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法尼醇 X 受体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
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［摘要］　目的　研究核受体法尼醇 X 受体（FXR）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　将 90 只 Sprague-Dawley 成年大鼠随机分为正常对照组、模型组和大黄素干预组，每组 30 只。模

型组和大黄素干预组给予 α- 异硫氰酸萘酯（ANIT）50 mg/kg 一次灌胃，建立大鼠淤胆型肝炎动物模型，正常

对照组给予等体积麻油进行替代；大黄素干预组分别于造模前连续 4 d 及造模后每日给予 20 mg/kg 大黄素灌胃，

直至各组大鼠分别于造模后 24、48、72 h 处死，模型组和正常对照组给予等体积羧甲基纤维素钠溶液进行替代。

实时荧光定量 PCR 法检测肝组织中 FXR mRNA 表达的变化；全自动生化分析仪检测血清总胆红素（TB）、直

接胆红素（DB）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）及胆汁酸（TBA）的水平。结果　造模后各时间点，模型组肝组

织中 FXR mRNA 表达水平均低于正常对照组（均 P<0.05），大黄素干预组肝组织中 FXR mRNA 表达水平均高

于模型组（均 P<0.05）；模型组大鼠血清 ALT、TB、DB、TBA 水平在造模后各时间点较对照组均显著增高（均

P<0.05），而大黄素干预组大鼠血清 ALT、TB、DB、TBA 水平较模型组均显著降低（均 P<0.05）。结论　大

黄素可显著降低 ANIT 诱导的淤胆型肝炎大鼠血清中 TB、DB、ALT、TBA 水平，其作用机制可能与促进 FXR

表达有关。                                                                                    ［中国当代儿科杂志，2014，16（4）：424-429］
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Effect of emodin on expression of farnesoid X receptor in rats with acute cholestatic 
hepatitis
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Abstract: Objective    To investigate the expression of farnesoid X receptor (FXR) and the effect of emodin 
on FXR expression in a rat model of acute cholestatic hepatitis. Methods    Ninety adult Sprague-Dawley rats were 
randomly divided into normal control, model, and emodin groups (n=30 each). The model and emodin groups were given 
alpha-naphthylisothiocyanate (ANIT) 50 mg/kg by gavage to establish an animal model of cholestatic hepatitis, while the 
normal control group was given an equal volume of sesame oil. The emodin group was given emodin by gavage every 
day from 4 days before the model was prepared until the time of sacrifice, while the model and normal control groups 
were given an equal volume of sodium carboxymethyl cellulose solution. At 24, 48 and 72 hours after the model was 
prepared, serum level of total bilirubin (TB), direct bilirubin (DB), alanine aminotransferase (ALT), and total bile acids 
(TBA) were measured by Aeroset automatic biochemical analyzer, and the mRNA expression of FXR in the liver tissue 
was measured by real-time PCR. Results    At all time points FXR mRNA expression in the model group decreased, but 
serum levels of TB, DB, ALT and TBA increased significantly compared with the normal control group (P<0.05). The 
emodin group had significantly higher mRNA expression of FXR and significantly lower serum levels of TB, DB, ALT, 
and TBA compared with the model group (P<0.05). Conclusions    Emodin can significantly reduce serum levels of TB, 
DB, ALT, and TBA in rats with ANIT-induced cholestatic hepatitis, probably by promoting FXR expression. 

                                                                                                        [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(4): 424-429]
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胆汁淤积是指胆汁流的形成和排泌障碍，可

