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丹芍化纤胶囊对体内外活化肝星状细胞增殖的影响
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‘
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摘要 目的
�

研究中药复方制剂丹芍化纤胶囊对体内外活化肝星状细胞 ����
��增殖的影响 方法

�

�� �体内实验
�

雄性 �
�����

大鼠 ��只分为正常组
、

模型组
、

治疗组
。

除正常组外
，

其余各组采用 ��
’

�
� 、

饮酒
、

高脂低蛋 白饮食等复合病因刺激制 备肝纤维

化动物模型 �周
，

然后治疗组给予丹芍化纤胶囊 ������ 体重 �灌 胃治疗 �周 实验结束时部分大 鼠用于测定肝功能及肝脏纤

维化程度
�
部分用于分离 ���� ，

流式细胞仪检测细胞周期百分 比
。

���体外实验
�

制备丹芍化纤胶囊大鼠药物血清
�
分离堵养

大鼠 ���� ，

并分为小牛血清组
、

正常大鼠血清组
、

丹芍化纤药物血清组
�

分别加人 ��
、

�。 �
、

�。 �以上 �种血清干预培养的

���� ，

��� 比色法测定原代 ���� 增殖情况
。

结果
�
���体内实验

�

治疗组较模型组肝功能
、

肝脏纤维化程度及 ����

增殖明显

减轻
。

���体外实验
�

丹芍化纤药物血清组较同浓度小牛血清组
、

正常大 鼠血清组明显抑制 ����
增殖

，

巨此作用呈剂 量依赖

性
。

结论
�

丹芍化纤胶囊能显著抑制体内外 ���� 增殖
。

主题词 细胞增殖�药物作用 星形细胞�药物作用 � 丹芍化纤胶囊
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� ‘

���� �、������ ��、 。 ��� �� 、 � 一 〔�。 ������� 〔℃
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肝星状细胞 ������是肝纤维化过程 中细胞外基

质 ���� �的主要来源细胞 仁’」，

在肝纤维化发生
、

发展

过程中起核心作用
。

我们以往的研究 〔�一 ‘�表明
，

中药复

方制剂丹芍化纤胶囊在抗肝纤维化方面作用显著
，

但

其具体作用机制尚未完全明确
。

因此
，

在本研究中
，

我

们结合体内外实验观察了丹芍化纤胶囊对 ����增殖

的影响
，

旨在探寻该药抗肝纤维化的作用机制
。

� 材料

�
�

� 实验动物
�

清洁级雄性 ����
��
大鼠

，

体重 ����士

翻 �� 者 �� 只 �用于制备动物模型 及药物血清 �
，

体重

����士 ����者 �只�用于体外实验分离 �����
。

均 由

基金项 ��
�

贵州省高层次人 才辈金资助 ������
一

���

贵阳 医学院附属伙 院感染科
，

贵州省贵阳市 贤医街 �� 号

��������

收稿 日期
�����一 ��一

��

修 回 日期
������一 ��一 ��

贵阳医学院实验动物中心提供
。

�
�

� 药品和主要试剂
�
���丹芍化纤胶囊

�

由丹参
、

赤

芍
、

防己
、

银杏叶各 ����
，

黄茂 ����组成
，

贵阳制药厂

生产
，

批准文号 ������
。

以上 �味中
，

丹参
、

银杏叶用

乙醇 回流提取 �次
，

滤过
，

滤液 回收乙醇浓缩为稠膏
，

相对密度为 �
，

��一 �
�

������测 �
，

其余 �味用水煎煮

�次
，

滤过
，

滤液加乙醇
，

静置沉淀后滤过
，

滤液浓缩为

�
·

��� 一 �
·

������测 �
，

将两稠膏合并加人适量淀粉充

分 混匀
，

真空干燥 �真空度 �� �� 一 �� ����� �
，

粉碎成

细粉
，

用 ���乙醇制粒
，

干燥后装人胶囊 即可
，

每粒含

原生药材 �� ���
。

临用前取胶囊内容物研磨成粉末
，

用

蒸馏水稀释至所需浓度
。

���流式细胞仪检测试剂盒

����� ����由 ���公司提供
。

���� 型胶原酶
、

链酶蛋

白酶 �
、

胰蛋白酶
、

�������� 均购 自美国 ����，�
公司 �

��� 酶 工
、

���� 干粉购 自美国 ����� 公司
�
小牛血
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清购 自杭州 四季青公司
�
小 鼠单克隆 ������� 抗体

