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摘 要:牦牛是青藏高原特有的家畜,也是世界上生活在海拔最高处的哺乳动物。因特殊的饲养方式及生活的高原环境恶

劣,再加上饲养管理不到位,在牦牛养殖过程中常发生腹泻。牦牛发生腹泻后会导致脱水和消瘦,急性腹泻还会带来发热、
排血便等并发症,而慢性腹泻会使牦牛的食欲不振、精神萎靡、营养不良甚至最终导致死亡,给牦牛养殖场带来较为严重的

经济损失。研制了一种治疗牦牛腹泻的藏药组方,将不同剂量的药物灌胃小鼠,观察小鼠的临床指标变化和肝脏的病理变

化。选择病理变化最明显的剂量,用实时荧光定量PCR及 Westernblot实验检测该剂量是否通过调节小鼠肝脏组织凋亡、
自噬通路导致肝脏的病理变化。结果表明:该藏药组方在低至中剂量范围内未引起明显的毒性反应,而高剂量组则导致小

鼠出现摄食减少、体质量增长抑制、精神萎靡及肝损伤等症状。肝脏病理显示,高剂量组出现肝细胞排列紊乱、血窦扩张及

局灶性坏死。分子机制研究发现:高剂量可显著上调自噬相关基因(Atg5、LC3b)的表达,并激活线粒体凋亡途径,表现为细

胞色素c(CytC)释放及caspase-9 显著升高。
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Abstract:Theyak(Bosmutus)isalivestockspeciesendemictotheQinghai-XizangPlateauandthehighest-altitudemammalintheworld.

Duetotheuniquefeedingmode,harshplateauenvironmentandinadequatemanagement,diarrheafrequentlyoccursinyakbreeding.Diarrhea

causesdehydrationandemaciationinyaks;acutediarrheaisaccompaniedbycomplicationssuchasfeverandbloodyfeces,whilechronicdiar-

rhealeadstoanorexia,lethargy,malnutritionandevendeath,causingseriouseconomiclossestoyakfarms.AXizangmedicineformulafor

treatingyakdiarrheawasdeveloped,anddifferentdosesoftheformulawereintragastricallyadministeredtomicetoobserveclinicalindicators

andliverpathologicalchanges.Thedosewiththemostobviouspathologicalchangeswasselectedtodetectwhetheritcausedliverpathological

damagebyregulatingapoptosisandautophagypathwaysinmouselivertissueusingqRT-PCRandWesternblot.Theresultsshowedthatthe

Xizangmedicineformulacausednoobvioustoxicreactionsatlowtomediumdoses,whilehighdoseledtoreducedfoodintake,inhibitedbody
weightgain,lethargyandliverinjuryinmice.Liverpathologyshoweddisorderedhepatocytearrangement,sinusoidaldilationandfocalnecrosis

inthehigh-dosegroup.Molecularmechanismstudiesrevealedthathighdosesignificantlyup-regulatedtheexpressionofautophagy-relatedgenes(Atg5,

LC3b)andactivatedthemitochondrialapoptosispathway,characterizedbycytochromec(CytC)releaseandsignificantlyincreasedcaspase-9.
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  牦牛(Bosmutus)是青藏高原特有的家畜,
被誉为“高原之舟”“高原之宝”。牦牛肉质鲜美,
脂肪含量低,蛋白质含量高,毛皮还可用于制作

