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&&"摘要#&目的&通过构建慢性肝损伤性胆石症模型%利用大黄灵仙颗粒药物干预%探究!"#$% 在防治肝

损伤胆石症过程中的表达变化& 方法&利用腹腔注射AA5

(
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橄榄油溶液构建兔慢性肝损伤模型%同时予高热

量'高胆固醇致石饲料%建立兔慢性肝损伤胆石症模型& 模型构建成功后%治疗组采用大黄灵仙颗粒 *B( 80"C8(D#

进行干预%其余各组大白兔均正常饮食& 用药 %, 周后%麻醉后取肝脏组织%分别通过#E$FA#'免疫组化等方

法进行检测& 结果&"%#免疫组化结果!与各模型组相比%喂食大黄灵仙颗粒剂的各治疗组大白兔 !"#$% 的

阳性表达明显减少%表现为肝脏汇管区及肝窦的肝细胞胞浆上棕褐色颗粒沉积表达明显减少%说明用药后可

减少!"#$% 蛋白的阳性表达使受损肝功能得到改善& ",##E$FA#结果!各治疗组的!"#$% 2#GH的表达量

均有不同程度降低"!均I*B*/#%说明大黄灵仙颗粒可通过减少 !"#$% 2#GH表达量有效减轻肝损伤& 结

论&大黄灵仙颗粒可以有效预防结石的形成%减少慢性肝损伤性胆石症动物模型 !"#$% 的 2#GH与蛋白的

表达量%具有减轻肝损伤及改善肝功能的作用&

&&"关键词#&慢性肝损伤$&胆石症$&!"#$%$&基因$&蛋白

&&"中图分类号#&#/)/B.

J
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&&慢性肝损伤是一种由多因素介导的复杂生物学

过程%其损伤的结果是肝细胞发生凋亡和坏死& 引

起损伤的因素是多方面的)%*

%肝损伤与胆结石形成

紧密相关%肝脏不仅仅是唯一产生正常胆汁的器官%

同时也是产生致石性胆汁的场所%其根源在于肝细

胞是致石性胆汁形成的中心环节),*

& 胆结石的形

成同样对肝脏产生损害%这种相互作用的结果形成

恶性循环可能是导致胆结石根治困难的原因之一&

早期转录生长因子"!"#$%#是重要的核转录因子%

其可编码多种蛋白%在调控细胞的生长'分化'发育'

增殖及炎性反应等方面发挥着重要作用%尤其是与

肝细胞密切相关)-*

& !"#$% 表达增高促使众多炎

症介质表达%加剧肝细胞炎症反应%导致肝细胞受损

并引起胆汁成分代谢的改变从而导致致石性胆汁形

成& 致石性胆汁在促成核因子"如坏死组织'糖蛋

白'自由基等#作用或胆道梗阻'胆汁淤滞环境下加

快结晶析出%经过复杂的理化反应最终形成结石&

本实验利用新西兰大白兔建立慢性肝损伤性胆石症

模型%通过复制出该疾病在人体罹患相应疾病下的

模型%继而更好地揭示慢性肝损伤性胆石症的发生'

发展过程中肝细胞'胆汁成分改变及 !"#$% 在基因

与蛋白水平的调控机制&

<=材料与方法

<D<=实验材料

%B%B%&实验动物&健康雄性新西兰大白兔 /* 只%(

月龄%体重为 ,B/ C8"右江民族医学院动物中心提

供%实验动物使用许可证!VWXY桂 ,*%%$**%*#& 大

白兔单笼饲养%保持室内温度在 ,* Z,( [%湿度控

制在 (,\ Z.*\%适应性喂养 ) D后进行实验&

%B%B,&实验药物&"%#四氯化碳"由天津市进丰化

工有限公司生产%/** 250瓶#$",#橄榄油"由成都市科

龙化工试剂厂生产%批号!,*%-*/%-%规格 /** 250瓶#$

"-#水合氯醛"成都市科龙化工试剂厂%批号!,*%(*-%%*,%

规格 ,/* 80瓶#$"(#胆固醇"由上海通用药业股份

有限公司生产%批准文号!国药准字]-%*,%,+*#$"/#

胆酸"购自德国 L4823公司%=>DN!%*%--/+),%规格!