、

生

物素化羊抗小 鼠二抗
、

链酶亲和素
一

生物素
一

酶复合物

��八���试 剂 盒 均 购 自武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限

公 司
。

�
�

� 仪器
�

日立 ����� 全 自动生 化 分 析 仪
、

����

�����盯 临 床 型 流式 细胞 仪 �美 国 �� 公 司 �
、

�����

�������� 显微图像采集系统
。

� 方法

�
�

� 体内实验

�
�

�
�

� 分组
�

将 �� 只大鼠随机分成正常组
、

模型组
、

治疗组
，

每组各 �� 只
。

�
�

�
�

� 动物模型制备及 ���� 分离
�

除正常组外
，

其

余各组根据我们 以往方法川用 ���
、
等复合病 因刺激

制备大鼠肝纤维化模型
，

即皮下注射 ������
�

花生油

溶液 �
�

��，��������首次用纯 �
‘

��
�
�

�

������������
，

每周 �

次
，

共 �周
�
同时喂以高脂低蛋 白饲料 ���

�

��玉米粉
、

���猪油
、
�

�

��胆固醇 �
，

间 日以 ��写乙醇为饮料
。

正

常组给予 正常饮食
。

�周后取模型组大 鼠 �� 只 �此时

共剩 ��只大鼠
，

其余 �只造模过程中死亡 �
，

股动脉放

血处死
，

留取血液及全部肝脏
。

血液 � ����� 转�分钟离

心 �� 分钟后将血清置于 一�� �低温冰箱保存 �肝脏取

相 同部位用 ���中性 甲醛固定
。

剩余 �只大 鼠分离

�����方法详见体外实验部分 �
，

分离后 即用流式细胞

仪测细胞凋亡
。

治疗组大鼠于制备肝纤维化模型 �周

后每天给予丹芍化纤胶囊灌胃 �次
，

剂量为 �����大

鼠体重 �相当于临床用药 量的 �� 倍 �
。

此时 正常组给 户

生理盐水
。

观察 �周
，

实验结束时股动脉放血处死部分

动物
，

其余 �每组取 �只 �分离 ����
，

标本处理方法同

前 �此时治疗组共剩 �� 只大鼠
，

其余 �只造模过程 中

死亡 �
。

�
�

�
�

� 肝脏纤维化程度测定
�

动物处死后
，

立即解剖
，

取相同部位 ��� 又 ��� 只 �
�

��� 大小肝叶浸于 ���中

性甲醛缓冲液中固定 �� 小时以上
，

常规石蜡包埋切片

行 �� 及 ��� 一

���
。���

染色
。

光镜下观察肝脏病理变化

并参照王宝恩等肝纤维化分级法川进行胶原纤维增生

程度半定量分析
。

�
�

�
�

� 血清学指标检测
�

透明质酸 ��� �按 试���盒 说

明用放射免疫法测定
�丙氨酸氨基转移酶 �八�丁�由 日

立 ����� 全 自动生化分析仪测定
。

�
�

�
�

� 流式细胞仪���� �检测 ���� 凋亡
�

将 ����

悬液分别用 ������ �
一

���
、

��� 酶处理
，

然后 ����只��

碘化丙咙 ����� �染色 �小时
，

避光静置 �。 分钟后 �

机检测细胞凋亡和细胞周期
。

测量数据输 人 ������

���������计算机
，

应用 ������ ��������� ������，��、 软件

进行资料处理
，

检测细胞周期百分 比
。

�
�

� 体外实验
�

�

�
�

� ���、
的分离

��
一

时 �

将 �只 ����土 �。 �� 大 鼠麻

醉
、

消毒后暴露肝脏
，

无菌操作下行门静脉穿刺
、

固定
。

从门静脉灌人 �
一

����
’ �
液行原位预灌注至肝脏变为

淡黄色
。

取下肝脏置于无菌盘内
，

换用含 �
�

��� � 型

胶原酶
、

�
�

��链酶蛋 白酶的 ���飞�
’ �
液循环灌 注至肝

脏软化后
，

剔除肝包膜
、

血管
、

结缔组织
，

剪碎肝组织
，

加人含 �
�

������
����的 ����

’ �
液 约 ����

，
���振

