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清肝活血方及其拆方抗酒精性肝损伤大鼠肝细胞

内质网应激性凋亡的作用及机制
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摘要 目的研究中药复方清肝活血方及其拆方抗酒精性肝损伤大鼠肝细胞内质网应激(endopl艄IIlic

reticulum s骶ss，ERS)性凋亡的作用及机制。方法利用酒精一玉米油一吡唑复合试剂制备大鼠慢性酒精性

肝损伤模型。将造模大鼠随机分为模型组、清肝活血方组、清肝方组及活血方组，另设CCl。对照组和正常对

照组，每组lO只。造模各组大鼠每天上午以酒精复合试剂灌胃，下午各中药组分别给予清肝活血方9．5 g／

(kg·d)、清肝方3．0 g／(kg·d)、活血方6．5 g／(kg·d)灌胃，模型组给予等体积生理盐水灌胃；ccl。组每周

1次腹腔注射ccl。0．3 mL／kg，正常对照组给予生理盐水灌胃，连续治疗2周。组织病理学观察肝脏病理变

化；EuSA法检测血清总同型半胱氨酸(total homocysteine，tHCY)水平；流式细胞术检测肝细胞凋亡率；RT-

PCR和WesteH山lot法检测大鼠肝脏ERS凋亡相关因子真核生物翻译起始因子(eukaryotic tr锄slation initia-

tion f如tor 2 alpha，eIF．2仪)、磷酸化eIF．2a(p-eIF_2a)、葡萄糖调节蛋白78(gluco∞一regulated protein 78，

GPR78)、C鹪p鹪e-3基因和蛋白表达。结果与正常对照组比较，模型大鼠出现了典型的慢性酒精性肝损伤

痛理改变如脂肪变性、炎症甚至纤维化；肝细胞凋亡明显增加，凋亡率达到了正常大鼠的5倍以上，且以早期

凋亡为主；血清tHcY水平显著升高；p-eIF-2Ⅸ、GRIy78及c船p跚-3蛋白表达明显增高(P<0．01)；GRP78及
C鹊pase-3 mRNA表达量显著增高(P<0．0l，P<O．05)。与模型组比较，清肝活血方及拆方组大鼠肝损伤及

肝细胞凋亡程度明显减轻，血清tHcY水平显著降低，p．eIF-2d、GRP78及C鹪p鹪e-3蛋白表达明显降低

(尸<0．01)；清肝活血方组GRIy78和C鹄pase-3 mRNA表达明显降低(P<0．01，P<0．05)；清肝方组仅

GRP78 mRNA表达明显降低(尸<0．05)。结论 清肝活血方及其拆方可能通过降低血清tHcY水平及肝脏

ERS凋亡相关因子的表达抑制酒精性肝损伤动物肝细胞ERS性凋亡。

关键词清肝活血方；拆方；酒精性肝病；内质网应激；细胞凋亡
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ABSTRACT objecHve TO expIo怕attenuation and mechanism of endopIasmic reticuIum st旧ss(ERS)-

mediated hepatocyte apoptosis in rats with aIcohoI-induced liVer injury by Qinggan Huo×ue Recipe(QGH×R)and

他dis弱sembIed formuI觞(QInggan Recipe and Huoxue Recipe respeCtiVeIy)．Methods A rat modeI of chron沁

alcoho¨c¨Ver inju吖was successfu¨y estab¨shed using a compound reagent of aIcohoI，com o¨，and pyraz01．

The modeIed rats were randomIy divided into the modeI group，the QGHXR group，the Qinggan Recipe(QGR)

group，and the Huo×ue Recipe gnoup(H×R)．The CCl4 controI group and the normaI controI group were aIso set

up．The怕we怕ten rats in each group．A¨ratS Of mOdeIed groups we怕gastrogaVaged w盹h aIcOhOI cOmpOund怕’

agent eVery moming．Rats in the QGH×R group(at the daily dose of 9．5 g／kg，QGR group(at the daily dose of

3．0 g／kg)，and H×R group(at the daily dose of 6．5 9／kg)were administered with corresponding medicines by

gaStrogaVage eVe吖a_ftemoon．EquaI VoIume 0f normaI saIIne w髂giVen tO限tS of the mOdeI group by gastrogaV。
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age．CCl4 was inlraper．toneaIIy injected at the dose 0f 0．3 mL／kg t0 rats in the CCl4∞ntroI group，once per

week．N0rmaI saIIne was giVen t0 rats in the nonTlaI contr0I group by gastrogaVage．The t怕atment was IaSted fOr

two weeks．PathoIogjcaI changes 0f the Iiver we怕obsen，ed by hjStopathology．SerLJm totaI homocySteine(tH-

