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*决明子

#" /

*郁金
#9 /

*丹参
#9 /

*山楂
#9 /

*柴胡
8 /

*水

飞蓟
#9 /

) 给药剂量根据人与动物每千克体重剂量

折算法'

##

(

# 大鼠给药量$

>/Ja/

%

d

折算系数
+

(人

的给药量$

>/Ja/

%!得出大鼠的化痰祛湿活血方等效

剂量为
#

!

!8 /J#"" /

!多烯磷脂酰胆碱胶囊等效剂量

为
#7

!

#% >/J#"" /

) 设定化痰祛湿活血方低*中*高

剂量分别为临床成人用量的
9

*

#"

*

!"

倍!多烯磷脂酰

胆碱胶囊为临床成人用量的
#"

倍)

&

$试剂及仪器$血清
-V*

*

-Q*

*

-VL

*

*W

*

*'

*

WVX

检测试剂盒均购自深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司!货号分别为#

#7"##7"!9

*

#7"!#7"!#

*

#7"&##7"#7

*

#7#$#7"!7

*

#7#8#7"#b

*

#7#9#7""%

&

-HL6

多克隆抗体购自
TeH

公司!货号#

-N&#""

&

-S@P3T!

*

P

#

-M*

$

Q<U7$&

%*

P

#

6N

#

!OP89

$

Q<U9&8

%

多克隆抗体*

QL

检测试剂盒均购自北京博奥森生物

技术有限公司!货号分别为#

\0

#

"8##T

*

\0

#

"%$8T

*

\0

#

"b%!T

*

QL

"

""!&

&全自动生化分析仪#深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司$

OQ

"

!!"

%&半自动轮转

式切片机#德国
V<@G?

公司$

T,!!79

%&生物组织自动

包埋机#德国
V<@G?

公司$

=W##9"R

%&移液器#美国

*B<U>3 N@0B<U

公司)

7

$动物分组$适应性喂养
#

周后!按随机数字

表法分为
8

组!每组
#!

只#空白组*模型组*对照

组*化痰祛湿活血方高剂量组$高剂量组% *化痰祛

湿活血方中剂量组$中剂量组% *化痰祛湿活血方低

剂量组$低剂量组% ) 至实验结束!高剂量组因灌胃

不当死亡
!

只!低剂量组因注射器损伤内脏死亡

7

只)

9

$造模及给药方法$空白组予普通饲料*不给

药!其余
9

组予高脂饲料$

%7c

普通标准饲料
f#"c

猪油
f9c

蛋黄粉
f#c

胆固醇%!造模第
#

天时腹腔

注射
#

次四环素$

#"" >/Ja/

%!造模
#

周后每
8

天腹

腔注射
#

次四环素$

$" >/Ja/

%!共计
%

次&自造模第

!

周起!除空白组外!其余
9

组分别灌服生理盐水及相

应药物) 将药物溶于蒸馏水中制成混悬液!灌胃体积为

每天
# >VJ#"" /

) 模型组灌服生理盐水!对照组多烯

磷脂酰胆碱胶囊配成
!%

!

9 >/J>V

浓度灌胃给药!化痰

祛湿活血方高*中*低剂量组分别配成
9

!

"7

*

!

!

9!

*

#

!

!8 /J>V

浓度灌胃给药) 各组大鼠每天定时灌胃!连

续
8

天!停灌
#

天!连续
$

周)

8

$观察指标及方法

8

!

#

$标本的采集$

#"c

水合氯醛溶液$

"

!

& >VJ

#"" /

%经腹腔内注射麻醉大鼠!麻醉显效后剖开腹

腔!于腹主动脉采血!

"

!

9 B

内以
& """ U J>@D

的转速

离心
#" >@D

以分离血清!置入 "

%"

'冰箱中保存)

迅速取出肝脏!吸水纸吸去附着液体!用冰生理盐水漂

洗肝脏!在肝左叶中间部位取肝组织
%

块 $大小约

"

!

