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摘 要:目的 研究大黄灵仙胶囊调控小鼠肝胆管侧膜细胞上胆盐输出泵(BSEP)、钠离子-牛磺胆酸共转运蛋白(NT-
CP)的蛋白及 mRNA表达水平,干预胆囊结石形成的作用机制。方法 将60只SPF级C57BL/6雄性小鼠随机分为普

食组(P组)、致石组(Z组)、致石+灌水组(Z+S组)、致石+大黄灵仙胶囊组(Z+D组)、致石+熊去氧胆酸组(Z+X
组),每组各12只,喂养8周,1天/次。采取小鼠胆囊组织观察造模情况,运用 WesternBlotting及RT-PCR技术对肝脏

组织中BSEP、NTCP的蛋白及 mRNA表达量进行分析并对比其差异。结果 Z组结石形成数多于P组,差异有统计学

意义(P<0.001)。WesternBlotting:Z+D组和Z+X组BSEP、NTCP蛋白表达水平无明显差异(P>0.05),Z+D组

高于Z+S组,差异具有统计学意义(P<0.05)。RT-PCR:Z+S组、Z+D组与Z+X组BSEP、NTCPmRNA的转录水

平存在差异,Z+S组<Z+D组、Z+S组<Z+X组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 致石性饲料喂养可致小鼠

胆囊结石形成,大黄灵仙胶囊可以增强小鼠肝胆管侧膜细胞上BSEP、NTCP的蛋白及 mRNA表达水平干预胆囊结石形

成。
关键词:胆囊结石病;大黄灵仙胶囊;BSEP;NTCP
中图分类号:R575.621   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2020)04-0401-05
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2020.04.001

DahuangLingxianCapsuleinregulationofBSEPandNTCPgeneexpressions
inthegallstoneformationmechanismofmice

ZhouYang1,ZhuoChenyi1,TangQianli2,FengShi1,CenXiaoning1,

BaoChongchan1,HuangLifang3,XuYan3

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;

2.YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;
3.GraduateSchool,GuangxiUniversityofChineseMedicine,Nanning530001,Guangxi,China)

  Abstract: Objective TostudythemechanismofhowDahuangLingxianCapsulesregulatetheprotein
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andmRNAexpressionsofbilesaltexportpump(BSEP)andNa+-taurocholatecotransportingpolypeptide
(NTCP)inthelateralmembranecellsofthehepaticbileductsofmiceforinterveningtheformationofgall-
stone. Methods SixtyhealthymaleSPFC57BL/6micewererandomlydividedinto5groups:generalfeeding
group(groupP),lithogenicdietgroup(groupZ),lithogenicdiet+waterinjectinggroup(Z+Sgroup),litho-
genicdiet+DahuangLingxianCapsuleinjectinggroup(Z+Dgroup),lithogenicdiet+ursodeoxycholicacidin-
jectinggroup(Z+Xgroup),with12miceineachgroup,fedoncedailyfor8weeks.Thegallbladdertissueof
micewascollectedtoobservethemodeling.Westernblottingandreal-timePCRwereusedtodetectandana-
lyzetheproteinandmRNAexpressionsofBSEP,NTCPinlivertissue,whichwouldalsobecompared. Re-
sults ThestonesformedingroupZweremorethanthoseingroupPandthedifferencewasstatisticallysignif-
icant(P<0.05).WesternBlottingshowedthattherewasnosignificantdifferenceinproteinexpressionsof
BSEPandNTCPbetweenZ+DgroupandZ+Xgroup(P>0.05).TheproteinexpressionsofBSEPandNT-
CPinZ+DgroupwerehigherthanthoseintheZ+Sgroupandthedifferencewasstatisticallysignificant(P
<0.05).RT-PCRshowedthatthemRNAtranscriptionlevelsofBSEPandNTCPinZ+Sgroup,Z+Dgroup
andZ+Xgroupweresignificantlydifferent.ThemRNAlevelsoftheZ+Sgroupwerelowerthanthoseofthe
Z+Dgroup,whilethoseoftheZ+SgroupwerelowerthanthoseoftheZ+Xgroup,whichshowedstatistical-
lysignificantdifferences(P<0.05). Conclusion Lithogenicfeedingcancausegallstoneformationinmice.
DahuangLingxianCapsulescanenhancetheproteinandmRNAexpressionsofBSEPandNTCPinthelateral
membranecellsofhepaticbileductstointervenetheformationofgallstoneinmice.
  Keywords: cholecystolithiasis;DahuangLingxianCapsule;BSEP;NTCP

