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!基础研究!

两种脾虚证大鼠肝脏线粒体自噬及

细胞凋亡的比较研究

陈#慧#陈#燕#王#丹#项伟玲#吕#斌#金丽琴

摘要#目的#比较脾气虚证和脾不统血证两种脾虚证模型大鼠肝脏线粒体自噬及细胞凋亡水平"探讨

脾虚证发生发展过程中"肝脏细胞状态变化及可能的机制# 方法#
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只
EA

大鼠随机分为
D

组$正常对照

组%

6

只&'低分子肝素钠对照组%

6

只&'脾气虚组%

6

只&'脾不统血组%

6

只&# 采用劳倦过度加饮食失节的

方法复制脾气虚证大鼠模型"在脾气虚证的基础上采用低分子肝素钠诱导出血的方法构建脾不统血证大鼠

模型(使用化学发光法检测大鼠肝组织三磷酸腺苷%

F)G

&含量(

'&

"

#

荧光探针法检测大鼠肝组织线粒体膜

电位(

*5HI5J< 31-I

法检测各组大鼠肝组织线粒体自噬相关蛋白
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'

G9JL:<
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的表达水平和细

胞凋亡相关蛋白
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"

%

'线粒体外
&QI

"

&

的表达水平(使用荧光定量法检测

G(,K#
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G9JL:<
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39N 8R,F

水平# 结果#与正常对照组及低分子肝素钠组比较" 两种脾虚证大鼠

肝组织线粒体膜电位"

F)G

含量"
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水平显著降低%
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蛋白水平'
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&# 与正常对照组比较"两种脾虚证大鼠
M&%!C
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蛋白比值'
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蛋白水平显著降低%

G T"
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&# 与脾气虚证大鼠比较"脾不统血证大鼠肝组织线粒体

膜电位'
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含量降低%
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蛋白及
8R,F
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&# 结论

脾虚证大鼠肝组织细胞凋亡可能机制为"线粒体过度损伤导致线粒体自噬紊乱"进一步导致了细胞凋亡"随

着脾虚证的加重"肝组织细胞凋亡程度加深#

关键词#脾气虚证( 脾不统血证( 肝脏细胞( 线粒体自噬( 细胞凋亡
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##中医学'脾(与线粒体关系密切!中医学理论中的脾

主运化不仅仅指水谷精微在肠胃中的消化吸收!更重要

的是线粒体内生物氧化代谢)

#

*

+ 脾虚证通常伴随着机

体线粒体结构或功能损伤)

!

*

+ 线粒体自噬是细胞选择

性清除受损,衰老线粒体的过程!对维持细胞稳态起着

重要作用)

%

*

!而当线粒体自噬机制紊乱!受损的线粒体

不能及时清除!将导致活性氧上升或者细胞凋亡因子释

放!从而造成细胞损伤或细胞凋亡)

D

*

+ 脾气虚证与脾不

统血证是两种不同程度的脾虚证!脾不统血是在脾气虚

的基础上发展而来+ 脾虚与线粒体结构功能损伤的关

系密切)

4 2

*

!但对于脾虚证线粒体自噬及细胞凋亡的调

节机制鲜有报道+ 本研究探讨脾气虚证与脾不统血证

模型大鼠肝脏线粒体自噬及细胞凋亡机制!并从分子生

物学角度再进一步探讨脾虚发生时!机体肝细胞状态变

化!为脾虚证的临床诊断提供参考+

材料与方法

#

#动物#

EGc

级
EA

雄性大鼠
%!

只!体重

%"" d%4" X

!

2 d 6

周龄!由上海斯莱克动物中心提

供!动物合格证号#

E[]K

$浙%

!"#4

$

"""$

+ 所有大

鼠饲养于温州医科大学实验动物中心!饲养温度
!! d

!4

%!湿度
44e d2"e

+ 本实验严格遵守实验动物

福利和伦理原则!并通过温州医科大学实验动物伦理

委员会伦理审查$

,-/ YQOY!"#2

$

""!4

%+

!