衣物和帐篷,具有较高的经济价值。
牦牛主要生活在青藏高原海拔3000m 以

上的高寒地区。在中国,牦牛主要分布在青海、
西藏、四川、甘肃等省份[1-2]。饲养牦牛的方式多

为散养,因其特殊的饲养方式及其生活的高原环

境恶劣,再加上饲养管理不到位,在养殖过程中

常发生牦牛腹泻[3]。牦牛发生腹泻后会导致脱

水和消瘦,急性腹泻还会带来发热、排血便等并

发症,而慢性腹泻会使牦牛的食欲不振、精神萎

靡、营养不良甚至死亡[4],给牦牛养殖场带来较

为严重的经济损失。
牦牛腹泻的治疗手段多样,包括化学药物治

疗、中藏药制剂、益生菌应用等。药物治疗方面,
常用的抗生素包括庆大霉素、诺氟沙星、土霉素

等[5]。然而,由于抗生素的耐药性和畜产品药残

问题,越来越多的研究开始关注中药和藏药的应

用。西宁动物园的杨文斌等[6]对园内1只雌性

成年胃肠炎牦牛采用了中西医结合疗法,效果明

显。也有学者研究表明乳酸杆菌对牦牛大肠黏

膜屏障具有保护作用[7]。
藏药医学是中医体系中的民族特色医学,长

期以来在治疗藏族地区人民和畜禽常见病方面

功不可没。次仁旺堆等[8]的研究证明藏医理论

以“隆”(风/气)、“赤巴”(火/能量)、“培根”(水/
土)3要素的平衡为核心,认为犊牛腹泻源于三者

功能失调,或过盛或不足,导致消化吸收紊乱。
治疗则强调辨证施治,针对3要素的盛衰与脾胃

肠道等具体病位,采用相应藏药以恢复平衡。李

登宇等[9]曾将小鼠以牦牛源沙门氏菌 H42造

模,并以藏药仁青芒觉、坐珠达西、地榆、黄连、诃
子等灌胃小鼠,结果发现以上藏药对牦牛源沙门

氏菌 H42有较好的抑菌效果。藏药九味防瘟散

不仅在盲肠结扎所致脓毒症模型中对小鼠具有

保护作用,还能减轻脂多糖(LPS)诱导的脓毒症

小鼠的急性肺损伤[10]。有调查研究表明,藏药因

其成分丰富、药理活性多样,在高原低氧脑损伤

的预防和治疗中呈现出多靶点、多层面、多途径

协同作用的显著优势[11],且临床疗效显著[12]。
由此可见,藏药的功效明显,亟待更广泛的研究

以挖掘其作用。

根据藏药“隆”、“赤巴”、“培根”3要素失衡

而引起腹泻的理论,笔者研制出了本藏药组方。
本组方主要由黄连、诃子、藏红花、麝香等藏药组

成,主要通过抗炎、抗氧化及修复肠道屏障等功

能,对消化道疾病发挥治疗作用。黄连主要活性

成分小檗碱[13],具有显著的抗炎、抗氧化特性,不
仅能有效治疗细菌性胃肠炎与腹泻,还能改善肠

道绒毛形态与调节代谢[14]。诃子作为传统的涩

肠止泻药,其提取物被证实能够增强肠道屏障功

能,修复黏膜损伤,促进肠上皮恢复[15-16]。藏红

花的核心成分藏红花素,有抗炎与抗氧化应激的

能力,可减轻结肠炎症[17-18],有助于调节肠道菌

群平衡。此外,传统名贵药材麝香,在藏医与现

代应用中均显示出良好的消肿镇痛功效[19-20],能
有效促进肛肠部位创面的愈合与恢复。综上,这
些药物可通过多重途径,协同治疗腹泻及相关消

化道疾病。
由于中草药的天然来源和悠久的使用历史,

通常被认为是安全的。但许多中草药会产生次

级代谢物质,这些物质往往与药理活性化合物难

以区分[21],容易造成不良反应,甚至肝毒性。当

停止用药后,这些副作用和毒性通常也可以逆

转。肝脏是一个关键的前线免疫组织,由于其特

殊的结构,在产生蛋白质、代谢营养物质和清除

毒素等方面至关重要,是机体与外界之间的重要

屏障[22]。临床上,除少数已证实无肝损伤的中药

外,中草药或中草药产品都可能与中毒性肝病风

险有关[23]。有研究回顾了38例因服用何首乌及

其制剂而导致肝损害的病例[24],提示药物毒性评

价的重要性。肝脏由于功能特殊,往往在药物中

毒时受到首要伤害。2009年1月至2014年1月

在对解放军第302医院595例因中药导致肝损

