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$$胆结石是世界范围内一种常见的消化道疾病!给

社会带来了较重的经济和社会负担!是医学界研究关

注的重点和难点'
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) 因此!探求一种有效治疗胆石症

的药物显得尤为重要) 课题组通过
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余年的临床运

用和基础研究!发现经验方大黄灵仙胶囊在防治胆结

石过程中疗效确切!特别是在围手术期的使用可减轻

胆囊炎症!提高手术成功率!降低结石复发率'
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) 对

于复杂的胆道系统结石患者!服用此中药后可有减少

平滑肌痉挛*减轻炎症!促进溶石排石的效果'
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) 本

研究主要探讨大黄灵仙胶囊治疗小鼠胆结石过程中对

小鼠肝胆管细胞侧膜转运蛋白及其分泌的胆汁代谢组

学改变的影响!从肝细胞分泌状态探索胆结石形成的

机制以及病理性胆汁在胆石病形成中的作用!明确大

黄灵仙胶囊防治胆结石的作用靶点!为+胆病从肝论

治,提供理论依据)
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批准)
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;

(估

算小鼠药物等效剂量用量约是
$" P/

体重成人的

#&

倍!这与前期预实验所得的量效关系剂量相符) 造

模期间
N

组每天给予
#&" >/:P/ NE'-

$即成人用

量的
#&

倍!利用生理盐水配制成干粉溶液%溶液灌

胃!给药
%

周&

O

组和
E

组每天给予大黄灵仙胶囊汤

药灌胃!大黄灵仙胶囊灌胃剂量为
#& /:P/

$即成人用

量的
#&

倍!将大黄灵仙胶囊制剂浓煎成浓度为

"

!

$; /:>M

的汤药%!给药
%

周&

6

组和
,

组则分别给

予相同体积的生理盐水灌胃)

;

$标本采集$喂养
%

周后!分别将各组小鼠用

;U

水合氯醛$

"

!

# >M:#" /

%麻醉后!取小鼠腹部正中

切口!找到肝脏及胆囊!结扎并摘取胆囊存于 "

%"

'

冰箱!胆总管插管引流胆汁
# f! A

存于"

%"

'冰箱!

以上标本用于
J'

#

,K

分析法检测胆汁代谢谱!在收

集胆汁过程中用加热灯和温度计保持小鼠体温的正

常'

$

(

) 取小鼠肝脏组织
"

!

& D>

(

"

!

& D>

(

"

!

! D>

存放于"

%"

'冰箱用于
+<01<GH I431

法检测其肝胆

管细胞转运蛋白的表达变化)

$

$胆结石成石判定及定性分析$肉眼观察小鼠

肝胆管及胆囊内有颗粒状或泥沙状沉积物!即可判定

为结石形成且造模成功'

8

(

) 采用溴化钾压片红外光

谱分析法对小鼠胆结石样品定性分析成分'

%

(

#将成石

小鼠胆囊内沉淀物干燥成粉末后取
# f! >/

与溴化

钾粉末
!"" >/

混匀研细!装入压模!抽真空
! >@H

后!放入红外光谱仪检测)

8

$肝胆管细胞转运蛋白的表达检测$采用

+<01<GH I431

法检测肝胆管细胞转运蛋白三磷酸腺

苷结合盒转运子
L

亚族成员
##

$

-*Q I@HR@H/ D?0

#

0<11< 0.IS?>@4T L ><>I<G ##

!

-IDI##

%和三磷酸

腺苷结合盒转运体
'

亚族成员
!

$

-*Q I@HR@H/ D?0

#

0<11< 0.IS?>@4T ' ><>I<G !

!

-IDD!

%) 肝组织用

Z)Q-

裂解液$每
#"" "M

中加入
# "M Q,KX

抑制剂%

提取总蛋白&使用
L'-

法进行蛋白定量&

%U KEK

#

Q-J=

电泳$保证蛋白上样量均衡约
8" "/

%!电泳结

束后行
L)F

#

Z-E

蛋白电转移$

Q2EX

膜!

&;" >-

!

$" >@H

%&

;ULK-

封闭
$" >@H

&加入兔抗小鼠一抗

和兔抗小鼠多克隆内参
#

#

?D1@H

抗体'

9

(

&

7

'封闭过

夜!第
!

日
*LK*

缓冲液洗涤
7

(

#" >@H

后加入羊抗

兔辣根过氧化物标记二抗$

#

)

; """

%反应
9" >@H

&

*LK*

洗涤
%

(

#" >@H

!暗室中
='M

发光液检测试剂

盒显示结果于
d

胶片&胶片扫描后灰度值分析运用

-4YA? =?0< X'

软件分析统计)

%

$胆汁气相色谱 "质谱分析代谢组学$首先将

胆汁代谢物萃取!加入
"

!

