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供) 联苯双醋滴丸由北京协和药厂生产$生产批号#

N##"!"87"

%"每滴丸含联苯双醋
6

!

9 /Q

"以生理盐

水溶解成
#" /QH/R

溶液)

$

$试剂$

%,DI

规格为
#"" /QH

支"购自美国

P=Q/<

公司) 丙氨酸氨基转移酶$

IR(

%*天门冬氨酸

氨基转移酶$

IP(

%*总胆红素$

(L=3

%试剂盒购自北京

中生北控生物科技股份有限公司 $批号分别为

"7"9!#

*

"7":9#

*

"7"$7#

%)

S<C

*

S<CR

*

L<?

*

0E3

#

!

抗体均购自武汉博士德生物工程有限公司"

PO

#

8""#

三步法试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司)

氯仿*异丙醇*无水乙醇均为分析纯"购自北京化学试

剂公司&

F;O% N

!

G

*

(1=a,3

试剂"购自美国
'D-=>1,

#

Q.D

公司$批号#

#$7!6$8

%&

S.1/.D><C `#5!! V(

逆转录试剂盒购自美国
*L'

公司$批号#

"""::866

%&

PZLV Y1..D O%V *<C>.1 *=?

试剂盒购自美国应用

生物公司$批号#

"7"9#"8

%)

:

$分组与给药$将
5"

只动物随机分为空白组*

模型组*荣肝合剂组*茵陈蒿汤组*茵陈组*联苯双酯

组"每组
#"

只) 适应性饲养
$

天后分别给予药物干

预#荣肝合剂组以
!5

!

9! QH_Q

*茵陈组以
"

!

$8 QH_Q

*

茵陈蒿汤组以
6

!

"! QH_Q

*联苯双酯组以
#9" /QH_Q

剂量分别灌胃给药"空白组*模型组以蒸馏水
"

!

! /RH

#" Q

灌胃"每天
#

次"共给药
#:

天)

9

$模型制备$造模方法参照文献'

:

() 末次灌

胃给药后
# J

"空白组小鼠尾静脉注射磷酸盐缓冲液

$

OLP

%

"

!

$ /R

"其余各组小鼠均一次性按
%,DI

$ !QHQ

体重尾静脉注射"

%,DI

以生理盐水稀释"浓度

为
# /QH/R

)

5

$检测指标及方法

5

!

#

$血清
IR(

*

IP(

*

(L=3

水平测定$造模给药

后
7 J

"处死小鼠"摘眼球取血) 室温静置
$" /=D

"

$ """ 1 H/=D

$离心半径
76 //

%离心
#9 /=D

后"分

离血清) 按试剂盒说明测定血清
IR(

*

IP(

*

(L=3

水平)

5

!

!

$

V(

#

O%V

肝组织中肿瘤坏死因子
"

$

(+S

#

"

%*干扰素
#

$

'+S

#

#

%*白介素 "

:

$

'R

#

:

%*白介

素"

#"

$

'R

#

#"

%表达水平检测$取小鼠相同部位肝组

织"根据试剂盒说明书"采用
(1=a,3

提取肝组织总

V+I

"测定紫外吸光度以检验纯度并计算
V+I

浓度"

取
# !Q

总
V+I

合成
EF+I

$进行%) 引物序列设计

分别为#

(+S

#

"

$

$!$ 0K

%"上游#

9

(#

%%II%IIY

#

YIYYIYIIY(

#

$

(" 下 游#

9

(#

Y(I(YII(

#

YYY%III(%Y

#

$

(&

'+S

#

#

$

$#" 0K

%"上游#

9

(#

(Y

#

YI(I(%(YYIYYII%(YY

#

$

("下游#

9

(#

%YI%(%

#

%((((%%Y%((%%(

#

$

(&

'R

#

:

$

!"5 0K

%"上游#

9

(#

I%%IYI%Y(%%((I%YY%

#

$

(" 下 游#

9

(#

Y%Y(Y

#

YI%(%I((%I%YY

#

$

(&

'R

#

#"

$

##! 0K

%"上游#

9

(#

I(((YII((%%%(YYYIYIYI

#

$

("下游#

9

(#

(%I(

#

(%((%I%%(Y%(%%I%(

#

$

() 在
!" !R

反应体系

中"分别加入定量阳性标准品及待测样本
EF+I

#

!

9 !R

"上下游引物$

'R

#

:

*

'R

#

#"

*

(+S

#

"

*

'S+

#

#

%各

#

!

9 !R

"

!

)

PAL1 Y1..D *=?

各
#" !R

"

F;O% N

!

G

9

!