9 G>

(

"

!

9 G>

(

"

!

& G>

%!置入放有
7c

多聚甲

醛液的
9" >V =L

管中固定)

8

!

!

$肝组织病理学观察$

R=

染色) 常规脱水

透明*浸腊*包埋*切片*烤片!浸入二甲苯
$

*

%

中脱蜡

各
#" >@D

!浸入无水乙醇
$

*无水乙醇
%

*

b9c

乙

醇
$

*

b9c

乙醇
%

*

%"c

乙醇中各
& >@D

!脱去二甲

苯!流水冲洗
# >@D

!苏木精染液中浸染
9 >@D

!

#c

盐

酸酒精分化
& 0

!流水冲洗
& >@D

!伊红染液浸染

& >@D

!流水冲
&" 0

!浸入
%"c

乙醇
# >@D

!

b9c

乙醇

$

*

b9c

乙醇
%

各
! >@D

!无水乙醇
$

*无水乙醇
%

& >@D

!浸入二甲苯
$

*

%

*

&

透明处理!各
& >@D

!中性

树胶封片!待晾干后观察)

8

!

&

$血清
-V*

*

-Q*

*

-VL

*

*W

*

*'

*

WVX

水平

检测$使用全自动生化分析仪!采用生化试剂盒检测!

具体操作按说明书进行)

8

!

7

$ 肝 组 织
-HL6

*

-S@P3T!

*

P

#

-M*

$

Q<U7$&

%*

P

#

6N

#

!OP89

$

Q<U9&8

%检测$采用免疫组

化法!常规脱水透明*浸腊*包埋*切片*烤片!入二甲苯

$

*

%

各
#" >@D

!入无水乙醇
$

*

%

各
9 >@D

!

b9c

乙

醇
$

*

%

各
9 >@D

!

%"c

乙醇
9 >@D

!脱去二甲苯!蒸馏

水浸泡
# >@D

!高压锅中煮沸
& >@D

!

LOQ

缓冲液冲洗

& >@D

(

&

次!

&c R

!

I

!

液封闭
#9 >@D

!

LOQ

洗

! >@D

(

&

次!

&"c

鸡蛋清封闭!

LOQ

洗
& >@D

(

&

次!山羊血清
&$

'封闭
#9 >@D

!滴加一抗$

-HL6
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%

以
#

)

89

比例稀释!

-S@P3T!

*

P

#

-M*

*

P

#

6N

#

!OP89

以

#

)

$9

比例稀释%!

7

'过夜!

&$

'复温!

LOQ

洗

& >@D

(

&

次!滴加二抗皆以
#

)

!""

比例稀释!

&$

'孵

育
!" >@D

!

LOQ

洗
& >@D

(

&

次!滴加辣根酶标记链

霉素卵白素液!

&$

'孵育
!" >@D

!

LOQ

洗
& >@D

(

&

次!

H-O

显色
!

&

9 >@D

!复染!封片) 采用双盲读

片法$对实验信息不知情的
!

名病理医师读片%) 随

机抽取切片
&

张*组!随机选取
9

个互不重叠的高倍

视野$ (

7""

%!对免疫组化结果进行评估) 如存在异

议!则重新读取) 应用计算机彩色病理图像系统和

)>?/<

#

LU3 L4.08

!

"

图像分析软件!根据染色面积和

强度进行半定量分析!平均光密度值
d

积分光密度
J

面积)

$

$统计学方法$采用
QLQQ #b

!

"

进行统计学

处理!计量资料以
E

%

0

表示!经检验!数据符合正态

分布且方差齐!使用单因素方差分析!进行组与组间

的多重比较)

L Y"

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠血清
-V*

*

-Q*

*

-VL

水平比较

$表
#

%与空白组比较!模型组大鼠血清
-V*

*

-Q*

*

-VL

水平均明显升高$

L Y "

!

"#

%&与模型组比较!各

用药组
-V*

*

-Q*

*

-VL

水平均有下降$

L Y"

!

