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［摘要］ 目的 探讨化痰祛湿活血方治疗慢性乙型肝炎 ( CHB) 合并非酒精性脂肪性肝病 ( NAFLD) 的可
能作用机制。 方法 60 只 SD 大鼠随机分为恩替卡韦组、化痰祛湿活血方组、联合组和正常组，每组 15
只。恩替卡韦组给予恩替卡韦分散片 0. 5 mg / ( kg·d) 灌胃，化痰祛湿活血方组给予化痰祛湿活血方颗粒
剂 15 g / ( kg·d) 灌胃，联合组给予恩替卡韦分散片和化痰祛湿活血方颗粒剂灌胃，剂量同上，正常组给予
正常饲料喂养，10 天采血制备含药血清。细胞实验分为对照组、模型组、恩替卡韦血清组、化痰祛湿活血
方血清组、联合血清组、激动剂组、联合 + 激动剂组，每组 3 个复孔。除对照组外，其余各组均用浓度
50μmol /L油酸处理 HepG 2. 2. 15 细胞建立 CHB合并 NAFLD细胞模型。造模后对照组和模型组给予 10%正
常大鼠血清，恩替卡韦血清组、化痰祛湿活血方血清组、联合血清组给予 10%相应血清，激动剂组给予
10%大鼠正常血清 + T0901317，联合 +激动剂组给予 10%联合血清 + T0901317。培养 48 h 后比较各组细胞活
力、细胞凋亡率，检测细胞中肝 X 受体 a ( LXＲa)、固醇调节元件结合蛋白 1c ( SＲEBP-1c)、脂肪酸合成酶
( FAS) mＲNA表达和细胞培养上清液中乙型肝炎病毒 ( HBV) DNA含量。 结果 模型组和对照细胞活力和
细胞凋亡率差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ; 与模型组比较，恩替卡韦血清组细胞活力升高、细胞凋亡率降
低，而激动剂组细胞活力降低、细胞凋亡率升高 ( P ＜ 0. 01) ，化痰祛湿活血方血清组和联合血清组细胞凋
亡率降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与对照组比较，模型组 LXＲa mＲNA 降低、HBV DNA 含量升高 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，化痰祛湿活血方血清组和联合血清组 SＲEBP-1c mＲNA 降低，恩替卡韦血清组和联
合血清组 HBV DNA含量降低 ( P ＜ 0. 01) ; 激动剂组 LXＲa、SＲEBP-1c、FAS mＲNA 和 HBV DNA 含量均高
于联合血清组，而联合 +激动剂组 LXＲa、SＲEBP-1c mＲNA低于激动剂组 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 化痰祛湿活
血方可能通过调控脂代谢相关基因表达影响肝细胞内脂肪合成，从而增强恩替卡韦抑制 HBV DNA 复制能
力。
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慢性乙型肝炎 ( chronic hepatitis B，CHB) 是
由乙型肝炎病毒 ( HBV) 感染引起的肝脏慢性炎
症性疾病，可进展为肝纤维化、肝硬化，并增加肝
细胞癌的发生风险［1 － 2］。目前中国约有 7000 万
HBV携带者，是 HBV 感染的高发地区，其中有
2000 万 ～ 3000 万人已进展为 CHB［3］。恩替卡韦等
核苷类似物能够抑制 HBV 复制，减轻肝脏炎症，
是治疗 CHB 的一线药物［4 － 5］。研究［6］发现，单纯
CHB患者应用核苷类似物病毒学应答较好，但对

于合并非酒精性脂肪性肝病 ( NAFLD) 患者疗效
不佳。有研究［7］还发现，合并 NAFLD的 CHB患者
肝细胞内脂肪蓄积会影响药物代谢，进而影响药物

在肝细胞内的利用效率，降低药物抗病毒的疗效。
化痰祛湿活血方是我们临床经验方，能有效缓解

NAFLD患者症状，减轻患者肝细胞内脂肪沉积程
度［8］。本研究通过油酸处理 HepG 2. 2. 15 细胞建
立 CHB合并 NAFLD的细胞模型，观察化痰祛湿活
血方含药血清对 Hep G 2. 2. 15 细胞 HBV复制能力
及脂肪代谢相关基因转录的影响，为其临床应用提

