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摘要：目的 考察夏佛塔苷对高脂饮食诱导C57BL/6小鼠胆囊胆固醇结石形成的影响。方法 将72只C57BL/6小鼠随机地分成：正常对照组，模型组，熊去氧胆酸组，夏佛塔苷高、中、低剂量组（20,40,80mg·kg-1），每组12只，灌胃给药8周。除正常对照组外采用高脂饲料喂养8周建立胆囊胆固醇结石模型。每隔7d记录小鼠体质量和统计进食情况；肉眼观察和显微镜观察结石形成情况；检测血清中总胆固醇（TC），高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C），低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C），总胆汁酸（TBA），甘油三酯（TG）的水平；检测胆汁中TC,TBA,磷脂（PL）水平并分析胆固醇饱和指数（CSI）的变化；观察肝脏病理组织形态学变化。结果 与模型组比较，夏佛塔苷高剂量组能够较显著降低成石率（33.3%），显著升高血清中的HDL-C和显著降低TG。显著降低胆囊胆汁中TC,PL的含量，升高TBA的含量，进而降低CSI。与模型组比较，夏佛塔苷中、高剂量组明显的减轻肝脏脂肪变性。结论 夏佛塔苷能够抑制高胆固醇饲料诱导C57BL/6小鼠胆囊胆固醇结石形成，其可能与降低胆囊胆汁CSI水平和升高血液中HDL-C，改善肝脏脂质代谢异常导致损伤相关。
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The Studies of Inhibitory Effect of Schaftoside on high fat diet-induced Cholesterol Gallstone Formation in C57BL/6 Mice
LIU meijing, LIU chuanghui, HUANG xiaotao, MI suiqing, HUANG ningsheng(Institute of Clinical Pharmacology, Guangzhou University of Chinese Medicine,Guangzhou 510405 Guangdong,China)
Abstract: Objective To studies the inhibitory effect of schaftoside on high fat diet-induced cholesterol gallstone formation in experimental C57BL/6 mice. Methods C57BL/6J mice (n=72) were randomly divided into six groups, including normal group, model group, UCDA group(60mg·kg-1), the low-, medium-, high-dose schaftoside groups(in the dosage of 20,40,80 mg·kg-1 respectively), 12 mice in each group,and intragastrically administered for 8 weeks. except the normal group, the rest of mice were fed with high diet. Body weight, food intake were recorded interval 7 days; Observing the stone formated by visual and microscope; the level of serum TC, TBA, TG, HDL-C, LDL-C and bile TC, TBA, PL were detected, the cholesterol saturation index (CSI) were calculated. To observe the liver pathological changes under microscope. Result Compared with model group, high-dose of schaftoside group could significantly lower rate of stone formation (33.3%), increased serum HDL-C level and decrease TG level. Reduce TC and PL level in gallbladder