#主要试剂和仪器#低分子肝素钠注射液$齐鲁

制药有限公司!批号#

?K"%4!&"6

!规格#

4 """ (̂ C

"

!

D8M

!生理盐水稀释至
# """ (̂ C8M

%+ 三磷酸腺苷$

9

"

O5<-H:<5 IJ:PW-HPW9I5

!

F)G

%检测试剂盒 $货号#

E""!?

%与
'&

"

#

线粒体膜电位检测试剂盒 $货号#

&!""?

%购自碧云天生物技术研究所+ 线粒体提取试剂

盒$货号#

E+""!"

%!购自北京索莱宝科技有限公司+

3&F

蛋白浓度检测试剂盒$货号#

!%!"$

%由美国赛默飞

公司提供+ 兔抗
3@1

"

!

多克隆抗体,兔抗
39N

多克隆抗

体,鼠抗
&159.5O @9HP9H5

"

%

多克隆抗体,鼠抗
&QI

"

&

多克隆抗体,鼠抗
#

"

)U_U1:<

多克隆抗体由艾博抗上海贸

易有限公司提供+ 鼠抗
G(,K#

多克隆抗体,兔抗
G9JL:<

多克隆抗体和兔抗
M&%3

多克隆抗体由成都正能生物技

术有限公司提供+

R,F

逆转录试剂盒$

Z:E@J:PI!b R)

EUP5J+:N V-J ;G&R

%与荧光定量
G&R

试剂盒$

E[3R

;G&R +9HI5J +:N

%购自南京诺唯赞生物技术有限公司+

所有
;

"

G&R

引物由杭州擎科梓熙生物技术有限公司提

供+

+:<:

"

GRB)7F,

小型蛋白垂直电泳仪$

3:-

"

R9O

%!

&c] &-<<5@I)+

荧光定量
G&R

检测系统$

3:-

"

R9O

%&

7.-1UI:-< !""

紫外分光光度计$赛默飞公司%+

%

#动物分组及脾气虚证与脾不统血证大鼠模型

建立#造模方法参照参考文献)

6

*!所有大鼠在温州

医科大学实验动物中心饲养
#

周后随机分为
D

组#正

常对照组$正常组!

6

只%,低分子肝素钠组$

6

只%,脾

气虚组$

6

只%,脾不统血组$

6

只%+ 正常组与低分子

肝素钠组自由饮食饮水!脾气虚组与脾不统血组每日

游泳
%" 8:<

+同时禁食
!

天!饱食
#

天!每
%

天
#

个循

环!持续
D!

天!大鼠出现饮食减少!毛色枯槁!体重体

温下降!大便溏泄等症状!造成脾气虚模型该组造模成

功率为
#""e

+ 脾气虚组大鼠继续每日游泳
%" 8:<

!

同时每禁食两天饱食
#

天&低分子肝素钠组与脾不统

血组在脾气虚模型的基础上每日皮下注射低分子肝素

钠$

! """ (^CLX

%同时游泳加饱饥失常!第
2!

天脾不

统血组大鼠出现腹部皮下出血与便潜血!连续观察
2
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天后大鼠出血症未出现恢复!即造成脾不统血模型!该

组造模成功率为
24e

+ 模型成功后!乙醚麻醉脊椎脱

臼处死所有大鼠!取大鼠肝脏组织!液氮速冻!置于

$

6"

%保存待用+

D

#大鼠肝组织线粒体分离#采用线粒体提取试

剂盒分离大鼠肝组织线粒体与胞浆!得到的线粒体用于

线粒体膜电位检测!分离线粒体后得到的胞浆用于后续

胞浆
&QI

"

&

蛋白测定+ 主要内容为#

!"" 8X

肝组织

G3E

冲洗后剪碎!放入玻璃匀浆器!加
#

!

" 8M MQH:H

3UVV5J

冰浴上研磨+ 组织匀浆物
D

%!

# """

&

X

离心

4 8:<

! 取上清! 该步骤重复
#

次+

D

%!

