
机体局部炎症反应!防止 +D的发生,

,

脂联素可有

效抑制 ;ABC诱导的血管内皮细胞的迁徙以及视网

膜病理性新生血管的形成
.(/

#

L>钙黏蛋白是 %44F 年 E[H发现的脂联素六聚

体和高分子量多聚体的受体!脂联素可能通过 L>

=8. 发挥保护 DJA细胞及抗氧化"抑制细胞黏附分子

表达的作用# 它虽是黏附分子家族中的一员!但其作

用更多地表现在作为信号受体参与对外界识别及调

节细胞运动和增生方面
.#/

# 研究发现!在多种细胞

类型中!L>=8. 的高度表达会促进细胞周期!刺激细

胞生 长, 还 可 通 过 激 活 JT3P 信 号 途 径 及 抑 制

J3(*,JK信号途径来对抗氧化应激导致的细胞凋

亡!并提高细胞在氧化应激状态下的生存能力# 另

外! 抑 制 J3(*,JK 途 径 也 可 减 少 DVR 通 过

J3(*,JK激活 bC>P<!减少炎症反应!从而保护

DJA细胞免于高糖所致的氧化损伤!维护视网膜功

能!故 L>=8. 表达增高可阻止 +D的发生发展# 本

实验结果显示!脂联素组各时间点 L>=8. 的表达水

平均较高糖组升高!并且随脂联素作用时间的延长而

呈上升趋势!提示脂联素通过上调 XDJA细胞 L>=8.

的表达发挥保护视网膜的作用# <208

."4/

等的研究也

发现激光诱导形成脉络膜新生血管的小鼠模型!经过

脂联素预处理后!其脉络膜组织中 L>=8. 的表达逐

渐增加!抑制新生血管的形成#

综上所述!脂联素可使处于高糖环境下的 XDJA细

胞L>=8. 的表达水平上升!抑制 +D的发生发展!为临

床早期应用脂联素治疗+D提供更有力的理论依据#
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紫七软肝片含药血清调控人肝细胞

凋亡相关基因的研究

陈!云!蒋凤荣

摘!要!目的!研究紫七软肝片含药血清对乙醇造模的人肝细胞)UV%*抑制的影响及凋亡相关基因的调控!探讨其对 UV%

保护作用的分子机制# 方法!以紫七软肝片灌胃!制备兔含药血清!用乙醇建立 UV% 凋亡模型!采用 *LL法测定含药血清对乙

醇致 UV% 细胞抑制的影响!E2/=X/1:33%& 荧光检测细胞凋亡形态学变化,D/8@>:QI/DLJSD和 M/1:/0- ><@2:检测凋亡促进基因

=81/Z81/3"bC>

$

<表达# 结果!紫七软肝片含药血清可调控 =81/Z81/3"bC>

$

<的表达!减少乙醇造模的 UV% 的凋亡# 结论!

紫七软肝片可以通过调控凋亡促进基因 =81/Z81/3! bC>

$

<的表达!起到保护 UV% 的作用#

-#(-
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关键词!紫七软肝片!人肝细胞株!血清药理学!细胞凋亡!基因
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1Q2- 2\8Z2Z:2:Q=Q-.[=Q-HH/-/! =81/Z81/3 8-. bC>

