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%是指

由多种因素引起的肝功能损伤!它是可危及生命的

严重疾病!其临床表现通常包括肝功能异常'肝脏生

化指标异常'凝血功能障碍!多达一半的病例可进展

为肝性脑病'多器官功能衰竭和发生死亡( 目前!肝

衰竭的治疗尚缺乏特效药物和治疗手段!其现代医

学治疗方法包括#内科综合治疗'人工肝支持治疗'

肝移植)
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( 肝移植是治疗中'晚期肝衰竭最有效的

挽救性治疗手段!然而对于
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的意义有限)
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'红背叶
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'黄花远志)
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*在防治
OPQ

方面具有肯定的疗

效( 以上药物均具有抗炎'抗氧化'保护肝功能的作

用( 由此可见!中医药在肝衰竭的治疗方面具有独

特的优势(

山奈酚$
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%出自+本草纲目,!主产广

东'广西和云南( 性温!味辛!归胃'脾经( 功效#温中

除湿!行气消食!止痛( 主治#脘腹冷痛!寒湿吐泻!饮

食不消!风湿痹痛等( 它属于黄酮醇亚属!分子式为

'
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!相对分子量为
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( 山奈酚主要来源

于姜科植物山奈的根茎!并广泛存在于各种植物的花'

叶和果实中!现已从茶叶'椰菜'蜂胶'柚子及其他绿色

植物中提取到它的单体)
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( 因山奈酚具有抗炎'抗氧

化'防癌等多种功效!可用于癌症'心血管疾病'抗微生

物感染等疾病的治疗而受到人们的广泛关注)
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%诱导小鼠
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的作用及机制!为山奈酚

今后应用于临床治疗急慢性肝损伤提供实验依据(

材料与方法
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周!适应环境( 实验前
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间禁食!自由饮水( 本动物实验方案通过实验动物伦
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%!作用
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病理改变判定造模是否成功( 建立
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水平和肝脏组织的病理改变判定造模是否成功!不参

与实验指标的检测(
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$检测指标及方法
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和
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$肝组织损伤情况$采用病理学检测常规石

蜡包埋!切片'

P;

染色!光学显微镜下观察肝组织损

伤情况(

6

!

&

$炎症因子$

*3Q

#

"

'

)G

#

##

'

)G

#

7 <U3O

表

达水平采用实时荧光定量
H'U

检测( 用
*U)>01

试剂

提取肝组织总
U3O

!具体操作按照说明书进行&测定

总
U3O

浓度!并配制等量总
U3O

溶液&用
IJL:N

#

IAN=LK%H1-K=ZJ< *`0

#

YK:L bU*

#

H'U

试剂盒合成

AB3O

第一链!随后进行实时荧光定量
H'U

检测!具

体操作按试剂盒说明书进行&引物合成由上海生工生

物工程股份有限公司完成(

6

!

6

$

3Q

#

$R

信号通路中
)$R

#

"

和
L

#

3Q

#

$RL7%

分子表达$采用蛋白免疫印迹法检测( 用
U)HO

试剂

提取肝脏组织蛋白质!

6

('

& """ N D<=Z

!离心
% <=Z

!

取其上清进行蛋白浓度测定!测定浓度为
% !SD !G

!体

积为
6"" !G

!配制等量蛋白溶液( 蛋白免疫印迹操

作如下#取组织等量蛋白溶液上样'蛋白样品的电

泳'蛋 白 转 膜' 一 抗 $

#

)

# """

稀 释 % 和 二 抗

$

#

)

! """

稀释%结合'

*RI*

漂洗
&

次!

&" <=ZD

次!

取等量的
;'G

发光试剂
O

液和
R

液混匀后孵育

H/BQ

膜!压片曝光(

6

!

%

$肝细胞凋亡情况$采用转移酶介导的三磷

酸脱氧鸟苷 "生物素刻痕末端标记$

*]3;G

%检测(

根据试剂盒说明书进行(

%

$统计学方法$采用
IHII #&

!

