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摘要"目的"探讨养肝澳平合剂#
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$对肝纤维化模型大鼠的影响及机制% 方法"将
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大
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组用
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橄榄油腹腔注射法制备肝纤维

化大鼠模型"在造模成功后"

&
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组灌胃不同剂量的
JKLM+
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组灌胃秋水仙碱"药物干预
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周后采集血

清及肝组织% 采用生化方法测定大鼠肝功能&超氧化物歧化酶#
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$&羟脯氨酸#
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$% 结论"
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能剂

量依赖地降低肝脏损伤"改善肝纤维化"机制可能是通过抗炎&抗脂质过氧化从而减少肝细胞损伤"间接

降低胶原蛋白含量'并通过直接或间接抑制肝星状细胞#

P7&

$活化过程中的
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信号通路"逆转肝

纤维化%
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""肝纤维化$

B9W?S@E R@ZY0U@U

!

PO

%是指由各种致

病因子所致肝内结缔组织异常增生!肝脏中细胞外基

质$

9XSY?E9--,-?Y >?SY@X

!

=&+

%合成与降解失衡!过

度沉积的病理过程' 肝星状细胞 $

B9W?S@E US9--?S9

E9--

!

P7&

%是产生
=&+

的主要细胞!

P7&

活化和增

殖是
PO

发生的中心环节!受到多种细胞因子和信号

通路的调控(

#

!

!

)

' 目前认为慢性肝病在
PO

阶段的病

理过程是可逆的!通过药物干预!

PO

状态能够得到缓

解或者彻底改善' 养肝澳平合剂$

JKLM+

%是江苏省

中医院中西医结合专家俞荣青教授根据多年临床经验

总结制方的院内制剂!具有活血化瘀*清热利湿解毒的

功效!多年的临床应用发现
JKLM+

具有抗炎*抗病

毒*逆转肝纤维化*增强免疫力等功效(

%

!

5

)

' 本实验在

前期临床试验的基础上!对
JKLM+

抗肝纤维化作用

及机制进一步研究'

材料与方法

#

"动物及分组"

7F

大鼠
$;

只!鼠龄
< b;

周!

雌雄各半!清洁级!体重$

#;"

$

!"

%

V

!由扬州大学比

较医学中心提供!动物合格证号#

7&ca

#$苏%

!"#!

%

"""5

' 采用随机区组分为
<

组!即正常对照组$

L

组%

#!

只*模型对照组$

N

组%

#;

只*

JKLM+

高剂量组

$

&

组%

#!

只*

JKLM+

中剂量组$

F

组%

#!

只*

JK

#

LM+

低剂量组 $

=

组%

#!

只*秋水仙碱组 $

O

组%

#!

只'

!

"药物"分析纯四氯化碳$

E?YZ0C S9SY?EB-0

#

Y@T9

!

&&-

5

%!批号#

#%":!8#"$$!

!使用时用橄榄油配制

成
5"d

的油溶液' 甲醛溶液均购自南京化学试剂有限

公司!批号#

#!"5!5#"<:8

' 养肝澳平合剂#主要由茵

陈*当归*赤芍*牡丹皮*丹参*茜草*紫草*凤尾草*白花

蛇舌草等组成!每瓶剂量
!:" >3

$含生药
!8; V

%!江苏

省中医院制剂室提供!批号#

4"5"""%$<

'

&

组灌胃

JKLM+

原液!

F

组取原液与等剂量蒸馏水混合后灌

胃!

=

组取
F

组灌胃液与等剂量蒸馏水混合后灌胃' 秋

水仙碱片#每片
"

!

: >V

!购自云南昊邦制药有限公司!

批号#

P:%"!#$8;

!每片与
: >3

蒸馏水充分混合后

备用'

%

"试剂"

)

#

7GF

测试盒!货号#

L""#

#

#

&

+FL

测试盒!货号#

L""%

#

#

&

PJM

测试盒!货号#

L"%"

#

!

&考

马斯亮兰蛋白定量测试盒!货号#

L"5:

#

!

!均购自南京

建成生物工程研究所'

)KO

#

"

#

一抗!批号#

7&

#

%8;

!

购自美国
7?CS? &Y,A

公司' 即用型快速免疫组化

+?X/@U@0C

试剂盒!批号#

a()

#

:"%"

&

!