供依据。
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1 材料与方法

1. 1 动物和细胞
SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，体质量 ( 210 ±

10) g，购自河南省实验动物中心，实验动物使用
许可证号: SCXK ( 豫) 2018-0003。饲养于河南中
医药大学实验动物中心，环境温度为 ( 25 ± 1 ) ℃，
湿度 55%，自由进食饮水，自然光照。
细胞系 HepG 2. 2. 15 购自上海富衡生物科技有

限公司。
1. 2 药物
化痰祛湿活血方颗粒剂组成: 泽泻 30 g ( 批

号: 15120135) ，丹参 15 g ( 批号: 15060138) ，海
藻 15 g ( 批号: 15070027 ) ，郁金 15 g ( 批 号:
15060128) ，山楂 15 g ( 批号: 15060020) ，水飞蓟
15 g ( 批 号: 15070223 ) ，决 明 子 10 g ( 批 号:
15090036) ，柴胡 6 g ( 批号: 15070208 ) ，颗粒剂
购自四川新绿色药业科技发展股份有限公司。恩替
卡韦分散片 ( 批号: 20170210 ) ，正大天晴药业集
团股份有限公司。
1. 3 主要试剂和仪器
胎牛血清 ( 批号: 1706126 ) ，以色列 BI 公

司; G418 ( 批号: C10314555 ) 、油酸 ( 药用级)
( 批号: C10089676) ，上海麦克林生化科技有限公
司; MEM 细胞培养液 ( 批号: 13H28C29 ) ，武汉
博士德生物工程有限公司; 激动剂 T0901317 ( 批
号: S7076) ，美国 Selleck Chemicals 公司; 胰蛋白
酶消化液 ( 批号: 20181213 ) 、青链霉素混合液
( 批号: 20180607 ) 、二甲基亚砜 ( DMSO，批号:
D8371) 、MTT细胞增殖及细胞毒性试剂盒 ( 批号:
20180728 ) 、总 ＲNA 提 取 试 剂 盒 ( 批 号:
20181217) 、Annexin-FITC /PI细胞凋亡试剂盒 ( 批
号: 20190124 ) ，北京索莱宝生物科技有限公司;
病毒 DNA /ＲNA 提取试剂盒 ( 离心柱法，批号:
20190730) 、乙型肝炎病毒核酸定量试剂盒 ( 荧光
PCＲ法，批号: 20190513 ) ，江苏默乐生物科技股
份有限公司; GoScriptTMＲeverse Transcription Mix，
Oligo ( dT) ( 批号: A277A、P119A、A276A) ，
美国 Promega 公司; Power UpTMSYBＲTM Green
Master Mix ( 批号: 00662399) ，美国 Thermo Fisher
公司; 引物由 GENEWIZ公司合成。

CO2 培养箱 ( HF90 型，上海 Heal Force 公
司) ; 酶标仪 ( MULTISKAN MK3 型，美国 Thermo
Fisher公司) ; 实时荧光定量 PCＲ ( cobas Z 480 型，

瑞士 Ｒoche公司) ; 流式细胞仪 ( cytoflex 型，美国
Beckman公司) ; 低温冷冻离心机 ( Fresco 型，美
国 Thermo公司) 。
1. 4 含药血清制备

60 只大鼠适应性饲养 7 天后按体重排序采用
随机数字表法分为恩替卡韦组、化痰祛湿活血方
组、联合组、正常组，每组 15 只。大鼠灌胃剂量
采用体表面积换算公式［9］计算获得。恩替卡韦组
给予恩替卡韦分散片 0. 5 mg / ( kg·d) 灌胃; 化
痰祛湿活血方组给予化痰祛湿活血方颗粒剂 15 g /
( kg·d) 灌胃; 联合组给予恩替卡韦分散片和化
痰祛湿活血方颗粒剂，用法同替卡韦组和化痰祛湿

活血方组; 正常组给予正常饲料喂养。各组均干预
10 天。在末次给药 6 h 后腹主动脉取血，4℃
3000 r /min ( 离心半径 6 cm) 离心 10 min 取血清，
灭活，无菌过滤器过滤、分装， － 80℃保存备用。
1. 5 细胞分组和模型制备
将 HepG 2. 2. 15 单细胞悬液浓度调整为 1 ×

