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"摘要#

!

目的
!

观察葛黄颗粒含药血清对乙醇诱导的
8.%1

肝细胞损伤的保护作用并探讨其分子机制$

方法
!

将
ZV

大鼠分
'

组(空白对照组%葛黄颗粒组"

'&$

G

)

$%%

G

Q$

)

!

Q$

#%美他多辛组"

%&$

G

)

$%%

G

Q$

)

!

Q$

#!每组
1%

只!每日灌胃给药
1

次!连续给药
9!

后!取血制备含药血清$构建
'̂

乙醇干预
10H

诱导的体外

肝细胞损伤模型$

8.%1

肝细胞分为
)

组!包括正常组%模型组%葛黄颗粒高%中%低剂量组及阳性对照组!

8.%1

肝细胞接种培养
10H

后!正常组加入含
$%̂

正常大鼠血清的培养基!模型组在正常组基础上同时加入
'̂

乙

醇!葛黄颗粒高%中%低剂量组则加入
'̂

乙醇及不同体积比的葛黄颗粒含药血清!阳性对照组加入
'̂

乙醇和

美他多辛含药血清!干预
10H

后!收集上清液及
8.%1

肝细胞$采用全自动生化分析仪检测上清液天门冬氨酸

氨基转移酶"

4ZC

#%乳酸脱氢酶"

8VW

#!流式细胞仪检测细胞凋亡!反转录
.

聚合酶链反应"

2C.;72

#检测
5D+

%

5D+8

%

JD+

I

D+>'

%

JD+

I

D+>/<234

的表达$结果
!

在模型组中!细胞上清液
4ZC

%

8VW

的水平!

8.%1

细胞的凋

亡率及
5D+

%

5D+8

%

JD+

I

D+>'

%

JD+

I

D+>/<234

的表达水平均较正常组明显增高"

!

$

%&%9

#!经相应干预后!上述

各项检测指标在葛黄颗粒中%高剂量组和阳性对照组中的表达水平均显著下降"

!

$

%&%9

#&中剂量组和阳性对

照组比较差异有统计学意义"

!

$

%&%9

#!高剂量组和阳性对照组比较差异无统计学意义"

!

%

%&%9

#$结论
!

葛

黄颗粒含药血清可降低细胞上清液中
4ZC

%

8VW

的水平!下调
5D+

%

5D+8

%

JD+

I

D+>'

%

JD+

I

D+>/<234

的表达!

减少凋亡率!对酒精性肝病的保护作用可能与抑制细胞凋亡有关$
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酒精性肝病$

48V

%是我国常见的肝脏疾病之一#

是长期大量饮酒所导致的一类疾病#严重危害人民身

体健康)近年来
48V

发病率越来越高)肝细胞凋亡

在各种肝脏疾病中常常出现#其中
5D+

"

5D+

配体$

5D+

8#

G

D,!

#

5D+8

%通路是当前最重要的一条主导途径#发

挥十分关键的作用)许多资料表明#在非酒精性脂肪

性肝病的发展中
5D+

"

5D+8

途径有着极其重要的影

响#然而其在酒精性肝损伤的进程中所具有的影响和

机制尚未阐明 &

$.'

'

)目前
48V

的治疗方法及药物较

少#研发治疗
48V

的新药是亟待解决的问题)本研

究采用的实验模型是乙醇诱导的
8.%1

肝细胞损伤模

型#研究中应用葛黄颗粒含药血清来进行系列干预#

并研究和分析
5D+

"

5D+8

系统及其相关基因表达的情

况#以期发现葛黄颗粒防治
48V

的分子机制)

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

实验动物与细胞系
!

健康雄性
ZV

大鼠共
)%

只#质量
$/%

"

11%

G

#由西南医科大学实验动物中心

提供)人正常肝细胞
8.%1

#由西南医科大学附属中医

医院中西医结合研究中心提供)

C&C&D

!

药物
!

葛黄颗粒药物构成!葛花*柴胡*赶黄

草*虎杖*丹参*枳蓂子等)将原生药制作成深褐色流

浸膏以利于灌胃#

1

G

原生药可制作成
$<8

流浸膏)

由西南医科大学附属中医医院制剂室提供)生产批

号
1%$9%9%0

)美他多辛片#由山东齐都药业有限公司

生产#规格每片
%&9

G

)生产批号
$0%1%%1

)

C&C&E

!

试剂
!

