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目的
!

探讨萱草花黄酮对急性酒精性肝损伤小鼠肝细胞凋亡及相关蛋白表达的影响&方法
!
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只小鼠分为
0

组!

分别为空白对照组'模型对照组和萱草花黄酮低'高剂量组!每组各
$%

只&连续灌胃给药
-!

!末次给药
$D

后!造模组小鼠一次

性灌胃
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乙醇
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!空白对照组给予同体积蒸馏水&测定各组小鼠血清中天冬氨酸转氨酶"

<K?

%和丙氨酸转氨酶
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%活性$肝组织匀浆超氧化物歧化酶"

K\V

%'丙二醛"

SV<

%水平$
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染色观察肝脏病理学改变$利用流式细胞仪检测肝细

胞悬液中细胞凋亡率$

bA+BAJ,NF"B

检测肝细胞
HC+

I

C+A.'

'

UHF.1

和
UCP

蛋白的表达&结果
!

萱草花黄酮各组可降低血清
<K?

'

<9?

活性$还可降低肝组织匀浆
SV<

水平!提高
K\V

的活性$肝组织病理学检查可见!萱草花黄酮高剂量组可使肝细胞变性'坏

死的程度明显减轻!缓解肝组织的病理学改变$与模型组比较!萱草花黄酮各组肝细胞的凋亡率均有明显下降$

bA+BAJ,NF"B

结果

显示萱草花黄酮各组
HC+

I

C+A.'

蛋白水平降低!

UHF.1

蛋白表达增加!而
UCP

蛋白表达减少!

UCP

(

UHF.1

比值降低&结论
!

萱草花黄

酮对小鼠急性酒精性肝损伤具有明显的保护作用并且能够抑制肝细胞凋亡!其作用机制可能与其抗氧化作用及调节凋亡相关蛋

白
HC+

I

C+A.'

'

UHF.1

和
UCP

的表达有关&
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目前#酒精依赖与酒精滥用已经成为我国乃至世界备受关

注的重大问题*长期大量或短期过量饮酒可导致酒精性肝病

$

CFH"D"F#HF#@AJ!#+AC+A

#

<9V

&的发生#此病初期通常表现为脂

肪肝#进而依次发展为酒精性肝炎)肝纤维化及肝硬化#严重酗

酒时可诱发广泛肝细胞坏死甚至肝衰竭'

$.1

(

*多项实验研究表

明#肝细胞凋亡是
<9V

发生发展的一项重要原因'

'

(

*萱草花

的主要药理作用是镇静安神#也具有抗抑郁等作用'

0

(

#但其中

萱草花黄酮对急性酒精性肝损伤的研究却少见报道*本文拟

探讨萱草花黄酮是否对小鼠急性酒精性肝损伤肝细胞的凋亡

具有干预作用#为中医中药防治急性
<9V

的临床应用提供可
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靠的理论依据*
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!

材料与方法

?&?

!

动物
!

清洁级健康小鼠
0%

只#雌雄各半#购于吉林大学

实验动物中心#许可证号
K:_;

$吉&!

1%$%.%%%6

*饲料充足#

饮水不限#室温
1%

!

16Y

#适应环境
'!

后使用*

?&@

!

材料及设备
!

萱草花黄酮$浓度为
$&/$)8

7

"

89

#由吉

林医药学院药学院提取&)无水乙醇$纯度
((&-X

#天津市永大

化学试剂有限公司#批号!

1%$'%(%1

&#使用时用生理盐水溶解

至相应浓度*考马斯亮蓝试剂盒)天冬氨酸转氨酶$

<K?

&)丙

氨酸转氨酶$

<9?

&)超氧化物歧化酶$

K\V

&)丙二醛$

SV<

&试

剂盒$中国南京建成生物工程研究所&#

<,,AP#,.f.34]

凋亡

检测试剂盒$南京基凯生物技术有限公司&#

(

.<HB#,

)

HC+

I

C+A.'

)

UHF.1

和
UCP

抗体$北京中杉公司&*

U<'%%

数码生物显微镜

$中国麦克奥迪实业集团有限公司&#

?V6<

台式低速离心机

$湖南凯达科学仪器有限公司&#

-11

可见光分光光度计$上海

欣茂仪器有限公司&#流式细胞仪为
2]W:K._9

型$美国贝克曼

公司&*

?&A

!

方法'
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?&A&?
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动物分组与处理
!

清洁级小鼠
0%

只#体质量
1%

!

'%

7

#将其分为空白对照组$

<

组&)模型组$

U

组&)萱草花黄酮低

剂量$

%&(%/8

7

"

89

&组$

:

组&)萱草花黄酮高剂量$

$&/$)8

7

"

89

&组$

V

组&各
$%

只*灌胃给药预处理
-!

