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!!"摘要#!目的!运用现代医学实验方法%从生物化学&分子生物学水平研究和探讨大黄灵仙胶囊对胆结
石的防治作用机制’ 方法!选健康新西兰大白兔共 "$ 只%分为模型组&大黄灵仙组&消炎利胆组和正常对照
组 : 组%每组 &$ 只’ 模型组&大黄灵仙组&消炎利胆组进行慢性肝损伤造模%完成后大黄灵仙组和消炎利胆组
分别予大黄灵仙胶囊"制作成悬液#&消炎利胆片"制作成悬液#灌胃$模型组和对照组以等量生理盐水灌胃’
% 周后取材%观察&比较胆囊成石情况$检测各组兔血清相关指标$检测兔肝组织总 ;<=和肝组织中
>?@A=#.;<=和/8B8##.;<=基因表达相对量’ 结果!大黄灵仙组在降低胆固醇含量&增加胆汁酸含量方
面结果优于消炎利胆组$模型组兔肝组织中>?@A=# 和/8B8##基因表达显著下调%分别只有正常组的 ):C$D
和 :’C’D$大黄灵仙组&消炎利胆组兔肝组织 >?@A=#.;<=和胆汁酸盐输出泵 /8B8##.;<=表达量亦比正
常组下降%但却比模型组有明显上升趋势%同时比较二者治疗结果%大黄灵仙组优于消炎利胆组"!E$C$)#%
特别是在改善 /8B8## 基因表达方面更具优势’ 结论!大黄灵仙胶囊能够修复受损肝细胞%稳定肝细胞
>?@A=#&胆汁酸盐输出泵/8B8##的基因表达%改善肝脏胆固醇代谢和胆汁酸代谢等%有效地保护了肝脏功
能%起到了减少和预防结石形成的作用’
!!"关键词#!胆结石$!分子生物学$!胆固醇 A/-羟化酶$!胆汁酸盐输出泵
!!"中图分类号#!;%)AC: F&!"文献标识码#!=!"文章编号#!#%A: +*"$%$&$#&%$& +$$’* +$)
!!G90&#$7*’%’HI70JJK7#%A: +*"$%7&$#&7$&7$#

!"#$%&’$()*+,)-./ 01)2$$11$3)01.*2-*(4+&(4"&*(3*#,-+$&()2$#%$5$()&0(*(.)%$*)’$()014*++,)0($,6
"#$%&’()*+’%,-#$%./’%,-#$%0’)1*2/’%/3(+4%5()16’-)’7/89’3:;<"8(=’3’;)(+>?’)/9/0/=’@’)/%$())’)1
)*$$$#%>?’)(
!!(78,)%*3))!98:$3)&5$!LM.9GNOK .NG08/1N5PNO0.NK3/1.N329GJ% /332N1NQN19RB0982N.0J3OM/KG .91N8S1/O
B09194M%39N5P19ON32N.N82/K0J.9RG/2S/K410K450/K 8/PJS1N0K PONQNK309K /KG 3ON/3.NK39R4/11J39KNJ7;$)20.,!
,0423M2N/132 <NT(N/1/KG U203NO/BB03JTNONJN1N83NG /KG O/KG9.1MG0Q0GNG 0K39: 4O9SPJ! .9GN14O9SPJ% G/2S/K-
410K450/K 4O9SP% 50/9M/K10G/K 4O9SP /KG K9O./189K3O914O9SP : 4O9SPJ% T032 &$ O/BB03J0K N/82 4O9SP7V9O32N.9GN1
4O9SP% G/2S/K410K450/K 4O9SP /KG 50/9M/K10G/K 4O9SP% 32NMTNON./GN0K3932N.9GN19R82O9K0810QNO0KISOM7W2N
G/2S/K410K450/K 4O9SP ON8N0QNG G/2S/K410K450/K 8/PJS1NJBM4/Q/4NT2082 TNON./GN0K39JSJPNKJ09K% /KG 32N50/9M-
/K10G/K 4O9SP ON8N0QNG 50/9M/K10G/K 3/B1N3JBM4/Q/4NT2082 TNON./GN0K39JSJPNKJ09K% T201N32N89K3O914O9SP TNON
40QNK J/10KNT/3NO0K3O/4/J3O08/11M7=R3NO% TNNXJ9BJNOQ/309K% 32NJ/.P1NJTNON8911N83NG /KG 32N89KG0309KJ9R4/11-
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!!胆石病为临床常见病&多发病%治疗主要为手术
治疗%但术后高复发率&残石率&并发症一直是肝胆
外科临床的难题(#) ’ 而中医认为胆病多源于肝%主
张,胆病从肝论治-’ 这与现代医学认为肝细胞产
生病理性胆汁是胆结石形成的基本要素的观点不谋