#

7+L

一抗!货

号#

+LN

#

"""#

&

FLN

显色试剂盒!均购自福州迈新

生物公司' 兔抗大鼠
)KO

#

"

#

多克隆抗体!批号#

LM"!5;

&

)(+M

#

#

多克隆抗体!批号#

N7#<8$

&均购自

N@0_0Y-T

公司' 过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自

丹麦
F?`0

公司!批号#

M"55;"#

' 兔抗大鼠
KLMFP

单克隆抗体购自
7?CS? &Y,A

公司!批号#

7&

#

!:$$;

'

[?@CZ0_ +0-9E,-?Y *9@VBS +?Y`9YU

*

*9US9YC

N-0SS@CV 9-9ESY0EB9>@-,>@C9UE9CE

$

=&3

%及硝酸纤

维素$

M/FO

%膜均购自
L>9YUB?>

公司'

5

"主要仪器"

)F3

#

;"

#

!N

低速离心仪购自上海

安亭科学仪器厂'

PP

#

!

数显恒温水浴锅购自国华电

器有限公司'

+GF=3 F7

#

<$#

电子秤购自上海寺冈

电子有限公司'

$:<M&

紫外线分光光度计购自上海光

谱仪器有限公司'

)M #"!"

自动脱水机*

[+!#%:

型

石蜡切片机*

F+

#

!"""

光学显微镜均购自德国
39@E?

公司'

&7

#

#

型摊片烤片机购自湖北孝感宏业医用仪

器有限公司'

)@UU,9

#

)9` )=3

组织包埋中心购自日

本
7La\[L

公司' 医用
c

光片购自
a0T?`

公司'

M0_9Y M?E N?U@E

电泳仪!电转仪购自
N@0

#

[?T

公
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P*

#

;N

型超级微量恒温器购自上海浦口分析仪

器厂'

FPK

#

8#5"

型电热恒温干燥箱购自上海精宏实

验设备有限公司'

:

"实验方法

:

!

#

"模型建立及给药方法"参照许建明等(

:

)的

方法!制备肝纤维化模型#

N

*

&

*

F

*

=

*

O

组用
5"d

的

&&-

5

H

橄榄油腹腔注射!剂量为
# >3H`V

!每周
!

次!造

模
;

周后!

N

组随机选取
<

只大鼠处死!留取肝脏标

本!

#"d

甲醛中固定!常规石蜡包埋切片!

P=

染色镜

检!参照
7EB9,9Y M'

(

<

)的肝纤维化分期标准!评判肝

纤维化程度#+ %,无成纤维细胞增生&+

e

,汇管区扩

大!有少量成纤维细胞增生&+

e e

,汇管区成纤维细

胞增生并向小叶内延伸!呈较窄较短的纤维素条&+

e

e e

,汇管区成纤维细胞大量增生并向小叶内明显延

伸!形成纤维隔伴有小叶结构紊乱'

<

只大鼠肝组织

纤维化程度为
5

只
e e

!

!

只
e

!造模成功'

L

组与
N

组同时用蒸馏水灌胃
!" >3H`V

作为对照&其中
&

*

F

*

=

组灌胃剂量分别为每天
!;

*

#5

*

$ VH`V

$分别按照

$" `V

成人体质量临床用量等体质量的
#!

*

<

*

%

倍

量(

$

)

&

O

组给药剂量为每天
# >VH`V

!给药体积均按

"

!

! >3H`V

每天灌胃给药
#

次!连续
;

周(

;

%

##

)

' 各组

大鼠每周称量体重
#

次!观察每组动物体重变化有无

差异! 动物体重相差不到
!"d

!就可以按同一千克体

重剂量用药&否则按校正系数进行相应调整(

$

)

'

:

!

!

"样本采集"采集样本前!所有大鼠均禁食

#! B

!大鼠在末次给药结束后
!5 B

内股动脉取血!

! :"" Y H>@C

离心
#" >@C

!取血清分装测肝功能用&断

颈处死大鼠!剖取肝脏!观察大体标本的形态变化!并

称取体重量'

:

!

%

"大鼠血清
L3)

*

L7)

*碱性磷酸酶$

?-`?

#

-@C9 WB0UWB?S?U9

!

L3M

%*

$

#谷氨酰基转移酶$

V?>

#

>?

