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胆管Ｃａｊａｌ间质细胞与药物性肝内胆汁淤积的相关性研究
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　　摘　要：目的　通过研究大黄素对药物性肝内胆汁淤积症模型相关的生化指标及Ｃａｊａｌ间质细胞（ＩＣＣ）的影响，以期发现胆

管ＩＣＣ在肝内胆汁淤积中的作用及大黄素对ＩＣＣ及肝内胆汁淤积的影响。方法　１５只雄性ＳＤ大鼠采用简单随机法均分为３

组，即对照组、药物性肝内胆汁淤积模型组及大黄素干预组（狀＝５）。建立大鼠淤胆型肝炎及大黄素干预的模型。使用反转录

ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）及免疫组织化学法分别检测模型组、大黄素组及对照组间肝功能生化指标、干细胞因子受体ｃｋｉｔ基因及蛋白表达

水平。结果　模型组肝功能生化指标水平与对照组相比明显升高（犘＜０．０５），大黄素组上述指标水平较对照组也有明显升高，但

较模型组低，其间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。对照组、模型组及大黄素组位于５４８ｂｐ处的条带均有表达。模型组ｃｋｉｔｍＲ

ＮＡ表达量明显低于干预组及对照组（犘＜０．０５）。大黄素组低于对照组，组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。免疫组织化学结果

显示ｃｋｉｔ模型组中表达量明显低于对照组及大黄素组（犘＜０．０５）。结论　胆管ＩＣＣ与药物性肝内胆汁淤积形成过程可能存在

密切关系，肝内胆汁淤积的形成与胆管ＩＣＣ减少有关，而大黄素对肝内胆汁淤积的治疗作用可能与其所致的胆管ＩＣＣ数量相对

增多或对胆管ＩＣＣ的保护作用有关。
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　　药物性肝内胆汁淤积是临床最常见胆汁淤积的原因之一。