而合(&) ’ 目前胆结石成因尚未完全清楚%胆结石的
防治至今仍是普外科的难题(*) %随着研究深入%肝
细胞中胆固醇&胆汁酸代谢运输相关蛋白在胆结石
的形成中的作用日益受到重视’ 我们前期的研究表
明%在各种结石模型中%肝细胞损伤与胆结石的形成
密切相关(: Â) %但具体的机制仍需深入研究’ 大黄
灵仙胶囊为治疗胆石病的有效中药制剂%取得了满
意的临床疗效"总有效率达 ’"CAD#(%) ’ 本课题建
立兔慢性肝损伤致石模型%探讨和研究大黄灵仙胶
囊防治胆结石的作用机制%从胆固醇 A/-羟化酶
">?@A=##和胆汁酸盐输出泵"L],@#研究入手%为
中西医结合防治胆结石提供理论及临床应用依据’
@6材料与方法
@A@6材料6新西兰大白兔由广西医科大学实验动
物中心提供"许可证号!]>_‘桂 &$$’-$$$&#$大黄
灵仙胶囊由广西中医学院第一附属医院中心药房提

供"医院内制剂%桂药监注(&$$&)#A) 号#$消炎利
胆片由广东国医堂制药有限公司生产"批号!国药
准字 (::$&$:)*#’ 肝组织总 ;<=柱式抽提试剂
盒&逆转录试剂盒%荧光定量 @>;\05购自大连宝
生物工程有限公司’ 其他试剂均购自上海生工生物
工程技术服务有限公司’
@AB6主要实验设备6台式高速冷冻离心机">NK3O0-
RS4N)"#$;#&紫外可见光光度计"S-&$$$#&凝胶成像
系统"W-&=+Lab;=Y#&组织细胞匀浆机"高速分散
机#[V-#’
@AC6方法
#C*C#!造模与给药方法!新西兰大白兔 "$ 只"重
& &̂C) X4#%雌雄各半’ 随机分为模型组 &$ 只&大
黄灵仙组 &$ 只&消炎利胆组 &$ 只&正常对照组 &$

只’ 模型组&大黄灵仙组和消炎利胆组参照文献方
法(A)制作慢性肝损伤模型"* 周#%随后大黄灵仙组
和消炎利胆组分别予大黄灵仙胶囊"制作成悬液#&消
炎利胆片"制作成悬液#按参考剂量(")灌胃 # 次HG%
模型组和正常对照组以等体积生理盐水灌胃 # 次HG’
各组均给予常规饲料喂养%期间适量补充青饲料’
造模及治疗观察时间总共 % 周’
#C*C&!标本采集方法!饲养过程观察记录不同时
期各组动物的营养及体重情况%每周 # 次$完成造模
后取材%采集标本前禁饮食 #& 2’ 从兔耳缘静脉抽
血%提取血清标本’ 实体组织取材方法!以 #$D水
合氯醛腹腔注射麻醉生效后%用碘伏消毒皮肤%打开
腹腔%切取肝组织标本%每只动物在相同部位切取约
)$ .4的新鲜肝组织提取总 ;<=%同时适量备份肝
组织液氮保存$再剖开胆囊%观察胆汁变化及成石情
况等’
#C*C*!观察与实验方法!"##观察并记录各组兔
胆囊成石情况’ "&#送检兔血清标本检测 >/&F&胆
固醇&胆汁酸&总胆红素指标’ "*#肝组织总 ;<=
的提取参照试剂盒说明进行操作%具体为!!动物处
死后%立即无菌取肝组织 )$ .4放入 #) .1用Y,@>
液处理并烘干的试管中%再向其加入裂解液";cW#
%$$ "1%混合后用匀浆机高速匀浆 #$ J’ #将匀浆后
的混合液在室温下静置 ) #̂$ .0K 后%再移入 #C) .1
,@管中%并 : d #& $$$ 转离心 & .0K’ $将其上清
:$$ "1液移入另一,@管中’ %向,@管中加入 &$$
"1的无水乙醇%再将 ,@管中全部液体移入吸附柱
内%: d #& $$$ 转离心 # .0K%倒掉吸附柱收集管中
的废液’ &向吸附柱内加入已配置好的 ;U液 )$$
"1%: d #& $$$ 转离心 # .0K后%倒掉废液’ ’向吸
附柱内加入配好备用的 ;@,液 )$$ "1%: d #& $$$
转离心 # .0K 后%倒掉废液’ (重复步骤’一次’
)将吸附柱再以 : d #& $$$ 转离心 & .0K%以甩干残
液’ *将吸附柱放入,@管中%加入 *$ )̂$ "1Y,@>
处理水%静置 ) .0K%再 : d #& $$$ 转离心 & .0K%,@

+:’+ >20KNJNe9SOK/19R<NT>10K08/1\NG080KN%VNBOS/OM&$#&%f91S.N)%<S.BNO&!!

