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阻塞性胆汁淤积大鼠肝脏胆固醇７α羟化酶和核受体ＦＸＲ、ＳＨＰ表达变化

吴晓平，柴　进，陈文生

第三军医大学西南医院全军消化病研究所，重庆４０００３８

［摘要］　目的：通过建立梗阻性黄疸动物模型，观察胆固醇７α羟化酶（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ７ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ７Ａ１）、类法尼醇Ｘ
受体（ｆａｒｎｅｓｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）及小异源二聚体伴侣受体（ｓｍａｌｌｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｐａｒｔｎｅｒ，ＳＨＰ）的表达变化，并分析ＣＹＰ７Ａ１和

ＦＸＲ、ＳＨＰ之间的关系。方法：采用胆总管结扎术制备大鼠梗阻性黄疸模型，分别于术后１、３、１４ｄ麻醉后放血处死。取大鼠

肝脏，抽提总ＲＮＡ，采用实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达；提取肝细胞核蛋白，采用蛋白质印迹技术检测ＦＸＲ和

ＳＨＰ蛋白表达。结果：与假手术对照组相比，梗阻性黄疸组大鼠肝细胞ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达明显增强，ＦＸＲ和ＳＨＰ蛋白表

达同步降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０５）。结论：ＣＹＰ７Ａ１表达增强可能与ＦＸＲ、ＳＨＰ表达减弱有关。
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　　胆汁酸是体内胆固醇的溶解剂和肠内脂类的乳
化剂，对胆固醇代谢及肝肠内疏水化合物的吸收、清
除和转运有重要作用；但其本身也具有细胞毒性，在
肝内蓄积可引起肝脏疾病，如胆汁淤积。在体内，胆
固醇转化为胆汁酸是胆固醇代谢的主要途径。其中
胆固醇７α羟化酶（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ７ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，

ＣＹＰ７Ａ１）是经典（中性）途径中的限速酶之一，通常
情况下，由ＣＹＰ７Ａ１起始的经典途径在胆汁酸合成
中占主导地位。近年来发现体内有多种核受体参与
胆汁酸代谢调节，如类法呢醇受体、孕烷Ｘ受体、肝

Ｘ受体α等，其中类法尼醇Ｘ受体（ｆａｒｎｅｓｏｉｄＸｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）已被证明是一种胆汁酸受体和胆汁酸
合成生物感受器，其通过小异源二聚体伴侣受体
（ｓｍａｌｌｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｐａｒｔｎｅｒ，ＳＨＰ）参与机体胆汁酸
代谢调节［１２］。在梗阻性胆汁淤积机体应答调节中，

ＦＸＲ、ＳＨＰ及ＣＹＰ７Ａ１的表达有何变化及三者之间
的关系如何尚不完全清楚。本研究即对梗阻性黄疸
大鼠体内上述三种物质的表达进行了检测，并初步
分析了三者之间的关系，为进一步探讨淤胆时胆汁
酸调节机制提供实验依据。
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１　材料和方法

１．１　动物及试剂　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，体
质量２６０～３００ｇ，由第三军医大学实验动物中心提
供。细胞总ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｐｕｒｅ（Ｒｏｃｈｅ公司），

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司），ＭＭＬＶ 逆转录酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳＤＳ
ＰＡＧＥ试剂盒（北京中彬公司），ＮＥＰＥＲ核蛋白抽
提试剂盒（ＰｉｅｒｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），ＦＸＲ、ＳＨＰ、

ＳＨＰＴＰ１（酪氨酸磷酸酯酶）一抗和羊抗鼠、羊抗兔

ＩｇＧＨＲＰ二抗均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物分组及模型制备　用数字表随机法将
健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为２组：梗阻性黄疸 （ＢＤＬ）
组和假手术对照 （Ｓｈａｍ）组，每组１２只动物。按本
实验室前期报道中所述方法［３］，所有动物在室温、每
日光照／黑夜循环条件下，分笼以标准饲料喂养，自
由饮水。手术前禁食１２ｈ。ＢＤＬ组以２．５％戊巴比
妥钠腹腔麻醉，剑突下纵形切口进腹，沿肝十二指肠
韧带找到胆总管，在十二指肠上方丝线双重结扎切
断胆总管，Ｓｈａｍ组仅游离胆总管而不予结扎切断。
分别于术后１、３、１４ｄ将两组大鼠各４只麻醉后放血
处死，取肝脏立即冻存于液氮，备用。