9 !R

) 在
OV'P* 96""

型荧光定量
O%V

仪中进行

扩增"反应条件#

89

'

9 /=D

&

89

'

$" C

&

9$

'

$" C

&

6!

'

9" C

&

:" EAE3.C

&

6!

'

7 /=D

)反应结束

后"采用定量
O%V

仪自带分析软件根据标准曲线分

析并计算结果)

5

!

$

$免疫组化法细胞凋亡相关基因 $

S<C

*

S<CR

*

L<?

*

0E3

#

!

%检测$取血处死小鼠后"在每只小

鼠肝左叶取肝组织
! //

"

#"b

甲醛固定"石蜡包埋切

片"采用
PIL%

法"实验步骤按试剂盒说明进行"

FIL

显色)

5

!

$

!

#

$免疫组化法主要步骤$$

#

%石蜡切片脱

蜡至水&$

!

%

$bN

!

G

!

室温孵育
9

*

#" /=D

"以消除内

源性过氧化物酶的活性&$

$

%蒸馏水冲洗"

OLP

浸泡

!

)

9 /=D

&$

:

%抗原修复&$

9

%

9b

*

#"b

正常山羊血

清$

OLP

稀释%封闭"室温孵育
#" /=D

"倾去血清"勿

洗&滴加一抗工作液"

$6

'孵育
#

*

! J

或
:

' 过夜&

$

5

%

OLP

冲洗"

$

)

9 /=D

&$

6

%滴加适量生物素标记二

抗工作液"

$6

' 孵育
#"

*

$" /=D

&$

7

%

OLP

冲洗"

$

)

9 /=D

&$

8

%滴加适量的辣根酶或碱性磷酸酶标记的
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!"#$

年
##

月第
$$

卷第
##

期
%&'()*

"

+,-./0.1 !"#$

"

2,34 $$

"

+,

!

##

!!"#'$!

链霉卵白素工作液"

$6

' 孵育
#"

*

$" /=D

&$

#"

%

OLP

冲洗"

$

)

9 /=D

&$

##

%显色剂显色
$

*

#9 /=D

$

FIL

%& $

#!

%自来水充分冲洗"复染"脱水"透明"

封片)

5

!

$

!

!

$细胞凋亡的评判$免疫组化法测细胞凋

亡相关基因
S<C

*

S<CR

*

L<?

*

0E3

#

!

"其表现为阳性细

胞结构清晰"棕黄色颗粒定位良好"染色明显高于背

景)

S<C

和
S<CR

以胞浆和$或%胞膜*胞核出现棕黄

色颗粒为阳性细胞)

L<?

和
0E3

#

!

主要表达在肝细胞

浆"部分呈粗大颗粒分布) 采用
'FI

#

!"""

数字医学

图像分析系统"每张切片随机取
9

个视野"图像放大

!""

倍"测量阳性染色面积"取平均值"计算其占视野

面积的百分数)

6

$统计学方法$采用
POPP #$

!

"

统计学软件

处理) 计量数据均以
?

%

C

表示) 各组数据进行正态

性检验及方差齐性检验后"采用单因素方差分析) 亚

组间的比较"当方差齐时采用单因素方差分析
P+`

检验"当方差不齐时采用
FMDD.>>

(

C ($

检验)

O T

"

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$一般情况$灌胃给药过程中"各组小鼠均毛色

光泽较好"进食进水活动较多) 造模给药后"各组小鼠

则均较安静"进水活动较少$已禁食%) 造模后"除空

白组外"其余各组均有小鼠死亡"其中#茵陈蒿汤组死

亡
!

只"其余各组各死亡
#

只)

!

$各组小鼠血清
IR(

*

IP(

*

(L=3

变化比较$表

#

%$与空白组比较"模型组小鼠血清
IR(

*

IP(

*

(L=3

均显著升高$

O T"

!

"#

%) 与模型组比较"联苯双酯组

及荣肝合剂组
IR(

水平显著下降"差异有统计学意义

$

O T"

!

"#

%&各用药组
IP(

水平显著下降"差异有统

计学意义$

O T "

!

"#

%&荣肝合剂组
(L=3

水平显著下

降"差异有统计学意义$

O T "

!

"#

%"其余各组
(L=3

水

平变化不明显) 与茵陈组比较"荣肝合剂组
IR(

水平

表
#

$各组小鼠血清
IR(

*

IP(

*

(L=3

变化比较$$

?

%

C

%

组别
D IR(

$

]HR

%

IP(

$

]HR

%

(L=3

$

!/,3HR

%

空白
#" $6

+

"$

%

8

+

#5 $6

+

9:

%

:

+

!8 :

+

79

%

$

+

"!