Ｃａｊａｌ间质细胞 （ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣ）是胃肠道的起

搏细胞，它产生和传导慢波引起平滑肌自发节律性收缩，在调

节胃肠道蠕动方面起着重要作用［１］。同时大量研究证实ＩＣＣ

也存在于胃肠道以外的器官如胆道系统中［２］。大黄素（ｅｍｏｄ

ｉｎ）是中药大黄的主要有效成分，具有多种药理作用。有实验

表明大黄素具有保肝、降黄疸作用［３］，同时大黄素也能显著增

加结肠ＩＣＣ的数量从而发挥其调节肠道蠕动和导泻的作用。

已有研究证实：胆囊存在Ｃａｊａｌ样细胞，它在调节胆道运动方面

具有重要的作用。胆道系统中ＩＣＣ是否也能调节胆道的蠕

动，在胆汁淤积中起重要作用，目前尚不清楚。近来研究表明

ＩＣＣ能特异性表达ｃｋｉｔ受体，并且ｃｋｉｔ信号途径对于ＩＣＣ的

发生、发育具有重要作用，持续的ｃｋｉｔ信号刺激ＩＣＣ形成和维

持所必须的条件，ｃｋｉｔ敲除可导致ＩＣＣ缺失，ｃｋｉｔ阳性是ＩＣＣ

的主要鉴定标准之一。本研究试图通过胆汁淤积模型及大黄

素干预模型中胆管内ｃｋｉｔ阳性ＩＣＣ数量变化及其对肝功能生

化指标的影响，探求大黄素对肝内胆汁淤积的治疗作用与胆管

ＩＣＣ数量的关系。
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１　材料与方法

１．１　实验动物　选用雄性ＳＤ大鼠，体质量２００ｇ，共１５只，

采用简单随机法均分为３组，即对照组、药物性肝内胆汁淤积

模型组（模型组）及大黄素干预组（大黄素组）。

１．２　模型建立及标本采集

１．２．１　药物性肝内胆汁淤积模型及大黄素干预模型建立　参

照蒋峻华等［４］的方法建立模型组，将异硫氰酸萘酯（αｎａｐｈｔｈｙｌ

ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＡＮＩＴ）用橄榄油配制成２０ｇ／Ｌ，大黄素用５ｇ／Ｌ

羧甲基纤维素钠配制成４ｇ／Ｌ的混悬液备用。将４％ ＡＮＩＴ，

予大鼠灌胃，首剂为１５ｍｇ／１００ｇ，２４ｈ后再予５ｍｇ／１００ｇ。

４８ｈ后，ＳＤ大鼠肝内胆汁淤积型肝炎的模型建成，在病理学上

与临床上的药物诱导的肝内胆汁淤积型肝炎相似。对照组则

予等容量的生理盐水灌胃。造模４～６ｈ后大黄素组按

２０ｍｇ·ｋｇ
１·ｄ１剂量给予大黄素灌胃，均为１次／天，连续治

疗７ｄ，第７天给药后４ｈ，分离血清并留取肝脏标本
［５］。对照

组则仍给予等体积等渗盐水灌胃。对照组、模型组及大黄素组

均在７ｄ后取标本。造模结束后光镜下观察可见：肝细胞内见

胆色素沉积，毛细胆管内胆汁淤积，汇管区较多炎性细胞浸润。

肝功能生化指标可见：血清丙氨酸基转移酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉ

ｎａｓｅ，ＡＬＴ）、碱性磷酸酶 （ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）、总胆红

素（ｄｉｒｅｃｔｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢＩＬ）、γ谷 氨 酰 转 肽 酶 （γｇｌｕｔａｍｙｌ

ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅｒ，γＧＴ）显著高于对照组，证明肝内胆汁淤积型

模型造模成功。

１．２．２　标本采集　实验结束后，用水合氯醛（２５０ｍｇ／ｋｇ）腹

腔麻醉后开腹，然后抽取心脏血及摘眼球取血，留取相应肝组

织块，分别以１０％福尔马林及２％戊二醛液浸泡固定，血标本

抗凝、离心后取上清液保存。肝组织固定，石蜡包埋，常规苏木

精伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下观察病理变化。

１．２．３　生化指标检测 用日立７６００生化自动检测仪检测，移

液器将０．５ｍＬ血清移入加样管中，系统自动取样分析，获取

血清标本检测ＡＬＴ、ＡＬＰ、ＤＢｉｌ、γＧＴ水平。

１．３　胆管ＩＣＣ免疫组织化学及反转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ

ｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）法

１．３．１　免疫组织化学鉴定胆道ＩＣＣ分布　动物禁食６ｈ后，

颈椎脱臼处死。剖腹立即取胆总管及部分肝内胆管，ＰＢＳ

（ｐＨ＝７．４）冲净肠内容物，行冰冻切片，厚７μｍ。切片用丙酮

（４℃）固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。免疫组织化学步骤

参照ＳＡＢＣ免疫组织化学试剂盒说明书进行。其中 ＡＣＫ２抗

体（５ｍｇ／Ｌ）于４℃孵育过夜，免疫反应产物显示为棕黄色。

免疫组织化学结果判定：ｃｋｉｔ阳性染色为棕黄色，定位于肌

层，表现为以胞体为中心的向相反方向延伸的２个或２个以上

长突起，常常与邻近的ＩＣＣ突起相互连接构成网络
［６］。采用

ＭｅｔａＭｏｒｐｈ／ＤＰ１０／ＢＸ４１显微图像分析系统分析结果，以积分

光密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）代表蛋白颗粒密度。

１．３．２　胆管总ｍＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ　动物禁食６ｈ后，颈

椎脱臼处死。取胆总管及肝内胆管，ＰＢＳ漂洗干净。用总

ＲＮＡ抽提试剂 Ｔｒｉｚｏｌ提取总核糖核酸（ＲＮＡ），再应用 Ｄｙｎ

ｂｅａｄｓｄＴ（２５）从所提取的总 ＲＮＡ中提取出总信使核糖核酸

（ｍＲＮＡ），其后逆转录成互补脱氧核糖核酸（ｃＤＮＡ）。ｃｋｉｔ的

扩增条件为：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，１５ｓ；５０℃，６０ｓ；７２℃，６０ｓ

４０个循环，最后７２℃，８ｍｉｎ。ｃｋｉｔ上游引物序列：５′ＧＴＡ

ＣＡＴＡＧＡＡＡＧＡＧＡＣＧＴＧＡＣＴＣＣＴ３′，下游引物序列：

５′ＧＡＧＴＴＧＡＣＣＣＴＣＡＣＧＧＡＡＴＧＧＴＣＣＡ３′，扩增产物

为５４８ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物序列５′ＧＧＣＴＡＣ ＡＧＣＴＴＣ

ＡＣＣＡＣＣ ＡＣ３′，下游引物序列：５′ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ

ＣＴＧＡＴＣＣＡＣ３′，扩增产物为２８５ｂｐ。扩增产物（３μＬ）在

１２％琼脂糖凝胶中电泳分离，溴化乙锭染色观察ＤＮＡ条带。

１．３．３　结果分析　使用德国Ｌａｂｉｍａｇｅ图像分析系统对电泳

结果进行量化分析，计算各个组别的ｃｋｉｔ／βａｃｔｉｎ的比值作为

ｍＲＮＡ表达的相对定量。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，并用完全随机设计方差分析进行统计