伤的住院患者进行因果关系评价中,发现中药可

导致肝损伤甚至死亡[25]。因而在实践中应重视

中药的肝毒性,在本藏药组方研制成功后及时进

行了毒性实验,选择肝脏为主要的评价对象,通
过病理切片、实时荧光定量PCR、Westernblot
实验等探究本组方的毒性作用以及是否对小鼠

肝脏组织造成了影响。

1 材料与方法

1.1 动物

50只6~7周龄的SPF级ICR小鼠,体质量

·860·

 2026年第2期                           



20~22g,雌雄各半,购于广州锐格生物科技有

限公 司。小 鼠 到 达 后 安 置 于 环 境 温 度 23~
25℃、湿度40%~60%、12h明暗交替循环的室

内空间,经过7d的适应期,随机分为5组(n=
10,雌雄各半)。

1.2 主要试剂

多聚甲醛粉末、75%酒精、二甲苯、甲醇,广
州化学试剂厂;96孔荧光定量PCR板,乐泰生物

科技有限公司;Trizol裂解液,大连宝生物工程

公司;SDS-PAGE凝胶试剂盒,雅酶生物科技有

限公司;PMSF、Ripa裂解液,反转录试剂盒、荧
光定量试剂盒、BCA蛋白浓度试剂盒、通用型抗

体稀释液,上海碧云天生物技术有限公司;PVDF
膜,Sigma公司;ECL超敏化学发光试剂盒,南京

诺唯赞生物科技有限公司。

1.3 主要仪器

分析天平(ME204型),梅特勒托利多;实时

荧光 定 量 PCR 仪 (LightCycler480 型)美 国

Roche公司;电热恒温鼓风干燥箱(DHG-9123A
型),上海一恒科技有限公司;核酸浓度测定仪

(Nanodrop2000型),美国ThermoFisher科技公

司;低温离心机(Centrifuge5804R),德国Eppen-
dorf公司;电泳仪(EPS600型),上海天能科技有

限公司;光学显微镜(DM1000型),德国徕卡;涡
旋混合器(XW-80C型),上海医科大学仪器厂;
基本型加热磁力搅拌器(RHBasic2型),德国

IKA公司;pH 计(PB-10型),德国赛多利斯公

司;全 自 动 化 学 发 光 成 像 系 统(GelView6000
Pro),广州博鹭腾仪器仪表有限公司。

1.4 实验方法

1.4.1 药物水煎剂的制备

1)将 配 制 而 成 的 药 物 打 磨 成 粉 末,过 筛

80目,粗粒可再次打磨、过筛;2)在电子天平上准

确称取100g藏药组方粉末,放入锥形瓶中,加入

2L双蒸水浸泡12h;3)超声破碎30min;滤出药

液,再加入1L双蒸水与药渣混合,超声破碎

30min,滤出药液。4)将两次所得药液与药渣混

合,用砂锅煮沸1h,8层纱布过滤药渣;再用超

速离心机离心药液,取上清液,弃药渣;5)使用旋

转蒸发仪调整药液浓度至1g/mL。6)自然冷却

所得药液,于超净台内分装后盖上瓶盖,封口,置
于冰箱4℃保存,使用时用双蒸水稀释成所需

浓度。

1.4.2 动物分组与处理

6~7周龄的SPF级ICR小鼠50只,雌雄各

半。经过7d的适应期,随机分为5组(n=10,雌雄

各半):对照组(每10g体质量),低剂量组(20mg,

L),中剂量组(100mg,M),中高剂量组(200mg,

MH),高剂量组(400mg,H)。按照每10g体质

量0.2mL给小鼠灌胃对应剂量的药物,每日灌

胃1次(高剂量所需药量较多则分两次灌胃),灌
胃前需给小鼠禁食4h,饮水不限。毒性实验根

据7日疗程计算,第7日灌胃小鼠的12h后处死

小鼠采样。在实验中,小鼠均自由饮水与采食;
每日称小鼠体质量、查看小鼠体况;每2d更换新

鲜垫料。本研究中动物实验严格遵守动物福利,
操作步骤严格按照广东省《实验动物福利与伦理

审查指南》进行,并得到华南农业大学动物保护

与使用委员会批准。