105 /ml，按每孔 100μl 接种于 96 孔板中。HepG
2. 2. 15 细胞完全培养液组成: 10% FBS + 1%青链
霉素混合液 + 480μg /ml G418 + MEM 培养基。细
胞培养箱温度设置为 37℃，CO2 浓度为 5%。细胞
实验分为 7 组: 模型组、恩替卡韦血清组、化痰祛
湿活血方血清组、联合血清组、激动剂组、联合 +
激动剂组和正常血清，每组 3 个复孔。24 h 后细胞
完全贴壁，除正常血清组外，其余各组均加油酸浓

度为 50μmol /L 的培养液继续培养 48 h 复制 CHB
合并 NAFLD细胞模型［10］; 油红 O染色后细胞内出
现较多被染成红色的脂滴证明造模成功［11］。
1. 6 MTT法检测细胞活力
细胞造模成功后更换为药物血清培养基

100μl /孔继续培养 48 h。恩替卡韦血清组给予
10%恩替卡韦含药血清; 化痰祛湿活血方血清组给
予 10%化痰祛湿活血方含药血清; 联合血清组给
予 10%联合血清; 激动剂组给予 10%正常血清 +
T0901317 ( 浓度 10μmol /ml) ; 联合 +激动剂组给
予 10%联合血清 + T0901317 ( 浓度 10μmol /ml) ;
模型组给予 10%正常血清; 对照组给予 10%正常
血清。弃去上清，加入 90μl 新鲜培养液和 10μl
MTT溶液，继续培养 4 h，弃去上清，每孔加入
110μl 溶解液，置摇床上震荡 10 min，酶标仪
490 nm处测定各孔吸光值。预实验中曾用 CCK8 对
药物导致的细胞毒性进行评估，结果显示所用药物

剂量对细胞毒性小，其影响可不予考虑。细胞活
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力 = ( 实验组 OD 值 －空白组 OD 值) / ( 对照组
OD值 －空白组 OD值) × 100%。
1. 7 流式细胞术检测细胞凋亡
将 HepG 2. 2. 15 单细胞悬液均匀接种于六孔板

中，接种密度 1 × 105 个 /ml，每孔 2 ml 培养液。
24 h后细胞贴壁，细胞造模和药物血清干预同上，
结束后用不含 EDTA的胰蛋白酶消化，每组收集细
胞 1 × 106 个，冷 PBS洗涤，再用 1 ml Binding缓冲
液洗涤 2 次，向管中加入 5μl Annexin V-FITC后混
匀，室温避光孵育 10 min，再加入 5μl PI室温避光
孵育 5 min，加 PBS 400μl，混匀后置于冰上，1 h
内用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。总凋亡率 =早
期凋亡率 +晚期凋亡率。
1. 8 ＲT-qPCＲ 法检测细胞中脂肪酸合成酶
( FAS) 、固醇调节元件结合蛋白 1c ( SＲEBP-1c) 、
肝 X受体 a ( LXＲa) mＲNA表达

HepG 2. 2. 15 细胞培养和干预方法同上，基因
扩增的引物序列见表 1。先按照总 ＲNA 提取试剂
盒说明书进行 HepG 2. 2. 15 细胞总 ＲNA 提取，逆
转录成 cDNA，按 ＲT-qPCＲ 步骤进行扩增，以
GAPDH 为内参。反应条件: 50℃ 水解 2 min;
95℃预变性 2 min; 95℃变性 15 s，60℃退火 15 s，
72℃延伸 60 s，共 40 个循环。mＲNA 相对表达量
以 2 －△△Ct计算。△△Ct = ( 实验组目的基因 Ct值 －
实验组内参基因 Ct值) － ( 对照组基因 Ct值 －对
照组内参基因 Ct值) 。

表 1 引物序列

基因 引物序列 ( 5'-3') 长度
( bp)

GAPDH 上游 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 197
下游 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

FAS 上游 TCTGGTTCTTACGTCTGTTGC 197
下游 CTGTGCAGTCCCTAGCTTTCC

SＲEBP-1 上游 ACAGTGACTTCCCTGGCCTAT 222
下游 GCATGGACGGGTACATCTTCAA

LXＲa 上游 CCTTCAGAACCCACAGAGATCC 83
下游 ACGCTGCATAGCTCGTTCC

注: FAS，脂肪酸合成酶; SＲEBP-1c，固醇调节元件结合蛋白
1c; LXＲa，肝 X受体 a。

1. 9 细胞培养上清液中 HBV DNA含量检测
细胞培养、造模和药物血清干预同上。取细胞

上清液，按照病毒 DNA /ＲNA提取试剂盒说明书步
骤提取细胞上清液和标准品中的 HBV DNA; 然后
按照 HBV 核酸定量检测试剂盒说明书步骤检测
HBV DNA量。反应条件: 42℃ 5 min，1 个循环;
95℃ 1 min，1 个循环; 94℃ 10 s，55℃ 15 s，