模型
8

!":

+

$8

%

56

+

67

!

:!#

+

#$

%

7:

+

##

!

$#

+

9:

%

5

+

97

!

联苯双酯
8

7$

+

97

%

!"

+

67

"

#58

+

!$

%

$#

+

!#

"#

!7

+

$"

%

6

+

7#

茵陈
8

#7:

+

"$

%

:7

+

89

##

!86

+

9!

%

$!

+

6#

"##

!5

+

9#

%

6

+

$5

茵陈蒿汤
7 #9#

+

66

%

#7

+

97

!:"

+

97

%

#8

+

5#

"

!5

+

##

%

8

+

$"

荣肝合剂
8

58

+

:9

%

!$

+

8:

"

##8

+

9!

%

!$

+

$5

"

#7

+

$8

%

:

+

88

"

$$注#与空白组比较"

!

O

,

"

+

"#

&与模型组比较"

"

O

,

"

+

"#

&与荣肝合剂组比

较"

#

O

,

"

+

"9

"

##

O

,

"

+

"#

下降更为显著$

O T"

!

"#

%"与茵陈组及联苯双酯组比

较"荣肝合剂组
IP(

水平下降更为显著 $

O T

"

!

"9

"

O T"

!

"#

%)

$

$各组小鼠肝组织中
(+S

#

"

*

'+S

#

#

*

'R

#

:

*

'R

#

#"

变化比较$表
!

%$与空白组比较"模型组小鼠肝组织

(+S

#

"

*

'S+

#

#

水平均显著升高 $

O T "

!

"9

%"

'R

#

:

*

'R

#

#"

水平明显下降$

O T"

!

"9

%) 与模型组比较"荣肝

合剂组
(+S

#

"

水平显著下降"差异有统计学意义$

O T

"

!

"9

%&荣肝合剂组与茵陈蒿汤组肝组织
'S+

#

#

水平

显著下降"差异有统计学意义$

O T"

!

"9

%&各药物干预

组肝组织
'R

#

:

的表达水平显著下降"差异有统计学意

义$

O T"

!

"9

"

O T"

!

"#

%&荣肝合剂组肝组织
'R

#

#"

的

表达水平升高"差异有统计学意义$

O T"

!

"9

%) 与联

苯双酯及茵陈组比较"荣肝合剂组
(+S

#

"

水平下降更

为显著$

O T"

!

"9

%&与联苯双酯组比较"荣肝合剂组肝

组织
'R

#

:

上升水平更显著$

O T"

!

"9

%&与茵陈蒿汤组

比较"荣肝合剂组肝组织
'R

#

#"

表达上升水平更显著

$

O T"

!

"9

%)

表
!

$各组小鼠肝组织
(+S

#

"

*

'+S

#

#

*

'R

#

:

*

'R

#

#"

变化比较$$

KQH/R

"

?

%

C

%

组别
D (+S

#

" 'S+

#

# 'R

#

: 'R

#

#"

空白
#" !7

+

7"

%

"

+

8$ !8

+

!8

%

#

+

5! $$

+

5"

%

#

+

$8 $:

+

:#

%

!

+

#6

模型
8

$#

+

#$

%

#

+

$8

!

$9

+

"!

%

#

+

$8

!

$"

+

#$

%

#

+

!!

!

$"

+

6:

%

#

+

$8

!

联苯双酯
8

$"

+

#5

%

#

+

$5

#

$!

+

79

%

#

+

6!

$#

+

!6

%

"

+

8$

"#

$!

+

""

%

#

+

9$

茵陈
8

!8

+

:6

%

#

+

"5

#

$$

+

"5

%

#

+

#:

$!

+

5$

%

#

+

$5

""

$$

+

$7

%

#

+

6"

茵陈蒿汤
7 !8

+

#6

%

#

+

#:

$!

+

##

%

#

+

!6

"

$#

+

8:

%

#

+

"5

""

$#

+

##

%

#

+

75

#

荣肝合剂
8

!7

+

85

%

#

+

6!

"

$"

+

#5

%

#

+

$5

"

$#

+

5:

%

#

+

#:

""

$$

+

#7

%

#

+

87

"

$$注# 与空白组比较"

!

O

,

"

+

"9

&与模型组比较"

"

O

,

"

+

"9

"

""

O

,

"

+

"#

&与荣肝合剂组

比较"

#

O

,

"

+

"9

"

##

O

,

"

+

"#

:

$各组小鼠肝组织细胞凋亡相关基因 $

S<C

*

S<CR

*

L<?

*

0E3

#

!

%变化比较$图
#

"

:

"表
$

%$空白组

S<CR

和
L<?