! >M

甲醇!再加入
#" "M

M

"

!

"氯苯丙氨酸!漩涡混匀&紧接着将样本
7

'!

#! """ G :>@H

离心
#; >@H

&小心地取出
"

!

!# >M

上

清于
! >M

进样瓶$甲烷硅基化%中) 然后胆汁代谢物

衍生化#在真空浓缩器中干燥提取物
&8

'! 大约

! A

&向干燥后的代谢物加入
&" "M

甲氧胺盐试剂$甲

氧胺盐酸盐!溶于吡啶
!" >/:>M

%!轻轻混匀后!放入

烘箱中
%"

'孵育
!" >@H

& 向每个样品中迅速加入

7" "M LK*X-

$含有
#U *',K

!

_:_

%! 将混合物

8"

'孵育
# A

) 上机#进样量#

# "M

!不分流模式&载气#

氦气& 前 进 样 口 吹 扫 流 速#

& >M:>@H

& 柱 流 速#

# >M:>@H

&柱温#

$"

'保持
# >@H

!以
#"

'每分钟的速

率上升至
&&"

'!保持
#" >@H

&前进样口温度#

!%"

'&传

输线温度#

!%"

'&离子源温度#

!!"

'&电离电压#

"

8" <2

&扫描方式#

%; f$"" >:c

&扫描速率#

!" 0Y<D

#

1G?:0

&溶剂延迟#

!8$ 0

)

采用
M='F

公司的
'AG3>? *FX7

!

&d

软件和

M='F

#

X@<AH Z1B;

数据库处理数据) 主要使用于原

始峰识别!过滤噪音和校正基线!峰对齐!谱图去卷积

解析!并将峰面积定量统计分析!经标准化后进行主成

份分析$

Q'-

%) 将代谢物数据相对峰面积导入
K),

#

'-

软件!经标准化后进行主成份分析$

Q'-

%!观察

Q'-

模型中个样本的分布情况和可信度)

9

$统计学方法$采用
KQKK #%

!

"

统计软件分

析结果!计量数据采用
B

%

0

表示!多组均数比较采用

方差分析!组间多重比较采用
MKE

法统计!方差不齐

采用秩和检验) 检验标准取
$ V "

!

";

!

Q W "

!

";

为

差异有统计学意义)
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结$$果

#

$各组胆结石成石率比较$造模期间因灌胃操

作不慎!

N

组
#

只小鼠挣扎时灌胃针扎破小鼠食管

导致死亡)

6

组与
O

组小鼠未见胆结石&模型组及

其他组成石小鼠胆囊内可见颗粒样或泥沙样沉淀!

形状不规则!色黄白!可透过胆囊壁清晰辨别!胆汁

稍浑浊&正常组及其他未成石小鼠胆汁均清亮*呈淡

黄色) 模型组小鼠
#"

只均成石!成石率
#""U

!高

于正常对照组和药物对照组 $

!

!

V !"

!

""

!

Q W

"

!

"#

%&

N

组
9

只小鼠中有
7

只小鼠成石!成石率是

77

!

77U

!

E

组
#"

只有
&

只小鼠成结石!成石率

&"

!

"U

!均明显低于模型组$

!

!

V 8

!

;7

!

Q V"

!

"##

&

!

!

V#"

!

88

!

Q V"

!

""&

%!

E

组与
N

组差异无统计学

意义$

!

!

V"

!

7&

!

Q V"

!

$;

%)

!

$胆结石成分定性分析$图
#

%$经红外光谱

分析检测后在
! 9&9

*

# 77$

*

# &%!

*

# ";$ D>

"

#处

可见胆固醇特有吸收峰) 因此可确定模型为胆固醇

结石)

&

$各组
-IDI##

和
-IDD!

转运蛋白表达比较

$图
!

%$

;

组小鼠
-IDI##

和
-?IDD!

转运蛋白总体

比较差异有统计学意义$

X V 7#

!

%9

&

Q W "

!

"#

&

X V

9"

!

"#

!

Q W "

!

"#

%) 与
6

组比较!

,

组
-IDI##

和

-IDD!

表达降低$

Q W"

!

"#

%&与
,

组比较!

N

*

O

*

E

组

转运蛋白
-IDI##

和
-IDD!

表达均升高!差异有统计

注#在
! 9&9

*

# 77$

*

# &%!

*

# ";$ D>

"

#处可见胆固醇特有吸收

峰值

图
#

$小鼠胆结石成分红外光谱定性分析图谱

学意义$

Q W"

!

