ���

一

尽
，
介导的肝细胞凋亡过程中也可

能起作用
，

认为有促进肝细胞再生的功能川
。
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