  胆囊结石是胆道系统最常见疾病,主要为胆固醇

结石。从过饱和的胆汁中沉淀出来的胆固醇结晶反应

了肝脏中胆固醇分泌的高水平[1],肝细胞分泌功能是

通过肝细胞胆小管侧膜的转运蛋白来实现的,在众多

的膜转运蛋白中,胆盐输出泵(bilesaltexportpump,

BSEP)是介导胆盐摄取和排泄最重要的胆盐转运

器[2];钠离子-牛磺胆酸共转运蛋白(sodiumtauro-
cholatecotransportingpolypeptide,NTCP)是位于顶

浆膜上介导胆盐的重要因子,也是细胞摄取胆汁酸的

主要载体系统[3]。BSEP与NTCP的协同作用在胆汁

分泌和肝脏功能的正常运作中至关重要,是驱动胆汁

酸盐肝肠循坏的重要动力。课题组前期证实大黄灵仙

胶囊可以调控部分肝胆管侧膜细胞转运蛋白[4-5],据
此,本研究探讨大黄灵仙胶囊对BSEP、NTCP蛋白和

mRNA表达量调控及防治胆囊结石的作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物 5周龄SPF级C57BL/6小鼠,雄性,体重

(18±2)g(购于湖南长沙天勤有限公司,许可证号

SCXK(湘)2014-0011),饲养于右江民族医学院动物实

验室。实验室室内湿度:55%~75%,室内温度:20~
25℃,12h黑白环境循环更替,实验一切操作严格遵

守美国国立卫生研究院公布的《实验动物护理使用指

南》(NIHPub.No.85-23,1996修订)。本研究动物实

验通过右江民族医学院动物伦理委员会核查并审批。

1.2 药物 大黄灵仙胶囊由广西中医药大学第一附

属医院中药中学提供(桂药监注[2003]88号),麻醉药

品由中国泰兴市豪申化工贸易有限公司提供(CAS:

302-17-0),熊去氧胆酸购于四川科瑞德制药有限公司

(国药准字H20123205),致石性饲料购于江苏美迪森

生物医药有限公司(GB14924.3-2010)。

1.3 主要试剂 Anti-BSEP抗体购于ThermoFish-
er公司,Anti-NTCP抗体购于 ThermoFisher公司,

β-actin抗体购于北京索莱宝生物科技技术有限公司,
山羊抗兔的二抗购于北京中杉金桥生物技术有限公

司,SDS购于上海碧云天生物科技技术有限公司。

1.4 分组及造模 小鼠先于SPF级动物实验室饲养

1周以适应饲养环境并确定小鼠健康状况,将60只小

鼠随机均分为5组:普食组(P组)、致石组(Z组)、致
石+灌水组(Z+S组)、致石+大黄灵仙胶囊组(Z+D
组)、致石+熊去氧胆酸组(Z+X组)。普食组予以普

通饲料喂养,余4组均予以致石饲料喂养[高脂、高热

量、高胆固醇(15%脂肪、1.5%胆固醇、0.5%胆酸)]诱
导方法造模8周,建立小鼠胆囊结石模型,此造模方法

已被多次验证成功[6-8]。Z+D组给予大黄灵仙胶囊汤

药灌胃,Z+X组给予熊去氧胆酸胶囊溶液灌胃,Z+S
组则给予相同体积的生理盐水灌胃,药物剂量根据小

鼠与成人体重等效剂量换算。取胆囊组织观察结石形

成情况,小鼠胆囊内有颗粒状或泥沙状沉积物可判断

为结石形成;取小鼠肝脏组织0.3cm×0.3cm×0.2
cm装入EP管中暂时存放于液氮罐中,标本采取完成

—204—

2020年             右江民族医学院学报              第4期



后统一保存至-80℃冰箱可进行下一步实验。

1.5 Western-Blotting检测小鼠肝脏组 织 BSEP、

NTCP蛋白表达 提取小鼠肝脏组织蛋白并测定蛋白

浓度,配平→蛋白质变性→制备SDS-PAG凝胶→上

样、电泳→转膜→封闭、洗膜→一抗、二抗孵育→曝光

→灰度值分析。蛋白条带见图1。

注:1为Z组;2为P组;3为Z+S组;
4为Z+D组;5为Z+X组。

图1 小鼠肝脏组织中BSEP、NTCP蛋白条带图

1.6 RT-PCR检测小鼠肝脏组织BSEP、NTCP基因

转录水平 引物的设计与合成→组织标本RNA的提

取→RNA浓度的测定→将符合标准逆转录反应→将

提取好的DNA进行上机→进行RealTimePCR反

应。采用两步法PCR扩增标准程序→计算出各样品

的目的基因相对定量结果,即其他各个样品相对于对

照样品(以P为对照样本),目的基因 mRNA转录水

平的差异。

1.7 琼脂糖凝胶电泳结果 浓度测定后应用琼脂糖

凝胶电泳测定所提取RNA完整度,结果见图2。紫外

灯下可见各组样本28s、18srRNA两条条带,条带清

晰、明亮、边缘完整,且28s条带宽度约为18s条带的

两倍。所以认定所提取的RNA完整性好,无污染,无
降解。

图2 各组琼脂糖凝胶电泳结果

1.8 统计学方法 采用SPSS22.0软件进行统计分

析,造模情况为计数资料,蛋白及 mRNA表达量为计

量资料;计数资料(样本量少)采用四格表资料的Fish-
er确切概率法检验,计量资料采用(췍x±s)表示,多个

样本间的比较采用单因素方差分析(one-wayANO-
VA),根据方差齐性检验,方差齐否分别使用LSD法

和Games-Howell法,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结石形成情况 小鼠胆囊内有颗粒状或泥沙状

沉积物可判断为结石形成,本次实验显示多为泥沙状

沉积物,个别为颗粒状(见表1、图3)。不仅如此,所有

致石饲料喂养的小鼠胆囊直径大于对照组(图3:Z为

造模组,P为普通喂养组)。通过统计学分析发现:P
组与 Z组 差 异 有 统 计 学 意 义(χ2=20.308,P <
0.001),造模成功;Z+S组与Z+D组比较,两组差异

有统计学意义(χ2=8.224,P<0.05),Z+X组与Z+
D组比较差异无统计学意义(χ2=0.000,P>0.05),
说明大黄灵仙胶囊、熊去氧胆酸具有防治胆囊结石形

成作用,且两种药作用结果相当。

表1 5组造模结果

组别 饲养/只 成石/只 死亡/只 成石率/%

P组 12 0 0 0
Z组 12 11 0 91.66
Z+S组 12 10 1 53.33
Z+D组 12 3 0 25.00
Z+X组 12 2 0 16.66

注:颗粒状结石(箭头指向);
Z为造模组,P为普通喂养组。

图3 胆囊结石造模图

2.2 小鼠肝脏组织中BSEP、NTCP的蛋白表达水平

 造模8周后,对比Z+X组、Z+D组、Z+S组肝脏

组织中BSEP、NTCP的蛋白表达量发现:Z+D组>Z
+S组、Z+X组>Z+S组,差异具有统计学意义(P
<0.05),但Z+D组与Z+X组比较差异无统计学意

义(P>0.05),见表2、图4、图5。(注:此次实验分为

5组,P组和Z组比较用于验证造模,Z+S组、Z+D
组和Z+X三组比较用于验证BSEP、NTCP蛋白、

mRNA转录表达水平,故下列只列出Z+S组、Z+D
组、Z+X组信息。)
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表2 小鼠肝脏组织BSEP、NTCP的蛋白表达水平对比