%** 80瓶#$".#大黄灵仙颗粒制剂"由广西中医药

大学第一附属医院中心药房提供%药物组成及剂量

如下!生大黄 %/* 8%威灵仙 -** 8%芒硝 %** 8%金钱

草 -** 8%枳壳 %,* 8%鸡内金 %** 8%泽兰 %/* 8%柴胡

%,* 8%郁金 %,* 8%磁石%,* 8%黄芪-** 8%甘草/* 8#&

上药按照广西壮族自治区药品监督管理局文件"桂

药监注),**,*%)/ 号%桂药监注),**-*'' 号#批准

的医院内制剂制作颗粒剂& 由于上药为成人 % 个月

的用量%按照药效等量公式计算出用于大白兔则为

*B( 80"C8(D#&

%B%B-&主要实验试剂及仪器&"%#总 #GH提取试

剂盒E3Y3#3̂ 4M4_!VE M̀4RNPL35#GH!:@P3=@4>M Y4@

"大连宝生物工程有限公司%a>@!HY/*%#$",##N35

3̂L@NP̂ 4:VW_#"PNNM"大连宝生物工程有限公司%

a>@!H/+*%$%%=>DN!##',*#$"-#E3Y3#3反转录试

剂盒"大连宝生物工程有限公司%=>DN!T##*-)H#$

"(#FP42NV=P4O@Ê #EPN38NM@Y4@64@? 8TGH!P3LNP

"FNPQN=@#N35E42N#"大连宝生物工程有限公司%=>DN!

##*()H#$"/#!"#$% HM@47>D4NL一抗"武汉博士德

生物工程有限公司%货号!_H**',#$".# Vb***,$兔

U8"两步法免疫组化检测试剂盒"武汉博士德生物

工程有限公司%批号!%*H,-A*,#$")##E$FA#仪%

)/**Q3L@"右江民族医学院附属医院#$"'#倒置荧光

多功能显微成像系统 câ WF̀ V UX)- JTF'*"右江

民族医学院科学实验中心#&

<DE=实验方法

%B,B%&肝损伤性胆石症大白兔模型的构建

%B,B%B%&实验分组&将 /* 只雄性新西兰大白兔按

照随机数字表法随机分为 - 组!空白对照组"正常

组#%* 只%肝纤维化胆石症组 ,* 只%肝硬化胆石症

组 ,* 只&

%B,B%B,&模型构建&各组大白兔常规饲养 % 周后%

将AA5

(

与橄榄油分别制成 ,*\',/\的 AA5

(

1橄

榄油溶液%肝纤维化胆石症组予 ,*\的AA5

(

1橄榄

油溶液 *B, 250C8腹腔注射%肝硬化胆石症组予 ,/\

的AA5

(

1橄榄油溶液 *B- 250C8腹腔注射%每 ( D一

次%连续 %, 周& 同时%肝纤维化胆石症组'肝硬化胆

石症组同时投以高胆固醇'高热量饲料"普通饲料

加入 %B,\胆固醇'*B%\胆酸'/\蔗糖及 -B/\鱼

肝油%鸡蛋适量#& 空白对照组正常饮食%不予任何

处理& 造模过程中死亡总数为 %, 只%其中正常组为

* 只%肝纤维化胆石症组死亡 / 只%肝硬化胆石症组

死亡 ) 只%考虑均由四氯化碳毒性致死%对死亡的大

白兔立即取肝脏行病理检查%发现均有不同程度的

肝损伤存在%肝硬化胆石症组较为明显%但尚未达到

肝纤维化诊断标准&

%B,B,&中药对正常组及慢性肝损伤性胆石症组的

干预及评判

%B,B,B%&中药干预方法&病理观察提示肝纤维化'

肝硬化病理改变%肝纤维化胆石症组'肝硬化胆石症

组随机处死解剖后发现有胆囊或胆管结石形成后%

将正常组'肝纤维化胆石症组和肝硬化胆石症组分

(*.+(
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别在各自组内随机分为两组%W代表喂食大黄灵仙