荡消化 ���� 次�分钟 ��� 分钟
。

��� 目滤网过滤
、

洗涤
、

离心后沉淀物按 � � �体积与 ����������
�
混匀

，

上

覆少许 ���� 培养液
，
� ��� 转�分钟离心 �� 分钟

。

经密度梯度离心后吸取分离液与培养液之间界面处细

胞
。

吹洗
、

离心后用含 ���小牛血清的 ���� 吹打混

匀
，

取少许 �
�

��台盼蓝染色计算存活率及产率
。

�
�

�
�

� ���� 的培养与鉴定
�

将细胞按 �又 ������
�

接

种于 �孔板中
，
�� ��� 、

�� �培养箱中培养
。

待细胞中

度 激 活 时 �约 � 天 �免 疫 细 胞 化 学 ���� 法 测 定

������
，

胞浆染成棕黄色者为阳性细胞
。

�
�

�
�

� 药物血清的制备川
�

�� 只大 鼠随机分为正常

组
、

给药组
，

每组 �只
。

给药组每 日予丹芍化纤胶囊

����� 大 鼠体重灌 胃
，

正常组按 ����� 大鼠体重灌以

生理盐水
，

均每 日 �次
，

连续 � 日
，

于末次给药后 �小

时再重复灌 胃 �次
，

第 �次灌 胃 �小时后股动脉取血
，

����转�分钟离心 �� 分钟
，

混合同组大鼠血清
，

滤过

除菌
，

�� �
、

��分钟灭活
，

分装
，

置于 一�� �备用
。

艺
�

�
�

� 细胞增殖功能测定
�

采少����’’ � 比色法 �叼
。

待

原代细胞长至单层后 �约 �� 天 �用 。
�

���胰蛋 白酶消

化
，

配成 �火 �。丫��
，

按 ���川�孔加人 �� 孔板 中培养

��小时
，

然后分为小牛血清组
、

正常大 鼠血清组
、

丹芍

化纤药物血清组
，

各组分别加人含 ��
、

���
、

���相

应血清的 ���� 培养
，

每一血清浓度均设置 �个复

孔
。

温 育 �� 小 时后
，

去培 养 基
，

每 孔 加 人 ������

���朋���
，

继续孵 育 �小时
，

然后再加 入二 甲 基亚讽

��������。川
，

振荡混匀后酶标仪测定 �����甲 之吸光

度 �����
。

�
�

� 统计学处理
�

计量资料以 牙士
、
表示

，

两两 比较用
�检验或 �’检验

�
计数资料�肝纤维化程度�两两 比较用

�心�� 分析
。

� 结果

�
�

� 丹芍化纤胶囊治疗 �周对大鼠肝脏纤维化程度

的影响
�

经 ��
、

�
一

� 染色光镜 下观察
，

正常组大鼠肝

细胞 以 中央静脉为中心呈放射状排列
，

无胶原纤维增

生 �
模型组大 鼠肝小叶结构破坏

，

肝索排列紊 乱
，

汇管



���
� ��〔 �

�

����
�

����
，

����
�

��
，
���

�

���

区纤维结缔组织增生
，

内有较多炎性细胞浸润
，

同时
，

胶原纤维向肝实质延伸
，

形成纤维间隔
，

包绕
、

分割正

常肝组织
，

形成假小咔
，

纤维化程度较正常组显著增加

��� 。
�

����治疗组大鼠肝组织结构改善明显
，

汇管区

结缔组织增生显著减少
，

纤维间隔显著变薄
、

减少
，

与

模型组 比较差异有显著性 �尸��
�

�� �
。

各组大鼠肝纤

维化程度分级及 ����

细胞凋亡具体情况见表 �
。

�
�

� 丹芍化纤胶囊治疗 �周后大鼠血清学指标变化
�

表 �示
，

模型组大 鼠 ��
、

��� 均较正常组大 鼠显著

增加 ����
�

����但经丹芍化纤胶囊治疗 �周后
，

治疗

组大鼠 ��
、

��� 较模型组显著降低
。

�� 恢复明显
，

几乎恢复到正常水平 �而 ��� 仍较正常为高
。

�
�

� 丹芍化纤胶囊治疗 �周对大鼠 ���� 细胞周期

的影响
�

表 �示
，

模型组 �期细胞 比例显著高于正常

组
，

经丹芍化纤胶囊治疗后 �期细胞 比例明显下降
，

但

尚未恢复至正常水平
。

治疗组 �
。 一
�

�

期细胞 比例较模