由肝细胞或胆管上皮的胆汁分泌障碍或胆汁流的

阻断所致，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]。发生在婴儿（包括新生儿）期称婴儿胆

汁淤积。引起婴儿胆汁淤积的主要原因是婴儿肝

炎综合征（infantile hepatitis syndrome, IHS），若不

及时进行有效治疗可发展为胆汁性肝硬化，最终

因肝功能衰竭或合并肺炎而死亡，严重影响婴儿

的生存质量甚至威胁生命 [3-4]。目前临床上治疗胆

汁淤积的常用药物包括熊去氧胆酸（UDCA）和皮

质激素，但其治疗疗效尚不满意 [5]。中药大黄已应

用于临床治疗肝内胆汁淤积。大黄素（6- 甲基 -1,3,8-
三羟基蒽醌）是大黄中分离出来的主要有效单体，

具有肝保护作用及抗炎、抗病毒、抑菌、免疫调节、

促进胃肠蠕动、抗氧化、清除自由基、改善微循

环等药理作用 [6-10]。前期研究已证实大黄素具有治

疗 α- 异硫氰酸萘酯（alpha-naphthylisothiocyanate, 

ANIT）诱导的急性肝内胆汁淤积性肝损伤作用 [11]。

近期研究发现，核受体法尼醇 X 受体（farnesoid 

X receptor, FXR）是胆汁成分代谢的中心环节，目

前被认为是治疗胆汁淤积的关键靶点 [1,12]，FXR 对

胆汁酸的合成、解毒和转运，以及肝纤维化形成

等方面均有作用。ANIT 诱发肝损伤的生物化学和

病理形态学改变与人肝内胆汁淤积性肝病相似，

目前为国际公认用来制作淤胆型肝炎动物模型的

药物 [13-14]，本研究采用 ANIT 建立急性淤胆型肝炎

的动物模型，并以此动物模型研究 FXR 在淤胆型

肝炎肝组织中的表达及大黄素的干预作用。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组

健康雄性清洁级 Sprague-Dawley（SD）大鼠

90 只，体重 200±20 g，年龄 6±1 周，购自华中

科技大学同济医学院实验动物中心。将动物随机

分成正常对照组、模型组和大黄素干预组，各组

又依据造模后不同干预时间分为 24、48、72 h 三

个亚组，每个亚组 10 只大鼠，分笼饲养，标准饲

料喂养，自由饮水，控制室温 25±2℃，在开始实

验前先适应性喂养 3 d。

1.2　药物、试剂与仪器

大黄素粉（纯度 >98%，批号：26110401）购

于西安崇信天然添加剂有限公司，ANIT 购于美国

Sigma 公司。TRIzol 溶液购自美国 Invitrogen 公司，

SYBRGreen Ⅰ荧光染料购自闪晶生物基因技术公

司，逆转录酶和 RNA 酶抑制剂购自日本 Toyobo 公

司。苏木素购自美国 Sigma 公司，伊红 Y、无水乙醇、

盐酸、二甲苯、包埋石蜡、中性树胶均购自国药

集团药业股份有限公司。PCR 仪为美国 Stratagene

荧光定量 PCR 仪（Mx3000P）。血清总胆红素（TB）、

直接胆红素（DB）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）

和胆汁酸（TBA）均由美国雅培（Abbott）Aeroset

全自动生化分析仪检测。

1.3　药物配制

大黄素粉用羧甲基纤维素钠配成 0.4% 的悬

液，ANIT 用麻油配成 1% 的溶液，均于临用前配制，

使用前摇匀。

1.4　给药方法

大黄素干预组给予大黄素 20 mg/(kg · d) 灌胃，