bile and incraesed TBA level, which reduce the CSI. Compared with model group, middle- and high-dose of schaftoside group inhibit hepatic fatty degeneraton. Conclusion It is indicated that schaftoside can inhibit C57BL / 6 mice gallbladder cholesterol gallstone formation induced by high fat diet, may be related to decrease levels of gallbladder bile CSI, increase HDL-C level in the blood, reduce liver damage related with lipid abnormalities. 
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胆囊结石病是由于胆囊胆汁成分失衡引发的常见疾病，80%以上为胆固醇结石病（cholesterol gallstone disease,CGD）[1]。随着生活水平的提高，饮食习惯的改变，我国的胆石症中胆囊结石患病率不断提高[2]。目前对CGD治疗方法主要是胆囊切除术，该种治疗方法造成器官缺失，存在胆管损伤等严重并发症的风险。因此，根据胆石症的发病原因和形成机制，探索有效的药物对其进行非手术治疗和预防发生有重要意义。
中药广金钱草具有清热祛湿、利水通淋、排石的作用，临床上主要用于胆囊炎，胆结石，肝炎，小儿疳积等疾病[3]。前期研究证明，广金钱草对胆固醇结石形成有一定的抑制作用[4]。夏佛塔苷是广金钱草中含量最高成分并作为其指标性成分[5]，本文探讨夏佛塔苷对高脂饮食诱导C57BL/6小鼠胆囊胆固醇结石形成的影响，并探讨其作用机制。
1材料与方法
1.1 药物及试剂 夏佛塔苷（批号：X-029-140801-1），购于成都瑞芬思生物有限公司；熊去氧胆酸（UDCA，批号：U110695、201406），购于中国阿拉丁试剂公司；总胆固醇（TC，批号：20150912）、甘油三酯（TG，批号：20150914）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C，批号：20150914）、低密度脂蛋白胆固醇（HDL-C，批号：20150911）、胆汁酸（TBA，批号：20150914）试剂盒，均购自南京建成生物工程研究所；磷脂（批号：20141106）购自北京利德曼生化股份有限公司；HE染色试剂（批号：DH0006），北京雷根生物科技有限公司。
1.2  动物 C57BL/6小鼠，雄性，8周龄，体质量18～22g，购于广东省动物实验中心，合格证号：SCXK（粤）：2013-0002。动物高脂饲料（83.25%普通饲料+1.25%胆固醇+0.5%胆酸+15%猪油）购于广东省动物实验中心，动物许可证号：SCXK（粤）：2013-0002。
1.3 主要仪器 Leica TP1020生物组织自动脱水机；Leica EG1140石蜡包埋机、Leica RM2235全自动轮转石蜡切片机、Leica ST5010自动染色机，德国莱卡公司；200型摊烘烤片机，上海精密实验设备厂；高速冷冻离心机，金坛市华城敏科实验仪器厂；FLUOR plus多功能酶标仪，瑞典Tecan公司；微量移液器，美国Gilson公司；Forma-80℃低温冰箱，美国Thermo公司；Olympus BX-51型病理图像采集系统，日本奥林巴斯公司。
1.4 分组、模型复制和给药方法 SPF级雄性C57BL/6小鼠60只，随机分成4组，每组15只，分为正常对照组、模型组、阳性对照组（UDCA，60 mg·kg-1）、夏佛塔苷低剂量组、中剂量组、高剂量组（分别20, 40, 80 mg·kg-1）。空白组每天喂养普通饲料，其余组给予高脂饲料。自由饮水，各组每天灌胃给药1次,共给药8周。每隔7d称量小鼠体质量和平均进食量。于第56d禁食12h后取样。
1.5 样品采集及观察记录 实验结束前，C57BL/6小鼠禁食不禁水，过夜，第2天眼球摘除采血，将血液室温静置2h后，以3000r·min-1速度离心15min。吸取上清液，-20℃保存备用。然后颈椎脱臼法处死小鼠，沿腹中线剪开腹腔，游离胆囊，肉眼观察并记录成石情况。用手术线结扎胆囊口，剪下胆囊。剪破胆囊，将胆汁转移到离心管，部分胆汁放在显微镜下观察，剩下胆汁以3000 r·min-1的速度离心15min，吸取上层胆汁，-20℃保存备用。迅速剪取肝脏，置于10%中性甲醛溶液中固定，备用。

