
等神经受体含量、抗焦虑及抗抑郁、雌激素样等作

用,体现了现代医学治疗 AD的多种手段。

乙酰胆碱神经元及其递质与痴呆的发病机制关

系密切。乙酰胆碱神经递质在乙酰胆碱转移酶的作

用下合成,在乙酰胆碱酯酶的作用下降解失活。所

以,一般把乙酰胆碱转移酶( ChAT) 和乙酰胆碱酯酶

( AchE) 的活性作为老年性痴呆相关实验的检测指

标。

本实验表明, 逍遥散低、中、高剂量组均可提高

AD小鼠学习记忆能力,降低其潜伏时间,能较好的

改善 AD模型小鼠行为学指标, 但以高剂量组最为

明显;逍遥散低、中、高剂量组能显著升高小鼠脑组

织 ChAT活性、降低 AchE活性,亦以高剂量组最为

明显。可见,逍遥散能较好的对抗 D-gal 所致 AD小

鼠模型且有一定的量效关系,其可能与调节中枢胆

碱神经递质数量和活性有关,具体机理有待进一步

研究。
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  [ 摘要]  目的: 观察中药一贯煎对肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 致肝炎小鼠模型的干预作用。方法: 24只雄性 C57BL/6小鼠

随机分为 4组: 正常组、模型组每日每只小鼠 ig 2 mL生理盐水; 中药组给予一贯煎汤药 ig, 12. 6 g·kg - 1 , 1 次 / d,连续 1周; 阳

性对照组给予联苯双酯滴丸 ig, 7. 5×10 - 3 g·kg - 1 , 1次 / d,连续 1周。实验第 8 天晚 10时给予模型组、中药组、阳性对照组每

只小鼠 0. 1 μg TNF/12 mgGaIN ip, 进行肝损伤造模,观察小鼠状态,于次日上午 9 时处死所有小鼠,测定血清丙氨酸氨基转移

酶( ALT) 、门冬氨酸氨基转移酶( AST) ; HE染色观察肝组织病理变化; WesternBlot方法对肝组织 cIAP1 蛋白检测。结果: 一贯

煎组小鼠血清 ALT、AST较模型组显著降低, 小鼠肝组织病理改变较模型组显著减轻, cIAP1蛋白表达较模型组显著增高,说明

一贯煎能够促进肝组织 cIAP1 蛋白的表达。结论:一贯煎可能通过调节 TNF-α信号通路 cIAP1蛋白的表达,从而有效减轻炎

症反应, 达到保肝、降酶的目的。

[ 关键词]  一贯煎;肝功能; 凋亡抑制; 蛋白 1

[ 中图分类号]  R285. 5  [文献标识码]  B  [ 文章编号]  1005-9903( 2010) 05-0192-03

  前期临床研究提示,慢性肝炎具有增高的血清

肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 水平, 该细胞因子的增高

是导致细胞死亡、继发炎症和肿瘤的原因之一。一

贯煎是临床上治疗慢性肝炎肝肾阴虚证经常使用的

方剂之一,并且显示了良好的治疗效果。本研究建

立 TNF-α致肝炎小鼠模型,研究一贯煎对该模型小

鼠 TNF-α信号通路的干预作用。

1 材料

1.1 动物  SPF级 6 周的 C57BL/6 小鼠 24 只,体

质量 18 ～22 g,购自首都医科大学实验动物中心,动

物许可证编号: SCXK( 京 ) 2007-0001,按清洁级标准

饲养,普通颗粒饲料喂养。

1.2 药物和试剂 一贯煎:生地 10 g,沙参 15 g,当

归 9 g,枸杞子 10 g,麦冬 9 g,川楝子 9 g,每剂 62 g,

水煎并浓缩至含生药 1 g·mL
- 1
的浓缩液;联苯双酯

滴丸, 北京协和药厂; 重组小鼠肿瘤坏死因子-α

( TNF-α) ,德国 Applichem公司,批号 CYT-252; D-氨

基半乳糖,美国 Cali-Bio公司,批号 CB500154; Anti-

cIAP1,德国 Applichem公司, 批号 ab25939; 山羊抗

兔 IgG荧光二抗( Rockland) ; RIPA裂解液、蛋白酶 K

( Sigma公司) 。

1.3 仪器 TD型电子天平 ( 余姚市金诺天平有限

公司) ;荧光显微镜( nikoneclipse 80i) 由首都医科大
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学临床检验中心提供; Western 免疫印迹 ( Western

