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　　提　要　目的: 应用组织培养方法 ,了解高胆固醇饲料对豚鼠胆囊上皮细胞合成分泌糖蛋白 ( GP)的影

响。方法:豚鼠 40只 ,分为普通饲料组 ( A组 )与高胆固醇饲料组 ( B组 ) ,饲养 1周。培养胆囊组织 ,以 3 H-氨基葡

萄糖为底物 ,测定其合成分泌 GP的功能 ;并加入氢化考的松和腹腔巨噬细胞 ( Mψ) ,观测对胆囊组织合成分

泌 GP的影响。结果:① B组的腹腔 Mψ活力较 A组明显升高。②培养 B组胆囊组织 ,释放入培养液中的 GP

含量比 A组显著增加。③在 B组胆囊组织培养液中加入氢化考的松 ,胆囊组织释放 GP明显受抑。④在 A组

胆囊组织培养液中 ,加入“普 Mψ” ,胆囊组织释放 GP的水平与对照水平接近。加入“高 Mψ” ,浓度较高时胆

囊组织分泌 GP增强。结论: ①高胆固醇饲料可致豚鼠胆囊组织合成分泌 GP功能增强。②高胆固醇饲料能

增强豚鼠 Mψ活力 ,可促进胆囊组织合成分泌 GP。结合动物胆囊结石模型实验的结果推测 ,可能与豚鼠 Mψ

因高胆醇饲料活化 ,释放细胞因子 TN F、 IL-1等有关。
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　　临床研究发现胆囊胆固醇结石患者胆囊组织内巨

噬细胞 ( Mψ)数量增加 ,且胆囊粘膜内主要由 Mψ释放

的肿瘤坏死因子 ( TNF)、白细胞介素-1( IL-1)的含量

较无结石者明显增加 [1 ]。胆固醇饲料致动物胆囊结石

模型的研究证实 ,肝脏、胆囊组织内 Mψ的数量在结石

形成之前即明显增多 ,且吞噬活跃 ,被活化、释放

TN F、 IL-1[2 ]。本研究应用组织培养方法 ,进一步了解

高胆固醇饲料及活化的 Mψ对胆囊上皮细胞合成分泌

糖蛋白 ( GP)的影响。

1　材料与方法

1. 1　动物
　　雄性豚鼠 40只 ,平均重 250 g /只 ,普通饲料: 参照豚鼠饲养

标准配制。1. 2%胆固醇饲料: 将胆固醇干粉加入普通饲料。按

随机原则将豚鼠分为普通饲料组 ( n = 20) ,高胆固醇饲料组 ( n

= 20)。均饲养 1周。取胆囊前 ,每组用 7只收集腹腔 Mψ。

1. 2　收集豚鼠腹腔 Mψ
　　豚鼠饲养 1周 ,麻醉后 ,注射 Hanks液入腹腔 ,按摩腹壁数

分钟 ,吸出 Hanks液 ,离心 ( 1500 r /min, 5 min, 4℃ ) ,弃上清

液 ,破坏红细胞和去除白细胞后 ,再加 RPM I 1640细胞培养液

将 Mψ浓度调至 1. 0× 107 cell /ml。

1. 3　胆囊组织培养 [ 3]