1.6 血清和胆汁生化指标检测 按照试剂盒说明检测血清中TC、TG、LDL-C、HDL-C、TBA，胆汁中TG、PL、TBA的含量。根据TC、PL和TBA的含量计算胆汁总脂，在按总脂浓度（TLC）和PL/（PL+TBA）比值在Carey等[6]的表格中计算CSI。
CSI=（实际胆汁中胆固醇的摩尔百分比）/（Carey表格中查到的胆汁酸中可溶解的胆固醇最大摩尔浓度）

1.7 病理切片观察 10%中性甲醛溶液浸泡固定的肝组织修整好后，脱水，石蜡包埋，连续切片，HE染色后，封片。在镜下观察并拍照。
1.8 统计学处理方法 采用SPSS20.0统计分析软件，结果数据以均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，多组间均值的比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），以P <0.05表示差异有统计学意义。
2结果

2.1小鼠饮食量及体重的变化 在给药期间，各组小鼠的平均体质量在持续的上升，且上升的幅度比较一致（见图1）。在给药期间，各给药组小鼠平均进食量在4～5g之间波动，没有特别明显变化。但是模型组小鼠的平均进食量一直高于其他组小鼠，并且前21d小鼠平均进食量一直上升后再有所减少（见图2）。
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图1 各给药组对小鼠体质量变化的影响
Figure 1 The effect on mice weight by each group
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图2 各给药组对小鼠平均进食量的影响
Figure 2 The effect on food intake in mice by each group
2.2小鼠结石形成情况和显微镜观察 肉眼观察，正常对照组小鼠胆囊无结石形成，胆汁清，显微镜下没有看到结石块；模型组小鼠胆囊内可见颗粒状结石，呈黄白色，成石率90.9%，结石很大，规则不一；熊去氧胆酸组3只小鼠胆囊内可见细小泥沙样结石，量比较少，成石率25.0%，结石少且较小；夏佛塔苷低剂量组8只小鼠胆囊可见结石，呈黄白色，成石率72.7%，结石多但较小；夏佛塔苷中剂量组6只小鼠胆囊可见结石，量较少，成石率50%，结石多但较小；夏佛塔苷高剂量组4只小鼠胆囊可见结石，量较少，成石率为33.3%，结石少且较小（见表1和图3）。
表1 夏佛塔苷对小鼠胆囊胆固醇结石形成的影响（
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±s,n=12）
Table 1 The effect on  gallbladder cholesterol gallstone formation in mice by schaftoside
	组别
	动物数
	死亡数
	结石数
	成石率

	正常对照组
	12
	0
	0
	0%

	模型组
	12
	1
	10
	90.9%

	熊去氧胆酸组
	12
	0
	3
	25.0%

	夏佛糖苷低剂量组
	12
	1
	8
	72.7%

	夏佛糖苷中剂量组
	12
	0
	6
	50.0%

	夏佛糖苷高剂量组
	12
	0
	4
	33.3%
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图3. 夏佛塔苷对小鼠胆囊胆固醇结石形成大小影响的显微图（×400）
Figure 3 The Effect on the size of gallbladder cholesterol gallstone in mice by schaftoside (×400)
2.3小鼠胆囊胆汁中胆脂含量和CSI水平 与正常对照组比较，模型组小鼠胆汁中TC百分比、PL百分比和CSI明显升高，TBA百分比明显降低（P＜0.01）；与模型组相比，熊去氧胆酸组小鼠胆汁中TC百分比、PL百分比和CSI明显减低，TBA百分比明显升高（P＜0.01）；同时，与模型组比较，夏佛塔苷各剂量组小鼠胆汁中TC百分比和PL百分比明显降低，TBA百分比明显升高（P＜0.01），然而夏佛塔苷中高剂量组小鼠胆汁的CSI有明显降低（P＜0.01）。
表2夏佛塔苷对小鼠胆囊胆汁中胆脂和CSI的影响（
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±s,n=12）
Table 2 The effect of the level of lipid and CSI in gallbladder bile in mice by schaftoside
	
	TC/%
	TBA/%
	PL/%
	PL/（PL+TBA）
	TLC

/g·dL-1
	CSI

	正常对照组
	2.19±0.58
	87.25±1.39
	10.56±1.17
	0.11±0.01
	11.02±1.20
	0.50±0.13

	模型组
	7.62±1.85★★
	74.12±5.09★★
	18.26±3.89★★
	0.20±0.04★★
	10.05±2.12
	1.22±0.31★★

	熊去氧胆酸组
	3.01±0.79▲▲
	87.15±2.47▲▲
	9.84±2.30▲▲
	0.10±0.02▲▲
	15.24±2.12▲▲
	0.67±0.17▲▲

