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!基础研究!

慈菇消脂丸含药血清对非酒精性脂肪肝细胞模型

%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

表达的影响

马燕花$师$霞$武$燕$何$华$余臣祖

摘要$目的$探讨慈菇消脂丸含药血清对游离脂肪酸"

HHJ

#混合物诱导的
K:GL!

细胞非酒精性脂肪肝

病模型凋亡相关蛋白
%+FG+F:

#

5

$

H+FI

$

G

#

A

#

&-,

表达的影响% 方法$以
K:GL!

细胞为研究对象&实验随机

分为正常组"

#"M

胎牛血清#&模型组"

6"" !=12DI HHJ

#&中药低$中$高剂量组"

6"" !=12DI HHJ N!M

$

$M

$

7M

含药血清#&阳性药组"

6"" !=12DI HHJ N !" !=12DI OP7""#!6

#% 实验时间为
!$ Q

&实验结束后&用油红

C

染色镜下观察细胞浆内变化% 流式细胞术检测细胞凋亡率% 实时荧光定量
P%R

和
):FS:., T21S

法检测

%+FG+F:

#

5

$

H+FI

$

G

#

A

#

&-, =R4J

及蛋白表达水平% 结果$与正常组比较&模型组细胞凋亡率增加"

P U

"

!

"#

#&

%+FG+F:

#

5

$

H+FI

$

G

#

A

#

&-,

蛋白及
=R4J

表达均升高"

P U"

!

"6

#'与模型组比较&各药物干预组及阳

性药组细胞凋亡率均下降"

P U"

!

"6

#&除中药低剂量组对
H+FI

蛋白表达及中药中剂量组对
H+F2 =R4J

表达

无影响外&其余各组
%+FG+F:

#

5

$

H+FI

$

G

#

A

#

&-, =R4J

及
%+FG+F:

#

5

$

G

#

A

#

&-,

蛋白表达均下降"

P U"

!

"6

#%

结论$慈菇消脂丸可以改善
K:GL!

细胞脂肪变及凋亡&与下调
%+FG+F:

#

5

$

H+FI

$

G

#

A

#

&-,

表达相关%

关键词$

K:GL!

细胞' 慈菇消脂丸' 非酒精性脂肪肝病'
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JTO(RJ%(
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C_E:AS>\:
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(1 >,\:FS>W+S: SQ: :VV:ASF 1V SQ: %>W- X>+1YQ> P>22 A1,S+>,>,W F:.-= 1, SQ: :Z

#

G.:FF>1, 1V +G1GS1F>F

#

.:2+S:[ G.1S:>,F %+FG+F:

#

5

!

H+FI +,[ G

#

A

#

&-, >, K:GL! A:22F 1V ,1,

#

+2A1Q12>A V+SS/ 2>\:.

[>F:+F: =1[:2 >,[-A:[ _/ V.:: V+SS/ +A>[F

$

HHJ

%

=>ZS-.:3 *:SQ1[F

#

K:GL! A:22F `:.: -F:[ +F SQ: FS-[/ 1_

#

E:AS

!

+,[ `:.: .+,[1=2/ [>\>[:[ >,S1 ,1.=+2 W.1-G

$

#"M V:S+2 _1\>,: F:.-=

%!

=1[:2 W.1-G

$

6"" !=12DI HHJ

%!

%>W- X>+1YQ> P>22 21`

!

=>[[2:

!

Q>WQ [1F: W.1-G

$

6"" !=12DI HHJ N !M

!

$M

!

7M [.-W

#

A1,S+>,>,W F:.-=

%!

G1F>S>\: [.-W W.1-G W.1-G

$

6"" !=12DIHHJ N!" !=12DI OP7""#!6

%

3 (Q: :ZG:.>=:,S 2+FS:[ V1. !$ Q1-.F3 JVS:.

SQ: :ZG:.>=:,S

!