１．２．２　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表
达　将新鲜肝脏匀浆，用Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂提取总ＲＮＡ，
紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 质量和浓度。大鼠

Ｃｙｐ７Ａ１上游引物：５′ＧＣＧＣＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＡ
ＣＧ３′；下游引物：５′ＧＣＧ ＴＴＡ ＧＡＴ ＡＴＣＣＧＧ
ＣＴＴＡＡＡ３′；探针：５′ＡＧＧＧＡＴＧＴＡＴＣＧＣＴＴ
ＣＴＧＣＴＡＣＣＧＡＧＴＧＡＴ３′；ＧＡＰＤＨ 作为内参
照。反转录得到ｃＤＮＡ，取ｃＤＮＡ２、１、０．５、０．２５ｍｌ
制作标准曲线。反应条件：所有样品 ５０℃ 孵育

２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，然后９０℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共

４０个循环。操作系统为美国７３００实时定量ＰＣＲ系
统。

１．２．３　肝组织核蛋白提取　用ＮＥＰＥＲ核蛋白抽
提试剂盒提取，具体操作按试剂盒说明书进行。用

ＢｉｏＲａｄ核酸蛋白仪测定提取液的蛋白浓度之后将
提取液放入－７０℃冰箱保存，备用。

１．２．４　蛋白质印迹法检测ＦＸＲ、ＳＨＰ的表达　用

ＳＨＰＴＰ１蛋白作内参照。分别取核蛋白２０μｇ与等
体积上样缓冲液混匀，１００℃孵育５ｍｉｎ变性，冷却
后上样，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，然后电转移至硝酸
纤维素膜，丽春红染色确定上样的均一性和电转移
效率，用含２％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ室温封闭２ｈ，分别

加入ＦＸＲ、ＳＨＰ 一抗（１∶１００）４℃孵育过夜，用

ＰＢＳＴ洗去一抗后加入相应的二抗（１∶２０００），室
温孵育２ｈ。ＦＸＲ、ＳＨＰ蛋白质印迹所用的同一硝
酸纤维素膜上免疫复合物经洗脱以后，分别再与另
一胞质蛋白ＳＨＰＴＰ１的抗体孵育，蛋白质印迹检测

ＳＨＰＴＰ１，并以此条带确定上样量。ＤＡＢ显色后用
凝胶成像系统照像记录，然后用Ｑｕｎｔｉｔｙｏｎｅ分析软
件测定目的条带的负相光密度（Ｄ）。实验重复３次，
表达蛋白定量用目的条带负相Ｄ值表示。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件行单
因素方差分析，数据用珚ｘ ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　肝组织ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达　分别于胆总管
结扎手术后１、３、１４ｄ定量检测ＢＤＬ组与Ｓｈａｍ组

ＣＹＰ７Ａ１ ｍＲＮＡ，其 表 达 比 值 分 别 是 （１９５±
１７．４）％、（２４０±１５．３）％、（３５０±２０．１）％。结果表
明，阻塞性胆汁淤积大鼠肝脏ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达
随胆道阻塞时间延长逐渐增强，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测ＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ７Ａ１ｍＲＮＡ

ａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，Ｐ＜０．０１（Ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ）

２．２　肝组织核受体ＦＸＲ的表达变化　蛋白质印迹
检测ＦＸＲ蛋白在ＢＤＬ组及Ｓｈａｍ组术后１、３、１４ｄ
的结果显示，ＦＸＲ蛋白随胆淤时间的增加表达逐渐
减弱，Ｓｈａｍ组无明显变化。二组间差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，图２）。