#

V-,S?>.- SY?CUR9Y?U9

!

KK)

%*总胆红素$

S0S?-

Z@-@Y,Z@C

!

)N@-

%* 直 接 胆 红 素 $

T@Y9ES Z@-@Y,Z@C

!

FN@-

%检测"采用全自动生化分析仪!按具体说明书

操作'

:

!

5

"肝脏纤维化测定"取肝脏第
5

叶组织!置

#"d

甲醛中固定!常规石蜡包埋切片!

P=

染色*

+?U

#

U0C

染色!每张切片随机选取
#"

个视野!

#""

倍下采

集图片' 大鼠肝组织纤维化面积比例测定用
(>?V9

MY0 M-,U<

!

"

分析软件进行图像分析!蓝色为增生的

胶原纤维!对显示蓝色像素进行累加计算!肝组织纤维

化面积百分比$

d

%

f

胶原纤维像素累加值
H

肝组织总

像素累加值&

#""d

'

:

!

:

"肝组织超氧化物歧化酶$

U,W9Y0X@T9 T@U

#

>,S?U9

!

7GF

%* 丙 二 醛 $

>?-0CT@?-T9B.T9

!

+FL

%*羟脯氨酸$

B.TY0X.WY0-@C9

!

PJM

%含量测定

取剩余部分肝脏组织!冰冷等渗盐水漂洗数次后!除去

血液!滤纸吸干!称取
!"" >V

!放入小烧杯中' 用移

液管加入预冷的等渗盐水!等渗盐水体积总量是组织

块重量的
8

倍!将小烧杯放入冰水中!用眼科小剪刀尽

快剪碎组织块!用组织匀浆机
# """ b# :"" Y H>@C

上

下研磨成
#"d

组织匀浆!

% """ Y H>@C

!

5

'离心
#: b

!" >@C

!取上清液!用分光光度计测定
7GF

*

+FL

*

PJM

含量'

:

!

<

"肝组织
!

#平滑肌肌动蛋白$

U>00SB >,U

#

E-9 ?ES@C

#

!

!

!

#

7+L

%*转化生长因子
"

#

$

SY?CUR0Y

#

>@CV VY0_SB R?ES0Y

#

"

#

!

)KO

#

"

#

%表达测定"采用免

疫组化检测!石蜡切片脱蜡水化!微波中档抗原修复

#" >@C

' 自然冷却!用
MN7

液 $

"

!

"# >0-H3

!

WP

$

!

5

%冲洗
%

次 &

! >@C

' 正常山羊血清封闭!室温孵

育
#" >@C

' 弃去血清!勿洗!一抗
%$

'孵育
# B

'

MN7

冲洗!

! >@C

&

%

次'

+?X/@U@0C

二抗
%$

'孵育

#" b#: >@C

'

MN7

冲洗!

! >@C

&

%

次'

FLN

显色!

显微镜下观察' 自来水充分冲洗!苏木素复染!自来水

冲洗返蓝' 梯度酒精脱水*二甲苯透明!中性树胶封

片' 阳性细胞的胞质表达棕褐色颗粒!每张切片随机

选取
!""

个视野!

#""

倍下采集图片!用
(>?V9 MY0

M-,U<

!

"

分析软件进行图像分析!大鼠肝组织
!

#

7+L

*

)KO

#

"

#

表达'

:

!

$

"肝组织
)KO

#

"

#

*基质金属蛋白酶抑制剂#

#

$

S@UU,9 @CB@Z@S0YU 0R >9S?--0WY0S9@C?U9

!

)(+M

#

#

%

蛋白表达"采用
*9US9YC Z-0S

方法检测!将少量组织

块置于匀浆器中球状部位!用干净的剪刀将组织块尽

量剪碎!再加入适量细胞裂解液!高速离心分离细胞上

清液!用
NY?TR0YT

方法定量蛋白浓度' 取
5" %V

上

述蛋白在
#"d

聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离! 电转至

M/FO

膜!封闭
! B

!一抗
5

'孵育过夜!

MN7

洗涤后

二抗孵育
! B

!

=&3

显色系统检测目的蛋白表达!以

KLMFP

为内参照'

c

线片上的电泳条带经
(>?V9 '

软件处理!分析各实验组条带与对照组条带面积*灰度

比值'

<

"统计学方法"所有资料均使用
7M77 #8

!