SQ: AQ+,W:F >, A/S1G2+F= `:.: 1_F:.\:[ -,[:. SQ: =>A.1FA1G: `>SQ 1>2 .:[ C FS+>,>,W3 (Q:
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!
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3 <ZA:GS SQ: H+FI G.1S:>, :ZG.:FF>1, >, SQ: 21` a [1F: %Q>,:F: =:[

#
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$$有证据表明!非酒精性脂肪肝病$

,1,

#

+2A1Q12>A

V+SS/ 2>\:. [>F:+F:

!

4JHIB

%已成为全球慢性肝病的

最主要病因(

#

)

* 然而目前
4JHIB

的发病机制仍不清

楚!可能与遗传&环境&代谢或应激反应有关(

!

)

!研究

发现脂性凋亡在
4JHIB

的发生进展中发挥重要作

用*

b+,[+ (

等(

9

)检测到肝细胞凋亡的多少与脂肪

肝的严重程度密切相关*

H:2[FS:>, J<

等(

$

)通过对

非酒精性脂肪肝炎$

,1,

#

+2A1Q12>A FS:+S1Q:G+S>S>F

!

4JOK

%及单纯脂肪变性&酒精性肝炎和正常肝脏对照

研究发现!

4JOK

组患者肝组织凋亡较其他组明显增

高!而且凋亡相关因子胱冬肽酶#

9

和胱冬肽酶#

8

表达

增加!肝细胞凋亡与肝脏纤维化和肝脏炎症活动性相

关!与正常对照组相比
H+F

受体在
4JOK

患者的肝组

织中大量表达*

慈菇消脂丸是课题组自拟处方!院内制剂!有解毒

化痰&消降浊脂之功效* 本方药经多年临床应用!在治

疗脂肪性肝病&肝纤维化&高脂血症及肥胖患者等方面

已取得较好的疗效(

6

!

7

)

* 本实验采用慈菇消脂丸含药

血清干预游离脂肪酸$

V.:: V+SS/ +A>[F

!

HHJ

%混合物

诱导的
K:GL!

细胞脂肪变细胞模型(

8

)

!通过
R(

#

@P%R

技术和
):FS:., T21S

技术检测
G

#

A

#

&-,

&

H+FI

&

%+FG+F:

#

5

基因和蛋白的表达水平!研究
&4b

应激信号通路在
HHJ

混合物诱导
K:GL!

细胞脂肪变

细胞模型中的作用!为进一步阐述慈菇消脂丸在防治

4JHIB

中的作用机制提供理论基础*

材料与方法

#

$动物及细胞$

9"

只普通级健康
)>FS+.

大鼠!

体重为$

!""

%

!"

%

W

!雌雄各半* 由中国农业科学院

兰州兽医研究所提供* 实验动物生产许可证号#

O%Xb

$甘%

!"#6

"

"""#

* 实验动物使用许可证号#

O]Xb

$甘%

!"#6

"

"""9

*

K:GL!

细胞购自上海细

胞库*

!

$药物$慈菇消脂丸组方由山慈菇
#" W

$法半

夏
#6 W

$茯苓
!" W

$柴胡
#! W

$丹参
!" W

$ 虫

!" W

$薏苡仁
9" W

$黄芩
#" W

$泽泻
#6 W

$枸杞子

!" W

$生山楂
!" W

等
#$

味中药组成!实验用中药材

由甘肃中医药大学附属医院制剂中心提供*

&4b

抑

制剂 $

OP7""#!6

%&

B*OC

购自美国
O+,S+ %.-Y

公司*

9

$主要试剂及仪器$主要试剂#

P-.:I>,c R4J

小量提取试剂盒&免疫印迹化学发光试剂$

(Q:.=1

H>FQ:. OA>:,S>V>A

!美国!批号#

#;"6!#!