#! """

&

X

离

心
#" 8:<

! 上清为胞浆成分!沉淀为线粒体+

4

#大鼠肝组织线粒体膜电位检测#取分离好的

肝组织线粒体!液氮反复冻融破碎使线粒体膜破裂!使

用
3&F

法检测线粒体蛋白浓度+ 向剩下的线粒体样

品中加
G3E

调至蛋白浓度为
"

!

4 8XC8M

+ 使用线粒

体膜电位检测试剂盒测定大鼠肝组织线粒体膜电位+

当细胞状态正常时!

'&

"

#

荧光探针进入线粒体基质形

成聚合物!显示红色荧光&线粒体膜电位下降时!

'&

"

#

荧光探针不能进入线粒体基质!显示绿色荧光+ 红绿

荧光比值表示各组肝组织线粒体膜电位变化+

?

#

F)G

含量检测#采用
F)G

检测试剂盒测定

实验大鼠肝组织
F)G

含量!操作步骤严格按照说明书

进行+

#"" 8X

组织加入
# 8M

组织裂解液!用玻璃匀

浆器冰上研磨+ 裂解后
D

%!

# !"""

&

X

离心
#"

8:<

!取上清+ 使用
F)G

检测工作液检测样品相对光

单位值$

J519I:.5 1:XWI U<:IH

!

RM^

%!当萤火虫荧光素

酶和荧光素过量时!在一定范围内荧光的产生和
F)G

浓度成正比!根据标准曲线计算样品中
F)G

浓度+

2

#肝组织线粒体自噬相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

,

M&%!

,

M&%"

及细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

,

&159.5O

@9HP9H5

"

%

,

&QI

"

&

检测#正常组,低分子肝素钠组,脾

气虚组,脾不统血组每组随机选取
?

个肝组织$或去线

粒体胞浆%样本+ 采用
*5HI5J< 31-I

法检测各组大鼠

肝组织$或去线粒体胞浆%样本中对应蛋白含量+ 计算

M&%!CM&%"

比值以反应自噬体数量+

6

#肝组织线粒体自噬相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

和细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N 8R,F

水平检测

6

!

#

#总
R,F

提取及逆转录#正常组,低分子肝

素钠组,脾气虚组,脾不统血组每组随机选取
?

个肝组

织样本+ 使用酚$氯仿一步法提取肝组织总
R,F

!用

R,F

逆转录试剂盒进行逆转录得到
@A,F

+

6

!

!

#引物合成 #使用
PJ:85J

"

%

设计引物序列!

所有
;

"

G&R

引物由杭州擎科梓熙生物技术有限公司

合成+ 各基因引物序列见表
#

+

表
#

%各基因逆转录引物序列及引物长度

基因 引物序列
4

'$

%

' 引物长度$

_P

%

\FGAZ

上游
&FF\))&FF&\\&F&F\)&F !"

下游
&&&&F)))\F)\))F\&\\\ !"

3@1

"

!

上游
F\\F))\)\\&&))&)))\F !"

下游
&F\F)\&&\\))&F\\)F&) !"

39N

上游
\&)\\F&F&)\\F&))&&)& !"

下游
F&)&&F\&&F&FFF\F)\\) !"

G(,K#

上游
&&FFF&F&&))\\&&))&)F !"

下游
)\&&\F\F)F))&&F&F)&F !"

G9JL:<

上游
F&F&&&FF&&)&F\F&FF\\ !"

下游
\F&&FF\F&F\\\))&&)\F !"

6

!

%

#荧光定量#参照荧光定量
G&R

试剂盒说

明书配制荧光定量
G&R

体系并设定反应条件+ 使用

&c]

"

$?

实时荧光定量
G&R

仪进行扩增反应!反应条

件如下#

$4

%预变性
# 8:<

&

$4

%

#" H

!

46

%

%" H

!

反复
%$

个循环&

$4

%

4 H

后结束程序+ 计算各样本

R,F

的相对含量+ 公式为!

!!&I f !&I

$实验组

样品% $

!&I

$对照组样品%&

!&I

$实验组样品
C

对照

组样品%

f &I

$目的基因% $

&I

$内参基因%&结果用

!