2;Y].$)0%

购自美国
W

M

JB",>

公司(

776/

购自同仁化学研究所(天门冬氨酸氨基转移酶

$

4ZC

%*乳酸脱氢酶$

8VW

%及细胞凋亡试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所(反转录试剂盒$

2>F>@?C@D

4J>

:

;722C YD+?>@Y#N

%购自日本
C"O"

M

"

公司)

5D+

引物!上游
9S.4C44T777CTC77C774TTC.

'S

#下 游
9S.TCCT7CTTCT4TCTCT74CCC.'S

(

5D+8

引物!上游
9S.4T4T4TTT4477474T74.

74.'S

#下游
9S.CT774T7C77CC7CTC4TTC.'S

(

JD+

I

D+>/

引 物!上游
9S.C7CTCT777444C744.

744T.'S

#下游
9S.T7C7CC7444TTC7TCTTC7.

'S

(

JD+

I

D+>'

引 物!上 游
9S.444CTT477CTCC.

T477CT4.'S

#下 游
9S.747444T7T47CTT4C.

T447.'S

(内参
$/Z

!上游
9S.TC44777TCCT447.

7774CC.'S

#下 游
9S. 774C7744C7TTC4T.

C4T7T.'S

)

C&D

!

方法

C&D&C

!

葛黄颗粒含药血清的制备
!

雄性
ZV

大鼠
)%

只$

$/%

"

11%

G

%#喂养
$

周后#分为空白对照组*葛黄

颗粒组及美他多辛组#

'

组各
1%

只#均给予一般饲料

喂养)含药血清制备给药剂量参照-动物与人体的每

千克体重剂量折算系数表.及李仪奎&

0

'提出的相关理

论#最终用药剂量为葛黄颗粒组$

'&$

G

/

$%%

G

Q$

/

!

Q$

%*美他多辛组$

%&$

G

/

$%%

G

Q$

/

!

Q$

%*空白对照

组$等体积蒸馏水%#每天早*晚灌胃给药各
$

次#连续

灌胃
9!

)最后一次灌胃前禁食
$1H

#但不禁水#在最

后一次灌胃给药
$H

后#采用
1̂

戊巴比妥钠$

%&'<8

/

$%%

G

Q$

%腹腔注射麻醉#腹主动脉取血#离心转速

'%%%@

"

<#,

#离心
$%<#,

后将上层血清吸取出来#同

组血清合并归放#将收集的血清放置于
9)a

恒温水

浴箱中灭活
'%<#,

#过滤除菌#

Q1%a

保存备用)

C&D&D

!

细胞培养
!

将
8.%1

肝细胞培养在含
$%̂

胎

牛血清的
2;Y].$)0%

培养液中#在
'-a

*

9̂ 7X

1

*

湿度
(9̂

的培养箱中培养)

C&D&E

!

乙醇作用浓度的确定
!

通过参考文献&

9

'#将

8.%1

肝细胞以每毫升
$̀ $%

9 个接种于
()

孔板#待细

胞贴壁后#更换培养液为
$%̂

胎牛血清和含不同浓度

$

%

*

%&9̂

*

$&%̂

*

$&9̂

*

1&%̂

*

1&9̂

*

'&%̂

*

9&%̂

%

乙醇的培养液#将不含乙醇组设为对照组)于
)

*

$1

*

10H

后#分别将
()

孔板中的培养基全部吸出#然后在

99)1
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年
-
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0-
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期



()

孔板中加入浓度为
$%̂ 776./

的不含胎牛血清

的培养基后#再分别于
'%<#,

*

$

*

1

*

0H

不同时间段#

将酶标仪数值设定在
09%,<

处检测各孔的吸光值#

然后计算
8.%1

肝细胞活力)每个小组设置
9

个复

孔)最后根据
8.%1

肝细胞的活力选择出最合适的乙

醇浓度)

C&D&F

!

造模时间的确定
!

用含
%

*

%&9̂

*

$&%̂

*

$&9̂

*

1&%̂

*

1&9̂

*

'&%̂

*

9&%̂

不同浓度的乙醇作

用于
8.%1

肝细胞#再分别于
)

*

$1

*

10H

不同时间点收

集
8.%1

肝细胞上清液#最后用于测定
4ZC

*

8VW

水

平)根据
4ZC

*

8VW

水平的高低#同时结合
8.%1

肝

细胞活力最终确定细胞造模的最佳时间)

C&D&G

!

细胞模型的建立和分组
!