&

#7555""

%'

第一链
AB4J

合成$逆转录%试剂盒&

=>R4J @P%R

检测试剂盒$

L:,:A1G1:>+

!美国!批号#

T"8)'##"#

&

9"7)'#8"#

%'

R'PJ

裂解液 $

O>W=+

!美国!批号#

#""#858#$6

%'

P0BH =:=_.+,:F

$

*:.Ac

!德国!批

号#

#;9$769

%'

A

#

&-,

#

G

#

F79

#

+,S>_1[/

#

/#8!

&

J,S>

#

H+F I>W+,[ +,S>_1[/

&

J,S>

#

%+FG+F:

#

5 +,S>_1[/

$

J_A+=

!英国!批号#

LR9#5"557

#

#

&

LR9!#"5!

#

#

&

LR9!$779

#

#

%'

J,,:Z>, 0

#

H'(%

凋亡检测试剂盒

$

TB

#

PQ+.=>,W:,

!批号#

5"#!;$8

%* 主要仪器#微毛

细管流式细胞分析仪$德国!默克%'高速低温离心机$德

国
<GG:,[1.V

公司%'

4+,1B.1G !"""

超微量分光光

度计$美国
(Q:.=1 OA>:,S>V>A

公司%'

JT' 86""

实时

荧光定量
P%R

仪$美国应用生物系统公司%*

$

$实验方法

$

!

#

$含药血清的制备$

OB

大鼠适应性饲养

9

天后!禁食
!$ Q

!称重!随机分两组!分别为中药组

$

!"

只%和空白组$

#"

只%* 给药剂量按下面公式换

算(

5

)

#给药剂量
d

临床常用量 &动物等效面积系数 &

6

!制备慈姑消脂丸药液浓度为
"

!

!!6 WD=I

!空白组

给予等剂量生理盐水灌胃*

OB

大鼠每
#"" W

体重灌

! =I

药液或生理盐水!每日给药
!

次!早晚各
#

次!

连续给药
#

周!于末次给药后
# Q

心脏取血!采用一次

性非抗凝真空采血管收集全血!无菌操作* 采集的全

血于
$

'静置
! Q

后!低温离心机离心!

9 6"" . D=>,

!

离心
#6 =>,

!分离血清!分离的血清同组混合!经

67

'恒温灭活
9" =>,

处理后!在超净台上用

"

!

!! !=

微孔滤膜过滤除菌! "

!"

'保存备用* 将收

集到的慈菇消脂丸含药血清和空白血清!配制成含药

血清浓度分别为
!M

&

$M

&

7M

的培养液各
#" =I

备

用!各组培养液终浓度为
#"M

*

$

!

!

$

K:GL!

细胞复苏与培养$

K:GL!

细胞!用

含
#"M

胎牛血清高糖
*<*

培养液!

98

'&

6M%C

!

&

;6M C

!

&

#""M

湿度的培养箱中培养* 细胞培养
#

(

#

!

6

天换液
#

次* 一般
!

(

9

天细胞生长至覆盖瓶底

面积约
5"M

时即可传代* 传代时!弃去培养板中的培

养液!轻轻加入
PTO

洗
!

遍* 之后加入
#

!

" =I

含

"

!

"#M<B(J

和
"

!

!6M

胰蛋白酶的消化液!使消化液

覆盖所有细胞表面!室温放置约
9"

(

$" F

后!将培养

板放在倒置显微镜下进行观察!当发现细胞变圆!细胞

间隙增宽后!立即加入
!

!

" =I

细胞培养液终止消化*

吸取板内培养液!反复轻轻吹打板底细胞!直至细胞被

全部吹下!收集细胞及培液于离心管中!取一滴细胞悬

液用细胞计数板在显微镜下计数!调整细胞浓度为

#

&

#"

6

D=I

!接种于细胞培养板!放置在
98

'&

6M

%C

!

&

;6M C

!

&

#""M

湿度的孵箱中培养*
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" !&###"

$

!

9

$

K:GL!

细胞分组$根据预实验观察结果确

定建立
K:GL!

