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组给予
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%是指肝内胆汁酸代谢和转运障碍' 临床

可有黄疸(乏力(瘙痒(尿色深(粪便色浅等表现!生化

指标上以
MRU

和
\\)

升高为特征性表现!并伴有胆

红素升高!以直接胆红素为主'

M(&

的发病机制尚不

清楚!任何造成胆管功能受损或胆管阻塞的因素都有

可能导致胆汁淤积)

#

*

'

M(&

的治疗以药物治疗为主!

常用药物有阳性药对照(糖皮质激素及免疫抑制剂等!

但临床效果不甚理想)
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归属于中医学+黄疸,

范畴' 复方茵丹汤由+茵陈蒿汤,为基础加减化裁而

来!具有清热化湿(凉血活血的功效' 前期的临床研究

证实!复方茵丹汤治疗急性淤胆型肝炎!能够显著改善

急性淤胆型肝炎患者的临床症状!降低患者血清
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和
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水平!促进胆红素消退!明显改善胆汁淤

积)
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!购自北京维通利华实验动

物技术有限公司$许可证号#

N&]a

$京%
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饲养于北京中医药大学东直门医院
NU_

级动物实验

中心!室温$
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!

%&!相对湿度#$
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%

#"O

%!动物

饲料及饮用水均无菌' 本实验遵守国家有关实验动物

保护与使用准则'
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$药物$复方茵丹汤#所有药物均来源于北京中

医医院中药房统一采购!方中药物剂量为
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一日用量#茵陈
%" @

$栀子
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$大黄
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$生地
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$白术
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$茯苓
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`&M#

%!以上试剂均购自

美国
N;@9:

公司&蛋白酶抑制剂$购自瑞士
S-CJ7

公

司!生产批号#

##6$4H$2""#

%&山羊抗兔
(@\

$

X d

R

%!

XSU

$生产批号#

###"%3""%

%(山羊抗鼠
(@\

$

X

dR

%!

XSU

$生产批号#

##3"%3""%

%(驴抗羊
(@\

$

X

dR

%!

XSU

$生产批号#

4"3"%3""%

%!以上试剂购自

美国
':CP<->

公司&

\MUDX

鼠单抗!购自锐尔康生



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

"!"(!%"

物公司$生产批号#

S8a"""3

%&

8&R

!购自美国
+;11;

"

I-V7

公司$生产批号#

*`aRN"3""

%'

涡旋振荡仪
eR

#

$"!

$海门市其林贝尔仪器制造有

限公司%&分光光度计
,M,EDSEU !"""

$美国
)J7V>-

<C;7>K;?;C

公司%&荧光定量
U&S

仪
M`(43""

$美国
MI

"

I1;7Q `;-<L<K79<

公司%&离心机
&7>KV;?=@7 3H#3D

$德国
8II7>Q-V?

公司%&酶标仪
+=1K;NP:>%

$美国

)J7V9-

公司%&电泳槽
+;>; U

"

H

$中国
&:.-L

公司%&电

泳仪
+;>; \7 ):>P

(转膜仪
+;>; `1-K +-Q=17

$美国

)J7V9- <C;7>K;?;C

公司%'

H

$动物分组$将
#"2

只雄性
ND

大鼠随机分为

空白对照组!模型组!中药高(中(低剂量组!阳性药对

照组!每组
#2

只!依据取材时间不同又将各组分为
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色拉油%一次性灌

胃!空白对照组大鼠予等容积色拉油一次性灌胃)

6

*

'

6

$给药方法$造模
! J

后!中药高(中(低剂量组

分别灌服复方茵丹汤中药制剂每天
!H

!

H2

(

#!

!

!H

和

6

!

#! @FP@

!模型组和空白对照组予等容积生理盐水灌

服!阳性药对照组予每天
64

!

3 9@FP@

优思弗水溶液

灌服!均每天
#

次'

4

$检测指标和方法

4

!

#

$

S)

"

T

"

U&S

检测肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

9S,M

表达$取冻存肝组织!采用
)S,c-1

总
S,M

提

取试剂进行样本
S,M

提取!采用
UV;97NCV;IK S) V7

"

:@7>K a;K Y;KJ @D,M 8V:<7V

进行
CD,M

反转录!

CD

"

,M

放#

!"

&冰箱保存' 以
!