72℃ 20 s，共 5 个循环; 94℃ 10 s，60℃ 40 s，共
40 个循环。扩增结束后根据标准品扩增曲线，读
取待检样品中 HBV DNA定量数据。
1. 10 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件包进行数据分析。计量资

料用 ( 珋x ± s) 表示，采用单因素方差分析，满足方
差齐性，两两比较用 LSD-t 检验，不满足方差齐
性，两两比较用 Dunnett' s T3 检验。检验水准 α =
0. 05。

2 结果

2. 1 各组细胞活力比较
表 2 示，对照组、模型组、化痰祛湿活血方血

清组和联合血清组细胞活力比较差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) ; 恩替卡韦血清组细胞活力高于其他各
组 ( P ＜ 0. 01 ) ; 激动剂组和联合 +激动剂组细胞
活力低于其他各组 ( P ＜ 0. 01 ) ，且联合 +激动剂
组高于激动剂组 ( P ＜ 0. 05) 。

表 2 各组 HepG 2. 2. 15 细胞活力和凋亡率比较( %，珋x ± s)

组别 样本数 细胞活力 细胞凋亡率

对照组 3 100. 00 ± 0. 09 9. 41 ± 0. 09
模型组 3 100. 00 ± 4. 84 9. 47 ± 0. 11
恩替卡韦血清组 3 119. 45 ± 4. 49a) c) 7. 75 ± 0. 07a) c)

化痰祛湿活血方
血清组

3 104. 40 ± 3. 71e) 8. 30 ± 0. 06b) d)

联合血清组 3 103. 82 ± 5. 42e) 6. 50 ± 0. 10a) c) f) g)

激动剂组 3 79. 10 ± 0. 94a) c) e) g) h) 14. 96 ± 0. 56a) c) e) g) h)

联合 +激动剂组 3 85. 66 ± 1. 94a) c) e) g) h) j) 10. 03 ± 0. 09e) g) h) i)

注: a) 与对照组比较，P ＜ 0. 01; b ) 与对照组比较，P ＜

0. 05; c) 与模型组比较，P ＜ 0. 01; d) 与模型组比较，P ＜ 0. 05;

e) 与恩替卡韦血清组比较，P ＜ 0. 01; f) 与恩替卡韦血清组比较，

P ＜ 0. 05; g) 与化痰祛湿活血方血清组比较，P ＜ 0. 01; h) 与联

合血清组比较，P ＜ 0. 01; i) 与激动剂组比较，P ＜ 0. 01; j) 与激

动剂组比较，P ＜ 0. 05。

2. 2 各组细胞凋亡率比较
表 2 示，模型组与对照组细胞凋亡率差异无统

计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 恩替卡韦血清组、化痰祛
湿活血方血清组、联合血清组细胞凋亡率低于对照
组和模型组，且联合血清组低于恩替卡韦血清组和

化痰祛湿活血方血清组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ;
激动剂组和联合 +激动剂组细胞凋亡率高于恩替卡
韦血清组、化痰祛湿活血方血清组和联合血清组，
且联合 +激动剂组低于激动剂组 ( P ＜ 0. 01) 。
2. 3 各组细胞中 LXＲa、SＲEBP-1c、FAS mＲNA
表达比较

表 3示，LXＲa mＲNA表达 : 模型组、恩替卡
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表 3 各组 HepG 2. 2. 15 细胞中 LXＲa、SＲEBP-1c、FAS mＲNA表达及 HBV DNA含量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
LXＲa mＲNA
/2 －△△Ct

SＲEBP-1c mＲNA
/2 －△△Ct

FAS mＲNA
/2 －△△Ct

HBV DNA含量
/ × 105 ( IU·ml －1 )

对照组 3 1. 00 ± 0. 09 1. 00 ± 0. 02 1. 00 ± 0. 09 5. 07 ± 1. 19
模型组 3 0. 72 ± 0. 05a) 0. 95 ± 0. 03 1. 71 ± 0. 41 9. 49 ± 3. 78a)