1.4.3 动物肝脏组织采样

断颈处死小鼠后立即采集小鼠的肝脏样本,
将肝脏浸入1×PBS中,并轻轻划动以去除组织

上的血液。将肝脏切成3×3cm的小块,放入装

有甲醛的EP管中固定,用于后续 HE染色等组

织实验;其余肝脏样本则装入管中于液氮中快速

冷冻,然后在-80℃下保存,用于分子生物学

实验。

1.4.4 HE染色

55℃烤片1h,自然冷却至室温,用二甲苯、
高浓度至低浓度的梯度乙醇中溶蜡复水,用苏木

精核染6min,双蒸水轻轻冲去玻片上残留的苏

木精,用1%的盐酸酒精分化10s后,立刻放入

水中,再用龙头水返蓝15min。低浓度至高浓度

梯度乙醇中脱水,伊红染液2min,再放入无水乙

醇、二甲苯,中性树脂封片。

1.4.5 实时荧光定量PCR
从-80℃冰箱保存的小鼠肝脏组织中提取

总RNA,使用TRIZOL法提取,并严格按照说明

书进行处理。用DEPC水溶解肝脏组织的RNA
后,使用 NANoDropTM OneC来测定总RNA的

质量 和 浓 度。使 用 ABScriptNeoRT Master
MixforqPCRwithgDNARemover(RK20433,

abclonal,China)在PCR机上将 mRNA逆转录

为cDNA,逆转录程序设置为37℃2min,55℃
15min,85℃ 5min。cDNA 采用 Genious2X
SYBR Green Fast qPCR Mix (No ROX)
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(RK21205,abclonal,China),程序为95℃3min,
后设置40个循环,95℃5s、60℃30s,然后根据

试剂盒的规格进行熔融曲线分析。qRT-PCR所用

的引物采用美国国家生物技术信息中心 (NCBI)

引物设计工具进行设计,引物由北京擎科生物科

技股份有限公司合成 (表1)。选择管家基因

GAPDH 对数据进行归一化处理,采用2-△△CT法
分析目的基因的表达情况,检测转录水平。

表1 本研究所使用的引物序列

基因 正向引物序列(5'-3') 反向引物序列 (3'-5')

GAPDH GTCGGTGTGAACGGATTTG CAATCTCCACTTTGCCACTG

mTOR TCCTGACCCTGATATCCGCT GTTCATGCTGCTTAGTCGGC

p62 GGACCCATCTACAGAGGCTG ATCACAATGGTGGAGGGTGC

Atg5 GCAGAATGACCACGACGGAG GGTAGCTCAGATGCTCGCTC

LC3b AGCAGCACCCCACCAAGAT CACCATGCTGTGCCCATTC

Beclin1 GCTGTAGCCAGCCTCTGAAA TGAGGAATAGTAAGCACCTGGC

Bax CTGGATCCAAGACCAGGGTG CCTTTCCCCTTCCCCCATTC

Bcl2 ATTCCTCTGTCGCCTTCTGAG AGGAGAGAAAGTCGACCACCA

CytC TCCACGGTCAGGCTATAAACG CTGGATCACCCGCAGGAATA

APAF1 TGGCTGTCAAGCTCAAGGAG GCTTCAAGCTGATTCCCCCT

Caspase-9 GTGACTCTGAGCCAGATGCT AGAATGCCATCCAAGGTCTCG

1.4.6 Westernblot实验

将肝脏 组 织 从-80 ℃冰 箱 中 取 出,切取

25~50mg肝脏组织放入研磨管中,加入250μL
Ripa+Pmsf(50 mmol/L Tris、150 mmol/L
NaCl、1% TritonX-100、1% 脱氧胆酸钠、0.1%
SDS和正钒酸钠)。充分研磨组织,确保磨碎后

