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作者单位#

#5

上海中医药大学附属龙华医院普外科$上海
!"""%!

%&

!5

上海中医药大学附属龙华医院急诊科$上海
!"""%!

%&

%5

上海中医药大学

附属龙华医院中医外科研究所$上海
!"""%!

%
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升清胶囊对胆固醇结石小鼠胆固醇及

肝脏
O

类清道夫受体的影响

李#炯#

#陆#巍!

#梁晓强%

#林天碧#

#蒋海涛#

摘要#目的#观察升清胶囊对胆固醇结石小鼠血清
)&

!

P<P

"

&

!

Q<P

"

&

含量及肝脏
O

类清道夫受体"

O

类
!

型清道夫受体#

ILD./RS/2 2/L/TU-2 O!

$

:=O!

%和
&<%$

的影响& 方法#将
6"

只小鼠按随机数

字表法分为正常组!模型组!西药组!中药组$每组
!"

只& 正常组喂饲普通饲料$其他
%

组喂饲致石饲料$各

给药组同时灌胃相应药物'升清胶囊
"

!

%> SN

#

VS

(

W

%或熊去氧胆酸片
%G

!

>> 0SN

#

VS

(

W

%)

7

周$观察小鼠

一般状态和成石率$检测小鼠血清
)&

!

P<P

"

&

!

Q<P

"

&

含量#氧化酶法%及肝脏
:=O!

和
&<%$

蛋白表达

#免疫印迹法%& 结果#正常组未形成结石$模型组
#>

只形成结石$成石率为
7>X

& 与正常组比较$模型组

小鼠血清
)&

与
P<P

"

&

含量及
:=O!

!

&<%$

蛋白表达升高$

Q<P

"

&

含量降低#

A Y"

!

"#

%& 与模型组比

较$西药组和中药组成石率'西药组*

7

只#

%>X

%+中药组*

$

只#

%"X

%)降低#

A Y"

!

">

%$

)&

与
P<P

"

&

含量

及
:=O!

!

&<%$

蛋白表达降低#

A Y"

!

"#

%$

Q<P

"

&

含量升高#

A Y"

!

"#

%& 与西药组比较$中药组
)&

含量

及
:=O!

!

&<%$

蛋白表达降低#

A Y"

!

"#

%& 结论#升清胶囊可能通过降低肝脏
:=O!

和
&<%$

防治胆囊

结石&

关键词#升清胶囊+胆固醇结石+胆囊结石+

O

类清道夫受体

CZZ/LU -Z :J/RS[ERS &DTIK4/ -R :/2K0 &J-4/IU/2-4 &-RU/RU DRW Q/TDUEL :LD./RS/2 =/L/TU-2

&4DII O -Z =DUI \EUJ &J-4/IU/2-4 &D4LK4KI

#

P( 'E-RS

#

!

P] */E

!

!

P(@,B ;ED-

"

[EDRS

%

!

P(, )EDR

"

1E

#

!

DRW '(@,B QDE

"

UD-

#

#

# </TD2U0/RU -Z B/R/2D4 :K2S/2^

!

P-RSJKD Q-ITEUD4 @ZZE4EDU/W U- :JDRSJDE ]RE./2

"

IEU^ -Z )&+

!

:JDRSJDE

$

!"""%!

%&

! </TD2U0/RU -Z C0/2S/RL^

!

P-RSJKD Q-ITEUD4 @ZZE4EDU/W U- :JDRSJDE

]RE./2IEU^ -Z )&+

!

:JDRSJDE

$

!"""%!

%&

% (RIUEUKU/ -Z )&+ :K2S/2^

!

P-RSJKD Q-ITEUD4 @ZZE4EDU/W U- :JDRS

"

JDE ]RE./2IEU^ -Z )&+

!

:JDRSJDE

$

!"""%!

%

@O:)=@&)

%

M1F/LUE./

%

)- -1I/2./ UJ/ /ZZ/LU -Z :J/RS[ERS &DTIK4/

$

:&

%

-R I/2K0 L-RU/RUI -Z

)&

!

P<P

"

&

!

DRW Q<P

"

&

!

J/TDUEL ILD./RS/2 2/L/TU-2 O!

$

:=O!

%!

DRW &<%$ ER 2DUI \EUJ LJ-4/IU/2-4 LD4

!

LK4KI5 +/UJ-WI

#

)-UD44^ 6" 0EL/ \/2/ WE.EW/W ERU- ? S2-KTI DLL-2WERS U- 2DRW-0 RK01/2 UD14/

!

E5/5

!

UJ/

R-20D4 S2-KT

!