细胞模型的游离脂肪酸浓度及作用时

间* 接种
K:GL!

于
!$

孔板中!待细胞贴壁生长至

7"M

(

8"M

后用于实验* 实验随机分为正常组用

#"M

胎牛血清
B*<*

培养液培养' 模型组用

6"" !=12DI HHJ

$棕榈酸)油酸
d#

)

!

%刺激'中药治

疗组用
6"" !=12DI HHJ

与不同浓度的慈姑消脂丸含

药血清$

!M

&

$M

&

7M

的中药配方水溶物%共同刺激'

OP7""#!6

组以
!" !=12DI OP7""#!6

预先孵育

# Q

!再以
6"" !=12DI HHJ

干预* 实验时间为
!$ Q

!

实验结束时留取细胞培养上清液后!用油红
C

染色镜

下观察细胞浆内变化*

6

$检测指标与方法

6

!

#

$

HHJ

对
K:GL!

细胞抑制率的影响$将

K:GL!

细胞培养于
;7

孔板中!实验分别设
!6"

&

6""

&

# """ !=12DI HHJ

混合物实验组&

"

!

#M B*OC

对照组$无血清培养基%&空白对照组$无血清培养

基%* 作用时间分别为
#!

&

#5

&

!$ Q

* 每组均设
9

个平

行孔* 用
*((

比色法测定细胞增殖情况$以吸光度

CB

值表示%* 抑制率
'R

$

M

%

d

$

#

"实验组平均

CB

值
D

空白对照组平均
CB

值% &

#""M

*

6

!

!

$油红
C

染色观察细胞内脂滴$

"

!

# W

油红

C

溶于
;5M

异丙醇
#"" =I

!取
7 =I

加蒸馏水
$ =I

静置
#" =>,

!过滤待用'

PTO

将细胞冲洗
9

次!用滤

纸吸去多余水份!

#"M

中性甲醛固定
#" =>,

'油红
C

染液中浸染
#6 =>,

'

7"M

异丙醇洗去多染液!三蒸水

冲洗
9

次'苏木素复染
6

(

#" =>,

'三蒸水漂洗

#" =>,

'显微镜观察!拍照*

6

!

9

$流式细胞术测定细胞凋亡$采用
J,,:Z>,

#

P'

凋亡检测试剂盒分析细胞的凋亡情况* 各实验组

细胞经胰酶消化后!

# """ . D=>,

离心
6 =>,

!收集细

胞用冰
PTO

洗涤细胞
!

次!

# """ . D=>,

离心
6 =>,

*

细胞重悬于
6"" !I _>,[>,W

缓冲液!分别加入
6 !I

J,,:Z>,0

和
6 !I P'

!小心吹打混匀* 室温避光放置

#6 =>,

!流式细胞仪随机计数
#" """

个细胞并计算

凋亡细胞百分率!实验重复
9

次*

6

!

$

$实时荧光定量
P%R

检测
G

#

A

#

&-,

&

H+FI

&

%+FG+F:

#

5

基因表达$利用
P-.:I>,c R4J *>,>

抽

提试剂盒提取细胞总
R4J

'按照
J22

#

>,

#

C,: =>R4J

H>.FS

#

OS.+,[ AB4J O/,SQ:F>F b>S

试剂盒说明书进

行第一链
AB4J

的合成!于 "

!"

'保存备用* 解冻

并轻柔混匀试剂盒中的
J22

#

>,

#

C,: @P%R *>Z

* 短暂

离心使管中试剂集中于底部!冰上保存* 根据定量

P%R

仪器需求!选择是否使用
6"

&

RCX R:V:.:,A:

B/:

*

@P%R

引物来自
L:,:%1G1:>+

!美国#

%+FG+F:

#

5

$货号#

KeP"#5;77

%!

G

#

A

#

&-,

$货号#

KeP"";569

%!

H+FI

$ 货 号#

KeP"";78#

%!