"9

!

L Y

"

!

"#

%&与高剂量组比较!对照组*中剂量组*低剂量组

血清
-V*

*

-Q*

*

-VL

水平均有升高$

L Y "

!

"9

!

L Y

"

!

"#

%)

表
#

$各组大鼠血清
-V*

*

-Q*

*

-LV

水平比较$$

XJV

!

E

%

0

%

组别
D -V* -Q* -VL

空白
#! 7!

+

b&

%

8

+

78 #"7

+

"&

%

#9

+

b9 %9

+

%7

%

#!

+

"%

模型
#!

##8

+

#&

%

#8

+

b8

!

!88

+

$&

%

7b

+

!%

!

#97

+

98

%

#&

+

#8

!

对照
#!

$7

+

8%

%

$

+

#7

""##

#%9

+

79

%

&!

+

8$

"#

##%

+

b%

%

#&

+

%9

""##

高剂量
#"

8"

+

%8

%

$

+

8%

""

#77

+

$%

%

&#

+

7b

"

#"!

+

8!

%

#"

+

"%

""

中剂量
#!

%!

+

#"

%

7

+

&$

""##

#$%

+

$9

%

&9

+

#!

"#

##%

+

$8

%

#$

+

""

""##

低剂量
%

b"

+

8&

%

8

+

"7

""##

!!9

+

%#

%

78

+

$"

"#

#&#

+

&&

%

#!

+

$8

""##

$$注#与空白组比较!

!

L Y"

!

"#

&与模型组比较!

"

L Y"

!

"9

!

""

L Y"

!

"#

&与

高剂量组比较!

#

L Y"

!

"9

!

##

L Y"

!

"#

!

$各组大鼠血清
*'

*

*W

*

WVX

水平比较$表
!

%

与空白组比较!模型组大鼠血清
*'

*

*W

*

WVX

水平均

明显升高$

L Y "

!

"#

%&与模型组比较!各用药组
*'

*

*W

*

WVX

水平均明显下降$

L Y"

!

"#

%&与高剂量组比

较!对照组*中剂量组*低剂量组
*'

*

*W

*

WVX

水平均

升高$

L Y"

!

"#

%)

&

$各组大鼠肝组织病理学变化$图
#

%$

R=

染

表
!

$各组大鼠血清
*W

*

*W

及
WVX

水平比较

$

>>34JV

!

E

%

0

%

组别
D *' *W WVX

空白
#! #

+

#%

%

"

+

"9 "

+

b7

%

"

+

!# 8

+

!!

%

"

+

89

模型
#!

!

+

b!

%

"

+

#b

!

!

+

"#

%

"

+

!#

!

#7

+

7&

%

#

+

%"!

对照
#!

#

+

$9

%

"

+

#8

"#

#

+

9"

%

"

+

!!

"#

b

+

&8

%

#

+

!8

"#

高剂量
#"

#

+

8"

%

"

+

#%

"

#

+

!9

%

"

+

!"

"

%

+

"9

%

"

+

8#

"

中剂量
#!

#

+

%7

%

"

+

#9

"#

#

+

98

%

"

+

!#

"#

b

+

%#

%

"

+

$9

"#

低剂量
%

!

+

#9

%

"

+

!b

"#

#

+

$9

%

"

+

!b

"#

#"

+

#"

%

#

+

#!

"#

$$注#与空白组比较!

!

L Y "

!

"#

&与模型组比较!

"

L Y "

!

"#

&与高剂量组比

较!

#

L Y"

!

"#

色显示空白组肝组织结构清晰&模型组肝细胞索紊乱!

肝小叶结构欠清晰!大部分细胞肿胀!弥漫性脂肪变

性!汇管区及小叶内存在炎细胞浸润和点状坏死灶)

对照组肝小叶分界较模糊!肝细胞内可见大小不等的

脂滴!汇管区偶见炎症细胞浸润) 高剂量组少数肝细

胞胞浆内有细小脂滴!小叶分界清晰!肝索呈放射状排

列) 中剂量组部分肝细胞存在大小不等的脂滴!少数

汇管区有炎症细胞浸润) 低剂量组肝索结构紊乱!肝

腺泡
&

区和
!

