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养肝柔肝中药对胆囊胆固醇结石豚鼠胆囊细胞钙离子浓度的影响
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目的 ：通过观察实验豚鼠胆囊细胞钙离子浓度（［Ca２ ＋ ］i）的变化 ，探讨胆固醇结石形成与养肝柔肝中药防治

胆结石的作用机制 。
方法 ：将 ８０ 只受试豚鼠随机分为正常对照组 、模型组 、养肝柔肝中药组和熊去氧胆酸组 ，每组 ２０ 只 。 后三组

采用高胆固醇致石食饵诱发法建立豚鼠胆结石动物模型 ，其中养肝柔肝中药组 、熊去氧胆酸组分别给予相应

药物进行防治实验 ，连续用药 ７ 周后 ，分别对实验豚鼠大体情况 、胆结石生成情况以及胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i 的

变化进行观察 。
结果 ：模型组动物胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i 明显降低 ，养肝柔肝中药不仅能明显改善豚鼠行为学体征 ，降低胆结石

的成石率 ，而且可提高胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i 。
结论 ：胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i 降低是导致胆囊的收缩功能降低 ，胆固醇结石形成的重要因素 。 提高胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i ，
增强胆囊平滑肌细胞的收缩功能 ，减轻胆汁淤滞 ，可能是养肝柔肝中药防治胆石病的作用机制之一 。
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Effect of traditional Chinese herbs for nourishing the liver on intracellular
free calcium level in gallbladder cells of guinea pigs with gallstones
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Objective ： To observe the changes of intracellular free calcium level （［Ca２ ＋ ］ i） in gallbladder cells of guinea
pigs wi th gallstones so as to study the mechanisms of gallstone formation and the prevention and treatment
function of traditional Chinese herbs for nourishing the liver ．
Methods ：Eighty guinea pigs were randomly divided into four groups ， which were normal control group ， un
treated group ，nourishingliver Chinese drug （NLCD） group and ursodeoxycholic acid （UDCA） group ，with ２０
guinea pigs in each group ．Gallstones were induced in the guinea pigs of the latter ３ groups by the feed of diet
inducing cholelithiasis with high cholesterol ，while the corresponding medicines were used in NLCD group and
UDCA group for prevention and treatment for ７ weeks ． Then the state of the guinea pigs ， the formation of
gallstones ，and the changes of ［Ca２ ＋ ］i in gallbladder cells were observed ．
Results ： The ［Ca２ ＋ ］i in gallbladder cells of guinea pigs in the untreated group was decreased significantly ．
NLCD improved the behavioral signs of the guinea pigs ， significantly decreased the formative rate of gall
stones and increased the ［Ca２ ＋ ］ i in gallbladder cells ．
Conclusions ：The ［Ca２ ＋ ］ i in gallbladder cells is the important factor for contractile function of gallbladder and
the information of gallstones ． Traditional Chinese herbs for nourishing the liver may significantly increase the
［Ca２ ＋ ］ i in gallbladder cells to facilitate contraction of the smooth muscle cells of gallbladder and relieve the
cholestatis ． It may be one of the mechanisms of tradi tional Chinese herbs for nourishing the liver in preventing
and treating cholelithiasis ．
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　 　 我国胆石病呈较快的上升趋势 ，部分地区患病