	夏佛塔苷低剂量组
	5.76±0.72▲▲
	81.15±2.85▲▲
	12.70±2.78▲▲
	0.13±0.03▲▲
	10.12±2.30
	1.20±0.30

	夏佛塔苷中剂量组
	4.34±1.18▲▲
	83.77±3.60▲▲
	11.89±2.94▲▲
	0.12±0.03▲▲
	13.22±1.50▲
	0.87±0.21▲▲

	夏佛塔苷高剂量组
	3.65±1.03▲▲
	86.13±3.62▲▲
	10.21±2.97▲▲
	0.11±0.03▲▲
	14.32±2.02▲▲
	0.79±0.22▲▲


注：与正常对照组比较，★P<0.05，★★P<0.01；与模型组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01
2.4小鼠血清中生化指标 与正常对照组比较，模型组小鼠血清中TC、LDL-C的含量明显升高（P＜0.01），HDL-C的含量明显降低（P＜0.01），TG的含量有一定程度的升高（P＜0.05）；与模型组比较，熊去氧胆酸组小鼠血清中TC、LDL-C、TG的含量明显减低（P＜0.01），HDL-C的含量明显升高（P＜0.01）；与模型组相比，夏佛塔苷高剂量组小鼠血清中HDL-C的含量有提高（P＜0.05），夏佛塔苷各剂量组小鼠血清中TG的含量有不同程度降低（P＜0.05）。其他各项指标效果不明显(P＞0.05)，没有统计学意义。
表3 夏佛塔苷对小鼠血清中脂质的影响
Table 3 The effect of serum lipid in mice by schaftoside

	
	TC
/mmol·L-1
	HDL-C
/mmol·L-1
	LDL-C
/mmol·L-1
	TBA
/μmol·L-1
	TG
/mmol·L-1

	正常对照组
	3.16±0.41
	2.55±0.7
	0.55±0.30
	39.66±16.66
	1.41±0.26

	模型组
	6.10±0.78★★
	1.41±0.12★★
	1.81±0.44★★
	35.85±11.53
	1.76±0.51★

	熊去氧胆酸组
	4.77±0.76▲▲
	2.03±0.21▲▲
	1.16±0.68▲▲
	48.76±19.76
	1.20±0.18▲▲

	夏佛塔苷低剂量组
	6.27±0.64
	1.43±0.11
	1.81±0.64
	30.54±7.08
	1.36±0.22▲

	夏佛塔苷中剂量组
	6.12±0.50
	1.49±0.17
	1.74±0.51
	33.75±7.24
	1.45±0.25▲

	夏佛塔苷高剂量组
	5.78±0.52
	1.79±0.22▲
	1.64±0.28
	33.06±10.68
	1.44±0.33▲


注：与正常对照组比较，★P<0.05，★★P<0.01；与模型组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01
2.5 病理切片观察 正常对照组小鼠肝脏肝细胞以中央静脉为中心，单行排列成板状结构，排列整齐，未见肝细胞病变（见图4-A）；与正常对照组比较，模型组小鼠肝组织肝细胞轮廓不清晰，严重脂肪变性和水肿，灶性炎细胞浸润和坏死，部分肝细胞已溶解死亡（见图4-B）；熊去氧胆酸阳性组，细胞排列整齐，肝索结构完整，有轻度脂变和少许炎细胞浸润（见图4-C）；夏佛塔苷低剂量组肝细胞排列不规则，肝索结构不完整，炎细胞浸润，肝细胞水肿和脂变（见图4-D）；夏佛塔苷中剂量组中央静脉周围有水肿和脂变，少许细胞溶解死亡，其他部位细胞完整（见图4-E）；夏佛塔苷高剂量组肝细胞排列整齐，肝索结构完整，细胞稍微变大，有少许的脂变和水肿（见图4-F）。
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图4. 夏佛塔苷对小鼠肝组织病理形态的影响（HE，×200）
Figure 4 The effect of change of the liver Pathomorphologic
3 讨论