颗粒剂& 分为正常组 / 只'正常组 JW/ 只'肝纤维

化胆石症组 ) 只'肝纤维化胆石症组 JW' 只'肝硬

化兔胆石症组 . 只'肝硬化胆石症组 JW) 只%共计

-' 只& 其中正常组JW'肝纤维化胆石症组 JW'肝

硬化胆石症组 JW为治疗组%每天灌胃中药制剂大

黄灵仙颗粒剂 *B( 80"C8(D#%其余各组为对照组%

灌胃等量生理盐水%各组大白兔均正常饲料饲养&

用药过程中未出现大白兔死亡&

%B,B,B,&中药药效评定标准&病理观察提示肝纤

维化'肝硬化病理改变减缓或改善%!"#$% 的基因与

蛋白表达相应指标明显降低&

%B,B-&标本采集&用药 %, 周后%用浓度为 %*\的

水合氯醛按 ( 250C8通过耳缘静脉将大白兔麻醉%

切取相同部位肝组织%大小约为/ 22e/ 22e%* 22%

投入至 %*\的福尔马林固定液中%固定 ,( ?后送检

行病理及免疫组化检查$另取体积为 *B' =2

- 的肝

脏组织%迅速放入液氮罐中%尽快转移至 1'* [超

低温冰箱中保存备用%以行#E$FA#检测$取完标本

后用空气栓塞法处死大白兔&

<DF=观察指标

%B-B%&免疫组化行!"#$% 的蛋白表达检测&通过

标本固定%脱水透明%石蜡包埋%切片使厚度在 (

!

2

"每份标本切取 , 张#%展片%捞片'烘片脱去溶化组

织间隙的石蜡& 取另一部分切片%加入 -\ ]

,

c

,

放

置 %* 24M以灭活过氧化物酶$高压锅煮沸 - 24M%抗

原热修复处理$加封闭液室温静置 ,* 24M$分别加入

%f,** 比例稀释的一抗 ( [过夜$将聚合 ]#F标记

抗兔U8""Vb$***,#滴加至切片%-) [环境中孵育

-* 24M$TH_显色%复染%脱水%透明%封片&

%B-B,&#E$FA#行!"#$% 的基因表达检测&"%#引

物序列设计具体见表 %& ",#总 #GH提取'反转录

反应& 扩增设置!预变性 +/ [ -* L%持续一个循环$

FA#扩增按 +/ [ / L%.* [ -( L%持续 (* 个循环$

终延伸 .* [ -* L%持续一个循环& "-#扩增后根据

A@值依次计算各基因的相对表达量%采用荧光相对

定量分析法%即 ,

1

!!

A@法计算结果&

表 %&#N35$@42NFA#引物序列

名&称 引物序列

!"#$%

上游引物!/g$AHE"HEAAAA"HAEHAAE"EEE$-g

下游引物!/g$AEE"HE""E""H"H"E""H"E"$-g

"HFT]

"内参基因#

上游引物!/g$AAHAEEE"E"HH"AEAHEEEAAE$-g

下游引物!/g$EA"EAAEAAEAE""E"AEAE$-g

<DG=统计学方法=应用 VFVV%)B* 统计软件进行数

据分析%计量资料以均数h标准差"

"