"

统计软件进行分析!计量资料以
X

$

U

表示!组间差异

采用单因素方差分析!组间两两比较采用
37F

法检

验!计数资料采用
&

!检验!

M Q"

!

":

为差异有统计学

意义'

结""果

#

"一般情况"整个实验过程中!共死亡
5

只大



"!"!$$" 中国中西医结合杂志
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年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/0-1 %$

!

20

!

$

鼠!

N

组
!

只!

O

组
!

只' 造模前大鼠精神佳!动作敏

捷!毛发光泽!食欲良好!大便色黑成形' 每次腹腔

注射
&&-

5

H

橄榄油后
!5 B

内大鼠有不同程度的烦

躁!动作稍迟缓!食欲减退!便溏'

;

周后各药物干预

组精神逐渐恢复!食纳渐佳!活动灵敏&

N

组精神状

态仍较差!毛发枯黄缺少光泽!饮食减少!体重减轻!

行动较迟缓!部分出现便溏*弓背*烦躁易怒!甚至

死亡'

!

"肝脏形态变化$图
#

%"

L

组大鼠肝脏颜色深

红!表面光滑!边缘锐利!质地较软'

N

组大鼠肝脏增

大!边缘钝*质地硬!表面呈黄色粗颗粒状' 各药物干

预组大鼠肝脏表面情况相似!色红略带黄色!表面尚光

滑有少量的细小颗粒!肝脏边缘钝'

%

"各组大鼠肝功能指标测定结果比较$表
#L

*

N

%"

N

组肝功能各指标水平明显高于
L

组 $

M Q

"

!

"#

%'

&

*

F

*

=

*

O

组各指标较
N

组明显下降

$

M Q"

!

":

!

M Q"

!

"#

%'在
JKLM+

不同剂量组中!

&

组肝功能水平下降显著$

M Q"

!

"#

%!与
O

组比较!差异

有统计学意义$

M Q"

!

":

!

M Q"

!

"#

%'

图
#

$各组肝脏形态

%

"各组大鼠肝组织
7GF

*

+FL

及
PJM

含量比

较$表
!

%"使用
&&-

5

H

橄榄油造模后!各组大鼠肝脏组

织中
+FL

*

PJM

的含量明显升高!而
7GF

的含量明显

降低!与
L

组比较!

N

组差异有统计学意义$

M Q"

!

"#

%&

JKLM+

及秋水仙碱各治疗组大鼠肝脏组织
+FL

*

PJM

的含量明显降低!而
7GF

的含量明显上升!与
N

组比较!差异亦有统计学意义$

M Q"

!

"#

%' 而
&

组与
=

组*

O

组比较!差异亦有统计学意义$

M Q"

!

"#

%'

表
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"各组大鼠血清
L7)

*
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及
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#
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$
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& 表
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同
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"各组大鼠血清
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*

)N@-

及
FN@-

水平比较"$

X

$

U

%
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C KK)

$

\H3

%
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$

%>0-H3

%
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$
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(
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(
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(
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(
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$各组大鼠肝组织
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+FL

及
PJM

含量比较"$
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%
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卷第
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期
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!

/0-1 %$

!
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!

$

"!"($$"

""

5

"各组大鼠肝脏组织学变化比较$图
!

%"盲法

阅片发现
L

组大鼠肝脏
P=

染色结果显示肝细胞形态

结构正常!肝细胞索边界清楚!以中央静脉为中心呈放

射状分布!肝小叶结构完整!汇管区无炎症和纤维结缔

组织增生'

N

组肝细胞肿大明显!广泛的肝细胞脂肪

变性!肝窦及中央静脉明显扩张!肝细胞索排列紊乱!

肝小叶内及汇管区可见明显的灶性淋巴细胞浸润!可

见间质细胞增生!分隔包绕肝细胞!汇管区纤维结缔组

织沉积明显!形成纤维结缔组织隔!将肝小叶分隔成大

小不等的圆形或椭圆形肝细胞团!甚至形成假小叶&而

经
JKLM+

治疗后!肝细胞脂肪变性表达减弱!仅见散

在片断残留和炎性细胞浸润!可见少量点状淋巴细胞

浸润!部分区域!可见少量胶原纤维组织沿炎症坏死区

延伸!形成间断*薄的纤维间隔!无明显纤维结缔组织

隔!无假小叶形成' 其中
&

组脂肪变性表达减弱!细

胞结构趋于正常!中央静脉周围细胞形态结构趋于正

常!纤维化程度显著减轻'

O

组炎症坏死及纤维组织

增生程度与
&

组类似' 经
JKLM+

干预后肝细胞坏死!