检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　药物性肝内胆汁淤积模型建立　模型组 ＡＬＴ、ＴＢＩＬ、

ＡＬＰ和γＧＴ水平较对照组相比明显升高（犉＝３４．８８，犘＜

０．０５；犉＝５１．８６，犘＜０．０５；犉＝２７．２５，犘＜０．０５；犉＝２８．０８，犘＜

０．０５），大黄素组上述指标水平较对照组也有明显升高，但比模

型组低，组间差异有统计学意义（犉＝３４．８８，犘＜０．０５；犉＝

５１．８６，犘＜０．０５；犉＝２７．２５，犘＜０．０５；犉＝２８．０８，犘＜０．０５），见

表１。

病理组织观察：光镜下，对照组：肝小叶结构完整，肝细胞

形态正常。无变性坏死、炎症细胞浸润和纤维组织增生等改

变。模型组：肝细胞内见胆色素沉积，中央静脉淤血，可见肝细

胞大量混浊肿胀、空泡变性，灶性坏死，汇管区较多炎性细胞浸

润及胆管上皮细胞增生。表明实验大鼠服用ＡＮＩＴ后，成功构

建肝内胆汁淤积型肝炎模型。

表１　　不同组别肝功能相关生化指标比较（狓±狊，狀＝５）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ） γＧＴ（Ｕ／Ｌ）

对照组 ８．７±１．１ ５４．１±１３．５ ３１２．２±７３．３ ２．２±０．６

模型组 ３９８．２±８７．４ａ ４６５．０±９０．７ａ ６８０．１±８２．６ａ ７．２±１．３ａ

大黄素组 ２８０．５±９７．２ａｂ ３２３．０±６５．５ａｂ ４１２．０±８７．４ａｂ ４．４±１．１ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

图１　　不同组别胆管ｃｋｉｔｍＲＮＡ表达

　　
：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　不同组别胆管ｃｋｉｔｍＲＮＡ表达对比分析图
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２．２　ＲＴＰＣＲ法检测ｃｋｉｔｍＲＮＡ的表达水平　结果显示，对

照组、模型组及大黄素组位于５４８ｂｐ处的条带均有表达（图

１）。３组ｃｋｉｔｍＲＮＡ 表达的相对量分别为０．９８±０．１９５，

０．４７±０．０６４，０．８６±０．１２０（图２）。βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的扩增片段

