
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

!

,-.-/0-1 !"#$

!

2345 %$

!

63

!

#!

"!"#!$"

基金项目# 国家自然科学基金资助项目$

6357##8%!#9

%

作者单位#暨南大学医学院中医系$广州
:#"9%!

%

通讯作者#杨钦河!

)-4

#

"!"

"

7:!!9#;8

!

<

#

/=>4

#

?@=ABCDEFAG5-HG5.A

,I(

#

#"

!

899#J&'(+

!

!"#$

!

#!

!

#$7#

疏肝健脾方药对
KLM!JNOP

信号通路介导非酒精性

脂肪性肝病大鼠肝细胞脂肪沉积的影响

龚享文$杨钦河$闫海震$张玉佩$黄$进$徐拥建$张金文$林春梅

摘要$目的$探讨疏肝健脾方药对
KLM!JNOP

信号通路介导非酒精性脂肪性肝病!

A3A=4.3D34>. Q=??@

4>R-1 H>S-=S-

"

6ONK,

#大鼠肝细胞脂肪沉积的影响$ 方法$选用
PTN

级雄性
P,

大鼠
8:

只"共分
:

组"

每组
#:

只"分别为%正常组"模型组"疏肝组"健脾组及合方组&除正常组"其余均各组采用高脂饮食复制

6ONK,

大鼠模型"给药各组分别给予疏肝方!柴胡疏肝散#'健脾方!参苓白术散#'合方!柴胡疏肝散和参苓

白术散合方#进行干预"采用全自动生化分析肝脂改变"分离出肝细胞"

)@U=A 04G-

染色和流式细胞术

!

N&+

#对肝细胞的活性及纯度进行鉴定$ 采用实时定量
T&M

法检测肝细胞
KLM!/M6O

'

NOP /M6O

的表达"采用
*-S?-1A 043?

法检测
KLM!

'

NOP

蛋白在肝细胞中的表达$ 结果$!

#

#油红
I

染色后模型组

的
6ONK,

大鼠病理结构显示肝细胞肿胀"细胞核位于细胞边缘"细胞浆内可见大小不等的小空泡"部分肝

细胞小空泡融合成大泡等特征性改变"提示成功建立高脂饮食诱导
6ONK,

大鼠实验动物模型$ 各组中药

对
6ONK,

病理结构改变均有不同程度的修复作用"尤以疏肝组明显$ !

!

#与正常组比较"模型组肝细胞

KLM!

'

NOP

基因及蛋白的表达水平均明显升高!

T V"

!

"#

#&与模型组比较"健脾方和疏肝方组的表达水平

下调明显!

T V"

!

"#

"

T V"

!

":

#$ 结论$

KLM!JNOP

通路是介导
6ONK,

脂质平衡代谢紊乱重要的信号通

路"疏肝健脾方药能够调控肝细胞
KLM!JNOP

通路使
6ONK,

大鼠肝细胞脂肪沉积趋于恢复"这可能是疏肝

健脾方药抗实验性大鼠脂肪肝的作用机制之一$

关键词$非酒精性脂肪性肝病&疏肝健脾方药&肝细胞&

KLM!JNOP

通路&脂质代谢

<QQ-.? 3Q PDGB=A '>=AU> M-.>U- 3A KLM!JNOP P>BA=4>AB T=?DW=@ +-H>=?-H X-U=?3.@?- N=??@ ,-U3S

#

>?S >A 6ONK, M=?S

$

YI6Y L>=AB

#

W-A

!

ZO6Y [>A

#

D-

!

ZO6 X=>

#

\D-A

!

]XO6Y ZG

#

U->

!

X^O6Y

#

'>A

!

L^ Z3AB

#

F>=A

!

]XO6Y '>A

#

W-A

!

=AH K(6 &DGA

#

/->

$

N=.G4?@ 3Q )1=H>?>3A=4 &D>A-S- +-H>.>A-

!

+-H>.=4

&344-B- 3Q '>A=A ^A>R-1S>?@

!

YG=AB\D3G

$

:#"9%!

%!

