小异源二聚体伴侣受体在淤胆型肝炎模型中的表达及大黄素的干预作用
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摘要：目的 研究小异源二聚体伴侣受体（small heterodimer partner，SHP）在急性淤胆型肝炎大鼠模型中的表达及大黄素的干预作用。方法40只Sprague-Dawley（SD）大鼠随机分为4组：正常对照组、模型组、大黄素组、熊去氧胆酸组，每组10只。除正常对照组外，其余3组给予α-异硫氰酸萘酯(alpha-naphthylisothiocyanate, ANIT)50mg/kg一次灌胃，建立大鼠急性淤胆型肝炎动物模型，并给予相应的药物干预，造模后48h留取标本，以实时荧光定量PCR法及western blot法分别检测肝组织中SHPmRNA表达及蛋白表达的变化；全自动生化分析仪检测血清总胆红素(total bilirubin, TB)、直接胆红素(direct bilirubin, DB)、丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、胆汁酸（total bile acid, TBA）、天冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase,AST)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase,ALP)、γ-谷氨酰转移酶(gamma glutamine transferase,GGT)的的水平；肝组织切片、HE染色后显微镜下观察肝组织病理学改变。结果 模型组肝组织中SHPmRNA及蛋白表达水平分别为0.559±0.194、0.313±0.087，均低于正常对照组（P均<0.05），大黄素组肝组织中SHPmRNA及蛋白表达水平分别为0.892±0.390、0.706±0.193，均高于模型组（P均<0.05）；大黄素组血清TB、DB、ALT、TBA、AST、ALP均明显低于模型组（P均<0.05），且大黄素组TB、DB、ALT、TBA、AST、ALP、GGT明显低于熊去氧胆酸组（P均<0.05）；大黄素组肝组织病理改变较模型组明显减轻，熊去氧胆酸组肝组织病理改变亦较模型组明显减轻，但程度重于大黄素组。结论 大黄素可升高ANIT 诱导的大鼠急性淤胆型肝炎肝组织中SHP mRNA及蛋白表达水平，降低血清中TB、DB、ALT、TBA、AST、ALP水平及减轻肝组织病理学损害，疗效优于熊去氧胆酸，其作用机制与促进SHP表达有关。
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Abstract：Objective To explore the expression of small heterodimer partner (SHP) in rat model with acute cholestatic hepatitis and the therapeutic of Emodin. Methods 40 Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into 4 groups to be treated with ---------------------------------------------------------------------------------------------------------
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emodin, ursodeoxycholic acid, or normal saline respectively for 4 days. On the 5th day gastric perfusion of alpha-naphthylisothiocyanate(ANIT) was performed to establish models of choIestatic hepatitis. 4-6 hours after the establishment of model the above mentioned agents were given continuously. 48 hours after the model establishment blood samples were collected from abdominal aorta to examine the total bilirubin(TB), direct bilirubin(DB), alanine aminotransferase(ALT), total bile acid(TBA), aspartate aminotransferase(AST), alkaline phosphatase(ALP), gamma glutamine transferase(GGT). Real-time PCR and western-blot was used to detect the mRNA and protein expression of SHP. Pathological changes of liver were observed through microscope. Results The SHP mRNA and protein expression levels of the model