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[摘要] 目的 探讨高剂量阿托伐他汀对肝损伤小鼠胆汁酸代谢的影响及其机制。方法 选取SPF级雄性

C57BL/6小鼠40只,随机分为生理盐水组(A组)及阿托伐他汀低、中、高剂量组(B、C、D组),每组10只。分别用

生理盐水及10、20、30mg/kg阿托伐他汀灌胃30d后,取各组小鼠眼眶血,比较各组小鼠血清总胆汁酸(TBA)、内
毒素(ET)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)表达水平;取各组小鼠部分肝脏组织,HE染色

后观察肝脏组织病理变化情况,并采用PCR方法检测肝组织中胆汁酸代谢相关基因尼酯衍生物X受体(FXR)基
因及多药耐药相关蛋白2(MRP2)基因的表达。结果 D组小鼠肝组织可见轻微肿大样改变、散在炎症细胞浸润

和羽毛样变性情况。与其他组相比,D组小鼠血清TBA、ET、AST、ALT水平均显著升高(P<0.05);与A组相比,

C、D组小鼠肝组织中FXR、MRP2基因相对表达量显著降低(P<0.05);与B组相比,D组小鼠肝组织中FXR、

MRP2基因相对表达量显著降低(P<0.05)。结论 阿托伐他汀可诱导小鼠血清TBA水平升高,并且导致肝组织

中胆汁酸代谢下游相关基因FXR、MRP2表达改变,大剂量给药导致的肝组织胆汁酸代谢异常可能是阿托伐他汀

肝脏毒性的主要原因之一。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheinfluenceofhigh-doseatorvastatinonbileacidmetabolisminmicewithliverin-

juryanditsmechanism. Methods Atotalof40specificpathogen-freemaleC57BL/6micewererandomlydividedintonormal

salinegroup(groupA)andlow-,middle-,andhigh-doseatorvastatingroups(groupsB,C,andD,respectively),with10micein

eachgroup.After30daysofintragastricadministrationofnormalsalineandatorvastatinatadoseof10,20,and30mg/kg,re-

spectively,orbitalbloodwascollectedfromthemiceineachgroup,andthesegroupswerecomparedintermsoftheserumlevels

oftotalbileacid(TBA),endotoxin(ET),aspartateaminotransferase(AST),andalanineaminotransferase(ALT);afterliver

tissuesampleswerecollected,HEstainingwasperformedtoobservethepathologicalchangesoflivertissue,andPCRwasusedto

measurethemRNAexpressionlevelsofthebileacidmetabolism-relatedgenesfarnesoidXreceptor(FXR)andmultidrugresis-

tance-associatedprotein2(MRP2)inlivertissue. Results ThemiceingroupDhadslightswelling,sporadicinflammatorycell

infiltration,andfeather-likedegenerationinlivertissue.Comparedwiththeothergroups,groupDhadsignificantincreasesinthe

serumlevelsofTBA,ET,AST,andALT(P<0.05).ComparedwithgroupA,groupsCandDhadsignificantreductionsinthe

relativemRNAexpressionlevelsofFXRandMRP2inlivertissue(P<0.05),andcomparedwithgroupB,groupDhadsignifi-

cantreductionsintherelativemRNAexpressionlevelsofFXRandMRP2inlivertissue(P<0.05). Conclusion Atorvastatin

caninducetheincreaseinserumTBAlevelinmiceandleadtochangesintheexpressionofthedownstreamFXRandMRP2genes

associatedwithbileacidmetabolisminlivertissue,andabnormalbileacidmetabolisminlivertissuecausedbyhigh-doseadminis-

trationmaybeoneofthemaincausesofatorvastatinhepatotoxicity.
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  心血管疾病作为全球重大的公共卫生问题,是
全世界50岁及以上人口的第一大疾病[1],而他汀类

药物被广泛用于血脂代谢以及心血管疾病的防治当

中[2-3]。研究表明,他汀类药物在使用后会出现血清

转氨酶不同程度升高的肝损伤表现[4-9],这种药物性

肝损伤可能与他汀类药物长时间使用导致的胆汁淤

积有关[10]。胆汁淤积与胆汁酸代谢异常有关,胆汁

酸作为致炎因子,其大量蓄积后将直接激活炎症递

质损害肝细胞,引起肝损伤[11]。因此探究他汀类药

物对肝脏胆汁酸代谢的影响可为他汀类药物致肝损

伤机制的研究提供一定思路。本研究采用阿托伐他
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汀建立肝损伤小鼠模型,通过对比不同剂量阿托伐

他汀诱导的肝损伤小鼠胆汁酸代谢情况,探讨阿托

伐他汀影响胆汁酸代谢的相关机制,以指导他汀类

药物的临床应用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级雄性C57BL/6小鼠40只,购买于青岛

大任富城畜牧有限公司(动物合格证号SCXK[鲁]