２．３　肝组织核受体ＳＨＰ的表达变化　蛋白质印迹
检测ＳＨＰ蛋白在ＢＤＬ组及Ｓｈａｍ组术后１、３、１４ｄ
的结果显示，ＳＨＰ蛋白随胆淤时间的增加表达逐渐
降低，Ｓｈａｍ组无明显变化。二组间差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，图３）。

３　讨　论

　　胆汁酸是胆固醇的代谢终产物，其生成有两条
途径：经典（中性）途径和替代（酸性）途径，胆固醇
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７α羟化酶（ＣＹＰ７Ａ１）和胆固醇２７α羟化酶（ＣＹＰ２７）
分别是这两条途径的限速酶，其中由ＣＹＰ７Ａ１限速
的经典途径在胆汁酸合成中占主导地位。正常情况
下，胆汁酸的合成由体内负反馈机制调整，有多种核
受体参与这种调节［４６］，如类法呢醇受体（ＦＸＲ）、孕
烷Ｘ受体（ＰＸＲ）、组成性雄烷受体（ＣＡＲ），肝Ｘ受
体α（ＬＸＲα），维生素Ｄ受体（ＶＤＲ）和过氧化物酶增

殖物激活受体α（ＰＰＡＲα）等。它们作为转录因子，
可结合特异性配体启动子的反应元件，在转录水平
调节参与胆汁酸代谢的关键酶和转运体的基因表

达，从而调节体内胆汁酸水平。这对治疗胆汁酸代
谢相关疾病有重要意义。已有报道胆汁酸代谢相关
核受体激活或拮抗配体可用于治疗胆汁淤积［７８］。

图２　ＦＸＲ蛋白术后１、３、１４ｄ的表达变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｏｆＦＸＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄａｎｄＢＤＬｇｒｏｕｐｓｏｎｄａｙ１，３，ａｎｄ１４ａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，Ｐ＜０．０５（Ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ）

图３　ＳＨＰ蛋白术后１、３、１４ｄ的表达变化

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｏｆＳＨＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄａｎｄＢＤＬｇｒｏｕｐｓｏｎｄａｙ１，３，ａｎｄ１４ａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，Ｐ＜０．０５（Ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ）

　　类法尼醇Ｘ受体（ＦＸＲ）是胆汁酸受体之一，又
称为胆汁酸感应器，具有典型的核受体结构，含有与

ＤＮＡ结合及二聚化有关的锌指结构；主要在肝肠系
统、肾脏、肾上腺表达，在心、肺、脂肪和胃也有低水
平表达［９］。ＦＸＲ是参与调控胆汁酸代谢过程的主
要核受体之一，主要靶基因包括ＣＹＰ７Ａ１、磷脂转移
蛋白、小异源二聚体伴侣受体（ＳＨＰ）基因等。胆汁
酸在转录水平抑制胆固醇７α１单加氧酶基因的表
达，抑制ＣＹＰ７Ａ１活性［１０］。不同胆汁酸激活ＦＸＲ
的效率也不同［６，１１］。小异二聚体伴侣（ＳＨＰ）是一种
特殊的核受体，它没有ＤＮＡ结合域，主要表达在肝
脏。ＳＨＰ可通过与其他核受体家族成员的相互作
用，抑制核受体介导的转录活性［２，１２］。在肝脏，它可
以与ＣＹＰ７Ａ１启动子肝受体同源物１（ｌｉｖｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ１，ＬＲＨ１）形成一个抑制性复合物，从而
阻断ＣＹＰ７Ａ１和其他ＬＲＨ１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４α结合来抑制 ＣＹＰ８Ｂ１和