group were all significantly lower than those of the nomal group(all P<0.05).The SHP mRNA and protein expression levels of the emodin group were all significantly higher than those of the model group(all P<0.05). The pathological changes of liver of the emodin and ursodeoxycholic acid groups were all remarkably milder than those of the model group. The levels of TB,DB,ALT,TBA,AST,ALP of the emodin group were all significantly lower than those of the model group(all P<0.05). The levels of TB,DB,ALT,TBA,AST,ALP,GGT of the emodin group were all significantly lower than those of the ursodeoxycholic acid group(all P<0.05). The pathological change of liver in emodin group was lighter than that of model group;In UDCA group, the pathological change of liver was lighter than that of model group, but severe than that of emodin group. Conclusions The level of SHP decrease in hepatic tissue in acute cholestatic hepatitis, Emodin has a notable effect on TB,DB,ALT,TBA,AST,ALP and reduce pathological changes on ANIT induced-cholestatic hepatitis. It has better effects than ursodeoxycholic acid. These effects may be
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胆汁淤积是胆汁从肝细胞到十二指肠过程中肝细胞分泌功能失调和胆管排泄障碍所致的一种临床综合征，其结果可导致胆汁酸等毒性物质的潴留，引起肝细胞损伤和胆汁淤积性肝病[1]，其机制和胆汁成分的合成，分泌，解毒和转运等方面关系密切[2]。引起婴儿胆汁淤积的主要原因是婴儿肝炎综合征[3] (Infantile Hepatitis Syndrome，IHS)，是小儿肝脏疾病就诊住院的首位原因，也是婴儿阶段致死或者致残的重要原因之一[4]。目前，在治疗胆汁淤积的药物中，对其作用机制研究较清楚且具有循证医学证据的药物不多，熊去氧胆酸（ursodexycholic acid, UDCA）为大家公认的治疗婴幼儿及儿童肝内胆汁淤积的有效药物[5]，但其疗效尚不满意，约有三分之一的患者对UDCA无效。前期研究已证实大黄素具有治疗ANIT诱导的急性肝内胆汁淤积性肝损伤的作用[6] 。还有研究[7]表明，SHP是抑制胆汁酸合成的重要转录因子，与胆汁淤积密切相关，因此我们进一步探讨SHP在急性淤胆型肝炎大鼠模型中的表达及大黄素的肝保护作用，为将来临床合理使用大黄素治疗婴幼儿及儿童肝内胆汁淤积疾病提供新的实验依据。
1 材料与方法
1.1 实验动物及分组 SPF级离乳后3周龄健康雄性Sprague Dawley（SD）大鼠，体质量（90±20）g，购自华中科技大学同济医学院实验动物中心，合格证号：NO. SCXK( 鄂) 2010- 0009。按随机数字表随机分成正常对照组，大黄素组，熊去氧胆酸组，模型组，每组10只，分笼饲养，标准饲料喂养，自由饮水，室温（25±2）oC，在开始实验前先适应性喂养3d。
1.2 药物与试剂 α-异硫氰酸萘酯(alpha-naphthylisothiocyanate, ANIT) 购于美国Sigma公司，批号：STBD6070V；大黄素、UDCA购于阿拉丁生物公司，批号分别为：518-82-1、128-13-2；醋酸地塞米松购于浙江仙琚制药股份有限公司，批号：130521；Total RNA 提取试剂（RNAiso Plus）、SYBR®PremixExTaqTM II（Perfect Real Time）、5×PrimeScript®RT Master Mix逆转录试剂盒均购于日本TAKARA公司；苯甲基磺酰氟（PMSF）、RIPA裂解液、BCA蛋白定量试剂盒均购于江苏碧云天生物技术公司；兔抗鼠SHP抗体购于美国Bioworld公司；SHP引物由上海生工生物工程股份有限公司设计合成。
1.3 仪器 美国Stratagene荧光定量PCR仪（Mx3000P）（美国Agilent公司）；美国Abbott（雅培）Aeroset全自动生化分析仪（美国雅培制药有限公司）；聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)电泳仪和电转仪（美国Bio-Rad公司）。