Bh?#表示%方差

齐时采用单因素方差分析%组间数据比较采用 aVT

法统计%!I*B*/ 为差异有统计学意义&

E=结果

ED<=药物干预 %, 周后各组结石情况&见表 ,&

表 ,&药物干预 %, 周后各组结石情况!单位"个0只#

&组&别 动物数 结石例数 结石数目

正常组 / * *

正常JW / * *

肝纤维化胆石症组 ) ( /0-0-0,

肝纤维化胆石症组JW ' , -0,

肝硬化胆石症组 . / )0/0(0(0-

肝硬化胆石症组JW ) , (0-

EDE=免疫组化结果=!"#$% 蛋白阳性表达为棕褐

色颗粒状沉积%主要位于肝细胞胞浆内%细胞膜上会

有少许表达& 正常组'正常组JW染色为阴性%肝小

叶结构完整%肝细胞索排列整齐%肝血窦正常%两者

无明显差异& 肝纤维化胆石症组光镜下可见肝小叶

汇管区棕褐色颗粒状沉积较为明显%肝细胞索排列

稍紊乱%伴胆管内少许胆汁淤积"见图 %#& 肝纤维

化胆石症组JW在光镜下可见肝小叶汇管区肝细胞

胞浆内棕褐色颗粒状沉积少许%肝细胞索排列稍规

则%细胞边界较为清楚%阳性表达较肝纤维化胆石症

组减少%胆管内未见明显胆汁淤积"见图 ,#& 肝硬

化胆石症组在光镜下可见肝小叶汇管区肝细胞胞浆

内棕褐色颗粒状沉积最为明显%肝细胞索排列极紊

乱%假小叶依然清晰可见%抗原抗体结合表达呈强阳

性%个别胆管内少许胆汁淤积"见图 -#& 肝硬化胆

石症组JW在光镜下可见大量肝细胞胞浆内棕褐色

颗粒状沉积较多%肝细胞索排列稍规则%与周边细胞

边界少模糊%肝血窦间隙增大%抗原阳性表达较肝硬

化胆石症组明显减少%胆管内偶见胆汁淤积"见图 (#&

图%&肝纤维化胆石症组 (**e图,&肝纤维化胆石症组JW(**e

图-&肝硬化胆石症组 (**e图(&肝硬化胆石症组JW(**e

(%.+(
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EDF=#E$FA#检测结果

,B-B%&扩增曲线与溶解曲线&在连续用药 %, 周

后%对各组大白兔 !"#$%'"HFT]2#GH进行 #E$

FA#测定%分别得出扩增曲线和溶解曲线& 扩增曲

线的基数期均稳定在同一水平%拐点清晰%整体平行

性良好%A@值稳定在 %. Z,' 之间$溶解曲线呈平稳

单峰%未见异常双峰"见图 /%.#&

图 /&!"#$% 与"HFT]扩增曲线

图 .&!"#$% 与"HFT]溶解曲线

,B-B,&各组大白兔 !"#$% 2#GH表达量比较&在

用大黄灵仙颗粒剂干预 %, 周后%测定!"#$% 2#GH

的表达与内参基因 "HFT]2#GH对比后的 ,

1

!!

A@

值"见表 -#& 经统计%差异有统计学意义">i'/'B'%-%

表 -&各组大白兔!"#$% 2#GH表达量比较!

"

Bh?#

&组&别 动物数 !"#$%0"HFT]

正常组 / (B'% h*B-*

正常组JW /

(B*. h%B(,

j

肝纤维化胆石症组 ) %'B(% h%B)-

肝纤维化胆石症组JW '

+B,% h*B)%

#

肝硬化胆石症组 . +.B+/ h.B,*

肝硬化胆石症组JW )

/%B,' h(B'.

$

&注!与正常组相比%

j

!k*B*/$与肝纤维化胆石症组相比%

#

!I

*B*%$与肝硬化胆石症组相比%

$

!I*B*%

!I*B**%#$正常组与正常 JW相比%差异无统计学

意义"!k*B*/#$肝纤维化胆石症组与肝纤维化胆

石症JW相比%差异有统计学意义"!I*B*%#$肝硬

化胆石症组与肝硬化胆石症 JW相比%差异有统计

学意义"!I*B*%#&

F=讨论

FD<=早期转录生长因子"!"#$%#广泛存在于多种

细胞中%作为重要的核转录因子%促进细胞从静止期

进入增殖期%对细胞的分化'增殖具有重要作用%受

到广泛刺激后可快速诱导和表达%其转录可诱导多

种下游目的基因的表达%引起细胞表达改变和凋亡%

在炎症和肿瘤发病过程中起着关键作用)(%/*

& 大量

炎症相关性疾病的发生'发展均有 !"#$% 直接或间

接的参与%其对启动及放大炎症反应的部分环节起

到至关重要作用%并能介导组织细胞凋亡).*

& !"#$%

可通过细胞因子%如细胞间黏附分子$%"UAĤ $%#'

血管细胞间黏附分子"bAĤ $%#'白介素$%

"

"Ua$%

"

#'

肿瘤坏死因子$

#

"EGl$

#

#等诱导多种炎性蛋白的表

达%启动炎症的发生$并能诱导某些细胞因子受体%

如趋化因子受体"AA##'AXA#的表达而加重炎症))%'*

&

!"#$% 可诱导编码 !"#$% 基因表达的某些促炎性

因子显著增加%如巨噬细胞炎性蛋白$," ÛF$,#'单

核细胞趋化蛋白" ÂF#'巨噬细胞集落刺激因子

" $̂AVl#'干扰素诱生蛋白"UF#以及受激活调节正

常E细胞表达和分泌因子"#HG$E!V#等%经过一系

列复杂的调控过程%进而引起肝细胞炎症及肝细胞

损害)+%%**

& !"#$% 还可调控各种生长因子%如血小

板衍生生长因子"FT"l#'肿瘤坏死因子$

#

"EGl$

#

#

和血管紧张素转化酶"HA!#等& 有研究表明肝细胞

!"#$%蛋白表达水平与肝细胞损害程度呈正相关)%%*

&

综上说明!"#$% 能通过特定的信号途径参与损伤

相关的基因表达%是多种复杂信号网络的交汇点%通

过调控一系列细胞周期中与细胞生长增殖分化相关

的基因表达而参与细胞生长调控过程%具有促进细

胞增生和组织修复的功能&

FDE=!"#$% 不仅能够放大炎症反应%还能使肝细胞

受损%分泌+致石性胆汁,%二者共同作用导致胆汁

淤积%加快晶体析出%进而形成结石%同时结石的形

成又会继续加重肝损伤%形成恶性循环& 胆道炎症

是胆结石的基本病理特征%胆道纤维化是结石形成

的必要前提%上皮$间叶样表型转化"!̂ E#是胆道纤

维化的必经途径%E"l$

"

%0V23DL信号通路是致 !̂ E

的主要路径)%,*

& 前期研究结果表明胆结石的形成

与炎症关系密切%大黄灵仙颗粒具有较好的预防胆

(,.+(

A?4MNLNd>SPM35>QGN6A54M4=35̂ ND4=4MN%G>RN27NP,*%.%b>5S2N+%GS27NP%%&&



结石形成的作用%其机制可能与大黄灵仙方具有减

轻肝细胞损伤'稳定胆固醇及胆汁酸代谢相关酶的

表达以及炎性改变作用有关)%-%%(*

& 本次研究中发现

灌胃大黄灵仙颗粒的大白兔例数及结石数目均较对

照组有不同程度减少%部分结石逐渐变小%结石多呈

不规则形状%大小不一%较少或者泥沙样结石排出&

FDF=本次实验过程中%在 (** 倍光镜下我们发现%

经 %, 周治疗后%肝纤维化胆石症组JW与肝硬化胆

石症组JW大白兔的肝细胞胞浆内棕褐色颗粒状沉

积明显减少%加速肝细胞修复%同时促进淤积的胆汁

排出& 随着大白兔肝损伤程度的逐步加重%!"#$%

2#GH表达量也呈上升趋势%与平行对照组相比%用

药后的肝纤维化胆石症组'肝硬化胆石症组以及正

常组的!"#$% 2#GH的表达量均有不同程度降低&

其中正常组 JW的表达降低不明显%差异无统计学

意义%说明大黄灵仙颗粒剂对正常组实验动物仅有

预防作用& 另外两组变化则较为明显%肝纤维化胆

石症组JW平均表达量为"+B,% h*B)%#%与肝纤维

化胆石症组相比明显降低"!I*B*%#$肝硬化胆石

症组JW平均表达量为"/%B,' h(B'.#%与肝硬化胆

石症组相比明显降低"!I*B*/#%差异均具有统计

学意义%说明大黄灵仙颗粒剂能改善肝功能%促进损

伤肝脏修复& #E$FA#结果显示%!"#$% 2#GH与

内参基因相比整体平行性良好%根据曲线图计算的

,

1

!!

A@值可得知大黄灵仙颗粒剂能够降低 !"#$%

2#GH的表达量%肝损伤越重%降低的程度越低%说

明二者关系密切相关& 因此%我们考虑可以尝试通

过大黄灵仙颗粒调控慢性肝损伤动物模型 !"#$%

的表达及其所属信号转导通路%改善肝脏功能%修复

肝脏损伤%促进正常肝细胞再生%减少+致石性胆

汁,分泌%从而为慢性肝损伤性胆石症的预防及治

疗提供实验基础和理论依据&
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