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青蒿琥酯对结合型胆汁酸诱导小鼠原代肝细胞ＩＬ６产生的机制研究
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病中心

　　［摘要］　目的　探讨青蒿琥酯（Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，ＡＳ）对结合型胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞ＩＬ６表达
水平的影响及机制。方法　体外培养小鼠原代肝细胞，并用２５μｍｏｌ／Ｌ的结合型胆汁酸处理，ＣＣＫ８法
检测青蒿琥酯对小鼠原代肝细胞的毒性影响，ＲＴＰＣＲ法检测细胞因子 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ表达水平，蛋白
印迹法检测肝细胞ＩＬ６，ｐ６５，ｐｐ６５的水平。结果　２５μｍｏｌ／Ｌ结合型胆汁酸处理小鼠原代肝细胞能够
诱导小鼠原代肝细胞ＩＬ６的ｍＲＮＡ和蛋白质表达；青蒿琥酯减轻了 ＴＣＡ诱导的 ｐ６５磷酸化和 ＩＬ６的
蛋白水平；进一步研究发现青蒿琥酯是通过抑制ｐｐ６５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐ６５）信号通路减轻小鼠原代肝细
胞ＩＬ６的表达。结论　青蒿琥酯通过抑制 ｐｐ６５信号通路减轻结合型胆汁酸诱导的原代小鼠肝细胞
ＩＬ６的产生。
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　　青蒿琥酯（Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，ＡＳ）为青蒿素的一种衍生
物，是从菊科植物黄花蒿叶中提取分离到的一种具有

过氧桥的倍半萜内酯类化合物，主要用于间日疟和轻

至重度疟疾的治疗，具有高效、见效快、低毒、不易产生

耐药性等突出优势［１－２］。新近的研究显示，青蒿琥酯

在肺、肝、肾中都具有抗纤维化和抗炎的作用［３－８］，此

外还具有抗病毒、抗肿瘤及免疫抑制等疗效［１］。

　　胆汁酸是胆固醇在肝脏以 ７α羟化酶（ＣＹＰ７Ａ１）
为关键酶合成的一种物质，是胆汁的主要成分。在生

理浓度下具有重要的生理功能，可以促进脂肪代谢，帮

助食物消化与吸收。胆汁酸在肝脏合成，在胆囊储存，

经胆管排出十二指肠，在肠道微生物的作用下变成次

级胆汁酸，在回肠末端通过门静脉返回肝脏，这个过程

就是胆汁酸的肠肝循环，任何一个环节出现问题导致

胆汁在肝内分泌及排泄障碍都会引起胆汁淤积［９－１０］。

胆汁酸在肝内淤积时其细胞毒性对肝细胞具有直接损

伤作用，激活死亡受体使肝细胞凋亡，长期持续的胆汁

酸刺激还会导致肝纤维化、肝硬化，甚至增加肝细胞癌

和胆管细胞癌风险［１１－１２］。此外，胆汁酸还可诱导炎症

反应，有研究发现中性粒细胞是胆汁淤积性肝损伤早

期肝细胞毒性的主要原因［１３－１４］。中性粒细胞可以在

各种炎性刺激因子的作用下产生 ＩＬ６［１５］，炎症因子
ＩＬ６在肝脏生理病理中具有重要作用，不仅参与肝脏
的再生，还参与肝脏的代谢功能［１６－１７］，胆汁酸能否诱

导肝细胞ＩＬ６的产生目前研究尚不清楚。
　　由于炎症反应在胆汁淤积性肝损伤的早期扮演着
重要角色，青蒿琥酯又具有抗炎的功效，我们推测青蒿

琥酯能够抑制胆汁酸诱导的 ＩＬ６产生减轻炎症反应。
为了验证该假设，我们在此次实验中运用体外胆汁淤

积细胞模型，用２５μｍｏｌ／Ｌ牛磺胆酸（ＴＣＡ）和牛磺鹅
去氧胆酸（ＴＣＤＣＡ）处理小鼠原代肝细胞，从ｍＲＮＡ水
平和蛋白表达水平观察胆汁酸是否可以诱导肝细胞产

生ＩＬ６，同时观察青蒿琥酯是通过何种信号通路抑制
结合型胆汁酸诱导的ＩＬ６产生。

１　材料和方法

１．１　实验动物
　　动物实验都是在研究方案获得第三军医大学实验
动物福利和伦理委员会批准后进行，雄性 １２周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，平均体重２５ｇ，购自第三军医大学实
验动物中心。