20140007),体质量(22.50±1.50)g。小鼠自由进食

和饮水,环境湿度为42%~52%,环境温度22~
24℃,12/12h交替光照。

1.2 实验材料

阿托伐他汀药物购自于石药集团欧意药业有限

公司(国药准字号H20103151),RNAisoplusTrizol
(货号9109)、反转录试剂盒(货号RR047A)及聚合

酶链反应(PCR)试剂盒(货号RR820A)购自于日本

TaKaRa公司,FXR、MRP2的上、下游引物购自苏

州金唯智生物科技公司,总胆汁酸(TBA)、内毒素

(ET)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转

移酶(ALT)等的ELISA试剂盒购自上海恪敏生物

科技有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 分组及处理 C57BL/6小鼠适应性地喂养

1周后,随机分为对照组(A组)及阿托伐他汀低、
中、高剂量组(B、C、D组),每组10只。A组小鼠每

日给予0.5mL生理盐水灌胃1次,B、C、D组每日

分别给予10、20、30mg/kg阿托伐他汀溶液灌胃1
次,各组小鼠饲养环境及条件相同[12-13],连续灌胃给

药30d。

1.3.2 检测指标 灌胃30d后,4组小鼠均于麻醉

后采集眼眶血1.2mL,置于室温下自然凝固10~
20min,以2000~3000r/min离心20min,收集上

清液,严格按照ELISA试剂盒要求的操作步骤进行

血清TBA、ET、AST、ALT指标的检测。采血完成

后断颈处死所有小鼠,称量每只小鼠的肝组织与体

质量,计算两者比值即肝质量指数。所有小鼠均取

部分肝脏组织,固定后送至病理科进行石蜡包埋、切
片,并行HE染色,光学显微镜下观察组织病理变化

情况。取适量各组小鼠肝脏组织加入 Trizol提取

总RNA,使用紫外分光光度计测定RNA浓度,采
用逆转录试剂盒将其逆转录为cDNA;分别取各组

小鼠cDNA样本以及FXR、MRP2的上游和下游

引物(FXR 的上游引物为5'-GCACGCTGATCAG-
ACAGCTA-3',下游引物为5'-CAGGAGGGTCTG-
TTGGTCTG-3',MRP 的上游引物为5'-AATAC-
ATGACCTTTTGGTGTTTCTG-3',下游引物为5'-
ACGAAACCGATCAGCAACTT-3'),按照PCR试

剂盒说明书要求的步骤进行实时荧光定量 PCR
(RT-qPCR)法检测,并通过2-△△CT 法计算FXR、

MRP2的相对表达量,实验重复3次,结果取均值。

1.4 统计学方法

使用SPSS20.0软件进行统计学处理,计量资

料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,
两组间比较采用SNK-q法,以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结  果

2.1 各组小鼠体质量、肝质量指数以及肝组织 HE
染色结果

A~D组小鼠的体质量分别为(31.50±1.20)、
(31.40±1.10)、(31.20±0.90)和(30.80±1.00)g,肝
质量指数分别为0.45±0.10、0.46±0.11、0.48±
0.10和0.47±0.09,B、C、D组小鼠体质量及肝质量

指数与A组比较差异无显著性(P>0.05)。HE染

色结果示A、B、C组小鼠肝脏无明显病理改变,但D
组小鼠部分肝细胞可见轻微肿大样改变,有散在炎

症细胞浸润和羽毛样变性情况(图1)。

2.2 各组小鼠血清TBA、ET、AST、ALT水平比较

4组小鼠血清TBA、ET、AST、ALT水平比较

差异有显著性(F=11.19~22.84,P<0.05);与其他

组相比,D组小鼠血清TBA、ET、AST、ALT水平均

A~C:A~C组小鼠肝脏组织细胞均无明显病理改变,D:D组小鼠肝组织细胞可见轻微肿大样改变(黄圈内)、散在炎症细胞浸润(红圈

内)和羽毛样变性情况(绿圈内)。HE染色,200倍
图1 各组小鼠肝组织HE染色结果
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显著升高(P<0.05)。见表1。

表1 各组小鼠血清TBA、ET、AST、ALT比较(n=10,x±s)

组别
血清TBA

(c/μmol·L-1)
血清ET

(c/U·L-1)
血清AST
(z/μg·L-1)

血清ALT
(z/μg·L-1)

A组 6.10±0.22 0.17±0.05 65.96±8.47 50.02±1.02
B组 6.47±0.35 0.20±0.06 67.46±7.41 52.14±3.23
C组 6.96±0.41 0.23±0.04 72.01±6.21 54.25±3.13
D组 8.12±1.02 0.45±0.12 101.01±8.51 63.45±3.45

