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复方 567 抑制四氯化碳大鼠肝纤维化

模型!、"型胶原 89:; 表达的研究

" 马雪梅! 赵新颜! 阴!宏! 朱跃科! 王宝恩

（首都医科大学附属北京友谊医院肝病中心! 北京! 7<<<=<）

! ! 摘! 要! 目的：观察复方 567 对四氯化碳大鼠肝纤维化模型!、"型胶原 89:; 表达的影响。

方法：实验分为对照组（>< 只）、四氯化碳模型组（>< 只）、复方 567 干预组（>< 只）3 组，实验 5
周，处死大鼠，取肝组织，应用 9" ? @+9 检测肝组织!型胶原、"型胶原表达和病理组织特殊染色。

结果：表明与模型组（ <! 4< A <! <3 、<! 4 A <! <= ）比较，复方 567 组!、"型胶原 89:; 水平分别

为 <! BB A <! <6 、<! B= A <! <= ，差异具有显著性（ " # <! <7 ）。结论：复方中药 567 能够抑制!、

#型胶原的基因水平，减少细胞外基质的沉积，是其抗肝纤维化的作用机理之一。

关键词! 四氯化碳! 肝纤维化! 复方 567! 胶原

! ! 肝纤维化是各种慢性肝病发展为肝硬化的共同病

理基础，其核心为肝内细胞外基质合成与降解比例失

衡，导致细胞外基质在肝脏内过度沉积，最终导致肝

硬化。本研究采用经典的四氯化碳诱导的肝纤维化及

早期肝硬化模型，观察复方 567 对四氯化碳大鼠肝纤

维化模型!、"型胶原 89:; 表达的影响。

7! 材! ! 料

7! 7 ! 实验动物! 选用 C&.’$# 雄性大鼠 6< 只（购自中

国医学科学院动物所，清洁级），体重 7>< ? 7D< 克，

标准配方杆状饲料喂养，自由进水。

7! > ! 试! 剂! 四氯化碳（++*D）、橄榄油购自上海化

学试剂公司。总 9:; 提取试剂盒（"#&E(*）、9:; 酶

抑制 剂 均 为 FGH+I 公 司 产 品。/J/KL 逆 转 录 酶、

DM%:"@、I*&N(（ %"） 7=@#&8-#.、 "$OP:; 聚 合 酶、

@+9 /$#Q-#、琼脂糖均为 @#(8-N$ 公司产品。

7! 3 ! 仪器设备 ! 美国 @R9SG: RK/R9 +R"TU 公司

P:; 扩增仪，H&(J9$% 公司凝胶成像系统（V2$)’&’W
I)-）。

>! 方! 法

>! 7 ! 动物分组! 将 6< 只雄性 C&.’$# 大鼠随机分为正

常对照组 >< 只，病理模型组 >< 只，复方 567 组 >< 只。

>! 7! 7 ! 模型组! 饮用含苯巴比妥钠水（7<<8* 水中

含苯巴比妥钠 3<8N）一周诱导混合功能氧化酶活性。

采用 ++*D：橄榄油（体积比 >X =）混合均匀，><Y避
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光保存备用。首次皮下注射 $#9110$ 油剂 #! : ;0 < %##
克，以后每次皮下注射 $#9 110$ 油剂 #! " ;0 < %##=，