１．２　试剂及仪器
　　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）购自
Ｇｉｂｃｏ公司；ＥＧＴＡ购自Ｓｉｇｍａ公司；蛋白酶抑制剂、磷
酸酶抑制剂购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＢＣＡ试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ

公司；ＣＣＫ８试剂盒和乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂
盒购购自碧云天；ＧＡＰＤＨ一抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；
ｐ６５，ｐｐ６５和 ＩＬ６一抗购自 Ａｂｃａｍ公司；兔二抗购自
Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ提取试剂
盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；逆转录试剂盒购自 ＴａＫａＲａ
公司；６孔细胞培养板和 ９６孔细胞培养板购自美国
Ｃｏｓｔａｒ公司；ＣＯ２细胞培养箱购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；ＩＬ６、ＧＡＰＤＨ探针购自美国ＡＢＩ公司；ＢＡＹ１１７０８２
购自碧云天公司。

１．３　原代细胞分离与培养
　　小鼠经麻醉后从门静脉插管，剪断下腔静脉，
ＤＭＥＭ培养基驱除肝内血液后用胶原酶Ⅱ消化１０ｍｉｎ，
分离得到原代肝细胞悬液。具体按照胆汁淤积肝病中

心原代肝细胞分离与培养的标准 ｐｒｏｔｏｃｏｌ进行。收集
得到的肝细胞悬液４℃ １００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加
入５％ＦＢＳＷｉｌｌｉａｍＥ培养基均匀铺到 ６孔板内，移至
３７℃、５％ＣＯ２培养箱，原代肝细胞贴壁后更换培养基
并加入ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ，使其终浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ，１２ｈ后
收取总ＲＮＡ，２４ｈ后提取总蛋白。相同的原代肝细胞
分离与培养，待小鼠原代肝细胞贴壁后更换新的培养

基，用青蒿琥酯和 ＢＡＹ１１７０８２预处理３０ｍｉｎ后加入
ＴＣＡ，使其终浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ后提取总蛋白。
相同的原代细胞分离与培养，收集得到的原代细胞悬

液均匀得铺到９６孔版中，待原代肝细胞贴壁后更换新
的培养基，分别加入不同浓度青蒿琥酯和熊去氧胆酸

（ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＤＣＡ），使青蒿琥酯终浓度分
别为０．１２５、０．５、２、８、３２ｍｇ／ｍＬ，使熊去氧胆酸终浓度
分别为０．１２５、０．２５、０．５、２μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ后加入ＣＣＫ８，
移至３７℃、５％ ＣＯ２培养箱继续培养，４０ｍｉｎ后检测
吸光度。

１．４　实时定量荧光ＰＣＲ
　　细胞总 ＲＮＡ的提取步骤按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明
书，逆转录步骤按照 ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒说明书，将
ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ后进行 ｑＲＴＰＣＲ扩增，ＴａｑＭａｎ
ｑＰＣＲ体系（８μＬ）：０．２μＬ探针、１．８μＬ５×Ｔａｑ缓冲
液、４μＬｄｄＨ２Ｏ、２μＬｃＤＮＡ样品。反应条件如下：９５℃
１ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ １０ｓ，４９个循环；
９５℃ １０ｓ，４℃ ５ｍｉｎ。探针信息：ＧＡＰＤＨＡＢＩＣａｔ＃
４３５１３７０；ＩＬ６ＡＢＩＣａｔ＃４３３１８２。
１．５　蛋白免疫印迹反应
　　把收集到的细胞用预冷的 ＰＢＳ洗３次，加入含有
蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解缓冲液
（Ｓｉｇｍａ公司）裂解细胞４℃ １２００ｒ离心１０ｍｉｎ，取上
清用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。配置５％浓缩胶和１０％分
离胶，蛋白质上样量为每孔 ４０μｇ，浓缩胶 ６０Ｖ电泳