万方数据



管中的液体即为所要抽提的 ;<=溶液’ ":#逆转
录反应体系!) gLS33NO: "1$\\cf"酶## "1$G3#"
# "1$Y,@>水 : "1$;<=#$ "1组成 &$ "1体系’ 反
应条件及保存!将加样完毕的 @>;管置于 @>;扩
增仪中 *A d.#) .0K ") d.)J完成一次循环’ 制
备的8Y<=置+&$ d冻存或直接@>;’ ")#基因扩
增"@>;#反应体系!]?L;"聚合酶# #$ "1$8-Y<=
"模板#& "1$V-PO0.NO# "1$;-PO0.NO# "1$Gh&b% "1
组成 &$ "1体系’ 反应条件!’: d # .0K!预变性$
’: d *$ J!变性$A& d *$ J&*$次循环!延伸$)) d
*$ J!退火$A& d#$ .0K!稳定产物$: d %$ .0K!
保存’ "%#兔>?@A=#&/8B8## 基因特异引物设计序
列!应用生物信息学知识%根据引物设计原则%通过
网络进人[NKBK/X数据库%查找相关基因的序列$根
据其序列应用 @O0.NOPON.0NO)C$ 软件进行引物设
计%设计的引物序列如下!!兔 >?@A=# 引物对’ V-
>?@!)*-WW>>=[W[>>W>>>W-**$;->?@!)*->WWW-
[W>WW>>>[WWWW-**’ #兔 /B8B## 引物对’ V-/B-
8B##!) *->W[>W[[=>[[=>==-* *$;-/B8B##! ) *-
>=>W[>W>>>==>===-**’ "A#琼脂糖凝胶电泳!
称取 $C&: 4琼脂糖粉溶解在 &$ .1WL,的缓冲液
中%放入烧杯%微波炉上熔化%等液体变成透明状后%
倒在插有梳子的制胶槽中’ 取 @>;反应产物 ) "1
与 # "1上样缓冲液"% g#混合均匀%点样后进行琼
脂糖凝胶电泳%电压 #$$ f%时间 &) *̂$ .0K’ ""#
图像采集和 >?@A=#&/8B8## 基因 .;<=表达相对
量的检测!在紫外投射仪下观察结果并成像%经凝胶
成像系统将荧光信号转化为数字信号’ 应用软件根
据电泳条带的面积和亮度计算出每个条带的积分光

密度%以目的基因扫描密度值H内参照基因扫描密度
值的百分数 "D#作为目的基因 .;<=的相对表
达量’
@AD6统计学方法6应用 ]@]]#*C$ 统计分析软件进
行数据处理%计量资料以均数i标准差""6i9#表示%
多组间比较采用A检验%两组间比较采用3检验%计

数资料采用!& 检验%!E$C$)为差异有统计学意义’
B6结果
BA@6胆囊结石形成情况6造模过程中%模型组兔死
亡 & 只$大黄灵仙组&消炎利胆组各死亡 # 只&正常
对照组无死亡’ 结石形成的判定以胆囊内有肉眼可
见的泥沙或团块状结石为准’ 模型组成石率为
AAC"D"#:H#"#$大黄灵仙组成石率为 #$C)D"&H
#’#$消炎利胆成组石率为 *%C"D"AH#’#$正常对照
组兔胆囊无结石"$H&$#’ 成石胆汁大多呈深绿色&
质地较粘稠%结石经红外光谱分析为胆红素盐类色
素型结石"见表 ##’ 至采集标本时模型组动物死亡
& 只%大黄灵仙胶囊治疗组死亡 # 只%正常组无死
亡’ 从本组数据可以看出模型组成石率高%考虑肝
功能损伤与结石形成具有相关性$大黄灵仙组较模
型组明显为低%两组比较差异有统计学意义"!E
$C$##%大黄灵仙组与消炎利胆组比较差异亦有统
计学意义"!E$C$)#’

表 #!四组胆囊成石情况

!组!别 例数 胆囊成石例数

大黄灵仙组 #’ &#

模型组 #" #:!