$

!!&I表示+

$

#统计学方法#使用
EGEE #$/"

软件进行统计

分析+ 计量数据采用
N

(

H

表示!多组间比较采用单

向方差分析!两组间比较采用
MEA

方法+

G T"

!

"4

为

差异有统计学意义+

结##果

#

#各组大鼠线粒体膜电位水平比较$图
#

%#与

正常组与低分子肝素钠组比较!脾气虚组与脾不统血

组大鼠肝脏线粒体膜电位显著降低$

G T"

!

"#

%&与脾

气虚组比较!脾不统血组大鼠肝脏线粒体膜电位显著

降低$

G T"

!

"#

%+

##注#与正常组比较!

g

G T "

!

"#

&与低分子肝

素钠组比较!

!

G T "

!

"#

&与脾气虚组比较!

"

G T

"

!

"#

&

< f?

图
#

%各组大鼠肝组织线粒体膜电位水平比较



"!"&(%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

##

!

#各组大鼠肝组织
F)G

含量比较$表
!

%#与正

常组,低分子肝素钠组比较!脾气虚组与脾不统血组大

鼠肝组织
F)G

水平显著降低$

G T"

!

"#

%&与脾气虚组

比较!脾不统血组大鼠肝
F)G

水平显著降低 $

G T

"

!

"4

%+

表
!

%各组大鼠肝组织
F)G

含量比较#$

<8-1C8X

!

N

(

H

%

组别
< F)G

含量

正常
? #

)

#%

(

"

)

#$

低分子肝素钠
? "

)

$2

(

"

)

#D

脾气虚
?

"

)

?2

(

"

)

#4

g !

脾不统血
?

"

)

4"

(

"

)

"2

g !"

##注# 与正常组比较!

g

G T "

!

"#

&与低分子肝素钠组比较!

!

G T

"

!

"#

&与脾气虚组比较!

"

G T"

!

"4

%

#各组大鼠肝组织线粒体自噬相关蛋白

G(,K#

,

G9JL:<

表达量及
M&%!C"

比值比较$图
!

%

与正常组比较!脾气虚组与脾不统血组大鼠肝组织

G(,K#

与
G9JL:<

表达量,

M&%!C"

比值显著降低

$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%&与低分子肝素钠组比较!脾气

虚组与脾不统血组大鼠肝组织
G(,K#

表达量显著降

低$

G T"

!

"4

%!

G9JL:<

表达量及
M&%!C"

比值差异

无统计学意义$

G h"

!

"4

%&脾气虚组与脾不统血组大

鼠肝组织
G9JL:<

表达量比较及
M&%!C"

比值差异无

统计学意义$

G h"

!

"4

%+

D

#各组大鼠肝组织细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

及
&159.5O @9HP9H5

"

%

表达量比较$图
%

%#与

正常组比较!脾气虚组与脾不统血组大鼠肝组织

3@1

"

!

,

3@1

"

!C39N

比值显著下降$

G T"

!

"#

%!

39N

及

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋 白 水 平 显 著 升 高 $

G T

"

!

"#

%+ 与低分子肝素钠组比较!脾气虚组与脾不统

血组大鼠肝组织
3@1

"

!

蛋白水平显著下降 $

G T

"

!

"#

%!脾不统血组
39N

,

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋白

水平显著升高$

G T"

!

"#

%!

3@1

"

!C39N

比值显著降低

$

G T "

!

"#

%+ 与脾气虚组比较!脾不统血组大鼠

3@1

"

!

蛋白水平及
3@1

"

!C39N

比值显著下降 $

G T

"

!

"4

!

G T "

!

"#

%!

39N

,

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋白

水平显著升高$

G T"

!

"4

%+

4

#各组大鼠肝组织去线粒体胞浆中
&QI

"

&

蛋白

水平比较$图
D

%#与正常组,低分子肝素钠组比较!脾

气虚组与脾不统血组
&QI

"

&

蛋白水平均显著升高

$

G T"

!

"#

%&与脾气虚组比较!脾不统血组
&QI

"

&

蛋

白水平显著升高$

G T"

!

"#

%+

?