UJ/ 0-W/4 S2-KT

!

UJ/ */IU/2R 0/WELER/

$

*+

%

S2-KT

!

DRW UJ/ &JER/I/ 0/WELER/

$

&+

%

S2-KT

!

!" ER /DLJ S2-KT5 +EL/ ER UJ/ R-20D4 S2-KT \/2/ Z/W \EUJ L-00-R Z-2DS/

!

\JE4/ 0EL/ ER UJ/ -UJ/2

% S2-KTI \/2/ Z/W \EUJ 4EUJ-S/REL WE/U5 +EL/ ER UJ/ &+ S2-KT DRW UJ/ *+ S2-KT \/2/ Z/W \EUJ :&

$

DU UJ/

WDE4^ W-I/ -Z "

!

%> SNVS

%

DRW ]2I-W/-_^LJ-4EL @LEW )D14/U

$

]<&@

!

DU UJ/ WDE4^ W-I/ -Z %G

!

>> 0SNVS

%

2/

!

IT/LUE./4^ Z-2 7 \//VI5 )J/ S/R/2D4 L-RWEUE-R DRW SD44IU-R/ Z-20DUE-R 2DU/ \/2/ -1I/2./W5 :/2K0 L-RU/RUI

-Z )&

!

P<P

!

&

!

DRW Q<P

!

&

!

DRW T2-U/ER /_T2/IIE-RI -Z :O=! DRW &<%$ \/2/ W/U/LU/W 1^ -_EWDI/ 0/UJ

!

-W DRW */IU/2R 14-U 2/IT/LUE./4^ 5 =/IK4UI

#

,- SD4414DWW/2 IU-R/ Z-20/W ER UJ/ R-20D4 S2-KT

!

DRW SD44

!

IU-R/ Z-20/W ER #> 0EL/ -Z UJ/ 0-W/4 S2-KT \EUJ SD44IU-R/ Z-20DUE-R 2DU/ -Z 7>X5 &-0TD2/W \EUJ UJ/ R-2

!

0D4 S2-KT

!

I/2K0 L-RU/RUI -Z )& DRW P<P

!

& DRW T2-U/ER /_T2/IIE-RI -Z :=O! DRW &<%$ ERL2/DI/W

!

Q<P

!

& L-RU/RU W/L2/DI/W ER UJ/ 0-W/4 S2-KT

$

A Y"

!

"#

%

5 )J/ SD44IU-R/ Z-20DUE-R 2DU/ \DI %>X

$

7 0EL/

%
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ER UJ/ *+ S2-KT DRW %"X

$

$ 0EL/

%

ER UJ/ &+ S2-KT

!

4-\/2 UJDR UJDU -Z UJ/ 0-W/4 S2-KT

$

7>X

&

A Y"

!

">

%

5

&-RU/RUI -Z )& DRW P<P

!

&

!

DRW T2-U/ER /_T2/IIE-RI -Z :=O! DRW &<%$ W/L2/DI/W

!

Q<P

!

& L-RU/RU ER

!

L2/DI/W ER UJ/ *+ S2-KT DRW UJ/ &+ S2-KT

$

A Y "

!

"#

%

5 &-0TD2/W \EUJ UJ/ *+ S2-KT

!

)& L-RU/RU DRW

T2-U/ER /_T2/IIE-RI -Z :=O! DRW &<%$ W/L2/DI/W ER UJ/ &+ S2-KT

$

A Y"

!

"#

%

5 &-RL4KIE-R

#

:& L-K4W

T2/./RU DRW U2/DU SD4414DWW/2 IU-R/ T-IIE14^ UJ2-KSJ 4-\/2ERS /_T2/IIE-R 4/./4I -Z :=O! DRW &<%$5

`C9*M=<:

%

:J/RS[ERS &DTIK4/

&

LJ-4/IU/2-4 LD4LK4KI

&

SD4414DWW/2 IU-R/

&

ILD./RS/2 2/L/TU-2

L4DII O

##在全球范围内!胆囊结石是一种常见病'多发病'

难治病!为肝胆系统主要和重要疾病!可以作为诱因导

致胰腺炎'胆道恶性肿瘤等严重疾病的发生!对人类健

康构成严重威胁( 在我国与脂代谢异常相关的胆固醇

结石的发病率明显上升!以胆固醇为主要成分的胆囊

结石已成为我国胆石病发病的主要类型( 参与胆固醇

代谢的
O

类清道夫受体在胆囊结石生成中的作用已

日益受到重视( 本实验拟通过升清胶囊干预来研究其

对胆囊胆固醇结石小鼠血清胆固醇含量及肝脏
O

类

清道夫受体)))

O

类
!