每周两次。每周称重 % 次，根据体重调整 110$ 油剂

用量，共注射 > 周。

"! %! " ! 复方 >’% 干预组! 以同样方式造模，自四氯化

碳皮下注射之日起，即予复方 >’% 灌胃。复方 >’% 由我

研究室自行配制，由丹参、黄芪、鸡血藤等组成，单

味中药购自江阴天江制药公司生产的单味中药浓缩颗

粒剂，用蒸馏水配制成，每毫升溶液含复方 >’% #! &
克。每 %## 克体重灌胃 %;0，每日一次。每周称重一

次，根据体重的变化情况相应增加或减少药物的剂量。

连续 > 周。

"! %! & ! 正常对照组! 正常对照组大鼠给予橄榄油皮

下注射，方法同四氯化碳组。

"! " ! 检测指标! 实验 > 周处死大鼠，留取大鼠血清、

肝组织进行以下检测。

"! "! % ! 肝功能测定采用美国 ?@A5BCD 全自动生化

分 析 仪。检 测 指 标 包 括：E@(、ED(、E@F、 GFG@、

HFG@。

"! "! " ! 以 I( J B1I 方法观察 110$ 大鼠肝纤维化肝

组织!、"型胶原的 ;IKE 表达及复方中药对其的干

预作用。

"! "! & ! 病理组织切片、LM、5*44./ 三重染色。

"! & ! I( J B1I 方法

"! &! % ! 肝组织总 IKE 的提取 ! 采用美国 NGF1? 公

司生产的一步法总 IKE 提取试剂盒，(IGO?@ 试剂。

称取 %##;= 肝组织，加入 %;0 (IGO?@ 试剂充分匀浆，

加入 #! " ;0 氯仿液相分离，取上清。利用异丙醇沉淀

IKE，P:9 乙醇清洗，简 单 干 燥，用 HMB1 水 溶 解

IKE。应用紫外分光光度计测定提取的总 ;IKE 含量

和纯度，?H"’# < "># 值在 %! > Q "! # 之间，表明有效

提取肝组织 IKE。

"! &! " ! 逆转录为 6HKE! 采用 %###0 的逆转录反应体

系，内含 :RS8TT3)（"##0）、+K(B（%;;.0 < @，$#0）、

?0,=. （ +( ） %:B),;3) （ :/= < #0， %#0 ）、 55@UV
（>##C，>C < #0）、IKE 酶抑制剂（ %! ’ C < #0，$#0）、

IKE 量 为 >#=（ #! #> #= < #0），$"W 反 应 % 小 时，

X"W加热 : 分钟，灭活逆转录酶。

"! &! & ! 扩增半定量多聚酶链反应! 引物由我中心设

计，六合通公司合成，详见表 %。反应体系为 :##0，
包括目的基因片段引物一对、内对照 NEBHL 一对

（ 各 %#;.0 < @）、+K(B（ #! $ ;;.0 < @）、(*= 酶 （ #!
#& C < @）、氯化镁 " ;;.0 < @、%#RF8TT3):#0、6HKE:#0
HMB1 水 %$! X: #0 等。反应条件：X$W 变性 " 分钟，

X$W变性 &# 秒，::W退火 &# 秒，P"W延伸 &# 秒，&#
个循环，P"W后延伸 ’ 分钟。

表 %! 引物序列表

引! 物 序! ! ! ! ! ! 列 长度（SY）

1?@ J G 上游 :Z J NN( ((N NEN ENE N1E (NE 11 J &Z（&X$% J &X’#） :%$
下游 :Z J ((( NNN NEE E(( NEN ((( NN J&Z（$$:$ J $$&:）

1?@ J GGG 上游 :Z J E(N NNN NEE E(( NEN ((( N1 J &Z（&X$% J &X’#） $":
下游 :Z J (NN NN( ((1 ENE NEN ((( NN J&Z（$$:$ J $$&:）

NEBHL 上游 :Z J NEN NE1 1EN N(( N(1 (11 (N J &Z（>:’ J >P:） &##
下游 :Z J NNE (NN EE( (N( NEN NNE NE J&Z（%%:: J %%&’）

NEBHL 上游 :Z J 111 ((1 E(( NE1 1(1 EE1 (E1 E(N N J&Z（%P: J %XP） "#X
下游 :Z J 1E( NN( NN( NEE NE1 N11 EN J&Z

"! &! $ ! 扩增产物的定量分析! %! " 9 琼脂糖凝胶电

泳，凝胶成像系统进行定量分析和照相，以目的基因

条带光密度值与内对照 NEBHL 条带光密度值的比表

示目的基因相对表达量。

&! 实验结果

&! % ! 血清生化指标的变化

与正 常 对 照 组 比 较，模 型 组 血 清 ED(、E@(、

HFG@、GFG@、E@F 明显升高，复方 >’% 治疗组上述指

标明显降低，见表 "。
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表 5! 血清生化指标的变化

67" 68" 9:;8 ;:;8 68:

正常组 5<3= 4 > ??= @ ?5= 4 > 5A= B <= <5 > <= <<C <= <3 > <= <4 A= 4 > <= 4
模型组 ! 43@@ > 53<= 3&& B43= 4 > 553= A&& <= B > <= A&& <= B > <= A&& 5= < > <= 3&

CB4 组 ! 3C5= < > 53D= A!! 53C= D > 44<= 4!! <= 5 > <= 4!! <= A > <= 4!! 5= 3 > <= A!

! ! ! 注：与正常组比较，&&! " <# <4 ；与正常组比较，&! " <# <? ；与模型组比较，!!! " <# <4 。与模型组比较，!! " <# <? 。

A# 5 ! 肝组织!、"型胶原 EFG6 表达水平比较

与正常对照组比较，模型组!、"型胶原 EFG6
表达水平明显增加（ ! " <# <4 ），复方 CB4 能显著降

低肝组织!、"型胶原 EFG6 表达（ ! " <# <4 ），见

表 A、图 4 H 5。

表 A! 肝组织!、"的 EFG6 表达水平的变化

!型 "型

正常组 <= B5 > <= <B <= ?C > <= <A
模型组 <= D > <= <A&& <= D< > <= <?&&

CB4 组 <= @@ > <= <B!! <= @? > <= <?!!

! 注：&&与正常组比较，I J <= <4；!!与模型组比较，I J <= <4。

! ! !
泳道 4：9G6 /$#K-#，泳道 5：正常组，泳道 A：模型组，泳道

3：复方 CB4 组，

图 4! !型胶原 EFG6 表达水平

! ! !

泳道 4：9G6 /$#K-#，泳道 5：正常组，泳道 A：模型组，泳道

3：复方 CB4 组，

图 5! "型胶原 EFG6 表达水平

A# A ! 肝脏 LM、/$..() 染色! LM、/$..() 染色，模

型组表现为肝小叶失去正常结构，肝板排列紊乱，均

呈现小结节性肝硬化，假小叶边缘带肝细胞明显肿胀

变性（可能与四氯化碳引起的过氧化损伤有关）；复

方中药 CB4 以单纯脂肪变性（大泡脂变） 为主，纤维

组织增生不明显。

3! 讨! ! 论

目前，大量研究表明，肝纤维化甚至肝硬化是动

态的、双向的、发展的过程，即除细胞外基质合成

（胶原蛋白包括!、"、#、$、%型） 外，这一病

理过程还包括细胞外基质的降解［4］。肝纤维化及肝硬

化的发生是由于以上平衡被打破，最终形成胶原的净

沉积所致。

四氯化碳在混合功能氧化酶作用下转变为自由基

N++*A，使细胞膜磷脂不饱和脂肪酸氧化而引起脂质的

过氧化，且可与巯基蛋白反应造成肝细胞膜损伤。损

伤因子持续存在，损伤———修复不断进行，导致纤维

化进展。四氯化碳诱导的肝纤维化模型，在损伤因子

停止攻击后，纤维化可以自发逆转［5］。

复方 CB4 是治疗肝纤维化的有效药物［4，A］，本研

究应用经典的四氯化碳肝纤维化模型研究表明，复

方中药 CB4 能够抑制!、"型胶原的基因水平，减

少细胞外基质的沉积，是其抗肝纤维化的作用机理

之一。
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