&D>A=

O_P)MO&)

$

I0F-.?>R-

$

)3 -`U431- ?D- -QQ-.? 3Q PDGB=A '>=AU> M-.>U-

$

P'M

%

3A KLM!JNOP S>BA=

#

4>AB U=?DW=@ /-H>=?-H D-U=?3.@?- Q=??@ H-U3S>?S >A A3A=4.3D34>. Q=??@ 4>R-1 H>S-=S-

$

6ONK,

%

1=?S 5 +-?D

#

3HS

$

)3?=44@ 8: PTN B1=H- /=4- P, 1=?S W-1- 1=AH3/4@ H>R>H-H >A?3 : B13GUS

!

>5-5

!

?D- A31/=4 .3A?134

B13GU

!

?D- /3H-4 B13GU

!

?D- PDGB=A M-.>U-

$

PM

%

?1-=?/-A? B13GUS

!

?D- '>=AU> M-.>U-

$

'M

%

?1-=?/-A?

B13GU

!

=AH ?D- P'M B13GU5 <`.-U? 1=?S >A ?D- A31/=4 .3A?134 B13GU

!

?D- 6ONK, 1=? /3H-4 W=S HGU4>.=?-H

GS>AB D>BD Q=? H>-?

$

XN,

%

5 PM

$

&D=>DG PDGB=A T3WH-1

%

W=S =H/>A>S?-1-H ?3 1=?S >A ?D- PM B13GU5 'M

$

PD-A4>A _=>\DG T3WH-1

%

W=S =H/>A>S?-1-H ?3 1=?S >A ?D- 'M B13GU5 P'M

$

&D=>DG PDGB=A T3WH-1 U4GS

PD-A4>A _=>\DG T3WH-1

%

W=S =H/>A>S?-1-H ?3 1=?S >A ?D- P'M B13GU5 &D=AB-S 3Q 4>R-1 Q=? W-1- =A=4@\-H G

#

S>AB =G?3/=?>. 0>3.D-/>.=4 =A=4@\-1 5 K>R-1 .-44S W-1- S-U=1=?-H 0@ 43W

#

SU--H .-A?1>QGB=?>3A5 )D->1 =.?>R>

#

?>-S =AH UG1>?>-S W-1- >H-A?>Q@ GS>AB )@U=A 04G- =AH Q43W .@?3/-?1@

$

N&+

%

5 <`U1-SS>3A 4-R-4S 3Q KLM!=AH

NOP /M6O >A D-U=?3.@?-S H-?-.?-H 0@ M-=4

#

?>/- CG=A?>?=?>R- T&M5 <`U1-SS>3A 4-R-4S 3Q KLM!=AH NOP

U13?->A W-1- H-?-.?-H 0@ *-S?-1A 043?5 M-SG4?S

$$

#

%

T=?D343B>.=4 1-SG4?S SD3W-H >A ?D- /3H-4 B13GU

!

D-U=?3.@?-S W-1- SW344-A W>?D AG.4-GS 43.=?>AB =? ?D- .-44 -HB- =Q?-1 3>4 1-H I S?=>A>AB

&

GA-CG=4 S>\-H
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#

.=?-H = 6ONK, 1=? /3H-4 W=S SG..-SSQG44@ -S?=04>SD-H 0@ D>BD Q=? H>-?5 T=?D343B>.=4 S?1G.?G1=4 .D=AB-S

.3G4H 0- >/U=>1-H ?3 S3/- H-B1-- >A =44 /-H>.=?-H B13GUS

!

-SU-.>=44@ >A ?D- PM B13GU5

$

!

%

&3/U=1-H

W>?D ?D- A31/=4 .3A?134 B13GU

!

-`U1-SS>3A 4-R-4S 3Q KLM!=AH NOP B-A-S =AH U13?->AS 30R>3GS4@ >A

#

.1-=S-H >A ?D- /3H-4 B13GU

$

T V"

&

"#

%

5 &3/U=1-H W>?D ?D- /3H-4 B13GU

!

?D->1 -`U1-SS>3A 4-R-4S W-1- 30

#

R>3GS4@ H3WA

#

1-BG4=?-H >A ?D- 'M B13GU =AH ?D- PM B13GU

$

T V"

&

"#

!