区存在弥漫性的脂肪空泡!并可见气球

样变细胞!汇管区仍见大量炎症细胞浸润)

$$注#

-

为空白组&

O

为模型组&

'

为对照组&

H

为低剂量组&

=

为

中剂量组&

N

为高剂量组&下图同

图
#

$各组大鼠肝组织病理学变化$$

R=

(

7""

%

7

$各组大鼠肝组织
-HL6

表达$图
!

!表
&

%$

空白组肝窦内皮细胞染色呈黄棕色!阳性表达较强&模

型组*低剂量组少数肝窦内皮细胞阳性表达&对照组*

中剂量组部分肝窦内皮细胞阳性表达&高剂量多数肝

窦内皮细胞阳性表达) 各组
-HL6

平均光密度提示#

与空白组比较!模型组阳性表达降低$

L Y"

!

"#

%&与模

型组比较!高剂量*中剂量组及对照组
-HL6

阳性表

达均有升高$

L Y"

!

"#

%&与高剂量组比较!对照组*中

剂量组*低剂量组
-HL6

阳性表达均有下降 $

L Y

"

!

"#

%)

9

$各组大鼠肝组织
-S@P3T!

表达$图
&

!表
&

%

空白组呈棕褐色染色!以中央静脉周围的肝细胞胞浆
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表达最为聚集!阳性表达较强&模型组*低剂量组少数

肝细胞胞浆淡褐色阳性表达&对照组*中剂量组部分肝

细胞胞浆棕褐色阳性表达&高剂量组多数肝细胞胞浆

棕褐色阳性表达) 各组
-S@P3T!

平均光密度提示#与

空白组比较!模型组阳性表达降低$

L Y"

!

"#

%&与模型

组比较!各用药组
-S@P3T!

表达均有升高 $

L Y

"

!

"#

%&与高剂量组比较!对照组*中剂量组*低剂量组

-S@P3T!

表达均有下降$

L Y"

!

"#

!

L Y"

!

"9

%)

图
!

$各组大鼠肝组织
-HL6

表达$$免疫组化! (

7""

%

图
&

$各组大鼠肝组织
-S@P3T!

表达$$免疫组化! (

7""

%

8

$各组大鼠肝组织
P

#

-M*

表达 $图
7

!表
&

%

空白组多数肝细胞胞浆棕褐色阳性表达&模型组少数

肝细胞胞浆淡褐色阳性表达&对照组*中剂量组部分肝

细胞胞浆棕褐色阳性表达&低剂量组部分肝细胞胞浆

淡褐色阳性表达&高剂量组多数肝细胞胞浆棕褐色阳

性表达) 各组
P

#

-M*

平均光密度提示#与空白组比较!

模型组
P

#

-M*

$

Q<U7$&

%阳性表达降低$

L Y "

!

"#

%&

与模型组比较!各用药组
P

#

-M*

$

Q<U7$&

%阳性表达

均升高 $

L Y "

!

"#

%& 各 用 药 组 间 比 较!

P

#

-M*

$

Q<U7$&

%阳性表达差异无统计学意义$

L g"

!

"9

%)

$

$各组大鼠肝组织
P

#

6N

#

!OP89

表达$图
9

!表

&

%$空白组偶见肝细胞胞浆和胞核褐色阳性表达&模型
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讨$$论

-HL6

主要位于肝门静脉和肝窦内皮细胞!通过

与其受体结合'

#!

(而发挥作用)

-S@P3T!

主要位于肝

细胞胞质内)

M?0<U Q

等'

#&

(研究发现!

6-QR

患者

肝脏中
-S@P3T!

含量显著减少!且与血清
-V*

*

-Q*

水平及肝纤维化程度呈负相关) 提示
-S@P3T!