４３１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３０ｍｉｎ，然后１００Ｖ恒压至溴酚蓝完全跑出凝胶。１００Ｖ
转膜６０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉３７℃摇床封闭１ｈ，４℃冰
箱孵育一抗过夜（ＩＬ６：１∶１０００，ｐ６５：１∶２０００，ｐｐ６５：
１∶１０００，ＧＡＰＤＨ：１∶５０００），ＴＢＳＴ洗三次，二抗（山羊
抗兔抗１∶３００００）３７℃孵育９０ｍｉｎ，ＥＣＬ试剂显影。
１．６　ＣＣＫ８法检测 ＡＳ和 ＵＤＣＡ对原代小鼠肝细胞

的活性影响

　　把收集到的原代肝细胞悬液均匀得铺到９６孔版
中，待原代细胞贴壁后更换新的培养基，加入不同浓度

的青蒿琥酯，使其终浓度分别为 ０．１２５、０．５、２、８、
３２ｍｇ／ｍＬ，２４ｈ后加入ＣＣＫ８溶液，每孔１０μＬ，然后
移至３７℃、５％ ＣＯ２培养箱继续培养，４０ｍｉｎ后在
４５０ｎｍ测定吸光度。把收集到的原代肝细胞悬液均
匀得铺到９６孔版中，待原代细胞贴壁后更换新的培养
基，加入不同浓度的ＵＤＣＡ，使其终浓度分别为０．１２５、
０．２５、０．５、２μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ后加入 ＣＣＫ８溶液，每孔
１０μＬ，然后移至 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱继续培养，
４０ｍｉｎ后在４５０ｎｍ测定吸光度。
１．７　免疫荧光
　　把收集到的原代肝细胞悬液均匀得铺到 ６孔版
中，待原代细胞贴壁后更换新的培养基，加入 ＴＣＡ、
ＴＣＤＣＡ，使其终浓度为 ２５μｍｏｌ／Ｌ。２４ｈ后吸出培养
基，ＰＢＳ浸洗３次后加４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，
之后换新的ＰＢＳ浸洗３次，然后加入０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
室温通透２０ｍｉｎ，换ＰＢＳ浸洗３次，每次５ｍｉｎ。封闭
２ｈ，一抗过夜（１∶２５０），ＰＢＳ洗３次，二抗，ＰＢＳ洗３次，
ＤＡＰＩ复染细胞核，ＰＢＳ洗３次，镜下观察。
１．８　统计学处理
　　所有实验均重复３次，数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ６处
理分析并作图，应用独立样本的 ｔ检验进行各组间的
比较，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　结合型胆汁酸显著诱导小鼠原代肝细胞 ＩＬ６的
表达

　　牛磺胆酸（ＴＣＡ）和牛磺鹅去氧胆酸（ＴＣＤＣＡ）是
动物体内胆汁酸的主要成分，胆汁淤积时可以激活炎

症反应加重肝损伤。众所周知，ＩＬ６参与了肝脏急性
反应和感染防御［１６］，目前尚无研究报道 ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ
能诱导肝细胞生成ＩＬ６。为了验证ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ是否
可以诱导小鼠原代肝细胞 ＩＬ６的产生，我们体外建立
了胆汁淤积的细胞模型，用２５μｍｏｌ／Ｌ的胆汁酸处理
小鼠原代肝细胞。研究结果表明，用ＴＣＡ处理小鼠原
代肝细胞后，能显著诱导 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ和蛋白水平
（图１Ａ和图 １Ｂ）。同时，用结合型胆汁酸 ＴＣＤＣＡ处