$

<O81./:/=:/. ?^D/8@>:QI/DLJSD8-. M/1:/0- ><@2:Y#=&FDC&!LX/1/0[I

=2-:8Q-Q-HnQ̀QD[8-H8- JQ@@=2[@. 0/H[@8:/:X//]Z0/11Q2- 2\:X/=81/Z81/3!bC>

$

<8-. 0/.[=/:X/8Z2Z:21Q1YI>?1DF&">?!nQ̀QD[8-G

H8- JQ@@=8- Z02:/=::X/UV% ?^0/H[@8:Q-H:X//]Z0/11Q2- 2\8Z2Z:21Q11:QI[@8:Q7/H/-/=81/Z81/3 8-. bC>

$

<Y

N=H O><E&!nQ̀QD[8-H8- JQ@@, UV%,R/0[IZX80I8=2@2Ĥ,S/@@8Z2Z:21Q1,B/-/

!!肝纤维化是机体对于慢性肝损伤的一种修复性

应答!也是各种慢性肝病向肝硬化及肝癌发展的前期

必经病理阶段# 目前认为!各种损肝因素引起肝细胞

炎症反应及坏死!相关细胞分泌多种细胞因子激活肝

星状细胞!引起细胞外基质的合成与降解失衡!过度

沉积是肝纤维化发生的机制
." )3/

# 本研究通过观察

紫七软肝片兔含药血清对乙醇造模的人肝细胞

)UV%*抑制的影响及凋亡相关基因的调控!探讨其对

UV% 保护作用的分子机制#

材料与方法

"Y材料(中药饮片 )江苏省医药公司 *,+*A*培养基

)BT<SV!eR,*,胎牛血清)北京元享圣马生物研究所*,胰蛋

白酶)*ADSK!eR,*,二甲基亚矾)+*RV* )*/0=P!B/0I8- *̂ ,

LDTnVU试剂盒)BT<SV!eR,*,RW<D

1

B0//-AD试剂盒 )BT<G

SV!eR,*,人肝细胞株)UV%*)上海细胞库*,普通级家兔)上

海实业科华生物技术有限公司 *,$ 孔细胞培养板 )S21:80!

+/-I80P*,细胞培养箱 )b,JSV!eR,*,倒置相差显微镜 )VG

UW*JeR!N8Z8-*荧光定量 JSD仪 )<Q2>08.!eR,*# JSD引

物由南京生物工程有限公司合成#

%Y方法(药物制备(紫七软肝片主要由紫草"赤芍"生三

七"虎杖"黄芪等构成# 饮片打粗粉!于不锈钢锅中加蒸馏水

"4 倍!浸泡 34IQ-!强火煮沸!改文火!保持微沸 F&IQ-!搅拌!

乘热滤过!药渣再加蒸馏水同法煎煮!沸后 34IQ-!滤过# 合并

滤液!恒温 '4p!4Y"*J8减压浓缩至 F44I@# )%*兔含药血清

制备(药物血清组按 'Y&H5)PH-.*!每天 % 次!连续灌胃 3 天!

最后一次灌胃前禁食 (X!灌胃后 %X 颈动脉放血# 空白组同时

放血# 兔血 3'p恒温箱静置!待出现明显血块收缩后 344405

IQ- 离心 "4IQ-!收集上层血清!&$p灭活 F&IQ-! >%Fp冷藏

待用# )3*细胞培养与传代(UV% 细胞在含 "46胎牛血清的

+*A*完全培养基!&6SV

%

"湿度 #&6"3'p条件下培养# 细

胞达面积分数 (46融合后用 +>E8-P1液洗涤 " 次!加入

4d%&6的胰酶适度消化!再加入含 "46胎牛血清培养基终止

消化!吹打成细胞悬液# "44405IQ- 离心 3IQ-!弃上清!按 "oF

比例传代# )F*乙醇致 UV% 细胞病变模型的建立(用 %Y&H5U

胰蛋白酶消化已长成单层的 UV% 细胞!用含 "46胎牛血清的

高糖 +*A*培养基配成细胞悬液!以每瓶约 "4

&

个细胞接入

"4I@小培养瓶内!每瓶 "I@# 在 &6SV

%

"湿度 #&6"3'p条件

下培养 F(X# 细胞长至瓶底大约 $46 )'46# 确定 &4II2@5U

乙醇与 UV% 细胞共培养 $X 为最佳的病变模型# )&*分组处

理(按低剂量组"中剂量组"高剂量组分别加入含 "46各组兔

血清的完全培养液!继续培养 %FX# 另留模型组不经药物血清

作用# 各组继用 "&4II2@5U乙醇培养 $X# )$**LL检测细胞

活力(将培养至第 3 代的各组肝细胞用 4Y%&6胰酶消化后!吹

打制成单个细胞悬液)调整细胞密度为 "Y4 i"4

F

*!分别接种

到 #$ 孔板中# 每块 #$ 孔板 " )% 列为不含细胞的血清!以消

除血清物质对光吸收值的影响,3 )F 列为空白组细胞悬液,&

)$ 列为对照组细胞悬液,' )( 列为低剂量组细胞悬液,# )

"4 列为中剂量组细胞悬液,"" )"% 列为高剂量组细胞悬液!

放置于 3'p"&6SV

%

的培养箱,%FX 后每孔加入 *LL溶液

%4

!

@!继续孵育 FX 后终止培养# 小心吸弃孔内上清液!每孔

加入 +*RV%44

!