T V"

&

":

%

5 &3A.4GS>3AS

$

KLM !JNOP

S>BA=4>AB U=?DW=@ W=S =A >/U31?=A? S>BA=4>AB U=?DW=@ Q31 /-H>=?>AB 4>U>H /-?=034>S/ H>S31H-1S 3Q 6ONK,

1=?S 5 P'M .3G4H /=a- D-U=?3.@?- Q=??@ H-U3S>?S ?-AH ?3 1-U=>1 0@ =HFGS?>AB ?D- KLM!JNOP S>BA=4>AB U=?D

#

W=@ >A 6ONK, 1=?S

!

WD>.D />BD? 0- 3A- 3Q >/U31?=A? /-.D=A>S/S Q31 P'M ?3 U1-R-A? =AH .G1- 6ONK,5

b<Z*IM,P

$

A3A

#

=4.3D34>. Q=??@ 4>R-1 H>S-=S-

&

PDGB=A '>=AU> M-.>U-

&

D-U=?3.@?-

&

KLM!JNOP S>BA=

#

4>AB U=?DW=@

&

4>U>H /-?=034>S/

$$非酒精性脂肪性肝病$

A3A

#

=4.3D34>. Q=??@ 4>R-1

H>S-=S-

!

6ONK,

%是一种遗传 "环境 "代谢应激相

关的疾病且无过量饮酒史'肝细胞脂肪变性和脂质贮

积为特征的临床病理综合征!包括单纯性脂肪肝'非酒

精性脂肪性肝炎'相关肝硬化'肝癌等(

#

)

* 大量研究

表明#脂质代谢异常是
6ONK,

发病机制中最关键也

是最基础的环节之一(

!

!

%

)

* 近年来!随着核受体调节

胆固醇和脂肪代谢途径的发现!核受体对肝细胞内脂

质平衡机制的研究也逐渐成为研究的热点(

$

)

* 有研

究表明#

KLMJNOP

通路是调控肝细胞脂肪代谢平衡的

重要通路之一!通过对肝细胞的脂肪代谢平衡的影响!

进而影响肝细胞脂肪的沉积(

:

)

* 由于
6ONK,

发病机

制尚不明确!目前缺乏最有效和适当的药物治疗

6ONK,

(

9

)

!传统中医药能够温和而有效的治疗

6ONK,

已经得到循证医学的证实(

8

)

* 但中药的意义

在于通过由特定活性物质群介导的多靶点'多途径整

合作用发挥方证对应的终末效应(

7

)

!在前期研究发现

疏肝健脾方药具有降低
6ONK,

大鼠肝组织的
KLM!

'

NOP

基因和蛋白表达!改善脂质代谢紊乱!减轻脂肪

沉积的效果(

;

!

#"

)

* 本实验在既往研究的基础上!运用

疏肝健脾方药对
KLM!JNOP

信号通路介导
6ONK,

大

鼠肝细胞脂肪沉积的影响进行研究!旨在从细胞水平

进一步探讨疏肝健脾方药防治
6ONK,

的机制!为

6ONK,

的中医药治疗提供实验室依据*

材料与方法

#

$动物$

PTN

级雄性
P,

大鼠
8:

只!体重

$

!""

%

!"

%

B

!购于广州中医药大学实验动物中心!实

验动物批号#

"#"88;!

!使用许可证号#

P&Lb

$粤%

!""7

"

""!"

&饲养于暨南大学实验动物管理中心

PTN

级 动 物 房 内! 使 用 许 可 证 号#

PZLb

$粤%

!"#!

"

"##8

*

!

$试剂与仪器

!

!

#

$试剂$

6@.3H-A\

$挪威
O`>S

#

PD>-4H

公

司%!

"

型胶原酶'

MT+(

#

#9$"

培养基为$美国
Y(_

#

&I

公司%!蛋白酶
<

$德国
M3.D-

公司%!

X-U-S

$美

国
O/1-S.3

公司%!

,6O

酶
#

'

<Y)O

$美国
P>B/=

公司%*

)M(\34

核酸提取液$美国
(AR>?13B-A

公司产

品%&逆转录试剂盒$日本
)IZI_I

公司%%* 核蛋白

提取试剂盒和蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司*

OA?>

#

KLM!

$美国
O0.=/

公司%!

OA?>

#

NOP

$美国
O0.=/

公司%!