#各组大鼠肝组织线粒体自噬相关蛋白

G(,K#

,

G9JL:<

及细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N 8R

"

,F

水平比较$表
%

%#与正常组比较!脾气虚组与脾

不统血组大鼠肝组织
G(,K#

与
3@1

"

! 8R,F

水平均

显著降低$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%!

39N 8R,F

水平显

著升高$

G T "

!

"#

%!低分子肝素钠组均无显著变化

$

G h"

!

"4

%&与低分子肝素钠组比较!脾气虚组与脾不

统血组
G(,K#

与
3@1

"

! 8R,F

水平均显著降低$

G T

"

!

"4

!

G T "

!

"#

%!

39N 8R,F

水平显著升高$

G T

"

!

"#

%&与脾气虚组比较!脾不统血组
3@1

"

! 8R,F

水平均显著降低$

G T"

!

"#

%!

39N 8R,F

水平显著升

##注#

F

为大鼠肝组织
G(,K#

,

G9JL:<

蛋白印迹&

3

为各组大鼠
G(,K#

表达量&

&

为各组大鼠
G9JL:<

表达量&

A

为各组大鼠
M&%!C"

比值&与正常组比

较!

g

G T "

!

"4

!

g g

G T"

!

"#

&与低分子肝素钠组比

较!

!

G T"

!

"4

&

< f?

图
!

%各组肝组织线粒体自噬相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

表达量及
M&%"C!

比值比较



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

"!"&"%"

##注#

F

为大鼠肝组织
3@1

"

!

及
39N

蛋白印迹&

3

为各

组大鼠
3@1

"

!

表达量&

&

为各组大鼠
39N

表达量&

A

为各

组大鼠
3@1

"

!

与
39N

比值&

7

为各组大鼠
&159.5O

@9HP9H5

"

%

表达量&与正常组比较!

g

G T "

!

"#

&与低分子

肝素钠组比较!

!

G T "

!

"#

&与脾气虚组比较!

"

G T

"

!

"4

!

""

G T"

!

"#

&

< f?

图
%

%各组肝组织细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

,

&159.5O @9HP9H5

"

%

表达量比较

##注#

F

为大鼠肝组织线粒体外
&QI

"

&

蛋白印迹&

3

为各组

大鼠去线粒体胞浆中
&QI

"

&

相对水平&与正常组比较!

g G T

"

!

"#

&与低分子肝素钠组比较!

!

G T "

!

"#

&与脾气虚组比较!

"

G T"

!

"#

&

< f?

图
D

%各组大鼠肝组织去线粒体胞浆中
&QI

"

&

水平比较

高$

G T"

!

"4

%!

G(,K# 8R,F

水平无显著变化$

G h

"

!

"4

%&各组大鼠肝组织
G9JL:< 8R,F

水平比较差异

无统计学意义$

G h"

!

"4

%+

讨##论

本研究采用饮食失节加力竭游泳的方法构建脾气

虚大鼠模型!大鼠出现食欲下降,形体消瘦,神疲,大便

稀溏等症状!说明脾气虚模型成功)

$

*

+ 脾不统血证通

常是由于久病脾气亏损或者劳累过度导致脾气虚弱!

脾统摄血液的功能损伤!血液不能够在体内正常的运

行!因此出现便血,尿血,鼻出血等缓慢出血现象+ 目

前!脾不统血证的造模方法主要以模拟中医传统病因

法结合西医病因病理法为主!使大鼠通过游泳等方法

劳倦过度!并用番泻叶水蛭粉,阿司匹林等溶灌胃!使

大鼠出现腹泻,肠道出血等症状)

6

!

#"

*

!但是该造模方法

重复性,稳定性较差!易出现大鼠死亡等不良反应+ 本

研究在过度劳倦加饮食失节构成的脾气虚模型的基础

上!用低分子肝素钠皮下注射的方法诱导大鼠多处出

血!构成脾不统血模型+ 已有文献报道该造模方法稳

定!且模型动物死亡率低!因此更适用于脾不统血证的

动物研究)

6

*

+

线粒体是细胞的'动力工厂(!它为机体生命活动

和生化反应提供了大部分必须的能量+ 线粒体的功能

特征与中医学的脾有许多相似之处!临床研究发现!在

脾虚患者的胃黏膜上!线粒体的结构和数量发生了显



"!"&)%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./ !"#$

!