CY)IeVel w髂detected by ELISA．The hepatocyte apop乜08is rate was detected using fk'w cytometⅣ．The gene

and protein expressions of eukaryotic transIation initiation factor 2 aIpha(eIF-2a)，phospho哆Iation elF-2a(p-

eIF-2a)，gIucose-reguIated protein 78(GRP78)，and Caspase-3 in the IiVer were e×amined using ReaI-time

PCR and Westem b10t怕spectiVeIy．R嚣Illts Compa怕d with the normaI contr0I group，typicaI pathoIogjcaI chan-

ges of chronic aIcohoIic Iiver inju吖such as Steatosis，in们ammation，and even f．brosis 0ccur怕d in modeI旧ts．The

hepatocyte apoptosis obViousIy increased，wnh the apoptosis r龇e reaching the fiVe-foId of that in normaI r龇s．Be-

sides，earIy apoptosis dominated．The serum tHCY IeVel significantIy increased．The e×pressions 0f p—eIF·2a，

GRP78，and Caspase-3 pr叭ein obviousIy increased(P<0．01)．Expressions of GRP78 and Caspase零mRNA

signmcantIy inc怕ased(P<0．05，P<0．01)．Compa陀d with the model group，the deg伦es of the IiVer injury and

the hepatocyte apoptosis jn the QGH×R group，the QGR g-oup，and the HXR group were significantIy aIIeViated．

The serum tHCY Ievel was significantIy IOwered．The protein expressiOns 0f p·eIF-2a，GRP78，and Caspase电

obviousIy dec怕ased(尸<0．01)． mRNA exp怕ssions 0f GRP78 and Caspase七obViousIy dec怕ased in the

QGH×R group(P<0．05，P<0．01)．OnIy GRP78 mRNA expression obViousIy decreased in the QGR group

(尸<0．05)．Conclusion QGHXR and its dis鹊sembIed formuIas couId attenuate ERS-mediated hepatocyte ap—

optosjs jn aIcohoJ-jnduced JjVer jnjuⅣ忸ts by Iowerjng the serum tHCY IeVeJ and exp陀ssjons of ERS apoptosjs

C0r怕Iated facf0鸭．

KEYWORDS Qinggan HuOxue Recipe；disassembIed fOrmuIa；aIcohoI-induced IiVer disease；endopIasmic