"

软件进行数

据处理!计量资料以
\

*

Y

表示( 多组间均数比较采用

单因素方差分析!

G:^:Z:

法检验方差齐性!方差齐时

多样本均数之间两两比较用
GIB

#

K

检验!方差不齐者

用
F-<:Y

#

P0`:11

法&对于小鼠的生存分析!应用两

两比较的
G0SN-ZT

检验!

H V "

!

"%

为差异有统计学

意义(

结$$果

#

$山奈酚干预组及
OPQ

模型组小鼠的生存率

比较$图
#

%$

OPQ

模型组
9 ?

后小鼠开始死亡!截

止到观察点
!6 ?

!

OPQ

模型组小鼠的存活率是
6"e

$

6D#"

%&山奈酚干预组增加了
B

#

F-13DGHI

诱导

OPQ

小鼠的存活率!小鼠于
#$ ?

开始死亡!且其存

活率在较长时间内保持稳定!截止到观察点
!6 ?

存

活率为
8"e

$

8D#"

%&两组比较!差异有统计学意义

$

H V"

!

"%

%(

图
#

$山奈酚干预组及
OPQ

模型组小鼠的

生存率比较

!

$各组小鼠血清
OG*

和
OI*

水平比较$表
#

%

与正常对照组比较!

OPQ

模型组血清
OG*

和
OI*

水

平均升高$

H V"

!

"%

%&与
OPQ

模型组比较!山奈酚干

预组血清
OG*

和
OI*

水平降低$

H V"

!

"%

%(

表
#

$各组小鼠血清
OG*

和
OI*

水平比较$$

]DG

!

\

*

Y

%

组别
Z OG* OI*

正常对照
#" !%

+

9$

*

&

+

7" &&

+

#%

*

9

+

%6

OPQ

模型
#&

! #%7

+

6"

*

%6#

+

!"

!

# $99

+

!"

*

&&!

+

6"

!

山奈酚干预
#6

$$$

+

7"

*

79

+

&"

"

9"#

+

%"

*

#""

+

9"

"

$$注#与正常对照组比较!

!

H V"

!

"%

&与
OPQ

模型组比较!

"

H V"

!

"%
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&

$各组小鼠肝脏病理损伤情况比较$图
!

%$正

常对照组肝脏组织肝小叶形态结构完整!无细胞变

形'凋亡!无坏死区域!无炎性细胞浸润&

OPQ

模型组

肝脏组织部分肝小叶出现结构紊乱!细胞肿胀变形'

细胞凋亡及炎症细胞浸润!可见大块坏死区&山奈酚

干预组肝脏组织肝细胞变形'坏死明显减轻!炎性细

胞浸润减少!坏死区明显减少(

图
!

$各组小鼠肝脏病理损伤情况比较

$

P;

! '

!""

%

6

$各组小鼠肝脏组织中
*3Q

#

"

'

)G

#

##

'

)G

#

7

<U3O

相对表达水平比较$表
!

%$与正常对照组比

较!

OPQ

模型组
*3Q

#

"

'

)G

#

##

'

)G

#

7 <U3O

表达均升

高$

H V"

!

"%

%( 与
OPQ

模型组比较!山奈酚干预组中

*3Q

#

"

'

)G

#

##

'

)G

#

7 <U3O

表达均明显降低 $

H V

"

!

"%

%(

表
!

$各组小鼠肝脏组织中
*3Q

#

"

'

)G

#

7

'

)G

#

##<U3O

相对表达水平比较$$

\

*

Y

%

组别
Z *3Q

#

"D PHU* )G

#

##D PHU* )G

#

7DPHU*

正常对照
#" "

+

!"

*

"

+

"6 #

+

#"

*

"

+

"$ #

+

"!

*

"

+

6"

OPQ

模型
#&

#"7

+

$"

*

7#

+

&"

!

!6

+

8"

*

7

+

89

!

&

+

6%

*

"

+

7$

!