型组
、

正常组明显增加
，

�
�一

� 期细胞 比例明显减少
。

�
�

� 分离培养 ���� 产率
、

存活率及鉴定
�

本法分离

���� 的产率为��一 ��� �了�只
，

经台盼蓝染色
，

新分

离的 ���� 存活率为 ���以上
。

原代培养 �天左右的

表 � 各组大鼠肝纤维化程度分级情况�只�

肝纤维化程度
组 别

－
� � � � 四 丫

正常组

模型组

治疗组

表 � 各组大 鼠血清 �八
、

八厂�水平比较 �二士 、 �

组别 鼠数 �����厂��� ��������

正常组

模型组

治疗组

��
���

�

��士 ��
�

��

���
�

��士 ��
�

��

�����
�

��土 ��
�

��

��
�

��士 �
�

��

���
�

���士 �
�

��飞

��
�

��士 �
�

��乙
健

与 ��常组 比较
，△�� ��

�

���与模型组 比较
， � �

�

� ��
�

����表 �同

表 � 各组大鼠 ���� 细胞周期百分比比较 ��
，

牙士 、 �

组别 鼠数 � � �
�子� �

正常组

模型组

治疗组

��
�

���土 �
�

��

��
�

��士 ��
�

��

��
�

���士 �
�

��二

� ��士 ��
�

��

�
�

��士 �
�

��户

�
�

��士 �
�

��注

��
�

��上 �
�

���

��
�

��士 ��
�

��

�
�

��士 �
�

��乙
·

������ 染色 阳性 细胞 �胞浆染成棕 黄色者 �在 ���

以上
。

�
�

� 丹芍化纤胶囊对分离培养 ���� 增殖的影响
�

表

�示
，

随着血清浓度的增加
，

小牛血清组和正常大鼠血

清组 ���� 增殖能力逐渐增强
，

且同血清浓度者 以小

牛血清组增殖能力较强 �尸� �
�

����而丹芍化纤药物

血清组 ���� 增殖能力随血清浓度 的增加呈下 降趋

势
，

表现出明显的剂量依赖性
，

且与同浓度小牛血清组

和正 常大 鼠血清组 比较 明显 降低 ��� �
�

�� �
，

说 明

����

增殖受到明显抑制
。

� 讨论

丹芍化纤胶囊是我们根据中医活血化痪
、

通络软

坚理论及多年临床探索研制而成的中药复方制剂
，

主

要由防己
、

丹参
、

赤芍
、

黄蔑
、

银杏 肠十等组成
。

临床及实

验室研究均表明该药预防人和大 鼠肝纤维化作用 明

显卜
‘」，

但其具体作用机制尚未完全明确
。

目前研究 已证实
，

当肝脏受到损伤后
，
���� 大量

活 化
、

增 殖
，

同 时 功 能 发 生 诸 多 改 变
，

如 合 成 各 种

���
、

细胞 因子 和生长 因子
�

分泌 ����
、
等

，

直接导

致肝纤维化的形成 经’ ‘，〕 。

因此
，

抑制 ���、
的增殖成为抗

肝纤维化的重要策略之一
。

在本实验 中我们观察到
，

模型组大鼠肝脏纤维化

程度
、

血清 �� 及 ��� 水平均较正 常组显 著增加
，

���� �期细胞 比例亦有所增加
，

表明肝损伤后体 内

���� 大量增殖 �而经丹芍化纤胶囊治疗 �周后
，

在治

疗组大鼠肝脏纤维化程度较模型组大鼠明 显减轻
、

肝

功能明显改善的同时
，

前者的 ���� �期细胞 比例显

著减少
，

提示该药减少 ��� 沉积
、

抗肝纤维化的作用

与抑制 ����

增殖的作用有关
。

同时
，

在丹芍化纤胶囊

治疗 �周后
，

����

中 �
�厂�

、
期细胞 比例明显提高

，

提

示丹芍化纤胶囊抑制其增生 的作用机制可能是通 过

�
。
��

，
阻滞来实现的

。

与此同时
，

我们还利用体外培养的实验方法观察

了丹芍化纤胶囊对 ���� 增殖的影响
。

实验结果 显，�七
，

正常大 鼠血清能够维持 ���、
生长

，

浓度越高 ���、

增殖活性越强 �而经丹芍化纤胶囊制备的大 鼠药物血