没有表达"

S<C

和
0E3

#

!

有少许表达)

与空白组比较"模型组小鼠肝组织
S<C

*

0E3

#

!

表达水

平均显著升高$

O T"

!

"9

%) 与模型组比较"荣肝合剂

组*茵陈蒿汤组
S<C

基因表达水平显著下降"差异有

统计学意义$

O T"

!

"9

%&荣肝合剂组
S<CR

*

L<?

基因

的表达水平显著下降"差异有统计学意义$

O T"

!

"9

%&

荣肝合剂组
0E3

#

!

基因的表达水平及
0E3

#

!HL<?

比值

显著上升"差异有统计学意义$

O T"

!

"9

%) 与联苯双

酯组*茵陈蒿汤组*茵陈组比较"荣肝合剂组
S<C

基因

及
S<CR

基因下降水平更显著$

O T "

!

"9

%&与茵陈组

比较"荣肝合剂组
0E3

#

!

表达水平上升更显著$

O T

"

!

"9

%)
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年
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月第
$$

卷第
##

期
%&'()*

"

+,-./0.1 !"#$

"

2,34 $$

"

+,

!

##

表
$

$各组小鼠肝组织细胞凋亡相关基因变化比较$$

?

%

C

%

组别
D S<C

$

b

%

S<CR

$

b

%

0E3

#

!

$

b

%

L<?

$

b

%

0E3

#

!HL<?

空白
#" #

+

"9

%

"

+

$6

-

#

+

!"

%

"

+

#9

- -

模型
8

#7

+

!5

%

9

+

59

!

#6

+

9:

%

9

+

6"

#6

+
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$$注#

I

为空白组&

L

为模型组&

%

为联苯双酯组&

F

为茵陈组&

;

为茵陈蒿汤组&

S

为荣肝合剂组&下图同
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讨$$论

%,DI

是一种植物凝集素"在体外试验"可以促进

(

细胞的分裂)

'/,C. *

等'
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(报道
LIRLHE

静脉注

射小鼠
%,DI 7 J

后可引起明显的急性肝损害"并证

明损伤机制为
%F:

c

(

细胞介导) 此结果与人类的急

性肝炎发病机理非常相似"所以
%,D I

诱导的肝损伤

动物模型是一种理想的肝损伤动物模型) 中医学临床

实践认为"急性肝损伤以湿热*血瘀为主要病机"但湿

可困脾"脾运不能更助湿邪".未病先防/"急性肝炎亦

当健脾以祛湿"健脾乃治本之法) 荣肝合剂是唐旭东

教授治疗急慢性肝炎的经验方"由鸡骨草*黄芪*白术*

滑石*丹参等组成"全方具有清热利湿*活血健脾之功"

正中急性肝炎病机) 笔者前期研究结果显示#荣肝合
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$各组小鼠肝组织
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剂干预慢性免疫性肝损伤小鼠"可降低血清酶学水平"

减轻肝细胞的炎症*坏死和纤维化程度"促进损伤肝细

胞的修复"可调节体内
%F:

c

*

%F7

c细胞的水平"提

高机体免疫力'

5

"
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&荣肝合剂对
%,DI

所致
NL2

转基

因小鼠急性免疫性肝损伤也具有降酶作用"其作用可

能是通过抑制
NL2 F+I

"改善肝细胞膜脂质过氧化

反应水平而起效的'

7

(

)

由于
NL2

感染可使机体免疫系统活化"产生并

释放各种细胞因子"这些细胞因子促进肝内炎症反应"

介导肝细胞损伤) 机体免疫状态是
NL2

感染后病情

发展方向的决定因素"而辅助性
(

细胞$

(J

%应答类型

与机体的免疫状态密切相关) 而
(J#H(J!

失衡可能

是
NL2

感染慢性化的重要机制'
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) 其中"以产生
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和
'S+

#
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为主的
(J#

细胞"可诱导巨噬细胞依赖

性免疫反应"增强杀伤细胞的细胞毒作用"介导细胞免
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疫应答"但反应过度时也会引起组织损伤&以产生
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为主的
(J!

细胞则可促进体液免疫应答"

而且
(J!