'

N5`S UV79;A 8A ):T

"#" #R

!上下游引物$

#" #9-1FR

%各
"

!

3 #R

!模板
!

#R

!终体积
!" #R

进行
U&S

反应' 反应条件#

$3

&

%" <

!$

$3

&

3 <

!

6"

&

H" <

% '

H3

个循环' 基因序列

如下#

8@V

"

#

上游引物#

3

("

&&)M&\M\&M&&)\M&

"

&M&M

"

%

(&

8@V

"

#

下 游 引 物#

3

("

&))&)&\))M)

"

)&M\M\&\M)\)&

"

%

(&

(&M+

"

#

上 游 引 物#

3

("

\\M\M&)MM&)\\M)\MMM\M&\M

"

%

(&

(&M+

"

#

下

游引物#

3

("

)&&&M&\\M\&M\&M&)M&)

"

%

(&

\MUDX

上游引物#

3

("

))&&)M&&&&&MM)\)M)&&\

"

%

(&

\MU

"

DX

下游引物#

3

("

&&M&&&)\))\&)\)M\&&M)M

"

%

('

采用
!

#

!!&)法进行数据的相对定量分析'

4

!

!

$

(X&

检测肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋白表达

取各组大鼠肝组织切片进行脱蜡(抗原修复(过氧化物

酶结合(抗原封闭!分别加入第一抗体$

8@V

"

#

浓度
#

)

3""

!

(&M+

"

#

浓度
#

)

H""

%!

%4

&

! J

!分别加入第二

抗体$山羊抗兔
(@\

浓度)

#

)

3""

!驴抗羊
(@\

浓度
#

)

3""

%!

!4

&

3" 9;>

!

DM`

显色后应用
+:L7V

苏木素

复染!脱水(透明(封固' 图像定量分析#应用
(9:@7

UV- U1=< 6

!

"

数码医学图像分析系统!在
H"

倍放大

倍数下!每张切片随机选取
3

个视野!测定
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

棕黄色阳性表达颗粒的累积光密度值'

4

!

%

$

*7<K7V> W1-K

检测肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋白表达$提取肝组织总蛋白!变性!

NDN

#

UM\8

电泳' 电泳条件#恒压
#!" 0

!约
3" 9;>

!采用湿转法

转膜!转膜条件#

%"" 9M

恒流!

"

!

H3 #9

孔径
,&

膜!转膜时间
# J !" 9;>

!封闭' 分别加入一抗

$

8@V

"

#

浓度
#

)

3""

!

(&M+

"

#

浓度
#

)

# """

!

\MUDX

鼠

单抗浓度
#

)

#" """

%!

H

&孵育过夜!洗涤!分别加入二

抗山羊抗兔
(@\

$

X d R

%

XSU

(驴抗羊
(@\

$

X d R

%

XSU

(山羊抗鼠
(@\

$

X d R

%

XSU

$

#

)

#" """

%!孵育

H" 9;>

!洗涤!

8&R

试剂发光!显影及定影' 用
e=:>K;

"

KL E>7

图像分析系统分析目标带的净光密度值'

2

$统计学方法$应用
NUNN #$

!

"

统计软件进

行统计学分析!计量资料以
A

%

<

表示!组间两两比较

采用独立样本的
K

检验!多组间比较采用单因素方差

分析!

U Z"/ "3

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$

S)

"

T

"

U&S

检测各组大鼠肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

# 9S,M

表达水平比较$表
#

%$与同时相空白

对照组比较!模型组
8@V

"

# 9S,M

表达均显著升高

$

U Z"

!

"#

%&与同时相模型组比较!中药各剂量组(阳

性药对照组
8@V

"

# 9S,M

表达明显降低$

U Z "

!

"3

!

U Z"

!

"#

%'中药高剂量组各时相
8@V

"

# 9S,M

表达明

显低于中药中(低剂量组$

U Z"

!

"3

!

U Z"

!

"#

%&中药高

剂量组和阳性药对照组比较!各时相
8@V

"

# 9S,M

表

达差异无统计学意义$

U ["

!

"3

%' 与同时相空白对照

组比较!模型组
(&M+

"

# 9S,M

表达均明显升高$

U Z

"

!