恩替卡韦血清组 3 0. 77 ± 0. 10a) 0. 85 ± 0. 04a) 1. 83 ± 0. 25 3. 88 ± 0. 99c)

化痰祛湿活血方血清组 3 0. 67 ± 0. 04a) 0. 83 ± 0. 05a) c) 0. 78 ± 0. 04 8. 91 ± 1. 15e)

联合血清组 3 0. 67 ± 0. 03a) 0. 75 ± 0. 05a) c) 0. 85 ± 0. 04 2. 67 ± 0. 26c) g)

激动剂组 3 1. 01 ± 0. 12c) e) g) h) 2. 37 ± 0. 06a) c) e) g) h) 5. 26 ± 0. 62a) d) f) g) h) 10. 73 ± 3. 72a) e) h)

联合 +激动剂组 3 0. 77 ± 0. 07a) i) 1. 46 ± 0. 01a) c) e) g) h) i) 4. 59 ± 0. 28b) d) f) g) h) 7. 40 ± 2. 09f) h)

注: LXＲa，肝 X受体 a; SＲEBP-1c，固醇调节元件结合蛋白 1c; FAS，脂肪酸合成酶; HBV，乙型肝炎病毒。

a) 与对照组比较，P ＜ 0. 01; b) 与对照组比较，P ＜ 0. 05; c) 与模型组比较，P ＜ 0. 01; d) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; e) 与恩替

卡韦血清组比较，P ＜ 0. 01; f) 与恩替卡韦血清组比较，P ＜ 0. 05; g) 与化痰祛湿活血方血清组比较，P ＜ 0. 01; h) 与联合血清组

比较，P ＜ 0. 01; i) 与激动剂组比较，P ＜ 0. 01。

韦血清组、化痰祛湿活血方血清组、联合血清组、
联合 +激动剂组差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，
但均低于对照组和激动剂组 ( P ＜ 0. 01 ) ，对照组
和激动剂组差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。
SＲEBP-1c mＲNA表达: 模型组和对照组差异无统
计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 恩替卡韦血清组、化痰祛
湿活血方血清组、联合血清组差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) ，但均低于对照组、激动剂组和联合 +
激动剂组 ( P ＜ 0. 01 ) ; 化痰祛湿活血方血清组、
联合血清组低于模型组 ( P ＜ 0. 01 ) ; 对照组、模
型组均低于激动剂组和联合 + 激动剂组 ( P ＜
0. 01) ; 联合 + 激动剂组低于激动剂组 ( P ＜
0. 01) 。FAS mＲNA 表达: 对照组、模型组、恩替
卡韦血清组、化痰祛湿活血方血清组、联合血清组
差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，但均低于激动剂
组和联合 +激动剂组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 激
动剂组和联合 +激动剂组差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。
2. 4 各组细胞培养上清液中 HBV DNA含量比较
表 3示，细胞培养上清液中 HBV DNA 含量对

照组低于模型组和激动剂组 ( P ＜ 0. 01) ; 恩替卡韦
血清组、联合血清组差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ，均低于模型组、化痰祛湿活血方血清组、激
动剂组和联合 +激动剂组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，
模型组、化痰祛湿活血方血清组、激动剂组和联
合 +激动剂组差异无统计学意义 ( P ＞0. 05) 。

3 讨论

现代医学认为，NAFLD 是一种代谢紊乱性疾
病，其具体发病机制涉及多途径、多成分的代谢。
其中，肝细胞内脂肪大量蓄积、变性是 NAFLD 发
病过程的初始变化和重要特征。肝细胞长期暴露于
过量脂肪酸中会引起炎症、氧化应激增加、细胞因

子释放，最终引起肝细胞凋亡［12］。肝细胞内脂肪
蓄积是由多种因素共同作用的结果，其中，脂肪酸

和胆固醇合成途径中一系列因子的激活致使肝细胞

内脂肪酸大量合成是脂肪过量蓄积的重要因素之

一，合成途径中 LXＲa、SＲEBP-1c、FAS 被认为是
调控脂肪酸代谢的重要转录因子［13］。LXＲa 是
LXＲs亚型之一，属于核受体超家族成员，主要表
达于肝细胞中［14］。SＲEBP-1c是位于内质网上的膜
结合转录因子，在肝脏中表达并调节脂肪酸和胆固