[G=A? .,6O

第一链

合成试剂盒'

PZ_M Y1--A

荧光定量
T&M

试剂盒$日

本
)=a=1=

公司%* 高脂饲料配方#基础饲料
77c

!猪

油
#"c

!胆固醇
#

!

:c

!胆盐
"

!

:c

&该饲料由南方医

科大学实验动物中心加工!广州市华大辐照中心钴
9"

照射灭菌$辐照剂量
!:

!

"aY@

%*

!

!

!

$仪器$冰冻切片机 $德国
K->.=

公司%&

O^9""

全自动生化分析仪$日本
I4@/UGS

公司%&超

净工作台$苏州净化设备有限公司%&

&I

!

培养箱$美

国
)D-1/3

公司%&

T&)

#

!""

型梯度
T&M

仪 $美国

_(I

#

MO,

公司%&

&D13/3$

实时荧光定量
T&M

仪

$美国
_(I

#

MO,

公司%&悬垂式冷冻离心机 $美国

)D-1/3

公司%&倒置相差显微镜$德国
K->.=

公司%&

<K()<

流式细胞仪$美国
_-.a/=A

#

.3G4?-1

公司%&

凝胶成像系统$中国
O^)<K

公司%*

%

$分组'造模及给药方法$

P,

大鼠
8:

只适应

性饲养
#

周后!采用随机数字表法分为
:

组!分别为#

正常组'模型组'疏肝组'健脾组及合方组$柴胡疏肝

散联合参苓白术散%!每组
#:

只* 模型建立采用改进

后的课题组前期实验方法#正常组大鼠给予维持饲料

喂养!其余各组均以高脂饲料喂养高脂饲料!喂养时间

为
7

周(

7

)

* 在造模同时!各组按
#" /KJaB

给予相应

的药物或超纯水灌胃干预!分别为疏肝组#柴胡疏肝散
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$柴胡
9 B

$芍药
: B

$枳壳
: B

$川芎
: B

$香附
: B

陈皮
9 B

$炙甘草
% B

%

;

!

9 BJaB

&健脾组#参苓白术散

$人参
#: B

$茯苓
#: B

$白术
#: B

$白扁豆
#! B

薏苡仁
; B

$砂仁
9 B

$山药
#: B

$桔梗
9 B

$莲子

; B

$炙甘草
; B

%

%" BJaB

&合方组#柴胡疏肝散联合

参苓白术散合方!

%;

!

9 BJaB

* 上述实验药物均为中药

配方免煎颗粒剂!由深圳华润三九医药股份有限公司

生产!购于暨南大学附属第一医院中药房!组成'剂量

均参考方剂学!剂量为人临床等效剂量的
%

倍用量*

正常组和模型组分别给予相应体积的超纯水*

$

$检测指标及方法

$

!

#

$肝组织病理变化$

7

周后!每组取
;

只大鼠!

腹腔注射
%c

戊巴比妥钠麻醉!采集右叶
#5 : ./

&

# ./

&

"5 : ./

肝组织!油红
I

染色观察肝组织病理

变化*

$

!

!

$肝脂测定$取各组大鼠右叶
# ./

&

# ./

&

# ./

肝组织!加入异丙醇溶液中!进行肝组织

匀浆!后取上清* 全自动生化分析仪检测各组肝组织

)&

'

)Y

含量*

$

!

%

$肝细胞的分离与鉴定$具体方法在前期细

胞分离与鉴定的基础上加以改进(

;

)

!以
MT+(

#

#9$"

培养基$含
#"c

胎牛血清%

#" /K

!在无菌培养皿中!

撕开肝包膜!使细胞悬液流出!剪碎未完全消化的肝组

织* 细胞悬液分别经
!""

目及
%""

目细胞筛网!

Y_

#

PP

液垂悬!

#"7 1 J/>A

离心
% />A

!共
!

次!

$

'离

心* 离心沉淀物加
Y_PP

液垂悬!

#"7 1 J/>A

离心
%

/>A

!共
!

次!

$

'离心洗涤!

#"c MT+(

#

#9$"

培养基

垂悬所得沉淀!取悬液
;

(

#

染色进行细胞计数!细胞

终浓度调整为
! d:

&

#"

9 个
J/K

!此即为分离所获肝

细胞!接种于细胞培养瓶!置于
%8

''

:c

的
&I

!