大黄素剂量参考文献 [11] 用药剂量，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，

以上给药方式连续 4 d。

1.5　造模方法

除正常对照组外，其他 2 组均于实验的第 5

天按文献 [13-14] 给予 1%ANIT 麻油溶液 50 mg/kg 一

次灌胃，灌胃前后 12 h 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 4~6 h 后大黄素干预

组继续给予大黄素 20 mg/(kg · d) 灌胃，模型组和正

常对照组则仍给予等体积羧甲基纤维素钠溶液灌

胃，直至造模后 24、48、72 h 处死相应的动物。

1.6　胆汁引流及标本采集

各组大鼠经 6% 水合氯醛 250 mg/kg 腹腔注射

麻醉后，逐层剪开腹腔，分离出胆总管，结扎胆

囊底部，在胆总管中部剪一“V”型切口，插入引

流管（用腰穿管制成），引流 1 h 胆汁，计量并收

集 1 mL。分离腹主动脉，抽取 2 mL 动脉血置促凝

管内，4 000 r/min 离心 10 min，吸出血清，-20℃

冰箱保存待检。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% 多聚甲醛液固定 48 h，脱

水后常规石蜡切片。
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1.7　病理学检查

取４% 多聚甲醛液固定的肝组织，按常规方

法脱水、石蜡包埋、4 μm 连续切片、苏木精 - 伊

红（HE）染色，每只大鼠取 6 张切片照相，显微

镜下观察肝组织病理变化。

1.8　实时荧光定量 PCR 检测肝组织 FXR mRNA

表达

采用 TRIzol 提取肝组织总 RNA。以总 RNA

为模板，逆转录成 cDNA，使用高亲合力双链 DNA

结合染料 SYBR green I 在 Mx3000P 检测系统进行

实时荧光定量 PCR。FXR 引物序列（149 bp）：

上 游：5'-GAGAGATGGGAATGTTGGCTG-3'，

下 游：5'-CTTGGTCGTGGAGGTCACTT-3'；

β-actin 引 物 序 列（237 bp）： 上 游：

5'-TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA-3'， 下 游：

5'-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3'。 扩 增 条 件：

95 ℃ 变 性 30 s，62 ℃ 退 火 40 s，72 ℃ 延 伸 30 s，

85℃再延伸 8 s，每个循环在 85℃时检测荧光强度，

共 38~40 个循环。扩增结束后，将实时定量 RT-
PCR 产物从 68℃缓慢而均匀地升温至 95℃，温度

每升高 0.2℃读一次荧光值，每两次读值间隔 1 s。

对 PCR 扩增产物定量后分级 10 倍稀释做标准曲线。

FXR mRNA 表达水平以其与 β-actin 的相对表达量

来计算。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用 one-way ANOVA 分析，在有差异性

的情况下进一步采用SNK-q检验行组间两两比较，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组大鼠生活状态及肝组织肉眼观察情况