清 作用 ��小 时后
，

活化 的���
�

逐渐变 圆变小
，

并不

表 通 各组不同浓度血清对 ���
、 �

增殖的影响�
�
不
土 、 �

组 别 以数
��血清浓度

�������

���血清浓度 �。 �血清浓度

小牛血清组

正
‘

常大鼠血清组

丹芍化纤药物血清组

�
�

����士 �
�

�����

�
�

几���〕土 ��
�

�����
�

������士 �
�

���〕�
价

八

��
�

�一���士 �
�

����

��
�

����士 ��
�

����
资

�
�

����士 ��
�

������
漪
厂

��
�

����士 � �����

��
�

����士 ��
�

����

�
�

����士 �
�

����‘� �

与同浓度小牛血清组 比较
， ， �� 。

�

���与同浓度 正常大鼠血清组 比较
，△了

�

� ��
�

��
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�
‘

���
�

����
�

����
，

���
�

��
，
��

�

��

览群书
，

更要在一辈子的临床实践中积累丰富的经验
，

正如
“
熟读王叔和

，

还要临证多
”
�路志正语 �

。

我们只有

通过长期的临床实践
，

细心揣摩
，

深刻领悟其 中的奥

妙
，

掌握辨证论治的诀窍
，

从而进一步抓住辨证论治规

律
，

在这种感性认识层次上的领悟
，

才能成为一名高明

的医生
。

中医治病的优势
，

在于辨 证论治
，

治病求本
，

只有

准确地辨证
，

才能抓住疾病的本质
。

但是
，

中医的临证
，

未必时时都能效若梓鼓之应
。

因此
，

要从实践的成败中

来认识和检验所学
，

注意总结正反两方面的经验
， “
失

败是成功之母
” ，

只有正确地认识成败之缘 由
，

才能立

于不败之地
。

纵观中医古今医著医案
，

大都介绍的是成

功的经验
，

可是成功的案例背后却隐藏着失败
，

这些从

失败的案例中抽取出来的成功经验
，

表面上看来 中医

某病证是治疗好了
，

可仔细分析之
，

自己为什么却不能

达到此种境界呢�这是因为你没有从失败中吸取教训
，

或是还没有走出误区
。 《灵枢

·

九针十二原 》篇中说
�

“
言不可治者

，

未得其术也
” 。

在 《 内经 》的作者看来
，

任

何疾病都是可治的
，

然不可治者
，

是未得其术
，

即尚未

掌握其治疗的方法
。

因此
，

一个临床工作者
，

不仅要总

结有效成功的案例
，

还要学会辨析为什么久治不效的

原因
，

只有以这样的心态接受现实
，

从成败中寻求证治

规律
，

才能进一步提高临床辨证论治水平
。

� 写作

在临床的科学实践与探索中
，

发现问题有时比解

决问题更难
，

因为在孰视无睹的眼皮下
，

发现问题者不

仅要有真知灼见
，

更要独居慧眼
。

写文章的题 目选择与

提练就在于读书与临证的发现
。

本人初试文笔
，

不仅困

难不少
，

更多的是无从下手
，

但后来选择了肾病专业为

突破 口
，

才逐渐摸索出了头绪
。

如为了把握激素与中医

药应用的证治规律
，
以

“
激素与中医药

”
为研究 目标

，

逐

渐发表了 �� 余篇研究论文
。

而为了能把当代名老中医

治疗肾病的经验与共性规律学到手
，

又连续发表了 《当

代名老中医治疗肾炎
、

肾病 》等系列研究论文
。

与此同

时
，

使 自己在肾病领域的研究中找到了 自己的热点
、

重

点和难点
，

对于解决临床上实际困难起到了良好的促

进作用
。

读书发现问题
，

省悟感觉另有洞天
，

临证久治不愈

的病促使 自己不断的追求与进取
。

如肾炎水肿一证
，

自

《 内经 》降世 以来
，

治从肺脾肾着手 已成定论
，

虽然有

效
，

但鉴于现代认识的不断深化
，

感到中医治疗仍有突

破的可能
。

故此
，

潜心研究中医的外治理论渊源