正常对照组 &$ $$

消炎利胆组 #’ A%

!注!与模型组比较%#!E$C$#$$!E$C$#$与大黄灵仙组比较%%!

E$C$)

BAB6兔血清>/&F&胆固醇&胆汁酸和胆红素检测结
果比较!见表 &’ 表 & 数据显示!大黄灵仙组在降
低胆固醇含量&增加胆汁酸含量方面结果均优于消
炎利胆组"!E$C$)#’ 说明大黄灵仙胶囊能够增加
机体清除胆固醇%合成胆汁酸的能力%改善胆汁的代
谢成分%改变了成石环境和条件%起到了预防和减少
胆结石的作用’ 但对胆红素和钙离子的改善效果尚
不十分明显%有待于以后进一步研究&分析’

表 &!兔血清>/&F!胆固醇!胆汁酸!总胆红素检测结果比较""6i9#

组!别 例数 >/&F"..91Hc# 胆固醇"..91Hc# 总胆红素"".91Hc# 胆汁酸"".91Hc#

大黄灵仙组 #’ *C&# i#CA# #C): i$C&*& $C’$ i$C%# *%C)" iAC&)$

模型组!! #" *C)A i#C*’ &C*& i$C#: #C#) i$C)A #"C)* i’C:)

正常对照组 &$ *C$& i#C&) #C:* i$C*% $C%$ i$C*& *"C:* i%C&&

消炎利胆组 #’ *C#’ i#C#: #C"" i$C&A& $C’A i$C:# &AC#) iAC#:$

A + $C%&) $C:$A *C%A% $CA*#

! + $C)*% $C$*A $C#&% $C$*:

!注!大黄灵仙组和消炎利胆组胆固醇比较%&!j$C$&*%差异有统计学意义$大黄灵仙组和消炎利胆组胆汁酸比较%$!j$C$#%%差异有统计

学意义
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BAC6兔肝组织提取的总 ;<=电泳结果!见图 #’
使用柱式总 ;<=抽提试剂盒提取肝组织后用
#C&D琼脂糖进行电泳%结果表明 &" J和 #" J核糖
体;<=的条带清晰可见%比例 &k#%说明提取的
;<=完整无降解’ ;<=样本经紫外可见光光度计
测定%=&%$H=&"$ 比值在 #C’$$ #̂C’)$ 之间’

图 #!总;<=电泳图

BAD68Y<=浓度测定和@>;电泳结果!用Y<=浓
度检测仪取样测定%选择浓度在 ’)$ #̂ $)$ K4H"1
之间的样本用于基因扩增&.;<=表达量检测’
@>;电泳结果见图 &’ 图 &中第 %&A道是兔>?@A=#
基因片段长度为 &"$ BP$第 :&) 道是 /8B8## 基因片
段长度为 ##$ BP$第 &&* 道是内参基因+-/830K 的扩
增产物电泳条带 &#$ BP’

图 &!@>;电泳图

BAE6各组兔肝组织中>?@A=#.;<=的表达变化
通过扫描检测各组兔肝组织中 >?@A=#.;<=的相
对表达量%结果表明%正常对照组 >?@A=#.;<=的
相对表达量为 "$C’#&$ i$C&&’* # BP%模型组为
"$C:’&" i$C$""##BP%模型组较对照组有明显下降
趋势%差异有统计学意义"!E$C$##’ 消炎利胆组

>?@A=#.;<=的相对表达量为"$C)A$* i$C#&&%#
BP%大黄灵仙组为"$CA$:* i$C#:#*# BP%与模型组
相比均有上升趋势%但以大黄灵仙组上升显著"!E
$C$##$同时比较大黄灵仙组与消炎利胆组%差异具
有统计学意义"!E$C$)#’
BAF6各组兔肝组织中 /8B8##.;<=的表达变化!
通过扫描检测各组兔肝组织中/8B8##.;<=的相对
表达量%结果表明%正常对照组/8B8##.;<=的相对
表达量为"$C’%#& i$C#%)*#%模型组为"$C:A’% i
$C#%*%#%模型组较对照组有明显下降趋势%差异有
统计学意义"!E$C$##’ 消炎利胆组 /8B8##.;<=
的相对表达量为"$C)$’" i$C&)A)#%大黄灵仙组为
"$CA*%& i$C#$’*#%与模型组相比大黄灵仙组上升
趋势显著"!E$C$##$而消炎利胆组改善不明显"!l
$C$)#%同时比较大黄灵仙组与消炎利胆组%差异具
有统计学意义"!E$C$)#’ 见表 *’ 本组数据说明!
"##模型组兔肝组织中>?@A=# 和/8B8## 基因表达
显著下调%分别只有正常组的 ):C$D和 :’C’D$"&#
大黄灵仙组&消炎利胆组兔肝组织 >?@A=#.;<=
和/8B8##.;<=表达量亦比正常组下降%然而表达
量却比模型组有明显上升趋势’ 同时比较二者治疗
差异%大黄灵仙组优于消炎利胆组"!E$C$)#%特别
是在改善/8B8## 基因表达方面更具优势’
表 *!兔肝组织中>?@A=#.;<=和/8B8##.;<=的