培养

箱中培养*

;:c

肝细胞在培养
#! D

后!可以贴壁!洗

去未贴壁的细胞!更换培养基!即得到纯化后的肝细

胞* 胰酶消化细胞后!

T_P

洗涤两次!固定剂固定

#: />A

!离心去上清后!加入破膜试剂!两种细胞分别

加入一抗$兔抗大鼠
.a

#

#7

和
K@S3\@/-

%!室温孵育

%" />A

!加入二抗 $羊抗兔
(BY

#

N()&

% 室温孵育

%" />A

!破膜试剂洗涤两次后!上机检测*

$

!

$

$实时定量
T&M

方法检测各组大鼠肝细胞

KLM!

'

NOP

的表达$采用
)M(\34

常规一步法提取肝

细胞
M6O

!测定
M6O

样品含量及纯度!然后逆转录

为
.,6O

*

Y-A- _O6b

中查找到大鼠
YOT,X

内参

和
KLM!

'

NOP /M6O

序列* 引物由上海捷瑞生物工

程有限公司设计并合成$见表
#

%*

T&M

按照试剂盒

说明书进行操作!采用
#" $K

反应体系* 反应条件#

$

#

%

;:

'持续
# />A

预变性&$

!

%

;:

'持续
#" S

变

性&$

%

%

YOT,X :8

!

:

'!

KLM!:$

'!

NOP :$

'!退

火
!" S

&$

$

%

97

'持续
%" S

延伸!$

!

%

d

$

$

%

%;

个循

环&$

:

%溶解曲线分析!

8! d ;:

'!持续
: d#" S

*反

应完毕!采用
IU?>.3A +3A>?31 %

!

#

软件分析!用公式

!

"

!!&?方法进行相对定量*

表
#

$引物序列

基因 引 物 序 列
扩增长度

$

0U

%

KLM!

上游引物#

:

)#

OYOOO&)YOOY&Y)&OOYOOYOYY

#

%

)

下游引物#

:

)#

YY&OY&&O&&OO&))&)&OO

#

%

)

#$7

NOP

上游引物#

:

)#

O)YY&)Y)&&)Y&&)&)YY)

#

%

)

下游引物#

:

)#

&O&YOO&Y&)&&)&))&OO&)&

#

%

)

#;%

YOT,X

上游引物#

:

)#

YO)&&&Y&)OO&O)&OOO)Y

#

%

)

下游引物#

:

)#

YOYYYOY))Y)&O)O)))&)&

#

%

)

#%$

$

!

:

$

*-S?-1A 043?

法检测肝细胞
KLM!

'

NOP

蛋白表达$取
# /K

的裂解液!在使用前数分钟内加

入
T+PN

!使
T+PN

的最终浓度为
# //34JK

* 计数新

鲜分离的细胞!按照
: d #"

&

#"

9 个细胞加入
# /K

M(TO

裂解液!

$

'!

#$ """ 1 J/>A

离心
: d #" />A

!

蛋白含量的测定!根据碧云天
_&O

蛋白浓度试剂盒

说明书对蛋白含量进行测定* 然后转移至
T2,N

膜

上!加
:c

脱脂奶粉封闭液!室温下平摇
# D

& 洗膜!

加一抗稀释液$

KLM!#

(

: """

!

NOP #

(

! """

%!

$

'

过夜孵育& 洗膜!加二抗稀释液$

#

(

9 """ d7 """

% 室

温孵育
# D

!洗膜后!进行化学发光反应* 曝光' 显影'

定影!最后对结果进行光密度扫描分析*

:

$统计学方法$用
PTPP #%

!

"

统计软件进行分

析!计量资料以
`

%

S

表示!多组间均数比较采用单因素

方差分析$

P6b

法%!

T V"

!

":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组肝组织病理结果比较$图
#

%$正常组大

鼠肝细胞核呈淡蓝染色!少许肝细胞胞浆内可见散在

的红染脂滴* 模型组大鼠肝细胞肿胀!细胞核呈深蓝

染色!细胞浆可见大量红色脂滴!少许肝细胞脂滴融合

成大脂滴* 各用药组大鼠肝细胞脂滴含量介于正常组

与模型组之间!其中以疏肝组大鼠肝细胞脂滴含量与

正常组最为接近!提示疏肝组方药减少
6ONK,

大鼠

脂肪沉积疗效较好*

!