醇合成［15］。FAS 是一种多功能复合酶，是脂肪酸
合成的限速酶，其表达受 SＲEBP-1c 调控［16］。
LXＲs能够与 FAS 启动子结合直接促进 FAS 的转
录，也可以间接通过 SＲEBP-1c途径使 FAS 的表达
增加，从而调节肝细胞内脂肪的合成［13］。

CHB合并 NAFLD 属中医学 “胁痛” “肝着”
“肝癖”范畴，以邪毒内侵伴饮食不节、劳逸失度、
情志失调等为诱因。中医学认为，此病病机为湿热
疫毒蕴结于肝，肝失疏泄，嗜食肥甘厚味酿生湿热，

脾失健运，久之则气滞血瘀，痰、湿、瘀、热互结
于肝，故治法应以化痰、祛湿、活血为主［17 － 18］。
化痰祛湿活血方在临床上被用于改善肝细胞脂肪

变［19］，方中泽泻利水渗湿，丹参活血化瘀，共为

君药; 郁金行气活血，海藻软坚消痰，山楂消食化

瘀，共为臣药; 决明子清肝利湿，水飞蓟清热舒

肝，共为佐药; 柴胡疏肝解郁、引药归经，为使药。
我们以往研究［8，19］发现，化痰祛湿活血方能够

改善 NAFLD症状。本实验结果也显示，经化痰祛
湿活血方血清干预后，化痰祛湿活血方血清组、
联合血清组 SＲEBP-1c mＲNA 表达量较模型组和
对照组降低，这说明化痰祛湿活血方能够影响脂代

谢中 SＲEBP-1c 转录因子的表达，进而对 LXＲa /
FAS通路下游因子及肝细胞内脂肪合成产生影响。
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T0901317 作为肝 X 受体激动剂，能够激活 LXＲa /
FAS信号通路。本实验结果显示，激动剂组细胞内
LXＲa、SＲEBP-1c、FAS mＲNA 表达量比模型组升
高，而联合 +激动剂组 LXＲa、SＲEBP-1c mＲNA表
达量比激动剂组均降低，恩替卡韦血清组对 LXＲa、
SＲEBP-1c、FAS mＲNA 表达没有明显影响，所以
上述现象可能是因为化痰祛湿活血方对 T0901317
导致的 LXＲa /FAS信号通路激活存在一定的拮抗作
用。实验中还发现，化痰祛湿活血方在干预脂质代
谢的同时还能够影响细胞的活力和凋亡率。本研究
结果显示，恩替卡韦血清组细胞活力最高，这可能

与恩替卡韦抗 HBV 有关，恩替卡韦可抑制 HBV
DNA复制，减轻病毒对细胞的损害，提高细胞活
力，降低细胞凋亡率。T0901317 通过激活 LXＲa /
FAS通路，导致肝细胞内脂肪酸合成酶量升高，脂
肪合成增多，所以激动剂组比模型组细胞活力降

低，凋亡率升高。与模型组比较，化痰祛湿活血方
能够降低细胞凋亡率，化痰祛湿活血方和恩替卡韦

的联合使用对降低细胞凋亡率的作用大于二者单独

使用。综上分析表明，化痰祛湿活血方可能通过调
控脂肪酸代谢相关基因 LXＲa、SＲEBP-1c、FAS 转
录，进而影响肝细胞脂肪量，并最终影响细胞活力

和凋亡。
HBV是一种定居于肝细胞内的 DNA 病毒，通

过与肝细胞表面特异受体结合后进入肝细胞，在细

胞核内以细胞外乙型肝炎病毒 DNA ( cccDNA) 形
式存在［20］。在本实验 CHB 合并 NAFLD 细胞模型
中，与模型组比较，恩替卡韦血清组和联合血清组

HBV DNA含量明显降低，表明恩替卡韦在 CHB 合
并 NAFLD细胞模型中仍然具备抑制 HBV复制的能
力，这与李知玉等［21］观察到的结果类似。与模型
组比较发现，化痰祛湿活血方对 HBV DNA 量变化
无显著影响，推测可能是化痰祛湿活血方主要是调