　　将豚鼠胆囊取下 ,剪碎 ,分装入 24孔培养板小孔内 ,加含有

10%小牛血清的 199组织培养液包被。培养板倒置放入孵箱内

( 96% O2、 5% CO2 , 37℃ ) , 2 h后翻板 ,加 199培养液 800μl、无同

位素标记的氨基葡萄糖或 3 H-氨基葡萄糖 (购自上海核物理研

究所 )等 ,总量 1. 0 m l。培养时相分为 4、 8、 16 h。

1. 4　测定项目及方法
1. 4. 1　腹腔 Mψ活力测定 [4 ]　　分别取两组的豚鼠腹腔 Mψ

悬液 ( 1. 0× 107 Mψ/ml) 200μl,加入 96孔培养板小孔内 ,培养 48

h。离心 ,吸上清液 180μl弃去 ,加 0. 2%噻唑蓝 50μl,再培养 5 h。

最后加入二甲基亚砜 150μl,用酶联免疫测试仪 ( A= 570 nm) ,

测定光密度 (Dλ)值 ,该值表示细胞活度高低。

1. 4. 2　豚鼠胆囊组织分泌 GP能力的测定　　应用 3 H-氨基葡

萄糖掺入法 [5]。在培养板翻板时加入浓度为 100μCi /ml的 3 H-

氨基葡萄糖 100μl(终浓度为 10μCi /ml)、 199培养液 100μl,培养

时间同上。测定上清液 Bq值。

　　用上述相同方法 ,加入氢化考的松和腹腔 Mψ,测定其对胆

囊组织合成分泌 GP的影响。

　　氢化考的松:在高胆固醇饲料豚鼠胆囊组织培养板翻板

时 ,分别加入 1× 10- 6、 10- 5、 10- 4 mo l / L 3种不同浓度的氢化考

的松 (为终浓度 ) 100μl。培养 16 h,测定 Bq值。

　　腹腔 Mψ: 在胆囊组织培养液中分别加入两组的豚鼠腹腔

Mψ悬液 ,终浓度为 1× 102、 104、 106 Mψ/ml,培养 16 h。另加氢化

考的松 (终浓度为 1× 10- 4mo l / L) ,测定 Bq值。

1. 4. 3　组织培养液内总蛋白的测定　　应用 Low ry法 [6 ]测定

上清培养液中总蛋白含量 ,以此为标准计算所测指标的含量。

1. 5　统计分析
　　所有统计数据均以 x-± s表示。
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2　结果