型清道夫受体 $

ILD./RS/2

2/L/TU-2 O!

!

:=O!

%和
&<%$

的影响!及其在胆囊

结石防治中的作用(

材料与方法

#

#动物#

:Aa

级
&>7 OPN$'

小鼠!雌性!

#"

周

龄!体重$

!"

%

!

%

S

!共
6"

只!由上海市斯莱克实验动物

有限责任公司提供!许可证号#

:&`;

$沪%

!"#!

$

"""!

!合格证编号#

!""7""">%76$7

( 饲养于上海中医

药大学附属龙华医院
:Aa

级动物房!室内温度
!>

&!

相对湿度
%>X

!

#!N#! J

明暗周期( 常规适应性喂养(

!

#药物#升清胶囊#由生大黄'陈皮'虎杖组成!

上海中医药大学龙华医院制剂室生产!

"

!

% SN

粒!每粒

胶囊含生药
#

!

77 S

!批号#

!"#!"?"#

( 熊去氧胆酸

片!

>" 0SN

粒!上海三维长江生化制药厂生产!批

号#

!"#!"?"!

(

%

#主要试剂及仪器#罗氏
+-WK4D2

全自动生化

分析仪及配套试剂盒 $

=M&QC

公司!

]:@

%&内参

$

B@A<Q

%一抗$

O-IU/2

公司%&

Q=A

抗鼠二抗$

'DLV

"

I-R

公司!

]:@

%&

P=Q

"

#

一抗$

:DRUD

公司!

]:@

%&

A-\/2ADL

通用电泳仪$

OE-

"

=DW

公司!

]:@

%&

+ERE

"

A=M)C@,= )/U2D

电泳槽$

OE-

"

=DW

公司!

]:@

%&小

型
)2DRI

"

O4-U

转印槽$

OE-

"

=DW

公司!

]:@

%&离心机

飞鸽牌
)BP

"

#$O

$上海安亭科学仪器厂%&隔水式恒温

培养箱
BQA

"

G"6"

$上海一恒科学仪器有限公司%&超声

波细胞破碎仪
'966

$

"

$宁波新芝超声设备有限公司%&

杜恩斯组织匀浆器$玻璃仪器经营部%&振荡器
):

"

#

$海

门市其林贝尔仪器制造有限公司%(

?

#动物分组'造模及干预方法#将
6"

只小鼠按

随机数字表法分为正常组'模型组'西药组'中药组!每

组
!"

只( 各组造模期间不限摄水'饮食( 正常组喂饲

普通饲料!模型组'西药组'中药组喂饲致石饲料!致石

饲料配方*

#

+为普通啮齿科饲料中加入
#>X

脂肪$猪

油%'

#X

胆固醇和
"

!

>X

胆酸!由上海斯莱克实验动物

有限责任公司提供( 各治疗组造模同时灌胃相应药

物( 药物以成人用药剂量按体表面积法换算!西药组

熊去氧胆酸片用成人用药剂量*

%"" 0SN$"

$

VS

"

W

%+

计算其标准剂量为
%G

!

>> 0SN

$

VS

"

W

%&中药组升清

胶囊以成人用药剂量*

!

!

7 SN$"

$

VS

"

W

%+计算其标准

剂量为
"

!

%> SN

$

VS

"

W

%

*

!

+

( 模型组灌胃等量生理盐

水!每日分
!

次灌胃!连续
7

周( 期间每周称取体重

#

次!以调整给药剂量(

>

#检测指标及方法#动物禁食
#! J

!以
#>X

乌

拉坦$

#"" 0SN#"" S

%腹腔注射麻醉后!摘除眼球采血

#

!

> 0P

!新洁尔灭酊消毒腹部皮肤后!打开腹腔!止血

钳夹住胆囊管!肉眼观察胆汁中成石情况!然后迅速摘

取胆囊和肝脏( 迅速放于冰盘上!用
# 0P

皮试针筒

穿刺胆囊抽取后收集胆汁( 并于
?

&预冷的生理盐水

中洗去余血!置 $

6"

&冰箱保存备测( 此外!将采集

到的血液在室温中静置
! J

后!

?

&

? """ 2 N0ER

离心

#" 0ER

!取血清置于$

6"

&冰箱内备测(

>

!

#

#小鼠一般状态观察#观察干预期间小鼠饮

食'体重'皮毛'反应能力'活动能力等一般状态(

>

!

!