正常对照组大鼠有活力，毛发柔顺有光泽，

尿色清亮，肝组织表面红润光滑，实施胆汁引流

时见胆汁顺利流出；模型组大鼠缺乏活力，毛发

凌乱、失去光泽，活动及进食均减少，尿色深黄，

肝组织失去红润光滑的外表，部分见黄色结节，

24 h 时胆汁流量减少，48 h 时胆汁流中断，72 h

时胆汁流开始恢复，但仍少于正常，肠管扩张明

显，部分见中毒性鼓肠；大黄素干预组大鼠活动

及进食均较模型组明显改善，尿色较模型组变浅，

肝组织黄色结节减少，48 h 时可引流出胆汁，肠

管扩张亦减轻。

2.2　各组肝组织病理形态学表现

正常对照组在 24、48、72 h 时间点肝组织的

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，胆管上皮细胞完整，未见中

性粒细胞浸润。模型组大鼠造模后 24 h 肝组织即

可见明显病理改变，肝小叶结构破坏，肝细胞广

泛水变性和羽毛样变性，汇管区胆管上皮细胞肿

胀，可见脱落的胆管上皮细胞及脱落缺陷区，并

见明显的中性粒细胞浸润；48 h 变化更明显，肝

细胞明显肿胀，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，胆管上皮细胞增生

明显，管腔狭窄，腔内可见大量坏死脱落细胞，

部分胆管上皮细胞内及胆小管内见胆栓形成，胆

管周围有大量中性粒细胞浸润，肝细胞点状、灶

状坏死区多局限于胆管周围的肝细胞；72 h 时以

上病变均减轻，但仍可见坏死灶和中性粒细胞浸

润。大黄素干预组在各时间点肝组织病理改变均

较模型组明显减轻，中性粒细胞浸润明显减少。

见图 1。

2.3　各组血清生化指标水平比较

造 模 干 预 后 各 时 间 点， 模 型 组 大 鼠 血 清

ALT、TB、DB、TBA 水 平 较 对 照 组 均 显 著 增 高

（ 均 P<0.05）， 大 黄 素 干 预 组 大 鼠 血 清 ALT、

TB、DB、TBA 水 平 均 较 模 型 组 显 著 降 低（ 均

P<0.05）；除 72 h TB 水平外，大黄素干预组在其

他各时间点 ALT、TB、DB、TBA 水平仍高于对照

组（均 P<0.05）。见表 1~3。

2.4　各组肝组织 FXR mRNA 水平

造 模 干 预 后 各 时 间 点， 模 型 组 大 鼠 肝 组

织 中 FXR mRNA 水 平 较 对 照 组 显 著 降 低（ 均

P<0.05），大黄素干预组大鼠肝组织中 FXR mRNA

水平较模型组显著升高（均 P<0.05）；除 72 h 外，

大黄素干预组在 24 h 和 48 h FXR mRNA 水平仍低

于对照组（均 P<0.05）。见表 1~3。
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图 1　各时间点各组大鼠肝组织病理形态学表现（苏木精 - 伊红染色，×400）　　正常对照组各时间点肝小叶结构完整，肝细

胞索排列整齐，肝细胞大小一致。模型组 24 h 肝小叶结构破坏，肝细胞广泛水变性（箭头所示），并见中性粒细胞浸润；48 h 肝细胞变性

较 24 h 更严重，见气球样变（黑色箭头所示）和灶状坏死区（红色箭头所示）；72 h 肝细胞病变开始恢复，胆管上皮细胞增生（箭头所示）。

大黄素组各时间点肝细胞病变均较模型组减轻。

正常组

模型组

大黄素组

24 h 48 h 72 h

表 1　24 h 各组血清生化指标水平及肝组织 FXR mRNA 表达变化　（x±s）

组别 鼠数 ALT (U/L) TB (μmol/L) DB (μmol/L) TBA (μmol/L) FXR mRNA

对照组 10 42±7 7.3±2.5 2.6±0.8 26±8 0.75±0.21

模型组 10 397±63a 43.5±5.9a 36.2±4.9a 217±58a 0.42±0.14a

大黄素组 10 309±49a,b 29.8±4.6a,b 23.0±5.2a,b 156±53a,b 0.59±0.11a,b

F 值 159.067 161.072 166.315 46.247 11.117

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 为与对照组比较，P<0.05；b 为与模型组比较，P<0.05。

表 2　48 h 各组血清生化指标水平及肝组织 FXR mRNA 表达变化　（x±s）

组别 鼠数 ALT (U/L) TB (μmol/L) DB (μmol/L) TBA (μmol/L) FXR mRNA

对照组 10 47±8 7.5±2.7 2.4±0.7 27±8 0.74±0.22

模型组 10 818±138a 92.0±27.6a 73.6±17.0a 219±36a 0.28±0.08a

大黄素组 10 647±98a,b 58.5±16.8a,b 47.3±19.1a,b 133±46a,b 0.45±0.14a,b

F 值 172.342 73.545 59.431 80.914 21.087

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 为与对照组比较，P<0.05；b 为与模型组比较，P<0.05。
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3　讨论

胆汁淤积是一种临床综合征，常见于 IHS 等

疾病中，若不及时进行有效治疗，将导致肝硬化

等严重后果 [3]。目前临床上治疗胆汁淤积的常用药

物包括 UDCA 和皮质激素 [5]，但其治疗疗效尚不

满意，且 UDCA 起效缓慢，较为昂贵，而皮质激

素具有免疫抑制副作用，使这两种药物的使用受

到很大限制 [15]。因此，探索高效、低毒、价廉的

胆汁淤积治疗药物十分必要。

中药大黄具有增加胆红素排出肠道、减少胆

红素重吸收、促进胆汁分泌、保护肝细胞等作用，

因此，大黄已应用于临床治疗肝内胆汁淤积。但

大黄为中草药复合物，含有多种成分，其作用机

制不易阐明，因此有必要对大黄中的有效单体进

行进一步的研究以明确其作用机制，从而进一步

提高疗效、降低副作用。大黄素是大黄中分离出

来的主要有效单体，研究证实其具有肝保护作用

及抗炎、抗病毒、抑菌、免疫调节、促进胃肠蠕动、

抗氧化、清除自由基、改善微循环等药理作用 [6-10]，

为进一步探讨大黄素治疗淤胆型肝炎的作用及其

机制奠定了基础。前期研究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 [11]。本实验在此基础上进一步研究大黄素