""注#

L

为正常对照组&

N

为模型组&

&

*

F

*

=

分别代表
JK

#

LM+

高*中*低剂量组&

O

#秋水仙碱组&图
%

%

:

同

图
!

$各组大鼠肝组织变化比较$$

P=

! &

#""

%

脂肪变性及炎性细胞浸润程度较
N

组减轻!其抗纤维

化作用呈剂量依赖性'

:

"各组大鼠肝组织纤维化面积及肝组织
!

#

7+L

表达比较$图
%

*

5

!表
%

%"

+?UU0C

染色将胶原纤维

染成蓝色!

N

组大鼠肝组织纤维带较宽!汇管区可见较

大的纤维瘢痕'

JKLM+

干预后!各组肝窦胶原纤维

面积减少!肝组织纤维化面积比例下降!

&

组明显下

降' 与
L

组比较!

N

组肝组织纤维化面积比例显著升

高$

M Q"

!

"#

%!药物干预后!各治疗组肝组织纤维化面

积比例显著下降$

M Q"

!

"#

%!

&

组较
F

*

=

组下降明显

$

M Q"

!

"#

%' 免疫组织化学染色结果显示#

L

组可见少

量
!

#

7+L

阳性表达!肝组织结构正常&

N

组大鼠肝组织

!

#

7+L

表达于增生的肌成纤维细胞!阳性染色更明显!

可见肝窦*汇管区与炎性坏死区等较多表达' 药物干预

后!各组
!

#

7+L

表达均有所下调$

M Q"

!

"#

%'

&

组较

=

组
!

#

7+L

表达下调显著$

M Q"

!

"#

%'

<

"各组对肝组织
)KO

#

"

#

蛋白表达比较$图
:

%

L

组大鼠肝脏组织中
)KO

#

"

#

有少量表达&而在
N

组

中!

)KO

#

"

#

表达于肝细胞细胞浆!阳性细胞呈棕褐色!

图
%

$各组大鼠肝组织胶原纤维沉积的变化比较

$

+?UU0C

! &

#""

%
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检测结果相符'

讨""论

肝脏慢性炎症*脂质过氧化物*细胞因子---细

胞---

=&+

相互作用!参与了
PO

的形成(

#!

)

' 细胞

因子中研究最多的就是
)KO

#

"

!是迄今为止发现的最

重要的
=&+

沉淀促进剂!

)KO

#

"

共有
%

种!

)KO

#

"

#

*

)KO

#

"

!

*

)KO

#

"

%

!

)KO

#

"

#

肝脏含量最高且具有生物

活性!在肝纤维化过程中起着重要作用(

#%

)

'

!

#

7+L

为活化的
P7&

特征标志物(

#5

)

' 基质金属蛋白酶

$

>?SY@X >9S?--0WY0S9@C?U9 ++MU

%是参与
=&+

降

解的主要酶家族!

)(+MU

是一类最重要的调节细胞外

++MU

活性的酶家族!能抑制
++MU

的活性!减少

=&+

降解!在肝脏中仅发现
)(+M

#

#

和
)(+M

#

!

表达'

肝脏受损后!氧化应激*脂质过氧化物等信号刺激!活

化
)KO

#

"

#

!激活
P7&

转化为肌成纤维细胞$

>.0R@

#

ZY0Z-?US

!

+ON

%!表达大量
!

#

7+L

!促进大量以胶原

为主的
=&+

合成(

#:

!

#<

)

!激活的
P7&

又能上调
)KO

#

"

#

的表达!加速恶性循环' 此外!