#小鼠胆囊成石率#肉眼可见胆囊有泥砂样或

絮状沉淀!可视作胆囊结石生成( 胆囊成石率$

X

%

b

每

组生成胆囊结石小鼠数
N

每组小鼠数'

#""X

( 胆囊结石

经过采用溴化钾压片法红外光谱检测分析为胆固醇型

结石(

>

!

%

#

)&

'

P<P

"

&

'

Q<P

"

&

检测#取血清!采用氧

化酶法测定小鼠血清
)&

'

P<P

"

&

'

Q<P

"

&

(

>

!

?

#

:=O!

'

&<%$

蛋白表达检测#取血清!采

用免疫印迹法测定小鼠肝脏
:=O !

'

&<%$

蛋白

表达(
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$

#统计学方法#采用
:A:: #7

!

"

统计软件(

计量资料用
_

%

I

表示!组间均数比较采用单因素方

差分析!

A Y"

!

">

为差异有统计学意义(

结##果

#

#各组小鼠一般状态比较#正常组小鼠体重自

然增加!反应灵活!活动敏捷!皮光泽!毛紧贴皮肤!密

集!鼻'唇湿润干净!眼睛明亮!大小便正常( 模型组小

鼠饮食减少!生长缓慢!毛蓬松'干枯!且有脱落!活动

迟缓!反应迟钝( 与模型组比较!西药组和中药组小鼠

体重和营养状况'行为学表现等方面改善!但仍未能达

到正常组水平( 实验过程中未发生动物死亡(

!

#各组小鼠胆囊成石率比较#模型组
#>

只形

成胆固醇结石!成石率为
7>X

( 而正常组没有形成结

石( 两组比较!差异有统计学意义$

A Y"

!

"#

%( 与模

型组比较!西药组和中药组成石率 *西药组#

7

只

$

%>X

%&中药组#

$

只$

%"X

%+降低$

A Y"

!

">

%(

%

#各组小鼠血清
)&

'

P<P

"

&

'

Q<P

"

&

比较$表

#

%#与正常组比较!模型组小鼠血清
)&

与
P<P

"

&

含

量升高!而
Q<P

"

&

含量降低$

A Y"

!

"#

%( 与模型组比

较!西药组和中药组
)&

与
P<P

"

&

含量降低 $

A Y

"

!

"#

%!

Q<P

"

&

含量升高 $

A Y "

!

"#

%( 与西药组比

较!中药组
)&

含量降低$

A Y"

!

"#

%(

表
#

%各组小鼠血清
)&

'

P<P

"

&

和
Q<P

"

&

含量比较

$

00-4NP

!

_

%

I

%

组别
R )& P<P

"

& Q<P

"

&

正常
!"

!

(

#%

%

"

(

!$

!

#

(

7$

%

"

(

!#

!

#

(

7%

%

"

(

#G

!

模型
!" %

(

!7

%

"

(

%! !

(

>G

%

"

(

!%

#

(

"7

%

"

(

%!

!

西药
!"

!

(

?$

%

"

(

!7

!

#

(

G"

%

"

(

#$

!

#

(

6?

%
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蛋白表达比较

$表
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!图
#

%#与正常组比较!模型组
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蛋白表达升高$

A Y"

!

"#

%( 与模型组比较!西药组和

中药组小鼠肝脏
:=O!

'

&<%$

蛋白表达均降低$

A Y

"

!

"#

%( 与西药组比较!中药组
:=O!

'

&<%$

蛋白表

达降低$

A Y"

!
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表
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%各组小鼠肝脏
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(
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##注#与模型组比较!

!

A Y"

!

"#

&与西药组比较!

"

A Y"

!

"#

##注#

#

为正常组&

!

为模型组&

%

为中药组&

?

为西药组

图
#

%各组小鼠肝脏
:=O(

'

&<%$

蛋白表达

讨##论

胆结石形成的病理机制迄今虽未完全明了!但研

究结果表明!导致胆囊胆固醇结石的成因包括#胆汁胆

固醇过饱和'胆囊功能异常'胆固醇成核过程异常和肠

道胆固醇来源增多四个方面*

%

+

( 胆囊胆固醇结石形

成的先决条件是胆汁中胆固醇的非生理性过饱和(

肝脏作为机体进行胆固醇代谢的重要脏器!是胆

固醇合成'酯化以及清除的重要组织!从血浆脂蛋白中

获取胆固醇及分泌胆固醇入血!是引起胆汁胆固醇过

饱和'胆囊胆固醇结石形成的首要条件(

O

类清道夫受体参与调节脂质代谢!包括
)&

与

Q<P

"

&

的代谢(

O

类清道夫受体包括
:=O !

