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苦参碱预防大鼠胆汁淤积性肝损伤作用机制的研究
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【摘　要】　目的　探讨苦参碱 (MT)预防胆汁淤积性肝损伤的作用机制.方法　将大鼠随机分成生理盐水 (NS)

组、ANIT模型组、熊去氧胆酸 (UDCA)组、MT低剂量组 (５mg/kg)和 MT高剂量组 (１０mg/kg),采用αＧ萘异硫氢酸

酯 (ANIT)(６０mg/kg)建立胆汁淤积性肝损伤模型,连续灌胃给药７天,实验结束前禁食２４h,不禁水,然后采血、取肝

脏.全自动生化仪测定丙氨酸氨基转移酶 (ALT)、天冬氨酸氨基转移酶 (AST)、血清总胆红素 (TBiL)和碱性磷酸酶

(ALP)水平,逆转录Ｇ聚合酶链反应 (RTＧPCR)法检测大鼠肝脏中 CYP７A１和 FXR mRNA 表达,蛋白质免疫印记 (WB)

法检测大鼠肝脏中胆酸合成基因 CYP７A１和 FXR 蛋白的表达.结果　与 ANIT 模型组相比,MT 低、高剂量组 ALT、

AST、TBiL和 ALP均明显降低 (P＜００１).与 ANIT 模型组比较,UDCA 组、MT 低剂量组和 MT 高剂量组的 FXR

mRNA表达分别上调３１％ (P＝００５９)、７８％ (P＝０００１)、３９％ (P＝００５),CYP７A１mRNA 表达分别上调６９％ (P＝

０１０２)、２５７％ (P＝０００５)和１４３％ (P＝００２４).在蛋白表达水平,与 ANIT 模型组比较,UDCA 组、MT 低剂量组、

MT高剂量组的FXR蛋白表达分别上调２３％ (P＝００６５)、５５％ (P＝０００５６)和４６％ (P＝００３５),而 CYP７A１的蛋白

表达分别下调３４％ (P＝０１０５)、４２％ (P＝０００７１)和５％ (P＝０２０５).结论　苦参碱预防大鼠胆汁淤积性肝损伤,可

能通过调控FXR、CYPA７A１的基因及蛋白表达来实现.
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Matrinepreventscholestaticliverinjuryinrats　　YANGLimei,HUANGXuhui,ZHANGQianwen,CHENShuＧ
fang．DepartmentofPharmacy,FujianProvincialHospital,ProvincialClinicalMedicalCollegeofFujianMedicalUniＧ
versity,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　Todeterminethemechanismofmatrine(MT)inpreventingcholestaticliverinjury．Methods　αＧ
naphthaleneisothionate(ANIT)(６０mg/kg)wasusedtoestablishthecholestaticliverinjurymodelinSDrats．Allratswere
randomlydividedintofourgroups,whichwerenormalsaline (NS)group,ANITmodelgroup,UDCAgroup,lowＧdoseMT(５
mg/kg)groupandhighＧdoseMT(１０mg/kg)group．AllratswereadministeredANITorallyforsevendays,fasting２４hbefore
theend,andtheirbloodandliverswerecollectedintheend．AutomaticbiochemicalanalyzerwasusedfordetectionofliverfuncＧ
tionindicatorsalanineaminotransferase(ALT),aspartateaminotransferase(AST),totalbilirubin(TBiL)andalkalinephosＧ
phatase(ALP)．RTＧPCRwasusedtodetectthemRNAexpressionofcholesterolsynthesis７αＧhydroxylase (CYP７A１)andfarＧ
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nesoidreceptor (FXR)inratliver,andWesternblot(WB)wasusedtodetecttheexpressionofCYP７A１andFXRprotein．
Results　ComparedwithANITmodelgroup,lowＧdoseandhighＧdoseMTdecreasedALT,AST,TBiLandALPsignificantly．
FXRmRNAexpressionofUDCA,lowＧdoseMTandhighＧdoseMTgroupsincreasedby３１％ (P＝００５９),７８％ (P＝０００１)

and３９％ (P＝００５)thanANITmodelgroup,whiletheCYP７A１mRNAexpressionofthesethreegroupsincreasedby６９％
(P＝０１０２),２５７％ (P＝０００５)and１４３％ (P＝００２４)thanANIT modelgroup,respectively．FXRproteinexpressionof
UDCA,lowＧdoseMTandhighＧdoseMTgroupsincreasedby２３％ (P＝０００６５),５５％ (P＝０００５６)and４６％ (P＝００３５)

thanANITmodelgroup,whiletheCYP７A１proteinexpressionofthesethreegroupsdecreasedby３４％ (P＝０１０５),４２％
(P＝０００７１)and５％ (P＝０２０５)thanANITmodelgroup,respectively．Conclusion　MTcouldimprovecholestaticliverinＧ
juryinrats,themechanismofwhichmightberelatedtoregulatetheexpressionofFXRandCYP７A１geneandprotein．