)KO

#

"

#

还能激活

)(+MU

抑制
++MU

的活性!降低
=&+

的降解'

)KO

#

"

#

主要通过活化
P7&

增加
=&+

合成!抑制
=&+

降

解等途径诱发
PO

' 秋水仙碱是一种抗纤维化剂!能抑

制微管介导转运前胶原(

#$

)

!提高胶原酶活性(

#;

)

' 在

早期的临床试验中!曾用秋水仙碱来治疗原发性胆汁

性肝硬化*酒精性肝硬化等肝脏疾病!因秋水仙碱治疗

剂量范围窄!容易导致肝功能异常!肝内胆汁淤积!肝

组织病变!限制了临床应用(

#8

)

'

周珉等(

!"

)在
!"

多年前提出+湿热瘀毒证,概念!

认为
PO

的形成多因感受湿热疫毒之邪!病理特点为

湿热疫毒之邪不仅在气!且大多深入血分! 邪阻气郁

热结血滞!邪瘀搏结发为本病' 国医大师周仲瑛教授

依据多年临证研究心得认为湿热瘀毒互结贯穿在慢性

肝炎
PO

发展的始终!湿*热*毒*瘀相互影响!互为因

果!是影响慢性肝病预后的一个重要因素(

!#

)

' 善于在

活血化瘀同时清热利湿解毒是周老治疗
PO

的一大治

疗特色' 湿热毒邪羁留不去!瘀滞肝络血分!肝络受

伤!毒邪致瘀!血瘀不化又助湿生热!湿热毒瘀!积于肝

络!迁延反复!是
PO

形成的外在条件和加重的主要因

素(

!!

)

' 因此!湿热*邪毒是
PO

的两大致病因素!血瘀

则是重要的病理产物及病机的关键环节'

JKLM+

按

照病毒性肝炎+湿热邪毒内存*血瘀于肝,病机组方!

主要由茵陈*当归*赤芍*牡丹皮*丹参*茜草*紫草*凤

尾草*白花蛇舌草*甘草组成' 方中茵陈*紫草*茜草*

凤尾草*白花蛇舌草均能清热利湿解毒!当归*赤芍*牡

丹皮*丹参活血化瘀!其中赤芍*牡丹皮*茜草*紫草既

清热又活血!全方配伍共奏清热利湿解毒*凉血化瘀之

效!与
PO

+瘀热,病机相吻合!使气血调畅!肝脾协调!

辨证施治更符合临床实践' 活血化瘀药!能增加肝血

流量!促进坏死区肝细胞再生和修复!消退炎症渗出浸

润!祛瘀生新的功能(

!%

)

' 方中当归*赤芍*牡丹皮*丹

参*甘草具有不同程度抗
PO

的作用!丹参*当归*甘草

可以清除氧自由基!抑制脂质过氧化(

!%

)

' 竺稽能等(

!5

)

前期研究表明!单用活血化瘀药对
&&-

5

所致大鼠
PO

有改善微循环障碍和抗
PO

作用!然而至实验后期保肝

降酶作用不明显!病死率未改善'

JKLM+

在活血化瘀

药物基础上加用清热利湿解毒药物!干预
PO

大鼠后!

各治疗组肝功能水平均明显改善!其保肝抗炎作用优于

秋水仙碱!这与
[?>Z?-T@ L

等(

!:

)研究结果一致'

JK

#

LM+

干预后!可提高
7GF

活性!降低
+FL

和
PJM

的

生成!下调
)KO

#

"

#

!减少
P7&

活化!抑制
!

#

7+L

表达!

降低
=&+

合成!下调
)(+M

#

#

的表达!促进
=&+

的降

解!减少肝组织纤维化面积比例'

本研究发现
JKLM+

主要通过抗炎*保肝*抗脂质

过氧化!减少肝细胞损伤!间接降低胶原蛋白含量!并

直接或间接地抑制
P7&

活化过程中的
)KO

#

"

#

信号

通路!抑制
P7&

活化!降低
=&+

合成!促进其降解!

逆转
PO

'

JKLM+

抗纤维化作用呈剂量依赖性!高剂

量组效果最佳!更适用于肝功能异常!肝脏炎症反应突

出!脂质过氧化反应突出的
PO

及早期肝硬化患者'

本实验主要证实了
JKLM+

对
PO

中
)KO

#

"

#

的

部分作用机制' 在
PO

发生*发展过程中!细胞因子的

作用极其复杂!并受多种因素的影响' 而本方对
)KO

#

"

#

其他可能的作用机制值得进一步探索和研究'
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