"#

%&与同时相模型组比较!除
!H J

(

4! J

中药低剂量

组外!余中药剂量组及阳性药对照组各时相
(&M+

"

#

9S,M

表达均明显降低$

U Z"

!

"3

!

U Z"

!

"#

%!中药高

剂量组
!H J

(

4! J

时相及中药中剂量组
4! J

时相

(&M+

"

# 9S,M

表达明显低于低剂量组$

U Z "

!

"3

!

U Z"

!

"#

%!中药高剂量组各时相
(&M+

"

# 9S,M

表达

与阳性药对照组比较!差异无统计学意义$

U ["

!

"3

%'

!

$

(X&

检测各组大鼠肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋

白表达水平比较$表
!

!图
#

(

!

%$与同时相空白对照组

比较!模型组
8@V

"

#

蛋白表达均显著升高$

U Z"

!

"#

%&与



"!"(*%" 中国中西医结合杂志
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

表
#

%各组大鼠肝组织
8@V

"

# 9S,M

(

(&M+

"

# 9S,M

表达水平比较$$

A

%

<

%

组别 时间$

J

%

> 8@V

"

#9S,M (&M+

"

#9S,M

空白对照
!H 6 "

*

%6

%

"

*

#" "

*

$3

%

"

*

!6

H2 6 "

*

H3

%

"

*

#H #

*

"2

%

"

*

!2

4! 6 "

*

H3

%

"

*

#6 #

*

"4

%

"

*

!4

模型
!H 6

3

*

3%

%

#

*

%"

"

%

*

3%

%

"

*

2H

"

H2 6

6

*

36

%

#

*

3$

"

H

*

2"

%

#

*

#$

"

4! 6

H

*

!"

%

#

*

!H

"

%

*

#H

%

#

*

"#

"

中药低剂量
!H 6 3

*

#6

%

#

*

%! %

*

""

%

#

*

"H

H2 6 3

*

$$

%

#

*

%"

%

*

H6

%

"

*

2#

!

4! 6 %

*

H#

%

#

*

"# !

*

42

%

"

*

4"

中药中剂量
!H 6 H

*

%"

%

"

*

3"

!

*

H!

%

"

*

4H

!

H2 6 H

*

2%

%

#

*

H#

!

*

$3

%

"

*

$#

!

4! 6

!

*

%H

%

"

*

24

!

!

*

""

%

"

*

H3

!#

中药高剂量
!H 6

%

*

"3

%

"

*

$2

!!#$

!

*

"!

%

"

*

!!

!!#

H2 6

%

*

$$

%

#

*

%!

!#

!

*

3$

%

"

*

43

!!

4! 6

#

*

%3

%

"

*

%!

!!##$

#

*

36

%

"

*

H6

!!##

阳性药对照
!H 6

%

*

"!

%

"

*

2!

!!

#

*

$$

%

"

*

3$

!!

H2 6

%

*

26

%

#

*

"6

!!

!

*

32

%

"

*

3%

!!

4! 6

#

*

%4

%

"

*

%2

!!

#

*

32

%

"

*

36

!!

$$注#与同时相空白对照组比较!

"

U Z "

!

"#

&与同时相模型组比较!

!

U Z

"

!

"3

!

!!

U Z"

!

"#

&与同时相低剂量组比较!

#

U Z"

!

"3

!

##

U Z"

!

"#

&与同时相

中剂量组比较!

$

U Z"

!

"3

表
!

%各组大鼠肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋白表达

水平比较$$

A

%

<

%

组别
时间

$

J

%

>

8@V

"

#

平均

光密度值
ED

(&M+

"

#

平均

光密度值
(ED

空白对照
!H 6 #$ H46

%

% 42" %6 326

%

#" %H6

H2 6 !" #!4

%

3 #%H H! 2%3

%

## 36!

4! 6 !" 2!3

%

6 $"$ H! H"4

%

#" 42#

模型
!H 6

H! 36%

%

6 H%2

"

$3 2$"

%

#% 23#

"

H2 6

6" !46

%

#$ 63#

"

##H "$H

%

%# $%6

"

4! 6

%4 $2$

%

## 6"3

"

2$ H$$

%

#4 2#%

"

中药低剂量
!H 6 H# %$"

%

H $2H 24 46H

%

#$ %6%

H2 6 33 263

%

#% $"3

#"" !23

%

!$ #2!

!