理小鼠原代肝细胞后，也能观察到 ＩＬ６ｍＲＮＡ和蛋白
水平均显著升高（图１Ａ和图１Ｂ）。因此，我们的数据
表明，结合型胆汁酸 ＴＣＡ，ＴＣＤＣＡ可显著诱导小鼠原
代肝细胞ＩＬ６的表达。
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Ａ：结合性胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６ｍＲＮＡ的表
达水平，ＴＣＡ组与 ＤＭＳＯ组比较增高４．６倍，ａ：Ｐ＜０．０５；
ＴＣＤＣＡ组与ＤＭＳＯ组比较增高４倍，ｂ：Ｐ＜０．０５。
Ｂ：合性胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６蛋白质的相对
表达量，ＴＣＡ组与 ＤＭＳＯ组比较增高３．４倍，ａ：Ｐ＜０．０５；
ＴＣＤＣＡ组与ＤＭＳＯ组比较增高 ３．４倍，ｂ：Ｐ＜０．０５（独立
实验开展３次，ｎ＝３）

图１　结合型胆汁酸对原代小鼠肝细胞ＩＬ６的影响

２．２　结合型胆汁酸可显著诱导小鼠原代肝细胞 ＮＦ
ＫＢ的磷酸化和细胞因子ＩＬ６表达

　　前面的研究表明结合型胆汁酸ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ可以
诱导小鼠原代肝细胞ＩＬ６的表达，但是其机制尚不清
楚。众所周知，ＩＬ６是 ＮＦκＢ的下游基因，有文献报
道ＮＦκＢ信号通路是肝脏损伤和炎症过程中较为重
要的激活途径之一［１８］，Ｐ６５和 ｐｐ６５是 ＮＦκＢ家族的
重要成员，为了研究结合型胆汁酸诱导小鼠原代肝细

胞ＩＬ６产生的机制，我们用 ２５μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＣＡ和
ＴＣＤＣＡ处理小鼠原代肝细胞，２４ｈ后检测 ｐ６５和
ｐｐ６５的蛋白质的表达含量以及 ｐｐ６５在小鼠原代肝
细胞的免疫荧光表达情况，研究结果显示在 ＴＣＡ、
ＴＣＤＣＡ组 ＩＬ６和 ｐｐ６５的蛋白水平明显升高，用
ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ处理后小鼠原代肝细胞的细胞核 ｐｐ６５
水平也明显增高，至此我们可以确定结合型胆汁酸

ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ可以诱导小鼠原代肝细胞 ＩＬ６和 ｐｐ６５
的蛋白表达（图２）。
２．３　青蒿琥酯对原代小鼠肝细胞的毒性研究
　　青蒿琥酯在肝肺肾等疾病研究中都表现出具有抗
炎的功效［３，５，８］，炎症反应是胆汁淤积性肝损伤的重要

环节，我们推测青蒿可以减轻胆汁酸诱导的炎症反应。

５３１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）
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Ａ：结合性胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞ＩＬ６、ｐ６５、ｐｐ６５的蛋白表达水平。Ｂ：合性胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞 ｐｐ６５的蛋
白质的相对表达量，ＴＣＡ组与ＤＭＳＯ组比较增高２．５倍，ａ：Ｐ＜０．０５；ＴＣＤＣＡ组与ＤＭＳＯ组比较增高２．６倍，ｂ：Ｐ＜０．０５（独立实
验开展３次，ｎ＝３）。Ｃ：结合性胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞ｐｐ６５的免疫荧光表达情况

图２　结合型胆汁酸可以诱导ｐｐ６５和 ＩＬ６的蛋白质表达

高浓度的青蒿琥酯对肝细胞具有毒性作用，为了找

到合适的治疗浓度，我们分别采用了 ０．１２５ｍｇ／ｍＬ、
０．５ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ、８ｍｇ／ｍＬ、３２ｍｇ／ｍＬ的青蒿琥
酯处理小鼠原代肝细胞，２４ｈ后加入 ＣＣＫ８试剂，研
究结果显示青蒿琥酯浓度在８ｍｇ／ｍＬ、３２ｍｇ／ｍＬ时具
有细胞毒性，在 ０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ
时与ｃｏｎｔｒｏｌ组比无明显差异（图 ３），以上研究表明
０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ浓度的青蒿琥酯
可以用于后续研究。

!"#

!"$

$%&

$%'

$%(

$%#

$

)
)
*
!
&

相
对
表
达
量

+,-./,0 $%!#1 $%1 # & 2#

青蒿琥酯浓度
345

·
46

7!