2. 1　腹腔 Mψ的活力
　　比较普通饲料与高胆固醇饲料喂养豚鼠 1周后腹腔 Mψ的

活力 ,高胆固醇饲料组的腹腔 Mψ活力明显升高 ,但差异不明

显 (P < 0. 05)。

2. 2　不同因素对胆囊组织分泌 GP功能的影响

2. 2. 1　高胆固醇饲料　　培养普通饲料豚鼠胆囊组织 ,释放

入培养液中 3 H-GP水平随培养时间延长有明显升高趋势 ,各时

相相差显著。培养高胆固醇饲料豚鼠胆囊组织 ,释放的 3 H-GP

含量各时相均比普通饲料豚鼠胆囊组织显著增加 ,见表 1。

表 1　胆固醇饲料对豚鼠胆囊组织分泌 GP的影响

Tab 1　 Ef fects of h igh cholesterol diet on GP secretion from

the gallbladder tissues of guinea pig

3 H-GP( 36Bq /mg)
Group

4 h 8 h 16 h

No rD 6 183± 403 9 252± 479** 12505± 843**

Hch D 8 856± 385# 12 805± 277**## 15565± 258***##

* * : P < 0. 001 vs 4 h in th e same g roup; # : P <

0. 01, P < 0. 01,## : P < 0. 001 vs NorD

2. 2. 2　高胆固醇饲料+ 氢化考的松　　在高胆固醇饲料组的

培养液中加入不同浓度的氢化考的松 ,培养 16 h ,胆囊组织释

放 GP均出现明显抑制现象 ,氢化考的松浓度愈高抑制愈明

显 ,见表 2。

表 2　氢化考的松对豚鼠胆囊组织分泌 GP的影响

Tab 2　 Ef fects of hydrocort isone on GP secretion from

the gallbladder tissues of guinea pig

3 H-GP P
Group

( 36Bq /mg ) No rD: HchDⅠ HchDⅠ : HchDⅡ

NorD g roup 12 505± 843

HchD groupⅠ 15 565± 258 < 0. 01

HchD groupⅡ

+ hydroco rtisone 10- 6 12 914± 1251 < 0. 01

+ hydroco rtisone 10- 5 10 344± 383 < 0. 001

+ hydroco rtisone 10- 4 8 534± 344 < 0. 01 < 0. 001

Incuba ted 16 h, Unit o f hydroco rtisone concentration: mo l / L

2. 2. 3　腹腔 Mψ与氢化考的松　　在普通饲料组的培养液

中 ,分别加入两种饲料组的豚鼠腹腔 Mψ不同浓度的悬液 (简

称“普 Mψ”、“高 Mψ” )以及氢化考的松。结果示: 加入“普 Mψ” ,

改变其浓度 ,对胆囊组织释放 GP的能力无明显影响。加入 “高

Mψ” ,浓度低时 ,对胆囊组织分泌 GP功能无甚影响 ;增加浓度

后 ,则出现明显 GP分泌增强现象。加入 “高 Mψ” ( 106 Mψ/ml)

及氢化考的松 ( 10- 4 mol /L)后 ,胆囊分泌的 GP水平明显下降 ,

见表 3。

表 3　腹腔 Mψ对豚鼠胆囊组织分泌 GP的影响 ( 36Bq /mg)

Tab 3　 Ef fects of peritoneal Mψ on GP secretion from the

gallbladder t issues of guinea pig( 36Bq /mg)

Peritoneal Mψ( cell /ml )

Group
102 104 106

NorD G+ “ NorD Mψ” 11 530± 404 11 754± 265 12128± 491

NorD G+ “ HchD Mψ” 11 594± 482 13 640± 392* 14885± 315**

NorD G+ “ HchD Mψ”

+ hyd rocorti sone△ 9449± 571*

NorD Mψ: Peritoneal Mψ o f guinea pig fed with nor-

mal die t; Hch D Mψ: Peritoneum Mψ of guinea pig fed

with high cholestero l diet, Incubated 16 h;△: 10- 4

mo l /L; * : P < 0. 01,** : P < 0. 001 vs the co rr e-

sponding concent ration of“ NorD Mψ” ,

3　讨论

　　本实验高胆固醇饲料饲养豚鼠 1周 ,取胆囊组织培

养。给予
3
H-氨基葡萄糖 ,掺入胆囊组织细胞合成的

GP中 ,测定释放至培养液内
3

H标记的 GP水平 ,各时

相均比普通饲料 (对照 )豚鼠胆囊组织的水平显著升

高。实验结果表明在喂养高胆固醇饲料条件下豚鼠胆

囊组织合成分泌 GP的功能明显增强。

　　动物胆囊结石模型实验发现胆囊及肝脏的 Mψ数

量增多、吞噬功能活跃 ,释放细胞因子 TN F、 IL-1
[2 ]
。

测定高胆固醇饲料喂养 1周的豚鼠腹腔 Mψ的活力 ,明

显高于饲养普通饲料豚鼠的水平。Fan
[7 ]
观测高胆固醇

血症小鼠腹腔 Mψ的功能变化 ,发现 Mψ的粘着 ,伸

展、运动等能力明显强于对照的 Mψ。研究表明高胆固

醇饲料确能增强实验动物 Mψ的活力。收集喂养不同

饲料的豚鼠腹腔 Mψ,加入普通饲料豚鼠胆囊组织培

养液中 ,以此观测对豚鼠胆囊组织合成分泌 GP能力

的影响。

　　在普通饲料豚鼠的胆囊组织培养液内加入“普

Mψ” ,不论浓度高低 ,对胆囊组织释放 GP能力无明显

影响 ,与未加“普 Mψ”对照水平接近。而加入“高 Mψ”