用含
$%̂

胎牛血清

的
2;Y].$)0%

培养液将
8.%1

肝细胞配制成每毫升
1

$̀%

9 个的细胞悬液#并将其接种于
)

孔板中培养#待

细胞贴壁生长后分为
)

组#正常组*模型组*葛黄颗粒

低*中*高剂量组*阳性对照组#正常组加入
$%̂

正常

大鼠血清#模型组在上述基础上加入
'̂

乙醇#葛黄颗

粒低*中*高剂量组分别加入
'̂

乙醇*不同浓度

$

$&19̂

*

1&9̂

*

9̂

%葛黄颗粒含药血清及$

/&-9̂

*

-&9̂

*

9&%̂

%正常大鼠血清#阳性对照组则加入
'̂

乙醇*

9̂

美他多辛含药血清及
9̂

正常大鼠血清)然

后再培养
10H

后#将
8.%1

肝细胞及上清液收集用于

后续指标检测)

C&D&H

!

观察指标及方法
!

采用日本
XB

M

<

I

L+

公司

4U1-%%

全自动生化分析仪检测细胞上清液
4ZC

*

8VW

水平)流式细胞仪检测细胞凋亡#使用反转录

聚合酶链反应$

2C.;72

%法检测
5D+

*

5D+8

*

JD+

I

D+>'

*

JD+

I

D+>/<234

的表达)

C&E

!

统计学处理
!

运用
Z;ZZ$-&%

统计软件将计量

资料进行数据统计分析#数据采用
Gb@

表示)检验

水准
(

c%&%9

#以
!

$

%&%9

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

乙醇作用浓度的确定
!

当乙醇浓度为
'&%̂

时#

各时间点的细胞活力均大于
-9̂

$

!

$

%&%9

%#镜下观

察肝细胞体积稍增大#悬浮的细胞较对照组增多)见

表
$

)

D&D

!

乙醇作用时间的确定
!

当乙醇浓度为
'&%̂

时#

作用时间为
10H

时
4ZC

*

8VW

水平最高$

!

$

%&%9

%)

见表
1

)

D&E

!

乙醇诱导
8.%1

肝细胞损伤模型的建立
!

模型

组镜下显示#用含浓度为
'&%̂

乙醇的培养液培养
8.

%1

肝细胞
10H

后#其
8.%1

肝细胞体积变大#悬浮未

贴壁的细胞与正常组相比增多)见图
$

)

D&F

!

各组细胞上清液
4ZC

*

8VW

水平的比较
!

模型

组的
4ZC

*

8VW

水平均较正常组显著增加#且差异有

统计学意义$

!

$

%&%9

%)与模型组相比#高*中*低剂

量组的
4ZC

*

8VW

水平均有不同程度的下降#且随着

剂量越高#下降幅度越大)中*高剂量组与模型组比

较差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%#阳性对照组
4ZC

*

8VW

水平较模型组更低$

!

$

%&%9

%)阳性对照组和

中剂量组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%#阳性对

照组和高剂量组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%9

%)

见表
'

)

表
$

!!

不同浓度乙醇对
8.%1

肝细胞
)

'

$1

'

10H776/

!!!

检测结果的影响 $

Gb@

)

0c9

%

乙醇浓度$

^

%

)H

细胞活力$

^

%

$1H

细胞活力$

^

%

10H

细胞活力$

^

%

% $%% $%% $%%

%&9 $$(&19b'&11 $$9&/)b0&%/ $$1&/9b%&'$

$&% $$0&0(b'&)( $$-&''b0&0/ $$1&$$b$&-9

$&9 $$1&)1b1&-/ $%/&0'b9&%' (-&'1b9&'/

1&% $%-&09b'&)0 $%(&9/b'&-% /-&/0b0&11

1&9 $%%&9$b1&-( (9&'%b'&)0 /9&-)b1&%9

'&% /1&%'b)&%) -(&0/b$&%% -9&/(b1&$)

9&% -)&$0b'&0$ -'&9$b9&)- )$&9(b-&/$

表
1

!!

不同浓度乙醇作用于
8.%1

肝细胞
)

'

$1

'

10H

后
4ZC

'

8VW

水平$

Gb@

)

U

(

8

)

0c0

%

乙醇浓度

$

^

%

)H

8VW 4ZC

$1H

8VW 4ZC

10H

8VW 4ZC

% $'$&'%b$&/9 /&9%b$&%% $''&''b%&(' /&9%b%&9/ $'0&09b'&$/ /&%%b%&/1

%&9 $''&0/b'&'0 /&19b%&9% $'0&'/b1&)( /&19b%&9% $'$&)/b1&(9 (&%%b%&/1

$&% $''&09b$&/( /&19b%&() $'9&-9b1&1/ /&19b%&() $'0&$'b$&%9 (&%%b%&/1

$&9 $'9&)/b%&)1

D

/&-9b%&() $'9&)/b$&') /&-9b%&9% $'-&$/b$&)0 /&-9b%&()