@!振荡 "4IQ-!溶解结晶物!在酶标仪上测定

各孔的吸光值# )'*形态学观察(通过荧光检测!应用 E2G

=X/1:33%& 染色观察细胞凋亡# 将上述各组细胞多聚甲醛固定

后!适当洗涤去除固定剂,E2/=X1:33%&( 染色 "4IQ-, 吸除

E2/=X1:33%&( 染色液!用 L<RL洗涤 % )3 次!每次 3 )&IQ-,

在荧光显微镜下观察# 细胞发生凋亡时!会看到凋亡细胞的

细胞核呈致密浓染或呈碎块状致密浓染# ) ( * D/8@>:QI/

JSD检测 =81/Z81/3!bC>

$

<(内参 ?/:8>8=:Q-"凋亡基因 =81/G

Z81/3"bC>

$

<引物经 J0QI/0&d4 设计# ?/:8>8=:Q- 上游引物

&9>BLBBBBSBSSSS,BBS,SS,>39! 下游引物 &9>SLLSG

SLL,,LBLS,SBS,SB,LLLS>39,bC>

$

<上游引物 &9>

BBBS,SB,LLBLS,,,B,L>39!下 游 引 物 &9>BBBB,SG

L,SB,SSLB,,LB >39, =81/Z81/3 上 游 引 物 &9>,LBG

B,,BSB,,BS,,LBB,BBLB>39! 下游引物 &9>SLBL,SG

S,B,SSB,B,LBLS,>39# 采 用 LDTnVU试 剂 盒 提 取 总

Db,!紫外线扫描定量# 在微离心管内依次加入灭菌重蒸水

%4

!

@"反应缓冲液 F

!

@".bLJ混合物 "

!

@"V@QH2)+L* "

!

@"总

-4#-
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Db,g

!

@"L8̀ +b,聚合酶 "

!

@!反应体系 %4

!

@!JSD仪制备

=+b,# 在八联中依次加入灭菌重蒸水 #

!

@" RW<D

1

B0//-

"&

!

@"引物 "

!

@"=+b,&

!

@# 以 #%Y&p预变性 F&1,&4p变性

F&1,'%Y&p退火"延生 #41,在 JSD仪上进行 F4 次循环# 扩增

过程及荧光信号检查"数据的储存和分析均由仪器及自带的

软件自动完成# )#*M/1:/0- ><@2:检测 Z02>=81/Z81/3"bC>

$

<蛋白变化量(采用蛋白标准提取试剂盒提取总蛋白!紫外

线扫描定量# 在 R+R >J,BA凝胶中加入测试物!通过湿转!

封闭!分别加入对应的一抗和二抗!ASU化学底物发光显色#

3Y统计学处理(实验数据用均数 m标准差表示!采用

RJRR ( 统计软件处理!&k4Y4& 时!有显著性差异,&k4Y4"

时!有极显著差异#

结!!果

"Y*LL法测定细胞活力(实验结果显示(经乙醇

作用后 UV% 的 *LL值降低)&k4Y4"*!提示乙醇明

显引起细胞生长抑制,紫七软肝片组 *LL值逐渐升

高!以中"高剂量组最为明显)&k4Y4"*!提示而紫七

软肝片有逆转这种不良影响的作用!其中中剂量及高

剂量组效果明显)表 "*#

表 ()紫七软肝片对乙醇致 *0- 细胞抑制的影响

组别 标本数 V+值)均数 m标准差*

正常组 ( 4Y##(3 m4Y4#%'

模型组 (

4YF&&F m4Y4'F%

$

低剂量组 ( 4Y&3%" m4Y4'(3

中剂量组 (

4Y$#4( m4Y4&%F

%

高剂量组 (

4Y('(# m4Y4&4$

%

!!

$

&k4Y4"!与空白组比较,

%

&k4Y4"!与对照组比较

!!%Y紫七软肝片对乙醇致 UV% 细胞凋亡的形态学

的改变(E2/=X/1:33%& 荧光结果显示!乙醇作用 UV%

后!细胞核的出现核碎裂"核固缩# 药物血清作用后!

中剂量组及高剂量组核碎裂"核固缩明显减轻!提示紫

七软肝片药物血清抗细胞凋亡的作用)封三彩图 (*#

3YD/8@>:QI/DLJSD检测 =81/Z81/3"bC>

$

<(

实验结果显示(经乙醇作用后 =81/Z81/3"bC>

$

<的

表达明显增加)&k4Y4"*!紫七软肝片各剂量组作用

后 =81/Z81/3"bC>

$

<的表达明显减少 )&k4Y4" *

)图 "*#

图 ()1B&=;B&=.#$U7

#

Q的表达

!