也可以通过负性调节机制抑制
(J#

细胞介

导的免疫反应而发挥抗炎作用)

(+S

#

"

已被证实为

细胞因子网络中介导肝损伤的中末介质"它既是细胞

凋亡的正性触发因子"且直接损伤血管内皮细胞"亦可

活化中性粒细胞促进其趋化聚集于肝脏&而且
(+S

#

"

是导致
%,DI

肝损伤最重要的细胞因子) 本研究显

示"经过药物干预后"荣肝合剂组的
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'S+
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平均有所降低"而
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水平升高"因此可降低
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比例"炎症情况亦得到改善"而其余干预组则

仅对部分指标有效)

细胞凋亡$

<K,K>,C=C

%是多细胞有机体为调控机

体发育*维护内环境的稳定由基因控制的细胞主动死

亡过程"又称程序性细胞死亡) 目前公认参与细胞凋

亡信号途径的通路有死亡受体通路*线粒体依赖性通

路和内质网通路)

S<C

受体"配体系统是激发肝细胞

凋亡最主要的受体介导途径)

S<C

介导的死亡信号通

过
S<C

配体和受体的相互作用而转导) 肝细胞表面

组成表达
S<C

受体"其配体主要分布于活化的
(

细

胞"当活化
(

细胞膜表面的
S<C

配体与靶细胞表面的

S<C

受体结合激活后"
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的死亡结构域$
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牙相关死亡域 $
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%结合"并激活天门冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋

白酶$
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%"进而激活
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和一

系列级联反应"诱发肝细胞凋亡'
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蛋白是

一种重要的对抗细胞凋亡的物质"
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为
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家族

蛋白"可抑制
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的活性"促进凋亡)
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蛋白和
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二者均可广泛定位于线粒体膜等细胞器上"
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#

!

通过稳定线粒体的膜电位"防止促凋亡蛋白细胞色素

%

释放入胞浆"维持线粒体的完整性) 然而"

L<?

则

易化细胞色素
%

释放"增加活性氧类$

VGP

%的产生"

促进细胞凋亡)

LE3

#
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家族蛋白在肝组织表达"发生

病毒性肝炎时常同时有肝细胞凋亡和坏死) 在坏死区

及其周围"

L<?

表达的阳性程度明显高于
0E3

#

!

蛋白

的表达)

L<?

可与
0E3

#

!

蛋白形成异二聚体并使之失

活"加强表达
L<?

形成同二聚体"加速细胞死亡) 所

以
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与
0E3

#
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的比率影响了凋亡信号刺激后细胞的

存活或死亡的比率"
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可直接抑制
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#
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活性以促进

凋亡"

L<?

表达占优势"提示肝细胞处于凋亡的活跃

状态"直接促使肝细胞死亡'
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NL2

致病的过程是免疫介导的炎症反应"细胞毒

性
(

淋巴细胞$

EA>,>,?=E ( 3A/KJ,EA>.
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%(R

%通过抗

原递呈作用对靶细胞识别和破坏"通过膜表面
S<CR

与

靶细胞
S<C

抗原结合引起靶细胞凋亡) 同时"在坏死区

域也有着明显的促凋亡因子
L<?

和抑凋亡因子
0E3

#

!

的表达"且
0E3

#

!HL<?

有所下降) 本实验过程中"

%,DI

尾静脉注射转基因小鼠形成急性肝损伤实验中"空白组

S<CR

和
L<?

没有表达"

S<C

和
0E3

#
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仅有少许表达)
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的表达

水平均有明显的升高$

O T"

!

"9

%) 通过药物干预"荣肝

合剂组对各基因的表达水平均有影响$

O T"

!

"9

%"说明

中医药干预乙型病毒性肝炎可通过
S<CHS<CR

和
0E3

#

!H

L<?

途径对病理组织的损伤产生作用"中药复方可减轻

炎症因子的表达水平"其中抑凋亡因子的加强$

0E3

#

!H

L<?

升高%是其获得疗效的分子基础)

中药茵陈蒿具有清利湿热*利胆退黄的功效"常用

于急慢性肝炎的治疗) 经方茵陈蒿汤出自+伤寒论,"

是清热利湿方的祖方"也是当下临床治疗急慢性肝炎

的常用方剂) 较之茵陈蒿汤"荣肝合剂更兼具健脾与

活血之功"组方更为全面) 本实验表明"较之单味茵陈

煎液*茵陈蒿汤"荣肝合剂的降酶疗效也更为确切"说

明中药复方疗效优于单味药"清利活血健脾法治疗慢

性乙型肝炎优于单纯清热利湿法) 与单味茵陈*茵陈

蒿汤*联苯双酯相比较"荣肝合剂不仅对小鼠的
IP(

*

IP(

*

(L=R

有降低作用"同时对细胞凋亡和免疫调节

指标有所改善) 荣肝合剂可能是通过抑制了细胞凋

亡"改善了
(J#H (J!

免疫调节水平而起效)

荣肝合剂降酶机制是多方面的"故荣肝合剂对
(

淋巴细胞亚群功能*细胞凋亡等方面的干预机制有待

进一步研究)
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