retlCuIUm StreSS；Ce¨apoptOSiS

随着经济发展和人们生活方式的改变，由于酒

精摄入过量导致的酒精性肝病(alcoholic liver dis-

ea跎，ALD)的发病率迅速增加，已成为仅次于病毒性

肝炎的第二大肝病⋯。酗酒患者常伴有高半胱氨酸

血症，同型半胱氨酸作为应激原，能引起过度内质网

应激(end叩lasmic reticulum stress，ERS)，从而导致肝

细胞凋亡。ERS时发生的非折叠蛋白反应与真核生

物翻译起始因子(eukaryotic岫nslation initiation f如tor

2 alpha，eIF_2仅)的磷酸化及内质网分子伴侣葡萄糖

调节蛋白78(ducose—regulated protein 78，GPR78)、

Caspase_3、12等ERS标志物的活化密切相关。前期

研究发现，临床上对ALD具有良好的综合治疗效果

的中药复方——清肝活血方能显著降低酒精性肝纤

维化模型动物的肝细胞凋亡指数，表现出较强的抗

肝细胞凋亡作用【2 J。本研究通过进一步观察清肝活

血方及其拆方对慢性酒精性肝损伤大鼠ERs凋亡相

关信号分子eIF-2d、磷酸化eIF-2d(p—eIF-2仅)、

GRP78、C鸽p鹅e-3蛋白和基因表达的影响，以期揭示

该方抗肝细胞凋亡的机制，为中医药防治ALD提供

可行的方法和新的理论依据。

材料与方法

l动物健康sD大鼠68只，SPF级，10周龄，

体质量(280±20)g，由上海斯莱克实验动物有限公司

提供，饲养于上海中医药大学附属龙华医院科研中心，

动物许可证号：SCxK(沪)2003—0003号。

2药物清肝活血方(柴胡9 g黄芩9 g丹参

15 g鳖甲9 g葛根15 g)、清肝方(柴胡9 g黄芩

9 g)及活血方(丹参15 g鳖甲9 g葛根15 g)配方

颗粒由上海中医药大学附属龙华医院制剂室制备，临

用前生理盐水配制成相应浓度的溶液。酒精一玉米

油一吡唑复合试剂：由北京红星牌二锅头56度白酒、

玉米油、吡唑(Sigllla公司)以5：l：10的比例充分混合

后制成。cCl。橄榄油溶液：将50 mL Ccl4(国药集团

化学试剂有限公司)溶于150 mL橄榄油中配制而成。

3试剂与仪器A肌e】【in．FITc凋亡检测试剂盒

(美国BD公司)，TRizol、E鹊y．DNATM试剂盒(Invit渺

gen公司)，逆转录试剂盒Revert Aid First S仃and cDNA

syndlesis鼬t(MBI公司)，兔抗大鼠GRP78／Bip、

GRP94和c鹊pa∞．12多克隆抗体(英国Abc砌公司)，
其余试剂均为分析纯。ABl7300型Real—Time PcR仪

(美国Gene公司)，快速筛选型电泳系统和GEL DOC

2000凝胶成像分析系统(美国伯乐公司)。

4方法

4．1分组、造模与给药大鼠慢性酒精性肝损伤

模型在课题组原有造模方法的基础上建立p1，即每天
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上午9：00时灌胃酒精一玉米油一吡唑复合试剂

15 mL／kg 1次，同时每周腹腔注射Ccl。橄榄油溶液

0．3 mL／kg 1次，连续10周。处死8只动物，取肝脏组

织石蜡包埋、切片，行常规HE染色，根据文献[4]对肝

组织病变程度进行评分，结果显示造模10周的动物肝

脏脂肪变性和炎症均达到重度和9分以上，表明造模

成功，出现了明显的慢性酒精性肝损伤症状。第1l周

起将造模大鼠按体质量和状态均衡随机分为模型组、

清肝活血方组、清肝方组、活血方组；另设CCl4对照组

和正常对照组，每组10只。造模各组每天上午9：00

时仍以酒精复合试剂灌胃1次及每周腹腔注射CCl。1

次，下午14：00时中药各组分别给予清肝活血方

9．5 g／(kg·d)、清肝方3∥(kg·d)、活血方6．5 g／

(kg·d)灌胃，模型组给予等体积的生理盐水灌胃；

cCl。组每周1次腹腔注射ccl4 0．3 mL／kg，正常对照

组仅给予等体积生理盐水灌胃，连续2周，末次给药后

l h称体质量，腹主动脉采血，2 000 r／min离心2 lIlin，

分离血清。分离肝脏，分成3份：第1份新鲜肝组织立

即处理成肝细胞悬液，进行流式分析；第2份于10％

中性甲醛溶液固定，用于病理学检查；第3份于一80

℃冻存，用于蛋白和基因水平检测。

4．2 Annexin V—FITC／PI双标记法检测肝细胞凋

亡率每组取7只大鼠新鲜肝组织，剪碎后置于100

目铜网上轻搓，边搓边以生理盐水冲洗，2 500 r／IIlin

离心5 min，弃去上清及细胞碎片，收集细胞悬液；冷

PBs液洗涤2遍，用结合缓冲液调整细胞浓度至l×

10’celL／L；加入Ann商n V-FITc和PI各5斗L；旋涡混

匀，避光室温孵育15 IIlin后立即用流式细胞仪进行检

测，ceⅡQuest软件分析。

4．3 EusA法检测血清总同型半胱氨酸(total

homocysteine，tHcY)水平按照大鼠同型半胱氨酸试

剂盒操作说明进行。分别设空白孔、标准孔、待测样品

孔。空白孔加样品稀释液100斗L，余孔分别加标准品

或待测样品100恤L，充分混匀，37℃温育120 IIIin。用

洗涤液将反应板充分洗涤4～6次。每孔加一抗

100斗L，充分混匀，37℃温育60 min。洗板，每孔加底

物溶液100斗L，37℃避光反应15 min。当标准孔的前

3～4孔有明显的梯度蓝色，加终止液100止，终止反
应，30 rIlin内用酶标仪在450啪波长测量各孔的吸光
值。以标准品不同稀释浓度为横坐标，光学密度值

(叩tical densit)r，OD)为纵坐标作标准曲线图，根据样

品OD值查出相应tHcY含量。

4．4 Real一血陀PCR检测肝组织唧8和Caspa眈一
3 rr·RNA表达每组取6只大鼠肝组织进行定量PcR实
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验。100 rIlg肝组织液氮粉碎，瞄zol法抽提总砌怆，分光