率已达 １０ ％ ［ １］ ，接近世界发达国家胆石病 １０ ％ ～
１５ ％ 的发病水平［ ２ ］ 。 胆石病仍是我国良性胆道疾患

中致死 、致残的重要原因 。 我们的前期研究工作表

明 ，养肝柔 肝中药对胆石病具有一定的 临床疗

效［ ３ ，４ ］ 。 本实验以高胆固醇饮食诱发豚鼠胆结石 ，
采用流式细胞术（ flow cyt ometry ， FCM）测定实验

豚鼠胆囊细胞钙离子浓度［Ca２ ＋ ］ i ，以探讨养肝柔肝

中药防治胆囊结石形成的作用机制 。

1 　 材料与方法

１ ．１ 　 实验动物 　 选用白色 、红目豚鼠 ，雌雄各半 ，清
洁级 ，体质量（２２０ ± ２０） g ，共 ８０ 只 ，由上海中医药大

学实验动物中心提供 。
１ ．２ 　 主要试剂 、药物与仪器

１ ．２ ．１ 　 实验试剂和药物 　 Fluo３ ，AM 荧光染料 ，
美国 Molecular Probes 公司产品 ；养肝柔肝中药采

用养肝利胆颗粒（何首乌 、枸杞子 、白芍药 、陈皮 、甘
草） ，８ g／包 ，每克相当于含原药材 ４ ．５ g ，由上海中

医药 大 学 龙 华 医 院 制 剂 室 提 供 ；熊 去 氧 胆 酸

（ursodeoxycholic acid ， UDCA） ，上海三维长江生化

制药厂产品 ，批号为 ２００３０４００５ ，１０ mg／片 。
１ ．２ ．２ 　 主要仪器 　 Mgna F TIR７５０ 型红外光谱

仪 ，美国 Thermo Nicolet 公司产品 ；LG１０ 低温高

速离心机 ，北京医用离心机厂产品 ；Facscalibour 流

式细胞仪 ，美国 Becton Dickin son 公司产品 。
１ ．３ 　 动物分组 、造模及药物处理 　 所有豚鼠饲养于

上海中医药大学实验动物中心动物室 ，室温 （２３ ±
１０） ℃ ，适应性喂养 １ 周 ，无怀孕及不良反应 ，饮食 、
饮水正常者 ，即纳入实验 。 实验豚鼠随机分为正常

对照组 、模型组 、熊去氧胆酸组和养肝柔肝中药组 ，
每组各 ２０ 只 。 采用高胆固醇致石食饵诱发法建立

豚鼠胆囊胆固醇结石动物模型［ ５ ］ ，正常对照组喂正

常饲料及青菜适量 ，模型组喂以致石饲料及少量青

菜 ，各治疗组在喂以相当于模型组的致石饲料及青

菜的同时给以药物灌胃 。 药物以成人用药剂量

（６０ kg 体 质 量 ，养 肝 利 胆 颗 粒 １８ g／d 、 UDCA
３００ mg／d）按体型系数换算［ ６ ］ ，养肝柔肝中药组给

以养肝利胆颗粒 １ ．８１ g／（k g · d） ，熊去氧胆酸组给

以 UDCA ３０ ．１２ mg／（kg · d） ，模型组和正常对照

组豚鼠灌胃等容量的生理盐水 ，连续 ７ 周 。
１ ．４ 　 标本采集与处理

１ ．４ ．１ 　 标本采集 　 各组动物均于第 ７ 周末取材 。

以 １５ ％ 乌拉坦腹腔注射麻醉 ，活体下肉眼观察胆汁

中成石情况 ，然后完整切除胆囊后 ，再仔细观察胆囊

内成石情况 ，收集胆石 。 完整切除胆囊后冷冻保存

标本 。
１ ．４ ．２ 　 标本处理 　 取豚鼠胆囊修剪成米粒大小 ，用
医用剪刀剪碎 ，同时不断用 PBS 冲洗 ，获得细胞悬

液后用 ４０ μm 的尼龙网过滤 ，再用 PBS 冲洗两遍 ，
１ ５００ r／min 离心 ５ min ，弃去上清液 ，调节细胞数至

每管 １０６ 个细胞 ，分别加入 A 、B 管中 ，在 A 管中加

入 PBS ，B 管中加入 Fluo３ 荧光素 ，混匀后放在暗

处 ，室温下静止 ４５ min ，PBS 冲洗一遍上机待测 。
１ ．５ 　 胆石红外光谱定性 　 采用溴化钾压片法测定

胆结石样品 。
１ ．６ 　 胆囊细胞［Ca２ ＋ ］ i 的测定 　 参考文献［ ７ ］ ，使用

Facscalibour 流式细胞仪检测 ，利用 CELLQuelt 功
能软件进行参数的获取和数据分析 。
１ ．７ 　 统计学方法 　 计量资料用 x ± s 表示 ，组间均

