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复方中药’-(对大鼠肝星状细胞系一氧化氮合酶
表达及其活性的影响!

丁惠国( 王宝恩)" 尚宏伟, 王兴翠, 唐素珍) 贾继东) 赵春惠(

内容提要 目的：研究复方中药’-(对大鼠肝星状细胞系（./012-）一氧化氮合酶（!3/）表达及其酶活

性的影响，并探讨该药预防、治疗早期门脉高压的可行性。方法：细胞密度为(4(*%／56的./012-接种于
细胞培养皿中，$%73)，%703)，,89，培养)&:进行以下分组实验，每组重复-皿，继续培养)&:。(组：

./012-空白对照组；)组：./012-加复方中药’-(（)5;／56）；,组：./012-加复方中药’-(（&5;／56）；&组：

./012-加复方中药’-(（’5;／56）；%组：./012-加复方中药’-(（&5;／56）加<1硝基精氨酸甲酯（<1!=>?，

&5;／56）。采用化学比色法测定!3/活性，采用硝酸还原酶法测定培养液一氧化氮（!3）水平。&7多聚甲
醛固定细胞):，采用免疫细胞化学法观察./012-诱导型一氧化氮合酶（@!3/）表达。结果：复方中药’-(
能增加./012-!3/活性（!#*+*(），上清液!3水平也平行增加（!#*+*(），<1!=>?不能抑制复方中药

’-(刺激的./012-合成、分泌!3增加（!$*+*%）。免疫细胞化学研究发现，活化的./012-细胞浆有@!1
3/表达，复方中药’-(能增加./012-@!3/表达。结论：活化./012-@!3/表达阳性，与自分泌!3有关；
复方中药’-(能明显增加./012-@!3/表达及其酶活性，!3合成、分泌增加。复方中药’-(可能通过增加
肝星状细胞分泌!3途径，抑制肝星状细胞的收缩，从而降低肝窦阻力。因此，复方中药’-(在预防、治疗早
期门脉高压中可能具有重要作用。

关键词 复方中药’-( 肝星状细胞 一氧化氮合酶 门脉高压
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肝星状细胞在肝纤维化、门脉高压症的发生、发展

中具有重要作用（;）。研究证明，一氧化氮（!"）能调节
肝星状细胞的收缩、舒张功能，降低肝窦阻力。因此，

本研究观察复方中药9:;对大鼠肝星状细胞系（=>?@
A:）一氧化氮合酶（!">）表达及其酶活性的影响，探
讨复方中药9:;预防、治疗早期门脉高压的可行性。

材料与方法

; =>?@A:的复苏、培养及实验分组 =>?@A:
（美国加利福尼亚旧金山总医院肝病研究中心B*,)1@
4%-教授惠赠），为>CDE转染>F大鼠肝星状细胞。
细胞于GHI快速复苏，以含;EJ小牛血清的FKLK
（M,N?"NO?公司）制备为;P;EQ个／4’=>?@A:单
细胞悬液，接种于GQ44细胞培养皿（皿内先放置

RE44PRE44的盖玻片）中，培养基总体积为R4’。
在SQJ"R，QJ?"R，GHI条件下，=>?@A:于AL@=LO
?"R培养箱（德国）内培养RD+，细胞完全贴壁后进行
以下分组实验，每组重复:个培养皿。;组：=>?@A:
空白对照；R组：=>?@A:加复方中药9:;（终浓度R46／

4’）；G组：=>?@A:加复方中药9:;（终浓度D46／4’）；

D组：=>?@A:加复方中药9:;（终浓度946／4’）；Q组：

=>?@A:加复方中药9:;（终浓度D46／4’）加T@硝基精
氨酸甲酯（T@!UKL，终浓度D46／4’）。
细胞继续培养RD+，取培养上清液;4’，分别做

!"水平、!">活性测定。VN>缓冲液清洗细胞片G
次，DJ多聚甲醛固定制作细胞片，进行诱导型一氧化
氮合酶（,!">）水平免疫细胞化学研究。复方中药9:;
由丹参、黄芪、鸡血藤、香附、陈皮等;E味中药组成，委
托江阴天江制药厂加工制备为颗粒剂（R:6相当于;
付复方中药9:;汤剂）。颗粒剂用FKLK 溶解，经

EWDQ!4一次性滤器过滤，高压待用（/=HWE）。

R 培养上清液!"水平测定 采用硝酸还原酶
法，试剂盒购自深圳晶美生物有限公司，按说明书操

作。

G 培养上清液!">活性测定 采用化学比色
法，试剂盒购自北京邦定生物公司，按说明书操作。

D =>?@A:,!">表达 采用免疫细胞化学方法。

DJ多聚甲醛固定细胞R+，制作细胞片，VN>缓冲液清
洗细胞片G次，GJ=R"R孵育Q4,-，;XQE,!">单克降
抗体（>%-&%?*0YN,$&).+-$’$63产品）DI过夜，VN>缓

冲液清洗G次，通用型二抗体Z6M@=OV多聚体（二步
法，工作液，北京中山公司）室温;Q4,-，VN>缓冲液清
洗，FUN显色，蒸馏水清洗、吹干，甘油封片，光学显微
镜观察，采用半定量方法记录结果。