$各组肝脂含量结果比较$表
!

%$与正常组比较!

模型组大鼠肝组织
)&

'

)Y

含量显著升高!差异有统计学

意义$

T V"

!

"#

%&与模型组比较!疏肝组大鼠肝组织
)&

'

)Y

含量显著降低!差异有统计学意义$

T V"

!

":

%* 各用

药组组间比较!差异无统计学意义$

T e"

!

":

%*
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#!

图
#

$各组大鼠肝组织油红
I

染色结果$$ &

#""

%

表
!

$各组大鼠肝脂含量比较$$

//34JK

!

`

%

S

%

组别
A )& )Y

正常
7 #

*

"!

%

"

*

"; #

*

%7

%

"

*

!%

模型
7

9

*

;$

%

"

*

;:

"

:

*

;"

%

#

*

:#

"

疏肝
;

:

*

!#

%

"

*

;"

!

%

*

$%

%

"

*

$:

!

健脾
7 9

*

#9

%

#

*

8# $

*

%%

%

#

*

##

合方
7 :

*

7!

%

#

*

;% $

*

%!

%

"

*

87

$$注#与正常组比较!

"

T

+

"

*

"#

&与模型组比较!

!

T

+

"

*

":

%

$肝细胞的数量'纯度及活性$图
!

!

%

%$每只

6ONK,

大鼠获得纯化后肝细胞为
9

!

" d 8

!

:

&

#"

7

个
J

肝* 取少量
!

种细胞!胰酶消化!行台盼蓝染色!倒

置相差显微镜细胞计数!测定其活力!肝细胞在
;:c

以上* 新鲜刚分离获得的肝细胞透亮'呈圆形或球形!

折光性强!边界清晰&

#! D

后细胞透亮'呈圆形或椭圆

图
!

$纯化后的肝细胞$$ &

#""

%

图
%

$

N&+

细胞鉴定结果

形'边缘伸展*

N&+

鉴定肝细胞#共检测细胞
#" """

个!

&b

#

#7

受体表达的细胞共
; %!!

个!占所有细胞

比例为
;%

!

!!c

!即肝细胞纯度为
;%

!

!!c

*

$

$各组肝细胞
KLM!

'

NOP /M6O

表达$表
%

%

水平比较$与正常组比较!模型组肝细胞
KLM!

'

NOP

/M6O

表达明显增高!差异有统计学意义 $

T V

"

!

"#

%!分别为正常组的
#%

!

"7

和
!!

!

9%

倍&与模型

组比较!各用药组肝细胞
KLM!/M6O

均有不同程度

下降$

T V"

!

"#

!

T V"

!

":

%!其中以疏肝组下降明显!

与健脾组比较!差异具有统计学意义$

T V "

!

"#

!

T V

"

!

":

%*

表
%

$各组肝细胞
KLM!

'

NOP /M6O

表达水平比较

组别
A KLM!/M6O NOP /M6O

正常
9 #

*

""

$

"

*

$#

"

!

*

$9

%

#

*

""

$

"

*

9;

"

#

*

$:

%

模型
9

#%

*

"7

$

%

*

89

"

$:

*

9"

%

"

!!

*

9%

$

##

*

%#

"

$:

*

!:

%

"

疏肝
9

#

*

;:

$

"

*

;7

"

%

*

7%

%

!!##

%

*

%8

$

!

*

!:

"

:

*

#"

%

!!#

健脾
9

9

*

!7

$

!

*

97

"

#$

*

8!

%

!

7

*

:#

$

%

*

;8

"

#7

*

!:

%

!

合方
9

%

*

!;

$

#

*

98

"

9

*

:"

%

!!

:

*

%#

$

%

*

"%

"

;

*

%!

%

!!

$$注#与正常组比较!

"

T

+

"

*

"#

&与模型组比较!

!

T

+

"

*

":

!

!!

T

+

"

*

"#

&与健脾组比较!

#

T

+

"

*

":

!

##

T

+

"

*

"#

:

$各组肝细胞
KLM!

'

NOP

蛋白表达比较$表

$

%$与正常组比较!模型组
KLM!