数比较采用方差分析 。 计数资料采用率或构成比表

示 ，采用 χ２ 检验方法 。 所有运算程序均在计算机上

运用 SPSS １１ ．０ 统计软件包进行 。

2 　 结 　 果

２ ．１ 　 豚鼠大体情况 　 正常对照组豚鼠表现为体质

量自然增加 ，反应灵活 ，活动敏捷 ，被毛密集而有光

泽 、紧贴皮肤 ，鼻 、唇湿润清洁 ，眼睛明亮 ，大便正常 ，
在饲养过程中无死亡 。 模型组动物表现饮食减少 ，
生长缓慢 ，被毛干枯 、蓬松且易脱落 ，活动迟缓 ，反应

迟钝 ，眼睛 、鼻 、唇 、耳 、尾部色淡少泽 。 熊去氧胆酸

组和养肝柔肝中药组豚鼠行为学表现 、体质量和营

养状况等方面与模型组比较有明显改善 ，但不能恢

复到正常对照组水平 。 模型组豚鼠在造模 ３０ d 后

有 ３ 只动物死亡 ，经解剖胆囊发现有 ２ 只豚鼠胆囊

发生结石 。 养肝柔肝中药组 、熊去氧胆酸组各有

２ 只动物死亡 ，这两组死亡豚鼠经解剖胆囊均未发

现明显结石生成 。 由于上述三组共计 ７ 只豚鼠死时

未达造模的时间要求 ，所以没有计入成石率的结果 ，
也未作为标本采集的来源 。
２ ．２ 　 胆石定性 　 肉眼所见胆囊结石呈胆石泥砂或

絮状沉淀 。 经红外光谱检测分析为胆固醇结石 。
２ ．３ 　 豚鼠胆囊结石生成情况 　 以肉眼观察可见胆

囊内有块状及絮状沉淀物并经红外光谱鉴定为胆固

醇结石 。 正常对照组中 １ 只动物无胆囊而没有计入

成石率的统计 ，其余 １９ 只动物中有 １ 只发生胆石 ，
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成石率为 ５ ．２６ ％ 。 模型组动物中除 ３ 只死亡外 ，其
余 １７ 只 动 物 中 有 １４ 只 出 现 胆 石 ，成 石 率 为

８２ ．３５ ％ ，明显高于正常对照组（ P ＜ ０ ．０１） 。 养肝

柔肝中药组 １８ 只动物中有 ５ 只出现胆石 ，熊去氧胆

酸组 １８ 只动物中有 ７ 只出现胆石 ，养肝柔肝中药组

和熊去氧胆酸组成石率分别为 ２７ ．７８ ％ 和 ３８ ．８９ ％ ，
均明显低于模型组胆石生成率（ P ＜ ０ ．０５） 。
２ ．４ 　 胆囊细胞［Ca２ ＋ ］ i 测定结果 　 随机抽取保存

的豚鼠胆囊组织 ，上述 ４ 组每组各 ８ 份 ，测定各组胆

囊细胞［Ca２ ＋ ］ i 。 正常对照组胆囊细胞［Ca２ ＋ ］ i 为
（８２ ．７７ ± １２ ．４５） nmol／L ，模 型 组 为 （１８ ．５２ ±
１１ ．９７）nmol／L ，熊 去 氧 胆 酸 组 为 （ ４４ ． ７９ ±
８ ．９４）nmol／L ，养 肝 柔 肝 中 药 组 为 （ ７２ ．８６ ±
１０ ．６８）nmol／L 。 结果显示 ，模型组胆囊细胞［Ca２ ＋ ］
i 较正常对照组明显降低（ P ＜ ０ ．０１） ；养肝柔肝中