Q 统计学方法 采用>V>>:WE统计软件进行单
因素方差分析、秩和检验。

结 果

; 各组培养上清液!">活性及!"水平测定结
果比较 见表;。=>?@A:能自分泌!"，复方中药

9:;能明显增加=>?@A:!">活性及!"合成（!!
EWE;），具有剂量依赖性；T@!UKL不能抑制复方中药

9:;刺激的=>?@A:合成、分泌!"增加（!"EWEQ）。
表! 各组培养上清液!">活性及!"
水平测定结果 （#"[#）

组别 $ !">活性（0／4’） !"（!4$’／T）

; : ;WH[EW; Q:W;[DW9
R : RWQ[EWG$ SEWH[DW:$

G : GWQ[EWD$% SSWH[DW;$%

D : GWH[EWS$% ;ESWE[RWH$%

Q : GW;[EWR$% ;EGWS[R;WE$%

注：与;组比较，$!!EWE;；与R组比较，%!!EWE;

R =>?@A:,!">免疫化学染色结果
免疫细胞化学研究发现，=>?@A:细胞浆,!">表

达阳性呈棕黄色。;组阳性细胞少，细胞浆棕黄色浅；
复方中药9:;能增加=>?@A:,!">表达，阳性细胞明
显增加，细胞浆棕黄，色深。

讨 论

!"是!">在辅酶"、四氢生物蝶呤条件下，以T@
精氨酸为底物合成的一种高活性氧自由基。在调节血

管局部张力中，!"是一个重要的舒血管活性介质（;）。
正常情况下，肝窦内皮细胞合成、分泌!"及内皮素
（LA），两者处于生理性平衡状态，在调节肝脏微循环中
具有重要作用；当肝脏损伤时，肝窦内皮细胞合成!"、

LA@;减少（R，G），但是活化肝星状细胞合成分泌!"、LA@;
可能增加。目前研究证明（R，D#:），!"、LA@;的生理性平
衡被破坏，在肝脏微循环障碍及肝硬化门脉高压的发生

发展中具有重要意义，LA@;与!"是调节肝星状细胞
舒缩、影响肝窦血流量及肝内阻力的主要因素。当肝脏

损伤时，肝星状细胞在内毒素及细胞因子（A!B@$、ZB!@%
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等）刺激下，激活!"#$产生大量"#。"#通过鸟氨酸
环化酶途径引起细胞内%&’(增加，细胞内)*+,降低，
导致细胞舒张。研究还发现（-），内源性"#阻断./01
引起的传代培养肝星状细胞收缩。局部"#水平增加
可使肝星状细胞膜./受体表达减少，从而抑制了./01
对肝星状细胞的收缩作用。有学者（2）应用3%"#$45"6
基因敲出小鼠导致"#合成减少，结果也发现肝星状细
胞./6受体表达增加；同时，./对肝星状细胞的收缩
作用增强。因此认为，"#还能调节肝星状细胞表达

./6受体。$734*897等
（:，;）研究还发现，正常肝脏灌注

时，"#$抑制剂———<0""6（"!0"!8=>0<06=?!@!@3）通过
抑制肝窦内皮细胞合成"#，使门脉压力增加；然而，另
一种 "#$抑制剂———<0"6’.（"!0"!8=>0<06=?!@!@3
’38ABC.983=）未发现相同的结果。因此认为，<0"6’.
可能不抑制肝窦内皮细胞合成"#；于是提出肝脏局部
一氧化碳（)#）可能调控肝星状细胞舒缩，其作用途径
是)#调控"#介导的细胞内%&’(增加，细胞内)*+,

降低，细胞舒张。本研究也发现，<0"6’.不能抑制复
方中药;D1刺激的肝星状细胞合成、分泌"#增加，其
原因值得进一步研究。由此可见，肝脏微循环的调节因

素十分复杂，目前仍不完全清楚。活化的肝星状细胞还

表达生长抑素受体（$$/51E:），生长抑素能抑制./对
肝星状细胞的收缩作用，其机理仍不完全清楚。肝星状

细胞膜还存在(物质、FG(等其他多种血管活性介质的
受体（H）。因此，活化的肝星状细胞膜表达多种血管活性

物质受体及自分泌"#等血管活性介质特性，为临床预
防与治疗门脉高压症提供了新的途径。

本研究发现，I$)0/D细胞系能表达!"#$，可能与
自分泌"#有关，与其他学者的结论基本一致（+，-）。复
方中药;D1具有活血化瘀等之功效。王宝恩教授等经
动物及临床研究证明，复方中药;D1具有明显的抗肝
纤维化作用。本研究证明：复方中药;D1能明显增加

I$)0/D!"#$表达及其酶活性，培养上清液"#水平
增加，而且呈剂量依赖性。提示复方中药;D1能使肝

星状细胞合成、分泌"#增加；局部"#增加可能减少
肝星状细胞膜./受体表达，从而抑制了./对肝星
状细胞的收缩作用。从本研究结果推论，复方中药

;D1可能通过增加肝星状细胞分泌"#途径，抑制肝
星状细胞的收缩，从而降低肝窦阻力。因此，复方中药

;D1在预防、治疗早期门脉高压中可能具有重要作用，
值得进一步研究。
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第十三次全国中西医结合消化系统疾病学术交流会征文通知

中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会拟于+XX+年H月在浙江省杭州市召开第十三次全国中西医结合消化系统疾病
学术交流会，现将会议征文有关事宜通知如下。

1 征文内容 （1）中西医结合防治I(相关性疾病、胃肠运动功能紊乱性疾病、慢性肝炎的进展、临床经验、研究成就等。（+）
脾胃学说及脾虚证研究进展。

+ 征文要求 （1）全文及摘要（;XX字以内）各1份，摘要应包括目的、方法、结果、结论-部分。注明作者姓名、单位、通讯地址
及邮编。（+）来稿须打印，手写须字迹清楚，用字规范。请自留底稿。（:）截稿日期：+XX+年D月:X日。（-）论文寄至：1XXX1X北京
市东城区美术馆后街+:号北京市中医研究所 郭培元收。联系电话：X1X—;-X+:TH:、D-X1DD22转D2D。
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