'

NOP

蛋白表达均

有明显增高!差异有统计学意义$

T V"

!

"#

%&与模型组

比较!各用药组
KLM!

'

NOP

蛋白表达均有不同程度下

降$

T V"

!

"#

%*

表
$

$肝细胞
KLM!

'

NOP

蛋白表达水平比较$$

`

%

S

%

组别
A KLM!

,

YOT,X NOP

,

YOT,X

正常
9 "

*

%#

%

"

*

"$ "

*

#;

%

"

*

"%

模型
9

"

*

;$

%

"

*

"!

"

"

*

$8

%

"

*

"9

"

疏肝
9

"

*

::

%

"

*

"%

!

"

*

%$

%

"

*

"!

!

健脾
9

"

*

9$

%

"

*

"%

!

"

*

%7

%

"

*

"$

!

合方
9

"

*

8;

%

"

*

"9

!

"

*

%9

%

"

*

"%

!

$$注#与正常组比较!

"

T V"

*

"#

&与模型组比较!

!

T V"

*

"#
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"!"#($"

注#

O

为正常组&

_

为模型组&

&

为疏肝组&

,

为健脾

组&

<

为合方组

图
$

$肝细胞
KLM!

'

NOP

蛋白灰度值比较

讨$$论

6ONK,

的最典型特征是肝脏脂肪积聚!各种原

因引起肝脏内脂质代谢自稳的破坏致使脂质在肝细胞

异常沉积!而肝内脂肪沉积又是代谢紊乱的启动因素!

当肝细胞异常脂质沉积到一定程度!可导致肝细胞内

脂质动态平衡紊乱!进而加重
6ONK,

的脂质代

谢(

;

!

#%

)

* 本研究中模型组
6ONK,

大鼠肝脂含量较正

常组存在非常显著性差异$

T V "

!

"#

%!说明
6ONK,

大鼠肝脏中存在大量脂肪沉积!出现了较为明显的脂

质代谢紊乱* 而油红
I

染色进一步证实了肝细胞存

在明显的脂肪沉积!也证实了
6ONK,

模型组大鼠肝

细胞存在明显脂肪变性和脂肪沉积*

肝细胞脂质平衡受到多条信号途径共同调控和影

响!核受体对肝细胞内脂质平衡机制的研究也日趋增

多(

#$

)

* 本实验研究了核受体
KLM!

与靶基因
NOP

结

合对肝细胞脂肪酸的生成进行调节!从而影响脂肪的

合成*

KLM!

是脂肪酸生成的一些关键酶的基因!其

中
NOP

是它的下游基因!

KLM

对于脂肪合成的关键

酶
NOP

的调节!既可以是通过直接与
NOP

启动子结

合!又可以间接通过
PM<_T

#

#

&

途径上调
NOP

基因

表达来实现(

#:

)

*

PM<_T

#

#

&

的过度表达可引起
NOP

基因转录增加!从而导致
NOP

活性的增强!并引起脂

肪酸合成增多和增加!在肝细胞中异常沉积形成脂肪

肝(

$

)

* 在缺失
KLM

基因的小鼠体内!肝
PM<_T

#

#

&

的
/M6O

基础表达水平显著下降!与之相平行的是

受
PM<_T

#

#

&

调控的
NOP /M6O

水平显著下降(

:

)

*

本研究结果表明!

6ONK,

模型组较正常组肝细胞

KLM!

'

NOP

基因及蛋白的表达水平均明显升高$

T V

"

!

"#

%!这个结果与上述研究结果相一致!结合油红
I

染色和肝脂的结果可见#

KLM!JNOP

信号通路介导

6ONK,

大鼠肝细胞脂肪沉积!导致肝细胞脂质平衡

紊乱* 但其具体机制尚待进一步研究!或许与
KLM!J

NOP

信号通路导致内质网应激相关(

#9

)

*

脂肪肝属于中医古代+胁痛,'+肝著,'+肝痞,等

病范畴!但无明显对应关系* 前期研究表明认为肝郁

脾虚是
6ONK,

发生发展的基本病机!疏肝健脾治法

当贯穿疾病全程(

#8

!