组别 n BSEP NTCP

Z+S组 11 0.080±0.015 0.117±0.038
Z+D组 12 0.240±0.057a 0.360±0.064a

Z+X组 12 0.233±0.073a 0.321±0.069a

F 92 55
P <0.05 <0.05

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与Z+S组比较,

a:P<0.05。

注:“*”表示与Z+S组比较BSEP
蛋白表达量有统计学差异。

图4 小鼠肝脏组织中BSEP蛋白表达量柱形图

注:“*”表示与Z+S组比较NTCP
蛋白表达量有统计学差异。

图5 小鼠肝脏组织中NTCP蛋白表达量柱形图

2.3 小鼠肝脏组织中BSEP、NTCP的 mRNA表达

水平 造模8周后,对比Z+X组、Z+D组、Z+S组

肝脏组织中BSEP、NTCPmRNA转录水平发现:Z+
D组>Z+S组、Z+X组>Z+S组,差异具有统计学

意义(P<0.05),但Z+D组与Z+X组比较差异无

统计学意义(P>0.05)。见表3、图6、图7。

表3 小鼠肝脏组织BSEP、NTCP的 mRNA表达水平对比

组别 n BSEP NTCP

Z+S组 11 0.194±0.068 0.141±0.047
Z+D组 12 0.620±0.119a 0.571±0.084a

Z+X组 12 0.629±0.100a 0.590±0.111a

F 99 71
P <0.05 <0.05

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与Z+S组比较,

a:P<0.05。

注:“*”表示与Z+S组比较BSEPmRNA
转录水平有统计学差异。

图6 小鼠肝脏组织中BSEPmRNA转录柱形图

注:“*”表示与Z+S组比较NTCPmRNA
转录水平有统计学差异。

图7 小鼠肝脏组织中NTCPmRNA转录柱形图

3 讨论

大黄灵仙胶囊具有较好的预防结石形成的作用,
本研究证实其调控小鼠肝胆管侧膜细胞上 BSEP、

NTCP的蛋白及 mRNA 表达水平干预胆囊结石形

成,另一可能机制为抑制胆囊黏膜炎症及上调肝组织

中CYP7A[9-10],李泉等[9]在临床实验中,通过B超随

访提示患者胆囊收缩功能较术前明显改善,综合实验

研究与临床观察结果表明,在保胆取石术后病人中,大
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黄灵仙胶囊有提高胆石症手术疗效、降低胆石症术后

残石率及复发率的作用。熊去氧胆酸是一种亲水性胆

汁酸[11],可以抑制胆固醇在肠道内的重吸收,并且降

低其向胆汁中分泌,抑制胆汁中胆固醇过饱和,胆固醇

结石逐渐溶解,最终防止胆囊结石生成。大黄灵仙胶

囊具有疏肝利胆功效,协调胆道系统功能,且有保护肝

脏组织和促进肝功能,即使采用致石性饲料灌胃,由于

分泌较多胆汁冲刷胆道,不利于胆固醇成核异常;大黄

灵仙胶囊可能保护胆囊功能,不致胆汁淤积,综上,熊
去氧胆酸、大黄灵仙胶囊都有抑制结石形成作用。所

以Z+D组、Z+X组结石生成率相当,均低于Z+S
组,差异有统计学意义。

NTCP作为一种跨膜糖蛋白,介导门脉结合胆汁

酸进入肝细胞,维持胆汁酸肝内循环和肝内胆汁酸正

常浓度发挥重要作用,在转录水平NTCP主要受FXR
核胆酸受体调控[12]。BSEP是肝内胆汁酸清除的关键

因素,胆汁 淤 积 性 药 物 性 肝 损 伤(DILI)患 者 大 多

BSEP表达显著下调[13]。Z+D组BSEP、NTCP蛋白

表达及mRNA转录都有提高,稳定了胆汁酸转运蛋

白表达,抑制胆汁淤积,稳定了胆汁酸池浓度平衡及肝

脏分泌胆汁水平。大黄灵仙胶囊防治胆囊结石形成在

于影响肝胆管转运蛋白表达,此实验只对BSEP、NT-
CP两个因子蛋白、基因表达水平做研究,如果可以从

调控BSEP、NTCP两因子的信号通路着手,对基因进

行检测,将更具特异性及说明意义。
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