2.3 各组小鼠肝组织中FXR、MRP2基因相对表

达量比较

A~D组小鼠的肝组织中FXR 基因的相对表

达量分别为0.16±0.03、0.15±0.03、0.11±0.02以

及0.09±0.02,MRP2基因的相对表达量分别为

0.21±0.05、0.20±0.06、0.13±0.03和0.11±0.02。

4组小鼠肝组织中FXR、MRP2基因相对表达量比

较差异有显著性(F=7.28、6.69,P<0.05);与A组

相比,C、D组小鼠肝组织中FXR、MRP2基因相对

表达量显著降低(P<0.05);与B组相比,D组小鼠

肝组织中FXR、MRP2基因相对表达量显著降低

(P<0.05),C、D组间小鼠肝组织中FXR、MRP2
基因相对表达量差异无统计学意义。

3 讨  论

他汀类药物所带来的肝脏毒性是近年来心血管

药物领域临床研究的热点,研究表明长时间使用他

汀类药物可能会导致肝细胞膜结构变化,引起肝酶

渗漏及血液中肝酶升高[14]。但也有相关研究指出

阿托伐他汀可显著降低血液中ALT和AST水平,
减轻肝损伤[15]。目前关于阿托伐他汀导致血清肝

酶变化的机制并无确切定论,其主要机制包括细胞

蛋白损害、氧化应激、炎症反应、免疫反应等[16],但
关于其肝损伤机制报道却较少,具体发病机制也尚

不明确。有报道称,他汀类药物导致的血清肝酶升

高仅仅表现为短暂的、无症状的升高,且通常不会超

过正常上限的3倍[17]。另有研究指出,他汀类药物

可能通过介导肝细胞的异常代谢导致胆汁淤积性肝

损害[18],即药物引起肝细胞胆管侧膜或肝细胞窦状

隙膜上转运体表达减少、功能障碍,或者抑制胆汁酸

及胆盐排泄相关转运蛋白活性,导致胆管与转运蛋

白损伤[19-20]。
人体内胆汁酸代谢通常处于平衡状态,一旦其

代谢紊乱,将导致胆汁形成或流动障碍,最终导致肝

细胞损伤、肝纤维化甚至肝硬化[21]。有研究表明,
胆汁酸代谢过程中还会引起肝细胞肿大、肝细胞内

脂质堆积及肝脏体积增大等严重肝损害[22]。本研

究为观察阿托伐他汀的肝毒性,参考阿托伐他汀致

其他类型肝损伤的动物实验方法设置了低、中、高三

种剂量组[12-13],结果显示各组小鼠灌胃30d后的体

质量及肝质量指数比较均无明显差异,但病理组织

HE染色显示,D组小鼠肝组织存在散在炎症细胞

及轻微羽毛样变性,此类改变为胆汁淤积导致肝损

伤的特征性病理变化,表明大剂量阿托伐他汀的使

用会引起胆汁淤积,诱发肝损伤。在此基础上,D组

小鼠血清TBA、ET、ALT、AST水平与 A、B、C组

比较均显著增高,这同样提示了大剂量阿托伐他汀

带来的胆汁淤积可能造成的肝损伤,而血清 ALT
及AST增高则可能为他汀类药物引起的短暂的、无
症状升高[17]。有研究指出阿托伐他汀可以通过其

抗炎及抗氧化作用减少ET的产生[23],然而本研究

中随着阿托伐他汀剂量增加,血清ET水平却表现

为增高,提示阿托伐他汀可能通过不同的途径影响

ET产生,但两者之间的影响机制还需要进一步实

验探究。
既往有研究表明,阿托伐他汀及其代谢产物与

肝细胞胆管侧膜上胆汁相关转运蛋白之间联系密

切[24]。大剂量使用阿托伐他汀后引发的胆汁淤积

可能是由于药物改变或抑制了FXR蛋白对肝细胞

胆管侧膜上胆汁相关转运蛋白的调节,从而引起大

量胆汁淤积,诱发肝损伤[25-26]。本研究比较了各组

小鼠的FXR 基因以及其下游MRP2基因的相对表

达量,结果显示与A组相比,C、D组小鼠肝组织中

FXR、MRP2基因表达量显著减少;与B组相比,D
组小鼠肝组织中FXR、MRP2基因表达量显著减

少;说明随着阿托伐他汀的剂量增加,其对肝组织中

FXR、MRP2基因表达的抑制效果愈加明显。该结

果进一步说明了在阿托伐他汀的使用过程中FXR
基因及其下游MRP2基因的变化趋势是相同的,且
阿托伐他汀对胆汁酸代谢的抑制机制可能是其导致

胆汁酸代谢异常、胆汁淤积,进而引起肝损伤的主要

原因之一。但本研究中随着阿托伐他汀剂量的增

加,C、D组小鼠肝组织中FXR 和MRP2基因表达

并无差异,提示我们实验中阿托伐他汀药物浓度梯

度设定可能较窄,后期我们将会通过加大样本量和

设置更多浓度梯度进行进一步实验。
总之,阿托伐他汀可诱导小鼠血清中 TBA水

平升高,并且导致胆汁酸代谢下游相关基因FXR、

MRP2表达改变,大剂量给药导致的胆汁酸代谢异

常可能是阿托伐他汀肝脏毒性的主要原因之一。
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