"#

%&除
,

组外!其余各组两个蛋白两

两比较!差异均无统计学意义$

Q e"

!

";

%)

7

$胆汁代谢组学检测

7

!

#

$

J'

#

,K

胆汁代谢物检测图谱$图
&

%$利

用
J'

#

,K

仪检测小鼠胆汁代谢物得到三维数据图

谱!含峰强度$面积%*时间*质谱图等!经原始峰识别!

过滤噪音和校正基线!峰对齐!采用
M='F

公司的

'AG3>? *FX7

!

&d

软件和
M='F

#

X@<AH Z1B;

数据库

处理数据!利用峰保留时间和匹配度确定相应的代谢

化合物!并确认本实验操作过程中样品质量*试验方

法*系统平台良好!观察到
,

组小鼠图谱峰面积变化

趋势与其他
7

组明显不同)

$$注#与
6

组比较!

!

Q W"

!

"#

&与
,

组比较!

"

Q W"

!

"#

图
!

$各组小鼠转运蛋白表达量比较
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"!")$$"

$$注#图谱横坐标为代谢物峰保留时间!纵坐标为代谢物峰强度&

-

为
6

组&

L

为
O

组&

'

为
N

组&

E

为
,

组&

=

为
E

组

图
&

$各组胆汁代谢物图谱

图
7

$各组样本
J'

#

,K

代谢物数据主成分分析得分图

$$

7

!

!

$胆汁内源性代谢物数据
Q'-

统计$图
7

%

$从得分图中可发现主成份积分集中分布与椭圆形

9;U')

内!模型组与正常对照组及治疗组样本主要分

别分布在左右两侧!说明模型组与其他组样本代谢图

谱有显著差异&而正常组与治疗组样本都平均分布在

右侧上下两个象限内!说明其代谢图谱差异性较小)

7

!

&

$小鼠胆汁内源性代谢物鉴定$表
#

%$利用

M='F

#

X@<AH Z1B;

数据库对检测的图谱进行鉴定!鉴

定结果中可见小鼠胆汁内源性代谢物峰的匹配度均较

高!结果较为可信$

K@>@4?G@1T

在
%"" f# """

之间%)

7

!

7

$内源性代谢物浓度统计 $表
!

%$以各组样

本图谱峰与内标峰间的相对峰面积代表代谢物浓度!

并运用统计方法考察不同组内源性代谢物浓度差异)

与其他组比较!模型组小鼠胆汁内源性代谢物丙氨酸*

表
#

$小鼠胆汁内源性代谢物鉴定结果

内源性代谢物
Z

*

*

*$

>@H

%

K@>@4?G@1T

丙氨酸
8

*

;"$ 7! %%;

*

&"" "

柠檬酸
#$

*

&;# 7" 8%&

*

""" "

乳酸
$

*

9"& && %$!

*

""" "

丙酮
9

*

;%8 "" %""

*

!"" "

谷氨酸
#7

*

!## ;" %&;

*

""" "

赖氨酸
#8

*

7## 8" 9#$

*

""" "

甘氨酸
8

*

%## !" %7"

*

888 %

蛋氨酸
#&

*

";9 !" %7$

*

!;" "

苯丙氨酸
#&

*

$"9 7" 9#8

*

888 %

酪氨酸
#8

*

!!9 $" 9";

*

""" "

谷氨酰胺
#;

*

#8# 8" %#$

*

""" "

胆固醇
!8

*

&$$ 8" 9&"

*

""" "

低密度脂蛋白
!9

*

&"% 7$ %8!

*

""" "

甘油
9

*

%&& && 8%8

*

""" "

苹果酸
#!

*

$&8 %" %%!

*

;"" "

胆碱
9

*

"!% ;7 %";

*

!"" "

牛磺酸
#7

*

9;% &" 8$7

*

""" "
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表
!

$各组小鼠胆汁代谢物浓度统计$$

B

%

0

%

内源性代谢物
6 , N O E

丙氨酸
"

*

"&%

%

"

*

"#"

"

*

%7&

%

"

*

!7"

!!

"

*

"#!

%

"

*

"";

"

"

*

"9$

%

"

*

"&!

"

"

*

"#;

%

"

*

""#

"

柠檬酸
"

*

;#%

%

"

*

#&#

#

*

"%7

%

"

*

&#"

!

"

*

!$;

%

"

*

";#

"

"

*

$&7

%

"

*

#"#

"##

"

*

$!"