光度计测砌iA浓度，一70℃冻存。用Revelt灿d First

St舳d cDNA Synth鹤isⅪt对总mRNA进行逆转录，合成

cDNA，逆转录条件为42℃，60 IIlin；70℃，lO rnin。取

0．5止的cDNA于25灿反应体系中进行PCR扩增，所
用引物序列根据GeneBank公布的相关数据设计，由上海

英骏生物工程公司合成，引物序列和长度见表l。扩增条

件为95℃30 s，62℃45 s，72℃45 8，40个循环。ABI

蹦哪7300 SDS s0：哳a弛进行PcR结果分析，通过‰I卜
pa枷ve Deha．delLa ct法对获得的Ct值进行处理。

表1 引物序列及扩增长度

4．5 WesteHlblot检测肝组织eIF-2位、p-eIF-2仅、

GRIy78、C鹪pa眈．3蛋白表达每组挑选3只大鼠肝组织

进行Westem-blot实验。100 IIlg肝组织液氮粉碎，先加

入砒队缓冲液(3 mL／g)，在4℃条件下匀浆(15 000 r／

IIlin，l IIlin)；然后加入PMSF储存液(30∥g，lO g／L

PMSF)，冰浴30 rIIin，离心(15 000 r／lIlin，15 lIlin)；分离

细胞裂解液(上清液)，提取蛋白质，一70℃冰箱保存备

用。k啪ry比色法测定蛋白含量。取样品50峭，加入

等量的细胞裂解液及等体积的2×电泳加样缓冲液，沸

水浴中3 IIlin，上样，SDS-队GE电泳(浓缩胶20 mA，分

离胶35 InA)，电转膜仪转膜(100 nLA，40 IIlin)；转膜完

毕后加入W髓t唧封闭液，封闭2 h，分别加入GRJy78、

caspa∞-3多克隆抗体(一抗)，4℃过夜；west锄洗涤液
洗膜15 IIlin，共3次；加入辣根过氧化物酶(HRP)标记

的二抗，4℃反应l h。化学发光法试剂作用后，X胶片

曝光，经显影、定影处理后观察结果。凝胶成像及分析

系统扫描图像，进行灰度分析，以目的条带／B·actin条带

灰度比值表示各样本表达强度。

4．6统计学方法采用sPss 12．0软件进行数据处

理及分析，实验数据以元±s表示，多组样本均数的两两比

较采用0抛一咐刖vo融分析(方差齐，正肋l法；方差不齐，
Gbr嬲一南‰棚法)，P<0．c15为差异有统计学意义。

结 果

l各组肝组织病理学变化比较(图1) 大体观

察，正常大鼠肝脏被膜光滑，呈红褐色，质地柔软；镜
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围1各组肝“#l病理学坐化M鞍(HE船也，×200

下表现为肝小叶结构清晰，肝细胞索以中央静脉为中

心呈放射性排列，肝窦正常；ccI。对照鲥的肝|IlI!基本

同正常大鼠，无明显的病理改变；12周造模太鼠肝脏

表面粗糙．体积明丝增大，旱土黄色，质地较脆，表面巾

有白色脂肪斑点；镜下观察可见，肝索界限不清，肝细

胞出现不同程度的审泡变性及明显的脂肪变性；肝小

叶可且L不同程度的点状或灶状坏死，坏死区发肝整内

可见大量炎症细胞浸润，个别坏死区可见纤维细胞增

生：经2周的药物治疔后，中药组大多数动物肝脏颜

色、质地明显改善，肝细胞脂肪变和炎症程度明显轻于

模利组，吼轻度至中度脂肪变为主．肝细胞形态大致

正常。

2各组血清【HcY水平比较(表2)与正常对照

组比较，12周时模型组太鼠的帆清tHcY水平明显州

高(P<0 01)。与模型组比较，ccl。对照组驶中药各

组札清LHcY水平明显降低(P(0叭)，接近正常对照

组水平。各-l嘲组问血清tHcY水平比较差异尤统计
学意义(P>O 05)。

3各组肝细胞捅亡率比较(表3)早期摘亡细

寰2各组IⅡ清IHcY未甲＆鞍(岬d／L，i±

＆々E*"月恤№#‘P(o 0I；％《Ⅲmm#6P(0 01

胞百分数(忙于流式细胞分析图右F区)和晚期捐r‘

细胞百分数(位于流_式细胞分析圉右上区)之和为总

捅亡率。正常对照射和ccl。对j|{f组大鼠有少量肝细

胞发生凋亡，主要以早期罚亡为主。12周时模型组肝

细胞凋亡宰明最外高．与正常对照组比较差异有统汁

学意义(P<0叭)，中药各组大鼠肝细胞早期凋亡宰

和总蠲亡率较模型组显著降低(P<0 01)。与活血方

组比较，清月1：活血方及清肝方组肝细胞总捅亡牢明显

降低(P<0叭)。

寰3辑组肝细胞捅r率比鞍(％，i±

Ⅲ口mⅫ 7 4"±l m 5 62±1"