0-1/ %$

!

,-

!

##

表
%

%各组大鼠肝组织
3@1

"

!

,

39N

,

G(,K#

及
G9JL:< 8R,F

相对表达水平比较#$

!

$

$$&I

!

N

(

H

%

组别
< 3@1 S ! 39N G(,K# G9JL:<

正常
? #

)

"!D

(

"

)

"4! #

)

#?#

(

"

)

#%2 #

)

"%?

(

"

)

"24 #

)

"46

(

"

)

#26

低分子肝素钠
? #

)

"6"

(

"

)

#$? #

)

##!

(

"

)

"66 "

)

$##

(

"

)

#4% #

)

#?!

(

"

)

#??

脾气虚
?

"

)

?$%

(

"

)

"!6

g !!

#

)

?D6

(

"

)

#!#

g g !!

"

)

?!%

(

"

)

"$!

g g !

#

)

!?!

(

"

)

!4D

脾不统血
?

"

)

D6#

(

"

)

"4%

g g !!"

#

)

$24

(

"

)

#2$

g g !!"

"

)

4#"

(

"

)

#%D

g g !!

#

)

!6?

(

"

)

#6D

##注#与正常组比较!

g

G T"

!

"4

!

g g

G T"

!

"#

&与低分子肝素钠组比较!

!

G T"

!

"4

!

!!

G T"

!

"#

&与脾气虚组比较!

"

G T"

!

"4

著变化)

##

*

+ 线粒体对体内和体外的环境非常敏感!实

验研究发现!在脾虚动物胃,肠,肝脏,心肌,骨骼肌细胞

中均发现线粒体结构损伤和功能紊乱)

#!

$

#D

*

+ 线粒体膜

电位与组织
F)G

水平可反映线粒体结构功能是否异

常+ 本研究检测了脾气虚证与脾不统血证大鼠肝脏线

粒体膜电位与肝组织
F)G

水平!发现脾气虚与脾不统

血大鼠肝脏线粒体膜电位与肝组织
F)G

水平较正常组

及低分子肝素钠组显著下降$

G T"

!

"#

%!而脾不统血大

鼠肝脏线粒体膜电位与肝组织
F)G

水平均低于脾气虚

大鼠$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%!结果表明脾气虚证与脾不

统血证大鼠均发生线粒体功能损伤!脾不统血证大鼠肝

组织线粒体损伤程度高于脾气虚证大鼠+

线粒体自噬是细胞选择性清除受损,衰老线粒体的

过程!当线粒体自噬机制紊乱!受损的线粒体不能及时

清除!将导致活性氧上升或者细胞凋亡因子释放!从而

造成细胞损伤或细胞凋亡)

D

*

+ 在
G(,K#CG9JL:<

介导

的线粒体自噬机制中!当线粒体受损时!线粒体膜电位

下降!

G(,K#

蛋白在线粒体外膜聚集!激活
G9JL:<

蛋白

从而启动线粒体自噬)

%

*

+

M&%!

是线粒体自噬特异性信

号蛋白!

M&%"

与
G7

泛素样结合形成
M&%!

)

#4

*

!

M&%!C"

水平能够反映自噬体的数量+ 当线粒体损伤严重!线粒

体无法通过自噬维持细胞内稳态!自噬机制发生紊乱!

导致细胞色素
&

等细胞凋亡因子释放到线粒体外!从而

发生细胞凋亡+ 本研究检测了大鼠肝组织线粒体自噬

相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

,

M&%!C"

!结果发现脾气虚与脾

不统血大鼠肝组织线粒体自噬相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

蛋白水平下降!

M&%!C"

比值下降!

G(,K# 8R,F

水平较

正常组显著下降$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%+ 结果表明!脾

气虚证与脾不统血证大鼠线粒体自噬均发生紊乱+

抗凋亡蛋白
3@1

"

!