"

#

+AS>,

$ 货 号#

KeP"#795#

%*

R(

#

P%R

反应体系$见表
#

%* 反应条件#

预变性
;6

'

#6 =>,

!变性
;$

'

#6 F

! 退火
66

'

9" F

!延伸
8"

'

9" F

!

$"

个循环* 表达结果采用
!

"

##%S

法计算其相对表达量*

表
#

#实时荧光定量
P%R

反应体系

组成成分 体积$

!I

%

!

&

J22

#

>,

#

C,: @P%R *>Z #"

*

"

P%R V1.`+.[ G.>=:.

$

! !=12DI

%

!

*

"

P%R .:\:.F: G.>=:.

$

! !=12DI

%

!

*

"

AB4J

模板
!

*

"

RCX R:V:.:,A: B/: [

$

9" !=12DI

%

"

*

$

去离子水
9

*

7

6

!

6

$

):FS:., T21S

法检测
G

#

A

#

&-,

&

H+FI

&

%+FG+F:

#

5

蛋白水平$收集各实验组细胞!加入

!"" !I

蛋白裂解液裂解细胞
9" =>,

!提取各组细胞

总蛋白*

TJ%

法按试剂盒说明书进行操作!测定蛋白

质浓度* 取
6" !W

蛋白质样本加入
$

&

OBO

加样缓

冲液!煮沸
6 =>,

!上样* 蛋白样品进行
#"M

的
OBO

#

PJL<

胶电泳
! Q

分离蛋白!电泳电恒为
5" 0

*

OBO

#

PJL<

蛋白胶湿转
# Q

至
P0BH

膜'用
6M

脱脂

奶粉进行常温封闭
# Q

!加入一抗$

#

)

# """

%!室温下

孵育
# Q

!

$

' 过夜'

PTO(

缓冲液洗膜
7

次!

6 =>,D

次!分别加入
KRP

标记的二抗$

#

)

#" """

%作

为!室温孵育
# Q

'

PTO(

缓冲液洗膜
7

次!

6 =>,D

次!

加入
<%I

发光液显色!压片显影* 扫描摄取图像!并

用
e-+,S>S/ 1,:

软件分析条带的灰度值!以
G

#

A

#

&-,

&

H+FI

&

%+FG+F:

#

5

与
"

#

+AS>,

灰度值的比值表示

目的蛋白的相对表达量*

7

$统计学方法$应用
OPOO !!

!

"

统计数据!统

计数据用
Z

%

F

表示!组间比较应用
J4C0J

单因素

方差分析
IOB

检验!

P U"

!

"6

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

HHJ

对
K:GL!

细胞抑制率比较$图
#

%$随

着
HHJ

浓度和作用时间的延长!对
K:GL!

细胞增殖

的抑制率逐渐增加!当
# """ !=12DI HHJ

作用
#! Q

以上即有
8"M

以上的细胞增殖受到抑制*

!

$油红
C

染色观察细胞内脂滴变化$图
!

%$各实

验组随着
HHJ

浓度的加大及作用时间的延长!可见细胞

胞浆内被染成红色的颗粒状脂滴逐渐增多!并且呈环状

位于细胞膜内侧$箭头所示%* 以
HHJ 6"" !=12DI

作用

!$ Q

作用最为明显*
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#

图
#

#不同浓度和时间
HHJ

对
K:GL!

细胞抑制率

$$注#

J

为
!6" !=12DI #! Q

'

T

为
!6" !=12DI #5 Q

'

%

为

!6" !=12DI !$ Q

'

B

为
6"" !=12DI #! Q

'

<

为
6"" !=12DI

#5 Q

'

H

为
6"" !=12DI !$ Q

'

L

为
# """ !=12DI #! Q

'

K

为

# """ !=12DI #5 Q

'

'

为
# """ !=12DI !$ Q

图
!

#不同浓度&时间
HHJ

作用
K:GL!