!!相对表达量""6i9#

组!别 例数 >?@A=# /8B8##

正常对照组 &$ $C’#&$ i$C&&’* $C’%#& i$C#%)*

模型组!! #" $C:’&" i$C$""# $C:A’% i$C#%*%

消炎利胆组 #’ $C)A$* i$C#&&%$ $C)$’" i$C&)A)&

大黄灵仙组 #’ $CA$:* i$C#:#*$ $CA*%& i$C#$’*&

A + &C:A* *C):&

! + $C$:# $C$&"

!注!大黄灵仙组和消炎利胆组 >?@A=# 比较%$!j$C$*$%差异有

统计学意义$大黄灵仙组和消炎利胆组 /B8G## 比较%&!j$C$#"%差

异有统计学意义

C6讨论
CA@6目前研究表明%胆结石的形成是多种因素综合
作用的结果(%%A%’) ’ 无论结石的成分是胆固醇性&色
素性还是混合性%它们的形成都经历,致石性胆汁-
的生成&结晶析出&沉淀形成结石的不同阶段’ 因
此%胆结石的形成离不开致石性胆汁的分泌%而胆汁
是肝细胞分泌的%是致石性胆汁形成的中心环节’
各种致石因素影响肝组织代谢相关酶的基因的表

+%’+ >20KNJNe9SOK/19R<NT>10K08/1\NG080KN%VNBOS/OM&$#&%f91S.N)%<S.BNO&!!
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达%胆汁代谢成分发生改变%直接导致致石性胆汁形
成’ 其中"##>?@A=# 是胆汁酸代谢经典途径的关
键酶%它的活性代表着机体清除胆固醇及合成胆汁
酸的能力(#$) ’ 因此%>?@A=# 基因的表达水平会直
接影响到胆汁的稳定性%从而影响胆结石的形
成(##%#&) ’ >?@A=# 基因也因而成为胆石病的候选基
因之一(#*%#:) ’ "&#L],@位于肝细胞的胆管膜侧%是
胆汁酸盐从肝脏向胆道分泌的通道’ 如果肝细胞的
L],@胆汁酸盐运输因子 /8B8## .;<=表达下降%
那么就会导致其蛋白的表达降低%从而导致肝细胞
转运胆汁酸盐的能力下降%引起胆汁中的胆盐减少%
胆盐H胆固醇的值降低会导致胆固醇的非生理性过
饱和%胆固醇水化物结晶沉淀%进而结晶凝聚形成成
熟的结石’ 本课题应用基因表达相对量检测技术得
出模型组兔肝组织中 >?@A=# 和 /8B8## 基因表达
显著下调%分别只有正常组的 ):C$D和 :’C’D$大
黄灵仙组&消炎利胆组兔肝组织 >?@A=#.;<=和
/8B8##.;<=表达量亦比正常组下降%然而表达量
却比模型组有明显上升趋势%同时比较二者治疗结
果差异%大黄灵仙组优于消炎利胆组"!E$C$)#%特
别是在改善/8B8## 基因表达方面更具优势%与生化
学检查结果一致%二者可以互为佐证’
CAB6通过本研究可以得出下列结论!大黄灵仙胶囊
能够修复受损肝细胞及稳定肝细胞 >?@A=#&胆汁
酸盐输出泵/8B8## 的基因表达$增加机体清除胆固
醇与合成胆汁酸的能力%有效保护了肝脏功能%改善
胆汁的代谢成分%改变了机体成石环境和条件%起到
了预防和减少胆结石的作用’ 本研究为中医药防治
胆结石提供相关理论依据%为解决胆结石术后高复
发率这一医学难题提供新的研究思路’
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