#7

)

* 由于脂质属于精微物质的范

畴!机体内的精微物质是在不断地化生'转运'转化和

代谢的!处于一种动态平衡中!这一平衡!有赖于脾主

运化与肝主疏泄功能!二者相互协调'相互为用维持动

态平衡!维持脂质代谢自稳态!一旦肝郁脾虚则脂质代

谢自稳态出现紊乱!导致
6ONK,

的发生发展(

#8

)

* 疏

肝健脾方药主要由中医传统名方柴胡疏肝散'参苓白

术散组成!主要针对肝郁脾虚的病机* 现代研究表明#

柴胡疏肝散及参苓白术散的主要活性成分包括#阿魏

酸'人参皂苷'芍药苷'柚皮苷'橙皮苷'水合橙皮内酯'

新橙皮苷'芍药内酯苷和白术苷等药物成分组成!其中

人参皂苷'白术苷等成分可能具有降低脂的效

果(

#;

!

!"

)

* 在本次研究中疏肝健脾方药具有显著改善

肝细胞脂肪沉积!降低肝脂的效果!但以疏肝组疗效

最为显著!提示
6ONK,

初期演变!病机可能以肝郁

为主!与前期的研究结果相一致* 各中药干预组对

6ONK,

大鼠肝细胞
KLM!

'

NOP

基因及蛋白的表达

水平均明显下调作用$

T V"

!

":

!

T V"

!

"#

%!表明疏

肝健脾方药能够调节
KLM!JNOP

信号通路!达到缓

解
6ONK,

大鼠肝细胞脂肪沉积的目的!使肝细胞脂

质紊乱趋于平衡* 调节
KLM!JNOP

信号通路缓解

6ONK,

大鼠肝细胞脂肪沉积可能是疏肝健脾方药

作用机理之一*
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第十一届全国中西医结合血液学学术会议暨第二届

中西医结合血液学高峰论坛会议纪要

中国中西医结合学会血液学专业委员会于
!"#$

年
"7

月
!!

(

!$

日在福建省厦门市举办了)第十一届全国中西

医结合血液学学术会议暨第二届中西医结合血液学高峰论坛*$ 本次论坛集合了国内中西医结合血液学界著名的专

家学者"是国内中西医结合血液学领域一年一度的盛会$

全国
!"

余省市的血液学科知名专家'中青年专家学者'研究生共计近
#""

人参加了本次会议研讨$ 会议由中国

中西医结合学会第六届血液学专业委员会主任委员刘锋教授主持$ 大会聘请了国内中西医结合血液学研究领域的知

名专家'教授相继授课与讨论$ 北京大学人民医院的江倩教授做了)慢性粒细胞白血病的一线治疗%伊马替尼+ 二代

)b(

*的报告&中国医学科学院血液病医院张凤奎教授讨论了)贫血的临床诊断策略*&北京朝阳医院陈文明教授探讨了

)

!"#%

年欧洲血液病学会!

<XO

#多发性骨髓瘤治疗新理念*&上海中医药大学岳阳中西医结合医院周永明教授讲解

了)难治性白血病的病机特点及治疗对策*&华中科技大学同济医院刘文励教授探讨了)

!"#%

年
+,P

欧洲诊治指南

简读及病例介绍*&浙江中医药大学高瑞兰教授分析了)血液病中药新药研发思路与策略*&中国中医科学院西苑医院

刘锋教授展望了)血液病中西医结合临床研究的过去与未来*$ 多位演讲者的报告以临床诊治为中心"基于临床研究"

涉及临床'基础'研究等方面"内容精彩而实用"充分显现了中西医结合诊治血液病的当前治疗状况"为国内中西医结

合血液学医务工作者!尤其是中青年学者#和研究生提供了一个增长临床经验'促进学习和交流的良好平台$ 同时"本

次大会有
!"

余篇大会发言和交流的论文"内容涉及再生障碍性贫血'骨髓增生异常综合征'免疫性血小板减少症老年

白血病'骨髓增殖性肿瘤'霍奇金淋巴瘤等血液系统的疾病$

明年血液学专业委员会将继续组织举办中西医结合血液学专题研讨会和学习班"传达国内中西医结合血液病研

究新进展"吸引更多的中西医结合血液学工作者参会"为中青年临床医师的成长提供交流和学术展示的舞台"受到与

会者的支持和认同$
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