细胞

$油红
C

染色! &

$"

%

9

$各组细胞凋亡率比较$表
!

!图
9

%$与正常组

比较!模型组细胞凋亡率增加$

P U"

!

"#

%'与模型组比

较!中药低&中&高剂量组及阳性药组细胞凋亡率均下

降$

P U"

!

"#

%* 与阳性药物组比较!中药高剂量组细

胞凋亡率显著下降$

P U"

!

"#

%'中药中剂量组细胞凋

表
!

#各组
K:GL!

细胞凋亡率比较$$

M

!

Z

%

F

%

组别
,

早期凋亡率
N

晚期凋亡率

正常
7 !#

*

68

%

"

*

69

模型
7

69

*

"8

%

"

*

69

!

中药低剂量
7

99

*

;5

%

"

*

69

"

中药中剂量
7

$$

*

7"

%

"

*

69

"#

中药高剂量
7

!7

*

;!

%

"

*

69

"#

阳性药
7

9$

*

#8

%

"

*

69

"

$$注#与正常组比较!

!P U"

!

"#

'与模型组比较!

"

P U"

!

"#

' 与阳性

药组比较!

#

P U"

!

"#

图
9

#流式细胞术检测
K:GL!

细胞凋亡

亡率下降不及阳性药组$

P U"

!

"#

%'中药低剂量组细

胞凋亡率下降与阳性药组差异无统计学意义$

P f

"

!

"6

%*

$

$各组
K:GL!

细胞
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

=R4J

表达比较 $表
9

% $与正常组比较!模型组

%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-, =R4J

表达量上调$

P U

"

!

"#

%* 与模型组比较!除了中药中剂量组
H+F2

表达量

外!中药其他各剂量组和阳性药组均能下调
%+FG+F:

#

5

&

H+F

#

I

&

G

#

A

#

&-, =R4J

表达量$

P U "

!

"#

%'且在下调

%+FG+F:

#

5 =R4J

表达方面!中药各剂量组作用优于阳

性药组$

P U"

!

"#

%!在下调
G

#

A

#

&-, =R4J

表达方面!阳

性药组作用优于中药高&中剂量组$

P U"

!

"6

%*

6

$各组
K:GL!

细胞
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

蛋白表达比较$表
$

%$与正常组比较!模型组

%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

表达增多 $

P U "

!

"6

%*

与模型组比较!除中药低剂量组
H+FI

表达无显著减

少外!各中药治疗组及阳性药组
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

表达均减少$

P U"

!

"6

%'且中药治疗组与阳性

药组比较!差异无统计学意义!中药低&中&高剂量组比

较!亦差异无统计学意义$

P f"

!

"6

%*

讨$$论

4JHIB

的疾病谱包括单纯性脂肪肝&脂肪性肝

炎&脂肪性肝纤维化和脂肪性肝硬化四个从轻到重的

病理阶段!发病机制目前仍然不是很清楚!但研究发现

凋亡在
4JHIB

的发生发展中发挥了重要作用!认为

4JHIB

是在环境因素&宿主遗传学及肠道微生物群

等因素共同作用下!导致脂毒性!引起肝细胞凋亡&炎

症&纤维化!从而导致
4JOK

&肝硬化和肝细胞癌的

发生(

;

)

*
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表
9

#各组
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-, =R4J

表达比较$$

Z

%

F

%

组别
,

%+FG+F:

#

5

$

%(

值%

%+FG+F:

#

5

相对表达量

H+FI

$

%(

值%

H+FI

相对

表达量

G

#

A

#

&-,

$

%(

值%

G

#

A

#

&-,

相对表达量

正常
7 !5

*

"7

%

"

*

#9 #

*

""

%

"

*

"8 98

*

#"

%

"

*

"" #

*

""

%

"

*

"! !7

*

;!

%

"

*

"$ #

*

""

%

"

*

"6

模型
7 !5

*

6#

%

"

*

"5

#

*

79

%

"

*

";

!