为２８５ｂｐ。模型组ｃｋｉｔｍＲＮＡ表达量明显低于大黄素组及

对照组（犘＜０．０５）。大黄素组低于对照组，但组间无统计学差

异（犘＞０．０５）。

２．３　免疫组织化学法检测大鼠胆管中ｃｋｉｔ蛋白的表达水平

　免疫组织化学结果显示ｃｋｉｔ主要在肌层表达，呈棕黄色，表

现为以胞体为中心的向相反方向延伸的２个或２个以上长突

起，常常与邻近的ＩＣＣ突起相互连接构成网络
［６］。对照组、模

型组、大黄素组ｃｋｉｔ免疫组织化学表达量ＩＯＤ比较ｃｋｉｔ表达

量分别为３４．２±１２．８６、１０．５±２．３２、２８．７±９．８６，模型组明显

低于对照组及大黄素组（犘＜０．０５），见图３。

　　Ａ：模型组；Ｂ：对照组；Ｃ：大黄素组。

图３　　大鼠胆管ｃｋｉｔ免疫组织化学结果（×２００）

３　讨　　论

药物性肝内胆汁淤积的发病率较高，其病因和发病机制尚

不清楚，临床疗效不理想［７］。本实验试图通过药物性胆汁淤积

模型阐明药物性肝内胆汁淤积与胆管ＩＣＣ的关系及大黄素改

善肝内胆汁淤积的机制。

ＩＣＣ是胃肠道的起搏细胞，它产生和传导慢波引起平滑肌

自发节律性收缩，在调节胃肠道蠕动方面起着重要作用［８］。同

时，ＩＣＣ在胆囊、胆囊管、肝内胆管、胆总管和十二指肠等多处

存在，并参与调控胆管的自主节律性运动［９］，而胆道梗阻动物

模型中胆囊ＩＣＣ形态、结构与对照组相比有明显异常
［１０］，因此

本研究推测胆道ＩＣＣ在调节胆道运动及肝内胆汁淤积中可能

发挥重要作用。近来研究表明ＩＣＣ能特异性表达ｃｋｉｔ受体，

持续的ｃｋｉｔ信号刺激是小鼠胃肠道ＩＣＣ形成和维持的必须要

素［１１］，因此本研究选择ｃｋｉｔ为切入点。本研究结果提示：模

型组胆管ＩＣＣ特异性ｃｋｉｔｍＲＮＡ及其蛋白表达较对照组明

显减少，提示药物性胆汁淤积与胆管ＩＣＣ减少有关。由此推

测胆道系统内的ＩＣＣ在肝内外胆道的运动调节及胆汁淤积形

成中可能发挥重要作用。

大黄素为蒽醌类衍生物，是中药大黄的主要有效单体，具

有多种药理作用［１２１３］。本实验结果提示大黄素能明显改善药

物性肝内胆汁淤积大鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＬＰ、ＴＢＩＬ及γＧＴ水

平，与模型组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。已有研究证

实：大黄素在一定浓度范围内能显著增加结肠ＩＣＣ的数量，在

一定程度上明显促进肠道的蠕动［１４］。本实验结果显示：大黄

素能明显改善模型组相关生化指标及胆汁淤积程度，同时大黄

素干预后胆管ｃｋｉｔ表达量较对照组明显下降，但其明显高于

模型组，提示大黄素作用后胆管内ｃｋｉｔ阳性ＩＣＣ量较模型组

明显增多。因此，本研究推测，胆管ＩＣＣ与肝内胆汁淤积有一

定关系，胆管ＩＣＣ减少可能与肝内胆汁淤积形成有关。同时，

大黄素可能通过促进胆管ＩＣＣ数量相对增多或其对胆管ＩＣＣ

的保护作用而发挥其改善肝内胆汁淤积的作用。

关于大黄素对胆管ＩＣＣ影响的作用机制方面，目前研究

比较多的是干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）／ｃｋｉｔ信号途

径，该通路在ＩＣＣ的生长发育中起重要作用。ＳＣＦ能剂量依

赖性地促进ＩＣＣ的发育，并且在维持其表型中起重要作用。

一旦去除ＳＣＦ，则ＩＣＣ会明显减少
［１５１６］。因此，大黄素对于胆

管ＩＣＣ的影响，可能就是通过ＳＣＦ／ｃｋｉｔ途径及其下游通路，

对肝内胆汁淤积起治疗作用。该信号通路是本研究下一步的

主要研究方向。

综上所述，胆管ＩＣＣ与药物性肝内胆汁淤积形成过程可

能存在密切关系，胆管ＩＣＣ可能成为肝内胆汁淤积药物治疗

的新靶点。为进一步证实本研究的设想，目前本实验组正进行

ｃｋｉｔ阻断及ＩＣＣ缺失动物模型及相应胆汁淤积模型胆管ＩＣＣ

数量的研究，以期进一步阐明肝内胆汁淤积与ＩＣＣ的关系。
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统计学意义（犘＜０．０５）。虽然单一的双歧杆菌对真菌的抑制

作用有限，但与 ＭＵＣ７合用同样可以达到好的抑制真菌生长

效果，证明两者合用的可行性。牛津杯法检测抑菌作用的结果

显示 ＭＵＣ７组及 ＭＵＣ７＋ＢＬＴＡ组均有较好的抑菌效果，作

用仅次于药物组，从杯底和外缘的涂片来看，真菌的数量也较

少，且有出现双歧杆菌包裹真菌生长的现象，同样证明 ＭＵＣ７

与双歧杆菌联合使用的可行性。虽然这样的作用还不及药物

显著，但抗真菌药物存在耐药性或不良反应大，有引起心脏、神

经系统不良反应的可能，特别对肝脏、肾脏有造成较大损伤可

能，必须在用药期间严密监测，从这个角度分析，ＭＵＣ７与人

体基因同源，因此对人体正常细胞没有毒性作用，联合的双歧

杆菌又是人体正常的益生菌，因此其预防和治疗真菌具有

优势。

综上所述，本研究的结果为进一步研究口服携 ＭＵＣ７基

因的双歧杆菌制剂在预防和治疗肠道真菌感染中的临床应用

提供了实验依据，也为临床抗真菌治疗和新型抗真菌药物的开

发提供了新思路，有望在临床中发挥重要作用。
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