使用离心机4℃、12000xg离心10min。将研

磨管从离心机中取出,吸取上清液即为蛋白原

液,并使用BCA试剂盒测定蛋白浓度,严格按照

BCA试剂盒的说明书步骤操作。用Ripa+Pmsf
将蛋白原液定量到1.25μg/μL,再以4∶1的比

例加入适量Loadingbuffer后将蛋白放于沸水中

煮10min,自然晾凉后分装、上样,暂时不用的保

存于-80℃冰箱。将提取的蛋白等量电泳,然
后在转印膜上进行电印,采用湿式电泳法。转膜

完成后用1×TBST清洗条带3次、每次5min,

再用脱脂奶粉封闭条带1h,完成后清洗3次,每
次5min。稀释对应抗体,将条带浸入其中,在

4℃孵育14~16h。完成后回收抗体,清洗条带

3次后将条带浸入对应二抗,室温孵育1h,清洗

3次后即可显影照胶。

1.4.7 统计分析

用GraphPadPrism9.0将数据进行分析并

作图。数据以x±s表示。使用t检验分析各组

之间的差异,p<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 动物的临床表现

小鼠适应性饲养7d后分为5组,于每日固

定时间灌胃不同浓度的药物,对照组(Con)灌胃

双蒸水。临床观察发现,对照组及低剂量组(L)
小鼠正常采食饮水,精神活泼,反应灵敏,实验过

程中未出现死亡情况。中剂量组(M)小鼠进食、
饮水量与对照组相比下降,但体质量与对照组小

鼠同等上升,精神正常,活泼爱动。中高剂量组

(MH)、高剂量组(H)小鼠的进食、饮水量、体质

量增长曲线均显著低于对照组(图1),并表现出

明显的扎堆、被毛凌乱、精神萎靡等临床症状。中

高剂量组于实验第2日死亡2只小鼠,高剂量组

分别于实验第5日、第6日死亡2只、1只小鼠。

2.2 HE染色结果分析

图2显示,小鼠处死采样时对照组、低剂量

组、中剂量组的肝脏眼观无明显病变,中高剂量

组肝脏颜色较深、质脆,高剂量组肝脏眼观见梗

死灶。为了更进一步观察小鼠的肝脏变化,我们

将小鼠肝脏用甲醛浸泡后石蜡包埋,切片后采用

HE染色法通过显微镜观察小鼠肝脏的细微变

化。结果显示,对照组、低剂量组的肝血窦间隙适

中、肝细胞排列整齐;中剂量组小鼠的肝小叶排列

正常,但肝小叶有少量淤血现象;中高剂量组可见

肝脏淤血增多,同时出现炎性细胞增生;高剂量组

肝脏可见肝细胞排列紊乱、肝血窦间隙增宽。
·070·

 2026年第2期                           



图1 藏药组方毒性实验的临床表现及饮食量、体质量变化情况

图2 藏药组方毒性实验引起小鼠肝脏组织的病理变化(HE染色)
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2.3 实时荧光定量PCR实验结果

为了探究高剂量藏药组方水提物连续7d灌

胃小鼠是否会导致肝脏细胞的自噬或凋亡,对小

鼠肝脏细胞的相关基因RNA进行荧光定量,以
探究不同基因在小鼠肝脏细胞中的表达是否发

生改变。由图3可知,在自噬通路中,mTOR、

Atg5、LC3b 基因的 mRNA表达量与对照组相

比均显著上升(p<0.05),p62、Beclin1 基因的表

达量有上升趋势但差异不明显。由图4可知,在
细胞凋 亡 通 路 中,与 对 照 组 相 比,CytC(p<
0.01)、caspase-9(p<0.05)基因的 mRNA表达

量显著上升,caspase-3、caspase-8 基因的mRNA
表达 量 上 升 但 差 异 不 明 显,APAF1 基 因 的

mRNA表达量下降但差异也不明显。

图3 高剂量藏药组方对小鼠肝脏自噬相关基因的RNA表达影响

图4 高剂量藏药组方对小鼠肝脏凋亡相关基因的RNA表达影响
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2.4 Westernblot实验结果

由图5可知,在自噬通路中,Beclin1 基因的

蛋白表 达 水 平 与 对 照 组 相 比 显 著 上 升(p<
0.05),Atg5、LC3b 基因的蛋白表达水平上升但

差异不显著。由图6可知,在细胞凋亡通路中,

Bax、CytC、caspase-9 基因的蛋白表达水平均显

著上升(p<0.05),caspase-8 基因与对照组相

比,其蛋白表达水平上升但差异不明显。

图5 高剂量藏药组方对小鼠肝脏自噬相关基因的蛋白表达影响

图6 高剂量藏药组方对小鼠肝脏凋亡相关基因的蛋白表达影响

3 讨论与结论

3.1 讨论

结果表明,本研究所用藏药组方的安全性呈

现显著的剂量依赖特征。临床观察显示,低剂量

组和对照组小鼠行为及生理指标均处于正常范

围,中剂量组的整体精神状态和体质量增长趋势

与对照组基本一致,表明该剂量可能接近安全阈
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值的临界点。中高剂量组与高剂量组则表现出