和

&<%$

两种亚型(

:=O!

是一种位于细胞表面的糖蛋

白!与
&<%$

均属于多配体结合受体!为
Q<P

"

&

的唯

一受体!能够直接与多种蛋白质和脂质发生作用参与

介导高密度脂蛋白'胆固醇的选择性摄取和胆固醇的

逆向转运*

?

!

>

+

( 研究表明
:=O!

基因在胆囊胆固醇结

石形成过程中起着重要的作用*

$

+

(

:=O!

参与肝细

胞获取血清中
Q<P

"

&

!并且是胆汁中胆固醇的重要来

源(

:=O!

是促进胆固醇分泌入胆汁的作用因素之

一!有实验表明
:=O!

基因剔除小鼠中胆固醇的分泌

会有部分减少*

7

+

( 有临床试验发现胆囊胆固醇结石

患者的肝脏
:=O!0=,@

表达升高!提示
:=O(

可能

参与了胆汁胆固醇过饱和过程!并且促进了胆囊胆固

醇结石的产生*

6

+

( 另有实验证实!在小鼠肝脏中
:=O

!

的表达下调或过度表达分别会引起肝脏摄取
Q<P

"

&

的明显减低和增加*

G

+

( 陈玉杰等*

#"

+通过临床试验!

认为肝脏
:=O!

过度表达可能与胆汁胆固醇过饱和

有关!是胆固醇结石病的重要遗传因素( 另有李阳

等*

##

+过采用基因芯片方法评价胆石病
&>7

小鼠肝脏

基因表达情况!结果发现
&<%$

在胆囊胆固醇结石模
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!
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!
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!

##

型组中出现高表达!提示
&<%$

在肝脏的高表达与胆

囊胆固醇结石的产生有着密切的关系(

龙华医院胆道专家朱培庭教授认为胆石病的治疗

必须尊崇,从肝论治-原则!才能做到正本清源!并在

此基础之上提出了,胆病从肝论治-的治疗胆石病学

术思想( 基于,胆病从肝论治-理论及病机的中药新

药!疏肝利胆法代表药物升清胶囊 $国药证字

8!""%"">%

!曾用名胆石净胶囊'清胆胶囊%经实验

和临床验证有较好的防治胆石病的作用( 该药由大

黄'陈皮和虎杖组成!共奏疏肝解郁'利胆通腑之功

效!主治肝胆气郁型的胆石病( 前期系列研究显示!

升清胶囊具有降低胆囊内胆汁黏度'修复胆囊收缩

功能以及影响胆囊结石形成相关基因表达和胃肠激

素及其受体水平的效果!并具有逆转异常变化的肝

细胞超微结构'减轻肝细胞变性以及加速肝细胞再

生等作用*

#!

$

#?

+

(

本研究结果提示升清胶囊对胆囊胆固醇结石的防

治作用可能表现在其影响自身的胆固醇代谢!从而降

低胆汁和血清内的胆固醇含量!同时使胆汁中胆固醇

的非生理性过饱和的发生率下降!减少胆石的形成(

本研究肉眼观察胆囊成石情况!结果提示造模成

功!通过高胆固醇饮食干预引起
&>7 OPN$'

小鼠的胆

固醇结石模型造模方法是可靠的( 模型组小鼠肝脏

:=O!

和
&<%$

蛋白含量表达均升高$

A Y"

!

"#

%!结

合各组小鼠血清胆固醇含量!推测肝脏
:=O !

和

&<%$

表达增加!从而使胆囊胆固醇结石小鼠血清胆

固醇含量增加!增加了胆囊结石形成的几率( 经过升

清胶囊的治疗后!小鼠肝脏
:=O!

和
&<%$

蛋白含量

表达均出现下降!与模型组比较差异有统计学意义

$

A Y"

!

"#

%!表明升清胶囊具有防治胆石病的作用!其

可能通过降低肝脏
:=O!

和
&<%$

的表达!从而降低

血清胆固醇含量!降低胆汁中胆固醇浓度!发挥其防治

胆石病的作用(

本实验是探明胆固醇结石的发病机理以及升清胶

囊的作用机理大量研究工作中的一部分!初步提示升

清胶囊可能通过降低肝脏
:=O!

和
&<%$

的表达来

发挥其防治胆石病的作用!但具体如何影响肝脏

:=O!

和
&<%$

的表达及其中可能起作用的成分尚

有待进一步观察( 本次实验只是提供一些基础和提

示!望能为中医药防治胆囊胆固醇结石提供更客观的'

更科学的依据(
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