青蒿琥酯 ８ｍｇ／ｍＬ组与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较下降了 ０．３倍，
ａ：Ｐ＜０．０５；青蒿琥酯３２ｍｇ／ｍＬ组与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较下降了
０．４倍，ｂ：Ｐ＜０．０５（独立实验开展３次，ｎ＝３）

图３　青蒿琥酯对小鼠原代肝细胞的毒性影响

２．４　青蒿琥酯显著抑制了ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细
胞ＩＬ６ｍＲＮＡ表达

　　青蒿琥酯在许多疾病研究中都具有一定的抗炎功
效，但目前尚无研究报道青蒿琥酯对胆汁酸诱导的小

鼠原代肝细胞ＩＬ６的影响，为了验证青蒿琥酯是否可
以减轻胆汁酸诱导的肝细胞 ＩＬ６的产生，我们选择了
０ｍｇ／ｍＬ、０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ浓度的
青蒿琥酯预处理小鼠原代肝细胞，然后加入终浓度为

２５μｍｏｌ／Ｌ的ＴＣＡ，１２ｈ后检测各组ＩＬ６ｍＲＮＡ水平，
研究表明青蒿琥酯能够抑制结合型胆汁酸诱导的小鼠

原代肝细胞ＩＬ６的ｍＲＮＡ水平，并且呈现剂量依赖性
（图 ４Ａ）。ＵＤＣＡ是治疗肝内胆汁淤积最成熟的药
物［１９］，我们分别采用了０．１２５μｍｏｌ／Ｌ、０．２５μｍｏｌ／Ｌ、
０．５μｍｏｌ／Ｌ、２μｍｏｌ／Ｌ的 ＵＤＣＡ处理小鼠原代肝细
胞，２４ｈ后加入 ＣＣＫ８试剂，研究结果显示 ＵＤＣＡ浓
度在２μｍｏｌ／Ｌ时具有细胞毒性（图４Ｂ）。我们分别用
２ｍｇ／ｍＬ的青蒿琥酯和０．５μｍｏｌ／Ｌ的 ＵＤＣＡ处理小
鼠原代肝细胞，加入终浓度２５μｍｏｌ／Ｌ的ＴＣＡ，１２ｈ后
检测各组ＩＬ６ｍＲＮＡ水平，结果显示用青蒿琥酯处理
后ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６ｍＲＮＡ水平与
ＵＤＣＡ组比较下降更为明显 （图４Ｃ）。

６３１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"!

!"#

$%&

$%'

$%(

$%!

$%#

#%&

#%'

)
*
!
'
+
,
-
.

相
对
表
达
量

/ / / / /

0 / / / /

1 1 / / /

2345

67.8!9 !+:;

·
*

1$

<

.=>?@ABC>?

C

D

E

F

#%$!9 #%9 ! G+H

·
+*

1$

$%!

$%#

#%&

#%'

#%(

#%!

#

7
7
I
!
&

相
对
表
达
量

2345 #%$!9 #%!9 #%9 !

C

!+:;G*

1$

'

9

(

J

!

$

#

)
*
!
'
+
,
-
.

相
对
表
达
量

C

D

K / / / /

1 / / / /

1 1 / / /

2345

67.8!9 !+:;

·
*

1$

<

L27.

#%$!9 #%!9 #%9

J

!

$

#

)
*
!
'
+
,
-
.

相
对
表
达
量

C

D

/ / / /

1 / / /

1 1 / 1

1 1 1 /

2345

67.8!9 !+:;

·
*

1$

<

.=>?@ABC>?

L27.

E

.