控脂肪合成。尽管激动剂组和联合 + 激动剂组
HBV DNA在细胞上清液中降低量未达到统计学上
的差异，但我们仍然能够从上述趋势中看出化痰祛

湿活血方可能通过减少肝细胞内脂肪合成和含量对

提高恩替卡韦抑制 HBV DNA复制的能力有一定的
积极作用。
综上所述，临床上采用恩替卡韦抗病毒的同时

辅以化痰祛湿活血方干预，对改善 CHB 合并
NAFLD患者肝细胞活力，降低凋亡率，增强恩替卡
韦抗病毒疗效，延缓向肝硬化、肝癌进展会起到较
好的效果。受分组过多影响，本研究未将激动剂实
验也做纯中药和西药对照，有一定缺憾。另外中药

方剂一般是通过多通路和靶点起作用，本实验对其

他通路和靶点未涉及，这也是今后我们关注的方向。
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Effect of Huatan Qushi Huoxue Formula ( 化痰祛湿活血方) Drug －Containing Serum on Virus Ｒeplication Abili-
ty and Fat Metabolism － related Gene Expression in HepG 2. 2. 15 Cell
MA Qingliang，ZHANG Lihui，LIU Minghao，GUO Min，ZHAO Wenxia
The First Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou，450000
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Huatan Qushi Huoxue Formula ( HQHF，化痰祛湿
活血方) in treating chronic hepatitis B ( CHB) combined with non-alcoholic fatty liver disease ( NAFLD) ． Methods
Sixty SD rats were randomly divided into entecavir group，HQHF group，combination group ( entecavir plus HQHF) ，
and normal group，with 15 rats in each group． Entecavir dispersible tablets at a dose of 0. 5 mg / ( kg·d) was given
by gavage in entecavir group，while HQHF granule at a dose of 15 g / ( kg·d) was given by gavage in HQHF group;
both entecavir and HQHF granule with same amount mentioned above were administered in combination group; the
normal group was fed as normal． Blood was collected after 10 days to prepare medicated serum． In cell experiment，
there were seven groups including control group，model group，entecavir serum group，HQHF serum group，combined
serum group，agonist group，and combined serum plus agonist group，with three holes in each group． In all groups
except for the control group，50μmol /L oleic acid was used for HepG 2. 2. 15 cells to establish a CHB combined with
NAFLD cell model． After modeling，the control group and the model group were given 10% normal rat serum; the
entecavir serum group，HQHF serum group，and combined serum group received 10% corresponding entecavir and /or
HQHF serum; the agonist group received 10% rat normal serum plus T0901317; combined serum plus agonist group
was administered with entecavir and HQHF serum plus T0901317． After 48 hours of culture，the cell viability and ap-
optosis rate were compared among different groups; liver X receptor a ( LXＲa) ，sterol regulatory element binding pro-
tein 1c ( SＲEBP-1c) ，fatty acid synthase ( FAS) mＲNA expression，and hepatitis virus ( HBV) DNA content in the
supernatant cell culture were detected． Ｒesults There were no statistically significant differences in cell viability
and apoptosis rate between the model group and the control group ( P ＞ 0. 05) ． Compared with the model group，the
entecavir serum group significantly increased cell viability and decreased apoptosis rate，while the agonist group signif-
icantly decreased cell viability and increased apoptotic rate ( P ＜ 0. 01 ) ; and both the HQHF serum group and the
combined serum group significantly decreased cell apoptosis rate ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Compared with the control
group，the model group had significantly lower LXＲa mＲNA and higher HBV DNA content ( P ＜ 0. 01) ． Compared
with those of the model group，the SＲEBP-1c mＲNA of the HQHF serum group and the combined serum group signifi-
cantly decreased，while HBV DNA content of the entecavir serum group and the combined serum group decreased
( P ＜ 0. 01) ． The LXＲa，SＲEBP-1c，FAS mＲNA and HBV DNA levels of the agonist group were significantly higher
than those of the combined serum group，while the LXＲa and SＲEBP-1c mＲNA levels of the combined serum plus ag-
onist group were lower than those of the agonist group ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion HQHF may affect the fat synthesis
in liver cells by regulating the expression of lipid metabolism-related genes，thereby enhancing the ability of entecavir
to inhibit HBV DNA replication．
Keywords chronic hepatitis B; non-alcoholic fatty liver disease; Huatan Qushi Huoxue Formula ( 化痰祛湿活血方)
; virus replication; fat metabolism
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