9$

*

$7

%

"

*

8"

#$

*

8"

%

8

*

"9

!

!7

*

8$

%

"

*

"!

!

*

6#

%

"

*

"!

!

中药低剂量
7 !5

*

9#

%

"

*

"6

"

*

65

%

"

*

"!

"##

9$

*

99

%

"

*

59

9

*

5;

%

#

*

"6

"

!7

*

8!

%

"

*

##

"

*

5"

%

"

*

"8

"

中药中剂量
7 !;

*

#$

%

"

*

#!

"

*

$#

%

"

*

"$

"##

96

*

8#

%

"

*

79 !

*

;!

%

"

*

"$ !7

*

65

%

"

*

"6

#

*

#"

%

"

*

"$

"#

中药高剂量
7 !5

*

;5

%

"

*

"!

"

*

9!

%

"

*

"!

"##

96

*

;$

%

"

*

9;

!

*

!7

%

"

*

$"

"

!7

*

67

%

"

*

"9

#

*

#9

%

"

*

77

"#

阳性药
7 !8

*

88

%

"

*

#7

"

*

;5

%

"

*

##

"

96

*

!6

%

"

*

76

6

*

;$

%

!

*

6$

"

!8

*

$$

%

"

*

"5

"

*

67

%

"

*

"9

"

$$注#与正常组比较!

!

P U"

!

"#

'与模型组比较!

"

P U"

!

"#

'与阳性药组比较!

#

P U"

!

"6

!

##

P U"

!

"#

表
$

#各组
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

蛋白表达比较$$

Z

%

F

%

组别
, %+FG+F:

#

5 H+FI G

#

A

#

&-,

正常
7 !

*

""

%

"

*

8; "

*

6"

%

"

*

!# "

*

6"

%

"

*

!!

模型
7

$

*

"6

%

"

*

99

!!

#

*

68

%

"

*

6!

!

#

*

69

%

"

*

67

!

中药低剂量
7

!

*

96

%

"

*

8;

"

"

*

5#

%

"

*

55

"

*

75

%

"

*

8$

"

中药中剂量
7

!

*

95

%

"

*

7$

"

"

*

66

%

"

*

98

"

"

*

68

%

"

*

$9

"

中药高剂量
7

!

*

"9

%

"

*

;"

""

"

*

7"

%

"

*

$7

"

"

*

95

%

"

*

96

"

阳性药
7

#

*

;9

%

"

*

;7

""

"

*

6;

%

"

*

95

"

"

*

$6

%

"

*

!#

"

$$注#与正常组比较!

!

P U"

!

"6

!

!!

P U"

!

"#

'与模型组比较!

"

P U

"

!

"6

!

""

P U"

!

"#

图
$

#各组
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

蛋白条带图

&4b

信号通路能够被多种细胞外刺激因素激活!

广泛参与调节细胞的凋亡&增殖&代谢&运动及
B4J

损

伤修复等* 最近的研究证实!

&4b

通路的激活与肝细

胞的炎症&凋亡密切相关(

#"

)

*

HHJF

介导的内质网应激

通过激活
&4b

信号通路参与人脂肪肝炎的发生(

##

)

*

*Ib

是一种通过磷酸化作用激活
*JPb

通路的丝
D

苏

氨酸蛋白激酶!

*Ib

通过激活
&4b

参与人类
4JOK

的发生(

#!

)

*

&4b

通过磷酸化
A

#

&-,

和
J(H

#

!

激活转

录因子
JP

#

#

$

JP

#

#

是
&-,

#

&-,

&

&-,

#

H1F

或
&-,

#

J(H

的二聚体%!促进细胞凋亡!而
H+FI

的启动子中包含有

JP

#

#

顺式作用元件!因此!

&4b

信号通路的激活使

H+FI

表达增强!促进细胞凋亡* 研究表明!