后 ,低浓度时 ,对胆囊组织合成分泌 GP的能力无影

响 ;浓度为 10
6
Mψ/m l时 ,胆囊组织合成分泌 GP则明

显增多。

　　结合动物胆囊结石模型实验的结果 ,“高 Mψ”刺

激豚鼠胆囊组织合成分泌 GP功能增强 ,可能与豚鼠

Mψ因高胆固醇饲料活化 ,释放细胞因子 TN F、 IL-1有

关。Mψ激活后 ,释放氧自由基以及与花生四烯酸
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( AA)代谢有关的酶类。氧自由基、 TN F、 IL-1均有激

活磷脂酶 A2 ( PLA2 )的作用 [8, 9 ] ,在 PLA2的作用下 ,水

解组织细胞膜上的磷脂 ,释出 AA,后者又在酶的作用

下衍生为 PGs、血栓素 ( TXs)、 LTs,从而促进胆囊组

织合成分泌 GP。

　　如果在培养液中另入糖皮质激素可明显减弱高胆

固醇饲料及“高 Mψ”两种因素对豚鼠胆囊组织分泌糖

蛋白的影响 ,糖皮质激素可增强高胆固醇饲料因素致

活的胆囊组织内 Mψ和腹腔“高 Mψ”膜的稳定性 ,抑

制细胞因子 TNF、 IL-1、 PGs等释放 ;稳定细胞溶酶体

膜 ,避免水解酶类逸出 ,一则使 PGs的前体 AA释放

减少 ,二则降低与 AA代谢相关的 PLA2活性 ,胆囊组

织 PGs合成减少等 ,导致糖蛋白合成分泌水平下降。

　　本实验结果表明:高胆固醇饲料能增强豚鼠 Mψ

活力 ,可促进胆囊组织合成分泌 GP。其作用机制可能

与豚鼠 Mψ因高胆固醇饲料活化 ,释放细胞因子

TN F、 IL-1等有关。
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Effects of high cholesterol diet on glycoprotein secretion from the gall

bladder in guinea pigs
Bie Ping, Huang Zhiqiang , Han Benli, Duan Hengchun, Li Kun, Chen Li. Peng Zhiming ( Depar tment of Hepato-

biliar y Surg ery , South west Hospita l, Third Militar y M edical Univ ersity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investig ate th e effects of high cholestero l diet on g lycopr otein ( GP) secre tion

from the ga ll bladder with tissue cultur e in guinea pigs. Methods: For ty guinea pig s w ere randomized into

tw o g r oups, A and B. The anima ls in g r oup A w ere fed w ith ordina ry food and tho se in g roup B w ith that

containing 1. 2% cho leste rol fo r one week. Then the ga ll bladder tissue w as ex tra cted and cultur ed. GP se-

cretion from the ga ll bladder w as observ ed using 3 H-g luco samine as a precurso r. M eanwhile, Mψwas added

to the culture medium to investiga te its effects on GP secr etion fr om the gall bladder. Results: The activ ity of

peritoneum Mψ and the r elease of 3 H-g luco samine-labeled GP w ere significantly incr ea sed in g r oup B as com-

pa red with those in g roup A. Six teen hours after Mψwas added to th e culture medium, mucin sec retion had

an ev ident incr ea se in g r oup B. Hydroco rtisone caused a reversible do se-dependent inhibition o f GP secre tion

from the gall bladder in g roup B and also inhibited the stimulato r y effec ts o f Mψ on GP sec retion in g roup A.

Conclusion: ① High cho lester ol diet can induce the increase o f GP secretion fr om th e gall bladde r in guinea

pig s. ② Mψ can be activ ated by high cho lester ol diet. Combining w ith the results o f the studies on anima l

model of g all bladder stone, it is h ypothesized that the inc rease in GP secre tion from gall bladde r might be r e-

la ted to the r elease of cy tokines such as TN F, IL-1 etc. from Mψ activ ated by high cho lester ol diet.

　　 Key words　 gall bladder; high cho lester ol diet; mac rophage; g lycopro tein; guinea pigs
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