在防

治
6-QR

的 过 程 中 发 挥 一 定 的 作 用)

P

#

-M*

$

Q<U7$&

%的表达主要位于肝细胞胞浆!呈膜下型*全

浆型表达)

-a1

是
6N

#

!O

的生理活化剂之一'

#7

(

!

L)&MJ-M*

信号途径可能是
6N

#

!O

的上游激活信

号'

#9

(

)

6N

#

!O

由
P9"

和
P89

亚基组成!

6N

#

!OP89

是
6N

#

!O

的活化组分'

#8

(

) 研究发现#

-HL6

能够与

-S@P3T!

结合!启动
-HL6J-M*J6N

#

!O

信号通路!通

过激活
L)&M

而调节下游效应激酶
-M*

在
Q7$&

位点

的磷酸化!使其具有激酶活性!抑制下游靶蛋白

6N

#

!O

的解离及核移位!从而减少
*6N

#

#

*

)V

#

#

*

)V

#

8

等炎症细胞因子的产生!阻止肝脏炎症反应'

#$

"

!#

(

)

6-QR

的临床表现属于+肝癖,范畴!其病因与饮

食不节*形体肥胖*多卧少动密切相关!脾气亏虚!运化

失职致肝失条达*痰湿内停*瘀血阻络是本病的主要病

机) 宜标本同治!以健脾疏肝*利湿祛痰*活血化瘀为

治法!研制成化痰祛湿活血方'

%

"

#!

(

) 方中泽泻利水渗

湿!丹参活血化瘀!共为君药&郁金行气活血!海藻软坚

消痰!山楂消食化瘀!共为臣药&决明子清肝利湿!水飞

蓟清热舒肝!共为佐药&柴胡疏肝解郁!引药归经!使肝

气条达!癖气得散!瘀血得化)

现代药理研究发现泽泻具有明显的降脂作用'

!!

(

)

范建高'

!&

(研究发现!泽泻可通过降低
*'

*

*W

水平!

减少
NN-

含量!从而降低
,H-

!增强抗氧化能力!发

挥保肝作用) 闫蕾等'

!7

(研究证实丹参可通过降低

)V

#

8

及
*6N

#

#

水平!进而抑制肝细胞炎症程度!减轻

肝组织损伤!达到防治
6-NVH

的疗效) 郭建利等'

!9

(

证实丹参可显著降低
6-NVH

大鼠血清
*'

*

*W

*

-V*

*

-Q*

含量!降低肝组织中
,H-

含量!改善肝内

脂质代谢) 秦华珍等'

!8

(研究郁金可通过降低肝纤维

化大鼠肝组织中
R]P

*

,H-

的表达!升高
QIH WQR

#

LE

的含量!有良好的抗脂质过氧化作用) 罗先钦

等'

!$

(发现山楂总黄酮通过增加
VHV

#

T >T6-

及其

蛋白的表达!达到防治大鼠脂肪肝的作用) 刘月丽

等'

!%

(发现决明子可明显降低
6-NVH

大鼠肝组织中

,H-

和
6I

水平!提高
*

#

QIH

*

6IQ

活性!增强抗氧

化能力!防止脂肪肝向肝炎*肝硬化发展) 高学梅

等'

!b

(表明水飞蓟素能够通过抑制肝脏
M'0 6N

#

!O

亚基
P89 >T6-

的表达!进而减少下游炎性因子
)V

#

8

*

)'-,

"

#

等的产生!从而达到保肝作用)

本研究表明!化痰祛湿活血方能通过
-HL6J

-M*J6N

#

!O

通路上调肝组织中
-HL6

*

-S@P3T!

*

P

#

-M*

$

0<U7$&

% 的 表 达! 抑 制
P

#

6N

#

!OP89

$

0<U9&8

% 的表达!从而有效改善肝功能*血脂及

6-QR

大鼠肝组织脂肪变程度!减轻肝脏炎症) 推测

这可能是其防治
6-QR

的作用机制之一)
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