%

"

*

"87

"##

赖氨酸
"

*

!89

%

"

*

"$%

"

*

%77

%

"

*

#%&

!

"

*

89"

%

"

*

#!"

"

"

*

!8;

%

"

*

"7;

"##

"

*

#7!

%

"

*

"!9

"##

蛋氨酸
"

*

!7$

%

"

*

"&7

"

*

&"#

%

"

*

"9;

!!

"

*

"#;

%

"

*

""7

"

"

*

"9$

%

"

*

""7

"#

"

*

"!8

%

"

*

""7

"

苯丙氨酸
"

*

%"7

%

"

*

#";

&

*

9;%

%

"

*

%!"

!!

"

*

#"8

%

"

*

"#;

"

"

*

"$#

%

"

*

""8

"

"

*

"&9

%

"

*

""%

"

酪氨酸
"

*

$%9

%

"

*

##"

#!

*

&8"

%

#

*

;#&

!!

"

*

"7%

%

"

*

"";

"

"

*

7!9

%

"

*

"$7

"

"

*

%;%

%

"

*

#$%

"

胆固醇
"

*

9!&

%

"

*

!"7

7

*

89"

%

"

*

9%7

!!

"

*

#"&

%

"

*

"&;

"

"

*

!;#

%

"

*

"7"

"

"

*

!#%

%

"

*

"&;

"

MEM #

*

#";

%

"

*

!87

;

*

9"7

%

"

*

9!7

!

#

*

#$!

%

"

*

!&$

"

"

*

$#7

%

"

*

"98

"

"

*

%9;

%

"

*

#87

"

甘油
"

*

!"&

%

"

*

"7;

$

*

;;&

%

#

*

!7"

!!

"

*

!&&

%

"

*

";;

"

"

*

7"#

%

"

*

"$7

"

"

*

"$!

%

"

*

""$

"

苹果酸
!

*

7$%

%

"

*

7!&

##

*

$#!

%

!

*

;78

!!

"

*

8;$

%

"

*

#"&

"

#

*

#&7

%

"

*

!#&

"

"

*

88&

%

"

*

#!8

"

丙酮
#

*

#"9

%

"

*

!!;

7

*

$#9

%

"

*

99$

!

"

*

!%$

%

"

*

"7;

"

"

*

!$8

%

"

*

;77

"

"

*

78;

%

"

*

"$;

"

乳酸
#!

*

#;#

%

!

*

&;&

"

*

#9$

%

"

*

"!!

!!

#

*

9$#

%

"

*

!77

"

#

*

977

%

"

*

#%9

"

7

*

&;;

%

"

*

;8$

"

谷氨酰胺
"

*

";7

%

"

*

""$

"

*

"#"

%

"

*

""#

!

"

*

"7;

%

"

*

""$

"

"

*

"&$

%

"

*

""7

"

"

*

"$#

%

"

*

""8

"

甘氨酸
#

*

"8"

%

"

*

#;%

"

*

#"!
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柠檬酸*赖氨酸*蛋氨酸*苯丙氨酸*酪氨酸*胆固醇*

MEM

*甘油*苹果酸及丙酮浓度升高!乳酸*谷氨酰*胺

甘氨酸*胆碱及牛磺酸浓度降低!差异有统计学意义
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组柠檬酸*乳酸*谷氨酰胺*胆碱
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中医学认为胆病多源于肝!主张胆病从肝论治!且

此原则应贯彻到胆结石防治的全过程) 中医药可从多

靶点*多方面*多层次作用于肝细胞!达到+正本清源,

之目的!有望从病理性胆汁形成这一中心环节治愈胆

石病!由此可见中医学对于胆病发病机制的认识!并揭

示了胆结石形成与肝脏的密切联系) 本实验方中大

黄*芒硝攻下导滞*利胆排石&金钱草*郁金*柴胡*枳

壳*泽兰相伍!既有清热利湿之功!又有理气祛痰之效&

威灵仙*鸡内金*金钱草为排石佳品&威灵仙*磁石为经

验用药&黄芪*甘草意在益气补虚!保护胃气) 诸药合

用共奏疏肝利胆!攻下排石的功效) 所以
E

组小鼠的

成石率得到有效控制!比
N

组成石率有所改善)
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蛋白是
-*Q

结合盒$

-*Q I@HR@H/ D?0

#

0<11<

!

-L'

%超家族成员之一的胆汁酸盐输出泵$

I@4<

0?41 <BY3G1Y.>Y

!