CGD是因胆汁淤积、胆道感染及胆固醇代谢失调等多种因素作用而在胆道系统中形成结石的病，是世界范围的常见病之一。发病机制可能与多种基因和环境因素相关[6-7]，如高脂肪和高胆固醇饮食等。高胆固醇饮食诱导胆囊胆固醇结石模型已经广泛应用于揭示阐明胆固醇疾病机制报告。目前，熊去氧胆酸（UDCA）是唯一用于溶解胆结石的一线临床用药，还可以用于减少脂质过氧化和促进胆汁粘液分泌[8-9]。本实验，以UDCA作为阳性药，以高胆固醇饮食诱导的胆囊胆固醇结石病C57BL/6鼠模型为研究对象，研究夏佛塔苷各剂量组对胆固醇结石形成的抑制作用。
   从小鼠平均进食量情况看，模型组小鼠进食量在前21d会不断上升后回落，但是一直高于其他给药组。表明，夏佛塔苷和熊去氧胆酸对C57BL/6小鼠进食有一定的调节作用，这可能与夏佛塔苷调节小鼠体内代谢有关。从小鼠质量变化情况看，各组小鼠质量增长情况较一致，趋近于正常对照组，且模型组没有因为进食量多而体重增长迅速。这可能与高脂饲料导致小鼠体内脂质累积进而胆汁淤积损伤脏器，且形成胆固醇结石，使得小鼠体重轻微下降相关。实验中各组小鼠成石情况和结石显微图可以看出，夏佛塔苷对胆固醇结石形成有一定抑制作用。
    胆汁胆固醇过饱和是胆石病发生的必要条件，在胆固醇结石形成过程中起至关重要的作用。本实验主要研究夏佛塔苷抑制胆囊胆固醇结石形成是否与胆固醇调节以及其他脂质代谢相关。在胆汁中胆固醇、磷脂、胆汁酸的含量比例要保持一定才能使得胆固醇以溶解的方式存在胆汁中，抑制胆固醇结石的形成[10]。CSI是定量衡量胆汁中胆固醇含量与胶束溶剂平衡能力的相关性，胆固醇、磷脂升高或胆汁酸的下降，CSI升高，最终可能造成胆固醇结石的形成。实验结果表明，夏佛塔苷中、高剂量组能降低胆汁中胆固醇和磷脂的含量，升高胆汁酸的分泌，降低CSI，抑制胆囊胆固醇结石的形成。在给予高胆固醇饮食后，小鼠血清中TC、LDL-C、TG含量明显增加，HDL-C含量的明显降低。研究表明，夏佛塔苷高剂能降低血清中TG的含量，同时升高血清中HDL-C，对于其他的血脂指标没有明显的调节作用。表明夏佛塔苷可能是通过升高血液中HDL-C,降低TG的含量以及降低胆汁中胆固醇的含量进而降低CSI，进而抑制胆囊胆固醇结石的形成。
    肝脏是机体脂代谢的中心器官，是生成、处理、分泌胆固醇、胆汁、磷脂等胆汁成分的重要器官[11]，部分胆固醇来源于肝脏的生物合成，也是唯一能够大量清除胆固醇的器官。给予高胆固醇饮食后，造成小鼠肝脏的病理性损伤。实验结果显示，与模型组相比，夏佛塔苷中、高剂量对脂质异常造成肝脏病理性损伤有不同程度的改善，进而提高肝脏对胆固醇、胆汁、磷脂等胆汁性成分的处理和分泌，有助于抑制胆固醇结石形成。
    综上所述，夏佛塔苷高剂量能够调节胆汁中CSI，调节血脂中HDL-C和TG，改善肝脏的病理性损伤，发挥抑制胆囊胆固醇结石形成药效作用，为进一步研究夏佛塔苷抑制胆固醇结石形成分子机制奠定基础，也为证实广金钱草抑制胆固醇结石形成提供理论支持。
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