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$摘要%

!

目的
!

探究大黄灵仙胶囊调控腺苷三磷酸结合盒转运子
C

亚族成员
!!

"

7C)C!!

$和腺苷三磷酸结合盒转运体
)

亚

组
*

"

7C))*

$表达水平干预胆结石形成的作用机制%方法
!

将
K+

只雄性
)#ICV

#

,

小鼠分为正常组"

%

组$'模型组"

E

组$'熊去

氧胆酸对照组"

[

组$和大黄灵仙胶囊治疗组"

G

组$!每组
!+

只%

%

组予普通饲料喂养!

E

组'

[

组和
G

组予致石饲料喂养
J

周!

同时
[

组和
G

组分别予药物干预!

!

次#
9

!连续灌胃给药
J

周%造模成功后!分别采用荧光定量
F):

和免疫组织化学法检测
7CO

)C!!

'

7C))*

的
8:%7

及蛋白表达水平%结果
!

E

组小鼠
7C)C!!

和
7C))*8:%7

和蛋白表达水平均较其余
M

组明显降低

"

%

&

+L++

$(而
G

组小鼠
7C)C!!

和
7C))*8:%7

和蛋白表达水平与
%

组比较差异均无统计学意义"

%

"

+L+#

$%结论
!

大黄灵

仙胶囊可通过调控
7C)C!!

和
7C))*8:%7

和蛋白的表达预防胆结石的形成%
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7C)C!!

$

7C))*

!!

临床上胆石病的发生机制尚不明确#目前研究多以转运蛋

白的表达改变为主+

!

,

'本课题组前期证实大黄灵仙胶囊可改

善小鼠肝胆管侧膜细胞转运蛋白腺苷三磷酸结合盒转运子
C

亚族成员
!!

!

7AFU-59-5

S

/2<<;33;<0UH28-1

>

C8;8U;.!!

#

7C)C!!

"和腺苷三磷酸结合盒转运体
)

亚组
*

!

7AFU-59-5

S

/2<<;33;<0UH28-1

>

)8;8U;.*

#

7C))*

"蛋白水平表达降低的

病理状态+

*

,

#但尚未清楚是否因通过调控
7C)C!!

和
7C))*

8:%7

转录而改变转运蛋白的表达从而减少胆结石的形成'

据此#本研究分析大黄灵仙胶囊对
7C)C!!

和
7C))*

转录因

子
8:%7

和蛋白表达的调控及协同作用#同时探索其对

C(WF

(

7C)C!!

和
E:F*

(

7C))*

信号通路上游的干预作用#

以期揭示大黄灵仙胶囊防治胆结石的机制'

!

!

材料与方法

!L!

!

材料

!L!L!

!

仪器
!

!O!KZ

高速冷冻离心机!北京五洲东方科技发

展有限公司"$

)2.

>

,+[BOB-<

紫外可见分光光度计!美国
7

S

O

-1;53A;/=5414

S

-;<

公司"$

FA)O*++

普通梯度仪*

&R#

实时荧光

定量
F):

仪!上海伯乐生命医学产品有限公司"$

'F&7(O

!+++F

彩色病理图文分析系统!同济千屏影像公司"'

!L!L"

!

药品与试剂
!

胆酸!美国
(-

S

82O719.-/=

公司#批号)

!+!MM#"I*

#剂型)粉剂#规格)

*+

S

#纯度)

"JQ

"$胆固醇!北京

索莱宝科技有限公司#批号)

#*I)!+#

#剂型)粉剂#规格)

!++

S

#

K

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期

%

基金项目)国家自然科学基金面上项目!

J!KI+!"J

"$广西科学研究与技术开发计划项目!桂科
*+!I7CK#+#M

"'

!

作者简介)唐乾利

!

!",!$

"#教授*主任医师#博士#主要从事中西医结合外科学*胆石病防治研究'



纯度)

""Q

"$总
:%7

提取试剂盒*反转录试剂盒*荧光定量

F):

反应试剂盒
(]C:

$

F.;8-XWXA2

b

AE

#

!日本
A2Z2:2

C-4D.40

?

公司#批号分别为)

::"I,I

*

::+KI7

*

::J*+7

"$兔

源性
7C)C!!

一抗*兔源性
7C))*

一抗!英国
C-4.U

>

3

公司#

批号分别为)

P:C!M*I#

*

P:C!!+I#

"$

(B+++*O

兔酶标抗体两

步法免疫组织化学检测试剂盒!武汉博士德生物工程有限公

司#批号)

!+7*M)+*

"'

!L!L#

!

受试药物
!

大黄灵仙胶囊!广西中医药大学第一附属

医院#桂药监注+

*++M

,

JJ

号"#主要成分包括)生大黄*鸡内金*

威灵仙*金钱草*芒硝*枳壳*泽兰*柴胡*郁金*磁石*黄芪和甘

草#按照广西壮族自治区药品监督管理局文件由广西中医药大

学第一附属医院中心药房提供标准院内制剂!每颗胶囊含相当

于
MLI#

S

生药"$熊去氧胆酸!广州
)494a

有限公司#批号)

)G!+KIK,

$剂型$粉剂$规格)

*#

S

$纯度)

"

"JQ

"'

!L!L$

!

实验动物
!

无特殊病原体!

(FT

"级
)#ICV

(

,

小鼠
K+

只#雄性#

I

周龄#体质量
!JL+

!

*!L+

S

#购于南京大学模式动

物研究所+动物许可证号)

()cZ

!苏"

*+!+O+++!

,'饲养于右江

民族医学院实验动物中心#保持
!*=Y!*=

光(暗周期#温度

为
*K

!

*,d

#相对湿度
K+Q

!

,+Q

#动物自由进食和饮水'

本研究方案经右江民族医学院动物伦理委员会批准#符合相关

伦理学要求'

!L"

!

方法

!L"L!

!

造模及干预方法
!

将
K+

只小鼠分为
K

组)正常组!

%

组"*模型组!

E

组"*熊去氧胆酸对照组!

[

组"*大黄灵仙胶囊

治疗组!

G

组"#每组各
!+

只'

%

组小鼠予以普通饲料喂养#

E

组*

[

组*

G

组分别给予高脂*高热量*高胆固醇!

!#L+Q

脂肪*

!L+Q

胆固醇*

+L#Q

胆酸"饲料!致石饲料"喂养
J

周'同时#

[

组和
G

组分别予以熊去氧胆酸和大黄灵仙胶囊干预'药物剂

量根据小鼠与成人体质量等效剂量换算+

M

,

#估算小鼠药物等效

剂量约是
,+@

S

体质量成人的
!M

倍#这与课题组前期实验量

效关系剂量相符+

KO,

,

)熊去氧胆酸用量
!M+8

S

.

@

S

$!

.

9

$!

#利

用等渗盐水配制干粉溶液#根据小鼠体质量灌胃
J

周#

!

次(
9

$

大黄灵仙胶囊灌胃剂量为
!M

S

.

@

S

$!

.

9

$!

!将大黄灵仙胶囊

内药浓煎成相当于含生药水平为
+L,#

S

(

8V

的汤药"#据小鼠

体质量灌胃给药#

!

次(
9

#处理
J

周$

%

组和
E

组则分别给予

等量体积的等渗盐水灌胃'肉眼观察
E

组小鼠胆囊内有颗粒

状或泥沙状沉积物#即可判定为造模成功'

!L"L"

!

7C)C!!

和
7C))*8:%7

水平检测
!

7C)C!!

*

7CO

))*

基因及内参基因
D7FG'

引物采用
F.-8;.#L+

软件设

计#见表
!

'

表
!

!!

目的基因荧光定量
F):

引物序列

基因 引物序列

7C)C!!

上游
#eOA)DD7ADDAAAD7)AD)7)AA)OMe

下游
#eOA)ADDA)DD)77ADD)AA)OMe

7C))*

上游
#eO77)AAAD)7)7DD)7D)ADAA7OMe

下游
#eODD7DADADA)DA))7))DA7OMe

D7FG'

上游
#eOADADA))DA)DADD7A)AD7OMe

下游
#eOAAD)ADAAD77DA)D)7DD7DOMe

!!

提取小鼠肝胆管侧膜细胞组织总
:%7

#测定水平后利用

反转录试剂盒将
:%7

反转录为
/G%7

#采用荧光定量
F):

反

应试剂盒
(]C:

$

F.;8-XWXA2

b

AE

#

于
&R#F):

检测目的

基因
8:%7

表达水平#

F):

扩增后选择基线#以
%

组小鼠为

校正对象#根据
)3

值依次计算基因的相对表达水平#采用

*

O

''

)3法计算结果'

J

连管内总体积
*+

%

V

的反应液于
"#d

下预变性
M+<

#

!

个循环$

"#d

变性
#<

#

,!d

延伸
M+<

#

K+

个

循环#

##d

退火
M+<

#

J!

个循环'

!L"L#

!

7C)C!!

和
7C))*

免疫组织化学检测
!

将石蜡包埋

肝组织切片#通过脱水*去除外源性过氧化物酶*抗原修复*封

闭*一抗
Kd

过夜*孵育二抗*二氨基联苯胺!

G7C

"显色*复染*

返蓝*脱水*透明*封片等步骤后#置于显微摄像系统上观察并

采集图片'棕褐色颗粒沉着定为免疫组织化学阳性表现#利用

&82

S

;6!LJL+

/

!!*

多功能图文分析软件进行定量分析#每张切

片取
K

个高倍镜视野#测定和分析积分光密度值!

$QM

值"'

!L#

!

统计学处理
!

采用
(F((!JL+

软件进行数据分析#计量

资料以
LfG

表示#组间比较采用单因素方差分析#组内两两比

较采用
V(GOH

检测#以
%

&

+L+#

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"L!

!

中药干预药效评价结果
!

%

组小鼠未见结石#

E

组及其

他组成石小鼠胆囊内可见泥沙样或颗粒样沉淀$

%

组及其他组

未成石小鼠胆汁均清亮#呈淡黄色#见图
!

'

!!

7

)

%

组胆囊$

C

)

E

组胆囊$

)

)

[

组胆囊$

G

)

G

组胆囊

图
!

!!

各组小鼠胆囊结石形成情况

表
M

!!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和

!!!

7C))*8:%7

表达水平比较'

LfG

(

组别
- 7C)C!! 7C))*

%

组
!+ !L++f+L++ !L++f+L++

E

组
!+ +LM+f+L!+

2

+LMKf+L+J

2

[

组
" +LI*f+L+"

2U

!L++f+L!I

U

G

组
!+ +L",f+L!K

U

+LJ+f+L!#

U

P !+MLM* ,#L"!

% +L++! +L++!

!!

2

)

%

&

+L+!

#与
%

组比较$

U

)

%

&

+L+!

#与
E

组比较

"L"

!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和
7C))*8:%7

表

达水平比较
!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和
7C))*

8:%7

表达水平比较差异均有统计学意义!均
%

&

+L+!

"$

V(GOH

检验显示)与
%

组相比#

E

组两个基因
8:%7

表达水平

#

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期



差异有统计学意义!

%

&

+L+!

"$与
E

组相比#

[

组*

G

组两个基

因
8:%7

表达水平差异均有统计学意义!均
%

&

+L+!

"$与
%

组相比#

[

组
7C)C!!8:%7

表达水平差异有统计学意义!

%

&

+L+!

"#见表
M

'

"L#

!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和
7C))*

蛋白表达

$QM

值比较
!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞组织
7C)C!!

和
7CO

))*

蛋白表达水平差异均有统计学意义!均
%

&

+L+!

"$与
%

组相比#

E

组两个蛋白表达水平差异有统计学意义!

%

&

+L+!

"$与
E

组相比#

[

组*

G

组两个蛋白表达水平差异均有统

计学意义!均
%

&

+L+#

"$与
[

组相比#

G

组
7C))*

蛋白表达

水平差异有统计学意义!

%

&

+L+#

"#见表
K

*图
*

'

表
K

!!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和
7C))*

蛋白

!!!

表达
&PG

值比较'

LfG

(

组别
- 7C)C!! 7C))*

%

组
!+ !L++f+L+" +L",f+L!!

E

组
!+ +L*Jf+L+,

2

+L*Jf+L+M

2

[

组
"

+L"Kf+L!*

U

!L+Mf+L!M

U

G

组
!+

+LJ"f+L!#

U

+L"Kf+L!!

U/

P "!LJI !+JL,!

% +L++! +L++!

!!

2

)

%

&

+L+!

#与
%

组比较$

U

)

%

&

+L+#

#与
E

组比较$

/

)

%

&

+L+#

#与

[

组比较

图
!

!!

各组小鼠肝胆管侧膜细胞
7C)C!!

和
7C))*

蛋白表达情况'

*++g

(

#

!

讨
!!

论

本研究结果显示#

G

组小鼠的防治有效率较
[

组有所改

善#且胆汁均清亮*呈淡黄色#说明该两种药物均可有效改善结

石形成微环境#减少病理性胆汁分泌#进而减少结石形成#但二

者疗效差异不甚明显'荧光定量
F):

和免疫组织化学实验结

果显示#与
E

组比较#其他各组
7C)C!!

和
7C))*

的
8:%7

和蛋白表达水平均明显升高$与
%

组比较#

G

组小鼠
7C)C!!

和
7C))*8:%7

和蛋白表达水平差异无统计学意义!

%

"

+L+#

"'这两种检测方法得出结果均表现出相同的变化趋势#

该结果从不同的实验方法及角度再次验证了课题组前期阐述

的观点'

所有生物的遗传信息都是以基因的形式储存在细胞内的

G%7

分子中#而蛋白是生物功能的执行者亦是基因的产物#从

8:%7

到蛋白质的合成过程包括翻译的起始*肽链的延伸*肽

链的终止和释放
M

个过程#该过程是由核糖体*

3:%7

*氨基酸*

酶*腺苷三磷酸等多种物质共同参与的复杂途径+

IOJ

,

'从基因

表达角度来说#

8:%7

的转录表达决定了蛋白表达水平'相

关研究表明胆结石的形成与
E:F*

(

7C))*

和
C(WF

(

7C)C!!

密切相关#与肿瘤坏死因子
O

&

!

A%TO

&

"*白细胞介素!

&V

"

O,

*

&VO

!

"

表达密切相关+

"O!+

,

'

E:F*

(

7C))*8:%7

经
A%TO

&

*

&VO,

调控表达水平降低#而蛋白表达水平经
A%TO

&

*

&VO,

*

&VO!

"

调

控减少$

C(WF

(

7C)C!!8:%7

和蛋白表达水平经
A%TO

&

*

&VO

!

"

调控均明显降低'由此推断大黄灵仙胶囊可以改变炎性因

子
A%TO

&

*

&VO,

*

&VO!

"

表达水平#进而稳定
7C)C!!

和
7C))*

8:%7

的转录#使转运蛋白的表达趋于生理水平#最终减少病

理性胆汁的分泌#维持胆汁酸池的平衡及肝细胞正常的分泌胆

汁功能'然而大黄灵仙胶囊干预结石形成机制是直接调控

8:%7

的表达还是参与影响从
8:%7

到转运蛋白的表达过

程#或是经过上游
A%TO

&

*

&VO,

*

&VO!

"

调控作用的结果#下一步

本课题组将尝试通过该条信号通路的上游进行深入探究#进一

步明确复方中药防治胆石病的作用靶点#以期达到防治结石的

目的'
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E;3<

#相对偏低#可能与本研究入选的冠心病患者中有心肌梗

死病史患者比例偏高!

#MLI,Q

"有关'

综上所述#本研究观察了不同
F)&

血运重建策略对于多

支病变冠心病患者运动耐量的影响#结果提示#

&):

患者的运

动耐量并不逊于
):

患者'本研究尚存局限性)!

!

"样本量偏

少#尚需扩大样本量进一步研究$!

*

"本研究入选患者以男性为

主!

"*LKIQ

"#女性患者偏少#对于血运重建程度对女性患者运

动耐力的影响尚需进一步探讨$!

M

"本研究仅评估了多支病变

冠心病患者
F)&

术后短期内的运动耐量#而尚缺乏对其临床

事件以及远期预后的评估'因此#尚需进一步扩大样本量并增

加随访时间以观察不同血运重建策略对冠心病患者短期及长

期预后的影响'
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