LK=Q

%是肝胞分泌胆汁酸的重要

蛋白'

#"

(

)

LK=Q

主要转运一价胆盐!包括原发性胆汁

盐的牛磺酸和甘氨酸结合物胆酸$

'-

%*鹅去氧胆酸

$

'E'-

%*次级胆汁盐脱氧胆酸$

E'-

%及熊去氧胆酸

$

NE'-

%

'

##

(

) 因此
-IDI##

基因的变异及缺陷导致

LK=Q

表达异常直接影响肝胆管细胞侧膜运输胆汁盐

正常输出并增强肠内胆固醇*脂质的吸收!导致病理性

胆汁的分泌!改变胆囊内胆盐
:

胆固醇比例的生理状

态!从而有利于胆固醇结石产生'

#!

!

#&

(

)

-IDD!

主要

介导多种有机阴离子从肝细胞分泌进入胆汁!包括结

合胆红素*胆酸硫酸盐等二价胆盐转运) 国内学者观

察胆囊胆固醇结石患者肝细胞胆小管侧膜
,ZQ!

基

因及蛋白的表达!发现
,ZQ!

表达减低可能与胆囊胆

固醇结石形成有关'

#7

(

) 说明
-IDD!

蛋白表达的缺陷

影响肝胆管侧膜细胞二价胆盐的分泌从而影响胆汁内

环境的改变!影响胆固醇
:

胆色素比例失衡造成胆盐胆

固醇结晶容易析出成石)

有实验研究表明!高脂*高胆固醇饮食可诱导肝胆

管细胞侧膜
LK=Q

*

,ZQ!

基因表达异常!从而直接导

致病理性胆汁分泌引起结石产生'

#;

(

) 在本研究中发

现模型组小鼠胆汁较浑浊!高脂高胆固醇饮食可诱导

下调
-IDI##

和
-IDD!

蛋白的表达!导致胆管侧膜细

胞一价胆盐和二价胆盐的分泌减少!模型组小鼠的两

个蛋白表达量相对较低!正常组和治疗组小鼠的蛋白

表达相对正常!所以笔者推测大黄灵仙胶囊可通过改

变小鼠肝胆管侧膜细胞的胆汁盐输出泵表达降低的病

理状态!使之趋于正常水平从而改变病理胆汁分泌!达

到预防及治疗结石的作用) 实验结果发现药物对照组

小鼠的转运蛋白表达及成石率情况均与正常组无统计

学意义!因此大黄灵仙胶囊本身并不会引起正常小鼠

致石基因的改变!从而不会引起致石胆汁的分泌)

前期研究中笔者将胆结石兔血浆样本进行了代谢

组学的研究!发现了该技术的优势'

#$

!

#8

(

) 本研究利用

气相色谱"质谱连用$

J'

#

,K

%技术检测胆汁代谢谱!
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结果发现模型组丙氨酸和柠檬酸浓度升高!而乳酸下

降!而丙氨酸参与多种代谢!是能量来源的途径之一!

且丙氨酸能比较准确的反映出体内结石情况!当机体

内含有结石或发生梗阻性黄疸等疾病时丙氨酸浓度增

高'

#8

(

) 乳酸是糖代谢的产物!其浓度的改变是能量代

谢紊乱的标志之一!说明模型组小鼠存在明显的能量

代谢异常&丙酮是脂质代谢的产物!模型组丙酮浓度上

升!说明与其他组比较!模型组存在明显的脂质代谢紊

乱&模型组中赖氨酸*蛋氨酸*谷氨酸*苯丙氨酸和酪氨

酸均升高!说明其小鼠蛋白代谢存在紊乱&模型组脂类

代谢*蛋白代谢及能量代谢出现紊乱!从而引起病理性

胆汁分泌造成结石产生) 结果表明模型组谷氨酰胺水

平下降!可能引起胆汁葡萄醛酸酶活性改变!促进病理

性胆汁分泌后引起胆囊结石'

#%

(

) 牛磺酸能溶解胆固

醇结石!并对胆汁淤积性胆石病具有很好的疗效'

#9

(

!

本研究发现模型组和治疗组中牛磺酸的浓度变化水平

刚好与国外相关报道相符合) 因此本实验清晰地区分

大黄灵仙胶囊治疗组与模型组代谢组学特征!表明大

黄灵仙胶囊能降低
MEM

*丙氨酸*甘油*胆固醇等浓

度!并提高牛磺酸*胆碱*乳酸*谷氨酰胺等代谢物浓

度!保护肝细胞的结构和功能完整及生理性胆汁分泌)

治疗组中个别指标浓度差异与总体趋势出现出入!其

具体原因尚未明确!有待于进一步研究!可能成为探讨

胆石症的重要代谢组学参考指标)
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