1&% $')&/'b$&(1

D

/&9%b%&9/ $'9&9'b1&1% (&19b%&9% $'-&%/b%&/) (&-9b%&()

1&9 $'/&$9b$&%/

D

(&19b%&9% $'/&99b$&90

D

(&%%b%&/1 $)/&-%b$$&9'

D

$'&%%b$&)'

D

'&% $'/&%/b$&$9

D

(&19b$&1) $0$&-'b$&)1

D

(&19b%&() 11-&9'b/&91

D

11&19b$&-%

D

9&% $01&$%b$&()

D

(&9%b%&// $0%&9%b$&'(

D

(&-9b%&()

D

$((&$9b'&9-

D

1$&9%b$&-'

D

!!

D

!

!

$

%&%9

#与乙醇浓度
%̂

比较
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!!

4

!正常组(

[

!模型组

图
$

!!

乙醇诱导的肝细胞损伤模型$

0̀%%

%

表
'

!!

各组细胞上清液
4ZC

'

8VW

水平的

!!!

比较$

Gb@

)

0c0

)

U

(

8

%

组别
8VW 4ZC

正常组
$'0&-9b'&0% $1&9%b$&1(

模型组
1'0&%%b1&$)

D

19&-9b$&1)

D

低剂量组
11(&9%b$&1(

A

10&9%b%&9/

A

中剂量组
1%9&9%b0&1%

J!

1%&-9b%&()

J!

高剂量组
$(%&-9b1&((

J>

$9&-9b$&1)

J>

阳性对照组
$/(&%%b'&)9

J

$9&19b$&1)

J

!!

D

!

!

$

%&%9

#与正常组比较(

A

!

!

%

%&%9

#

J

!

!

$

%&%9

#与模型组比

较(

!

!

!

$

%&%9

#

>

!

!

%

%&%9

#与阳性对照组比较

D&G

!

8.%1

肝细胞凋亡的比较
!

从肝细胞凋亡率分

析#与正常组比较#模型组
8.%1

肝细胞凋亡率明显升

高#且差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)阳性对照组和

模型组相比#均明显降低#且差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)中*高剂量组*阳性对照组
8.%1

肝细胞凋亡

率和模型组相比明显下降$

!

$

%&%9

%)阳性对照组和

中剂量组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%#阳性对

照组与高剂量组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%9

%)

见图
1

)

D&H

!

各组
8.%1

肝细胞的
5D+

*

5D+8

*

JD+

I

D+>'

*

JD+

I

D+>/

<234

表达 水平 的比 较
!

模型组中
5D+

*

5D+8

*

JD+

I

D+>'

*

JD+

I

D+>/<234

表达水平和正常组相比#

以上指标均明显升高$

!

$

%&%9

%)阳性对照组和模型

组相比#上述指标均明显降低#且差异有统计学意义

$

!

$

%&%9

%(高*中*低剂量组上述指标均下降#且随剂

量的高低不同呈现出正相关#中*高剂量组和模型组

比较差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)阳性对照组和中

剂量组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%#阳性对照

组和高剂量组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%9

%)见

表
0

)

图
1

!!

流式细胞检测各组
8.%1

肝细胞凋亡

表
0

!!

各组细胞的
5D+

'

5D+8

'

JD+

I

D+>'

'

JD+

I

D+>/<234

相对表达水平的比较$

Gb@

)

0c0

%

组别
5D+<234 5D+8<234 JD+

I

D+>'<234 JD+

I

D+>/<234

正常组
$&%'b%&1( $&%$b%&$$ $&%$b%&$0 $&%1b%&$(

模型组
1&%-b%&$%

D

$&('b%&$)

D

$&((b%&'/

D

$&/(b%&$1

D

低剂量组
$&(9b%&%0

A

$&-(b%&%'

A

$&/-b%&%/

A

$&-)b%&$'

A

中剂量组
$&-1b%&%)

J!

$&0%b%&%0

J!

$&)'b%&%9

J!

$&')b%&%)

J!

高剂量组
$&9%b%&%0

J>

$&$/b%&%(

J>

$&'1b%&%)

J>

$&1%b%&%'

J>

阳性对照组
$&00b%&%0

J

$&11b%&%-

J

$&1(b%&%9

J

$&$(b%&%9

J>

!!

D

!

!

$

%&%9

#与正常组比较(

A

!

!

%

%&%9

#

J

!