Blot)专用电泳装置和转膜装置( BIO. RAD) ;低温高

速离心机( 型号: 30-TY7107, Heraeus公司 ) ;全自动

生物化学仪( Beck2man CX7,美国)。

2 方法

2.1 动物分组、给药与造模  将动物随机分成 4

组:正常组、模型组、中药组、阳性对照组,每组 6 只。

正常组、模型组 ig 等量生理盐水,中药组给予一贯

煎汤药 ig 12. 6 g·kg - 1 ,阳性对照组给予联苯双酯滴

丸 ig 7. 5 ×10
- 3

g·kg
- 1

,均 1 次 / d,连续 1 周。实验

第 8 日晚 22 点给予模型组、中药组、阳性对照组每

只小鼠 0. 1 μg TNF/12mgGaIN ip造模,次日 9 时处

死所有小鼠。

2.2 取材 麻醉后,脱颈椎处死小鼠, 摘眼球取血

3 mL, 4 ℃静置 2 h, 4 000 r·min - 1 , 离心 10 min,分

离血清,进行丙氨酸氨基转移酶 ( ALT) , 天门冬氨

酸氨基转移酶( AST) 检测。取肝脏左叶相同部分, 1

份放于 10%福尔马林中, 1 份液氮冷冻。

2.3 指标检测

2. 3.1 血清 ALT、AST含量检测。

2.3.2 肝组织病理观察 肝组织常规制片, HE染

色,光学显微镜下观察。肝组织病变的严重程度由

以下指标比较:水肿,炎症反应,坏死( 点状、条状、带

状)。

2. 3.3 Western Blot方法检测 cIAP1 蛋白  总蛋白

的提取采用一步法,从液氮中迅速取出约 0. 1 g肝

组织加入约 1 mL组织蛋白裂解液,冰上充分匀浆, 4

℃ 12 000 r·min
- 1
离心 15 min,取上清液,用考马斯

亮蓝法测定蛋白浓度;按总蛋白 80 μg 计算上样体

积, 4∶1的比例加入上样缓冲液煮沸变性 5 min; 12%

SDS·PAGE75 v垂直电泳,当样品到达分离胶后上调

电压至 125 v,溴酚蓝到达分离胶底部后电泳结束。

电泳完毕,经硝酸纤维素膜进行印迹转移和 10%脱

脂奶粉封闭过夜。用羊抗 Anti-cIAP1( 1∶100) 一抗,

4 ℃孵育膜 1 h, TBST洗 5min,共 3 次;然后用相应

二抗 37 ℃孵育膜 1 h( 山羊抗兔 IgG荧光二抗 ( 1∶

3 000) ) , TBST洗 5 min,共 3 次。加发光液作用 5

min,暗室曝光。用 Odyssey红外荧光扫描成像系统

对膜进行扫描。 Imageproplus 4. 01 版本的专业图像

分析软件进行图像分析。

2.4 统计学分析 数据以 珋x±s表示,用 SPSS 11. 5

统计软件进行处理, 各组间比较采用单因素方差分

析, P <0. 05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 各组小鼠肝功能的比较 见表 1。结果显示,

肝炎模型组小鼠血清 ALT, AST较正常组显著增高

( P <0. 01) ,表明肝损伤显著,造模成功。中药组和

西药组小鼠肝功能较模型组显著降低, P < 0. 01。说

明一贯煎能显著改善肝损伤小鼠的肝功能。

表 1 各组小鼠肝功能的比较 ( 珋x±s, n = 6)

组别 剂量 /g·kg - 1 ALT/U·L - 1 AST/U·L - 1

正常 — 46. 29 ±10. 231) 118. 00 ±18. 11

模型 — 110. 8 ±10. 75 420. 60 ±11. 11

一贯煎 12. 6 60. 12 ±11. 741) 184. 00 ± 8. 541)

联苯双脂 7. 5 ×10 - 3 50. 13 ±12. 592) 120. 25 ±22. 282)

  注 :与模型组比较1) P < 0. 01

3.2 各组小鼠肝组织病变的比较  正常对照组小

鼠肝组织结构清晰。模型组小鼠肝细胞明显肿胀变

性,肝细胞坏死融合成条带状, 可见较多的凋亡细

胞,小叶中可见点状细胞坏死, 细胞界限不清, 有气

球样变细胞,并出现大量炎症细胞浸润。治疗组小

鼠肝细胞变性、坏死、炎症反应明显减轻,肝细胞排

列较规则。见图 1。

图 1 小鼠肝组织病理的比较 ( HE, ×200)

·391·

第 16卷第 5期
2010年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.5
May, 2010



3.3 各组干预 TNF-α信号通路 cIAP1 蛋白表达的

比较 结果提示,模型组 cIAP1 蛋白表达较正常对

照组显著增高( P < 0. 01) 。一贯煎组 cIAP1 蛋白表

达较模型组显著增高 ( P < 0. 05) ,而阳性对照组与

模型组差异不显著。见图 2。

图 2 各组 cIAP1蛋白表达的比较

注 : 与模型组比较 , 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01

4 讨论

后基因组学的研究表明, 细胞信号传导途径的

失调是导致炎症、肿瘤等疾病的关键病理环节。研

究表明乙型肝炎病毒诱导的肝坏死与增高的 TNF

水平相关
[ 1 ]
。实验证明乙型肝炎病毒能通过抑制

TNF受体及其配体的相互作用、阻断激活 caspase等

途径干预 TNF-α信号传导途径 [ 2] ,从而导致炎症和

肿瘤。在 TNF-α信号传导途径中, 凋亡抑制蛋白

IAP不仅在上游抑制 TNF引起的细胞凋亡,又能在

下游直接抑制 caspase 的酶活性,从而起到抑制细胞

凋亡的作用
[ 3] , cIAP1 的表达较 cIAP2 更为广泛。

一贯煎是临床治疗肝肾阴虚型慢性乙型肝炎常

用方剂之一, 具有很好的治疗效果, 具有改善肝功

能、抑制病毒复制和减轻临床症状等作用
[ 4 ～5 ]

,本研

究建立 TNF-α致肝炎小鼠模型,研究一贯煎对该模

 

型小鼠 TNF-α信号通路的干预作用。研究结果提

示,一贯煎能有效改善模型小鼠肝功能,并能减轻肝

细胞 炎 症 反 应、抑 制 肝 细 胞 的 凋 亡、坏 死;

WesternBlot 检测结果提示, 一贯煎能显著促进

cIAP1 蛋白的表达, 因此, 可以推理,一贯煎可能通

过促进 cIAP1 蛋白的表达,进而抑制细胞凋亡,从而

起到减轻炎症反应的目的。

本研究提示,一贯煎治疗肝炎的药理机制之一

在于调节 TNF-α信号通路相关蛋白的表达,从而有

效减轻炎症反应,达到保肝、降酶的目的。
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