采食量与饮水量明显降低、体质量增长趋势明显

降低,且死亡率随剂量递增而升高。肝脏病理学

检查进一步验证了这种剂量依赖特征:随着剂量

的增加,肝脏从结构完整、血窦间隙正常,逐步发

展为肝小叶淤血、炎性细胞浸润,直至高剂量组

出现肝细胞排列紊乱、血窦间隙增宽及肉眼可见

的梗死病灶。因而认为本藏药组方在低至中剂

量范围内表现出可接受的安全性,而超过则可能

诱发明显的肝脏毒性反应,提示在实际应用中需

严格把控给药剂量。
肝脏作为药物代谢的关键器官,其损伤机制

常涉及细胞稳态的精密调控。自噬与凋亡作为

维持细胞稳态的核心生物学过程,在药物性肝损

伤的发生发展中起着关键作用。为进一步阐明

高剂量藏药组方致肝毒性的分子机制,我们通过

对高剂量组小鼠肝脏组织进行实验,重点分析高

剂量组是否通过调控肝脏组织中凋亡与自噬相

关通路,进而导致病理学改变。
自噬和凋亡是生物体的基本生命过程,两者

相互交织。自噬是细胞降解、回收蛋白质和细胞

器以维持细胞内平衡的过程[26]。自噬是一种降

解受损细胞器或蛋白质聚集的细胞过程,最初在

肝脏实验中发现。1)自噬通过消除肝脏相关疾

病中引入的受损细胞器和蛋白质来保护肝细胞

免受损害和细胞死亡;2)自噬在不同的条件下可

以促进肝损伤的进一步恶化[27]。mTOR 是细胞

代谢的主调节剂,它存在于 mTORC1、mTORC2
两个不同的复合物中。研究表明,mTOR 的上升

会抑制自噬,而 mTOR 的下降会激活自噬[28]。
由于mTOR 信号在驱动自噬中的关键调节作

用,我们对其表达水平进行了检测。在实验中,
我们发现高剂量组的小鼠肝脏细胞 mTOR 的

RNA表达量显著上升(p<0.05),由此推测,小
鼠肝脏细胞的自噬正在受到抑制。基于此,我们

还对自噬相关基因p62、Atg5、LC3b、Beclin1 基

因的RNA和蛋白表达水平进行了检测。自噬

溶酶体过程调控着细胞的稳态,p62(SQSTM1)
已被确定为泛素化蛋白受体。p62 选择性地将

泛素化蛋白质转移到自噬囊泡中,并在溶酶体中

降解[29],这一过程需要自噬标记蛋白LC3b的参

与[30]。在哺乳动物中,LC3是一种重要的自噬标

记蛋白,类似于酵母中的 Atg8。LC3在-COOH

末端 被 裂 解 为 细 胞 质 LC3-Ⅰ,而 后 被 转 化 为

LC3-Ⅱ,后者通过磷脂酰乙醇胺与自噬体膜紧密

结合[31]。p62 直接与LC3结合,最终被自噬特

异性降解[32]。而自噬囊泡的产生需 要 Atg5,

Atg5-ATG12-ATG16复合物是一种类似泛素的

结合体,有 助 于 脱 落 膜 的 伸 长 和 自 噬 体 的 成

熟[30]。本研究表明,高剂 量 组 小 鼠 肝 脏 p62、

Atg5、LC3b、Beclin1 基因的 RNA 和蛋白表达

水平均呈现上升趋势,其中Atg5、LC3b 基因的

RNA表达水平上升显著(p<0.05)。根据实验

结果,我们认为高剂量组会对小鼠肝脏造成损

伤,影响自噬相关基因的表达,但其并不调控肝

脏细胞的自噬激活或自噬抑制。
作为对外界刺激的细胞应激反应,细胞凋亡

是程序性细胞死亡的一种调节形式,在多细胞生

物体生命周期中至关重要[33]。细胞凋亡可以有

效地清除受损细胞,其机制涉及多种信号通路,
十分复杂。细胞凋亡包括外源性细胞凋亡途径

和内在细胞凋亡途径。在外源性细胞凋亡途径

中,肿瘤坏死因子受体(TNFR)超家族在其中起

着重要作用[34],其是暴露在细胞表面的死亡受

体,称为死亡结构域(DD),与细胞凋亡信号密切

相关。内在细胞凋亡途径具有很强的线粒体依

赖性,通常是由内部刺激导致启动,如缺氧和严

重的氧化应激可诱导细胞凋亡[35]。Bcl2家族在

内在细胞凋亡途径中扮演着重要角色,其通过疏

水跨膜螺旋附着在线粒体外膜上,被称为释放细

胞凋亡因子的“看门人”[36]。Bcl2家族促凋亡基

因的活化会导致抗凋亡基因Bcl2、Bcl-xL 等被

抑制,导致线粒体膜外膜被破坏,这是细胞凋亡

程序的第一步。抗凋亡基因Bcl2和促凋亡基因

Bax 是细胞凋亡程序的经典基因,他们在线粒体

凋亡途径中起着重要作用。当Bcl2的表达减少

而Bax 上升时,表明凋亡程序正在被促进,线粒

体外膜被破坏,其中的蛋白质会扩散到细胞质

中,包括CytC(细胞色素C)等细胞凋亡因子,进
而在细胞质中形成细胞凋亡体[37]。Chen等[38]