【Keywords】matrine;cholestasis;cholesterolＧ７trＧhydroxylase;farnesoidxreceptor

　　苦参碱 (matrine,MT)常常来源于豆科植物

如苦参、苦豆子,是苦参类生物碱的主要成分.它

治疗肝损伤的途径多样,具有加速胆汁分泌、消退

黄疸的作用.本课题组先前的研究证实,苦参碱可

保护和治疗胆汁淤积性肝损伤[１].胆汁酸平衡主要

依靠负反馈调节机制.经肝肠循环的胆汁酸重新回

到肝 脏,与 法 尼 醇 受 体 (farnesoidxreceptor,

FXR)结合并激活,进而抑制胆汁酸合成限速酶

(cholesterol７ＧαＧhydroxylase,CYP７A１)的活化,
从而抑制胆汁酸的合成,维持体内胆汁酸稳态浓

度,避免胆汁酸过高引起肝损伤[２].既往研究发

现,许多药物比如龙胆水提物、蒲公英可通过激活

FXR,抑制CYP７A１的表达来调控胆汁酸的合成速

度[３Ｇ４],治疗胆汁淤积性疾病.苦参碱是否也通过

调控FXR、CYP７A１发挥预防胆汁淤积性损伤的作

用,值得研究.本文在先前研究的基础上,采用逆

转录Ｇ聚 合 酶 链 反 应 (reversetranscriptionＧpolyＧ
merasechainreaction,RTＧPCR)法检测苦参碱对

胆汁淤积大鼠肝脏 FXR 和 CYP７A１mRNA 表达,
并采用蛋白质免疫印记 (Westernblot,WB)法检

测苦参碱对胆汁淤积大鼠肝脏FXR和 CYP７A１蛋

白表达,研究苦参碱对 FXR、CYP７A１的调控作

用,探索苦参碱在预防和治疗胆汁淤积性肝损伤中

的作用机制.

１　材料与方法

１１　实验材料:

１１１　实验动物:雄性成年SD大鼠３０只,体质

量１８０~２５０g,购于上海斯莱克实验动物有限责任

公司 (动物质量合格证号:０００１８３９).饲养条件:
室温１８~２３℃,湿度５０％~６０％,每天光照１２h,
动物自行摄食、饮水.

１１２　主要试剂:αＧ萘异硫氢酸酯 (ANIT) [阿
拉丁试剂 (上海)有限公司,N１０６３８９],MT (上
海源叶生物科技有限公司,X０５J６M６),熊去氧胆

酸 (UDCA, 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司,

Y１６J７C１７８９８),CYP７A１ 一 抗 (Abcam,ab６５５９６),

FXR一抗 (Abcam,ab１２９０８９).BCA 蛋白定量检

测试剂盒 (Seivicebio,G２０２６),βＧactin (Servicebio,

GB１３００１Ｇ１),５０∗cooktail (Servicebio,G２００６),

Oligo (dT)１８ [赛默飞世尔科技 (中国)有限公

司,K１６２２],RNA提取液 (武汉赛维尔生物科技

有限公司,G３０１３),引物由武汉擎科创新生物科技

有限公司合成.

１１３　 主 要 仪 器:酶 标 检 测 仪 (Rayto,型 号

Rt２１００c),脱色摇床 (Servicebio,型号 TSYＧB),
电泳仪 (北京六一仪器厂,型号 DYYＧ６C),暗匣

(广东粤华医疗器械厂有限公司,型号 AXＧⅡ),扫

描仪 (EPSON, 型 号 V３００), 灰 度 分 析 软 件

(AlphaInnotech,型号AlphaEaseFC),图像分析

软件 (Adobe,型号 AdobePhotoShop),荧光定

量PCR仪 (ABI,型号７３００),超微量分光光度计

(Thermo,型 号 NanoDrop２０００),超 净 工 作 台

(苏净安泰,型号SWＧCJＧ１FD).