!!FYM/1:/0- ><@2:检测 Z02>=81/Z81/3"bC>

$

<

蛋白变化量(实验结果显示(经乙醇作用后 Z02>=81/G

Z81/3 表达明显降低)&k4Y4"*"bC>

$

<的表达明显

增加)&k4Y4"*!紫七软肝片各剂量组作用后 Z02>

=81/Z81/3 表达明显增加)&k4Y4&*"bC>

$

<的表达

明显增加)&k4Y4&*)图 %*#

讨!!论

临床研究发现!肝纤维化)尤其是炎症活动性阶

段*的许多患者!每多伴有口苦口干"胁肋"脘腹胀痛

或刺痛"疲劳乏力"低热"衄血"舌苔黄腻质黯红"脉弦

数等症!常易出现黄疸"肝脾大"肝掌"蜘蛛痣"面色晦

暗等体征# 中医理论认为!应把这些临床特点归属于

肝病$湿热瘀毒证%范围
.F!&/

# 由于湿热瘀毒的持续

存在!使得正气愈发亏耗!导致脾气虚弱"肝肾阴亏!

图 -);<> 71B&=;B&=.#$U7

#

Q表达

SY正常组,*Y模型组,+Y低剂量组,nY中剂量组,BY高剂量组

!

继之脾肾阳虚!形成积聚"鼓胀等难治之证!即是慢性

肝病由$湿热 >血瘀 >瘀热 >湿热瘀毒 >气阴亏耗%

的病机演变过程是肝纤维化形成和加重的重要环节#

因此!确立清热化湿化瘀"凉血解毒"调养肝脾为基本

-"#-

!!医学研究杂志!%4"4 年 & 月!第 3# 卷!第 & 期 !专题研究!!



治疗大法!组建$紫七软肝片%!其中紫草凉血解毒"

三七养血活血为君药!一通一补!凉血而不留瘀!活血

而不伤血,赤芍"虎杖配合紫草!凉血化瘀!清热利湿

为佐药!黄芪健脾利湿!土旺湿自除,益气养血!与三

七配伍!起到养肝肾!调脾气的作用为使药!诸药相

合!共同起到清化瘀毒!滋养肝肾的作用!从而减少肝

纤维化#

肝细胞损伤的常见原因有 DVR"LbC>

"

"高血

脂"高糖等!其中!DVR 对肝细胞的损伤最常见"最重

要# 乙醇作用肝细胞后!通过作用肝细胞线粒体"细

胞色素 JF&4%A" )SWJ%A"*"过氧化物酶体) Z/02]Q>

12I/*从而产生内源性的 DVR!DVR 激活 TKK的

TKK? 亚单位被磷酸化! 继而引起 TP<8的 R/03% 和

R/03$ 位点被磷酸化!被释放的 Z&45Z$& 则进行核易

位! 与基因上的
$

<位点发生特异性结合! 从而发挥

调节细胞功能的作用!同时引起线粒体膜的通透性

的增加!使各种凋亡因子从线粒体释放到细胞质

中!从而激活 =81Z81/体系!引起 +b,链的断裂"核

苷酸的剔除和核苷酸碱基的各种修饰!致使细胞发

生凋亡
.$/

#

整体实验中对肝纤维化模型大鼠结果显示紫七

软肝片能减少胶原沉积!减轻肝纤维化的症状
.'!(/

#

实验结果显示!乙醇作用肝细胞后!细胞活力降低!形

态学上细胞核出现核分裂,IDb,和蛋白水平 =81/G

Z81/3"bC>

$

<表达明显增高!紫七软肝片兔含药血

清干预后!细胞形态学得到一定的恢复!=81/Z81/3"

bC>

$

<表达也接近正常水平!药物血清能清除

DVR!减少细胞 bC>

$

<表达!抑制炎症因子的释放

和反应!从而减轻细胞的凋亡!这是紫七软肝片防治

肝纤维化的可能机制之一#
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家兔非酒精性脂肪肝血生化指标研究

李明霞!任伯绪!王昌富

摘!要!目的!建立不同程度家兔非酒精性脂肪肝模型!观察非酒精性脂肪肝程度与血生化指标的关系# 方法!选用 3%

只新西兰家兔!随机分为对照组)' l(*和模型组 3 组)每组 ' l(*!采用高脂高糖饲料建立不同程度脂肪肝模型!分别于 F"$"(

周检测家兔血清 LB"LS",RL",UL!并进行病理学检查# 结果!高脂高糖饲料喂养 F 周后可形成轻度的脂肪肝并出现血脂的升

高!随着脂肪肝病变程度的发展!血清 LB水平持续升高# 结论!血生化指标对脂肪肝有一定的诊断价值#

关键词!非酒精性脂肪肝!动物模型!血生化指标!家兔
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