山奈酚干预
#6

&%

+

$"

*

#6

+

7"

"

8

+

6"

*

#

+

7"

"

#

+

&6

*

"

+

!!

"

$$注#与对照组比较!

!

H V"

!

"%

&与
OPQ

模型组比较!

"

H V"

!

"%

%

$各组小鼠肝脏组织中
)$R

#

"

'

L

#

3Q

#

$RL7%

蛋

白相对表达水平比较$表
&

!图
&

%$与正常对照组比

较!

OPQ

模型组中
)$R

#

"

表达降低$

H V"

!

"%

%!

L

#

3Q

#

$RL7%

表达升高$

H V"

!

"%

%&与
OPQ

模型组比较!山

奈酚干预组中
)$R

#

"

表达明显升高$

H V"

!

"%

%!

L

#

3Q

#

$RL7%

表达明显降低$

H V"

!

"%

%(

7

$各组小鼠肝脏细胞凋亡情况$图
6

%$

*]3;G

的结果表明!与正常对照组比较!

OPQ

模型组
7 ?

肝

细胞凋亡数量明显增多&与
OPQ

模型组比较!山奈酚

干预组肝细胞凋亡数量明显减少(

表
&

$各组小鼠肝脏组织中
)$R

#

"

和
L

#

3Q

#

$RL7%

蛋白相对表达水平比较$$

\

*

Y

%

组别
Z )$R

#

"D#

#

-AK=Z L

#

3Q

#

$RL7%D #

#

-AK=Z

正常对照
#" "

+

!6

*

"

+

"% "

+

#"

*

"

+

"&

OPQ

模型
#&

"

+

"$

*

"

+

"#

!

"

+

!#

*

"

+

"&

!

山奈酚干预
#6

"

+

!7

*

"

+

"#

"

"

+

##

*

"

+

"!

"

$$注#与正常对照组比较!

!

H V"

!

"%

&与
OPQ

模型组比较!

"

H V"

!

"%

$$注#

O

为正常对照组&

R

为
OPQ

模型组&

'

为山奈粉干

预组

图
&

$各组小鼠肝脏组织中
)$R

#

"

及

L

#

3Q

#

$RL7%

蛋白表达

图
6

$各组小鼠肝脏细胞凋亡情况

讨$$论

OPQ

的病死率很高 $

d 9"e

%

)

#6

*

!如何治疗

OPQ

成为临床医学中具有挑战的难题之一!本实验

中采用
B

#

F-13

联合
GHI

的方法建造型(

B

#

F-13

和
GHI

联合用药是大'小鼠
OPQ

模型最常用的方法

之一(

GHI

是革兰氏阴性菌外膜的主要成分!

B

#

F-13

能加强
GHI

的急性毒性!而
GHI

能刺激巨噬

细胞'枯氏细胞产生
*3Q

#

"

!

*3Q

#

"

在
GHIDB

#

F-13

诱导的小鼠肝炎的早期阶段能诱导肝细胞凋亡)

#%

*

(

已有研究证实
B

#

F-13

致敏小鼠被
GHI

攻击后!所

引发的肝脏病理反应是以细胞凋亡为重要特征

的
OPQ

)

#7

*

(
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"!%*$$"

使用山奈酚造模前干预的方式以期能够找到预防

或延缓
OPQ

发生发展的有效方式!从而更好地保护肝

脏!提高临床患者的生活质量( 已有文献报道!通过山

奈酚干预的方式对自发
!

型糖尿病小鼠早期的肾脏损

害起到了保护作用!其作用机制是抑制
3Q

#

$R

介导的

炎症反应)

#$

*

( 有研究表明!山奈酚对急性肺损伤)

#9

*

'

乳腺炎)

#8

*

'关节炎)

!"

*等炎症疾病可能有潜在的治疗

效果( 另有报道称!山奈酚可通过抑制促炎因子的表

达!在人类肝细胞和牙龈上皮细胞中产生有效的炎症

抑制作用!达到抗炎效果)

!#

!