1.4 药物配制及给药方法 大黄素粉（纯度99%）用羧甲基纤维素钠配成0.4%的悬液，熊去氧胆酸（纯度99%）用蒸馏水配成0.6%的悬液，ANIT用麻油配成1%的溶液。大黄素组给予大黄素20mg·kg-1·d-1（参考相关文献[6]用药剂量），熊去氧胆酸组给予熊去氧胆酸60mg·kg-1·d-1(参考药品说明书折算为大鼠剂量)。模型组和正常对照组均给予等体积羧甲基纤维素钠溶液灌胃，以上均连用4d，第5d开始造模。
1.5 动物模型建立[8] 除正常对照组外，其他3组均于实验的第5d给予1%ANIT麻油溶液50mg·kg-1一次灌胃，灌胃前后12h所有动物均禁食不禁水，以保证所灌药物充分均匀地吸收，正常对照组则只给予等体积麻油灌胃。造模4~6h后大黄素组、熊去氧胆酸组继续给予相应药物灌胃，模型组和正常对照组则仍给予羧甲基纤维素钠溶液灌胃。造模后48h大鼠尿色深黄，血清总胆红素、直接胆红素、胆汁酸、丙氨酸氨基转移酶明显升高，肝组织病理学检查见肝小叶结构破坏，肝细胞明显肿胀，广泛水变性和羽毛样变性，胞浆疏松，肝细胞核大小不一致，核内染色质聚集，核仁粗大浓染，见多个点状、灶状坏死区，枯否细胞增生，为造模成功的标志。
1.6 标本采集、肝功能及肝脏病理学检查 造模后48h采集标本。6%水合氯醛250mg·kg-1腹腔注射麻醉后，逐层剪开腹腔，分离腹主动脉，抽取2ml动脉血置促凝管内，4000r·min-1离心10min，吸出血清，-20oC保存，送检肝功能（TB、DB、ALT、TBA、AST、ALP、GGT）。抽血后取部分肝组织，生理盐水冲洗，立即放入液氮中保存待检。另取每只大鼠的同一叶肝脏置于4%多聚甲醛液中固定48h，脱水后常规石蜡切片，HE染色。
1.7 肝组织SHPmRNA的检测 ①RNA的抽提：取大鼠肝组织10mg，PBS清洗后转移至组织匀浆器中，加入1mL的RNAiso Plus，充分研磨至无沉淀匀浆液透明。提取的RNA用260nm和280nm紫外分光光度计测定其含量和纯度。②cDNA合成：RT反应液包括5×PrimeScript®RT Master Mix（for Real Time）2μL，Total RNA 500ng （根据样品的浓度计算所需加入的样品RNA量，体积=500ng/浓度），加入RNase Free ddH2O 调整体系10μL。反转录反应条件为37℃15 min（反转录反应），85℃5s（反转录酶的失活反应），4℃终止。③Real Time PCR反应： 10μL反应体系包括：SYBR®Premix Ex TaqTM（2×）5.0μL，上游引物0.2μL，下游引物0.2μL，ROX Reference Dye I 0.2μL，DNA模板1μL，ddH2O（灭菌蒸馏水）3.4μL。反应参数为95℃预变性30 s，95℃变性5 s，60℃退火30 s，共40个循环。引物序列为SHP上游：5' ACTGGGCATTGTGTGAAGTC 3'，下游：5' GATGACAGGGCGG AAGAAG 3'。SHPmRNA表达水平用目的基因/GAPDH的比值来表示。
1.8 SHP蛋白表达的检测 采用Western-blot法，简要步骤如下：肝组织加入蛋白裂解液，冰上孵育30min，收集裂解液，12000 r·min-1 4℃ 5 min，取上清液保存于-20℃。用BCA法测定蛋白质浓度, 取相同量蛋白质用于100g·L-1十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳；转移至硝基纤维素膜,50g·L-1脱脂奶粉溶液37℃封闭1h；SHP兔抗鼠抗体(1:200) ，4℃孵育过夜，洗膜；应用辣根过氧化物酶标记的第二抗体（1:1000）室温孵育1h，再加入化学发光显色剂显色, X光片曝光显影, 图片经光密度图像扫描仪扫描，经IMAGE Quant程序对条带中心密度进行测定。各组中蛋白的相对表达强度为蛋白A值/GAPDH值。
1.9 统计学处理方法 采用SPSS17.0统计软件进行统计学分析。计量资料结果以均数±标准差([image: image1.wmf]s
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)表示，多组间的比较采用单因素ANOVA分析，在有差异性的情况下进一步行Student-Newman-Keuls q检验， P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 各组血清TB、DB、ALT、TBA、GGT、AST、ALP水平 见表1。模型组ALT、TB、DB、TBA、GGT、AST、ALP均明显低于正常组（P均<0.05），大黄素组ALT、TB、DB、TBA、AST、ALP均明显低于模型组（P均<0.05）；大黄素组ALT、TB、DB、TBA、GGT、AST、ALP均明显低于UDCA组（P均<0.05）。
表1 各组ALT、TB、DB、TBA 、GGT、AST、ALP水平（[image: image2.wmf]s
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Table 1 The values of ALT,TB,DB,TBA,GGT,AST,ALP in each group（
[image: image3],n=10） 
	组别
	n
	ALT(U·L-1) 
	TB(μmol·L-1) 
	DB(μmol·L-1)
	TBA(μmol·L-1)
	GGT(U·L-1)
	AST(U·L-1)
	ALP(U·L-1)