!

$

%&%9

#与模型组比较(

!

!

!

$

%&%9

#

>

!

!

%

%&%9

#与阳性对照组比较
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E

!

讨
!!

论

!!

48V

是因长期大量饮酒所引起的肝脏损害的一

系列疾病)随着我国酒文化的快速发展#使
48V

患

者数量逐渐的上升#但是当前还缺乏较好的治疗手

段#且
48V

发病机制仍不明确)较多研究者认为

48V

的发生可能与肝细胞凋亡有关)肝细胞凋亡是

引起各种肝脏疾病及肝脏损伤的非常关键的环节#所

以有效降低其凋亡发生率将有可能成为一种防治肝

脏疾病的重要方法&

)

'

)许多研究表明#细胞内及细胞

外凋亡途径是引发细胞凋亡的最主要的信号转导途

径&

-

'

)

3R;48

等&

/

'研究发现
5D+

"

5D+8

系统通路是

细胞外凋亡途径中引起肝细胞凋亡最关键的一环#虽

然
5D+

"

5D+8

通路是细胞外凋亡途径#然而可以同时

通过细胞内外途径激活效应分子
JD+

I

D+>.'

#

JD+

I

D+>.'

又能激活下游的相关基因而导致细胞凋亡的发生)

美他多辛片是现在临床治疗
48V

的主要药物#但是

具有很多的不良反应#并且价格较高#所以急需研发

出治疗该病的其他药物)中药与西药相比价格低廉#

不良反应少#可多途径*多靶点对机体各方面起到疗

效#大量研究表明中医药在治疗
48V

方面具有显著

的效果&

(.$%

'

)大部分医家学者认为
48V

的基本病机

为肝胆不畅#以致疏泄失常)本病多因酒食无制#内

损脾胃#脾胃失于运化水湿#湿浊积聚#蕴而化热#以

致湿热内蕴#郁于肝胆#肝胆失于疏泄#气机内阻#继

而血瘀内停#从而导致以肝脏损伤#同时波及其他多

脏腑)葛黄颗粒是西南医科大学附属中医医院全国

名老中医孙同郊教授在其长时间治疗
48V

的经验之

中整理归纳的经验方+葛黄解酒方,#主要有葛花*柴

胡*赶黄草*虎杖*丹参*枳蓂子等#主要功效为醒酒解

毒*清热利湿*健脾疏肝)本方就是依据上述的基本

病机化裁而来#在临床实际运用当中效果显著)前期

动物实验已证实葛黄颗粒对
48V

的防治作用&

$$

'

)本

研究是基于细胞层面对其防治
48V

进一步探究#这

对完善其治疗依据有极为关键的作用)

本实验参考大量相关文献研究#同时结合
776/

检测的
8.%1

肝细胞活力结果及不同时间段上清液

4ZC

*

8VW

水平#最终成功建立
'̂

乙醇干预
10H

诱

导的体外肝细胞损伤模型)$

$

%当细胞损伤*凋亡或

死亡时#会引起细胞膜结构的完整性受到破坏#从而

造成细胞质内的
4ZC

*

8VW

进入到细胞外&

$1

'

)本实

验结果提示葛黄颗粒含药血清具有保肝降酶的功效#

且该功效和含药血清的体积比呈现正相关)$

1

%长时

间摄入酒精#会促进肝脏*胃黏膜等细胞出现凋亡#并

且在酒精性肝损伤发生发展的全过程之中#始终有肝

细胞凋亡的存在&

$'

'

)本实验结果表明葛黄颗粒含药

血清能有效地降低肝细胞凋亡率#且降低肝细胞凋亡

率与含药血清的体积比呈正相关)$

'

%很多研究表

明#在凋亡途径之中#死亡受体途径是一个极其关键

的途径#是指配体与死亡受体结合之后造成的凋亡#

而主要的配体有
5D+8

等)

5D+

和配体
5D+8

结合后#

激活下游的效应分子
JD+

I

D+>/

*

JD+

I

D+>'

#引发逐级活

化#最终导致细胞凋亡)本研究表明葛黄颗粒含药血

清可以减少
8.%1

肝细胞凋亡#其主要的机制或许是

抑制
5D+

"

5D+8

途径和其下游效应因子相关)

综上所述#葛黄颗粒含药血清能够抑制
5D+

"

5D+8

途径及其下游效应因子的活化#发挥防治
48V

的作用)因此#通过抑制
5D+

"

5D+8

途径及其下游效

应因子的活化或许是葛黄颗粒治疗
48V

的重要机制

之一)
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