对 FXR 的作用，以进一步探讨 FXR 在淤胆型肝炎

中的表达及大黄素的药理作用机制。ANIT 诱发动

物肝损伤的生物化学和病理形态学改变与人肝内

胆汁淤积性肝病相似 [13-14]，常被用来制作淤胆型

肝炎的动物模型，而且 ANIT 在动物体内引起胆汁

淤积是可重复的，并呈剂量依赖性，从 1962 年开始，

就被广泛用于诱导肝内胆汁淤积的动物模型 [13]，

本实验通过建立此动物模型进行研究。

FXR 是核受体超家族成员之一，因其可以被

生理水平的法尼醇激活而得名，是一种胆汁酸受

体，在肝脏、胆囊、胃肠道、肾上腺和肾脏均有

高度表达。FXR 由人的常染色体基因编码，具有

核受体的典型结构，即包括氨基末端高度保守的

DNA 结合区（DBD）、配体非依赖性转录激活功

能区（AF-1）、羧基末端配体结合区（LBD）及

配体依赖性功能区（AF-2）。FXR 的配体与 LBD

结合后，使核受体的空间构型发生改变，进而与

视黄醛衍生物受体（RXR）形成异源二聚体，直

接和特定的 DNA 反应元件结合，从而调节基因

的转录。FXR 与胆汁酸结合后调节胆汁酸代谢，

维持胆汁酸稳态。实验证明，FXR 对胆汁酸的

合成、解毒和转运，以及肝纤维化形成等方面均

有作用：FXR 能够通过小异源二聚体伴侣受体

（small heterodimer partner, SHP）抑制胆汁酸的合

成，诱导肝内胆汁酸的解毒效应，诱导小胆管胆

汁酸的排泄，增加胆汁的流动，增加胆汁中磷脂

的含量，通过 SHP 和过氧化物酶体增殖物激活受

体 γ（peroxisome proliferstor activated receptor γ, 

PPARγ）抑制肝纤维化的形成 [16-18]。使用 FXR

的激动剂，如 GW4064、6-ECDCA 等可以明显降

低雌二醇诱导的胆汁淤积中肝细胞摄取胆盐，并

能恢复胆汁流动，降低血清淤胆指标。因此，核

受体 FXR 目前被认为处于胆汁淤积治疗的枢纽地

位 [19]，FXR 受到激动后，介导多种抑制胆汁淤积

的通路。

本实验结果发现，大黄素可降低淤胆型肝

炎 的 ALT、TB、DB、TBA 水 平， 并 可 显 著 减 轻

肝组织病理损伤，淤胆型肝炎模型组肝组织中

FXR mRNA 表达显著降低，大黄素则可促进 FXR 

mRNA 的表达。本研究进一步证实，大黄素的肝

保护作用，除了抗炎机制外，其对淤胆型肝炎的

表 3　72 h 各组血清生化指标水平及肝组织 FXR mRNA 表达变化　（x±s）

组别 鼠数 ALT (U/L) TB (μmol/L) DB (μmol/L) TBA (μmol/L) FXR mRNA

对照组 10 48±9 7.6±2.8 2.8±0.8 26±7 0.76±0.21

模型组 10 432±93a 38.1±13.3a 27.7±8.6a 79±29a 0.45±0.14a

大黄素组 10 188±54a,b 9.5±3.2b 7.6±2.4a,b 49±11a,b 0.66±0.18b

F 值 97.136 44.925 65.148 21.821 7.880

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002

注：a 为与对照组比较，P<0.05；b 为与模型组比较，P<0.05。
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治疗作用还可通过促进 FXR mRNA 表达来发挥。

本研究初步探讨了大黄素对处于胆汁淤积枢

纽地位的 FXR 的作用，在胆汁酸合成通路中，

SHP 介导的抑制通路是 FXR 信号下传的关键分

子，与 FXR 呈配体关系；在胆汁酸解毒通路中，

UGT2B4 接受来自于 FXR 的影响，下传 FXR 的解

毒信号；而在胆汁酸转运过程中，BSEP 激动后发

挥胆汁成分的转运作用，主要受到 FXR 的调控。

因此对处于 FXR 下游的其他胆汁淤积相关分子的

改变仍需进一步的研究。
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