	正常对照组
模型组
UDCA组
大黄素组
	10

10

10

10
	22±9 
483±228 a
380±168 a
147±71abc
	1.4±0.2
68.1±26.1a
31.6±16.3ab
15.0±8.7abc
	0.5±0.1
46.3±20.1 a
21.9±12.6a b
10.8±3.9abc
	7.2±3.9
159.1±57.9a
100.5±33.2ab
60.1±22.7abc
	1.0±0.3 
2.0±0.5 a
1.5±0.5 ab
2.1±0.4 a c
	89±39
996±382 a
736±377 a
295±104abc
	171±48
324±120 a
304±92 a
222±59abc


注：与正常对照组比较，a P<0.05；与模型组比较，b P<0.05； 与UDCA组比较，c P<0.05
2.2 各组肝组织病理形态学表现 正常对照组：肝小叶结构完整，肝细胞索排列整齐，肝细胞大小一致，染色均匀（图1）。模型组：肝组织可见明显病理改变，肝小叶结构破坏，肝细胞明显肿胀，广泛水变性和羽毛样变性，胞浆疏松，肝细胞核大小不一致，核内染色质聚集，核仁粗大浓染，可见多个点状、灶状坏死区，枯否细胞增生（图2）。大黄素组：肝组织病理改变较模型组明显减轻（图3）。熊去氧胆酸组：肝组织病理改变亦较模型组明显减轻，但程度重于大黄素组（图4）。
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a  正常对照组（HE染色，×400）                            b  模型组（HE染色，×400）
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c  大黄素组 （HE染色，×400）                             d  UDCA组（HE染色，×400）
图1 各组肝组织病理形态学表现

Figure 1  The pathomorphology manifestations of liver
2.3肝组织中SHP中mRNA及蛋白表达 见表2、图2、图3。
由表2可见，模型组SHPmRNA及蛋白表达水平均较正常对照组明显降低（P均<0.05）；大黄素组SHPmRNA及蛋白表达水平均较模型组明显升高（P均<0.05）；UDCA组SHP mRNA及蛋白表达水平亦较模型组明显升高（P均<0.05）；大黄素组SHPmRNA及蛋白表达水平与UDCA组比较，差异无统计学意义（P均>0.05）。
表2 各组SHP mRNA及蛋白表达水平（[image: image5.wmf]s
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Table 1 The values of SHP mRNA in each group（
[image: image6] ,n=10）
	组别
	n
	SHP mRNA
	SHP蛋白

	正常对照组
模型组
UDCA组
大黄素组
	10

10

10
10
	1.512±0.309
0.559±0.194 a
1.189±0.365 a b
0.892±0.390 a b
	1.125±0.336
0.313±0.087 a
0.689±0.165 a b
0.706±0.193 a b


注：与正常对照组比较，a P<0.05；与模型组比较，b P<0.05； 与UDCA组比较，c P<0.05
[image: image10.png]



[image: image11.png]