的研究表明,小鼠吸入氨气后,通过下调Bcl2 及

上调Bax 的表达量来促进肝脏细胞的凋亡。基

于Bcl2 与Bax 在线粒体凋亡途径中的重要性,
我们对二者在高剂量组小鼠肝脏中的表达进行

了研究。qRT-PCR和 Westernblot实验结果均

显示,促凋亡基因 Bax 显著上升(p<0.05),
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RNA表达水平上升但不显著。在对抗凋亡基因

Bcl2 检测时发现,Bcl2 的蛋白表达水平有下降

趋势,由此推测,高剂量组可能会激活小鼠肝脏

细胞凋亡程序以清除受损肝脏细胞。为了验证

小鼠肝脏细胞的凋亡程序被启动,我们对CytC
基因的表达进行了检测,结果发现CytC 的RNA
表达水平上升趋势十分显著(p<0.01),其蛋白

表达水平也较显著(p<0.05),由此得出:高剂量

组小鼠肝脏细胞的凋亡程序已经被启动,线粒体

外膜受到破坏,导致细胞凋亡因子漏出。研究表

明,CytC 会与APF1(凋亡蛋白酶激活剂1)和活

化的caspase-9 结合形成凋亡小体,凋亡小体可

以促进caspase-3 的激活并最终导致凋亡[33]。
为了验证小鼠肝脏细胞的凋亡程序启动后是否

形成凋亡小体,我们再对APAF1 基因进行了检

测,结果未有明显上升或下降趋势。研究表明,
细 胞 凋 亡 体 可 激 活 caspase-9,caspase-9 是

caspases家族的启动子之一,细胞凋亡程序主要

由caspases家 族 执 行。在 细 胞 凋 亡 程 序 中,

caspases家族是细胞凋亡机制的核心[39],它们既

是细胞死亡的启动者(如caspase-8 和caspase-
9),又 是 细 胞 死 亡 的 执 行 者(如caspase-3 和

caspase-7)。caspase-9 的加入可以激活细胞的

凋亡程 序,caspase家 族 的 执 行 者 也 会 同 时 被

caspase-9 激活,以裂解细胞底物,导致细胞凋

亡。因 此 我 们 对 caspases 家 族 的 启 动 者

caspase-8,caspase-9 和执行者caspase-3 进行检

测,结果表明,caspase-9 的RNA表达水平和蛋

白表达水平均有显著的上升趋势(p<0.05),

caspase-8 的RNA表达水平和蛋白表达水平上

升但不具有显著性。由此推测,高剂量组小鼠的

肝脏细胞的凋亡程序启动,细胞凋亡因子CytC
漏出,细胞凋亡体形成,形成的凋亡小体激活细

胞凋亡启动子caspase-9,细胞开始凋亡。凋亡

蛋白酶激活剂APAF1没有明显上升趋势,我们

推测,CytC 可能与其他因子结合形成了细胞凋

亡体,共同完成细胞的凋亡程序。细胞凋亡启动

子caspase-9 的上升趋势显著而caspase-3 未呈

现出明显的上升趋势,表明细胞的凋亡程序开

始,但凋亡程序是否被终止或由其他基因继续执

行,还值得更多的研究来探讨。

3.2 结论

在治疗牦牛腹泻的藏药组方毒性实验中,小

鼠处死采样时低剂量组、中剂量组的肝脏眼观无

明显病变,中高剂量组和高剂量组可见明显肝脏

病变。通过对病变最严重的高剂量组进行qRT-
PCR和 Westernblot检测小鼠肝脏的自噬、凋亡

相关基因的表达,发现高剂量组可显著上调自噬

相关基因(如 Atg5、LC3b)的表达,但并不直接

激活或抑制自噬通路;同时,高剂量组能够启动

线粒体凋亡途径,表现为CytC 释放及caspase-9
显著激活,提示其通过诱导线粒体依赖性凋亡途

径导致肝脏损伤。因此,我们认为每10g小鼠藏

药剂量20mg、100mg对其肝脏没有明显毒性作

用,可用于后续藏药组方治疗牦牛腹泻的临床参

考剂量。
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