#末次给药
$D

后#

U

)

:

)

V

组小鼠给予
6%X

乙醇
$189
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7

一次性灌胃制备肝损

伤模型#

<

组给予同体积蒸馏水#各组灌胃体积均为
%&$89

"

$%

7

*在全部小鼠末次给药禁食禁水
$1D

后采集标本*

?&A&@

!

指标测定
!

小鼠造模
$1D

后摘眼球取血#每只小鼠约

取血
%&/

!

$&%89

#分离血清#

Q/%Y

冻存*小鼠经断髓处死

后#迅速取肝脏#冷生理盐水中洗净血液#将肝左叶用滤纸吸干

后在同一部位取下并置于
$%X

中性福尔马林中固定#待做病

理*取肝组织
6%8

7

#加入
(

倍量的冷生理盐水中制成
$%X

肝

组织匀浆#离心后取上清液待测*按试剂盒说明书进行
<9?

)

<K?

)

K\V

)

SV<

检测*

?&A&A

!

肝脏病理检测
!

上述肝组织经
$%X

甲醛溶液固定后#

石蜡包埋#切片厚
6

$

8

*常规
52

染色后于显微镜下观察)

拍照*

?&A&F

!

细胞凋亡分析
!

将肝组织研碎#用磷酸缓冲盐溶液

$

]UK

&洗涤
1

次#用结合缓冲液调至浓度为
'[$%

/

"

89

的细胞

悬液#取
1%%

$

9

结合缓冲液重悬细胞#加入
6

$

9<,,AP#,.f.

34]

工作液#室温下避光
'%8#,

%结合缓冲液洗涤细胞
1

次#

'%%

$

9

结合缓冲液重悬细胞后#加入碘化丙啶$

]W

&溶液
6

$

9

混匀#随后立即用流式细胞仪分析*

?&A&G

!

bA+BAJ,NF"B

检测肝组织中
HC+

I

C+A.'

)

UHF.1

和
UCP

表

达
!

取肝组织#匀浆)提取总蛋白*加入
KVK.]<32

凝胶电泳

分离蛋白#转膜#封闭#抗
HC+

I

C+A.'

)

UHF.1

和
UCP

的一抗分别

$̂ $%%%

稀释#

0Y

孵育过夜#

5=]

二抗孵育
$D

#洗膜
'

次后

曝光显影#实验组的表达水平与对照组相比为相对表达量*

?&F

!

统计学处理
!

采用
K]KK$/&%

进行数据分析#计量资料

以
MT;

表示#采用
6

检验#以
9

$

%&%6

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

萱草花黄酮对酒精性肝损伤小鼠血清中
<9?

)

<K?

活力

的影响
!

结果表明#

U

组
<9?

)

<K?

的酶水平与
<

组相比均

明显升高$

9

$

%&%$

&#说明肝细胞受损#显示造模成功*

:

)

V

组血清
<9?

)

<K?

水平与
U

组相比均明显降低#差异有统计

学意义$

9

$

%&%6

&#见表
$
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表
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各组小鼠血清中
<9?

(

<K?

水平

!!!

比较%

MT;
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#g$%
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组别
<9?

水平$

R

"

9

&

<K?

水平$

R

"

9

&

<

组
$%&$%1T$&6(% $%&$($T)&%1'

U

组
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C
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C

:

组
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N
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V

组
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N
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N
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C

!

9

$
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#与
<

组比较%

N

!

9

$

%&%6

#与
U

组比较*
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萱草花黄酮对酒精性肝损伤小鼠肝组织匀浆中
SV<

)

K\V

水平的影响
!

结果表明#造模后
U

组肝脏
K\V

水平显著

低于
<

组#

SV<

水平高于
<

组$

9

$

%&%6

&#提示造模成功*

:

)

V

组小鼠肝脏的
K\V

水平较
U

组显著增加#

SV<

水平明

显递减$

9

$

%&%6

#

9

$

%&%$

&#见表
1
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表
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各级小鼠肝匀浆中
SV<

(

K\V

水平

!!!

比较%

MT;
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组别
SV<

$
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8

7

&

K\V

$

R
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7

&

<

组
1&'-T%&6/ 1'%&$0T6(&0'

U

组
-&-%T$&1(

C
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C

:

组
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H
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N

V
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C
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$

%&%6

#与
<

组比较%

N

!

9

$

%&%6

%

H

!

9

$

%&%$

#与
U

组比较*
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萱草花黄酮对酒精性肝损伤肝脏病理形态的影响
!

光镜
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各组小鼠肝细胞凋亡相关蛋白的表达

%

bA+BAJ,NF"B

&

A

!

讨
!!

论

!!