１２　实验方法:

１２１　动物实验方法:采用抽签法将大鼠随机分

为生理盐水 (NS)组、ANIT 模型组、MT 低剂

量、MT高剂量组和阳性对照 (UDCA)组,每组

６只.NS组和 ANIT模型组给予１０mL/ (kgd)
生理盐水,MT低剂量、MT高剂量组分别给予５、

１０mg/ (kgd)的苦参碱,UDCA组给予 UDCA
１００mg/ (kgd),连续灌胃给药７天.除 NS组

外,其 余 各 组 于 第 ５ 天 灌 胃 给 予 ６０ mg/kg 的

ANIT,实验结束前禁食２４h,不禁水.大鼠麻醉

后心脏取血３~５mL,取上清液,全自动生化仪测

定丙氨酸氨基转移酶 (ALT)、天冬氨酸氨基转移

酶 (AST)、血清总胆红素 (TBiL)和碱性磷酸酶

(ALP)水平.大鼠处死,迅速取出肝脏,观察肝

脏形态,迅速用冰冷的生理盐水 (４℃)溶液冲洗

肝脏,滤纸擦干,分装于冻存管中,液氮速冻,－
８０℃储存.
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１２２　RTＧPCR 法检测大鼠肝脏 CYP７A１、FXR
mRNA表达:取１００mg肝组织,Trizol法提取总

RNA,取２μgRNA液,１μLOligo (dT)１８,加

去离子水 (实验前除去核糖核酸酶)至 １２μL.

５℃保温５min,迅速置冰上冷却.依次加入４μL
５×buffer,２μL１０mMdNTPs,１μLRNA 抑制

剂和１μL 反转录酶,移液枪抽吸混匀.４２ ℃ ６０
min,之后８０℃５min.PCR反应体系:２×qPCR
Mix１２５μL,７５μM 引物２０μL,反转录产物

２５μL,ddH２O８０μL,每个反转录产物配制３
管,行 PCR 扩 增.PCR 引 物 序 列 见 表 １.采 用

２ＧΔΔCT法对RTＧPCR结果进行分析,计算 mRNA 的

相对表达量.

表１　PCR引物序列

引物名称 引物序列 (５′Ｇ３′)
片段长

度/bp

退火温

度/℃
RＧFXRＧS TACCATTACAACGCGCTCACC １５３ ６０
RＧFXRＧA GCACTTCCTTAGCCGGCAATC ６０

RＧCYP７A１ＧS
CCTGCCGGTACTAGACAGＧ

CAT
２３９ ６０

RＧCYP７A１ＧA TGGTCTTTGCTTTCCCGCTTT ６０
RＧGAPDHＧS TTCCTACCCCCAATGTATCCG ２８１ ６０
RＧGAPDHＧA CATGAGGTCCACCACCCTGTT ６０

１２３　 Western blot 检 测 大 鼠 肝 脏 CYP７A１、

FXR的蛋白表达:按照 Westernblot试剂盒说明

测定大鼠肝组织中 CYPA７A１及核蛋白 FXR 的表

达量.目的蛋白的相对表达量＝目的条带的光密度

值/内参条带的光密度值,计算目的蛋白的相对表

达量.

１３　统计分析:采用SPSS１９０软件进行统计分

析.肝功能生化指标、FXR和 CYP７A１mRNA 表

达、FXR和CYP７A１蛋白表达均以x ±s表示.以

P＜００５表示差异有统计学意义.

２　结果

２１　MT对ANIT致胆汁淤积性肝损伤大鼠肝脏形

态及肝功能生化指标的影响:NS组大鼠肝脏外表

鲜红,触之较为光滑,边缘有尖锐感.ANIT模型

组大鼠肝脏水肿颜色偏黄,边缘稍钝,手感较硬有

颗粒感.UDCA组、MT低剂量组和 MT高剂量组

大鼠的肝脏色泽较暗,质地稍柔软,色泽及质地均

较 ANIT模型组改善.
各组大鼠的肝功能各项生化指标比较见图１.

与 NS组相比,ANIT模型组大鼠的４项血清肝功

能指标均明显升高 (P＜００１).与 ANIT 模型组

相比,MT低、高剂量组血清肝功能指标均明显降

低 (P＜００１);UDCA 组血清中 ALT、AST 和

TBiL均明显降低 (P＜００１),ALP未见明显降低

(P＞００５).

注:与 ANIT模型组比较,∗P＜００５;与 NS组比较,＃P

＜００５;TBiL:血清总胆红素;ALT:丙氨酸转氨酶;ALP:

碱性磷酸酶;AST:天冬氨酸转氨酶;UDCA:熊去氧胆酸.