M

7

2

G+H

·
+*

1$

Ａ：不同浓度的青蒿琥酯（０．１２５ｍｇ／ｍＬ，０．５ｍｇ／ｍＬ，２ｍｇ／ｍＬ）处理ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞的ＩＬ６ｍＲＮＡ水平表达情况，ＴＣＡ
组 ＤＭＳＯ组相比较，ａ：Ｐ＜０．０５，青蒿琥酯组与 ＴＣＡ组相比较，ｂ，ｃ，ｄＰ＜０．０５。图 Ｂ：ＵＤＣＡ对原代小鼠干细胞的毒性研究，
ＵＤＣＡａＰ＜０．０５。Ｃ：不同浓度的 ＵＤＣＡ对 ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６的影响，ＴＣＡ组 ＤＭＳＯ组相比较，ａ：Ｐ＜０．０５，
ＵＤＣＡ组与ＴＣＡ组相比较，ｂ：Ｐ＜０．０５。Ｄ：分别使用青蒿琥酯和ＵＤＣＡ处理ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞的ＩＬ６ｍＲＮＡ水平表
达情况，青蒿琥酯组与ＴＣＡ组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５；ＵＤＣＡ组与ＴＣＡ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ＴＣＡ组与ＤＭＳＯ组比较，ａ：Ｐ＜０．０５（独立
实验开展３次，ｎ＝３）

图４　青蒿琥酯对ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞ＩＬ６表达的影响

２．５　青蒿琥酯明显抑制结合型胆汁酸ＴＣＡ诱导的小
鼠原代肝细胞ｐ６５的磷酸化和ＩＬ６的表达

　　前面研究已经证实ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ可以诱导小鼠原
代肝细胞ＩＬ６的表达，青蒿琥酯可以抑制ＴＣＡ诱导的
小鼠原代肝细胞ＩＬ６和 ｐｐ６５的蛋白水平，但是青蒿
琥酯抑制ＩＬ６的产生其机制是否通过ｐｐ６５信号通路
尚不清楚。为了解决这个问题，我们用 ＮＦκＢ的抑制
剂 ＢＡＹ１１７０８２作为阳性参照，选择 ０．５ｍｇ／ｍＬ、
２ｍｇ／ｍＬ浓度的青蒿琥酯分别预处理小鼠原代肝细
胞，然后加入终浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ的ＴＣＡ，２４ｈ后检测
各组ＩＬ６和 ｐｐ６５的蛋白表达水平。结果显示使用
ＢＡＹ１１７０８２后的小鼠原代肝细胞ＩＬ６的蛋白表达和
ｐｐ６５的蛋白表达均明显减少；使用青蒿琥酯处理后，
ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６和 ｐｐ６５的蛋白水

平也明显减少（图 ５），因此我们推测青蒿琥酯抑制
ｐｐ６５信号通路减轻ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞ＩＬ６
的产生。

３　讨论

　　青蒿琥酯作为一种抗疟药，有文献报道具有抗炎、
抗纤维化、抗癌的作用，在高糖诱导的大鼠肾小球系膜

细胞损伤模型中，有研究发现青蒿琥酯可以抑制ｐｐ６５
信号通路的表达［８］，但是在胆汁淤积性肝病领域中，

尚无研究报道青蒿琥酯是否对该疾病具有潜在的影

响。在本次研究中我们发现结合型胆汁酸 ＴＣＡ、
ＴＣＤＣＡ能够诱导小鼠原代肝细胞ＩＬ６的表达，青蒿琥
酯能够抑制ｐ６５的磷酸化减轻结合型胆汁酸诱导的小
鼠原代肝细胞ＩＬ６的产生（图６）。