药组和熊去氧胆酸组均可升高胆囊细胞［Ca２ ＋ ］ i ，与
模型组相比 ，差异均有统计学意义 （ P ＜ ０ ．０１） ；但
养肝柔肝中药组与正常对照组无明显差异 （ P ＞
０ ．０５） ，熊去氧胆酸组与正常对照组相比 ，差异有统

计学意义（ P ＜ ０ ．０１） ；养肝柔肝中药组与熊去氧胆

酸组相比 ，差异有统计学意义（ P ＜ ０ ．０１） 。

3 　 讨 　 论

随着人口的老龄化与饮食结构的改变 ，我国胆

结石的患病种类发生了很大的变化 ，尤其是近 ２０ 年

来 ，胆囊结石约占胆石病发病的 ８０ ％ ［８］ ，以胆固醇

为主要成分的胆囊结石已成为我国胆结石的主要类

型［ １ ，９ ］ 。 因此 ，我们在本研究中选择了高胆固醇致

石食饵诱发法建立豚鼠胆固醇结石的动物模型 。
朱培庭教授［ ３ ］ 在总结我院著名中医外科专家顾

伯华教授和中西医结合专家徐长生教授治疗胆石病

经验的基础上 ，对 ２７４ 例慢性胆道感染 、胆石病病人

进行辨证分析发现 ，肝阴不足证型占 ６６ ．６６ ％ ，并且

５０ 岁以上年龄者高达 ７２ ．３７ ％ ，这与枟内经枠“年四十

而阴气自半也 ，起居衰矣”（枟素问 · 阴阳应象大论枠）
的理论及朱丹溪“阳常有余 ，阴常不足”之论相吻合 。
对肝阴不足证型胆石病患者予验方养肝利胆方药治

疗显示了良好的效果 ，有效率达 ８４ ．１３ ％ ［３ ，４ ］ 。 养肝

利胆颗粒剂由何首乌 、枸杞子 、白芍 、陈皮 、甘草等组

成 。 方以何首乌 、枸杞子 、白芍滋养肝阴 。 其中何首

乌补肝肾 、益精血 ；枸杞子味甘平而润 ，性滋而补 ，能
生精益气 ；白芍苦酸微寒 ，能养血敛阴 ，柔肝止痛 ；陈
皮苦辛温 ，能理气健脾 ，且能防滋阴药过于滋腻之

弊 。 纵览全方切合疏肝利胆的治疗大法 ，体现了“胆
病从肝论治”之学术思想 。

在平滑肌收缩与舒张的信号转导机制中 ，细胞

内游离钙作为一种重要的第二信使广泛地参与细胞

的运动 、分泌 、代谢和分化等多种细胞功能活动的调

节 。 ［Ca２ ＋ ］i 的降低是平滑肌细胞舒张的关键因素

之一 ，调节平滑肌收缩的主要蛋白有肌球蛋白轻链 、
原肌球蛋白和调钙蛋白的结合蛋白等 。 平滑肌细胞

中收缩相关蛋白参与平滑肌细胞收缩 、收缩的调节

及细胞骨架的构成 ，这些蛋白的活性在一定程度上

均受到［Ca２ ＋ ］ i 的调节［ １ ０ ，１ １ ］ 。 已有研究表明 ，胆囊

平滑肌细胞［Ca２ ＋ ］ i 的降低 ，是导致平滑肌收缩功

能障碍的重要原因 。 本研究表明 ，模型组豚鼠胆囊

细胞［Ca２ ＋ ］i 明显降低 ，养肝柔肝中药不仅能有效

降低胆结石的 生成 ，而且可明显提高胆 囊细胞

［Ca２ ＋ ］ i 。 胆囊细胞［Ca２ ＋ ］i 通过与相关钙结合蛋白

结合 ，间接调节蛋白的磷酸化 ，对细胞外信号作出应

答 ，以增强胆囊平滑肌细胞的收缩 ，减轻胆汁淤滞 ，
这可能是养肝柔肝中药治疗胆石病作用的重要机制

之一 。
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