图１　MT对ANIT胆汁淤积性肝损伤大鼠

肝功能生化指标的影响

２２　MT对ANIT致胆汁淤积性肝损伤大鼠肝组织

FXR和CYP７A１mRNA表达的影响:MT对大鼠肝

组织FXR 和 CYP７A１mRNA 表达的影响见表３.
与 NS 组相比,ANIT 模 型 组 FXR mRNA 下 调

１０９％ (P ＝０００８５),而 CYP７A１ mRNA 上 调

８３％ (P＝００２３).与 ANIT 模型组比较,UDCA
组FXRmRNA表达上调３１％,但差异无统计学意

义 (P ＝００５９); MT 低、 高 剂 量 组 的 FXR
mRNA 表 达 分 别 上 调 ７８％ (P ＝０００１)、３９％
(P＝００５).与 ANIT 模 型 组 相 比,UDCA 组

CYP７A１mRNA表达上调６９％ (P＝０１０２);MT
低、高 剂 量 组 CYP７A１ mRNA 表 达 分 别 上 调

２５７％ (P＝０００５)、１４３％ (P＝００２４).

表３　MT对大鼠肝组织FXR和CYP７A１mRNA
表达的影响 (n＝６,x±s)

组别 FXR CYP７A１

NS组 ２０９１±０３０４２ ０１７１２±０１２０７
ANIT模型组 １０００ １０００
UDCA组 １３０５±０１４４２ １６９２±０８０６１
MT低剂量组 １７７７±０４４７９∗ ３５６８±１８５４∗

MT高剂量组 １３９２±０５５０９ ２４３０±１０５３

　　注:与 ANIT模型组比较,∗P＜００１.

２３　MT对ANIT致胆汁淤积性肝损伤大鼠肝组织

FXR和CYP７A１蛋白表达的影响:MT对大鼠肝组
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织FXR和CYP７A１蛋白表达的影响见表４.与 NS
组相比,其他各组 CYP７A１的蛋白表达均明显下

降,且差异具有统计学意义 (P＜００１).UDCA
组CYP７A１的蛋白表达比 ANIT 模型组下调３４％
(P ＝０１０５);MT 低 剂 量 组、 MT 高 剂 量 组

CYP７A１的 蛋 白 表 达 分 别 较 ANIT 模 型 组 下 调

４２％ (P＝０００７１)、５％ (P＝０２０５).与 NS组

相比,ANIT 模型组 FXR 的蛋白表达下调３２％;
与 ANIT模型组比较,UDCA 组、MT 低剂量组、

MT高剂量组的FXR蛋白表达分别上调２３％ (P＝
００６５)、５５％ (P＝０００５６)、４６％ (P＝００３５).

表４　MT对大鼠肝组织FXR和CYP７A１蛋白

表达的影响 (n＝６,x±s)

组别 FXR/GAPDH CYP７A１/GAPDH

NS组 ０６６６０±００７７７６∗ ０２４２３±００３１５３∗

ANIT模型组 ０４５３７±００４３９０＃ ０１７４３±００３９４６＃

UDCA组 ０５５９６±００９１１９ ０１１４３±００５８３８＃

MT低剂量组 ０７０２２±００７４７６∗ ０１００３±００１８５３∗＃

MT高剂量组 ０６６４４±０２００３∗ ０１６４７±００４８８３＃

　　注:与 ANIT 模型组相比,∗P＜００５;与 NS组相比,＃

P＜００５.

图２　MT对大鼠肝组织FXR和CYP７A１
蛋白表达的影响

３　讨论

本课题组前期的研究已经证实,苦参碱对胆汁

淤积性肝损伤大鼠具有保护作用[１].本研究运用蛋

白质免疫印记法和荧光实时定量 PCR 法探讨苦参

碱对FXR、CYP７A１功能活性的调节,进一步探讨

其可能的作用机制.研究结果显示,在基因水平,
苦参碱可以上调 FXR、CYP７A１mRNA 表达;在

蛋白表达水平,苦参碱可以上调 FXR 表达水平,
而下调CYP７A１表达水平.

本研究的RTＧPCR结果显示,与ANIT模型组

比较,UDCA组、MT低剂量组和 MT高剂量组的

FXR及 CYP７A１ mRNA 表达均呈不同程度的上

调,其中以 MT低剂量组尤为突出,可见低剂量苦

参碱即可发挥有效地保护胆汁淤积性肝损伤的作

用.研 究 表 明, 许 多 药 物 均 通 过 上 调 FXR、

CYP７A１的 mRNA 表达水平来发挥保肝作用:田

应彪和刘杰[５]研究表明清胰Ⅱ号可通过上调FXR、

CYP７A１的 mRNA表达水平发挥对胆汁淤积小鼠

的保护作用;Zong等[６]用薄荷油处理 HepG２细胞

后,CYP７A１和FXR的 mRNA水平显著上调,表

明其分子机制与涉及胆汁酸合成的基因表达有关.
然而,也有些研究结果得出了相反的结论:孟强[７]