4! 6 %6 !!3

%

H "6" 42 "6%

%

!# #%!

中药中剂量
!H 6

%3 #!%

%

4 !6H

!!##

42 223

%

!H 26!

!!

H2 6

H4 2"!

%

4 66#

!!##

$! 6!"

%

!6 6!3

!!

4! 6

%" H4#

%

$ 3#!

!!##

4! 3#"

%

!% %"2

!!

中药高剂量
!H 6

%# !$$

%

3 ##"

!!##$

4! #%%

%

!H "!"

!!##

H2 6

%4 "!"

%

#" !#!

!!##$$

26 322

%

#6 %2"

!!#

4! 6

!3 "4#

%

4 H%#

!!##$

6# 2#4

%

#$ H%H

!!#

阳性药对照
!H 6

%#!#"

%

3 "#!

!!

4H 3H#

%

!% !H6

!!

H2 6

%4 H%6

%

6 4"#

!!

26 23!

%

!% 22$

!!

4! 6

!3 !4!

%

% 6H4

!!

6! !#3

%

#3 %%2

!!

$$注#与同时相空白对照组比较!

"

U Z "

!

"#

&与同时相模型组比

较!

!

U Z"

!

"3

!

!!

U Z "

!

"#

&与同时相低剂量组比较!

#

U Z "

!

"3

!

##

U Z"

!

"#

&与同时相中剂量组比较!

$

U Z"

!

"3

!

$$

U Z"

!

"#

同时相模型组比较!中药中(高剂量组及阳性药对照组

8@V

"

#

蛋白表达均显著下降$

U Z "

!

"#

%' 中药中(高

剂量组
8@V

"

#

蛋白表达明显低于同时相中药低剂量组

$

U Z"

!

"#

%&中药高剂量组
8@V

"

#

蛋白表达明显低于

同时相中中药剂量组$

U Z"

!

"3

!

U Z"

!

"#

%&中药高剂

量组与阳性药对照组比较!差异无统计学意义$

U [

"

!

"3

%'

与同时相正常组比较!模型组
(&M+

"

#

蛋白表达

显著升高$

U Z "

!

"#

%&与同时相模型组比较!除
!H

(

4! J

中药低剂量组外!余各时相中药各剂量组及阳性

药对照组
(&M+

"

#

蛋白表达明显降低$

U Z"

!

"3

!

U Z

"

!

"#

%' 中药高剂量组
(&M+

"

#

蛋白表达低于同时相

低剂量组 $

U Z "

!

"3

!

U Z "

!

"#

%&中药高剂量组

(&M+

"

#

蛋白表达与阳性药对照组比较!差异无统计

学意义$

U ["

!

"3

%'

$$注#

M

为空白对照组
!H J

&

`

为模型组
!H J

&

&

为中药低剂

量组
!H J

&

D

为中药中剂量组
!H J

&

8

为中药高剂量组
!H J

&

_

为阳性药对照组
!H J

&

\

为空白对照组
H2 J

&

X

为模型组
H2 J

&

(

为中药低剂量组
H2 J

&

'

为中药中剂量组
H2 J

&

a

为中药高剂

量组
!H J

&

R

为阳性药对照组
!H J

&

+

为空白对照组
4! J

&

,

为

模型组
4! J

&

E

为中药低剂量组
4! J

&

U

为中药中剂量组
4! J

&

e

为中药高剂量组
4! J

&

S

为阳性药对照组
4! J

'

%

为棕黄色

阳性表达&图
!

同

图
#

%各组大鼠肝组织
8@V

"

#

蛋白表达水平

$免疫组化
N0

法! '

H"

%
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$免疫组化
N0
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%
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$

*7<K7V>

"
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检测各组大鼠肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋白表达水平比较$表
%

!图
%

(

H

%$与同时相

空白对照组比较!模型组
8@V

"

#

蛋白表达显著升高$

U Z

"

!

"#

%&与同时相模型组比较!

H2 J

(

4! J

中药中剂量

组(各时相中药高剂量组及阳性药对照组
8@V

"

#

蛋白表

达均明显降低$

U Z "

!

"3

!

U Z "

!

"#

%!中药高剂量组

8@V

"

#

蛋白表达显著低于同时相中药中(低剂量组$

U Z

"

!

"3

!

U Z"

!