及促凋亡蛋白
39N

和
39L

均

为
3@1

"

!

家族成员!正常状态下
39N

与
39L

在胞质

层和线粒体外膜之间以不同频率穿梭)

#?

!

#2

*

!抗凋亡因

子
3@1

"

!

通过改变其构象与促凋亡因子
39N

结合!进

而抑制细胞凋亡)

#6

!

#$

*

&

39N

和
39L

被激活并在线粒体

外膜积累!调节细胞外膜通透性!导致细胞色素
&

等促

凋亡因子释放)

!"

*

!进而激活
@9HP9H5

蛋白导致凋亡发

生)

!#

*

+ 因此
3@1

"

!C39N

蛋白比值决定了细胞的生存和

死亡)

!!

*

!而
@9HP9H5

"

%

被认为是判断细胞凋亡严重性

的 可 靠 指 标 之 一)

!%

*

!

&159.5O @9HP9H5

"

%

是

@9HP9H5

"

%

的活化形式+ 本实验也检测了大鼠肝组织

细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

,

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋白水平!去线粒体胞质中
&QI

"

&

蛋白水平!以及
3@1

"

!

,

39N 8R,F

水平+ 结果发现!脾气虚与脾不统血大

鼠肝组织中
3@1

"

!

蛋白与
8R,F

水平下降!且脾不统

血大鼠肝组织
3@1

"

!

蛋白与
8R,F

水平低于脾气虚大

鼠$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%&脾气虚与脾不统血大鼠肝组

织中
39N

蛋白与
8R,F

水平升高!且脾不统血大鼠肝

组织
39N

蛋白与
8R,F

水平显著高于脾气虚大鼠

$

G T"

!

"4

!

G T"

!

"#

%&脾气虚与脾不统血大鼠肝组织

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋白水平以及去线粒体胞质中

&QI

"

&

蛋白水平均较正常组升高$

G T"

!

"#

%&与脾气虚

组比较!脾不统血大鼠肝组织
&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋

白水平升高!但
&QI

"

&

蛋白水平降低 $

G T "

!

"4

!

G T"

!

"#

%!这可能是由于脾不统血状态下大鼠线粒体

数量大量减少+ 因此!本研究结果表明!脾气虚证与脾

不统血证加重了大鼠肝组织细胞凋亡!且脾不统血大鼠

肝组织细胞凋亡状况较脾气虚更加严重+

本研究通过分析脾气虚证与脾不统血证大鼠肝组

织
F)G

含量,线粒体膜电位,线粒体自噬相关蛋白

G(,K#

,

G9JL:<

,

M&%

及细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

,

&159.5O @9HP9H5

"

%

蛋白!以及肝组织去线粒

体胞浆中
&QI

"

&

蛋白水平变化!初步探讨了脾气虚证

与脾不统血证大鼠肝组织线粒体自噬及细胞凋亡的可

能机制!并对该两种脾虚证进行了比较+ 大鼠肝组织

F)G

含量与线粒体膜电位结果表明!脾气虚证与脾不

统血证大鼠肝组织线粒体出现损伤!而脾不统血大鼠

线粒体损伤程度较脾气虚大鼠更为严重&线粒体自噬

相关蛋白
G(,K#

,

G9JL:<

,

M&%

蛋白$

8R,F

%结果表

明!脾气虚证与脾不统血证大鼠肝组织线粒体自噬紊

乱&肝组织细胞凋亡相关蛋白
3@1

"

!

,

39N

,

&159.5O

@9HP9H5

"

%

的蛋白$

8R,F

%水平与肝组织去线粒体

胞浆中
&QI

"

&

蛋白水平测定结果表明!脾气虚证与脾

不统血证大鼠肝组织出现细胞凋亡!且脾不统血大鼠

肝组织细胞凋亡状况较脾气虚更加严重+ 因此!脾虚

证大鼠肝组织细胞凋亡可能机制为!线粒体损伤过度

导致线粒体自噬紊乱!进一步导致了细胞凋亡!随着脾
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