的研究显示泽泻醇 B２３Ｇ乙酸酯 (AB２３A)可通过

降低 CYP７A１mRNA 的表达来改善胆汁淤积症;
徐美丽[３]研究则发现龙胆水提物 (GA)能够使

FXR的表达增强,进而反馈性减少 CYP７Al的合

成,使得胆汁酸合成量下降[４];Wang等[８]研究发

现,口服给药栀子苷 GE (２５、５０和１００mg/kg)
可剂量依赖性地下调CYP７A１蛋白的表达,降低胆

汁酸生物合成.
在蛋白表达水平,FXR 可通过下调 CYP７A１

表达进而调控胆固醇 合 成 胆 汁 酸 的 量.本 研 究

Westernblot的蛋白检测结果显示,MT 低剂量组

和 MT高剂量组的FXR蛋白表达较 ANIT模型组

均明显上调,而CYP７A１蛋白表达下调.这与以往

的研究结果相类似.吕渭升[４]研究蒲公英乙酸乙酯

提取物 (TEES)及其活性成分咖啡酸缓解 ANIT
导致的胆汁异常蓄积机制,通过 Westernblot检测

发现TEES能上调FXR,反馈性下调CYP７A１,从

而抑制胆汁酸的合成,发挥其保肝利胆、抗胆汁郁

积的作用.
然而,本研究结果显示CYP７A１的基因与蛋白

表达存在不一致性,分析可能的原因如下:１)胆

汁酸负反馈调节、FXR→SHP→CYP７A１、FXR→
FGF１５/１９→ FGFR４ (肾内)→CYP７A１这三条通

路控 制 着 CYP７A１ 的 表 达[９]. 本 实 验 研 究 中

CYP７A１mRNA 表达显著升高,究其原因可能是

苦参碱激活了多条通路,使得CYP７A１的表达不只

是受到一条通路的调控,因而 CYP７A１mRNA 的

表达显著上调.２)mRNA 的量与转录效率以及转

录后的降解速度等有很大关系,由此可能会造成最

终用于翻译的 mRNA 的量发生改变,继而表现出

mRNA与蛋白表达不一致[１０].３)翻译是一个复杂

的过程,特别是在真核生物中,受各种因素的调

节[１１].在此过程中可能存在某种机制,由于受到

药物或者其他因素的影响,不同程度地抑制了蛋白

表达.因此,检测出的基因和蛋白的表达有可能不

一致,甚至相反,具体的原因有待我们进行深入
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考究.
综上所述,苦参碱改善 ANIT 导致的肝损伤、

缓解 ANIT诱发的胆汁淤积作用机制可能与上调

FXR表达有关.然而,由于胆汁酸受体FXR作为

主要的上游核受体之一,它的靶基因有很多种,影

响着胆汁酸合成、转运、结合、代谢的各个过程.
所以本研究作为对苦参碱保护胆汁淤积性肝损伤的

初步探索,尚存在一定的局限性.进一步的研究可

以从如下方面进行:一方面可以研究苦参碱对胆汁

淤积性肝损伤的保护作用的量效关系,甚至在细胞

水平 进 行 深 入 探 索;另 一 方 面 可 以 选 择 FXRＧ
CYP７A１通路中其他的靶基因,比如小异源二聚体

伴侣 (smallheterodimerpartner,SHP)或人成纤

维细 胞 生 长 因 子 １９ (fibroblastgrowthfactor,

FGF１９),进一步探讨苦参碱对 FXRＧCYP７A１通

路各个节点的影响.
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超细胸腔引流管在全胸腔镜肺叶切除术的应用分析
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【摘　要】　目的　探讨全胸腔镜肺叶切除术中应用超细胸腔引流管和常规粗引流管对引流效果,患者疼痛程度及引流

相关并发症的影响.方法　选取２０１７年１月至２０１８年９月行全胸腔镜肺癌根治术的１５６例患者,随机分为 A组 (超细胸管

组)和B组 (常规粗胸管组)各７８例,比较两组术后引流时间、总引流量、术后住院时间、术后疼痛评分及引流相关并发

症发生率等情况.结果　A组术后引流时间、总引流量、引流相关并发症显著少于B组 (P＜００５),术后第３、４天疼痛评

分 A组显著低于B组 (P＜００５),两组住院时间、术后第１、３、５天疼痛评分差异无统计学意义 (P＞００５).结论　全胸

腔镜肺叶切除术后应用超细胸腔引流管可缩短引流时间,减轻术后疼痛,降低引流相关并发症的发生,且切口愈合美观,是

效果确切满意的引流方式.
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