，

临床

积极探索
，

理论与临证相结合
，

陆续发表了
“
肾炎水肿

中医外治的理论与实践
”
系列研究论文

，

特别是 《药浴

法治疗 肾衰 的临床 观 察 》一 文 发 表后
，

受 到 了广 泛

关注
。

读书思考写文章
，

理论临床两提高
。

这是 自己的真

实写照
，

也是临证实践摸索出的经验与规律
。

写文章并

非易事
，

因为在任何时候
，

读书
、

临证都会遇到诸多无

法解决或困惑的问题
。

对于这些问题
，

不要把它当作包

袱
，

而应当看作工作的 目标
，

看成是路途上的里程碑
，

当你写完最后一个字的时候
，

就象是走近或又超越了

一个里程碑
，

顺着这样的 目标进取
，

就可能达到《内经 》

中认可的
“
工巧神圣

”
的辨证论治境界

。
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断有细胞脱落而悬浮于上清中
，

该血清较正常大 鼠血

清及小牛血清能明显抑制 ���� 对 ��� 的转化
，

即

抑制 ����

的增殖
，

且此作用呈 明显的药物浓度依赖

性
。

由此可见
，

丹芍化纤胶囊对体内外活化的 ���� 均

有强大的抑制增殖作用
，

从而明确 了该药抗肝纤维化

的作用靶点之一在于抑制 ���� 增殖
，

而这一作用可

能与 �
。
��

、
阻滞有关

，

但关于丹芍化纤胶囊治疗后如

何实现 �
。
��

，
阻滞的具体机理有待进一步研究

。

参考文献

� 杨伟峰
�

陈厚吕
，

蒋毅萍
�

影响肝 星状细胞活化的因素
�

中华肝脏病

杂志
，
�����

，
���������一 ���

�

� 李诚秀
，

罗俊
，

李玲
�

等
�

汉丹肝乐预防肝纤维化的实验研究
�

中国公

共 巨生
，
����

，
���������一 ���

�

� 张慧娜
，

李诚秀
�

黄能慧
，

等
�

汉丹肝乐对免疫性肝纤维化的预防作

用
�

贵州医药
，
�����

，
���������� ���

�

� 程明亮
，

丁一生
，

罗永芳
，

等
�

汉丹必妥治疗慢性活 动性肝炎肝纤维

化的临床研究
�

中国中西医结合杂志
，

�‘�‘�� ���������一 ���
�

� 程 明亮
，

杨长 青
�

肝纤维化的墓础研究 与临床
�

北京
�

人民卫生 出版

社
，
���������一 ����

�

� 罗云
，

戴立 里
�

沈鼎明
，

等
�

原位循环灌流法分离大鼠肝星状细胞
�

重

庆医科大学学报
�

������
�

�� �������能
�

� 张 艺军
，

杨希山
，

吴平生
�

等一种简使又经济的肝脏 贮脂细胞分离

方法
�

第一军庆大学学报
�

艺。 ��一，
����������一 ���

�

� 朱永红
，

胡大荣
�

肝脏 星形细胞 系的建立 和应用
�

世界华人消化杂

志
，

����弓
，

��������一 �弓��
�

� 殷继 东
�

��� 德英
，

黄巧 英
�

抗纤 方对肝毕状细胞活化增殖
、

凋亡 和从

质金 属蛋 自酶
一

�及 其抑制剂表达 的影 响
�

中西 医结 合肝病杂志
，

�����
�

�� �������� ��魂
�

�戈� ������ ��
，
���矛一�

·

���〕� �
�
�� ��

�

�������一�� ������������ ������������

������� �����奋一�� ����� 卜� ������ ���������� ��� �������������������
一

� ��

�����矛一���� ��� ������� �� � 一于����� �一�������������������� ���������� �

��������一��� ���� ��������一���� ������� �一�������
�

���������
，
����

，
���

�����������一 �����
�


