
!国家自然科学基金资助课题（!"#$%%&’’()）

江西医学院第二附属医院肝胆外科研究所（南昌$$’’’&）

通讯作者：傅华群，*+,：’-%./&01%&$.

清热利胆理气活血方药对豚鼠胆囊收缩素受体的

调节作用!

傅华群 吴伟顶 邹书兵 黄明文 黄长文 关晏星 徐艳萍

摘要 目的：探讨中医清热利胆、理气活血方药对豚鼠胆囊收缩素受体（22345）表达的调节及作用机

制。方法：采用放射免疫分析法和受体放射配基结合法检测对照组、高胆固醇组、自然恢复组及治疗组豚鼠

门静脉血胆囊收缩素（223）水平、胆囊22345的最大结合容量（6789）和亲合力（3:），同时观察空腹胆囊体

积（;<）、空腹胆囊胆汁量（;6）和餐后胆囊体积（=<）、餐后胆囊胆汁量（=6）及胆囊收缩率（>）、胆汁胆固醇

浓度的变化。结果：与对照组比较，高胆固醇组豚鼠;<、;6增大（!"’?’1），=<、=6也增大，胆囊收缩率下

降（!"’?’.），胆汁胆固醇浓度升高（!"’?’1），门静脉血223水平及22345的3:无改变，而22345的

6789下降（!"’?’.）；治疗组上述各项指标治疗后恢复正常。结论：清热利胆、理气活血方药可能通过上调胆

囊22345表达促进胆囊动力功能恢复，其作用机制可能与降低胆汁中胆固醇浓度有关。
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临床实践证明，中医学清热利胆、理气活血法可以

调节胆囊运动功能，缓解临床症状，但作用机制仍不完

全清楚〔.〕。近年来，胆囊收缩功能障碍时胆囊收缩素

受体（RK",+RPSM"XFDFDO+R+NM"O，22345）的调节变化已

引起重视。本实验采用豚鼠制作胆囊收缩功能障碍的

动物模型，探讨清热利胆、理气活血法对胆囊22345
的调节及作用机制。

材料与方法

. 主要试剂 223放射免疫药盒（英国皇家医

学研 究 生 院 提 供），.01Z42234I=（.01Z":FD+42K",+SPS4
M"XFDFD4"SM8N+NMF:+），比活度00’’2F／77",（W7+OSK87
公司产品），2234I=、乙二醇丁二酸酯（>Y*W）、大豆

胰蛋白酶抑制剂、牛血清白蛋白、羟乙基哌嗪乙磺酸

（A>=>J）（JFG78公司产品）。
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! 药品 根据天津市南开医院处方“利胆汤”加

减，由金钱草、虎杖、十大功劳、茵陈、赤芍、丹参、枳壳、

大黄等"#味中药组成。由本院制剂室制成中药口服

液，生药含量$%&#’／()。

* 动物分组及处理 实验用短毛雄性豚鼠"++
只（江西省医学实验动物中心提供），体重*#+!,++’，

随机分为,组，每组!#只。对照组：标准颗粒饲料饲

养!周；高胆固醇组：标准颗粒饲料加入!-胆固醇；

自然恢复组：高胆固醇饲料喂养!周后，标准颗粒饲料

饲养!周；治疗组：高胆固醇饲料喂养!周后，标准颗

粒饲料喂养加中药灌胃!周（每天*+’／.’灌胃，每天

"次）。除对照组外，后*组于实验开始时，按文献〔!〕

制作胆囊收缩功能障碍动物模型。

, 标本采集 各组豚鼠实验到期后，又随机分为

空腹（"!只）、餐后（"*只）两亚组。空腹组禁食"!/，

餐后组禁食"!/后，予液体脂餐"#()／.’体重灌胃，

*+(01后剖腹取材。

,%" 胆囊收缩功能测定 包括观察空腹胆囊体积

（23）、空腹胆囊胆汁量（24）和餐后胆囊体积（53）、餐后

胆囊胆汁量（54）及胆囊收缩率（6）。剖腹后自然状态

下测量胆囊最大长径（7）及相互垂直两横径（8，9），以

公式3:+%#!;7;8;9（<(*）计算胆囊体积。

,%! 胆汁性状及成分分析 用血管钳阻断胆囊

管，一次性注射器吸取胆囊内全部胆汁置试管中，记录

胆汁量，取少许于偏光显微镜下观察胆汁性状，其余即

送实验室测量胆汁中胆固醇浓度。

,%* 门静脉血浆 用预冷的一次性注射器抽取

门静脉血!()，置预冷含"+-6=>?@AB,+")和抑肽

酶"#")的试管中，,C条件下!+++D／(01离心*+(01，

取血清置E!+C保存待测。

,%, 胆囊组织 完整取下胆囊，纵行剪开，收集

胆汁沉积物，滤纸吸净，迅速置液氮管中保存待测。

# 胆囊平滑肌细胞膜受体制备 按改良F55
法〔*〕，胆囊置于"+()预冷的匀浆缓冲液中（含蔗糖

!#+((G)／7，9656H"+((G)／7，大豆胰蛋白酶抑制剂

+%+"-）充分剪碎，于电动中速匀浆器中匀浆（冰浴），

每次*(01，共*次。充分匀浆后，转移至干净离心管，

!#++D／(01（,C）离心#(01。收集上清液于干净离心

管，收集沉淀于匀浆缓冲液，重新匀浆，离心，收集上清

液。合并两上清液，!++++D／(01（,C）离心,#(01，收

集沉淀，加入9656H缓冲液（含9656H!#((G)／7，

I’J)!!%#((G)／7， ABJ)"*&((G)／7， AB9!5K,
+L&((G)／7，M)N<GOP"+((G)／7，明胶"-）摇匀，即为

粗制膜受体。部分粗制膜受体以牛血清白蛋白为标

准，用7GQPDR法测定蛋白含量，其余用于下一步配体

结合反应。

$ JJS@T的检测 JJS@T检测采用放射配基

结合分析法（T4?）。含膜蛋白#+"’的9656H缓冲

液*++")分别和不同浓度的"!#U@49@JJS@K5硫酸酯

（";"+E""!";"+EV）反 应，非 特 异 性 结 合 管 另 加

入"+++倍过量的未标记JJS@K5硫酸酯。反应温度

为!#C，W9为$%#，时间为*+(01，冰冷9656H缓冲

液V++")终止反应。离心法（,C，,#++’，!+(01）收集

沉淀，测定放射性计数，利用计算机获得JJS@T的最

大结合容量（4(BX）和平衡解离常数（SY）。

& 统计学处理 数据用H?H软件包处理，计量

资料均以!!Z"表示，多组资料比较用方差分析，两组

资料比较用#检验。

结 果

" 各组豚鼠胆汁性状 对照组胆汁清亮，偏光显

微镜下未见胆固醇结晶；高胆固醇组胆汁粘稠，混浊，

偶见胆泥沉积，镜下均可见大量胆固醇结晶（!#／!#只）；

自然恢复组胆汁粘稠，混浊，与高胆固醇组比较无明显

改变，镜下胆固醇结晶稍有减少，阳性率[[-（!!／!#
只）；治疗组胆汁外观明显改善，基本清亮，镜下胆固醇

结晶阳性率[-（!／!#只）。各组均无肉眼可见结石形

成。

! 各组豚鼠胆囊收缩功能变化 见表"。与对

照组比较，高胆固醇组胆囊收缩功能下降（$"+%+#或

$"+%+"），与自然恢复组比较，治疗组胆囊收缩功能

升高（$"+%+#或$"+%+"），恢复近似正常。

* 各组豚鼠胆汁胆固醇浓度和门静脉血JJS水

平变化 见表!。不论空腹或餐后与对照组比较，高

表! 各组豚鼠胆囊收缩功能变化 （!!Z"）

组别 % 23（<(*） 53（<(*） 24（<(*） 54（<(*） 6（-）

对照 !# +%[VZ+%!$ +%![Z+%+[ +%$[Z+%!+ +%!*Z+%+$ $#%[*Z&%*!
高胆固醇 !# "%!&Z+%$+# +%[#Z+%,## +%V!Z+%*## +%&$Z+%*,## ,*%+$Z,%!&#

自然恢复 !# "%*,Z+%$"# +%V+Z+%#*## "%+"Z+%,*# +%[*Z+%*!## ,&%!!Z#%!,#

治疗 !# +%V+Z+%!&$ +%*!Z+%"!$$ +%&*Z+%!"$ +%!VZ+%+[$$ $&%+"Z$%[!$

注：与对照组比较，#$"+%+#，##$"+%+"；与自然恢复组比较，$$"+%+#，$$$"+%+"
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表! 各组豚鼠胆汁胆固醇浓度和门静脉血

!!"水平 （!!#"）

组别 #
胆固醇浓度（$$%&／’）

空腹 餐后

!!"水平（!(／’）

空腹 餐后

对照 )*+,--#+,.. +,-/#+,.- ),0-#+,/)0,1/#+,12"
高胆固醇)*+,/+#+,.0#+,/.#+,.3# ),2*#+,31-,.*#+,1."
自然恢复)*+,*1#+,.-#+,/*#+,.2# ),)2#+,2)0,/2#+,/0"

治疗 )*+,-0#+,.+$+,-2#+,+3$ ),*3#+,/+-,+2#+,*+"

注：与对照组比较，#$%+,+*；与自然恢复组比较，$$%+,+*；与

本组空腹比较，"$%+,+*

胆固醇组胆固醇浓度升高（$%+,+*），与自然恢复组

比较，治疗组胆汁胆固醇浓度下降（$%+,+*）。各组

豚鼠门静脉血!!"水平差异无显著性，但餐后!!"
水平均较空腹明显升高（$%+,+*）。

- 豚鼠胆囊平滑肌细胞膜!!"45结合特征 见

表0。高胆固醇组和自然恢复组豚鼠胆囊!!"45的

6$78下降（$%+,+*，$%+,+.），治疗组恢复正常。各

组!!"45的"9无改变。

表" 各组豚鼠胆囊平滑肌!!"45的6$78和

"9比较 （!!#"）

组别 # 6$78（:$%&／$(;<%） "9（=$%&／’）

对照 )* /+#)3 +,.1#+,.0
高胆固醇 )* 0)#.0##$ +,./#+,+1
自然恢复 )* 01#.1#$ +,.1#+,+/

治疗 )* *1#.. +,.2#+,+2

注：与对照组比较，#$%+,+*，##$%+,+.；与治疗组比较，$$%
+,+*

讨 论

. 清热利胆、理气活血方药对!!"45的调节作

用 !!"是餐后胆囊收缩的主要调节肽，餐后胆囊正

常收 缩 需 要!!"与 胆 囊 壁 的!!"45结 合。体 内

!!"浓度、!!"45结合容量及亲和力水平任何一个环

节的变化均可能影响胆囊的餐后收缩功能。

豚鼠经)>胆固醇饲料饲养)周，其?@、A@、?6
及A6均升高，胆囊收缩率下降，胆囊胆汁淤滞，提示

胆囊收缩功能障碍动物模型的建立。此时，分析动物

体内的!!"生理效应可以发现，各组动物门静脉血

!!"水平无明显改善，餐后体内的!!"释放升高，显

示了良好的餐后分泌反应。胆囊!!"45的亲合力亦

没有变化，而!!"45最大结合容量下调，上述实验结

果说明胆囊!!"45表达下调是高胆固醇饲料饲养豚

鼠早期胆囊收缩功能障碍的主要原因。经清热利胆、

理气活血方药治疗)周后，反映胆囊收缩功能的各项

指标均恢复正常，胆囊!!"45最大结合容量亦从（0)
#.0）:$%&／$(;<%上升到（*1#..）:$%&／$(;<%，基本

恢复到对照组水平，提示中医上述疗法具有上调胆囊

!!"45的作用，这可能是其促进胆囊收缩功能恢复的

重要原因。

) 中医中药调节!!"45表达的作用机制 利胆

汤具有清热利胆、理气活血、通里攻下等多种作用，对

胆囊有较广泛的药理作用，如消炎、利胆、促进胆囊组

织结构及动力功能的恢复等。本动物实验表明，随着

胆汁内胆固醇浓度升高和下降，胆囊!!"45表达表现

为下调和上调，提示胆汁中的胆固醇可能影响胆囊

!!"45表达。胆汁是体内胆固醇排泄的重要途径，高

胆固醇饲养的豚鼠胆汁中的胆固醇浓度升高。胆汁中

高胆固醇可以通过扩散及胞吞作用与胆囊平滑肌细胞

膜结合产生细胞膜毒性效应，改变肌细胞膜的流动性，

限制肌细胞膜!!"45的构象改变，从而下调!!"45
的表达〔-〕。清热利胆、理气活血方药通过降低胆汁内

胆固醇浓度而上调胆囊!!"45，从而提示，胆汁中的

胆固醇在胆囊壁上的扩散呈浓度依赖性和双向性，它

对!!"45表达的影响也具有可逆性。中医的上述疗

法降低胆汁中胆固醇浓度可能通过以下两条途径：（.）

影响肝细胞内胆固醇、胆汁酸代谢及分泌，改变胆汁中

胆固醇的浓度及状态；（)）促进胆汁的肠肝循环〔*〕。上

述机制及中医清热利胆、理气活血方药对胆囊平滑肌

细胞的直接作用尚需更多的研究。
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