图2 SHP的扩增曲线和熔解曲线
Figure 2 The amplification curve and melting curve of SHP
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图3 SHP的蛋白条带图
                             Figure 3 The protein bands figure of SHP
3 讨论
胆汁淤积是一组严重的症候群，表现为黄疸、浅黄色大便、深色小便、肝细胞功能损害等生化指标异常及肝组织病理学改变[8,9]，常见于婴儿肝炎综合征[3]等疾病中，胆汁的主要成分是胆汁酸（bile acid, BA），但疏水性BA过多会导致皮肤瘙痒，肝细胞的凋亡和坏死，肝脏纤维化或者肝硬化甚至肝功能衰竭，因此胆汁淤积的形成与胆汁酸的合成，分泌，解毒和转运密切相关[2]。
前期研究[6]已证实大黄素可通过抗炎机制发挥对肝细胞的保护效应和对淤胆型肝炎的治疗作用，这种作用主要是通过拮抗促炎细胞因子和介质、抑制氧化应激损伤、改善肝脏微循环、减少损伤信号、抑制中性粒细胞浸润等来实现的。本实验在此基础上进一步研究大黄素对SHP的作用，以探讨SHP在淤胆型肝炎中的表达及大黄素的药理作用机制。目前国内外公认的肝内胆汁淤积模型为化学药物ANIT单次给药诱导，剂量为每日45~100 mg·kg -1，通过损伤胆管上皮细胞、胆管阻塞和肝细胞毒性导致肝内胆汁淤积，肝脏损伤主要表现为升高的血清胆红素、胆汁酸、肝酶和肝组织病理损害，在大鼠中，ANIT能够模拟人类的肝内胆汁淤积为成熟的动物模型[8]，因此我们采用这一动物模型来研究。
SHP是核受体超家族中的一个非典型成员，是一种特殊的核受体，主要表达在肝脏，因为其缺少常规的DNA结合结构域(DBD) [11]，SHP不能直接调节转录，但能在特异的组织中作为转录调节的共抑制因子，抑制其他多种转录因子的活性。在肝脏，它可以与CYP7A1启动子肝受体同源物1(liver receptorhomologue-1,LRH-1)形成一个抑制性复合物，从而阻断CYP7A1和其他LRH-1靶基因(如CYP8B1和SHP本身)的转录，也可以通过与其他特异受体如甲胎蛋白转录因子作用，抑制CYP7A1的表达，还可以和肝脏核因子4A结合来抑制CYP8B1和CYP27A1的转录[12]。通过上述这些作用，SHP可实现对胆汁酸的精密调节。因此，SHP作为一个重要的转录共抑制因子，结合并抑制多种转录因子活性，形成负反馈，在胆汁酸合成中起重要作用，其中核受体FXR是激活SHP转录的重要上游因子[13,14]。肝FXR的激活将诱导SHP基因的转录[15]，进而抑制CYP7A1和NTCP基因的转录，同时诱导肝脏BSEP和OSTα/β复合体的表达，促进胆汁酸向胆管和血液中的排泄。因此，SHP是与胆汁酸合成密切相关的重要调控因子。
本实验结果发现，大黄素可降低淤胆型肝炎的TB、DB、ALT、TBA、AST、ALP水平，并可显著减轻肝组织病理损伤，且疗效优于熊去氧胆酸，淤胆型肝炎模型组肝组织中SHPmRNA及蛋白表达显著降低，大黄素则可上调SHP的表达。因此，通过本研究进一步证实了大黄素的肝保护作用，除了抗炎机制外，其对淤胆型肝炎的治疗作用还通过促进胆汁酸合成相关调控因子SHP的mRNA及蛋白表达来发挥。
胆汁淤积性肝病的发生机制和胆汁成分的合成、分泌、解毒和转运等方面均关系密切[16]，今后将对与其分泌、解毒和转运相关的因子进行进一步研究，以深入探讨胆汁淤积调控网络及其治疗药物。
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