７３１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）
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Ａ：ＢＡＹ１１７０８２组、青蒿琥酯组、ＤＭＳＯ组及ＴＣＡ组的小鼠原代肝细胞ＩＬ６、ｐ６５、ｐｐ６５的蛋白表达水平。Ｂ：ＢＡＹ１１７０８２组、
青蒿琥酯组、ＤＭＳＯ组及ＴＣＡ组的小鼠原代肝细胞ｐｐ６５的蛋白质的相对表达量，ＢＡＹ１１７０８２组与ＴＣＡ组相比下降了２．８倍，
ａ：Ｐ＜０．０５；青蒿琥酯（０．５ｍｇ／ｍＬ）组与 ＴＣＡ组相比下降了２．６倍，ｂ：Ｐ＜０．０５；青蒿琥酯（２ｍｇ／ｍＬ）组与 ＴＣＡ组相比下降了
２．７倍，ｃ：Ｐ＜０．０５。Ｃ：ＢＡＹ１１７０８２组、青蒿琥酯组、ＤＭＳＯ组及ＴＣＡ组的小鼠原代肝细胞ＩＬ６的蛋白质的相对表达量，ＢＡＹ
１１７０８２组与ＴＣＡ组相比下降了 ２．５倍，ａ：Ｐ＜０．０５；青蒿琥酯（０．５ｍｇ／ｍＬ）组与 ＴＣＡ组相比下降了 ２．９倍，ｂ：Ｐ＜０．０５；
青蒿琥酯（２ｍｇ／ｍＬ）组与ＴＣＡ组相比下降了５．４倍，
ｃ：Ｐ＜０．０５。（独立实验开展３次，ｎ＝３）

图５　青蒿琥酯抑制ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞ｐ６５的磷酸化和ＩＬ６的表达

青蒿琥酯抑制ｐ６５的磷酸化减轻结合型胆汁酸诱导的小
鼠原代肝细胞ＩＬ６的表达

图６　青蒿琥酯抑制胆汁酸诱导的肝细胞产生ＩＬ６机制示意图

　　结合型胆汁酸ＴＣＡ，ＴＣＤＣＡ是动物体内的主要胆
汁酸成分，胆汁酸在肝内淤积可以激活一系列炎症反

应损伤肝细胞［２０］，但尚无研究报道结合型胆汁酸可以

诱导肝细胞ＩＬ６的产生。在本次研究中，我们体外模
拟了胆汁淤积时的细胞环境，用 ２５μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＣＡ，
ＴＣＤＣＡ处理小鼠原代肝细胞，研究结果表明结合型胆
汁酸ＴＣＡ，ＴＣＤＣＡ可以诱导小鼠原代肝细胞ＩＬ６的表
达。为了验证青蒿琥酯是否可以抑制胆汁酸诱导的小

鼠原代肝细胞ＩＬ６的产生，我们选择了不同浓度的青
蒿琥酯预处理小鼠原代肝细胞，发现青蒿琥酯能够抑

制ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６的 ｍＲＮＡ水平，

并且呈现剂量依赖性。为了进一步探讨青蒿琥酯减轻

结合型胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞 ＩＬ６产生的机
制，我们选择了ＮＦκＢ的抑制剂 ＢＡＹ１１７０８２作为阳
性对照，ｐ６５和ｐ５０是ＮＦκＢ家族的重要亚基，ｐ６５亚
基负责ＮＦκＢ的启动转录，ｐ５０亚基仅在ＤＮＡ结合中
起辅助作用，因此我们检测了 ＩＬ６上游 ｐｐ６５的信号
通路［２１］。研究发现使用 ＢＡＹ１１７０８２预处理后小鼠
原代肝细胞ＩＬ６和ｐｐ６５蛋白水平明显减少，用青蒿
琥酯预处理后ｐｐ６５蛋白表达水平和ＩＬ６的蛋白表达
水平也明显减轻。

　　此次研究我们在小鼠原代细胞上证实了结合性胆
汁酸ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ能够诱导肝细胞 ＩＬ６的产生，青蒿
琥酯可以抑制结合型胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞

ＩＬ６和ｐｐ６５的蛋白水平表达。但是由于此研究目前
全部只在体外进行，尚无动物实验进一步体内验证，下

一步计划我们将设计动物实验，体内验证青蒿琥酯是

否可以减轻胆汁淤积性肝病的炎症反应。胆汁酸可以

诱导许多炎症因子的表达，青蒿琥酯是否也可以减轻

胆汁酸诱导的其他炎症因子的产生也有待进一步研究。

　　综上所述，我们首次发现青蒿琥酯能够通过ｐｐ６５
信号通路抑制结合型胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞

ＩＬ６的产生。这不仅为胆汁酸在肝细胞内聚集导致肝
细胞损伤的发病机制提供了理论基础，还为胆汁淤积

性肝病的治疗提供了潜在的治疗靶点。

８３１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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