!!

*

(

通过本实验
!6 ?

存活率的观察!山奈酚干预组不

仅存活率远高于
OPQ

模型组!且其存活时间在一定时

间内保持稳定( 由小鼠肝脏功能检测及
P;

染色病理

片结果可以看出山奈酚干预组小鼠的肝脏组织情况明

显优于
OPQ

模型组( 说明山奈酚干预对小鼠肝脏存

在保护作用(

炎症反应涉及很多介质和细胞的信号通路!其中

3Q

#

$R

起主导作用)

!&

*

( 标准的
3Q

#

$R

为
L%"

和

L7%

的二聚体!在静息状态下!

3Q

#

TR

以无活性的潜

在状态存在于细胞浆中!它与抑制因子
)TR

结合组成

一个三聚体
L%"

#

L7%

#

)TR

!可由
GHI

'前炎性细胞因

子!如
*3Q

'

)G

#

#

激活!进而调控炎症反应( 已有研究

发现!

3Q

#

$R

信号通路中相关蛋白与炎症反应和免疫

应答的调节密切相关)

!6

!

!%

*

(

*3Q

#

"

及
)G

#

#

是介导炎

症反应的两个重要细胞因子!它们的表达情况可以反

应炎症的情况( 在
bU*

#

H'U

结果中!发现山奈酚干

预组中的
*3Q

#

"

'

)G

#

##

和
)G

#

7

基因表达明显低于

OPQ

模型组( 由此可见!山奈酚干预可以有效的抑制

*3Q

#

"

'

)G

#

##

和
)G

#

7

基因表达(

OPQ

模型组中
)$R

#

"

和
L

#

3Q

#

$RL7%

蛋白活性减弱!表明
3Q

#

$R

信号通路激

活!并开始调控炎症反应!使其炎症反应高表达( 而山奈

酚干预组中
)$R

#

"

和
L

#

3Q

#

$RL7%

的活性明显较
OPQ

模型组增强!表明
3Q

#

$R

信号通路激活受到抑制!通路的

激活并不完全!山奈酚干预组的炎症表达较
OPQ

模型组

低(

bU*

#

H'U

与蛋白免疫印迹法结果一致!证明山奈酚

干预可以有效抑制炎症的表达!其抑制炎症是通过抑制

3Q

#

$R

信号通路激活!进而调控
*3Q

#

"

'

)G

#

##

和
)G

#

7

基

因表达!从而起到保护肝脏的作用(

有研究表明
GHI

使
B

#

F-13

致敏小鼠的肝细胞

凋亡是由释放入血的
*3Q

#

"

所致( 抗
*3Q

#

"

的抗体

可以完全阻止这种凋亡的发生)

9

*

( 在
*]3;G

结果

中!山奈酚干预组细胞凋亡明显减少!说明肝脏中细胞

凋亡明显减少!可能与
*3Q

#

"

的表达受到抑制有关(

由此可见!

OPQ

中肝脏细胞凋亡的减少与山奈酚干预

抑制
*3Q

#

"

的表达密切相关(

*3Q

#

"

的下游有三条通路#

,OHW

通路'

3Q

#

$R

通路和
'-YL-Y:

通路( 本研究中只对
3Q

#

$R

通路做

了检测!未能对其余两条通路作出检测!虽然实验结果

能够证明山奈酚通过调控
3Q

#

$R

通路!抑制炎症!从

而对
OPQ

肝损伤起到保护作用!但结论仍不十分严

谨!以期在日后的实验中加以完善(

综上所述!在
OPQ

发生时!山奈酚干预可对

OPQ

肝损伤提供有效的保护作用!而这种保护作用

可能通过调控
3Q

#

$R

信号通路有效的减轻肝脏炎症

反应而达到( 本研究为山奈酚治疗
OPQ

提供了可

靠的实验室数据!为山奈酚应用于临床应用提供了

理论依据( 期望山奈酚早日应用于临床!为肝脏的

保护做出贡献(
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