ＣＹＰ２７Ａ１的转录［１３］。通过上述这些作用，ＳＨＰ可
实现对胆汁酸的精密调节。

　　本研究结果显示，阻塞性胆汁淤积大鼠肝脏

ＣＹＰ７Ａ１表达随胆道阻塞时间延长逐渐增强，而

ＦＸＲ和ＳＨＰ表达却同时降低。以往有研究报道，

ＦＸＲ被激活后可抑制ＣＹＰ７Ａ１转录，使胆汁酸合成
速度下降，说明ＦＸＲ对ＣＹＰ７Ａ１具有负性调节作
用［１４］。本实验中ＦＸＲ表达减少同时ＣＹＰ７Ａ１活性
增强，与此相一致。已有实验证明ＦＸＲ并不是直接
与ＣＹＰ７Ａ１结合而抑制后者转录，ＣＹＰ７Ａ１基因启
动子序列中没有ＦＸＲ结合点，它是通过间接诱导转
录抑制因子ＳＨＰ而发挥作用。ＳＨＰ与ＣＹＰ７Ａ１启
动 子 ＬＲＨ１ 形 成 抑 制 性 复 合 物，ＬＲＨ１ 是

ＣＹＰ７Ａ１的强烈激活剂，被抑制后可阻断ＣＹＰ７Ａ１
转录［１５］。本实验中大鼠胆总管被阻断后ＳＨＰ表达
降低，与ＦＸＲ表达相一致。因此作如下推测：在阻
塞性胆汁淤积大鼠肝脏中，ＦＸＲ表达下降，其诱导
作用下降，致ＳＨＰ表达下降；ＳＨＰ表达下降使其对

ＣＹＰ７Ａ１转录抑制作用减弱，从而使ＣＹＰ７Ａ１表达
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增强，由此实现对胆汁酸代谢的精密调节。对阻塞
性胆汁淤积大鼠，上述是一种现象分析，确证还需做
进一步深入的工作。但这对于研究胆汁酸代谢调节
的分子机制，探索新药，指导临床安全、合理用药有
着重要意义。
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·消　息·

《第二军医大学学报》征订启事

　　《第二军医大学学报》（ＣＮ３１１００１／Ｒ，ＩＳＳＮ０２５８８７９Ｘ）是由第二军医大学主办的国内外公开发行的综合性医药卫生类学

术期刊，１９８０年６月创刊。本刊面向全国和海外作者征稿，主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最

新科研成果。由著名肝胆外科专家、国家最高科技奖获得者吴孟超院士任主编。辟有：院士论坛、专家论坛、专题报道、论著、

研究快报、临床病理（例）讨论、病例报告等栏目。读者对象主要为从事医药卫生工作的中高级科研、医疗、教学、预防机构人员

和高等医药学院校的师生。

　　本刊一直被《中文核心期刊要目总览》确认为综合性医药卫生类核心期刊；是中国科技论文统计源期刊、中国科学引文数

据库源期刊；被包括中国学术期刊综合评价数据库、万方数据———中国数字化期刊群等在内的国内所有重要检索系统收录，并

被荷兰《医学文摘》（ＥＭＢＡＳＥ）、美国《化学文摘》（ＣＡ）、美国《剑桥科学文摘》（ＣＳＡ）、英国《国际农业与生物科学中心文摘数据

库》（ＣＡＢＡｂｓｔｒａｃｔｓ）、英国《公共健康研究数据库》（ＧｌｏｂａｌＨｅａｌｔｈ）、《ＷＨＯ西太平洋地区医学索引》（ＷＰＲＩＭ）、俄罗斯《文摘

杂志》（ＶＩＮＩＴＩＡｂｓｔｒａｃｔｓＪｏｕｒｎａｌ）、波兰《哥白尼索引》（ＩＣ）等国际检索系统收录。先后获得“第二届国家期刊奖百种重点期刊

奖”、“第三届国家期刊奖提名奖”和“全国高校精品科技期刊奖”，并被评为“２００８年中国精品科技期刊”。

　　本刊为月刊，Ａ４开本，８０ｇ铜版纸彩色印刷，每期定价１５元，全年１８０元。可在当地邮局订阅（邮发代号４３７３），漏订者

可来函本刊编辑部办理邮购。

　　地　址：上海市翔殷路８００号《第二军医大学学报》编辑部，邮编：２００４３３

　　联系人：魏学丽　　电　话：０２１８１８７０７８７转８２６分机　　Ｅｍａｉｌ：ｂｘｕｅ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ或ｂｘｕｅ３０４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ或ｈｔｔｐ：／／ｊｏｕｒｎａｌｓ．ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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