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目前#国内外专家从化学药物*细胞因子*基因等全方位多

领域对治疗肝纤维化展开了深入的研究#但到现在为止#因这

些治疗方案存在不足#不能广泛应用于临床+中医在慢性病治

疗中的优势逐渐在国际上被认可#有相关研究表明#临床中应

用较多的中药主要集中于促进血液循环*消炎*保护细胞膜*促

进干细胞再生等#如丹参*三七*扶正化瘀胶囊等+大黄酸
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&是蒽醌类化合物#为大黄*何首乌等传统中药的主要有效

成分之一+但是大黄酸水溶性较差#限制其进一步应用#以赖

氨酸作为溶剂对大黄酸进行结构改造获得赖氨大黄酸
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&#可提高其水溶性+本实验中所需药物
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+前期研

究中已经证实了
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对胆汁淤积性肝纤维化大鼠具有保肝

和抗肝纤维化的作用'
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#但对
+,-

抗肝纤维化的具体机制

目前还不明确#仍需进一步实验验证该药物逆转肝纤维化的具
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体作用机制#从而提供治疗纤维化的实验数据或可行的方法+
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大鼠胆汁淤积性肝纤维化模型的建立
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首先测量每只
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的比例腹腔注射
')X

的水合氯醛

进行麻醉#固定于手术台上#沿大鼠腹中线左侧肋下处剪出一

个小口#剪开肌肉组织后找到肝脏#于肝脏和十二指肠连接处

分离胆总管#分别结扎其近端和远端后从中间剪断胆总管+然

后关闭腹腔#采用连续缝合肌肉#间断缝合皮肤#青霉素伤口覆

盖#让大鼠平躺至苏醒#手术结束'
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+对于对照组只开腹但不

结扎胆总管+

$(/(/

!

动物分组及处理
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&

只+用药方案!赖氨酸
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组灌胃给药+对照组*模型组灌胃等量生理盐水+所

有实验大鼠在整个实验期间均自由饮食*饮水+
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标本收集
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治疗
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周后称质量#采集标本#术前大鼠禁

食水
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的比例腹腔注射
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水合氯醛进行麻

醉#开腹后留取肝脏组织#用
FW

预冷的生理盐水冲洗
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次#肝

大叶中央纵切取
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肝组织$整个操作在冰上进行&#迅

速置于液氮中速冻#后放置于
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冰箱中长期保存+
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以
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的合成#构建
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的反应体系可以逆转录
'=

1#

0

$

1

总

+67

+逆转录反应体系
%)

$

-

!组织总
+67%

$

-

#

Z?K

1

@

$

$A

&

'

$

-

#

$6A4

混合物$

')""@?

&

'

$

-

#

0_

第一链合成缓冲液
F

$

-

#

)('"@?

"

-/AA%

$

-

#

+6#:9Z\A

AS核酸酶抑制剂$

F)

"

$

-

&

'

$

-

#

SDS-T

逆转录酶$

%))

"

$

-

&

'

$

-

#其余用无
+67

酶

的
/U45

水补齐至
%)

$

-

+反应条件为!

&3W

孵育
0)"K=

#

3)

W

加热
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灭活
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进行
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+加样完成后震荡

混匀#瞬间离心后#置于
45+

仪扩增+设置反应条件为!

EFW

预变性
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变性
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相对定量方法分析结果+
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检测
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相对水平
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称取
'

1

冻存的肝脏组织#按比例加入新鲜配制的
+Y47

裂解液#在冰

上匀浆
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#
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裂解
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#离心$
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#留取上清液#
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法检测蛋白浓度+
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十二烷基硫酸

钠
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聚丙烯酰胺凝胶电泳$

!/!D47BU

&将等量蛋白$
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&分离

后#电转移至聚偏二氟乙烯$

4T/C

&膜上#
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脱脂奶粉室温封
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#按照
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将条带进行切割#分别入抗
B74/,
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'̀ '))))

&和
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'`'))))

&的抗体#
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冰箱孵育过夜+第二天取出#

A.!A

溶液洗膜
')"K=_F

次#

含辣根过氧化物酶$
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&标记的抗兔二抗$

'̀ 0)))

&室温孵

育
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#洗膜
')"K=_F

次#按照试剂说明配制化学发光增强剂
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&#滴加到膜上#使用凝胶成像仪采集图片#

Y"#

1

9a

图像分析软件测量条带灰度值#目的条带与
B74/,

条带灰度值的比值即为目的蛋白的相对表达量+
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统计学处理
!

采用
!4!!'3()

统计软件进行统计学分

析#计量数据以
8b5

表示#组间比较采用单因素方差分析#以

!

$

)()0

为差异有统计学意义+
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!

结
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果
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!
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检测各实验组大鼠肝组织中
!"#$%

*
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"+67

的表达水平
!

采用
+AD

Q

45+

技术检测各实验组大鼠

肝组织中
!"#$%

*

!"#$&"+67

的相对表达量+与对照组比

较#模型组大鼠纤维化肝组织中
!"#$%

*

!"#$&"+67

的表达

量升高#差异具有统计学意义$

!

$

)()0

&+与模型组比较#赖

氨酸组*

+,-

组大鼠肝组织中
!"#$%

*

!"#$&"+67

的表达

量均降低#差异具有统计学意义$

!

$

)()0
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肝纤维化可发展到肝硬化#直至肝癌#是所有慢性肝病晚

期的共同病理基础'
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+目前认为#
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是一种广泛分布于组

织中的促纤维化细胞因子#属于转化生长因子超家族#可由多
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