"#

%&中药高剂量组
8@V

"

#

蛋白表达与阳性

药对照组比较!差异无统计学意义$

U ["

!

"3

%'

与同时相空白对照组比较!模型组
(&M+

"

#

蛋白

表达显著升高$

U Z"

!

"#

%&与同时相模型组比较!中药

各剂量组及阳性药对照组
(&M+

"

#

蛋白表达均明显降

低 $

U Z "

!

"3

!

U Z"

!

"#

%'中药高剂量组各时相

(&M+

"

#

蛋白表达显著低于中(低剂量组$

U Z "

!

"3

!

U Z"

!

"#

%&中药高剂量组
(&M+

"

#

蛋白表达与阳性药

对照组比较!差异无统计学意义$

U ["

!

"3

%'

讨$$论

近年来在肝内胆汁淤积发病机制方面的研究取得

表
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%

*7<K7V>

"

W1-K

检测各组大鼠肝组织
8@V

"

#

(

(&M+

"

#

蛋白表达水平比较$$

A

%

<
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组别 时间$

J

%

>

8@V
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#

灰度值

$

8@V
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#

积分光密度
F

\MUDX

积分光密度%

(&M+

"

#

灰度值

$

(&M+

"

#

积分光密度
F

\MUDX

积分光密度%

空白对照
!H 6 # 434

%
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为空白对照组&

!

为模型组&

%

为中药低剂量组&

H

为

中药中剂量组&

3

为中药高剂量组&

6

为阳性药对照组&图
H

同

图
%

%

4! J

各组
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#

蛋白表达水平

图
H

%

4! J

各组
(&M+

"

#

蛋白表达水平

了诸多突破性进展!尤其是在分子机制研究方面!多种

关键性调控因子在
M(&

中的作用已逐渐被阐明' 胆

汁酸能够使肝细胞内
8@V

"

# 9S,M

和蛋白表达增

加)

4

*

!在
M,()

致肝内胆汁淤积的小鼠中!

8@V

"

#

9S,M

表达可有所升高)

2

*

!且其表达的高低与与肝细

胞损伤和胆汁淤积的程度一致)

$

*

' 胆汁淤积时胆汁

酸浓度过高!致使表皮生长因子受体$

8\_S

%被激活

可能是
8@V

"

#

表达升高的机制)

#"

*

'

8@V

"

#

可以直接
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或间接增加促炎症介质
(&M+
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#

的表达!

(&M+

"

#

是

存在与细胞表面的一类具有复杂功能的糖蛋白!能够

介导中性粒细胞参与炎症反应!有研究发现!野生小鼠

发生胆汁淤积时!沿静脉窦(门静脉和肝细胞可以观察

到
(&M+

"

#

表达的增加)

##

*

!其发生机制可能与胆红素

和胆盐活化
a=I??7V

细胞!炎症区活化的
a=I??7V

细

胞释放的
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等诱导
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表达上调

有关)
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本研究严格参照文献建立
M(&

动物模型)
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!前期

研究发现!

ND

清洁大鼠
M,()

造模后
!H J

出现
MR)

(

MN)

(

MRU

(

\\)

(

)`(R
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)`M

等生化指标升高!多数指

标于
H2 J

达高峰!

4! J

有所下降!但仍高于正常!肝

组织病理普遍可见肝细胞肿胀!核仁粗大浓染!汇管区

内可见中性粒细胞浸润(胆管上皮细胞增生及小胆管

的增生!与文献)
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*报道的一致!提示造模成功'

本研究采用
M,()

灌胃诱导
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等技术测定
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较空白对照组明显升高!提示
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的表达!影响胆汁酸的正常代谢!从而
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的作用机制可能与降低
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的影响作用优于中(低剂量组!提

示提高中药浓度可能会增强中药治疗
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的疗效'

中药高剂量组与阳性药对照组比较
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达无明显差异!提示中药复方茵丹汤用于治疗
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M(&
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通路还是通过其他调控因子或通

路间接调控
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究' 前期动物研究表明!复方茵丹汤能够降低
M(&

大

鼠
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水平!促进肝细胞病理
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!本研究证明复方茵丹汤可降低
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鼠肝脏
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的表达!提示复方茵丹汤对
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达有关' 但是复方茵丹汤如何通过信号通路影响
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