4JOK

患儿

的可溶性
H+F

和可溶性
H+FI

水平明显高于非
4JOK

患儿(

#9

)

*

%+FG+F:

#

5

为
H+F

与
H+FI

下游的效应分

子!是死亡受体$

H+F

&

BR$

&

BR6

%介导的细胞凋亡途径

中的 核 心 成 分! 即 关 键 的 启 动 子*

H+F

&

H+FI

&

%+FG+F:

#

5

的表达是
4JHIB

的重要促发因素(

#$

)

* 研

究发现在啮齿类动物中!当肝细胞中
%+FG+F:

#

5

表达

缺乏时!可以减少蛋氨酸"胆碱缺乏$

=:SQ>1,>,: AQ1

#

2>,: [:V>A>:,A/

!

*%B

%依赖的细胞凋亡增加!减少促炎

细胞因子的表达(

#6

)

*

中医学认为
4JHIB

的病因主要归结为 +浊,&

+毒,之邪!慈菇消脂丸是以山慈菇为君药的中药复

方!山慈菇有化痰解毒&消脂散结之功效'泽泻&山楂以

祛脂化浊'丹参& 虫以逐瘀通络'柴胡&黄芩&法半夏

以疏肝理脾'决明子清肝降脂'整体组方立法解毒化

痰&消降浊脂为主* 本实验采用
HHJ

混合物$棕榈酸)

油酸为
#

)

!

%作用于
K:GL!

细胞!观察肝细胞脂毒性

凋亡!同时以
OP7""#!6

$

&4b

激酶特异性抑制剂%作

为阳性对照!运用慈菇消脂丸含药血清进行干预治疗*

通过油红
C

染色观察细胞形态学!模型组细胞内有大

量脂滴堆积!证实
6"" !=12DIHHJ

作用
!$ Q

可明显

诱导
K:GL!

细胞脂肪变性* 流式细胞术检测!模型

组细胞凋亡明显!

):FS:., T21S

法和实时荧光定量

P%R

法检测模型组
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-, =R

#

4J

及蛋白表达上调'中药治疗组及阳性药组能有效

减轻
K:GL!

细胞凋亡!同时不同程度下调
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-, =R4J

及蛋白表达* 一方面说明!

&4b

信号通路参与了肝细胞脂性凋亡的发生!其主要

通过下游分子
%+FG+F:

#

5

&

H+FI

&

G

#

A

#

&-,

发挥作用!

阻断
&4b

信号通路能显著抑制肝细胞脂性凋亡!另一

方面也证实中药慈菇消脂丸治疗脂肪肝的分子基础!

可能通过调控
&4b

信号通路实现*

利益冲突! 无*
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"中国中西医结合杂志#第
#7

次荣获$百种中国杰出学术期刊%

!"#;

年
##

月
#;

日&中国科技论文
!"#5

年统计结果在京发布% (中国中西医结合杂志)被收录为*中国科技核

心期刊+并再次荣获*百种中国杰出学术期刊+%

中国科学技术信息研究所每年出版(中国科技期刊引证报告)发布中国科技论文与引文数据库收录的中国科技论

文核心期刊的二十余项文献计量指标&从
#;;;

年开始以此为基础&研制了中国科技期刊综合评价指标体系&对期刊进

行综合评定%

!"#5

年引证报告中&(中国中西医结合杂志)在中西医结合期刊中总评分排名第
#

&与去年一致'影响因

子排名第
#

&较去年提升
#

名'总被引频次排名第
!

&与去年一致%

!""!

年开始&中国科学技术信息研究所每年评选一

次百种中国杰出学术期刊% 此次是(中国中西医结合杂志)自
!""!

年首次评选以来&第
#7

次入选&充分彰显我刊的

学术影响力%

杂志的发展离不开广大作者$读者以及专家的大力支持&在此表示由衷的感谢% 杂志也愿与广大科研工作者一起

努力&共同促进中西医结合事业发展%