ca。目日 7 5∞±I 14 h 25±1 2，

#Ⅲ 7 25 26±】J∞。 29 76±12Ⅱ‘

*n*m^ 7 5 18±2 M6 ＆“{3 290‘

镕*自 9 ＆9l±4 296 8 55±4 4261

*mⅣ 7 h12±4 21
6

8 72±6 058

＆：々f$H口mm#．P‘0 0】，’#ⅫmE#．6P‘0 0l；％《

m^mm#‘P(0 0l

4各组肝组织GRP78和caspa辨0 mRNA表达

比较(图2)以2⋯值作为mRNA相对表达帚。正
常对照组大鼠肝组织GRP78和c唧a”0 mRNA表达

量分别为(0 475±O 110)、(O 440±0 200)．I与正常

对照组比较，12周时模型组cR P78和c拈pase0 mR-

NA表达量显著增高．分别为正常对照组4 89倍和

4 05倍，差异右统计学意义(P<0 0 J，P<0 05)；ccl。

对照组cItP78和caspa特0 mRNA表达量与正常对j!fi

组相近；清肝活血方组6RP78和c轴pa∽0 mRNA表

达鞍正常对照组有一定增高．差异无统计学意义
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(P)0 05)，似较模型组明显降低，差异有统计学意义

(P<0 O】，P(O 05)．分删是模型组的56 11％和

57 41％；清肝方组与模型组比鞋．仅有cRP78Ⅲ心^
表谜明显陴低(P(0 05)．活血方组GRP78和

c*pase0 mRNA发达与模型组比较差异无统计学意

义(P>O 05)。与括血方组比较，清肝活血方组

cRP78和ca5pase4 mRⅣA表达明显降低(P<o Ol，

P<0 05)，清肝方组仪cRP78 mRN^表达明显降低

(P(0 05)。与清肝方组比较．清肝括血方组cRP78

mRNA表达明显降低(P<O 05)。

％：％m#W目m＆#．‘P c 0 05．’‘P c 0 OI：％#Ⅲ

mE#．6P枷∞66P‘0 01々#m女m＆#‘P<

n∞．‘1P《0 01．目*Ⅱ^自№#，。P《n 05

田2各组大鼠肝组织cRⅣ8和c州eo mRN^

相对表达№较(2“o值)