饮酒时间长或过量饮酒均可导致
<9V

的发生*乙醇进入

体内后主要在肝脏代谢#可引起肝脏脂质过氧化反应#使肝细

胞膜及细胞器结构遭到破坏从而引起代谢和功能方面的障

碍'

/.(

(

*如何能利用我国中药资源开发解酒保肝的药物及保健

品已受到广泛关注*本实验采用一次性给予大量乙醇灌胃的

方法建立小鼠急性酒精性肝损伤模型#与人类一次性大量饮酒

导致的肝损伤类似*

<9?

与
<K?

是肝细胞损害的敏感指标#也是乙醇所致肝

损伤最敏感的标志*当肝细胞受损伤时#存在于肝细胞浆内的

<9?

与
<K?

可进入血中#引起血清中二者水平升高#可认为

其水平反映了肝细胞损伤程度'

$%.$1

(

*在本研究中#乙醇灌注

造模导致
<K?

和
<9?

迅速增加#这表明肝细胞膜受到损伤*

萱草花黄酮各组均能抑制乙醇引起的血清中
<K?

)

<9?

的上

升$表
$

&#从而减轻小鼠肝细胞的损伤程度#这表明其对肝细

胞膜有保护)修复和稳定作用*

由肝组织匀浆指标的比较可见#模型组小鼠肝脏
SV<

水

平显著高于正常对照组#

K\V

活力明显降低#表明肝脏损伤时

肝内脂质过氧化反应增强而抗氧化反应酶活性减低%而给予萱

草花黄酮的高)低两个剂量组肝功能指标均有不同程度的改

善#其中
V

组在对
SV<

的抑制作用方面和
K\V

活力升高方

面尤其明显$表
1

&#可见萱草花黄酮可以显著提高肝脏
K\V

活性#降低
SV<

水平#增强机体清除自由基的能力#减轻其对

小鼠肝脏的损害'

$'

(

#但仍需实验进一步证实*

病理实验结果显示#模型组小鼠肝小叶内肝窦变窄#大部

分肝细胞发生水肿变性#并可见点状坏死及炎细胞浸润#可能

是酒精对肝组织造成了一定的肝损伤%与
U

组比较#各给药组

病理改善明显#细胞水肿)变性)坏死程度明显减轻#以
V

组改

善显著$图
$

&*

凋亡是指在生理或病理信号刺激下#细胞启动自身凋亡基

因发生的主动自杀行为#涉及一系列基因的激活与表达#近期

研究表明乙醇是肝细胞的一种凋亡诱导剂#细胞凋亡被认为是

引发
<9V

的主要机制'

$0

(

*

HC+

I

C+A

是一个在细胞凋亡中起关

键作用的酶家族#在本研究中对
HC+

I

C+A.'

的活性进行了检测#

它是内源性和外源性凋亡信号通路共同活化的关键酶'

$6

(

*实

验结果显示#与
<

组相比#乙醇灌胃
$1D

后#
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C+A.'

活性明
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显升高#即反映了肝细胞凋亡的发生*

UHF.1

和
UCP

是主要的

细胞凋亡调控基因#

UHF.1

抑制细胞凋亡#

UCP

促发细胞凋亡#

UHF.1

与
UCP

的比例决定细胞凋亡是否发生'

$).$-

(

*本实验结果

显示$图
1

)

'

和表
'

&#与
<

组比较#模型小鼠出现了明显的肝

组织损伤和细胞凋亡*与
U

组比较#

V

组都能显著减少肝细胞

早期凋亡百分数和
HC+

I

C+A.'

)

UCP

蛋白的表达$

9

$

%&%$

&%显

著增加小鼠肝细胞
UHF.1

蛋白的表达$

9

$

%&%6

&%

UCP

"

UHF.1

比

值显著降低$

9

$

%&%6

&*提示萱草花黄酮对减轻肝细胞变性)

坏死等损伤性变化#减少肝细胞凋亡具有重要作用#其抗凋亡

机制可能与上调抑制凋亡蛋白
UHF.1

蛋白的表达#下调促凋亡

蛋白
UCP

蛋白#降低
UCP

"

UHF.1

二者的比值#抑制
HC+

I

C+A.'

等

途径有关'

$/.1$

(

#从而降低了乙醇对细胞的促凋亡作用*结果

表明#

V

组对乙醇所致小鼠急性肝损伤具的保护作用机制可能

与调节凋亡相关蛋白
HC+

I

C+A.'

)

UHF.1

和
UCP

的表达有关*

本研究进一步证明氧化应激和肝细胞凋亡与急性酒精性

肝损伤的发病机制有关#并且也说明萱草花黄酮具有增强内源

性氧自由基清除系统和抑制肝细胞凋亡的功能#它对乙醇导致

的急性肝损伤具有保护作用*
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