5 各组肝组织eIFr2a、P-eIF一2d c唧8船0、GRP78
蛋白表达比较(衷4，图3)与正常对j!!i组比较，12崩时

模型组eIF0n蛋白相对表达量显著降低．仅为正常，^=鼠

的46％，而p—eIF0Ⅱ、cRP78、c8q，ase·3蛋白显著升高，

分*4达到正常对照纽3 8l、1n 88和4 93倍，差异均有

统计学意义(P<n01)：c口．对照组备蛋白表达量与正

常对照组比较差异尢统}I哔意义(P)n 05)。与模型组

比较．清肝活m方纽和清肝方组eIn2d蛋白表述明显升

商，分别为模型组的l 7】和l_2l倍，peIF之a，c∞畔0、

(玳P78蛋自表选明显降低，分别为模型组的48 8％和

78 0％、53 4％和80 4％、6l 5％和79 7％．差异均有

统计学意义(P<O 01)；括血方组仪eIFoa和

caspa”0蛋白表达与模型组比较差异有统计学意义

(P<o 05)。与括血方组比较，清肝活血方组和清肝

方组eIF{d蛋白表达均明显升高，p-eIFon、ca9p8"一

3，GRP78蛋白表达均明显降低．差异均冉统计学意义

(P<0 0”。与清肝^组比较，清肝活血方组eIFoq

蛋白表达显著升高，p-eIF-2q、c88pa螗-3、eR胛8蛋白

表达则显著降低，差异均有统计学意义(P(0 01)。

^ B C D E F

●●一'-c㈣o__一一●●●●_-·。-●o●p-eTF。2a

●一一●■-●■●_-●M79．⋯·一·一。一9mlm
圈3各组大鼠肝脏eⅢ04 pdF-2ⅡcRw8、‰p啪-3

蛋自相对表选№较

讨 论

清肝活血方是在张仲景《伤寒论》之经方小柴胡

汤的基础上加城而成。全方由柴胡，黄葶、丹参、鳖甲、

葛根5昧一{-药组成，具有清肝利湿、活血化瘀之功效，

切中了^LD的病机特点。临床研究显示了清肝活血

方能显著改善ALD患者症状、体征和肝功能，有效逆

转肝细胞轻度脂肪性改变，降低4种肝纤维化标志物

及血清细胞因子水平，对ALD具有良好的综合治疗效

果”1。研究表明．清肝活血方能明最减轻i眄精性肝纤

维化动物的炎症和纤维化程度．减少肝细胞掏亡及诱

导肝星状细胞摘亡，并表现出一定的剂量依赖关系”。

寰4各组盯组织elFoa、p-cIFon，c*p批0和GR胛8蚩白裘达比较(i±

Ⅱ：‘jd"#M镕E#．’P c0 ol，#&mm№鞋．6P(o∞，66P(n oi．％镕m自m＆#，‘P《m 01．目镕"^目＆#，。P‘n01

z03}《§；；iE
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研究发现ALD患者血浆HcY水平明显升高，酒

精能够减弱蛋氨酸合成酶活性，从而引起含硫氨酸代

谢紊乱导致高半胱氨酸血症一j。在酒精饲养的动物模

型中，HCY的增加同时与ERS应答基因(GRP．78、

GRP．94、CHOP、SREBPs)以及凋亡因子(CRADD、

casp鹪e—12、C鹪p鹊e．7、ATM、BAD)的表达上调有关¨J。

ERS发生时，非折叠蛋白反应使eIF-2仅发生磷酸化，

p-eIF-2d能激活一种转录因子，诱导GRP78、GRP94等

内质网分子伴侣蛋白表达增加，启动凋亡程序¨J。

GRP78是内质网腔中含量最丰富的分子伴侣，也是目

前公认的ERs标志物。应激发生时，内质网内未折叠

蛋白增多，非折叠蛋白与GRIy78的竞争性结合，是激

活PERK引起elF-2仅磷酸化的前提一．10】。C鹊p鹪e-3

是肝细胞ERS凋亡的关键执行分子。当一个包括

C嬲p鸽e-12，9，3的特异性级联反应被触发后，活化的

C嬲p鹊e-3能通过切割多聚ADP．核糖聚合酶(PARP)

和多种其他细胞内的底物，导致细胞凋亡【I¨。

本研究通过给予12周的酒精复合试剂后，模型大

鼠出现了典型的慢性酒精性肝损伤病理改变如脂肪变、

炎症甚至纤维化；肝细胞凋亡明显增加，凋亡率达到了

正常大鼠的5倍以上，且以早期凋亡为主；血清tHCY显

著高于正常水平；肝脏eIF-2d蛋白磷酸化增多，同时

GRP78、ca印a跎-3表达明显增高。ccl。对照组大鼠的上

述指标与正常大鼠无明显差异，表明腹腔注射小剂量

CCl。并不会造成肝损伤病变及增加肝细胞凋亡程度，而

对酒精复合试剂造模起到一定的辅助作用。而经过2

周的中药治疗后，大鼠肝损伤及肝细胞凋亡程度明显减

轻；血清tHcY水平显著降低；同时肝脏eIF-2a蛋白磷

酸化减少，GRP78、C鹪p鹳e．3的表达明显降低。

综上，酒精性肝损伤模型大鼠发生了明显的ERs

反应性肝细胞凋亡，而中药复方清肝活血方及其拆方对

其有明显的抑制作用，其机制可能通过降低血清tHcY

水平，抑制eIF．2a蛋白磷酸化及下调ERS凋亡相关因

子GRP78、C鹪pa眙-3的表达来实现的。另外，各中药组

间比较表明，全方和清肝方在改善酒精性肝损伤大鼠肝

细胞总凋亡率及调节ERS凋亡基因和蛋白水平方面均

优于活血方。提示君药柴胡和黄芩可能是抗ERS反应

性肝细胞凋亡的主要药物，而调控ERs凋亡信号转导通

路可能是“清肝法”治则的机制之一，为进一步研究防治

ALD中药的组方配伍提供了实验依据。
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